
ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA

LUBLIN — POLONIA
VOL. XXXVIII, 14 SECTIO C 1983

Instytut Biologii UMCS 
Zakład Biologii Komórki

Maria SŁOTWlNSKA

Wpływ saponin lucerny na hodowle komórek L in vitro

BjiMHHMe canoiimia juonepubi na KyjibTypy KJieTOK in nitro

The Effect of Alfalfa Saponins on L-cells Culture in nitro

Saponiny są związkami występującymi u wielu gatunków roślin (3, 6). 
Zbudowane są z części węglowodanowej i aglikonowej. Aglikonem może 
być steryd o 27 atomach węgla lub trójterpen o 30 atomach węgla (2).

Saponiny mogą być toksyczne zarówno dla zwierząt, jak i roślin. Sto­
suje się je w preparatach przeciwgrzybiczych, do zwalczania szkodników, 
jako składnik leków itd. (3, 5, 11, 12). Obserwowano zahamowanie wzro­
stu kurcząt i nieśności kur karmionych paszą z dużą zawartością sapo­
nin (1). Według Miszustina i Naumowej saponina z korzenia 
lucerny jest toksyczna dla kiełkujących nasion bawełny.

Najsilniejsze działanie toksyczne saponin zaobserwowano po wprowa­
dzeniu drogą parenteralną (4, 5, 7). Związki te podane per os wykazują 
dużo niższą toksyczność, gdyż wchłanianie ich z przewodu pokarmowego 
jest małe (4). Saponiny charakteryzują się działaniem toksycznym, uszka­
dzając narządy miąższowe, głównie nerki i wątrobę (4, 8). Wykazują rów­
nież silne własności hemolityczne.

Niektórzy autorzy sugerują, że hemolityczne działanie saponin po­
przedza proces ich hydrolizy do wielocukrów i aglikonów. S e g a 1 
i Schlósser (11) uważają, że rozpad saponin powoduje znajdujący 
się w błonie komórki erytrocytu enzym glikozydaza, który uwalnia agli- 
kony. Aglikony odpowiedzialne za hemolizę łączą się z cholesterolem, 
fosfolipidami i proteinami obecnymi w błonie erytrocytu, zwiększając 
jej przepuszczalność, co może doprowadzić do znacznego uszkodzenia ko­
mórki (9, 10). Segal i Milo-Goldweig zaobserwowali, że inhi­
bitory |3-glikozydaz są jednocześnie inhibitorami hemolitycznego działania 
saponin.
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Stwierdzono, że najbardziej aktywne z saponin lucerny są glikozydy 
kwasu medikagenowego, natomiast glikozydy sojasapogenoli odznaczają 
się znacznie mniejszą aktywnością biologiczną (4, 5, 8).

Celem niniejszej pracy było przebadanie wpływu saponin lucerny na 
morfologię, żywotność, przyrost, gęstość i indeks mitotyczny hodowli ko­
mórek L.

MATERIAŁ I METODY

Materiałem doświadczalnym były 24-godzinne hodowle komórek L. Podłożem 
odżywczym dla komórek był płyn Eagle’a (MEM) wzbogacony 10% surowicą cielecą. 
Do podłoża dodawano również streptomycynę 50 ąg/ml i penicylinę 100 j/ml po­
żywki.

Zawiesinę o stężeniu 5X10* komórek/ml i żywotności ok. 83% wysiewano do 
naczyń Leightona. Po upływie 24 godz. inkubacji w temp. 37°C zmieniano płyn 
hodowlany na pożywkę z dodatkiem 10, 100 i 200 (ig/ml soli sodowej glikozydu 
sojasapogenoli, soli sodowej kwasu medikagenowego, glikozydu kwasu medikage­
nowego albo też na pożywkę kontrolną. Do badań indeksu mitotycznego i gęstości 
populacji hodowlę prowadzono na szkiełkach nakrywkowych w naczyniach Leigh­
tona. Badania przeprowadzono w 9 seriach, łącznie założono 360 hodowli. Komórki 
hodowano w ciągu 24 i 48 godz.

