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

Saponiny sg zwigzkami wystepujacymi u wielu gatunkéw roslin (3, 6).
Zbudowane sg z czesSci weglowodanowej i aglikonowej. Aglikonem moze
by¢ steryd o 27 atomach wegla lub trojterpen o 30 atomach wegla (2).

Saponiny moga by¢ toksyczne zaréwno dla zwierzat, jak i roslin. Sto-
suje si¢ je w preparatach przeciwgrzybiczych, do zwalczania szkodnikéw,
jako sktadnik lekow itd. (3, 5, 11, 12). Obserwowano zahamowanie wzro-
stu kurczat i niesnosci kur karmionych paszg z duzg zawartoScig sapo-
nin (1). Wedhug Miszustina 1 Naumowej saponina z korzenia
lucerny jest toksyczna dla kietkujgcych nasion bawelny.

Najsilniejsze dzialanie toksyczne saponin zaobserwowano po wprowa-
dzeniu drogg parenteralng (4, 5, 7). Zwiazki te podane per os wykazuja
duzo nizszg toksycznosé, gdyz wchlanianie ich z przewodu pokarmowego
Jest mate (4). Saponiny charakteryzujg sie dzialaniem toksycznym, uszka-
dzajgc narzady migzszowe, gléwnie nerki i watrobe (4, 8). Wykazujg row-
niez silne wlasnoseci hemolityczne.

Niektorzy autorzy sugerujg, ze hemolityczne dzialanie saponin po-
przedza proces ich hydrolizy do wielocukrow i aglikonéow. Segal
i Schlosser (11) uwazajg, ze rozpad saponin powoduje znajdujacy
sie w blonie komoérki erytrocytu enzym glikozydaza, ktéry uwalnia agli-
kony. Aglikony odpowiedzialne za hemolize ljcza sie z cholesterolem,
fosfolipidami i proteinami obecnymi w blonie erytrocytu, zwiekszajac
Jej przepuszczalno$¢, co moze doprowadzi¢ do znacznego uszkodzenia ko-
morki (9, 10). Segal i Milo-Goldweig zaobserwowali, ze inhi-
bitory B-glikozydaz s3 jednoczesnie inhibitorami hemolitycznego dziatania
saponin.
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Stwierdzono, ze najbardziej aktywne z saponin lucerny s3 glikozydy
kwasu medikagenowego, natomiast glikozydy sojasapogenoli odznaczaja
sie znacznie mniejszg aktywnoscig biologiczng (4, 5, 8).

Celem niniejszej pracy bylo przebadanie wplywu saponin lucerny na
morfologig, zywotnos¢, przyrost, gestos¢ i indeks mitotyczny hodowli ko-
morek L.

MATERIAL I METODY

Materialem dos$wiadczalnym byly 24-godzinne hodowle komoérek L. Podlozem
odzywczym dla komoérek byt ptyn Eagle’a (MEM) wzbogacony 10% surowicg cielecy.
Do podloza dodawano réwniez streptomycyne 50 pg/ml i penicyline 100 j/ml po-
zywki.

Zawiesine o stezeniu 5X10* komoérek/ml i zywotnosci ok. 83% wysiewano do
naczyn Leightona. Po uplywie 24 godz. inkubacji w temp. 37°C zmieniano plyn
hodowlany na pozywke z dodatkiem 10, 100 i 200 pg/ml soli sodowej glikozydu
sojasapogenoli, soli sodowej kwasu medikagenowego, glikozydu kwasu medikage-
nowego albo tez na pozywke kontrolng. Do badan indeksu mitotycznego i gestos$ci
populacji hodowle prowadzono na szkietkach nakrywkowych w naczyniach Leigh-
tona. Badania przeprowadzono w 9 seriach, lacznie zalozono 360 hodowli. Komo6rki
hodowano w ciggu 24 i 48 godz.

