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WPROWADZENIE

INTRODUCTION

Proces starzenia sie organizmu przebiega na réznych poziomach jego organizaciji,
od poziomu molekularnego poczynajac. Wprawdzie konferencja zostata poswiecona
gtéwnie zmianom na poziomie komérkowym, jednak rozpoczynajg jg referaty po-
Swiecone roli wolnych rodnikéw w procesie starzenia sie oraz mechanizmom, ktére
ograniczajg ich powstawanie. Tak wiec tematyka konferencji obejmuje takze poziom
molekularny, a to dlatego, ze jak obecnie sie uwaza, wtasnie wolne rodniki sg
jednym z gtéwnych czynnikow powodujgcych zmiany obserwowane w komaorkach
W procesie starzenia sie organizmu. Referaty poswiecone zmianom na poziomie
komdrkowym dotyczg komdrek uktadu immunologicznego, rozrodczego oraz zmia-
nom w dziataniu hormonéw, wynikajgcym ze zmian w komorkach dlatych hormonéw
docelowych. Na ile przedstawione zmiany na poziomie molekularnym a wynikajgce
z dziatania wolnych rodnikéw mozna odnie$¢ do omawianych zmian w komérkach
okaze sie w trakcie konferencji, podczas, miejmy nadzieje interesujgcych dyskusji.
Nalezy podkresli¢, ze tematyka prezentowanych referatdbw wigze sie $cisle z zain-
teresowaniami badawczymi zespotéw, ktdére reprezentujg referenci. Jest to wiec
ilustracja problematyki z zakresu gerontologii doswiadczalnej, jakajest przedmiotem
badan w naszym kraju.

Pragne wyrazi¢ gteboka wdziecznos¢ Profesor Zofii Osuchowskiej i Profesorowi
Jerzemu Kawiakowi, organizatorom corocznych konferencji naukowo-szkolenio-
wych z zakresu cytofizjologii oraz Redaktorom Postepéw Biologii Komorki za
to, ze umozliwili cztonkom Komisji Biologii Starzenia PAN zaprezentowanie te-
matyki gerontologicznej na obecnej konferencji.

Katedra Histologii i Immunologii Prof dr hab. med. Andrzej Mysliwski
Akademii Medycznej w Gdansku Przewodniczacy Komisji Biologii Starzenia
Komitetu Patologii Komérkowej
i Molekularnej PAN
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WOLNORODNIKOWE USZKODZENIA ZASAD
AZOTOWYCH DNA | ICH ROLA W PROCESIE
STARZENIA ORAZ CHOROBACH WIEKU PODESZtLEGO

OXIDATIVE DNA BASE MODIFICATIONS AND THEIR ROLE
IN AGEING AND DEGENERATIVE DISEASES

Ryszard OLINSKI, Marek JURGOWIAK

Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera,
Bydgoszcz

Streszczenie.Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja w komdrkach jako produkt metabolizmu komoér-
kowego. RFT oddziatujg na makroczasteczki komorkowe: biatka, lipidy, jadrowy i mitochondrialny
DNA, co prowadzi¢ moze do uszkodzen biomolekut i zaburzenia funkcji komorek. Uszkodzenia
wolnorodnikowe sktadnikdéw komérek kumuluja sie wraz z wiekiem i sa przyczyna starzenia sie oraz
choréb gtéwnie wieku podesziego.

(Postepy Biologii Komorki 1999; Supl. 13: 3-22)(Advances in Cell Biology 1999; Supl. 13: 3-22)

Stowa kluczowe: reaktywne formy tlenu, wolne rodniki, uszkodzenia DNA, starzenie, choroby degene-
racyjne.

Summary. Reactive oxygen species (ROS) are generated inside a living cell as a byproduct of cellular
metabolism. ROS can react with various cell components: proteins, lipids, nuclear and mitochondrial
DNA what may result in damages of these biomolecules and cell dysfunction. These lesions accumulate
with age and have been postulated to be a major type of endogenous damage leading to ageing and
degenerative diseases. This review is an attempt to summarize our present knowledge on the free
radical-induced DNA damage involved in ageing and degenerative diseases.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 3-22)

Key words: reactive oxygen species, free radicals, DNA damage, ageing, degenerative diseases.

Wykaz stosowanych skrétéw: WRT- wolne rodniki tlenowe, RFT - reaktywne formy tlenu, O2.—
anionorodnik ponadtlenkowy, ‘OH - rodnik hydroksylowy, H202 - nadtlenek wodoru, NO - tlenek
azotu, ONOO" - nadtlenoazotyn, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, GC/MS - chromatografia gazowa
ze spektroskopig masowa, HPLC - wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa, A, T, G, C, U -
literowe skroty oznaczajg zasady azotowe: adenina, tymina, guanina, cytozyna, uracyl, 8-OH-G -
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8-hydroksy-guanina (8-oksoguanina; 7,8-dihydro-8-oksoguanina), Fapy G - 2,6-diamino-4-hydroksy-
5-formamidopirymidyna, 5-OH-C - 5-hydroksycytozyna, 2-OH-A - 2-hydroksyadenina, 5-OHMe-
Hyd - 5-hydroksy-5- metylohydantoina.

WSTEP

Jedna z teorii [21, 22] zakiada, ze starzenie sie organizmu jest konsekwencjg
akumulowania w komérkach oksydacyjnych uszkodzen DNA, biatek oraz lipidéw
i weglowodandéw. Te same czynniki mogg stanowi¢ przyczyne chorob wieku pode-
sztego (nowotwory, miazdzyca, choroby neurodegeneracyjne i inne). Za oksydacyjne
uszkodzenia struktur komérkowych odpowiedzialne sa wolne rodniki tlenowe
(WRT). Wolne rodniki tlenowe moga powstawaé zaréwno endogennie, jako produkt
uboczny przemian metabolicznych, jak imoga dostawac sie do komarki ze srodowiska
zewnetrznego (Zrédta egzogenne). Przyjmuje sie obecnie, ze w zdrowym organizmie
cztowieka rocznie powstawaé moze nawet do 2 kg anionorodnika ponadtlenkowego
(02.-). Dorosty cztowiek (o masie ciata 70 kg), w spoczynku wykorzystuje 3,5
ml 0 2/kg/minute lub 352,8 I/dzier, lub 14,7 mola/dzien. Jezeli 1% tlenu pojawia
sie w formie 0 2.-, to: w trakcie jednego dnia wytwarza sie 0,147 mola tego rodnika
i w okresie 1 roku - 53,66 mola (okoto 1,72 kg). Podczas wzmozonego wysitku
fizycznego warto$é ta moze wzrosnaé nawet 10-krotnie [19].

Zardbwno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych znajdujg sie
liczne mechanizmy chronigce przed toksycznym dziataniem tlenu [4, 52]. Czesto
dochodzi jednak do zaburzenia réwnowagi miedzy tworzeniem reaktywnych form
tlenu (RFT) i dziataniem ochronnego systemu antyoksydacyjnego, co okre$lane
jest jako ,stan szoku tlenowego”. W wyniku szoku tlenowego moze doj$¢ do usz-
kodzenia biomolekut wchodzacych w sktad komaérki, co z kolei prowadzi do rozwoju

Komp/eks oksydazy cytochroaowej

SOD Cat/peroksydaza

0 - = *(-=- }kLAZ - — »Q0H - - a20
2H- Ht

RYSUNEK 1. Schemat szlaku biologicznej redukcji tlenu czasteczkowego, reaktywne formy tlenu sa
produktami kolejnych stopni redukcji O2: SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, Cat - katalaza
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licznych stan6w patologicznych.
Najgrozniejsze implikacje dla organizméw
wielokomorkowych niosg ze sobg reakcje
WRT (zwtaszcza rodnika hydroksylowego
- OH) z DNA. Takie interakcje prowadzic¢
mogg do utworzenia pojedynczych i pod-
wojnych peknie¢ DNA, wigzan poprze-
cznych i modyfikacji zasad azotowych.
Opisano dotychczas ponad 20 r6znego ro-
dzaju oksydacyjnych modyfikacji zasad
azotowych [49, 69, 12], ale tylko w kilku
przypadkach poznano biologiczne konse-
kwencje ich obecnosci w DNA.
Obecnie wskazuje sie na mitochondria
jako jedno z gtéwnych miejsc generowania
WRT w komdrce. Struktury te (gtéwnie
mitochondrialny DNA - mtDNA) sg zatem
najbardziej narazone na uszkodzenia przez
wolne rodniki, co moze by¢ przyczyna roz-

TABELA 1 System ochrony komérki przed dziata-
niem RFT; organizmy aerobowe wykorzystujgc tlen
w procesach oddychania komérkowego (a takze w
innych procesach metabolicznych) musza by¢ wypo-
sazone w mechanizmy obrony przed dziataniem po-
wstajacych w komérkach RET (gtéwnie w mito-
chondriach) i reagujacych ze skfadnikami komérek:
MnSOD - dysmutaza ponadtlenkowa zawierajgca
mangan, Cu/ZnSOD - dysmutaza ponadtlenkowa za-
wierajgca miedz i cynk

Typ zabezpieczenia Gtéwna lokalizacja

Katalaza, MnSOD matriks mitochondrialna

Witamina E - zwigzana wewnetrzna btona

z blong mitochondrialna

Cu/ZnSOD przestrzen wewnetrznej
btony mitochondrialnej,
cytoplazma

Peroksydaza glutationo- cytoplazma

wa

Witamina C, glutation, surowica, tkanki, cyto-
kwas moczowy i inne plazma

RYSUNEK 2. Metabolizm reaktywnych form
tlenu w komérce eukariotycznej; w przemianach
RFT uczestniczg specyficzne enzymy oraz
zwigzki drobnoczasteczkowe: GSSG - utlenio-
ny glutation, GSH - zredukowany glutation,
GPx - peroksydaza glutationowa, SOD -
dysmutaza ponadtlenkowa, Cat - katalaza

woju zmian starczych ichorobowych
[30, 62].

Oksydacyjne uszkodzenia DNA
sg jednym z wazniejszych czynni-
kéw branych obecnie pod uwage w
wyjasnieniu fizjologicznych zmian
zwigzanych ze starzeniem i choro-
bami degeneracyjnymi wieku star-
czego. Jedna z lepiej poznanych
wolnorodnikowych modyfikacji
DNA jest 8-hydroksy-2’ deoksygu-
anozyna (8-OHdG, nazwy zmodyfi-
kowanych skiadnikow DNA sto-
sowane sg wg oryginalnych prac
zrédtowych) [33]. 8-OHdAG uznana
jest jako swoisty biomarker oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA [63],
ktéry moze by¢ analizowany z za-
stosowaniem miedzy innymi metod
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wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) i chromatografii gazowej
(GC/MS).

Wyniki wielu badan wskazujg na akumulacje wraz z wiekiem oksydacyjnych
uszkodzenn zar6wno w obrebie jagdrowego, jak i mtDNA [16, 46].

*

Uszkodzenia DNA przez wolne rodniki
i ich mutagenne wiasciwosci

Z powodu olbrzymiej reaktywnosci WRT (szczegblnie OH) moga oddziatywac
praktycznie z kazdg napotkang makroczasteczka, a zatem mogg modyfikowaé kwasy
nukleinowe, biatka, lipidy i weglowodany. Szczegdlnie duze zagrozenie dla or-
ganizmu niosg z sobg reakcje WRT z DNA. Reagujgc z DNA wolne rodniki mogg
powodowac jedno- i dwuniciowe pekniecia DNA (ss i ds) oraz r6znego rodzaju
modyfikacje zasad azotowych. Niektdre sposrdéd oksydacyjnych modyfikacji zasad
azotowych majg znaczenie mutagenne. Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad
20 réznego rodzaju oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych, ale biologiczna
rola niektérych sposrdd nich nie jest dostatecznie poznana. Znanym i akceptowanym
jest fakt wystepowania pewnej ,puli” oksydacyjnych modyfikacji DNA w pra-
widtowej komérce (jest to tzw. endogenny poziom zmodyfikowanych zasad azo-
towych, w dalszym ciggu nie wiadomo jednak doktadnie, jakiego rzedu sag to
wielkosci).

Endogenny poziom oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych jest wykrywany
w kazdej komdrce. Jest on wyrazem réwnowagi istniejagcej miedzy powstawaniem,
w przebiegu wielu proceséw metabolicznych, RFT atakujgcych DNA i usuwaniem
uszkodzen tej biomolekuty przez swoiste enzymy naprawiajgce DNA. Problemy
metodologiczne nie pozwalajg na udzielenie precyzyjnej odpowiedzi na pytanie:
jak wysoki jest endogenny poziom potencjalnie mutagennych uszkodzenh DNA?
Rdézne techniki analityczne dajg wartosci w zakresie od 0,2 - do kilkuset mody-
fikacji/l 0 par zasad [7]. Wydaje sie jednak, ze poziom ten wykazuje znaczne
zréznicowanie miedzyosobnicze [8]. Skape jeszcze dane literaturowe pozwalaja
przypuszczac, ze zawarto$¢ 8-oksodG moze by¢ odwrotnie skorelowana z poziomem
niektérych witamin o dziataniu antyoksydacyjnym (A, E i C) [15]. Informacja
ta wymaga kilku zdan komentarza. Wyniki badan opublikowanych niedawno w
Nature [55] sugerujg, ze analiza zawartosci jednej tylko zmodyfikowanej zasady
(najczesciej jest to 8-0ksoG) moze doprowadzi¢ do btednej konkluzji. Z cytowanych
powyzej badan wynikabowiem, ze suplementacjapacjentom witaminy C doprowadza
wprawdzie do statystycznie znamiennego spadku zawartosci 8-oksoG, ale i do row-
noczesnego wzrostu poziomu 8-OHA. Witamina C moze mie¢ dziatanie zaréwno
pro-, jak i antyoksydacyjne, co wiecej podawana razem z zelazem wptywa na
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S =hydrolety ~6 « matylo- 6 - hydrofcaymatytouracyl glikol tym/nowy
hydantolna
6 - hydrokayeytozyna 5 - hydrokayuracyl 6, S - dlhydrokayuracyl 5 « hydrokeyhydantolna
|
H
8 - hydrokayadenlna 4, 8 - dlamlno -6- formamldoplrymidyna 2 - hydrokayadanina

| Papy «danina)

* 8 - hydrokayguanina 2, 8 «dlamlno -4- hydrokay -6- formamitdo- kaantyna
pirymidyna ( Fapy guanina )

RYSUNEK 3. Zmodyfikowane formy zasad azotowych powstajace w wyniku oddziatywania
z rodnikiem OH
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znaczacy wzrost zawartosci zmodyfikowanych zasad azotowych. Warto w tym kon-
tekscie przypomnieé, ze wiele odzywek popularnych w réznych krajach (w tym
w Polsce) zawiera duze dawki zaréwno witaminy C, jak i zwigzkéw zelaza. Rezultaty
niektérych badan podwazajg znaczenie suplementacji witamin o znaczeniu anty-
oksydacyjnym w redukcji oksydacyjnych uszkodzen DNA [8]. Wykazano ujemng
korelacje miedzy endogennym (pochodzacym z pozywienia) poziomem witaminy
A azawartoscig oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad pirymidynowych, przy braku
takiej korelacji w przypadku witamin suplementowanych. Pozostaje to w zgodzie
z sugestig, ze znaczenie fizjologiczne ma obecny w diecie kompleks karotenoiddw
i fitynian6w. Warto dodac, iz badania epidemiologiczne wykazaty, ze wysokie dawki
witaminy A mogg dziata¢ prokancerogennie [71].

We wczesniejszej pracy Duthie i wspdtaut. [15] nie stwierdzono korelacji miedzy
stezeniem witamin o znaczeniu antyoksydacyjnym (A, C i E) a zawartoscig 8-0ksoG.

Najlepiej poznang modyfikacja DNA o wiasciwosciach mutagennych jest 8-
oksoG. W czasteczce DNA 8-oksoG moze wystepowa¢ w dwéch formach: anty
i syn. W formie syn 8-oksoG moze tworzy¢ stabilne pary zasad z adening (pra-
wdopodobnie takze z guaning) [68]. Jezeli w procesie replikacji DNA naprzeciw
8-0ksoG wigczona zostanie adenina, to po dwoch rundach replikacyjnych pojawi
sie transwersja G—T. Z wolnymi rodnikami reagujg nie tylko zasady wchodzgce
w sktad DNA ale rowniez obecne w trojfosfodeoksynukleotydach. 8-oksodGTP
jest dobrym substratem dla polimeraz DNA, a mozliwo$¢ btednego parowania zmo-
dyfikowanej oksydacyjnie guaniny moze prowadzi¢ do jej inkorporacji naprzeciw
adeniny i do substytucji A—C po trzech rundach replikacyjnych.

Nieco wiecej kontrowersji dotyczy mutagennych witasciwosci 8-oksoA. Jej obe-
cno$¢ w czasteczce DNA moze prowadzi¢ do substytucji A—C i A—G, ale tylko
w komoérkach eukariotycznych. Polimerazy bakteryjne naprzeciw 8-oksoA wbu-
dowujg T.

Inna modyfikacja adeniny, jaka jest 2-OHA, moze tworzy¢ pary zasad z kazdg
zasadg wchodzacg w sktad DNA. W zwigzku z tym spektrum mutacji, ktére moga
powsta¢ przy udziale tej zasady, jest znacznie szersze niz omawianych powyzej.
2-OHA obecna w DNA i wigczana przez polimerazy do czasteczki DNA moze
prowadzi¢ do transwersji A—T i A—Coraz tranzycji A->G i C—T. ROwnie szerokie
spektrum mutacji obejmujagce transwersje C—T i tranzycje C—G zwigzane jest
z obecnoscig 5-OHC [68].

W prawdzie 5-OHU iglikol cytozyny sag odpowiedzialne wytgcznie zaindukowanie
tranzycji C—>T, ale czesto$¢ mutacji, jakie sg wynikiem obecnosci tych modyfikacji,
jest niezwykle wysoka i wynosi okoto 80%. Dla poréwnania czesto§¢ mutacji in-
dukowanych obecnoscig 8-oksoG wyliczono na okoto 1% [68].

Glikol tyminy powoduje silny blok replikacyjny. W okre$lonym kontek$cie zasad
5-C(Tg)C-3’ i 5-C(Tg)A-3’ rowniez ta modyfikacja moze prowadzi¢ do tranzycji
T—C z czestoscig 0,3-0,4% [68].
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Poniewaz wachlarz substytucji opisanych powyzej jest niemal identyczny ze
spektrum najczesciej obserwowanych mutacji spontanicznych [68], mozna przy-
puszczac, ze indukowane wolnymi rodnikami modyfikacje zasad azotowych stanowig
gtdwng przyczyne mutacji endogennych.

Kilka lat temu ilo$¢ oksydacyjnych uszkodzenn DNA, wynikajgcych z generowania
wolnych rodnikéw w procesach endogennych, szacowano na okoto 100 tysiecy/ko-
moérke u szczura. Ames i Gold wyliczyli, ze w pojedynczej komérce szczura znajduje
sie 105 oksydacyjnych uszkodzen DNA. Obecnie weryfikuje sie te wielkos¢ w
dot o okoto rzad wielkosci [72]. Analizujgc zawarto$é 8-oksoG w moczu Loft i
wspotaut. doszli do wniosku, ze w pojedynczej komérce cztowieka moze powstac
kilkaset takich modyfikacji w przeciggu doby [42]. Pamietajmy o tym, ze taka
modyfikacja guaniny jest jedng z bardzo wielu mozliwych zmian mutagennych
indukowanych wolnymi rodnikami tlenowymi. Zdecydowana wiekszo$¢ oksyda-
cyjnych uszkodzen DNA musi wiec by¢ usytuowana w nieaktywnej (nie podlegajacej
ekspresji) czeSci genomu, w przeciwnym razie przezycie komorek i organizmu
nie bytoby mozliwe. Niewielka ilos¢ tych promutagennych uszkodzen moze by¢
umiejscowiona w genach supresorowych i onkogenach, co moze zapoczatkowaé
transformacje nowotworowg i niekontrolowang proliferacje komorki zawierajacej
takie mutacje.

NIEKTORE CHOROBY WIEKU PODESZLEGO

Wiele danych wskazuje na to, ze utlenione makroczagsteczki stanowig jeden z
czynnikéw wywotujacych wiele schorzen charakterystycznych dla wieku starczego,
takich jak: nowotwory, miazdzyca, dysfunkcje mozgu, zapalenie stawdw, cukrzyca,
choroby uktadu sercowo-naczyniowego. Zidentyfikowano i opisano dotychczas
wiele chorob czy tez stanéw patologicznych powigzanych z uszkodzeniami DNA,
a szczegoOlnie mtDNA. Czesto sg to przypadtosci charakterystyczne dla osobnikdw
starzejgcych sie (choroby degeneracyjne wieku starczego). Dotyczy to takze wielu
choréb dotykajacych ludzi w miodszym wieku, takich np. jak: miopatie, ence-
falomiopatie, encefalopatie. Jest to grupa tzw. choréb mitochondrialnych o podtozu
dziedzicznym.

Do czesto wystepujacych choréb wieku podesztego nalezg nowotwory. Wkiad
RFT w proces karcynogenezy jest bogato udokumentowany. Ze wzgledu na duzy
potencjat mutagenny szczegdlne znaczenie w procesie transformacji nowotworowej
komorki mogg mie¢ oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe [50a, 50b]. Pro-
gresja zmian prowadzacych do uztosliwienia komérki zachodzi w przeciagu dtugiego
czasu, nierzadko rozciggajgcego sie na dziesieciolecia, co sugeruje akumulacje wie-
lorakich mutacji.
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Reaktywne formy tlenu a nowotwory

RFT moga mie¢ wptyw na kazdy etap ztozonego procesu karcynogenezy [41].
Jak wykazano powyzej, WRT mogq uszkadza¢ DNA, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do mutacji. Jezeli taka mutacja wystagpi w genach supresorowych lub/i
w onkogenach, moze to doprowadzi¢ do inicjacji lub progresji procesu karcyno-
genezy. Dane eksperymentalne potwierdzajg, ze rodniki tlenowe indukujg mutacje
w ,gorgcych miejscach” antyonkogenu p53. Kodon 248 tego genu (CGG) jest
miejscem, ktdre najczesciej ulega mutacjom w przypadku kilku ludzkich nowo-
tworow. Okazato sie, ze stres oksydacyjny indukowany dziataniem H20 2/FeCI3
na ludzkie fibroblasty jest odpowiedzialny za transwersje G—C w dmgiej pozycji
i tranzycje G—A w pozycji trzeciej. Nie wyjasniono, jaka modyfikacja G prowadzi
do takich zmian. Natomiast spektrum mutacji w kodonach 249 (AGG) i 250 (CCC)
zdominowane jest transwersjami G-»T i C—G, zmianami typowymi dla obecnosci
8-0ksoG i 5-OHC.

W przypadku onkogenu rasjednym z kodon6w, najczesciej ulegajagcym mutacjom,
jest kodon 12 (GGC), w ktérym guanina ulega transwersji do tyminy. Wigczenie
do wektora plazmidowego cze$ci onkogenu, zawierajagcej w miejscu G1 lub G2
kodonu 12, 8-oksoG prowadzito do transwersji GT.

W zgodzie z powyzszymi obserwacjami pozostaje fakt, ze transwersje GC—TA,
typowe dla btednego parowania 8-oksodG, sg bardzo czesto przyczyng mutacji
antyonkogenu p53 komérek raka ptuc i protoonkogenu ras w przypadku raka
watroby cztowieka. Nalezy tez podkresli¢, ze ten sam typ zmian jest typowy dla
adduktéw DNA z benzopirenem i aflatoksyng Bl [51].

RFT moga mie¢ bezposredni wptyw na przekazywanie sygnatéw komaérkowych
i wzrost komorek [54]. Mozliwe, ze RFT dziatajac jako aktywatory procesu trans-
krypcji (czynniki transkrypcyjne moga by¢ aktywowane pod wptywem szoku tle-
nowego, np. NFkB) wptywajg réwniez na regulacje cyklu komdérkowego [29].

Wyniki badan epidemiologicznych jednoznacznie wskazujg, ze dieta bogata w
antyoksydanty (powiazana z wyzszym poziomem tych czynnikéw w surowicy krwi)
wplywa na redukcje ryzyka zachorowania na nowotwory [13]. Ciekawe jest, ze
w osoczu krwi os6b palacych natogowo tytor jest znacznie obnizony poziom anty-
oksydantéw [14].

Jednym z najlepiej poznanych czynnikéw karcynogennych jest dym papierosowy.
Dym papierosowy zawiera ponad 3800 sktadnikéw, w tym potencjalnie karcyno-
gennych jak benzo[a]piren, jak réwniez nasilajagcych formowanie rodnikéw tle-
nowych, jak np. hydrochinony. Te organiczne rodniki i toksyczne zwigzki powodujg
powstawanie uszkodzen DNA, biatek i lipidéw [37]. Obecnie wiadomo jest, ze
palenie tytoniu wzmaga generowanie RFT w mitochondriach tkanek zwierzat eks-
ponowanych na dziatanie dymu tytoniowego [18]. Jak wynika z badan LOFTA
i wspoétaut. [42], u kobiet palacych tyton poziom wydalanej w moczu 8-OHdG
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jest wyzszy w poréwnaniu kobietami nie palgcymi. Tempo powstawania oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA jest zatem wyzsze u 0s6b uzywajgcych tyton. Potwier-
dzajg to takze badania Lee i wspétaut. [37], w ktérych wykazano, ze delecje mtDNA
(4977-pz), jak i oksydacyjne uszkodzenia DNA oraz peroksydacja lipidow sg po-
wigzane ze starzeniem i nasilone sg w tkankach ptuc os6b palacych. Dym tytoniowy
zawiera duzg ilo$¢ oksydantow i indukuje uszkodzenia DNA takze in vitro [36].

Na niebagatelng role, jakag mogg petni¢ oksydacyjnie zmodyfikowane zasady
azotowe w procesie karcynogenezy, wskazujg wyniki badan, w ktérych wykazano
znacznie podwyzszony poziom 8-oksodG w tkankach nowotworowych w poréw-
naniu z odpowiadajacymi im tkankami prawidtowymi. W tkance ptucnej uzyskanej
od palaczy stwierdzono najwyzsze warto$ci 8-oksodG [53]. Wykazano takze do-
datnig korelacje miedzy poziomem 8-oksodG u palaczy a jej poziomem u 0s6b
niepalagcych oraz zalezno$¢ ilosci 8-oksodG od liczby wypalanych papieroséow w
ciggujednego dnia [3]. Rowniez w nowotworach zotgdka, jajnikéw imo6zgu wykazano
istotne zmiany zawarto$ci 8-oksodG w poréwnaniu z odpowiadajacymi im obrzezami
wolnymi od zmian nowotworowych [53].

Miazdzyca

Nieco ubozsza jest dokumentacja dotyczgca udzialu RFT w patogenezie miaz-
dzycy, chociaz i w tym wypadku istniejg dane literaturowe wskazujgce na szok
tlenowy jako jeden z czynnikow sprawczych tej patologii. Jedng z wczesnych
zmian przedmiazdzycowych w $cianach naczyn jest akumulacja lipidéw (m.in. w
postaci zmodyfikowanej przez RFT frakcji LDL) przez makrofagi, w wyniku czego
powstajg komérki piankowate [35, 58].

W tym kontekscie niezwykle intrygujace sg hipotezy wskazujace na podobne
molekularne podstawy rozwoju nowotwordow i miazdzycy. Tym wspolnym mia-
nownikiem moga by¢ mutacje. Od dawna wiadomo, ze zmiany prowadzace do
transformacji nowotworowej majg charakter mutacji. Kilkanascie lat temu wysunieto
hipoteze zaktadajaca, ze réwniez miazdzyca moze rozwijaé sie na tle zmian in-
dukowanych uszkodzeniami DNA, ktére utrwalone zostajag w postaci mutacji. Zmia-
ny te przypominajg rozwdj guza tagodnego [11, 58]. Ostatnio pojawity sie, skape
jeszcze, dane eksperymentalne potwierdzajgce stusznosé tej hipotezy. Jak wynika
z danych opublikowanych w 1997 roku, jednym z czynnikéw mutagennych pro-
wadzacych do rozwoju ptytek miazdzycowych moze by¢ 8-oxodG [11]. W DNA
izolowanym ze srédbtonka naczyn krwionosnych pobranych od chorych cierpigcych
na miazdzyce ilo$¢ 8-oksoG byta niezwykle wysoka. Stwierdzono rowniez dodatnig
korelacje miedzy zawartos$cig tej zmodyfikowanej zasady a typowymi dla miazdzycy
czynnikami ryzyka.

Wyniki badah opisane w innym artykule [8] wskazujag, ze ryzyko zgondéw na
choroby serca, odmienne w réznych krajach Europy, koreluje z zawarto$cig 8-0ksoG,
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w DNA limfocytow (warto$¢ korelacji miedzy iloscig 8-0ksoG i tzw. wspdiczyn-
nikiem CHD (coronary heartd.isea.se) wynosi 0,9). Wyniki te sugeruja, ze zawartos¢
oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych moze by¢ dobrym biomarkerem
nie tylko chor6b nowotworowych, ale i miazdzycy oraz chordb serca.

Cukrzyca

U chorych na cukrzyce stwierdza sie podwyzszong ilos¢ anionorodnika ponad-
tlenkowego oraz podwyzszong zawarto$¢ dialdehydu malonowego (markera pe-
roksydacji lipidow) w surowicy krwi [4]. Uwaza sig, ze stres oksydacyjny zwigzany
z cukrzycg jest odpowiedzialny za powiktania miazdzycowe, ktére sg najczestsza
przyczyng $mierci cukrzykdéw. Okazuje sie, ze w DNA izolowanym z limfocytow
tej grupy pacjentow obserwowano podwyzszong zawarto$¢ 8-oksoG oraz innych
oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad [8a], Poziom takich modyfikacji byt dodatnio
skorelowany z zawarto$cig glukozy we Kkrwi pacjentow.

Wyzszy poziom 8-oksodG stwierdzono réwniez w moczu pacjentow chorych
na cukrzyce [38].

Choroby neurodegeneracyjne (dysfunkcje maézgu)

W przeprowadzonych badaniach biochemicznych wykazano, ze RFT mogg by¢
przyczyna patologii dotyczacych mdézgu. Z kolei podczas badan epidemiologicznych
zwrécono uwage na ochronne efekty dziatania spozywanych owocédw, warzyw badz
przeciwutleniaczy w zapobieganiu nasilenia szoku tlenowego w takich schorze-
niach, jak: choroba Parkinsona, choroba Alzheimera i rodzinny wariant stwardnienia
zanikowego bocznego (choroba Lou Gehriga). U pacjentéw cierpigcych na wy-
mienione jednostki chorobowe obserwuje sie podwyzszong zawarto$¢ 8-oksodG
[66]. Obecnos$¢ znacznych ilosci tej zmodyfikowanej zasady w neuronach o0séb
chorych na choroby neurodegeneracyjne mogg wyjasnia¢ wyniki eksperymentoéw
opublikowane przez cytowanych powyzej autoréw. Autorzy ci zaobserwowali, ze
L-DOPA ijej metabolity sg odpowiedzialne za generowanie znacznej ilosci oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA w obecnos$ci H20 2 i jonéw miedzi (lub jonéw zelaza).
W neuronach stezenie L-DOPA jest wysokie. Intensywny metabolizm tlenowy
moze byé odpowiedzialny za wytwarzanie sporych ilosci nadtlenku wodoru, a w
wyniku uszkodzenia tkanki m6zgowej (co jest charakterystyczne dla choréb neuro-
degeneracyjnych) moze dojs¢ do uwolnienia jonOw miedzi czy tez jonow zelaza.
U osobnikéw cierpigcych na chorobe Parkinsona poziom uszkodzehh DNA powsta-
jacych na skutek dziatania RFT jest podwyzszony w rejonach mézgu obfitujgcych
w neurony dopaminergiczne [61].

W niedawno opublikowanych wynikach badan wskazuje sie na role wolnorod-
nikowych uszkodzenn DNA w patogenezie choroby Alzheimera [44,45]. U pacjentow
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z chorobg Alzheimera wzrasta poziom markeréw peroksydacji lipidéw, jak i oksy-
dacyjnych uszkodzern DNA. W tym drugim przypadku analizowano poziom 8-OHdG.
M6zg 0s6b cierpigcych na chorobe Alzheimera podlega dziataniu nasilonego stresu
oksydacyjnego. Zaburzone zostajag rdwniez mechanizmy naprawy DNA. Markery
stresu oksydacyjnego sa identyfikowane w mézgu pacjentéw i pochodza zaréwno
z jadrowego, jak i mtDNA [44].

W jednych z nowszych badan analizowano poziom 8-OHdG w nienaruszonym
DNA ijako ,,wolny produkt” naprawy DNA zachodzgcej w komorkach. Statystycznie
istotny wzrost poziomu 8-OHdG (5,3 razy) obserwowano w DNA 0s6b z objawami
choroby Alzheimera w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi tej samej grupy wie-
kowej. Co ciekawe, poziom 8-OHdG jako wolnego produktu naprawy DNA (za-
chodzacej z udziatem specyficznych glikozylaz) byt znaczgco nizszy (2,4 razy)
u pacjentow cierpigcych na chorobe Alzheimera. Opisywane wyniki badan wskazujg
na gromadzenie w DNA mozgu 0s6b z chorobg Alzheimera nienaprawionych usz-
kodzen. Dane te sugerujgjednoczesnie, ze w przypadku choroby Alzheimera nasila
sie w moOzgu pacjentow stres oksydacyjny ijednoczes$nie niewydolne sg mechanizmy
naprawcze usuwajgce z DNA uszkodzone zasady [44, 45].

W badaniach immunocytochemicznych przeprowadzonych przez WADE i wsp6i-
aut. [73] wykazano wzrost liczby czasteczek 8-OHdG w mitochondriach neuronéw
ze zmianami typowymi dla choroby Alzheimera w porownaniu z komdrkami pra-
widtowymi. Cytowani autorzy stwierdzili takze delecje 5Kb w mitochondrialnym
DNA neuronéw hipokampu. Delecje charakterystyczne byty dla neuronéw wy-
kazujacych jednoczes$nie pozytywng reakcje immunocytochemiczng na obecno$é
8-OHdG. Mozna zatem przypuszczac, ze oksydacyjne modyfikacje mtDNA sgwczes-
nym czynnikiem prowadzgcym do neuropatologicznych zmian typowych dla choroby
Alzheimera.

USZKODZENIA DNA A STARZENIE

W roku 1967 zasugerowano po raz pierwszy, ze uszkodzenia DNA moga by¢
pierwotng przyczyng starzenia sie (patrz artykut przeglagdowy [31]). Indukowane
dziataniem RFT uszkodzenia DNA obejmujg: pekniecia pojedynczej i peknigcia
obu nici w helisie DNA, powstanie miejsc apurynowych i apirymidynowych (AP)
oraz modyfikacje zasad [17]. Pomimo dziatania komdérkowych systeméw antyoksy-
dacyjnych, w komérkach utrzymuje sie pewien poziom oksydacyjnych uszkodzen
jadrowego i mitochondrialnego DNA [56, 70], ktéry wzrasta w starzejgcych sie
komdrkach. Staly poziom 8-OHdG w DNA jest o okoto 35% wyzszy w starych
komérkach w poréwnaniu z mtodymi komorkami w hodowli [6]. W starzejgcych
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sie w hodowli fibroblastach cztowieka powstaje 4-krotnie wiecej 8-OHdG kazdego
dnia w poréwnaniu z mtodymi komdrkami.

Hayflick juz kilkadziesiat lat temu wykazat, ze hodowane in vitro fibroblasty
cztowieka majg pewien $cisle okreslony i ograniczony potencjat podziatlowy. Na-
stepnie w wielu pracach wykazano, ze dotyczy to takze innych typéw komorek
[23]. Po okresie szybkiego wzrostu in vitro tempo proliferacji komérek gwattownie
spada. Komorki ostatecznie wchodzg w faze catkowitego zahamowania podziatéw.
Zjawisko to okre$la sie jako starzenie na poziomie komdérkowym lub jako starzenie
in vitro. Jednakze w organizmach starych wiele komoérek jest w dalszym ciagu
zdolnych do podziatéw. Charakterystyczna jest odwrotna korelacja miedzy liczbg
podziatéw komorek a wiekiem organizmu dawcy [24]. Wykazano réwniez, ze liczba
podziatow fibroblastbw hodowanych jest wyzsza w przypadku gatunkéw diugo-
niz krétko zyjacych. Na przyktad u cztowieka wynosi od 40 do 65 podziatdw
przy maksymalnej dtugosci zycia ok. 120 lat, a u myszy 14-28 podziatéw przy
maksymalnej dtugosci zycia 3,5 lat [34]. W tym aspekcie interesujgce sg wyniki
badan poziomu 8-OHdG w DNA diploidalnych fibroblastow (TIG-1) cztowieka
w réznych stadiach starzenia in vitro [27]. Mianowicie stwierdzono znaczacy wzrost
zawartosci 8-OHdG w DNA starzejacych sie komoérek. Poziom ten oznaczono na
05 x 106 i 1,6 x 1CT6 8-OHdG /dG odpowiednio w miodych (22 podzialy) i
starszych (50 cykli podziatowych) komérkach. W tych samych badaniach stwier-
dzono, ze znaczaco obnizyta sie aktywno$¢ mechanizmoéw naprawczych podczas
starzenia komérkowego. Zjawisko to moze ttumaczy¢ wzrost poziomu 8-OHdG,
wraz z wiekiem komdrek. Podobnie do opisanych powyzej badan, Fraga i wspotaut.
[16] wykazali wzrost poziomu 8-OHdG w réznych narzgdach szczura podczas sta-
rzenia sie. Dane te wskazujg na istnienie podobnych mechanizméw starzenia in
vitro i na poziomie organizmalnym.

W tkankach organizmu cztowieka i wielu zwierzat doswiadczalnych zaobser-
wowano nasilenie wraz z wiekiem oksydacyjnych uszkodzen jgdrowego i mito-
chondrialnego DNA np. w mézgu cztowieka [46] i watrobie szczura [56]. Poziom
oksydacyjnych uszkodzen DNA byt w tych przypadkach 10-krotnie wyzszy w mi-
tochondriach w poréwnaniu z DNA jadrowym. Co ciekawe, wyzszy z wiekiem
poziom uszkodzenn DNA odnotowano u szczurow, ktérych dieta pozbawiona byta
witaminy E (witamina E wykazuje dziatanie antyoksydacyjne) w poréwnaniu ze
zwierzetami, ktorych dieta zawierata te witamine.

Wzrost poziomu markera wolnorodnikowych uszkodzen DNA, jakim jest 8-
OHdG, zwiazany jest z uposledzeniem funkcji organéw (np. mdzgu czy watroby)
i wzrostem podatnosci komoérek na zmiany mutagenne [32]. Interesujgce sg wyniki
badan dotyczacych poziomu 8-OHdG w moczu gryzoni i cztowieka. Wykazano
w nich, ze ze wzrastajacym wiekiem organizmu obniza sie¢ poziom wydalanego
w moczu 8-OHdG [16]. Jednocze$nie poziom oksydacyjnych uszkodzei DNA u
osobnikow starych jest wysoki. Dane te wskazujg, ze wraz z wiekiem obniza sie
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znaczaco aktywno$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za naprawe 8-OHdG. Obecnie
powszechnie przyjmuje sie, ze usuwana z komérkowego DNA 8-OHdG jest wydalana
z moczem. Warto w tym miejscu przypomnieé, ze w starzejagcych sie organizmach
znaczaco wzrasta poziom grup karbonylowych biatek, np. w mdzgu cztowieka i
zwierzat [47]. Sa to produkty oksydacyjnych uszkodzen biatek komorkowych. Jedng
z przyczyn zmian starczych w komérkach moze by¢ zatem upo$ledzenie dziatania
mechanizmow chronigcych komérki przed toksycznym dziataniem RFT.

