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Furokumaryny, trojpierscieniowe zwiazki pochodzenia roslinne-
go, wprowadzono w latach szesdcdziesiatych jako narzedzie struktu=
ry badan DNA i jego funkcji biologicznych. Do tej pory jedyna dob-
rze poznang reakcja fotobiologiczna, uszkadzajaca DNA w sposéb
kontrolowany, byta reakcja dimeryzacji tyminy przy udziale promie-
niowania UV 254. Zastosowanie furokumaryn do badari biologicznych
funkcji DNA stato sig mozliwe dzigki pracom wioskich badaczy pod
kierunkiem profesora L. Musajo; prowadzone przez niewielka grupe
pracownikéw Instytutu Farmaceutycznego w Padwie zapoczatkowaly wy-
jasnienie mechanizmu fotochemicznego przytaczenia furokumaryn do
DNA i wydajnosci reakcji fotochemicznych réznych pochodnych [13].

PSORALEN
(furokumaryna)

wyniki badan lat siedemdziesiatych przyniosiy zrozumienie wie-
lu istotnych reakcji fotochemicznych psoralenu nie tylko 2z DNA,
lecz réwniez z innymi skiadnikami komérkowymi jak RNA i tRNA, po=-
nadto w latach tych wyprodukowano szereg pochodnych psoralenowych
majacych zwigkszone powinowactwo do DNA i RNA oraz zwigkszona spe-
cyficznoéé w reakcji monofotoaddycji [19].

Fotobiologiczna reakcja furokumaryn z DNA od razu znalazla
szerokie zastosowanie, m.in. do:

- kontrolowanego zahamowania replikacji DNA i uszkodzenia dal-
szych funkcji biologicznych komérki,



106 Z. ZAREBSKA

- badania struktury chromatyny Eukariontéw,a zwtaszcza miejsc
genetycznie w niej waznych,

- wprowadzenia mutacji w drozdzach i bakteriach celem $ledze-
nia uszkodzen aparatu reperujacego DNA,

- fototerapii niektérych choréb skérnych ludzi metoda PUVA.

PSO psoralen i pochodne : 8-MOP (8- metoksy- PSO)
TMP (4,58~ tréjmetylo-PSO)

UVA pasmo UV 320 - 400 nm
PUVA taczne dziatanie [(PSO + UVA)

PUVA — DNA ——> DNA - PSO - fotoaddukt

W rysunku 2 umieszczono niektére specyficzne skréty niezbedne
w zaznajomieniu sig¢ z tymi metodami badan, zwiazki 8-MOP i TMP
to pochodne psoralenowe najczesciej uzywane.

REAKCJE FUROKUMARYN Z DNA

Fotochemiczne reakcje furokumaryn z DNA poznano poczatkowo in
vitro, w rozcienniczonych roztworach wodnych. Psoralen dodany do
wodnego roztworu DNA - umiejscawia sig¢ w $rodku helisy DNA, 1aczac
sig z zasadami DNA w kompleks interkalacyjny, srednio okoio 7 PSO/
100 nukleotydéw DNA. Zastosowanie sSwiatia w pasmie UV 320-400 nm
(UVA) prowadzi do reakcji fotochemicznej w kompleksie; wzbudzony
psoralen laczy sig z wigzaniem 5,6 pirymidyny-tyminy lub cytozyny;
fotoreaktywne wiazania psoralenu to 3,4 i 4', 5’ - jak zaznaczono
we wzorze schematu. Fotoproduktami tej reakcji sa dwa typy zwigz~
koéw PSO z DNA:

mono~-fotoaddukt - PSO zwiazany jednym ,bokiem" z zasada tymi-
nowa DNA, .siedzacy" tylko na jednej nici (w fotoprzyiaczeniu bie-
rze udziat albo wiazanie 3,4 - albo 4’, 5' =~ psoralenu);

bis-fotoaddukt - %aczacy krzyzowo dwie zasady z przeciwleg=-
tych nici tego samego laricucha DNA z jednym PSO; przy czym, Jjak
zaznaczono na schemacie, zawsze powstanie bis~-fotoadduktu poprze-
dza powstanie mono-fotoadduktu, a stosunek ilosciowy mono- do
bis- fotoadduktéw ksztattuje sie jak l:4, czyli mono-fotoadduktéw
powstaje 4~krotnie wigcej. Bis~fotoaddukt powstaje przez fotoche-
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UV 320-400 nm
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monofotoaddukt —— bis - fotoaddukt
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miczne poigczenie dwéch pirymidyn z jedna czasteczkg PSO - w miej-
scu zwigzania pirymidyny w PSO powstaje piersciert cyklobutanowy .

