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3.19 pav. Saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos L.) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
AChE aktyvumui fermentinés reakcijos sistemose in vitro, turin¢iose skirtingas
substraty koncentracijas (0,12 mM — 0,24 MM) ......cooeiiiiiiiiniiineeeee e 102

10



SANTRUMPU SARASAS

ACh — acetilcholinas

AChE - acetilcholinesteraze

AChEI — acetilcholinesterazés inhibitorius

AGE - galutiniai glikacijos produktai

AKF, AKF-| — angiotenzing konvertuojantis fermentas

ATChI — acetiltiocholino jodidas

CAT (angl. catalase) — katalazé

[E] (angl. enzyme) — fermento koncentracija

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija

HACU (angl. the activity of high-affinity choline uptake) — didelio afiniteto cholino
pasisavinimo sistema

ICso — medziagos koncentracija, reikalinga pusei maksimalaus slopinamojo poveikio
sukelti

ID Nr. — identifikavimo numeris

IFN (-0,-p ar -y) — alfa, beta ar gama interferonas

IL (-1,-1B,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-10,-12,-13,-17 ar -23) — interleukinai

[1] — inhibitoriaus / slopiklio koncentracija

IUMBM (angl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology) —
Tarptautiné biochemijos ir molekulinés biologijos sajunga

KE — katalizinis efektyvumas

Ki — inhibicijos konstanta

Km — Michaelio ir Menteno konstanta

GH — glikozidy hidrolazés

GPx (angl. glutathione peroxidase) — glutationo peroksidazé

LPS (angl. lipopolysaccharides) — lipopolisacharidas

mM/V — masés ir tiirio santykis

m/z — molekulinés masés ir kriivio santykis

[M —H] - neprotonizuotas molekulinis jonas

MS — masiy spektrometrija

MS/MS — tandeminis masiy spektrometras

NK lastelé (angl. natural killer) — nataralus Zudikas

NKT (angl. natural killer T cells) — T lastelés zudikeés

NMR (angl. nuclear magnetic resonance) — magnetinis branduoliy rezonansas MBR
PDA (angl. photodiode array) — fotodiody matricos detektorius

pH — vandenilio jony koncentracija

p-NP — p-nitrofenolis

p-NPG — p-nitrofenil-a-D-gliukopiranozidas

proc. — procentai

RDN (angl. rhizome of Dioscorea nipponica Makino) — tradicinis augalinis D.
nipponica Makino $akniastiebiy preparatas

SE (‘angl. standard error mean) — vidutiné standartiné paklaida

SN (angl. standard deviation mean) — vidutinis standartinis nuokrypis
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TNB (angl. tio-nitro benzoic acid) — 2-nitro-5-tiobenzoiné rugstis

TNF (-a arba -B) (angl. tumor necrosis factor) — alfa arba beta naviky nekrozés
veiksnys

tr (angl. time retention) — sulaikymo laikas

UESC/Q-TOF-MS/MS  (ang. ultra-high-performance liquid chromatography
quadrupole time of flight mass spectrometry) — ultraefektyvioji skys¢iy
chromatografija su kvadrupoliniu skriejimo laiko masiy spektrometru

UESC — ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija

v/v — tiiriy santykis

Vmax — didZiausias reakcijos greitis

a-GLU — a-gliukozidazé

SOD - superoksido dismutazé
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IVADAS

Temos aktualumas

Tiriant vaistiniy ir kity augaly fitocheming sudétj bei biologines savybes,
sukaupiama vis daugiau mokslinés informacijos apie naujus ir / ar zinomus augalinius
ruoSinius?, galin¢ius turéti teigiamg fiziologinj poveikj jvairioms Zmogaus organizmo
funkcijoms. Tokia moksliné informacija labai prisideda Kkuriant ir gaminant
ingredientus aukstesnés biologinés vertés maisto produktams, farmacijos preparatams
ir kosmetikos gaminiams. Per pastaruosius kelis deSimtmecius ypac placiai buvo
tiriamas antioksidantinis jvairiy augaly potencialas ir jj sukuriancios fitocheminés
medziagos, sparCiai vystési ir kity sveikatai naudingy savybiy tyrimai — véziniy
lasteliy proliferacijos slopinimas, antimikrobinis, antiuzdegiminis ir Kitoks
aktyvumas. Atliekant Siuos tyrimus gaunami svarbiis duomenys naujiems maistiniy
medziagy sveikumo teiginiams pagrjsti, moksliskai patvirtinamos daznai empirinés
tradicinés medicinos zinios, praple¢iamos neigiamy fiziologiniy procesy bei pokyciy
kontrolés ir pakoregavimo galimybés zmogaus organizme taikant inovatyvius
mitybos sprendimus.

Medicinos mokslo seniai jrodyta daugelio fermenty aktyvumo kontrolés svarba.
Pavyzdziui, pripazjstama, kad angliavandeniy apykaitos sutrikimo, demencijos,
padidéjusio kraujospuidzio ir kai kuriy kity sveikatos sutrikimy atvejais tam tikry
hidrolazés fermenty slopinimas® yra svarbus moduliuojant fiziologines funkcijas
Zmogaus organizme. Pripazjstama ir tai, kad prie $iy neigiamy fiziologiniy funkcijy
prevencijos, rizikos sumazinimo bei kompleksinés terapijos gali reikSmingai prisidéti
ir efektyvus vaistiniuose ir kituose augaluose esanciy fitocheminiy medziagy,
pasizymin¢iy inhibiciniu poveikiu, panaudojimas. Tam, kad tokie augalai galéty bati
tikslingai pritaikomi jvairiy ligy prevencijai, reikia patikimais ir SiuolaikiSkais
moksliniais tyrimais gauti duomeny apie jy fitochemine sudétj ir biologines savybes.
Todél kompleksinis jvairiy augaly sudéties ir biologiniy savybiy jvertinimas yra
perspektyvi tyrimo sritis.

Tradicinei kiny medicinai gerai zinomos kai kurios dioskoré¢jos (Dioscorea
spp.) ir kulksnés (Astragalus spp.) genciy augaly rasys, kuriy nauda sveikatai
pastaruoju metu teigiamai jvertino ir daugelio Vakary Saliy medicinos specialistai.
Sveikatos stiprinimo, padidintos biologinés vertés maisto produkty ir maisto papildy
kiirimo ir gydymo tikslais skirtingos $iy genciy augaly anatominés dalys naudojamos
i8dZiovinty vaistazoliy, milteliy, ekstrakty ir kitais pavidalais.

Kai kurie Astragalus L. genties augalai yra zinomi kaip vertingas polisacharidy,
izoflavonoidy ir cikloartano tipo saponiny S$altinis. Dioscorea L. genties augaly

1 Augaliniai ruoSiniai — tai ruoSiniai, iSgauti ekstrahuojant, distiliuojant, spaudziant,
frakcionuojant, gryninant, koncentruojant arba fermentuojant augalines medziagas: sutrintos
ar susmulkintos | miltelius augalinés medziagos, tinkturos, ekstraktai, eteriniai aliejai,
i$spaustos sultys ir perdirbti eksudatai [52].
2 Zodziai inhibitorius, slopiklis yra sinonimai (aut. past.).
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Sakniastiebiai su $aknimis® vertinami dél juose esanéiy steroidiniy saponiny, ypag¢
diosgenino, kuris farmacijos pramongje buvo panaudotas kaip cheminis modelis
kuriant hormoninius vaistus. Dél to kai kuriose Salyse dauguma tyrimy iki Siol tebéra
sutelkti  naujy ir / ar zinomy saponiny nustatyma dioskoréjy Sakniastiebiuose su
Saknimis (lot. Rhizoma cum radicibus Dioscoreae), 0 antzeminés augaly dalys tirtos
daug maziau. Todél truksta mokslinés informacijos apie antzeminiy augalo daliy
biologiskai aktyviy junginiy sudétj ir biologines savybes.

ISsamiai susipazinus ir jvertinus $iuo metu turimg moksling informacija,
paaiskéjo, kad nepakankamai ir nesistemingai iStirtos kaukazinés dioskoréjos (D.
caucasica Lipsky) ir niponinés dioskoré¢jos (Dioscorea nipponica Makino) augaly
risys, ypaé jy antzeminés dalys. Sios r$ys yra daugiausia paplitusios tropinio ir
subtropinio klimato juostose, taciau aptinkamos ir vidutinio klimato juostos srityse.
Lietuvoje Sios rasys savaime neauga, tafiau jau gana Seniai auginamos Vytauto
Didziojo universiteto Kauno botanikos sodo vaistiniy augaly kolekcijoje. Taip pat iki
Siol nebuvo tirta Lietuvos botanikos soduose auginamy Dioscorea L. genties augaly
risiy fitocheminé sudétis, antioksidantings ir biologinés savybés.

Saldzialapé kulksné (Astragalus glycyphyllos L.) yra natiiraliai auganti ir placiai
paplitusi Europos vidutinio klimato juostos regionuose, daZniausiai auga drégnose
buveinése arba pievose. Moksliniy tyrimy rezultaty apie § augalg, palyginti su
niponine ir kaukazine dioskoréja, paskelbta daugiau. Tirtos Lietuvoje savaime
augancios saldzialapés kulk$nés skirtingy augalo daliy antioksidantinés savybés ir
fitocheminé sudétis, ta¢iau biologinés savybés netirtos.

Remiantis iSsamia mokslinés, etnofarmakologinés ir kitokios informacijos
apzvalga bei jvertinimu, buvo suformuluota pagrindiné Sio disertacinio darbo
hipotezé: tyrimams pasirinkty augaly D. caucasica, D. nipponica ir A. glycyphyllos
skirtingy anatominiy daliy sudétyje gali biiti vertingy ir Siuose augaluose mazai iSirty
fitocheminiy junginiy, kurie gali pasizyméti jvairiu bioaktyvumu, tarp jy ir kryptingu
poveikiu fiziologiskai svarbiy fermenty — a-amilazés, a-gliukozidazés, angiotenzing
konvertuojan¢io fermento ir acetilcholinesterazés aktyvumui. Todél, atlikus
sisteminius pasirinkty augaly fitocheminés sudéties ir inhibiciniy savybiy tyrimus,
galima tikétis platesnio tokiy augaly pritaikymo kuriant naujus sveikatai naudingus
funkcinio maisto produktus ir maisto papildus.

Darbo tikslas — jvertinti Dioscorea L. ir Astragalus L. augaly rasiy fitochemine
sudeétj ir nustatyti i$ jy iSskirty ekstrakty poveikj fiziologiskai svarbiems hidrolaziniu
aktyvumu pasizymintiems fermentams.

Darbo tikslui pasiekti buvo iSkelti Sie uZdaviniai:

1. [Istirti ir jvertinti Dioscorea nipponica, Dioscorea caucasica ir Astragalus
glycyphyllos L. ekstrakty fitocheminiy junginiy sudétj chromatografijos ir
masiy spektrometrijos metodais.

2. Pritaikyti zinomus in vitro fermenty inhibicijos metodus vertinant tiriamy
augaly ekstrakty poveikj fermentams.

3 Zodziai Sakniastiebiai su Saknimis, Sakniastiebiai, Saknys vartojami sinonimiskai (aut. past.).
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3. Ivertinti skirtingy augaly ekstrakty koncentracijy jtaka a-gliukozidazeés,
a-amilazés, angiotenzing konvertuojancio fermento ir acetilcholinesterazés
aktyvumui.

4. Nustatyti o-gliukozidazés ir acetilcholinesterazés inhibicijos kinetinius
parametrus, jvertinant substrato ir inhibitoriaus sgveikas modelinése
fermentinés reakcijos sistemose in Vvitro ir nustatyti ekstrakty tariamojo
slopinamojo poveikio Siems fermentams tipa.

5. TeoriSkai pagristi galimus rySius tarp ekstraktuose esanciy bioaktyviy
junginiy ir fermenty slopinamojo poveikio.

Mokslinio darbo naujumas

1. Siame darbe pirmg karta atlikti sisteminiai D. nipponica Makino ir
D. caucasica Lipsky augaly risiy skirtingy anatominiy daliy fitocheminés
sudéties tyrimai efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) ir hibridinés
didelés raiskos masiy spektrometrijos (UESC-Q-TOF MS/MS) metodais;
gauta informacija reik§mingai papildo turimas Zinias apie Siuose augaluose
esanéius skirtingus O-kvercetino glikozidy darinius, hidroksicinamono
ragstis (3-O-kafeoilchino, 5-O-kafeoilchino, 4-O-kafeolichino, kafeoiltreono,
kumaroilchino, kafeoilSikimo ir feruloilchino) ir hidroksiriebaly raigstis.
Pirma kartg D. nipponica ir D. causasica lapy ekstraktuose nustatyti kai kurie
kvercetino dariniai ir hidroksicinamono ragséiy izomerai. Pirmg kartg
kaukazinés dioskor¢jos Sakniastiebiuose nustatyta piscido riigstis, abiejy
dioskoréjy Sakniastiebiuose nustatytas itin retai aptinkamas augaluose
acetilkarnitino ir lauro rugsties esteris — hidroksidodekanoilkarnitinas, o
saldzialapés kulksnés lapy ekstrakte — uridinas.

2. Pirma kartg atlikti D. nipponica ir D. caucasica lapy ir Sakniastiebiy bei
A. glycyphyllos lapy ekstrakty inhibicinio poveikio fiziologiskai svarbiems
fermentams (a-amilazés, o-gliukozidazés, angiotenzing konvertuojancio
fermento ir acetilcholinesterazés) tyrimai.

3. Taikant ekstrakty, substraty ir fermenty reakcijos kinetikos modelines
sistemas, pirma karta nustatytas ekstrakty slopinamojo poveikio
a-gliukozidazés ir acetilcholinesterazés fermentams tipas.

4. Teori$kai suformuluotos prielaidos apie galimus rySius tarp Dioscorea spp.
lapy ir Sakny ekstrakty fitocheminés sudéties ypatumy ir su jais susijusiy
a-gliukozidazes slopinimo gebos skirtumy.

5. Atlikti sisteminiai augaly fitocheminés sudéties ir ekstrakty inhibavimo
savybiy tyrimai reikSmingai praplec¢ia mokslines Zinias apie Siuos augalus ir
sudaro papildomas prielaidas placiau juos taikyti praktikoje.

Darbo praktiné verté

Gauti duomenys apie D. caucasica, D. nipponica ir A. glycyphyllos fitocheming
sudeéti ir ekstrakty inhibicines savybes suteikia svarbig informacija, kuri reikalinga
naujiems funkciniams preparatams is Siy augaly sukurti ir galimam jy fiziologiniam
poveikiui pagrjsti. Tokie preparatai — i§ skirtingy anatominiy daliy i$skirti ekstraktai
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ir jy frakcijos — galéty buti pritaikomi kuriant naujus maisto papildus ir naujus
padidintos mitybinés vertés funkcinio maisto produktus. Be to, gauti duomenys gali
pasitarnauti prognozuojant maisto produkty, kuriy sudétyje yra tirty augaly, nauda
zmoniy sveikatai, pvz., kaip S$velnios nevaistinés antidiabetinés priemonés,
slopinancios a-gliukozidazés bei a-amilazés aktyvuma ir mazinancios glikeminj
indeksg po krakmolingo maisto vartojimo. Kadangi antzeminiy augaly daliy
ekstraktai pasizyméjo neblogu angiotenzing konvertuojancio fermento inhibiciniu
poveikiu, i§ jy pagaminti preparatai galéty buti rekomenduojami nedidelei
hipertenzijai valdyti maisto produktais ir / ar maisto papildais.

