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Badanie aktywnosci cytostatycznej frakcji laktonowej
Alchemilla pastoralis Bus.

UccnepoBanue LUTOCTATMYECKON AKTUBHOCTH JAKTOHOBOJ (ppaKIpsca
Alchemilla pastoralis Bus.

Investigations in the Cytostatic Activity of Lacton Fraction
of Alchemilla pastoralis Bus.

Alchemilla pastoralis B us. dostarcza surowca zielarskiego rzadko obecnie uzy-
wanego w lecznictwie w postaci ziela, zawierajgcego garbniki i substancje gorzkie
(I). W r. 1974 firma Gradstein Irene Fr, Demande (2) patentuje preparat dermatolo-
giczny, w skiad ktorego wchodzi wyciag z przywrotnika.

Badania skriningowe wyciagéw z ziela Alchemilla micans Bus. a zwlaszcza
wyciggu acetonowego, wskazuja na wysokg aktywnos$é cytostatyczna i sugeruja
poszukiwanie laktonéw (3, 4) w rodzaju Alchemilla. Dane te uzasadniajg poszu-
kiwanie frakcji czynnych cytostatycznie w zielu przywrotnika pasterskiego.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowilo wysuszone ziele przywrotnika w iloéci 1523 g.
Izolowanie frakeji laktonowej przeprowadzono wedlug metody Mabryego (5).
Rozdrobniony surowiec odttuszczono w aparacie Soxhleta dwusiarczkiem wegla, na-
stepnie ekstrahowano w aparacie Soxhleta chloroformem, Ekstrakt chloroformowy
odparowano do sucha w wyparce prozniowej. Sucha pozostalo§é rozpuszczono w
500 cm? etanolu absolutnego i zmieszano z 550 cm3 4% wodnego roztworu octanu
olowiowego. Po 24 godz. wytracony osad odsaczono przez bibule filtracyjng. Z
przesaczu w wyparce prozniowej usunieto etanol, po czym odttuszczono dodatkowo
eterem naftowym. Nastepnie wymyto wyczerpujaco chloroformem. Ekstrakt chloro-
formowy odparowano w wyparce prézniowej do sucha. Otrzymano 4,450 g suchej
pozostatosci — frakeja laktonowa (5, 6).

Analizg jakosSciowa otrzymanych laktonéw wykonano za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym G Merck (7). Badania przeprowadzono
jednoczesnie w 2 ukladach rozpuszczalnikow:



108 Anna Sokolowska-Wozniak

I — eter etylowy,

II — chloroform — aceton (9:1).

Do wywolywania chromatograméw zastosowano 5 odczynnikéw selekiywnie
barwigcych laktony (7, 8):

A — 1% metanolowy roztwor rezorcyny + 5% HzPO, (1:1),

B — 2% metanolowy roztwor rezorcyny + 2% H,SO, (1:1),

C — 1% metanolowy roztwor fruktozy + 2% H,SO, (1:1),

D — 0,05 CzZ, F‘eCl;; + 62,5 cz. H3P04+ 37,5 CZ, HzSOq,

E — 0,5% metanolowy roztwor NaNO; + 10% H,SO, (1:1).

Wywolane chromatogramy ogrzewano 2—4 min. w temp. 110°C., Wyniki po-
dano w tab. 1.

Tab. 1. Wyniki chromatografii cienkowarstwowej frakcji laktonéw Alchemilla
pastoralis Bus.
Results of thin layer chromatography of lactons fractions Alchemilla pastoralis

Bus.
7gtervienic plem po spryskaniu
Rf x 190 odezynnikemi ¢
chloroform
eter sceton A B C D E
45 - z r r by L
36 - - - - 3 r
34 - r - sz - b
- 32 2 - - - 4
28 - - - - P b
- 25 T r T % r
22 - P - £ - r
- 20 - - - r br
13 - - p n br br
- 17 - - - r f
- 15 b 2 z r br
- 13 - - £ - szbr
11 - - 8zz azr szbr szf
- 10 P P szr z -
~ 1 - sz szz | szbr -
% - szbr - szf - -
- 4 872 822 szbr P -

Objasnienia: z — zielone, r — rézowe, z — 26Me, f — fioletowe, br — brazowe,
sz — szare, p — pomaranczowe, szbr — szarobrgzowe, szz — szarozielone, szf —
szarofioletowe, szr — szarorbzowe, b — bezowe, n — niebieskie.

