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CROWN-GALL — DOSWIADCZALNY MODEL NOWOTWORU.
POCHODZENIE RAKA

Co to jest ,,crown-gall”

Jedna z charakterystycznych reakcji roéliny wyzszej w odpowiedzi na dzialanie
roznych, zakazajacych ja organizmoéw, jest tworzenie nienaturalnych, zlokalizo-
wanych rozrostow tkankowych, tzw. naro§li. Wiele z nich, np. wyroSla owadzie
(galasy) czy brodawki korzeniowe roslin motylkowych, ma charakter ograniczony,
co $wiadczy ze anarchia podlega mechanizmom kontroli. Inne natomiast reprezen-
tuja rozrost niekontrolowany i nieograniczony. Wsrod tych ostatnich mozna wy-
rézni¢ guzowate twory pospolicie zwane rakami [60], ktore powstaja w wyniku za-
kazenia Agrobacterium tumefaciens (Smith and Towns.) Conn. [9, 139] lub wedlug
nowszej klasyfikacji [44, 82] Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens. Jest to
powszechnie wystepujaca w glebie, paleczkowata bakteria z rodziny Rhizobiaceae.
Dla okreslenia wywotywanej przez nia choroby roslin, w poszczegolnych przypadkach
uzywa si¢ nazw ,rak korzeni”, ,,guzowato$¢ korzeni”, ,,guzowatoéé korony” [77],
gdyz w naturalnych warunkach rakowacenie wystgpuje najczgsmej na korzeniach,
a takze w koronie drzew.

Bardziej jednoznacznym odpowiednikiem tych nazw, powszechnie przyjetym
w $wiatowym pi$miennictwie naukowym, jest anglo-amerykarnskie okreslenie ,,crown-
-gall”, nawigzujace do korony (wierzchotka) roélin. Oznacza ono guzowato$¢ (lub
guzy) wywolywang przez tego samego patogena, niezaleznie jednak od gatunku czy
organu rosliny, na ktéorym rakowacenie jest umiejscowione.

»Crown-gall” ma $wiatowy zasigg; wystzpuje na réznorodnych roslinach upraw-
nych, ozdobnych i dziko rosnacych. Choroba rzadko zabija gospodarza, lecz wy-
rzadza powazne szkody zwlaszcza w szkotkach, sadach i winnicach, przyczynia-
jac si¢ do znacznych strat w produkcji ro$linnej [109, 115, 121, 134].

W warunkach do$wiadczalnych guzowato$¢ mozna wywola¢ na roélinach wielu
gatunkow. Wedhug danych z roku 1951 [52], lista wrazliwych ro$lin obejmuje przed-
stawicieli 142 rodzajow, nalezacych do 61 rodzin, w ogromnej wigkszosci dwulis-
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ciennych. W biezacej literaturze mozna znalezé informacje donoszace o nowych
wrazliwych na ,crown-gall” rodzajach i gatunkach roSlin [56, 145]. Tak wielki
wachlarz gospodarzy, u ktorych A. rumefaciens moze wywotaé patologiczne zmiany,
wigze sie z istnieniem duzej liczby tumorogennych szczepow tej bakterii [155].
Cho¢ wykazuja one zroznicowana zdolno$¢ zakazania poszczegédlnych gatunkow
roslin, stopien swoistosci wzgledem gospodarzy jest jednak do$¢ niski [3].

A. tumefaciens zakaza ro$liny wylacznie przez zranienia i posiada swoista zdol-
no$¢ przeksztalcania normalnych komorek gospodarza w komorki patologiczne.
Guzy, ktére z komorek tych powstaja, rozwijaja si¢ samodzielnie zarowno w gospo-
darzu ro$linnym, jak i w kulturze tkankowej, bez dalszego udzialu patogennej
bakterii [36, 156, 157]. Wzrost tkanek naro$lowych ma charakter nieograniczony,
a same guzy sa przeszczepialne [34].

Na podstawie powyzszych kryteriow, 0dpow1adajqcych rowniez nowotworom
zwierzecym uznano, ze guzowato$¢ ,.crown-gall” nie jest zwyklym, stymulowanym
przez bakterie rozrostem tkanki, lecz prawdziwym rakiem ro$linnym, ktéry powstat
w wyniku typowej transformacji nowotworowej. Dlatego, poza wzgledami ekono-
micznymi, ,.crown-gall” od dawna skupia uwage badaczy z powodu teoretycznych
powigzan z ogélnym problemem raka. Ten aspekt zagadnienia zostal oméwiony
w kilku artykulach przegladowych [10, 30, 59].

»Crown-gall” i inne nowotwory roslin .