W badaniach przeprowadzonych na Drosophila melanogaster [64] i muchach
domowych [2] wykazano, ze tempo starzenia sie organizmu zalezy od tempa me-
tabolizmu (potencjatlu metabolicznego). Tempo starzenia mozna modulowaé przez
wptyw na tempo metabolizmu. Dziatanie na mtode muchy promieniowania X (pro-
mieniowanie powoduje rozpad czasteczek wody - radiolize, w czego efekcie powstajg
rodniki hydroksylowe) i ekspozycja na wysokie stezenie tlenu podwyzsza znacznie
poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA w mitochondriach ijgdrach komdérkowych
zblizajac ten poziom do wartosci podobnej jak w przypadku starzejacych sie osob-
nikow muchy domowej. Indykatorem oksydacyjnych uszkodzen DNA byt w tym
przypadku poziom 8-OHdG. W mtDNA stwierdzono 3-krotnie wiecej oksyda-
cyjnych uszkodzen niz w DNA jadrowym starzejacych sie osobnikéw. Interesujace
jest, ze ograniczenie aktywnos$ci fizycznej much (zatem tempa ich metabolizmu)
wigzato sie z wydtuzeniem dtugosci zycia i obnizeniem poziomu 8-OHdG w mi-
tochondrialnym ijgdrowym DNA. Poziom 8-OHdG w komdrkach muchy domowej
wykazywat odwrotng korelacje z dtugoscig zycia badanych organizmoéw. Ponadto
zwiazany z wiekiem wzrost poziomu 8-OHdG skorelowany byt ze wzrostem poziomu
biatkowych grup karbonylowych. Dane te zdajg sie popierac hipoteze, ze oksydacyjne
uszkodzenia makroczasteczek stanowig znaczgcy czynnik w procesach starzenia
sie. Dane te niekoniecznie muszg dotyczy¢ takze organizmoéw wyzszych, w tym
cztowieka. Interesujace sa doniesienia np. wskazujace, ze przy dtugotrwatym wysitku
fizycznym cztowieka obniza sie ilo$¢ powstajacych 8-OHdG, co jednocze$nie wska-
zywaé moze na kompensacyjne uruchomienie mechanizmdéw ochronnych w tym
przypadku.

Sohal i wspétaut. [64] przeprowadzili badania transgenicznych muszek Dro-
sophila melanogaster zawierajacych dodatkowy gen dysmutazy ponadtlenkowej
(Cu,ZnSOD) i katalazy. Nadekspresja Cu,ZnSOD oraz katalazy hamuje akumulacje
8-OHdG u starzejgcych sie muszek, atakze u osobnikéw eksponowanych na dziatanie
promieniowania X. Jednoczes$nie utransgenicznych osobnikéw zaobserwowano ogra-
niczenie oksydacyjnych uszkodzen biatek. Wiekowo-zalezne obnizenie aktywnosci
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (jednego z enzymdw w ochronie antyoksy-
dacyjnej) i wzrost tempa generowania w mitochondriach H20 2 byt nizszy u zwierzat
transgenicznych w poréwnaniu z kontrolnymi muszkami. Konsumpcja tlenu byta
jednoczes$nie wyzsza u zwierzat transgenicznych. Potencjat metaboliczny czy tez
catkowity poziom konsumpcji tlenu, podczas przecietnej dtugosci zycia byt okoto
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30% wyzszy u zwierzat eksperymentalnych w poréownaniu kontrolnymi. Wyniki
te wskazuja, ze nadekspresja enzymow ochrony antyoksydacyjnej ogranicza aku-
mulacje oksydacyjnych uszkodzeh makroczasteczek i wrazliwo$¢ komérek na stres
oksydacyjny, przedtuzajac jednoczesnie okres zycia badanych muszek. Potwierdzaja
tez koncepcje, ze stres oksydacyjny jest waznym czynnikiem w procesie starzenia
sie.

W badaniach przeprowadzonych na szczurach Sai i wspétaut. [60] wykazali,
ze 8-OHdG gromadzi sie w roznych narzadach podczas starzenia i poziom tej
modyfikacji DNA rézni sie w zaleznosci od pici.

Poziom oksydacyjnych modyfikacji w DNA organizméw rdéznych gatunkéw
zalezny jest od tempa metabolizmu (ml 0 2 konsumowanego na gram masy ciata
w ciggu godziny) i ma wptyw na dtugos$¢ zycia [1]. Zmodyfikowane zasady sg
wycinane z DNA przez enzymy naprawcze i wydalane z organizmu wraz z moczem.
W moczu myszy wykazano wydalanie 6,04 nmoli glikolu tyminy/kg/dzien i
2,58 nmoli glikolu tymidyny/kg/dzieri. W moczu matpy (Macacafascicularis) stwier-
dzono wydalanie dziennie 1,12 nmola glikolu tyminy/kg masy ciata i 0,95 nmola
glikolu tymidyny/kg. Jezeli wezmie sie pod uwage mase ciata, z organizmu myszy
wydalana jest 18-krotnie wieksza ilos¢ glikolu tyminy i glikolu tymidyny w po-
rownaniu z organizmem cztowieka. Z organizmu matpy wydalana jest 4-krotnie
wieksza ilos¢ glikolu tyminy i glikolu tymidyny w porédwnaniu z organizmem czto-
wieka. Dane te potwierdzaja, ze tempo metabolizmu i charakterystyczna dla gatunku
dtugos¢ zycia koreluje z poziomem oksydacyjnych uszkodzehn DNA.

W tym aspekcie interesujace sg wyniki badan Lofta i wspdtaut. [42], ktérzy
wykazali zwigzek miedzy tempem metabolizmu atym samym generowania rodnikow
tlenowych w organizmie cztowieka, a stopniem oksydacyjnych uszkodzerh DNA.
Stwierdzono wystepowanie zalezno$ci miedzy iloScig wydalanej w moczu 8-OHdG
i konsumpcja tlenu u kobiet w okresie premenopauzy. Wzrost konsumpcji tlenu
(w litrach/24 godz.) zwigzany byt z podniesieniem poziomu wydalanej w moczu
8-OHdG. U kobiet palgcych tyton ilos¢ wydalanej w moczu 8-OHdG wzrosta o
35% przy wzroscie konsumpcji tlenu tylko o 10% w poréwnaniu z kobietami nie
palagcymi. Wykazano zatem, ze tempo oksydacyjnych uszkodzert DNA wzrasta wraz
z nasileniem procesow oddychania komdérkowego i w duzym stopniu zalezne jest
od palenia tytoniu.

Okazuje sig, ze liczba uszkodzeh DNA znaczaco wzrasta po osiggnigciu przez
organizm okre$lonego wieku. Opisano dwukrotny wzrost poziomu 8-OHdG w ja-
drowym DNA (moézgu, serca, watroby, nerki) u samcow szczurow w wieku 30
miesiecy w poroéwnaniu z osobnikami w wieku od 2 do 24 miesiecy. Znaczna
akumulacja 8-OHdG jadrowego DNA rozpoczyna sie u badanych zwierzat w wieku
powyzej 24 miesiecy [32]. W mézgu cztowieka opisano wyrazny wzrost poziomu
8-OHdG w mtDNA osobnikéw w przedziale wiekowym 42-97 lat. Wzrost ten
byt mniej wyrazny w DNA jadrowym. Ciekawe jest, ze szczeg6lnie wysoka aku-
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mulacje 8-OHdG w mtDNA obserwowano u osobnikow w wieku powyzej 70
roku zycia. Stosunek ilosciowy mtDNA/jagdrowy DNA zawartosci 8-OHdG jest
réwny 10 u osobnik6w ponizej 70 roku zycia i wzrasta do wartos$ci 15 u osobnikéw
powyzej 70 roku zycia [46].

Intensyfikacja w ostatnich latach badahn nad mtDNA wynika ze stwierdzenia
faktu stopniowej utraty przez mitochondria starych komoérek zdolnosci do wy-
twarzania energii [40]. Mitochondria sg najwiekszym zrodtem wolnych rodnikow,
a tempo utleniania DNA tych struktur jest znacznie wyzsze niz DNA w jadrze
komorkowym. Szacuje sie, ze poziom markera wolnorodnikowych modyfikacji DNA
(8-OHdG) jest 10-16-krotnie wyzszy w mtDNA w poréwnaniu z DNA jadrowym,
co odpowiada poziomowi uszkodzert 1 na 8000 zasad [20].

Chociaz w wielu przeprowadzonych dotad badaniach potwierdza sie¢ zwigzang
ze wzrastajgcym wiekiem akumulacje 8-OHdG w mtDNA, to niewiele jest danych
dotyczacych zmian w mechanizmach naprawiajgcych te modyfikacje DNA sta-
rzejacych sie komoérek. Badania zespotu Bohra [65] dotyczyty mitochondriéw izo-
lowanych z watroby iserca szczura. Wykazano, ze aktywno$¢ enzyméw naprawczych
(glikozylaza naprawiajgca 8-OHdG) jest wyzsza u 12 i 23 miesiecznych szczuréw
w poréwnaniu do zwierzat miodszych (6 miesiecznych) zaréwno w ekstraktach
watroby, jak i serca. Aktywnos$¢ mitochondrialnej glikozylazy uracylu (mtUDG)
nie wykazywata zmian z wiekiem w mitochondriach watroby, wykazujgc niewielki
wzrost aktywnosci w ekstraktach serca u szczuréw miedzy 6 a 23 miesigcem zycia.

Cytowane wyniki badan wskazuja, ze mimo zdolno$ci mitochondriéw do naprawy
oksydacyjnych uszkodzen DNA sg one jednak akumulowane z wiekiem w mtDNA.
Pomimo aktywacji proceséw naprawczych 8-OHdG akumulowana jest w starze-
jacych sie komérkach. Z przeprowadzonych ostatnio badan poréwnawczych wynika,
ze endogenny poziom oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad DNA (takze innych
niz 8-OHdG) jest wyzszy w mtDNA w poréwnaniu z DNA jadrowym [70]. Badania
dotyczyty komoérek watrobowych swini. Ciekawe jest, ze stosunek ilosciowy mtD-
NA/jgdrowy DNA dla zasad o znaczeniu promutagennym (8-OHdG, 5-OHCyt)
jest nizszy niz w przypadku innych zmodyfikowanych zasad (5-OHHyd, 5-OH-
MeHyd, 5-OHMeUra). Wartosci te moga jednak ulega¢ zmianie w starych orga-
nizmach.

MtDNA jest szczegdlnie podatny na dziatanie RFT, poniewaz:

- mitochondria konsumujg -90% tlenu przetwarzanego przez organizm, a 1-2%
metabolizowanego tlenu (chociaz wielko$¢ ta jest obecnie kwestionowana)
ulega konwersji do form wolnorodnikowych;

czasteczki mtDNA znajdujg sie w poblizu wewnetrznej btony mitochondrial-
nej, w ktorej system transportu elektronéw generuje RFT;

DNA mitochondriéw nie jest zwigzany z biatkami histonowymi;
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- geny mitochondrialne sg stabiej chronione niz jgdrowe przez system naprawy
DNA, ktéry jest jednak w nich obecny, a ostatnie badania wskazywa¢ moga
na jego wydajnos$¢ wiekszg, niz sgdzono dotychczas [10].

Liczne badania wykazaly obecno$¢ mutacji punktowych i delecji w mtDNA
oraz ich zwigzek z procesami starzenia i rozwoju wielu chorob [57, 48, 67, 46].

W szczeg6lny spos6b dwa typy tkanek narazone sg na oksydacyjne uszkodzenia.
Sgto tkanka miesniowa i tkanka nerwowa. Oba typy tkanek zawierajg postmitotyczne
komorki, w ktorych stale akumulowane sg oksydacyjne uszkodzenia DNA. Ponadto
tkanki miesniowa i nerwowa zuzywaja duze ilosci tlenu.

Wykazany zostat wzrost delecji mtDNA w mie$niach szkieletowych cztowieka
wraz z wiekiem [9, 5]. Wzrost liczby delecji koreluje ze spadkiem aktywnosci
enzymow fancucha oddechowego w miesniach szkieletowych cztowieka [39].

W migs$niu sercowym i miesniu przepony cztowieka wzrasta z wiekiem poziom
8-OHdG mitochondrialnego DNA [25, 26]. Biatka mitochondriéw miesni szkie-
letowych cztowieka sg takze podatne na uszkodzenia indukowane przez RFT. Zaob-
serwowano, ze tempo syntezy biatek mitochondrialnych w miesniach szkieletowych
cztowieka znaczgco obniza sie w starszych organizmach [59]. W jednym z naj-
nowszych badan potwierdzono wiekowo-zalezny wzrost poziomu 8-OHdG, dial-
dehydu malonowego (MDA, markera peroksydacji lipidéw) i grup karbonylowych
biatek (markera oksydacji biatek) w bioptatach miesni cztowieka [47]. Cytowani
autorzy wykazali takze akumulacje oksydacyjnych uszkodzeh DNA w jadrze i mi-
tochondriach moézgu cztowieka w starszym wieku [46].

W $wietle powyzszych danych mozna przypuszczaé, ze atak utleniaczy na DNA,
jak i biatka oraz lipidy jest przyczyng postepujgcego z wiekiem spadku wydolnosci
mitochondridow. Gdy liczba uszkodzonych w ten sposéb mitochondriéw przekroczy
pewna warto$é krytyczna, zrozumiaty staje sie fakt niedostatku energii w komoérkach
starzejgcego sie organizmu. W trakcie zycia cztowieka pogtebia sie niemiazdzycowa
dysfunkcja serca i innych tkanek organizmu, co w konsekwencji moze prowadzi¢
do zmian starczych i Smierci organizmu.
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ROLA MECHANIZMOW ANTYOKSYDACYJNYCH W
PROCESIE STARZENIA SIE. BADANIA MODELOWE

THE ROLE OF ANTIOXIDANT MECHANISMS IN AGING.
MODEL STUDIES

Tomasz BILINSKI

Instytut Biologii i Ochrony Srodowiska,
Wyzsza Szkota Pedagogiczna w Rzeszowie

Streszczenie: Wyktad dotyczy roli dysmutaz ponadtlenkowych i katalaz w procesie starzenia sie organi-
zmoéw. Koncentruje si¢ jednak wytgcznie na wynikach eksperymentéw przeprowadzonych na organi-
zmach modelowych, w ktérych dokonano zmian poziomu wymienionych enzyméw w celu okre$lenia
konsekwencji tych zmian dla ich czasu zycia. Wyniki badari nad Drosophila melanogaster i Saccharo-
myces cerevisiae wykazaty, ze kluczowa role w zapobieganiu procesowi starzenia sie odgrywajajedynie
dysmutazy ponadtlenkowe. Zwiekszona ekspresja genu dysmutazy ponadtlenkowej (CuZnSOD) prowa-
dzi do wydtuzenia czasu zycia Drosophila, podczas gdy brak tego enzymu skraca jej zycie. Badania na
drozdzach wykazaty, ze pozbawienie komoérek obu form dysmutaz ponadtlenkowych (CuZnSOD i
MnSOD) prowadzi do znacznego skrécenia czasu zycia a efekty mutacji w obu genach maja charakter
addytywny. Wyniki tych badan dostarczajg zatem argumentéw przemawiajacych za wolnorodnikowa
teorig starzenia Harmana.

(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13: 23-28)

Stowa kluczowe: dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy, starzenie.

Summary: This paper describes consequences of experiments in which cellular levels of superoxide
dismutases and catalases were modified inDrosophila melanogaster and Saccharomyces cerevisiae in
order to establish the role of these enzymes in aging process. The results of both studies clearly show
that only superoxide dismutases play important roles in preventing aging. Deficiency in cytosolic
superoxide dismutase (CuzZnSOD) strongly reduces life span of both organisms. In yeast similar effects
are observed in mutants deficient in mitochondrial enzyme (MnSOD). Simultaneous deficiency in both
cellular enzymes gives in yeast additive effects. The results are consistent with free radical theory of
aging.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 23-28)

Key words: superoxide dismutase, catalase, aging.
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Badania nad mechanizmami starzenia sie organizméw sg obecnie jednym z obie-
ktow zainteresowania spoteczenstwa, szczegblnie w krajach zamoznych. Klasyczna
gerontologia praktycznie nie dysponuje zadnymi mozliwosciami badan ekspery-
mentalnych w tej dziedzinie. Ograniczy¢ sie zatem musi do opisu zjawiska i analizy
zmian zachodzacych w starzejgcym sie organizmie. Analiza ta obejmuje roéwniez
badania molekularne pozwalajagce na identyfikacje genéw odpowiedzialnych za
przedwczesne starzenie sie osobnikéw. Mozliwe sg jednak badania nad genera-
tywnym starzeniem sie komdrek pobranych z organizmu cztowieka okre$lane jako
badania in vitro. Wyniki dotychczasowych badan nad przyczynami starzenia
wyraznie sugerujg udziat reakcji wolnorodnikowych w tym procesie [1, 3]. Trudno
jednak w tego typu badaniach wykaza¢ w sposdb jednoznaczny, co jest przyczyng
procesu starzenia, a co mu towarzyszy.

Nowoczesna biologia rozwineta sie dzieki odkryciom dokonanym w oparciu
o badanianad organizmami modelowymi i zastosowaniu w nich metod genetycznych.
Podobnie w badaniach nad przyczynami starzenia si¢ siegnieto po organizmy mo-
delowe. Wynika to przede wszystkim z koniecznosci maksymalnego skrdécenia czasu
eksperymentu. Dla przyktadu eksperyment, w ktorym okre$la sie czas zycia komorki
drozdzowej trwa maksymalnie pie¢ dni, gdy podobne badania u prostego wieloko-
morkowca nicienia Caenorhabditis elegans, czy muszki owocowej Drosophila me-
lanogaster trwajg juz tygodnie. Badania nad myszami trwajg jeszcze diuzej. Drugim
argumentem za postugiwaniem sie organizmami modelowymi w badaniach jest
mozliwosé ujednolicenia tta genetycznego badanych organizmoéw. Wysoki stopien
heterozygotycznosci naturalnych populacji jest tak wysoki, ze wycigganie jedno-
znacznych wnioskéw z badan genetycznych staje sie niemozliwe. Pozostaje wtedy
jedynie statystyka i badania olbrzymich liczb osobnikdéw.

Jednym z najprostszych organizmdw eukariotycznych stosowanych w biologii
molekularnej sq drozdze Saccharomyces cerevisiae. Trudno sobie wyobrazi¢ tak
szybki postep w badaniach nad cyklem komérkowym eukariontéw czy biogenezg
mitochondriéw bez badan nad mutantami drozdzy. Opierajac sie na zatozeniu, ze
drozdze moga by¢ réwniez uzytecznym obiektem badan nad procesem starzenia
sie Jazwinski zweryfikowat wyniki badan nad zdolno$cig do podziatdw komorek
drozdzowych prowadzone przez Mortimera i Johnstona [11] wykazujac, ze przyczynga
ograniczenia liczby podziatbw komorek drozdzowych nie jest akumulacja blizn
podziatlowych nasyconych chityng, lecz gromadzenie sie czynnika starzenia [6].
Badania Jazwinskiego wykazaty, ze mtoda komérka (paczek) nie moze dzieli¢ sie
w sposob nieograniczony, a liczba wytworzonych przez nig pagczkéw wynosi okoto
40. Ponadto w miare podziatéw rosnie czas potrzebny do wytworzenia kolejnego
paczka. Stare komérki majg wyraznie pomarszczong powierzchnie. Co ciekawe
paczki wytwarzane pod koniec zycia komorki réwniez charakteryzujg sie zwol-
nionymi podziatami i powrdt do normy wymaga rozcienczenia czynnika starzenia.
Komérki te jednak wykazujg sie zmniejszong liczbg podziatéw [8]. Od momentu
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opisania tych zjawisk drozdze staty sie obiektem licznych badan nad starzeniem[14].
Bez watpienia drozdze nie moga stuzy¢ jako obiekt badan nad starzeniem sie or-
ganizméw wielokomoérkowych jako catosci, a nawet ich uzyteczno$¢ jako modelu
badan nad postmitotycznym starzeniem sie komdrek wielokomo6rkowcow budzi
powazne zastrzezenia metodyczne [10].

Uzyskane wyniki stworzyty jednak podstawe dla badania réznych aspektow pro-
cesu starzenia sie komorek z zastosowaniem réznorodnych metod nowoczesnej
biologii molekularnej. Pod wzgledem metodycznym sa one bliskie badaniom nad
procesem starzenia sie generatywnego komorek ssakéw okreslanych jako badania
in vitro. W przypadku drozdzy termin ten nie wydaje sie wiasciwy.

Wyniki badarn nad genami dtugowiecznoS$ci uzyskane w oparciu 0 wymienione
organizmy modelowe pozwalajg na dokonanie pewnych podsumowan. Wydaje sie,
ze przecietny czas zycia organizmu jest wypadkowg dwu przeciwstawnych czyn-
nikow. Pierwszy z nich to intensywnos$¢ proces6w metabolicznych, ktdra wigze
sie z generowaniem reaktywnych form tlenu. W konsekwencji prowadzi to do
uszkodzen makromolekut. Przeciwstawnym procesem jest obrona komoérek przed
stresem zapobiegajaca badz usuwajgca powstate uszkodzenia [7].

Nalezy zaznaczy¢, ze oba wymienione procesy sg uwarunkowane genetycznie
[9], cho¢ koncowy efekt, jakim jest czas zycia osobnikow i catych populacji podlega
modyfikacjom pod wptywem zmian w S$rodowisku i jest w znacznym stopniu
zalezny od diety i nawykow.

Aktualne badania nad procesem starzenia sie koncentruja sie gtdwnie na badaniu
genetycznych mechanizmdw regulacji metabolizmu, ktore determinujg intensywnos$é
proceséw metabolicznych badz okreslajg poziom opornosci danego organizmu na
stres. Innym obiektem zainteresowan sg identyfikacja zmian prowadzgcych do ob-
nizenia zdolnos$ci podzialowych komérek oraz wyjasnienie mechanizmoéw ich po-
wstawania. Dotychczasowe wyniki badan nie pozwalajg jednak na jednoznaczne
okre$lenie, czy obserwowane i to nieraz spektakularne zmiany obserwowane w
starych komdrkach sg przyczyna, czy tez towarzyszg procesowi starzenia sie. Przy-
ktadem tego moze by¢ odkrycie nagromadzania sie kolistych pozachromosomowych
czasteczek rDNA w starych komorkach [15], gdyz nie zawsze odzwierciedla ono
czas zycia danego szczepu drozdzy. Podobnie skracanie sie telomeréw nie moze
by¢ uniwersalnym procesem odpowiedzialnym za starzenie sie komadrek, gdyz nie
obserwuje sie go np. w komérkach drozdzowych.

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy na temat mechanizmdw starzenia sie
mozna zatozyé, ze uszkodzenia oksydacyjne bedace wypadkowa generowania oksy-
dantow w procesach metabolicznych i zdolnosci do obrony komérek przed stresem
stanowia jeden z gtownych czynnikdw okreslajacych czas zycia organizmu. Brakuje
jednak bezposrednich dowodow na stuszno$¢ tego zatozenia.

W tym miejscu nalezy wyraznie okresli¢, jakie mechanizmy sktadajg sie na
pojecie obrony przed stresem. W najwiekszym uproszczeniu obrona przed stresem



26 T. BILINSKI

obejmuje zapobieganie powstawaniu uszkodzen oraz naprawe juz powstatych. Na
potencjat obronny komorki sktada sie zatem synteza wielu biatek o réznorodnych
funkcjach. W dalszej czesci artykutu skoncentruje sie jedynie na roli przedstawicieli
jednej z tych grup, a mianowicie biatkach odpowiedzialnych za usuwanie reaktyw-
nych form tlenu, ktorym mozna przypisac role pierwotnych oksydantéw, od ktérych
rozpoczyna sie kaskada oksydacyjna prowadzgca w konsekwencji do akumulacji
uszkodzen waznych elementow komdrkowych. Uwaza sie, ze gtowng role w tej
grupie odgrywajg biatka odpowiedzialne za usuwanie takich reaktywnych form
tlenu jak rodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru. Czy przypisywana im funkcja
zapobiegania procesom wolnorodnikowym decyduje w sposéb istotny o czasie zycia
komérek? Istnieje wiele posrednich dowoddw sugerujacych, pozytywng odpowiedz
na to pytanie. Uzycie organizmdw modelowych pozwala jednak na podjecie préby
bezposredniego sprawdzenia, czy liczaca blisko piecdziesiat lat wolnorodnikowa
teoria starzenia sie Harmana [4, 5], wsparta najnowszymi wynikami badan nad
mechanizmami starzenia sie opisuje w sposéb wiasciwy gtdwne przyczyny tego
procesu.

Pierwszg probag eksperymentalnego powigzania poziomu dysmutaz ponadtlen-
kowych i katalaz z czasem zycia organizmu przeprowadzono na muszce Drosophila
melanogaster. Pierwsze wyniki zwiekszenia ekspresji [16] genéw dysmutazy ponad-
tlenkowej i katalazy wskazywaty, iz wiekszos$é transformantéw, w ktérych jed-
nocze$nie zwiekszono poziom dysmutazy i katalazy, wykazuje wydtuzony czas
zycia. Nadekspresja genéw katalazy nie miata istotnego wptywu na czas zycia
[12]. Ostatnie jednak wyniki potwierdzity kluczowg role dysmutazy ponadtlenkowej
jako istotnego czynnika odpowiedzialnego za wydtuzenie czasu zyciatego organizmu
[13].

Doswiadczenia te wskazujg zatem, ze zwiekszona zdolno$ci komdrek do usuwania
rodnika ponadtlenkowego wydtuza czas zycia organizmu. Usunigcie tego enzymu
prowadzi do jego skrécenia.

Badania nad rola enzymow antyoksydacyjnych w procesie starzenia sie komadrek
drozdzowych na podstawie metodyki opracowanej przez M. Jazwinskiego prze-
prowadzono przy uzyciu mutantow pozbawionych cytosolowej dysmutazy ponad-
tlenkowej CuZnSOD [2], mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej MnSOD [18],
cytosolowej katalazy T i peroksysomalnej katalazy A [17]. Zdolnosé nadtlenku
wodoru do penetracji bton biologicznych powoduje, iz funkcja detoksykacji H20 2
w niewielkim stopniu zalezy od komorkowej lokalizacji enzymu i dlatego tez trudno
zaobserwowac jakiekolwiek negatywne efekty uszkodzenia tylko jednej z katalaz.
W badaniach, w ktérych badano role katalaz, stosowano zatem mutanty pozbawione
obu enzyméw jednoczesnie.

Badania nad generatywnym czasem zycia drozdzy polegajg na okre$laniu liczby
potomnych komérek. Miarg starzenia sie komarek jest zatem nie czas, lecz zdolnos¢
do dokonania odpowiedniej liczby podziatéw komoérkowych. Oczywiscie znajac
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czas podziatu mozna tatwo okresli¢ chronologiczny czas zycia danej komorki czy
szczepu drozdzy, lecz walor poznawczy tego parametm jest mniej wazny.

Uzyskane przez zesp6t autora wyniki [19] wyraznie wskazujg, ze obie dysmutazy
ponadtlenkowe sg niezbedne dla zachowania typowego dla danego szczepu czasu
zycia. Usuniecie kazdej z nich zmniejsza zdolnosci podziatowe komorki przeszto
dwukrotnie. Natomiast nie obserwuje sie statystycznie znamiennych zmian tego
parametru w mutantach pozbawionych obu katalaz. Zupetnym novum tych badan
jest wykazanie addytywnosci efektéw mutacji prowadzacych do braku obu ko-
morkowych form tego enzymu. W efekcie podwdjny mutant ma czas zycia czte-
rokrotnie krotszy od mutanta pozbawionego jedynie mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowej. W tym miejscu warto podkresli¢ uzytecznos$¢ tego organizmu mo-
delowego, w ktéorym mozna uzyskiwaé odpowiedzi na pytania, ktére sg nie do
pomyslenia w przypadku badan nad organizmami wyzszymi. Drozdze, ktore sg
fakultatywnymi aerobami, moga wykorzystywac proces fermentacji jako jedyne
zrédto energii. Dlatego tez mutacje dezorganizujgce funkcje mitochondrialne, jak
np. mutacja w genie kodujgcym mitochondrialng dysmutaze ponadtlenkowg MnSOD,
nie prowadzi do $mierci komérki. Mozliwe jest rowniez konstruowanie mutantéw
pozbawionych kilku enzymow jednoczesnie.

Wczesniejsze badania nad wspotdziataniem dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
w starzeniu sie Drosophila melanogaster [16] byly wynikiem istnienia funkcjo-
nalnych zaleznos$ci miedzy dysmutazami ponadtlenkowymi i katalazami. Substratem
katalaz jest bowiem nadtlenek wodom bedacy produktem dziatania dysmutaz ponad-
tlenkowych.

dysmutazy ponadtlenkowe: 2 02 + 2H+ — H202 + 02
katalazy: 2H202 — 2H20 + 02

W efekcie dziatania obu enzymdw potencjalnie toksyczny anionorodnik ponad-
tlenkowy i nadtlenek wodom sg przeksztatcane w nietoksyczne formy tlenu. Wy-
kazane w tej pracy pozytywne efekty podniesienia poziomu obu enzymow sugerowaty
sprawdzenie, czy mimo braku negatywnych skutkéw pozbawienia komorek droz-
dzowych aktywnosci katalatycznej dla ich czasu zycia usuniecie aktywnosci katalaz
wptynie na dalsze obnizenie czasu zycia mutantéw pozbawionych CuZnSOD. Uzy-
skane wyniki w sposéb jednoznaczny wykazaty, ze rola katalaz w procesie starzenia
sie komdrek drozdzowych nie jest znaczaca. Najnowsza praca na temat starzenia
sie Drosophila melanogaster negujgca istotng role katalazy w tym procesie [13]
wydaje sie wskazywac, ze zjawisko to ma charakter uniwersalny.
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ZMIANY EKSPRESJI RECEPTOROW
NA POWIERZCHNI LIMFOCYTOW T W PROCESIE
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AGE-RELATED CHANGES OF THE SURFACE RECEPTORS
OF T LYMPHOCYTES

Jolanta MYSLIWSKA
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Akademii Medycznej w Gdarnsku

Streszczenie: Przez cate zycie cztowieka trwa proces modelowania odpowiedzi immunologicznej, ktorej
ostateczng forme poznajemy u ludzi w wieku podesztym. Zjawiskami nieroztacznie zwigzanymi z tym
procesem sg limfopoeza oraz r6znicowanie i dojrzewanie limfocytéw. Badania immunogerontologiczne
ostatnich lat wykazaly, ze wraz z wiekiem dochodzi do ujawniania sie zmian w populacjach komérek T
zaréwno w zakresie ekspresji antygenéw powierzchniowych tych komérek, jak réwniez ich funkcji.
Limfocyty T staja sie heterogenna populacjg, obejmujaca komoérki tworzone w grasicy, jak réwniez
pozagrasiczo. Poza tym samoograniczajaca sie intensywnos$¢ swoistej odpowiedzi cytotoksycznej me-
diowanej przez efektorowe limfocyty T cytotoksyczne zostaje zastapiona przez mniej swoiscie rozpo-
znajace komorki T pozagrasicze. W przedstawionym ponizej przegladzie zaprezentowano zmiany
dokonujace sie w procesie starzenia w zakresie fenotypu powierzchniowego komérek T w odniesieniu
do petnionych przez te komérki funkcji.

(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13: 29-48)

Stowa kluczowe: starzenie, receptory na powierzchni limfocytéw T.

Summary: Age-related remodelling of the immune response is associated with changes in the composition
oftheT cell compartment. T cells of the thymic origin are complemented by those borne in the extrathymic
lymphopoietic organs. Thymic T cells undergo appreciable reshaping of their surface receptors - either
TCR (receptor responsible for the binding of specific antigens) as well as costimulatory molecules.
Extrathymic T cells, which stand at a position of intermediate cells between the highly specific
thymus-derived T cells and non-specifically recognizing antigens NK cells, differ in their surface
receptors from those of the thymic origin. The present review describes the differences between the above
mentioned T cells and relates their receptor status with the function.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 29-48)
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WPLYW WIEKU NA ZDOLNOSC GRASICY
DO GENEROWANIA LIMFOCYTOW T

Znaczenie grasicy jako zrédta limfocytow T dla obwodowych tkanek limfaty-
cznych wydaje sie rozcigga¢ az do péznego okresu zycia. Wskazywaé na to moze
fakt, ze w badaniach autopsyjnych u os6b powyzej 70. roku zycia, wykrywano
w inwolucyjnej grasicy zachowane skupiska limfocytow w korze i rdzeniu [29].
Rozrost tkanki ttuszczowej w zrazikach grasicy dokonuje sie do 50. roku zycia,
po czym ilo$¢ tkanki ttuszczowej, jak rowniez limfatyczne nie ulega zmianie [30].
Ostatnio wprowadzona do badah immunogerontologicznych na materiale ludzkim
technika pomiaru episomalnych fragmentéw DNA, ktdre zostajag wyciete w trakcie
rearanzacji genéw kodujacych regiony zmienne receptora TCR [37], umozliwia
$ledzenie dtugosci zycia (ilosci podziatdw) limfocytéw grasiczych [31]. DNA epi-
somalne nie podwaja sie w trakcie replikacji, ulegajac po kazdym podziale roz-
cienczeniu w komérce. Badania wykonane tg technikg wykazaty, ze nawet u
80-letnich oséb dochodzi do rearanzacji genéw kodujgcych regiony zmienne re-
ceptorow TCR. A wiec trwa proces réznicowania i dojrzewania limfocytow T [12].
Wedtug obliczen tkanka limfatyczna grasicy powinna by¢ aktywna w dostarczaniu
do tkanek obwodowych limfocytdw T az do okoto 120 roku zycia [21]. Najwiecej
dowodoéw jednak narole grasicy w procesie starzenia dostarczyty badania na myszach.
Wykazaty one, ze imigracja komorek pro-T ze szpiku zaczyna zmniejsza¢ sie przed
osiggnieciem dojrzatosci ptciowej, po czym stopniowe ubywanie liczby migrujacych
komérek trwa do korica zycia. W czasie dojrzewania ptciowego dochodzi do zmniej-
szenia puli komdrkowej w grasicy [45]. U 24-miesiecznej myszy tego samego
szczepu, a wiec odpowiednika 70-letniego cztowieka, grasica wcigz jednak istnieje,
zachowujac okoto 1% swojej zdolnosci do dostarczania na obwod limfocytow T,
podtrzymywania ich wzrostu i réznicowania [23]. Badania funkcji przeszczepu gra-
sicy, ktdry umieszczano u bezgrasiczych ,,nagich” (nude) myszy, wykazaly, ze
przeszczepione grasice od najstarszych 24-miesiecznych myszy, choé ciagle aktywne
w dostarczaniu komorek T na obwod [22], réznity sie zdolno$cig w indukowaniu
subpopulacji limfocytéw. Tak wiec, indukowaty one tatwiej komérki CD4+ niz
CD8+. Nastepstwem tego procesu byta zmiana stosunku subpopulacji limfocytéw
CD4+ do CD8+ we krwi na korzy$¢ komoérek pomocniczych CD4+. W obecnosci
przeszczepOw grasicy od starych myszy réznicowato sie mniej komoérek Tnaiwnych
[33]. Wsréd generowanych limfocytéw CD4+ dochodzito do przewagi komorek
TH2 nad TH1 [24]. Fakt, ze zalezne od wieku zmiany w zakresie subpopulacji
limfocytéow T u cztowieka sa podobne do tych, ktére opisano u myszy biorcow
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przeszczepOw starych grasic, w zestawieniu z wynikami cytowanych juz badan
autopsyjnych, pozwala domniemywacé, ze u cztowieka grasica odgrywa role narzadu
limfoproliferacyjnego przynajmniej do sidédmej dekady zycia. Wskazuje na to utrzy-
mywanie sie na niezmienionym poziomie bezwzglednej liczby limfocytéw T (CD3+)
az do 70. roku zycia. Poczawszy od 6smej dekady zycia bezwzgledna liczba lim-
focytéw T obniza sie, osiggajac najnizsze wartosci u 0s6b ponad 100-letnich [16,67].
U ludzi w wieku podesztym obserwuje sie takze wzrost bezwzglednej liczby i
odsetka komorek CD4+, spadek bezwzglednej liczby komérek i odsetka CD8+ Sto-
sunek CD4+CD8+ wzrasta [56,67]. Z wiekiem dochodzi do wzrostu odsetka ko-
marek pamieci w puli CD4+(CD4+CD45R0O+) oraz CD8 +(CD8+CD45R0O+). Obniza
sie natomiast odsetek komérek naiwnych T CD4+ (CD4+CD45RA+) oraz
CD8+(CD8+CD45RA+) [10,46,67].

LIMFOCYTY T NAIWNE | PAMIECI
W PROCESIE STARZENIA

Jak dotad w literaturze, rozréznienie form ,,naiwnych” i ,pamieci” limfocytéw
T opiera sie na zatozeniu, ze oba typy komorek r6znig sie ekspresjg izoform antygenu
powierzchniowego CD45. Izoforma CD45RA o wysokiej masie czgsteczkowej, cha-
rakteryzuje komarki naiwne, zas w komaorkach pamieci, ktore przeszty etap stymulacji
antygenowej, w wyniku alternatywnego ciecia transkryptu ujawnia sie czastka o
niskiej masie - CD45RA.

Badania ostatnich lat udowodnity, ze obecnos$¢ izoform CD45RA/RO nie jest
wystarczajgcym kryterium, szczeg6lnie w odniesieniu do limfocytow CD8+, do
klasyfikacji komorek naiwnych i pamieci. O ile bowiem obecno$¢ izoformy CD45R0O
charakteryzuje limfocyty pamieci (komérki CD8+CD45R0O+ CD28+) o zachowanej
zdolnosci proliferacyjnej, o tyle izoforma CD45RA wystepuje nie tylko na po-
wierzchni naiwnych limfocytow T, ale takze ulega re-ekspresji na wspomnianych
juz komérkach pamieci, po utracie przez nie zdolnosci proliferacyjnej i nabyciu
aktywnosci efektorowej (komorki CD8+ CD45RA+ CD28'") [20]. Proliferujgce ko-
morki pamieci CD8+ charakteryzujg sie ponadto obecnoscig antygenu CD27 i ich
fenotyp powierzchniowy mozna ujgc¢ jako: CD8+ CD45R0O+ CD28+ CD27+. Wy-
wodzgce sie z komorek pamieci efektorowe cytotoksyczne limfocyty T CD8+ cha-
rakteryzuja sie fenotypem CD8+ CD45RA+ CD28" CD27'. Szczegdlnie waznym,
z punktu widzenia rozwazan gerontologicznych, stadium rozwoju limfocytéow CD8+
jest przejscie formy CD8+ CD45RO+ CD28+ w forme CD8+ CD45RO+ CD28'
charakterystyczng dla efektorowych cytotoksycznych limfocytdw T. Wzrost odsetka
subpopulacji komérek CD8+CD28~, jedna z najlepiej udokumentowanych zmian
towarzyszacych procesowi starzenia, byt podstawa do przyjecia przez niektérych
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autorow pogladu, ze zanikanie ekspresji czastki CD28 na powierzchni limfocytow
T jest najbardziej wiarygodnym markerem ,pamieci immunologicznej” [10,16].
Tymczasem, jak wynika z przedstawionych powyzej danych, komorki pamieci CD8+
sq CD28-pozytywne, a dopiero nabycie przez nie efektorowej funkcji cytotoksycznej
prowadzi do utraty ekspresji czgstki CD28.

