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Poszukiwanie zwigzkéw naturalnych dziatajagcych przeciwnowotworowo jest stale aktualnym
i waznym problemem podejmowanym przez wiele osrodkéw naukowych. Najbardziej rozlegte
i systematyczne badania prowadzi w Stanach Zjednoczonych Ameryki Péinocnej Narodowy
Instytut Przeciwrakowy (National Cancer Institute), w ktérym rozpoczeto prace w 1956 r. (1).
Z setek tysiecy zbadanych gatunkéw roslinnych zaledwie 4,3% roslin wykazywato aktywnos$¢é
przeciwnowotworowsa. Z tego gtéwnie winkrystyna i winblastyna, uzyskiwane z Catharanthus
roseus i dostepne na rynku od lat szesédziesigtych, sg szeroko stosowane w lecznictwie
Swiatowym.

Izolowanie odpowiedniej iloSci substancji czynnych napotyka stale na duze trudnosci. Dzieje
sie tak dlatego, ze ich zawartosc¢ jest na ogoét niska, wzrost roslin czesto bardzo wolny i wymaga
nieraz specjalnych warunkéw uprawy, wskazniki mnozenia mate, a zasieg wystepowania ogra-
niczony do pewnych tylko stref klimatycznych.

W poszukiwaniu nowych zrédet materiatu roslinnego zwrécono uwage na metode kultur
tkankowych i komérkowych in vitro. Obserwowany w ostatnich latach rozwdj i wspdétdziatanie
w dyscyplinach biologicznych, chemicznych i technologicznych inspirowato rozwdéj badan
w zakresie biotechnologii zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Kilkanascie lat intensywnej pracy
przyniosto ciekawe rezultaty. Wprawdzie, w zakresie biosyntezy in vitro wtérnych metabolitow
dziatajgcych przeciwnowotworowo nie uzyskano takich sukcesow jak w przypadku szikoniny
otrzymywanej juz w Japonii na skale przemystowg metoda biotechnologiczng, to jednak lista
gatunkéw wprowadzonych do hodowli in vitro i wytwarzajacych w niej zwigzki dziatajagce cyto-
statycznie stale sie powieksza (tab.).

Substancje aktywne naleza do réznych grup chemicznych, najliczniej reprezentowane sa
alkaloidy wystepujace w; Camptotheca acuminata, Catharanthus roseus, Cephalotaxus harring-
tonia, Cephalotaxus fortune!, Ochrosia elliptica.

W wiekszosci wypadkéw zwiazki przeciwnowotworowe tworzg sie w ilosci mniejszej niz
wystepuja w roslinie pochodzacej z gruntu, dlatego tez w ostatnich latach opracowywane sa
r6zne metody zmierzajace do zwiekszenia ich wydajnosci. Obejmujg one: ulepszanie warunkéw
hodowli (temperatury, oSwietlenia, napowietrzania, doboru wartosci pH), modyfikacje sktadu po-
zywki (odpowiednio dobrane sole, regulatory wzrostu, prekursory, elicitory), czynniki dziatajgce
mutagenicznie, a takze wiasciwy dobdér okazu roslinnego, eksplantatu oraz selekcje w hodowli
in vitro wysoko wydajnych linii, hodowle komérek imobilizowanych, kokultywacje i biotrans-
formacje. Prowadzone sg réwniez hodowle dwufazowe. Pierwsza faza polega na uzyskaniu
mozliwie wysokiego wskaznika wzrostu tkanki, a druga ma na celu zwiekszenie biosyntezy pro-
duktu. Wegtug Anona (11) biotechnologiczna produkcja jest optacalna z ekonomicznego pun-
ktu widzenia, jezeli koszt otrzymanego koricowego zwiazku nie jest wyzszy od 1000 USD za kilo-
gram. Dotychczas wymagania takie spetnia¢ moga jedynie niektore barwniki, substancje
zapachowe i lecznicze.
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Tabela
Rosliny wytwarzajgce w hodowli in vitro zwigzki dziatajgce przeciwnowotworowo
L. Zawartosé
zawartosc w komérkach
Gatunek Rodzina Zwiazek w roslinie in vitro Literatura
% s.m.
% s.m.

