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WPLYW FLUOROWANYCH POCHODNYCH PIRYMIDYNY
NA SYNTEZE WIRUSA MOZAIKI TYTONIU W LISCIACH
ROZNEGO WIEKU TYTONIU ODM. SAMSUN

Lucyna Wajda

Pracownia Wirusologii Zakladu Fizjologii Roslin PAN, Krakow

W 1954 r. Rutman i inni [13] stwierdzili, ze uracyl moze by¢ wyko-
rzystywany w biosyntezie kwaséw nukleinowych komoérek rakowych wa-
troby szczura, w znacznie wiekszym stopniu niz w normalnych komor-
kach watroby. To odkrycie stalo sie punktem wyjscia dla dalszych in-
tensywnych badan nad wbudowywaniem uracylu do szybko dzielgcych
sie komérek rakowych innych typow.

Na podstawie uzyskanych wiadomos$ci przypuszczano, ze pochodne
uracylu moglyby byé wykorzystywane jako $rodek hamujacy rozwoj
réznego rodzaju guzow.

Przez podstawienie atomu fluoru w miejsce atomu wodoru w uracylu
otrzymano antymetabolity, ktére jak sie okazalo potem byly przydatne
dla celéw badawczych. Stad tez w nastepnych latach powstalo ogromne
zainteresowanie badaczy fluorowanymi pochodnymi pirymidyny.

Poniewaz 5-fluorouracyl okazal sie zwigzkiem bardzo stabilnym i o
duzej aktywnosci biologicznej, posluzyl wiec jako forma wyjsciowa dla
uzyskania fluorowanych pochodnych odpowiednich nukleozydow takich
jak: 5-fluorourydyna i 5-fluoro-2-deoxyurydyna.

Nalezy podkres$lié, ze atom fluoru jest podobny wielkoscia do atomu
wodoru, a wlasciwosci chemiczne i fizyczne pochodnych fluorowanych
uracylu sa podobne do wlasciwosci uracylu i jego pochodnych, chociaz
jak stwierdzono zwigzki te sg lepiej rozpuszczalne w wodzie 1 majg
nieco bardziej kwasny charakter. Ogdlnie uwaza sig, ze zwiagzki te sag
chemicznie bardzo stale, wykazujg duza aktywno$¢ biologiczng w sto-
- sunku do bakterii, hamujg wzrost wielu guzéw rakowych réznego po-
chodzenia, czesto bez toksycznego dzialania. Ze wzgledu na szerokie dzia-
lanie biologiczne zwigzkéw tego typu wydawalo sie ciekawe zbadaé
wplyw niektérych fluorowanych pochodnych pirymidyny na namnaza-
nie sie wirusa mozaiki tytoniu w liSciach tytoniu réznego wieku.
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MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzano z wirusem mozaiki tytoniu ,,vulgare
stamm” oczyszczonym metoda przemiennego wirowania [11], uzywajac
do inokulacji wodnej zawiesiny w koncentracji 0,05%.

Do do$wiadczen uzywano roslin tytoniu odmiany Samsun w stadium
9 lisci, z ktorych nie inokulowano liScia najmlodszego, ktérego wymiary
byly zbyt drobne, oraz dwoéch lisci najstarszych, tzw. mlodocianych. Na
kazdej roSlinie inokulowano zatem 6 lisci, z ktérych najmlodszy szcze-
piony oznaczano jako pierwszy, a najstarszy inokulowany jako szOsty.
Liscie opylano karborundem, a nastepnie inokulowano zawiesing wodng
wirusa, po czym dokladnie splukiwano liScie biezacg woda.

Po 24 godzinach z kazdego liscia osobno wycinano krgzki o $rednicy
15 mm, wazono i przenoszono do szalek napelnionych 15 ml pozywki
o sktadzie: 20 g sacharozy, 0,2 g CaH,PO, - HyO, oraz 0,3 g sulfonilamidu
w 1 litrze wody [1, 6, 9]. Krazki hodowane w pozywce stuzyly za kon-
trole w stosunku do krazkéw hodowanych na pozywce z dodatkiem
fluorodeoxyurydyny (FUDR) czy fluorouracylu (FU).

