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SUMMARY

Amygdalin is a chemical compound abundant in seeds of many edible plants. It’s natural function, as other cyanogenic compounds,
is to protect the plant from being eaten by insects and bigger herbivores. Consumption of excessive amounts of amygdalin can,
potentially, lead to lethal poisoning. Nevertheless this substance was and still is used in unconventional therapy of many medical
conditions. Around half of 20™ century intensive research into amygdalin’s influence on limiting animal and human neoplasm
development were led off. For a long time amygdalin remained a controversial chemical compound of ambiguously positive prop-
erties. Unfortunately, research performed in last century are most likely marked by invalid methodology which does not consider
epimerization of amygdalin. One can see other mistakes that encourage to evaluate again amygdalin’s therapeutic utility. Numerous
current in vitro researches validate amygdalin’s antineoplastic properties, including ability to inhibit proliferation and cause apoptosis.
Distinctive responses of different examined cell types to amygdalin are pointed out. This phenomenon suggests that amygdalin’s
action is selective toward various neoplastic cell types.
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STRESZCZENIE

Amigdalina to zwiqzek wystepujgcy w nasionach wielu roslin jadalnych. Jej naturalng funkcjq, podobnie jak i innych zwigzkow
cyjanogennych, jest ochrona roslin przed owadami oraz wiekszymi roslinozercami. Spozycie nadmiernych ilosci amigdaliny moze,
potencjalnie, prowadzi¢ do Smiertelnego zatrucia. Jednak substancja ta od dawna wykorzystywana jest w leczeniu niekonwencjonal-
nym roznych schorzen. Okoto potowy XX wieku rozpoczeto intensywne badania nad wplywem amigdaliny na ograniczenie rozwoju
chorob nowotworowych u ludzi i zwierzqt. Przez dlugi czas amigdalina pozostawata zwigzkiem bardzo kontrowersyjnym, o niejed-
noznacznie pozytywnym dziataniu. Niestety badania przeprowadzone w ubieglym wieku najprawdopodobniej obarczone sq wieloma
bledami zastosowanej metodyki, ktora miedzy innymi nie brata pod uwage zachodzenia procesu epimeryzacji amigdaliny. Dostrzec
mozna réwniez inne bledy, ktore sktaniajq do ponownej oceny przydatnosci amigdaliny w lecznictwie. Przeprowadzone w ostatnich
latach badania w uktadach in vitro potwierdzajq aktywnosé przeciwnowotworowq amigdaliny, w tym jej zdolnos¢ do ograniczenia
proliferacji i wywolania apoptozy. Przy czym, wskazuje sie na nieco odmienng reakcje poszczegolnych badanych typow komorek
na dziatanie amigdaliny. Zjawisko to moze sugerowac prawdopodobne, wybiorcze dziatanie amigdaliny w odniesieniu do réznych
typow komdorek nowotworowych.

Stowa kluczowe: amigdalina, cyjanowoddr, terapia przeciwnowotworowa

Wstep

z rodziny Meczennicowatych (Passifloraceae Juss.

Amigdalina — organiczny zwiazek z grupy gli-
kozydéw — po raz pierwszy zostata wyizolowana
w 1830 roku przez Robiqueta i Boutrona-Charlarda.
Jej obecnos¢ zidentyfikowano w nasionach wielu
owocow (tab. 1) (1, 2). Wiasciwosci amigdaliny przed-
stawiono w tabeli 2.

Substancja ta jest kojarzona przede wszyst-
kim z rodzing Rézowatych (Rosaceae Juss.), jed-
nak mozna wyizolowa¢ ja takze z tkanek roslin

ex Kunth in Humb.). Jej naturalna funkcja, po-
dobnie jak i innych zwiazkéw cyjanogennych, jest
ochrona ro§lin przed owadami oraz wiekszymi
roS$linozercami, albowiem, produktem jej rozpadu
jest cyjanowodor; z 1 g amigdaliny moze uwolnid
si¢ 59 mg HCN (1). Niezhydrolizowana amigdalina
nie wykazuje szkodliwego dziatania. Natomiast,
znaczng toksyczno$cig charakteryzuja si¢ produkty
jej rozpadu (4).
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Tab. 1. Zawarto$¢ amigdaliny w wybranych owocach (1, 2)

Tab. 3. Poréwnanie amigdaliny i letrilu (4)

Owoc llo$¢ amigdaliny Nazwa Definicja oraz wzér chemiczny
Wiénia 1,7 mg/1 g pestek Substancja pochodzenia naturalnego
0 nastepujgcej strukturze:
Grusza nieznana
i ; OH
Pigwa nieznana
'y, \ OH
Morela 3,6-5,2% HO™ -
Brzoskwinia 2,7-3,1% o}
Y OH
Jabtko (sok jabtkowy) ilo$¢ rzedu ppm (E)
. )
Sliwa nieznana Amigdalina \'
o i HO,,
Gorzkie migdaty 3-5% ", o CN
Koniczyna nieznana ‘
. HO ; \O
Fasola nieznana H
. OH
Sorgo nieznana
(2R)-2-fenylo-2-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
L. . . -trihydroksy-6-[((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
Tab. 2. Wiasciwosci amigdaliny (3) -trihydroksy-6-(hydroksymetylo)oksan-2-ylo)-
oksymetylo]oksan-2-ylo]oksyacetonitryl
Cecha Opis
Pdtsyntetyczna pochodna amigdaliny
Wzdr sumaryczny C,,H,,NO,, o nastepujacej strukturze:
Masa molowa 457,42 g/mol HO 0
Posta¢ proszek \(
HO,,
Barwa biata " O CN
. o brak Letril
apac ra
P HO” > o
Smak silnie gorzki OH
. . . . Synteza letrilu wigzata sie bezposrednio
Amlgdallna i letril z nadziejg na zastosowanie go w terapii
. . . przeciwnowotworowej
Czestym btedem, spotykanym w piSmiennictwie oraz
W nazewnictwie preparatéw amigdaliny, jest zamienne Opatentowany preparat sktadajacy sie
. . c s s czesciowo z amigdaliny i letrilu. Wedtug
uzywanie nazw ,,amygdalina” i ,letril”. Tymczasem zapewnien producentéw powinien zawieraé
nazvvy te OdHOSZ Si do dw()ch réZni C Ch Si budOW . . tylkO pochodnq, CZyli letril. Niestety, analizy
Ki . qk ,Q h . h 4 l})] ¢ 4 Letril (Laetrile) dostepnych w sprzedazy preparatéw
czasteczki, zwigzkow chemicznych (tab. 3). nazywanych Laetrile wykazaly, ze zawieraja
Letril (akronim stéw ,,laevorotatory” i ,,mandeloni- one gtéwnie amigdaling zamiast mniej
a7\ : . 7 niebezpiecznego letrilu
trile”) jest pochodna amigdaliny, ktéra zostata zsynte-

tyzowana przez Krebsa w czasie badan nad poszukiwa-
niem mniej toksycznej postaci amigdaliny. W budowie
amigdaliny wystepuje potaczenie dwdch czasteczek
glukozy i mandelonitratu, natomiast w budowie letrilu
wystepuje tylko jedna czasteczka glukozy (tab. 3) (4).

