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kazdy potrafi wydrze¢ cztowiekowi zycie,
lecz nikt nie wydrze mu Smierci: tysiac dr6g prowadzi do niej. ”
L.A. Seneka (4 p.n.e. - 65)

USZKODZENIA JADROWEGO | MITOCHONDRIALNEGO DNA W PROCESACH
STARZENIA

WSTEP

Przyczyny zmian prowadzacych do starzenia
organizmu i rozwoju choréb wieku starczego sg
nadal stabo poznane. W ujeciu biomedycznym
Smier¢ organizmu jest wynikiem rozwoju jednej
zjednostek chorobowych, badz ztozonego zespo-
tu chorob. Co ciekawe, proces starzenia jest
przez wielu badaczy postrzegany jako diugo-
trwaly proces chorobowy, rézniacy siejednak od
innych tym, ze jest zjawiskiem uniwersalnym
dla wszystkich organizmoéw wielokomorkowych.

Zadziwiajacy jest fakt, ze organizm powsta-
jacy w ztozonym procesie morfogenezy nie po-
trafi sprosta¢ wydawato by sie prostszemu za-
daniu — utrzymac sie w stanie, w jakim juz
funkcjonuje. Rozwoj i funkcjonowanie organi-
zmu odbywa sie wedtug programu zapisanego
w genach kazdej komoérki. Jakiekolwiek naru-
szenie stabilnosci materiatu genetycznego moze
mie¢ dramatyczne konsekwencje.

Jedna z teorii zaktada, ze starzenie sie organi-
zmu jest konsekwencjg akumulowania w komér-
kach oksydacyjnych uszkodzerh DNA, lipidow i
biatek (Ryc. 1). Te same czynniki stanowig przy-
czyne choréb wieku starczego (nowotwory, miaz-
dzyca, chorobaAlzheimerai inne). Za uszkodzenia
te odpowiedzialne sg przede wszystkim wolne rod-
niki tlenowe (WRT). Wolnorodnikowa teorie starze-

nia zaproponowat Harman (1956, 1994). Obecnie
wskazuje sie na mitochondria, jako jedno z gtow-
nych miejsc generowania wolnych rodnikéw w
komorce, a tym samym struktury uszkadzane
przezwolne rodniki, co moze by¢ przyczyna rozwo-
ju zmian starczych i chorobowych (Jurgowiak i
Orinski 19973, b; Shigenaga iWSpél'aUt. 1994,
Wallace 1992)

Oksydacyjne uszkodzenia DNA sgjednym z
wazniejszych czynnikéw branych obecnie pod
uwage w wyjasnieniu fizjologicznych zmian
zwigzanych ze starzeniem i chorobami dege-
neracyjnymi wieku starczego (Ames 1989). Jed-
na z lepiej poznanych wolnorodnikowych mo-
dyfikacji DNAjest 8-hydroksy-2'-deoksyguano-
Zzyna (8-OHdG) (Kasai i Nishimura 1991) 8-
OHdG uznana jest jako swoisty biomarker
oksydacyjnych uszkodzeh DNA (Shigenaga |
Ames 1991), ktory moze by¢ analizowany z za-
stosowaniem miedzy innymi metod wysokocis-
nieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) i
chromatografii gazowej (GC/MS).

Wyniki wielu badan wskazujg na akumu-
lacje wraz z wiekiem oksydacyjnych uszkodzen
zarbwno w obrebie jadrowego, jak i mitochon-
drialnego DNA (mtDNA) (Fraga i wspétaut.
1990, Mecocci iWSpCI)l’aUt. 1993)

Stosowane skréty: 8-OHdG — 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna; mtDNA — mitochondrialny DNA; RFT—
reaktywne formy tlenu; WRT— wolne rodniki tlenowe; Cu,Zn SOD — dysmutaza ponadtlenkowa zawierajgca
miedz i cynk; -SH — grupa tiolowa; GSH — zredukowany glutation.
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Ryc 1. Mechanizmy prowa-
dzace do wolnorodnikowych
uszkodzen komoérek.

Oddziatywanie wolnych rodni-
kéw z lipidami, biatkami i DNA
komoérkowym prowadzi do licz-
nych zmian struktury i funkcji
komorek (dane réznych autoréw,
a gtéwnie na podstawie pracy
Kehrera 1993).

