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(Primljeno 18. VI 1972)

U doba ¥iroke primjene antibiotika radi terapije i istraZivanja u ovom
su radu iznesena neka glediita djelovanja aktinomicina D (AMD) kao
antibiotika osobitoga djelovanja. Koristi sc u humanoj medicini, a kao
osobito svrsishodan agens primjenjuje se u pracenju niza metabolic¢kih
procesa zive stanice. Utinak AMD je izrazita citotoksitnost na in vivo i
in vitro sustave, a temelji se na izravnoj inhibiciji RNK polimeraze, $to
spretava sintezu informativne (messenger) RNK.

Jo¥ 1940. godine Waksman i Woodruf izdvojili su aktinomicin iz
Streptomycesa antibiotikusa (1). U toj skupini je kasnije izdvojeno oko
50 drugih tipova aktinomicina s vrlo malim strukturalnim razlikama.
Mnogi od njih pokazuju izrazito baktericidna svojstva, dok drugi uz to
djeluju i kao antineoplastitki agensi. Iz te skupine izdvaja se aktinomi-
cin D koji je prvenstveno koristen u terapeutske svrhe pri lijeenju od-
redenih pluénih i bubreznih oboljenja (2, 3, 4), te u djetjoj onkologiji
(5, 6). Kasnije je u medicinskoj praksi zbog svoje izrazite toksi¢nosti
veéim dijelom napusten. Medutim, $iroko se primjenjuje u rasvjetljiva-
nju nekih temeljnih procesa normalne, Zive stanice. Kao agens izbora
koristi se u pratenju metabolizma nukleinskih kiselina, njihovoj ulozi u
genetskoj replikaciji, celularnoj diferencijaciji, sintezi proteina, multi-
plikaciji virusa, te u pra¢enju reparatornih procesa nakon zraenja.

Strukturalno-kemijski aktinomicin D predstavlja molekulu koja se sa-
stoji iz dva dijela — jezgre, koja je kromofornog karaktera (8-amino-1,
8-dimetil-2-fenoksazon-4,5-dikarbonska kiselina) i dva peptidna lanca
vezana na tu jezgru (slika 1) (7, 8, 9).

U ustrojstvu djelovanja aktinomicina D poznat je prvi stupanj — stva-
ranje skupa deoksiribonukleinske kiseline — AMD. Naime, nativna heli-
kalna DNK sadr#i odreden broj mjesta — udubina na koje se moZe ve-
zati aktinomicin D. Guanin — citozin par baza na lancu DNK sadrZi gua-
ninske ostatke koji predstavljaju bitne totke za hidrogensko vezanje

AMD (slika 2).
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SL. 1. Struktura aktinomicina D (Reich, E. and Goldberg, 1. H.) (37)

Buduéi da molekule DNK, prema svom celularnom porijeklu, va-
riraju u sadrfaju guanin-citozina, to ée i kolitina vezanog AMD biti u
svakom slu¢aju drugatija. Tu su ¢ak moguée i odredene koli¢inske pro-
cjene vezanog AMD, iako postoji i niz drugih ¢imbenika koji utjetu na
koli¢inu vezanog AMD (10).

FizioloSko-metabolitka posljedica nastalog skupa DNK-AMD direkt-
na je inhibicija RNK-polimeraze, $to dovodi do inhibicije sinteze infor-
mativne (messenger) RNK (11, 12). Taj primarni u&inak smanjene sin-
teze informativne RNK uzrokuje i poremecaj u sintezi proteina ¥ive
stanice, $to opet povladi za sobom lanac enzimatsko-katalititkih poreme-
¢aja (13).

Posljedice djelovanja AMD na #ivu stanicu mogle bi se svesti na sli-
jededih nekoliko totaka:

a) citomorfolosko gledite

b) ultrastrukturalne promjene

¢) dinamicko glediste

d) djelovanje AMD na biosintetske procese

e) antireparatorno djelovanje.
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Sl. 2. Interakcija izmedu aktinomicina D i deoksiribonukleinske hiseline (Reich, E.,
Goldberg, 1. H.) (37)

U daljnjem izlaganju razmotrit éemo posebno svaku od navedenih
tocaka.

a) Citomorfolosko glediste

Ovisno o tipu celularnog materijala i koncentraciji AMD, obradivane
stanice pokazuju odredene intracelularne promjene. Jedan od vidljivih
ulinaka jest izrazito bubrenje stanitne jezgre videno kod Amoeba pro-
teusa pri dozi od 50ug/ml AMD (4), a isto i kod HeLa-stanica koje su
humanog porijekla, ali i kod koncentracije 1 ug/ml (15). Upravo kod
Hela-soja ta se neobiénost koristi pri simuliranju enukleacije tog mate-
rijala. Paralelno s bubrenjem stani¢ne jezgre dolazi i do smanjenja cito-
plazme, $to kona¢no dovodi do potpunog raspada stani¢ne mase (14).

