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tumour growth
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Antymetabolitami, ktéorym ostatnio przypisuje sie duze znaczenie za-
rowno teoretyczne, jak i praktyczne, sg analogi strukturalne zasad azo-
towych kwasow nukleinowych. Zdolnosé¢ wplywania tych zwigzkéw na
reprodukcje komoérkowg moze byé¢ wykorzystywana przy leczeniu cho-
réb bakteryjnych, wirusowych i nowotworowych.

Badania nad hamowaniem wzrostu antagonistami puryn i pirymidyn
sg prowadzone od kilkunastu lat. Stwierdzono hamowanie wzrostu
réznych szczepéw bakterii (E11ion i wspélpr. 1953; M atthe ws,
Smith 1956; Smith, Matthews 1957, Heidelberger
i wspblpr. 1957; Dunn, Smith 1957, Handschumacher,
Welch 1956), wirusow (Matthews 1952 1 1954; Smith, Matt-
hews 1957, Commoner, Mercer 1951) i eksperymentalnych
nowotworéow zwierzecych (Clarke i wspélpr. 1953 i 1958; Elion
i wspolpr. 1958; Heidelberger i wspélpr. 1957, Hertz, Tull-
ner 1949; Kidder i wspélpr. 1949; Law 1950; Sugiura
i wspélpr. 1950) przez 6-merkaptopuryne, 2-tioguanine, 8-azaguanine,
2,6-dwuaminopuryne, 5-fluorouracyl, 2-tiouracyl, 4(6)-azauracyl, 5-bro-
mouracyl, 5-chlorouracyl i inne.

Analogiczne badania dotyczace materialu roslinnego sg spotykane
rzadziej i prowadzg czesto do sprzecznych konkluzji. Ber (1950) donosi
o hamujacym dzialaniu tiouracylu na wzrost korzeni i lodyg owsa, gor-
czycey, rzezuchy i gryki. Rebstock i Ball (1957) stwierdzili hamu-
jace dzialanie 2-merkaptobenzimidazolu na wzrost fasoli, a Forsyth
i Samborski (1960) zaobserwowali hamowanie wzrostu etiolowa-
nych lodyg grochu przez benzimidazol. Moewus (1959) stwierdzil
hamowanie mitozy u Polytoma uvella przez azaguanine. Ponadto Bopp
(1960) donosi 0 hamowaniu powstawania i wzrostu tumoréw wywotanych
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przez A. tumefaciens u Kalanchoe daigremontiana za pomoca tiouracylu
i bromouracylu.

Z drugiej strony Sormova i wspélpr. (1960) zaobserwowali po-
budzanie wzrostu wielu roslin przez bromouracyl. Podobnie Skinner
i wspélpr. (1957) stwierdzaja pobudzanie kielkowania nasion salaty
przez 6-tio i 6-aminopuryny. Lipetz (1961) w opublikowanej ostat-
nio pracy nie potwierdza wyzej cytowanych wynikéw o hamowaniu
wzrostu tumoroéw przez bromouracyl.

Celem niniejszej pracy bylo przebadanie dzialania szeregu analogéw
strukturalnych pirymidyn i puryn jako antymetabolitéw na powstawa-
nie i wzrost tumoréw wywolanych przez A. tumefaciens u Datura stra-
monium. Jednoczesnie wykonano proby hamowania wzrostu A. tume-
faciens i Datura stramonium przez wyzej wymienione analogi.

MATERIAE I METODY

Materiat

Material badan stanowily: A. tumefaciens, Datura stramonium i tu-
mory wywolane u Datura stramonium przez A. tumefaciens. Jako ana-
logéw zasad azotowych uzyto: 8-azaguanine *, 6-merkaptopuryne, ben-
zimidazol, 2-aminobenzimidazol, 5-bromouracyl, 5-chloroacetoamidoura-
cyl, barbituran sodu, 5-dwuazouracyl i 2-tiotymine.