Kazda z tych dwéch przylgczonych pirymidyn nalezy do innej nici

helisy DNA, stad nazwa bis-fotoadduktu - wiazanie krzyZowe~-cross-

-link [(4].

Ze wzgleddéw sterycznych jest malo prawdopodobne powstanie bis-
~-fotoadduktu w obregbie jednej nici DNA. Inaczej sie¢ dzieje w przy-
padku fotochemicznego laczenia dimeréw tyminy: cyklobutanowy pier-
dcien miedzy sasiadujacymi tyminami powstaje przewaznie w obregbie
tej samej nici. Stosunek ilosciowy powstajacych fotochemicznych
mono- i bis~ fotoadduktéw PSO (4:1) mozna zmieniaé: stosuje sie po-
chodne psoralenowe, ktére ze wzgledéw sterycznych tatwiej tworza
mono-fotoaddukty, np. angelicyne ([11], albo wykorzystuje sig¢ se-
lektywnie niektére diugosci fal pasma UVA, bedace wierzchoikami
widma dziazania tych fotoproduktéw: A312 dla mono~ i A330 dla
bis- fotoadduktu psoralenu, A 390 dla bis-fotoadduktu TMP [ 8, 10].

SKUTKI FOTOADDYCJI PSO DO DNA - ZMIANA WEASNOSCI DNA

Wprowadzenie obydwu typéw zwiazkéw psoralenowych do DNA prowa-
dzi do usztywnienia jego struktury, gdyz fotoaddukty psoralenowe
stanowia zawade przestrzenna w procesie rozsuwania sig dwéch nici
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helisy DNA od siebie. DNA-PSO-fotoaddukt poddany denaturacji i re-
naturacji wykazuje zwigkszona renaturowalnos3é¢ w stosunku do DNA

natywnego, a stopien zwigkszenia tej renaturowalnosci moze stuzyd

jako wskaznik ilosciowy miejsc zaburzonych w DNA (8]. Zwigkszona

odpornosc na denaturacje DNA-PSO-fotoadduktu Hozna bada¢ réznymi

metodami fizykochemicznymi.

Metoda profili temperaturowych

Z interkalujacych 7 czasteczek psoralenu na 100 nukleotydéw
przytacza sig¢ zaledwie jedna dziesiata PSO przy wysycajacej dawce
naswietlania, ale to juz wystarcza by DNA-PSO-fotoaddukt uzyskail
podwyZszong termostabilnosc, mierzona Tm, o 200;‘2 rysunku 1 moz=-
na wyliczy¢ Ze Tm denaturacji DNA-PSO-fotoadduktu wynosi 87°, a
Tm renaturacji 61°, wobec Tm 66° dla denaturacji natywnego DNA.
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Rys. 1. Termostabilnosé DNA-PSO-fotoadduktu [wg 23]; DNA z grasi-

cy cielecej, sonikowane do 5 x 105 daltonéw, roztwér wodny, 3 mM
NaCl, ph 7, A) = K = kontrola nienaswietlana, denaturacji, 1-krzy-

wa renaturacji, 2 - denaturacja DNA naswietlanego 8x105 J/cm2 UVA
B) prébka poddana dziataniu PUVA: 40 ug 8 - MOP + 500 g DNA/ml +

+ 8 x 105 J/m2 UVA; 1 - krzywa denaturacji, 2 - renaturacji
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Rozdzielanie na kolumnie hzdrokszagatztowe:

DNA kontrolne, po denaturacji wymywa sie w pasmie DNA - D
(dék rys. 2); natomiast DNA z naswietlanej $winki, po denaturacji
rozdziela sie na dwa basma: D i N" (érodek rys. 3). DNA we frak-
cjach pasma .N" odpowiada zachowaniem sig DNA natywnemu, wymywa
sig w tym samym pasmie co (DNA + PUVA ) nie poddane denaturacji,
w pasmie N (géra rys. 4). Pasmo .N" wigc odpowiada renaturowalne]
frakcji DNA-PSO=~fotoaddukt, niby natywnemu DNA.