Najmlodsze inokulowane liscie byly zbyt male, aby z nich mozna
bylo wycina¢ krazki, dlatego tez liscie te przecinano wzdluz gléwnego
nerwu i polowki ukladano na szalkach. Wszystkie szalki przenoszono do
komoér o stalym os$wietleniu i temp. 22°+1.

Po trzech dniach krazki plukano przez 15 min w wodzie biezacej,
osuszano delikatnie bibulg filtracyjna, wazono i przechowywano zamro-
zone az do momentu analiz. Krgzki takie analizowano metodami bio-
logicznymi, chemicznie i serologicznie.

Dla przeprowadzenia testow biologicznych zamrozone krazki rozcie-
rano w mozdzierzu z takg ilo$cig wody lub buforu fosforanowego, aby
uzyskac¢ rozcienczenie 1:10. Sok wirowano przez 15 min przy 6000
obr./min i z niego przygotowywano kolejne rozcienczenia: 1:1000,
1:2000, 1:3000 i 1:5000, ktérymi inokulowano poléwki lisci Nicotiana
glutinosa. Z liczby ukazujacych sie plamek wnoszono o koncentracji
wirusa jak i o jego infekcyjnosci w krazkach wycietych z kolejnych lisci.
Liczby plamek przeliczano na 1 cm? powierzchni inokulowanych lisci
ros$lin tesvowych dla kazdego rozcienczenia i zestawiono w tabeli 1.

Z zararozonych krazkow, roztartych w stos. 1:10 z buforem fosforano-
wym ekstrahowano wirusa metoda Schneidera [15], a zawartos¢ wirusa
w kazdej prébce oznaczano spektrofotometrycznie przy 260 mp. Dla
kazdej probki oznaczano cale widmo w zakresie od 210 mu do 310 my.
Obliczano wspotezynnik 260/280. Zawarto$¢ wirusa obliczano przyjmu-
jac, ze 1 mg wirusa w 1 ml daje 2,7 OD [14] lub 1 wg wirusa daje 340 OD
w 1 ml [16]. Dla kazdej probki przeliczono zawarto$¢ wirusa na gram
masy krazkéw na poczatku do$wiadczenia i w stosunku do masy tychze
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Tabela 1
Wyniki testéw biologicznych
Sredni ciezar krgzkéw, Liczba plamek
mg WMT/g masy 5
. W mg na 1 cm
1366 odzal
OZYWKi n, - ; - , .
wozy poczat koncowy przyrost P ocza,F koncowej 1 1 1 1
kowy kowej 1000 2000 3000 5000

1 Kontrola 213 492 279 1,093 0,484 — 0,5 0,3 0,3

+FUDR 202 544 342 1,2165 0,450 — 1,9 1,5 0,9

+FU 230 495 265 2,2600 1,028 — 3,5 2,5 1,7
2 Kontrola 388 808 325 2,9611 1,436 12,3 49 4,1 1,2

+FUDR 362 800 438 3,8719 1,7521 10,9 6,3 3,5 1,8

+FU 398 782 384 3,7955 1,887 94 8,3 6,3 3,9
3 Kontrola 363 639 276 2,434 1,711 12,8 6,8 3,9 1,3

+FUDR 364 666 302 3,111 1,628 10,8 84 4.9 2,2

+FU 364 591 222 3,040 1,8563 9,3 6,5 5,1 3,1
4 Kontrola 371 586 215 2,2215 1,3752 10,2 3,5 2,5 1,5

+FUDR 370 589 219 2,3275 1,4469 85 17,0 3,9 3,4

+FU 366 556 189 1,672 1,0913 13,2 9,0 8,6 41
5 Kontrola 374 563 190 1,8837 1,0568 41 2.2 1,4 1,3