Dziatanie analogéw na wzrost A. tumefaciens

Bakterie hodowano na pozywce agarowo-ziemniaczanej z dodatkiem
wyzej wymienionych zwigzkéw w stezeniach od 107°M —10—3 M. Po
trzech dniach inkubacji w temp. 25°C poréwnywano wzrost bakterii
hodowanych na pozywkach zawierajacych badane substancje z kontrola.

Dziatanie analogow na wzrost Datura stramonium

Rosliny dos$wiadczalne hodowane w szklarni spryskiwano kilkakrot-
nie analogami w stezeniach od 10°M —10~2M i obserwowano ich
wzrost.

Dzialanie analogéw na powstawanie i wzrost tumorow

Rosliny doswiadczalne hodowano w szklarni. Tumory wywolywano
zakazeniem lodygi Datura stramonium przez A. tumefaciens. Zwracano
przy tym uwage, aby rosliny doswiadczalne byly jednakowej wielkosci.
Badane tkanki traktowano analogami przez owiniecie miejsca zakazo-
nego drobnoustrojem lub rosngcego juz tumoru tamponem waty zwil-
zonej roztworami antymetabolitéw o réznym stezeniu. Przy prébach
hamowania powstawania tumoréw pierwsze traktowanie analogami na-
stepowalo zaraz po zakazeniu i powtarzano je po 2 i 5 dniach. Przy

* Analogi stosowane w niniejszej pracy pochodzily z firmy K. and K. Labora-
tories, INC.
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préobach hamowania wzrostu tumoroéw pierwsze dzialanie analogami
wykonywano po 12 dniach liczge czas od momentu zakazenia i powta-
rzano je co trzy dni w ciggu miesigca.
Po 8 tygodniach wzrostu tumoréw poréwnywano ich $wieza mase.
Doswiadczenia wykonano w 2 seriach: I seria zostala wykonana
w miesigcach luty — marzec 1961 r., a Il seria w miesiacach kwie-
cieh — maj 1961 r.

WYNIKI

Z przebadanych substancji jedynie dwuazouracyl w stez. wyzszych
od 2 X 104 M hamowat wzrost A. tumefaciens.

Nie stwierdzono hamujacego wplywu zadnego z analogéw w stez. od
100°M —10—*M na wzrost Datura stramonium.

Przy badaniach hamowania powstawania i wzrostu tumoréw aktyw-
ne okazaly sie azaguanina i dwuazouracyl. Azaguanina hamowala
powstawanie tumorow poczawszy od stezenia 2 X 1075 M, a dwuazoura-
¢yl w stezeniach wiekszych od 2 <X 10—* M. Podobnie azaguanina i dwu-
azouracyl hamowaly wzrost tumorow. Zdjecie (fot. 1) przedstawia tumor

Fig. 1. Tumory zahamowane przez azaguanine i dwuazouracyl.
Tumours inhibited by azaguanine and diazcuracil
a — tumor kontrolny (control); b — tumor traktowany azaguaning (tumour treated
by azaguanine); ¢ — tumor traktowany dwuazouracylem (tumour treated by diazo-
uracil)
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kontrolny oraz zahamowany azaguaning w stezeniu 2 X 1074 M i dwu-
azouracylem w stezeniu 5 X 107*M po 8 tygodniach wazrostu. Juz
w ciggu 3—5 dni po potraktowaniu wyzej wymienionymi analogami na-
stepowalo prawie catkowite zahamowanie wzrostu tumoréw. W prze-

Tabela 1 —Table 1

Hamowanie wzrostu tumoréw przez 8-azaguaning
Inhibition of tumour growth by 8-azaguanine

seria Il series 11

! seria I series | !
Stezenie azaguaniny - ; | = -
azaguanine concentration Swieza masa w g* 5 =WiEZa masa. w g*
fresh matter in g | fresh matter in g
0 kontrola 1)** | 0,95 +0,10 1,02 40,09
0 kontrola 2)*** 30,24 41,81 32,401,706
51075 M 27,8542,14 32,83+2,00
104 M 14,00 +1,38 21:25:4-1,99
2x10—4 M 2,77+0,20 7354048
5x10—4 M 2,2840,14 4,76 40,35
103 M 2,09-+0,14 3,07 40,31
* Dane liczbowe stanowia $rednia arytmetycznyg 10 pomiarow -+ odchylenie standartowe