Be to, gauti rezultatai skatina tobulinti ir plésti tyrimus su pasirinktais augalais.
Sios krypties tyrimai galéty biti tesiami frakcionuojant ekstraktus, i$skiriant
efektyviausius junginius, iStiriant jy aktyvuma jvairiais glaudziau susietais su
biologinémis sistemomis in vitro metodais. Toliau tyrimai turéty bati tesiami su
gyvinais (in vivo) ir baigiamojoje stadijoje su Zmonémis (klinikiniai). Atlikus tokius
tyrimus, galima tikétis sudaryti pakankamai i§samy duomeny paketa sveikumo
teiginiams.

Darbo apimtis ir struktiira

Disertacija sudaro jvadas, trys skyriai (literatiiros apzvalga, tyrimy objektas ir
metodai, tyrimy rezultatai ir jy aptarimas ir bendrosios iSvados). Bendra apimtis — 188
puslapiai. Darbe pateikti 44 paveikslai ir 28 lentelés. Rasant disertacija naudotasi 187
literatiiros $altiniais. Disertacija parasyta lictuviy kalba.
Ginamieji disertacijos teiginiai
1. Tyrimams pasirinkty augaly D. caucasica, D. nipponica ir A. glycyphyllos
skirtingy anatominiy daliy sudétyje yra vertingy ir Siuose augaluose mazai
iStirty fitocheminiy junginiy, kurie pasizymi jvairiu bioaktyvumu, tarp jy ir
kryptingu poveikiu fiziologiskai svarbiy fermenty — a-amilazés,
a-gliukozidazes, angiotenzing konvertuojancio fermento ir
acetilcholinesterazes aktyvumui.
2. Atlikus sisteminius pasirinkty augaly fitocheminés sudéties ir inhibiciniy
savybiy tyrimus, galima tikétis platesnio tokiy augaly pritaikymo Kuriant
naujus sveikatai naudingus funkcinio maisto produktus ir maisto papildus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Dioscorea genties ir Astragalus genties augaly rusiy apzvalga

1.1.1. Dioscorea genties augaly risiy paplitimas / taksonomija ir
morfologiniai poZymiai

Dioscorea L. genties augaly rasys laikomos vienomis i§ ankstyviausiy
gaubtasékliy (Magnoliophyta) augaly karalystés skyriaus. Sistematiskai Dioscorea L.
genties augalai priskiriami magnolijiny (Magnoliophyta) skyriui, magdolijainiy
(Magnoliopsida) klasei, dioskorélie¢iy (Dioscoreales) eilei, dioskoréjiniy
(Dioscoreaceae) Seimai [1]. Neseniai sudarytame zinomy augaly riSiy sgrase
dioskoréjy (Dioscoreaceae) Seimai priskiriamos 9 gentys ir apie 715 augaly raisiy [2].
Tai daugiameciai Zoliniai, dvinamiai vijokliniai augalai, Zydintys nerySkiais ziedais ir
turintys stambius Sakniastiebius [3]. Jy geografinis paplitimo arealas yra rytiné
$iaurinés Amerikos dalis, Azija, Afrika, Sakartvelas, Siaurés Florida ir kt. [4, 5, 6, 7].
Lietuvoje savaime dioskoréjos neauga. Vytauto Didziojo universiteto Kauno
botanikos sode auginamos dvi riiSys: kaukaziné dioskoréja (Dioscorea caucasica
Lipsky) ir niponiné dioskoré¢ja (Dioscorea nipponica Makino), kuriy morfologiniai
pozymiai beveik nesiskiria. Sios rasys uzauga iki 3 m (D.caucasica) arba 5-7 m (D.
nipponica) aukscio. Stiebai Zoliniai, lapai paprasti, Ziedai smulkds ir nery$kis, vaisius
— kapsulé. Abi rusys turi ilgus standzius Sakniastiebius. Labiausiai pastebimas
skirtumas tarp iy dviejy rasiy — lapo forma. Kaukaziniy dioskoréjy lapai paprasti,
vienodo dydzio Sirdiskos formos, smailia virStne [8, 9]. Niponiniy dioskoréjy lapai
jvairGs: apatiniai — paprasti, plataus kiauSinio formos, su negiliomis septyniomis
skiautelémis ir vidurine stambesne, virSutiniai — paprasti, su 3-5 Soninémis
skiautelémis ir vidurine stambesne [10]. Minétos riiSys auga tropinése, subtropinése
ir vidutinio klimato juostose. Pazymétina tai, kad kaukaziné dioskoréja yra viena i$
rety rasiy ir pasaulyje laikoma tretinio laikotarpio endeminiu reliktu. Jos geografinis
paplitimo arealas yra vakariné Uzkaukazés regiono dalis, Sakartvelas (Abchazija) bei
Krasnodaras (Adleris) [6].

1.1.2. Astragalus genties augaly rasiy paplitimas / taksonomija ir
morfologiniai poZymiai

Astragalus L. gentis — viena turtingiausiy augaly rasiy, priklausanti pupiniy
(Fabaceae Lindl.) Seimai ir Faboideae poSeimiui [11]. Gentyje yra per 2500 rasiy, i$
kuriy apie 500 aptinkama Naujajame zemyne [12, 13]. Sistematiskai Kulk$nés
(Astragalus L.) genties augalai priskiriami induociy (Tracheophyta) skyriui,
magdolijainiy (Magnoliopsida) klasei, erskéciaziedziy (Rosanae) poklasiui, pupieciy
(Fabales) eilei, pupiniy / ank$tiniy (Fabaceae/Leguminosae) Seimai [11]. Jy
geografinis paplitimo arealas yra Europa, Azija, Eurazija ir Siauriné Amerikos dalis.

Dazniausiai minimos Lietuvos floros savaime augancios kulksniy genties
augaly rtsys yra saldzialapé kulk$né (Astragalus glycyphyllos L.)*, ilguoliné kulksné

4 Vilniaus botanikos sodas. Priega per: https://www.botanikos-sodas.vu.lt.
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(Astragalus cicer) [14, p. 213], smiltyniné kulksné (Astragalus arenarius L.) [15] ir
juodadanté kulks$né (Astragalus danicus Retz.) [16]. Taip pat literatiroje minima gana
reta raisis — esparcetiné kulk$né (Astragalus onobrychis), kurios augavietés pastaruoju
metu nepavyko rasti.

Viena i§ gerai Zinomy savaime auganciy rasiy — saldzialapé kulksné (A.
glycyphyllos L.), paplitusi jvairiose Lietuvos vietose: Vilniaus universiteto botanikos
sodo savaiminés floros apylinkése, Mazeikiy, Jurbarko, Kaisiadoriy, Alytaus
rajonuose. Tai daugiametis Zolinis augalas, pasizymintis tuo, kad savaime iSlaiko
stataus stiebo forma. Zydi zalsvai geltonais Ziedais, susitelkusiais j daugiaziede keke.
Dazniausiai auga drégnose buveinése ar pievose [17]. Kaip ir daugelis kity ankStiniy
augaly sékly, jy iSorinis séklos apvalkalas yra kietas. Ankstys gali biiti kiausiniSkos,
cilindrinés arba lenktos formos [17]. Si risis pla¢iai paplitusi visoje Europoje, tatiau
retai aptinkama rytinéje Siaurés Amerikos dalyje ir kai kuriuose Azijos regionuose.

1.1.3. Dioscorea L. genties augaly riiSyse aptinkami junginiai ir ju
naudojimas fiziologiniuose / molekuliniuose tyrimuose

Tyrimai rodo, kad Dioscorea L. genties augaly riiSyse identifikuoti antriniai
metabolitai daznai naudojami fiziologiniuose ir molekuliniuose tyrimuose. Gerai
zinomas nattiralus steroidinis saponinas diosgeninas farmacijos pramonéje buvo
panaudotas kaip cheminis modelis kuriant ir gaminant hormoninius vaistus. Taip pat
jrodyta, kad §is metabolitas mazina oksidacinio streso zalg, gali apsaugoti miokarda
nuo iSemijos sukelty pazeidimy, moduliuoti Zarnyno mikrobiotg ir mazinti
uzdegiminiy lasteliy infiltracija [18, 19, 20]. Dar vienas cheminis junginys yra taip
pat gerai zinomas farmacijos pramongje — (-)-Sikimo rugstis, kuri yra pagrindinis
tarpinis produktas oseltamiviro (Tamiflu®) sintezéje [21, 22, 23]. Jrodyta, kad Sios
rugsties yra Dioscorea elephantipes, Dioscorea sylvatica ir kitose rasyse [24]. Kitas
metabolitas, ne maziau svarbus Zmogaus organizmo fiziologinés sistemos
biocheminiy poky¢iy moduliavime — dioscinas, kurio jrodytas antivézinis,
antigrybelinis, neuroprotekcinis ir antioksidacinis poveikis [25, 26, 27]. Taip pat
farmakologiskai perspektyvus steroidinis saponinas trilinas (Diosgenin-3-O-f-D-
gliukopiranozidas), kuris biologiniuose tyrimuose rodo platy antioksidacinio poveikio
spektra organizmo lgsteléms, pvz., didindamas superoksido dismutazés, lipidy
peroksidacijos aktyvuma ir / ar ekspresija ir taip mazindamas oksidacinio streso atsaka
[28]. Pastarasis metabolitas vienas pirmyjy buvo nustatytas niponiniy dioskoréjy
(D.nipponika Makino) sakniastiebiuose [28]. Pazymétina, kad vélesniuose tyrimuose
buvo aptiktas ir kitose Dioscorea L. genties augaly rusyse: D. oppositifolia L.,
D. hamiltonii Hook.f., D.zingiberensis [26, 29]. Zemiau 1.1 lenteléje pateikiama
sutrumpinta kaukazings ir niponinés dioskoréjos rusyse nustatyty junginiy apzvalga.
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1.1 lentelé. Ankstesniuose tyrimuose identifikuoti antriniai metabolitai D. nipponica
ir D. caucasica rusyse

Preparaty / ekstrakty / frakcijuy

I_DVIOSC‘OI’Gfa'Spp. .. . cheminiy charakteristiky .S
rusys ir tiriamos ParuoSimo ir / ar Drofiliai ;
dalys ekstrahavimo biidas — — 5
Dominuojantys antriniai 5
metabolitai
[ 1l 1l v
D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis: Steroidiniai saponinai: [30]
Tiriamos dalys: giluminis eutektinis  protodioscinas, protogracilinas,
Sakniastiebiai tirpiklis, turintis pseudoprotodioscinas,
30 proc. vandens pseudoprotogracilinas
D. nipponica Makino Liofilizuoti  milteliai, Steroidiniai saponinai: dioscinas, [31]
Tiriamos dalys: ekstrahavimo tirpiklis: protodioscinas, protogracilinas,
Sakniastiebiai 70 proc. (v/v) etanolis pseudoprotodioscinas
D. nipponica Makino Vandeninis sausy Furastanolio saponinas: [32]
Tiriamos dalys: milteliy ekstraktas 26-0-p-D-gliukopiranozil-furost-
Sakniastiebiai 5(6), 20(22)-dien-3p,26-diolis
D. nipponica Makino Dietilo eterio lapy Steroliai ir sterolio esteriai [33]
Tiriamos dalys: ekstrakto frakcija (Mg/ gsausos zaliavos svorio):
lapai sitosterolis: 302,02 + 28,80
sitosterolio esteriai: 14,21 + 1,25
sigmasterolis: 195,23 + 18,50
sigmasterolio esteriai: 3,51 + 0,37
Bendras triterpenoidy Kiekis,
jskaitant esterius (Mg/g sausos
zaliavos svorio): 837,83
D. caucasica Lipsky Dietilo eterio lapy Pentacikliniai triterpenoidai: ursolo  [33]

Tiriamos dalys:
lapai

ekstrakto frakcija

rugstis, amirinas, oleanolio ragstis,
a-amirinas, p-tarakserolis,
taraksasterolis

Steroliai ir sterolio esteriai

(ng/g sausos Zaliavos svorio):
sitosterolis: 365,64 + 33,16
sitosterolio esteriai: 23,40 + 2,20
sigmasterolis: 38,32 + 3,64
sigmasterolio esteriai: 1,96 + 0,22

Bendras pentacikliniy triterpenoidy
kiekis (ng/g sausos zaliavos svorio):
992,00

Bendras  triterpenoidy  kiekis,
iskaitant esterius (ug/g sausos
zaliavos svorio): 1492,56
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1.1 lentelés tesinys

Dioscorea spp.
rasys ir tiriamos

dalys

ParuoSimo ir / ar
ekstrahavimo budas

Preparaty / ekstrakty / frakcijy
cheminiy charakteristiky
profiliai
Dominuojantys antriniai
metabolitai

Literatiira

i v

D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis

Tiriamos dalys:

Sakniastiebiai ir jo chloroformo

. Silibeno dariniai: diosnipozidas A,  [34]

50 proc. (v/v) etanolis diosniponolis C, D

' Fenantreno dariniai:

etilacetato, butanolio diosnipozidas A, B;

frakcijos

3,7-dihidroksi-2,4,6-trimetoksi-
fenantrenas;
4,7-dihidroksi-2,6-dimetoksi-9,10-
dihidrofenantrenas

Fenolinés rugstys:

vanilino ragstis,
p-hidroksibenzoiné rugstis,
p-hidroksibenzaldehidas
Flavonoidai: likviritigeninas

Lignanai: (+)-siringarezinolis

D. caucasica Lipsky
Kaukazinés
dioskoréjos
(Sakny) kulttiry
vitro ekstraktai

izopropanolis
kaliaus metanolis

in

Ekstrahavimo tirpiklis:

Saponinai: spirosten-5-3-ol: [35]
gliukopiranozidai,

ramnopiranozidai,

(25S)-deltozidas, deltozidas,
(25S)-protodioscinas,

protodioscinas,

spirostenolisA, B

Ekstrahavimo tirpiklis:

izopropanolis

Flavonoidai (mg/q):

rutinas: 10,77 £ 0,54

kvercetinas: 14,13 £ 0,71
apigeninas: 24,15+ 1,2
magniferinas: 5,51 + 0,28
Hidroksicinamono ragstis (mg/g):
kavos ragstis: 9,60 + 0,48

Bendras ekdisterony kiekis (mg/g):
7,04+0,35

Bendras flavono glikozidy kiekis
(mg/g): 7,93+0,40

D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis: Saponinai: gracilinas, dioscinas,
—75 proc. protodioscinas,

vanduo
(v/v) etanolio frakcija

Tiriamos dalys:
Sakniastiebiai

[36]

pseudoprotodioscinas
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1.1 lentelés tesinys

. Preparaty / ekstrakty / frakciju =
I_DVIOSC‘OI’Gfa'Spp. .. . cheminiy charakteristiky =
rusys ir tiriamos ParuoSimo ir / ar N =
. _ profiliai s
dalys ekstrahavimo biidas —— — 3
Dominuojantys antriniai 5
metabolitai
[ 1l 1l v
D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis: Saponinai: 7-oksodioscinas, [37]

Tiriamos dalys: metanolis

Sakniastiebiai

gracilinas, dioscinas,
metilprotodioscinas,
dioseptemlozidas G,
(25R)-dracaenozidas G,
orbikulatozidas B,

progeninas I11, (38,22a,25R)-26-(5-
D-gliukopiranoziloksi)-22-
metoksifurost-5-en-3-il-O-[a-L-
ramnopiranozil-(1—4)]-5-D-
gliukopiranozidas

D. nipponica Makino Ekstrahavimo
subsp. rosthornii (Pr
ain et Burkill) C. T. etilo benzoatas
Ting

Tiriamos dalys:

Sakniastiebiai

tirpikliai: etilacetatas ir

Steroidiniai saponinai: dioscinas, [38]
diosgeninas, gracilinas

Steroliai: daukosetrolis

Fenantreno dariniai: 2,2',7,7'-
tetrametoksi-[1,1’-bifenantrenas]-
4.4' 6,6'-tetrolis

Diarilheptanoidai:
diosponginas A ir kt.