T

19 PUVA

PUVA+D

N
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Nr frakcji
* HYDROKSYAPATYT

Rys. 2. Elucja DNA=-PSO-fotoadduktu z kolumny hydroksyapatytowej
DNA wyekstrahowane ze skdéry swinki morskiej [ wg 5]; N - pasmo fra-
kcji odpowiadajace dwupasmowemu, natywnemu DNA, D - pasmo frakcji
odpowiadajace jednopasmowemu, zdenaturowanemu DNA; déi (K_+ D)kon=
trola nienaswietlana, poddane denaturacji cieplnej = 5 min w 100°
nastepnie 20 min. w lodzie; $rodek i géra DNA ekstrahowane po

2
dziataniu PUVA na swinke morska ( 50 pg/PSO/cm2 + J/cm” UVA) ;PUVA
obrébka natozona na kolumne bez denaturacji; PUVA + D prébka na-

¥ozona na kolumng po denaturacji i renaturacji jw.
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Rys. 3. Wirowanie DNA-PSO-fotoadduktu w gradientach sacharozy i
chlorku cezu [wg 127]; DNA wyekstrahowano z naskérka myszy bezwio-
sej; a - wirowanie w alkalicznzm gradiencie sacharozy: 1 -~ kont-
rola, 2 - PUVA (8-MOP + 3 J/cm“ UVA), M_ - dredni cigzar czaste-

czkowy, po PUVA wzrasta 1,5-krotnie, ujawniajac pasmo w obszarze
dwuniciowego DNA, mimo denaturujacych warunkéw wirowania; b - wi-
rowanie w gradiencie chlorku cezu: A - kontrola nienaswietlana,
N = natywne DNA, D - denaturowane DNA w pH 12,5 i renaturowane w
pH 11 B - DNA z myszy naswietlanych po posmarowaniu psoralenem
wzrastajacymi dawkami UVA: 1 - 2 J/cmz, 2 - 6 J/cmz. oraz bez pso-

ralenu, 3 - 12 J/cm™ UVA

Wirowanie w alkalicznym gradiencie sacharozy lub chlorku cezu

Obydwie metody wirowania wykazuja, Zze DNA ekstrahowane z my-
szy, poddanych dziataniu PUVA, ujawnia odrébne pasmo w obszarze
dwuniciowego, natywnego DNA, mimo denaturujgcych warunkodw.

Oméwione metody badan fizycznych wiasnodéci DNA  zmienionego
przez dziatanie PUVA wskazuja posrednio na powstawanie wigzan krzy-
zowych, utrzymujacych niby natywng, dwuniciowa strukturg DNA, mi=-
mo dzialania czynnikéw denaturujacych. Bezposrednich dowoddw ist-
nienia wiazan krzyzowych dostarczyla dopiero metoda mikroskopii
elektronowej w 1976 r. E |

Proces denaturacji formaldehydem powoduje rozsunigcie nici he-
lisy DNA, ale widoczne sa wyrazne rejony, gdzie DNA nie mogioulec
rozpleceniu, gdyz jest trzymane przez bis-fotoaddukty psoralenowe.
Na wstawce, w powiegkszeniu 50-krotnym, przedstawiono wybrane miej=-
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Rys. 4. Zdjecie ONA=-PSO-fotoadduktu w mikroskopie elektronowym
(wg 9]: DNA wyizolowane =z embrionéw muszki owocowej, PUVA =~

5 ug/ml TMP + 15 J/cm2 UVA (denaturacja: 10% HCOH, 0,02 M weglan
sodu, 5 mM EDTA, pH 7, w 70  przez 2 godz)

sca rozplecelt DNA sasiadujace z wiazaniami krzyzowymi - caiy splot
ma dtugosc okoxo 100 nm, miesci ok. 500 zasad, stad wyliczono, ze
od 20 do 100 zasad nie ulega rozpleceniu wokét wiazania krzyzowe-
go.

Badania in vitro wykazaty, ze interkalacja psoralenu nastepu-
je preferencyjnie w rejonach DNA bogatych w pary AT, tam tez naj-
czeéciej nalezy oczekiwaé powstawania wigzan krzyzowych [6].
Stwierdzono ponadto, Ze wiazania krzyzowe powstaja 2z 3-krotnie
wieksza wydajnoscia w scisle upakowanym, np. superhelikalnym
( plazmidowym ) DNA niz w DNA liniowym [22].

SKUTKI BIOLOGICZNE POWSTAWANIA WIAZAN KRZYZOWYCH W DNA

Juz we wczesnych pracach, stosujacych PUVA in vivo, zaobser-
wowano zahamowanie syntezy DNA jako pierwsze zakioécenie funkcji
biologicznych komérki. Na wszystkich obserwowanych obiektach - w
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naskérku ssakéw, w bakteriach, i w drozdzach stwierdzano najpierw

zahamowanie syntezy DNA, a dopiero pdziniej, nastepczo zahamowanie

syntezy RNA i biaiek. Ponadto badania ilosciowe wykazaiy najwiek-

sza aktywnosc¢ PSO-fotoadduktéw w DNA = 100: w RNA - 28, w biai~-

kach - 16 odpowiednio [15]. Poznanie struktury i udowodnienie ist-
nienia wiazania krzyzowego, doprowadzi}*o do zrozumienia sekwencji

zdarzen zakiécajacych cykl Zzyciowy komérki. Jak wynika z rysunku

5 oraz ze zdjecia w mikroskopie elektronowym (rys. 4), wiazanie

krzyzowe zapobiega rozsunieciu sig od kilkunastu do stu par zasad

sasiadujacych z wigzaniem krzyzowym, czyli w tym miejscu nastegpu-

je zatrzymanie si¢ syntezy DNA de novo, zahamowanie replikacji.