KOMORKI CD8+ EFEKTOROWE | PAMIECI
W PROCESIE STARZENIA

Wydaje sie, ze najbardziej wiarygodnym markerem starzenia sie limfocytow
T jest zanikanie ekspresji receptora kostymulujgcego limfocyty T - czastki CD28.
W badaniach poswieconych receptorowi CD28 obserwowano spadek ekspresji tego
receptoraoraz obnizenie sie liczby komdrek wyrazajacych te ekspresje [6,13]. Zmiany
te dotycza gtéwnie subpopulacji limfocytow CD8+. Czgstka CD28 jest receptorem,
zaangazowanym w proces adhezji, do ligandu - CD80/CD86 - na powierzchni
komdrek prezentujgcych antygeny. Potgczenie sie receptora CD28 ze swoim li-
gandem wzmacnia sygnat stymulujgcy limfocyty T, w procesie prezentacji antygenu,
przez receptor TCR. Osiaggniecie optymalnej stymulacji komoérek T, przy braku
receptora CD28, wymaga okoto 100-krotnie wyzszego stezenia antygenu w po-
rownaniu z odpowiedzig proliferacyjng mediwang przez receptory TCR wspdlnie
z receptorem CD28 [26]. W badaniach nad receptorem CD28, brak lub obnizanie
sie jego ekspresji wigzano z obnizeniem sie zdolnosci proliferacyjnej limfocytow
T oraz spadkiem zdolnos$ci do produkcji Interleukiny 2 [50]. Stad, wnioski wy-
ptywajace z tych badan sytuowaly zmiane ekspresji CD28 na limfocytach T w
kategorii zaburzen odpowiedzi immunologiczne;j.

Wobec zmieniajagcych sie pogladéw na rozw6j limfocytow T CD8+ konieczna
wydaje sie re-interpretacja tych pogladéw. Proces starzenia wigze sie ze wzrostem
odsetkdw komorek CD8+ CD45RO+CD28' oraz CD8+ CD45RA+CD28 " [15,43].
Populacja CD8+ CD45R0O+ obejmuje komorki pamieci oraz prekursory komorek
cytotoksycznych, za$ populacja CD8+CD45RA+ moze reprezentowac zarOwno ko-
morki naiwne, jak i wyspecjalizowane cytotoksyczne komorki efektorowe [20].
Narastanie wiec w procesie starzenia odsetka komoérek pamieci i ich prekursoréw
implikuje raczej zwigkszenie potencjatu swoistej odpowiedzi cytotoksycznej, anizeli
miatoby Swiadczy¢ o sugerowanym, do niedawna, defekcie immunologicznym. Zja-
wiskiem, ktére potwierdza stusznos¢ pogladu o wzroscie gotowosci limfocytow
T do odpowiedzi cytotoksycznej z wiekiem, jest klonalno$é komérek CD8+. Klo-
nalny charakter odpowiedzi immunologicznej limfocytéw T CD8+ zostanie omo-
wiony w dalszych rozdziatach.
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TABELA 1 Zwigzek pomiedzy funkcjg a ekspresjg receptoréw CD28 na powierzchni limfocytow
T CD8+ w procesie starzenia

Charakterystyka populacji limfocytow

Populacja CD8+CD28+ Populacja CD8+CD28

Spadek odsetka komérek CD8+CD28+ Wzrost odsetka komérek CD8+CD28~

z wiekiem z wiekiem

Poliklonalny charakter receptora TCR Oligoklonalny i monoklonalny charakter

receptora TCR
Brak ziarnistosci azurofilnych i granul perfo- Zawierajg ziarnisto$ci azurofilne i granule per-
rynowych - brak gotowosci do podjecia funkcji forynowe - co wskazuje na ich gotowos$é
cytolitycznej do funkcji cytolitycznej
Brak ekspresji czastek adhezyjnych Ekspresja czgstek adhezyjnych - np. CD54,
CD58, CDI la oraz CDI Ib
Intensywnie proliferujg in vitro pod wptywem Wykazujg anergie i nie proliferuja pod wptywem
antygenu antygenu - anergie¢ mozna przezwyciezy¢
podaniem IL2 oraz ILI5 do hodowli in vitro

Stymulacja antygenowa moze indukowaé Nie wykazuja ekspresji wczesnych markeréw
ekspresje wczesnych markeréw aktywacji -  aktywacji - CD69, HLA-DR, CD71 - oraz
CD69, HLA-DR, CD71 p6znego markera aktywacji - czgstki CD29

W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke komérek CD8+CD28° oraz
CD8+CD28+.

Przedstawione w tabeli takie cechy komérek CD8+CD28_, jak obecnos$¢ granul
perforynowych i ziaren azurofilnych, ekspresja czastek adhezyjnych, wskazuja, ze
komorki te reprezentujg wyspecjalizowane, zdolne do aktywnoS$ci cytotoksycznej
oraz kooperacji miedzykomorkowej formy limfocytow T CD8+. Komorki te nie
podlegajg aktywacji mitogenicznej, czego objawem jest niezdolno$¢ do indukcji
ekspresji wczesnych i péZznych markeréw aktywacji, pod wptywem stymulacji anty-
genowej [25,51]. Stymulowane antygenowo komérki CD8+CD28~ sg bardziej wra-
zliwe na apoptoze anizeli komo6rki CD8+CD28+ [5].

Stopien obnizenia aktywnosci proliferacyjnej komdrek CD8+ pozostaje w ko-
relacji z wielkoscig skrocenia telomeréw [44,62]. Komoérki CD8+CD28~ majg krot-
sze telomery anizeli formy CD28+u tego samego osobnika [70]. Wielko$¢ skrocenia
telomeréw w komorkach CD28-, do ktérego w populacjach proliferujgcych dochodzi
w nastepstwie intensywnych podziatéw komoérkowych [70], wskazuje, ze komarki
CD28- sg pochodnymi dynamicznie proliferujgcych prekursoréw.

Mozliwo$¢ wspdtistnienia na komdorkach CD8+CD28~ antygenu CD57 sugeruje,
ze omawiane komorki sg identyczne z rozrastajgcg sie z wiekiem [41] populacjg
CD8+CD28_CD57+ 0 domniemywanym pozagrasiczym pochodzeniu. Nalezy ocze-
kiwac dalszych badan, ktére wyjasnig stusznos¢ powyzszego zatozenia oraz pozwolg



34 J. MYSLIWSKA

okresli¢, czy subpopulacja ta reprezentuje komérki pochodzenia grasiczego czy
tez istotnie sg to limfocyty T pozagrasicze.

KOMORKI CD4+ PAMIECI W PROCESIE STARZENIA

Glikoproteina CD7 wystepuje na powierzchni prawie wszystkich limfocytéw
T osobnikéw mitodych. Jest ona zwigzana z kinazg tyrozynowsa, dla ktérej gtéwnym
substratem jest fosfataza tyrozynowa - czastka CD45, przenoszaca sygnat aktywacji
limfocytow T [35]. Wraz z wiekiem progresywnie wzrasta odsetek komorek CD7~
w populacji limfocytéw T [32]. Zmiany te dotycza gtownie subpopulacji komérek
CD4+. Wiekszos¢ komorek CD4+, ktdra utracita glikoproteine CD7, nalezy do po-
pulacji o fenotypie CD45RO+ . Sg to wiec komédrki TH pamieci. Osiagnigcie przez
komorki CD4+ formy ,,pamieci” wigze sie ze zmiang ich funkcji. Zwigzek miedzy
funkcjg i ekspresjg receptorow CD7 na limfocytach T w procesie starzenia przed-
stawiono w tabeli 2.

Zwiekszenie sie w procesie starzenia puli komérek CD4+CD7’ [32], produku-
jacych Interleukine 5 [54] oraz Interleukine 10 [55] ujawnia fenotyp komdrek TH2,
podbudowujgc poglad o zaleznym od wieku wzmozeniu odpowiedzi typu TH2.

TABELA 2. Zwigzek pomiedzy funkcjg i zmiang ekspresji receptoré6w CD7 na powierzchni
limfocytéw T w procesie starzenia

Charakterystyka populacji limfocytow

Populacja CD4+CD7+ Populacja CD4+CD7~

Komodrki o s$redniej ekspresji antygenu CD45 Komorki o wysokiej ekspresji antygenu CD45
- populacja wzbogacona w komoérki naiwne - populacja wzbogacona w komadrki pamieci
(CD4+CD45RA+) (CD4+CD45R0O+)

W jej skfadzie jest tylko niewielki odsetek  Populacja wzbogacona w komoérki CD57*
komoérek CD57+

Populacja reaktywna na Interleukine 2 Populacja nieznacznie odpowiadajgca
na stymulacje przez Interleuking 2

Populacja o matym odsetku komérek Populacja wzbogacona w komérki aktywowane
aktywowanych -z markerami wczesnej aktywacji

na powierzchni: CD25, CD71, HLA-DR
Komorki te produkujg niewielkie ilosci Komorki te s producentami Interleukiny 5 oraz
Interleukiny 5 Interleukiny 10
Komoérki produkujg I1L2 Niewielka produkcja IL2
Populacja aktywnie proliferujaca Populacja o ograniczonej mozliwosci

odpowiedzi proliferacyjnej
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Rozrastajgca sie z wiekiem subpopulacja limfocytow T CD4+ CD7" przypomina
swojg charakterystyka komorki T CD8+CD28_. Subpopulacja ta wydaje sie by¢
preaktywowana in vivo, w wyniku przewlektej stymulacji antygenowej. Jest ona
wzbogacona w komorki z ekspresjg wczesnych markerow aktywacji [32]. Badania
in vitro wykazaly, ze wielokrotna stymulacja izolowanych limfocytéw T krwi ob-
wodowej prowadzi do akumulacji form CD7' wsrdod limfocytow CD4+, za$ nie
wérod CD8+ [55]. Uwiarygodnity wiec one poglad o aktywowanym stanie tych
komorek.

Zjawisko akumulacji komoérek o fenotypie CD4+CD7_ obserwowano w natu-
ralnych uktadach przewlektej stymulacji antygenowej, jakim sa niektére choroby,
jak np. reumatoidalne zapalenie stawow [36] oraz choroba - przeszczep przeciw
gospodarzowi [3]. Obecno$é¢ antygenu CD57 na omawianych komérkach moze
sugerowa¢ jeszcze inng ich ceche, jak dotad jednak nie udowodniong, ich po-
chodzenie pozagrasicze.

WPLYW STARZENIA NA KLONALNY CHARAKTER
PROLIFERACJI KOMOREK PAMIECI

Stymulacjaantygenowa przez antygeny wirusowe w ostrej fazie infekcji wirusowej
prowadzi do ekspansji pewnej liczby klonéw limfocytéw T pamieci, reprezentujacych
jedna lub kilka rodzin jednostki V(3 receptora TCR. Klony takie, a wiec mono-
lub oligoklonalne wzgledem budowy V(3, tworzg gtdéwnie komorki CD8+. Limfocyty
T CD4+ proliferujg mniej intensywnie niz komérki CD8+ i ich odpowiedZ nie wy-
kazuje cech klonalnosci. Klony takie obserwowano w infekcjach wywotanych wi-
rusem grypy, Epsteina Barra oraz cytomegalii. Klony te u 0s6b mtodych wykazywaty
tendencje do zanikania po ustgpieniu infekcji [39]. W badaniach immunogeron-
tologicznych wykazano, ze we krwi obwodowej u 70% zdrowych os6b powyzej
65 roku zycia mozna wykry¢, wérdd limfocytow TCD8+, formy o oligoklonalnej
zdolnosci receptora TCR do wigzania antygenu [52,65]. Klonalna ekspansja komdrek
CD8+ wystepuje zarowno w puli CD45RA+ (moga to by¢ komérki naiwne oraz
efektorowe cytotoksyczne), jak i CD45RO+. U jeszcze starszych osob, powyzej
80. roku zycia wykrywano nawet klony komérek CD4+ [68]. Analiza antygendéw
powierzchniowych tych klonéw wykazata, ze wiekszg ekspansje przejawiaty klony
CD8+CD28 anizeli klony puli CD45RO+. Obecno$¢ oligoklonalnych receptoréw
TCR nakomoérkach CD8+CD28" wskazuje, ze sg one stymulowane przez ograniczong
liczbe antygenow [4].

Ekspansja klonéw limfocytéw T CD8+CD28' z mono- lub oligoklonalnymi re-
ceptorami TCR moze pociggna¢ szereg skutkéw. Klony limfocytow CD8+ u ludzi
starszych sa wprawdzie komérkami o wzmozonej gotowos$ci, ukierunkowanymi
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na odpowiedZ cytoksyczng, jednak odpowiedZz immunologicznajest skierowana tylko
na niewielka liczbe antygenéw. Ciggte utrzymywanie sie klonéw moze doprowadzic
do zubozenia puli limfocytéw CD8+ naiwnych. Zjawisko to, z kolei, moze by¢
jedng z przyczyn obnizonej zdolnosci do odpowiedzi na neoantygeny - a wiec
antygeny po raz pierwszy stymulujgce ukiad immunologiczny.

Niektdrzy autorzy postrzegaja proces starzenia sie uktadu immunologicznego
jako wyczerpanie sie puli komérek CD28+ z powodu przewlektej stymulacji anty-
genowej. Inng przyczyna wyczerpania sie wspomnianej puli limfocytow T ma by¢
uposledzenie zdolnosci grasicy do generowania limfocytow. Pawelec i wsp. [51]
jako zblizone do tego stanu zjawisko przedstawiajg zmiany zachodzace w niektorych
chorobach o podtozu przewlektej stymulacji antygenowej, jak np. przewlekta bia-
faczka limfatyczna [58], reumatoidalne zapalenie stawow [64], choroba Crohna
[57] oraz przedkliniczny okres w przebiegu zakazenia wirusem HIV [72]. W cho-
robach tych pojawiajg sie klony komoérek T CD28- o oligoklonalnej budowie re-
ceptoré6w TCR [64]. Pula komérek T CD28+ ulega wyczerpaniu, co prowadzi do
pojawiania sie objawdéw niedoborow immunologicznych.

Wydaje sie jednak, ze sugerowane przez ten zesp6t podobienstwo miedzy zja-
wiskami immunologicznymi zachodzacymi w procesie fizjologicznego starzenia
a zjawiskami patologicznymi odbiega od stanu faktycznego. Zalezny od wieku
spadek odsetka komorek CD28+ nie ma zwigzku z chorobami i moze wystepowac
u ludzi, ktérzy przezyli w dobrym stanie zdrowia ponad 100 lat [16]. Ponownie
nasuwa sie wniosek, ze wyczerpanie sie puli komérek CD8+CD28+ w procesie
starzenia wynika raczej z intensyfikacji rozwoju form terminalnie zréznicowanych
CD28" - zdolnych do aktywnosci cytotoksycznej. Komérki T CD8+ powinny wiec
zabezpieczy( starzejacy sie organizm przed infekcjami wirusowymi, zakazeniami
bakteryjnymi oraz procesem nowotworowym, mimo ze ich bezwzgledna liczba
oraz odsetek obnizajg sie w procesie starzenia [40,67]. Jesli jednak ich potencjat
okaze sie niewystarczajacy [40], jego uzupetnieniem moze byé rozrastajgca sie
z wiekiem pula limfocytow T CD8+ pochodzenia pozagrasiczego. Zostanie ona
omdwiona w dalszej czesci artykutu.

ZMIANA WEASCIWOSCI KOMOREK PAMIECI
W PROCESIE STARZENIA

Nasuwa sie jednak pytanie, czy komérki pamieci u os6b w wieku podesztym
sg identyczne pod wzgledem jakos$ci z ich odpowiednikami wystepujagcymi u oséb
mtodych. Badania prowadzone gtéwnie na komérkach T CD4+ sugeruja, ze populacje
te réznig sie. W tabeli 3 zestawiono cechy komdrek pamieci CD4+ pochodzacych
od mitodych i starszych osob.
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TABELA 3. Cechy komérek pamieci CD4+ pochodzacych od mtodych i starszych osobnikow

Charakterystyka komérek pamieci CD4+

Komorki CD4+ miodych Komoérki CD4+ starych
Wysoka ekspresja CD45RO Niska ekspresja CD45R0O
Wysoka ekspresja CD45RB Niska ekspresja CD45RB

Wysoka ekspresja CD28 potgczona z silnym Niska ekspresja CD28 lub jej brak potgczona

sygnatem kostymulacyjnym przez te czastke z obnizong odpowiedzig proliferacyjng oraz

do proliferacji i produkcji Interleukiny 2 niska produkcja Interleukiny 2 na stymulacje
antygenowa

Przez kostymulacje szlakiem CD28 dochodzi Stymulacja poprzez szlak CD28 prowadzi
do niewielkiej aktywacji procesu apoptozy do wzmozonej $mierci apoptotycznej

Czynniki nieswoiste, np. Con A stymulujg Czynniki nieswoiste tylko w nieznacznym
intensywnga proliferacje tych komérek stopniu indukuja proliferacje tych komérek

W obu rodzajach komérek, bez wzgledu na wiek ich gospodarzy dochodzi do podobnego
skrécenia telomeréw w stosunku do ich diugosci w limfocytach CD4 + CD45RA

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 2, komdérki pamieci CD4+ 0s6b
starszych roznig sie ekspresjg antygenow powierzchniowych CD45. Znaczenie tej
odrebnosci dla funkcji nie jest znane. Komdérki CD4+ pamieci 0séb starszych cha-
rakteryzuja sie mniejszg aktywnoscig proliferacyjna oraz obnizong zdolnosciag do
produkcji Interleukiny 2 w poréwnaniu z analogicznymi komérkami oséb miodych
[51]. Potrzebajednak dalszych badan poréwnawczych, obejmujacych takze komorki
CD8+ pamieci, aby uchwycic istote rdznicy miedzy strukturg antygenowg i funkcjg
limfocytéow T u mitodych i starych.

LIMFOCYTY TH1 ORAZ TH2 W PROCESIE STARZENIA

Grupaimmunogerontologéw zajmujacych sie wptywem wieku na proces produkcji
cytokin przez limfocyty TH wykazata, ze podobnie jak w przypadku mtodych myszy
z grasicami przeszczepionymi od starych osobnikéw, réwniez u ludzi - dochodzi
wraz z wiekiem do przeprofilowania odpowiedzi komdrek TH. Procesowi starzenia
towarzyszy wzrost [8,38] produkcji cytokin charakterystycznych dla komérek TH2
[47], takich jak: Interleukina 4 (IL4), Interleukina 5 (IL5), Interleukina 6 (IL6),
Interleukina 10 (IL10), przy spadku ilosci cytokin produkowanych przez komorki
TH1 - gtownie Interleukiny 2 (IL2) [40,53]. Cytokiny typu TH2 stymulujg limfocyty
B, monocyty/makrofagi, komérki tuczne ieozynofile- hamujgc jednoczes$nie aktyw-
no$¢ cytotoksyczng komorek NK, monocytéw oraz limfocytéow T [47,63]. Nadmiar
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cytokin typu TH2 moze by¢ zrédtem roznych patologii, towarzyszacych procesowi
starzenia, jak np. rozw6j chorob rozrostowych limfocytéw B, monoklonalnej gam-
mopatii, choréb autoimmunizacyjnych oraz alergicznych [19]. Z kolei niska aktyw-
no$¢ komdrek TH1 moze prowadzi¢ do niedoboréw w zakresie odpornosci
przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej [40,51]. Badania Pagenelli i wspotau-
toréw [49] wykazaty, ze klony komérek CD4 indukowane in vitro sposrod komaorek
krwi, od os6b ponad 100-letnich produkujg cytokiny typu THO - a wiec zaréwno
charakterystyczne dla TH1 oraz TH2. Zdaniem autoréw umozliwia to wieksza ela-
stycznosé uktadu immunologicznego w dostosowywaniu sie do pokonywania infekcji
bakteryjnych lub wirusowych.

ZNACZENIE ZMIAN W PROPORCJACH KOMOREK
NAIWNYCH | PAMIECI DLA FUNKCJI UKLADU
IMMUNOLOGICZNEGO W PROCESIE STARZENIA

Zalezny od wieku spadek odsetka komérek T naiwnych wigze sie z istotnymi
konsekwencjami czynnosciowymi. Dowodem na to sg wyniki badan in vitro oraz
in vivo. Tak np. obnizenie proliferacji limfocytow po stymulacji fitohemagglutyning
(PHA) i konkanawaling A (Con A) in vitro [51] jest miedzy innymi wynikiem
spadku liczebnosci komdrek T naiwnych, gdyz oba te mitogeny preferencyjnie
stymulujg komorki T naiwne [7]. Zasadniczg konsekwencjg obnizenia liczby ko-
moérek T naiwnych in vivo jest uposledzenie odpowiedzi pierwotnej na antygeny
[2]. Wzrost liczby komorek pamieci pocigga, natomiast, za sobg zwiekszong re-
aktywnos¢ limfocytéw po ponownym kontakcie z antygenem. Komdrki pamieci
szybko sie aktywuja, przy stezeniu antygendéw znacznie nizszym anizeli wymagaja
tego komorki naiwne [26]. Posiadajagc zwiekszong ekspresje czgstek adhezyjnych
[60], majg zdolnosé przylegania do srodbtonkow naczyn, a wiec moga szybciej
docieraé do miejsc zapalnych. Jednak, z drugiej strony zwiekszona pula komorek
pamieci moze doprowadzi¢ do nadprodukcji niektérych cytokin. Limfocyty T naiwne
sg odpowiedzialne za produkcje interleukiny 2, cytokiny stymulujacej proliferacje
idojrzewanie limfocytéw T, atakze wzmagajacej funkcje limfocytéw B oraz komérek
odporno$ci nieswoistej. Komarki pamigci, cho¢ poczagtkowo produkujg IL2 , w
miare stymulacji antygenowych przestawiajg sie naprodukcje interleukiny 4, cytokiny
hamujacej aktywno$¢ uktadu limfocytéw T i stymulujgcej produkcje przeciwciat
[59]. Komérki pamieci charakteryzujg sie takze intensywng produkcjg interferonu
Y(IFNYy), cytokiny stymulujacej komérki Toraz NK [14,60]. Tak wiec, przesunieciom
w sktadzie subpopulacji limfocytdw T naiwnych i pamieci towarzyszy zmiana spe-
ktrum produkowanych cytokin. Szczeg6lne znaczenie dla patologii moze mie¢ nad-
produkcja Interferonu y (IFNy). Cytokina ta stymulujgc makrofagi i komoérki NK
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[17] wzmaga efekt cytotoksyczny[34], z drugiej jednak strony, indukujgc ekspresje
czastek MHC [27] moze inicjowaC reakcje autoimmunizacyjne.

Zasadniczy spadek odsetka komdrek naiwnych CD4+i CD8+ przy jednoczesnym
wzroscie odsetka komérek T pamieci dokonuje sie miedzy 20. a 30. rokiem zycia,
po czym po okresie plateau, powyzej 70. roku zycia dochodzi ponownie zaznaczenia
sie powyzszych tendencji [10,16]. U w petni zdrowych najstarszych senioréw do-
zywajagcych 100 lat obnizenie sie puli komdrek naiwnych nie jest jednak tak znaczne
jak u miodszych senioréw [10,56]. Fakt ten wskazuje, ze optymalnie funkcjonujacy
uktad immunologiczny wymaga wiekszej ilosci komorek naiwnych do zapewnienia
stanu zdrowia.

LIMFOPOEZA POZAGRASICZA

Rozwazania na temat zmian towarzyszacych procesowi starzenia w puli lim-
focytéow T - nasuwajg poglad o pogtebiajagcym sie wraz z wiekiem niedoborze
ilosciowym oraz upoS$ledzeniu funkcji tych komérek. Konsekwentnie, mozna ocze-
kiwac¢, ze proces starzenia niesie bardzo wysokie zagrozenie rozwoju choréb uwa-
runkowanych omawianymi zmianami. Tymczasem, ukiad immunologiczny u
znacznej wiekszos$ci osob, ktore przekroczyty 70. rok zycia, moze wykazywac duza
plastyczno$¢ odpowiedzi na stymulacje antygenowa. Choroby immunologiczne nie
nalezg przeciez do gtéwnych zagrozen zwigzanych z wiekiem. A wiec moze istnieje
alternatywne, w stosunku do grasicy, zrédto limfocytdw T? Dopiero niedawno zro-
dzita sie Swiadomos$¢ istnienia pozagrasiczej limfopoezy. Najnowsze badania nad
wiasciwosciami ludzkich limfocytdw T sugerowaty istnienie populacji limfocytow
T o innych wiasnosciach niz klasyczne komdrki T grasiczo-pochodne. Badania
na zwierzetach ugruntowaly ten poglad [48,69]. Réznice pomiedzy klasycznymi
ipochodzenia pozagrasiczego limfocytami T, uzyskane w wyniku badan na myszach,
przedstawiono w tabeli 4.

Jesli chodzi o cztowieka, to trudno uzyskaé¢ bezposrednie dowody na istnienie
takiej populacji, cho¢ dane posrednie juz na ten temat sie pojawity. Komorki T
pozagrasicze nie wystepuja po urodzeniu, za$ wzrost ich liczby obserwuje sie w
okresie inwolucji grasicy. Wykazujg one mniejszg specyficzno$¢ receptorow TCR
anizeli komorki T grasicze, ale jednak ich spos6b rozpoznania antygendéw jest
bardziej swoisty anizeli komorek NK. Stad, przyjmuje sie, ze sg one postaciami
pos$rednimi pomiedzy komdrkami T alimfocytami NK [1]. Komérki te charakteryzuje
zdolno$¢ do rozpoznawania peptydéw autoantygenéw (antygenéw na komérkach
wiasnych gospodarza) [28]. Stad, mozna przyja¢, ze mogg one z jednej strony
odgrywac znaczna role w odpornosci przeciwnowotworowej oraz przeciwwirusowej.
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TABELA 4. Poréwnanie wtasciwosci komorek T pochodzenia grasiczego oraz pozagrasiczego

Komérki pozagrasicze Komérki pochodzenia grasiczego

CD3+NK1.1+TCRINTIL23 CD3+TCRHIGHIL2R3-

Komdrki te charakteryzuja sie $rednig ekspresjag Komarki te charakteryzuja sie wysoka ekspresja

receptoréw TCR oraz konstytutywng receptoréw TCR oraz brakiem ekspresji

obecnoscig podjednostki 3 receptora dla IL2 podjednostki 3 receptora dla IL2

Powstajg w jelitach, watrobie, weztach Powstajg w grasicy

chtonnych, ptucach

Nie wiadomo, w jaki sposdb podlegaja Podlegajg selekcji pozytywnej i negatywnej

pozytywnej i negatywnej selekcji w grasicy

Ograniczony czas zycia Dtugi okres przezycia, moga sie akumulowac
w stanie anergii

Charakteryzujg sie najczesciej fenotypem: Charakteryzujg sie fenotypem:

CD3+CD4" lub CD3+CD4+CD8_ albo CD3+CD4+ albo CD3+CD8+

Aktywowane in vivo Nie aktywne in vivo

Nie nabywajg w wyniku aktywacji podjednostki Nabywaja w wyniku aktywacji podjednostki

a receptora dla IL2 (IL2Ra) a i 3 receptora dla IL2 (IL2Ra3)

Ich TCR wykazujg ograniczong swoistos¢ Ich TCR wykazujg swoistos¢

Przedstawiona charakterystyka pochodzi z badan na myszach, u ktérych komérki T pozagrasicze
uwazane sg za formy posrednie pomiedzy linig T oraz NK - stagd marker NK1.1 w nazwie
tych komérekOdpowiedniki u ludzi: CD3+CD56+ ; CD3+CD57+ (CD3+HNK-1+)

Ich nadaktywno$é, z drugiej strony, moze doprowadzi¢ do indukcji odpowiedzi
autoimmunizacyjnej.

Badania na myszach wykazaty, ze autoreaktywne klony pozagrasiczych lim-
focytow CD4+pojawiaja sie u schytku zycia tych zwierzat, a wiec okoto 30. miesigca.
Na ich pozagrasicze pochodzenie wskazuje fakt, ze tymektomia wyzwala ich rozwoj
[11]. Onkostatyna M [9] wzmaga proliferacje pozagrasiczych autoreaktywnych klo-
néw limfocytéw CD4 +. Przypuszcza sie, ze komdérki te, podobnie jak grasiczo-
pochodne limfocyty T, moga po opuszczeniu miejsca ich narodzin ponownie przejsé
etapy pozytywnej i negatywnej selekcji poza grasicg - w centrach rozrodczych
narzadéw limfatycznych [73]. Ograniczona swoisto$¢ receptoréw TCR charaktery-
zujgca te komorki wraz z ich autoreaktywnos$cig sugeruje ich role w rozpoznawaniu
zblizonej pod wzgledem budowy grupy wiasnych peptydow. Moze tu chodzi¢ o
proces pozbywania sie nieaktywnych lub uszkodzonych komérek i tkanek. U czto-
wieka ilos¢ tych komoérek wzrasta w przebiegu przewlektej choroby przeszczep
przeciw gospodarzowi [28]. Sugeruje sie, ze wzrastajgce z wiekiem [61] u cztowieka
populacje komérek T CD57+ (CD3+CD57+) prawdopodobnie sg pochodzenia szpi-
kowego, zas komérki T CD56+(CD3+CD56+) wywodza sie z limfopoezy watrobowej
[1]. Komérki T CD57+ wykazujg zywg dynamike proliferacji i dojrzewania. One
jako pierwsze sposréd limfocytéw T pojawiajg sie we krwi chorych po przeszczepach
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szpiku, wyprzedzajgc klasyczne grasiczo-pochodne limfocyty T. [18]. Badania na
grupie 0s6b w wieku podesztym zestawione z grupg stulatkéw [42] wykazaty, ze
dominujgcg u obu grup wiekowych, wsrod komdrek T, jest subpopulacja
CD8+CD57+ uwazana za powstatg poza grasica. Im lepszy stan zdrowia badanych
stulatkow, tym wiekszy odsetek i bezwzgledng liczbe stanowily komoérki
CD8+CD57+. Wydaje sie wiec, ze komérki T pochodzenia pozagrasiczego, ktérych
funkcja na razie jest przedmiotem spekulacji, odgrywajg wazng role dla zachowania
zdrowia, w okresie inwolucji grasicy.
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WYBRANE ASPEKTY STARZENIA SIE
KOMOREK GONADY MESKIEJ

SOME ASPECTS OF AGING IN CELLS OF MALE GONAD

Maciej KURPISZ, Dorota FISZER
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Poznah

Streszczenie: W pracy scharakteryzowano podstawowe procesy starzenia w komérkach Leydiga, Serto-
liego i gametogenicznych. Wszystkie one uczestniczg w licznych interakcjach odbywajacych sie za
posrednictwem czynnikéw auto-, para- i endokrynowych. Wspoétzalezno$¢ miedzy czynnikami pro- i
anty-apoptotycznymi, cechy konstytucyjne, mutacje  novo, czynniki $rodowiskowe (ksenoestrogeny)
powoduje wypadkowa, ktéra staje sie decydujaca dla zakonczenia spermatogenezy na réznym etapie
zycia dorostego osobnika.

(Postepy Biologii Komorki 1999; Supl. 13: 47-56)

Stowa kluczowe: starzenie, komdrki Leydiga, komorki Sertoliego, apoptoza.

Summary: We have characterized basic aspects of aging in Leydig cells, Sertoli cells and gametogenic
ones. They all are involved in extensive interactions mediated in autocrine, paracrine and endocrine
fashion. Interplay of pro- and anti-apoptosis factors together with constitutive background, de novo
mutations and environmental substances (xenoestrogens) is critical for the endpoint of spermatogenesis
on different stage of our life.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 47-56)

Key words: aging, Leydig cells, Sertoli cells, apoptosis.

1. WSTEP

Starzenie sie w aspekcie wypetniania funkcji reprodukcyjnej przez mezczyzne
zachodzi w znacznie bardziej subtelny sposob niz u kobiet. U osobnikéw meskich
zachodzi bowiem stopniowe obnizanie funkcji rozrodczych, ktére mogg byé za-
chowane nawet w 7 dekadzie zycia [14]. Z tym ostatnim fenomenem zwigzany
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jest mniej biologicznie rygorystyczny (tym wieksze odchylenia w obserwowanej
populacji wérdd poszczeg6lnych osobnikéw) sposéb przechodzenia w faze obnizenia
funkcjonowania narzgddw rozrodczych tzw. andropauze. Brak wydolnos$ci funkcji
rozrodczych u mezczyzny moze by¢ spowodowany i/lub modyfikowany poprzez
zajeciazawodowe, tzw. styl zycia, wérdd ktérego nalezy wyrdznic¢ stosowanie uzywek
(palenie papieroséw i picie alkoholu), spos6b ubierania sie, a nawet podrézowania
(codzienny lub okazjonalny, rodzaj transportu) itp. Dla okreSlenia procesdw starzenia
sie, zwigzanego z wypetnianiem funkcji rozrodczych wyosobniono 3 podstawowe
terminy obejmujace funkcjonowanie poszczeg6lnych grup narzagdoéw [9] zwigzanych
z wytwarzaniem réznorodnych mediatoréw hormonalnych:

a) andropauza, zwigzana z obnizeniem poziomoéw hormonoéw gonadotropowych
(zwitaszcza LH przy statym lub podwyzszonym poziomie FSH) w surowicy krwi
z rownoczesnym niskim wydzielaniem testosteronu przez komoérki jadra (Leydiga),
co sugeruje zmniejszong wydolno$¢ hormonalng gonady meskiej,

b) adrenopauza, zwigzana jest z obnizonym poziomem krgzacego (we krwi)
dehydroepiandrosteronu (DHEA) lub jego siarczanu; (Obnizone wydzielanie
DHEA(S) przez nadnercza nie idzie bynajmniej w parze z obnizonym poziomem
hormonu adrenokortykotropowego (ACTH), ktéry zwigzany jest z regulacja kra-
zacego we krwi kortyzolu)

c) somatopauza, trzeci filar uktadu endokrynowego, zapewniajacy synteze czyn-
nika witalnos$ci, za jaki uwaza sie insulinopodobny czynnik wzrostu | (IGF-1), syn-
tetyzowany w watrobie pod indukujagcym wptywem hormonu wzrostu (GH),
wydzielanego przez przysadke. W przyczynie powstawania somatopauzy podnosi
sie niewydolno$¢ osi podwzgo6rzowo-przysadkowej, przy czym tzw. nadrzedny me-
chanizm czasu biologicznego zlokalizowany jest w podwzgérzu, poniewaz soma-
totropina przysadkowa moze by¢ wydzielana w wystarczajgcej ilosci nawet u bardzo
podesztych wiekiem starcow przy podawaniu peptydow stymulujgcych uwalnianie
GH. Poniewaz istniejg powazne roznice gatunkowe w wyrazaniu symptomow an-
dropauzy u poszczeg6lnych ssakéw, nalezy zauwazy¢ problem, ze u ludzi wigkszos$¢
obserwacji dotyczy stwierdzanego niedobom (na obwodzie) wolnego testosteronu
przy braku zmian (lub podwyzszeniu) poziomow gonadotropin, co sugeruje pierwotny
defekt gonady (komorek Leydiga). U szczura z kolei (u wiekszosci ras, jakkolwiek
nie u wszystkich) niedobo6r krgzgcego testosteronu, przypisuje sie suboptymalnej
stymulacji jego sekrecji w gonadzie wskutek obnizenia poziomu LH, co sugeruje
pierwotny defekt na poziomie osi podwzgo6rzowo-przysadkowej [2].

Jak wiadomo, prominentng role w regulacji mikro$rodowiska kanalika plemniko-
tworczego odgrywajg komorki podporowe Sertoliego, ktére moga jednak podtrzy-
mywac procesy rozwojowe tylko dla ograniczonej liczby komodrek game-
togenicznych. Jakiekolwiek zaktécenia w procesach rozwojowych uktadu rozrod-
czego moga prowadzié¢ do obnizenia liczby komdrek Sertoliego, co implikuje indy-
widualng zdolno$é osobnika do produkcji okreslonej liczby komaérek rozrodczych
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przez cate doroste zycie [6]. U wiekszos$ci ssakow, namnazanie komorek Sertoliego
wystepuje w trakcie zycia ptodowego i wkrotce po urodzeniu, u cztowieka ostatnia
falanamnazania ma miejsce okoto pokwitania i odtad liczebno$¢ komaérek Sertoliego
staje sie statym parametrem gonady. U szczura komorki Sertoliego namnazajg sie
ok. 19-20 dnia cigzy a proces ten zanika okoto dnia 15 po urodzeniu. Biorac
pod uwage stosunkowo dtugi okres czasu dojrzewania gonady u cztowieka (okoto
kilkunastu lat), przedziat czasu, w ktérym komorki Sertoliego narazone sg na szkod-
liwy wptyw ze strony Srodowiska jest znaczny. Ostatnio zatem zyskata na wadze
hipoteza wptywu na osobniczy rozw6j komorek Sertoliego (a przez to i osiggniecie
indywidualnej liczby wytwarzanych meskich komdrek rozrodczych) przez tzw. kse-
noestrogeny $rodowiskowe. Potwierdzeniem posrednim tej hipotezy staje sie wzra-
stajgca liczba osobnikéw z wnetrostwem, spodziectwem oraz nowotworami jadra
na wczesnym etapie ontogenezy.

