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Badanie aktywnosci cytostatycznej frakcji laktonewej Viscum album L.
YccnencBaHMe LMTOCTATUUECKOM aKTMBHOCTYM JIAKTOHOBOM (ppakumuu Viscum album L.

Investigations in the Cytostatic Activity of Lacton Fraction of Viscum album L.

Lecznicze dzialanie jemioly, stosowanej od dawna w medycynie lu-
dowej (24), potwierdzily badania wyciagéw z materialu Swiezego i wy-
suszonego. Ocene wartosci farmakologicznej preparatow z ziela jemioly
przeprowadzili miedzy innymi Samochowiec i wsp. (25) oraz De-
bicka i Wrocinski (14).

Dalsze badania dotyczyly poszukiwania cial czynnych zawartych w
surowcu i warunkujgcych jego wilasciwosci farmakologiczne. Z jemioly
wydzielono wiele frakeji czynnych (10, 17). Juz w r. 1966 Borkowski
(8, 9) donosi o znacznej aktywnosci cytostatycznej i kancerostatycznej
frakeji glikopeptydowej. Antymitotyczne i cytostatyczne dzialanie zwigz-
koéw zawartych w wyciggach z jemioly wykazano metodami cytologicz-
nymi (2, 13) oraz mikrobiologicznymi (21, 22).

Badania Akatrinieja (2), prowadzone na wyciagach oczyszczo-
nych na tlenku glinu, nasuwajg przypuszczenie o niefenolowym charak-
terze czynnych cytostatycznie substancji wystepujacych w jemiole. W
oparciu o prace Krzaczka (18—20) oraz Beckera i Exnera
(3, 6) przeprowadzono poszukiwanie takich substancji. Wedlug metody
Mabryego (23) wyizolowano frakcje laktondéw, ktorej charakter lak-
tonowy potwierdzily wstepne badania chromatograficzne.

7 Annales, sectio D. vol. XXXIX
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MATERIAL I METODY

Izolowanie frakcji laktonowej z ziela jemioly przeprowadzano dwoma sposoba-
mi. Za kazdym razem uiyto 1 kg surowca, ktéry stanowily ulistnione pedy o gru-
bosci do 5 mm (Stipites visci) nastepujgcych podgatunkow:

a) Viscum album L. ssp. album, pasozytujacym na Malus domestica Borb.;

b) Viscum album L. ssp. abietis (Wiesb) Abromeit, pasozytujagcym na Abies
alba Mill,;

¢) Viscum album L. ssp. austriacum (Wiesb.) Vollm., pasozytujacym na Pi-
nus silvestris L.

1. Mabry (23). Rozdrobniony surowiec ekstrahowano na gorgco chloroformem.
Ekstrakt odparowano do sucha w wyparce prézniowej. Suchg pozostato$é rozpuszczo-
no w réwnych wagowo czesciach: 95% etanolu i 4% wodnego roziworu octanu oto-
wiu. Wytracony osad odsgczono. Z przesgczu w wyparce préziniowej odparowano
etanol, a pozostalo$¢é wymyto dokladnie chloroformem. Ekstrakt chloroformowy
osuszano bezwodnym Na,SO, i jak uprzednio odparowano rozpuszczalnik. ,

2. Drozdz (15). Rozdrobniony surowiec ekstrahowano na gorgco metanolem,
zageszczano w Wwyparce prozniowej, rozcienczano wodg, stracano balasty nasyco-
nym roztworem octanu olowiu i saczono. Przesgcz oczyszczano dodatkowo przez
ekstrakcje eterem naftowym, a nastepnie dokiadnie wymywano chloroformem. Da-
lej postepowano jak uprzednio.