Zahamowanie syntezy DNA jest czasowe i ulega zupeinemu odwréceniu,
jesli stopienn fotoreakcji nie przekroczy smiertelnego progu dla

zycia komérki. Stwierdzono Ze w procesie odwrécenia biora udziakl

te same enzymy reperujace, co w procesie naprawy dimerdw tyminy,

szczegblnie w wycinaniu i naprawie odcinkéw DNA z mono~fotoadduk=-

tami, natomiast usuwanie i naprawa miejsc z wigzaniami krzyzowymi

wymaga wiecej czasu i prawdopodobnie innej drogi naprawy (3].

RR
—_— Y — _—
ER \'\_-
mono - bis -
szybka powoina
normalna replikacja reperacja reperacja .

enzymatyczna przez rekombinacje

naprawa podobnie jak TT ?

Ryse. 5. Schemat reperacji DNA-PSO-fotoadduktu in vivo; w $rodku -

ER - enzymy reperujace usuwaja szybko mono-fotoaddukt, po czym

replikacja przebiega normalnie, prawa klatka - bis-fotoaddukt

nie pozwala sig rozples¢ catemu odcinkowi DNA i w tym miejscu na-
stgpuje zahamowanie dalszej syntezy

ZASTOSOWANIE PUVA DO TERAPII

Jedng z wrodzonych chordb ludzkich jest luszczyca, przejawia-
jeca sig m.in. w nadmiernej proliferacji naskérka skéry, w ost=-
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rych stanach chorobowych nastgpuje 7-krotnie przyspieszenie namna-
Zzania komérek warstwy podstawnej -~ zamiast 28 dni cykl podziatowy
komérek trwa 3-4 dni. Zastosowanie terapii PUVA wstrzymuje nad-
mierna synteze DNA, co powoduje zahamowanie szalonego podziaiu ko~
mérek, po czym okresy remisji sa diugotrwaie -~ od 6 miesigcy do
kilku lat [14].

Fotochemoterapia PUVA - pacjent pobiera PSO doustnie po 2
godz. przed naswietlaniem 0,6 mg 8-MOP/kg wagi ciata, naswietla-
nie - lampami emitujacymi UVA dawka jednorazowa 1,5 - 5 3/cm2.
seanse raz lub dwa razy w tygodniu, w okresie 4-8 tygodni, dawka
kumulacyjna 37 J/cm2 UVA. Reakcje PUVA z powodzeniem zastosowano
w terapii ludzi gdyz:

- pasmo promieniowania UVA przenika dostatecznie giegboko w
skére ludzka,

- stosowaniu UVA nie prowadzi do zrakowacenia skéry przy ogra-
niczonym czasie naswietlania,

Przekroj budowy skéry

warstwa
rogowa
=S
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Rys. 6. Przenikanie s$wiatla ultrafioletowego przez skére ludzka
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- pséralen po podaniu doustnym utrzymuje si¢ w stanie niezmie-
nionym dostatecznie diugo, aby zadziatad w fotoreakcji w okresie
2-3 godz. po spozyciu [17].

Szczegbélnie wazna w terapii jest warstwa podstawna naskérka,
zawierajaca dzielace sie komérki i kapilary wlosowate doprowadza-
Jace krew zaznaczone w gérnej czesci rysunku 6; dolna czesc rysun-
ku 9.przedstawia zasieg przenikania promieni UV 230-360 nm poda-
Jacych prostopadle do powierzchni przedramienia ludzkiego. Klamry
u gory zaznaczaja podzial promieniowania UV ze wzgledu na jego
skutecznosé¢ biologiczna:

UVC - ponizej 285 nm, nie dociera do nas ze Stornca, emituja
go lampy bekteriobéjcze i inne sztuczne zrédia swiatila.

UVB - 285-320 nm, tzws promieniowanie erytemalne ( rumieniowe),
wywoiujace odczyn rumieniowy skéry, nadmiar tégo promieniowania
jest szkodliwy ze wzgledu na przyspieszenie proceséw starzenia
sig¢ skory i wzmozenie procesdéw rakowacenia.

UVA - 320-400 nm, tzw. pigmentujace, Jest ono 100~ krotnje

mniej erytemalne od UVB, najgigbiej penetruje skére i wzbudza pso-
ralen.

