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§ Sazetak vii

§ Sazetak

UV (engl. ultraviolet) zraCenje je elektromagnetsko zracenje valnih duljina izmedu 100 i 400
nm te se dijelina UVA, UVB 1 UVC zracenje, od kojih samo UV A i dio UVB dostizu Zemljinu
povrsinu. UV zra¢enje moZe na razne nacine interagirati s kozom: dio se reflektira, dio rasprsi,
a dio se apsorbira pomocu kromofora u kozi. Dubina prodiranja UV zrafenja u kozu
proporcionalna je valnoj duljini. U akutne efekte UV zracenja na kozu ubrajaju se fotoostecenja,
mutacije, imunosupresija, eritem, tamnjenje 1 sinteza vitamina D, dok su kroni¢ni efekti
fotostarenje 1 fotokancerogeneza. Melanin je pigment u kozi koji apsorpcijom UV zracenja Stiti
geneticku informaciju od mogucih oStecenja te svojom vrstom i koli¢inom odreduje boju koze
1 osjetljivost na UV zracenje. Fitzpatrickova ljestvica je numericka klasifikacija Sest fototipova
koze, ovisno o stupnju pigmentacije, osjetljivosti na UV zracenje i riziku od raka koze. MCIR
(engl. melanocortin-1 receptor) odreduje normalnu pigmentaciju koze pojedinca i predstavlja
skretnicu izmedu puteva biosinteze eumelanina i feomelanina. Takoder igra klju¢nu ulogu u
adaptivnom tamnjenju. DNA (engl. deoxyribonucleic acid) je jedna od najvaznijih kromofora
u kozi. Direktnom apsorpcijom UVB zracCenja nastaju fotoprodukti DNA poput ciklobutanskih
pirimidinskih dimera (CPD, engl. cyclobutane pyrimidine dimers). Do oSte¢enja DNA moze
do¢i 1 indirektnim putem, pomocu reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. reactive oxygen
species) nastalih pod djelovanjem UV A zraenja. NER (engl. nucleotide excision repair) i BER
(engl. base excision repair) predstavljaju iznimno vazne mehanizme popravka DNA. NER
uklanja CPD, dok BER uklanja oste¢ene baze poput 8-oksoG. Nepopravljena oSte¢enja dovode
do mutacija, aza C>T i CC>TT se smatra da su mutacije svojstvene UV zracenju. Prirodno i
umjetno UV zracenje klasificirano je kao kancerogen. Imunosupresijski efekt UV zracenja
znacajan je faktor koji omogucuje kancerogenezu. Rak koze dijeli se na: rak bazalnih stanica
(BCC, engl. basal cell carcinoma); rak plocastih stanica (SCC, engl. squamous cell carcinoma)
1 melanom, odnosno rak melanocita (MM, engl. malignant melanoma), od kojih je melanom
najagresivniji. Tumor supresor p53 moze aktivirati apoptozu, jedan od obrambenih
mehanizama organizma kojim se uklanjaju stanice s nepopravljivim oSte¢enjima i tako sprijeciti
nastanak tumora. Mutacije u proto-onkogenima i tumor supresorskim genima posebno su
znaCajni u kancerogenezi. UV inducira izravno tamnjenje pigmenta (IPD, engl. immediate

pigment darkening), trajno tamnjenje pigmenta (PPD, engl. persistent pigment darkening) i

Jacqueline - Katrin Kranjcevi¢ Zavr$ni rad



§ Sazetak viii

zaka$njelo tamnjenje (DT, engl. delayed tanning), odnosno melanogenezu. Opekline od sunca
karakterizirane su pojavom eritema i apoptotskih stanica. UV zracenje uzrokuje fotolizu 7-
dehidrokolesterola (7-DHC, engl. 7-dehydrocholesterol) u epidermi 1 na taj nacin pokrece put
biosinteze aktivnog oblika vitamina D. Fotostarenje je preuranjeno starenje koze uzrokovano

UV zracenjem.
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§ 1. Uvod 9

§1. UVOD

Ultraljubi¢asto (UV, engl. ultraviolet) zracenje je -elektromagnetsko (EM, engl.
electromagnetic) zraCenje Cije valne duljine poprimaju vrijednosti izmedu 400 1 100 nm,
odnosno, fotoni ultraljubicastog dijela spektra EM zracenja imaju energiju izmedu 3,1 i 12,4
eV. UV zracenje moze se podijeliti u potkategorije, a najuobicajena je podjela na UVA (400-
315 nm), UVB (315-280 nm) i UVC (280-100 nm) zracenje. Solarno UV zraéenje prolazi kroz
atmosferu, gdje gotovo svo UVC zracenje i preko 90% UVB zrafenja biva apsorbirano od
ozonskog omotaca, kisika, vodene pare i drugih molekula u atmosferi, dok ve¢ina UVA
zracenja kroz nju prolazi neometano. Od UV zracenja koje dostize Zemljinu povrSinu, UVA
predstavlja glavninu s 95%, dok preostali, manji udio predstavlja UVB zracenje.!” Staklo
predstavlja dobar filtar za UVB zracenje, no ne i za UVA.*

Vaznu ulogu u osvjes¢ivanju javnosti o riziku UV zracCenja te prekomjernom izlaganju istom
ima tzv. UV indeks, internacionalni standardni sustav mjere intenziteta UV zraCenja na
Zemljinoj povrsini (tablica 1).2 Vise ¢imbenika odreduje koli¢inu UV zradenja koja doseZe tlo,
a to su: kutna visina sunca (koja ovisi o dobu dana 1 godine), geografska Sirina, nadmorska
visina, koli¢ina naoblake i debljina ozonskog omotaca. Tako je veca razina UV zracenja Sto je
vecéa kutna visina sunca, manja geografska §irina, ve¢a nadmorska visina, manja naoblaka i tanji
ozonski omota¢. Takoder, dodatan znacajan doprinos u koli¢ini UV zracenja koje dopire do
pojedinca jest reflektivnost povrSina u njegovu okruzenju: ¢isti snijeg reflektira do 80% UV
zracenja, a pijesak do 25%. Hlad pruZa samo parcijalnu zastitu - osoba u hladu izloZena je do
50% inicijalnog UV zradenja.?

UV dio suncevog spektra ima negativne kao i pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje te je
zasluzan za razne akutne i1 kroni¢ne efekte. U akutne efekte ubrajaju se fotooSte¢enja, mutacije,
imunosupresija, eritem, tamnjenje i sinteza vitamina D, dok su kroni¢ni efekti fotostarenje i
fotokancerogeneza, koja je inducirana mutacijama nastalim uslijed izlaganja UV zra¢enju, kao

i imunosupresijom.’
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§ 2. Prikaz odabrane teme 10

Tablica 1. UV indeks i pripadni rizik od Stete pri izlaganju suncu bez zastite (Preuzeto i

prilagodeno s ref. (2))

Kategorija rizika UV indeks
Niska <2
Umjerena 3-5
Visoka 6-7
Vrlo visoka 8—10
Ekstremna 11+

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Koza

Koza predstavlja najveci organ kod ljudi te ima funkciju barijere koja, osim Sto omogucava
izmjenu informacija u obliku osjeta kao i izmjenu tvari s okolinom, ¢ini prvu liniju zastite
organizma od Stetnih vanjskih utjecaja. Strukturu koze ¢ine dva primarna sloja: derma i
epiderma (slika 1).® Glavna uloga epiderme je zastita koZe od raznih o$teéenja, stranih molekula
1 mikroorganizama, dok derma ima potpornu ulogu te se u njoj nalaze brojne kapilare, Zivci,
zlijezde lojnice, folikuli kose i drugo. Kolagen i elastin u dermi zasluzni su za elasti¢nost i
gipkost koze. Granicu izmedu derme i epiderme €ini tzv. bazalna membrana, iznad koje lezi
bazalni sloj stanica. Keratinociti tvore najve¢i dio epiderme te se stvaraju diobom maticnih
stanica bazalnog sloja epiderme, a novonastale stanice migriraju prema povrsini koze uz
istovremen prolazak kroz programiranu diferencijaciju, Sto onda dovodi do nastajanja razlicitih
slojeva epiderme. Najvisi sloj epiderme, stratum corneum, nastaje kada keratinociti izgube
jezgru 1 organele, pri ¢emu se nastale nezive stanice Cvrsto vezu jedna za drugu, okruzene
raznim lipidima poput ceramida, kolesterola i slobodnih masnih kiselina. Melanociti su druge
po redu najucestalije stanice epiderme, tvoreci 10% bazalnog sloja stanica i 2-3% epidermalnih
stanica ukupno te su specijalizirane za sintezu melanina, pigmenta koji apsorbira UV

zraéenje.%’
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§ 2. Prikaz odabrane teme 11

Stratum corneum —
Zavrietak osjetnog Zivca
Stratum lucidum
Stratum granulosum
Langerhansova stanica
Stratum spinosum—