Oprécz ,.crown-gall”, istnieja jeszcze inne choroby roslin, spelniajace kryteria
choroby nowotworowej. Wér6d nich lepiej poznano guzowato$¢ urazowa (wound
tumour) Blacka oraz guzowato$¢ wykryta przez Kostoffa (1930). W inicjacji
guza urazowego uczestniczy przenoszony przez owady wirus [12], ktory zawiera
dwuniciowy RNA [162] i polimeraz¢ RNA, odpowiedzialng najprawdopodobniej
za replikacje wlasnego genomu wewnatrz komorek [15]. Natomiast tworzenie guzoéw
Kostoffa nie jest zwiazane z zadnym czynnikiem infekcyjnym. Powstaja one spon-
tanicznie na ro$linach pewnych gatunkoéw, a szczegblnie na niektérych miedzyga-
tunkowych mieszaricach z rodzaju Nicotiana. Przypuszcza sig, ze za inicjacje guzow
nowotworowych u hybrydéw odpowiedzialne sa pewne geny jadrowe, pochodzace
od roélin rodzicielskich typu donorowego (,,--”), podczas gdy roézne stopnie eks-
presji nowotworowej podlegaja genetycznej kontroli przez czynniki wystepujace
w chromosomach gatunkoéw biorczych (,—”) [2]. Obszerne przeglady na temat
guza urazowego zostaly przedstawione przez Brauna i Stoniera [35] oraz Blacka
[13, 14). Literatur¢ o rakach Kostoffa zebral szczegélowo Smith [138]. Mimo
réznic etiologicznych, guzowato$é ,crown-gall”, urazowa i Kostoffa, wykazuja
wspolne objawy oraz takie same cytologiczne i biochemiczne odchylenia od normy,
charakteryzujace niezalezny wzrost komorek. Te trzy rodzaje rakéw roslinnych
reprezentuja alternatywne systemy badania istoty transformacji nowotworowej
oraz autonomii wzrostu. Sa to podstawowe problemy onkologii doSwiadczalne;.
Wyrazng zalete systemow roSlinnych stanowi totipotencja komorek. Mozliwosé
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zregenerowania calej ro$liny z pojedynczej komorki wegetatywnej pozwala na ba-
dania morfogenetycznych aspektow problemu raka i jego powiazanie z réznicowa-
niem komoérkowym [88].

O ile jednak guz urazowy i Kostoffa znajduja pod wzglgdem etiologicznym swoje
odpowiedniki wéréd nowotwordow zwierzgcych, szczegdlne znaczenie ,.crown-gall”
podkresla fakt, ze jest to jedyna znana jak dotad choroba nowotworowa wywoly-
wana przez bakterie. Poniewaz wlasnie ,.crown-gall” — klasyczny ‘model nowotworu
roélinnego — najbardziej przypomina raki zwierzgce i ludzkie, wyrazono przekona-
nie, ze bakteric moga odgrywaé role rowniez w onkogenezie zwierzat i ludzi [131].
Wedhlug wiclu danych [41, 42, 70, 104, 130] ,,crown-gall” reprezentuje naturalny
przypadek przekazywania informacji genetycznej z bakterii do komorki roslinnej,
dostarczajac unikalnej mozliwosci badan genetycznych o szerszym znaczeniu biolo-
gicznym. Dodatkowym walorem modelu ,.crown-gall” jest rowniez tatwos¢, z jaka
guzy moga by¢ doSwiadczalnie wywolywane przez A. tumefaciens i otrzymane w for-
mie bakteriologicznie sterylnej.

Przyczynilo si¢ to w duzym stopniu do ogromnej popularnosci systemu ,,crown-
-gall” w badaniach tumorogenezy. Znakomita tez wigkszo$¢ informacji o autono-
micznych guzach ro§linnych pochodzi z badania tego szczegdlnego nowotworu.

Uniwersalnos¢ zjawiska nowotworowego

Historii badan ,,crown-gall” nieodlacznie towarzyszyt poglad o poréwnywalnosci
tego guza ze zlo§liwymi nowotworami zwierzat i ludzi [135—137]. Uderzajace
podobienistwa rakéw roSlinnych i zwierzgcych pozostaly do dzi§ waznym aspektem
badan. Niezmierne bogactwo réznorodnych typow i odmian nowotworéw utrudnia
wyliczenie wszystkich obserwowanych analogii. Podkreslajac rolg autonomicznych
guzéw roslinnych jako ogolnobiologicznego systemu doswiadczalnego, wystarczy
jednak wskaza¢ na niektore podstawowe prawidlowosci, odnoszace si¢ do nowotwo-
row zarowno roslinnych jak tez zwierzgcych, ktére przy obecnym stanie wiedzy
wydaja si¢ dobrze udokumentowane. Mozna do nich zaliczy¢ nastgpujace:

Pierwotne uwarunkowanic nowotworu — organizmy musza wykazywac zdoInos¢
reagowania na czynnik rakotwodrczy. Warunkiem powstania nowotworu jest prze-
niknigcie tego czynnika do komorek, a takze poZniejsza ich zdolno$¢ do podziatow.
Istotne znaczenie posiada wigc okres cyklu zyciowego, w jakim komoérki wchodza
w styczno$¢ z kancerogenem. W systemach ro$linnych i zwierzgcych mozna przytoczyé
wyniki Swiadczace, ze czynnik rakotworczy dziala na komorki raczej w fazie syntezy
DNA niz podczas mitozy [17, 55, 91, 92].