PATOGENNE EFEKTY ODDZIALYWANIA RFT Z DNA

USZKODZENIA DNA A STARZENIE

W roku 1967 Alexander jako pierwszy za-
sugerowat, ze uszkodzenia DNA moga by¢ pier-
wotng przyczyng starzenia sie. Reaktywne for-
my tlenu (RFT, pojecie to obejmuje zaréwno
rodniki, jak i nie bedace rodnikami aktywne
formy tlenu np. H202, HOC1) sa czynnikiem
uszkadzajacym komorkowy DNA. Podatnosé
DNA na dziatanie WRT (np. O2* *OH) jest obe-
cnie dobrze udokumentowana (Dizdarogiu i
WSpél'aUt. 1993, Hayakawa i Wspéiaut. 1992,
Takasawa iWSpél’aUt. 1993, O tinski 1993) Cza-
steczki RFT obecne w komérkach pochodzg ze
zrédet zaréwno endo-, jak i egzogennych (Bar -
tosz 1995, Otinski i Jurgowiak 1996) RFT sa
przyczyng szerokiego spektrum uszkodzen
DNA. Indukowane dziataniem RFT uszkodzenia
DNA obejmujg: pekniecia pojedynczej i peknie-

cia obu nici w helisie DNA, powstanie miejsc
apurynowych i apirymidynowych (AP) oraz mo-
dyfikacje zasad (Friedberg i wspOtaut. 1995)
(Ryc. 2). Pomimo obecnosci komoérkowych sy-
steméw antyoksydacyjnych, w komdrkach
utrzymuje sie pewien poziom oksydacyjnych
uszkodzen jadrowego i mitochondrialnego DNA
(Richter | WSpCI)I'aUt. 1988, zastawny i WSpCI)*-
aut. 1998), ktéry wzrasta w starzejacych sie ko-
morkach. Staly poziom 8-OHdG w DNA jest o
okoto 35% wyzszy w starych komdérkach w po-
réwnaniu do miodych komérek w hodowli
(Chen i wspélaut. 1995). W starzejgcych sie w
hodowli fibroblastach czlowieka powstaje 4-
krotnie wiecej 8-OHdG kazdego dnia, w porow-
naniu do mtodych komoérek.

Hayfrick juz Kilkadziesiat lat temu wykazat,
ze hodowane in vitro fibroblasty cztowieka majag
pewien Scisle okreslony i ograniczony potencjat
podziatowy. Nastepnie w wielu pracach wyka-
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Ryc. 2. Zmodyfikowane formy zasad azotowych, bedgce wynikiem oddziatywania z rodnikiem'OIT

zano, ze dotyczy to takze innych tkanek (Hay- spada. Komodrki ostatecznie wchodzg w faze
flick 1989). Po okresie szybkiego wzrostu in catkowitego zahamowania podziatéw. Zjawisko
vitro tempo proliferacji komérek gwattownie to okresla siejako starzenie na poziomie komaor-

*W pismiennictwie utrwalita sie nazwa 8-hydroksyguanina, natomiast wedtug nowszych badan przewaza-
jaca formag tautomeiyczng jest 6,8-diketo (8-oksyguanina).
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kowym lub jako starzenie in vitro. Jednakze w
organizmach starych wiele komoérek jest w dal-
szym ciggu zdolnych do podziatéw. Charaktery-
styczna jest odwrotna korelacja miedzy liczbg
podziatéw komorek a wiekiem organizmu daw-
CYy (Hayfrick 1991). Wykazano réwniez, ze liczba
podziatéw fibroblastéw hodowanych jest wy-
zszaw przypadku gatunkow dtugo — niz krétko
zyjacych. Na przyktad u cztowieka wynosi od 40
do 65 podziatéw przy maksymalnej dtugosci
zycia okoto 120 lat, a u myszy 14-28 podziatéw
przy maksymalnej dtugosci zycia 3,5 lat (Kanun-
go 1980). W tym aspekcie interesujace sa wy-
niki badan poziomu 8-OHdG w DNA diploidal-
nych fibroblastéw (TIG-1) cztowieka w réznych
stadiach starzenia in vitro (Homma i wspotaut.
1994). Mianowicie stwierdzono znaczgacy wzrost
zawartosci 8-OHdG w DNA starzejgcych sie
komorek. Poziom ten oznaczono na 0,5 x 10~6i
1,6 x 1CT68-OHAG /dG odpowiednio w miodych
(22 podziaty) i starszych (50 cykli podziatowych)
komorkach. W tych samych badaniach stwier-
dzono, ze znaczaco obnizyta sie aktywnos¢ me-
chanizméw naprawczych podczas starzenia ko-
morkowego. Zjawisko to moze ttumaczy¢ wzrost
poziomu 8-OHdG, wraz z wiekiem komodrek.
Podobnie do opisanych powyzej badan, Fraga i
wspotaut. (1990) wykazali wzrost poziomu
8-OHdG w réznych narzadach szczura podczas
starzenia sie. Dane te wskazuja na istnienie
podobnych mechanizméw starzenia in vitro i na
poziomie organizmalnym.