Czesto w piSmiennictwie, w stosunku do mieszaniny
obydwu zwiazkéw chemicznych (amigdalina i letril),
jak i samej amigdaliny stosowane jest btedne okre-
Slenie — witamina B, (4-6). Natomiast w Meksyku,
gdzie znajduje si¢ wiele klinik propagujacych leczenie
za pomoca amigdaliny, dla mieszaniny amigdaliny
i letrilu stosuje si¢ nazwe zwyczajowa letril (5, 7).

Epimeryzacja amigdaliny

Epimeryzacja amigdaliny zachodzi wokét atomu
wegla zwigzanego z reszta fenolu oraz z reszta ni-
trylowa (ryc. 1). Naturalnie wystepujacym epimerem
amigdaliny jest R-amigdalina. W wodnych roztwo-
rach amigdalina podlega konwersji w biologicznie
nieaktywna forme: S-amigdaling (tzw. neo-amig-
dalin¢). Dynamika tej reakcji zalezy w duzym stop-
niu od czystosci i sktadu chemicznego opakowania,
w ktorym przechowywany jest roztwOr amigdaliny.
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Ryc. 1. Epimeryzacja amigdaliny (1)

Czynnikami wplywajacymi na te reakcje sa row-
niez rodzaj rozpuszczalnika, temperatura oraz pH.
Opéznienie epimeryzacji mozna uzyskaé dzigki za-
stosowaniu opakowafn wykonanych z polietylenu.
Dlatego tez sa one zalecane do przechowywania
roztworéw wodnych amigdaliny (1).

Nie obserwuje sie epimeryzacji amigdaliny w czasie
godzinnego gotowania roztworu przy kwasnym pH, go-
towania w naczyniu platynowym, ogrzewania w DMSO
czy ogrzewania w etanolu. Po godzinie ogrzewania
wodnego roztworu amigdaliny w szklanych, nieoczysz-
czanych naczyniach réznych producentéw pozostaje
w nim tylko okoto 35-40% R-amigdaliny (1, 8).

Mieszaning obydwu epimeréw okresla sie jako izo-
amigdaline (5). W sktad preparatéw amigdaliny, ko-
mercyjnie dostepnych w sprzedazy, prawdopodobnie
wchodzi izoamigdalina z przewaga S-amigdaliny, przy
czym w preparatach tych obecne sa rowniez inne pro-
dukty rozpadu amigdaliny w ilo$ci nawet do 5% (1).

Przez dhugi czas, zwlaszcza we weze$niejszych bada-
niach, epimeryzacja amigdaliny w ogdle nie byla rozpa-
trywana (1). Obecnie zwraca si¢ uwage na konieczno$¢

oczyszczania wlasciwego epimeru, a niepowodzenia
i sprzeczno$¢ wynikow we wczesniejszych badaniach
przypisuje sie obecnoSci neo-amigdaliny w uzytych do
badan preparatach (8).

Przeciwnowotworowe wlasciwosci
amigdaliny

Mechanizm dziatania amigdaliny

Amigdaline w charakterze leku przeciwnowotwo-
rowego zastosowano po raz pierwszy w 1845 roku (7).
Od tamtego czasu opracowano wiele prawdopodob-
nych teorii wyjaSniajacych mechanizm przeciwnowo-
tworowego dzialania tego zwiazku chemicznego.

Poczatkowo, toksyczno$é amigdaliny wzgle-
dem komoérek nowotworowych wiazano przede
wszystkim z aktywnoScia enzymu hydrolitycznego
B-glukozydazy, rozszczepiajacej wigzanie pomiedzy
dwoma czasteczkami glukozy. W wyniku jej dzia-
fania powstaja: glukoza, aldehyd benzoesowy oraz
cyjanowodor (3).

Zmiany, jakie zachodza w komdrkach podlegaja-
cych transformacji nowotworowej, zwiagzane z zabu-
rzeniem ekspresji gendéw i pojawianiem si¢ aberracji
chromosomowych, moga prowadzi¢ do podwyzZszenia
poziomu B-glukozydazy, a takze niedoboru rodana-
zy, enzymu odpowiedzialnego za przeksztalcanie
uwolnionych cyjankéw do mniej szkodliwych tio-
cyjankéw. W rezultacie, w komdrkach nowotwo-
rowych nastepuje kumulacja szkodliwych dla nich
cyjankéw (ryc. 2). Jednak, najprawdopodobnie;j
poziom rodanazy w komdrkach nowotworowych
oraz w komorkach prawidlowych jest poréwnywal-
ny. Natomiast B-glukozydaza identyfikowana jest

A
—_—
e
—_
B
i
—_—

Amigdalina lub letril
Nadmierna ilo$¢ enzymaéw
hydrolitycznych
+
Niedobor rodanazy

Uwolnienie duzej ilosci cyjanowodoru
prowadzi do smierci komarki

Amigdalina lub letril

Prawidtowa ilos€ enzyméw
hydrolitycznych
+

Prawidtowa ilo&¢ rodanazy

Komoérka zachowuje homeostaze

Ryc. 2. Mechanizm dziatania amigdaliny i letrilu na komdrki nowotworowe (4)
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w tkankach zwierzecych i ludzkich w §ladowych ilo-
Sciach i skupia si¢ ona gtéwnie w rabku szczotecz-
kowym jelita cienkiego (4).