Izokumarinas: diorostornoumarinas®

D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis:

Tiriamos dalys: metanolis

Saknys

Steroidiniai saponinai: dioscinas, [39]
diosgeninas, gracilinas,

prosapogeninas A (diosgenin-3-0O-
a-L-ramnopiranozil(1—2)-4-D-
gliukopiranozidas),

prosapogeninas C (diosgenin-3-O-
S-D-gliukopiranozidas)

D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis:

70 proc.

(v/v) etanolis —
chloroformo-tirpios
frakcijos

Tiriamos dalys:
stiebai ir lapai

Fenantreno dariniai: 7-hidroksi- [40]
2,3,5-trimetoksi-9,10-
dihidroksifenantrenas, 2,2',7,7'-
tetrahidroksi-4,4',6,6’-tetrametoksi-
1,1’-bifenantrenas, 3,7-dihidroksi-
2,4,6-trimetoksifenantrenas,
4,7-dihidroksi-2,3,6-

trimetoksifenantrenas

5 Originalus zodis: ,,diorosthornoumarin®.
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1.1 lentelés tesinys

. Preparaty / ekstrakty / frakcij
IE)VIOS(EOH?a-Spp. .. cphemilrlliu charaktl::ristikq . E
rusys ir tiriamos ParuoSimo ir / ar DrOfi“ai ‘a’
dalys ekstrahavimo budas — — ]
Dominuojantys antriniai 5
metabolitai
| 1] 11 \Y
D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis; Saponinai: dioscinas, [27]
Tiriamos dalys: 50 proc. (v/v) etanolis  25(R)-dracaenozidas E, G,
Sakniastiebiai — organiniy tirpikliy diosgeninas-(3p, 25R)-spirost-5-en-

frakcijos 3-olis,
diosgenin-3-0O-4-D-
gliukopiranozil(1—3)-4-D-
gliukopiranozidas,
gracilinas, prosapogenin B,
protodioscinas,
7-oksodioscinas,
opfoipogoninas C’,
hipoglaucinas F,
protoneogracillinas
D. nipponica Makino Ekstrahavimo tirpiklis: Benzil-1-O-f-D-gliukopiranozidas, [41]
Tiriamos dalys: 60 proc. (v/v) etanolis leonurizidas A, pirokatecholis 1-O-
$viezi Sakniastiebiai S-D-gliukopiranozidas,
(+)-siringaresinol-4-O-4-D-
gliukopiranozidas, adenozinas,
ikarisidas D>, ciklo-(Leu-Tyr)

Kaip parodyta 1.1 lenteléje, ankstesniuose tyrimuose tirty augaliniy ruoSiniy
sudétyje, be gerai zinomy saponiny, dominuoja ir kity klasiy junginiai. Pavyzdziui,
tarp gerai zinomy fenoliniy junginiy Dioscorea L. genties augaly raSyse dominuoja
fenolinés ragstys: chino, siringo, vanilino, p-hidroksibenzoiné; hidroksicinamono
ragstys: chlorogeno, p-kumaro [29, 34]; flavonoidai: kvercetino dariniai, rutinas,
kemferolis ir katechinai; antocianai: alantoino izomerai ir kt. [29]. PaZymétina tai, kad
seniai yra jrodytas Siy junginiy geb¢jimas mazinti reaktyviy deguonies radikaly kiekj
ir taip apsaugoti zmogaus organizmg nuo Vidinio oksidacinio streso daromos zalos.

Zhang et al. (2007) [41] niponiniy dioskoréjy (D. nipponica Makino)
Sakniastiebiy etanoliniuose ekstraktuose (1.1 lent.) nustaté junginius: benzil-1-O-4-
D-gliukopiranozida, leonurizida A, ikarisida D., pirokatecholj, 1-O-4-D-
gliukopiranozida, (+)-siringarezinol-4-O-f-D-gliukopiranozida, ciklo-(Leu-Tyr) ir
adenozing. Taip pat tyréjai pazymi, kad aptikti junginiai $ios raSies Sakniastiebiuose
nustatyti pirma karta.

Kiek maziau minima, tadiau svarbi dar viena aromatiniy metabolity klasé —
fenantreno dariniai, kurie aptinkami skirtingose Dioscorea L. genties augaly rasyse:
D. batatas Decne, D. rotundata, D. nipponica Makino, D. communis L. [34, 42, 43,
44]. Pastarieji pasizymi antigrybeliniu ir antioksidaciniu poveikiu [42, 43, 44].
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Maistiniu ir ekonominiu poziiiriu vieni i$ svarbesniy natiiraliy augaly junginiy,
naudojamy kuriant ir / ar perdirbant biologinés vertés maisto produktus ir / ar maisto
papildus, — krakmolas, sudarantis apie 75 proc. visy Sakniastiebiuose esanciy
angliavandeniy, maistinés skaidulos, sacharozé, baltymai ir riebaly riagstys, kurios
daugiausia dominuoja dioskoréjy Sakniastiebiuose [45, 46]. Taip pat Siy visy junginiy
aptinkama lapuose, taciau nedideliais kiekiais.

1.1.4. Dioscorea L. genties augaly rasiy vartojimas medicinos praktikoje

Daugelyje pasaulio regiony Dioscorea L. genties augaly riiSys zinomos dél
sgsajos su pigaus maisto gamybos ir valgymo kultira, tradicine kiny medicina,
Siuolaikine Vakary medicina bei farmacijos pramone. Seniai yra zinoma, kad
skirtingy rasiy Dioscorea L. genties augaly dalys kaupia skirtingus biologiskai
aktyvius junginius. Dél nevienodos pastaryjy junginiy kokybés sudéties skirtingos
augaly dalys naudojamos gaminant tikslinius produktus — vaistines medZiagas,
biologinés vertés maisto produktus (miltus, makaronus, desertus), maisto papildus
[47, 48, 49].

1.1.4.1. D. caucasica, D. nipponica augaly rii$iy vartojimas medicinos
praktikoje

Viena vertingiausiy Dioscorea L. genties augaly rsiy — kaukaziné dioskoréja
(D. caucasica Lipsky), kurios $akniastiebiai su $aknimis naudojami milteliy, uzpily,
nuoviry, arbaty ir etanoliniy ekstrakty pavidalu. Kaukazo regione naudojami liaudies
medicinoje Sirdies ir kraujagysliy sistemos funkcijoms gerinti, kognityvinei funkcijai
islaikyti ir / ar gerinti, cholesterolio kiekiui kraujyje mazinti. Ar liaudies medicinoje
naudojami augaliniai ruoSiniai / preparatai gali prisidéti prie sveikatos stiprinimo, néra
daug duomeny. Taciau yra informacijos, kad D. caucasica Sakniastiebiy ruoSiniai
normalizuoja kraujospudj tiek hipertenzija, tiek hipotenzija sergantiems zmonéms
[50]. Taip pat moksliskai patvirtintas $akniastiebiy gydomasis poveikis [51]. Bitent
D. caucasica Sakniastiebiai naudojami farmacijos pramonéje gaminant neogaleninius
yra tretinio laikotarpio endeminis reliktas. Taciau, nepaisant $ios raSies nattraliai
auganciy iStekliy mazéjimo, vaistinio augalo dalys jdomios tiek mokslo, tiek
farmacijos pramoneés Srityse.

Kita Dioscorea L. genties ra8is, ne maziau vertinga sveikatos stiprinimo
pozitiriu, — niponiné dioskoréja (D. nipponica Makino), kurios Sakniastiebiai su
Saknimis jvairiy farmaciniy formy pavidalu naudojami tradicinés kiny medicinos,
Kampo medicinos ir Vakary medicinos praktikoje. Moksliniy jrodymy randama
daugiau, palyginti su anks¢iau aprasyta rasimi. Tyrimai rodo, kad ekstraktai ir / ar
ruoSiniai, kuriy sudétyje yra niponiniy dioskoréjy susmulkinty Sakniastiebiy bei
augalinés kilmés junginiy, iSgauty i§ niponiniy dioskoréjy sudedamyjy daliy, geba
veikti $ias véziniy lgsteliy linijas: U20S — zmogaus osteosarkomos [31], Huh7, u-PA
zmogaus hepatomos [53], HL60 — Zmogaus leukemijos [54], DU145 — Zmogaus
prostatos [55]; uzdegima slopinancias lasteliy linijas: Th17 imuninés sistemos [56],
BV-2 pelés smegeny mikroglijos lgsteles [27]. Kinijoje klinikinéje praktikoje placiai
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naudojamas tradicinis augalinis niponinés dioskoréjos (D. nipponica Makino)
Sakniastiebiy ~ preparatas,  turintis  saponiny:  dioscing,  protodioscina,
pseudoprotodioscing, podagriniam artritui gydyti [57]. Yra jrodytas Sio augalinio
preparato uzdegima slopinantis poveikis [57]. Dél anabolinio poveikio sporto
aplinkoje placiai paplites D. nipponica Makino Zoleliy ekstraktas, dar zinomas kaip
anabolinis ir androgeninis ekstraktas, kuris didina testosterono kiekj kraujyje [58].
Zemiau 1.2 lenteléje pateikta platesn¢ apzvalga apie $ios riisies biologiniy tyrimy
jvairove.

1.2 lentelé. Niponinés dioskor¢jos augaliniy ruosiniy biologiniy tyrimy jvairove

Paruosimo salygos Tyrimas Irodytas poveikis Literatura
Niponiniy dioskoréjy In vitro: lasteliy Ekstraktas sukélé apoptoze [31]
(D. nipponica Makino)  kultiros modelis; Zmogaus osteosarkomos
sausas etanolinis zmogaus lasteliy linijoje U20S
ekstraktas (70 proc. osteosarkomos
\A%) U20S lgsteliy

linija
Diosgeninas, iSgautas Invivo: gyviny  Kvépavimo taky epitelyje [20]
i§ niponiniy dioskoréjy  modelis; slopina  TNF-a, IL-1b, IL-6
Sakniastiebiy ovablumino sekrecijg, taip sustiprindamas

sukelta bronchy  gliukokortikoidy  receptoriy

astma ekspresija
Saponinai, i$gauti i§ In vitro:lasteliy Didina nervy augimo faktoriy [27]
niponiniy dioskoréjy kultaros modelis; (angl. nerve growth factor,
Sakniastiebiy: naudojant peliy NGF), nesukeldami reik§mingo
protoneogracilinas, mikroglijos BV-2 toksiskumo lgsteléms; |NO
opfiopogoninas® C’ ir C6 gliomos

lasteliy linijas
Tradicinis augalinis In vivo: gyviny RDN atstat¢é urato kristaly [59]
niponinés dioskoréjos modelis; urato sukelty prouzdegiminiy
(D. nipponica Makino) kristalais sukeltas citokiny, tokiy kaip TNF-a,
Sakniastiebiy preparatas podagrinis pro-interleukinai IL-1p, IL-8,
(RDN), kurio sudétyje artritas; 100, 300, gamybg iki normaliy salygy.
yra dioscino, 900 mg/kg kino Reguliuoja organizmo
protodioscino, pseudo- svorio dozés, kas antioksidacinés sistemos
protodioscino 24 valandas 7 gynybos pajégumg ir ,,NALP3

dienas, per 0s inflamasomy“ kompleksa

6 Originalus Zodis: ,,ophiopogonin C".
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1.2 lentelés tesinys

Paruosimo salygos Tyrimas Irodytas poveikis Literatiira
Bendras saponiny kiekis In vivo: gyvany modelis; Bendras saponiny kiekis  [60]
RDN preparate, kurio kalio  oksonatosukeltas normalizavo kalio
sudétyje yra dioscino, podagrinis artritas oksonato sukeltus $lapimo
protodioscino, pseudo-  ziurkéms; duodant 60, rogSties ir  kreatinino
protodioscino 300, 600 mg/kg kino pokyéius $lapime: mazino

svorio dozés kas 24 Slapimo rugsties
valandas 6 dienas prie§ koncentracijg kraujyje ir
indukcija, per 0s kreatinino  kiekj kraujo
serume
Niponiniy  dioskoréjy, In vivo: gyviny Diosgeninas mazina [18]
D. nipponica  Makino, modelis; izoprenalino oksidacinio streso
Sakniastiebiy sausas sukeltas iminio sukeliamas paZzaidas, taip
etanolinis ekstraktas (80 iSeminio miokardo apsaugodamas miokarda
proc. viv) suzalojimas; nuo suzalojimy
Diosgenino 20, 40, 80
mg/kg kiino  svorio
dozés vieng karta per
para 3 dienas, per 0s, po
izoprenalino injekcijos
Sausas  ekstraktas ir Ekstrakto 500 mg/kg D.N ekstraktas: SOD,
diosgenino suspensijos 1 kono svorio dozés, CAT ir GPx 1 lygj; lipidy
proc. (m/v) vandeninis vieng karta per parg 3 peroksidacijg |
karboksilmetilceliuliozés dienas, per 0s, po
tirpalas izoprenalino injekcijos
Saponinai, iSgauti i§ In vivo: gyviiny Saponinai apsaugo [61]
Niponiniy dioskoréjy modelis; izoprenalino miokarda nuo  sukelto
(D. nipponica Makino) sukeltas miniS iSeminio miokardo
Sakniastiebiy iSeminio miokardo pazeidimo. Saponiny
suzalojimas; ekstrakto turintis preparatas: SOD,

150, 300 mg/kg kiino
svorio dozés, viena
kartg per para 3 dienas,
per o0s, pries ir po
izoprenalino injekcijos

CAT, GPx ir T-AOC? lygj
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1.2 lentelés tesinys

Paruosimo salygos Tyrimas Irodytas poveikis Literatira
Niponiniy dioskoréjy In  vivo:  gyviny Dioscinas ir diosgeninas [39]
(D. nipponica Makino) modelis;  riebalinés sumaZino triacilglicerolio
Sakniastiebiy emulsijos sukeltas lygj plazmoje po 4 val.
liofilizuoti milteliai lipidy metabolizmas

peléms; duodant 200

ml mg/kg kiino svorio

dozés riebalinés

emulsijos irl00 mg/kg

kiino svorio dozés

dioscino / diosgenino,

per 0s
Niponiniy dioskoréjy In  vivo:  gyviny Sumazino trigliceridy, [28]
(D. nipponica Makino, modelis; riebios dietos cholesterolio  koncentracija
ND) Sakniastiebiy (angl. high-fat diet) plazmoje, didino  SOD
sausas etanolinis sukelta aktyvuma ir sumazino lipidy
ekstraktas (65 proc. hiperlipidemija peroksidacija
v/v) — trilinas (po Zziurkéms; duodant 0,5
frakcionavimo) mg/kg kiino svorio

dozés trilino kartg per

dieng 2  savaites

intraperitoniniu badu
11, padidéjimas. 2| sumaZé&jimas.