Explanation: z — green, r — pink, z — yellow, f — violet, br — brown, sz —
grey, p — orange, szbr — grey-brown, szz — grey-green, szf — grey-violet, szr —
grey-pink, b — beige, n — blue,

‘Do badan aktywnosci cytostatycznej przygotowano roztwory lakionéw o ste-
zeniach: 0,03, 0,05, 0,075, 0,1, 0,3 i 0,3%. Aktywnos$¢ badanych roztworéw okreslano
przy pomocy testu fitobiologicznego Levana (9), wykorzystujac korzenie przy-
byszowe cebulj Allium cepa L., wyrosle w kulturze wodnej. Cebule z korzeniami,
diugosei 1—2 em, dzielono podluznie na polowy, jedng umieszczano w roztworze
{grupa do$wiadczalna), drugg — w wodzie wodociggowej (grupa kontrolna). W tych
warunkach cebule pozostawaly przez 24 godz. Nastepnie badano przebieg mitozy.
Kontrolowano roéwniez trwaloé¢ inhibicyjnego dzialania pcwyzszych roztwordw,
przeprowadzajac 24-godzinng postinkubacje., Badano takze wplyw roztwordéw na
wzrost liniowy korzeni, mierzac ich diugo$é przed doswiadczeniem i po 24 godz.

Lo badan cytologicznych przygotowano preparaty rozgniatane, po 10 dla kaz-
dej grupy doswiadczalnej i kontrolnej. Barwienie przeprowadzono metodg Feul-
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gena (10). Obliczono indeks mitotyczny (IM), wyrazony S$rednia arytmetyczng ze
$Srednim bledem dla kazdej serii badan, oraz IMs, czyli warto$¢ stezenia roztwo-
row, ktore obnizaja o 50% iloSé podzialdw mitotycznych w porownaniu z kontro-
g (11).

Wyizolowane laktony z ziela Alchemilla pastoralis B us, poddano probie sma-
kowej na zawartoi¢ goryczy (FP IV).

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki chromatografii cienkowarstwowej izolowanej frakeji z ziela
Alchemilla pastoralis B us. wskazujg na obecnos¢ w niej laktonow. Na
chromatogramach, wywolanych odczynnikami selekiywnie barwigcymi
laktony, otrzymano co najmniej 10 plam o réznym zabarwieniu, wska-
zujgeych na ich laktonowy charakter (tab. 1). Przeprowadzone badania
smakowe (FP IV) na zawartos¢ goryczy daly negatywne wyniki. Mozna
wiec przypuszczaé, ze otrzymane substancje nie sa laktonami gorzkimi.

Zbadano antymitdtyczne wlasciwosei laktondw, stosujac- wodne roz-
twory o stezeniach: 0,03, 0,05, 0,075, 0,1, 0,3, 0,5%. Na podstawie przepro-
wadzonych obserwaciji stwierdzono, ze laktony hamujg wzrost liniowy oraz
wywoluja zaburzenia w podzialach mitotycznych. Korzenie przybyszowe
Allium cepa L., inkubowane przez 24 godz. w badanych roztworach, nie
zmienily swojej barwy ani turgoru. Wystapilo natomiast bardzo wyraz-
ne zahamowanie wzrostu korzeni na dlugosé, tym wieksze, im wyzsze
bylo stezenie (tab. 2). Dzialanie antymitotyczne laktonéw réwniez zale-
zalo od stezenia roztworow, w miare jego zwickszania bowiem obnizal
si¢ indeks mitotyczny (tab. 2).

Najmniej aktywne okazalo sie najnizsze stezenie laktondéw — 0,03%.
Zahamowanie przyrostu korzeni wynosilo 45%, a mitoz — 9%. Obrazy
wszystkich figur mitotycznych byly prawidlowe, nie odbiegajace od kon-

Tab. 2, Wplyw laktonéw z ziela Alchemilla pastoralis Bus,- na wzrost liniowy
(a) i podzialy mitotyczne (b) w korzeniach Allium cepa L.
The effect of lactons from the herb Alchemilla pastoralis Bus. on the linear
growth (a) and mitotic division (b) in roots of Allium cepaz L.

StezZenie | Przyrost . Procent zahsmowznis
roztworu | korzeni, X, .