Wedtug teorii opracowanej przez Krebsa, w komor-
kach nowotworowych wystepuje podwyzszony poziom
enzymu f-glukuronidazy, ktory jest w stanie uwalniaé
cyjanki z letrilu — pochodnej amigdaliny. Jednak po-
ziom tego enzymu w komdrkach nowotworowych oraz
prawidlowych réwniez jest poréwnywalny. Ponadto,
istotny jest tutaj fakt, iz preparaty letrilu zawieraja
duze iloSci amigdaliny, ktora nie moze byc¢ rozkla-
dana przez B-glukuronidaze ze wzgledu na budowe
chemiczna czasteczki (4).

Wedlug innej teorii, amigdaling mozna rozpatry-
wac jako witamine (witamina B,,), ktorej niedobor
moglby przyczyniac sie do zapoczatkowania procesu
nowotworowego. Nie wykazano jednak, aby niedobor
amigdaliny w diecie moglt leze¢ u podstaw rozwoju
awitaminozy. Zatem ostatecznie uznano, ze amigda-
lina nie moze by¢ definiowana jako witamina (4).

Postulowano réwniez, iz mechanizm dziatania
amigdaliny zwigzany z uwalnianiem cyjankéw, cy-
totoksycznych wzgledem komdrek nowotworowych,
moze wyzwala¢ reakcje mobilizujace odpowiedz
immunologiczna organizmu, skierowana przeciwko
patologicznym komérkom (7, 9). Ponadto, prébo-
wano ttumaczy¢ Smieré¢ komoérek nowotworowych
jako nastepstwo zakwaszenia cytoplazmy na skutek
destabilizacji lizosomow (5).

Przypuszcza sig, ze nie tylko produkty rozpadu amig-
daliny, ale i sam niezhydrolizowany wyjSciowy zwigzek
moze mie¢ aktywno$¢ biologiczna. Prawdopodobnie
amigdalina przyczynia si¢ do uniemozliwienia wbu-
dowania do DNA komorek prawidtowych i niepra-
widlowych (3H) tymidyny (2).

Enzymy uczestniczqce w metabolizmie amigdaliny

W rozktadzie amigdaliny udziat bierze
B-glukozydaza, nazywana rowniez emulsyng (3.2.1.21)
oraz B-glukozydaza amigdaliny (3.2.1.117), enzym

o dziataniu zawezonym do amigdaliny i prunazyny.
Obydwa enzymy maja wiele nazw synonimowych (cze-
sto zaleznych od organizmu, w ktérym wystepuja),
przy czym niekiedy sa jednakowe dla obydwu tych
bialek (np. amigdalaza) (tab. 4). Enzymy te wyst¢puja
rOwniez w nasionach, z ktérych pozyskuje sie amig-
daline oraz w powszechnie spozywanych roslinach.
Dlatego tez, spozywanie surowych migdatéw czy pe-
stek moreli moze spowodowad przyswojenie wickszej
ilodci cyjankdw przez organizm ludzki (5, 10, 11).

Metabolizm amigdaliny w duzej mierze uzalez-
niony jest od mikroflory bakteryjnej bytujacej w jeli-
tach organizmu ludzkiego. R6znice osobnicze w jej
sktadzie oraz w jej aktywnoSci enzymatycznej (uza-
leznionej od diety) determinuja wiec indywidual-
na odmienno$¢ reakcji na podanie amigdaliny (12).
Poniewaz B-glukozydazy wytwarzane przez bakterie
przeprowadzaja reakcje rozktadu amigdaliny, zatem
przyjmowanie jej doustnie wiaze si¢ z wickszym ryzy-
kiem uwolnienia cyjankéw i w konsekwencji — zatru-
cia (4, 10, 13). Natomiast B-glukozydazy wystepujace
u ssakow prawdopodobnie przeprowadzajq hydrolize
amigdaliny w inny sposob niz enzymy bakteryjne.
Przypuszcza sie, iz powstaja wowczas inne potprodukty
reakcji (ryc. 3) (2).

Amigdalina podawana droga dozylna w wigkszosci
wydalana jest z moczem, a cyjanowodor nie jest uwal-
niany (4, 10, 13). U myszy, u ktérych zahamowano
rozwoj flory bakteryjnej w jelitach, dawka amigdaliny
w wysokos$ci 300 mg/kg masy ciata, podawana do
zoladka, nie powodowata Smierci gryzoni. Natomiast
w grupie kontrolnej, w ktorej myszy mialy aktywna
flore bakteryjna, SmiertelnoS¢ przy tej samej daw-
ce, podanej ta sama droga, obejmowata 60% zwie-
rzat (10).

Dziatanie cyjanowodoru na organizm

Amigdalina jest tzw. heterozydem, pochodna cu-
krow, ktora na skutek hydrolizy uwalnia nie tylko
substancje cukrowe, ale i inne zwiazki. Istotnym

Tab. 4. Nazewnictwo i wystepowanie enzymow zdolnych do hydrolizy amigdaliny (11)

Enzym Synonimy

Wystepowanie

B-glukozydaza Emulsyna
Amigdalaza
Amigdalinaza

Hydrolaza amigdaliny

Homo sapiens
Prunus dulcis
Bombyx mori
Aspergillus niger

Hydrolaza amigdaliny
Glukozydaza amigdaliny
i wiele innych

i wiele innych Lactobacillus brevis
i wiele innych organizméw nalezacych do wszystkich krélestw
B-glukozydaza amigdaliny Amigdalaza Prunus serotina

Mucor circinelloides
Saccharomycopsis fibuligera
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OH

1, ‘\\\OH
HO/ . B
o} -glukozydaza

7 on B-glukozy .

o}
HO///,, 0 CN
HO ; o /k@ prunazyna

OH
R-amigdalina B-glukozydaza
B-glukozydaza
OH
©)\\\N
mandelonitrat
\/ \ y OH
B-D-glukoza HC==N H
cyjanowodor
aldehyd benzoesowy
rodanaza
tiocyjanki wydalane
z moczem

Ryc. 3. Mozliwe drogi hydrolizy amigdaliny (2)

produktem tego rozktadu jest wspomniany wcze-
$niej toksyczny cyjanowoddr. Spozycie 50-60 gorzkich
migdaléw przez dorosta osobe moze doprowadzié
do $miertelnego zatrucia. Natomiast u dziecka moze
doj$¢ do zatrucia po spozyciu zaledwie 10 pestek.
Zaklada sie, iz w jednym gorzkim migdale zawarty
jest 1 mg cyjanowodoru. Ten niebezpieczny zwigzek
chemiczny jest rowniez obecny w oleju pozyskiwanym
z migdatéw — w iloSci 4% (14).