+FUDR 363 548 185 1,449 0,958 47 37 3,4 2,5

+FU 366 529 163 1,414 1,186 3,1 2,8 2,0 1,8
6 Kontrola 364 541 177 1,3349 0,9916 40 1,6 1,6 0,5

+FUDR 363 553 190 1,3179 0,8608 6,8 2,8 2,8 2,3

+FU 374 561 187 1,4295 0,9622 2,3 2,1 1,9 1,9

krazkéw na koncu doswiadczenia, aby uwzgledni¢ przyrost masy w ciggu
doéwiadczenia. Oznaczenia przeprowadzano w spektrofotometrze produkeji
wegierskiej ,,Spektromom 21”7 MOM (tab. 1).

Badania serologiczne. Sok otrzymany z roztartych krazkow
badano réwniez serologicznie przy pomocy precypitacji kropelkowe] w
ciemnym polu wedlug metody podanej przez Jermoljeva i Hruske [8].

Do precypitacji uzywano surowicy uczulonej przeciwko wirusowi
mozaiki tytoniu o mianie 4096. Miano tej surowicy oznaczono w stosun-
ku do zawiesiny wirusa 1%. Surowice rozcienczono roztworem soli fizjo-
logicznej w stosunku 1:16. Wyniki zestawiono w tabeli 2.

Uzywane w tych do$wiadczeniach pochodne fluorowane pochodzilty
z firmy ,,Serva” Entwicklungslabor Heidelberg.

Fluorouracyl uzywano w koncentracji 14>X10-6M (1,8214 mg/l), a fluo-
rodeoxyurydyne w koncentracji 7,6 X10-6M (1,8468 mg/l).

WYNIKI

W toku trwania doéwiadczen przeprowadzano obserwacje krazkow
hodowanych w szalkach na pozywce (kontrola) i na pozywce z dodat-
kiem fluorodeoxyurydyny (FUDR) lub fluorouracylu (FU).
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We wszystkich krazkach poddanych dzialaniu wymienionych zwigz-
kow nie stwierdzono wystepowania zadnych uszkodzen lokalnych, utra-
ty barwy, czy tez turgoru. Natomiast po trzech dniach hodowania kragz-
kéw w komorach w stalym oswietleniu i temperaturze zaobserwowano
wyrazny wzrost Srednicy krgzkéw z 15 mm do 18 mm, a takze i wiecej
u pojedynczych krgzkéw. Okazalo sig, ze uzyte dawki nie tylko nie wy-
wolywaly zadnych objawéw toksycznych, ale przeciwnie, stymulowaly
wzrost krazkéw w stosunku do wzrostu krazkéw kontrolnych. Wzrost
srednicy krgzkéw byl najwiekszy w krazkach wycietych z lisci najmlod-
szych, to znaczy drugiego i trzeciego liczac od wierzchotka rosliny. Krazki
wyciete z liSci starszych nie powiekszaly swojej $rednicy.

Z przedstawionych w tabeli 1 danych wynika, ze badane zwiazki
dodane do pozywki, na ktérej hodowano krazki, stymulowaly przyrost
tkanki w stosunku do kontroli. Przyrost tkanki byl wyzszy w krazkach
hodowanych w obecnosci fluorodeoxyurydyny niz w obecno$eci fluoro-
uracylu, ale tylko w krazkach z liSci najmlodszych. W krazkach pochodza-
cych z lisci czwartego i starszych przyrost masy byt podobny do przyrostu
w kontroli.