Celem okre$lenia zmian morfologicznych komoérek L preparaty utrwalono alko-
holem metylowym, barwiono hematoksyling Harrisa oraz eozyna. W tych samych
preparatach obliczano indeks mitotyczny (IM) i gesto$é populacji na szkle. Indeks
mitotyczny obliczano na podstawie ilo$ci podzialdéw przypadajacych na 1000 ko-
morek. Gestosé populacji i indeks mitotyczny komérek L okre$lano w polu widze-
nia mikroskopu przy powiekszeniu 480X. Zywotno$é komérek oceniano po zabar-
wieniu 0,5% roztworem blekitu trypanu i 0,04% czerwieni obojetnej, a przyrost ko-
moérek okres$lano liczac komoérki w komorze Biirkera.

W celu poréwnania wynikéw zastosowano test z2, przyjmujac jako kryterium
znamiennoéci p<<0,05.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Komorki hodowli L. pod wplywem soli sodowej kwasu medikageno-
wego i glikozydu kwasu medikagenowego tracily swéj wrzecionowaty
ksztalt, a ich wypustki ulegaly skrdceniu. Nieznacznie wzrést odsetek
komoérek wielojadrzastych i olbrzymich. Natomiast dodanie soli sodowej
glikozydu sojasapogenoli nie wplynelo na zmiane ksztaltu komoérek L.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najsilniejsze
dzialanie toksyczne wywierala sél sodowa kwasu medikagenowego, obni-
zajgc wskaznik mitotyczny, gestos¢ populacji, zywotnos¢ i przyrost ko-
morek. Saponina ta w stezeniu 10 pg/ml nie powodowala widocznych
zmian w hodowli, natomiast w stezeniu 100 ug/ml i 200 pg/ml hamowala
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namnazanie si¢ komérek oraz ich przezywalnos¢. Liczba dzielgcych sie
komorek w hodowlach do$wiadczalnych byla nizsza o ok. 50% w porow-
naniu z hodowla kontrolng. Zmniejszyla sie rowniez liczba zywych ko-
morek (tab. 1).

Nieznacznie stabsze dzialanie na wskaznik mitotyczny i przezywal-
no$c komoérek wywierat glikozyd kwasu medikagenowego (tab. 2).

Réznice wskaznikéw pomiedzy hodowlg kontrolng a zawierajgcg sol
sodowy glikozydu sojasapogenoli nie byly znamienne statystycznie (tab. 3).

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono publikacji na temat wply-
wu saponin na hodowle komoérkowe lub tkankowe. Natomiast jest ‘wiele

prac nad dzialaniem saponin na bakterie, grzyby, a przede wszystkim
na zwierzeta (1, 4, 11, 12).

Tab. 1. Wplyw soli sodowej kwasu medikagenowego na hodowle komoérek L
Influence of medicagenic acid sodium salt on L-cells cuiture
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Roznice statystycznie znamienne w stosunku do kontroli: * p<0,01, ** p<0,001.
Statistically significant differences in relation to control: * p<0.01, ** p<0.001.

Tschesche i Wulff (12) zaobserwowali, ze z 15 przebadanych
przez nich saponin cyklamina i primulina wykazywaly przeciwgrzybicze
1 bakteriostatyczne wlasnosci. Pedersen i wsp. (2) stwierdzili, ze sa-
poniny soi hamujg wzrost grzyba Trichoderma sp. Segal i Schlds-
ser (11) zaobserwowali, ze hederyna, digitonina i tomatyna powoduja
uszkodzenie blony komdrek grzybow Botritis cinera i Rhizoctonia solani.
Natomiast cyklamina wyraznie uszkadzala blony komoérkowe grzyba Rhi-
zoctonia solani, ale nie wptywala na zmiane przepuszczalnosci blon grzyba
Botritis cinera.
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Tab. 2. Wplyw glikozydu kwasu medikagenowego na hodowle komoérek L
Influence of medivagenic acid glycoside cn L-cells culture
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Roznice statystycznie znamienne w stosunku do kontroli: * p<0,01, ** p<0,001.
Statistically significant differences in relation to the control: * p<<0.01, ** p<
<0.001.