Brucea antidysenterica Simaroubaceae  bruceantyna 10x 102 5,8 x 10-5 2
Camptotheca acuminata Nyssaceae kamptotecyna 50X 10" 25x 10-4 (3)

winblastyna 4
Catharanthus roseus Apocynaceae winkrystyna 50x 10"3 2,5 x 10-*

haringtonina
Cephaiotaxus harringtonia Cephalotaxaceae homoharingtonina 1,8 X 10-5 55 x 10-8 (5)
Ochrosia eliiptica Apocynaceae eliptycyna 3,2x 105 2,7x 10-4 (6)
Podophyllum peltatum Berberidaceae podofylotoksyna 6,4X 10~ 7,1 x 10-1 @)
Putterlickia verrucosa Celastraceae majtansyna 20x 105 5,0x 10-7 (8)
Taxus brevifolia Taxaceae taksol 1,0 x 10-2 + 9)
Taxus media Taxaceae taksol -+ (10)
Taxus baccata Taxaceae taksol + + (10)

tryptolid
Tripterygium wilfordii Celastraceae trypdiolid 10x 10-3 1,0 x 10-2 (8,12)

Stosowane metody podwyzszenia zawartosci poszukiwanych produktéw biologicznie czyn-
nych daly juz pienvsze rezultaty. Przykladem moze by¢ zwiekszona wydajnos¢ trypdiolidu, kt6-
rego w hodowli in vitro Tripterygium wilfordii otrzymano do 100,6 pg/g suchej masy komoérek, a
wiec 10 X wiecej anizeli jego zawartos¢ w roslinie gruntowej (8) lub nawet 36 x wiecej co bylo
wynikiem pracy Kutneya i in. (12). Aby przyspieszy¢ proces biosyntezy wtérnych metabolitéw in
vitro czynione sg préby wprowadzenia do bakterii lub komérek grzybéw gendéw roslinnych, ktére
koduja powstawanie enzymow katalizujacych biosynteze aktywnych zwigzkéw. Proces biote-
chnologiczny byiby wtedy skrécony do 24-48 godzin, zamiast 6-8 tygodni, jak to ma miejsce
podczas hodowli komdrek roslinnych. W tym przypadku w przysztosci duze znaczenie bedzie
miata inzynieria genetyczna.

Doswiadczalne systemy nowotworowe, stosowane obecnie przez National Cancer Institute
do oceny cytotoksycznosci czystych zwigzkéw lub oczyszczonych wyciggdéw roslinnych, omo-
wili Misawa i Nakanishi (13) oraz Sadowska (14).

2. Cytostatyki tworzace sie w hodowli komaérkowej in vitro

Bruceantyna

Bruceantyna, nalezgca do kwasjonoidéw, wyizolowana byta z afrykarnskiej rosliny Brucea
antidysenterica (15). Kulture tkankowa tego gatunku zapoczgtkowat Misawa i in. (2) uzywajac
do badan pozywki Murshige-a i Skooga (MS) zawierajgacej | mg/l kinetyny (K) i 5 mg/l kwasu
2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D). Alkoholowy wyciag z kalusa zawierat 0,6/ig bruceantyny
w jednym gramie kalusa, co stanowito okoto 1/400 zawartosci w roslinie gruntowej. Wasciwosci
bruceantyny zalezg od jej struktury, a w szczegdélnosci od liczby wigzah nienasyconych w
pierscieniu A. Chociaz zwigzek ten wykazywal wysoka cytotoksycznos¢ w kilku
doswiadczalnych systemach nowotworowych, to jednak w drugiej fazie badan klinicznych pro-
wadzonych w Stanach Zjednoczonych przez NCI stwierdzono zbyt matg aktywnos$¢ by prace te
dalej rozwijac.
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Eliptycyna