Paminétini tyrimai rodo, kad D. nipponica Makino turi tariamajj

antiuzdegiminj, antivézinj, imunomoduliacinj ir neuroprotekcinj poveikj. Todél
suprantama, kad jvairiy $aliy medicinos praktikoje augaliniai ruo$iniai, pagaminti i$
niponiniy dioskoréjy (D. nipponica Makino) Sakniastiebiy, naudojami imuninei
sistemai reguliuoti, skausmui ir uzdegimui mazinti [60].

1.1.5. Astragalus L. genties augaly riiSyse aptinkami junginiai ir ju
naudojimas fiziologiniuose / molekuliniuose tyrimuose

Daugelyje Vakary saliy Astragalus L. genties augaly rGsys tampa vienu is
svarbesniy moksliniy tyrimy objekty kuriant tikslinius produktus. Toks platus
susidoméjimas $i0s genties augalais susijes su mokslininky paskelbtais tyrimais,
jrodanciais augalo/-y visose dalyse aptiktus junginius ir jy veiksmingumg mazinant
reaktyviyjy deguonies radikaly kiekj ir kai kuriy fermenty aktyvuma. Ankstesniuose
tyrimuose identifikuoti antriniai metabolitai Astragalus L. genties rasyse pateikti 1.3
lenteléje, 0 1.4 lenteléje yra pateikta platesné biologiniy tyrimy jvairoveé.
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1.3 lentelé. Ankstesniuose tyrimuose identifikuoti antriniai metabolitai Astragalus
L. genties rusyse

Kulksnés ParuoSimo Preparaty / ekstrakty / frakcijuy
(Astragalus ir/ ar cheminiy charakteristiky profiliai | Literatura
spp.) rasys ir ekstrahavimo Dominuojantys antriniai
tiriamos dalys budas metabolitai
| 1 11 v
Astragalus Dziovinta Z0lé,  Fenolinés riigstys: galo ragstis [62]
glycyphyllos L. milteliy pavidalo ~Flavonoidai:
T|r|am9s ' E.ks.tra.hawmvo (+)-katechinas,
dalys: zolé t1rp11_<lls: k_arstas (-)-epikatechinas,
demineralizuotas (-)-epigalokatechinas,
vanduo (-)-epikatechino galatas
Astragalus Dziovinta Zolé, Flavonoidy glikozidai: kaempferol-3- [63]
glycyphyllos L. milteliy pavidalo O-[2-O-f-D-galaktopiranozil-6-O-a-
Tiriamos Ekstrahavimo L-ramnopiranozil]-5-D-
dalys: zolé tirpiklis: 80 gliukopiranozidas (kameliazidas A");
proc. Kvercetin-3-O-a-L-ramnopiranozil-
(v/v) metanolis (1—2)-[a-L-ramnopiranozil-(1—6)]-
S-D-galaktopiranozidas
(alcesefolizidas®);
Kaempferol-3-0-a-L-ramnopiranozil -
(1-2)-[a-L-ramnopiranozil-(1—6)]-
S-D-galaktopiranozidas
(mauritianinas);
N-(8-metilkaempferol-3-O-[a-L-
ramnopiranozil-(1—2)-[a-L-
ramnopiranozil-(1—6)]-5-D-
galaktopiranozil])-3-hidroksipiperidin-
2-0nas
Astragalus Ekstrahavimo Izoflavonai: genisteinas, daidzeinas, [64]
glycyphyllos L. tirpiklis: 80 biochaninas A, formonetinas
Tiriamos proc. (9:1,v/V) Bendras izoflavony kiekis (mg/100g):
dalys: lapai, metanolis / lapuose: 14,63
ziedai, stiebai vanduo
naudojant
ultragarsa
Astragalus Kaliaus (agliy) Flavonoidai: rutinas [65]
glycyphyllos L. kultiry in vitro kameliazidas A,
Tiriamos dalys  suspensijos

7 Originalus zodis: ,,camelliaside A“.
8 Originalus zodis ,,alcesefoliside”.
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1.3 lentelés tesinys

Kulk$nés ParuoSimo Preparaty / ekstrakty / frakcijy
(Astragalus ir/ar cheminiy charakteristiky profiliai Literatiira
Spip) DT ekstrahavimo | -y i ojantys antriniai metabolitai
tiriamos dalys biuidas
| 1 1l v

Astragalus Ekstrahavimo  Triterpeniniai glikozidai (cikloartano tipo [66]
glycyphyllos L. tirpiklio glikozidai):
Tiriamos dalys:  miSinys: 3-O-a-L-arabinopiranozil-(1—2)-4-D-
dziovintos petrolio eteris, ksilopiranozil-20(R),24(R)-3pB,60,164,25-
Saknys dichlormetanas pentahidroksi-cikloartanas (askendozidas C)

ir metanolis /' 3-O-a-L-arabinopiranozil-(1—2)-4-D-

vanduo (70:30) ksilopiranozil-25-O-[$-D-gliukopiranozil]-

(Viv) — 20(R),24(R)-34,6a,16,25-pentahidroksi-

butanolio cikloartanas (askendozidas F)

frakcija
Astragalus Ekstrahavimo  Izoflavonai: daidezinas, naringinas, [67]
membranaceus tirpiklis: 50 kalikozinas, formononetinas.
(Fish.) proc. (V/v) Flavonoidy glikozidas:
Tiriamos dalys:  etanolis ramnocitrin-O-gliukozidas,
Saknys Saponinai: astragalozidai I, 11, 111, IV, VI,

izoastragalozidas Il,
sojasaponinas |

Astragalus Maceracijos Flavonoidai (ug/g ekstrakto): [68]
macrocephalus  metodas (-)-epikatechinas: 5,60 + 0,11
subsp. apigeninas: 23,0 £ 0,12
Finitimus hesperidinas: 7,05 + 0,03

Tiriamos dalys:

lapai

hiperozidas: 1828,94 + 21
kvercetinas: 3,27 + 0,06
luteolinas: 32,58 + 1,07

Flavonoidy glikozidai (ug/g ekstrakto):
apigenin-7-gliukozidas: 16,85 + 0,19
luteolin-7-gliukozidas: 13,45 + 0,17

Fenolinés rugsys (ng/g):

ferulo: 37,61 + 0,03

galo ruagstis: 2,24 = 0,01
protokatecho rtgstis: 18,90 + 0,16

Hidroksicinamono riigStys (1g/g):
p-kumaro rigstis: 33,12 + 0,35
chlorogeno rugstis: 0,75 = 0,26

Fenilpropanoidai (pg/g):
verbaskozidas: 1,13 + 0,08
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1.3 lentelés tesinys

Kulk$nés ParuoSimo Preparaty / ekstrakty / frakcijy
(Astragalus ir/ar cheminiy charakteristiky profiliai Literatiira
:ﬁf[l)a)n:(l)lss fjsa:;s ekstl:gr(liz\snmo Dominuojantys antriniai metabolitai
| 1 i v
Astragalus Ekstrahavimo  Fenolinés rugstys (mg/kg ekstrakto): [69]
brachycalyx tirpiklis: fumaro rugstis: 7229,15
FISCHER w etanolis siringo riigstis: 258,59
Tiriamos dalys: Hidroksicinamono ragstys (mg/kg
Saknys ekstrakto):
chlorogeno rtigstis: 160,89
kavos riigstis: 19,88
Flavonoidai (mg/kg ekstrakto):
apigeninas: 585,36
kvercetinas: 8,76
naringeninas: 280,73
rutinas: 179,93
Flavonoidy glikozidai (mg/kg
ekstrakto):
luteolin-7-rutinozidas: 26,09
Fenilpropanoidas (mg/kg ekstrakto):
verbaskozidas: 303,51
Astragalus Ekstrahavimo  Fenolinés rugstys (ug/g ekstrakto): [70]
leporinus Boiss.  tirpiklis: (-)-chino rigstis: 4814,49 + 23,23
var. hirsutus metanolis galo rugstis: 24,25 £ 1,22
Tiriamos dalys: p-hidroksibenzenkarboksirtigstis:
Saknys 184,86 + 9,56
Hidroksicinamono riigstys (ng/g):
chlorogeno ragstis: 173,95 + 8,47
p-kumaro riigstis: 460,36 + 23,46
Flavonoidai (pg/g ekstrakto):
hesperidinas: 9441,78 + 462,61
hiperozidas: 932,24 + 45,66
rutinas: 7389,81 + 369,45
Astragalus Ekstrahavimo  Fenoliniai junginiai (pg/g ekstrakto): [70]

distinctissimus
Tiriamos dalys:
Saknys

tirpiklis:
metanolis

(-)-chino rugstis: 5094,77 + 244,51
galo riigstis: 28,18+1,43
p-hidroksibenzenkarboksirtigstis:
1799,27 + 93,54

protokatecho rugstis: 122,04 + 6,22

Hidroksicinamono riigstys (ug/g):
p-kumaro ragstis: 392,87 £ 19,99
chlorogeno rigstis: 306,45 £+ 14,99
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1.3 lentelés tesinys

Kulk$nés ParuoSimo Preparaty / ekstrakty / frakcijy
(Astragalus ir/ar cheminiy charakteristiky profiliai | Literatiira
::O r?grr:gss}éisall;s ekStl';gEi\S/'mo Dominuojantys antriniai metabolitai
| 1 1l v
Flavonoidai (pg/g ekstrakto):
hesperidinas: 1604,34 + 78,59
hiperozidas: 228,31 + 11,17
rutinas: 1028,27 + 51,40
Astragalus Ekstrahavimo  Fenoliniai junginiai (ug/g ekstrakto): [70]
schizopterus tirpiklis: (-)-chino ragstis: 111302,77+£5342,49
Boiss. metanolis galo ragstis: 290,63 + 14,79
Tiriamos dalys: protokatecho rugstis: 1607,98+81,95
Saknys p-hidroksibenzenkarboksirtigstis:
1033,00 + 53,71
Hidroksicinamono rtgstys (1g/g):
p-kumaro ragstis: 475,85 + 24,22
chlorogeno riigstis: 400,31 £ 19,60
Flavonoidai (pg/g ekstrakto):
hesperidinas: 969,43 + 475,06
hiperozidas: 1992,69 + 97,60
rutinas: 13351,76 + 667,55
Astragalus Ekstrahavimo  Izoramnetinas, izoramnetin-3-O-a-L- [71]
armatus tirpiklis: ramnopiranozil-(1—6)-3-D-
Tiriamos dalys:  etanolis/vanduo galaktopiranozidas, izoramnetin-3-O-p-
ankstys (80:20, v/v) —»  D-apiofuranozil-(1—2)-[a-L-
ir jo etilacetato, ramnopiranozil-(1 —6)]-5-D-
butanolio galaktopiranozidas, kaempferol-3-O-
frakcijos (2,6-di-O-a-L-ramnopiranozil)-5-D-
galaktopiranozidas, kaempferol-3-O-
(2,6-di-O-a-L-ramnopiranozil)-5-D-
gliukopiranozidas, pinitolis,
ciklomakrozidas D
Astragalus Ekstrahavimo  Flavonoidy glikozidai: 7-metoksi [72]
turkestanus tirpiklis: kaempferol-3-0-a-L-arabinozil-
Bge. metanolis (1 — 6)-p-d-galaktopiranozidas,
Astragalus kaempferol-3-0-a-L-ramnopiranozil-7-
xanthomeloides O-a-L-ramnopiranozil-(1 — 6)-$-d-
Eug. Korr. et galaktopiranozidas, kaempferol-3-O-p-
M. Pop. d-7-metoksi-gliukopiranozidas

Tiriamos dalys:
antzeminé dalis

D-pinitolis (3-O-metil-D-chiro-
inozitolis)
Saponinas: azukisaponinas V

Stigmasterolio gliukozidas:
daukosterolis
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1.4 lentelé. Astragalus L. genties augaly riiSiy augaliniy ruosiniy biologiniy tyrimy

Sakny vandeninis sukelta hipertenzija kraujosptdzio lygj

ekstraktas, kurio ziurkéms; vandeninio 22,33 £ 3,61 mmHg
sudétyje yra ekstrakto 200 mg/kg vartojant 200 mg/kg
bioaktyviy peptidy kiino svorio dozés, per 0s vandeninio ekstrakto

Jvairové
Kulk$nés
%strggalus Sep) Tyrimas Irodytas poveikis Literatiira
rusys ir paruosimo
salygos
A. gummifer Labill.  Invivo: gyviny modelis; Ekstraktai sumazino [73]
Sakny etanolinis 4 proc. acto rugsties acto rugsties sukelta
liofilizuotas sukeltas opinis kolitas uzdegimg, viduriavima
ekstraktas (80 proc.  Ziurkéms, atlickant ir iSop¢jimg; |MPO
VIV) infuzijg j tiesiaja zarng aktyvuma
Ekstrakto 400 mg/kg
kiino svorio dozés, vieng
karta per parg 5 dienas,
pries  sukeliant  opinj
kolita, per os
A. kurdicus Boiss. Ekstrakto 200, 400 mg/kg
Sakny etanolinis kiino svorio dozés, viena
liofilizuotas kartg per parg 5 dienas,
ekstraktas (80 proc.  prie§ sukeliant  opinj
vIv) kolita, per os
A. gummifer Labill.  In vivo: gyviiny modelis; SumaZino karagenino [73]
Sakny etanolinis karageno sukelta leteny sukelta uzdegima
liofilizuotas tirio edema; ekstrakto
ekstraktas (80 proc. 200, 400 mg/kg kiino
v/v) svorio dozés, vieng kartg
per para 5 dienas, per 0s
A. kurdicus Boiss. In vivo: gyviiny modelis;
Sakny etanolinis karageno sukelta pelés
liofilizuotas leteny edema; ekstrakto
ekstraktas (80 proc. 200, 400 mg/kg kino
vIv) svorio dozés, vieng kartg
per para 5 dienas, per 0s
A. membranaceus In vivo: gyviiny modelis; Sumazino sistolinio [74]

1| sumazéjimas.

Liu ir kt. klinikiniy tyrimy metu parodé, kad Astragalus membranaceus
pagerino kognityvinj ir socialinj funkcionavimg pacientams, kuriems pasireiské
nuovargis po insulto [75]. Kim ir kt. tyré Sios ruSies ekstrakto poveikj sergantiems
diabetine nefropatija. A. membranaceus ekstraktas, vartojant po 30 g vieng ménesj,
padidino glomeruly filtracijos greitj (GFG) nuo 47 iki 72 ml/min./1,73 m?, sumaZino
baltymy kiekj slapime [76]. Taip pat tyréjai pastebi geresnius gydymo atvejus skiriant
AKF slopikliy ir augalinio ekstrakto derinj. Hanifa ir kt. klinikiniy tyrimy metu
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pastebéjo geresnius gydymo rezultatus pogimdyvine hipertenzija sergancioms
moterims, skiriant vaistinj preparata nifediping ir Dioscorea alata vandeniniy
ekstrakty, kuriy sudétyje yra flavonoidy, ir dioskorino derinj [77]. Bulgarijos
mokslininkai, atlike monoaminooksidazés B (hMAO-B) slopinimo tyrima, pateiké
duomenis apie Astragalus glycyphyllos L. metanoliniy ekstrakty frakcijose nustatyty
junginiy veiksmingumg slopinant pastargjj fermenta [78]. Pazymétina, kad
17(R),20(R)-3p,6a,164-trihidroksicikloartanil-23-karboksil-16-laktono-3-0-$-D-
gliukopiranozidas ir kameliazidas A sumazino hMAO-B aktyvuma atitinkamai 44
proc. ir 35 proc. Taip pat tyréjai pazymi, kad junginys saldzialapés kulk$nés Zaliavoje
nustatytas pirmga karta.

