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Studies of the Cytostatic Activity of Acetate and Ethanol Fractions

Przeprowadzone dotychczas badania skriningowe (Grzycka 1 wsp.. 1978;
Mitkowska i wsp. 1979), dotyczgce aktywno$ci biologicznej wyciggéw roslin-
nych, pozwolily na wytypowanie do dalszych badan 19 gatunkow ro$lin.

Wodne wyciaggi tych ros$lin wykazywaty silne dzialanie antymitotyczne, a zatem
spelnialy wymagane kryteria przydatnos$ci do szczegdlowszych badan. Niektére ga-
tunki, pomimo réznej przynaleznosci systematycznej, charakteryzujg sie obecnoscig
garbnikéw i czesto towarzyszacych im kwaséw: elagowego i galusowego, a mia-
nowicie: Betula humilis, Rosa rugosa, Alchemilla sp., Monptropa hypopitys i Ero-
dium cicutarium (Hegnauer 1964, 1966, 1973), Powszechnie tez jest znana
(Frohne, Jensen 1979 zawarto$¢ izoflawonéw i alkaloidéw w rodzajach z ro-
dziny Papilionaceae: Cytisus, Vicia, Lathyrus oraz flawonoidéw w rodzajach z ro-
dziny Asteraceae: Pulicaria, Cirsium, Tragopogon, Leontodon, Hieracium. Dodat-
kowo dla gatunkéw z rodziny Asteraceae charakierystyczna jest obecno$é laktonow
seskwiterpenowych (Herout, Sorm 1969). W wigkszo$ci badanych gatunkow
mozliwe jest tez wystepowanie amin i innych czynnych zwigzkow.

Wiele spoéréd wspomnianych substancji wykazuje aktywnosé cytostatyczng, a mia-
nowicie niektore flawonoidy i aminy (Bukowiecki, Furmanowa 1972),
laktony, alkaloidy, kumaryny, fenolokwasy, garbniki i glikozydy (Borkowski
1966, 1970, Ozarowski 1972). Jak z tego wynika, wodne wyciggi z wytypowa-
nych roslin mogly zawieraé réine pod wzgledem chemicznym substancje odznacza-
‘jace sie aktywnoscia cytostatyczna. W celu dokladniejszego okre$lenia charakteru
i aktywnosci wystepujgcych tu zwigzkéw z ziela wytypowanych gatunkow wydzie-
lono frakcje: octanowsg i etanolowg oraz przebadéno ich wplyw na mitoze w me-
rystemach wierzcholkowych korzeni Allium cepa L.
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MATERIAL I METODA

Material do badan stanowilo ziele, a w przypadku drzew i krzewow — liscie,
z 19 gatunkéw roslin kwiatowych. Z przeznaczonego do badan surowca przygoto-
wywano frakcje: octanows i etanolowa w sposéb nastepujacy:

50 g wysuszonego w normalnych warunkach i sproszkowanego surowca ekstra-
howano czterokrotnie w 250 cm® wrzacego 80° etanolu pod chlodnicg zwrotng, pu
poél godziny. Z uzyskanego ekstraktu odparowywano rozpuszczalnik w wyparce
prozniowej, a suchg pozostalo$é rozpuszczano na gorgco w 10-krotnej ilosci wody
destylowanej i po ostygnieciu wstawiano do lodéowki (+5°C) na 12 godz. Nastepnie
odsgczano wytrgcone balasty. Klarowny przesgcz wymywano dokladnie (do 8 razy)
octanem etylu. Z warstwy octanowej usunieto w wyparce rozpuszczalnik, a sucha
pozostalo$é rozpuszczono w odpowiedniej ilosci wody wodociggowej, tak aby uzy-
skaé 1% roztwor wydzielonej frakcji, ktéry nastepnie uzyto do badan biologicznych
i kontroli chromatograficznej.

Pozostala po odmyciu octanem etylu warstwe wodng odparowano do sucha
w wyparce prozniowej, a pozostalo$é wymyto 5-krotnie wrzgcym bezwodnym eta-
nolem (handlowym) w celu oddzielenia ewentualnie obecnych skiladnikéw zasado-
wych i glikozydow od sacharydow (Linskens 1959; Jerzmanowska 1967,
Borkowski 1973). Z uzyskanej frakcji etanolowej usunieto w wyparce proznio-
wej takze etanol, a sucha pozostalo$é rozpuszczono w wodzie wodociggowej, ana-
logicznie jak frakcje octanowa.