Melanocit

g Merkelova stanica
Znojni kanal

Bazalna membrana

Epidermalni greben

Dermalna papila

Epiderma —

Musculus arrector pili

Derma — Zlijezda lojnica

Zlijezda znojnica

Vena
Potkozni sloj —

Arterija

Mast

Folikul dlake Vezivno tkivo

Meissnerovo tjelesce  Pacinijevo tjelesce Osjetno zivéano vlakno

Slika 1. Koza se sastoji od dva glavna sloja, derme 1 epiderme, koji su medusobno odvojeni
bazalnom membranom. Iznad bazalne membrane nalazi se sloj bazalnih stanica, od kojih 10%
¢ine melanociti, a vecina ostatka su maticne stanice. U dermi se nalaze zlijezde lojnice,
zlijezde znojnice, folikuli kose, Zivci, kapilare 1 drugo. Epiderma se sastoji od keratinocita
koji migracijom prema povrSini prolaze kroz programiranu diferencijaciju, tvoreci tako

razlicite slojeve epiderme. (Preuzeto i prilagodeno prema ref. (6))

2.2. Melanin

Melanin je polimer derivata tirozina te svojom koli¢inom i vrstom odreduje boju koze i
osjetljivost iste na UV zraCenje. Melanin sintetiziran u melanocitima prenosi se do keratinocita
pomocu specijaliziranih organela, tzv. melanosoma, koji procesom fagocitoze ulaze u

keratinocite, gdje se smjestaju iznad jezgre kako bi posluzili kao zastita od UV zracenja. Na taj
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§ 2. Prikaz odabrane teme 12

nac¢in mali broj melanocita stvara velike koli¢ine melanina za velik broj okolnih keratinocita i
tako §titi njihovu geneti¢ku informaciju od $tetnog UV zraenja.®

Sinteza melanina zapocinje od tirozina, koji se pretvara u dopakinon pomocu tirozinaze,
enzima s binuklearnim bakrovim centrom u aktivnom mjestu. Put biosinteze melanina prikazan
je na slici 2.° Alternativno, put sinteze moZe zapoceti od fenilalanina, koji se hidroksilacijom
pretvara u tirozin i nastavlja istim reakcijskim putem. Dopakinon je zajednicki prekursor dviju
vrsta melanina, eumelanina i feomelanina, koji zajedno u razli¢itim omjerima tvore kompleksni
pigment melanin (slika 3).” Intramolekulskom ciklizacijom dopakinona nastavlja se reakcijski
put koji dovodi do formiranja eumelanina, dok u prisustvu cisteina (ili alternativne molekule
koja sadrzi tiolnu skupinu poput glutationa) reakcija dopakinona s tiolnom skupinom brza je od
intramolekulske ciklizacije te se favorizira reakcijski put k feomelaninu. U pravilu svi tipovi
koze sadrze ve¢i udio eumelanina od feomelanina. Eumelanin 1 feomelanin razlikuju se po svom
kemijskom sastavu, strukturi, kao i fizikalnim i kemijskim svojstvima. Tamnosmedi, netopivi
eumelanin, osim $to pruza zastitu od UV zraenja, ima i ulogu antioksidansa. Za razliku od
njega, crvenkasto-zuti feomelanin, koji sadrzi sumpor, fotolabilan je te fotolizom nastaju
superoksidni i hidroksilni radikali te peroksidni ion; dakle, feomelanin je prooksidans.”%!°
Mutacije gena koji kodira za tirozinazu ili druge proteine koji sudjeluju u melanogenezi dovodi
do poremecaja u pigmentaciji koze, kose i1 ociju. Takav nasljedni genetski poremecaj, u kojemu

je odsutna ili ograni¢ena sinteza melanina, naziva se albinizmom.!!
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Slika 2. Put biosinteze eumelanina i feomelanina. U prisustvu cisteina preferentno nastaje

feomelanin, dok u odsutnosti nastaje samo eumelanin. Za biosintezu feomelanina potrebna je

tirozinaza, dok u biosintezi eumelanina sudjeluju dva dodatna enzima: Tyrpl i Tyrp2.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema ref. (9))
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N ji(COOH)
s

OH

Eumelanin Feomelanin

Slika 3. Podjedinice eumelanina i feomelanina. Strjelice oznacavaju mjesta vezanja s drugim
jedinicama. Karbonilna skupina izmedu pirolnog i indolnog prstena moze biti i metilenska.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema ref. (9))

2.3. Pigmentacija i osjetljivost koZe na UV zracenje

Boja koze odredena je pigmentima koje sadrzi, poput karotenoida, hemoglobina i razli¢itih vrsta
melanina te njithovom koli¢inom. Pigmentacija koZe takoder je odredena brojnoséu i
organizacijom melanosoma. Gen koji kodira za melanokortin-1 receptor (MCIR, engl.
melanocortin-1 receptor) igra klju¢nu ulogu u odredivanju pigmentacije koze pojedinca,
sklonosti razvijanju raka koze te u adaptivnom tamnjenju.!’'> MC1R je receptor spregnut s G-
proteinom koji se nalazi u stani¢noj membrani melanocita. Fuknciju MCIR kontroliraju
agonisti a-hormon koji stimulira melanocite (a-MSH, engl. a-melanocyte stimulating hormone)
1 adrenokortikotropni hormon (ACTH, engl. adrenocorticotropic hormone) te kompetitivni
antagonist agouti signalni protein (ASP, engl. agouti-signaling protein). Vezanjem agonista za
MCIR aktivira se kaskada reakcija koja dovodi do sinteze eumelanina, dok vezanje antagonista
dovodi do sinteze feomelanina. a-MSH 1 ACTH takoder dovode do pojacane ekspresije MCIR
gena i na taj nacin djeluju mehanizmom pozitivne povratne sprege. Funkcija MC1R predstavlja
skretnicu izmedu sinteze dvaju oblika melanina, a koja ¢e vrsta melanina biti sintetizirana ovisi
o vise faktora, ali je u svakom slucaju potreban funkcionalan MCIR za efektivnu sintezu
eumelanina. MCIR je visoko polimorfni protein, a njegove defektne genetske varijante dovode
do smanjene sinteze eumelanina, $to se ocCituje u svijetloj boji koze 1 posljedi¢no nizoj razini
zastite od UV zra¢enja, odnosno vecoj osjetljivosti na isto. Povrh toga, defekt MC1R moze
dovesti do manje efikasnosti popravka oste¢enja DNA u melanocitima i vecoj akumulaciji

mutacija u genomu, §to dovodi do veceg rizika od raka.®!%1?
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§ 2. Prikaz odabrane teme 15

Razli¢ita obojenost koze povezuje se s razli¢itim etnickim skupinama ljudi, koji razlicito
reagiraju na UV zracenje. Kod pojedinaca sa svjetlijom kozom, melanosomi siromasni na
pigmentima smjeSteni su iznad jezgre u keratinocitima, dok su kod pojedinaca s tamnijom
kozom melanosomi bogatiji pigmentima i ravnomjerno su rasporedeni unutar keratinocita.'®!
1975. godine razvijena je tzv. Fitzpatrickova ljestvica,'® koja je podijeljena na Sest
Fitzpatrickovih fototipova koze (FSP, engl. Fitzpatrick Skin Phototype), ovisno o koli€ini
melanina, reakciji na UV zraCenje 1 sklonosti razvijanja opeklina od sunca te riziku od
zraCenje, a posljedi¢no imaju vecu susceptibilnost k solarnom eritemu (crvenilu koze koje
nastaje uslijed izlaganja sun¢evom zracenju), ne tamne lako te imaju povecan rizik od raka
koze. Fototipovi visih brojeva, s druge strane, manje su osjetljivi na UV zracenje, lako tamne
te imaju nizi rizik od raka koze. U praksi se osjetljivost koze na UV zraCenje moze odrediti
mjerenjem minimalne doze UV zragenja (mjerene u J m™) potrebne da bi doslo do pojave

eritema, oznacene s MED (engl. minimal erythema dose). Tako nizi brojevi na Fitzpatrickovoj

ljestvici imaju manje vrijednosti MED, dok visi brojevi u pravilu imaju veée vrijednosti MED. !’