BADANIA MECHANIZMOW TERAPII PUVA

Terapia PUVA cofa ostre stany chorobowe tuszczycy oraz leczy
niektdére inne dermatozy, ale nie prowadzi do catkowitego ich wy-
leczenia. Stad istnieje koniecznos$é bardzo wnikliwego kontrolowa-
nia przebiegu terapii, éwlaszcza Ze czegste powtarzanie leczenia
moze doprowedzic¢c do powstania proceséw rakotwérczych. 0d roku
1973, gdy zaczgto stosowaé terapie PUVA na wieksza skale w USA,
Austrii, Szwecji i Japonii, w badania te zaangazowalo sig tysiace
‘lekarzy i naukowcéw [14]. Instytut Biochemii i Biofizyki PAN pod-
jat scisig wspéiprace z Klinika Dermatologiczna AM w Warszawie
rozpoczynajac od roku 1975 badania nad fotobiologia DNA w obecnos-
ci psoralenu. Interesuje nas zwktaszcza poznanie skali czasowej i
mechanizmu reperacji DNA-PSO-fotoadduktu w organizmis ludzkim. Do-
tychczasowe badania wykazety jak szybko i w jakicj ilosci PSO ule=-
ga przyiaczeniu, jak diugo zahamowany jest proces syntezy DNA de
novo, ale np. nie wiadomo - jak diugo bis-fotoaddukty moga tkwié
w uszkodzonej komérce (a jeszcze nie obumaritej), jak diugo poten=
cjalnie jeszcze moga oddziaktywad na nig lub na jej potomstwo.
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Niektérych danych nt. skali czasowej proceséw reperacyjnych
dostarczyly obserwacje histologiczne i autoradiograficzne naskér=-
ka myszy bezwiosej po dziataniu PUVA. Bezposrednio po PUVA wstrzy-
kuje sig myszy (dootrzewnowo) znakowane trytem tymidyng, cytydyne
i histydyne, co pozwdla z grubsza oznaczyc stopien i miejsca syn-
tezy DNA, RNA i odpowiednio biaiek. W ten sposéb wykazano, ze syn-
teza DNA ulega zahamowaniu juz w 2-6 godz. po zadziaianiu PUVA a
trwa do 7 dni wobec 25 dni normalnego cyklu Zyciowego komorek na-
skérka. Synteza biatka podlega natomiast zahamowaniu dopiero po
48-72 godzinach (7].

Obserwacje te dotycza wprost zakidcen syntezy DNA, RNA, czy
biatek pod wpiywem PUVA, natomiast jedynie posdrednio wskazuja na
los fotouszkodzen; brak syntezy DNA przypisuje sig obecnosci foto-
uszkodzern, odnowienie syntezy DNA po pewnym czasie = usunieciu,
reperacji tych fotouszkodzern. Niestety autoradiografia po PUVA
nie ,powie” nic o losie tych fotoadduktéw, ktére pozostaly po pro-
cesie odnowionej syntezy, ktére nadal tkwia w uszkodzonej komérce
po jej przezyciu. Ponadto wnioski z dziatania PUVA na naskérek my-
szy bezwiosej nie dotyczag skéry ludzkiej.

Stad, poszukiwania ida w kierunku znalezienia metody pozwala-
jacej bezpoérednio obserwowaé losy fotoadduktéw in situ w skorze
ludzkiej. W Klinice Dermatologicznej AM powstal pomysi zastosowa-
nia metody immunofluorescencyjnej (IF) poséredniej do obserwacji
loséw DNA-PSO-fotoadduktu. Projekt wyptynat od prof. T. Chorzels-
kiego, Kierow;ika Pracowni Immunopatologii tej Kliniki, a wykonaw=-
cami byly: dr M. Jarzgbek-Chorzelska, dr G. Rzesa - pracownice
Kliniki oraz Zofia Zargebska z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