Celem określenia zmian morfologicznych komórek L preparaty utrwalono alko­
holem metylowym, barwiono hematoksyliną Harrisa oraz eozyną. W tych samych 
preparatach obliczano indeks mitotyczny (IM) i gęstość populacji na szkle. Indeks 
mitotyczny obliczano na podstawie ilości podziałów przypadających na 1000 ko­
mórek. Gęstość populacji i indeks mitotyczny komórek L określano w polu widze­
nia mikroskopu przy powiększeniu 480X. Żywotność komórek oceniano po zabar­
wieniu 0,5% roztworem błękitu trypanu i 0,04% czerwieni obojętnej, a przyrost ko­
mórek określano licząc komórki w komorze Burkera.

W celu porównania wyników zastosowano test z2, przyjmując jako kryterium 
znamienności p<0,05.

OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA

Komórki hodowli L pod wpływem soli sodowej kwasu medikageno­
wego i glikozydu kwasu medikagenowego traciły swój wrzecionowaty 
kształt, a ich wypustki ulegały skróceniu. Nieznacznie wzrósł odsetek 
komórek wielojądrzastych i olbrzymich. Natomiast dodanie soli sodowej 
glikozydu sojasapogenoli nie wpłynęło na zmianę kształtu komórek L.

Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że najsilniejsze 
działanie toksyczne wywierała sól sodowa kwasu medikagenowego, obni­
żając wskaźnik mitotyczny, gęstość populacji, żywotność i przyrost ko­
mórek. Saponina ta w stężeniu 10 pg/ml nie powodowała widocznych 
zmian w hodowli, natomiast w stężeniu 100 ug/ml i 200 pg/ml hamowała
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namnażanie się komórek oraz ich przeżywalność. Liczba dzielących się 
komórek w hodowlach doświadczalnych była niższa o ok. 50% w porów­
naniu z hodowlą kontrolną. Zmniejszyła się również liczba żywych ko­
mórek (tab. 1).

Nieznacznie słabsze działanie na wskaźnik mitotyczny i przeżywal­
ność komórek wywierał glikozyd kwasu medikagenowego (tab. 2).

Różnice wskaźników pomiędzy hodowlą kontrolną a zawierającą sól 
sodową glikozydu sojasapogenoli nie były znamienne statystycznie (tab. 3).

W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono publikacji na temat wpły­
wu saponin na hodowle komórkowe lub tkankowe. Natomiast jest wiele 
prac nad działaniem saponin na bakterie, grzyby, a przede wszystkim 
na zwierzęta (1, 4, 11, 12).

Tab. 1. Wipływ soli sodowej kwasu medikagenowego na hodowle komórek L 
Influence of medicagenic aoid s odium salt on L-cells culture
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Różnice statystycznie znamienne w stosunku do kontroli: * p<0,01, ** p<0,001.
Statistically significant differences to relation to oontrol: * p<0.01, ** p<0.001.

Tschesche i Wulff (12) zaobserwowali, że z 15 przebadanych 
przez nich saponin cyklamina i primulina wykazywały przeciwgrzybicze 
i bakteriostatyczne własności. Pedersen i wsp. (2) stwierdzili, że sa­
poniny soi hamują wzrost grzyba Trichoderma sp. Segal i Schłos- 
ser (11) zaobserwowali, że hederyna, digitonina i tomatyna powodują 
uszkodzenie błony komórek grzybów Botritis cinera i Rhizoctonia solani. 
Natomiast cyklamina wyraźnie uszkadzała błony komórkowe grzyba Rhi­
zoctonia solani, ale nie wpływała na zmianę przepuszczalności błon grzyba 
Botritis cinera.
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Tab. 2. Wpływ glilkiozydu kwasu mediikagenowego na hodowle komórek L 
Influence of meddoageniic acid glycoside on L-cells culture
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W licznych pracach dotyczących działania saponin zawartych w paszy 
wykazano wyraźnie negatywny wpływ na rozwój hodowli zwierząt (1, 
6, 8).