b) Ultrastrukturalne promjene

Pratenjem intracelularne osjetljivosti na AMD uodeno je da su nuk-
leoli najosjetljivija mjesta u stanici Zivotinjskog porijekla (16). Ovisno
o primijenjenoj koncentraciji antibiotika u toku inkubacije dolazi do ko-
madanja i nestajanja nukleola kod mnogih sojeva Zivotinjskih stanica.
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Fraccaro i suradnici uotavaju da koncentracija AMD od 0,1 wg/ml
pri trosatnoj izlozenosti EUE-stanica ¢ovijecjeg porijekla uzrokuje ra-
stue smanjenje broja nukleola koje redovno dovodi do potpunog nesta-
janja nukleolarne zone (17). Krajnji u¢inak viden je nakon §estosatne
1zlozenosti EUE-stanica toj koncentraciji. Koncentracija od 10 ug/ml
AMD izaziva u ovom tipu celularnog materijala veé nakon 30 minuta
potpuno unistenje nukleola, a nakon 2 sata i ostale jezgrene strukture
potpuno su unistene.

Kod HeLa-stanica, takoder ¢ovjeljeg porijekla, naden je razorni udi-
nak na nukleole ve¢ nakon dvosatne izloZenosti koncentraciji od 0,1 ug/
ml AMD (15). Medutim, pri ovoj koncentraciji i inkubacijskom razdo-
blju HeLa-stanica aktinomicinu D, odstranjenjem i ispiranjem AMD
ucinak je obratljiv. !

Zanimljivo je da postoje sojevi zivotinjskih stanica &iji su pojedini
klonovi posebno osjetljivi, ili pak osobito otporni na AMD. Va’no je
pri tome imati u vidu da je taj fenomen izazvan naknadno, izloZeno$éu
doti¢nih sojeva stanica rastu¢im koncentracijama AMD. Pri tom se mi-
jenja propustljivost celularnih i jezgrenih membrana. Osim toga smatra
se da kod normalnih sojeva #ivotinjskih stanica postoje tzv. aktivni &m-
benici prijenosa AMD, koji nestaju kod izdr#ivog soja stanica (18, 19,
20, 21).

Bernhard i suradnici studiraju fenomen nukleolarnog razdvajania kod
stanica obradivanih AMD (22). Nukleoli stanica jetre $takora inkubirani
s AMD pokazuju ponovnu raspodjelu makromolekularnih sastojaka.
Uklanjanjem antibiotika i dr¥anjem u normalnoj, hranjivoj podlozi nu-
kleoli poprimaju prvobitnu strukturu. U HelLa-stanicama AMD izaziva
zrnatost kromatina.

Journey i Goldstein govore o nukleolarnoj disrupciji, danas poznatoj
pod imenom »nukleolarno razdvajanje«, koja je esto videna kod HelLa-
stanica, osobito kod AMD osjetljivog soja (23).

Reinolds i suradnici nalaze isti fenomen i za AMD, ali ga opisuju kao
nukleolarne kape, $to predstavlja samo morfolotki izraz osobitog bioke-
mijskog djelovanja (24).

Deitch i Godman nalaze u HeLa-stanicama nitaste oblike mitohon-
drija poslije postupka s AMD (25). Potpuno obrnuto u stanicama jetre
David i Uerlings opaZaju iza AMD nabubrene mitohondrije i vakuolizi-
rani _endoplazmatski retikulum. U mi§jim L-stanicama djelovanjem
AMD polisomi su rasprieni ili nestaju (26).

Aktomicin D kod Zivotinjskih stanica uzrokuje lomove kromosoma.
Utdinak je uoten nakon dvosatne inkubacije stanica pri koncentraciji 0,1
1g/ml AMD. Do promjena na kromosomima najvjerojatnije dolazi iz-

ravnim djelovanjem antibiotika na DNK (27, 28).

Sli¢ne promjene na kromosomima vide se i kod spermatocita skaka-
vaca obradivanih AMD (29).
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¢) Dinamicko glediste

AMD spretava diobe i izaziva nepravilnosti mitoza kod raznih sojeva
stanica. Djelovanjem AMD dolazi u stanicama, koje tokom postupka
nisu u mitozi, do prestanka diobe, dok na mitotske stanice AMD ne dje-
luje. U kulturi ljudskih stanica inkubiranih s AMD broj mitoza je izrav-
no zavisan od primijenjene koncentracije antibiotika (slika 3) (15).

