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Onkogeneza jako wynik zaburzen struktury elektronowej w DNA

Nowotwory uwazane sa za struktury dysypatywne, tj.
rozpraszajace energi¢ i materic, a wigc wykazujgce ten-
dencje do wzrostu entropii (5). Te elementy termodynami-
czne mozna polaczy¢ z elementami informacji genetycznej
komorki poprzez reakeje clektromagnetyczne. Stad teorie
zakladajace zmiany w procesach genetycznych powinny
uwzglednia¢ takze reakcje przebiegajace na poziomie
jader atomowych. Obserwacje takie mozliwe sa do prze-
prowadzenia dzieki metodzie magnetycznego rezonansu
jadrowego (nuclear resonance magnetic — nmr), w ktérej
jadra atomowe rezonujgc przechwytuja energi¢ i zmie-
niaja swdj stan dynamiczno-przestrzenny (5, 6). Po usta-
niu dziatania fal elektromagnetycznych, jgdra atomowe
oddaja przyjeta energie i wracajg do poprzedniego stanu,
a trwanie tego zjawiska nazywa si¢ czasem relaksacji nmr
I zalezy od stanu réwnowagi z otoczeniem rezonujgcych
jader; im czas ten jest dluzszy, tym stan jest bardziej
oddalony od réwnowagi. Zmiany czasu relaksacji naleza
do najwcze$niejszych zaburzefi czynno$ciowych, nim po-
jawia si¢ zmiany biochemiczne, a nast¢pnie morfologi-
czne. Wykazano m.in., ze komoérki nowotworowe maja
wiekszy czas relaksacji, anizeli komorki prawidtowe.

Przy podniesieniu si¢ entropii komorki wzrasta inten-
sywnos$¢ emitowania przez nig fotondw, co wigze si¢ ze
zmniejszeniem ilosci informacji wykorzystywanej przez
komorke. Wnikanie fotonéw do komoérki powoduje po-
wstanie wzbudzonych par zasad, koherentna, degenera-
cyjng emisj¢ fotonow z DNA oraz dekondensacje tego
kwasu nukleinowego (6). Stan taki moga wywolywal
niektore czynniki kancerogenne.

Dziatanie czynnikéw kancerogennych na DNA

Watson i Crick zaproponowali biheliks jako 1I-rz¢dowag
struktur¢ DNA. Pod pojeciem tym rozumiemy konfor-
macje dotyczacg podwojnej spirali oraz oddziatywania
zasad w stosie (base stacking) (18).

DNA zbudowany jest z nukleotydéw, zawierajacych
cztery zasady: adening (A), cytozyn¢ (C), tymine (T) i
guanine (G). Uklad zasad w czasteczce DNA stanowi
informacje, jakg niesie gen i ktéra determinuje kolejnos¢
aminokwaséw w laficuchu polipeptydowym. Informacja
ta przekazywana jest do czasteczki RNA, co nosi miano
transkrypeji (18).

Kwasy nukleinowe maja zdolno§¢ do migdzyczasteczko-
wego oddziatywania z réznymi zwigzkami chemicznymi i
jonami metali. Np. srebro wigze si¢ z DNA bogatym w
pary zasad G — C, a rte¢ z DNA bogatym w A - T (7).
Z kolei jony cynku stabilizujg strukture II-rzedowa DNA,
a jony miedzi — destabilizujg j3. W przypadku jonéw
miedzi szczegllnie aktywnymi w ich wigzaniu okazaly si¢
pary zasad G — C. Natomiast jony Mg™ " i Mn™ " tworza
z kwasami nukleinowymi tylko kompleksy poprzez wig-
zania z resztami kwasu fosforanowego, a nie budujg
innego rodzaju struktur (7). i