Tablica 2. Fitzpatrickova ljestvica Sest fototipova koze, njihova relativna koli¢ina epidermalnog
melanina, reakcija na UV zracenje, MED i rizik od razvijanja raka koze. MED (engl. minimal
erythema dose) je minimalna koli¢ina UVB zracenja koja uzrokuje crvenjenje i upalu koze 24-
48 h nakon izlaganja, ovdje izrazena pomocu SED (engl. standard erythemal dose) koja iznosi

100 J m™. (Preuzeto i prilagodeno prema ref. (8) i (17))

Fitzpatrickov Epidermalni 1 MED / Rizik
Fenotip Reakcija koZe na UV
fototip eumelanin SED od raka
Blijeda bijela koza . )
Uvijek gori
Plave/zelene oci
I o +/- Guli se 2-3 -+
Ucestale pjegice

. Nikad ne tamni
Crvena ili plava kosa

Bijela koza
Lako gori
Plave, smede ili o¢i boje +++/
II o + Guli se 3-4
ljesnjaka a ) -+
. Minimalno tamni
Crvena, plava ili smeda kosa
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§ 2. Prikaz odabrane teme 16
Svijetla koza Umjereno gori
I Smede o¢i ++ Prosjec¢na sposobnost 4-5 +++
Tamna kosa tamnjenja
Svjetlosmeda koza o ]
Minimalno gori
v Tamne oci 4+ ] 5-6 ++
Lako tamni
Tamna kosa
Smeda koza N )
Rijetko gori
A% Tamne o¢i -+ . ) &8-12 +
Lako i jako tamni
Tamna kosa
Crna koza ) ]
Gotovo nikada ne gori
VI Tamne o¢i -+ o 1 1l6-24 +/-
Smjesta i obilno tamni
Tamna kosa

2.4. Interakcija UV zracenja i koZe

Ovisno o valnoj duljini, UV zrafenje prodire u razlicite slojeve koze, odnosno, doseze razlicitu

dubinu. Tako zracenje koje pripada UVA dijelu spektra, zbog vecih valnih duljina prodire

duboko u dermu, u dubinu od oko 1000 um, dok se ve¢ina UVB zracenja apsorbira u epidermi

ili gornjoj dermi, u dubini od 160 do 180 pm (slika 4).'8

STRATUM CORNEUM

Slika 4. Prodornost UV zracenja ovisno o valnim duljinama. UVA zracenje prodire duboko u

dermu, dok se ve¢ina UVB zracenja apsorbira u epidermi ili gornjoj dermi.
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UV zracenje moZe na vise nacina interagirati s kozom Covjeka: dio zraCenja se reflektira,
dio se rasprsi, a dio biva apsorbirano od raznih molekula u kozi, takozvanih kromofora. Svakoj
molekuli, koja je sposobna apsorbirati UV zraCenje, moguce je pripisati karakteristi¢ni
apsorpcijski spektar pa tako razli¢ite molekule apsorbiraju jace ili slabije u odredenom dijelu
UV spektra. Apsorpcijom kvanta energije, molekula prelazi na viSu energijsku razinu, odnosno
prelazi u pobudeno stanje. Iz pobudenog stanja molekula moZe pre¢i natrag u osnovno stanje
otpustanjem viSka energije u obliku topline ili se ta energija iskoristi za strukturne promjene ili
odvijanje raznih fotokemijskih reakcija, koje mogu rezultirati promjenom same molekule
kromofora ili promjenom drugih molekula prijenosom energije. Takve fotokemijske reakcije

mogu naposljetku dovesti do osteéenja raznih bioloskih makromolekula i dijelova stanice.!”!8

2.5. Utjecaj UV zracenja na DNA

Od svih molekula u stanicama koZe koje apsorbiraju UV zraenje, DNA kao nositeljica
geneticke informacije vjerojatno je najvaznija. Do njena oSteCenja moze doc¢i direktnom
apsorpcijom UV zra¢enja kao i indirektnim mehanizmima, a oba puta mogu naposljetku dovesti

do mutacija u genima kljuénim za opstanak stanice te moze do¢i do nastanka raka koze.'®

2.5.1. Direktna ostecenja DNA

Iako UVB zracenje ¢ini samo 2-10% solarnog UV zracenja koje dostize do Zemljine povrSine
1 prodire uglavnom samo do epidermalnih slojeva koZe, ono se smatra ja¢im kancerogenom od
UVA zradenja, zbog toga §to ga DNA bolje apsorbira.!” Zapravo, DNA ima maksimum
apsorpcije pri valnoj duljini od oko 260 nm, $to spada u UVC dio spektra, koje je prakticki svo
apsorbirano u atmosferi. Pri valnim duljinama veé¢im od 300 nm, sposobnost apsorpcije UV
zraéenja znatno opada.?’ Direktnom apsorpcijom UVB zradenja nastaju fotoprodukti DNA, koji
predstavljaju deformirajuca strukturna oSte¢enja dvostruke zavojnice DNA 1 time inhibiraju
njenu replikaciju i transkripciju. Fotoprodukti DNA nastaju kovalentnim povezivanjem dvaju
susjednih pirimidinskih baza istog polinukleotidnog lanca, a najce$¢i takvi bipirimidinski
fotoprodukti su ciklobutanski pirimidinski dimeri (CPD, engl. cyclobutane pyrimidine dimers),
pirimidin (6-4) pirimidon fotoprodukti ((6-4)PP, engl. pyrimidine-pyrimidone (6-4)
photoproducts) 1 Dewarovi valentni izomeri (DEW, engl. Dewar valence isomers), prikazani
na slici 5.2 CPD nastaju fotoinduciranim stvaranjem dviju kovalentnih veza izmedu dviju
susjednih pirimidinskih baza, timina ili citozina (T ili C), to¢nije, izmedu njihovih C6 i C5

ugljikovih atoma, pri ¢emu se formira ciklobutanski prsten izmedu te dvije baze, po ¢emu su

Jacqueline - Katrin Kranjcevi¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 18

dobili i ime. Nastaju svi moguéi pirimidinski dimeri, od kojih je timinski dimer (TT)
da bioloski znacajne doze UV A zracenja takoder dovode do stvaranja CPD u keratinocitima i
melanocitima ljudske koZe, ali drugadijim mehanizmom (vide post).?! (6-4)PP nastaju
stvaranjem jednostruke veze izmedu C6 atoma jedne i C4 atoma druge pirimidinske baze, a
rezultat su isklju¢ivo UVB zracenja. Pri izlaganju samo UV A zrafenju nisu detektirani, no, za
razliku od normalnih baza, oni dobro apsorbiraju UVA zrafenje pa (6-4)PP, nastali pod
utjecajem UVB zracenja, apsorpcijom UV A zracenja pomocu procesa fotoizomerizacije mogu
preéi u Dewarove valentne izomere. DEW nisu detektirani u stanicama koze izlozenim bioloski
relevantnim koli¢inama ,,¢istog™ UVB zracenja, dok izlaganjem UVA i UVB zracenju jesu.
Objasnjenje tog zapazanja jest da je UVB zracenje zasluzno za stvaranje (6-4)PP, dok je UVA
zasluzno za njihovu fotoizomerizaciju u DEW. Navedeni pirimidinski dimeri tvore velike
deformacije u strukturi dvostruke zavojnice DNA, tako S$to poremecuju ispravno sparivanje

baza i iskrivljuju pravilnu B konformaciju molekule DNA 8192223

\
/ \
/ —N

4 [/
~ZJ =L

T<>T (6-4)TT DEWTT

/\N/-_‘N/ \>/ O/\N/"— /-N-
/

Slika 5. Bipirimidinski fotoprodukti DNA izmedu dvaju timina. T<>T oznacava ciklobutanski
pirimidinski dimer, (6-4)TT oznacava pirimidin (6-4) pirimidonski fotoprodukt, a DEW TT

Dewarov valentni izomer. (Preuzeto i prilagodeno prema ref. (23))
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2.5.2. Indirektna ostecenja DNA

Iako apsorpcija DNA naglo opada pri ve¢im valnim duljinama, pokazano je da UVA zraenje
takoder dovodi do njena oSte¢enja. No oste¢enje DNA uzrokovano UVA zraenjem nastaje
drugim mehanizmom, odnosno postoje druge molekule koje apsorbiraju UVA zraenje i
naposljetku dovode do nastajanja oStecenja na DNA. Kromofori poput citokroma, flavina,
hema, nikotinamid adenin dinukleotida (fosfata) (NAD(P)H, engl. nicotinamide adenine
dinucleotide (phosphate)), porfirina i melanina apsorbiraju UVA zracenje te njihova pobuda
moze dovesti do mutagenih reakcija oksidativnog oSte¢enja DNA na dva nacina: reakcijama
fotosenzitizacije u kojima se energija pobude direktno prenosi na DNA te reakcijama
fotosenzitizacije u kojima se energija prenosi na molekulski kisik, pri ¢emu nastaju reaktivne
kisikove vrste (ROS, engl. reactive oxygen species) koje onda osteéuju DNA. !