Objawy i przebieg zatrucia uwolnionym cyjanowo-
dorem sa zindywidualizowane. Zaleza one m.in. od
szybkoSci metabolizowania cyjankdw w organizmie
oraz od zawartosci kwasu solnego i glukozy, ktére
regulujg zdolnos$¢ wchtaniania substancji z przewodu
pokarmowego (14).

Cyjanowodor dysocjuje do jondw cyjanowych.
Rodanaza (siarkotransferaza tiosiarczanowa), be-
daca enzymem mitochondrialnym, przeksztatca jony
cyjankowe do wydalanych z moczem rodankdéw (tiocy-
janianéw) o znacznie mniejszej toksycznos$ci. W orga-
nizmie identyfikuje si¢ wysoki poziom rodanazy, ktéra
cechuje sie znaczna aktywnoScia. Jednak, szybkos¢

katalizowanej przez nig reakcji uzalezniona jest od
dostepnosci siarki (14).

Cyjanki moga by¢ réwniez przeksztalcane do dwu-
tlenku wegla (wydalanego przez pluca wraz z nieprze-
tworzonym cyjanowodorem) i mréwczanéw (usuwa-
nych z moczem) oraz taczy¢ si¢ z cystyna i witaming B ..
Mechanizm toksycznego dziatania jonéw cyjankowych
zwigzany jest ze zdolnoScia cyjankéw do taczenia sie
z jonami zelaza Fe*, co powoduje zakldcenie pro-
ceséw oddechowych komoérek. Dochodzi do zablo-
kowania oksydazy cytochromowej, na skutek czego
komorka nie jest w stanie wykorzystac¢ dostarczonego
jej z krwia tlenu, a krew zylna przyjmuje wyjatkowo
jasna barwe (14).

Jony cyjanowe zaktdcaja funkcje wielu innych en-
zymOw — blokujac je lub wplywajac na ich aktywacje
— jednakze zjawisko to nie odgrywa znaczacej roli
w zatruciu, poniewaz $Smier¢ nastepuje gtownie z po-
wodu niedotlenienia tkanek. Cyjanowoddr wykazuje
réwniez powinowactwo do hemoglobiny i methemo-
globiny. Ponadto, wskazuje si¢ na mozliwo$¢ dziatania
teratogennego i mutagennego cyjanowodoru (14).
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Zahamowanie metabolizmu tlenowego dziata na
komoérki destrukcyjnie, powoduje réwniez zwyrod-
nienie tkanek ukladu nerwowego. Skutkiem zaburzef
w osrodkach nerwowych dochodzi do zmian rytmu
serca (tachykardia). Poczatkowo obserwuje si¢ wzrost
ci$nienia krwi, a nastepnie jego spadek, co moze do-
prowadzi¢ do zapaSci. W zatruciu droga pokarmowa,
na blonie §luzowej zotadka pojawiaja si¢ nadzerki oraz
przekrwienia. Objawy zatrucia maja zréznicowane
nasilenie, zalezne od przyjetej dawki (14).

Zatrucie cyjankami wywotuje: dusznosci, drgawki,
stan splatania, ucisk i b6l w klatce piersiowej, kwa-
sice, nudnoSci 1 wymioty, rozszerzenie Zrenic, utrate
przytomnosci, nastepnie porazenie z mimowolnym
oddaniem katu i moczu prowadzace do zgonu. Skora
pacjenta nabiera wiSniowej barwy (14). W zatruciach
lekkich obserwuje sie: bol gtowy, nudnosci, zaburzenia
mowy oraz rownowagi. Przedluzajaca sie intoksykacja
doprowadza do nasilonych objawdw ostrego zatrucia.
Mate dawki cyjanowodoru moga by¢ na biezaco meta-
bolizowane i usuwane z organizmu, jednakze wywotuja
tzw. mikrouszkodzenia, powodujace béle glowy, dole-
gliwosci ze strony uktadu pokarmowego, zaburzenia
uktadu nerwowego oraz uktadu krazenia, ostabienie
i spadek masy ciala. Dawka Smiertelna cyjanowodoru
wynosi 1 mg/kg masy ciala (14). Potaczenie jonéw
cyjanowych z enzymami jest odwracalne. Jednak po
wyleczeniu obserwuje si¢ u pacjentéw, nawet przez
okres dwdch lat, ogllne ostabienie oraz zaburzenia
mowy i pamieci (14).

Toksycznosc¢ amigdaliny

LD, dla amigdaliny podawanej doustnie wynosi
u szczurdw 0,88 g/kg masy ciata, u myszy po podaniu
dootrzewnowym — 8 g/kg masy ciala, a w iniekcji
dozylnej — 25 g/kg masy ciata. Najwyzsza tolerowana
przez kroliki i psy dawka podawana doustnie wynosi

0,075 g/kg masy ciata, a dozylnie lub domieSniowo
— 3 g/kg masy ciata.

U ludzi dawka tolerowana, po podaniu dozylnym,
szacowana jest na 0,07 g/kg masy ciala. Przyjmowanie
doustnie dawek 0,6-1 g dziennie moze nie powodowac
zatrucia (10). Najprawdopodobniej jednak wrazliwosé
na amigdaline jest cecha osobnicza, gdyz istnieja
doniesienia o stosowaniu dozylnie dawek 2-9 g/kg
masy ciata (9).

Wsrdd zarejestrowanych przypadkdw zatrué amig-
daling wyr6zni¢ mozna zatrucia ciezkie i Smiertelne,
w tym przypadkowe — po spozyciu tej substancji przez
dzieci (tab. 5).

Publikacje dotyczqce przeciwnowotworowego dziatania
amigdaliny

Dotychczas wielokrotnie badano wptyw amigdaliny
na szereg linii komérkowych, w tym nowotworowych.
Przeprowadzone eksperymenty dowodza, iz w kul-
turach komoérkowych in vitro amigdalina hamuje
proliferacje komdérek nowotworowych, wywotuje ich
apoptoze, a takze zmniejsza ich zdolno$¢ do przerzu-
tow (8, 9, 13, 15-18).