% cm i a . b
¢,c36 | 9,62 6,70 *. 2,07 45 9
0,050 0,51 4,98 + 2,8 57 »

. 0,075 9,45 5,84 * 0,99 63 64
9,100 2,12 1,62 * 0,87 B s
0,300 0,09 0,57 = 0,16 83 1
0,5% 0,92 |} -~ -1 97 102

“woda 1,13 ] 7,36 2,06 r

TG, 90,0602 = 0,0605
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trolnych. Réwniez przy stezeniu 0,05% zahamowanie przyrostu korzeni
wynosito 57%, a zahamowanie mitoz 30%. Wickszg aktywnos¢ wykazal
roztwor o stezeniu 0,075%. W grupie tej procent zahamowania przyrostu
liniowego korzeni cebuli wynosit 63, a hamowania mitoz 64. W prepara-
tach mikroskopowych wiekszo$¢ stadidéw podzialowych pozostawala nie
zmieniona. Tylko sporadycznie wystepowaly figury, ktérych wyglad réz-
nit si¢ od kontrolnych. Spotykano anafazy z charakterystycznymi most-
kami chromosomowymi.

Roztwér 0,1% hamowal juz wzrost korzeni o 78%, wyraznie wzrost
réwniez procent hamowania mitoz do 77. Preparaty mikroskopowe tej
grupy wykazujg zaburzenia w przebiegu podzialow mitotycznych, prze-
jawiajace sie zmienionymi obrazami stadiow podzialowych. Obserwowane
zaburzenia obejmowaty poszczegdlne etapy mitozy. W profazie wystepo-
waly czesto chromosomy skrocone i pogrubiale, natomiast w metafazie
zdarzala sie fragmentacja i skrocenie chromosoméw (ryc. la). Najwiece]
bylo widocznych zaburzen w anafazie, spowodowanych najczeSciej za-
kléceniami wrzeciona kariokinetycznego (12). Wynikajace z tego niepra-
widlowosci dawaly obrazy zwane tropokineza. Obserwowano zmienione
obrazy anafazy, wynikajgce z niewlasciwego ulozenia chromosomow,
<wane pseudoanafazg.

Wysoky aktywnoscig odznaczal si¢ roztwor o stezeniu 0,3% laktondw.
Stwierdzono, ze 24-godzinne dzialanie tego roztworu zahamowalo przy-
rost korzeni na dlugos¢ — 88%, a mitoz — 91%. W preparatach tej gru-
py pojawily sie bardzo licznie komorki dwujadrowe polgczone ze soba,
dajge obraz pseudomitozy (ryc. lc). Ich obecnoé¢ $wiadezy o zakloce-
niach w przebiegu cytokinezy. Spotykano telofazy z mostkiem chromo-
somowym oraz skrocone i pogrubiale chromosomy w profazie (ryc. 1b).

Najaktywniejszym z badanych roztwordow laktondéw okazal sie roz-
twér 0,5%, w ktorym wzrost korzeni ulegt zahamowaniu w 97%. W pre-
paratach cytologicznych stwierdzono calkowity brak podziatow, wystepo-
waly jedynie komoérki dwujgdrowe.

Sprawdzono trwato$é inhibicyjnego dzialania stezen: 0,075, 0,1, 0,3%,
przenoszac cebule “po 24-godzinnym dzialaniu roztworu na nastepne
24 godz. do wody wodociagowej. Okazalo sie, Ze korzenie inkubowane
uprzednio w roztworach 0,075 i 0,1% odzyskiwaly zdolnos¢ do wzrostu
i podzialéw. Indeksy mitotyczne bylty tu podobne jak w grupach kontrol-
nych, a stadia mitotyczne — normalne, bez zaburzen. Roztwoér 0,3% pro-
wadzil do zmian trwalych, nie stwierdzono podzialéw po 24-godzinnej
postinkubacji w wodzie. '

Obliczona wartos¢ IM,, wynoszaca 0,0602—0,0605, wskazuje, jakie
roztwory badanej frakeji laktonowej powodujg obnizenie mitoz o 50%.
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SUMMARY .

A fraction in which the presence of lactones was revealed chromatographically
was isolated from the herb Alchemilla pastoralis Bus. The influence of this
fraction on a linear growth of roots and mitosis course in meristems of Allium cepa
L. was investigated. It was proved that this fraction inhibited the growth of roots
and mitosis fissions, and in higher concentrations it additionally disturbed <he
mitosis course. ‘