W obu przypadkach otrzymywano zZywicowatg pozostalo$¢ z wydajnoscig 0,37—
0,44%, ktora z mieszaniny acetonu i eteru etylowego dawala na wpo6l krystaliczng
mase, o zapachu przypominajacym kamfore. Otrzymane substancje poddano chroma-
tografii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym. G. M er c k (cyt. za 7) w ukladzie
rozpuszczalnikow chloroform—aceton (9:1) i benzen—aceton (9 :1). Do wywolania
chromatograméw zastosowano 5 odczynnikéw selektywnie barwigcych laktony (2):

A) 1% metanolowy roztwoér rezorcyny—+5% HgPO, (1:1);

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

C) 1% metanolowy roztwér fruktozy+2% H,SO, (1:1);

D) 0,05 cz. Fe Clg+62,5 cz. HiPO,+37,5 cz. H,SO, (85%);

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

Spryskane chromatogramy ogrzewano 2—4 min. w temp. 110°C. Wyn1k1 zesta-
wiono w tab. 1.

W celu przebadania aktywnosci cytostatycznej wyizolowanej z ziela jemioly
frakcji laktonowej stosowano nastepujace stezenia roztwordow: 0,2, 0,1, 0,05, 0,03, 0,01
i 0,005%. Dzialaniu roztworéw poddano korzenie przybyszowe Allium cepa L. wy-
roste w kulturze wodnej. Cebule z dobrze wyksztalconym systemem korzeniowym
dzielono podluznie na polowy i jedng z nich umieszczano w badanym roztworze,
drugg za$, dla kontroli, w wodzie wodociggowej na 24 godz. i kontrolowano prze-
bieg mitozy. Dla stezen aktywnych przeprowadzano ponadto 24-godzinng postinku-
bacje w wodzie.

Wzrost elongacyiny korzeni okreslano przed badaniami cytologicznymi. Diugosé
korzeni mierzono dwukrotnie — przed nastawieniem doswiadczenia oraz po 24 godz.
inkubacji.

Do obserwacji cytologicznych przygotowywano preparaty rozgniatane, barwione
wedlug Feulgena (cyt. za 11). Dla kazdego stezenia frakcji laktonowej oraz dla
préb kontrolnych sporzadzano po 10 preparatow. W kazdej grupie obliczano indeks
mitotyczny (IM), wyrazony S$rednig arytmetyczng ze srednim btedem, oraz wartosé
stezenia obnizajgcego mitozy o 50% (IMj) w stosunku do kontroli (12).
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Tab. 1. Wyniki chromatografii cienkowarstwowej frakcji laktonowych izolowanych z:
Results of thin-layer chromatography of lacton fractions isolated from:
Viscum album L. ssp. album, ssp. abietis, ssp. austriacum

Hr Ry x 100 Kolory plaa po sprysksniu odezynnikami

plamy CH:A B:A A B c D E
1 9 13 z P z Z z
2 12 16 - b 1 1
3 15 18 2 z z % z
4 19 22 2 2 1 1 1
S 25 38 1 - sz t t
[ 30 45 - 2 b f fc
7 34 51 - T b b b
8 41 62 b b - fsz b
9 50 75 z P Z - b

Objasnienia: b — brunatne, f — fioletowe, fc — fioletowoczerwone, fsz — fiole-

towoszare, 1 — liliowe, n — niebieskie, p — pomaranczowe, r — rézowe, t — tur-
kusowe, sz — szare, z — zdlte.

Explanation: b — brown, f — violet, fc — violet-red, fsz — violet-grey, 1 —
lily, n — blue, p — orange, r — pink, t — turquoise-coloured, sz — grey, z —
yellow.

OMOWIENIE WYNIKOW

Chromatografia cienkowarstwowa izolowanych frakcji oraz uzyskane
zabarwienia odczynnikéw selektywnie barwiacych laktony wskazujg na
ich laktonowy charakter. Frakcje laktonéw nie wykazujg zrbéznicowania
jakosciowego zaleznego od podgatunkoéw (tab. 1). Wystepuja natomiast
wyrazne roznice ilosciowe u wykrywalnych chromatograficznie 9 skiad-
nikow.