2. PROCESY STARZENIA ZACHODZACE
W KOMORKACH LEYDIGA

Jak wspomniano we wstepie, przyjmuje sie, ze u cztowieka (i prawdopodobnie
u bragzowego szczura norweskiego) proces starzenia lezy w pierwotnym defekcie
gonady ($r6dmiagzsza), co objawia sie obnizeniem sekrecji i poziomu krazacego
(na obwodzie) wolnego testosteronu przy nieznacznych wahaniach poziomu hor-
mondw gonadotropowych [2]. (Bardziej szczeg6towe badania udowadniajg, ze po-
ziom np. hormonu LH jest niezmieniony w swojej catkowitej puli, jednak jedynie
tylko jego frakcja zachowuje bioaktywnos$¢). Jednak pojawia sie pytanie dlaczego
obnizajgce sie w plazmie poziomy testosteronu nie stymulujg na zasadzie odruchu
regulacyjnego, zwiekszenia sie poziomu LH czy tez GnRH (tzw. gonadoliberyny,
czyli czynnika uwalniajgcego hormony gonadotropowe). Przy braku dziatania me-
chanizmoéw wyréwnawczych nasuwa sie wniosek, ze takze w podwzg6rzu, w wyniku
procesOw starzenia, musi dochodzi¢ do obnizenia progu czutosci na ’luk odruchowy’
wywotywany przez testosteron. Tak wiec 0$ przysadkowo-podwzgdrzowa musi takze
ulega¢ zmianom, zachodzgcym pod wptywem procesu starzenia. Innym argumentem
dla obserwacji istotnego obnizenia poziomu wolnego testosteronu we krwi jest
wzrost (zalezny od wieku) poziomu tzw. globuliny wigzacej hormony pici (SHGB),
niemniej poniewaz klirens testosteronu nie wzrasta wraz z wiekiem, fakt obnizenia
sie wolnej frakcji testosteronu wskazuje jednak najego deficyt. Mechanizm obnizonej
steroidogenezy przez komorki Leydiga by¢ moze jest kluczem dla zrozumienia
procesu obnizenia funkcji reprodukcyjnych. Warto tu zaznaczy¢, ze u naczelnych
istnieje niejeden mechanizm steroidogenezy, wiodgcy do produkcji testosteronu.
Znane sg szlaki metaboliczne tzw. delta5 (uzyskanie testosteronu z androstendiolu)
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oraz deltad (uzyskanie testosteronu z androstenedionu). Istniejg pewne obserwacje
sugerujace, ze u starzejacych sie osobnikéw, zwtaszcza dochodzi do obnizenia wy-
dolnosci szlak delta5, przy czym szlak delta4 pozostaje na niezmienionym poziomie.
W wyniku stymulacji gonadotroping kosmoéwkowa (hCG) i cytrynianem klomifenu
(posrednio stymulujagcym produkcje testosteronu przez podwyzszenie poziomu LH)
gonady meskiej u starzejgcych sie osobnikéw stwierdzono obnizong odpowiedz
sekrecji testosteronu, co nasuwapodejrzenie stopniowej redukcji liczebnosci komorek
Leydiga wraz z wiekiem. Wydaje sie, ze obnizenie liczby komérek Leydiga wraz
z wiekiem nie jest wynikiem odrdznicowywania sie komadrek Leydiga, a formg
ich degeneracji. Jednocze$nie stwierdza sie wzrastajagcg liczbe wielojgdrzastych,
zwakuolizowanych komoérek podporowych z obfitymi kroplami ttuszczowymi. W
cytoplazmie (jak iwjgdrze komdrkowym) komorek Leydiga stwierdza sie pojawianie
ciatek wtretowych, odktadanie ziaren lipofuscyny, pomniejszenie gtadkiej siateczki
retikuloplazmatycznej i zmniejszenie liczby mitochondriéw.

Jak sygnalizowano wczes$niej [12], tkanka $r6dmigzszowa gonady meskiej u
szczura reaguje inaczej niz u naczelnych. U wiekszosci ras (zwaszcza rasy Sprague
Dawley) obserwuje sie rownolegly spadek poziomu krazgcego testosteronu jak i
hormonu lutotropowego, co sugeruje wydatniejszy udziat dysregulacji osi podwzgd-
rzowo-przysadkowej w procesie starzenia, u tego gatunku. Jednak jesli pierwotnym
defektem byta 0$ przysadkowo-podwzgérzowa (i obnizenie LH), to stymulacja go-
nady meskiej u tego gatunku przez podawany egzogenny LH (czy tez hCG) winno
przywrécié prawidtowe poziomy testosteronu. Ten efekt nie zostat jednak dos$wiad-
czalnie udowodniony (u szczuréw ras Long Evans, Wistar, Sprague-Dawley). W
wiekszosci badan poswieconych starzejacym sie szczurom udowodniono niezmie-
niong liczebno$¢ komorek Leydiga w gonadzie, przy tendencji nawetdo zwyzkowania
liczby (przerost kompensacyjny?), co moze sugerowac strukturalny defekt komorek
Leydiga (wraz z wiekiem), jakkolwiek na przyktad produkcja cCAMP w odpowiedzi
na stymulacje hCG lub LH przez komorki Leydiga (u starych osobnikéw) pozostaje
niezmieniona.

Szczegdlnie instruktywna wydaje sie réznica miedzy poszczeg6lnymi rasami
szczuréw w zaprzestawaniu funkcji rozrodczych i w transformacji komoérek gonady
w kierunku rozrostowym [2]. U starzejgcych sie szczuréw rasy Fischer, 100% osob-
nikow rozwija guza jagder w wieku 24 miesiecy. Niektore badania udowadniajg,
ze rozw0j guza powstaje w wyniku podwyzszonego poziomu (w surowicy) hormonow
steroidowych (np. progesteronu), ktdry poprzez sprzezenie negatywne wytgcza oS
podwzgdérzowo-przysadkowa, w tym utrudniajgc produkcje testosteronu. Naprzyktad
szczury rasy Sprague-Dawley (zyjace do 27 miesiecy), w wieku 24 miesiecy u
25% osobnikdw rozwijajg guz przysadki (adenoma), przy czym stajg sie one otyte,
zwieksza sie objeto$¢ krwi, przez co obniza sie stezenie krazacego testosteronu.
Szczury tej rasy, w wieku podesztym, majg rowniez tendencje do guzéw gonady,
jednak z mniejszg czestos$cig niz rasy Fischer. W odr6znieniu od obu tych ras,
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brazowe szczury norweskie raczej nie majg tendencji do guzéw litych w obrebie
uktadu rozrodczego, a przyrost wagi ciata u starszych osobnikéw jest umiarkowany.

3. KOMORKI SERTOLIEGO;
APOPTOZA A PROCES STARZENIA

Rola komorek Seroliego jest kluczowa dla funkcji jadra i spetnia sie poprzez
interakcje z testosteronem oraz folikulotropine, ktéra determinuje z kolei liczbe
tych komorek. Réwnowaga biologiczna i utrzymywanie statej liczby komdrek Se-
roliego jest zapewniana w negatywnym sprzezeniu pomiedzy FSH a estrogenami,
produkowanymi przez komérki podporowe [6]. Komorki Seroliego wchodzg w
liczne interakcje z szeregiem komorek obecnych na terenie gonady [1]. Oczywiscie
najwazniejsza z tych interakcji jest oddziatywanie komérek Seroliego z komorkami
rozrodczymi, ponad to utrzymujg one takze kontakt ze swoimi wiasnymi wypustkami,
tworzgc bariere tkankowa, jak réwniez pojawiajg sie interakcje miedzy komérkami
podporowymi a mioidalnymi komaérkami peritubulamymi (istnieje posredni kontakt
miedzy tymi komdrkami przez btone podstawng). Istniejg takze skomplikowane
relacje pomiedzy komdérkami Seroliego i Leydiga, zwiaszcza w trakcie determinacji
rozwoju gonady meskiej i pézniejszego jej dojrzewania. Testosteron i FSH nie
oddziatywujg bezposrednio na komoérki rozrodcze i potrzebujg posrednictwa komorek
Seroliego, ktore jako jedyne posiadajg receptory na FSH, zaréwno na powierzchni
komarkijak iwjadrze komérkowym. Androgenowy receptor wjadrze komoérkowym
wystepuje jako zaktywowany ligandem czynnik transkrypcyjny, natomiast na po-
wierzchni komarki receptor dla FSH sprzezony jest z biatkiem G. W powyzszy
spos6b moze nastapi¢ uruchomienie transkrypcji wielu gendw przez komoérki Se-
roliego. Poprzez komorki Seroliego przeptywajg zatem skomplikowane sygnaty,
przekazywane dlardznicujacych sie komorek gametogenicznych, natomiast komdrka
Seroliego przez swoje receptory moze generowac impuls pozytywny dla proliferacji
lub réznicowania tych komorek (za posrednictwem czynnika wzrostu i proto-on-
kogendw) lub tez sygnat Smierci. Ta rGwnowaga jest utrzymywana zarébwno wobec
komorek gametogenicznych jak i wobec komorek Leydiga. Na przyktad czynnik
wzrostu SF {Steelfactor) ulega ekspresji na komérkach Seroliego i poprzez swdj
receptor c-kit, obecny na spermatogoniach powoduje utrzymywanie puli sperma-
togonii (proliferacja) oraz ich réznicowanie [11]. Ponad to na komdrkach Seroliego
obecne sg inne wazne czynniki wzrostu, jak IGF-I, naskérkowy czynnik wzrostu
(EGF), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF) i wiele innych. Wszystkie
one sa inhibitorami apopotozy, poniewaz sg czynnikami indukujacymi wzrost ko-
morkowy poprzez receptory, ktére znajduja sie na komorkach gametogenicznych
z poszczeg6lnych faz réznicowania. Jednak przetgczenie sie komorek Seroliego
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na tzw. sygnat $mierci poprzez FasL stanowi réwniez o odwrotnej funkcji tej komarki
(receptor Fas znajduje sie w spermatocytach). Nasilenie apoptozy moze z kolei
odbywac sie przez zwiekszong temperature, ekspozycje na substancje toksyczne
(np. ksenoestrogeny), niedob6r hormonalny (w tym hormonéw piciowych). Zwta-
szcza te dwa ostatnie czynniki, towarzyszace procesowi starzenia, moga wywotywaé
nasilenie proceséw apoptozy.

Istnieje szereg czynnikow, ktére mozna sklasyfikowac jako proapoptotyczne lub
hamujace proces apoptozy [7], jednak ich rola moze sie zmienia¢ w zaleznoSci
od stadium zréznicowania nabtonka plemnikotwdérczego, ponad to liczba czynnikéw
i gendéw zaangazowanych w proces apoptozy jest nader liczna i stale sie poszerza.
Do hamujgcych proces apoptozy nalezy zestaw czynnikdw nalezgcy do rodziny
Bcl-2, kodowany przez gen bcl-2, ktéry kontroluje takze proces réznicowania ko-
morek hematopoetycznych oraz komorek nerwowych. Zidentyfikowano szereg ho-
mologdéw biatek rodziny Bcl-2, jedna z nich zwana Bax, wigze sie jako heterodimer
z Bcl-2, a stosunek biatek Bcl-2 do Bax jest decydujaca dla skierowania komérek
na tor zycia lub $mierci. | tak podwyzszone poziomy Bcl-2 powodujg utrzymywanie
sie komarek przy zyciu, natomiast przewaga Bax powoduje przyspieszenie ich $mier-
ci. Z kolei inny czynnik, Bcl-x, powoduje podobny efekt jak Bax. Gen bcl-x ulega
alternatywnemu sktadaniu i koduje dwa r6zne biatka Bcl-xL oraz Bcl-xS, z czego
pierwszy z nich promuje przezycie komorki, natomiast drugi jest antagonista Bcl-2.
W myszach transgenicznych, stwierdzono, ze Bcl-2 ulega ekspresji gtéwnie w sper-
matogoniach iwczesnych spermatocytach, jednak w naturze Bcl-2 i Bcl-x nie ulegajg
ekspresji w spermatogoniach. Jednak Bax moze poprzez asocjacje z innymi czyn-
nikami nalezgcymi do rodziny Bcl-2 powodowac¢ $mier¢ spermatogonii. Podobnie
moga zachodzié¢ procesy apoptozy w komérkach Leydiga, jednak nie stwierdzono
czynnikéw Bcl-2 i Bel-xI w interstycjum (promujace przezycie), jakkolwiek przej-
sciowo na komorkach Leydiga byto obecne biatko Bax (wywotujgce Smieré¢ komarki)
pod wplywem cytotoksycznej dla komérek Leydiga substancji EDS (14; etano-
dimetanosulfonate). Oprécz tego do rodziny biatek bioragcych udziat w regulacji
apoptozy nalezg rodzina kaspaz i ostatnio badane w naszym zespole biatko p53.
Jednak biatko to ujawnia zwitaszcza swojg role w przypadku mutacji, tj. przy od-
transformowaniu komérek w kierunku nowotworowym. Uwaza sie, ze prawidtowe
p53 kontroluje pozytywnie Bax (w tym znaczeniu nasilatoby apoptoze) [18].

4. ROLA BIALKA CREM W SPERMATOGENEZIE:
APOPTOZA A ROZNICOWANIE KOMOREK

W przebiegu prawidtowego procesu spermatogenezy cze$¢ komorek (szczeg6lnie
w fazie mejozy) ulega apoptozie. W ten spos6b eliminowane sg komorki niepra-
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widtowe, a takze hamowana ewentualna niekontrolowana proliferacja. Wysoko
wyspecjalizowany mechanizm regulacji transkrypcji jest gwarancjg prawidtowej
ekspresji genéw w poszczegblnych stadiach réznicowania komdérek gametogeni-
cznych. lIstniejg dane, iz czynniki transkrypcyjne ulegajg odmiennej regulacji w
komdrkach gametogenicznych, np. TATA-binding protein wykazuje znacznie sil-
niejsza ekspresje w tkance jadra niz w komoérkach somatycznych [15]. Spos$rod
licznych czynnikdw transkrypcyjnych biatko CREM (cAMP response element mo-
dulator), czynnik transkrypcyjny zalezny od cAMP, wydaje sie by¢ kluczowy dla
prawidtowego réznicowania nabtonka plemnikotwdrczego.

Wewnatrzkomoérkowy poziom cAMP jest regulowany przede wszystkim przez
cyklaze adenylanowg. Aktywnos¢ tego enzymu jest z kolei modulowana przez liczne
zewngtrzkomaorkowe czynniki, zaposrednictwem receptoréw btonowych zwigzanych
z biatkami G. Zwiekszony poziom cAMP w komorce bezposrednio aktywuje kinaze
biatkowg A, ktdrej podjednostka katalityczna powoduje fosforylacje biatek. Stopien
ufosforylowania czynnikéw transkrypcyjnych w jadrze komérkowym wydaje sie
bezposrednio modulowac ich funkcje, a co za tym idzie ekspresje cCAMP-zaleznych
gendw. Zatem, zwigzanie specyficznego liganda z receptorem powoduje aktywacje
lub zahamowanie cAMP-zaleznej drogi przekazywania sygnatu, a w konsekwencji
regulacje transkrypcji licznych genéw majgcych w sekwencji promotora tzw. cAMP
responsive element (CRE), czyli odcinek wigzacy czynniki transkrypcyjne zalezne
od cAMP (rys. 1).

Wz6r ekspresji biatka CREM w tkance jadra sugeruje jego istotng role w przebiegu
procesu spermatogenezy. W jadrze przedpokwitaniowym ekspresji ulega forma re-
presorowa tego biatka, natomiast w tkance dojrzatego jadra wykryto aktywujgcg
jego izoforme - CREM x[4]. Transkrypt CREMt pojawia si¢ w stadium pachy-
tenowych spermatocytdw, natomiast produkt biatkowy tego genu wykrywa sie w
pdzniejszych stadiach r6znicowania komdrek postmejotycznych. Jest ono szczegdlnie
specyficzne dla okragtych spermatyd gtéwnie w stadium VII i VIII r6znicowania
nabtonka plemnikotwdérczego, a jego transkrypcja zanika w stadium 1X [3]. Ana-
lizowano geny, ktore ulegaja transkrypcji réwnolegle z pojawieniem sie biatka CREM
w komorkach i majg w sekwencji swego promotora element CRE. Udowodniono,
Zze co najmniej cztery z nich: RT-7 [3], transition protein-1 [8], konwertaza an-
giotensyny [19] i kalspermina [16], podlegajg regulacji poprzez biatko CREM.
W celu analizy funkcji biatka CREM, u myszy wprowadzono mutacje tego genu
w domenie odpowiedzialnej zawigzanie zDNA. Mutacja ta powodowata inakty wacje
wszystkich izoform biatka CREM. Myszy wykazywaly prawidtowg budowe iciezar
ciata. Heterozygoty cechowata obnizona ptodnosé. Obserwowano u nich 46% re-
dukcje liczby plemnikéw w ejakulacie, atakze obnizenie ich ruchliwosci izwiekszony
odsetek plemnikéw morfologicznie nieprawidtowych. U homozygot obserwowano
redukcje ciezaru jader i brak plemnikéw w ejakulacie, co w efekcie dawato catkowitg
sterylno$¢ samcéw. Samice natomiast byty ptodne i mialy prawidtowa budowe
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RYSUNEK 1. Schemat szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od cCAMP: R - receptor; G - biatka G;
AC - cyklaza adenylanowa; PKA - kinaza biatkowa A; R - podjednostka regulatorowa kinazy biatkowej
A; C - podjednostka katalityczna kinazy biatkowej A; CRE - sekwencja regulatorowa w promotorze
zalezna od cAMP

jajnikéw [13]. Analiza anatomiczna nabtonka plemnikotwo6rczego wykazata redukcje
$rednicy kanalika nasiennego 020-30% ibrak prawidtowej fali spermatogenetycznej.
Wykazano zatrzymanie spermatogenezy na etapie wczesnych spermatyd, natomiast
komorki Sertoliego byty prawidtowe [13]. Interesujace jest, ze u pacjentéw cier-
piacych na zaburzenia spermatogenezy (areszt spermatogenezy na etapie sperma-
tocytéw lub zesp6t samych komorek Sertoliego) wykazano réwniez brak ekspresji
czynnika CREM [10]. Analiza mikroskopowa kanalikéw nasiennych wykazata dzie-
sieciokrotnie wigkszg liczbe gametogenicznych komérek apoptotycznych u myszy
ze zmutowanym genem CREM, natomiast nie stwierdzono nasilonej apoptozy w
innych liniach komdrkowych u tych myszy.

Pozwala to na stwierdzenie, ze brak biatka CREM powoduje nie tylko zaburzenie
dojrzewania komdrek gamatogenicznych, ale takze skierowanie ich na droge apo-
ptozy. Funkcja biatka CREM zwigzana ze $miercig komorek ograniczona jest tylko
do komorek postmejotycznych. Ekspresja czynnika CREM jest regulowana przez



KOMORKI GONADY MESKIEJ W PROCESIE STARZENIA SIE 55

hormony przysadki mézgowej. Chirurgiczne usuniecie przysadki u dorostych szczu-
réw prowadzito do utraty ekspresji CREMt w jadrach tych zwierzat, u osobnikéw
przedpokwitaniowych natomiast, po usunieciu przysadki nie nastepowato zapoczat-
kowanie transkrypcji tego genu w przebiegu rozwoju osobniczego [4]. Gonadotropiny
przysadkowe zatem, majg wpltyw zar6wno na uruchomienie transkrypcji genu
CREMt w pachytenowych spermatocytach, jak i na utrzymanie odpowiedniego
poziomu ekspresji tego genu u dorostych osobnikéw.

5. UWAGI KONCOWE

Jednym z najbardziej fascynujacych zjawisk, nie do konca poznanych, jest nie-
jednakowa u réznych osobnikdw meskich utrata funkcji rozrodczych, ktére niekiedy
moga by¢ zachowane do korica zycia. U niektérych osobnikéw obserwuje sie ob-
nizenie liczby plemnikéw, u innych za$ catkowite zahamowanie procesu spermato-
genezy, na réznych jego etapach, tj. na poziomie spermatyd, spermatocytéw, badz
spermatogonii. Nadzwyczaj skomplikowane procesy kontrolujgce spermatogeneze
i wielo§¢ wptywajacych na nig czynnikéw wykluczaja jednolity charakter zablo-
kowania spermatogenezy w podesztym wieku. Moze to byé cecha konstytucyjna
(dziedziczna), wynikajaca z mutacji (np. w obrebie genu kodujgcego CREM) lub
licznych czynnikéw $rodowiskowych.

W przedstawionym referacie podjeliSmy prébe charakterystyki podstawowych
czynnikdw molekularnych wptywajgcych na spermatogeneze, tj. apoptozy i regulacji
transkrypcji oraz zarys skomplikowanej gry hormonalnej. Nalezy sadzi¢, ze stoimy
dopiero u progu rozpoznawania czynnikéw molekularnych, ktérych charakterystyka
pozwoli dopiero na leczenie przyczynowe nieptodnosci u osobnikéw meskich.
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ZWIAZANE ZE STARZENIEM MODYFIKACJE
W DZIALANIU HORMONOW UWARUNKOWANE
ZMIANAMI NA POZIOMIE RECEPTOROWYM
| EFEKTOROWYM

CHANGES IN HORMONE RECEPTORS
AND SIGNAL TRANSDUCTION DURING AGING

Zbigniew KMIEC

Katedra Histologii i Immunologii Akademii Medycznej w Gdansku

Streszczenie: Starzeniu sie ludzi i zwierzat towarzysza zmiany w dziataniu wielu hormondéw na komorki
docelowe. Zwigzane ze starzeniem modyfikacje w funkcjach biatek G przyczyniajg sie do obnizenia
odpowiedzi wielu narzadéw na stymulacje alfa-, a szczegdlnie beta-adrenergiczng. Natomiast w watro-
bie ssakéw wraz z wiekiem ros$nie aktywno$¢ cyklazy adenylanowej w wyniku wzrostu ilosci receptoréw
p-adrenergicznych. Wraz z wiekiem ulega obnizeniu aktywnos¢ fosfolipazy C, co prowadzi do zmniej-
szonego uwalniania trojfosforanu inozytolu i jondw wapnia. Podczas starzenia sie szczura ilos¢ recep-
toréw insuliny w komérkach nie zmienia si¢, natomiast zaburzenia zachodzace w mechanizmach
autofosforylacji czgsteczek receptora moga by¢ czeSciowo odpowiedzialne za towarzyszace starzeniu
zjawisko opornosci tkanek i narzadéw na dziatanie insuliny. U ludzi po 60 roku zycia obniza sie ilo$¢
receptoréw hormonu wzrostu w podwzgérzu i hipokampie oraz w tkankach obwodowych, za$ u starych
myszy wykazano zaburzenia w wewngtrzkomoérkowej transdukcji sygnatu.

(Postepy Biologii Komorki 1999; Supl. 13:57-68)

Stowa kluczowe: starzenie sig; receptory hormonéw; uktady transdukcji.

Summary: Aging process is associated with disturbances in hormone action. Age-related modifications
of G-proteins result in diminished alpha- and beta-adrenergic responsiveness in many tissues and organs.
However, in liver the number of p-adrenergic receptors and the activity of adenylyl cyclase increases in
the course of aging. Phospholipase C activity decreases with age. There is no change in the number of
insulin receptors as rat age, however, autophosphorylation of receptor is disturbed. The number of growth
hormone receptors in hypothalamus, hippocampus and in peripheral tissues decreases during human
aging, and deterioration of GH signal transduction was found in aged mice. Studies aimed at the
elucidation of age-related alterations in hormonal signal transduction may be important for rational
therapy of the elderly.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 57-68)
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WSTEP

Cechg proceséw starzenia sie jest postepujgce obnizenie zdolno$ci adaptacyjnych
do zmieniajacych sie warunkéw $rodowiska zewnetrznego i wewnetrznego. Mo-
dyfikacje zachodzace w trakcie starzenia sie¢ w strukturze i funkcji organizmdw
nie powstajg jedynie wskutek prostego sumowania sie zmian na poziomie komadrek
i narzgdow, lecz sg takze skutkiem zaburzeA w systemach integrujagcych czynnosci
organizmu: w uktadzie nerwowym oraz w ukladzie gruczotéw wydzielania we-
wnetrznego. W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat uzyskano szereg informacji, czesto
sprzecznych lub niejednoznacznych, wskazujgcych na towarzyszgce starzeniu za-
burzenia w uktadach regulacji hormonalnej oraz zmiany w dziataniu hormonéw
na starzejgce sie organizmy [21]. W trakcie ostatnich 15 lat, wraz z poznawaniem
struktury receptoréw hormonalnych oraz wewngatrzkomdrkowych uktadéw prze-
kazywania sygnatu, pojawity sie mozliwosci wyjasnienia komdrkowych i mole-
kularnych mechanizméw odmiennego dziatania hormondow na komorki i narzady
osobnikéw w podesztym wieku. Sposréd kilkunastu znanych uktadow transdukcji
sygnatu hormonalnego tylko kilka stato sie przedmiotem badan gerontologicznych.
Do najintensywniej zbadanych naleza mechanizmy zwigzane z przekazaniem sty-
mulacji adrenergicznej oparte o synteze wtérnych przekaznikéw: cyklicznego 37,5°-
adenozynomonofosforanu (cAMP) oraz tréjfosforanu inozytolu (IP3).

1. AKTYWACJA CYKLAZY ADENYLANOWEJ
PRZEZ ZWIAZKI ADRENERGICZNE

Najlepiej scharakteryzowano towarzyszgce starzeniu modyfikacje w jednym z
najwazniejszych uktadéw transdukcji sygnatu, jaki stanowi receptor beta-adrener-
giczny, sprzezone z nim biatka G, cyklaza adenylanowa oraz kinazy aktywowane
przez cykliczny AMP.

W wielu modelach doswiadczalnych (tab. 1) wykazano zmniejszona wrazliwos$é
komoérek roznych tkanek i narzadow starych zwierzat w stosunku do agonistow
beta-adrenergicznych, przy czym ilo$¢ (gesto$¢) receptoréw w bionie wiekszosci
narzagdow i tkanek zasadniczo nie ulegata zmianie [4,8,35,37]. Wyniki wielu prac
wskazujg na to, ze zjawisko to spowodowane jest zmianami o charakterze post-
receptorowym, ktore dotyczg biatek G sprzegajacych biatka receptorowe z cyklazg
adenylanowg i innymi ukladami efektorowymi. Biatka G majg strukture hetero-
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TABELA 1 Wplyw starzenia na systemy transdukcji aktywowane przez zwigzki beta-adrenergi-
czne w komérkach i narzadach szczura

Narzad Receptor/ efektor
Serce receptor 3
(lewa komora cAMP

biatka G
lzolowane receptory pl i (2

kardiomiocyty CA biatko G®

Tetnice krezkowe reeptory p cAMP

Komorki reeptory P

ttuszczowe lipoliza
biatko Gsoc

Tkanka izoformy

tluszczowa z6tta biatek G

Brunatna tkanka receptory pi i P3

tluszczowa cAMP
Slinianki receptor P
Mézgowie aktywnos$¢ CA
Mo6zdzek aktywno$¢ CA
Watroba receptor P

aktywno$¢ CA

Watroba podjednostki
biatek G

Wptyw starzenia

Wiek: 7, 15 i 25 m-cy. Podobna ilo$¢ (gestos$¢ receptorow;
podstawowa i stymulowana produkcja cAMP u starych
zwierzat obnizona o 30-43%; ilo$¢ podjednostek Gs
mniejsza, a Gj - wieksza u starych zwierzat 37,42
Wiek: 2, 8 i 24 m-ce. Zalezne od wieku: spadek
kurczliwosci miocytéw po selektywnej stymulacji pi i P2,
spadek ilosci receptoréow pi, spadek podstawwej i
stymulowanej aktywnosci CA; brak wptywu wieku na
aktywnos$¢ kinazy receptora oraz ilosci biatka Gj 52

Wiek: 3, 10 i 24 m-ce. Mniejsza synteza cAMP pod
wptywem izoproterenolu u starych zwierzat; podobna
gesto$¢ receptoréw 3 4

Wiek: 6 i 24 m-ce. Stabsza stymulacja lipolizy w
adipocytach starych szczuréw wskutek obnizonej aktywacji
CA wywotanej zmniejszong ekspresjg receptoréw bl i p3-
adrenergicznych; podobny poziom G,oc 3

Wiek: 3124 m-ce. U starych zwierzat kilkakrotnie wigksza
zawarto$¢ podjednostek Gp oraz Gial i GIp®, taka sama
ilo$¢ izoform GjOt3 oraz podobna ilo$¢ Gea 16

Wiek: 4 i 24 m-ce. Spadek z wiekiem o0 50% ilosci mMRNA
receptoréw pi i 33 oraz aktywnosci CA uwarunkowany
prawdopodobnie spadek ilosci podjednostek
katalityczznych CA 41

Wiek: 4, 12 i 24 m-ce. Podobna ilo$¢ receptoréw p,

z wiekiem spadek sekrecii biatka w $liniance przyusznej,
ale nie podzuchwowej 3

Wiek: 2i 19 m-cy. W korze mézgowej i prazkowiu starych
zwierzat obnizona podstawowa i stymulowana dopaming
aktywno$¢ CA 5

Wiek: 3 i 20 m-cy. Obnizona ilo$¢ receptorow
p-adrenergicznych i podstawowa (niestymulowana)
aktywnos$¢ CA ustarych zwierzat, stymulowana aktywno$é
CA podobna w obydwu grupach 3

Wiek: 6,12,24,30 m-cy. Wzrost 0 200-300% podstawowej
i stymulowanej katecholaminami aktywnosci CA miedzy
6 a 24 m-cem; wzrost ilosci receptoréw P w btonach
komérkowych17

Wiek: 6,12, 8 i 24 m-ce. Brak zmian w ilo$ci podjednostek

a i P biatek Gs i Gj; stymulowana toksyng cholery ADP-
rybozylacja G, (ale nie G;) nizsza u starych zwierzat 8

CA, cyklaza adenylanowa; Gj, Gs, GP, podjednostki biatka G
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trimeréw zbudowanych z podjednostek a, p iy, przy czym biatko Gs- stymulujace
oraz biatko Gj - hamujgce aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej, w zasadzie rdznig
sie tylko strukturg podjednostki a, ktéra z tego wzgledu oznaczana jest jako Gsa
oraz GjOt. W réznych uktadach doswiadczalnych zaobserwowano (tab. 1), ze starzeniu
towarzyszy albo brak zmian w sktadzie biatek G, albo spadek zawartosci w bionach
komorkowych podjednostek Gs [37] lub wzrost zawarto$ci podjednostek hamujgcych
Gj [16]. R6znorodno$¢ uzyskanych wynikéw zwigzana jest tez z tym, ze znanych
jest kilkanascie typow podjednostek a réznigcych sie masg czasteczkowa, wta-
Sciwosciami immunologicznymiifunkcjonalnymi. Nie wyjasnionojeszcze, czy zaob-
serwowane zmiany iloSciowe spowodowane sg modyfikacjami zachodzgcymi w
trakcie starzenia sie w procesach transkrypcji, translacji czy tez na etapie obrobki
potranslacyjnej. Aktywnos$¢ kinazy receptora beta-adrenergicznego ((3ARK), waz-
nego enzymu kontrolujgcego desensytyzacje receptora, byta niezmieniona w kar-
diomiocytach starych szczuréw [50]. Chociaz aktywno$¢ cyklazy adenylanowej,
stymulowana przez niespecyficzne zwiazki (takie jak forskolina) w wiekszos$ci ba-
danych narzagdow nie ulega zmianie podczas starzenia sie zwierzat [20], to w nie-
ktdrych tkankach ilo$¢ podjednostek katalitycznych enzymu ulega zmniejszeniu
[41,44].

W przeciwienstwie do wiekszosci narzgddw, w ktérych zaobserwowano zmniej-
szong w starzeniu wrazliwo$¢ wobec katecholamin, w izolowanych komorkach
starych szczuréw zaobserwowalismy zwiekszone uwalnianie glukozy pod wptywem
adrenaliny w porownaniu do miodych zwierzat [22]. Efekt ten wynikal prawdo-
podobnie ze swoistego dla watroby zwiekszenia w trakcie starzenia sie o ok. 50%
ilosci receptoréw beta-adrenergicznych [17,42]. Zjawisku temu towarzyszyt istotny
wzrost aktywnosci cyklazy adenylanowej pod wptywem adrenaliny [17] lub izo-
proterenolu [17,42], ktory byt spowodowany zaleznymi od wieku funkcjonalnymi,
ale nie strukturalnymi, zmianami biatka Gs [8]. Tak wiec u szczura znamienng
ceche starzenia sie watroby stanowi podwyzszenie aktywnosci cyklazy adenylanowej
pod wptywem katecholamin. Innym narzadem, w ktérym zaobserwowano zwigzany
ze starzeniem sie wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej (stymulowanej przez for-
skoling), jest rdzen nadnerczy szczura [46].

Badania dotyczace wrazliwosci komorek i narzagdéw starzejacych sie ludzi na
stymulacje beta-adrenergiczng sg niejednoznaczne. Dobrze udokumentowane jest
obnizenie wrazliwosci uktadu sercowo-naczyniowego wobec agonistow beta-adre-
nergicznych u ludzi w podesztym wieku [25]. Zaobserwowano, ze wraz z rosngcym
wiekiem ludzi w limfocytach dochodzi do zmniejszenia syntezy cAMP pod wptywem
izoproterenolu z powodu zmienionego oddziatywania miedzy agonista a receptorami
0 wysokim powinowactwie [11]. Biatka G izolowane z bton komérkowych gra-
nulocytow lub limfocytéw ludzi w podesztym wieku cechowaly inne wiasciwosci
strukturalne i czynno$ciowe w poréwnaniu do biatek G uzyskanych z komoérek
krwi mtodych ludzi [9]. Natomiast inni autorzy, badajgc jednojgdrzaste komorki
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krwi wykazali, ze w trakcie starzenia si¢ nie zmienia sie ani ilo§¢ obecnych w
btonie komérkowej stymulujgcych lub inhibujacych podjednostek biatka G, ani
tez ich aktywno$¢ w odpowiedzi na dziatanie specyficznych agonistéw [1]. RO6wniez
odpowiedz? lipolityczna (mierzona przyrostem stezenia wolnych kwaséw ttuszczo-
wych i glicerolu w surowicy krwi) wywotana dozylng infuzjg izoproterenolu byta
podobna u ludzi miodych i w podesztym wieku [19].

2. AKTYWACJA FOSFOLIPAZY C
PRZEZ ZWIAZKI ALFA-ADRENERGICZNE

Drugim, obok cyklazy adenytanowej, waznym enzymem btony komorkowej ucze-
stniczagcym w przekazywaniu pobudzenia komorki przez szereg hormondw jest fo-
sfolipaza C, ktdra katalizuje rozktad dwufosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2), do
wtdrnych przekaznikéw sygnatu: tréjfosforanu inozytolu (IP3) oraz dwuacyloglice-
rolu (DAG). W trakcie starzenia sie szczura w $liniance przyusznej dochodzi pod
wptywem stymulacji alfa-adrenergicznej do zmniejszenia syntezy IP3 [29] oraz
mniejszego wzrostu wewnatrzkomdrkowego stezenia wapnia [33]. Efekt ten nie
bytjednak spowodowany spadkiem aktywnosci fosfolipazy C lub iloSci sprzegajacego
biatka Ga”, ale zmienionym oddziatywaniem miedzy receptorem alfa-adrenergi-
cznym a biatkiem Gagq [40]. Zachodzacy pod wptywem pochodnej witaminy D3
[OH]2D3 w homogenatach dwunastnicy starych szczuréw wzrost poziomu IP3 oraz
DAG byt wyraznie mniejszy w poréwnaniu do mtodych zwierzat, jednak mechanizm
tego zjawiska nie zostat jeszcze wyjasniony [7].

Wydaje sie, ze u ludzi w zaawansowanym wieku w krwinkach biatych dochodzi
do stabszej aktywacji fosfolipazy C. Wykazano m.in., ze granulocyty obojetnochtonne
starych ludzi uwalniaty pod wptywem peptydu FMLP znacznie mniej IP3 niz gra-
nulocyty mtodych oséb, przy czym ilos¢ btonowych receptoréw tego zwiagzku byta
jednakowa w obydwu grupach wiekowych [12].

3. RECEPTORY WYKAZUJACE AKTYWNOSC
KINAZY TYROZYNOWEJ

Szereg polipeptydowych czynnikéw wzrostu dziata na komérki za posrednictwem
receptoréw btonowych, ktére po zwigzaniu liganda wykazujg aktywnos$¢ kinazy
zardwno w stosunku do miejsc tyrozynowych cytoplazmatycznej podjednostki re-
ceptora, jak i do biatkowych substratéw cytoplazmatycznych. Wptyw starzenia na
ten typ transdukcji sygnatu zostat dotychczas opisany dla insuliny i hormonu wzrostu.
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3.1. Wplyw starzenia na reaktywnos$¢ tkanek wobec insuliny

Starzeniu sie ludzi i zwierzat towarzyszy zjawisko zmniejszonej wrazliwosci
tkanek wobec insuliny charakteryzujace sie podwyzszeniem stezenia insuliny we
krwi przy normalnym poziomie glikemii [6,30]. Wykazano przy tym ostatnio, ze
pewne narzgdy starych szczurow nie tracg wrazliwosci na insuline (np. miegsien
czterogtowy uda), podczas gdy takie narzady lub tkanki, jak przepona lub tkanka
tluszczowa, wykazujg opornos$é na dziatanie insuliny [10]. Jednym z mozliwych
mechanizmow prowadzacych do zwigzanej ze starzeniem opornosci na insuline
moga by¢ zmiany w ilosci receptordw insuliny, ich strukturze lub procesie transmisji
sygnatu. Dane przedstawione w tabeli 2 wskazujg nato, ze ilo$¢ czasteczek receptora
insuliny nie ulega wraz z wiekiem zmianie, natomiast zmniejszenie aktywnoSci
kinazy receptora insuliny obniza poziom aktywacji czgsteczki receptora.

TABELA 2. Wptyw starzenia na receptor insuiny i transdukcje sygnatu w tkankach szczura

Badany uktad Charakterystyka wynikow

Komorki ttuszczowe Wiek: 3 i 24 m-ce. 1l0$¢ receptoréw i ich powinowactwo nie zmienione,
szybkos$¢ autofosforylacji czgsteczek receptora starych zwierzat nizsza
0 40% z powodu defektu w strukturze czgsteczki receptora

Watroba aktywno$¢ Wiek: 3i24 m-ce. Niestymulowana aktywno$é¢ KRI podobna, maksymalna
KRla aktywnos$¢ KRI nizsza o potowe w watrobie starych zwierzat, co prowadzi
do zmniejszonej fosforylacji tyrozyny w podjednostce 3 receptora 3L

Watroba aktywno$¢ Wiek: 3 i 26 m-cy. W btonach komdrkowych starych szczuréw insulina

KRIla 0 50% stabiej aktywuje KRI, natomiast aktywnos$s¢ cytoplazmatycznej
biatkowej fosfatazy tyrozynowej defosforylujgcej podjednostke 3 receptora
wyzsza 0 30% 3R

Watroba i miesien  Wiek: 2, 5, 12, 20 m-cy. Brak zwigzanych z wiekiem szmian w ilosci

P1-3KB czasteczek receptora u starych zwierzat zmniejszona o 25%
autofosforylacja receptora oraz o 70% aktywnos$¢ PI1-3K, przy
niezmienionej liczbie czasteczek tej kinazy 2

Rozne narzady Wiek: 7 i 22 m-ce. Zawarto$¢ mRNA receptora insuliny [egzon 11+]
znamiennieg]_iZsza w watrobie,.mies’nLu i sercu starych zwierzat 48
KRI, kinaza receptora insuliny, PI1-3K, 3 kinaza fosfatydyloinozytolu.