W tkankach organizmu cziowieka i wielu
zwierzat doswiadczalnych zaobserwowano wraz
z wiekiem nasilenie oksydacyjnych uszkodzen
jadrowego i mitochondrialnego DNA na przy-
ktad w moézgu cztowieka (Mecocci | wspotaut.
1993) i watrobie szczura (Richter i WspoOt-
aut. 1988). Poziom oksydacyjnych uszkodzen
DNA byt w tych przypadkach 10-krotnie wyzszy
w mitochondriach w poréwnaniu do DNAjadro-
wego. Co ciekawe, wyzszy z wiekiem poziom
uszkodzern DNA odnotowano u szczuréw, kto-
rych dieta pozbawiona byta witaminy E (wita-
mina E wykazuje dziatanie antyoksydacyjne) w
poréwnaniu do zwierzat, ktorych dieta zawiera-
fa te Witamine (Summerfield i Tappel 1984)

Wzrost poziomu markera wolnorodniko-
wych uszkodzen DNA, jakimjest 8-OHdG, zwig-
zany jest z uposledzeniem funkcji organéw (np.
mozgu czy watroby) i wzrostem podatnosci ko-
moérek na zmiany mutagenne (Kaneko i Wspo6t-
aut. 1996). Interesujgce sa wyniki badan doty-
czacych poziomu 8-OHAG w moczu gryzoni i
cztowieka. Wykazano w nich, ze ze wzrastaja-
cym wiekiem organizmu obniza sie poziom wy-
dalanego w moczu 8-OHdG (Fraga i wspétaut.
1990). Jednoczes$nie poziom oksydacyjnych

M. JURGOWIAK, R. O1INSKI

uszkodzen DNA u osobnikéw starych jest wyso-
ki. Dane te wskazujg, ze wraz z wiekiem obniza
sie znaczaco aktywnos¢ enzymoéw odpowie-
dzialnych za naprawe 8-OHdG. Obecnie po-
wszechnie przyjmuje sie, ze usuwana z komor-
kowego DNA 8-OHdG jest wydalana z moczem.
Warto w tym miejscu przypomniec, ze w starze-
jacych sie organizmach znaczgco wzrasta po-
ziom grup karbonylowych biatek, na przykiad
w moézgu cztowieka i zwierzat (Mecocci I wspot-
aut. 1999). Sa to produkty oksydacyjnych usz-
kodzen biatek komoérkowych. Jedng z przyczyn
zmian starczych w komoérkach moze by¢ zatem
uposledzenie dziatania mechanizméw chronig-
cych komorki przed toksycznym dziataniem
RFT. Poniewaz 8-OHdG indukuje mutacje, po-
wstawanie tej modyfikacji w DNA komoérki pod-
lega kontroli z udziatem endogennych syste-
moéw naprawczych.

W badaniach przeprowadzonych na Drosop-
hila melanogaster (Soha1 i wspotaut. 1995) i
muchach domowych (Agarwal i Sohal 1994)
wykazano, ze tempo starzenia sie organizmu
zalezy od tempa metabolizmu (potencjatu me-
tabolicznego). Tempo starzenia mozna modulo-
wac¢ przez wpltyw na tempo metabolizmu
(aktywnos¢ fizyczng). Dziatanie na mtode mu-
chy promieniowania X i ekspozycja na wysokie
stezenie tlenu podwyzsza znacznie poziom
oksydacyjnych uszkodzern DNA w mitochon-
driach i jadrach komoérkowych zblizajgc ten
poziom do wartosci podobnej, jak w przypadku
starzejgcych sie osobnikéw muchy domowej.
Indykatorem oksydacyjnych uszkodzerh DNA
byt w tym przypadku poziom 8-OHdG. W
mMtDNA stwierdzono 3-krotnie wiecej oksyda-
cyjnych uszkodzen nizw DNAjgdrowym starze-
jacych sie osobnikéw. Interesujgcejest, ze ogra-
niczenie aktywnosci fizycznej much wigzato sie
z wydtuzeniem dtugosci zycia i obnizeniem po-
ziomu 8-OHdG w mitochondrialnym i jadro-
wym DNA. Tak wiec, poziom 8-OHdG w komor-
kach muchy domowej wykazywat odwrotng ko-
relacje z dtugoscia zycia badanych organizméw.
Ponadto zwigzany z wiekiem wzrost poziomu
8-OHdG skorelowany byt ze wzrostem poziomu
biatkowych grup karbonylowych. Dane te zdaja
sie popiera¢ hipoteze, ze oksydacyjne uszkodze-
nia makroczasteczek stanowig znaczacy czyn-
nik w procesach starzenia sie.