Wieloetapowo$¢ procesu kancerogenezy — W powstaniu nowotworu wyrdznia
si¢ dwa zasadnicze etapy: pierwszy, ktory jest rownoznaczny z powstaniem trwalych
pierwotnych zmian w niektorych komoérkach tkanki wskutek zadzialania na te
tkanke czynnika rakotworczego i etap drugi, oznaczajacy rozwoj nowotworu, ktory
moze si¢ rozpocza¢ dopiero wtedy, gdy zmienione komorki zostana pobudzone do
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rozmnazania. Pobudzenie nastgpuje pod wplywem hormondéw, a takze w toku
procesu regeneracyjnego. Dlatego stosujac substancje zdolne do wzbudzania roz-
rostow tkankowych o charakterze regeneracyjnym mozna spowodowaé promocje
tumoréw. Substancje takie dzialaja jako czynniki wspotrakotworcze (kokancero-
geny) [32, 38, 85).

Zjawisko progresji nowotworéw — rakowacenie jest procesem postgpujacym,
rozwojowym. U réznorodnych rakéw zwierzecych przebieg tego procesu odpowiada
najpowszechniej modelowi zmian skokowych, zachodzacych kolejno w potomnych
generacjach jednej linii komorkowej, u ktorych zaszta zmiana pierwotna. Zmiany
te dotycza réznych cech jednostkowych i prowadza do coraz wigkszej ztosliwosci.
Jednak wielko$é poszczegdlnych zmian, ich kolejno$¢ i czas powstania nie sg jedna-
kowe w poszczegélnych przypadkach [53, 122]. Odpowiednikiem progresji u rakow
ro§linnych jest stopniowa aktywacja systeméw biosyntezy auksyny oraz innych
substancji stymulujacych wzrost i podzialy. W wyniku tych zmian komorki nowo-
tworowe 0siagaja coraz wyzszy stopien autonomii wzrostu [25, 26, 37].

Dziedziczny charakter zmian nowotworowych — zmiany nabyte w kazdym
stadium rakowacenia przekazuja si¢ dziedzicznie podczas podzialow mitotycznych.
Po transplantacji in vivo i in vitro tkanki nowotworowe zachowuja przez wiele lat
swoj patologiczny charakter [54, 156, 157].

Utrata reaktywno$ci na czynniki wzrostu i réznicowania — komorki rakowe
nie poddaja si¢ dzialaniu mechanizméw regulacyjnych organizmu macierzystego.
Odznaczaja si¢ wzrostem pozbawionym funkcji, nietypowym uktadem, ograniczong
zdolnoscia réznicowania lub jej brakiem. Nie posiadaja funkcjonalnych mechanizméow
kontroli wzrostu i rozmnazaja si¢ w zasadzie wedtug praw charakterystycznych dla
populacji jednokomorkowcow [122, 159].

Zmiany wlasciwosci blon — autonomia komorek nowotworowych wigze si¢
z funkcjonalng modyfikacja bton komoérkowych. Komorki rakow zwierzecych
charakteryzuja si¢ utrata zdolnoéci reagowania na kontakt z innymi komorkami
(,hamowanie kontaktowe™) [18, 40, 75] oraz zwigkszona przepuszczalnoscig bion
[68, 76). Zwigkszona zdolno$é pobierania jonow oraz zmiany skladu fosfolipidow
blon wiasciwe sa réwnicz komorkom nowotworéw roélinnych [120, 126, 160, 161].

Szeroki zakres stabilnych fenotypéw nowotworowych — istnicje wiele morfo-
logicznych i biochemicznych odmian nowotworéw indukowanych przez ten sam
czynnik rakotworczy u gospodarzy jednego gatunku, a nawet, szczeg6lnie u zwierzat,
na tym samym organie. Autonomia charakteryzujaca wzrost nowotworowy wyka-
zuje rowniez wiele stopni. Mozna znalez¢ z jednej strony guzy wolno rosngce i Scisle
zlokalizowane, z drugiej natomiast rosnace gwaltownie i tworzace przerzuty. Two-
rzenie przerzutéw u rolin, ze wzgledu na ich swoisto$¢ strukturalng, ma jednak
zasieg bardziej ograniczony niz u zwierzat; inny jest tez mechanizm zjawiska [49,
51]. Szczegdlowe informacje o tych aspektach problemu rakéw ro$linnych znajduja
sic w artykule Brauna i Stoniera [35].
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Potencjalna odwracalnos$¢ stanu nowotworowego — mimo ogélnie wystepujacej
stabilnoci fenotypéw nowotworowych, stosujac systemy roSlinne udato si¢ zade-
monstrowaé, ze w pewnych warunkach komodrki nowotworowe odzyskuja zdolnos§é
do normalnego wzrostu i rozwoju [27, 129, 149]. Podobne zjawisko rewersji obser-
wowano rowniez w komorkach rakow zwierzecych i ludzkich [74, 102, 119, 125].
Zagadnienie to zostalo szerzej omowione w referatach Brauna [28—30].

Analogie etiologiczne, zbieznosci objawéw i cech charakterystycznych niekontro-
lowanego wzrostu w systemach ro§linnych i zwierzgcych daly podstawg pogladowi, Ze
mechanizm komérkowy, podlegajacy dzialaniu réznorodnych czynnikéw rakotwor-
czych, jest podstawowym mechanizmem komoérek wszystkich organizméw wyzszych.