Szczegllnie niebezpieczne dla DNA sa czynniki kan-
cerogenne. Substancje te, a wlasciwie ich biologicznie

czynne postacie, wchodzac w reakcje chemiczne z DNA,
uszkadzaja go. W sytuacj niemoznosci naprawy pOprzez
enzymy ,wycinajgce” (egzo- i endonukleazy), glikozylazy
i polimerazy, wypetniajace ubytki po ,,wycigciu” i odtwo-
rzenie nici DNA przez ligazy, jest reparacja poreplika-
cyjna. Dochodzi do replikacji uszkodzonego DNA, ale
powstaja luki odpowiadajace zmienionym zasadom. Luki
te zostajg wprawdzie wypetnione, lecz proces uzupeinie-
nia jest podatny na btedy, prowadzace do nieprawidlowe-
go sparowania zasad i tym samym do mutacji. Np. w
procesach metylacji DNA moga by¢ zaburzenia w pozycji
genow (10'3 mutacji na komorke) (pokolcnic)ﬁ, za$ cz¢-
sto$¢ mutacji spontanicznych waha si¢ od 107 do 107",
Wiadomo takze, ze obecno$¢ kancerogenu moze je zwig-
ksza¢ 10 do 100 razy (19).

Mutacja polega na zamianie, wypadni¢cia lub dodaniu
{substytucji, delecji lub addycji) nukleotydéw w zespole
trzech zasad kodujacych jeden aminokwas. Przykladowo
z mutacja punktowa mamy do czynienia w ludzkim raku
pecherza moczowego, gdzie para zasad G — G jest za-
stapiona para T — A (2). Zjawisko to polega na innym
rozmieszczeniu fadunkow w czasteczee, czyli tautomery-
zacji 1 tworzeniu si¢ falszywych par zasad. Mutacja w
obrebie onkogenu prowadzi zatem do produkcji swoiste-
go biatka — produktu aktywowanego c-onkogenu, w kto-
rym jeden aminokwas — glicyna — zastgpiony jest waling
(ryc. 1). Taka zmiana struktury I-rzedowej biatka — kinazy
daje zmiane jego wlaSciwosci 1 aktywnosci, stanowiac
istotny etap w rozwoju nowotworu. Jednocze$nie nalezy
podkresli¢, Zze mutacja punktowa polega na podstawieniu
pojedynczej zasady azotowej przez inng. Powstaje nowy
tryplet, ktéry koduje nowy aminokwas, a wigC powstaje
bialko wariantowe. Wynika to z faktu, ze cztegy typy
zasad azotowych wystepuja w grupach po trzy (4° = 64
mozliwoSci kombinacji). Taki tryplet, zwany kodonem,
koduje kazdy aminokwas. Stad mowi sig, Zze kod ge-
netyczny jest tréjkowy, bezprzecinkowy i nie naktada-
jacy sig (18).

Jak wspomniano, kancerogenna aktywnos$¢ zwigzkow
chemicznych moze by¢ zwiagzana z indukcjg mutacji pun-
ktowych w obrebie wysoce specyficznych miejsc protoon-
kogendéw (2). Mutacja gendéw z rodziny ras — kodujgcych
biatka regulujgce przeplyw sygnaléw przez blony — jest
najczestszym przyktadem pobudzenia onkogenu w czasie
chemicznej kancerogenezy w réznych tkankach (11, 13).

Po zadzialaniu czynnikéw onkogennych chemicznych
powstaja bezpoSrednio lub po zmetabolizowaniu tzw.
elektrofilne kompleksy, tj. elektronowo ujemne ugrupo-
wania czasteczek, mogace atakowaé wiele elektronowo
bogatych lub nukleofilnych kwaséw nukleinowych, two-
rzac z nimi uklady kowalencyjne. Reakcje te przebiegaja
na ogot przy atomach azotu, siarki i tlenu i sg reakcjami
nieenzymatycznymi, czyli nieswoistymi (3, 4). Przytaczenie
elektrofilnych postaci kancerogenu do DNA komorki
moze by¢ dziedziczne, iacznie z niestabilnoscia chromo-
soméw i ekspresjg gendw, w tym onkogenéw. Powoduje
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Ryc. 1 Mozliwo§¢ kancerogenezy w wyniku mutacji punktowe;j

to replikacj¢ trwale uszkodzonego DNA i promocjg
oraz progresj¢ z proliferacjag komdrek nowotworowych
wlacznie. Inicjowane kancerogenem komorki tworza
klony zmienione fenotypowo, tzw. ogniska prencopla-
styczne. Pewna ich cz¢$¢ moze przeksztalci¢ si¢ nastgpnie
w guzy nowotworowe (16).