Sohal i wspotaut. (1995) przeprowadzili ba-
dania transgenicznych muszek D. melanoga-
ster zawierajacych dodatkowy gen dysmutazy
ponadtlenkowej (Cu, ZnSOD) i katalazy. Nade-
kspresja Cu,ZnSOD oraz katalazy hamuje aku-
mulacje 8-OHdG u starzejacych sie muszek, a
takze u osobnikéw eksponowanych na dziata-
nie promieniowania X. Jednocze$nie u transge-
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nicznych osobnikéw zaobserwowano ogranicze-
nie oksydacyjnych uszkodzen biatek. Wiekowo-
zalezne obnizenie aktywnosci Glu-6-P dehydro-
genazy (jednego z enzyméw w ochronie anty-
oksydacyjnej) i wzrost tempa generowania w
mitochondriach H202 byt nizszy u zwierzat
transgenicznych w poréwnaniu do kontrolnych
muszek. Konsumpcja tlenu byta jednoczesnie
wyzsza U zwierzat transgenicznych. Potencjat
metaboliczny, czy tez catkowity poziom kon-
sumpcji tlenu, podczas przecietnej dtugosci zy-
cia byt okoto 30% wyzszy u zwierzat ekspery-
mentalnych w poréwnaniu do kontroli. Wyniki
te wskazuja, ze nadekspresja enzymow ochrony
antyoksydacyjnej ogranicza akumulacje oksy-
dacyjnych uszkodzen makroczasteczek i wrazli-
wos$¢ komdrek na stres oksydacyjny, przedtu-
zajac jednoczesnie okres zycia badanych mu-
szek. Potwierdzajq tez koncepcje, ze stres oksy-
dacyjny jest waznym czynnikiem w procesie
starzenia sie.

W badaniach przeprowadzonych na szczu-
rach Sai iwspétaut. (1992) wykazali, ze 8-OHdAG
gromadzi sie w roznych narzgdach podczas sta-
rzenia i poziom tej modyfikacji DNA rézni sie w
zaleznosci od pici.

Poziom oksydacyjnych modyfikacji w DNA
organizméw réznych gatunkéw zalezny jest od
tempa metabolizmu (ml O2 konsumowanego na
gram masy ciata w ciggu godziny) i ma wplyw
na dtugos¢ zycia (Adeiman i wspOtaut. 1988).
Oksydowane 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/dzien. W mo-
czu malpy [Macaca fascicularis) stwierdzono
wydalanie dziennie 1,12 nmola glikolu tymi-
ny/kg masy ciata i 0,95 nmola glikolu tymidy-
ny/kg. Biorgc pod uwage mase ciata, z organi-
zmu myszy wydalana jest 18-krotnie wieksza
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ilos¢ glikolu tyminy i glikolu tymidyny w porow-
naniu do organizmu cziowieka. Z organizmu
matpy wydalana jest 4-krotnie wieksza ilos¢
glikolu tyminy i glikolu tymidyny w poréwnaniu
do organizmu cztowieka. Dane te potwierdzaja,
ze tempo metabolizmu i charakterystyczna dla
gatunku dtugos¢ zycia koreluje z poziomem
oksydacyjnych uszkodzeri DNA (Ryc. 3).

W tym aspekcie interesujace sg wyniki ba-
dan LOFTA i wspotaut. (1994), ktérzy wykazali
zwigzek pomiedzy tempem metabolizmu, a tym
samym generowania rodnikéw tlenowych w or-
ganizmie cztowieka, a stopniem oksydacyjnych
uszkodzeri DNA. Stwierdzono wystepowanie za-
leznosci pomiedzy iloscig wydalanej w moczu
8-OHdG i konsumpcja tlenu u kobiet w okresie
premenopauzy. Wzrost konsumpcji tlenu (w li-
trach/24 godz.) zwigzany byt z podniesieniem
poziomu wydalanej w moczu 8-OHdG. U kobiet
palacych tyton, ilos¢ wydalanej w moczu
8-OHdG wzrosta 0 35% przy wzroscie konsum-
pcji tlenu tylko o 10%, w poréwnaniu do kobiet
nie palacych. Wykazano zatem, ze tempo oksy-
dacyjnych uszkodzeri DNA wzrasta wraz z na-
sileniem proceséw oddychania komérkowego i
w duzym stopniu zalezne jest od uzywania ty-
toniu. Wiadomo jest obecnie, ze palenie tytoniu
wzmaga generowanie RFT w mitochondriach,
co potwierdzone zostato w badaniach mitochon-
driow miesnia sercowego kroélika eksponowane-
go na dziatanie dymu tytoniowego (Gvozdiakova
i wspotaut. 1992). Wiadomo réwniez, ze dym
tytoniowy zawiera duzg ilos¢ oksydantéw i in-
dukuje uszkodzenia DNA in vitro (Leanderson i
wspétaut. 1992). Palacy natogowo tyton posia-
dajg w osoczu krwi obnizony poziom antyoksy-
dantéw (DORGAN i SCHATZKIN 1991).

Okazuje sie, ze liczba uszkodzern DNA zna-
czaco wzrasta po osiggnieciu przez organizm
okreslonego wieku. Opisano dwukrotny wzrost
poziomu 8-OHdG w jadrowym DNA (mdzgu,

Ryc. 3. Poziom glikolu
tyminy (Tg) i glikolu ty-
midyny (dTg) w moczu
pochodzagcym od czte-
rech gatunkéw organi-
zmow.