Według Andersona i wsp. (1), zawartość saponin w karmie prze­
kraczająca 0,2% wpływała hamująco na wzrost i produktywność zwie­
rząt jednożołądkowych.

Badania nasze wykazały, że saponiny zawierające kwas medikageno- 
wy w stężeniu 100 ąg/ml powodują wyraźne zmiany, a 200 ąg/ml — 
zahamowanie rozwoju komórek i częściowe zniszczenie hodowli. Nato­
miast sól sodowa glikozydu sojasapogenoli, nie zawierająca kwasu medi­
kagenowego, nawet w stężeniu 200 ąg/ml tylko nieznacznie obniża ży­
wotność, indeks mitotyczny, gęstość i przyrost komórek. Przy czym róż­
nice tych wartości po 48 godz. działania saponiny w porównaniu z kon­
trolą zbliżają się do różnic znamiennych: p<0,05.

Modelem doświadczalnym w przeprowadzonych badaniach były ko­
mórki zwierzęce hodowane in vitro. W dostępnych pracach eksperymen­
talnych nad toksycznością saponin nie znaleziono zastosowania podobnego 
modelu doświadczalnego. Z przedstawionych badań wynika, że najbar­
dziej toksyczne z saponin lucerny są te, które w części aglikonowej za­
wierają kwas medikagenowy. Obserwacje te pokrywają się z doniesie­
niami innych autorów, którzy badali działanie saponin na innych mode­
lach doświadczalnych (4, 5, 8).

WNIOSKI

1. Najbardziej toksycznie na komórki L działa sól sodowa kwasu me­
dikagenowego oraz glikozyd kwasu medikagenowego.

2. Sól sodowa glikozydu sojasapogenoli, nie zawierająca w części agli­
konowej kwasu medikagenowego, nawet w dużym stężeniu nie wywiera 
toksycznego działania na komórki L in vitro.

Wyrażam podziękowanie drowi Marianowi Jurzyście z Zakładu Biochemii i Fi­
zjologii Roślin IUNG w Puławach za udostępnienie preparatów saponin.
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PE3IOME

K KyjibType KJieroK L. jioóaBMJiii canoHWH jnouepHbi KOHueHTpapnn 10, 100, 
200 pr/MJi. Cojib Harpun MeąnKarenHOfi kmcjiotm h rjiMK03MH 3TOfł sce kmcjiotm bw- 
3Bajm 3naMeuaTeJibHoe chmjkchmc MiifleKca, >KM3Hecnoco6HOCTM, npnpocTa u rycroTbi 
kjictok L. Cojib naTpna rjiMKO3njia coacanoreHOJin He Bbi3Bajia 3aMeTHbix M3MeHenMił 
b KyjibType kjictok L. Ha ocuOBaHMM npoBejieHHMx MccjieąoBaHMfł cjieayeT noji- 
uepKHyTb, hto canoHHubi, cojiepiKaiune b arjiMKOHHOfi uacTn MeąMKareHHyio kmcjio- 
Ty, OKa3biBaioT TOKCifiecKoe nefiCTBire kbk Ha KyjibTypbi kjictok, tok m Ha opramnMbi 
paCTeHHfi M ?KMBOTHMX.

SUMMARY

Alfalfa saponins in the concentration 10, 100, 200 gg/ml were administered to 
L-cells culture. The medicagenic acid sodium salt and medicagenic acid glycoside 
have induced significant reduction of mitotic index, viability, growth and density 
of the cells. Instead soyasapogenol glycoside sodium salt caused no visible changes 
in celi cultures. The saponins which have medicagenic acid in aglyconic part have 
caused toxic changes in celi cultures as well as in the plants and the animals.