Efekt przeciwnowotworowego dzialania amigdaliny
analizowano w badaniach in vitro z wykorzystaniem
nastepujacych hodowli komorek ludzkich (tab. 6):
raka pecherza moczowego (linie RT112, UMUC-3
i TCCSUP), niedrobnokomdrkowego raka ptuca (linie
H1299 i PA), raka szyjki macicy (linia HeLa), raka
okreznicy (linia SNU-C4), raka prostaty (linie DU145
i LNCaP), biataczki promielocytowej (linia HL-60),
raka piersi (linie MDA-MB-231, MCF-7, Hs578T),
raka nerki (linie A498, Caki-1 i KTC-26), a takze
mysiego chtoniaka (linii P388) (8, 9, 13, 15-20).

W hodowlach komorek raka pecherza moczowe-
go linii RT112, UMUC-3 i TCCSUP, poddanych
dziataniu amigdaliny w stezeniach 1,25-10 mg/ml,

Tab. 5. Przyktady udokumentowanych przypadkow zatrucia amigdaling (2)

Wiek pacjenta

Opis przypadku

Dziecko 11-miesieczne

Smieré¢ po spozyciu 1-5 tabletek zawierajacych 500 mg amigdaliny

Dziecko 2-letnie

Objawy ostrego zatrucia po codziennym podawaniu 500 mg amigdaliny doustnie oraz 3,5 g
w formie lewatywy; objawy wystapity po podaniu drugiej lewatywy w ciagu jednego dnia

Dziecko 4-letnie

Objawy ostrego zatrucia po spozyciu 12 tabletek zawierajacych po 500 mg amigdaliny

Dziecko 4-letnie

Objawy ostrego zatrucia po codziennym spozywaniu 4 tabletek zawierajgcych po 500 mg
amigdaliny oraz 5-10 pestek moreli

Osoba dorosta

Smieré po spozyciu 12 g amigdaliny

Osoba dorosta

Objawy ostrego zatrucia po spozyciu 9 g amigdaliny w celu popetnienia samobdjstwa

Osoba dorosta

Objawy ostrego zatrucia u osoby dorostej, ktora spozyta jednorazowo 6-9 g amigdaliny
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Tab. 6. Efekty dzialania amigdaliny na komdrki nowotworowe w warunkach in vitro (8, 9, 13, 15-20)

Linie Testowane
v:(;’k'gg;(é‘g:e ars;:%z;;:zy Zaobserwowane efekty dziatania amigdaliny Pi$miennictwo
do badan (mg/ml)
Rak pecherza moczowego
RT112 Ograniczone zdolnosci proliferacyjne, apoptoza, wzrost liczby komorek w fazie
UMUC-3 1,25-10 GO/G1, spadek poziomu ekspresji cdk1, cdk2, wptyw na szlak sygnatowy (15)
TCCSUP kinazy mTOR. Spadek poziomu ekspresji cdk4 w linii RT112 i TCCSUP.
RT112 Ostabienie zdolnoéci do adhezji do komdrek srédbtonka naczyn oraz do
UMUGC-3 10 immobilizowanego kolagenu. Zmniejszona zdolno$¢ do migracji w kierunku (19)
TCCSUP medium chemotaktycznego. Wptyw na zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowa
ekspresje integryn.
Niedrobnokomérkowy rak ptuca
2,5-25 w tedcie | Ograniczenie inwazyjnosci i zdolnosci proliferacyjnych komorek. Zmiany
zdolnosci w ekspresji pewnych gendéw na poziomie transkrypciji:
H1299 do proliferacji | — spadek ekspresji f-kateniny, kinaz zwigzanych z integrynami, integryny-p1,
PA integryny-p4, powigzanych ze ztosliwym fenotypem komérek, (16)
25i5 — wzrost ekspresji E-kadheryny,
w kolejnych — spadek poziomu fosforylacji kinazy ogniskowo-adhezyjnej FAK, kinazy
testach biatkowej B (Akt) i Rictor.
Rak szyjki macicy
Uruchomienie programu apoptozy komoérek, najprawdopodobniej przez
szlak wewnatrzpochodny:
Hela 1,25-20 — obnizenie poziomu ekspresji biatka Bcl-2, 17)
— podwyzszenie poziomu ekspresji biatka Bax,
— wzrost aktywnosci kaspazy 3.
Rak okreznicy
Obnizenie poziomu ekspresji wielu gendéw powiagzanych z nastepujacymi
SNU-C4 0.95-5 funkcjami komérki: wzrost, przekazywanie sygnatéw, transkrypcja, cykl (13)
’ komorkowy, apoptoza, odpowiedZ immunologiczna oraz odpowiedz na
stres (m.in. ABCF2, EXO1, FRAP1, MRE11A, TOP1).
Rak prostaty
Zalezne od dawki ograniczenie zywotnosci komorek. Spadek poziomu
DU145 ekspresji genu Bcl-2 na poziomie mRNA i biatka. Wzrost poziomu ekspresji
LNCaP 0,01-10 genu Bax na poziomie mRNA i biatek. Wzrost aktywnos$ci kaspazy 3 przy 9)
wszystkich badanych stezeniach amigdaliny poza najwyzszym (10 mg/ml),
przy ktérym aktywno$¢ ta ulegta obnizeniu.
Biataczka promielocytowa
HL-60 1-10 Ograniczenie zdolnosci proliferacyjnych komérek, powodowanie apoptozy. (8)
Rak piersi
mgﬁ:g’lB'zm Obnizenie aktywnosci proliferacyjnej komorek.
Obnizenie aktywnosci proliferacyjnej komorek. Apoptoza,
25.80 najprawdopodobniej na szlaku zwigzanym z kaspaza 3: (18)
’ — spadek poziomu ekspresji prokaspazy 3,
Hs578T — wzrost poziomu ekspresji biatka Bax,
— spadek poziomu ekspres;ji biatka Bcl-2,
— obnizony poziom ekspresji integryny-o5. Obnizony poziom ekspresji
integryny-a5. Ostabienie zdolno$ci komorek do adhezji.
Rak nerki
Ostabiona zdolno$¢ do adhezji do $rédbtonka naczyn krwionosnych po
Caki-1 2 tyg. Zmniejszona zdolno$¢ do wigzania sie do kolagenu i fibronektyny.
A498 10 Zmniejszona ruchliwo$é komoérek. Zmiana profilu ekspres;ji integryn (20)
KTC-26 xds powierzchniowych. Wzrost ogélnego poziomu ekspresji integryny-o2.
Spadek poziomu ekspresji integryny-a3 i ufosforylowanej kinazy ogniskowo-
-adhezyjnej.
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zaobserwowano spadek liczby komorek w hodowli
wraz z rosngcym stezeniem tej substancji oraz ogra-
niczenie proliferacji komoérek (15). Ponadto badane
komorki, po dwutygodniowej ekspozycji na dziatanie
amigdaliny, zaczely wykazywac cechy typowe dla ko-
morek apoptotycznych. Natomiast nie zaobserwo-
wano cytotoksycznego dzialania badanego zwiazku
chemicznego po 24 godzinach. W badaniach ana-
lizowano réwniez wptyw amigdaliny na ekspresj¢
biatek regulatorowych cyklu komdrkowego, facznie
z tymi, ktére zaangazowane sa w przebieg mitozy.
W przypadku hodowli komérkowych poszczegdlnych
linii zaobserwowano odmienne wzory zmian profilu
ekspresji badanych biatek, przy czym réznice te ob-
serwowane byly takze w zaleznoSci od dlugosci czasu
ekspozycji komoérek na dziatanie badanej substancji.
W poszczegdlnych hodowlach wplyw amigdaliny na
przebieg mitozy byt zr6znicowany, jednak w kazdym
przypadku przejawial si¢ jako czynnik zaklocajacy
prawidtowy podziat komérek. Przypuszcza sie zatem,
iz amigdalina oddziatuje na wiele kluczowych etapow
mitozy (15).