Pojecie TIP. Koncepcja dwu faz

Podstawowe informacje o tworzeniu guzowatosci ,,crown-gall” pochodza z wczes-
niejszych prac Brauna [19, 20, 23, 32, 33]. Wprowadzil on pojecie hipotetycznego
czynnika indukcji guza — TIP (tumor inducing principle), wytwarzanego przez
zjadliwa bakteri¢ ,,crown-gall” [19]. TIP jest przekazywany komorkom roslinnym
i przenosi informacj¢ niezbedng dla powstania raka [19, 33]. Zgodnie z aktualng
do dzi$ koncepcja Brauna proces rozwoju prowadzacy do uformowania rakowatej
naro$li przebiega automatycznie, niezaleznie od wywolujacej ja bakterii; jest on
jednak poprzedzany okresem, w ktorym normalne komérki rosliny, pod wplywem
TIP, ulegaja przeobrazeniu w komorki nowotworowe (transformacja). Te dwa
zasadniczo rézne, nastgpujace po sobie, stadia tworzenia guza nowotworowego
nazwano faza zapoczatkowania oraz faza rozwoju [32]. Warunkiem prawidlowego
przebiegu fazy zapoczatkowania jest wystapienie dwu niezaleznych zjawisk okres-
lanych jako uwarunkowanie (conditioning) oraz indukcja [20, 23, 33]. Termin
,uwarunkowanie” odnosi si¢ do proceséw metabolicznych, dzigki ktorym komorki
ro§linne stajg si¢ wrazliwe na indukcjg nowotworu. Natomiast zjawisko indukcji
obejmuje interakcje migdzy bakteriami a wrazliwymi (uwarunkowanymi) komérkami
rosliny.

Rola zranienia

Zasadniczym warunkiem powstania guza nowotworowego jest zranienie rosliny.
Dzigki zranieniu komorki uszkodzonego regionu zostaja pobudzone do aktywnosci
mitotycznej. W normalnych warunkach fizjologicznych aktywnos$¢ ta ustaje wraz
z zabliznieniem rany. Komorki wrazliwe na dziatanie TIP (komorki uwarunkowane)
pojawiaja si¢ w regionie zranienia, a stan wrazliwosci utrzymuje si¢ przez ograniczony
czas [19, 20]. Zmierzajac do charakterystyki okresu uwarunkowania u Vinca rosea
Braun zaobserwowal [23], ze proces uwrazliwiania komorek nasila si¢ stopniowo
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po zranieniu todyg, a nastgpnie znika w miar¢ jak zabliznianie rany zbliza si¢ ku
koncowi. Na tej podstawie autor powigzal uwarunkowanie komorek z cyklem zabliz-
niania sugerujac, ze wrazliwo$¢ na dzialanie TIP moga wykazywa¢ komorki przy-
gotowujace si¢ do podziatu lub znajdujace si¢ w stanie podziahu. Sugestie Brauna
zostaly pozniej potwierdzone w badaniach z roSlinami Kalanchoe daigremontiana
[90, 91]. Z badan tych wyplywaja nastgpujace wnioski: 1) procesy zabliZzniania i uwa-
runkowania sa ze soba skorelowane, 2) stadium maksymalnej wrazliwosci gospo-
darza na transformacj¢ wystgpuje przed pierwszym, indukowanym zranieniem po-
dzialem komérkowym, 3) zanikanie stanu wrazliwodci towarzyszy tworzeniu sig
kambium przyrannego, 4) czas trwania stanu wrazliwosci komorek na bodziec tu-
morogenny jak i czas migdzy zranieniem a wystgpieniem pierwszych, ukierunko-
wanych podziatéw komoérkowych, zaleza od temperatury. W $wictle tych wynikow
[9] trzy fazy cyklu zyciowego komorek przed podzialem mogg by¢ wrazliwe na TIP:
G,, S, G.. Istnieja dane, ze jest to faza S [17, 39, 89]. '
ZabliZnianie zranienn wymaga uaktywnienia pewnych genéw rosliny dla wysta-
pienia zjawiska odréznicowania komoérek wokot rany, ktore normalnie nigdy si¢
nie dziela. Przypuszcza sig, ze jest to zwiazane z synteza szczegdlnej frakcji jadrowego
DNA (DNA Nh); rozni si¢ on od DNA frakcji glownej wyzsza zawartoscia G +
C [65, 123]. W przebiegu zjawisk przyrannych obserwowano dwie fale syntezy
DNA, poprzedzajace pierwsze podzialy [92]. W znakowanych radioaktywna tymi-
dyng siewkach grochu, jako pierwszy pojawit si¢ bogaty w G -- C DNA sateli-
tarny, a nastepnic DNA frakcji glownej. Czas pojawienia si¢ obu tych frakcji wska-
zywal wyraznie na syntezg satelitarnego DNA w okresie uwarunkowania [39].
Przypuszczalna rola syntezy tego DNA w indukcji ,,crown-gall” wiaze si¢ z odkry-
ciem stwierdzajacym, ze miedzy DNA A. tumefaciens i jadrowym — cigzkim, sa-
telitarnym DNA, pojawiajacym si¢ okresowo w normalnych komérkach roSlin-
nych po zranieniu, istnieja komplementarne sekwencje nukleotydowe [124].