Goldstein i suradnici iznose da se HeLa-stanice nakon postupka s
AMD koncentracije 0,1 xg/ml nakon 48 sati ne mogu ponovno dijeliti
unutar razdoblja pracenja 5 do 6 dana (30).
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Sl. 8. Krivulja pretivljenja HeLa-stanica nakon postupka s aktinomicinom D
(Horvat, D.) (15)

Prema Clarky i suradnicima u¢inak AMD 0,1 xg/ml u toku 12 sati
nepovratljiv je u HeLa-stanicama. Medutim, djelovanje slabe koncen-
tracije od 0,01 xg/ml ¢ak je i nakon inkubacije od 48 sati s antibiotikom
povratljiv, te se poslije dva dana javljaju mitoze (81).

Neposredni utinak AMD u dozama od 0,01 i 0,001 wug/ml pratili su
Brubaker i Nardone na L-soju stanica. Nalaze da vel 1 te relativno ni-
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ske koncentracije uzrokuju odgadanja dioba i smanjenje broja mitotskih
stanica. ObrazloZenje nalaze u poremeéaju makromolekularne sinteze

(32).

d) Djelovanje AMD na biosintetske procese

AMD inhibira ukupnu sintezu RNK u Zivotinjskim stanicama in vivo
1 in vitro. Mnoga istraZivanja vriena su autoradiografskom i kvantita-
tivnim biokemijskim metodama, te se pokazalo da veé kod slabih kon-
centracija antibiotika dolazi do inhibicije nukleolarne sinteze RNK (33,
34, 35, 36).

Inkubacija asinkrone populacije HeLa-stanica koncentracijama AMD
- 0,05, 0,015, 0,045, 0,1 i 1 ug/ml pokazuju veé¢ kod navedenih koncen-
tracija izrazitu inhibiciju nukleolarne RNK sinteze. Paralelno je kod tih
koncentracija smanjena inkorporacija H uridina u karioplazmu i cito-
plazmu (15).

Osim izravnog inhibitornog u¢inka AMD na sve tipove RNK-sinteze
Reich i Goldberg govore i o smanjivanju RNK u stanicama nakon po-
stupka s AMD. Iznose podatke da i do 70% RNK moze biti smanjeno.
Osim toga nalaze zapreku prijelaza RNK iz jezgre u citoplazmu. 1z niza
podataka zakljutuju da je neposredna citotoksi¢nost AMD vige poslje-
dak smanjuju¢ih procesa RNK nego produZene inhibicije sinteza bilo
RNK ili DNK (87).

Sli¢ne podatke iznose Wiesner i suradnici, te Pileri i suradnici (38, 39).
Osim izravnog inhibitornog u¢inka na sintezu RNK, djelovanjem AMD
dolazi do poremec¢aja u sintezi DNK. Kako je sinteza DNK enzimatski
kataliziran proces, sinteze i RNK i proteina djeluju neprekidno u presin-
tetskoj i sintetskoj fazi DNK.

Kim i suradnici misle da inhibicija sinteze RNK, ili sinteze proteina u
DNK-presintetskom razdoblju smanjuje koli¢inu potrebnih enzima, ¥to
smanjuje brzinu sinteze DNK (40). S druge strane Littlefield i Jacobs
vide da inhibicija sinteze RNK i proteina u toku sinteze DNK dopusta
da se ta sinteza zavrsi ukoliko je prisutna dovoljna koli¢ina potrebnih
enzima (41).

Kim i suradnici na sinkronoj populaciji HeLa-stanica nalaze da AMD
dodan u G-1 fazi intermitotskog ciklusa stanice potpuno spretava poce-
tak sinteze DNK. IzloZenost stanica antibiotiku u DNK-sintetskoj fazi
dopusta sintezu DNK tokom slijede¢a dva sata, nakon Cega se brzina
sinteze naglo smanjuje. Iz toga proizlazi da je upravo G-1 najosjetljiviji
stupanj na AMD u toku stanitnog ciklusa (40).

Imajuéi u vidu djelovanje AMD unutar intermitotskog ciklusa, kao i
medusobnu povezanost sinteza DNK-RNK-proteini, Baserga i suradnici
misle da se G-1 stupanj — najosjetljiviji na AMD - mo¥e vjerojatno
poistovijetiti sa sintezom neke vrste RNK (42).
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Primjena AMD u nekoliko koncentracija na sinkronoj populaciji He-
La-stanica pokazala je da niZe doze vrlo malo smanjuju inkorporaciju
3H timidina. Istovremeno vele koncentracije pokazuju znatniji inhibi-
torni udinak (15).