W piSmiennictwie mozna spotka¢ opisy wielu ba-
daf, zaréwno potwierdzajacych, jak i wykluczajacych
korelacje pomiedzy poziomem ekspresji konkretnych
bialek cyklu komérkowego (np. p19, p27) a nasile-
niem procesu chorobowego. Stanowi to niewatpliwy
dowdd zrdéznicowania zmian fenotypowych, jakim
podlegaja komorki ulegajace transformacji nowo-
tworowej. Jednak otrzymane, rozbiezne wyniki badan
nie pozwalaja na ostateczne wyjasnienie mechanizmu
dziatania amigdaliny (15).

Linie komorkowe raka pecherza zostaly rowniez
wykorzystane do badan dotyczacych wptywu amigda-
liny na parametry biochemiczne komoérek. Komorki
hodowane w warunkach in vitro eksponowano na
dziatanie amigdaliny o stezeniu 10 mg/ml i oceniano
zmian¢ wybranych parametréw po uplywie 24 godzin
oraz po uplywie 2 tygodni. Zaobserwowano znaczna
utrate zdolno$ci komérek nowotworowych do adhezji
do komorek Srédbtonka naczyf oraz do immobilizo-
wanego kolagenu. Ponadto, w przypadku komdrek
linii UMUC-3 oraz RT112 po dwutygodniowej eks-
pozycji na dziatanie amigdaliny odnotowano ogra-
niczenie zdolnoSci komoérek do migracji w kierunku
medium chemotaktycznego. Natomiast, w przypadku
komorek linii TCCSUP, zaobserwowano odwrotng
zalezno$¢ — zdolno$¢ komoérek do migracji ulegta
podwyzszeniu (19).

Oddzialywanie komoérek nowotworowych z kolage-
nem odgrywa istotna role w procesie odlaczania sie
komorek od pierwotnego guza oraz w procesie inwazji
tkanek. Badania wykazaly, ze amigdalina zmniejsza

prawdopodobienstwo przedostania si¢ komoérek no-
wotworowych do $wiatta naczyn krwiono$nych oraz do
ich przemieszczania sie¢ w macierzy pozakomorkowej
po opuszczeniu naczynia krwiono$nego. Ponadto
zaobserwowano, ze zdolno$¢ komorek do migracji
korelowata z dtugoscig okresu ekspozycji komérek
na dziatanie amigdaliny (19).

Potencjalne, przeciwnowotworowe dzialanie amig-
daliny badano réwniez w odniesieniu do komorek ludz-
kiego niedrobnokomoérkowego raka phuc linii H1299
1 PA. Przed przystapieniem do zasadniczej czeSci eks-
perymentu, najpierw dokonano selekcji komorek cha-
rakteryzujacych sie zdolnoscig do przerzutow. W tym
celu, do hodowli komérek uzyto dwukomorowych
naczyn hodowlanych z warstwa matrigelu. Po 24 godz.
hodowli zbierano komorki, ktére przedostaty sie do
dolnej komory i ponownie wysiewano je do nowego
dwukomorowego naczynia hodowlanego. Procedure
powtarzano dziesigciokrotnie, co pozwolito uzyskac
komérki o wysoce inwazyjnym fenotypie. Nastepnie,
komorki te poddano dzialaniu amigdaliny w zakresie
stezefi 0-25 mg/ml przez 48 godz. Zaobserwowano
ostabienie zdolnoSci inwazyjnych oraz ograniczenie
proliferacji komoérek (IC, amigdaliny oszacowano na
12,5 mg/ml). Ponadto, odnotowano spadek ekspresji
biatek zwigzanych z inwazyjnym fenotypem komorek,
takich jak B-katenina, kinazy zwiazane z integryna-
mi (ILK), integryna-B1, integryna-34 oraz wzrost
ekspresji E-kadheryny, biatka charakteryzujacego
komorki o przeciwstawnym fenotypie. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wysokie ste-
Zenia amigdaliny efektywnie hamuja proliferacje ko-
morek niedrobnokomorkowego raka ptuc, natomiast
nizsze stezenia ograniczajg inwazyjnoS§¢ tych komorek
i co za tym idzie, zdolno$¢ do przerzutow (16).

W badaniach z wykorzystaniem hodowli komoérko-
wych raka szyjki macicy linii HeLLa zaobserwowano
wplyw amigdaliny na ograniczenie zywotnosci komo-
rek poprzez prawdopodobne uruchomienie wewnatrz-
pochodnego szlaku apoptozy; odnotowano obnizenie
poziomu ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2
oraz podwyzszenie poziomu ekspresji proapoptotycz-
nego biatka Bax i kaspazy 3. U myszy szczepu BALB/c,
ktérym przeszczepiono komoérki Hela, a nastepnie
podawano amigdalinge w dawce 300 mg/kg masy ciata,
zaobserwowano apoptoze przeszczepionych komérek
nowotworowych (17).