Prvi tip reakcija je vjerojatno zasluzan za nastajanje ciklobutanskih pirimidinskih dimera,
nastalih kao posljedica izlaganja UV A zracenju. Kao §to je ve¢ spomenuto, na ovaj na¢in dolazi
do nastanka CPD, ali ne i (6-4)PP.'® Pronadeno je da u melanocitima CPD nastaju trenutno, ali
1 satima nakon prestanka ozracivanja UV svjetlo§¢u, pomoc¢u neobi¢nog mehanizma nazvanog
,kemiekscitacija“.?* Proces zapo&inje aktivacijom sintaze dusikovog(Il) oksida (NOS, engl.
nitric oxide synthase) i NADPH-oksidaze (NOX, engl. NADPH oxidase) pomoc¢u UV zracenja,
Sto rezultira nastankom radikala dusikovog(Il) oksida (NO) i superoksidnog aniona (O;"), koji
pak reagiraju i zajedno daju peroksinitritni ion (ONOOQO"), jak oksidans. Peroksinitritni ion zatim
razgraduje polimere melanina na monomere, koji su lipofilni i dovoljno mali kako bi mogli u¢i
u stani¢nu jezgru. Monomeri melanina zatim se mogu i oksidirati pomocu peroksinitritnog iona,
Sto dovodi do pobudivanja njihova elektrona na vrlo visoku energijsku razinu, odnosno, dolazi
do kemiekscitacije. Pobudeni monomeri zatim tu energiju neradijativno predaju molekuli DNA
1 nastaju takozvani ,,mracni* CPD. Kvantitativne analize pokazale su da je u melanocitima vise
od pola CPD nastalo nakon $to je prekinuto ozracivanje UV svjetlos¢u, s time da broj CPD raste
do 3 sata nakon prestanka izlaganja UV zracenju, nakon ¢ega se njihov broj smanjuje zbog
mehanizma popravka DNA. Takoder je ustanovljeno da je pojava CPD (inicijalnih, kao i
naknadnih) ¢eS¢a u prisustvu vece koli¢ine feomelanina, $to dovodi do zakljucka da feomelanin
ne pruza samo loSiju zasStitu od UV zraCenja i nastanka CPD, ve¢ sudjeluje u procesu
kemiekscitacije koja dovodi do njihova stvaranja. To opazanje bi moglo objasniti vecu
osjetljivost na UV zracenje od strane pojedinaca s bijelom koZzom i plavom ili crvenom bojom

kose 19,24
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U drugom tipu reakcija, prijenosom energije s pobudenih kromofora na molekulski kisik
nastaju reaktivne kisikove vrste poput superoksidnog anionskog radikala (O2"), vodikovog
peroksida (H20), hidroksilnog radikala (HO") i singletnog kisika (!O2). ROS napadaju DNA
tvore¢i oStecenja poput oksidiranih baza ili jednolanc¢anih lomova. Nukleotidi su izrazito
osjetljivi na oSteCenja putem ROS, a preferentna meta za fotooksidativne reakcije je gvanin
zbog svog niskog redukcijskog potencijala. Tipi¢no oSte¢enje DNA u takvim oksidativnim
procesima je 7,8-dihidro-8-oksogvanin (8-0ksoG), koji je mutagen. Takva oStecenja najcesce
su popravljena izrezivanjem baze putem BER (engl. base excision repair) mehanizma.®!%%
Jednolan¢ani lomovi u molekuli DNA (SSB, engl. single strand break) mogu nastati napadom
hidroksilnog radikala na fosfodiestersku okosnicu DNA, §to rezultira njenom hidrolizom.
Takoder moze doc¢i do nastanka dvolancanih lomova (DSB, engl. double strand break) kao
rezultat pucanja replikacijskih raslji."’

Pokazano je da oSte¢enja DNA uslijed oksidativnog stresa nisu glavni oblik oSte¢enja DNA
uzrokovanih UV A zracenjem, ve¢ CPD ipak prevladavaju. Odreden je omjer CPD, 8-0ksoG,
oksidiranih pirimidina i SSB uzrokovanih UVA zraCenjem te on iznosi 10:3:1:1. U
melanocitima je pak izrazenije nastajanje 8-oksoG uslijed izlaganja UV A zracenju u odnosu na
keratinocite. Uzrok tomu moglo bi biti dodatno nastajanje ROS u melanocitima tijekom
biosinteze melanina. Smatra se da su pirimidinski dimeri znac¢ajnija oSte¢enja od oksidiranih
baza zbog toga §to jade ometaju progresiju DNA-polimeraze.!” No, u usporedbi s UVB

zraéenjem, UVA zradenje uzrokuje zna¢ajno manju koli¢inu DNA osteéenja.>

2.6. Popravak UV induciranog oStecenja DNA

Stanice su opskrbljene razli¢itim mehanizmima popravka DNA, koji §tite geneti¢ku informaciju
na nacin da uklanjaju oSteCenja nastala raznim Stetnim agensima. Kada je rije¢ o UV
induciranim oSte¢enjima, od posebnog su znacaja mehanizmi NER (engl. nucleotide excision
repair), BER (engl. base excision repair), NHEJ (engl. non-homologous end joining) 1 HR

(engl. homologous recombination) (slika 6)."

2.6.1. NER

Oste¢enja DNA koji u velikoj mjeri iskrivljuju strukturu dvostruke zavojnice, poput
pirimidinskih dimera (CPD 1 (6-4)PP), mogu prepoznati i popraviti enzimi mehanizma
popravka izrezivanjem nukleotida, (NER, engl. nucleotide excision repair). Enzimi NER

mehanizma prepoznaju oSteCenje DNA, zatim ekscinukleaza napravi jednolancani lom u
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polinukleotidnom lancu koji sadrZzava oStecenje, udaljen nekoliko nukleotida s obje strane
oste¢enja. Fragment DNA odvoji se uz pomo¢ DNA-helikaze, nastala Supljina popuni pomocu
DNA-polimeraze ¢, koja koristi komplementarni lanac kao kalup, a fragmenti spoje pomocu
DNA-ligaze.?? Postoje dvije vrste NER: popravak udruzen s transkripcijom (TCR, engl.
transcription-coupled repair) 1 globalni genomski popravak (GGR, engl. global genome
repair). TCR je mehanizam popravka koji se koristi kada se oSteCenje nalazi u genu koji se
aktivno transkribira te se proteini TCR kompleksa regrutiraju kao odgovor na zastoj RNA-
polimeraze II kada naide na oSte¢enje DNA. GGR se koristi u ostalim dijelovima genoma.
Mehanizmi popravka razlikuju se samo u prvom koraku, odnosno prepoznavanju oStecenja.
Struktura kromatina, odnosno njegova dekondenzacija kljucna je za osiguravanje dostupnosti
DNA za razne procese, poput transkripcije 1 popravka DNA. Zbog toga postoji vremenska
razlika u popravku oSte¢enja nastalih u eukromatinu 1 heterokromatinu. Sporiji popravak
oste¢enja u heterokromatinu mogao bi biti posljedica manje dostupnosti DNA raznim
proteinima, kao $to su enzimi za popravak, i posljedi¢no tezeg prepoznavanja i uklanjanja
oSte¢enja. Dostupnost DNA u otvorenom (eu)kromatinu, nastalim uslijed ubikvitinacije i
fosforilacije histona, mogla bi omogucavati efikasno prepoznavanje i popravak ostecenja i u
lancu DNA koji nije transkribiran. Veca je pojavnost fotooSteCenja DNA u heterokromatinu
nego u eukromatinu, kao i UV specifi¢nih mutacija. Razlog bi mogao lezati u visestrukim
endogenim procesima koji smanjuju koli¢inu oStecenja u dijelovima genoma koji su
najaktivniji.!®2%%7

NER, kao jedini mehanizam popravka pirimidinskih dimera kod ljudi, igra izrazito bitnu
ulogu u zastiti od UV induciranih mutacija i karcinoma poput melanoma. To je najbolje vidljivo
na primjeru dobro proucavane geneticke bolesti Xeroderma Pigmentosum (XP). Pojedinci s
navedenom boleS¢u posjeduju geneticki defekt u jednom od sedam razlicitih ,,XP* gena, zbog
kojega imaju defektan NER. Posljedi¢no se ocituje ekstremna osjetljivost na suncevu svjetlost

te nekoliko tisuéa puta poveéan rizik od UV induciranog raka koze.'’

2.6.2. BER

Mehanizam popravka izrezivanjem baze (BER, engl. base excision repair) upotrebljava se,
medu ostalim, za popravak oStec¢enja nastalih uslijed djelovanja UV induciranog oksidativnog
stresa kao Sto je 8-oksoG. Mehanizam zapocinje prepoznavanjem oSte¢ene baze od strane
specificne glikozidaze, u ovom slucaju 8-oksoG DNA-glikozidaze (OGG1, engl. 8-oxoguanine

glycosylase 1), koja zatim cijepa N-glikozidnu vezu izmedu baze i deoksiriboze. Nastaje tzv.
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abazno, odnosno apurinsko mjesto (AP, engl. apurinic) u molekuli DNA. Enzim AP-
endonukleaza 1 nacini jednolancani lom s 5¢ kraja AP, a DNA-polimeraza f ukloni 2°-
deoksiribozu-5‘-fosfat te ju zamijeni s ispravnim nukleotidom na temelju komplementarnog
lanca. DNA-ligaza zatim pokrpa fosfodiestersku okosnicu. Jednolanc¢ani lomovi u molekuli
DNA zapravo predstavljaju jedan od intermedijera BER, stoga neki od enzima BER mehanizma