METODA IMMUNOFLUORESCENCJI POSREDNIEJ W BADANIACH PUVA

Do stosowania tej metody niezbegdne sa przeciwciata, w danym
przypadku anty-DNA-8=-MOP-fotoaddukt, ktére osadzaja sig specyfi=-
cznie w tych miejscach gdzie sg dostegpne DNA=8=~MOP=-fotoaddukty.
Immunizujac krélika roztworem zawierajacym krétkolarncuchowe ( soni=
kowane ) DNA, z optymalnie przylaczona iloscia fotoadduktéw, otrzy-
mano surowice zawierajacg poszukiwane przeciwciata. Sprawdzono
ich specyficzno$é metoda immunodyfuzji na agarozie. tancuch dwu-
pasmowego DNA stanowi wielka czgsteczke i moze potencjalnie zawie-
ra¢ wiele determinant antygenowych: sonikowany %aricuch DNA, zde-
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naturowany tancuch DNA, inne fotoprodukty niz 8-MOP=-fotoaddukty,
np. dimery tyminy. Linie precypitacyjne widoczne na rysunku 7,
powstajace na wskutek wytracenia immunosurowicy tworzg sig¢ Jjedy-
nie w pobliZzu studzienek L, 1 S, natomiast nie powstaja w poblizu
studzienek D i H. Brak linii precypitacyjnych wobec D i H oraz
wobec antygenu DNA-8-MOP-fotoaddukt strawiony dezoksyrybonukleaza
upowaznia nas do stwierdzenia, Ze badana immunosurowica zawiera
przeciwciata specyficznie skierowane przeciw diugiemu %arncuchowi
DNA z 8-MOP-fotoadduktami [23].

Uzyskanie przeciwcial specyficznie skierowanych przeciw DNA-
-8-MOP=~fotoadduktowi pozwolilo na zastosowanie metody IF posred-
niej do badania reakcji PUVA in situ w sposéb nastepujacy: utrwa-
lony skrawek tkanki, po reakcji PUVA inkubuje si¢ z immunosurowi-
ca krolicza, zawierajaca anty-DNA=-8-MOP-fotoaddukt . Te surowice
odmywa sig po 15 minutach i inkubuje si¢ 2z przeciwciatem kozim
przeciwko IgG kréliczemu, wyznakowanym pochodnym fluoresceiny -
FITC. FITC-przeciwciala osadzaja sie w kompleksie jedynie w tych
miejscach gdzie powstaje nieodmyta surowica krélika, wyznaczajac
w ten sposéb miejsca, gdzie zaszla reakcja PUVA z DNA. Po wypiu=-
kaniu i wysuszeniu, skrawki oglada sie w mikroskopie flucrescen=-
cyjnym, miejsca zawierajace FITC-przeciwciala swieca na zielono =-
wyzZnaczajac wprost lokalizacje tkankowa DNA-8-MOP-fotoadduktu.

Wiciowce Crithidia luciliae wybrano jako obiekt modelowy ze
wzgledu na to ze posiadaja one olbrzymi mitochondrion wypeiniony
DNA, z nikia zawertoscia biatek histonowych. Rozmiary kontrolne
nasgczone roztworem 8-MOP a nienaswietlane, badz tylko nasdwietla-
ne UVA bez PSO nie wykazaly éwiecenia.'Podobne wyniki uzyskano na
skrawkach watroby szczurzej, po zabiegach PUVA i zastosowaniu IF
posredniej, obserwowano s$wiecenie jader komérek watrobowych.

Trudnosci z zastosowaniem tej metody napotkano przy przejsciu
na ukiady in vivo. Mysz bezwtosa po zastrzyku podskérnym z rozt=-
worem 8-MOP 15 mg/kg naswietlano 35 3/cm2 UVA, nastgpnie z naswie=-
tlanego grzbietu pobierano wycinek skéry, ktéry po utrwaleniu pod=
dawano procedurze IF poéredniej. Obserwowano nieswoiste warstwy
rogowej naskérka i swoiste S$wiecenie jader komérek warstwy podsta-
wnej. Jednakze $wiecenie warstwy podstawnej uzyskiwano nie zawsze
a ponadto wymagalo to zastosowania wysokich stezer surowicy kréli-
czej (rozcienczenie 1:4). Przyczyna niepowodzern jest jak dotad
niewyjasniona, albo ilosc¢ powstajacych fotoadduktéw jest zbyt ma-