Rola bakterii

Dla wystapienia zjawiska indukcji nowotworu konieczna jest obecno$¢, w zra-
nionej tkance rosliny, zjadliwych i zdolnych do zycia bakterii [19-—21, 26]. Nie
zasiedlaja one komoérek roslinnych [71, 103, 126, 142], lecz dzigki chemotaktycznemu
poszukiwaniu substancji odzywezych wnikaja do przestrzeni migdzykomorkowych,
przyciagane przez skiadniki zawarte w soku przyrannym [7, 8]. W tych miejscach
bakterie przechodza okres aktywnosci metabolicznej [93, 133], a nastgpnie wchodza
w interakcje z przyleglymi komérkami roéliny, je$li uzyskaly one stan wrazliwosci
na TIP. Tak wigc zaréwno komorki bakterii jak i komérki gospodarza wymagaja
okresu przygotowania, poprzedzajacego indukcje guza. Swiadczy to o rodzaju
wzajemnej adaptacji, prowadzace do powstania zaleznoSci typu dawca-biorca.

Na podstawie badan z zakazeniami mieszanymi wysunigto wniosek o istnieniu
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w zranionych powierzchniach roéliny hipotetycznych miejsc infekcji, o ktére wspot-
zawodniczg komorki zjadliwych i niczjadliwych szczepdw A. rumefaciens [6, 63,
95]. Potwierdza to zawarta w schemacie tumoryzacji Brauna [35] ideg¢ ,miejsc
aktywnych”, tworzacych si¢ w uwarunkowanych komorkach gospodarza. W tych
szczegdlnych miejscach zranien bakterie lacza si¢ z komorkami rosliny, przy czym
liczba miejsc jest ograniczona, a pojedyncze miejsce byloby dost¢pne dla pojedynczej
komorki bakteryjnej [95]. Wysoka swoistos¢ zjawiska sugerowala wystgpowanie
komplementarnych konfiguracji na powierzchniach obu wigzacych si¢ partnerow.
Trwale polaczenic A. tumefaciens ze $cianami komdrkowymi roSliny zostalo za-
demonstrowane w mikroskopie elektronowym [16, 116, 141] a wystgpowanie tego
zjawiska stwierdzono réwniez w warunkach kultur tkankowych i komoérkowych
z roznych materialow ro$linnych [97, 107, 116). Istnieja dane, Ze w interakcji wia-
zacej onkogenna bakteri¢ z komodrka gospodarza uczestnicza cukrowe skladniki
(N-acetylo-D-galaktozoamina i (-D-galaktoza) lipopolisacharydow zewnegtrznej
otoczki bakterii [5, 98, 101, 154] oraz czasteczki kwasu poligalakturonowego znaj-
dujace si¢ w najbardziej zewngtrznym, bogatym w pektyny regionie roslinnej sciany
komdrkowej [96, 99]. Jak jednak stwierdzono ostatnio, A. tumefaciens wiaze si¢
nie tylko z catymi komorkami roélin in vitro, lecz takze z ich protoplastami [106],
a podczas procesu wiazania bakterie wytwarzaja wiokienka celulozowe, ktére przy-
trzymuja je przy powierzchni komorek gospodarza [105, 106]. Tak wigc sprawa
lokalizacji swoistych receptorow dla onkogennych bakterii jak rowniez mechanizm
laczenia si¢ partneréw indukcji ,.crown-gall” wymagaja dalszych badan. Polaczenie
si¢ bakterii z komorkami gospodarza w miejscach receptorowych jest koniecznym
stadium inicjalnym indukcji guza [16, 63, 95]. Poprzedza ono przeniesienic TIP
do wrazliwych komorek roslinnych.

W badaniach natury czynnika przemiany nowotworowej (TIP) przetomowe
znaczenie posiadalo wykazanie, ze onkogenne szczepy Agrobacterium zawieraja
duzy (112—156 megadaltonow), kolisty, pozachromosomalny element DNA [150,
166], nazwany plazmidem Ti, ktory moze byé¢ przekazywany bakteriom szczepow
niezjadliwych na drodze koniugacji [62, 72, 83]. Nabycie plazmidu przez komorki
niezjadliwe pociagalo za soba pojawienie si¢ zdolnosci wywolywania guzow nowo-
tworowych dostarczajac dowodu, ze plazmid Ti jest niezbedny dla ich indukcji
[151, 153]. Obecnie przyjmuje si¢, Zze w procesie indukeji ,crown-gall” nastepuje
przeniesienie z A. tumefaciens do komodrek roslinnych pewnego segmentu <plaz-
midu Ti (T-DNA), ktory zawiera informacj¢ okreslajaca fenotyp nowotworu.
Sekwencje T-DNA sa kowalencyjnie zwigzane z jadrowym DNA roSliny [148,
164], utrzymuja si¢ [41, 42, 104] i podlegaja ekspresji w komorkach guza [61, 66,
110, 165]. Wedtug niektorych obliczen, w kazdej komorce nowotworowej znajduje
si¢ okolo 20 kopii segmentu plazmidu, o masie 3,7—6 megadaltonéw, wystarcza-
jacych dla zakodowania okolo 10 roznych bialek [41]. Szczegolowe informacje
o plazmidach Agrobacterium i ich roli w tworzeniu nowotwordéw u rolin oraz w roz-
woju roslinnej inzynierii genetycznej mozna znalezé w obszernych artykulach prze-
gladowych [73, 131, 132, 152, 158, 163]. :
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Zjawisko progresji, promocja nowotworéw, rola auksyny