sudjeluju u njihovom popravku.'®

2.6.3. NHEJiHR

Dvolanc¢ani lomovi (DSB) su jo$ jedan oblik UV induciranog oSte¢enja dvostruke zavojnice
DNA, a popravljaju se na neSto sloZeniji nacin putem jednog od dvaju mehanizama:
nehomolognog spajanja krajeva (NHEJ, engl. non-homologous end joining) ili homolognom
rekombinacijom (HR, engl. homologous recombination). U NHEJ mehanizmu dolazi do
direktnog povezivanja polomljenih krajeva, bez njihovog znacajnog procesiranja, §to moze
rezultirati gubitkom ili promjenom geneticke informacije. HR mehanizam ukljucuje opSirnije
procesiranje krajeva i homolognu molekulu DNA ili dio iste molekule DNA koji sadrzi gotovo
identic¢an nukleotidni slijed kao kalup. Dolazi do razdvajanja homologne molekule DNA,
invazije lanaca oSteCene DNA 1 sparivanje s homolognim dijelom. Replikacijom DNA
sintetizira se dio lanca koji nedostaje, zatim dolazi do rezolucije HR intermedijera i ponovnog
uspostavljanja cjelovite dvostruke zavojnice DNA. Koji mehanizam ¢e se upotrijebiti za
popravak DSB ovisi o podfazi stani¢nog ciklusa. NHEJ je dominantan mehanizam, dok je HR
preferentan u S-fazi, kada je prisutan homologni kalup DNA. Smatra se da je NHEJ vise

mutagen. '
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Osteéene baze (popravak izrezivanjem) Popravak dvolan¢anih lomova
Popravak izrezivanjem nukleotida Popravak izrezivanjem baze Nehomologno spajanje krajeva Homologna rekombinacija
(NER) (BER) (NHEJ) (HR)
5 Ly 3 5 §-oxo0 3 5 3 5 3
3 5 3 . 5 3 5 3 5
Procesiranje
XPF i XPG Glikozidaza PrOf:esiranje J krajeva
endonukleaze y krajeva 5 3
> 5 g 3 Homologno
5 ToT AP Vs;:u:rivanje
endonukleaza Ligacii 5 3
igacija
5' sy 3 v 3 5
3 5 5 3 5 3
3 5 5 3 3 5
. . 3 5 Invazija lanaca
Sinteza DNA Sinteza DNA Sinteza DNA
Ligacija Ligacija v
v 5 3
. 5 . . . 5'
5 3 5 3 3
3 5 3 5 5 : "3
3 5
lRezoluci]a
5 3
3 5
5oy 3
3 5

Slika 6. Shematski prikaz glavnih mehanizama popravka UV induciranih oSte¢enja DNA. NER
mehanizam upotrebljava se za popravak pirimidinskih dimera, BER je glavni mehanizam
popravka oksidiranih baza, dok se NHEJ i HR koriste za popravak dvolancanih lomova.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema ref. (19))

2.7. Zastitni mehanizmi koji sprjecavaju kancerogenezu

Usprkos korisnih mehanizama popravka DNA, dio ostecenja ostaje nepopravljeno. No stanice
posjeduju dodatne zaStitne mehanizme, koji sprjeCavaju nepozeljne pojave poput
kancerogeneze. Dva mehanizma su od posebnog znacaja: zaustavljanje stani¢nog ciklusa 1
apoptoza. U oba mehanizma kljuc¢ni je igra¢ tumor supresorski gen 7P53, odnosno njegov
protein p53. UV inducirano oste¢enje DNA dovodi do pojacane ekspresije 7P53 gena i
aktivacije p53 proteina fosforilacijom. Akumulacija aktiviranog p53 proteina zaustavlja
stani¢ni ciklus u G1-fazi, $to popravnim enzimima daje viSe vremena da uklone oSte¢enja s
DNA, prije nego Sto dode do replikacije DNA u S-fazi. Ukoliko je oSte¢enje genoma preveliko
1 adekvatan popravak nije mogué, stanica bira apoptotski put, to jest programiranu stani¢nu
smrt kako bi izbjegla prijenos mutacija na stanice-kéeri. p53 takoder pridonosi odrzavanju

genomske stabilnosti te promovira ispravnu replikaciju DNA kao i njen popravak.?6-28

2.8. Ostecenje proteina
Glavni bioloski utjecaj UVA zrafenja na organizam vrlo vjerojatno ne lezi u njegovoj

sposobnosti da inducira DNA ostecenja, $to bi se moglo zakljuciti iz pronalaska da su pojedinci
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s XP, koji imaju stanice s defektnim NER mehanizmom, ekstremno osjetljivi na UVB zracenje,
ali ne pokazuju hipersenzitivnost na UVA. Takoder je zanimljivo da CPD inducirani UVA
zracenjem (u normalnim stanicama s funkcionalnim NER mehanizmom) zaostaju dulje vrijeme
u odnosu na CPD nastale pod utjecajem UVB zracenja, $to bi moglo znaciti da je UVA na neki
nac¢in kompromitirao popravne mehanizme oste¢enja DNA. Vec¢ je prije spomenuto kako UVA
zraCenje generira oksidativni stres. ROS kao nespecifi¢ni agresivni reagensi nemaju Stetan
ucinak samo na DNA, ve¢ mogu oStetiti 1 razne stani¢ne proteine (i izvanstani¢ne proteine, o
¢emu ¢e biti govora kasnije). Oksidacijom proteina, oni mogu potpuno izgubiti svoju funkciju
ili se parcijalno inaktivirati, $to je vrlo nepovoljno, pogotovo u slucaju proteina koji sudjeluju
u popravku oStecenja DNA. Pokazano je da UVA zracenje inhibira NER te da je taj ucinak
pojacan u prisustvu egzogenih fotosenzitizatora koji dodatno povecavaju razinu oksidativnog

stresa.?

2.9. Ostecenje lipida

Jo§ jedna vazna skupina spojeva koji trpe oksidativni stres jesu lipidi, poput lipida koji grade
staniéne membrane i slobodnih lipida u najviSem sloju epiderme. ROS mogu oksidirati lipide,
bilo direktnom oksidacijom njihovih dvostrukih veza ili indirektno, putem lancane reakcije, u
kojoj jedan oksidirani lipid reagira s drugim lipidom. OSte¢enja membranskih lipida moze
dovesti do ekspresije gena koji sudjeluju u odgovoru na stres ili proizvodnje prostaglandina,

fiziologki aktivnih lipida koji posreduju reakcije upale.?’

2.10. Obrana od ROS

Kako bi se mogle boriti protiv ROS 1 tako zastititi od njihovog razaraju¢eg ucinka na bitne
bioloske makromolekule, stanice posjeduju vlastiti obrambeni sustav antioksidansa. Jedan od
najvaznijih antioksidansa je glutation (GSH), tripeptid glutamata, cisteina i glicina, gdje y-
karboksilna skupina glutamata, umjesto a-karboksilne skupine, tvori y-peptidnu vezu s
cisteinom. Doniranjem elektrona reaktivnim molekulama, glutation (GSH) prelazi u svoj
oksidirani oblik (GSSG), gdje su dvije molekule glutationa povezane disulfidnom vezom.
Reducirani oblik se zatim moze regenerirati pomocu enzima glutation-reduktaze, koji koristi
NADPH kao izvor elektrona, odrzavajuci tako normalan omjer reduciranog i oksidiranog oblika
glutationa u stanicama. Povecana razina oksidiranog oblika (GSSG) pokazatelj je da stanica
trpi oksidativni stres.®**3! Jedan od nacina na koji se stanice mogu adaptirati na oksidativni

stres je preusmjeravanje metabolizma glukoze iz glikolize u put pentoza fosfata. Na taj nacin
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se povecava proizvodnja NADPH, kako bi se mogla odrzati adekvatna razina GSH potrebna za
obranu od oksidativnog stresa te posljedi¢nog oste¢enja DNA i proteina.? Jo§ jedan od vaznih
antioksidansa je superoksid dismutaza (SOD, engl. superoxide dismutase), metaloenzim koji
sadrzi binuklearni Cu i Zn ili mononuklearni Mn kao kofaktor te pretvara dva superoksidna
radikala u molekulski kisik i vodikov peroksid. Postoje tri oblika SOD kod ljudi: citosolna,
mitohondrijska i ekstracelularna.?® Vodikov peroksid se zatim razlaZe na vodu i kisik pomoéu

katalaze, enzima koji sadrzi molekulu hema u aktivnom mjestu.*?