Tab. 3. Wptyw soli sodowej glikozydu sojasapogenoli na hodowle komoérek L
Influence of sovasapogenol glycoside sodiwm salt on L-cells culture
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W licznych pracach dotyczacych dzialania saponin zawartych w paszy
wykazano wyraznie negatywny wplyw na rozwoj hodowli zwierzat (1,
6, 8).

Wedlug Andersona i wsp. (1), zawartos¢ saponin w karmie prze-
kraczajaca 0,2% wplywala hamujaco na wzrost i produktywnos¢ zwie-
rzat jednozotadkowych.

Badania nasze wykazaly, ze saponiny zawierajgce kwas medikageno-
wy w stezeniu 100 pg/ml powodujg wyrazne zmiany, a 200 pg/ml —
zahamowanie rozwoju komorek i czesciowe zniszczenie hodowli. Nato-
miast s6l sodowa glikozydu sojasapogenoli, nie zawierajaca kwasu medi-
kagenowego, nawet w stezeniu 200 pg/ml tylko nieznacznie obniza zy-
wotno$é, indeks mitotyczny, gestosc i przyrost komérek. Przy czym réz-
nice tych wartosci po 48 godz. dzialania saponiny w poréwnaniu z kon-
trolg zblizaja sie do réznic znamiennych: p<<0,05.

Modelem doswiadczalnym w przeprowadzonych badaniach byly ko-
morki zwierzece hodowane in vitro. W dostepnych pracach eksperymen-
talnych nad toksycznoscig saponin nie znaleziono zastosowania podobnego
modelu dos$wiadczalnego. Z przedstawionych badan wynika, ze najbar-
dziej toksyczne z saponin lucerny s3 te, ktore w czesci aglikonowej za-
wieraja kwas medikagenowy. Obserwacje te pokrywaja sie z doniesie-
niami innych autoréw, ktérzy badali dzialanie saponin na innych mode-
lach doswiadczalnych (4, 5, 8).

WNIOSKI

1. Najbardziej toksycznie na komorki L dziala so6l sodowa kwasu me-
dikagenowego oraz glikozyd kwasu medikagenowego.

2. S6l sodowa glikozydu sojasapogenoli, nie zawierajaca w czesSci agli-
konowej kwasu medikagenowego, nawet w duzym stezeniu nie wywiera
toksycznego dzialania na komérki L in vitro.

Wyrazam podzickowanie drowi Marianowi Jurzy$cie z Zakladu Biochemii i Fi-
zjologii Ro$lin IUNG w Putawach za udostepnienie preparatéw saponin.
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PE3IOME

K kyabType knetok L. pobaBuay canmoOHMH JIOUEPHbI KOHueHTpanunu 10, 100,
200 ur/ma. Conb HaTpUA MEAMKAare€HHOM KUCIOTHI U TIAMKO3UA ITOR KE KUCIOTHI BbI-
3BaJM 3HAMEHaTeJbHOe CHUMKEeHUWe MIIfleKca, JKU3IHecnocoOHOCTH, MPUPOCTa U TYCTOTHI
kJeTok L. Coab HAaTPUA TNIMKO3UAA COACANOTEHONA He BbI3BaJia 3aMeTHBLIX W3MEeHeHUM!
B KyJbType KJeTOK L. Ha ocHOBaHuMM npoOBeNE€HHBLIX WUCCJIE€AOBaHMI CJIE€AYyeT INoxn-
YepPKHYTb, MTO CANOHMHbI, cONepIallue B arjJIMKOHHOM YaCTU MEAUKAreHHYI KUCIO-
Ty, OKa3bIBalIOT TOKCU'IECKOE NEUCTBME KaK Ha KYJNBLTYPB! KJETOK, TaK U Ha OPTaHU3MbI
pacTeHUN M HUBOTHBIX.

SUMMARY

Alfalfa saponins in the concentration 10, 100, 200 pg/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 cell cultures. The saponins which have medicagenic acid in aglyconic part have
caused toxic changes in cell cultures as well as in the plants and the animals.