Dziatanie promieni jonizujacych (czynnik fizyczny) po-
woduje w obrebie DNA absorpcj¢ fotonéw uczynniajacych
zasady pirymidynowe (tyming i cytozyng) z nast¢epowym
tworzeniem trwalych dimeréw pirymidyny, a takze niety-
powych wigzafi aminokwasowych (7). W przypadku pro-
mieni UV — B i UV - C dochodzi w DNA do miejscowej
denaturacji, rozrywania taficucha, tworzenia mostkow z
biatkiem, dimer6w pirymidyny i produktéw uwodnienia
w wigzaniu fosforanu i dezoksyrybozy. Promienie te dzia-
fajg jonizujgco, tj. oddzielaja one od atoméw elektrony,
co powoduje ,agresywno$¢” czasteczek, z nastgpowym
uszkodzeniem DNA. Przykladem moze by¢ rak skéry u
chorych z xeroderma pigmentosum — chorobie odznacza-
jacej si¢ nadwrazliwo$ciag w stosunku do promieni UV,
przy jednoczesnej wrodzonej niemoznos$ci naprawy usz-
kodzefi wywolanych tym promieniowaniem (5, 12).

Uszkodzenie struktury DNA, z nastgpowa mutacjg kan-
cerogenng, mogg takze powodowac czynniki utleniajgce,
np. rodniki hydroksylowe HO™, rodniki RO’, wodoro-
tlenki ROOH, rodniki nadtlenkowe ROO' czy aniono-
rodniki nadtlenkowe O72 (1). Obserwuje si¢ wowczas
utrate lub utlenienie jednej z zasad, chemiczne zwigzanie
lezacych naprzeciw lub sasiadujgeych ze sobg zasad (di-
meryzacja), addycj¢ czasteczki wody do jednej z zasad,

przerwanie jednego taficuacha DNA (single strand break),
zerwanie obu taficuchéw DNA (double strand break)
oraz addycj¢ obcej czasteczki do jednego z laficuchéw
DNA (1). Uszkodzenia te, jezeli usytuowane sg w tzw.
protoonkogenach i nie zostang w por¢ naprawione, moga
doprowadzi¢ do przekszialcenia si¢ komoOrki prawidtowej
W NOWOtwOorowa.

Przylaczenie si¢ wirusowego DNA do genomu komérki
jest analogiem mutacji lub innych uszkodzen tego kwasu
nukleinowego, prowadzacych do nowotworzenia i dowo-
dzi udzialu onkogendw komorkowych w patogenezie no-
wOotworu.

Struktura elektronowa puryn i pirymidyn

Istotne znaczenie w biologii molekularnej ma poznanie
budowy elektronowej puryn i pirymidyn, gdyz zrozumie-
ni¢ oddzialywafi miedzy tymi zasadami jest podstawg
pojecia II-rz¢dowej struktury kwaséw nukleinowych. Za-
sady tworza pary dzigki wigzaniom wodorowym, a nad-
budowywanic si¢ zasad w jednej nici stabilizowane jest
jako oddziatywania hydrofobowe i sily Van der Waalsa.
Sily te, odpowiedzialne za utrzymanie si¢ par zasad A
- T i C - G, analizuje si¢ jako skladowe: polarng i
dyspersyjng (7, 14).