2.11. Mutageneza
Tijekom S-faze stani¢nog ciklusa dolazi do replikacije DNA, kako bi svaka stanica-k¢i nakon
diobe imala identi¢nu kopiju geneticke informacije. Usprkos zastite genoma pomocu popravnih
mehanizama DNA, dio oStecenja zaostaje i ulazi u S-fazu. Nepopravljena oste¢enja poput UV
induciranih pirimidinskih dimera ili oksidiranih baza mogu prilikom replikacije DNA dovesti
do ugradnje pogresnog nukleotida u novosintetizirani lanac i na taj na¢in nastaje mutacija.*?
CPD se mogu detektirati i 24-48 sati nakon izlaganja UV zracenju, S$to upucuje na nisku
brzinu njihova popravka. Iz tog razloga smatra se da su prvenstveno oni zasluzni za mutacije
DNA uzrokovane UV zradenjem.** Postoje dvije hipoteze koje bi mogle objasniti mutageni
efekt pirimidinskih dimera: zaobilazak osteéenja i deaminacija citozina. *® Pirimidinski dimeri
dovode do zastoja replikacijskih raslji, $to moZe imati negativne posljedice za stanicu.'” Kako
bi se to izbjeglo, dolazi do zaobilaska oStecenja pomocu translezijske sinteze (TLS, engl.
translesion synthesis), procesa koji dozvoljava replikaciju DNA pored ostecenja poput CPD i
apurinskih mjesta. No TLS, koju izvode posebne zaobilaze¢e DNA-polimeraze sklone pogresci,
moze dovesti do ugradnje adenina nasuprot citozina unutar CPD, §to dovodi do nastanka C>T
ili CC>TT mutacija. Druga hipoteza predstavlja model u kojemu se citozin u sklopu CPD prvo
deaminira, pri ¢emu nastaje uracil, kojega onda polimeraze ,,ispravno* spare s adeninom i na
taj na¢in ponovno dolazi do C=>T tranzicijske mutacije.*>-® Tranzicijske mutacije su tockaste
mutacije u kojima dolazi do zamjene jednog purinskog nukleotida drugim purinskim
nukleotidom ili pirimidinskog nukleotida drugim pirimidinskim nukleotidom. Deaminacija
citozina je vrlo spor spontani proces koji se dogada u stanicama, no ukoliko se citozin nalazi u
sklopu pirimidinskog dimera, brzina deaminacije povecava se za $est redova veli¢ine.*
Inducirani C>T i CC>TT prijelazi specificna su UV inducirana oSte¢enja i stoga se ¢esto

nazivaju UV mutacijskim potpisima.>*36-37
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8-0ksoG, za razliku od pirimidinskih dimera, ne dovodi do zastoja replikacijskih raslji
prilikom replikacije. 8-oksoG u syn konformaciji oponasa timin, stoga prilikom replikacije
nastaje stabilan promutageni A(anti):8-oksoG(syn) Hoogsteenov par, umjesto nemutagenog
C(anti):8-oksoG(anti) Watson-Crickovog para. Nadalje, A:8-0ksoG par izbjegava korekciju od
strane DNA-polimeraze. Nepopravljeni 8-oksoG naposljetku uzrokuje G>T transverzijsku
mutaciju (tockastu mutaciju u kojoj dolazi do zamjene purinskog nukleotida pirimidinskim ili
obrnuto). Takoder moze do¢i do oSte¢enja slobodnih nukleozid-trifosfata te najces¢e nastaje 8-
0kso-dGTP, ¢ijom ugradnjom nasuprot adenina prilikom replikacije DNA nastaje A:8-oksoG
par, koji naposljetku dovodi do A=>C transverzije.>’

Smatra se da UVA i UVB imaju sinergisticki efekt Sto se tice mutageneze. Dok je UVB
zasluzan za ve¢inu fotooStecenja, snizavanjem efikasnosti NER i drugih mehanizama popravka

DNA, UVA povecava mutageni efekt UVB zraéenja.?®

2.12. Imunosupresija
Pored navedenih ucinaka, UV zrafenje takoder inducira imunosupresiju. Ono smanjuje
obrambenu sposobnost organizma, primjerice na nafin da smanji njegovu sposobnost
prepoznavanja i reagiranja na tumorske i virusne antigene. Takoder moze dovesti do suzbijanja
razvoja kontaktne preosjetljivosti.> UV inducirana imunosupresija je znacajan faktor koji
omoguéuje nastanak raka koZe iz transformiranih stanica.’®

UVB zracenje suzbija imunitet s linearnim odnosom doze i efekta, odnosno, vece kolicine
UVB zracenja dovode do jace imunosupresije. Pokazano je da se fizioloski relevantne doze
imunosupresije uzrokovane UVB zraCenjem mogu posti¢i bez da dode do nastanka
prekomjerne koli¢ine eritema. Za UVA taj odnos doze i efekta prati Gaussovu krivulju,
odnosno, nakon izlaganja dozi UVA zragenja (320-400 nm) od 1,7 J cm™, koja odgovara 5
minutnom izlaganju suncu oko podneva, doslo je do imunosupresije, dok za vece doze nije.
Stoga je pokazano da manje doze UVA zracCenja, koje se postizu tijekom normalnih dnevnih
aktivnosti, imaju vrlo imunosupresivan uc¢inak. Moguce objasnjenje za Gaussov oblik krivulje
ovisnosti doze UVA zracenja i stupnja imunosupresije jest to, da dok srednje doze UVA
zracenja uzrokuju imunosupresivne mehanizme, vece doze bi mogle uzrokovati mehanizme
koji im se suprotstavljaju. Primjerice: nastajanje ROS pri manjim dozama i1 indukcija
proizvodnje antioksidativnih enzima pri ve¢ima.

Akcijski spektar je graf ovisnosti nekog bioloskog efekta o valnoj duljini svjetlosti. Slika 7

prikazuje akcijski spektar za UV induciranu imunosupresiju kod ljudi, dobiven mjerenjima s

Jacqueline - Katrin Kranjcevi¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 27

izvorima UV zracenja uskog raspona valnih duljina. Najefektivnije valne duljine za supresiju
imuniteta kod ljudi su 310 nm (UVB) 1 370 nm (UVA), dok zracenje valnih duljina izmedu 330
1 350 nm nije uzrokovalo imunosupresiju. Pri dozama ekvivalentnim 15-20 minutnim
izlaganjem standardnom podnevnom sunc¢evom zracenju, pokazano je da UVA ima otprilike
trostruko ve¢i u€inak na imunosupresiju od UVB, ali pri ve¢im dozama taj ucinak opada.
Zakljucak tih rezultata jest da UVA ima ve¢i u€inak na imunosupresiju prilikom normalnih
svakodnevnih aktivnosti, dok se u¢inak UVB zracenja istice prilikom aktivnosti koje ukljuc¢uju
duze izlaganje suncu. Zanimljivo je da se akcijski spektar za eritem (Amax = 299 nm) dijelom
preklapa s onim za imunosupresiju induciranom UVB dijelom zracenja (Amax = 310 nm), Sto bi
moglo sugerirati da su u oba procesa ukljuceni isti zajednicki mehanizmi. Jedan od tih
mehanizama mogao bi biti nastanak CPD 1 popratnih reakcija. Smatra se da je nastanak CPD
povezan s eritemom zbog toga Sto akcijski spektar nastanka CPD ima maksimum na 300 nm,
koji se gotovo preklapa s onim za eritem, odnosno DNA je kromofor koji apsorpcijom tog dijela
UV zracenja (UVB) dovodi do nastanka CPD, §to naposljetku uzrokuje eritem. Takoder dolazi
do preklapanja dijela akcijskih spektara za formiranje ROS, kao i posljedi¢nog nastanka 8-
oksoG s UVA dijelom akcijskog spektra imunosupresije, sugeriraju¢i njthovu povezanost.

Dosad su promatrani zasebni utjecaji UVA 1 UVB zracenja na imunosupresiju, no, ona
imaju sinergisticki efekt. Simulirano solarno zrac¢enje pokazalo je vece razine imunosupresije
od onih nastalih zasebnim utjecajem UVA ili UVB zracenja.*®

Da su CPD, nastali pod utjecajem bilo UVA ili UVB zracenja, zasluzni za indukciju
imunosupresivnih mehanizama, pokazao je eksperiment u kojemu je nanosSenje liposoma, koji
su sadrzavali T4-endonukleazu V (T4NS5, bakterijski enzim koji inicira popravak CPD),
topikalno na ljudsku kozu ozragenu UV svjetlos¢u sprije¢ilo imunosupresiju.** Eksperiment s
miSevima u kojemu je pomo¢u mimetika superoksid dismutaze inhibirano nastajanje ROS, a
time uspjesSno potisnuta imunosupresija, pokazao je da je nastajanje ROS barem jedan od
mehanizama kojim UVA poti¢e imunosupresiju.*’

Langerhansove stanice u epidermi imaju znacajnu ulogu u homeostazi imunoloskog
sustava. One pokupe antigene iz epiderme i procesiraju ih, zatim migriraju do limfnih Zlijezda,
gdje aktiviraju razne imunoloske odazive. Fukcionalna i morfoloska promjena Langerhansovih
stanica nakon izlaganja koze UV zracenju dovodi do smanjenja njihovog broja u epidermi.’