1.3.1 Astragalus glycyphyllos L. vartojimas medicinoje

Astragalus genties augaly raisiy vartojimas tradicinés kiny medicinos praktikoje
gydant jvairius sveikatos sutrikimus, daZniausiai susijusius su imunine Sistema,
létinémis degeneracinémis ligomis bei Sirdies ir kepeny ligomis, yra seniai Zinomas.
Dabar Astragalus genties augalai tampa labai vertinami Vakary $aliy medicinoje kaip
papildomos ir alternatyvios medicinos galimybé gerinant gyvenimo kokybe.

Saldzialapés kulksnés (Astragalus glycyphyllos L.) augalo daliy, jskaitant lapy,
naudojimo sveikatai stiprinti ir / ar gydyti jrodymy néra daug. Yra keletas preliminariy
jrodymuy, leidzian¢iy manyti, kad A. glycyphyllos lapai, vieni ar / ir derinyje su kitomis
Zolelémis, gali turéti potencialios naudos imuninei sistemai, esant idiopatiniam
nevaisingumui, taip pat Sirdziai ir kepenims bei kaip pagalbiné vézio terapijos
priemoné [79,80].

Lysiuk ir kt. [62] toje pacioje rasyje aptiko (+)-katechino ir (-)-epigallokatechino
junginius, kurie, kaip Zinoma, turi hepatoprotekciniy ir antioksidaciniy savybiy
[81,82]. Be to, atlikti tyrimai su A. glycyphyllos L. augalo skirtingomis dalimis rodo,
kad augaliniai ruo$iniai turi daug perspektyviy biologiniy savybiy. Jrodytas
imunomoduliuojamasis, antiproliferacinis poveikis navikams in vitro / in vivo [80],
antineoplastinis [78, 80], antimikrobinis [83], hepatoprotekcinis [84] ir
neuroprotekcinis poveikis [78].
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1.4 Hidrolazés, jy veikimo mechanizmai ir gamtiniai inhibitoriai

Klinikingje praktikoje padidéjes fermento aktyvumas dazniausiai vertinamas
kaip ligos ar patologijos rodiklis. Taip yra taikoma ir hidrolaziy klasés fermentams.
D¢l padidéjusio hidrolaziy aktyvumo zmogaus organizme vyksta fiziologiniai
pokyciai, apimantys virSkinamaja, Sirdies ir kraujagysliy ir kitas sistemas. Yra
Zinoma, kad $iy neigiamy fiziologiniy poky¢iy galima i§vengti vartojant inhibitorius,
kurie literattroje apibréziami kaip cheminiai junginiai, gebantys jungtis su fermentais
ir taip mazinti fermentinés reakcijos greitj [85, p.194]. Todél medicinos ir sveikatos
mokslo srityje pripaZjstama, kad fermentinés sistemos funkcionavimas yra susijes su
vaistinés(-iy) medziagos(-y) poveikiu esant zmogaus fiziologiniy funkcijy
pokyéiams. Siuo atzvilgiu tyrimai, susije su gamtiniais inhibitoriais ir jy paieska, yra
labai svarbus.

1.41 Trumpa hidrolazés klasés charakteristika

Hidrolazés (EC 3.x) — placiai paplitusi fermenty klasé, kuri katalizuoja
kovalentinio rysSio skilimg (C-O, C-N, C-C ar/ir P-N) jvairiose molekulése
prijungdama vandens molekule [86]. Kiekvienos fermentinés reakcijos vyksmo etapas
apima junginio hidrolize ir katalizing funkcija. Kaip buidinga visoms hidrolazéms,
hidrolizés reakcijos metu susidaro du produktai, kurie pavaizduoti Zemiau lygtyje [87,
p. 45]:

AB + H,O — AOH + BH (1)

Pavaizduota suminé B grupés mainy su OH grupe lygtis (1), kuri rodo molekulés
(AB) skilima, vykstantj kartu su vandens molekule (H2O) hidrolizés reakcijos metu.
Junginio skilimo metu susidaro dvi mazesnés molekulés (AOH ir BH), kuriy viena i$
vandens prisijungia hidroksi (OH") grupe, Kita — protong (H*). Fermentiniy reakcijy
su kitais hidrolazés klasés fermentais principai yra tie patys, kaip ir hidrolizés
reakcijoje, t. y. pirmiausia panaudojama substrato molekulé prisijungti prie vandens
molekulés, po to vykstanti fermentiné katalizé keicia substrato struktiirg, t. y. substrata
ver¢ia | produktus. Priklausomai nuo hidrolizuojamo cheminio rySio molekuléje,
hidrolazés klasés fermentai skirstomi j trylika (EC3.1 — EC3.13) poklasiy [88]. Siy
poklasiy kiekvienas fermentas skiriasi savo veikimo specifiskumu. Kaip pavyzdj
galima apzvelgti kelis Siai klasei, taciau skirtingam poklasiui priklausancius
fermentus:

- esterazéms (EC 3.1.1.-) priklausanti acetilcholinesterazé¢ (EC 3.1.1.7),
atliekanti karbonil esterio rysiy hidrolize acetilcholine,

- glikozilazéms (EC 3.2.1.-) priklausanti a-gliukozidazé (EC 3.2.1.20) ir
a-amilazé (EC 3.2.1.1), atliekanéios O-glikozidiniy rysiy hidrolizg
polisacharidy molekulése,

- peptidazéms (EC 3.4.-) priklausantis angiotenzino konvertuojancio fermento
inhibitorius (EC 3.4.15.1), atliekantis peptidiniy rysiy hidrolize baltymy
molekulése (oligopeptiduose) [89].

Kitas svarbus hidrolaziy savybiy aspektas — fermento selektyvumas ir
specifiSkumas substratui. Mokslininky atliktuose in vitro enzimologiniuose tyrimuose
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jau seniai pripazjstama, kad vienas fermentas gali katalizuoti kelis substratus arba
sgveikauti su keliomis aktyviomis vietomis [90]. Literattiroje fermenty specifiskumas
substratui apibréziamas kaip fermento geb¢jimas katalizuoti tos pacios / ar panasios
molekulés substrato transformacijg. Kiek kitaip nei fermenty specifiSkumas
substratui, fermenty selektyvumas apibréziamas kaip fermento gebéjimas atskirti ir
katalizuoti skirtingas chemines grupes substratui transformuoti [86]. Todél, Zinant
mokslo jrodytus biidingus fermento ir substrato sagveikos modelius, papras¢iau pradéti
mokslinius tyrimus pasirenkant tinkama substrata konkre¢iam fermentui.

1.4.2 Hidrolazés, veikiancios O-glikozidinius rysius polisacharidy molekulése

Hidrolazés, veikiancios O-glikozidinius rySius angliavandeniy molekulése,
priskirtos antrajam glikozilaziy poklasiui (EC 3.2.-) [89]. Pats glikozilaziy poklasis
toliau suskirstytas j glikozidazes — fermentus, kuriy vieni katalizuoja angliavandeniy
ir kity molekuliy O- ir S- glikozidiniy ry$iy hidroliz¢ (EC 3.2.1), kiti — nukleozidy
ir / ar nukleotidy N- glikozidiniy rysiy hidroliz¢ (EC 3.2.2 n) [89]. Yra zinoma, kad
dauguma glikozidaziy, skaidan¢iy O-glikozidinius ry$ius, priklauso virskinimo
fermentams. Hernandez-Hernanrdez ir kt. (2019) [91] pateikia lentele, kurioje trumpai
apibidinami  pagrindiniai fermentai, skaidantys angliavandenius Zmogaus
virskinamojoje sistemoje (1.5 lent.)

1.5 lentelé. Virskinimo fermentai, skaidantys angliavandenius

Fermentai, FermentyGaminamy Hidrolizuojamos| Pagrindiniai Pagrindiniai
skaidantys iSskyrimo(fermenty glikozidinés substratai produktai
angliavandeniusjvieta/  [iSskyrimo jungtys
ipas organas /
pagrindiné
skaidymo vieta
a-amilaze Sekrecijos Seiliy Glca(1—4)Gle  Krakmolas; linijinés Maltozg,
Seima: GH13 liaukos  liaukos / burna strukttiros maltotriozg,
(seilés) / maltooligosacharidai a-dekstrinas
a-GLU (n>6)
a-amilazé Sekrecijos Kasa/ plonoji Glca(l—4)Glc  Krakmolas; linijinés Maltozé,
Seima: GH13 liaukos/ Zarna struktiiros maltotrioze,
a-GLU maltooligosacharidai a-dekstrinas
(n>6)
Sukrazé- Gleiviné / Plonosios Zarnos Glca(1<>2)BFru  Sacharozé, maltozeé, Gliukoze,
izomaltazé a-GLU  (Sepetinis Glca(1—4)Glc  izomaltoze, fruktozeé
Seima: GH31 epitelio krastas) / Glca(1—6)Glc  a-dekstrinas,
plonoji zarna maltotriozé
Maltazés- Gleiviné/ Plonosios zarnos Gleca(1—4)Glc  Linijinés ir Sakotos  Gliukozé
glikoamilazé a-GLU  (Sepetinis Glca(1—6)Glc  struktiiros
Seima: GH13 epitelio krastas) / maltooligosacharidai
plonoji Zarna (n=2-9)
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1.5 lentelés tesinys

Fermentai, Ferment {Gaminamy Hidrolizuojamos| Pagrindiniai Pagrindiniai
skaidantys u fermenty glikozidinés substratai produktai
angliavandeniu (i§skyrimo(i§skyrimo jungtys
S \vieta/ |organas/
tipas pagrindiné

skaidymo vieta
Laktazeé- Gleiviné / Plonosios zarnos Glcp(1—4)Gal Laktozé, celobioze, Gliukozg,
florizinhidrolazé¢ a-GLU  (Sepetinis Glcp(1—4)Glc  celotrioze, Galaktozé
Seima: GH1 epitelio krastas) / celiuliozé

plonoji zarna
Trehalazé Gleivineé / Plonosios zarnos Glca(l<>1)aGlc  Trehaloze Gliukozé

Seima: GH37 a-GLU  (3epetinis epitelio
krastas) / plonoji
zarna

Kaip matyti i§ 1.5 lentelés, zmogaus virskinamojoje sistemoje yra Sesi
fermentai, kurie hidrolizuoja oligo- ir disacharidus j monosacharidus ir taip uZtikrina
angliavandeniy pasisavinima zarnyne. Pagal angliavandeniy skaidymo eiliSkuma,
zmogaus vir§kinamojoje sistemoje glikozidaziy fermentus galima suskirstyti j dvi
grupes — fermentus, skaidancius o-1,4-glikozidinius (Glc) polisacharidy vidinius
rySius, ir fermentus, skaidanc¢ius a-1,2-Glc, a-1,4-Glc ir a-1,6-Glc polisacharidy
rySius. Jau seniai yra Zinoma, kad seilés, kasos sultys ir plonosios zarnos gleivinés
epitelinés lgstelés iSskiria fermentg a-amilazg, kuri hidrolizuoja a-1,4-glikozidinius
krakmolingy polisacharidy vidinius rySius ir taip sudaro linijinés struktiiros
maltooligosacharidus. Kiti fermentai, ne maziau svarbiis krakmolingy polisacharidy
skaidymo testinume, — keturios a-gliukozidazés, kurios angliavandeniy hidrolize
katalizuoja plonosios Zzarnos gleivinés epitelinése lastelése. Jau seniai pripazinta, kad
Sios keturios gleivinés a-gliukozidazés viena kita veikia sinergistiskai ir taip uztikrina
visiskg krakmolingy polisacharidy hidrolize iki gliukozés ir fruktozés [92, 93]
Budinga ir tai, kad tokiose sinergistinése sgveikose dalyvauja ne vienas
a-gliukozidazés fermentas, o keli membraniniy baltymy kompleksai:
maltazés-glikoamilazés kompleksas (MGAM; EC 3.2.1.20/3) ir sukrazés-izomaltazés
(SI; fermenty nomenklatiiros EC 3.2.148/10) kompleksas. Skirtingai nei a-amilazés,
Sios disacharidazés (MGAM ir SI) skaido a-1,4-Glc, a-1,6-Glc rySius neredukuotame
polisacharido molekulés gale ir taip formuoja gliukozés monomerus. Dar vienas, ne
maziau svarbus Sepetinio krasto fermentas — trehalazé, kuri hidrolizuoja disacharido
a-1,1-Glc rysius ir atskelia gliukozés liekang. Visi paminéti fermentai literatiroje
apibréziami kaip pagrindiniai angliavandenius skaidantys fermentai Zmogaus
vir§kinamojoje sistemoje [91].

1.4.2.1 a-gliukozidazés ir a-amilazés gamtiniai inhibitoriai

Tyrimais jrodyta, kad polisacharidus skaidan¢iy fermenty funkcionalumas turi
jtakos gliukozés metabolizmo reguliavimui [94]. Kaip Zinoma, pagrindiniai zmogaus
virskinamojoje sistemoje fermentai, skaidantys polisacharidus, yra a-amilazé ir
a-gliukozidazé, kurie fiziologinémis salygomis palaiko pusiausvyra polisacharidy
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skaidymo procese. Dél jvairiy ligy patologijos sutrikdomas polisacharidy skaidymo
kelias, o neigiami fiziologiniai poky¢iai reguliuojami inhibitoriais. Yra jrodyta, kad
a-amilazés ir a-gliukozidazés inhibitoriai keicia angliavandeniy absorbcija Zzarnyne,
taip mazindami gliukozés kiekj kraujyje [94]. Medicinos ir sveikatos mokslo seniali
jrodyta glikemijos kontrolés svarba. Todél pripazjstama, kad angliavandeniy
apykaitos sutrikimo atveju vaistiniai augalai yra svarbais kompleksinéms terapijoms
ar prevencijai [95]. Esama nemazai tyrimy, jrodanéiy jy veiksminguma. Kinijos
mokslininkai, atlike o-gliukozidazés slopinimo tyrimg, pateikia duomenis apie
D. opposita Thunb. Sakniastiebiy etanoliniuose ekstraktuose nustatyty junginiy
veiksmingumg slopinant pastargjj fermentg. PaZymétina, kad 6-hidroksi-2,4,7-
trimetoksifenantrenas, trans-N-p-kumaroiltiraminas ir 1,7-bis(4-hidroksifenil)heptan-
3,5-diolis sumazino a-gliukozidazés aktyvumag, kai 1Csy sieké atitinkamai
0,77 mmol/l, 0,40 umol/1 ir 0,38 mmol/l, [96]. Tang ir kt. (2019) [97] tyrimais parodg,
kad kvercetinas ir (-)-epigalokatechino galatas sumazino kasos a-amilazés aktyvuma,
kai 1Cso sieké atitinkamai 1,36 ir 0,31 mg/ml.