1% roztwory frakcji octanowych i etanolowych przebadano wstepnie metoda
chromatografii bibulowej (Whatman 1, n-butanol—kwas octowy-—woda 4:1:5). Chro-
matogramy po rozwinieciu i wysuszeniu ogladano w UV przed i po dzialaniu amo-
niaku oraz wywolywano je odczynnikiem Paulego (DKS), 3% wodnym roztworem
FeClg, odczynnikiem Dragendorfa i Millona (Linskens 1959; Jerzmanow-
ska 1967, Borkowski 1973). Wyniki zestawiono w tab. 1. Na tej podstawie
mozna stwierdzi¢, ze frakcja octanowa zawierala glownie zwigzki z wolng grupg
fenolowa, a etanolowa — zwiagzki zasadowe (prawdopodobnie gléwnie aminy) oraz
glikozydy.

W badaniach aktywnosci biologicznej stosowano dla kazdego gatunku 0,5% ste-
zenie obydwu frakecji, a dla gatunkéw o wysokiej sile dzialania — takze stezenia:
0,3—0,05%. Badano 24-godzinny wplyw frakcji na wzrost liniowy korzeni Allium
cepa L. i aktywno$¢ mitotyczng wedlug metody stosowanej w pracach poprzednich
(Grzycka i wsp. 1978; Mitkowska 1 wsp. 1979). Uzyskane wyniki liczbo-
we, stanowigce Srednig arytmetycznag ze Srednim bledem, zestawiono w tab. 2.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Wyodrebnione z wyciggéw etanolowych badanych roélin frakcje: octa-
nowa i etanolowa, jak wynika z chromatografii bibulowej, réznig sie wy-
raznie charakterem chemicznym. Frakcja octanowa zawiera zwigzki fe-
nolowe i ich pochodne: flawonoidy, fenolokwasy i ich estry, garbniki,
kumaryny i inne. Swiadezy o tym duza ilo$¢ plam wykazujgcych fluo-
rescencje niebieskg i brunatng w UV oraz reagujacych z odezynnikami
na fenole (tab. 1). Frakcja etanolowa za$ jest pozbawiona zwigzkéw feno-
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lowych, zawiera natomiast substancje o charakterze zasadowym (prawdo-
podobnie aminy i alkaloidy) oraz niekiedy laktony i roézne glikozydy

trudno rozpuszezalne w octanie etylu (tab. 1).

-

Tab. 1. Wyniki chromatografii bibulowej wydzielonych frakeji
The results of paper chromatography of the selected fractions

Liczba plam

Frakcja Frakcja
octanowa | etanolowa
L.p. Gatunek f
7 s W B
, > > ¥ g =
5 5 A = A =
1. Betula oycoviensis
Bess. 5 7 5 4 — 3
2. Betula humilis
Schrk. 6 7 4 4 — 3
3. Rosa rugosa Thunh. 4 5 4 4 1 1
4. "Alchemilla micans
Bus. 5 7 4 4 1 3
5. Cytisus ratisbonensis
Schoeff. . 5 6 3 3 2 2
6. Vicia sepium L. 2 2 3 3 1 2
7. Lathyrus pratensis L. 3 3 3 3 1 —
8. Erodium cicutarium \
(L) I’Hérit. 7 ki 7 7 2 1
9. Polygala comosa
Schkr. 6 7 4 4 1 2
10. Monotropa hypopitys L. 5 6 3 3 — 3
11. Anchusa officinalis L. 4 L4 5 3 2 1
12, Melampyrum
nemorosum L. 2 3 2 2 1 2
'13. Ajuga genevensis L. 6 4 3 1 3
14. Phyteuma spicatum L. 4 6 5 5 1 1
15. Pulicaria vulgaris
Gaertn. 5 6 3 3 1 2
16. Cirsium rivulare
(Jacq) All 4 6 4 4 1 3
17. Tragopogon orientalis
L. 1
18. Leontodon hispidus L. 1
19. Hieracium murorum
L.em. Huds. 3 3 2 2 1 -]
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serwuje sie silniejsze dzialanie frakeji octanowej, jedynie z Hieracium
murorum frakcja etanolowa wykazuje rownie jak octanowa silne dziala-
nie — 0,1% roztwor frakcji octanowej hamuje mitozy o 56,26%, a etano-
lowej — o 57,08%.