Jo§ jedan mehanizam, kojim se uspostavlja imunosupresivan efekt UV zracenja, mogao bi

ukljucivati nize koli¢ine ATP (adenozin trifosfata) nastalih u keratinocitima, $to dovodi do nize
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razine imuniteta. UV inducirana oSte¢enja dovode do aktivacije PARP1 (engl. poly [ADP-
ribose] polymerase 1), enzima s kljuénom ulogom u popravku DNA i odrzavanju genomske
stabilnosti. Kako je NAD" (nikotinamid adenin dinukleotid) supstrat za PARP1, dolazi do
crpljenja zalihe NAD" u stanici, a to pak dovodi do zastoja glikolitickog puta, koji se bez
prisustva NAD" ne moze odvijati. Uzevsi u obzir da je glikoliza primarni put koji mitohondriju
dovodi piruvat, njen zastoj uzrokuje inhibiciju funkcije mitohondrija i samim time sintezu ATP.
Nize koli¢ine ATP uslijed izlaganja koze UV zracenju takoder bi mogle biti posljedica toga da
stanice troSe vece koli¢ine ATP prilikom popravka UV induciranih oSte¢enja DNA. Nadalje,
ROS nastale uslijed UV zracenja mogu ostetiti mitohondrijsku membranu §to moZze dovesti do
prekida oksidativne fosforilacije 1 funkcije mitohondrija, a samim time i nize razine ATP u
stanici. Manjak ATP kompromitira popravak oste¢enja DNA, $to, osim mutacija, moze dovesti
1 do imunosupresije, a ta dva efekta zajedno omogucuju razvoj i rast raka koze. Uspostavljeno
je da nikotinamid sprjeCava imunosupresiju uzrokovanu UVA zra¢enjem. Zastitna uloga
nikotinamida, kao prekursora za NAD", vjerojatno lezi u ¢injenici da je NAD" klju¢an kofaktor
u proizvodnji ATP na nacin da omogucuje oksidoredukcijske reakcije u kojima djeluje kao
prenositelj elektrona. Povrh toga, nikotinamid je inhibitor enzima PARPI1, §to naposlijetku
prevenira UV inducirani zastoj glikolitickog puta te na taj na¢in omogucuje proizvodnju ATP
tim metaboli¢kim putem i usto omogucuje odvijanje ciklusa limunske kiseline. Imunosupresiju
takoder sprjeCava riboflavin, prekursor flavin mononukleotida (FMN) i flavin adenin
dinukleotida (FAD), prostetickih skupina flavoproteina, koji igraju klju¢nu ulogu u
oksidoredukcijskim reakcijama elektron transportnog lanca te na taj nacin omogucuju
dobivanje ATP oksidativnom fosforilacijom. UV inducirana modulacija stani¢nih puteva
dobivanja energije mogla bi biti klju¢an mehanizam kojim UV zracenje dovodi do

imunosupresije.’® 687
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Slika 7. Akcijski spektar imunosupresije u usporedbi s akcijskim spektrima nastanka eritema,
8-0ksoG te reaktivnih kisikovih vrsta. Svaki od akcijskih spektara normiran je na jedinicu u

svom maksimumu. (Preuzeto i prilagodeno prema ref. (38))

2.13. Kancerogeneza koZze

u zadnjih nekoliko desetlje¢a. Moze se podijeliti u tri kategorije, ovisno o vrsti stanice u kojoj
je doslo do pojave karcinoma: rak bazalnih stanica (BCC, engl. basal cell carcinoma); rak
plocastih stanica (SCC, engl. squamous cell carcinoma) 1 melanom, odnosno rak melanocita
(MM, engl. malignant melanoma). BCC 1 SCC, nastali iz epidermalnih keratinocita, Cesto se
zajedno svrstavaju u posebnu kategoriju karcinoma koji nije melanom (NMSC, engl.
nonmelanoma skin cancer). Melanom je najagresivniji oblik raka koze, o ¢emu govori €injenica
da iako ¢ini manje od 10% slucajeva raka koZe opcenito, rezultira u daleko najve¢em broju
smrtnih slu¢ajeva od svih vrsta karcinoma koze. Takoder mu je svojstveno rano metastaziranje.
SCC takoder posjeduje mogucénost metastaziranja, dok je za BCC metastaziranje gotovo
nemoguée.*! Manja smrtnost kod BCC i SCC se pripisuje tome, §to uglavnom ostaju na svom
prvobitnom mjestu nastanka, §to ¢ini rukovanje njima relativno jednostavnim. Epidemioloski
podaci te istrazivanja na molekularnoj razini pokazala su ¢vrstu povezanost izmedu izlozenosti
UV zraenju 1 svih tipova raka koZe. Procjenjuje se da je UV zracenje uzrok za oko 65%

slu¢ajeva melanoma i 90% slu¢ajeva NMSC.8
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Susceptibilnost k razvijanju raka koze blisko je povezana sa stupnjem pigmentacije koze
pojedinca, odnosno njegovom fototipu (vide ante - Fitzpatrickov fototip koze). Fototipovi nizih
brojeva, svijetlije koze koja je osjetljivija na sunce te slabo ili uopée ne tamni, skloniji su
razvoju karcinoma koze od fototipova tamnije koze, koji imaju vecu toleranciju na sunce.
Pigmentiranost koZe asocirana je s kolicinom melanina u keratinocitima. Da je koli¢ina
melanina povezana s razinom rizika realizacije karcinoma koze pokazuje Cinjenica da
nesposobnost stvaranja melanina, odnosno njegov potpuni izostanak kod albinizma dovodi do
veée stope NMSC.*!

Rak nastaje kao posljedica poremecaja u signalnim putevima koji kontroliraju stani¢ni
ciklus, diferencijaciju i apoptozu. Ti signalni putevi ukljucuju kaskade raznih reakcija koje
naposljetku dovode do aktivacije ili inaktivacije odredenih stani¢nih procesa, naj¢es¢e na nacin
da se potice ili utiSa transkripcija odredenih gena. UV zraenje moze dovesti do poremecaja u
tim signalnim putevima, tako da oSteti proteine koji sudjeluju u njima ili pak njthove mRNA.
Takva oStecenja nisu trajna zbog toga Sto proteini bivaju razgradeni i ponovno sintetizirani,
odnosno postoji obrtaj proteina u stanicama. Tako je 1 oSte¢ena mRNA samo privremena
neprilika. No ukoliko su takva osStecenja ili interferencije uzastopne, moze do¢i do znacajnog
efekta. S druge strane, ako je doSlo do oSte¢enja DNA i posljedi¢ne mutacije, unutar gena koji
kodira za protein, nastaje trajna promjena u genetickoj informaciji koja se prenosi na stanice-
kéeri tijekom diobe stanica. Mutacije u dviju vrsta gena od posebnog su znaCaja u
kancerogenezi: proto-onkogeni, koji mutiranjem postaju onkogeni, zasluzni za nekontrolirani
rast 1 diobu stanica te tumor supresorski geni, Ciji proteini igraju klju¢nu ulogu u supresiji
karcinoma kod ljudi. Gubitak njegove funkcije uzrok je inhibicije apoptoze, $to dozvoljava
replikaciju DNA 1 dijeljenje stanica usprkos nepopravljenih oSte¢enja i naposljetku dovodi do
povecanog rizika od maligne transformacije. Mutacija 7P53 gena takoder dovodi do genetske
nestabilnosti i aneuploidije, uéestale pojave kod raznih karcinoma.'®-?®

Zbog obilja UV mutacijskih potpisa u proto-onkogenima i tumor supresorskim genima u
mnogim uzorcima raka koze, moze se zaklju¢iti da je UV zracenje agens koji uzrokuje rak.®
Doista, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC, engl. International Agency for
Research on Cancer) Klasificirala je solarno i umjetno UV zracenje (poput onoga u solariju)

kao kancerogen.** Kancerogeneza se opéenito moze podijeliti u tri faze: inicijacija, promocija
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1 progresija. UV zraCenje se ponaSa kao inicijator i promotor tumora te uz sposobnost

imunosupresije ono ima izrazito velik utjecaj na kancerogenezu.'84*

2.14. Tamnjenje i eritem

Izlaganje UV zracenju dovodi do fakultativne melanogeneze, odnosno povecanja pigmentacije
iznad konstitutivne razine te se smatra da je taj proces dio eukariotskog SOS odgovora.*>*
Unutar nekoliko minuta izlaganja koze UV zradenju, kao odgovor na niske doze (1-5 J cm™),
pojavljuje se izravno tamnjenje pigmenta (IPD, engl. immediate pigment darkening), koje
nestaje u roku od 10 do 20 minuta. Pri ve¢im dozama (>10 J cm™) javlja se trajno tamnjenje
pigmenta (PPD, engl. persistent pigment darkening), koje ostaje do 24 sata. IPD i PPD nisu
rezultat sinteze novog melanina, ve¢ su posljedica oksidacije i polimerizacije postojeceg
melanina kao i redistribucije postoje¢ih melanosoma. Zakasnjelo tamnjenje (DT, engl. delayed
tanning) pojavljuje se 72 sata nakon izlaganja UV zracenju te ukljuCuje sintezu novog
melanina.’>*’ Mehanizam zakasnjelog tamnjenja ukljucuje aktivaciju MCIR vezanjem
agonista a-MSH, melanokortina kojeg proizvode keratinociti nakon izlaganja UV zracenju.
Vezanje a-MSH izaziva konformacijsku promjenu na receptoru i aktivira G-protein, ¢ija alfa
podjedinica zatim asocira s adenilat-ciklazom 1 aktivira ju te dolazi do stvaranja cAMP. To pak
dovodi do aktivacije kaskade protein-kinaze A (PKA, engl. protein kinase A), §to naposljetku
dovodi do povecane brojnosti i/ili aktivnosti enzima koji sudjeluju u proizvodnji i eksportu
melanina u melanocitima. Kao posljedica toga epiderma biva bogatija na melaninu koji $titi
kozu od daljnjeg negativnog utjecaja UV zraCenja. Osim Sto utjeCe na pigmentaciju koze,
aktivacija signalnog puta MC1R smanjuje mutagenezu posredovanu UV zracenjem na nacin da
uzrokuje pojaanu prismotru i odrzavanje genoma od strane popravnih enzima NER
mehanizma.*!® MCIR je visoko polimorfni gen, a njegove defektne varijante uzrokuju
smanjenu proizvodnju eumelanina, $to se ocituje u svijetloj boji koze 1 vecoj osjetljivosti na
UV zragenje.!?