¢) Antireparatorno djelovanje

Djelovanjem niza agensa na Zivu stanicu dolazi do strukturalno-meta-
boli¢ckih poremeéaja i oSteéenja. Zavisno od doze ili koncentracije agen-
sa u odredenim uvjetima nakon postupka, najée$ée dolazi do ukljudiva-
nja oporavnih procesa. Medutim, stanoviti agensi primijenjeni u kom-
binaciji s osnovnim izmjenjivacem pokazuju izrazito protuoporavno dje-
lovanje. Tako AMD dodan prije ili nakon zratenja, bilo ionizirajuceg,
bilo ultravioletnog, znatno mijenja oporavne procese (43, 83, 45, 46).

Za ultravioletno zratenje poznato je da su njegove posljedice najoci-
tije na razini deoksiribonukleinske kiseline. To povlaéi lanac poremecaia
prvenstveno na razini sinteze ribonukleinske kiseline i proteina. Stupanj
fotolezija u uskoj je zavisnosti s primijenjenom dozom ultravioletnog
svjetla. Stoga osobit problem fotobiologije predstavlja oporavak foto-
oitetenja nastalih djelovanjem UV-svjetla. Oporavni procesi se uglav-
nom odnose na uklanjanje fotoprodukata s lanaca DNK, te na istovre-
meni oporavni odgovor o$teenog dijela lanaca DNK (47).

Kod nekih ¥ivotinjskih stanica, posebno onih ¢ovjetjeg porijekla, po-
znate su odredene osobitosti, upravo u procesu oporavka. Radi se, naime,
o tzv. neprogramiranoj DNK-sintezi, koja se smatra samo oblikom opo-
ravnog odgovora (48, 49, 50, 51). ZabiljcZena je nakon ultravioletnog
zralenja u svim stadijima intermitotskog ciklusa.

Svi stupnjevi oporavnih procesa enzimatski su katalizirani. Kako
AMD presijeca normalni lanac sinteze i RNK i proteina, njegov se uci-
nak znatno odra¥ava na brzinu i vrijednost oporavka fotolezija (40).

Primjena dviju doza ultravioletnog svjetla (250 i 500 erga/mm?) &iji
se ufinci znatno razlikuju, i uzastopnim dodavanjem AMD, takoder u
dvije razlitite koncentracije (0,045 i 0,1 pg/ml) prije ili nakon zralenja,
pokazalo je izrazito protuoporavno djelovanje AMD (15). Kao parametri
praenja posluzila je sinteza DNK i RNK u funkciji vremena nakon
uzastopnog postupka s UV-svjetlom i antibiotikom (15).

Autoradiografskom metodom pracena je sinteza DNK i RNK. Uklju-
en je *H timidin i 3H uridin u uzorke nakon odvojene i uzastopne pri-
mjene ultravioletnog svjetla i AMD.

U uzastopnoj obradi stanica s AMD i ultravioletnim svjetlom pojaca-
va se u svim slufajevima inhibitorni u¢inak na uklju¢ivanje *H timidina,
te se znatno razlikuje u odnosu na inhibiciju iz odvojenog postupka.
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Najvedi inhibitorni uéinak na uklju¢ivanje *H timidina naden je nakon
primjene obiju visokih doza spomenutih agensa (500 erga/mm? UV i 0,1

«g/ml AMD).

Ukljucivanje *H uridina odnosno sinteza RNK mijenja se djelova-
njem ultravioletnog svjetla i aktinomicina D. U odvojenom i uzastop-
nom postupku nakon navedenih agensa sinteza RNK pokazuje izrazito
razli¢itu intracelularnu osjetljivost na razini nukleola, karioplazme i
citoplazme. U uzastopnom postupku naden je ja& inhibitorni u¢inak
od inhibicije koju uzrokuje samo ultravioletno zrafenje ili samo AMD.
Dobiveni podaci dokaz su protuoporavne aktivnosti AMD, bez obzira na
njegovu primjenu prije ili nakon ultravioletnog zratenja (15).
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Summary

THE EFFECT OF ACTINOMYCIN D ON SOME ACTIVITIES OF THE LIVING

CELL

A survey is given of actinomycin D as an antibiotic of specific effect. Its applica-

tion in medical practice is dealt with and the results of its action on cells in Vivo
and in vitro conditions are separately presented.
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