Aktywnos¢ biologiczna wyciagéw z ziela Viscum album L. (1—3, 13,
21, 22) byla podstawa podjecia badan dotyczacych wplywu laktonow
z ziela Viscum album L. na mitoze w korzeniach przybyszowych Allium
cepa L.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji stwierdzono, ze badane
laktony wywoluja zaburzenia we wzroscie liniowym korzeni oraz w prze-
biegu podzialow mitotycznych.

Korzenie cebuli, inkubowane przez 24 godz., w badanych roztworach
laktonéw nie zmienily swojej barwy ani turgoru. Wystgpilo natomiast
wyrazne hamowanie wzrostu na dlugosé, tym wieksze, im wyzsze bylo
stezenie roztworu (tab. 2). W korzeniach cebuli, pozostajagcych pod wptly-
wem laktondéw z podgatunku abietis (0,05 i 0,1%), wystgpily ponadto tu-
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moralne zgrubienia powyzej stozka wzrostu. Réwniez od stezenia uzalez-
nione bylo dzialanie mitostatyczne laktonéw, ktére w wyzszych steze-
niach przejawialo sie obnizeniem wartosci indeksu mitotycznego oraz za-
burzeniami w przebiegu podzialéw mitotycznych.

Nieznaczne obnizenie indeksu mitotycznego wywotywaly roztwory
laktonéw 0,005 i 0,01%, ale juz roztwory 0,03% ze wszystkich badanych
podgatunkéw jemioly powodowaly obnizenie liczby mitoz o ponad 50%
w stosunku do kontroli. W obrazach cytologicznych tych grup, obok ty-
powych figur podzialowych, pojawily sie juz nieliczne, zmienione figury
mitotyczne.

Dziatanie 24-godzinne roztworéw 0,05 i 0,1% powodowalo gwaltowny
spadek liczby podzialéw. W korzeniach poddanych dzialaniu frakcji lak-
tonowej z ssp. album indeks mitotyczny wynosit 1,74 +0,20 w roztworze
0,05% i 0,55 +0,14 w roztworze 0,1% przy 7,74 *0,76 w kontroli. Dzia-
tanie laktonéw z ssp. abietis obnizalo indeks mitotyczny z 7,20 £1,20
w kontroli do 1,04 %0,52 (roztwér 0,05%) i 0,74 +0,52 (roztwér 0,1%).
W korzeniach pod wplywem frakeji laktonowej z ssp. austriccum indeks
mitotyczny dla roztworu 0,05% rownal sie zaledwie 0,53 +0,05 (kontro-
la 6,84 +0,56), a w korzeniach z roztworu 0,1% stwierdzono calkowity
brak podzialéw (tab. 2).

W preparatach korzeni z tych grup do$wiadczalnych obserwowano
rowniez wyrazne zaklocenia w przebiegu podzialéw mitotycznych, co
przejawialo sie w zmienionych obrazach stadiow podzialowych. Zmiany

Tab. 2. Wplyw frakcji laktonowych izolowanych z Viscum album L. na wzrost ko-
rzeni i podzialy mitotyczne
The effect of lacton fraction isolated from the herb of Viscum album L. of the
growth of roots and mitotic divisions