Wartosci te wyrazone sgja-
ko funkcja tempa metabo-
lizmu poszczegdlnych
gatunkoéw (zuzycie tle-
nu/gram masy ciata/go-
dzine). Wedlug Adelmana |
wspoétaut. 1988 — zmo-
dyfikowane.
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serca, watroby, nerki) u samcéw szczuréw w
wieku 30 miesiecy w poréwnaniu do osobnikéw
w wieku od 2 do 24 miesiecy. Znaczna akumu-
lacja 8-OHdG jgdrowego DNA rozpoczyna sie u
badanych zwierzat w wieku powyzej 24 miesie-
CYy (Kaneko I wspolaut. 1996). U czlowieka w
tkance mdzgu opisano znaczacy, bo az 10-krot-
ny wzrost poziomu 8-OHdG w mtDNA w poréw-
naniu do DNA jadrowego osobnikéw w wieku
42-97 lat. Ciekawe jest, ze opisany wzrost po-
ziomu 8-OHdG byt az 15-krotnie wyzszy w mtD-
NA u osobnikdéw powyzej 70 roku zycia (Mecoc-
ci i wspétaut. 1993).

Intensyfikacja w ostatnich latach badan
nad mtDNA wynika ze stwierdzenia faktu sto-
pniowej utraty przez te organelle starych komo-
rek zdolnosci do wytwarzania energii (Linnae i
wspoétaut. 1989). Mitochondria sg najwiekszym
zrodtem wolnych rodnikéw, a tempo utleniania
DNA tych strukturjest znacznie wyzsze niz DNA
w jadrze komorkowym. Szacuje sie, ze poziom
markera wolnorodnikowych modyfikacji DNA
(8-OHdG) jest 16-krotnie wyzszy w mtDNA w
poréwnaniu z DNA jadrowym, co odpowiada
poziomowi uszkodzert 1na 8000 zasad (Richter
i WSpél'aUt. 1988, Haltliwell iAruoma 1991)

Z przeprowadzonych ostatnio badan poréw-
nawczych wynika, ze tak zwany endogenny po-
ziom oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad
DNA jest wyzszy w mtDNA w poréwnaniu do
DNA jadrowego (zastawny | wspoOtaut. 1998).
Badania dotyczyty komdrek watrobowych swini
w wieku 9 miesiecy. Ciekawe jest, ze stosunek
ilosciowy mtDNA/jadrowy DNA dla zasad o zna-
czeniu promutagennym (8-OHdG, 5-OHCyt)
jest nizszy niz w przypadku innych zmodyfiko-
wanych zasad (5-OHHyd, 5-OHMeHyd, 5-OH-
MeUra). Wartosci te mogg jednak ulega¢ zmia-
nie w starych organizmach.

MtDNA jest szczeg6lnie podatny na dziala-
nie RFT poniewaz:

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

b) czasteczki mtDNA znajdujg sie w poblizu
wewnetrznej btony mitochondrialnej, w ktorej
system transportu elektronéw generuje RFT;

¢) DNA mitochondriéw nie jest zwigzany z
biatkami histonowymi;

d) geny mitochondrialne sg stabiej chronio-
ne niz jagdrowe przez system naprawy DNA,
ktory jest jednak w nich obecny, a ostatnie
badania wskazywa¢ mogg na wieksza jego wy-
dajnos$é, niz sadzono dotychczas (Roteau |
Bohr 1997)
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Liczne badania wykazaty obecnos¢ mutacji
punktowych i delecji w mtDNA oraz ich zwigzek
Z procesami starzenia i rozwoju wielu choréb
(Richter 1992, Miquetr 1992, Walttace 1992,
Mecocci i WSpél'aUt. 1993)

W szczegoblny sposéb dwa typy tkanek nara-
zone sg na oksydacyjne uszkodzenia. Sa to
tkanka miesniowa i tkanka nerwowa. Oba typy
tkanek zawieraja postmitotyczne komorki, w
ktérych stale akumulowane sa oksydacyjne
uszkodzenia DNA. Ponadto tkanki miesniowa i
nerwowa zuzywajg duze ilosci tlenu.

Wykazany zostat wzrost delecji mtDNA w
miesniach szkieletowych cztowieka wraz z wie-
kiem (Cooper i wspotaut. 1992, Boffoli I
wspotaut. 1994). Wzrost liczby delecji koreluje
ze spadkiem aktywnosci enzymow taricucha od-
dechowego w miesniach szkieletowych cztowie-
ka (Lezza i wspélaut. 1994).