Eliptycyna nalezy do alkaloidéw indolowych. Izolowana byla z Ochrosia elliptica przez
Goodwina i in. (16). Okazy tego gatunku to krzewy lub mate drzewa rosnace w Afryce, Azji
i Australii. Eliptycyna i jej pochodne maja silne dziatanie cytostatyczne okreslane w kilku syste-
mach nowotworowych. We Francji dostepny jest na rynku lek Celiptium: N-metylo-9-hydro-
ksyoctan eliptycyny stosowany przeciwko nowotworowi piersi.

Procesem wytwarzania eliptycyny w hodowli in vitro zajmowali si¢ Kouadio i in. (6), a nas-
tepnie Chsnieux i in. (17). Kalus indukowali z siewek na pozywce B5 - Gamborga i in. (18) z ki-
netyna, 2,4-D, mlekiem kokosowym i sacharozg. Te same regulatory wzrostu stosowano do ho-
dowli zawiesinowej. Najwyzszag zawartos¢ eliptycyny stwierdzono w tkankach wyrostych na
pozywce B5 z kinetyng, 2,4~D i kwasem naftyiooctowym (NAA). Prowadzone sg badania majace
na celu opracowanie procesu biotransformacji eliptycyny do jej pochodnych. Dotychczas
Kouadio i in. (19) przedstawit biotransformacje eliptycyny do 5-formyloeliptycyny przy uzyciu
czterech linii Choisya ternata (Rutaceae). Proces ten zachodzit tylko w hodowli na statej pozyw-
ce, a nie w zawiesinie. Do biotransformacji uzywane sa rowniez inne gatunki, stwarzajgce
mozliwos¢ otrzymania dimetylokarbazolu - prekursora uzywanego do syntezy eliptycyny. Bio-
transformacja tego zwigzku przy uzyciu mikroorganizmoéw (bakterii, drozdzy i innych grzyboéw)
byta badana przez Chiena i Rosazza (20).

Haringtonina

Haringtonina, razem z homoharingtoning i izoharingtoning, byta izolowana z gatunku Cep-
halotaxus harringtonia przez Powella i in. (5). Alkaloidy te sg estrami nieaktywnej cefalotaksyny
i stanowig okoto 30% sumy wszystkich alkaloidéw wystepujgcych w tym gatunku (21). Ich
chemiczna synteza, ze wzgledu na niskg wydajnos¢, okazata sie nieoptacalna.

Gatunki z rodzaju Cephalotaxus - gtowocisu sa zimozielonymi, iglastymi drzewami lub krze-
wami, rosng w Chinach i Japonii, charakteryzuja sie bardzo wolnym przyrostem rocznym.

Hodowle tkankowg Cephalotaxus harringtonia rozpoczat Delfel i Rothfus (22). Kilkunasto-
letnie badania autoréw zostaly zakonczone sukcesem (21,2) Zarowno cefalotaksyne jak i jej
estry (rys. 1) otrzymano metodg in vitro. Ponadto znaleziono w pozywce nowy alkaloid
homodeoksyharingtonine - nie zidentyfikowang dotychczas w okazach tego gatunku rosnacych
w gruncie. Réwnie wazne bylo spostrzezenie, ze wszystkie alkaloidy przechodzity do pozywki.
Najlepsza do indukcji kalusa C, harringtonia byla pozywka MS, zawierajgca 1 mg/l K i 3,0 mg/l
NAA. Kinetyng hamowata wzrost komérek w zawiesinie. Brak regulatoréw wzrostu wywotywat
organogeneze. W otrzymanych in vitro roslinkach zawartos¢ cefalotaksyny i jej estréw byta 60-
krotnie wyzsza niz w komérkach hodowli zawiesinowej (23).