Stan, w ktérym w pewnej odleglosci wystepuja tadunki
dodatnie lub ujemne, nosi miano dipolu elektrycznego,
ktorego wielko$¢ charakteryzuje tzw. moment dipolowy.
Czasteczki majace moment dipolowy nazywamy polarny-
mi, a nie posiadajgce go — niepolarnymi.
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W celu obliczenia energii oddzialywania dwu czasteczek
pomiedzy soba mozna wykorzysta¢ dwa modele matematyczne.
Czgdciej stosuje si¢ tzw. przyblizenic dipolowe (D), gdzie
catkowite oddziatywanie Ep = E; + Eue + EL : By — 0d-
dzialywanie dipol-dipol, E,, — oddzialywanie dipol-dipol
indukowany oraz El - energia wynikajaca z oddzialywa-
nia dyspersyjnego (9).

Odmiennym modelem jest aproksymowanie oddzialy-
wania monopol-indukowany dipol. Wszystkie tadunki
dodatnie i ujemne traktowane sa jako oddzielnie ist-
niejgce monopole. Wowczas catkowita energia oddzia-
lywania Em = Epp + Epe + EL gdzie: Epp — oddzialywanie
monopol-monopol, Epy — energia pomigdzy monopolem
a indukowanymi przez nie dipolami powstalymi w drugie;j
czasteczce oraz EL — energia wynikajgce z oddzialywania
dyspersyjnego. Model ten jest doktadniejszy od poprze-
dniego, gdyz obejmuje sumg wszystkich indukowanych
monopoli w czasteczce.

W czgsteczce A mozna ponumerowal atomy jako
a1,az...an, a w czagsteczee B —- by, b2 ... by, za$ odleglos¢
mi¢dzy nimi oznaczy¢ jako R. Energia oddzialywania
monopol-monopol wyraza si¢ wowczas wzorem (14):
Bop =2

2Eh veB R
aw A" Po przeksztalceniu rOwnanie to mozna zapisac:

Ep = —5 [an (Ba~>B)? +aa (s + B) ],

"dla wszystkich

gdzie:

Ea->B - pole indukowane w B przez monopole w A,
w tym miejscu czasteczki B, w ktOrym zlokalizowany jest
indukowany dipol.

Réwnania te pozwolily na obliczenie, ze para G — C
jest najbardziej stabilng, a para A — A niestabilng. I tak
energia oddziatywania w kJ/mol par zasad /EM/ W naj-
bardziej stabilnej orientacji wynosi dla: G — C - 80,4,
G-G-607 C-C-544 .. 1idaA - A 243

Bledne sparowanie zasad w DNA

Roéznice migdzy poszezegdlnymi purynami i pirymidy-
nami wynikaja z odmiennoSci ich enegii rezonansu i
liczby elektronéw zz. Tych ostatnich moze by¢ 10 (cyto-
zyna, uracyl), 12 (adenina, tymina) i 14 (guanina). Naj-
wickszg energi¢ rezonansu ma adenina (3,89 kcal/mol),
cytozyna (2,28), tymina (2,05) i uracyl (1,92). Stad po-
laczenia adeniny sg najtrwalsze.

Puryny sa dobrymi donorami elektrondw, ale stabymi
ich akceptorami, natomiast pirymidyny maja wilasciwosci
zarOwno stabych donordw, jak i akceptoréw clektronéw.

Substancje mutagenne powodujg, Ze jedna z tysigcy
zasad azotowych, tworzacych spiralg DNA, zmienia swe
polozenie, co odbija si¢ na procesie genetycznym. Zmiana
ta bedzie si¢ powtarzala przy odtwarzaniu czasteczki
DNA w komérkach potomnych.

Problem oceny stanu podstawowego i wzbudzonego
zasad w DNA, np. przez promieniowanie jonizujace,
prowadzi do zmian w réwnowadze w cytozynie i adeninie,
a tym samym do mozliwoSci powstawania spontanicznych
mutacji. W efekcie mutagenezy spontanicznej lub indu-
kowanej powstaja w DNA pary zasad rdéznigce si¢ od
par typu G — C i1 A — T. Jak wspomniano zaburzenie
réwnowagi w cytozynie powoduje wbudowywanie adeniny
w nowym lafcuchu, co przy dalszej replikacji prowadzi

|
l

do powstawania pary A — T w miejscu pary G - C.
Szereg mutacji charakteryzuje si¢ dezaminacjg zasad i
wskazuje na znacznie mniejsze réznice w energiach
rezonansu réwnowagi aminowo-aminazowej cytozyny i
guaniny w pierwszym stanic wzbudzonym, niz w stanie
podstawowym. Sprzyja to kopiowaniu tego bi¢du w pro-
cesach kolejnych replikacji DNA.