Rys. 7. Specyficznosé anty-DNA-8-MOP-fotoadduktu [(wg 23]. Piytka

agarowa zawiera studzienki z potencjalnymi antygenami: L, - diugo-

tancuchowe DNA-8-MOP-fotoaddukt, S = sonikowane DNA-8-MOP-fotoad =

dukt, D = DNA=TT, z dimerami tyminy, H - DNA zdenaturowane ciepl-

nie, $rodkowa studzienka zawiera immunosurowice z uodparnianego
krolika

Rys. 8. Powstawanie DNA-8-MOP-fotoadduktéw w wiciowcach; rozmaz

kombérek nasaczono alkoholowym roztworem 8-MOP, 0,3 ug/plamke, na-

swietlano UVA 80 J/cmz, procedura IF posredniej jak opisano w

tekécie. Miejsca $wiecenia wyznaczaja miejsca fotoreakcji 8-MOP z
DNA



Rys. 9. Powstawanie DNA=-8-MOP-fotoadduktoéw w limfocytach. Do za-

wiesiny limfocytow dodawano 5 ug 8-MOP/ml, naswietlanie 15 J/cm2
UVA, procedura IF posdredniej na rozmazach limfocytéw na szkielku
podstawowym
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ta, albo niedostepna do reakcji z przeciwciatami. W przeciwierist-
wie do niepowodzeri z zastosowaniem IF posredniej do reakcji PUVA
w skorze, udato sig uzyskacé pozytywng reakcje na limfocytach, wy-
izolowanych z krwi obwodowej ludzkiej. Uzyskanie pozytywnej reak=-
cji z limfocytemi stwarza podstawy do kontynuowania badan z zasto-
sowaniem DNA-8-MOP=-fotoadduktdw w immunofluorescencji celem uzys-
kania dostatecznie czulego testu, przydatnego w obserwacjach kli=-
nicznych.

BADANIA CHROMATYNY

Zdolnosc psoralenu do tworzenia wiazan krzyzowych w struktu=-
rze DNA nieoczekiwanie okazaia sie¢ przydatna w badaniach chroma-
tyny eukariontéw [ 2, 20]. Réznorodne metody wskazywaiy na to, zZe
chromatyna posiada swoista architekture, ztoZzona z helisy DNA op-
latajaca dookota kigbuszki biaiek histonowych, tworzac podjednost-
ki = nukleozomy, Poznanie struktury nukleozoméw prowadzi do zro-
zumienia funkcji chromatyny w trakcie wielu waznych czynnosci zy-
ciowych komérki.

Badania in vivo prowadzono na caiych komdrkach w hodowli tkan-
kowej badz na wyizolowanych jadrach z zarodkéw muszki owocowej
lub z watroby mysiej. Obiekty te poddawano wysycajacemu dziataniu
PUVA uzywajac znakowany 3H-TMP(:TMP*). Nastepnie wyizolowane jad-
ra poddawano trawieniu przez nukleazg mikrokokalna w celu okres-
lenia diugosci trawionych odcinkéw na zelu oraz ilosci wycigtego
T™P . Wyniki uzyskane niezaleznie od siebie w dwdch pracowniach,
wykazaty, ze:

- TMP*'przylacza sie w mniejszym stopniu do chromatyny in vi=
ve niz do wyizolowanego, oczyszczonego DNA;

-~ pigtno stwierdza sie prawie wylacznie w odcinkach migdzy nu-
kleozomami, pozbawionych histonéw;

- diugosci odcinkéw miedzy znakowaniami T™P™ wynosza okoxo
200 par zasad, co sig¢ zgadza z diugoscia nukleozomu wyznaczona in-
nymi metodami,

Nastepnym krokiem, wykorzystujacym wiazgace dziatanie psorale-
nu jest prdéba utrwalenia tych odcinkdéw DNA, ktére koduja informa-
cyjne RNA. Zadziatano PUVA na DNA fagowe w ukiadzie in vitro w mo-
mencie transkrypcji przy uzyciu RNA polimerazy DNA zaleznej (18].
Po fotoreakcji PUVA wyizolowano z ukladu odcinki DNA kowalencyj-
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nie zwiazane z nowopowstaiymi ZXancuchami RNA. Dalszym
niem jest zbadanie sekwencji tych odcinkéw DNA, ktdre

Zamierze=-

specyficz~
nie si¢ 1gcza z RNA w momencie transkrypcji.

ZAKONCZENIE

Obok terapii PUVA istnieje inna metoda fotobiologiczna zwana
dziataniem fotodynamicznym. Polega ona na wspéidzialaniu dwiatia
w zakresie widzialnym oraz barwnikéw - np. proflawiny ( 3,6-dwuami-
no-akrydyny ), lub czerwieni obojetnej ( 3-amino-7-dwumetyloamino-2-
-metylo-fenazyny ). Barwnik absorbujacy $wiatlo dziala na substrat
biologiczny nie bezposrednio, jak w terapii PUVA, 1lecz poprzez
wzbudzony tlen w stanie singletowym. Spektrum dziatania reakcji
fotodynamicznej jest o wiele szersze niz dzialanie PUVA - foto-
utlenianiu ulegaja nie tylko zasady nukleozydowe w DNA, ale i ami-
nokwasy biaikowe oraz lipidy wchodzace w skiad bion komérkowych,
ponadto w znacznym stopniu ulegaja pekaniu tarncuchy DNA. Koncowym
efektem biclogicznym jest zahamowanie podziaiu komérek oraz spa-
dek infekcyjnosci wirusdéw DNA, co wykorzystano w leczeniu infek=-
cji skéry i bion $luzowych spowodowanych wirusem opryszczki - Her=-
pes simplex [1].