3.2. Zmiany transdukcji sygnatu
wystepujgce w osi somatoliberyna-hormon wzrostu-somatomedyny

Ztozono$¢ zwigzanych ze starzeniem zmian w uktadzie hormonalnym dobrze
ilustrujg modyfikacje osi somatoliberyna (GHRH) - hormon wzrostu (GH)-soma-
tomedyny. W wielu pracach wykazano, ze starzeniu towarzyszy postepujacy spadek
wydzielania hormonu wzrostu u ludzi i zwierzat [28] oraz spadek syntezy po-
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wstajagcego pod wptywem GH insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1), dawniej
zwanego somatomedyng C [14]. Uwaza sig, ze zmiany w funkcjonowaniu osi GH-IGF
przyczyniajg sie do wystgpienia charakterystycznych dla starzenia zmian skiadu
ciata, takich jak: zmniejszenie masy miesniowej i sity miesni, utrata masy kostnej
i wzrost zawartosci tkanki ttuszczowej. Obnizenie sekrecji hormonu wzrostu u 0s6b
w podesztym wieku spowodowane jest wieloma czynnikami. W badaniach auto-
psyjnych wykazano, ze wraz z rosngcym wiekiem ludzi w wielu rejonach moézgu
(np. w podwzgo6rzu, hipokampie, przysadce mdézgowej, splocie naczynidowkowym,
skorupie) wyraznie maleje ilo§¢ miejsc wigzacych znakowany hormon wzrostu [24],
co prawdopodobnie prowadzi do nieadekwatnej odpowiedzi neuronéw wydziela-
jacych somatoliberyne wobec zmian w stezeniu GH w surowicy krwi. W trakcie
starzenia sie ludzi dochodzi tez do zmniejszenia wrazliwo$é komérek somatotro-
powych przysadki mézgowej w stosunku do somatoliberyny oraz wielu innych
czynnikéw stymulujgcych [14,15].

Innym czynnikiem istotnym dla zmniejszenia aktywnos$ci GH w trakcie starzenia
sie moga by¢ zmiany w poziomie biatek surowicy krwi przenoszacych ten hormon
do tkanek oraz modyfikacje komérkowych receptoréw GH. Stwierdzono, ze u ludzi
poziom biatka surowicy wigzacego hormon wzrostu (GHBP) jest stabilny miedzy
20 a 60 r. z., a nastepnie maleje progresywnie o okoto 50% miedzy 60 a 98
rokiem zycia [27]. Poniewaz GHBP stanowi w istocie zewngtrzkomo6rkowy fragment
(ektodomene) receptora GH, ktora ulega dysocjacji pod wpltywem enzymdw pro-
teolitycznych, stezenie tego biatka odzwierciedla ilos¢ czasteczek receptora hormonu
wzrostu w bionach komdrkowych. Przedstawione dane sugerujg wiec, ze towa-
rzyszacy zaawansowanej fazie starzenia spadek ilosci czasteczek receptorow GH
w btonach komadrkowych, mogtby by¢, obok zmniejszonego wydzielania hormonu,
dodatkowym czynnikiem powodujgcym zmniejszenie w starzeniu anabolicznego
dziatania hormonu wzrostu.

Obwodowe efekty dziatania hormonu wzrostu wywotane sg przez insulino-
podobne czynniki wzrostu (gtéwnie przez powstajacy w watrobie IGF-1), ktérych
stezenia w surowicy krwi odzwierciedlajg zmiany w stezeniu GH. W trakcie starzenia
zaobserwowano zmniejszenie poziomu IGF-1 w surowicy [14], wywotane prawdo-
podobnie obnizong syntezg tego polipeptydu. Ekspresja genu IGF-1 stymulowana
in vitro w skrawkach watroby przez hormon wzrostu byta wyraznie obnizona u
starych myszy w poréwnaniu do dojrzatych zwierzat [53,54]. Efektowi temu to-
warzyszyto zaréwno obnizenie fosforylacji receptoréw GH, jak rGwniez zmniejszenie
aktywnosci kinazy JAK2 oraz kinazy MAP - waznych skfadnikéw wewnatrzkomér-
kowego uktadu transdukcji sygnatu [53,54]. W trakcie starzenia mogga takze ulegac
zmianie procesy zalezne od dziataniasomatomedyn. Wykazano, ze w przeciwienstwie
do komérek miesniowych mtodych i dojrzatych szczuréw, IGF-1 w ogéle nie fo-
sforylowat biatka kanatu wapniowego typu L we widknach mieénia szkieletowego
starych zwierzat z powodu zmian sygnatowania na szlaku kinaza tyrozyny - kinaza
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biatkowa C [36]. W warunkach in vitro IGF-1 nie stymulowat syntezy biatka w
mies$niu szkieletowym dojrzatych istarych myszy (inaczej niz w komérkach mtodych
zwierzat), a ilo$¢ czasteczek receptora IGF-1 w btonach komoérek mie$niowych
byta u tych zwierzat obnizona [50]. U starych myszy intensywny wysitek fizyczny
prowadzit w miesniu szkieletowym do wzrostu zawartosci biatka i mMRNA receptora
IGF-1, zwiekszat IGF do jego receptora, a takze obnizat zawarto$¢ receptora insuliny
i zwiekszat zawarto$¢ transportera glukozy GLUT-4 [51]. Te ostatnie obserwacje
wskazujg na to, ze organizmy starych zwierzat zachowujg zdolno$¢ adaptacji do
zwiekszonego obcigzenia, co moze mie¢ cenne konsekwencje takze dla starzenia
sie ludzi.

4, UKELADY TRANSDUKCJI AKTYWOWANE
PRZEZ RECEPTORY CYTOPLAZMATYCZNE | JADROWE

Hormony swobodnie dyfundujace przez btony komoérkowe wigzg sie z receptorami
wewnatrzkomorkowymi (gtéwnie jgdrowymi), za$ powstaty kompleks hormon-re-
ceptor wigze sie ostatecznie ze specyficznymi sekwencjami DNA w regionie regu-
latorowym genu, co prowadzi zwykle do stymulacji (a rzadziej hamowania)
transkrypcji tego genu. Do tej grupy hormonéw nalezg hormony sterydowe, pochodne
aminokwasu tyroniny (tréjjodotyronina, T3), witaminy D3 oraz witaminy Aj (kwas
retinowy).

W watrobie starych szczuréw zaobserwowano obnizone wigzanie trojjodotyroniny
(T3) i kwasu retinowego przez receptory jagdrowe, co znalazto odzwierciedlenie
w obnizonej aktywnosci kontrolowanych przez te hormony enzymo6w watroby: en-
zymujabtczanowego itkankowej transglutaminazy [34]. Wykazano, ze obserwowane
zjawisko byto przynajmniej czeSciowo spowodowane zmniejszong transkrypcja ge-
néw receptor6w T3 i kwasu retinowego [34]. Obnizenie zawartosci mRNA re-
ceptoréw jadrowych T3 i kwasu retinowego oraz aktywnos$ci tkankowej
transglutaminazy wykazano tez w mdzgu starych szczuréw [9]. Takze w migsniu
sercowym starych szczur6w zaobserwowano obnizony poziom mRNA formy 3
receptora T3, formy y receptora kwasu retinowego oraz zmniejszenie zawartosci
biatka tych receptoréw [26]. Przytoczone obserwacje wskazuja na to, ze modulujacy
wptyw hormonéw tarczycy i kwasu retinowego na poziom kontrolowanych przez
nie enzymoéw lub innych biatek ma miejsce nie tylko we wczesnej fazie ontogenezy,
ale réwniez w p6zniejszym okresie zycia osobniczego. Gdyby zmniejszenie ilosci
receptorow hormonéw tarczycy wystepowato takze podczas starzenia sie ludzi, zja-
wisko to mogtoby czeSciowo wyjasni¢ czestsze wystepowanie objawow niewy-
dolnos$ci tarczycy u oséb w podesztym wieku [23].
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W wielu pracach wykazano, ze podstawowe stezenie kortyzolu, gtéwnego hor-
monu kory nadnerczy, nie zmienia sie w trakcie starzenia sie ludzi [44] lub nawet
wzrasta wieczorem i w ciggu nocy [18,47]. U os6b miedzy 60 a 70 rokiem zycia
sprzezenie zwrotne w obrebie osi podwzgdérze-przysadka-nadnercza wydaje sie do-
brze funkcjonowac¢, natomiast po 70 r.z. czeSciej wystepuje opornos$¢ na test ha-
mowania deksametazonem [39] lub kortyzolem [49]. Obserwowana u starszych
zdrowych ludzi stosunkowo niewielka supresja sekrecji ACTH po podaniu kortyzolu
[49] mogtaby wynika¢ ze spadku ilosci receptoréw glukokortykoidéw w podwzgérzu
i hipokampie u oséb po 65 r.z (materiat autopsyjny) [45]; u starych szczuréw
zaobserwowano spadek iloSci receptoréw kortykoliberyny (CRH) w przednim ptacie
przysadki moézgowej i wzrost ilosci tych receptoréw w posrednim ptacie przysadki
[3]. W dostepnym piSmiennictwie brak jest prac charakteryzujgcych wptyw starzenia
na receptory glukokortykoiddw, zaobserwowano jedynie, ze podawanie deksameta-
zonu mtodym i starym szczurom w podobny sposéb wptywato na aktywnosé cyklazy
adenytanowej w rdéznych narzadach [42].

PODSUMOWANIE

Wydaje sie, ze w warunkach podstawowych funkcje gruczotéw dokrewnych
sg zachowane w starzejgcym sie organizmie w wystarczajagcym stopniu, a ich za-
burzenia przejawiaja sie w stanach zmienionej, z powod6éw fizjologicznych lub
patologicznych, homeostazy wewnatrzustrojowej. W trakcie starzenia sie dochodzi
do zmian w mechanizmach transdukcji wielu sygnatéw hormonalnych, z ktérych
najlepiej poznano modyfikacje funkcji biatek sprzegajagcych G obecnych w btonach
komorkowych. Poznanie zr6znicowanej odpowiedzi uktadu hormonalnego oraz sy-
stemow receptorowych i efektorowych w organizmach oséb w podesztym wieku
wobec zmieniajgcego sie Srodowiska zewnetrznego i wewnetrznego moze by¢ po-
mocne w ustaleniu podstaw racjonalnej interwencji profilaktycznej lub terapeu-
tycznej.
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WPROWADZENIE

INTRODUCTION

Niniejszy suplement do Postepow Biologii Komorki zawiera teksty wiekszosci
wyktadoéw wygtoszonych podczas konferencji Mechanizmy réznicowaniaiwzrostu
komorek, poSwieconej 70-leciu prof, dr hab. ZygmuntaHejnowicza,zorganizowanej
w dniu 17 czerwca 1999 r. na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego. Prof. Zygmunt Hejnowicz, kierownik Katedry Biofizyki i Biologii Ko-
mérki w tym Uniwersytecie, wyksztatcit grono uczniéw w Uniwersytetach Wroc-
tawskim i Slaskim, z ktérych niektérzy sa autorami zamieszczonych artykutow.
Prof. Hejnowicz, poza publikacjami wybitnych wiasnych osiggnie¢ naukowych,
jest autorem fundamentalnych podrecznikdw o charakterze monografii: Anatomia
rozwojowa drzew, 1973, PWN, Warszawa, Anatomia i histogeneza roélin naczy-
niowych, 1980, PWN oraz J. A. Romberger, Z. Hejnowicz, J. F. Hill Plantstructure:
function and development, 1992, Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New York.
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ANIZOTROPIA NAPREZEN W SCIANACH
KOMORKOWYCH A WPLYW AUKSYNY
NA SZYBKOSC WZROSTU PEDU | KORZENIA

MECHANICAL STRESS ANISOTROPY IN CELL WALLS
AND THE EFFECT OF AUXIN ON THE ELONGATION RATE
IN SHOOTS AND ROOTS

Zygmunt HEINOWICZ

Katedra Biofizyki i Biologii Komorki, Uniwersytet Slaski, Katowice

Streszczenie: Podstawy zagadnienia: nieuwzglednianie naprezen tkankowych (TS, od tissue stresses)
w organach typu pedowego i w korzeniu uniemozliwiato zrozumienie réznic w reakcji wzrostowej tych
organow na auksyne. Naprezenie jako tensor, kierunki gtéwne: Gtdwne kierunki naprezen sg rozpozna-
wane przez komorki; wyznaczajg orientacje podziatow komorkowych. Stwierdzenie to ma poparcie w
poréwnaniu gtéwnych kierunkéw wzrostu z kierunkami podziatéw w merystemach roslin, bowiem oba
typy gtownych kierunkéw pokrywajg sie, a rowniez w fakcie, ze zawiesina dzielgcych sie komorek
ro$linnych w agarozie, reaguje ukierunkowaniem podziatéw na przytozong do ptytki agarozowej site
Sciskajaca. Naprezenia tkankowe: TS stanowig rodzaj naprezen wstepnych w turgorowo naprezonym
organie, wywotanych posrednio ci$nieniem turgorowym, a uwarunkowane zréznicowaniem struktural-
nym w organie. Rozciggajace TS moga osigga¢ duzg wartos$¢ w poréwnaniu z cisnieniem turgorowym.
Anizotropia naprezen w Scianach komérkowych. Charakteryzujemy ja podajac stosunki naprezen w
kierunkach gtéwnych. W przypadku izolowanych komérek, anizotropia zalezy tylko od ksztattu komor-
ki; w komoérkach cylindrycznych naprezenie poprzeczne jest dwa razy wieksze niz podtuzne. W
komoérkach organu, ktérego stabilnos¢ mechaniczna uwarunkowana jest turgorem, anizotropia naprezen
zalezy réwniez od TS w organie. W organach typu pedowego (todyga, hypokotyl, koleoptyl), w ktérych
peryferyczna tkanka znajduje sie pod silnym podtuznym, rozciggajacym TS, w podtuznych $cianach tej
tkanki istnieje znaczna przewaga naprezenia podtuznego, nawet w komoérkach cylindrycznych. W
korzeniu, peryferyczna tkankajest w stanie $ciskajacego TS, w zwigzku z czym w $cianach komorek tej
tkanki przewaza naprezenie poprzeczne. Wptyw auksyny na wzrost organéw: Wysunieto hipoteze, ze
auksyna stymuluje wydtuzanie w tym kierunku, w ktérym naprezenie $cian, w tkance najbardziej
wrazliwej na auksyne, jest najwieksze. W pedzie jest to kierunek podtuzny, w korzeniu jest to kierunek
poprzeczny do osi organu;auksyna podana na ped stymuluje wydtuzanie, za$ podana nakorzen stymuluje
grubienie. Wniosek: uwzglednienie tensorowych witasciwosci naprezen, oraz strukturalnie uwarunkowa-
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nych TS, dotad catkowicie zaniedbywanych, ma istotne znaczenie dla interpretacji wynikéw doswiad-
czen.
(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13: 71-82)

Stowa kluczowe: anizotropia naprezen, auksyna, gtéwne kierunki naprezen, naprezenie, $ciana komor-
kowa, wzrost

Summary: Neglecting of tissue stresses (TS) in the shoot-type organs and roots affected the understanding
of differences in growth reaction of these organs to auxin. Mechanical stress as a tensor quantity,
principal directions. Principal directions of the stress are recognized by cells; cell divisions in plant
meristems occur in the planes of principal direction of growth which coincide with the principal directions
of stress, and the application of a load to agarose blocks containing protoplasts orients the division plane
of embedded cells in the principal directions. Tissue stresses. TS represent a sort of pre-stresses in a
turgid, structurally heterogenous plant organs. Tensile TS may attain a high value in comparison to the
turgor pressure. Stress anisotropy in cell walls. It is characterized by the ratio of stress values in the
principal directions. The anisotropy depends on cell shape; e.g. in cylindrical cells, the ratio of
longitudinal stress to transverse stress is close to 1:2 in longitudinal walls. Inaturgid organ, the anisotropy
is affected by the TS. In shoot-type organs (stem, hypocotyl, coleoptile), the outer tissue, composed of
the epidermis and/or collenchyma, is under a high tensile TS in the longitudinal direction, and the
longitudinal stress strongly prevails in longitudinal walls in spite of cylindrical shape of cells. In a root,
the outer tissue is under acompressive longitudinal TS, and therefore the transverse stress prevails. The
effect ofauxin on plant organ growth. A hypothesis is put forward, that auxin stimulates growth in the
direction in which the tensile stress in cell walls is the highest; it is longitudinal or transverse direction,
in shoots and roots, respectively. Auxin applied to a shoot organ stimulates its elongation, while applied
to a root stimulates its thickening. Conclusion. A regard to tensorial attributes of the mechanical stress,
and to the TS is important for a proper interpretation of experimental data.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 71-82)

Key words: auxin, cell walls, growth, mechanical stress, principal directions of stress, stress anisotropy

NAPREZENIE JAKO WIELKOSC TENSOROWA,
KIERUNKI GLOWNE

Naprezenie mechaniczne jest czynnikiem niestusznie zaniedbywanym w biologii
komorki, ale sytuacja zaczyna sie zmienia¢, zwtaszcza po odkryciu, ze naprezenie
rozciggajace w kinetochorach jest bardzo waznym czynnikiem automatyzmu w se-
gregacji chromosomdw, oraz ze zmienia chemizm kinetorow (przeglad [13]).

Naprezenie (a) jest to stosunek sity (F) do powierzchni (A), na ktéra dziata;
G = F/A. Poniewaz zaréwno sita, jak i powierzchnia sg ukierunkowane, naprezenie
jest wielkoScig bardziej skomplikowang niz sita (wielko$¢ wektorowa); jest to wiel-
kos¢ tensorowa, ma warto$¢ okreslong dla kazdego kierunku w danym punkcie
ciala. Przedstawiamy jg w postaci indykatrysy - zamknietej powierzchni, ktérej
odlegto$¢ od poczatku uktadu wspdtrzednych, pokrywajgcym sie z danym punktem
ciata w danym kierunku, jest proporcjonalna do wartosci tensora w tym Kkierunku.
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Wielko$¢ tensorowa w trojwymiarowej przestrzeni ma przynajmniej trzy orto-
gonalne kierunki, w ktérych osigga wartosci ekstremalne, zwane kierunkami gtdw-
nymi. W szczeg6lnosci jednak, indykatrysa moze by¢ kula; we wszystkich kierunkach
wartos$¢ jest taka sama.

Wielko$¢ tensorowa w réznych punktach przestrzeni moze byé rézna, mamy
wtedy do czynieniazniejednorodnym polem tensorowym. Gtéwne kierunki zmieniajg
sie zwykle od punktu do punktu tworzac trajektorie (linie) gtéwnych kierunkéw.
W kazdym punkcie przecinajg sie trzy gtdwne trajektorie pod katem prostym.

Naprezenie wynikajagce z tej sktadowej sity, ktdra dziata prostopadle do danej
powierzchni to naprezenie normalne, za$ wynikajace ze skladowej stycznej to
naprezenie $cinajgce. W dalszym ciggu bedzie brane pod uwage tylko naprezenie
normalne.

Naprezenia w kierunkach gtéwnych to naprezenia gtéwne. W niezbyt grubej
$cianie komérkowej, jeden z kierunkéw gtéwnych stanu naprezehA pokrywa sie z
gruboscig Sciany, a charakterystyke naprezen podaje dwuwymiarowa (ptaska) in-
dykatrysa w ptaszczyznie $ciany. Stosunek naprezen gtéwnych w tej ptaszczyznie
jest. anizotropia naprezen w $cianie, w danym punkcie. W szczeg6lnym przypadku,
gdy dwuwymiarowa indykatrysa jest
kotem, mamy do czynienia z izotropig
naprezen.

Okazuje sie, ze komérki rozpoznajg
gtdwne kierunki naprezen w $cianach
komoérkowych tkanki. Mianowicie,
gtéwne Kkierunki wyznaczajg orientacje
podziatu komérkowego; powierzchnia
podziatu znajduje sie w powierzchni
wyznaczonej przez dwa gtéwne kierun-
ki naprezen. Stwierdzenie to wynika to
z naszej hipotezy, ze podzialty komor-
kowe wyznaczone sg przez gtdwne kie-
runku wzrostu [4,6]. Mianowicie,
szybko$¢ wzrostu jest rowniez wielko-
$cig tensorowg [5], a gtéwne kierunki
wzrostu (rys. 1), pokrywaja sie z gtow-
nymi kierunkami naprezen, choé nie ko-
niecznie tak, ze kierunek maksymalnej RYSUNEK 1 Przykiad gtownych kierunkéw wzro-

szybkosci wzrostu pokrywa sie z kie- stu w merystemie wierzchotkowym korzenia, na

runkiem maksymalnego naprezenia. Pokroju osiowym. Trzeci rodzaj gtéwnych kierun-

. , . kow to okregi wokot osi, a wiec w ptaszczyznach

Moze byc tak, ze maksymalny wzrost prostopadtych do rysunku. Nalezy zwréci¢ uwage,

zachodzi w kierunku minimalnego na- ze uktad gtéwnych kierunkow odpowiada uktadowi

prezenia. Sama hipoteza wynika z po- Peryklin i antyklin, ktore sg réwnolegte badz prosto-
padte do $cian podziatowych [6]
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RYSUNEK 2. Orientacja podziatéw komérkowych w protoplastach znajdujacych sie w ptytce agarozo-
wej, naciskanej w miejscu wskazanym strzatka tak, ze gtdwne kierunki naprezen w agarozie przebiegaty
wedtug wskazanych linii, wyznaczonych metodg elasto-optyczng [17]

réwnania gtownych kierunkéw wzrostu i kierunkéw podziatbw komérkowych w
merystemach wierzchotkowych. (Nakielski, w tym samym zeszycie). Istnieje obecnie
eksperymentalne poparcie tej hipotezy. Mianowicie, Lynch i Lintilhac [17] stwier-
dzili, ze zawiesina dzielgcych sie komorek roslinnych w piytce agarozowej reaguje
ukierunkowaniem podziatdw na przytozong do ptytki site naciskajgca albo roz-
ciggajacg. Sita ta powodowata pewien rozktad stabych naprezen w agarozie roz-
poznawany metodg elastooptyczng Podziaty komorek zachodzity w powierzchniach
wyznaczonych przez gtdwne kierunki naprezen w agarozie (rys. 2).
Stwierdzenie, ze podzialty komorek wystepujag w gtéwnych kierunkach naprezen
$ciany komorkowej dotyczy komorek rodlinnych. W tym przypadku mamy turgorowo
naprezong $ciane i naprezony cytoszkielet zakotwiczony w $cianie. Zaréwno na-
prezenie turgorowe $ciany, jak i naprezenie w cytoszkielecie to naprezenie wstepne;
pewne elementy ciata sa rozciggane inne za$ Sciskane, niezaleznie od sit dziatajagcych
z zewnatrz. Stan taki zwany jest tensegralnos$cig [14]. W przypadku komdrek zwie-
rzecych mamy raczej tylko naprezone cytoszkielety. Naprezenie wstepne w cyto-
szkielecie wynika gtéwnie z sit przesuwajgcych filamenty wzgledem siebie, a
generowanych z naktadem energii za posrednictwem biatek motorycznych. Gtdwne
kierunki w naprezonym cytoszkielecie wyznaczone sg przez wypadkowe Kierunki
utozenia elementdéw cytoszkieletu. W czasie podziatu jeden z gtéwnych kierunkéw
jest wyznaczony przez o$ wrzeciona podziatowego. Twierdzenie, ze kierunek po-
dziatu komorki jest wyznaczony przez gtowne kierunki stanu naprezen, wzglednie
stanu wzrostu (odksztatcen) rosngcego ciata organizmu, ma wiec ogolne znaczenie.
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Mozna zarazem wykazaé, ze w naprezonym ciele, rowniez w przypadku tense-
gralnosci w ciele rosliny czy zwierzecia, istnieje ciggtosé gtownych kierunkow.
Pojecie gtdwnych kierunkow jest wiec bardzo wazne w biologii, a wynika ono
z pojecia tensora. Niestety, niezrozumienie wielosci tensorowych powoduje, ze
w jezyku przecietnego biologa brak pojecia gtéwnych kierunkéw. Twierdzenie,
ze naprezenie i wzrost to wielkosci tensorowe, nie jest wiec werbalizmem.

Przechodzac do gtdwnego tematu nalezy wprowadzi¢ zjawisko naprezen tkan-
kowych (TS od tissue stresses) w organach roslin.

NAPREZENIA TKANKOWE

Istnienie TS oznacza istnienie stanu $cisniecia lub rozciggniecia réznych tkanek
wewnatrz organu, ktérego sztywnos$¢ uwarunkowanajest turgorem [8,9]. Gdyby$my
rozcieli odcinek organu na tkanki, to pewne tkanki po rozcieciu beda kroétsze niz
odcinek, bo in situ byly naciggniete, inne za$ dtuzsze, bo byty Scisniete. TS sa
tez przyczyna wyginania sie sektoréw po rozcieciu organu na sektory. TS (w danej
warstwie) zanika przy izolowaniu warstwy z organu, ale w izolowanej warstwie
pozostaje naprezenie turgorowe komorek.

Wedtug rozpowszechnionego pogladu, TS powstajg wskutek zréznicowanego
wzrostu tkanek, co miato by wynika¢ z réznic we wrazliwosci tkanek na auksyne
lub z réznic w koncentracji auksyny [15,18]. Nasze badania [10] wykazaly jednak,
ze TS sg nieodzowng fizyczng konsekwencja réznic miedzy warstwami (pasmami)
pod wzgledem tkankowych modutdw elastycznosci (odpowiedniki modutéw Younga
w réznych kierunkach anizotropowego ciata), spowodowanych rézng gruboscig $cian
komérkowych, roznymi ksztattami i rozmiarami komorek, etc. Ta warstwa, ktéra
charakteryzuje sie najwyzszym (w organie) modutem jest w stanie maksymalnego
rozciagajacego TS, za$ ta, ktdra charakteryzuje sie najnizszym modutem (cienkie
Sciany, duza $rednica komarek), jest w stanie maksymalnego TS S$ciskajgcego. TS
stanowig rodzaj naprezen wstepnych w turgorowo naprezonym organie, wywotanych
posrednio cisnieniem turgorowym, a uwarunkowane zréznicowaniem strukturalnym
w organie. Przewidywanie naszego modelu fizycznego dla tych naprezen zgadzajg
sie z pomiarami na konkretnych organach (hypokotyl stonecznika [10], todyga Rey-
noutria [11]). Nie potrzeba zréznicowanego wzrostu, aby objasni¢ pochodzenie
TS, co oczywiscie nie wyklucza mozliwo$ci modyfikacji strukturalnych TS przez
zréznicowany wzrost.

Dzieki strukturalnie uwarunkowanym TS w todygach lub innych cylindrycznych
organach, charakteryzujacych sie turgorowa stabilnoscia mechaniczng, podtuzne
naprezenia w $cianach o rdznej grubos$ci sa takie same niezaleznie od ci$nienia
turgorowego komdrek [12]. Osiggane jest to w ten sposob, ze stabsze turgorowe
naprezenie rozciggajace (podtuzne) w grubszych $cianach, jak np. w kolenchymie,
jest wzmacniane przez silniejsze, podtuzne, rozciggajace TS w tej tkance, za$ silne
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turgorowe, podtuzne naprezenie w cienszych $cianach komorek miekiszowych jest
nieco zmniejszane przez Sciskajgce, podtuzne TS w miegkiszu.

Réwnowaga statyczna naktada pewne warunki na sity powodujgce TS. Mia-
nowicie, suma rzutéw wszystkich sit na kazda ptaszczyzne musi by¢ rowna zero.
W przypadku cylindrycznego organu i sit podtuznych, suma sit podtuznych sci-
skajacych musi by¢ réwna sumie sit rozciggajacych: F(Scisk) = F(rozcigg). Same
naprezenia (Sciskajace i rozciagajace) sa jednak na ogdét nierowne, bowiem po-
wierzchnie przekrojow, na ktdre dziatajg te rowne sity przeciwnego znaku, sg zwykle
rézne.

W hypokotylu, podtuzne sity rozciggajace koncentruja sie w epidermie, co po-
woduje, ze podtuzne rozciggajgce TS w tej tkance jest bardzo duze w poréwnaniu
z podtuznym naprezeniem $ciskajagcym w tkankach wewnetrznych Bezposrednie
pomiary sit zaangazowanych w TS w hypokotylu stonecznika [9] wykazaly, ze
podtuzne rozciggajace TS w epidermie jest ponad 3 razy wieksze niz ci$nienie
turgorowe, za$ podiuzne Sciskajgce TS w wewnetrznej tkance jest mniejsze niz
ci$nienie turgorowe (rys. 3). Stosunkowo mate sa poprzeczne TS.

RYSUNEK 3. Naprezenia tkankowe i odpowiadajace sity dziatajace w réznych gtdwnych kierunkach
hypokotylu stonecznika, ktérego sok komérkowy miat $rednie ci$nienie osmotyczne 0.55 MPa, co
formalnie odpowiada 0.55 MN m-2 [12]
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ANIZOTROPIA NAPREZEN
W SCIANACH KOMORKOWYCH

Pojecie anizotropii naprezei oznacza zréznicowanie naprezen w roznych kie-
runkach w danym punkcie ciata. Charakteryzujemy jg podajgc stosunki naprezen
w kierunkach gtéwnych. Wiadomo, ze anizotropia naprezehn w S$cianie komorki
w stanie turgoru zalezy od jej ksztattu; w komorce kulistej naprezenia we wszystkich
kierunkach sg jednakowe, ale w komorce cylindrycznej, naprezenie w kierunku
obwodowym jest dwa razy wieksze niz w kierunku podtuznym (rys. 4). Tak jest
jednak tylko w komdrkach izolowanych. W przypadku komdrek in situ trzeba wzig¢
pod uwage rowniez naprezenia tkankowe, ktore bardzo silnie zalezg od kierunku.

Jak juz wspomniano, w przypadku epidermy hypokotyla in situ mamy podtuzne
TS trzy razy wieksze niz turgor ipoprzeczne TS, stanowiace utamek turgoru. Stosunek
naprezen w $cianie komorek epidermy in situ ulega wiec daleko idacej zmianie
w pordéwnaniu ze stanem bez uwzglednienia TS. W izolowanej epidermie mamy
dwa razy wieksze naprezenie poprzeczne niz podtuzne, w epidermie in situ - od-
wrotnie (rys. 5).

RYSUNEK 4. Schematy objasniajace zalezno$¢ stosunku naprezen gtéwnych (ai i Gp) w Scianie
komoérkowej od ksztattu komorki znajdujacej sie w stanie cisnienia turgorowego (P). W przypadku
komorki sferycznej wszystkie kierunki sa gtdwne
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RYSUNEK 5. Schematy ilustrujace anizotropie naprezen w $cianach komérek dwu tkanek cylindryczne-
go organu, ktérego stabilno$¢ mechaniczna uwarunkowana jest turgorem, po izolacji z organu i in situ.
Jedna z tkanek (peryferyczna) zbudowana jest z komoérek cylindrycznych o grubszych $cianach i o
mniejszej srednicy niz w izodiametrycznych komdrkach drugiej tkanki (wewnetrznej). Cisnienie turgo-
rowej jest takie samo w obu tkankach, w zwigzku z czym naprezenie w cienkich $cianach izolowanych
komorek tkanki wewnetrznej jest stosunkowo duze. In situ, naprezenie podtuzne w obu tkankach jest
takie samo dzieki naprezeniom tkankowym

Anizotropia naprezeA w S$cianie jest rozpoznawana przez mechanizm sterujacy
uktadem mikrotubul w przys$ciennym pokitadzie cytoplazmy, wptywajagcym z kolei
na dalszy bieg rozwoju $ciany komérkowej. Utozenie MT w komoérkach epidermy
hipokotylu stonecznikajest silnie skosne in situ, gdy przewaza naprezenie podtuzne,
po izolacji epidermy staje sie poprzeczne; wtedy ze wzgledu na usuniecie TS przewaza
naprezenie poprzeczne. Jezeli jednak do izolowanej epidermy przytozy¢ site pod-
tuzng kompensujacg podtuzne TS, utozenie MT staje sie na powrot skosne (badania
wiasne, przed publikacjg). Nie wchodzac w szczegoly tych interesujacych wynikéw,
wskazujacych na biologiczne znaczenie anizotropii naprezen w $cianach komor-
kowych, nalezy przejs¢ do problemu wptywu auksyny na todyge i korzen.
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WPLYW AUKSYNY NA WZROST ORGANOW

Gdy na hypokotyl podziata¢ auksyng, np. rozpuszczona w oleju stonecznikowym
aby umozliwi¢ jej przenikanie przez kutykule bez abrazji (badania wiasne, nie-
publikowane), to szybko$é wydtuzania znacznie wzrasta, kilka minut po podaniu
IAA. Jezeli jednak izolowaé epiderme, to mimo ze pozostaje zywa, a zanurzona
w wodzie lub pozywce ma peten turgor, nie ulega wydtuzaniu [7] nawet po podaniu
IAA (nieoublikowane). Wiemy, ze izolowanie epidermy znosi naprezenia tkankowe.
Jezeli naprezyé¢ izolowang epiderme tak, aby zastgpi¢ brakujace TS przytozonym
naprezeniem i poda¢ IAA w oleju od strony kutykularnej, to epiderma diugotrwale
sie wydtuza (dane nie publikowane, rys. 6). A wiec, auksyna dziatajagc na tkanke,
ktora jest na nig wrazliwa, czyli ma receptory dla 1AA, a ktérej Sciany sg pod
dostatecznie silnym naprezeniem rozciggajagcym, powoduje wydtuzanie tkanki.

W organach pedowych, takich jak: todygi, hypokotyle i koleoptyla, tkanka wra-
zliwa na auksyne jest pod silnym rozciggajagcym TS, a wiec w S$cianach jej cy-
lindrycznych komdrek dominuje naprezenie podtuzne nad poprzecznym.

Mozna postawi¢ hipoteze, ze podanie auksyny stymuluje szybko$¢ wzrostu w
kierunku maksymalnego naprezenia w $cianie tkanki, pod warunkiem, ze tkanka
ta jest na auksyne wrazliwa. W pedzie, gdzie wrazliwg jest tkanka peryferyczna
z silnym podtuznym, rozciggajacym TS, auksyna, podana na powierzchnie organu,
stymuluje jego wydtuzanie.

RYSUNEK 6. Schematy ilustrujace wyniki badan nad wzrostem (zmiang dtugosci) tkanki peryferycznej
hypokotyli stonecznika posmarowanej olejem stonecznikowym zawierajagcym auksyne (IAA) lub bez
niej. Moment posmarowania jest zaznaczony strzatka. 1zolowana, zywa tkanka peryferyczna (epiderma
+2-3 warstwy miekiszu), znajdowata sie na powierzchni 0,5% agaru z pozywka Gamborg V (dwukrotnie
rozcienczong), kutykulg na zewnatrz, w stanie rozciggania minimalng sita, ale wystarczajacg do zastoso-
waniaizotonicznego pomiaru zmiany dtugosci przy pomocy tensometru, wzglednie sitg dajagca naprezenie
zblizone do naprezenia tkankowego (TS) zniesionego przez izolacje. Kat a zalezat od wielkosci sity
(niepublikowane).
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Wewnetrzna tkanka tych organéw, znacznie stabiej wrazliwa na auksyne (badania
wiasne, niepublikowane) znajduje sie w stanie $ciskajacego TS, a rezultacie, w
Scianach komdrkowych dominuje naprezenie w kierunku przecznym. Ta tkanka
po zdjeciu warstwy tkanki peryferycznej, czyli po usunieciu $ciskajacego TS, rozpreza
sie stosunkowo szybko podtuznie, pobierajagc wode [9,10]. To rozprezanie sie mozna
zahamowac przez przytozenie naprezenie $ciskajacego, rOwnego naprezeniu tkan-
kowemu [9,10]. Rozprezanie sie obranego z warstwy peryferycznej hypokotyla
nie zalezy od auksyny podanej w roztworze, w ktérym jest on zanurzony (nie-
publikowane), prawdopodobnie dlatego, ze przebiega zbyt szybko w stosunku do
stabej wrazliwosci tkanki wewnetrznej na auksyne. Z tych danych mozna wywnio-
skowaé, ze in situ, po podaniu auksyny, gdy epiderma wydiuza sie, wewnetrzna
tkanka rozpreza sie, czerpigc wode za posrednictwem ksylemu, a hypokotyl wydtuza
sie jako catosc.

A jak jest w korzeniu? W korzeniu rozktad TS jest odwrotny w poréwnaniu
z todyga: wewnetrzna cze$¢ jest rozciggana, za$ zewnetrzna jest Sciskana. Jest
to spowodowane tym, ze odmiennie od todygi, peryferyczna cze$¢ kory pierwotnej
jest zbudowana z wiekszych komorek o cienszych $cianach niz w tkankach we-
wnetrznych. Odmienne niz w todydze rozmieszczenie TS w korzeniu znane byto
juz w konhcu ubiegtego wieku [19], ale ulegto zapomnieniu.

Wiadomo, ze auksyna hamuje wydiuzanie korzenia (przeglad [16]. Panuje pod-
recznikowy poglad, ze: auksyna wystepuje w koncentracji suboptymalnej w pedzie,
a w koncentracji supraoptymalnej w korzeniu, w zwigzku z czym dodanie auksyny
z zewnatrz ma powodowac stymulacje wzrostu w pedzie ale hamowanie wzrostu
w korzeniu. Ale to przeciez nieprawda - auksyna hamuje wzrost podtuzny w korzeniu
ale stymuluje wzrost poprzeczny; korzen w roztworze auksyny w charakterystyczny
spos6b grubieje. Juz ten fakt falsyfikuje hipoteze o supraoptymalnej koncentracj
auksyny w korzeniu, watpliwosci co do stusznoSci tej hipotezy powstajg tez w
zwigzku z innymi faktami [1,16].

Komorki kory pierwotnej korzenia sg cylindryczne, a wiec juz z racji ksztattu
majg silniejsze naprezenie w kierunku poprzecznym. Ta anizotropia jest dodatkowo
nasilona przez $ciskajace TS w peryferycznej tkance korzenia. Na podstawie faktow:

(i) reakcja na auksyne nastepuje juz po uptywie kilkudziesieciu sekund, oraz

(i) auksyna podawana krétko powoduje takg samg reakcje jak podawana dtuzej
[2], mozemy przyjaé, ze peryferyczna tkanka korzenia jest wrazliwa na auksyne.

Zgodnie z nasza hipoteza, auksyna podana z zewnatrz powinna stymulowac
wzrost peryferycznej tkanki w kierunku poprzecznym. Tak rzeczywiscie jest: zew-
netrzna cze$¢ kory pierwotnej korzenia po podaniu auksyny rosnie w kierunku
poprzecznym. Prawdopodobnie, ten wzrost powoduje relaksacje $ciskajacego, pod-
tuznego TS w peryferycznej tkance, co w konsekwencji powoduje spadek roz-
ciggajacego, podiuznego TS w wewnetrznej czesci korzenia, tak ze rozciggajace
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naprezenie $cian w tej czesci spada ponizej wartosci progowej niezbednej dla wy-
dtuzania, i w konsekwencji, wydtuzanie korzenia catkowicie ustaje.

Zaden ze znanych faktéw dotyczacych korzeni nie falsyfikuje hipotezy, ze podanie
auksyny stymuluje szybko$é wzrostu w kierunku maksymalnego naprezenia w $cianie
tkanki. W szczegélnosci, maksymalne naprezenie w peryferycznej, wrazliwej na
auksyne tkance, dziata w kierunku podtuznym w przypadku organéw pedowych
(todyga, hypokotyl, koleoptyl), za§ w korzeniu dziata w kierunku poprzecznym.
Nic wiec dziwnego ze auksyna stymuluje wydtuzanie organéw pedowych, a grubienie
korzeni. Wiele faktow daje sie zrozumie¢ dopiero na podstawie tej hipotezy ; auksyna
podana do wnetrza strefy wydtuzania korzenia nie wywiera hamujgcego wptywu
[3], usuniecie auksyny z pozywki przywraca szybsze wydtuzanie ze zwitoka, ktéra
jest dtuzsza przy krétszym czasie dziatania auksyng [2].