The numbers present an average of 10 determinations -+ standard deviations
** Tumory po 12 dniach wzrostu (w chwili pierwszego trakiowania antymetabolitami)
12 days old tumours (the moment of the first treatment by antimetabolites)
*** Tumory po 8 tygodniach wzrostu
8 weeks old tumours

Tabela 2 —Table 2

Hamowanie wzrostu tumorow przez 5-dwuazouracyl
Inhibition of tumour growth by 5-diazouracil

i Series 1 series 1 seria 11 seires 11
Stezenie dwuazouracylu e —— ' . P -
diazouracil concentration S mae w g* e .w g*
| fresh matter in g fresh matter in g
0 [
0 (kontrola 1)** . 0,95-+0,10 ] | 1,02+4-0,09
0 (kontrola 2)*** | 30,24 +1,81 32,404-1,76
104 M f 29,06--2,14 33,12-+1,80
2x10—4 M | 20,38 +-1,62 27,454-2,46
5¢10—4 M | 2,874-0,28 8,10 +-0,85
103 M 2,4240,27 : 5,851-0,46
* Dane liczbowe stanowig frednia arytmetyczna 10 pomiaréw -+ odchylenie standartowe

The numbers present an average of 10 determinations -+ standard deviations
** tumory po 12 dniach wzrostu (w chwili pietwszego traktowania antymetabolitami)
12 days old tumours (the moment of the first treatment by antimetabolites)
*** Tumory po 8 tygodniach wzrostu
8 weeks old tumours
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prowadzonych doswiadczeniach okazalo si¢ konieczne wielokrotne trak-
towanie tumoréw analogami, gdyz w przeciwnym razie wzrost tumoréw
ulegal wznowieniu. Po dziesieciokrotnym zadzialaniu azaguaning i dwu-
azouracylem tumory nie wykazywaly juz zdolnosci odnawiania sig¢ do
konca wegetacji rosliny.

Wyniki przedstawiajgce swiezg mase tumoréw traktowanych azagua-
ning, dwuazouracylem i kontrolnych po 8 tygodniach wzrostu sa przed-
stawione w tabelach 1 i 2. Jak wynika z tego zestawienia azaguanina
w stezeniach od 10°%M —103M, a dwuazouracyl w stezeniach
2X107M— 103 M hamowaly zdecydowanie wzrost tumoréw. Zaha-
mowanie w serii I jest nieco silniejsze niz w serii II.

DYSKUSJA

Fakt, ze sposrod 9 przebadanych zwigzkéw tylko dwa okazaly sie
aktywne w hamowaniu powstawania i wzrostu tumoréw mozna tluma-
czy¢ zaré6wno niezdolnoscia tkanki tumorowej do wecielania w nukleo-
tydy i w kwasy nukleinowe wigkszosci analogébw puryn i pirymidyn,
jak tez szybkim rozkladem tych substancji w badanej tkance. Sormo-
va i wspolpr. (1960) donosza, ze 5-bromouracyl w tkankach roslinnych
jest bardzo szybko rozkladany.

Zdolno$é hamowania wazrostu tumoréw przez azaguanine i dwu-
azouracyl stwierdzono dopiero przy stosunkowo wysokich stezeniach
tych zwiazkow. Wytlumaczenia tego zjawiska mozna by szuka¢ w me-
chanizmie biosyntezy normalnych nukleotydéw purynowych i pirymi-
dynowych. W organizmach zywych dominuje, wedlug wielu autoréow,
przylaczanie sie reszty cukrowej i fosforanowej do zwigzkéw przejscio-
wych, stanowigcych ogniwa posrednie w biosyntezie puryn i pirymidyn
(Buchanan, Hartman 1959; Reichard 1959). Tworzenie nu-
kleotydow z syntetyzowanych juz puryn i pirymidyn jest procesem
rzadziej spotykanym.