Tadera ir kt. (2006) [98] atliktame tyrime buvo nustatytas in vitro ir in vivo
flavonoidy slopinamasis poveikis a-gliukozidazés fermentui. Tirty flavonoidy (200
MM) in vitro slopinamojo poveikio a-gliukozidazés fermentui geba pasiskirsté taip:
miricetinas (94 proc.) > genisteinas (93 proc.) > luteolinas (92 proc.) > kvercetinas
(91 proc.) > daidzeinas (89 proc.) > (-)-epigalokatechino galatas (89 proc.) > fisetinas
(88 proc.) > kaemferolis (82 proc.) > naringeninas (73 proc. ) > (-)-epigalokatechinas
(71 proc.) > hesperetinas (61 proc.) > (+)-katechinas (45 proc.) > apigeninas (43 proc.)
> (-)-epikatechinas (24 proc.); flavonoidy (50 uM) in vivo a-gliukozidazés fermento
slopinimo geba pasiskirsté taip: (—)-epigalokatechino galatas (32 proc.) > miricetinas
(29 proc.) > kvercetinas (28 proc.) > fisetinas (26 proc.) > luteolinas (19 proc.) >
baikaleinas (16 proc.) > kaemferolis (8 proc.) > hesperetinas, genisteinas (2 proc.). Ta
pati mokslininky grupé nustaté in vivo flavonoidy (50 uM) slopinamojo poveikio
a-amilazés fermentui gebg. Flavonoidai sumazino a-amilazés aktyvuma taip:
miricetinas (64 proc.) > luteolinas (61 proc.) > kvercetinas (50 proc.) > fisetinas,
genisteinas (33 proc.) > (-)-epigalokatechinas (32 proc.) > baikaleinas (31 proc.) >
apigeninas, (-)-epigalokatechino galatas (21 proc.) > daidzeinas (19 proc.) >
kaemferolis (18 proc.) > hesperetinas (16 proc.) > (-)-epikatechinas (14 proc.) > (-)-
epigalokatechinas, naringeninas (5 proc.).

Atlike a-gliukozidazés slopinimo tyrima, Janibekov ir kt. (2018) [72] pateikia
duomenis apie Astragalus turkestanus Bge. ir Astragalus xanthomeloides Eug. Korr.
et M. Pop. metanoliniuose ekstraktuose nustatyty junginiy veiksmingumga slopinant
pastargji fermenta. Pazymétina, kad 7-metoksi-kaempferol-3-O-a-L-arabinozil-
(1—6)-p-D-galaktopiranozidas, azukisaponinas V ir kaempferol-3-O-a-L-
ramnopiranozil-7-O-a-L-ramnopiranozil-(1—6) )-f-D-galaktopiranozidas sumazino
a-gliukozidazés aktyvumag, kai 1Cso sieké atitinkamai 50,31 + 4,98 pg/ml,
117,96 + 1,96 pg/ml ir 79,60 = 7,74 pg/ml. Taip pat Sie tyréjai pazymi, kad pastarieji
flavonoidy glikozidai nustatyti Astragalus genties riiSyse pirma kartg.
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1.4.3 Hidrolazés, veikian¢ios karboksirugséiy esteriy rySius

Pagal Tarptauting biochemijos ir molekulinés biologijos sajungos (angl.
International Union of Biochemistry and Molecular Biology, [UMBM) priimtg ir
patvirtintg fermenty klasifikacija ir nomenklatiirg, hidrolazés, veikiancios esteriy
ry$ius, priskirtos pirmajam esteraziy poklasiui (EC 3.1.-) [99]. Pastarasis pagal
hidrolizuojamos esterinés jungties pobudj toliau skirstomas j jvairius popoklasius.
Parodyta, kad pirmajam popoklasiui priskirtos karboksirtigs¢iy esteriy hidrolazés (EC
3.1.1.-) katalizuoja esterinio rysio skilimg jvairiuose substratuose. Ta¢iau numeracijos
sekoje esantis paskutinis skaiéius rodo ir / ar patikslina, kad kai kurios karboksirtigs¢iy
esteriy hidrolazés (EC 3.1.1.-), priklausomai nuo substrato, gali hidrolizuoti ne tik
karboksilinius (COO~) esteriy rysius, bet ir kity struktiiry molekuliniy dariniy
esterinius (-O-C), amidinius (-N-C-) ir tioesteriy (-S-C) rySius [100].

Pazymétina, kad, kaip ir daugelis kity karboksily esteriy hidrolazés (EC 3.1.1.-)
klasei priklausan¢iy fermenty, acetilcholinesterazé¢ (EC 3.1.1.7) katalizuoja ne tik
karbonilo grupés (>C=0) hidroliz¢ acetilcholine, bet ir trans-acetilinimg [89].
Bendroji reakcija, kurig katalizuoja acetilcholinesterazé (EC 3.1.1.7), pavaizduota
Zemiau:

H,0
®
HSCYO\/\ﬁ,CHs t ACNE ('g . +HO\/\.’N\,CH3
O HsC' CH T HC™ 0 H,C CHs
Acetilcholinas (ACh) Acto rugsties anijonas  Cholinas (Ch)

1.1 pav. Hidrolizés reakcija. Acetilcholinesterazés sgveika su acetilcholinu. Acetilcholino
virtimas cholinu katalizuojant acetilcholinesterazei

Tyrimais jrodyta, kad acetilcholinesterazés molekuléje yra dvi aktyvios vietos.
Viena vadinama ,esterine‘, kurioje aptinkamos trys aminoriigséiy liekanos — His447,
Glu334 ir Ser203 [101], svarbios skaidant substrato peptidinius rySius, 0 kita
,anijonine‘, kurioje nustatyta aromatiné rtigsties lickana — W84, svarbi acetilcholino
trimetilamonio grupés sujungimui [102]. Kaip ir daugelio kity hidrolazés klasei
priskirty fermenty, acetilcholinesterazés fermentiné reakcija vyksta dviem etapais:
pirmame etape katalizuojant acetilcholinesterazei acilgrupé (R-CO") nuo acetilcholino
perneSama ant Ser203 aminorigsties likucio, esancio fermento pavirSiaus aktyviame
centre. Taip susidaro kovalentinis rySys tarp acetil lickanos ir fermento aktyvios vietos
(aminorugsties serino dalies), dar vadinamas tarpiniu kovalentiniu fermento-substrato
produktu. Kitame etape vandens molekulé, kaip nukleofilas, atakuoja tarpinj
kovalentinj fermento-substrato produkta, susidariusj peresterifikavimo reakcijos
metu. Taip susidaro galutinis produktas — acto riigstis. Taip acetilcholinesterazé
atsinaujina ir vél gali reaguoti su kita acetilcholino molekule. Gulgin ir kt. [103]
pateikia fermentinés reakcijos vyksma — hidrolizés reakcija, rodancig pastarosios
reakcijos vyksma nuosekliais etapais: 1) susidarant acilo-serino rySiui; 2)
atsipalaiduojant acto ragsciai (1.2 pav.).
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1.2 pav. Acetilcholino hidrolizés reakcijos vyksmas katalizuojant
acetilcholinesterazés fermentui (AChE)

Seniai yra mokslo jrodyta, kad Zzmogaus organizme cholinerginiai neuronai
iSskiria acetilcholing [104]. Acetilcholinas yra vienas i§ pagrindiniy neurotransmiteriy
centrinéje nervy sistemoje, autonominéje nervy sistemoje ir sensomotorinéje
sistemoje [105]. Yra jrodyta, kad Sis cholinerginis neurotransmiteris centrinéje nervy
sistemoje padeda reguliuoti kognityvines funkcijas.

Kaip zinoma, acetilcholino, kaip ir kity neuromediatoriy, mechanizmas
pagristas tuo, kad, patekes j sinapsinj plysj, jis difunduoja ir sgveikauja su
intrasinapsiniais receptoriais [106]. Taciau, skirtingai nei kiti neuromediatoriai,
acetilcholinas turi tikslinj fermenta — acetilcholinesteraze, kuri hidroliziniu btdu
katalizuoja acetilcholino skilimg j choling ir acto rtigstj [107]. Po hidrolizés acetatas
greitai pasklinda j aplinking terpg, o cholinas vél patenka j presinapsing lastelg,
naudodamas didelio afiniteto cholino pasisavinimo (ang. the activity of high-affinity
choline uptake, HACU) sistema [108, 109].

Pazymétina tai, kad iki Siol mokslininky stebimas cholinerginés sistemos
disfunkcijos testinumas nuo kognityvinio senéjimo iki lengvo paZinimo sutrikimo ir
Alzheimerio ligos [110]. Tokie stebéjimai patvirtina seniausia kognityvinio
i§sivystymo hipoteze. Taciau nuo klasikinés mokslo jrodytos teorinés hipotezes iki
Siuolaikiniy teorijy vis dar neaisku: ar acetilcholinas veikia kaip neuromoduliatorius,
ar kaip neuromiadiatorius, nes abi teorijos patvirtintos jrodymais [110, 111].
Nepaisant sudétingy teorijy testinumy, moksliniais tyrimais jrodyta, kad, slopinant
fermento acetilcholinesterazés aktyvuma, galima sumazinti kognityviniy funkcijy
progresavimg. D¢l vykstan¢ios AChE inaktyvacijos acetilcholinas kaupiasi
sinapsiniame plySyje ir taip skatina muskarino ir nikotino receptoriy i$siskyrima
postsinapsinése membranose [112], o tai kliniskai reiskiasi poveikiu kognityvinei
simptomatikai.

1.4.3.1 Acetilcholinesterazés gamtiniai inhibitoriai

Mokslo jrodyta, kad acetilcholinesterazés slopinimas centrinéje nervy sistemoje
yra svarbi Alzheimerio ligos gydymo strategija [113, 114]. Zinant, kad sukurty vaisty
nuo Alzheimerio ligos farmakologinis poveikis pasireiskia daugiausia dél
acetilcholinesterazés slopinimo, antriniai augaly metabolitai vis daZniau tampa
pagrindiniais taikiniais kuriant vaistus.

38



Svarbu prisiminti, kad amariliniy (Amaryllidaceae) Seimai priklausancios
Galanthus spp. genties augaly rasys iki $iol jvardinamos kaip potenciallis junginiy
Saltiniai acetilcholinesterazés slopikliams isgauti [113, 114, 115].

Kaip parodé vélesni tyrimai, pataisiny (Lycopodiaceae) ir ragtiniy
(Polygonaceae) seimoms priklausancios skirtingos augaly rii§ys ne maziau svarbios
kuriamy ir / ar ieSkomy naujy inhibitoriy tyrimy plétrai [114]. Jau seniai moksliniuose
Saltiniuose jvardinama, kad didziosios daugumos Siy augaly rasiy sudétyje yra
alkaloidy grupei priklausanéiy junginiy jvairové [113]. Tyrimais jrodytas berberino,
palmatino, huperizino A, galantamino ir jo dariniy veiksmingumas slopinant AChE
fermentg [113].

Nepaisant jau gerai zinomy augaly genciy, kuriy sudétyje yra junginiy, gebanciy
slopinti AChE aktyvuma, mokslingje literatiroje apraSomos ir Kitos augaly rasys bei
gamtiniai inhibitoriai, veiksmingai mazinantys AChE aktyvuma. Heo ir kt. (2004)
[116] pateiké duomenis apie flavonono naringenino, i$skirto i§ C. junos vaisiy
metanolinio ekstrakto, veiksminguma slopinant AChE fermenta. Li ir kt. (2020) [117]
tyré A. membranceus (Fish.) Sakny ekstrakty sudétyje dominuojanéiy junginiy
slopinamgjj poveikj AChE fermentui. Nustatyta, kad junginiai: calycosin-7-O-f-d-
gliukozidas (63,19 proc.), pratensein-7-O-p-d-gliukozidas (53,14 proc.),
formononetin-7-O-p-d-gliukozidas (50,63 proc.), kalikozinas (58,42 proc.),
genisteinas (60,05 proc.), formononetinas (62,19 proc.) sumazino fermento aktyvuma.
Kity mokslininky tyrimai jrodé kvercetino (76,2 + 0,99 proc.; 1mg/ml), luteolin-7-O-
rutinozido (24,7 £ 0,34 proc.; Img/ml), galo riagsties (15,7 = 1,02 proc.;1mg/ml )
[118], makluraksantono (ICso, UM: 8,47) [119], katechino [120] slopinamajj poveikj
pastarajam fermentui. Taip pat yra nemazai moksliniy tyrimy, jrodanciy, kad AChE
aktyvumga mazina augaliniai ekstraktai ar Kiti ruosiniai. Zemiau 1.6 lenteléje pateikta
Astragalus genties augaliniy ruoSiniy ir / ar ekstrakty geba slopinant
acetilcholinesterazés fermentg.

1.6 lentelé. Ankstesnése studijose atlikti Astragalus genties rtsiy slopinamojo
poveikio fermentams tyrimai

Nr. | Kulk$nés (Astragalus spp.) |Ekstrahavimo |Fermento aktyvumo |Literatara
rusys ir augalo dalys tirpiklis sumazéjimas (proc.)
| 1] 11 \Y
1. Astragalus leporinus Boiss.
var. hirsutus Petroleteris 46,96 + 4,06 [70]
Tiriamos dalys: Saknys
2. Astragalus distinctissimus

Tiriamos dalys: Saknys Petroleteris 17,79+ 0,81 [70]
3. Astragalus schizopterus Petroleteris 13,21 0,21
Boiss. [70]
Tiriamos dalys: $aknys Acetonas 12,110,334
4. Astragalus neurocarpus Vanduo 40,26 + 1,14
Bioss. [121]
Tiriamos dalys: $aknys Etanolis 62,50 + 0,60
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1.6 lentelés tegsinys

Nr. | Kulk$nés (Astragalus spp.) |Ekstrahavimo |Fermento aktyvumo | Literatiira

risys ir augalo dalys tirpiklis sumazéjimas (proc.)
[ 1l 1l v

antzeminé augalo dalis Vanduo 44,68 + 0,12

Etanolis 68,14 =+ 0,03
5. Astragalus armatus Etanolis/vanduo

Tiriamos dalys: ankstys (80:20, v/v) — 10,04 £ 0,2 [71]
ir jo etilacetato (200pg/ml)
frakcija

Ankstesnése studijose Hagimi ir kt. [70] tirdami tris Astragalus genties rasis —
A. leporinus, A. distinctissimus, Astragalus schizopterus nustaté, kad kulk$niy Sakny
ekstraktai sumazino AChE fermento aktyvumg iki 50 proc. (1.6 lent.) Didziausia
inhibicinj poveiki tarp tirty ekstrakty turéjo A. leporinus sakny ekstraktas 46,96 + 4,06
proc., maziausig — A. schizopterus Sakny ekstraktas 13,21 £ 0,21 proc. Tyrimo metu
pasirinktas petroleterio ekstrahentas turéjo stipresnj inhibicinj poveikj fermentui nei
vandeninis tirpiklis.

1.4.4 Hidrolazés, veikiancios peptidinius rySius oligopeptiduose

Analogiskai klasifikuojamos ir peptidazés (EC 3.4.-), kurios priskirtos
ketvirtajam hidrolazés klasés poklasiui [99]. Kaip Zinoma, S§is poklasis toliau
skirstomas j mazesnius poklasius ir popoklasius. Pagrindinis fermentas, kuris slopina
renino- angiotenzino- aldosterono sistemg yra angiotenzino konvertuojancio fermento
inhibitorius, nomenklatiirinéje sistemoje zymimas EC 3.4.15.1 [99, 122].