W tabeli 1 podane sg réwniez dane liczbowe dotyczgce zawartosci
wirusa mozaiki tytoniu w przeliczeniu na gram masy na poczatku do-
Swiadczenia i w stosunku do masy koncowej. Z uzyskanych w toku
analiz liczb wynika, Zze najwiecej wirusa stwierdzono w liSciu drugim
1 trzecim, czyli najmlodszych szczepionych w tych doswiadczeniach, i to
zarowno w kontroli jak i w krazkach hodowanych w obecnosci fluoro-
deoxyurydyny czy fluorouracylu. Poréwnujac wartosci liczbowe okresla-
jace zawarto$¢ wirusa w stosunku do masy koncowej z liczbami okresla-
jacymi ilos¢ wirusa w stosunku do masy poczatkowej krazkow, mozemy
zauwazyC znacznie nizszy poziom wirusa w stosunku do masy koncowej,
co latwo wytlumaczy¢é wysokim przyrostem masy krgzkéw w czasie
doswiadczenia. Niektore krazki bowiem zwiekszaly swa wage az dwu-
krotnie. Niemniej jednak obydwie liczby sa zawsze wyzsze od odpo-
wiednich liczb w kontroli, co wydaje sie swiadczy¢ wyraznie o stymulu-
jacym dzialaniu uzytych w doswiadczeniach substancji. Stymulowanie
to jest tym silniejsze, im mlodsza tkanka poddana jest dzialaniu tych
zZwigzkow.

Na rysunku 1 przedstawiono graficznie zawarto$¢ wirusa w mg na
gram masy poczatkowej w lisciach od najmlodszego do najstarszego ino-
kulowanych w tych do$wiadczeniach. Rysunek 2 przedstawia zawartosc¢
wirusa, ale w stosunku do masy koncowej krgzkéw. Poréwnujac obydwie
krzywe stwierdzi¢ mozna, ze w obydwu przypadkach wystepuje wzrost
zawarto$ci wirusa w poréwnaniu z kontrola.

Wyniki testéw biologicznych podano réwniez w tabeli 1. Zamieszczo-
ne w niej liczby przedstawiajg liczbe plamek na 1 cm? powierzchni lis-
cia, w czterech rozcienczeniach soku uzyskanego z krazkow.
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Rys. 1. Liczba plamek na 1 ecm? powierz-
chni z soku krazkéw pochodzgcych z lisci
réoznego wieku traktowanych FUDR, FU
W poréwnaniu z kontrola w rozcieiczeniu
1:1000
a — POZ, b — FUDR, ¢ — FU

Rys. 2. Liczba plamek na 1 cm? powierz-
chni z soku krgzkéw pochodzacych z lisci
roznego wieku traktowanych FUDR, FU
W poréwnaniu z kontrolg w rozcienczeniu
1:2000
a — POZ, b — FUDR, ¢ — FU
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Rysunki 3-6 przedstawiaja graficznie wyniki testow infekcyjnosci.
Wynika z nich, ze najwyzsza infekcyjnos¢ dawala sie stwierdzi¢ w soku
krazkéw wycietych z lisci drugiego, trzeciego i czwartego, a wiec roéwniez
w najmlodszych z inokulowanych. Poréwnujac wyniki testow biolo-
gicznych soku wycisnietego z krazkéw poddanych dziataniu fluoro-
deoxyurydyny i fluorouracylu z kontrolg wnosi¢ mozna, ze nie ma
obnizenia ani innych zmian w infekcyjnosci wirusa.
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Rys. 6. Zawarto§é wirusa mozaiki tytoniu

w mg/g masy kohcowej w krazkach lisci

réznego wieku poddanych dzialaniu FUDR,
FU i w kontroli
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Na rysunku 7 porownano zawarto$¢ wirusa oznaczang spektrofoto-
metrycznie z wynikami testéw infekcyjnosci w rozcienczeniu 1:2000.
Obie krzywe maja przebieg bardzo podobny, wydaja sie wiec Swiadezy¢
o duzym prawdopodobienstwie uzyskanych wynikéw.

W tabeli 2 zamieszczono wyniki precypitacji kropelkowej. Wyniki
badani serologicznych $wiadczg réwniez o tym, Ze najwyzsza koncen-
tracja wirusa jest w krazkach wycietych z liSci najmlodszych, przy czym
wyzsze wartodei uzyskano dla soku krazkéw hodowanych w obecnoSci
fluorodeoxyurydyny.