Z pozostalych rodzin na uwage zastuguja: Erodium cicutarium — 0,1%
roztwor frakeji octanowej hamuje w 85,2% mitozy i 84% wzrost liniowy
korzeni; Lathyrus pratensis — 0,1% roztwér daje jeszcze 71,7% hamowa-
nia mitoz i 80% wzrostu korzeni; Monotropa hypopitis — 0,05% roztwoér
powoduje jeszcze 51,78% zahamowania mitoz i 80% wzrostu korzeni; Phy-
teuma spicatum — 0,1% roztwor frakcji octanowej hamuje o 53,87% mi-
tozy i 56% wzrost korzeni.

Ajuga genevensis stanowi jedyny sposrod badanych gatunek, ktorego
frakcja octanowa wywiera stosunkowo slabe dzialanie, natomiast etano-
lowa hamuje mitozy w granicach od 80,64% (stez. 0,5%) do 52,84% przy
stezeniu 0,05%, a wzrost korzeni od 100 do 58% (tab. 2).

Z zaslugujacych na szczeg6lng uwage badanych przez nas gatunkow
jedynie Pulicaria vulgaris znana jest z antytumorowego dziatania (Har t-
well 1968). Z pozostalych interesujgcych rodzajow pismiennictwao po-
daje obserwacje innych gatunkéw niz w naszych badaniach. Hartwell
(1968, 1969) stwierdzil antytumorowe dzialanie wyciagéw z Betule alba,
Ajuga reptans i Cirsium eriophorum,a Farnsworth (1966, 1968) tez
antytumorowe dzialanie wyciggéw z Lathyrus latifolius, Hieracium pilo-
sella i Cirsium arvense. Pod wzgledem aktywnos$ci cytostatycznej bada-
no tylko surowy wyciag z liSci Betula verrucosa (O$§wiecimska
i wsp. 1977), gatunek spokrewniony z B. oycoviensis.
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PE3IOME

VccnenoBasiack IMTOCTaTUYECKAA AKTUBHOCTHL YKCYCHOKMCJIION U STaHOJIOBOM
q)pamfuﬁ M3 BBHIZEJEHHBIX B pe3yJbTaTe NPOBEINeHHOr0 paHee cKpuHuHra (kM uxa
u coTp. 1978; MuankoBCcKa ¥ coTrp. 1979) 19 BMAOB LBETOYHBIX pacTeHMit. ¥YcCTa-
HOBJIEHO, UTO B 10 Buaax Oojee cuanbHOe JEJMCTBME OKa3sblBajla YKCYCHOKMcnasa dhpak-
A, B OOHOM — 3TAHOJIOBasdA, a B OCTAJbHBIX 8 Bupmax cuia geicTBusa obenx ¢ppaxk-
unit Oblna OoJiee MM MeHee OAMHAKOBOM (Tabi. 2).

JlaspHeNIIer0o BHUMATEIBHOTQ UCCIEeJOBAHMUSA 3aCAyXKUBAIOT YKCYCHOKHCIbIE (OPaK-
uum u3 Betula humilis, B. oycoviensis, Pulicaria vulgaris, Cirsium rivulare, Hie-
racium murorum, Lathyrus pratensis, Monotropa hypopitys, Phyteuma spicatum
U 9TaHoJIOBaA dpakumus u3 Ajuga genevensis.

SUMMARY

Examinations were made of the cytostatic activity of acetate and ethanol frac-
tions from 19 species of flower plants selected as a result of earlier screening
examinations (Grzycka et al. 1978, Mitkowska et al. 1979). A stronger acti-
vity of acetaté fraction was found in 10 species of flower plants. In the case
of one species a stronger activity of ethanol fraction was assessed. In the remain-
ing 8 species the degree of the activity of both fractions was similar (Table 2).

Detailed examinations of cytostatic activity of acetate fraction ought to be
made from Betula humilis, B. oycoviensis, Pulicaria vulgaris, Cirsium rivulare,
Hieracium murorum, Lathyrus pratensis, Monotropa hypopitys and Phyteuma spi-
catum. The activity of ethanol fraction from Ajuga genevensis is to be also
examined.