Bodziec towarzyszacy zranieniu wyzwala w komérkach ro$linnych cykl zmian
metabolicznych (uwarunkowanie), warunkujacych inicjacj¢ nienormalnego wzrostu
przez czynnik bakteryjny. Jesli komorki roslinne nie sa dostatecznie uwarunkowane,
lub jesli kontakt bakterii z uwarunkowanymi komérkami (indukcja) jest zbyt krotki,
guzy si¢ nie tworza badZ osiagaja nizsze stopnie przeobrazenia, wyrazajace si¢ wol-
niejszym tempem wzrostu, mniejszymi wymiarami oraz nizszym stopniem auto-
trofii w kulturze tkankowej [19, 21—23, 25, 33]. Swiadczy to, Ze zmiana zainicjo-
wana przez TIP w normalnej komorce roslinnej jest procesem postepujacym,
w ktorym cechy charakterystyczne przyszlej komorki nowotworowej akumuluja sig
stopniowo (progresja). W swym typowym przebiegu proces konczy si¢ optymalna
transformacja, tzn. powstaniem komorek zdolnych do utworzenia guzéw szybko
rosnacych, catkowicie autonomicznych. Autonomia manifestuje si¢ dzigki trwalej
aktywacji kilku systeméw metabolicznych, ktorych produkty sa niezbedne dla
maksymalnej ekspresji wzrostu [25, 26, 37, 160].

Bardzo wolno rosngce guzy mozna rowniez otrzymaé stosujac slabo zjadliwe
szczepy A. tumefaciens. Jednakze pod wplywem dostarczonej z zewnatrz auksyny
bakterie te staja si¢ zdolne do wywolania optymalnej transformacji [32, 85, 147].
Badania zostaly przeprowadzone na ro§linach pomidora, ktore dla usunigcia na-
turalnego zrédla hormonu pozbawiono wierzchotkéw i paczkéow bocznych. Lo-
dygi ponizej miejsc dekapitacji nakluwano i zakazano bakteriami o stabej wirulencji
a na powierzchnig odcigcia wierzchotka nakladano pastg, zawierajaca syntetyczna
auksyne, IBA lub NAA [32, 147]. Traktowanie obejmowalo rézne okresy czasu
po zranieniu i zakazeniu. Dzialanie pasty okazalo si¢ skuteczne jedynie w okresie
indukcji, a wymiary tych sztucznie stymulowanych nowotowréw byly funkcja czasu
ekspozycji na auksyng. Na tej podstawie przyjeto, ze auksyna jest niezbedna dla
zakonczenia procesu transformacji ,.crown-gall” i pobudzenia przeobrazonych
komoérek do aktywnej proliferacji. Jest to dzialanie typowe dla kokarcinogenu
[85]. Zgodnie z taka interpretacja, w procesie przeobrazania nastgpujacego po
okresie uwarunkowania mozna wyrdzni¢ dwie fazy. W pierwszej z nich (indukcja),
normalna komérka ro$linna osiaga stan potencjalnej zdolnosci do niezaleznego
wzrastu, tworzac tzw. ,,pierwotna komorke nowotworowa”, w drugiej, wymagajacej
auksyny, nastepuje pobudzenie zmienionych komorek do aktywnosci mitotycznej —
jest to faza promocji. Czas trwania tych faz zostal w przyblizeniu okreslony dla
kilku systemow gospodarz-patogen [20, 23, 84, 90, 91].

Za shusznoscia rozréznienia w procesie transformacji ,,crown-gall” trzech odreb-
nych faz (uwarunkowanie, indukcja, promocja) przemawiaja wyniki badai nad
guzami otrzymanymi in vitro na krazkach korzenia zapasowego marchwi [84].
Swiadcza one o tym, ze systemy metaboliczne, uruchamiane kolejno w kazdej z tych
faz, dotycza innych produktow. Badania te wskazuja rowniez na rolg auksyny
w ostatnim okresie przeobrazenia nowotworowego. Zredukowanie endogennego
poziomu tego hormonu w czasie fazy promocji przez odpowiednie potraktowanie



189

zakazonych krazkoéw antyauksyna prowadzito do tworzenia guzow o stabym tempie
wzrostu. Efekt hamowania byl calkowicie znoszony przy réwnoczesnym dodaniu
auksyny. Jest znamienne, ze aktywacja syntezy auksyny w komérkach gospodarza
odbywa si¢ réwniez jako jedno z ostatnich zdarzen cyklu przeobrazania [84].