W miesniu sercowym i miesniu przepony
cztowieka wzrasta z wiekiem poziom 8-OHdG
mitochondrialnego DNA (Hayakawa i wspGtaut.
1991, 1992). Biatka mitochondriéw miesni
szkieletowych cziowieka sg takze podatne na
uszkodzenia indukowane przez RFT. Zaobser-
wowano, ze tempo syntezy biatek mitochon-
drialnych w miesniach szkieletowych cztowieka
znaczaco obniza sie w starszych organizmach
(Rooyackers 1 wspétaut. 1996). W jednym z
najnowszych badan potwierdzono wiekowo-za-
lezny wzrost poziomu 8-OHdG, dialdehydu ma-
lonowego (MDA, markera peroksydaciji lipidow)
i grup karbonylowych biatek (markera oksyda-
cji biatek) w bioptatach miesni cztowieka (Me-
cocci I wspOtaut. 1999). Cytowani autorzy wy-
kazali takze akumulacje oksydacyjnych uszko-
dzen DNA w jadrze i mitochondriach mézgu
czlowieka w starszym wieku (Mecocci i wspot-
aut. 1993).

W Swietle powyzszych danych mozna przy-
puszczaé, ze atak utleniaczy na DNA, jak i
biatka oraz lipidy, jest przyczyna postepujacego
z wiekiem spadku wydolnosci mitochondriéw.
Gdy liczba uszkodzonych w ten spos6b mito-
chondriéw przekroczy pewng wartos¢ krytycz-
na zrozumialy staje sie fakt niedostatku energii
w komdrkach starzejgcego sie organizmu (Ryc.
4). W trakcie zycia cztowieka pogtebia sie nie
miazdzycowa dysfunkcja serca i innych tkanek
organizmu, co w konsekwencji prowadzi do
zmian starczych i Smierci organizmu.

uszkodzenia dnaa choroby

Wiele danych wskazuje na to, ze utlenione
makroczasteczki stanowig jeden z czynnikéw
wywotujacych wiele schorzenn charakterystycz-
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nych dla wieku starczego, takich jak: nowotwo-
ry, miazdzyca, dysfunkcje mézgu, zapalenie
stawow, cukrzyca, choroby uktadu sercowo-na-
czyniowego (Tabela 1). Dotyczy to takze wielu
choréb dotykajacych ludzi w miodszym wieku,
takich na przykiad jak miopatie, encefalomio-
patie, encefalopatie. Jest to grupa tak zwanych
chordéb mitochondrialnych o podtozu dziedzicz-
nym.

Tabela 1. Wykaz choréb (gtéwnie wieku starczego lub
zwigzanych z przys$pieszonym starzeniem), ktérych
etiopatogeneza powigzana jest z dziataniem RFT
(dane réznych autoréw).

Choroba Alzheimera Reumatoidalne zapalenie

stawow

Choroba Parkinsona Zaéma

Cukrzyca Zawat

Miazdzyca Zespoty przyspieszonego
starzenia (np. Progeria)

Retinopatie Choroba niedokrwienna
serca

Nowotwory Stwardnienie rozsiane

Stwardnienie zanikowe
boczne

Choroba Keshan (niedobor
selenu)

Zespo6l Downa

Do czesto wystepujacych choréb wieku
podesziego nalezg nowotwory. Wkiad RFT w
proces karcynogenezy jest bogato udokumen-
towany. Ze wzgledu na duzy potencjat muta-
genny szczegblne znaczenie w procesie trans-
formacji nowotworowej komoérki moga miec
oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe
(Orinski | wspotaut. 1998) (zagadnienie to sze-
rzej zostanie oméwione w nastepnym zeszycie
KOSMOSU). Progresja zmian prowadzacych do
uztosliwienia komorki zachodzi w przeciagu
diugiego okresu, nierzadko rozciggajacego sie
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na dziesieciolecia, co sugeruje akumulacje wie-
lorakich mutacji.

Zidentyfikowano i opisano dotychczas wiele
chordéb czy tez standéw patologicznych powigza-
nych z uszkodzeniami DNA, a szczegolnie
MtDNA. Czesto sg to przypadtosci charaktery-
styczne dla osobnikéw starzejgcych sie (choro-
by degeneracyjne wieku starczego). Wiekszos¢
danych cytowanych w tej czesci pracy pochodzi
z artykutow znajdujacych sie w bibliografii za-
mieszczonej w pracach Oilinskiego
wiaka (1996) Oraz Jurgowiaka i Olinskiego
(1997b). W badaniach patogenezy chordb po-
wigzanych z defektami procesu fosforylacji
oksydacyjnej w mitochondriach i uszkodzenia-
mi mtDNA zwraca sie uwage na tkanki, ktére w
sposbéb szczegblny zalezne sg od podazy duzych
ilosci ATP zapewniajgcego ich prawidtowe fun-
kcjonowanie. Sg to tkanki osrodkowego uktadu
nerwowego, miesnia sercowego, miesni szkiele-
towych, nerki, watroby oraz siatkéwki i komo-
rek wysepek trzustki. Moézg cziowieka, stano-
wigc okoto 2% masy ciata, konsumuje az 20%
tlenu zuzywanego przez organizm. Dla poréw-
nania, miesnie szkieletowe stanowigc okoto
30% masy ciala zuzywajg tylko 40% tlenu
wykorzystywanego przez organizm. Niemniej
istotny jest fakt, ze konsumpcja tlenu w mies-
niach znacznie wzrasta podczas wysokiej
aktywnosci fizjologicznej i w réznych stanach
patologicznych osiggajac poziom zuzycia az
90% tlenu w organizmie.