Angiotenzing konvertuojantis fermentas (AKF; EC 3.4.15.1, peptidil-
dipeptidazé A), priklausantis M2 S$eimai, zmogaus organizme atlieka svarby
fiziologinj vaidmenj reguliuojant kraujospuidj per renino-angiotenzino ir kallikreino
kinino sistemas [122]. AKF yra glikozilinta Zn?* dipeptidilkarboksipeptidaze,
katalizuojanti peptido angiotenzino I° virtimg angiotenzinu Il, atskirdama C-galo
histidino ir leucino (His-Leu) dipeptida (1.3 pav.). Angiotenzinas Il yra stiprus
vazokonstriktorius, ir jo poveikis priklauso nuo C-galinés dalies Phe® liekanos; be to,
Sis fermentas skatina aldosterono i§skyrimg i§ antinkséiy zievés ir bradikinino virtimg
neaktyviais heptapeptidais.

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu —2XE . Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
(Angiotenzinas I) (Angiotenzinas I1)
1.3 pav. Angiotenzino | virtimas angiotenzinu Il katalizuojant AKF

1.2.4.1. Angiotenzing konvertuojanc¢io fermento gamtiniai inhibitoriai

AKEF inhibitoriai yra vieni veiksmingiausiy vaisty padidéjusiam kraujospiidziui
mazinti. Pirmieji jrodymai, kad peptidai geba mazinti angiotenzino I konvertuojancio

9 Zodziai angiotenzinas I, angiotenzinas yra sinonimai (aut. past.).
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fermento aktyvuma, buvo gauti tiriant gyvaciy nuodus (lot. Bothrops jararaca) 1965
metais. Butent Ferreira ir kt. (1965) [123] moksliniy tyrimy metu nustaté, kad
peptidai, isskirti i§ gyvadiy nuody, efektyviai slopina AKF-I aktyvumg ir taip
sumazina angiotenzino Il vazokonstrikcinj poveikj kraujagysléms. Pastebima, kad iki
§iy dieny angiotenzino konvertuojancio fermento aktyvumo slopinimas tapo
perspektyviu auksto kraujospiidzio reguliavimo ir gydymo biidu. Pazymeétina, kad §io
fermento aktyvumo mazéjima jrodo ne tik Sirdies ir kraujagysliy sistema veikiantys
vaistai, bet ir pavieniai junginiai, iSskirti i§ vaistinés augalinés zaliavos ir / ar
gyvuninés kilmés maisto produkty.

Vieni i§ geriausiai zinomy gyviininés kilmés peptidy, mazinanciy angiotenzino
konvertuojan¢io fermento aktyvumg, yra kazeinas, zeinas, a-laktoalbuminas ir
p-laktoglobulinas, o augalinés kilmés — klampus baltymas dioskorinas, randamas
Dioscorea spp. Sakniastiebiuose. Mokslininky atliktuose tyrimuose dioskorinas,
i§skirtas 1§ D. opposita Thunb., D. alata cv. Tainong No. 1 Sakniastiebiy, turéjo
reik§minga AKF slopinamajj poveikj [46, 124]. Hsu ir kt. [124] tyrimais parodé, kad
pastarasis junginys, priklausomai nuo koncentracijos, slopino AKF-I aktyvumag
atitinkamai 12,5-750 ng, 20,83-62,5 proc., naudojant N-[3-(2-Furil)akriloil]-Phe-
Gly-Gly (FAPGG) kaip substratg.

Taciau daugéja praneSimy apie maziau zinomus junginius ir/ar augalinés
kilmés ruosinius, geban¢ius mazinti AKF-I aktyvuma. Daskaya-Dikmen ir kt. [125]
apzvalginiame straipsnyje paZymi, kad gyviininés kilmés peptidai gali biiti naudojami
kaip alternatyviis AKF-I slopikliai, kuriy 1Csp verté yra maza, palyginti su vaistais.
Yra duomeny apie augaliniy ekstrakty sudétyje esanciy taniny veiksminguma
mazinant AKF-I aktyvuma. Liu ir kt. [126] tyré augaliniy ekstrakty sudétyje esanciy
taniny klasei priklausanciy kafeoilchinaty, flavan-3-oliy ir galotaniny poveikj AKF-I
fermentui. I§samiame tyrime $ie mokslininkai trumpai pateikia informacijg apie kity
grupiy taniny formas gebangéias slopinti AKF-I fermenta (1.7 lent.), pazymédami, kad
taninai angiotenzino konvertuojancio fermento aktyvuma mazino, kai 1Csp sieké 200
UM,

1.7 lentelé. Angiotenzing konvertuojancio fermento gamtiniai inhibitoriai (AKFT)

Taninai 1Cs0, UM
Kafeoilchinatai

Metil-3,5-di-O-kafeoilchinatai 82,9
Metil-3,4-di-O-kafeoilchinatai 169,6
Flavan-3-oliai

Galokatechinai 195,9
Katechin-3-O-galatas 113,0
Epikatechin-3-O-galatas 18,3
Epigalokatechin-3-O-galatas 37,4
Epigalokatechin-3-O-metilgalatas 26,6
Galotaninai

1,2,3,6-tetra-O-galoil-h-D-gliukozé 101,4
1,2,3,4,6-penta-O-galoil-h-D-gliukozé 73,1
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Nemazai atlikty tyrimy in vitro parodé panasius pastebéjimus, kad taniny klasei
priklausantys junginiai maZina angiotenzino konvertuojancio fermento aktyvuma; tai
L-epigalokatechinas [26], procianidin C1-3,3',3"-tri-O-galatas [127] aptinkami Rheum
spp., Saxifraga stolonifera ir kt. Taip pat izokvercitrinas [128, p. 263], aptinkamas
daugelio augaly raisiy dalyse.

Kita vertus, yra atlikty tyrimy, jrodan¢iy AKF slopinimg augaliniais ekstraktais
ar kitais ruoSiniais. Wu ir kt. (2020) [74] tyré peptidy, iSskirty i§ A. membranaceus
Sakny, inhibicinj poveikj AKF fermentui. Atlikus in vivo tyrimus, nustatyta, kad
vandeniniai ekstraktai, turintys bioaktyviy peptidy, sumazino AKF aktyvuma, kai ICsp
sieké 1,85 + 0,01 pg/ml. Taip pat pastarojo tyrimo metu su ziurkiy modeliu, duodant
200 mg/kg vandeninio ekstrakto, sumazéjo sistolinio kraujospiidzio lygis 22,33 £ 3,61
mmHg. Lee ir kt. (2003) [129] pateiké duomenis apie gleiviy, i$skirty i§ D. batatas
Decne. sakniastiebiy, veiksminga poveiki AKF-I fermentui. Gleivés, priklausomai
nuo koncentracijos, sumazino AKF aktyvumg atitinkamai 102,46—409,84ug/ml,
28,79-59,8 proc.

Atlikty tyrimy apie vaistinio augalo saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos L.)
veiksmingumg mazinant angiotenzino-I konvertuojancio fermento aktyvuma
nepavyko rasti. Taciau randama duomeny apie ankstesnése studijose tirty kity
Astragalus L. genties rai§iy augaliniy ruoSiniy atliktus tyrimus. Seo ir kt. (2005) [130]
nustaté, kad metanolinis A. membranaceus ekstraktas 45,0 proc. sumazino fermento
aktyvuma esant 5 mg/ml koncentracijai.

1.2.5. Hidrolazés fermenty aktyvumo tyrimo metodai

Fermento aktyvumo nustatymas yra vienintelis svarbiausias parametras,
jrodantis fermento funkcionavima. Yra Zinoma, kad fermenty aktyvumas tiek in vitro,
tiek in vivo aplinkoje priklauso nuo temperatiiros, pH terpés ir substrato
koncentracijos [86]. Be minéty salygy, mokslinéje literatiiroje apraSyti biologiniai
tyrimo metodai in vivo daznai skiriasi nuo esamy salygy, vyraujanéiy in vitro
aplinkoje. Todgél, siekiant nustatyti fermento aktyvumg in vitro, daugeliu atvejy Siek
tiek kei¢iamos zinomy metody salygos ir taip pritaikomos prie salygy, vyraujanéiy in
vitro aplinkoje.

Didzioji dauguma apibtdinty metody hidrolazés klasés fermenty aktyvumui
nustatyti ir aptikti, kaip ir visy kity fermenty, yra pagrjsti optiniais matavimo
metodais. Tarp optiniy tyrimo metody, taikomy fermenty aktyvumui nustatyti ir
aptikti, kolorimetrinis tyrimo metodas taikomas dazniau, palyginti su kitais metodais
— fluorescencija, turbidimetrija ar poliarimetrija (131, 132]. Kaip zinoma,
kolorimetrinis tyrimo metodas pagrjstas junginio, atpalaiduoto naudojant fermentg i$
substrato, kiekybiniu vertinimu. Kaip fermentinéje sistemoje per hidrolizés vyksma
fermentas gebés atpalaiduoti biidingas molekules, labai priklauso nuo substrato
savybiy. Kaip pavyzdj galima paminéti substratg pPNPG, kuris turi pana$ias chemines
grupes, kaip dauguma glikozidaziy (EC 3.2.1) poklasio fermenty. Be Sios savybés,
substratas turi ir chromogeniniy savybiy, kurios per fermentinés hidrolizés virtima
formuoja geltonos spalvos produktag/us — nitrofenolio darinius, kurie lengvai
aptinkami regimos $viesos diapazone [133]. Tuo paaiSkinamas pastarojo substrato
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naudojimas daugelio glikozidaziy aktyvumo nustatymo ir slopinimo jvertinimo
tyrimuose. D¢l substrato turimy chromogeniniy savybiy Sie tyrimai dazniausiai
jvardijami Kkaip chromogeniniai metodai ar spektrofotometriniai o-gliukozidazés
nustatymo metodai. Sio metodo esmé tai, kad o-GLU Katalizuoja pNPG virtima a-D-
gliukoze ir p-nitrofenoliu fermentinés hidrolizés metu [134]. Taip susidaro geltonos
spalvos produktas (p-nitrofenolis; C;HsNQOs) (1.4 pav.), kurio kiekybinis vertinimas
nustatomas pagal tirpalo $viesos sugertj esant A = 405 mm bangos ilgiui [134]. Taip
pat reikéty paminéti ne maziau svarby metodikose nurodomg reagentg — natrio
karbonata, kurio panaudojimas reakcijos pabaigoje aiSkinamas kaip fermentinés
reakcijos sustabdymas [134] ir / ar chromatiniy savybiy padidinimas [133]. Jdomu tai,
kad pastarasis reagentas ne visada fermento aktyvumo nustatymo tyrimuose
naudojamas [135, 136]. Pastebima, kad néra vieningo metodo, ta¢iau visiems Siems
metodams bendra yra tai, kad per hidrolizés vyksma atpalaiduotas p-nitrofenolis labai
svarbus fermento kiekybiniam jvertinimui. Sio junginio (p-nitrofenolio) susidarymas
katalizuojant a-gliukozidazei parodytas zemiau (1.4 pav.).

CHOH CH,OH
(A) O H0 0
OH y - E 0-GLU OH 3 HOO NO,
10 < > 2 HO
OH OH
p-Nitrofenil-a-D-gliukopiranozidas a-D-gliukozé p-Nitrofenolis
®) OH Q{j—: :0
Ly N
NC v N e
o’ O . O'N‘o~: . 9 9 .
p-Nitrofenolis p-Nitrofenoliato anijonas  p-Nitrofenoliato anijonas

1.4 pav. p-Nitrofenil-a-D-gliukopiranozido virtimas p-nitrofenoliu katalizuojant
a-gliukozidazei

Kaip matyti i§ schemos, pirmoji reakcija (A) parodo chromogeninio substrato,
p-nitrofenil-a-D-gliukopiranozido, virtima | alfa-D-gliukozg ir p-nitrofenolj
katalizuojant a-gliukozidazei. Antrojo reakcija (B) parodo, kaip p-nitrofenolio
hidroksilo grupé (-OH) praranda protong (H*) Sarminéje terpéje. Dél vykstancio
intramolekulinio  vandenilinio rySio  disociacijos fenolio Ziede susidaro
p-nitrofenoliato anijonas (1.4 pav., B ), kurio sugertis matuojama 400—420 nm bangy
tarpsnyje [137]. Zinant tai, kad antroje reakcijos stadijoje, atskilus protonui nuo
hidroksilo grupés (-OH), susidaro spalvota (geltona) pNP neprotonuota forma
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(anijoniné forma) (1.4 pav., B dalis), persasi mintis, kad dalinai pasikeites sugerties
spektras labai priklauso nuo terpés charakteristikos. Taip pat Zinant, kad fermento
aktyvumg in vitro gali stipriai paveikti gamtiniai inhibitoriai, néra aiSku, ar jie turi
jtakos chromatiniy savybiy padidinimui Sarmingje terpéje in vitro. Nors gausus
tyrimy, vertinan¢iy o-gliukozidazés aktyvumg in vitro veikiant gamtiniais
inhibitoriais, skaicius, ta¢iau jzvalgy ar rekomendacijy néra daug. Neseniai atliktas
Syedd-Ledn ir kt. lipaziy aktyvumo tyrimas, kurio metu buvo taikytina platesné
p-nitrofenolio analizé [138]. Tyréjy jzvalgos parodé, kad, priklausomai nuo pH vertés,
temperatiiros, fermentinés reakcijos terpés, sustipréja / susilpnéja p-nitrofenolio
atsakas. Pabréziama, kad tyrimo metu Sie kintamieji turi bati grieZtai kontroliuojami.
Todél nenuostabu, kad metodo parinkimas fermento aktyvumui jvertinti fermentinés
reakcijos sistemose in vitro islicka atviru klausimu. Pazymint, kad a-gliukozidazés
aktyvumg in vitro veikiant gamtiniais inhibitoriais jrodanc¢iy panasiy tyrimy nepavyko
rasti.

Kaip jau buvo minéta, taikant chromogeninj substratg galima aptikti ir nustatyti
daugelio hidrolazés klasés fermenty aktyvumg. Taciau nustatant fermenty aktyvuma
ne maziau svarbiis — spalviniai reagentai. Pastarieji, skirtingai nei chromogeniniai
substratai, hidrolizés metu i$siskyrusj junginj nudaZo jam biidinga spalva. I§ tokiy
reagenty galima paminéti Elmano reagenta, kuris ypa¢ svarbus nustatant
acetilcholinesterazés aktyvuma in vivo [139]. Sio metodo esmé ta, kad
acetilcholinesterazé katalizuoja acetiltiocholino virtima tiocholinu (SCh) fermentinés
hidrolizés metu. Siam junginiui reaguojant su Elmano reagentu (5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoiné ragstis), susidaro geltonos spalvos chromoforas (2-nitro-5-
tiobenzoatas) (1.5 pav.), kurio kiekis nustatomas matuojant tirpalo $viesos sugertj
esant 4 = 412 mm bangos ilgiui [139]. Reakcijos vyksmas pavaizduotas Zemiau
pateiktoje schemoje (1.5 pav.)