Choé rola auksyny w transformacji ,crown-gall” nie zostala jednoznacznie
wyja$niona, wnioski o jej udziale w pobudzaniu aktywnoSci mitotycznej przeobra-
zonych komarek, nie stracity na aktualno$ci w $wietle odkrycia, Ze proces przeobra-
zenia nowotworowego jest wynikiem przyjecia przez komorki roSlinne obcego,
bakteryjnego DNA [41, 148, 164]. Analogicznie do transformacji u bakterii mozna
przyjaé, ze wyksztalcenie mechanizmu podwajania nowego DNA wymaga dluzszego
czasu. Komorki bakterii, ktore przyjely nowy rodzaj DNA, przez pewien czas
dziela si¢ znacznie wolniej niz komorki niezmienione. Podobnie w ,,crown-gall”,
pierwsze komorki tumorowe dziela si¢ wolniej niz nastgpne co sugeruje, ze rozpo-
czecie podzialow komérek, ktore przeszly indukcje, moze by¢ momentem Krytycz-
nym dla rozwoju guza i moze wymagac szczegolnie silnych bodZcéw hormonalnych.
Od dawna wiadomo, Zze auksyna egzogenna moze pobudzi¢ tkanki roélin do nie-
zorganizowanej proliferacji w miejscu zastosowania. Badania reakcji przyrannej
w powiazaniu z indukcja ,.,crown-gall” wykazaly ponadto, ze traktowanie IAA przy-
$piesza i zwigksza czestotliwo$¢é spontanicznych, indukowanych zranieniem podzia-
16w komorkowych [146], co moze mieé¢ znaczenie rowniez w zwigkszaniu reaktyw-
no$ci tkanki na dzialanie bakterii.

Zrédlem auksyny, niezbednej w procesie przemiany nowotworowej, moze byé
bakteria chorobotworcza oraz przylegajace tkanki roslinne. Fakt wytwarzania
przez A. tumefaciens kwasu B-indolilooctowego znano od dawna [I, 11, 79, 144].
Na tej podstawie, korzystny wplyw przediuzonej obecnosci bakterii w uwarunko-
wanych zranieniach na tempo wzrostu tumoréw wigzano z bakteryjna synteza
auksyny i sugerowano, ze slabo zjadliwe szczepy A. tumefaciens indukuja nowotwory
lecz nie sa zdolne do wytwarzania auksyny w iloSci wystarczajacej dla wywolania
efektu promocji i (lub) wzbudzenia roélinnej syntezy tego hormonu. Jak po6zniej
stwierdzono, onkogenne bakterie wytwarzaja wielokrotnie wyzsze ilosci IAA niz
bakterie ostabione i niezdolne do indukcji nowotworow a synteza auksyny w zwigk-
szonej ilosci kieruje plazmid Ti [100]. A. tumefaciens syntetyzuje oprocz auksyny
cytokinine [78, 67, 113] i substancje o aktywnosci gibereliny [57, 81]. Produkcja
bakteryjnych cytokinin jest réwniez funkcja plazmidu Ti [113]. Jednakze dowdd
wytwarzania przez bakteric hormonéw w tkance gospodarza przedstawiono dla
auksyny [94] i nie zostaly opisane szczepy bakterii wymagajace dla pomysinej
indukcji nowotworéw innych hormonéw. Wyniki najnowszych badan zdaja si¢
przesadzaé o tym,.ze zdolno$¢ A. tumefaciens do syntezy auksyny ma dla indukc;ji
guza decydujgce znaczenie. Jak bowiem stwierdzono, gen kicrujacy synteza IAA
(1aaP), zidentyfikowany i zlokalizowany na plazmidzie Ti, jest absolutnie niezbedny
w onkogenezie ,crown-gall” [101].

Z drugiej strony, mlodsze, bogate w hormony czgsci roslin sa bardziej wrazliwe
na A. tumefaciens wskazujac, ze zrodlem czynnikéw wzrostu, wymaganych dla pow-
stania guza sa rowniez tkanki roslinne [47, 80]. Takze zmienno$¢ napotykana w re-
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akcji roznych gatunkéw gospodarzy w odpowiedzi na A. tumefaciens, przypisywana
jest zmianom wewngtrznego $rodowiska hormonalnego roliny zywicielskiej [24,
56, 144]. Mozna wigc sadzi¢, Ze wytwarzanie i kontrola poziomu IAA, niezbgdnego
dla inicjacji i wezesnego wzrostu nowotworu, zalezy od swoistego wspoéldzialania
migdzy aktywnoScia lub zdolnoscia biosyntetyczna komorki roslinnej a plazmidem
Ti. Jakkolwiek istota tej wspolzalezno$ci pozostaje niezrozumiata wykazano osta-
tnio, iz pewne cechy rozwijajacej si¢ tkanki ,,crown-gall” zaleza od poziomu jej endo-
gennych hormonéw [4] i sa kontrolowane zaréwno przez czynnik bakteryjny (plaz-
mid Ti) jak przez sama rosling [64].