Dwuazouracyl hamowal nie tylko wzrost tkanki tumorowej, ale
i wzrost A. tumefaciens. Stad mozna by wnioskowaé, ze hamujacy
wplyw tego zwigzku na tumory moze wynika¢ z zahamowania rozmna-
zania sie bakterii. Zostalo jednak stwierdzone przez badaczy, ze drobno-
ustroje wywolujg jedynie powstawanie tkanki tumorowej (tumor poja-
wia sie po okolo 5—7 dniach po zakazeniu), natomiast do jej wzrostu
nie sg juz potrzebne (Braun 1943). W pracy niniejszej pierwsze trak-
towanie dwuazouracylem stosowano juz podczas wzrostu tumora (12 dnia
po zakazeniu). Mozemy stad wnioskowaé¢, ze dwuazouracyl hamuje takze
wzrost tkanki tumorowej.

Hamowanie wzrostu tumordéw przez azaguanine i dwuazouracyl sil-
niejsze w serii zimowej niz w serii wiosennej mozna by chyba wytluma-
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czy¢ wiekszg wrazliwoscig roslin na dzialanie stymulatoréw czy inhibito-
row wzrostu w okresie zimowym.

W Zakladzie naszym prowadzone sg obecnie badania nad wyjasnie-
niem mechanizmu hamujgcego dzialania azaguaniny i dwuazouracylu
na wzrost tumoréw u Datura stramonium.

Pani doc. W, Potapczykowe] skladam serdeczne podziekowanie za mery-
toryczne przedyskutowanie pracy oraz za szereg cennych rad i wskazowek.

STRESZCZENIE

Przebadano wplyw 8-azaguaniny, 6-merkaptopuryny, benzimidazolu, 2-amino-
benzimidazolu, 5-bromouracylu, 5-chloroacetoamidouracylu, barbituranu sodu, 5-dwu-
azouracylu i 2-tiotyminy na powstawanie i wzrost tumoréow u Datura stramonium
wywolanych przez A. tumefaciens.

Zaden z badanych zwigzkéw w stezeniach 10—°M — 10-* M nie hamowal wzro-
stu Datura stramonium.

Jedynie 5-dwuazouracyl w stezeniach wiekszych od 2 X 10—* M hamowal wzrost
A. tumafaciens.

Powstawanie tumordéw hamowatly: dwuazouracyl w stezeniach 2 © 104 — 10— M
i azaguanina w stezeniach 2 X 10— M — 10— M.

Wzrost tumoréw hamowaly: dwuazouracyl w stezeniach 5 4 10— M — 10— M
i azaguanina w stezeniach 2 X 10—*M — 10—3 M,

Pozostale z wyZej wymienionych zwigzkow nie wykazywaly zadnege wplywu
ani na powstawanie tumoréw, ani na ich wzrost.

Katedra Biochemii (Wplynelo, dn. 22.1.1962r.)
Uniwersytetu Loddzkiego

SUMMARY

Attempts have been made to prevent tumour formation induced by A. tume-
faciens in Datura stramonium plants and to inhibit tumour growth by the use of
certain homologues of the nucleic acid bases e.g. 8-azaguanine, 6-mercaptopurine,
benzimidazole, 2-amino-benzimidazole, 5-bromouracil, 5-chloroacetamidouracil, bar-
bitone sodium, 5-diazouracil and 2-thiothymine.

Not one of the above mentioned compounds in concentrations of 10 °M fto
10— M has been shown to possess any appreciable inhibiting activity on Datura
stramonium growth.

Only 5-diazouracil in higher concentrations above 2 < 10—*M has shown
an inhibiting action on A. tumefaciens growth.

Diazouracil in concentrations of 2 X 10—*M to 10— M and azaguanine in concen-
trations of 2 X 10— M to 10—*M were effective on preventing tumour formation.

Diazouracil in concentrations of 5 X 10—*M fo 10—*M and azaguanine in con-
centrations of 2 X 10— M to 10—*M have shown an inhibiting effect on tumour
growth.

The remaining compounds which have been tested have shown any influence
neither on tumour formation mor on tumour growth.
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