W pézniejszych latach stwierdzono, ze wprowadzenie do hodowli czynnikdw stresujacych,
elicitorow moze zwiekszy¢ wydajnos¢ wtérnych matabolitéw. Dodanie do hodowli zawiesinowej
Cephalotaxus harringtonia autoklawowanych konidiéw fitopatogenicznego grzyba Verticillium
dahliae wzmagato gwattownie biosynteze alkaloidéw, gtéwnie homoharingtoniny, ktéra jest row-
nie wartosciowym zwigzkiem o dziataniu przeciwnowotworov~rym jak winblastyna i wimkrystyna
(24,25). Stosowanie obecnie czynnikdw patogennych jest czesto polecane do zwiekszenia
wydajnosci wtérnych metabolitéw tkanek i komérek roslinnych w kulturze in vitro. Na zorgani-
zowanej w 1991 r. Miedzynarodowej Konferencji Tradycyjnej Medycyny Chiniskiej przezentowa-
no wytworzone w Chinach leki w formie iniekcji zawierajace haringtonine i homoharingtonine.

Kamptotecyna

Kamptotecyna jest alkaloidem izochinolinowym; wyizolowana byfa po raz pierwszy przez
Walla i in. (26) z Camptotheca acuminata, drzewa wystepujacego w poétnocnych Chinach. Al-
kaloid ten jest aktywnym cytostatykiem badanym w kilku systemach nowotworowych, wykazuje
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Rys. 1. Cefalotaksyna i jej estry.

jednak wysoka toksycznos¢. W Stanach Zjednoczonych Ameryki P6inocnej i Chinach zwigzki
te sa juz w stadium badan klinicznych, sg bowiem czynione préby zmniejszenia ich
toksycznosci.

Hodowla kalusa Camptotheca acuminata zapoczatkowana zostata przez Sakato i Misawe
(3) z fragmentéw pedéw hodowanych na pozywce MS z 0,2 mg/l 2,4-D i 1,0 mg/l kinetyny.
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Wzrost tkanki pobudzaty gibereliny i niektére aminokwasy dodane do pozywki. Warunki hodowli
i izolacje kamptotecyny opisat Misawa i in. (2). Podobne badania prowadzone sa w Katedrze
i Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej AM w Warszawie.

Majtansyna

Majtansyna nalezy do ansamakrolidéw tworzacych sie czesto w metabolizmie mikroorga-
nizméw. Wystepowanie tego zwigzku w roslinach wyzszych stwierdzit pierwszy Kupchan i in.
(27) izolujagc majtansyne z Maytenus bucchananii, Maytenus serrata i Putterlickia verrucosa.
Te i inne gatunki z tych samych rodzajéw badane byly w hodowli in vitro, jednak bez zado-
walajgcych wynikow. Jedynie Misawa i in. (2) stosujac rézne stezenia auksyn (NAA, 2,4-D
i IAA), kinetyny i odpowiednie potaczenia KNO3 i NH4ANOa opracowat modyfikacje pozywki MS,
na ktorej rost kalus Putteriickia verrucosa wytwarzajacy majtansyne. Jej zawartos¢ byta jednak
bardzo niska.

Gatunki z rodzaju Maytenus badane byly w hodowli in vitro w Kanadzie (28) i w Polsce
(29,30,31). Autorzy nie stwierdzili jednak wystepowania majtansyny ani w kalusie, ani w zawiesi-
nie, mimo ze znaleziono inne zwiagzki dziatajgce cytostatycznie.

Podofilotoksyna

Podofilotoksyna nalezy do lignanéw. Jest sktadnikiem podofiliny - mieszaniny zywic {Resina
Podophylii) wystepujacej w kiaczach i korzeniach Podophyllum peltatum L. (biedrzyga tarczo-
wata, stopkowiec tarczowaty), gatunku pochodzacego z Ameryki Péinocnej. Podofilotoksyna
mimo silnego dziatania cytotoksycznego nie moze by¢ stosowana w czystej postaci ze wzgledu
na duzg toksycznos¢. Otrzymano jednak na drodze potsyntezy dwie pochodne tego zwigzku,
sg to; VP-16 i VM-26 stosowane w terapii przeciwnowotworowej.