Z kolei, w badaniach prowadzonych z wykorzy-
staniem linii komoérkowej raka okreznicy SNU-C4
wykazano cytotoksyczne dzialanie amigdaliny, za-
lezne od wielkoSci dawki. Podczas eksperymentu
hodowle komdrkowe traktowano amigdalina o ste-
zeniu 0,25; 0,5; 2,5 1 5 mg/ml przez okres 24 godz.
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Nastepnie przeprowadzono analize z wykorzystaniem
mikromacierzy cDNA oraz reakcji RT-PCR (reakcja
faficuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja).
Analiza wykazata wpltyw amigdaliny na obnizenie
poziomu ekspresji wielu istotnych genéw powiaza-
nych z: procesami wzrostu komorek, przekazywaniem
sygnatow, transkrypcja, cyklem komorkowym, apop-
toza, odpowiedzia immunologiczng i odpowiedzia
na stres (tab. 7). Niektore sposrdd tych genéw sa
celem lekéw obecnie stosowanych w terapii prze-
ciwnowotworowej (np. kamptotecyna, inhibitor to-
poizomeraz) (13).

Zalezny od dawki cytotoksyczny wplyw amigdali-
ny zaobserwowano réwniez w komorkach raka pro-
staty linii DU145 i LNCaP. Hodowle komo6rkowe
obydwu linii inkubowano w obecno$ci amigdaliny
o stezeniach 0,01; 0,1; 1 oraz 10 mg/ml, przez okres
24 godz. Najsilniejszy efekt cytotoksycznego dziatania
zaobserwowano przy stezeniu wynoszacym 10 mg/
ml amigdaliny. Komérki nowotworowe wykazywaty
cechy morfologiczne charakterystyczne dla komorek
podlegajacych apoptozie (powstawanie ciatek apop-
totycznych, fragmentacja chromatyny). Ponadto, za-
obserwowano obnizenie poziomu ekspresji Bcl-2 oraz
wzrost poziomu ekspresji Bax zaréwno na poziomie
transkrypcji, jak i biatka. Co wiecej, w hodowlach
komoérkowych obydwu linii odnotowano wzrost ak-
tywnosci kaspazy 3 wraz z rosnaca dawka amigdaliny,
przy czym przy najwyzszej dawce zaobserwowano
odwrdcenie zaleznoS$ci, a mianowicie przy stezeniu
amigdaliny 10 mg/ml aktywno$¢ enzymatyczna kaspa-
zy 3 ulegta obnizeniu (9).

Dziatanie amigdaliny, w zakresie stezen 1-10 mg/ml,
na komorki biataczki promielocytowej linii HL-60
w obecnosci lub bez dodatku B-glukozydazy, przyczy-

Tab. 7. Przyktadowe geny oraz ich produkty zaangazowa-
ne w regulacje cyklu komérkowego oraz w mechanizmy
odpowiedzi na stres, ktorych poziom ekspresji ulegt ob-
nizeniu w komoérkach linii SNU-4, poddanych dzialaniu
amigdaliny (13)

Gen Funkcja biatkowego produktu genu

ABCF2 Biatko z grupy transporteréw przenoszacych
czasteczki przez btony biologiczne
Naprawa niesparowanych zasad oraz

EXO1 rekombinacja

FRAP1 Odpowiedz na niedobér sktadnikéw odzywczych
oraz uszkodzenie DNA

MRE11A Kontrola dtugosci telomeréw, rekombinacja oraz
naprawa uszkodzen obu nici DNA

TOP1 Topoizomeraza

nito si¢ do ograniczenia zdolnosci proliferacyjnych
komoérek oraz do uruchomienia w nich programu
apoptozy (8).

Podobne efekty dziatania amigdaliny zaobserwo-
wano takze w hodowlach komorek raka piersi linii
MDA-MB-231, MCF-7 i Hs578T. Oprocz obnizenia
aktywnosSci proliferacyjnej oraz uruchomienia me-
chanizméw zwigzanych z apoptoza, w komdrkach
linii Hs578T odnotowano spadek poziomu ekspresji
integryny-a5 oraz ograniczenie zdolnosci tych komé-
rek do adhezji (18).

Analizowano réwniez wptyw amigdaliny na komor-
ki raka nerki linii A498, Caki-1 1 KTC-26. W badaniu
tym wykorzystano réwniez ludzkie komorki §rod-
btonka zyly pepowinowej (HUVECs), wyizolowane
ze sznura pepowinowego. Komoérki nowotworowe
traktowano amigdaling w stezeniu 10 mg/ml przez
24 godz. oraz przez 2 tyg. Juz po 24 godz. komérki
linii Caki-1 wykazywaly ostabiona zdolnos$¢ do adhe-
zji do §rédbtonka naczyf krwiono$nych, a po 2 tyg.
komorki wywodzace sie ze wszystkich trzech linii
wykazywaly taka ceche. Zmniejszyta si¢ réwniez ich
zdolno$¢ do wiazania sie do kolagenu i fibronektyny
oraz ich ruchliwo$¢. Ponadto, zaobserwowano zmiang
profilu ekspresji integryn na powierzchni komérek.
Odnotowano ogdlny wzrost ekspresji integryny-a.2,
spadek ekspresji integryny-a3 i pFAK oraz wiele
innych zmian, charakterystycznych dla danej linii
komorkowej (20).

Przytoczone powyzej przyklady badan potwierdzaja
wlasciwosci antyproliferacyjne amigdaliny w stosunku
do komédrek nowotworowych w hodowlach in vitro.
Obnizenie liczby komorek nowotworowych oraz od-
dzialywanie na procesy interakcji komorek ze sktad-
nikami macierzy pozakomoérkowej moze sugerowac
wplyw amigdaliny na ograniczenie zdolnoS$ci inwazyj-
nych omawianych komorek. Liczne przyklady potwier-
dzaja wigksza efektywnoS$¢ dziatania amigdaliny wraz
ze wzrostem jej stezenia. Co wigcej, im dluzszy byt
czas ekspozycji komoérek na dzialanie amigdaliny, tym
jej skutki oddziatywania byly silniejsze. Aczkolwiek,
jednocze$nie moze temu towarzyszy¢ zjawisko zaniku
wrazliwos$ci pewnych biatek (np. kinazy cyklino-zalez-
nej 2) na t¢ substancje (19).