Istrazivanja su pokazala su da DNA oSte¢enja i njihov popravak u ljudskim melanocitima
mogu inducirati melanogenezu.*® Izlaganje ljudskih melanocita timidinskim dinukleotidima,
koji oponasaju fragmente DNA izrezane prilikom njena popravka, takoder je dovelo do
poveéane razine melanina.*® Akcijski spektar za melanogenezu i eritem u ljudskoj kozi,
dobiveni jednokratnim izlaganjem UV zracCenju, vrlo su sli¢ni te se podudaraju na valnim
duljinama iznad 300 nm, $to sugerira slicne mehanizme koji dovode do eritema i melanogeneze.

Porastom valnih duljina zradenja iznad 300 nm potrebna je sve veéa ozratenost (J cm™) za
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indukciju eritema i melanogeneze, to jest UVB zracenje je mnogo efikasnije od UVA zrafenja
u induciranju eritema i melanogeneze.’%>! Usporedivsi akcijski spektar eritema i formacije CPD
u ljudskoj kozi sugerira da je o$teéenje DNA barem jedan od okidaca nastanka eritema®>>® kao
1 melanogeneze, prema njihovoj izrazitoj spektralnoj sli¢nosti. Zanimljivo je da XP pacijenti,
koji imaju inaktivan NER mehanizam, pokazuju ustrajan eritem.>*

Opekline nastale od sunca su akutna upala i crvenilo nastali kao odgovor na UV zracenje.
Ocituje se s osjecajem topline, boli, oticanjem te vazodilatacijom (prosirenje krvnih zila) koje
uzrokuje karakteristicni eritem. Suncani eritem uzrokovan UVB zracenjem postaje vidljiv
izmedu 3 do 6 sati nakon izloZenosti UV zraCenju, dostize maksimum izmedu 12 i 24 sata te
nakon 48 sati po€inje nestajati. S druge strane, UVA zracenje uzrokuje eritem odmah nakon
izlaganja i postepeno nestaje u roku od 48 do 72 sata.*’ Vazna popratna promjena uz eritem su
apoptotske stanice keratinocita u epidermi (SBC, engl. sunburn cells).>>*% One nastaju u sklopu
obrambenog mehanizma kako bi se eliminirale stanice s nepopravljivim oSteCenjem na DNA,
kao $to je ve¢ spomenuto prije. SBC nastaju uslijed izlaganja dozama UV zraenja koje su
jednake ili ve¢e od MED, koja varira od pojedinca do pojedinca. Proces indukcije SBC je
kontroliran pomoéu tumor supresorskog gena TP53.%6

Popularno je uvjerenje da tamnjenje uzrokovano UV zracenjem pruza adekvatnu dodatnu
fotozastitu, no eksperimentalni podaci sugeriraju da fotooSte¢enja nastala u procesu prevaguju
steCenu fotozaStitu. Kumulativno oSte¢enje DNA nastalo prilikom ostvarivanja i odrzavanja

tena predstavlja vaZan rizik koji treba uzimati u obzir.>®

2.15. Sinteza vitamina D

Vitamin D3 (kolekalciferol), usprkos samog naziva, zapravo nije vitamin, ve¢ je prohormon
koji se sintetizira u epidermi iz 7-dehidrokolesterola (7-DHC, engl. 7-dehydrocholesterol). 7-
DHC je steroid koji nastaje dehidrogenacijom kolesterola, a nalazi se u stani¢noj membrani
keratinocita. UVB zracenje pokrece reakciju fotolize 7-DHC kojom nastaje previtamin D, koji
onda spontanom izomerizacijom prelazi u stabilniji oblik, vitamin D3;. Sam vitamin D3 nije
bioloski aktivan. Krvotokom se vitamin D3 prenosi do jetre, gdje se hidroksilira u 25-
hidroksivitamin D3, nakon ¢ega u bubregu slijedi pretvorba u bioloski aktivan oblik, 1a,25-
dihidroksivitamin Ds; (kalcitriol) (slika 8). 1a,25-dihidroksivitamin D3 je hormon koji regulira
apsorpciju kalcija u crijevima, koncentraciju kalcija i fosfora u krvnoj plazmi i razinu kalcija u
60

kostima.?”3 Nedostatak vitamina D povezan je s raznim poteSkocama i poremecajima.

Izlaganje UV zraenju glavni je izvor vitamina D kod veéine ljudi, no vitamin D se takoder
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moze unijeti prehranom.?’ Koli¢ina melanina u epidermi utje¢e na biosintezu vitamina D, zbog
toga Sto se natjeCe sa 7-DHC za apsorpciju fotona UV zracenja. 1z tog razloga pojedinci
tamnijeg fototipa koZe sintetiziraju manju koli¢inu vitamina D od onih svjetlijeg fototipa

prilikom izlaganja istoj koli¢ini UV zragenja.”’

UV zragenje

e e — -

2 koraka (u kozi) 1 korak u jetri

1 korak u bubregu

HO™ HO™"

7-dehidrokolesterol kolekalciferol (vitamin D3) 1a,25-dihidroksivitamin D3
(kalcitriol)

Slika 8. UV zrafenje pokrece fotokemijsku reakciju sinteze vitamina D3 iz 7-
dehidrokolesterola, nakon ¢ega se enzimima u jetri i bubregu pretvara u bioloski aktivan

oblik, /a,25-dihidroksivitamin Ds. (Prilagodeno prema ref. (57))

2.16. Fotostarenje

Fotostarenje je ekstrinzicno, preuranjeno starenje uzrokovano izlaganjem UV zracenju.
Karakterizirano je pojavom bora, gubitkom elasti¢nosti, nepravilnom 1 pjegavom
pigmentacijom, gubitkom vlaznosti koZe i tako dalje. Kako je kolagen u dermi jedna od klju¢nih
sastavnica za strukturnu potporu, volumen i gipkost koze, gubitak kolagena dovodi do njena
opustanja. Intrinzi¢nim, odnosno kronoloskim starenjem smanjuje se koli¢ina kolagena u
dermi, a vanjski utjecaji poput UV zracenja mogu dodatno pojacati taj efekt. Vec je spomenuto
da ROS ostecuju proteine pa tako osim stani¢nih proteina mogu ostetiti i izvanstani¢ne proteine,
poput kolagena, oksidirajuci i degradirajuci ih. No UV zraCenje utjece na razinu kolagena i na
drugi nacin. Izlaganje UV zracenju aktivira membranske receptore i tako inicira signalne puteve
koje dovode do aktivacije AP-1 (engl. activator protein 1), transkripcijskog faktora koji
pojacava transkripciju metaloproteinaza matriksa (MMP, engl. matrix metalloproteinases)
poput kolagenaze MMP-1, enzima koji hidrolizira i degradira kolagen.®' Doze UVB zracenja
mnogo manje od onih koje induciraju eritem (oko 0,1 MED) dovoljne su kako bi doslo do
aktivacije metaloproteinaza matriksa u ljudskoj kozi.®? Takoder je pokazano da je pojacana

ekspresija MMP-1 uslijed izlaganja UVA zragenju ovisna o formiranju ROS.%*%* Degradacija
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kolagena uglavnom nije potpuna te se fragmenti kolagena akumuliraju u dermi. Na taj nacin
integritet strukture koZe biva narusen. Dodatan negativan popratni efekt jest da ti produkti
degradacije kolagena inhibiraju sintezu novoga.®’®> Pokazano je da antioksidansi poput
askorbinske kiseline u znacajnoj mjeri preveniraju inhibiciju biosinteze kolagena uslijed
izlaganja UV zracenju,%® $to pokazuje znacaj ROS u sintezi kolagena i fotostarenju. Stupanj

akumuliranog izlaganja sunéevom odnosno UV zragenju odreduje opseznost fotostarenja.®’
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