Kultura tkankowa Podophyllum peltatum zostata zapoczgtkowana przez Kadkade (32,7),
badat on wpltyw réznych auksyn i kinetyny na wzrost tkanki kalusowej i wytwarzanie w niej
podofilotoksyny. Autor dokonat ciekawej obserwacji, a mianowicie, ze wzrostowi tkanki kalu-
sowej (do 8 tygodnia) towarzyszyt réwniez wzrost podofilotoksyny.

Takso!

W ostatnich latach najwieksze zainteresowanie w Swiecie, zwlaszcza w Stanach Zjednoczo-
nych Ameryki Péinocnej i we Francji budzi diterpen taksol, zwigzek izolowany z kory niezwykle
wolno rosngcych ciséw: Taxus brevifolia, Taxus media, Taxus wallichiana. W Polsce wystepuje
tylko jeden gatunek Taxus baccata - cis pospolity - objety catkowita ochrong. Taksol zostat
wykryty przez Wall i Wani w 1970 r. (33), a jego strukture okreslono w 1971 r. (34). Badania
kliniczne finansowane przez National Cancer Institute (NCI), Bethesda wykazaly, ze taksol jest
bardzo obiecujgcym lekiem w zwalczaniu nowotworu jajnikéw, piersi i ptuc. Do badan klinicz-
nych prowadzonych w USA taksol uzyskiwany byt z kory Taxus brevifolia - drzew rosngcych
na terenach zachodnich Stanéw Zjednoczonych i Kanady. llos¢ otrzymanego ta droga zwigzku
jest niewielka i wymaga zniszczenia wielu okazoéw; izolacja taksolu jest trudna i droga, a wy-
dajnos¢ niska. Badania NCI wykazaly, ze do wyleczenia jednego pacjenta potrzebna jest ilos¢
zwigzku wyizolowana z trzech drzew. W $wietle duzego zapotrzebowania na taksol (50 000 do
60 000 pacjentow rocznie w USA) NCI badania taksolu uznat za priorytetowe we wszystkich
mozliwych kierunkach dziatania. Za dodatkowe, wazne strategie postepowania uznano;
catkowitg i czesciowg jego synteze (z dostepnych prekursordow taksolu), ekstrakcje z igiel, kory
i korzeni ré6znych gatunkéw cisa, zaktadanie hodowli w gruncie, identyfikacje analogéw taksolu
oraz biosynteze tych zwigzkéw w hodowlach tkankowych in vitro. Przewidywane jest réwniez
wykorzystanie inzynierii genetycznej pozwalajgcej na przeniesienie genéw odpowiadajacych za
biosynteze taksolu do szybko rosnacych roslin.
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Rys. 2. Taksol i taksoter, zwiazki dziatajace przeciwnowotworowo oraz ich prekursor nieaktywna tO-daace-
tylobakatyna lIl.
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Analogiem taksolu jest taksoter otrzymywany we Francji przez firme farmaceutyczng Rhéne-
Poulenc Rorer przez czesciowg synteze z prekursora taksolu 10-deacetylobakatyny I, ktéra
moze by¢ izolowana w dostatecznej ilosci z igiet Taxus baccata rosnacego w Europie. Taksoter
jest lepiej rozpuszczalny w wodzie od taksolu, a takze jest dobra jego biodostepnos¢. Z prze-
prowadzonych licznych badan wynika, ze aktywnos¢ biologiczna taksolu i taksoteru zalezy od
tancucha bocznego (pierscienia oksetanu) podstawionego przy C13 gtéwnego pierscienia (rys.
2), 10-deacetytobakatyna nie posiadajgca tego pierscienia jest nieaktywna (35). Duze nadzieje
wigzane sg rowniez z badaniami analogéw taksolu, ktére moga odznacza¢ sie lepsza
rozpuszczalnos$cig, nie tracac jednoczesnie whasciwosci biologicznych. Ostatnie osiggniecia
w tym zakresie przedstawili Samaranayake i in. (36), Chabner (37) i Edgington (38).