HANESS ¥1 LiS5L.albam . $Spe.abletis ss3peaustriacun .
ovnom pess hamowa~| przyrost] Ix hamowﬁ FZYTOST I hanod
nie korzeni nie Korzeni pranig
% oo % cn bl
0,095 0,6 7,23 +0,71 7 0,8 6,93 +0,52 4 0,8 - [6,15 +0,48 10
0,01 0,9 5485 +£0,357 24 0,? 6,20 +0,64{ 14 0,6 |5,48 +0,63 20
0,03 0,4 2,63 +£0,12 66 0,6 3433 +£0,34 S4 0,5 3,15 0,65 54
- e
0,05 0,3 1,74 +0,20 78 0,3 1,04 +0,52 86 0,3 0,53 +£0,05] 92
0,1 0,3 0,55 0,14 95 0,3 0,74 20,12 90 0,2 - ) -
0,2 0,2 - - - - - - - - -
oda 0,9 7,74 +0,76 - 0,8 7,20 £1,2 - 0,8 6,84 £0,56 -
[ 0,0199-0,0230 0,0236-0,0272 0,0178-0,0203
) .
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te wystepowaly juz w profazie, a nastepnie w metafazie, w ktérych chro-
mosomy byly wyraznie pogrubiale i skrocone (ryc. lab). Zaburzenia w
funkcjach wrzeciona kariokinetycznego dawaly zmienione obrazy anafa-
zy, wynikajgce z nieprawidlowego ulozenia chromosomoéw, zwane pseudo-
anafazg (ryc. 2ab).

Zastanawiajacy byl fakt, ze w roztworze o stezeniu 0,1% obok mitoz
zmienionych spotykano réwniez mitozy normalne lub tylko nieznacznie
odbiegajgce swoim wygladem od prawidlowych, podczas gdy z korzeni
poddanych dzialaniu roztworu 0,05%, a wiec roztworu o stezeniu niz-
szym, wszystkie fazy podzialowe byly skrajnie zmienione. Podobne zja-
wisko stwierdzono podczas badania czynnych wyciagéw z jemioly paso-
zytujacej na Acer platanoides (2).

Poczawszy od stezenia 0,05%, w preparatach pojawialy sie komorki
2-jgdrowe (ryc. 2c), ktérych jadra sg polgczone ze sobg, dajac obraz
pseudomitozy. Swiad¢za one o zakléceniach w przebiegu cytokinezy, a
liczba ich zwiekszala si¢ w roztworze 0,1%. Wyraznie wigksza liczba ko-
morek 2-jadrowych wystepowala w preparatach z korzeni poddanych
dzialaniu laktonow ze ssp. abietis. O wystepowaniu komérek 2-jagdrowych
pod wplywem wyciagdow z jemioly donosza Bukowiecki i Fur-
manowa (13)oraz Akatriniej (1—3).

Skrajne dzialanie wywieral roztwér 0,2%, w ktérym stwierdzono
brak przyrostu korzeni na dlugos¢ badz przyrost minimalny (ssp. album
— tab. 1), a w preparatach cytologicznych — zupelny brak mitoz. W
obrazach mikroskopowych widoczne byly jedynie komorki 2-jadrowe,
0 jadrach zbitych, piknotycznych.

W celu sprawdzenia, czy inhibicyjne dzialanie roztwordéw 0,05, 0,1
i 0,2% jest trwale, czy tez ustepuje po wyeliminowaniu czynnika hamu-
jgcego, korzenie poddano 24-godzinnej postinkubacji w wodzie. Okazalo
sie, ze korzenie przeniesione do wody z roztworu 0,05% odzyskiwaly cal-
kowitg aktywno$¢ mitotyczng. Nieznacznie nizszy indeks mitotyczny w
poréwnaniu z kontrolg wystapil w korzeniach z roztworu 0,1%, natomiast
wplyw roztworu 0,2% prowadzil do zmian trwalych. Postinkubacja tych
korzeni w wodzie nie przywracala im aktywnos$ci podzialowej.

Uzyskane wyniki pozwalaja na stwierdzenie aktywno$ci cytostatycz-
nej badanej frakcji laktonowej wszystkich podgatunkéw Viscum album
L.. Obliczona dla badanych podgatunkéw wartosé IM; daje moznose
ckreslenia stezenia frakcji laktonowej obnizajacego mitozy w 50%.