Hipoteza, ze podanie auksyny stymuluje szybko$¢ wzrostu w kierunku ma-
ksymalnego naprezenia w $cianach komorek tkanki wrazliwej na auksyne, jest przed-
stawiona w niniejszym artykule po raz pierwszy. Trzeba przeprowadzi¢ szereg
eksperymentow, aby sprawdzi¢ przewidywania zrobione na jej podstawie.

LITERATURA

[1]] BURSTOR M HG. Influence of the tonic effect of gravireaction and auxin on cell elongation
and polarity in roots. AmerJ Bot 1969; 56: 679-684.

[2] HEIJNOWICZ Z, ERICKSON RO. Growth inhibition and recovery in roots following tempo-
rary treatment with auxin. Physiol Plant 1968; 21: 302-313.

[3] HEINOWICZ Z. Studies on the inhibitory action of auxin on root growth. Acta Soc Bot Pol
1968; 37: 451160.

[4] HEIJNOWICZ Z. Trajectories of principal directions of growth, natural coordinate system in
growing plant organ. Acta Soc Bot Pol 1984; 53: 29/12.

[5] HEINOWICZ Z, ROMBERGER JA. Growth tensor of plant organs. J Theor Biol 1986; 121:
59-71.

[6] HEINOWICZ Z Differential growth resulting in the specification of different types of cellular
architecture in root meristems. Environ Exp Bot 1989; 29: 85-93.

[71 HEINOWICZ Z, SIEVERS A. Tissue tension - a factor in the regulation of cell walll growth,
[w] Masuda Y [red.] Plant Cell Walls as Biopolymers with Physiological Functions Osaka.
Yamada Science Foundation 1992: 67-72.

[8] HEINOWICZ Z, SIEVERS A. Tissue stresses in organs of herbaceous plants I. Poisson ratios
of tissues and their role in determination of the stresses. J Exp Bot 1995; 46: 1035-1043

[91 HEIJNOWICZ Z, SIEVERS A. Tissue stresses in organs of herbaceous plants Il. Determination
in three dimensions in the hypocotyl of sunflower. J Exp Bot 1995; 46: 1045-1053.

[10] HEIJNOWICZ Z, SIEVERS A. Tissue stresses in organs of herbaceous plants Ill. Elastic
properties of the tissues of sunflower hypocotyl and origin of tissue stresses. J Exp Bot 1996;
47: 519-528.

[11] HEIJNOWICZ Z, SIEVERS A. Tissue stresses and their graviresponsive changes in stems of
Reynoutria japonica Houtt. J Plant Physiol 1996; 149: 91-101.



82 Z. HEJNOWICZ

[12] HEIJNOWICZ Z. Graviresponses in herbs and trees: a major role for the redistribution of tissue
and growth stresses. Planta 1997; 203: S136-146.

[13] HEIJNOWICZ Z. Sity i naprezenia mechaniczne we wrzecionie mitotycznym; ich role w
rozdzielaniu chromosomoéw. Post Biol Kom 1998; 25: 404-428.

[14] INGBER DE, DIKE L, HANSEN L, KARP S, LILEY H, MANIOTIS A, McNAMEE H,
MOONEY D, PLOPPER G, SIMS J, WANG N. Cellular tensegrity: Exploring how mechanical
changes in the cytoskeleton regulate cell growth, migration, and tissue pattern during morpho-
genesis. Int Rev Cytol 1994; 150: 173-224.

[15] KUTSCHERA U. Tissue stresses in growing plant organs. Physiol Plant 1989; 77: 157-163.

[16] LUTHEN H, CLAUSSEN M, BOTTGER M. Growth: progress in auxin research. Progress
inBot 1999; 60: 315-340.

[177LYNCH TM, LINTILHAC PM. Mechanical signals in plant development: a new method for
single cell studies. Developmental Biol 1997; 181: 246-256.

[18] PETERS WS, TOMOS AD The history of tissue tension. Ann Bot 1996; 77: 657-665.

[19] POLLOCK JB. The mechanism of root curvature. Bot Gaz 1900; 29:1-63.

Adres autora:
ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 26, 1999 SUPLEMENT NR 13 (83-93)

ZMIANY METYLACJI CYTOZYNY
PODCZAS ROZNICOWANIA KOMOREK U ROSLIN

CHANGES IN CYTOSINE METHYLATION
DURING PLANT CELL DIFFERENTIATION

Maria J. OLSZEWSKA

Katedra Cytologii i Cytochemii Ros$lin Uniwersytetu £6dzkiego w £ odzi

Streszczenie: Znaczna czg$¢ genomu jadrowego roslin sktada sie z niekodujacych, rozproszonych
sekwencji powtarzalnych, zawierajacych pasozytnicze elementy ruchome, gtéwnie retranspozony, kté-
rych metylacja zapobiega transkrypcji zawartych w nich genéw, obcych dla roéliny. U rodlin poziom
metylacji cytozyny jest charakterystyczny dla poszczegélnych tkanek i organéw. Najnizszy poziom
metylacji wystepuje w merystemie korzeniowym, we wczesnych stadiach rozwoju bielma i w mtodych
lisciach siewek; najwyzszy - w starzejgcych sie lisciach. Tkankowo-specyficzna ekspresja genoéw,
kodujacych biatka zapasowe w bielmie i liscieniach rozwijajacych sie nasion poprzedzona jest demety-
lacjg. Réwniez ekspresja rDN A jest regulowana przez demetylacje/metylacje cytozyny ijej nasilenie jest
charakterystyczne dla poszczegélnych tkanek. Indukowana demetylacja i mutacje w obrebie genéw
zwigzanych z metylacja cytozyny powoduja zaktécenia morfogenezy.

(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13: 83-93)

Stowa kluczowe: metylacja cytozyny, réznicowanie komérek, rosliny

Summary: The main part of a plant genome is composed of non-coding repetitive dispersed sequences
which contain retrotransposons. DNA méthylation is considered to operate as genome defense system
against these parasitic mobile elements. In plants the level of cytosine méthylation is tissue- and organ
specific. The lowest méthylation levels are found in root meristem, in endosperm at early stages of
development and in young leaves of seedlings, while the highest - in aging leaves. Tissue-specific
expression of genes coding for storage protein is preceded by cytosine déméthylation. Transcription of
rDNA is also regulated by cytosine demethylation/methylation and its intensity is tissue-specific. Induced
déméthylation and mutation of genes involved in cytosine méthylation result in a variety of developmen-
tal abnormalities.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 83-93)

Key words: cytosine méthylation, cell differentiation, plants
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WSTEP

W DNA jadrowym powszechnie zachodzi metylacja cytozyny w pozycji 5
tak zmodyfikowana zasada nazywana jest 5-metylocytozyng - m5C. Istnieje wiele
danych wskazujacych, ze metylacja cytozyny w obszarze promotora i/lub sekwencji
kodujacej jest procesem odwracalnym (por. nizej), wobec czego mozna oczekiwac,
ze zawarto$¢ m5C jest rozmaita w réznych komorkach i tkankach.

W DNA jadrowym u roslin metylacja cytozyny zachodzi bagdz w uktadach dinu-
kleotydowych CpG, badz (w przeciwienstwie do zwierzat) - w trinukleotydach
CpXpG, gdzie X jest dowolng zasadg. Ostatnio wykazano, ze metylacja cytozyny
u roslin moze zachodzi¢ w innych niz CpXpG trinukleotydach, przy czym metylacji
ulega tylko cytozyna w pozycji 5’ [12, 26]. Sekwencje CpG i CpXpG moga by¢
zebrane w grupy w odcinkach DNA o dtugosci okoto 1000 pz, tworzac tzw. wyspy,
oddzielone odcinkami o dtugo$ci ok. 100 tys. pz (ref. [11, 30, 44]).

W jadrach merysteméw korzeniowych zawarto§¢ m5C zwieksza sie proporcjo-
nalnie do rozmiaréw genomu, tj. ilosci 2C DNA (ref. [29]) oraz do zawartosci
GC u danego gatunku [22, 24], przy czym procent niezmetylowanej cytozyny po-
zostaje na zblizonym poziomie. Metylacja cytozyny w trinukleotydach CpXpG jest
wysoka u gatunkoéw bogatych w AT; wieksze nasilenie metylacji ma miejsce w
CAG niz w CCG [18].

W zwiekszeniu rozmiaré6w genomoéw (2C DNA w pg lub Mpz) u roslin de-
cydujacy udziat ma ich wzbogacenie w rozproszone sekwencje powtarzalne. Ich
cze$¢ stanowig retrotranspozony, ktdre ulegty integracji z roslinnym DNA (ref.
[29]). Metylacja cytozyny w tych ruchomych pasozytniczych elementach sprawia,
ze sg one nieaktywne transkrypcyjnie [2]. U Brassica napus retrotranspozony wcho-
dzgce w skiad krotkich rozproszonych sekwencji powtarzalnych (SINEs) zawierajg
m5C nie tylko w obszarach aktywnych transkrypcyjnie, a poziom metylacji tych
sekwencji dwukrotnie przekracza poziom metylacji catkowitego DNA [12]. Me-
tylacja zachodzi gtéwnie w CpG (87%), takze w CpXpG; w nieznacznym stopniu
(5,3%) w nowo rozpoznanym miejscu, jakim sg trinukleotydy Cp(A/T)pA, w ktérym
cytozyna ulega metylacji réwniez poza retrotranspozonami [12].

Metylacja cytozyny jest wynikiem postreplikacyjnej modyfikacji DNA izachodzi
z udziatem metylotransferaz DNA, a dawcg grup metylowych jest S-adenozylo-
metionina (SAM, ref. [11, 30, 44]). Niezmetylowany DNA moze ulega¢ metylacji
de novo\ po nastepnym cyklu replikacyjnym, przy braku metylacji nici potomnej,
powstaje tzw. hemimetylowany DNA; jest to demetylacja zachowawcza (pasywna).
Istnieje rowniez aktywny proces demetylacji, prawdopodobnie oparty na mecha-
nizmie naprawy DNA [35]. W wyniku nieréwnowagi miedzy metylacjg a de-
metylacja nastepuje zmiana zawartosci m5C, w rezultacie czego powstaje wzoér
metylacji charakterystyczny dla poszczegélnych komérek i tkanek. Indukowang
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demetylacje przeprowadza sie dziatajgc 5-azacytydyng (5-azaC); ten analog cytydyny
jest niekompetencyjnym inhibitorem metylaz DNA (ref. [11, 30, 44]).

Wysoki poziom metylacji sprawia, ze chromatyna ulega znacznej kondensacji
(ref. [11]); jest to spowodowane przez wzmozone wigzanie histonu HI [1], co
z kolei hamuje transkrypcje ([15], ref. [11]) i zwiazane jest z obnizeniem wrazliwosci
DNA na DNaze | (ref. [17]).

Najczesciej stosowane metody biochemiczne badania poziomu metylacji cytozyny
- HPLC i analiza restrykcyjna DNA z zastosowaniem enzymow wrazliwych na
metylacje cytozyny i hybrydyzacji typu Southern zostaty oméwione wczesniej [30].
Nick-translacja in situ z uzyciem tego rodzaju enzymadw restrykcyjnych i znakowania
3H TTP jest technika cytochemiczng umozliwiajaca uzyskiwanie poréwnawczych
wynikéw iloSciowych, przy czym im wyzsza jest liczba ziaren srebra w autora-
diogramach, tym nizszy jest poziom metylacji [28]. RoOwniez czeSciowo iloSciowe
dane in situ uzyskuje sie z badan immunocytochemicznych z uzyciem przeciwciata
przeciwko m5C [27].

POZIOM METYLACJI CYTOZYNY
W ROZNYCH ORGANACH | TKANKACH ROSLIN

Wyniki dotyczace poziomu metylacji DNA, uzyskane metodg HPLC, obliczone
wg wzoru

ITI5 ip
dC x 100
DC + mbdC

przedstawione sg w tabeli 1. Z danych tych wynika, ze mtode siewki, merystemy
korzeniowe, miode liscie siewek oraz rozwijajgce sie bielmo wykazuja najnizszy
poziom metylacji, natomiast w liciach w miare starzenia ilo§¢ m5C zwigksza sie,
osiggajac najwyzsza zawarto$¢ zmetylowanej cytozyny w korncowej fazie. Rdznice
we wzorze restrykcyjnym DNA trawionego enzymami wrazliwymi na metylacje
cytozyny wskazujg, ze u Corylus avellana (leszczyna) poziom metylacji jest nizszy
w lisciach miodych niz w zaawansowanych w rozwoju [8]. Jest prawdopodobne,
ze wzmozona metylacja cytozyny towarzyszy starzeniu sie organdéw roslinnych
[7], a takze bielma [6]. Dodatkowym dowodem S$wiadczacym o niskim poziomie
metylacji komoérek merystematycznych sa wyniki uzyskane z kultur zawiesinowych
marchwi: w komodrkach merystematycznych, niezwakuolizowanych, wynosi on
22,1%, za$ w komdrkach zréznicowanych, silnie zwakuolizowanych - 25,4% [33].
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TABELA 1 Poziom metylacji DNA [%] w réznych organach roslin

Organ Gatunek
Solanum Daucus carota Haemanthus Vicia faba
lycopersicum (marchew) katharinae ssp. minor
(pomidor) (krasnokwiat) (bobik)
Nasiona 27,4
Mtode siewki 20-21
Merystem 39,6 25,9
korzeniowy
Korzen 23,1 26,6
Korzen zapasowy 17,8
Pak szczytowy 26,5
Pierwsze liscie 22,9
Mtode liscie 18,5 28,8
Stare liscie 25,0 24,0 44,3 30,7
Liscienie 17,0 31,0
Hypokotyl 21,5
Bielmo w mto- 37,0
dych nasionach
Ziarna pytku 23,0
Autorzy [23] [33] [39] [17]

Radioaktywna nick-translacja in situ z zastosowaniem enzymu restrykcyjnego
Hhal (GCG/C, nie rozcina on tej sekwencji, jes$li zmetylowana jest pierwsza cy-
tozyna) wykazata najnizszy poziom metylacji DNA wjadrach bielmaz rozwijajacych
sie nasion Haemanthus katharinae (liczba ziaren/100 pm2 powierzchni jader
- 40,6+1,5), posredni - w merystemie korzeniowym (23,3+0,8) i najwyzszy w
dojrzatych lisciach (9,8+0,5). Rezultaty te sg zgodne zaréwno z wynikiem trawienia
izolowanego DNA enzymem Hhal, jak i z danymi z HPLC (por. tab. 1 [39]).
Analogicznie, wrazliwo$¢ DNA na trawienie DNazg |, odwrotnie proporcjonalna
do zawarto$ci  C, zostata wykazana zaréwno cytofotometrycznie poprzez pomiar
ubytku DNA, jak i metoda nick-translacji in situ z zastosowaniem DNazy | w
réznych organach i tkankach Vicia faba [17].

METYLACJA CYTOZYNY | EKSPRESJA GENOW

Liczne badania przeprowadzone u Pro- i Eukaryota dowiodty, ze ekspresja wie-
kszosci genow uwarunkowana jest demetylacjg cytozyny zaréwno w obszarze pro-
motoréw, jak i sekwencji kodujacych (ref. [30,44]). Postugujac sie biatkiem MeCPI,
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wiazacym sie z rC (ktérego wigzanie uznano zaanalogiczne do wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych), zaproponowano [4], ze regulacja transkrypcji przez metylacje
zalezy od bliskiego potozenia m5C przy promotorze, gestosci rozmieszczenia m C
(tj. skupienia w wyspy lub rozproszonej ich lokalizacji) i mocy promotora. Przy
braku metylacji, transkrypcja zachodzi zaréwno przy stabym, jak isilnym promotorze,
niezaleznie od zageszczenia CpG. Przy stabym promotorze i metylacji cytozyny
transkrypcja nie nastepuje, réwniez niezaleznie od gestosci rozmieszczenia ms5CpG.
Przy silnym promotorze i metylacji cytozyny transkrypcja ma miejsce tylko, jezeli
m5C sg rozproszone; przy duzym zageszczeniu, tj. skupieniu m5C w wyspy, trans-
krypcja nie zachodzi [4]. Z danych tych wynika, ze zalezno$¢ demetylacja cyto-
zynyekspresja genu odnosi sie tylko do okreslonej budowy molekularnej promotora
i czesdci kodujacej. Ponadto koncepcja ta wydaje sie wyjasniaé sytuacje, w ktorej
transkrypcja jest realizowana mimo obecnosci w genach m5C.

Ekspresja genow tkankowo-specyficznych

Zalezno$¢ demetylacja ekspresja genow u roslin byta badana w tych tkankach,
w ktorych nalezato oczekiwaé syntezy tkankowo-specyficznych biatek. Taka sytuacja
ma miejsce w bielmie i liscieniach dojrzewajacych nasion, w ktérych sg syntety-
zowane biatka zapasowe, a takze w owocach, ktérych dojrzewaniu towarzyszy
spontaniczna maceracja tkanki miekiszowej. U wszystkich zbadanych dotad ga-
tunkéw w odniesieniu do wybranych biatek zapasowych stwierdzono demetylacje
kodujacych je genéw w bielmie lub w liscieniach, podczas gdy w innych cze$ciach
roélin (najczesciej liscie) te sekwencje DNA zawieraly cytozyne zmetylowang (tab.
2). Demetylacja takich gendéw nastepowata zanim jeszcze byt wykrywalny produkt
transkrypcji [3]. Nalezy przypomniec, ze bielmo w rozwijajgcych sie nasionach
jest tkankg o najnizszym poziomie metylacji (por. tab. 1). W owocach pomidora,
mimo ze metodg HPLC nie wykazano r6znic w poziomie metylacji miedzy stadium
zielonym idojrzatym, czerwonym [13], w okresie dojrzewania nastepuje demetylacja
sekwencji DNA zawierajacych geny kodujace celulaze i poligalakturonidaze, tj.
enzymy degradujgce Sciane komdrkowa i blaszke $rodkowa (tab. 2). Réwniez w
dojrzewajacych owocach pomidora, podczas przeksztatcania chloroplastéw w chro-
moplasty, nastepuje demetylacja tych gendw znajdujacych sie w plastydach, ktore
ulegajg ekspresji w chromoplastach (tab. 2).

rDNA

Geny kodujace rRNA sg genami metabolizmu podstawowego (housekeeping ge-
nes). Ich ekspresja jest rozmaita i zalezy od rodzaju tkanki. Od dawna wiadomo,
ze w tkankach realizujgcych cykl komérkowy, intensywnie syntetyzujacych biatka
(np. merystemy, wczesne stadia rozwoju zarodka, bielma i liscieni w rozwijajacych
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TABELA 2. Przyktady specyficznej demetylacji genéw podczas ich tkankowo-specyficznej ekspre-
sji

Gatunek Tkanka/Organ Biatko Metylacja tych Autorzy

specyficzne samych sekwencji

dla ekspresji w innych orga-

nach/tkankach

Zea mays bielmo zeiny i gluteliny zmetylowane [3,21]
(kukurydza) w rozwijajacych

sie nasionach
Phaseolus vulga- liscienie w rozwi- fitohemaglutyniny zmetylowane [36]
ris (fasola) jajacych sie

nasionach
Hordeum vulgare bielmo w rozwija- B-hordeina zmetyl. u mutanta ref. [41]
(jeczmien) jacych sie nasio- lys3a (nie synt.

nach B-hordeiny)

w lisciach formy

Glicyne max (soja) liScienie w rozwi- glicynina, lektyna [9]

jajacych sie nasio-

nach
Solanum lycoper- dojrzewajgce celulaza, poligala- [13]
sicum (pomidor) owoce kturonidaza

geny ulegajace zmetylowane [25]
ekspresji w lisciach

w chromoplastach

sie nasionach) jaderka sg znacznych rozmiaréw, kilkakrotnie wieksze niz w tkankach
statych, charakteryzujgcych sie niskim poziomem translacji. Nastepnie wykazano,
ze rozmiary jaderek zalezg od aktywnos$ci transkrypcyjnej rDNA, ktéra z kolei
jest skorelowana z metylacjg w obszarze sekwencji kodujacych, a przede wszystkim
- W obszarze promotora (ref. [31, 38]) i nietranskrybowanych sekwencji miedzy-
genowych (NTS - Non-Transcribed Intergenic Spacers [10, 40]).

Obnizona ekspresja rDNA w ponadmerystematycznych strefach korzenia wyraza
sie, w poréwnaniu ze strefg merystematyczng, zmniejszonymi rozmiarami jaderek,
redukcja wtaczania 3H urydyny oraz stabym zabarwieniem po wysrebrzeniu metoda
AgNOR (miernik ekspresji rDNA). Po demetylacji indukowanej 5-azaC nastepuje
obnizenie poziomu metylacji catkowitego DNA z 26,9% do 23,2%, demetylacja
w czesci kodujacej rDNA i przywrocenie jego ekspresji (mierzonej witaczaniem
~H urydyny iwysrebrzaniu metodg AgNOR) nawet powyzej poziomu stwierdzonego
w strefie merystematycznej [31].

W wyniku zwielokrotnienia zawartosci DNA jadrowego droga endoreplikacji,
mimo proporcjonalnego zwiekszenia liczby sekwencji rDNA, jego ekspresja po-
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zostaje na bardzo niskim poziomie w liSciach, liscieniach i hipokotylu siedmio-
dniowych siewek tubinu z6ktego w pordwnaniu z merystemem korzeniowym.
Woprawdzie metylacja cytozyny czesci kodujgcej rDNA nie jest wyzsza niz w strefie
merystematycznej, ale znaczna cze$¢ nieaktywnego rDNA ulega wmontowaniu do
heterochromatyny przyjaderkowej [38], co jest znanym mechanizmem redukujgcym
aktywnos$¢ transkrypcyjng tych genéw [9, 14].

METYLACJA CYTOZYNY
PODCZAS ROZWOJU MESKIEJ LINII GENERATYWNEJ

Réznicowanie plemnikéw u glonu Chara vulgaris

Dogodnym obiektem do zbadania zalezno$ci miedzy spermatogenezg a metylacjg
cytozyny sg nici spermatogeniczne ramienicy Chara vulgaris. Rozwijajg sie one
z komérki macierzystej w wyniku synchronicznie przebiegajacych podziatow mi-
totycznych, przy czym po kazdym podziale nastepuje ograniczenie wzrostu komarek
potomnych, postepujgca kondensacja chromatyny oraz stopniowa redukcja aktyw-
nosci transkrypcyjnej i translacyjnej. Z komaorek nici 64-komorkowej réznicuja sie
spermatozoidy, ktére na etapie dojrzatosci zawieraja jadra o chromatynie catkowicie
skondensowanej. Wyniki nick-translacji in situ z zastosowaniem 3H TTP i trzech
enzymow restrykcyjnych wrazliwych na metylacje cytozyny wykazaly, ze w okresie
podziatéw komdérkowych zachodzi stopniowe zwiekszenie metylacji cytozyny, osia-
gajace poziom dwukrotnie wiekszy w niciach 32-komérkowych niz w niciach 4-
komérkowych, tj. po 3 podziatach mitotycznych [32]. We wczesnych stadiach
réznicowania plemnikow, kiedy nastepujg kluczowe przemiany zwigzane z prze-
ksztatcaniem spermatyd w spermatozoidy [19], nastepuje krdtkotrwate obnizenie
metylacji cytozyny, po czym znéw zwiekszenie, w wyniku ktérego pod koniec
procesu spermatogenezy metylacja osigga maksymalny poziom [32] w catym cyklu
rozwojowym nici spermatogenicznych. Przytoczony przykiad jest kolejnym dowo-
dem wskazujacym na wspétzaleznos¢ kondensacji chromatyny, jej aktywnosci trans-
krypcyjnej i poziomu metylacji cytozyny.

Ro6znicowanie jadra wegetatywnego i generatywnego
u ros$lin okrytozalgzkowych

Rozw0j gametofitu meskiego u roslin okrytozalgzkowych rozpoczyna sie od
podziatu haploidalnego jadra mikrospory. Powstajg dwie komdrki znacznie réznigce
sie rozmiarami: wieksza wegetatywna i mniejsza generatywna, z ktérej po nastepnym
podziale powstang dwie komdrki plemnikowe. Poczatkowo, wkrétce po pierwszym
podziale, jadra komoérki wegetatywnej i generatywnej nie réznia sie od siebie pod
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wzgledem poziomu metylacji cytozyny, ocenianej nasileniem fluorescencji po in-
kubacji z przeciwciatem przeciwko m5C [27]. Wkrétce jednak intensywnos$¢ sygnatu
fluorescencyjnego w jadrze generatywnym ulega redukcji, natomiast w jadrze we-
getatywnym - zwieksza sie; tuz przed kietkowaniem ziarna pytku poziom metylacji
jadra wegetatywnego jest pieciokrotnie wiekszy niz w jadrze generatywnym. W
badanym obiekcie, tj. u tytoniu, wkrétce po pojawieniu sie tagiewki pytkowej,
silnie skondensowane jadro wegetatywne ulega fragmentacji [27]. Jest to przyktad
hypermetylacji poprzedzajacej starzenie sie i Smieré jadra w zwigzku z jego bez-
uzyteczno$cia biologiczna.

MORFOGENEZA | METYLACJA CYTOZYNY

m5
O kluczowej roli odpowiedniego zasobu C w genomie dla prawidtowego

przebiegu morfogenezy Swiadczag wyniki eksperymentéw z demetylacjg indukowang
przez 5-azaC oraz przez antysensowy mRNA wobec mRNA kodujgcego mety-
lotransferazy DNA, a takze przebieg morfogenezy u mutantéw z uszkodzonym
genem kodujgcym ten enzym.

U Arabidopsis thaliana i Thlaspi arvense, poddanych dziataniu 5-azaC, nastepuje
znaczna redukcja zawartosci msC  (stwierdzona metodg HPLC). Rosliny z obni-
zonym poziomem metylacji, podobnie jak osobniki chtodzone (jarowizowane) za-
kwitaty wczesniej niz rodliny kontrolne. Wydaje sie zatem, ze demetylacja umozliwia
transkrypcje genéw kluczowych dla kontroli kwitnienia [5].

Podanie antysensowego mRNA wobec mRNA kodujacego metylotransferaze
DNA blokuje translacje, w wyniku czego u Arabidopsis thaliana nastepuje spadek
zawarto$ci m5C z 6,4% u ros$lin kontrolnych do 1,8% u roélin poddanych dziataniu
antysensowego mRNA (pomiary metodag HPLC). U ros$lin z obnizong zawartoscia
m5C wystepowaty zaktdécenia w morfogenezie: powstawato znacznie wiecej lisci
zarbwno w stadium rozety, jak i na todygach oraz pojawiaty sie zaburzenia w
morfologii kwiatow - zamiast ptatkdw korony powstawaty liczne preciki lub od-
wrotnie - kwiaty zawieraty tylko znaczng liczbe (zamiast 4) ptatkéw korony [34,
37].

U Arabidopsis thaliana zaktécenia morfogenezy nastepowaty réwniez u osob-
nikéw, w ktédrych mutacja dotyczyta prawdopodobnie genu kodujacego czynnik
posrednio uczestniczacy w procesie metylacji, w wyniku czego nastgpito obnizenie
metylacji cytozyny o okoto 70% w poréwnaniu z formg dzikg. Mutacja ta wywotata
niewielkie zmiany ksztattu lisci i opdznienie kwitnienia oraz zwiekszenie liczhy
lisci na pedzie kwiatostanowym [16, 42].

Warto przypomnieé, ze mutacja genu metylotransferazy DNA (obnizenie me-
tylacji cytozyny o okoto 70%) jest u myszy letalna in vivo - zwierzeta ging we
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wczesnych etapach rozwoju zarodkowego, natomiast mutacja ta nie wptywa na
zywotno$¢ i proliferacje linii zarodkowej in vitro [20].

PODSUMOWANIE

W genomie roslin przewazajaca ilos¢ m5C wydaje sie wystepowaé w nieko-
dujacych, rozproszonych sekwencjach powtarzalnych, stanowigcych gtdwny sktadnik
genomowego DNA - do 99%. Sekwencje te powstajg m.in. w wyniku integracji
retrotranspozonow z genomem roslinnym; metylacja takich sekwencji zapobiega
ekspresji genéw znajdujacych sie w retrotranspozonach. Frakcja DNA zawierajaca
roslinng informacje genetyczng stanowi niewielkg czes¢ genomu. Niezaleznie od
rozmiar6w genomu liczba sekwencji kodujgcych biatka u roslin okrytozalgzkowych
jest oceniana na okoto 30 tysiecy, a liczba powtarzalnych sekwencji kodujacych
RNA nie ulegajacych translacji (rDNA, 5SrDNA i tDNA) jest rzedu kilkunastu
tysiecy. Wynika stad, ze pula sekwencji kodujacych, ktérych ekspresja moze by¢
regulowana przez demetylacje/metylacje cytozyny, jest u roslin niewielka w po-
réwnaniu z catkowitag zawartosciag DNA, tj. rozmiarami genomu.

Charakterystyczny dla poszczegélnych tkanek i organéw poziom metylacji cy-
tozyny oraz dramatyczne skutki indukowanej demetylacji, obejmujacej réwniez nie-
kodujagce sekwencje powtarzalne [31, 43], jak réowniez mutacji powodujacych
uszkodzenie metylacji cytozyny, polegajace na zaktéceniach morfogenezy wskazuja,
ze dla prawidtowego wzrostu i réznicowania komérek niezbedne jest utrzymanie
okreslonej zawartosci cytozyny w stanie zmetylowanym. Ponadto metylacjacytozyny
w DNA roélin wydaje sie by¢ procesem zwigzanym ze starzeniem i rozpadem
jader komadrkowych.
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MECHANISMS OF SIGNAL TRANSMISSION
WITHIN CELLS AND WHOLE PLANTS

Kazimierz TREBACZ

Zaktad Biofizyki, Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin

Streszczenie: Przedstawione zostaty mechanizmy odpowiedzi roslin na czynniki stresowe. Szczegdlng
uwage zwrocono na zjawiska elektryczne, takie jak potencjaty czynnosciowe i zmienne odgrywajace
istotng role w transmisji i transdukcji sygnatow. Oméwiony zostat mechanizm jonowy potencjatow
czynnos$ciowych izblizony przebiegiem mechanizm zamykania aparatéw szparkowych. Scharakteryzo-
wane zostaly typy kanatdéw jonowych bioracych udziat w transdukcji sygnatéw. Zaprezentowano
przeglad proceséw fizjologicznych regulowanych z udziatem sygnatéw elektrycznych.

(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13: 95-108)

Stowa kluczowe: kanaty jonowe, komérki szparkowe, odpowiedzZ systemiczna, potencjat czynnosciowy,
potencjat zmienny, transdukcja sygnatow, transmisja sygnatow

Summary: Mechanisms of plant responses to stress factors are presented. Special attention was paid to
electrical phenomena such as action and variation potentials playing a vital role in signal transmission
and transduction. lon mechanism of action potentials and related mechanism of stomata closure are
described. Basic types of ion channels participating in signal transduction are characterised. A survey of
physiological processes whose regulation engages electrical signals is presented.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 95-108)

Key words: ion channels, guard cells, systemic response, action potential, variation potential, signal

transduction, signal transmission

Z pozoru bierne rosliny wyksztatcity caty szereg systemow reagowania na zmiany
zachodzace w ich srodowisku. Reakcje te moga mie¢ charakter lokalny, obejmowad
tylko czes¢ rosliny poddang bezposredniemu dziataniu danego czynnika lub charakter

*Praca zostata wykonana w ramach dofinansowania przez Komitet Badan Naukowych
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globalny, systemiczny. W przypadku reakcji systemicznej bodzce, nawet lokalne,
wywotujg odpowiedzi catej rosliny lub znacznej jej czesci, a w dodatku roslina
moze napewien czas wytworzy¢ odpornosé nadziatanie danego bodzca (ang. systemie
acquired resistance). Czynniki, ktdre uczestniczg w transdukcji, czyli zamianie ener-
gii danego bodZca na odpowiedZ fizjologiczng komoérek i transmisji, czyli roz-
przestrzenianiu sie informacji o zaistniatym bodzcu, majg nature chemiczng lub
elektryczno-hydrodynamiczna.

Czynniki chemiczne syntetyzowane w odpowiedzi na bodzce mozna podzieli¢
na: oligosacharydy, kwasy organiczne i ich pochodne oraz glikopeptydy i biatka.
Oligosacharydy nalezg do najwcze$niej zidentyfikowanych zwigzkéw uczestniczg-
cych w reakcjach obronnych roslin. Sg wsrdd nich oligogalaktouronidy - produkty
rozktadu Sciany komoérkowej zaatakowanej rosliny oraz oligoglukany, oligochityny
ioligochitosany, zwiazki pochodzenia grzybowego [9,24]. Do kwaséw organicznych
petnigcych role w reakcjach obronnych roslin zalicza sie m.in. kwas jasmonowy,
kwas salicylowy, kwas abscysynowy [19, 23, 25, 49, 57]. Wérdd czynnikow natury
biatkowej wymienia sie systemine, elicytyny, harpiny [19]. Na ogdt zwigzki te
sg stosunkowo stabo mobilne, z wyjatkiem kwasu salicylowego i systeminy, w
zwigzku z tym odgrywaja role gtéwnie w lokalnych odpowiedziach roslin obja-
wiajgcych sie zamieraniem komorek wokdét miejsca zranienia, czyli tzw. reakcjg
nadwrazliwosci (ang. hypersensitive reaction) lub pojawianiem sie aktywnych form
tlenu (ang. oxidative burst), ktore niszcza komorki patogenow [19, 25]. Odpowiedzi
systemiczne wymagajg czynnikéw zdolnych do szybkiego rozprzestrzeniania sie.
Role te spetnia¢ mogg m.in. lotne zwiazki, takie jak: estry metylowe kwasu sali-
cylowego i kwasu jasmonowego oraz etylen [19, 21, 23, 50, 59]. Po wydzieleniu
przez rosline zwiagzki te moga do$¢ szybko przenosi¢ sygnat o pojawieniu sie danego
typu bodzZca, a nawet moga w niektérych przypadkach wywotywac reakcje obronne
u roslin sasiednich nie poddanych dziataniu czynnika stresowego [21, 50]. Z drugiej
strony, skuteczno$¢ ich dziatania zalezy od sity i kierunku wiatru, co czyni ten
rodzaj transmisji informacji o zagrozeniu mato pewnym i skutecznym. Ostatnio
coraz wiekszg uwage zaczeto zwraca¢ na czynniki natury fizycznej, mianowicie
na przeptywy jonow prowadzace do wytworzenia réznic potencjatow elektrycznych
na btonach plazmatycznych komdrek roslinnych [12, 41, 83, 94].

Wsrdd odpowiedzi elektrycznych komdérek roslinnych wymieni¢ mozna odpo-
wiedzi lokalne (ang. local responses), wystepujgce w najblizszym otoczeniu miejsca
stymulacji i rozprzestrzeniajgce sie reakcje bioelektryczne, do ktérych naleza po-
tencjaty czynnosSciowe (ang. action potentials) i potencjaty zmienne lub stopniowane
(ang. variation potentials) [12, 84, 88]. Potencjaty czynnosciowe majg charakter
»Wszystko-albo-nic”. Po przekroczeniu przez bodziec wartosci progowej nastepuje
wygenerowanie potencjatu czynnosciowego o statej amplitudzie, niezaleznej od sity
bodZca [16, 64]. Drugim waznym Kkryterium przynalezno$ci do potencjatéw czyn-
nosciowych jest zdolno$¢ do rozprzestrzeniania sie ze wzglednie stalg szybkoScig
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i bez dekrementu. Ponadto pobudliwos$¢ roslin, podobnie jak zwierzat, cechuje re-
frakcja, czyli czasowa niezdolno$¢ do wygenerowania nastepnego potencjatu czyn-
nosciowego. W pobudliwych komérkach roélin, podobnie jak w neuronach, daje
sie wydzieli¢ okresy refrakcji bezwzglednej, podczas ktorych komdrki stajg sie
catkowicie niepobudliwe i wzglednej, kiedy dtugos$é okresu niepobudliwosci zalezy
od sity bodzca [16, 65]. Potencjaty czynnosciowe charakteryzujg sie ponadto dos¢
regularnym przebiegiem. Po szybkiej fazie depolaryzacji nastepuje wolniejsza faza
repolaryzacji, po ktdrej czesto zachodzi hiperpolaryzacja nastepcza. Potencjaty czyn-
nosciowe mozna wywota¢ nawet stabymi nieuszkadzajagcymi bodzcami, takimi jak:
dotkniecie, staby prad elektryczny czy oswietlenie [35, 85, 86, 90].

Potencjaty zmienne pojawiajg sie w nastepstwie bodzcéw uszkadzajacych: po
zranieniu, sparzeniu lub zniszczeniu komérek przez czynnik chemiczny. Rozprze-
strzeniajg sie z dekrementem i stopniowo zmniejszajgcg sie predkoscig. Na ogot
trwajg znacznie dtuzej niz potencjaly czynnoSciowe, a nawet dluzej niz okresy
refrakcji, stad tez czesto potencjaly czynnoSciowe wystepujg na tle potencjatow
zmiennych petnigcych w tym przypadku role dtugotrwatego bodzca depolary zujacego
(rys. 1). Potencjaty zmienne nie spetniajg prawa ,,wszystko-albo-nic”, ich amplituda,
atakze zasieg zalezg od sity bodzca [84, 88]. R0zne sg takze drogi rozprzestrzeniania
sie i natura potencjatéw czynnos$ciowych i zmiennych. Potencjaty czynno$ciowe
rozprzestrzeniaja sie na zasadzie obwodoéw lokalnych. Prad wptywajacy do komarki
w fazie depolaryzacji wyptywa przez obszary przylegte stanowigc bodziec depo-

RYSUNEK 1. Zmiany potencjatu elektrycznego todygi stonecznika wywotane stymulacjg termiczna
brzegu liscia. Na tle dtugotrwatego potencjatu zmiennego (VP) pojawity sie potencjaty czynnosciowe
(AP). Strzatka oznacza moment stymulacji. Rejestracja zewngtrzkomérkowa (na podstawie [84], zmo-
dyfikowany)



98 K. TREBACZ

laryzujacy te obszary, te z kolei po pobudzeniu stajg sie Zrédiem pobudzenia dla
nastepnych segmentéw tkanki. Potencjat czynno$ciowy wedruje z komérki do ko-
morki dzieki plazmodesmom #tgczagcym komoérki w symplastyczng catosé. Obo-
wigzujgca obecnie hipoteza dotyczgca rozprzestrzeniania si¢ potencjatow zmiennych
zaktada, ze w wyniku uszkodzenia nastepuje relaksacja podcisnienia panujacego
w ksylemie transpirujacych roélin. Naruszona zostaje w ten sposéb réwnowaga
jonowa w komorkach przylegtych do elementéw ksylemu, co powoduje ich dtu-
gotrwatg depolaryzacje [53, 84].