Do otrzymania taksolu wykorzystano rowniez metody biotechnologiczne, zostaty one opra-
cowane w Stanach Zjednoczonych Ameryki Péinocnej i opatentowane w 1991 r. (9). Przez
selekcje réznych linii komérkowych doprowadzono do wytwarzania taksolu i zwigzkéw takso-
lopodobnych w bioreaktorach z zawiesing komérkowa Taxus brevifolia. W Stanach Zjednoczo-
nych przewiduje sie, ze w ciggu dwoch lat, taksol do celéw handlowych bedzie uzyskiwany
z kultur tkankowych in vitro. Firmy amerykanskie sa rowniez zainteresowane produkcjg w kul-
turach komérkowych i tkankowych prekursoréw taksolu wykorzystywanych do jego syntezy.
Planowane jest otrzymywanie metodg biotechnologiczng bakatyny Ill. Catkowita synteza takso-
lu, zwigzku o ztozonej budowie, wymagajaca 25 przeksztatcen jest przewidywana nie wczesniej
jak za 5 do 7 lat. NCI widzi rozwigzanie tego problemu przez hodowle in vitro, dajgcg mozliwosc¢
otrzymania nie tylko taksolu, ale réwniez jego pochodnych, ktére powinny by¢ dalej wykorzy-
stane do poétsyntezy zwigzkow aktywnych. Skrécitoby to znacznie liczbe przeksztalcen i szybciej
doprowadzitoby do korncowego efektu.

Hodowle tkankowe i komérkowe kilku gatunkéw cisa, innych od tych jakie badane sg w Sta-
nach Zjednoczonych Ameryki P6tnocnej, prowadzone sg roéwniez w Polsce (10). Wstepne bada-
nia fitochemiczne wykonane metodami chromatograficznymi (TLC i HPLC) i biologiczne wska-
zuja na wysokag aktywnos$¢ frakcji, ktére moga zawiera¢ taksol i jego pochodne.
Zidentyfikowanie tych zwiazkéw, a zwlaszcza aktywnych: taksolu i cefalomanniny (39) wigzane
jest z otrzymaniem wiekszej ilosci biomasy. Drugim nurtem prac Katedry i Zaktadu Biologii i Bo-
taniki Farmaceutycznej AM w Warszawie jest, zgodne z zatozeniami NCI, opracowanie biotech-
nologii mikrorozmnazania niektérych gatunkéw ciséw, co pozwoliloby w przysziosci na
zaktadanie w Polsce szkoétek, z wyselekcjonowanymi okazami o odpowiedniej zawartosci po-
szukiwanych zwigzkow.

Metody mikrorozmnazania roslin leczniczych przedstawitam w oddzielnym opracowaniu
(40). Wstepne badania biologiczne wyciggéw z kalusa cisa, wykonane w Polsce metoda ozna-
czania przyrostu biatka komorek linii KB wykazaly aktywno$¢ w zakresie dawek 1-10 jug/ml,
ED50 wynosi 4,4 ,«g/ml (10). W badanich biologicznych przewidziane jest réwniez okreslenie
wptywu antymitotycznego taksolu, gdyz rézni sie on od dziatania dimerycznych alkaloidéw Cat-
haranthus roseus (41).

Trypdiolid i tryptolid

Trypdiotid i tryptolid naleza do diterpenéw. Po raz pierwszy byty izolowane z Tripterygium
wilTordii Hook, rosngcego gtéwnie w Chinach i Japonii (42). W gatunku tym wystepuje kilka
grup zwigzkéw, z ktérych przeciwnowotworowe dziatanie wykazujg diterpeny tréjepoksydowe.