Sita dzialania laktonow ze ssp. album (IMs=0,0199—0,0230%) i qus-
triacum (IM5=0,0178—0,0203%) byta zblizona, z nieznaczna przewags
frakcji laktonowej ze ssp. austriacum. Roztwor 0,1% tego podgatunku po-
wodowal calkowite zahamowanie podzialéw, podczas gdy w korzeniach
cebuli pozostajgcych w roztworze 0,1% ze ssp. album podzialy mitotycz-
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ne jeszcze zachodzity. Frakcja laktonowa ze ssp. abietis wplywala na po-
dzialy mitotyczne stabiej (IMs=0,0236—0,0272%), wywolywala ona na-
tomiast powstawanie zgrubien tumoralnych, nie wystepujacych pod
wplywem dzialania laktonéw ze ssp. album i austriccum oraz w wie-
kszym stopniu prowadzila do powstania komérek 2-jadrowych.

Zréznicowany sposéb dzialania laktonoéw z badanych podgatunkéw za-
lezy przypuszczalnie od réznych proporcji ilosciowych poszczegélnych
skladnikow izolowanych frakeji.

W poroéwnaniu z innymi substancjami naturalnymi, jak kwas usnino-
wy (16), o wartosci IMs, rownej 0,00021%, badz z IMs, pipobromanu
0,0107—0,0124% (4), aktywncs$é cytostatyczna badanych frakeji lakto-
nowych ssp. album, abietis i austriacum jest znacznie nizsza od kwasu
usninowego, ale zblizona do pipobromanu.

Wnioski

1. Stwierdzono, ze frakcja laktonowa badanych podgatunkéw Viscum
album L. hamuje wzrost korzeni oraz podzialy mitotyczne w korzeniach
Allium cepa L. proporcjonalnie do stezenia roztwordw.

2. Roztwory o wyzszych stezeniach (0,05 i 0,1%) wywolujg rowniez
zaklécenia w przebiegu cyklu mitotycznego, wynikajgce z zahamowania
funkeji wrzeciona kariokinetycznego. Najwiecej zaburzen w obrazach
figur podzialowych wystepuje przy stezeniu 0,05%.

3. Badana frakcja laktonowa, szczegoélnie ze ssp. abietis hamuje takze
proces cytokinezy, co prowadzi do powstawania komoérek 2-jgdrowych.
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PE3IOME

V3 TpaBnl noxsuaos Viscum album L. BblaesieHa hpakuusa JakToHOB. Ilpu mo-
MOIUM XpOMaTorpadpu4eckoro MeToja HOKa3aHO OTCYyTCTBME B COCTaBe JaKTOHOB Ka-
HEeCTBEHHBIX Pa3JiMuuii, 3aBMCAINX OT MOABUAOB. B TO Ke BpeMsa OOHapyzKeHBI KOJM-
YecTBEeHHBblE Pa3iNUuMUA OTAeJIbHBIX KOMIIOHEHTOB. BeljelenHbie (ppakumMyu JaKTOHOB
TOEPMO3AT POCT KOPHEH M MUTOTUHYECKOe gejienue B Kopuax Allium cepa L. Kpome
TOrO, OHM BbI3BIBAKOT HapyLIeHMEe MUTOTMYECKOro UuKJja. BoO3MOXHO, 4YTO He-
GosiblIMe pas3anuusd, HabiogaeMble B IMTOCTATUYECKON AKTMBHOCTM, BBITCKAIOT U3
Ka4eCTBEeHHBIX Pa3JM4uii B COCTaBe M3Yy4aeMbIxX (PpakLuii.

SUMMARY

Lacton fractions were isolated from the herb of subspecies of Viscum album L.
Chromatographically, no qualitative differentiation, depending on the subspecies was
found in the composition of lactons. There are, however, distinct quantitative
differences among the particular components. The isolated lacton fractions inhibit
the growth of roots and mitotic divisions in the roots of Allium cepa L. They also
cause perturbations in the course of mitotic cycle. Small differences in the cytostatic
activity are probably the result of the stated quantitative differences in the com-
position of the investigated fractions.