Cechg dobrego nos$nika informacji o zmieniajagcym sie otoczeniu powinna by¢
zdolno$¢ do odzwierciedlania sity, zakresu i rodzaju dziatajacych bodzcow. Czy
odpowiedzi elektryczne roslin maja takie cechy? BodzZce stabe, podprogowe wy-
wotujg na og6t odpowiedzi lokalne. Silniejsze, ale nieuszkadzajgce bodzce wywotujg
potencjaly czynnosSciowe. Moga to by¢ pojedyncze pobudzenia lub cate serie jesli
bodziec trwa dluzej niz okres refrakcji (rys. 2). Sita bodzca znajduje wowczas
odbicie w czestotliwosci serii zgodnie z zasadg, ze im silniejszy bodziec tym krotszy
okres refrakcji wzglednej. Bardzo czesto ta sama ro$lina reaguje serig potencjatéw
czynno$ciowych na jeden typ bodzca, np. zranienie (a raczej jego skutki), a po-
jedynczym pobudzeniem na inny typ, np. Swiatto [63, 85]. Potencjaty czynnosciowe
moga tez pojawiaé sie spontanicznie, a ich czestotliwo$é zmienia sie w rytmie
okotodobowym [34, 96]. Po silnych bodZcach uszkadzajgcych generowane sg po-
tencjaty zmienne, ktérych amplituda i zasieg zaleza od sity dziatajacego bodzca.

W jaki sposéb przeptywy jonowe lezace u podstaw potencjatdw czynnoSciowych
i zmiennych prowadzg do tak skomplikowanych reakcji roslin, jak ruchy, zmiany
tempa oddychania i fotosyntezy czy ekspresja pewnych genéw? Jest to pytanie

RYSUNEK 2. Seria potencjatéw czynnosciowych zarejestrowana wewnatrzkomoérkowo w piesze watro-
bowca Conocephalum conicum. BodZcem byto zwiekszenie stezenia jonéw K+w medium z 1do 10 mM
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0 mechanizm jonowy tych zjawisk. Mechanizm jonowy potencjatéw czynnosciowych
jest stosunkowo dobrze poznany. Niemal we wszystkich badanych dotgd przypadkach
stwierdzono przejSciowy naptyw jonéw Ca2+ do komorki [32, 67, 87, 95]. Uwazany
jest on za pierwszy etap potencjatu czynnosciowego. Wzrost stezenia Ca2+w cytozolu
powoduje aktywacje zaleznych od Ca2+ kanatdow chlorowych w plazmalemmie,
po otwarciu ktérych nastepuje wyptyw jonéw CF z komorki zgodnie z gradientem
potencjatu elektrochemicznego [48, 51, 60, 61, 87]. Depolaryzacja wywotana otwar-
ciem kolejno kanatéw wapniowych i chlorowych powoduje z kolei otwieranie ste-
rowanych napieciem kanatéw potasowych i wyptyw jonéw K+ z komérki, co
doprowadza do czesciowej repolaryzacji. Catkowity powrét do potencjatu spoczyn-
kowego nastepuje w wyniku dziatania elektrogenicznej pompy protonowej, H+AT-
Pazy [62, 87, 89]. Pompa protonowa i sprzezone z nig mechanizmy transportu
uwazana jest tez za czynnik odpowiedzialny za powrdt jonéw do pierwotnej ho-
meostazy. Mechanizm jonowy potencjatéw zmiennych znany jest tylko w zarysach.
Wiadomo, ze w ich trakcie, podobnie, jak w przypadku potencjatdw czynnosciowych,
dochodzi do przejsciowego wzrostu stezenia jonow wapnia w cytozolu.
Znaczne podobiefAstwa do mechanizmu jonowego potencjatéw czynnosciowych
wykazuje mechanizm zamykania aparatéw szparkowych [3, 5, 33, 39, 52, 56, 73].
Ze wzgledu na znaczenie fizjologiczne szparek liczne zespoty badawcze dysponujgce
najnowoczes$niejszg aparaturg badajg mechanizm ich funkcjonowania. Schemat, ktéry
powstat na podstawie tych badan, przedstawiony zostat na rysunku 3. Zgodnie
z nim bodziec, ktéorym moze byé kwas abscysynowy (syntetyzowany w stresie
suszy), Swiatto lub zmiany zawarto$ci C 0 2w atmosferze dziata na receptory btonowe
lub cytoplazmatyczne. Receptory btonowe za posrednictwem biatek G prowadzg
do rozktadu 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do diacyloglicerolu (DAG)
11,4,5-trifosforanu inozytolu (IP2). IP3 powoduje uwalnianie jondw Ca2+ z siateczki
$rédplazmatycznej (ER) lub z wakuoli [1]. W wyniku tego nastepuje wzrost stezenia
wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie [9, 33, 36, 55]. Wzrost poziomu wapnia
nastepuje tez poprzez kanaty wapniowe zlokalizowane w plazmalemmie dzigki ist-
nieniu bardzo duzego gradientu potencjatu elektrochemicznego dla tych jonow.
Uwaza sie, ze liczba jonéw Ca2+ wchodzaca z apoplastu do komorki jest zbyt
mata aby wywotac reakcje fizjologiczng i ze musi dojs¢ do wzmocnienia sygnatu
wapniowego. Zjawisko to nosi nazwe indukowanego wapniem wydzielenia wapnia,
CICR (ang. calcium induced calcium release) [3, 56]. W komdrkach roslinnych
kluczowa role wtym procesie przypisuje sie wakuoli i zlokalizowanym w tonoplascie
kanatom jonowym [3]. Wnetrze wakuoli jest na ogét elektrododatnie w stosunku
do cytoplazmy. Niewielka, poczatkowa zmiana stezenia Ca2+ w cytoplazmie po-
woduje aktywacje kanatow potasowych w tonoplascie zaleznych od Ca +, zwanych
VK [3, 52]. Otwarcie tych kanatdw prowadzi do zmniejszenia réznicy potencjatow
w poprzek tonoplastu. Zdaniem wielu autoréw powoduje to usuniecie bariery po-
tencjatu dla tzw. wolnych kanatéw wakuolamych (SV) i wyptyw znacznej ilosci
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RYSUNEK 3. Schemat ilustrujacy przemiany jonowe zachodzace w komérce po zadziataniu bodzca. C,
V i ER oznaczaja odpowiednio: cytozol, wakuole i siateczke Srédplazmatyczng. R oznacza receptor, G
- biatko G. Elipsy ze strzatkami oznaczajg kanaty jonowe. Podobny symbol ze strzatkg wskazujaca
rozktad ATP oznacza pompg jonowa. PIP2, IP3, DAG oznaczajg 4,5-difosforan fosfatyd”~loinozytolu,
1,4,5-trifosforan inozytolu i diacyloglicerol. [Ca2+]c oznacza wzrost stgzenia jonéw Ca w cytozolu.
Liniami ciggtymi ze strzatkami zaznaczono kierunki oddziatywania stymulujgcego. Linia przerywana ze
strzatkg wskazuje kierunek oddziatywania hamujacego. (+) oznacza aktywacje kanatu poprzez depola-
ryzacje. Znak ,,?” przy symbolu kanatu typu SV oznacza kwestionowang role tych kanatéw we
wzmochieniu sygnatu wapniowego (CICR), na podstawie [56], zmodyfikowany

jonow wapnia z wakuoli do cytoplazmy (CICR) [3, 52, 56]. Ostatnio poglad ten
poddany zostat krytyce na gruncie ilosciowym [68] i wydaje sie, ze nalezy poszukaé
innych niz SV kanatéw, ktorymi wapn maégiby przeptywac przez tonoplast. Faktem
jest, ze sygnat wapniowy zostaje wzmocniony. Uruchamia to wiele proceséw w
komorce, takich jak aktywacja zaleznych od wapnia kinaz i fosfataz, a zmiany
ufosforylowania biatek enzymatycznych wywotujg gtebokie przemiany w funkcjo-
nowaniu komorek. Zmiany poziomu cytoplazmatycznego Ca + oddziatujg rowniez
na kanaty i pompy jonowe [7, 76]. W szczegdlnoSci zamkniete zostajg kanaty
potasowe (Kin), za pomoca ktérych jony K+ sg pobierane przez komérke. Powoduje
to depolaryzacje komorki. Dalszg depolaryzacje wywotuje aktywacja zaleznych od
wapnia kanatow anionowych, aw $lad za tym otwieranie sterowanych depolaryzacjg
kanatow potasowych. Skierowane na zewngtrz komérki strumienie jonéw K+ i
CF wraz z otoczkami hydratacyjnymi sa przyczynag zmiany turgoru i w efekcie
zamykania komdrek szparkowych [39, 73, 74]. Niemal identyczny mechanizm fun-
kcjonuje w przypadku ruchow turgorowych, takich jak zamykanie lisci putapek
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Dionaea [42] iAldrovanda [44], opadania liSci Mimosa po dotknieciu [71], wzrostu
intensywnos$ci oddychania u Conocephalum [18], gutacji gametofitéw mchow i
paproci po oswietleniu [79] i wielu innych zjawisk, o ktérych wiadomo, ze sg
sterowane zmianami potencjatu elektrycznego. Tabela 1 zawiera zestawienie wy-
branych zjawisk, w ktérych decydujaca role przekaznikéw sygnatu o wystapieniu
bodzcow odgrywaja potencjaty czynnosSciowe lub zmienne. Na uwage zastuguje
zwtaszcza fakt, ze potencjaty czynnos$ciowe i zmienne sg niezbednym czynnikiem
systemicznej ekspresji genéw Pin2 kodujacych biatko bedgce inhibitorem proteinaz
- istotng substancje w reakcji obronnej roslin [13, 41, 83, 94].

Rdéznorodnos$é odpowiedzi roslin wywotanych z udziatem rozprzestrzeniajacych
sie zmian potencjatéw nasuwa pytanie: jak w miare jednorodny mechanizm jonowy
tych potencjatow moze wywotywac tak rézne reakcje? Kluczem do zrozumienia
tego pozornego paradoksu moze byé zmiennoS¢ przestrzenna i czasowa sygnatu
wapniowego. Pomiary zmian stezenia wewngtrzkomorkowego Ca2+ z zastosowa-
niem barwnych indykatoréw, takich jak: fura czy eguorina doprowadzity do sfor-
mutowania koncepcji tzw. ,,podpisu wapniowego” (ang. calcium signature) [36,
55, 56, 69]. Wielko$¢, rozlegto$¢ przestrzenna w roznych kompartmentach ko-
morkowych i czas trwania wzrostu wewnatrzkomoérkowego stezenia wolnych jonow
wapnia stanowi o specyficznosci odpowiedzi na dany, bodziec. Istotng role w trans-
dukcji sygnatow przypisuje sie tez oscylacjom poziomu wapnia, gdzie juz nie am-
plituda, ale czestotliwo$¢ oscylacji jest elementem ,,podpisu wapniowego” [56].
Tylko na gruncie ilosciowym mozna ttumaczyé pozorny paradoks, ze sygnatem
zaréwno do zamkniecia jak i do otwarcia szparek jest przejsciowy wzrost poziomu
cytozolowego wapnia [52]. Réznorodnos$é odpowiedzi fizjologicznych roslin wynika
tez z podatnosci komoérek na zmiany poziomu Ca2+ w cytozolu lub na inny wtorny
przekaznik. Okre$la sie to mianem genetycznego i fizjologicznego ,,adresu” (ang.
genetical and physiological address) [56]. Komorki nalezace do réznych tkanek
i r6znych gatunkow roslin rdznig sie od siebie stopniem wyksztatcenia poszcze-
golnych elementow kaskady sygnatowej. Moze to mie¢ podtoze zar6wno czysto
genetyczne jak i fizjologiczne. Wiadomo np., ze podatno$¢ komaérek szparkowych,
m.in. u Commelina na kwas abscysynowy zalezy od temperatury, w jakiej wyrastata
ro$lina [2]. Pobudliwo$¢ roélin, czyli zdolno$¢ do generowania potencjatéw czyn-
nosciowych jest réwniez w pewnym zakresie zdeterminowane genetycznie, w pew-
nym za$ podlega metabolicznej kontroli. Wystepujg na przykiad wahania progu
pobudzenia w rytmie okotodobowym [96].

Aby mogto dojs¢ do zmian wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia, aktywacji
muszg ulec kanaly wapniowe bedace adresatami pierwszych etapow transdukcji.
Dzieki technice stabilizacji potencjatu fragmentu btony (ang. patch-clamp) udato
sie poznaé zasady funkcjonowania (ang. gating) wielu typéw kanatéw, ktére moga
bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatu wapniowego. Przedstawia je schematycznie
rysunek 4. Podstawowe typy kanatéw przepuszczalnych dla Ca2+ w plazmalemmie
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RYSUNEK 4. Schemat przedstawiajacy struktury btonowe biorace udziat w regulacji stezenia wolnych
jonéw wapnia w cytozolu komérek roslinnych. Oznaczeniajak narys. 3. Ponadto symbol kanatu zdwoma
fukami po bokach oznacza kanat sterowany naprezeniem. Elipsa z dwiema strzatkami ustawionymi
antyréwnolegle oznacza kotransporter Ca2+/H+.cADPR oznacza kanat sterowany cykliczng ADP ryboza.
14 pS i 27 pS to oznaczenia przewodnictwa (w pikosimensach) dwéch typéw kanatéw wapniowych (na
podstawie [56], zmodyfikowany)

to: kanaty sterowane napieciem (otwierajace sie podczas depolaryzacji), kanaty
sterowane mechanicznym naprezeniem btony (ang. stretch-activated channels) [11],
i wzmiankowane juz kanaty potasowe (Kin), ktére przewodzg jony K+ do wnetrza
komorki, ale rownocze$nie wykazuja ograniczong przepuszczalno$¢ dlajonéw Ca2+
[56]. Oprocz kanatéw za homeostaze wapniowg w cytozolu odpowiada pompa
wapniowa, Ca2+ATPaza [15, 43]. W blonach wewnatrzkomdrkowych struktur, a
zwtaszcza w tonoplascie znaleziono przynajmniej dwa typy kanatéw przewodzacych
wapnh réznigce sie przewodnictwem jednostkowym (14 pS i 27 pS) [56]. Ponadto
znajdujg sie tam kanaty sterowane ligandami: IP3 [1] i cykliczng ADP rybozg
(CAE)PR) [54]. Wzglednie staty, spoczynkowy pozi m Ca2+ w cytozolu zapewniaj.a
Ca ATPaza i przenosnik transportujgcy jony Ca  do wakuoli w kotransporcie
z protonami [47, 66]. Obraz ten zmienia sie z roku na rok w miare udoskonalania
technik badawczych i w miare badania coraz to nowych obiektow.

Oprécz zmian poziomu jondw wapnia rOwniez zmiany pH cytoplazmy uwazane
sg za potencjalny element transdukcji sygnatéw w komérkach roslinnych [37]. pH
cytozolu jest na ogét zblizone do 7, podczas gdy pH soku wakuolamego i ptynu
zewnatrzkomorkowego wynosi od 2 do 6 [37]. Istnieje wprawdzie, tak jak w przy-
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TABELA 1. Wybrane procesy fizjologiczne regulowane z udziatem lokalnych odpowiedzi elektry-
cznych (LR), potencjatéw czynnos$ciowych (AP) i potencjatéw zmiennych (VP)

OdpowiedzZ fizjologiczna rosliny Typ Gatunek rosliny Literatura

reakcji

elektry-

cznej
Ekspresja genéw PIN2 AP, VP  Lycopersicon esculentum 13,41,83,94
Ekspresja genow kalmoduliny VP Bidens pilosa 92
Zamykanie szparek VT Arabidopsis thaliana 73
Wzrost tempa oddychania AP Conocephalum conicum 18, 27
Zmiany tempa fotosyntezy AP, VP  Cucurbita pepo 30, 38, 91
Zahamowanie pobierania wody VP Helianthus annuus 14
Zmiany tempa transpiracji AP, VP  Salix viminalis 30, 91
Wyptyw fotoasymilatow AP, VP Mimosa pudica 28, 29
Zapylenie i zaptodnienie AP, VP  Lilium martagon 31, 80, 81
Gutacja AP, LR Bryum pseudotriquetrum 79
Zatrzymanie ruchu cytoplazmy AP Nitella axilliformis 49
Zmiany dtugosci komoérek AP Chara corallina 58
Zahamowanie wzrostu AP, VP  Luffa cylindrica 14, 75, 82
Ruchy sejsmonastyczne AP Mimosa pudica 71, 77
Ruchy organéw townych AP Dionaea muscipula 42, 44
Ruchy autonomiczne AP Desmodium motorium 4
Ruchy elementéw kwiatow AP Incarvillea delavayi 80
Morfogeneza VP Bidens pilosa 46
Adaptacja do niskiej temperatury AP Cucurbita pepo 70
Powstawanie zalazkéw gametoforéow AP Physcomitrella patens 22
Transdukcja bodZca grawitacyjnego LR Lepidium sativum 78
Transdukcja bodzca termicznego LR, AP  Eranthis hyemalis 40, 70
Transdukcja bodZzca $wietlnego VT, AP Arabidopsis thaliana 8, 10, 87
Zmiany aktywnosci peroksydaz AP Conocephalum conicum 17
Regulacja transportu jonow LR Eremosphaera viridis 72
Zmiany poziomu ATP w cytozolu AP Dionaea muscipula 45
Tworzenie brodawek korzeniowych VP Medicago sativa 20, 26

padkujonéw wapnia, system buforowania i usuwania nadmiaru protonéw z cytozolu,
niemniej przejsciowe zmiany pH majg miejsce. Znaczna cze$¢ enzyméw wykazuje
do$¢ waska zalezno$¢ od pH. Sprawia to, ze przynajmniej w trakcie tych zmian
pH caty szereg enzyméw zmienia swa aktywno$¢. Rozwaza sie tez wzajemne po-
wigzania miedzy zmianami poziomu Ca2+ i H+, ktére w cytozolu wigzane sg w
duzej mierze przez te same substancje buforujgce [72].

Ostatnio zaczety pojawia¢ sie doniesienia o szlakach transdukcji sygnatéw nie-
zwigzanych ze zmianami poziomu wapnia i protonéw [6]. Jednak i w tych przy-
padkach role transmisyjng przypisuje sie zmianom potencjatu, a role pierwotnych
adresatow bodzcéw kanatom anionowym. Zablokowanie kanatéw anionowych przez
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specyficzne inhibitory hamuje reakcje nadwrazliwosci [93] i ekspresje genow [93]
i indukowang [3-glukanem produkcje fitoaleksyn [93]. Kanaty anionowe moga
petni¢ swa role regulacyjng dzieki zmianom aktywnos$ci wywotywanym odwracalng
fosforylacja/defosforylacjg [52, 76]. Ostatnio pojawity sie tez doniesienia o udziale
cAMP w transdukcji sygnatéw u roslin [6, 52].

Z przedstawionego przegladu wynika jasno, ze rosliny posiadajg liczne mecha-
nizmy zdolne do przeciwstawienia sie negatywnym bodZcom, aszczeg6lnie inwazjom
patogenow i roslinozercow. Tak jak niemal wszedzie w przyrodzie obserwowaé
tu mozemy swoisty ,,wyscig zbrojen” polegajacy na przezwyciezaniu wzajemnych
zabezpieczen przez obiekty atakowane iatakujace. Ten wyscig zbrojen trwa zapewne
od milionéw lat, a nasza wiedza na ten temat, bardzo wcigz fragmentaryczna, to
zdobycz ostatnich Kkilku lat. Mozna mie¢ nadzieje, ze lepsze poznanie mechanizmow
obronnych stosowanych przez rosliny pozwoli wspomoc ich systemy obronne w
spos6b racjonalny.
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SYMULACJE WZROSTU | PODZIALOW KOMOREK
W MERYSTEMIE. ZNACZENIE GLOWNYCH
KIERUNKOW WZROSTU

SIMULATIONS OF GROWTH AND CELL DIVISIONS
IN THE MERISTEM. SIGNIFICANCE OF THE PRINCIPAL
DIRECTIONS OF GROWTH

Jerzy NAKIELSKI

Katedra Biofizyki i Biologii Komérki, Uniwersytet Slaski w Katowicach

Streszczenie: Podstawy zagadnienia: Organy roslinne rosng symplastycznie co oznacza, ze istnieje w
nich tensorowe pole szybkosci wzrostu. Gtéwne kierunki wzrostu: Pole to mozna generowaé¢ matema-
tycznie poprzez tensor wzrostu (TW). W kazdym punkcie pola TW wystepuja trzy wzajemnie ortogo-
nalne gtéwne kierunki wzrostu (kierunki G). Kierunki te ukladajg sie w linie, tworzac wzér trzech
ortogonalnych trajektorii kierunkéw G. W merystemach apikalnych korzeni i pedu, gdzie ksztatt
wierzchotka nie zmienia sie w trakcie wzrostu, wzor trajektorii kierunkéw Gjest stabilny. Komorki dzielg
sie wptaszczyznach wyznaczonych przez gtéwne kierunki wzrostu. Uktad komérek w przekroju osiowym
wierzchotka korzenia i pedu opisa¢ mozna dwoma rodzinami wzajemnie ortogonalnych linii znanych
jako perykliny i antykliny. Linie te, uwazane za gtadkie pomimo nieregularnosci zwigzanych z ksztattem
indywidualnych komérek, zachowujg ortogonalnos¢ w trakcie wzrostu. Sa przez to podobne do trajektorii
kierunkéw G, stad wysunieto hipoteze, ze perykliny i antykliny reprezentuja kierunki G w ukfadzie
komorek. Jesli tak jest, podziaty komérek w muszg odbywac sie w ptaszczyznach wyznaczonych przez
kierunki G. Model wzrostu ipodziatow komérek: Na podstawie TW i wspomnianej hipotezy zbudowano
symulacyjny 2-wymiarowy model wzrostu i podziatéw komdrek. Opisano zatozenia i algorytm modelu.
Zastosowanie modelu do symulacji wzrostu merysteméw wierzchotkowych pedu i korzenia: Pokazano
dwa przyktady zastosowania modelu, w jednym generowano wzrost wierzchotka pedu siewki $wierka,
w drugim generowano wzrost wierzchotka korzenia rzodkiewki. W obu, uktady komérek na wejsciu
pochodzity z przekrojéw anatomicznych. Wynikiem byta komputerowa sekwencja wzrostu. Generowane
uktady komorek byty realistyczne i stabilne. Wnioski: Mozna generowa¢ wzrost organu znajgc wzor
gtéwnych kierunkéw wzrostu dla tego organu. W opisanym modelu, realistyczne uktady komoérek
otrzymano przez zatozenie, ze komérki dzielg sie ptaszczyznach wyznaczonych przez te kierunki.
(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13:109-126)
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Stowa kluczowe: wzrost organu, symulacyjny model, algorytm podziatéw komoérek, tensor wzrostu,
gtdéwne kierunki wzrostu

Summary: Background: Plant organs grow symplastically, i.e. there is a tensorial field of growth rates in
such organs. Principal directions ofgrowth: This field can by generated by the growth tensor (GT). In
every point of the GT field are three mutually orthogonal principal directions of growth (PDG). These
directions are arranged into lines giving the pattern of PDG trajectories. Inshoot and root apical meristems
that do not change their shape during growth, as it is usually, PDG pattern is steady. Cell divides in the
planes given by principal directions ofgrowth: In an axial section of shoot and root apices, cell pattern
can by approximated by two types of mutually orthogonal lines known as periclines and anticlines. The
lines, considered smooth regardless of the zig-zag resulting from the shape of individual cells, preserve
orthogonality during growth. By this property they are similar to PDG trajectories. Thus, the hypothesis
has been made: periclines and anticlines represent PDG trajectories in the cell wall network. From the
point of view of cell production it means that, new cell walls which appear as the result of cell divisions,
are formed in PDG planes. Model for growth and cell division: On the basis of the GT and this
hypothesis, a simulation (2D) model for growth and cell division has been worked out. General
assumptions and rules of the algorithm are presented. Application ofthe model to the simulation ofgrowth
in shoot and root apices: Two examples are considered, one of the shoot apex in spruce seedlings and
the other, of the root meristem in radish. In both, cell patterns coming from anatomical sections were
input data, whereas computer-made temporal sequences as the result were obtained. Simulations have
shown quite realistic and self-perpetuating cell patterns. Conclusions: Itis possible to simulate growth
of the organ using as the basis the knowledge of the pattern of principal directions of growth for this
organ. In the presented model, realistic cell patterns were achieved by the assumption that cells divide
in planes determined by these directions.

(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13 109-126)

Key words: organ growth, simulation model, algorithm for cell division, growth tensor, principal
directions of growth

1. GLOWNE KIERUNKI WZROSTU

Organy roslinne rosng symplastycznie. Wzrost symplastyczny, to skoordynowany
wzrost komadrek organu [7, 14, 39]. Komoérka ro$linna ma $ciang komérkowa, $ciany
komérek sasiednich potaczone sa blaszkami $rodkowymi. Koordynacja polega na
tym, ze komdrki sasiednie nie $lizgaja sie po sobie i nie migrujg, a organ jako
catos¢ rozrasta sie w spos6b zwarty i ciggly.

W merystemach, wzrost wigze sie zpodziatami komoérek. Czestotliwo$¢ podziatéw
komérek nie jest jednakowa, istniejg obszary, gdzie komorki dzielg sie czesto i
obszary, gdzie komorki dzielg sie rzadko. Poniewaz rozmiary komaorek sg z grubsza
jednakowe, tam gdzie czestotliwo$¢ podziatéw komorek jest duza, takze szybkosé
wzrostu musi by¢ duza, bo inaczej komérki stawatyby sie coraz to mniejsze. Podobnie
w rejonach, gdzie komorki dzielg sie rzadko, szybko$¢ wzrostu musi by¢ niska,
bo inaczej komdrki stawatyby sie coraz to wieksze. Zatem, zréznicowanie cze-
stotliwo$ci podziatbw komoérek Swiadczy o przestrzennym rozkiadzie szybkosci
wzrostu. Matematycznie, wspo6tzalezno$¢ pomiedzy szybkoS$cig wzrostu, czestot-
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liwoscig podziatowkomoérek i rozmiarami komérek opisali Green [13], Gandar [11],
Silk [45], dla wzrostu jednowymiarowego, oraz Hejnowicz i Romberger [22], dla
wzrostu w trzech wymiarach.

W trakcie wzrostu czastki organu przesuwajg sie. W oparciu o przesuniecia
czastek okresli¢ mozna wektorowe pole predkosci przesunieé, V [12, 15, 46]. Szyb-
ko$¢ wzrostu, a doktadniej, tzw. wzgledna elementarna szybko$¢ wzrostu liniowego,
RERGp to pochodna przestrzenna V [21, 41, 44]. W danym punkcie, daje sie jg
obliczy¢ w réznych kierunkach. Wtedy wida¢, ze poza przypadkiem wzrostu izo-
tropowego, warto$ci RERGi w réznych kierunkach sa na og6t rézne. Oznacza
to, jak wykazali Hejnowicz i Romberger [21] bezposrednio z definicji RERGp
ze szybkos¢ wzrostu jest wielkoScig typu tensorowego. W rosnacym organie istnieje
zatem tensorowe pole szybkos$ci wzrostu (Hejnowicz w tym samym zeszycie). Pole
to mozna generowal matematycznie przy uzyciu operatora, ktéry nazwano [21]
tensorem wzrostu (TW).

Tensorowe pole szybkos$ci wzrostu
(pole TW) jest ciggte, a wartoSci RERG[

w réznych kierunkach, w réznych pun-
ktach pola, sg ,,skoordynowane”. Od-
wotujgc sie do wspomnianych rozwazan
Hejnowicza przypomne, ze w kazdym
punkcie rosngcego organu istniejg trzy
wzajemnie ortogonalne, tzw. gtéwne
kierunki wzrostu [16, 21] (rys. 1). W
kierunkach tych, nazwijmy je kierun-
kami G, RERGi przyjmuje wartosci eks-
tremalne. W dwéch jest maksymalna i
minimalna, w trzecim, do nich prosto-
padtym, przyjmuje warto$¢ posrednia,
tzw. siodtowga. W ciggtym polu TW, kie-
runki G ukitadajg sie w linie, tworzac
wzér trzech wzajemnie ortogonalnych
trajektorii gtdwnych kierunkéw wzrostu
(trajektorii kierunkdéw G). Gdy wzrost
jest stacjonarny, tj. gdy rozmieszczenie

szybkosci wzrostu wewnatrz organu nie ) ) )
mienia si 6r traiektorii kierunké RYSUNEK 1. Indykatrysy ilustrujgce zmiennos$¢
z _' ! '_e” Wz J I _' u W RERGi w réznych kierunkach, w wybranych pun-

Gjeststabilny. Tego typu stabilne wzory  ktach wierzchotka korzenia. W jednym z punktow

kierunkow G wystepujg w merystemach  zaznaczono gtéwne kierunki wzrostu: a, p, I. Pary

. . _ tych kierunkow tworzg ptaszczyzny gtowne (dwa
wierzchotkowych, w wierzchotku ko typy ptaszczyzn zacieniowano). Gérne odcinki in-

rzenia, w okresie wzrostu pierwotnego dykatrys ograniczone ptaszczyznami gtéwnymi zo-
i wierzchotku pedu, w fazie wegetatyw- staly wykrojone.
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nej. Przekonamy sie, ze ma to znaczenie dla orientacji podziatdw komdrek w me-
rystemie.

2. HIPOTEZA HEJNOWICZA: KOMORKI DZIELA SIE
W PLASZCZYZNACH WYZNACZONYCH
PRZEZ GLOWNE KIERUNKI WZROSTU

Uktady komorek w organach roslinnych cechuje wysoki stopiefi zorganizowania.
U podstaw tego zorganizowania lezg wzrost symplastyczny i ,,przepisy”, wedtug
ktérych komoérki dzielg sie w trakcie wzrostu. Juz pod koniec ubiegtego stulenia
Sachs zauwazyt [43], ze siatke Scian komodrkowych w centralnym przekroju pod-
tuznym przez wierzchotki korzenia i pedu daje sie opisa¢ dwoma rodzinami wza-
jemnie ortogonalnych linii (rys. 2), ktére nazywal peryklinami i antyklinami.
Pomimo, ze indywidualne komérki rosna i przesuwajg sie wzgledem komorek ini-
cjalnych w trakcie wzrostu, wzdr peryklin i antyklin pozostaje stabilny. Jak to
mozliwe?

Odpowiedz daly badania oparte na tensorze wzrostu. Wywnioskowano z nich
[16,17], ze perykliny iantykliny reprezentujg wzor trajektorii kierunkéw G. Okazato
sie przy tym, ze aby wzér peryklin i antyklin byt zachowywany w trakcie wzrostu,
nowe $ciany komorkowe musza podtrzymywacé dotychczasowe peryklinalne, wzgled-
nie antyklinalne utozenie tych linii. Stad, Hejnowicz [16, 17] wysunat hipoteze,
ze komorki dzielg sie w ptaszczyznach wyznaczonych przez kierunki G. Z hipotezy
tej wynika, ze indywidualne komoérki majg zdolnos$¢ ,,wyczuwania” gtéwnych kie-

RYSUNEK 2. Wzory peryklin i antyklin w merystemach wierzchotkowych: a- pedu, b - korzenia [43]
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RYSUNEK 3. Wzrost komorki (a) i podziat komarki (b). W trakcie wzrostu pole powierzchni wielokata
opisujacego komdrke powigksza sie. Z chwilg przekroczenia rozmiardéw przyjetych za krytyczne,
komérka ulega podziatowi. Podziat odbywa sie w gtéwnym kierunku wzrostu (kierunku G). Sciana
podziatowa przechodzi przez punkt M okreslony losowo w poblizu $rodka komérki. Jest styczna do tego
spos$rod dwoch kierunkéw G, w ktérym moze by¢ krétsza (odnosnie szczeg6tow procedury patrz tekst).
Linie przerywane u gory i linie kropkowane na dole reprezentuja trajektorie kierunkéw G

runkéw wzrostu, ktérych wzor dotyczy organu. To moze by¢ kluczem do zrozumienia
zasad tworzenia wzorow komérek w merystemie.

Istnieje kilka hipotez dotyczacych podziatdbw komdrek. Hofmeister postulowat
[23], ze komdrka dzieli sie prostopadle do kierunku najwiekszego wzrostu, co
oznacza zwykle, ze prostopadle do swojej dtugiej osi. Wedtug Sachsa [42], $ciana
podziatowa wstawiana jest pod katem prostym do istniejgcych $cian. Errera [6],
wysungt poglad, ze komdrka dzieli sie na po6t tak, ze pole powierzchni $ciany
podziatowej jest minimalne. Wspotczesnie, w oparciu o badania rozktadu naprezen
wewnatrz organu, Lintilhac [26, 27] wysunat hipoteze, ze $ciana podziatowa zlo-
kalizowana jest w ptaszczyznie wolnej od naprezen $cinajacych, co oznacza, ze
dazy do tego, aby sity styczne na nig dziatajace byty jak najmniejsze. Zatem i
tutaj, podobnie jak u Hejnowicza, liczy sie pewien ponadkomérkowy wzér. Zdolnosé
wyczuwania takiego wzoru, jesli chodzi o naprezenia, potwierdzono eksperymen-
talnie [28].

W zrost i podziaty komdrek mozna generowac przy uzyciu komputera. W oparciu
o0 tensor wzrostu i hipoteze Hejnowicza zbudowano symulacyjny, dwuwymiarowy
model wzrostu, w ktorym komorki dzielg sie w kierunkach G. Ponizej opisano
podstawowe zatozenia modelu i wyniki symulacji wzrostu otrzymane dla dwdéch
konkretnych merysteméw wierzchotkowych, a mianowicie, wierzchotka pedu siewki
Swierka i wierzchotka korzenia rzodkiewki.
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3. MODEL WZROSTU | PODZIALOW KOMOREK

W skiad modelu wchodzg: siatka wielokgtéw, tensorowe pole szybkosci wzrostu
(pole TW) ialgorytm podziatéw komorek. Siatka wielokgtéw (nazywana dalej siatka)
opisuje uktad komérek. Otrzymuje sie ja poprzez digitalizacje wzoru komorek po-
chodzacego z przekroju osiowego wierzchotka. Pole TW stuzy do generowania
wzrostu i podziatéw komorek. Matematycznie, otrzymuje sie je z uktadu réwnan
na V. Podejscie to opisano w poprzednich pracach [17, 19, 20, 32]. Algorytm
podziatdw komérek zawiera reguty dotyczace lokalizacji, orientacji i szczegdétow
zamocowania $ciany podziatowej.

Zatozenia modelu sg nastepujace [35, 36]:

1. Pole TW i uktad komoérek w przekroju wierzchotka sa znane.

2. Uktad komorek opisywany jest przez siatke, w ktorej komorki widziane w
przekroju reprezentowane sg przez wielokaty (wypukte, o dowolnym ksztatcie).
W jednym wezle siatki zbiegajg sie boki trzech wielokgtow.

3. Wzrost jest wynikiem dziatania pola TW na siatke. Losy indywidualnych
komérek zaleza od lokalizacji tych komérek w polu TW.

4. W trakcie wzrostu komdrka powieksza sie. Nowe wspétrzedne wielokata repre-
zentujagcego komorke po czasie At otrzymuje sie ze ,starych” wspétrzednych (rys.
3a) przez catkowanie rownan na predkos¢ przesunie¢ V. (dopowiadajgcg danemu
polu TW).

5. Komorkadzieli sie, gdy pole powierzchni wielokata przekroczy wartos¢ przyjeta
za krytyczng. Wtedy wielokat reprezentujgcy dzielgca sie komdrke zastepowany
jest przez dwa inne przylegte wielokaty, ktére od tej pory reprezentowac beda
komorki potomne (rys. 3b). Pole powierzchni staje sie krytyczne, gdy przekroczy
$rednie pole powierzchni komoérek o potowe.

6. Lokalizacje Sciany podziatowej determinuje punkt M okreslony losowo we-
wnatrz niewielkiego okregu poprowadzonego z geometrycznego $rodka komdrki
(rys. 3b). Przyjeto, ze promienn okregu réwny jest odlegtosci od Srodka komorki
do najblizszego boku.

7. Orientacjanowotworzonej Sciany podziatowej zalezy od kierunkéw G w punkcie
M. W pilaszczyznie wielokata, przez punkt M przechodzg dwa kierunki G (trzeci
jest do nich prostopadty). Komdrka dzieli sie w tym sposréd obu kierunkéw, w
ktorym S$ciana podziatowa moze by¢ krotsza (rys. 3b).

8. Nowa S$ciana tworzona jest tak aby, podobnie jak w punkcie 2, w jednym
wezle spotykaty sie co najwyzej 3 komorki.

9. W chwili wstawienia $ciany podziatowej modyfikowane sa katy, jakie $ciana
podziatowa tworzy ze $cianami komdarki rodzicielskiej. Modyfikacja dokonywana
jest przez skrocenie Sciany podziatowej o okreslony procent jej pierwotnej dtugosci.
Przyjeto, ze jest to 7% (dla wszystkich komérek w merystemie).
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RYSUNEK 4. Przyktad zastosowania algorytmu w odniesieniu do dwéch sgsiadujacych ze sobg komoérek
(objasnienia w tekscie)

Symulacja przeprowadzana jest nastepujgco. Zaktadamy, ze siatka reprezentuje
uktad komdrek wierzchotka w t = 0. Dziatanie pola TW na siatke powoduje de-
formacje siatki. W trakcie deformacji w siatce pojawiajg sie coraz to nowe komorki
(w wyniku podziatéw komorek). W ten sposob wierzchotek rozrasta sie. Wypro-
wadzajgc siatke z komputera co pewien czas otrzymujemy sekwencje pokazujaca,
jak wprowadzony na wejsciu uktad komorek zmienia sie w czasie.

Jak pracuje algorytm? Na rysunku 4 pokazano podziaty w dwéch sgsiadujacych
ze sobg komorkach. Komoérka po lewej stronie podzielita sie w t =3. Komorka
po prawej stronie podzielita sie w t- 2, potem podzielity sie jej potomne, ostatecznie
otrzymaliSmy z niej tetrade komdrek. Komarki nie rosty zatem jednakowo, ponadto
podziaty komorek mogty by¢ nierdwne (zalezaty od lokalizacji punktu M wzgledem
Srodka komorki). Zauwazmy, ze nowa $ciana nie fgczy sie z weztem juz istniejgcej
komarki, a dzieki jej skrdceniu, katy, jakie tworzy ta $ciana ze Scianami komorki
macierzystej, sg realistyczne (przy braku skrécenia bytyby to katy proste).

Na rysunku 5 pokazano, w jaki sposob powstaje kompleks komérek (grupa
komorek o wspolnym pochodzeniu). Z jednej komorki, w wyniku wzrostu i su-
kcesywnych podziatow tej komorki i komérek w stosunku do niej potomnych,
w kolejnych czasach powstaje coraz to bardziej liczna grupa komdrek. Wezmy
pod uwage orientacje podziatbw komorek. Wszystkie nowopowstate Sciany lezg
w gtéwnych kierunkach wzrostu, sg styczne do jednej z trajektorii kierunkow G
(wzor kierunkéw G reprezentuja linie kropkowane). Stad uktad komérek wewnatrz
kompleksu jest uporzadkowany, przejawia sie w nim wzor trajektorii Kierunkow
G. Zauwazmy, ze $ciany komorkowe uktadajg sie w charakterystyczne zygzaki
znane z preparatéw anatomicznych. Zygzaki biegng wzdtuz trajektorii kierunkéw
G, charakterystyczne zatamania powstajg w wyniku podziatdw komérek zacho-
dzacych prostopadle w stosunku do danej trajektorii.
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RYSUNEK 5. Powstawanie kompleksu komoérek. Komérki dzielg sie z uwzglednieniem gtéwnych
kierunkéw wzrostu. W uktadzie komérek przejawia sie wzor trajektorii tych kierunkéw (reprezentowany
przez linie kropkowane)

4. ZASTOSOWANIE MODELU DO SYMULACJI
WZROSTU MERYSTEMOW WIERZCHOLKOWYCH PEDU
| KORZENIA

WeZzmy pod uwage konkretny wierzchotek. Rozwazmy najpierw wierzchotek
pedu siewki Swierka. Przekréj osiowy wierzchotka pokazano na rysunku 6a. Obok,
na rysunku 6b mamy wzor trajektorii kierunkow G pola TW okres$lonego dla tego
wierzchotka. Rozmieszczenie RERG[ w tym polu opisano w poprzednich pracach
[20, 31]. Charakteryzuje sie ono tym, ze wzrost powierzchniowy na powierzchni
wierzchotka jest izotropowy, tj. jednakowy w kazdym punkcie (wytgcznie w
ptaszczyZnie stycznej do powierzchni), podczas gdy wzrost w ptaszczyznie przekroju
osiowego jest anizotropowy, w kazdym punkcie tej ptaszczyzny RERG[ w kierunku
peryklinalnym jest wieksze niz RERGI w kierunku antyklinalnym.