Badania biotechnologiczne Tripterygium wilfordii przyniosty interesujgce rezultaty. Misawa
i in. (2) ustalit, ze pozywka MS z 3% sacharozy, 1 mg/l K i 1 mg/l NAA byla wiasciwa do
wzrostu kalusa, jednak dodanie 4-chloro-2-difenylomocznika, majacego aktywnos$¢ zblizong
do cytokinin, podwyzsza w dawce 0,1 mg/l, biosynteze trypdiolidu o prawie 100% (8). Innym
waznym czynnikiem byto utrzymanie wiasciwego pH=6. Takze dodanie 100 //g/ml farnezolu
do pozywki ptynnej zwiekszalo wytwarzanie trypdiolidu (43). Tripterygium wilfordii okazat sie
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wdziecznym obiektem badan. Doprowadzono bowiem (tab.) do okoto 10-krotnie wiekszej
zawartosci diterpenow tréjepoksydowych w tkance kalusowej. Dalsze prace Kutney'a i in. (12)
pozwolity na selekcje wysokoproduktywnej linii TPR 4a hodowanej na pozywce uzupetnionej
2 mg/l IAA i 100,0 ml/l mleka kokosowego, zawierajgcej 36 x wiecej trypdiolidu niz uzyskiwano
go z rodliny gruntowej. Skuteczne dziatanie mleka kokosowego na rozwdj kalusa T. wilfordii
stwierdzili réwniez Furmanowa i in. (44). Autorzy zaobserwowali, ze na pozywce MS z kinetyna,
N/AA i mlekiem kokosowym wskaznik wzrostu kalusa wzrést do 1386%, Tkanka ta pochodzita
z 40 pasazu, zawierata trypdiolid, tryptolid i celastrol. Frakcja z tymi zwigzkami byla aktywna
w systemie nowotworowym KB, hamowata przyrost biatka, ED50 wynosito 10 //g/l. Badania
Robertsa (45) pozwolity na optymalizacje warunkéw biosyntezy tryptolidu i trypdiolidu w hodowli
zawiesinowej, a takze innych zwigzkéw, m.in. tingenonu po raz pierwszy zidentyfikowanych
w kulturze tkankowej Tripterygium wilfordii.

Winblastyna i winkrystyna

Winblastyna i winkrystyna sg dimerycznymi alkaloidami indolowymi, izolowanymi z Catha-
ranthus roseus (L) G. Don - barwinka r6zowego. Obydwa te zwigzki sg juz uznanymi i szeroko
stosowanymi, w odpowiedniej formie, lekami przeciwnowotworowymi (46). Szersze zastosowa-
nie kliniczne ma winkrystyna, ktéra jest jednym z najczesciej stosowanych lekdéw przy ostrej
leukemii i statych nowotworach u dzieci (13), Winblastyna ma podobne dziatanie, jest takze
polecana w leczeniu choroby Hodgkina (ziarnicy ztosliwej). Zwigzki te nalezg do najdrozszych
lekbw pochodzenia naturalnego, poniewaz sg otrzymywane z roslin, w ktérych ich zawartosc
jest bardzo niska.

Catharanthus roseus pochodzi z Madagaskaru, ros$nie w klimacie cieptym. Prace nad wa-
runkami jego uprawy w Polsce, prowadzita Sadowska (14). Gatunek ten zawiera ok. 100 alka-
loidbw mono- i dimerycznych; niektére z nich majg cenne wiasciwosci lecznicze.