Stymulacj¢ inicjacji nowotworéow mozna réwniez wywola¢ stosujac — rowno-
cze$nie z bakteriami — auksyng, cytokining, gibereling oraz antagonistow tych hor-
mondw [48, 69, 86, 127]. Jednak wyrazny brak swoistosci efektu wskazuje na jego
powigzanie z silnym zaburzeniem réwnowagi hormonalnej i metabolicznej w ko-
morkach gospodarza, co moze by¢ sprzyjajace lub wymagane do zapoczatkowania
nienormalnego wzrostu. W przebiegu tumorogenezy stwierdzono zaburzenia pra-
widlowego metabolizmu kwasu abscysynowego [87] oraz etylenu [118].

Chociaz powstanie guza (jako proces wzrostu) byloby niemozliwe bez udziatu
kilku przynajmniej, roéznych regulatoréw_hormonalnych, znaczenie auksyny (IAA)
w zjawisku ,,crown-gall” wydaje si¢ fundamentalne. Poza swoistym udzialem w prze-
obrazeniu nowotworowym, jest ona podstawowym czynnikiem autonomii guzow.
W procesie transformacji, zroznicowane komoérki roslinne nabywaja trwalej zdol-
noéci do syntezy czynnikéw wzrostu i podzialow w ilosciach znacznie przewyzsza-
jacych poziomy wymagane dla regulacji fizjologicznej [25, 31, 43, 45, 46, 50, 114].
Pozwala im to na uwolnienie si¢ spod kontroli systeméw regulacyjnych zywiciela
i rozwinigcie cech charakterystycznych dla niezaleznego wzrostu. Jednakze spo$rod
kilku czynnikéw warunkujacych autonomig tkanek ,crown-gall” réznych gatun-
kéw roslin [26, 37, 84], jedynie zdolno$é do syntezy TAA warunkuje ja konsekwentnie
[58, 140].

Podsumowanie

Guzowato$é ,.crown-gall”, obserwowana i badana od poczatku stulecia, jest
klasycznym modelem nowotworu ro§linnego. Jako system do$wiadczalny reprezen-
tuje zlozone zjawisko ogolnobiologiczne w swej najprostszej postaci. ,,Crown-gall”
to jedyna, znana jak dotad, choroba nowotworowa, wywolywana przez bakterie.

Onkogenno$é licznych szczepow Agrobacterium tumefaciens zalezy od obecnosci
duzych plazmidow — kolistych czasteczek dwuniciowego DNA. W czasie transfor-

acji nowotworowej cze$¢ takiego plazmidu przenoszona jest z bakterii do jadra
komorki ro$linnej, gdzie w postaci zintegrowanej z genomem ro$liny utrzymuje
si¢ przez czas nieograniczony. Zmiany w funkcjonowaniu komdrek roslinnych po
transformacji ,.crown-gall” oraz trwaly charakter fenotypu nowotworowego mozna
wigc uzasadnié obecnoscia dodatkowej informacji genetycznej, odtwarzajacej sig
i przekazywanej w trakcie podzialow (hipoteza dodania genow). Istnieja jednak dwie
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okolicznoéci, w $wietle ktorych autonomiczny wzrost komoérek nie wymaga takiego
uzasadnienia. Po pierwsze, stan nowotworowy jest odwracalny, po drugie, fenotyp
zblizony do ..crown-gall” pojawia si¢ w kulturze normalnych tkanek bez udzialu
obcej jednostki genetycznej — zjawisko takie nosi nazwe ,.anergii”. Tkanki anergizo-
wane, podobnie jak tkanki ,,crown-gall”, charakteryzuja si¢ nieograniczonym wzro-
stem, autotrofia hormonalng oraz zdolnoicia nawrotu do stanu prawidlowego.
Uwzgledniajac te okolicznoéci wysunigto epigenetyczng hipotez¢ transformacji
.,crown-gall”, zgodnie z ktora czynnik bakteryjny indukuje jedynie zmiang ekspresji
genéw gospodarza, aktywujac normalnie zahamowane zdolnosci biosyntetyczne
komérki roélinnej. Stabilizacja powstalego w ten sposéb fenotypu nowotworowego
podlegataby tym samym mechanizmom, dzigki ktorym nastgpuje stabilizacja ekspresji
genéw w normalnym rozwoju rosliny. Przy obecnym stanie wiedzy, wykluczenie
mechanizmu dodania genéw w transformacji ,,crown-gall” nie wchodzi w rachubg.
Istniejg jednak przyklady epigenetycznej regulacji egzogennych genéw w komérkach
organizméw wyzszych. Oméwienie do§wiadczalnych podstaw hipotezy epigenety-
cznej znajduje si¢ w doskonalych pracach przegladowych [111, 112].

Tak wigc badania ,.crown-gall” moga przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia nie tylko
kancerogenezy, lecz takze mechanizméw kontroli ekspresji genéw u ro$lin wyzszych.
Wydaje si¢ réwniez mozliwe wykorzystanie plazmidow A. tumefaciens jako przeno$-
nikéw informacji genetycznej do komorek tych roslin.
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