i Jurgo-

Choroby ukladu sercowo-naczyniowego

Jak wykazano, chronicznemu niedokrwie-
niu miesnia sercowego towarzyszg delecje (5-kz)
MtDNA, jak réwniez kompensacyjna indukcja
niektérych gendéw mitochondrialnych. Stwier-
dzone delecje mtDNA i zahamowanie aktywno-
Sci enzyméw procesu fosforylacji oksydacyjnej
w starzejgcym sie miesniu sercowym stanowic
moga przyczyne zachwiania réwnowagi oksyda-

Ryc. 4. Konsekwencjg mutacji w mtDNA
sg defekty enzymoéw tancucha oddecho-
wego, co prowadzi do deficytu energii w
komérkach. Powoduje to pogiebienie
dysfunkcji na przykitad serca, a takze
innych tkanek, co przedstawi¢ mozna
wedlug Hayakawy i wspotaut. 1992.
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cyjno/antyoksydacyjnej (co nasila szok tleno-
wy) z bardzo rozlegtymi konsekwencjami bio-
logicznymi. Objawia sie to odktadaniem plytek
miazdzycowych i rozwojem chordéb miesnia ser-
cowego na przyktad kardiomiopatii rozstrzenio-
wej i zespotu niedokrwienia ukfadu sercowo-
naczyniowego. Wedtug niektorych autoréw w
tych przypadkach niezbedne jest okreslenie po-
ziomu antyoksydantéw w plynach ustrojowych
pacjentéw i w razie jego obnizenia podanie du-
zych, terapeutycznych dawek koenzymu Q.

Cukrzyca

Insulino-niezalezna cukrzyca (NIDDM, ang.
non-insulin dependent diabetes mellitus) jest
schorzeniem czesto wystepujacym u osobnikéw
w wieku starszym. Z patogeneza tej choroby
zwigzane sg miedzy innymi mutacje w obrebie
mtDNA. U pacjentéw dotknietych NIDDM
stwierdzone zostaly bardzo duze delecje
(10,4 kz) mtDNA, ktoére zaburzajg replikacje
tancucha lekkiego tej makroczasteczki. NIDDM,
ktorg dotknietych jest duzy odsetek populacji
cukrzykow zwigzana moze by¢ zatem ze specyfi-
cznymi mutacjami mtDNA. Réwniez obnizenie
wydajnosci procesu fosforylacji oksydacyjnej
wraz ze wszystkimi tego konsekwencjami, jakie
obserwuje sie wraz ze wzrastajacym wiekiem,
wydaje sie odgrywac¢ znaczaca role w patofizjo-
logii cukrzycy. Podobne znaczenie maja czynni-
ki Srodowiskowe zwigzane ze stylem zycia. Wie-
le tak zwanych czynnikéw diabetogennych ata-
kujacych genom mitochondrialny wyzwala w
tych organellach szok tlenowy. Do czynnikéw
tych nalezg interleukina-I[3, interferon-y,
TNF-a, alloksan i streptozotocyna. Dziatanie
wymienionych czynnikéw w uktadach biologi-
cznych jest hamowane przez antyoksydanty, co
stwierdzono zaréwno w badaniach na modelach
zwierzecych, jak i w przypadku cztowieka. Po-
wyzsze obserwacje daty podstawe do zatozenia,
ze czynniki o dziataniu diabetogennym induku-
ja pekniecia taricucha mtDNA komérek — wy-
sepek trzustki, co stanowi jedng z przyczyn
Smierci tych komdrek, chociaz niektérzy auto-
rzy kwestionujg uniwersalnos¢ tej hipotezy.
Uszkodzenia genomu mitochondrialnego brane
sg takze pod uwage jako jeden z czynnikéw w
patogenezie cukrzycy insulino-zaleznej (IDDM,
ang. insulin-dependent diabetes mellitus). Nie-
ktére dane kliniczne zdaja sie potwierdzaé role
uszkodzonego mtDNA w rozwoju cukrzycy.
Otoz pacjenci z zespotem Kearn-Sayrea (KSS) i
chroniczng postepujacg zewnetrzng oftalmo-
plegia (CPEO) zapadaja na cukrzyce znacznie
czesciej niz przecietny osobnik populacji.

M. Jurgowiak, R. Olinski

Oprocz wspomnianej wyzej delecji, w rodzinach
cukrzykéw opisane zostaty tranzycje A do G na
przykitad w parze nukleotydéw 3243 mitochon-
drialnego genu dla tRNALeu MUR\ Mutacje tego
typu sa przyczynag zaburzen terminacji trans-
krypcji mitochondrialnej skutkiem czego sag de-
fekty syntezy biatek mitochondrialnych.