Wplyw amigdaliny na rézne typy komdrek nowo-
tworowych, hodowanych w warunkach in vitro, nie jest
jednakowy, a mianowicie komorki poszczegdlnych linii
prezentuja odmienne wzory zmian profiléw ekspres;ji
wielu bialek, w tym uczestniczacych w regulacji cyklu
komérkowego. W niektdrych przypadkach komor-
ki nowotworowe eksponowane in vitro na dzialanie
amigdaliny wykazuja wyzsza aktywnos¢ proliferacyjna
oraz potencjal inwazyjny. Takie przyktady wydaja si¢

(290

[ Postepy Fitoterapii 4/2016 ) )




Aktywno$¢ przeciwnowotworowa amigdaliny

wykluczaé¢ mozliwos¢ zastosowania amigdaliny jako
potencjalnego Srodka przeciwnowotworowego. Zatem
istotne jest bardzo doktadne poznanie mechanizméw
zachodzacych w komdrkach nowotworowych podda-
nych dziataniu amigdaliny, aby mozliwe byto precy-
zyjne ustalenie, w przypadkach ktérych nowotworéw
oraz ich stadiow rozwoju amigdalina faktycznie be-
dzie spetniala role czynnika przeciwnowotworowego,
aw ktorych bedzie wrecz sprzyjata rozwojowi choroby.
Prawdopodobnie, znaczna role w sposobie oddziaty-
wania amigdaliny na komorki nowotworowe odgrywa
zjawisko powstawania opornoSci na te substancje
w trakcie jej stosowania. Przypuszcza si¢, ze opor-
no$¢ ta moze by¢ zwigzana ze zmianami w obrebie
powierzchniowych receptoréow dla integryn, ktorych
poziom ekspresji moze ulegaé¢ znacznym zmianom,
w zaleznosci od typu komorek nowotworowych oraz
od stadium zaawansowania ich zdolnoSci do inwazji
i przerzutéw (19).

Podsumowanie

Amigdalina nalezy do zwiazkéw chemicznych
pochodzenia roSlinnego, ktéry od wielu lat wzbu-
dza liczne kontrowersje. Historia jej zastosowania
w lecznictwie siega potowy ubiegtego wieku. Od ok.
1957 roku prowadzone sa badania nad jej wlasciwo-
Sciami leczniczymi, chociaz przeglad prac naukowych
z wezedniejszego okresu badan, dotyczacych przeciw-
nowotworowego dziatania amigdaliny, ujawnia liczne
braki w obrebie istotnych informacji dotyczacych
m.in. cofania si¢ objawow choroby, stanu pacjentow
przed rozpoczeciem leczenia, struktury podawa-
nego zwiazku, metod jego pozyskania i oczyszcza-
nia. Ponadto, niejasnosci zwigzane z nomenklatura
stwarzaja podejrzenie, iz zamiast amigdaliny czesto
podawano pacjentom inne zwigzki chemiczne (5).
Dlatego tez, wiele wczesSniejszych badan sprawiato
wrazenie braku wtaSciwoSci przeciwnowotworowych
amigdaliny.

Dopiero w ostatnich latach amigdalina ponownie
zaczela cieszy¢ sie zainteresowaniem wSrod duzej
grupy badaczy. Kierujac si¢ zasadami dobrej praktyki
laboratoryjnej, odnotowano szereg pozytywnych wia-
Sciwosci tego zwiazku chemicznego, m.in. korzystny
wplyw na uktad krwionos$ny, oddechowy, pokarmowy
i immunologiczny. Ponadto, wykazano jego dziatanie
przeciwmiazdzycowe, przeciwastmatyczne, przeciw-
kaszlowe, zapobiegajace zwtdknieniu ptuc, przeciwza-
palne, przeciwbo6lowe i immunomodulujace (10).

Liczne badania przeprowadzone w warunkach in
vitro potwierdzaja aktywnoS¢ przeciwnowotworowa
amigdaliny, w tym jej zdolno§¢ do ograniczania pro-
liferacji i wywolywania apoptozy. Jak dotychczas,

nie udowodniono réznicy w iloSci enzyméw zaan-
gazowanych w reakcje hydrolizy amigdaliny pomie-
dzy komoérkami prawidlowymi a nowotworowymi.
Aczkolwiek, wyniki wielu badan wskazuja na nieco
odmienna reakcje poszczeg6lnych badanych typow
komoérek na dziatanie amigdaliny. Zjawisko to moze
wskazywac na prawdopodobne, wybidrcze dziatanie
amigdaliny w odniesieniu do réznych typéw komorek
nowotworowych.

Przyktadowo, analiza wptywu amigdaliny na komor-
ki raka pecherza w hodowlach in vifro wykazala, ze
liczba komé6rek wchodzacych w stan wezesnej apop-
tozy powoli rosta dopiero po dtugim czasie ekspozycji
komorek na dziatanie amigdaliny (2 tyg.) (15). Krotki
czas dzialania tej substancji na komorki nowotworowe
przyczyniat si¢ jedynie do ograniczenia aktywnoSci
proliferacyjnej, ktora nie byla spowodowana cytotok-
sycznym dziataniem amigdaliny, lecz silnym wptywem
na czynniki regulujace przebieg cyklu komorkowego.
Z kolei w badaniach dotyczacych wplywu amigdaliny
na komorki raka prostaty in vitro zaobserwowano, po
24-godz. inkubacji, znaczng aktywacje kaspazy 3, kt6-
rej towarzyszyt spadek poziomu biatka Bcl-2 i wzrost
poziomu biatka Bax (15).

Tak wigc, prawdopodobnie amigdalina wykazuje
nieco odmienne spektrum oddziatywania na komérki
réznych typéw nowotwordw, a Smier¢ komoérek moze
by¢ wynikiem nieco innych korelacji pomiedzy czynni-
kami biorgcymi udziat w mechanizmach regulujacych
to zjawisko.

Z przedstawionych powyzej badan wynika, ze amig-
dalina jest do$¢ interesujacym zwigzkiem pochodzenia
naturalnego, ktéry moze byc rozpatrywany jako poten-
cjalna substancja o dzialaniu przeciwnowotworowym
lub jako element profilaktyki przeciwnowotworowe;j.
Niemniej, w celu doktadnego okreSlenia jej potencjatu
przeciwnowotworowego konieczne jest przeprowadze-
nie dalszych badan uwzgledniajacych szerokie spek-
trum réznych typéw komorek, zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo.
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