Wyzsza jest tez infekcyjno$é soku z lisci najmlodszych. Nie stwier-
dzono utraty ani tez obnizenia wlasciwosci antygenowych wirusa otrzy-
manego z krgzkéw hodowanych w obecnosci fluorowanych pochodnych
zaréwno FUDR jak i FU w poréwnaniu z kontrola.

DYSKUSJA

W toku przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze zarowno
fluorodeoxyurydyna jak i fluorouracyl uzyte w koncentracjach odpowied-
nio 1,8468 mg/l i 1,8214 mg/l wywoluja stymulacje namnazania si¢ wi-
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Rys. 7. Porownanie zawarto$ci wirusa w krazkach réznego wieku i liczby plamek
W rozcienczeniu 1 : 3000

a — liczba plamek w kontroli w roze. 1:3000, a’ — zawarto§¢ WMT w kontroli,
b — liczba plamek w krazkach traktowanych FUDR, b’ — zawarto§¢ wirusa w
krgzkach traktowanych FUDR, ¢ — liczba plamek w krazkach traktowanych FTU,
¢’ — zawarto$é¢ wirusa mozaiki tytoniu w kragzkach traktowanych FU
a, b, ¢ — liczby plamek na 1 cm?, a’, b, ¢’ — zawarto§é wirusa w mg/g masy
poczatkowej

rusa mozaiki tytoniu, gléwnie w lisciach najmlodszych. Innymi slowy
najsilniejszy efekt stymulacji mnozenia sie wirusa pod wplywem FUDR
i FU stwierdzono w tych lisciach, w ktérych w normalnych warunkach
zachodzi réwniez najintensywniejsze namnazanie sie¢ wirusa [21]. Wyda-
je sie, ze w miare starzenia sie lisci staja sie one coraz bardziej odpor-
ne nie tylko na zakazenie, czy namnazanie w nich wirusa, ale takze i na
dzialanie réznych zwigzkéw chemicznych nie tylko majgcych dziatanie
stymulujgce jak FUDR, czy FU, ale réwniez i hamujacych jak 1-nitro-9-
-amino-akrydyna [22] czy sulfotlenek dwumetylu [23]. Wydaje sie to
wynikaé z dotychczasowych obserwacji, poniewaz w lisciach starszych
poddanych dzialaniu réznych zwigzkéw nie daje sie stwierdzi¢ wyraz-
nych réznic w stosunku do kontroli.

Uzyte w doswiadczeniach koncentracje fluorodeoxyurydyny czy tez
fluorouracylu nie wykazujg dzialan toksycznych, ani tez nie powoduja
zmiany w biologicznych wlasciwosciach wirusa. Swiadczg o tym zaréw-
no wyniki reakcji serologicznych jak i testéw biologicznych. Wczesniej-
sze badania dokonane przez innych badaczy pozwolily na stwierdzenie,
ze np. fluorouracyl moze by¢é stosunkowo latwo wbudowywany do RNA
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w ilosci od 6% u Ehrlich ascites carcinoma [4], 50% do RNA Escherichia
coli [7], do wirusa polio w iloSci ok. 36% [12], a wirus mozaiki tytoniu
wbudowywuje fluorouracyl zamiast uracylu w iloéci do 50%. bez zmiany

jego infekcyjnosci. Wyzsze dawki wedlug innych autoréw moga nawet
hamowa¢ produkcje wirusa [5].

Hamowanie namnazania si¢ wirusa mozaiki tytoniu moze by¢ odwra-
calne przez dodanie np. tyminy.