Od ponad 10 lat trwajg badania dotyczgce ustalenia optymalnych warunkéw biosyntezy win-
blastyny i winkrystyny w hodowli in vitro. PienA/sze badania nie doprowadzity jednak do biosyn-
tezy dimerycznych alkaloidéw in vitro. Dopiero wprowadzenie pewnych zmian w skiadzie pozy-
wek i metodach hodowli dato pozytywne wyniki. Zwrécono réwniez uwage na katarantyne
i windoline - alkaloidy monomeryczne, stuzace do otrzymywania bezposredniego prekursora
winblastyny. Przekonano sie, ze przyspieszy¢ i zwiekszy¢ biosynteze alkaloidébw monomerycz-
nych: ajmalicyny i katarantyny moze stres fizjologiczny wywotany dodaniem do pozywki ekstra-
ktu z grzybéw patogenicznych. Zawarto$¢ katarantyny i serpentyny podwyzsza stres osmotycz-
ny spowodowany dodaniem mannitolu. Na biosynteze winkrystyny | winkaleukoblastyny
korzystnie wptywa indukcja chloroplastéw, w ktérych zachodzi biosynteza alkaloidow oraz uzy-
cie whasciwych regulatoréw wzrostu, zwtaszcza benzyloaminopuryny - BAP (47).

Do najbardziej obiecujagcych nalezy metoda opracowana przez zespoél Kutneya (12), ktéry
do okreslonych etapéw biosyntezy wtérnych metabolitbw w zawiesinie komérkowej Catharan-
thus roseus wykorzystat enzymy izolowane z hodowli zawiesinowych tego samego gatunku,
W ten spos6b doprowadzit do potgczenia dwdch monomerycznych alkaloidéw katarantyny
z windoling i utworzenia 3',4’- anhydrowinblastyny, z ktérej w wyniku biotransformacji otrzymat
winblastyne. Podobne prace prowadzone byly w innych os$rodkach naukowych (48). Tg sama
droga uzyskano leurozyne i kataryne.

Doskonalac metode sprzegania katarantyny z windoling zwrd6ci¢ nalezy uwage na zawartosc
katarantyny w hodowli in vitro, gdyz alkaloidu tego w dojrzalej roslinie jest mniej niz windoliny.
Wedtug Smitha i in. (48) katarantyne z wieksza wydajnoscig uzyska¢ mozna w hodowli zawiesi-
nowej. Badania Furmanowej i in. (49) wykazaly, ze katarantyna, ktora jest zawarta w miodych
roslinach rozmnazanych in vitro nie jest wykrywalna (metodg TLC) w tych roslinach juz po
kilkumiesiecznej wegetacji w gruncie. Katarantyna moze by¢ réwniez wykorzystana do otrzymy-
wania navelbiny, jest to nor-5-anhydrowinblastyna, alkaloid otrzymywany w drodze poétsyntezy.
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Wedtug Browna i in. (50) winkrystyna, winblastyna, navelbina - alkaloidy ktérych dostarcza Cat-
haranthus roseus oraz taxol otrzymywany z gatunkéw rodzaju Taxus naleza do najcenniejszych
zwigzkéw chemicznych pochodzenia naturalnego dziatajgcych przeciwnowotworowo.

Nowym surowcem do otrzymywania alkaloidéw Catharanthus roseus i innych cytostatykéw
moga by¢ w przysztosci korzenie transformowane przy uzyciu Agrobacterium rhizogenes. Pro-
ces otrzymywania takich organéw i ich wiasciwosci opisata Olszowska (51).

W Katedrze i Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Warsza-
wie badane sa w hodowli in vitro nastepujgce gatunki zawierajgce wtérne metabolity o dziataniu
cytostatycznym i przeciwnowotworowym: Camptotheca acuminata, Catharanthus roseus (49),
Cephalotaxus harringtonia i C. fortune! (52), Taxus media, T. baccata, T. cuspidata (10) i Trip-
terygium wilfordii (44).
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Production of antitumor compounds by plant biotechnological methods

Summary

This paper presents the problems associated with the in vitro production of antitumor agents by plant

tissue culture methods. The most interesting examples of chemical compounds with cytostatic activities
found in tissue culture are discused: bruceantin, camptothecin, ellipticine, harringtonine and homohar-
ringtonine, maytansine, podophyllotoxin, taxol, tripdiolide and triptolide, vinblastine and vincristine.
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