Czas Zycia singletowego stanu wzbudzonego wynosi
1085, a trypletowego o kilka rzedéw wigcej. Prawdopo-
dobiefistwo przejscia w mutagenna forme tautomeryczng
jest dla pary zasad dodatnio zjonizowanych 107" razy
wigksze, niz dla jej stanu podstawowego (14).

Energia konformacji w biheliksie DNA

Metylacja DNA jest kluczowym elementem w procesie
ekspresji genéw, roznicowaniu si¢ komorek i ich mutacji
(15, 17, 19) Energia konformacji moleku1 obliczona dla
pary guanina — cytozyna (G - C) m ’C - G, fj. pary
cytozyna zmetylowana na pigtym weglu — guanina w
podwdéjnej helisie DNA, wynosi (8, 10):
—GCGmCGmSCGCGC—
~C-G-C-G-mMC-mC-G-C-0G -
czyli E = Eel + Epol + Edis + Erep + Etor, gdzie:

Eel — encrgia elektrostatyczna, Epol — energia polary-
zacyjna, Egis — energia rozproszenia, Eiwor — €nergia tor-
syjna (skretu) i Erep — energia odpychania.

Catkowita energla konform.iq] jest wyzsza na koricu
(-224,47 kcal mol ) niz na poczgtku stanu wzbudzenia
(-233,87 kcal mol ) - (10). Stwierdzenie to pozostaje w
pewnej sprzeczno$ci z budowg podwdjnej helisy DNA
(9, 10). Wniosek ten wynika z obliczen sumy  poszcze-
gélnych energii, np. dla pary G - C i pary m 5C - G:

Eogélna Eodpychania Erozproszenia Epolaryzacji
G-C 2914 0,165 2,227 0,176
m°C -G -10,545 4,169 13,184 0,432
a dla par zasad:

Eogélna Epolaryzacji Eelektrosta- Erozproszenia

tyczna + odpychania
G-C |
G-C -13,023  -2,559 -7,356 -3,108
C-G
G - m°C | -15,436  -2,619 -8,822 -3,995.
Podsumowanie

W pracy przedstawiono wplyw dziatania czynnikéw kan-
cerogennych natury chemicznej, fizycznej i biologicznej
na struktury elektronowe puryn i pirymidyn w DNA.
Pod ich wptywem zachodzg lokalne zaburzenia helikalne;j
struktury DNA, przyczyniajac si¢ do powstania mutacji.
Uzaleznione jest to od liczby uszkodzen, a takze od
indywidualnej sprawnosci mechanizméw naprawy DNA.

Celem obliczenia energii oddziatywania czasteczek mi¢-
dzy soba wykorzystano dwa modele matematyczne, a wiec
tzw. przyblizenie dipolowe oraz oddziatywanie monopol
— indukowany dipol. R6wnania te pozwalaja na oblicze-
nie, ze para zasad guanina — cytozyna jest najbardziej
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stabilng, a para adenina — adenina niestabilng w DNA.
A zatem substancje mutagenne powoduja, ze jedna z
tysiecy zasad azotowych, budujacych DNA, zmienia swoje
polozenic, a tak powstaly blad bedzie odtwarzany w
komdrkach potomnych.