U zwierzat fluorowane pochodne pirymidyny jak wiele innych anty-
metabolitéw wywolujg efekty teratogenne i morfogenne [20, 21]. W lite-
raturze naukowej sg réwniez doniesienia o uszkadzaniu przez fluorodeo-
xyurydyne chromosoméw nie tylko u zwierzat, ale i u roslin [2, 3, 10,
17, 18]. Uszkodzenia te moga powstawaé raczej w fazie G, cyklu komér-
kowego niz w fazie S. W wigkszosci uszkodzenia te mogg by¢é odwracal-
ne przez dodanie tyminy lub tymidyny [2]. Natomiast zwiazki te nie
moga by¢ wbudowywane do DNA, chociaz maja dzialanie hamujgce na
bakteriofagi, a szczegélnie na ich replikacje. Wirusy zawierajace DNA
reagujg rowniez ma obecno$¢ pochodnych fluorowanych pirymidyny. W
kulturach HeLa np. fluorodeoxyurydyna hamuje calkowicie produkcje
wirusa Vaccinia juz po 6,5 godz. Jak sie wydaje zwiazki te pomimo wiel-
kich nadziei jakie z nimi wigzano nie znajduja duzego zastosowania w
leczeniu choréb wirusowych, ale mogg byé przydatne w badaniach teore-
tycznych dotyczacych zwlaszeza replikacji wiruséw.
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Jrouyuna Baiida

BJIVAHUE BTOPUMPOBAHHBEIX TIPOM3BOJHBIX IIMPUIVMHA HA CHWUHTE3

BUPYCA MO3AMKHMU TABAKA B JUCTBAX PA3HOI'O BO3PACTA
TABAKA COPTA CAMCVYH

Pe3zwwMme

Ienpro HacroAwmel paborTbl OBLIO IIPOBEAEHME MCCIEeNOBAHUM II0 BIMUSHMIO ABYX

NPOU3BOAHBIX (OTOPMPOBAHHBIX NMPUMAMHA HA Pa3MHOKEHME BuUDyca MO3auKu Ta-
faka B KpPYKKaX BBIPE3aHHbIX M3 JMCTHEB Pa3HOTO Bo3pacra Tabaka copra Cawm-
cyH. B omblTax npumeHeHo t dropypamuya B KoOHIeHTpaumu 14X10—¢M (FU=1,821
Mr/auTp) u 5-bTopAeoKCHMMYPMAMH B KOHUeHTpaumyu 7,6 X10—M (FUDR = 1,8468
MI/JINUTP IDUTATEIBHOM CPEenabl). )
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M3 npoBeneHHBIX OMBITOB CJEAYET, YTO 9TM COENMHEHMS CTUMYJUPYIOT pPa3MHO-
ZKenue pupyca mo3amky rtabaka. HaubGosee 3ameTHbII 3dbcherT CTUMYJIMPOBAaHMUA Ha-
Onronanca B KpyKKaxX, NPOMCXOOAILUMX M3 CAMbBIX MOJIOABIX JIMCTBEB, B KOTOPHIX,
KaK yCTaHOBJIEHO, IIPOMCXOAMUT HamboJsiee MHTEHCMBHBIA CHHTE3 BMpyca.

He ycranoBJeHO HMKAKOrO TOKCHMYECKOTO €MCTBUA BEIIIECTB B YIIOMAHYTBHIX
KOHIIEeHTpalMAX, a TaKXKe M OTPUIATEJbHOTO BIMAHMUA Ha GMOJOrMYecKMe CBOMCTBA
BUpyca.

Omnpenenennsa copepXaHMA BUPYCOB BBLUIOJHEHBI IO OMonormyecKkmnM, Xummdec-
KMM M CEPOJIOTMYECKMM METOAaM, ABJAIOTCH BIIOJIHE COTJIACHDI.

Lucyna Wajda

INFLUENCE OF FLUORINATED DERIVATIVES OF PYRIMIDINES ON THE
MULTIPLICATION OF TOBACCO MOSAIC VIRUS IN DISCS EXCISED
FROM TOBACCO LEAVES

Summary

Experiments were performed to study the action of fluorinated derivatives
of pyrimidines such as 5-fluorodeoxyuridine and fluorouracil on the multiplication
of tobacco mosaic virus in discs excited from tobacco leaves of different age.

The most pronounced stimulatory effect was noted in the discs excised from
the youngest leaves, in which most intensive synthesis of virus took place.

In the present experiments neither a toxic effect of the compounds used nor
a negative effect on the biological properties of the virus could be observed.

The results of the biological, chemical and serological determinations of the
virus content gave similar results.