Choroby osrodkowego uktadu nerwowego

Komorki osrodkowego ukiadu nerwowego
konsumujg w procesach metabolicznych duze
ilosci tlenu (gtéwnie podczas produkcji energii
w procesie fosforylacji oksydacyjnej). Zmiany
degeneracyjne w obrebie neuronéw prawdopo-
dobnie mogg by¢ wynikiem zaburzenia réwno-
wagi oksydacyjno/antyoksydacyjnej, co wy-
zwala w komdérce szok tlenowy. Konsekwencjag
tego stanu sg akumulowane w komérce uszko-
dzenia DNA, biatek i lipidow. Podkresli¢ nalezy,
ze nasilenie uszkodzern makromolekut komaor-
kowych obserwuje sie nie tylko w przypadku
zaburzen w funkcjonowaniu ukladu antyoksy-
dacyjnego, ale i podczas starzenia sie organi-
zmu. Implikacje zwigzane z szokiem tlenowym
odnosi sie obecnie do niektérych choréb neuro-
degeneracyjnych, takich jak choroba Parkinso-
na, stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang.
amyotrophic lateral sclerosis), choroba Hun-
tingtona i choroba Alzheimera. Wszystkie wy-
mienione stany patologiczne charakteryzuja sie
wystepowaniem delecji, badz mutacji mtDNA
oraz nieprawidtowym funkcjonowaniem kom-
plekséw tancucha oddechowego. W opisanych
przypadkach szok tlenowy stanowi¢ moze jedng
Z przyczyn postepujacej degeneracji neuronow,
co jest charakterystycznym objawem choréb
osrodkowego uktadu nerwowego. Mitochondria
pacjentéw dotknietych chorobg Alzheimera wy-
kazujg defekty kompleksu IV tancucha odde-
chowego; nie do korica jest jednak wyjasnione,
czy przyczyna tego sag mutacje mtDNA. Podob-
nie jest w przypadku choroby Huntingtona.
Defekty kompleksow | i IV stwierdzone zostaty
w zwojach podstawy mézgu i mitochondriach
ptytek krwi pacjentéw. U oséb cierpigcych na
chorobe Huntingtona obserwuje sie 5-11 krot-
ny wzrost delecji mtDNA neuronéw korowych w
poréwnaniu do os6b tej samej grupy wiekowej
stanowigcych kontrole. W przypadku choroby
Parkinsona niektérzy autorzy opisali chorobo-
wo-specyficzne delecje mtDNAw mdzgu pacjen-
téw, nie zostato to jednak potwierdzone przez
innych badaczy. Stwierdzono natomiast aku-
mulacje delecji (podobnego typu) w mozgach
0s0b w podesztym wieku.
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Sanchez-Ramos i wspoétaut. (1994) opisali
podwyzszony poziom 8-OHdG w mdzgu osobni-
kéw cierpigcych na chorobe Parkinsona w po-
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rownaniu do osobnikéw zdrowych w podesztym
wieku.

ZAKONCZENIE

W organizmach osobnikéw zdrowych gene-
rowanie RFT zachodzi pod kontrolg sprawnego
systemu antyoksydacyjnego, chociaz i w tym
przypadku dochodzi¢ moze do akumulaciji tle-
nowych uszkodzen komoérek i tkanek, co przy-
czynia sie do rozwoju proceséw starzenia i pew-
nych stan6éw patologicznych czesto charaktery-
stycznych dla wieku starczego, jak chociazby
choréb nowotworowych i choréb osrodkowego
uktadu nerwowego.

W jednej z bardziej atrakcyjnych hipotez
wyjasnienie takiego stanu rzeczy opiera sie na

NUCLEAR AND MITOCHONDRIAL DNA DAMAGE

obserwowanej wraz z wiekiem kumulacji usz-
kodzernt wolnorodnikowych réznych struktur
komérkowych i powigzania ich z patogenezg
duzej liczby schorzen. Stres oksydacyjny towa-
rzyszy wielu jednostkom chorobowym i zwigza-
ny jest z procesami naturalnego starzenia. Nie
wiemy jednakze z calg pewnoscig, czy stres
oksydacyjny jest skutkiem czy tez pierwotng
przyczyna toczacych sie zmian starczych i cho-
robowych.

IN AGEING

Summary

Reactive oxygen species (ROS) are generated in cells as
a byproduct of cellular metabolism. ROS can react with
various cell components: proteins, lipids and DNA, result-
ing in damage to these biomolecules and in cell dysfunction.
These lesions accumulate with age and have been postu-

lated to be a major type of endogenous damage leading to
ageing. This review is an attempt to summarize our present
knowledge on the free radical-induced DNA damage in-
volved in ageing and degenerative diseases.
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