Przedstawiono takze zasady blednego sparowania zasad
oraz zachowanie si¢ energii konformacji w biheliksie
DNA, ze szczeglnym uwzglednieniem metylacji tego
kwasu nukleinowego. Metylacja DNA to kluczowy cle-
ment w procesie ekspresji gendw, réznicowania si¢ ko-
morek, ich mutacji i mozliwosci onkogenezy.
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Analiza epizootiologiczna enzootycznej biataczki bydta
(EBB) w gospodarstwach chtopskich
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Summary

Epizootiological analysis of the occurrence of enzootic
bovine leukaemia in individual farms

Epizootiological analysis for the occurrence of enzootic
bovine leukaemia (EBL) performed on 35 660 cattle in
private farms sitvated in the Wroclaw region showed
that 5% of the animals were positive. In 1992 EBL was
diagnosed in only 34 out of 98 farms by the AGID test
in which in 1988-1990 a nodular form of leukaemia was
found. Farms with large herds serve as a reservoir of
BLV because about 47% serologically confirmed cases
of EBL in private farms were connected with purchasing
cattle from such farms. The frequency of EBL was twice
as high in the regions where the same veterinary staff
serviced both the private and state farms compared to
regions where the veterinary staff exclusively serviced
private farmers. These observations point to a iatrogenic
route of BLV transmission.

W dotychczasowym piSmiennictwie krajowym istnieje
wiele opracowafi dotyczacych aspektéw epizootiologicz-
nych wyst¢powania EBB w gospodarstwach wielkostadnych
(7, 3, 9, 10, 11). Wynikalo to z faktu, iz te gospodarstwa
stanowily najwigkszy potencjal hodowlany i stad zrozu-
miafe bylo zainteresowanie pafstwa prowadzeniem badan
nad tg grozng choroba.

W niniejszym opracowaniu analiza epizootiologiczng
objeto obszar wojewddztwa wroctawskiego w oparciu o
wyniki badan poubojowych oraz badaf serologicznych
krwi testem immunodyfuzji w zelu agarowym (AGID).
Wynika z niej, ze gléwnymi ogniskami EBB s3 obory

gospodarstw wielkostadnych PGR, RSP, RZD itp. We-
dlug spisu rolnego w 1980 1. stan bydla w wojewddztwie
wynosit 316 tys. sztuk, w tym 157 tys. w gospodarstwach
uspotecznionych, z kt6rych tylko jedng obore¢ mozna bylo
uzna¢ za wolng od EBB. Pod tym wzgledem podobna
sytuacja wystepuje we wszystkich wojewddztwach zachod-
nich i pémocnych, gdzie 30-60% uzytkéw rolnych nalezy
do gospodarstw pafistwowych.

Jednym ze wskaznikéw szerzenia si¢ EBB sg uboje z
koniecznoSci z powodu guzowatej postaci tej choroby.
Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa biataczka
guzowata zostala z dniem 01.01.1980 r. wilaczona do
zarazliwych choréb podlegajacych obowiazkowi zglasza-
nia. Zwierze¢ta podejrzane o guzowaty posta¢ bialaczki
podlegaly zabiciu z urzgdu za odszkodowaniem. W latach
1975-1984 liczba przypadkOw guzowatej postaci biataczki
w gospodarstwach chlopskich byla ponad dziesi¢ciokrot-
nie nizsza, anizeli w gospodarstwach wielkotowarowych
i wynosila 9,64/100 000 sztuk bydia rocznie (12).

W celu okreSlenia wplywu guzowatej postaci biataczki
na dalszy rozwdj tej choroby w stadzie poréwnano wszy-
stkie przypadki guzowatej postaci bialaczki, potwierdzo-
nej przyzyciowo testem AGID oraz histopatologicznie
po uboju z wynikami badafi serologicznych reszty bydia
pozostatego w zagrodzie. Analiza objeto 98 zagréd uprze-
dnio zakazonych wirusem biataczki (BLV), z ktérych w
biezacych badaniach w 64 zagrodach uzyskano wyniki
ujemne (tab. 1). W gospodarstwach tych, poza ubojem
zwierzat z guzowatg postacig choroby, nie podejmowano
zadnych innych dzialaft celem uwolnienia obory od EBB.
W 34 zagrodach, w ktérych uprzednio stwierdzano