Sekwencje wzrostu i podziatbw komoérek w omawianym wierzchotku pokazano
na rysunku 7. W t = 0 mamy siatke odzwierciedlajgcg uktad komorek pokazany
wczesniej na rysunku 6a. W kolejnych czasach wierzchotek rozrasta sie. W trakcie
wzrostu zachowuje dotychczasowy ,czaszowaty” ksztatt. Poniewaz wzrost w
ptaszczyznie przekroju osiowego jest anizotropowy, kompleksy komoérek sg wy-
dtuzone w kierunku peryklinalnym. W t=4 zaznaczono wszystkie Sciany powstate
w przedziale czasu od t = 0 do t = 4. Wiekszo$¢ podziatdw komorek to podziaty
antyklinalne, cho¢ zdarzajg sie tez podziaty peryklinalne, natomiast podziatéw zo-
rientowanych inaczej nie ma (algorytm nie dopuszcza orientacji niezgodnych z



117

SYMULACJE WZROSTU I PODZIALOW KOMORKOWYCH

(munsAs  AuzAzozseqd @ Appedoisodd 31s8l©  moxunuap| z 198z13) e - Aupeulpjfue 1 d - Aupeuipjfuad junJap
ouozoeuzez ydepjund yoAueagAm An -obsujeplojogeded npepin  yoAupdzapodsm aiull zezid Auemojuszaiadad ©  moduruap 1IopRlesl Jdozwm  Auemojnis
-od @ ‘Auipjue 1 Auipifusd  amopepiAzad  ouozoeuzez ‘wAMOISO nfonezid M Maiowoy Pepin () Texasims IMals npdd  MSjoudzZIBIM 9 MANNSAYM



118 J. NAKIELSKJ

RYSUNEK 7. Sekwencja wzrostu i podziatow komérek w wierzchotku pedu $wierka. W r=0, wybrane
komérki zacieniowano, w kolejnych czasach pokazano podziaty tych komorek i ich potomnych. W t- 4,
zaznaczono $ciany podziatowe powstate w przedziale czasu od r=0, do t=4. Komdrki dzielg sie¢ w
kierunkach G albo peryklinalnie, albo antyklinalnie
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RYSUNEK 9. Sekwencja wzrostu i podziatdbw komoérek w wierzchotku korzenia rzodkiewki. W r=0,
wybrane komédrki zacieniowano, w kolejnych czasach, powstaty z nich rozbudowane kompleksy
komérek. Pole TW reprezentowane jest przez dwie trajektorie kierunkéw G (cienkie linie), jedna
odpowiada
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granicy pomiedzy korzeniem wasciwym, a czapeczka, druga odpowiada granicy QC od strony proksy-
malnej. Komorki dzielg sie w gldwnych kierunkach wzrostu. Wz6r komérek sam siebie podtrzymuje w
trakcie wzrostu. Komorki na peryferiach wierzchotka, ktére wyszty poza obszar symulacji (reprezen-
towany przez trzy krétkie odcinkami linii po lewej stronie wierzchotka) nie byty rysowane
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kierunkami G). Symulacja trwata stosunkowo krétko, niemniej widaé, ze wz6r ko-
moérek wewnatrz wierzchotka pozostaje realistyczny i w pierwszym przyblizeniu
stabilny.

WezZzmy teraz wierzchotek korzenia. Na rys. 7a pokazano przekrdj osiowy przez
wierzchotek korzenia rzodkiewki. Wierzchotek tego gatunku nalezy do kategorii
wierzchotkéw majacych strefe rzadko dzielgcych sie komérek znang jako Quiescent
Centre (QC) [1, 2, 8, 47]. Strefa ta wystepuje powszechnie u okrytonasiennych
[3, 47]. Na rysunku 7b mamy uktad trajektorii kierunkéw G w polu TW okre$lonym
dla tego wierzchotka. Rozmieszczenie szybko$ci wzrostu w wierzchotku z QC opisali
Hejnowicz i Karczewski [19]. Podobnie jak w wierzchotku pedu $wierka, wzrost
w ptaszczyznie przekroju osiowego jest anizotropowy ale inny niz poprzednio.
Zasadnicza roznica polega na tym, ze na biegunie korzenia wtasciwego wystepuje
obszar odpowiadajacy QC. W obszarze tym wzrostu nie ma, podczas gdy w naj-
blizszym otoczeniu QC odpowiadajgcym pod wzgledem lokalizacji inicjatom fun-
kcjonalnym [1, 47], wartosci RERGI sg stosunkowo duze.

Symulacje wzrostu i podziatbw komérek w wierzchotku korzenia rzodkiewki
pokazano na rysunku 9. Siatka przyjeta dla t=0 odpowiada uktadowi komorek z
rysunku 8a. Dla t>0 wierzchotek zaczyna sie rozrasta¢. Symulacja trwata diuzej
niz poprzednio u Swierka, w przeciggu catej symulacji pojawito sie kilkaset nowych
komorek. Zgodnie z zatozeniem, wszystkie nowe $ciany to $ciany styczne do tra-
jektorii kierunkéw G. Jak poprzednio, podziaty sg albo peryklinalne, albo anty-
klinalne. Nowotworzone $ciany uzupetniajg i w pierwszym przyblizeniu podtrzymuja
dotychczas istniejagcy uktad komorek. Cze$¢ $cian komérkowych wprowadzonych
w t = 0 byla skosna w stosunku do trajektorii kierunkdw G (odnosnie trajektorii
kierunkéw G patrz rys. 8b). Te $ciany, stosunkowo nieliczne, nadal pozostajg skosne
w stosunku do trajektorii kierunkéw G, ale nie ma to wptywu na cato$ciowy wzor
komorek. Ostatecznie, uktad komoérek jest regularny, stosunkowo stabilny i z
uptywem czasu, coraz to bardziej przejawia sie w nim wzor trajektorii kierunkéw
G.

5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Przedstawiono komputerowy model wzrostu i podziatdw komorek, w ktérym
komérki dzielg sie w gtéwnych kierunkach wzrostu. O tym, ze pole TW nadaje
sie do symulacji wzrostu wiadomo byto z szeregu wcze$niejszych badan [17,
18, 19, 33, 34, 37]. Wtedy jednak, nie generowano podziatow komorek w kierunkach
G w spos6b automatyczny. Mozliwo$é te zapewnia dopiero opisany tu model.

W kazdym modelu przeznaczonym do generowania podziatdw komorek, istnieje
algorytm z przepisami, wedtug ktérych komarki dzielg sie w trakcie wzrostu. Modele
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proponowane przez innych badaczy [4, 9, 24, 29, 30, 40] nie braty pod uwage
tensorowych cech wzrostu, w szczegélnosci tego, ze organ rosnie symplastycznie.
Dlatego przepisy zawarte w stosowanych w nich algorytmach dotyczyty jedynie
indywidualnych komérek. Opisany model wyréznia sie tym, ze generuje podziaty
komérek w kierunkach G, a to oznacza to, ze komérki wyczuwaty wzér tych kie-
runkéw. Poniewaz wz6r kieunkéw G dotyczy organu, jest to pierwszy przypadek,
w ktdrym poziom organu zostal uwzgledniony w algorytmie.

Hipoteze mowiaca o tym, ze podziaty komérek w odbywajg sie w ptaszczyznach
wyznaczonych przez kierunki G uwzgledniono w spos6b dostowny, w tym sensie,
ze nowa S$ciana byta styczna do jednej z trajektorii kierunkéw G. Dato to dobre
rezultaty, generowane wzory komorek byty realistyczne iw pierwszym przyblizeniu
same siebie podtrzymywaty w trakcie wzrostu. Wskazuje to, ze hipoteza Hejnowicza
nie daje sie, jak na razie, sfalsyfikowac.

Zadowalajgce wyniki symulacji nie neguja innych hipotez dotyczacych podziatow
komérek, bowiem hipotezy te sg szczegdlnym przypadkiem zwierajgcym sie w
hipotezie Hejnowicza. Dla przyktadu, $ciana wstawiona zgodnie z postulatem Hof-
meistera [23], lezy w plaszczyZnie wyznaczonej przez kierunki G, bo na ogoét jeden
z kierunkéw G jest kierunkiem najszybszego wzrostu. Podobnie jest z postulatami
Sachsa [42] i Errery [6]. Robiono préoby modyfikacji zastosowanego tu algorytmu
[36]. Sprowadzaty sie one do ostabienia rygom wstawiania $ciany podziatowej
w kierunkach G i uwzglednieniu hipotezy Sachsa. Generowane wzory komérek
byty jednak mniej realistyczne. Z innych badan wiemy [35], ze w obszarach, gdzie
kierunki G sg stabo widoczne i w zwigzku z tym wydawatoby sie, ze hipoteza
Hejnowicza jest mniej uzasadniona, catosciowy wz6r kierunkéw G (mozna o0 nim
wnioskowac¢ w oparciu o te rejony organu, gdzie kierunki G sg wyrazne), tez jest
przynajmniej czesciowo uwzgledniany. Oznaczatoby to, ze zawarta w tensorowym
polu szybkosci wzrostu informacja o wzorze trajektorii kierunkéw G dociera do
dzielagcej sie komérki nawet wtedy, gdy kierunki G w miejscu lokalizacji komoérki
nie sg wyrazne.

Z rozwazan Hejnowicza w innym miejscu tego zeszytu wiemy, ze istnieje zwigzek
pomiedzy wzrostem, a naprezeniami. W rosngcym organie obok rozktadu gtownych
kierunkéw wzrostu, wystepuje okreslony rozktad gtéwnych kierunkéw naprezen.
W ciatach statych izotropowych, w ktérych odksztatcenia sa odwracalne, relacja
pomiedzy kierunkami gtéwnymi odksztatcenia, a kierunkami gtéwnymi naprezenia
jest jasna, kierunek maksymalnego odksztatcenia pokrywa sie z kierunkiem ma-
ksymalnego naprezenia [5]. Wzrost to odksztatcenie nieodwracalne, ponadto, tkanka
roslinna, ze wzgledu na swoja niejednolitg strukture i turgor, jest bardziej ztozona
pod wzgledem wiasciwosci mechanicznych [10, 38], w poréwnaniu z najczesciej
rozpatrywanymi ciatami statymi. Stad zdarza sie, ze kierunek maksymalnego wzrostu
nie pokrywa sie z kierunkiem maksymalnego naprezenia. Jednak nawet wtedy,
gtéwne kierunki wzrostu zgadzajg sie z gtéwnymi kierunkami naprezeri (bo na
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przyktad, kierunek maksymalnego wzrostu pokrywa sie z kierunkiem, w ktérym
naprezenie jest minimalne). Zatem zaktadajgc podziaty komorek w gtdwnych Kkie-
runkach wzrostu, uwzglednialiSmy takze gtdwne kierunki naprezen.

6. WNIOSKI

1. Mozna generowac wzrost organu przy uzyciu tensora wzrostu wyspecyfikowanego
dla tego organu. Warunkiem jest znajomos$¢ tensorowego pola szybkos$ci wzrostu
wraz z wzorem gtéwnych kierunki wzrostu koniecznym dla okreélenia kierunkéw
podziatow komorek.

2. Zatozenie podziatéw komodrek w gtéwnych kierunkach wzrostu pozwala otrzymy-
wacé realistyczne i stosunkowo stabilne wzory komérek. Wynika stad, ze hipoteza
mowigca o tym, ze $ciany podziatowe tworzg sie w ptaszczyznach wyznaczonych
przez te kierunki, nie daje sie sfalsyfikowac.

3. W badaniach teoretycznych, w ktérych formutowane sg algorytmy na podziaty
komdérek, bierze sie pod uwage przede wszystkim indywidualne komérki. W
przedstawionym modelu, komérki wyczuwaty gtéwne kierunki wzrostu. Poniewaz
wzor tych kierunkéw dotyczy organu, jest to pierwszy przypadek, w ktorym
poziom organu zostat uwzgledniony w algorytmie.
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PRZEMIANY CHROMOSOMOWE TOWARZYSZACE
ROZNICOWANIU KOMOREK ROSLINNYCH

CHROMOSOME CHANGES IN PLANT CELL DIFFERENTIATION

Jolanta MATUSZYNSKA

Katedra Anatomii i Cytologii Ro$lin, Uniwersytet Slaski, Katowice

Streszczenie: Ro6znicowanie komdrek w ontogenezie roslin, ktore jest wyrazem ekspresji odmiennych
genéw, dotyczy strukturalnych i funkcjonalnych przemian struktur komérkowych, w tym réwniez jadra
komérkowego, a przede wszystkim chromosomdw. Przemiany te obejmuja procesy takie jak endoredu-
plikacja, amplifikacja lub eliminacja chromatyny, heterochromatyzacja, modyfikacja DNA i biatek. W
czasie ontogenezy roslin wystepuja przemiany prowadzace do zmiany zwartosci jadrowego DNA i liczby
chromosoméw w komoérkach ulegajacych réznicowaniu. U wiekszo$ci zbadanych gatunkéw roslin
okrytonasiennych wykazano wystepowanie somatycznej poliplodalnosci (polisomia) Rosliny nagona-
sienne i pozostate gatunki okrytonasienne to rosliny niepolisomatyczne. Tkanki tych roslin réznicujg w
stanie diploidalnym, komoérki zawierajg DNA na poziomie 2C, ktéry jest typowy dla fazy G1 cyklu
komaérkowego.

(Postepy Biologii Komérki 1999; Supl. 13: 127-136)

Stowa kluczowe: apoptoza, endoreduplikacja, genom, jadro komoérkowe, kultury in vitro, réznicowanie
komorek, telomery,

Summary: Varieties of alternations in chromosomes occur during plant cell differentiation. These
included endoreduplication, chromatin amplification and elimination, heterochromatinization, DNA and
protein modification. In the majority of angiosperms species, the cells of differentiated tissues contain
endoreduplicated nuclei (polysomatic species). The remaining species of angiosperms and gymnosperms
undergo differentiation in a diploid condition having nuclei in G1 phase (non-polysomatic species).
(Advances in Cell Biology 1999; Suppl. 13: 127-136)

Key words: apoptosis, cell differentiation, endoreduplication, genome, nucleus, in vitro culture, telome-
res

WSTEP

Réznicowanie komorek w ontogenezie roslin, ktore jest wyrazem ekspresji od-
miennych gen6w, dotyczy strukturalnych ifunkcjonalnych przemian r6znych struktur
komoérkowych, w tym réwniez jadra komoérkowego, a przede wszystkim chromo-
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soméw. W czasie roznicowania pozycja chromosomow w jadrze komorkowym
moze ulega¢ zmianie w zwigzku ze zmiang ekspresji genéw. W komdrkach mery-
stematycznych, czesto dzielacych sig, wystepuje tzw. Rablowski uktad chromosoméw
[40], ktéry potem ulega zmianie wraz ze zmiang ekspresji genow.

W dyskusji nad przemianami chromosomowymi podczas r6znicowania komorek
nalezy rozwaza¢ dwie mozliwosci: jedna, ze w zréznicowanych komorkach moga
wystepowac réznorodne przemiany, gdyz sg one tolerowane w komorkach juz nie
dzielgcych sie i druga, ze przemiany chromosomowe sg przyczyng réznicowania.
Ciagle posiadamy niewystarczajacg ilos¢ informacji aby rozstrzygna¢ ten dylemat.
Wystepowanie przemian chromosomowych podczas réznicowania komorek jest zna-
ne od dawna, ale ciggle nie w petni zrozumiane. Przemiany te obejmujg procesy,
takie jak: endoreduplikacja, amplifikacja lub eliminacja chromatyny, heterochro-
matyzacja, modyfikacja DNA i biatek. Przemiany towarzyszace réznicowaniu ko-
mérek sa lepiej poznane dla komérek zwierzecych niz roslinnych [34, 46].

Cytogenetyczne badania komorek podczas roznicowania sg trudne, gdyz sg to
na og6t komorki nie dzielace sie. Dlatego tez do niedawna badania te dotyczytly
gtéwnie okreslania zmian w zawartosci jadrowego DNA. Pierwsze doniesienia o
poliploidalnosci w komérkach zréznicowanych byty opublikowane w juz 1934 roku
[22]. Ale szersze cytogenetyczne badania roslinnych komérek zréznicowanych roz-
poczeto w latach pie¢dziesigtych. Do wiodacych badaczy nalezeli D ‘Amato [8],
Geitler [16[, Tschermak-Woess [47], a w Polsce Olszewska [35]. Rozw6j nowych
technik, takich jak cytometria przeptywowa i hybrydyzacja kwaséw nukleinowych
in situ, umozliwiajg obecnie badanie chromosoméw nie tylko podczas podziatu
mitotycznego i mejotycznego, ale rowniez w jadrach interfazowych komoérek zréz-
nicowanych. Liczba chromosomoéw i ich potozenie moze by¢ okreslane na podstawie
lokalizacji sekwencji DNA chromosomowo-specyficznych uzytych jako sonda do
hybrydyzacji in situ. Dodatkowych informacji o stanie chromosomowym komorek
dostarczajg obserwacje tych komoérek i tkanek w kulturach in vitro.

Komarki roslinne po zakonczeniu podziatu mitotycznego mogag wejs¢ w nastepny
podziat i kontynuowa¢ swojag merystematyczng funkcje, inne komorki moga sta¢
sie komorkami macierzystymi mejospor i przejs¢ podziat mejotyczny. Jeszcze inne
moga rozpoczaé procesy réznicowania, ktére w niektérych przypadkach konicza
sie programowang Smiercig - apoptozg. W prezentowanym przegladzie pragne prze-
stawi¢ niektdre dane dotyczace przemian chromosomowych wystepujagcych w zr6z-
nicowanych komérkach roslinnych.

ZMIANY ZAWARTOSCI DNA | LICZBY CHROMOSO-
MOW W CYKLU ZYCIOWYM ROSLINY

Zwykto sie przyjmowac, ze liczba chromosomdw i zawarto$¢ jagdrowego DNA
sq warto$ciami statymi i charakterystycznymi dla gatunku. Stad zostat wprowadzo-
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nysymbol C (constant) dla gametycznej zawartosci DNA. Jezeli haploidalne gamety
zawierajg wiecej niz jeden genom, gatunki okreslamy jako poliploidalne, auto- lub
allo- poliploidalne, w zaleznosci od ich pochodzenia. Badania molekularne ostatnich
lat wykazaty, na podstawie poréwnywania map genetycznych, ze gatunki uznawane
jako diploidalne sg w rzeczywistosci poliploidami np. kukurydza jest tetraploidem
a nie diploidem, jak wcze$niej uwazano [1]. Wsp6tczesne diploidalne gatunki Bras-
sica pochodza od gatunku ancestralnego o nizszej liczbie chromosomdw i sg
defacto wtoérnymi poliploidami zwanymi czesto paleoploidami [39]. Gatunki auto-
i allo-poliploidalne sg czesto poliploidami wielokrotnymi [45]. Wielokrotng po-
liploidalno$¢ udowodniono dla przeszto 40 gatunkoéw roslin. Najwyzsza liczbg
przodkow, jaka okreslono dla gatunku poliploidalnego jest 13, u Draba norvegica
i Tragopogon miscellus [28]. Dowodem na poliploidalny charakter wielu gatunkéw
jest rowniez syntenia [33]. W czasie ewolucji gatunki poliploidalne podlegajg prze-
mianom prowadzacym do ich diploidyzacji [13].

W cyklu zyciowym ros$liny wystepuja cykliczne zmiany fazy haploidalnej i di-
ploidalnej, znane jako przemiana pokolen - gametofitu i sporofitu. Gametofit po-
wstaje z mejospory jest haploidalny i wytwarza gamety. Sporofit powstaje z zygoty
w wyniku podziatéw mitotycznych, a nastepnie w wyniku podziatlu mejotycznego
wytwarza mejospory. W nasieniu wystepuje zréznicowanie genetyczne, obok di-
ploidalnej zygoty zawierajgcej dwa genomy rodzicielskie, wystepuje triploidalne
bielmo z dwoma genomami matki i jednym ojcowskim. To wszystko otoczone
jest diploidalng tkanka pochodzacg z rosliny matecznej.

W czasie ontogenezy ros$liny, oprocz $cisle kontrolowanych przemian zwigzanych
z mitotycznym cyklem komdrkowym charakterystycznym dla komérek merystema-
tycznych, wystepujg inne przemiany prowadzace do zmiany zwartosci jadrowego
DNA i liczby chromosoméw w komorkach réznicujgcych. U okoto 90% zbadanych
gatunkéw roslin okrytonasiennych wykazano wystepowanie somatycznej poliplo-
dalnosci (polisomia, endoplipoloidalnos$é¢), tzn. komérki somatyczne tych roslin w
czasie réznicowania podlegaja endopoliploidyzacji, tworzagc w efekcie miksoploi-
dalne tkanki. Rosliny takie okre$la sie jako polisomatyczne [10]. Przyktadem tego
typu rosliny moze by¢ Arabidopsis thaliana. W tkankach roslin tego gatunku stwier-
dzono wzrost poliploidalnosci w komorkach somatycznych wraz z rozwojem do
poziomu 32C DNA [15]. Stopien endopliploidalno$ci moze réznic¢ sie u réznych
ekotypdw. Interesujgce, ze u ros$lin tetraploidalnych poziom endopliploidalnosci
jest taki jak u roslin diploidalnych [29].

Rosliny nagonasienne i pozostate gatunki okrytonasienne to rosliny niepoliso-
matyczne. Tkanki tych roslin réznicujg sie w stanie diploidalnym, komarki zawierajg
DNA na poziomie 2C typowym dla fazy G1. Wiele roslin typu niepolisomatycznego
wystepuje w rodzinie Compositeae, przyktadem moga byé Helianthus annuus i
Crepis capillaris. Cytometryczny pomiar zawarto$ci jagdrowego DNA w liSciach
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Crepis capillaris wykazuje wyrazny szczyt odpowiadajacy poziomowi 2C DNA
[28]. Innym przyktadem rosliny nie polisomatycznej jest Lilium longiflorum [3].

Réznicowanie komérek w fazie G1 wskazuje na blokade w punkcie kontrolnym
GI1/S cyklu komorkowego, uniemozliwiajaca wejscie komérek w faze syntezy DNA
(S). U roslin polisomatycznych komorki przechodzg faze S, ale nie nastepuje podziat
jadra. Taki skrécony cykl komdrkowy bez podziatu jadra prowadzi do wielokrotnej
replikacji DNA iendopliploidalno$ci komoérek. Zmiany zawarto$ci jadrowego DNA
podczas ontogenezy sg chyba najlepiej poznanym typem przemian wystepujagcym
podczas rdéznicowania komoérek [2, 36].

Poliploidyzacja komo6rek somatycznych podczas ich réznicowania wystepuje po-
wszechnie u roslin i zwierzat. Moze by¢ ona wynikiem endoreduplikacji, endomitoz,
zaburzen cytokinezy lub fuzji komoérek Endoreduplikacja jest $cisle kontrolowanym
procesem wystepujagcym w pewnych stadiach ré6znicowania w okre$lonych tkankach
i komorkach. Poziom poliploidalnosci jest specyficzny dla danych komorek, tkanek,
gatunku a nawet odmiany. Proces ten wymaga ominiecia lub zahamowania me-
chanizmu, ktéry odpowiedzialny jest, w normalnym cyklu komérkowym, za nie-
dopuszczenie do rozpoczecia replikacji DNA bez zakonczenia poprzedniej mitozy
[32]. Moze to by¢, jak wykazano u Drosophila. utrata aktywnosci cykliny mitotycznej
i tworzenie MPF (mitosis promoting factor), przy statej ekspresji cykliny fazy S.
Podobne zmiany stwierdzono w komaérkach endospermu kukurydzy. Endoredupli-
kacja jest wynikiem zahamowania mitoz poprzez inhibicje faktora MPF i indukcje
kinazy fazy S [18].

Jakie sg zalety endopoliploidalnosci? Najprostszg odpowiedzig jest stwierdzenie,
ze zwiekszona jest liczba kopii DNA potrzebna do syntezy odpowiednich biatek.
W cyklu endopoliploidyzacji synteza biatek moze sie odbywac¢ bez przerwy po-
trzebnej na mitoze. Tworzenie komorek o zwiekszonych wymiarach wydaje sie
by¢ bardziej ,,ekonomiczne” niz duza liczba matych, do tworzenia ktdérych potrzeba
mniej bton, mniej Sciany komérkowej [5].

Wprowadzenie cytometrii przeptywowej, metody, ktéra pozwala w krotkim cza-
sie przeprowadzi¢ pomiary zawartosci DNA w tysigcach lub nawet milionach jader
komorkowych bez konieczno$ci badania komorek w stadium mitozy otworzyto
nowe mozliwos$ci badania poziomu poliploidyzacji komo6rek w poszczeg6lnych or-
ganach i typach tkanek podczas rozwoju roslin [12, 17].

W zréznicowanych komorkach interfazowych niektérych gatunkéw o stopniu
poliploidalnosci mozna wnioskowa¢ na podstawie liczby chromocentrow. Zr6z-
nicowana liczba chromocentrow w réznych tkankach moze wynika¢ z nie peinej
replikacji catego genomu [7]. W jadrach komérkowych Arabidopsis thaliana liczba
chromocentréw odpowiada liczbie chromosomoéw. Zwiekszona liczba chromocen-
tréow wskazuje na wystapienie poliploidyzacji, ktéra w komérkach zréznicowanych
moze sie odbywa¢ w drodze endoreduplikacji. Natomiast zwiekszenie wielkosci
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chromocentréw przy nie zmienionej ich liczhie moze wskazywac¢ na wystapienie
endomitoz [30].

Istnieje wiele doniesieri 0 zr6znicowanej replikacji DNA w jadrach diploidalnych
w wyniku amplifikacji lub nie replikowania pewnych genéw lub niekodujacych
sekwencji powtarzalnego DNA. Udokumentowanie takich obserwacjijest trudniejsze
ze wzgledu na niedostatecznie czute metody badania. Cytometria przeptywowa daje
pewne mozliwosci, ale tylko odnos$nie zmian w catkowitej zawartosci jadrowego
DNA | tak poréwnujac zawartos¢ DNA w jadrach wierzchotkéw wzrostu pedu
i korzenia kukurydzy z zawartoscia DNA w komdrkach mezofilu, stwierdzono,
ze podczas rozwoju i rdznicowania nastepuje utrata jakich$ sekwencji DNA [4].

Jak juz wspomniano, wykorzystujgc do hybrydyzacji in situ okreslone sekwencje
DNA, jako markery chromosomow, mozna $ledzi¢ niektdre przemiany chromo-
somowe nawet w jadrach interfazowych. Lokalizacja dwéch sond, 5S rDNA i 45S
rDNA w chromosomach Arabidopsis thaliana pozwala zidentyfikowac¢ pie¢ par
chromosomoéw. Na podstawie liczby sygnatéw hybrydyzacji in situ w jadrach in-
terfazowych mozna wnioskowac¢ o ploidalnosci badanych komorek. Wykorzystano
sondy rDNA do $ledzenia przemian w jadrach interfazowych tapetum Arabidopsis,
szczegdblnie trudnego obiektu do badan cytogenetycznych. Pozwolity one na prze-
Sledzenie poliploidyzacji w tapetum roslin diploidalnych i tetraploidalnych [48].

PRZEMIANY W CHROMATYNIE;
METYLACJA, ACETYLACJA, TELOMERY

Podczas réznicowania komdrek przemiany dotyczg nie tylko zawartosci DNA,
ale rowniez struktury chromosomoéw i modyfikacji chromatyny. Specyficznym spo-
sobem eliminacji sekwencji DNA jest inhibicja ich aktywnos$ci na drodze kondensacji
chromatyny, zmiany wzoru metylacji DNA lub acetylacji histonéw. Szczegdlinie
wazng role w rozwoju roélin odgrywa zmiana poziomu i wzoru metylacji DNA
[37, 41]. Istotng role w regulacji aktywnos$ci gendéw i kondensacji chromatyny
przypisuje sie rowniez acetylacji histondw. Acetylowane histony sacharakterystyczne
dla DNA aktywnych genéw, deacetylacja wigze sie inaktywacja genow [23].

Cytogenetycznym wskaznikiem zmian w aktywnosci transkrypcyjnej DNA moze
by¢ wykrywanie aktywnosci genéw rRNA drogga srebrzenia. Jest szereg doniesien
wskazujgcych na zmiane aktywnosci rDNA w czasie rozwoju roslin. Przyktadem
moga by¢ rosliny pszenzyta, w ktérego komoérkach somatycznych nieaktywne sg
loci rDNA pochodzace od zyta, natomiast w miodych ziarnach pytku wszystkie
loci wykazujg ekspresje [44]. W mery Sternach korzeni zarodkowych cebuli stwier-
dzono cztery aktywne loci rDNA, podczas gdy w korzeniach przybyszowych tylko
jedna para jest aktywna [20].
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Jednym z szerzej badanych elementéw chromosomoéw podczas rozwoju or-
ganizmu satelomery.Telomery sg istotnymielementami chromosomu. Zabezpieczajg
chromosomy przed degradacja przez egzonukleazy i fuzjg ich koficdw. Petnig istotng
role w utozeniu chromosomoéw w jadrze interfazowym poprzez przytgczanie do
matriks jadrowej. Ostatnie badania wykazujg, ze telomery sg strukturami bardzo
dynamicznymi i ich rola jest znacznie bardziej ztozona niz przypuszczano poczat-
kowo. Nie tylko umozliwiaja prawidtowa replikacje catych chromosomoéw, ale réw-
niez uczestniczg w kontroli cyklu komérkowego, starzeniu sie komdrek i ich Smierci.
[38]. Prawidtowa replikacje telomeréw zapewnia enzym telomeraza, ktora dziata
jako odwrotna transkryptaza. przytaczajgc wiasne RNA, jako matryce, do 5° konca
DNA. Brak telomerazy powoduje skracanie odcinkéw telomerowych przy kazdym
nastepnym podziale komorki. Z badan komoérek cztowieka wiadomo, ze telomery
ulegajg skracaniu w czasie r6znicowania i starzenia sie komdrek. Komarki hodowane
in vitro mogga przejs¢ okreslona liczbe podziatow, ktora zalezy od wieku osobnika,
od ktorego pobrano tkanke. W komérkach somatycznych cztowieka nie stwierdzono
aktywnosci telomerazy z wyjatkiem nieSmiertelnych komérek linii ptciowej, rege-
nerujgcych tkanek krwi i nabtonka oraz niektérych nowotwordw.

Wiele danych wskazuje, ze u roslin, podobnie, wystepuje zmiana aktywnosci
telomerazy w czasie rozwoju. Badania na réznych gatunkach roslin wskazaty, ze
aktywno$c telomerazy zwigzanajest z aktywnos$cig podziatowa tkanki. Juz McClintok
[31] wykazata, ze kornce peknietych chromosomoéw kukurydzy sg naprawiane w
komorkach zarodka, ale nie w komorkach endospermu. W komorkach zarodka
aktywna telomeraza dobudowuje de novo brakujgce telomery.

Zmiane aktywnos$ci telomerazy wraz z rozwojem stwierdzono u kilku gatunkéw
roslin. Aktywnos$¢ telomerazy stwierdzono w tkankach merystematycznych i nie
zréznicowanych komérkach soji i Arabidopsis, natomiast brak lub bardzo niska
aktywnos$¢ w zréznicowanych tkankach dojrzatych roslin [14]. U Hordeum vulgare
i Melandrium album stwierdzono skracanie telomeréw wraz ze wzrostem istarzeniem
sie roslin, podczas gdy w komérkach diugoterminowego kalusa (ang. long-term
callus) nastapit kilkakrotny wzrost liczby kopii sekwencji telomerowych [25, 42].
Wyniki te wskazujg, ze aktywno$¢ telomerazy jest charakterystyczna dla komérek
wykazujgcych trwate zdolnosci podziatowe.

PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKI
JAKO JEDEN Z MECHANIZMOW ROZNICOWANIA

W opisie rozwoju roslin czesto spotykamy okreslenie, ze jakie$ organy, tkanka
lub komorka ulega degeneracji lub zamieraniu. Znaczy to, ze na pewnym etapie
rozwoju okre$lone komorki podlegajg procesom, $ci$le kontrolowanym genetycznie,
prowadzacym do ich $mierci, tzn. ze podlegaja programowanej $mierci komérkowej.
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Proces ten poznany jest lepiej dla komorek zwierzecych i okre$lany jako apoptoza.
Apoptozaobejmuje szereg proces6w zapoczatkowanych zmianami biatek btonowych,
nastepnie uruchomieniem systemu proteolitycznego, zmiany w mitochondriach, a
nastepnie fragmentacje jadrowego DNA, przez ciecia w odcinkach intemukleo-
somowych. W wyniku powstajg fragmenty odpowiadajgce wielokrotnosci nukleo-
soméw (180-200 pz), ktére podczas elektroforezy tworzg drabinke. Ostatecznie
protoplast rozpada sie na otoczone btong ciatka apoptotyczne. Innymi wskaznikami
apoptozy moze by¢ utrata otoczki jadrowej i uwalnianie jagderek do cytoplazmy,
jak np. podczas tworzenia suspensora. [19, 21].

Apoptoza jest wazng czescig prawidtowego procesu ontogenezy i rozmnazania.
Przyktadem moze byé degradacja trzech z tetrady megaspor, komdrek tapetum,
réznicowanie komdrek ksylemu, réznicowanie kwiatow meskich i zeriskich, po-
wstawanie dziur i wcie¢ w lisciach powszechnie znanego filodendrona, degradacja
komdrek czapeczki, komorki szyjki stupka, przez ktore kietkuje tagiewka pytkowa.

Apoptoza moze by¢ indukowana czynnikami egzogennymi lub endogennymi,
moze obejmowac eliminacje catej komorki, ten typ zwigzany jest gtébwnie ze sta-
rzeniem, lub tylko protoplastu jak w przypadku ksylogenezy. W ostatnich latach
scharakteryzowano i wyizolowano wiele gendw zwigzanych z programowana $mier-
cig komérek roslinnych. Buchanan-Wollaston [6] przedstawita liste 40 sklonowanych
genow, ktére wykazujg zwiekszong aktywnos$¢ transkrypcyjng podczas starzenia
sie lisci. Wyselekcjonowano i scharakteryzowano wiele mutantéw szczeg6lnie Ara-
bidopsis, ktére majg zaburzong genetyczng kontrole odpowiedzi na czynniki nor-
malnie wywotujagce procesy starzenia lub Smierci komdarki, takie jak np. etylen
lub patogeny. Zaburzenie proces6w reperacji uszkodzen DNA prowadzi do powstania
aberracji chromosomowych, ktdre mogg by¢ przyczyng nieplanowanej apoptozy
[43].

KONSEKWENCJE SOMATYCZNYCH PRZEMIAN CHRO-
MOSOMOWYCH W HODOWLI IN VITRO

Zmiany kariologiczne wystepujace w komérkach podczas ré6znicowania sgjedng
z przyczyn przemian genetycznych obserwowanych w tkankach hodowanych in
vitro, jak i w zregenerowanych z nich ro$linach. Przemiany te okre$lane sg jako
zmienno$¢é somaklonalna [26]. Czestotliwo$¢ i rodzaj przemian somaklonalnych
zalezy od wielu czynnikéw zwiazanych z rodzajem i warunkami kultury in vitro,
ale pierwszym zrédtem przemian sa, te obecne juz w pierwotnym eksplantacie
[9, 24, 27]. Potwierdzeniem tego moze by¢ poréwnanie przemian chromosomowych
w kalusie Crepis capillaris (2n =6), rosliny niepolisomatycznej iArabidopsis thaliana
(2n = 10), rosliny wysoce miksoploidalnej. Kalus Crepis capillaris charakteryzuje
sie wyjatkowg stabilnoscig. W pierwszym roku hodowli kalusa nie obserwowano
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ilosSciowych ani strukturalnych przemian chromosomowych, pojawity sie one dopiero
po diuzszym czasie kultury in vitro. Nalezy jednak podkres$li¢, ze z kalusa dtugo-
terminowego, ktéry wykazywat nawet pewien procent komérek poliploidalnych,
regenerowaty tylko diploidalne korzenie i pedy [28]. Przeciwnie, u Arabidopsis
thaliana, juz w pierwszym tygodniu kultury pierwotnej, podczas kalogenezy, ob-
serwowano wysoki procent komoérek poliploidalnych. Liczba komorek poliploidal-
nych poczatkowo wzrastata wraz z czasem hodowli, ale po kilku pasazach
pozostawata na statym poziomie. Po kilku miesigcach hodowli wigkszo$¢ komadrek
dzielacych sie wykazywata liczbe chromosomoéw odpowiadajaca wartosci 4-5 n,
ale obserwowano réwniez pojedyncze metafazy z 80 chromosomami. Nalezy rowniez
podkresli¢, ze stopien poliploidalnosci kalusa otrzymanego z ro$lin diploidalnych
i tetraploidalnych byt bardzo podobny, co moze wskazywaé, ze jest to maksymalny
lub optymalny poziom poliploidalnosci dla komorek tego gatunku. Kalus Arabidopsis
mimo wysokiej poliploidalnosci charakteryzowat sie dobrymi zdolnoSciami rege-
neracyjnymi. Wsréd roslin zregenerowanych, obok diploidalnych, wystepowaty ro-
$liny tri-, tetra- i heksaploidalne [29]. Wyniki te wydajg sie wskazywaé, ze
Arabidopsis thaliana, roslina typu polisomatycznego ,lepiej toleruje” poliploidal-
no$¢ niz Crepis capillaris.

MUTACJE W KOMORKACH SOMATYCZNYCH

U roslin wyzszych trudno jest wyznaczy¢ linie generatywng komoérek. Komoérki
somatyczne wystepujagce w merystemie moga, z zaleznosci od ich potozenia, stac¢
sie komérkami generatywnymi, mega- lub mikrosporocytami lub znalez¢ sie w
pakach przybyszowych. Mutacje i strukturalne przemiany chromosomoéw, ktore po-
wstang w komorkach somatycznych moga znalez¢ sie w pakach przybyszowych
i by¢ przyczyng zmiennosci wsrdd roslin rozmnazanych wegetatywnie. Jezeli zmu-
towana komérka somatyczna stanie sie w komdrka generatywng, mutacja moze
zostac przekazana do nastepnych pokolen roslin i by¢ utrwalona w procesie ewolucji
[11].
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