Aczkolwiek badania kliniczne wykazaiy w licznych przypadkach
catkowite zahamowanie infekcji wirusowej, istnieje powazna kontro-
wersja co do stosowania terapii fotodynamicznej. Bowiem istotnym
dziataniem ubocznym tej terapii jest uszkodzenie zdrowych komérek,
niezakazonych wirusem, co potencjalnie moze doprowadzi¢ do zmian
rakotwérczych. Klinicys$ci stoja wiec przed wyborem: leczenia infe=
kcji wirusowych, gdyz nieleczone prowadza do zmian rakotwérczych,
a ryzykiem stosowania metod fotochemoterapeutycznych, ktdére oprocz
skutecznego dziatania moga dawac¢ uboczne efekty, potencjalnie ra-
kotwércze.

Sposréod wielu barwnikéw lub tréjpierscieniowych zwigzkdéw ine-
terkalujacych, uzywanych do badan DNA - psoralen i jego pochodne
wyrézniaja sie wszechstronnoscia zastosowar zaréwno w badaniach
struktury DNA w zywej komérce, jak i w medycynie [16, 17]. Zasto-
sowanie PUVA do leczenia dermatoz skéry nalezy do najbardziej uda-
nych terapii fotobiologicznych, ze wzgledu na swa maia toksycz=-
nosc i brak diugotrwaiych skutkoéw ubocznych. Omdéwione wybrane
przyktady swiadcza o réznorodnych mozliwosciach zastosowan tej me=-
tody fotobiologicznej, do ktdérej zalet nalezy:
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- jest wzglednie prosta i tania metodycznie,

- jest dobrze poznana na poziomie molekularnym a jej produkta-
mi sg gidéwnie dwa typy fotoadduktédw do DNA,

- prowadzi do powstania wiazan lokalnych nie uszkadzajacych
pozostatej struktury DNA, w przeciwienstwie do reakcji fotodime-
ryzacji, ktéra powoduje m.in. rozrywanie wiazan nukleozydowych,

- produkty tej reakcji sga trwaie i wytrzymuja powszechnie
stosowane procedufy izolowania badanego materiaiu. Jak kazda =z
sukcesem stosowana metoda ma swoje ,putapki”, na ktére nalezy
zwrécié¢ szczegblna uwage przy rozpoczynaniu pracy w nieznanym
obiektem:

- docieranie wystarczajacej dewki promieniowania UVA w pozada-
nym miejscu reakcji;

- powstanie innych produktéw reakcji niz poznane dotad DNA=-
-fotoaddukty,. np. niezbadane sa dotad wiazania krzyzowe PSO mig-
dzy biaitkami a kwasami nukleinowymi w $cisle upakowanych struktu-
rach biologicznych [11].

Pragne podziekowa¢ Panu Profesorowi Davidowi Shugarowi za
wprowadzenie oraz wszechstronne kierownictwo w tematyce fotobiolo~-
gicznej. Niniejsza prace wykonano w ramach problemu weztowego 09.7
(temat - 09.7.1.1.4.1,) Polskiej Akademii Nauk.
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3. 3apeMOCKa
®OTORLOJOINA [HK B MPUCYTCTBUN IICOPAJIEHA
Pesnwme

BBezeHne ¢oToammykToB IcopaleHa B [IHK sBIAeTCA MEeTOZOM WMPOKO

JICIIONB3YEeMHM B MOJEKYIAPHO-GMoJNornuecKunx muccienoBanusax IHK, B cra-
The N3JATalNTCHA XNMMUECKNE OCHOBH 3TO#t PEAKLUUUM M METOZH OIpeXelfn-

mue CTeNmeHb HOTocoeAuHeHUA ncopaleHa ¢ IHK kak in vitro TaK U in

vivo. PaccMaTpuBaeTCAd TaKkKEe MCIIONb30BaHNME I[ICOPalieBa B KaueCcTBe

30HIa CTPYKTYPH XPOMATMHA 1 (GOTOTepaneBTNUECKOT0 JeKapCTBa Tpu

TeYeHNN KOXHHX 3a60Jj€BanNii,
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Z. Zarebska
PHOTOBIOLOGY OF DNA IN THE PRESENCE OF PSORALEN
Summary

The method of introducing psoralen photoadducts to DNA has
been widely used in studies of molecular biology of DNA. The che=
mical basis of this reaction and the methods for detection of the
range of the in vitro and in vivo photoreaction of psoralen with
DNA are presented. The application of psoralen as a probe of chro=-
matin structure and as a drug in the phototherapy of dermatologic
disorders of the skin are discussed.