J\ ®CH3 @CH ” 0
HsC S/\—N CHy —> HS/IxN CH3 HCJ\OH
CHo CHs <
Acetiltiocholino jodidas (ATChl) Tiocholinas (SCh) Acto ragstis

ook

2
5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoiné ragstis)

o ® o Elmano reagentas
S-8-CH,CHaN(CH
HOJj@/ 2CH2N(CHs)s | HS‘E)\)L OH
ON NO,
Maisytas disulfidas 2-nitro-5-tiobenzoiné ragstis
A =412nm

1.5 pav. Acetiltiocholino jodido virtimas tiocholinu katalizuojant
acetilcholinesterazei ir chromoforo susidarymas reaguojant su ElImano reagentu
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Kaip zinoma, pastargjj metoda, kaip nustatyti acetilcholinesterazés aktyvuma,
apras$é vokieéiy mokslininkas Elmanas G. [139]. Dabar $is metodas gerai zinomas ne
tik biocheminiuose tyrimuose in vivo, bet ir in vitro. Tai jrodo ir Santos kartu su
bendraautoriais (2018) [114] paskelbtas apzvalginis straipsnis, teigiantis, kad EImano
metodas placiai taikomas tiriant augaliniy ekstrakty ir i$skirty junginiy, AChE
slopikliy, veiksminguma mazinant acetilcholinesterazés aktyvuma. Verta paminéti,
kad Elmano metodas pripaZintas visame pasaulyje kaip auksinis standartas
acetilcholinesterazés aktyvumui nustatyti [114].

Skirtingai nuo aptartyjy kolorimetrinio metodo taikymo principy, fermento
aktyvumas nustatomas ne tik pagal fermentinéje reakcijoje haudoto spalvinio reagento
ir / ar chromogenininio substrato duomenis. Atskirai biitina paminéti ir jvairiomis
reakcijomis su skirtingais substratais mokslo pagrjstus metodus, biidingus hidrolazés
klasei priklausan¢iam AKF fermentui. Fermento aktyvumas tiek in vitro, tiek in vivo
aplinkoje nustatomas tuo paciu principu, Kaip auks¢iau aprasytuose kolorimetriniuose
metoduose ir / ar spalvinése reakcijose. Taciau skirtumas tarp UV spektrofotometrinio
metodo ir optinio kolorimetrinio metodo yra tas, kad nekolorimetrinis metodas
enzimologiniu pozitriu padeda jvertinti fermento aktyvumg pagal substrato
konversijos santykj naudojant platy UV/regimojo spektro $viesos diapazona nei tai
galima jvertinti kolorimetriniu metodu. Galima paminéti tokius spektofotometrinius
metodus, kaip Cushman ir Cheung (1971) [140], pagrijsta substrato hipuril-histidil-
leucino (HHL) naudojimu (4: 228 nm); Hayakari ir kt., (1978) [141], pagrista hipuril-
histidil-leucino (HHL) naudojimu, kuriam btdinga spalviné reakcija jdéjus 2,4,6-
trichlor-1,3,5-triazino kaip spalvinio reagento (4: 382 nm); Holmquist ir kt. (1979)
[142], pagrista Kito substrato, 3-(2-furilakriloil)-L-Phe-Gly-Gly, naudojimu (4: 340
nm), kuriam po hidrolizés budingas mélynas sugerties spektro poslinkis; Ronca-
Testoni (1983) [143], pagrjsta pana$iu principu, kaip Holmquist ir kt. (1979), tik su
nedideliais metodo pakeitimais (4: 345 nm). Panasiu principu nedidelius pakeitimus
tolesniuose tyrimuose atliko Neels ir kt. (1983) [144], kaip substratg naudodami
hipuril-glycyl-glicing ir 2,4,6-trinitrobenzeno sulfono rugstj kaip spalvinj reagentg (4:
415 nm).

Apibudintieji metodai placiai taikomi iki Siy dieny. Visy $iy metody pagrindiné
esmé — tai hipuro ragsties iSsiskyrimas hidrolizés metu, ji pavaizduota substrato —
hipuril-His-Leu strukttrinés formulés sudétyje zemiau (1.6 pav.):

QC HN=HzC-C-NH- CH CT|

O O

CH COOH
CH2

[
CH.
HSC’ CHs;

1.6 pav. Hipuril-His-Leu struktariné formulé
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Apibendrinimas. Siame skyriuje apzvelgta moksling, etnofarmakologiné ir kita
informacija apie Dioscorea L. genties ir Astragalus L. genties augaly rtsiy skirtingy
anatominiy daliy fitocheminius ir biologinius tyrimus. Atskleiziama D. nipponica, D.
caucasica ir A.glycyphyllos augaly rasiy naudojimo tyrimy jvairové. ApraSyti
hidrolazés klasés fermentai, jy fiziologinis poveikis ir gamtiniy inhibitoriy kryptingas
poveikis fiziologiskai svarbiems fermentams — o-amilazei, o-gliukozidazei,
angiotenzing konvertuojanciam fermentui ir acetilcholinesterazei. Taip pat apzvelgti
hidrolazés fermenty aktyvumo nustatymo metodai, iSsiaiSkinta jy metodologija.
Akcentuojami tik gliukozidazéms (EC 3.2.1.-), acetilcholinesterazés (EC 3.1.1.7) ir
angiotenzing konvertuojancio fermento inhibitoriaus (EC 3.4.15.1) aktyvumui
nustatyti metodai. Kiti hidrolazés tyrimo metodai neapzvelgiami, nes Sie metodai
tolimesniame disertacijos darbe nenagrinéjami. Atlikta literatiiros analizé nulemia

tolimesniy tyrimy krypt;j.
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2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI
2.1. Tyrimy objektai

Tyrimams pasirinktos skirtingy genéiy rasys: Dioscorea spp. caucasica,
nipponica ir Astragalus spp. glycyphyllos. Sios rii§ys auginamos Vytauto DidZiojo
universiteto Kauno botanikos sodo vaistiniy augaly kolekcijoje. Tirti lapy éminiai
surinkti zydéjimo pradzioje, o Sakniastiebiai iskasti vegetacijos laikotarpiu. Surinkta
Zaliava, t. y. lapai, dziovinta kambario temperattiroje paskleidus plonu sluoksniu gerai
védinamoje, nuo tiesioginiy saulés spinduliy apsaugotoje patalpoje. Nenulupti
Sakniastiebiai su Saknimis (lot. Rhizoma cum radicibus Dioscorea) supjaustyti 10-15
cm ilgio gabaléliais ir dziovinti dziovykléje (Sencor food dehydrator, SFD 742 RD,
Kinija) 50 = 0,5 °C temperatiroje. Dziovinti lapai Sviesiai zalios spalvos, silpno
kvapo, Sakniastiebiai — cilindriskos formos gabaliukai rudos spalvos pavir§iumi, vidus
gelsvai baltos spalvos, salsteléjusio skonio.

Visos dziovintos augaly dalys buvo sumaltos j smulkius miltelius su Reatsch
ZM200 malinu (Reatch GmbH, Haanas,Vokietija), kurio sietas su 0,5 mm dydZio
akutémis.

2.2. Reagentai

Natrio hidroksido granulés (NaOH, > 99 proc., Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
JAV); natrio monovandenilio dikarbonatas (NaHCOs, gr.an., > 99,5 proc.,
Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); natrio chloridas (NaCl, gr.an., > 99,5 proc.,
Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); kalio divandenilio monofosfatas (KH2PQO., gr.an.,
Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); dikalio vandenilio monofosfatas (K:HPO4, gr.an.,
Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); dinatrio monofosfatas (Na;HPO., Eurochemicals,
Vilnius, Lietuva); natrio divandenilio monofosfatas (NaHPO4, gr.an.,
Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); kalio natrio tartratas tetrahidratas
(CsH4KNaOs-4H-0, gr.an., > 97 proc., Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); vandenilio
dioksoboratas (HsBOs, gr.an., > 99,5 proc., Eurochemicals, Vilnius, Lietuva); natrio
karbonatas bevandenis (Na.COs, gr.an., > 99,5 proc., Eurochemicals, Vilnius,
Lietuva); p-Nitrofenolis (pNP: CeHsNOs, gr.an., 99 proc., Alfa Aesar, Kandelis,
Vokietija); p-Nitrofenil-a-D-gliukopiranozidas (pNPG: > 99 proc., Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, JAV); 1M vandenilio chlorido tirpalas (HCI, Merck KGaA,
Darmstatas, Vokietija); akarbozé (C2sHasNO1g, Merck KGaA, Darmstatas, Vokietija);
N-[3-(2-furil)akriloil]-L-fenilalanine-glicil-glicinas (FAPGG: CxH21NsOs, gr.an., >
99 proc., Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV), 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoiné riigstis)
(DTNB, gr.an., > 99 proc., Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV); acetiltiocholino
jodidas (ATChl: CH3COSCH,CH;N(CHs)sl, gr.an., > 98 proc., Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, JAV); Trizma bazé (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV); krakmolas i$
bulviy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV); 3,5-dinitrosalicilo riigstis (DNS, gr.an.,
98 proc., Acros Organic, Gelis, Belgija); kaptoprilio tabletés (CoH1sNOsS, Salutas
Pharma GmbH, Barlebenas, Vokietija); donepezilio hidrochlorido tabletés
(C24H2gNO3-HCI, Accord Healthcare Limited, Londonas, JK). Analitinio ir

chromatografinio $varumo reagentai: neochlorogeno ragstis, chlorogeno raigstis,
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rutinas, kvercitrinas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV). Gradientinio $varumo
acetonitrilas (C2HsN, > 99 proc., Sigma-Aldrich, Snelldorferis, Vokietija); metanolis
(CH3OH, > 99 proc., Sigma-Aldrich), etanolis (C.HsOH, 96,3 proc., Stumbras,
Kaunas, Lietuva); metano ragstis (HCOOH, Sigma-Aldrich, Snelldorferis, Vokietija).
[3grynintas dejonizuotas vanduo (laidumas 2,3 mS cm™ ir varza 18,2 mU cm) ruostas
vandens valymo Millipore 185 sistema (Millipore, Bedfordas, MA, JAV). Tirpaly pH
matavimai atlikti Agilent 3200P (Agilent Technologijos, Inc., Sanchajus, Kinija) pH-
metru + 0,1 vieneto tikslumu.

Fermentai: a-gliukozidazé (EC 3.2.1.20) gauta i§ Saccharomyces cerevisiae
mieliy, liofilizuoti milteliai > 10 veikimo vienety/mg baltymo (Sigma-Aldrich
Chemie, Saint Louis, MO, JAV), angiotenzing konvertuojantis fermentas gautas i$
triusio plauciy, acetoniniai milteliai (L-0756, Sigma-Aldrich Chemie, Saint Louis,
MO, JAV); acetilcholinesterazé (EC 3.1.17) gauta i§ Electrophorus electricus, tipas
VI-S; liofilizuoti milteliai, 200 — 1000 veikimo vienety/mg baltymo (C3389, Sigma-
Aldrich Chemie, Taufkirchenas, Vokietija), a-amilazé (EC 3.2.1.1) gauta i§ porcine
pancreas 1151 veikimo vienety/mg baltymo (A6255, Sigma-Aldrich Chemie, Saint
Louis, MO, JAV).

2.3. Liofilizuoto etanolinio ekstrakto paruosimas

Liofilizuoti ekstraktai ruo$iami maceracijos metodu. Dziovinti susmulkinti
milteliy pavidalo lapai / $akniastiebiai (20,0 gramy) ekstrahuojami 200 ml 70 proc.
(v/v) etanoliu purtant per nakt] mechanine purtykle (200 aps./min) kambario
temperattiroje 20 + 2°C. Gautas méginys filtruojamas pro popierinj filtrg (Whatman®
No.1, Whatman International Ltd., Maidstonas, JK). Po to filtratas uzpilamas 100 ml
etanoliu (70 proc. v/v) ir vél vykdoma maceracija 1 val. Gautas méginys vél
filtruojamas. Filtratas ir praplovos supilami j apvaliadugne kolba. Sukamajame
garintuve Biichi Rotavapor R-210 (Biichi Labortechnik, Flawil, Sveicarija), vandens
voneléje palaikant 40 °C temperatiira, esant sumazintam slégiui (0,06 MPa), tirpalas
nugarinamas. Gaunama tirSta konsistencija. Gautas koncentratas atvésinamas per
naktj Saldytuve iki —4°C ir dZziovinamas liofilizatoriuje (Maxi Dry Lyo, Jonan Allerod,
Danija) esant —55 °C temperatiirai.

Sausy ekstrakty gautas iSeigas sudaré: kaukaziniy dioskoréjy lapai — 17,86 proc.,
kaukaziniy dioskoréjy Sakniastiebiai — 15,65 proc.; niponiniy dioskoréjy lapai — 24,76
proc., niponiniy dioskoréjy Sakniastiebiai — 16,24 proc., saldzialapés kulk$nés lapai —
26,3 proc. Sausi etanoliniai ekstraktai laikyti tamsaus stiklo buteliukuose.

2.4. Fermentiniy reakcijy miSiniy paruoSimas

Fermenty aktyvumas nustatytas taikant Siuos metodus: a-gliukozidazés
aktyvumas nustatytas chromogeniniu metodu naudojant pNPG substrata [134]; a-
amilazés aktyvumas nustatytas kolorimetriniu metodu [145]; acetilcholinestrazés
aktyvumas nustatytas EImano metodu [139]; angiotenzino konvertuojancio fermento
inhibitoriaus aktyvumas nustatytas pagal VVermerissen ir kt. (2002) [146], Holmquist
ir kt. (1979) [142] ir Ronca-Testoni (1983) [143] aprasytas metodikas.
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Keiciant $iy metody salygas, taCiau laikantis pagrindiniy tyrimo metody
aspekty, biologiniai tyrimai buvo pritaikyti nustatant ekstrakty geba slopinti fermenty
aktyvuma in vitro.

2.4.1. Fermentinés reakcijos miSinio paruosimas a-gliukozidazés aktyvumui
nustatyti

a-gliukozidazés aktyvumas nustatytas in vitro chromogeniniu metodu, kaip
substratg naudojant p-nitrofenil-a-D-gliukopiranozida (pNPG) [134]. Kiekvienos
fermentinés reakcijos misinio (1000pl) sudéties modelis susidéjo is: 0,1 M
K>HPO4/KH,PO, fosfato buferinio tirpalo (pH 6,8 + 0,05), skirtingos ekstrakty lapy
koncentracijos: (1) 0,3125-200 pg/ml, Dioscorea nipponica Makino ir / ar Dioscorea
caucasica Lipsky folium; (2) 100-400 pg/ml Astragalus glycyphyllos L. folium, 0,33
mM pNPG koncentracijos ir nekintan¢io (5ul) a-gliukozidazés tirpalo tirio.
Reakcijos misinys inkubuotas 30 min. 37 + 0,2 °C temperatiiroje.

Metode panaudoti du atvejai o-gliukozidazés aktyvumui nustatyti. Pirmuoju
atveju fermentinés reakcijos miSinys veikiamas 0,1M Na,COs reagentu, antruoju —
fermentinés reakcijos miSinys nebuvo veikiamas 0,1M Na,CO3 reagentu.

Tiriamyjy tirpaly Sviesos sugerties dydis matuotas Spectronic Genesys 8
spektrofotometru (Thermo Spectronic, Rochester, NY, JAV) 1 cm storio kiuvetéje 405
nm ilgio bangoje. Kontrolinis tirpalas buvo identiskas tiriamajam, tik vietoje slopiklio
tirpalo naudotas 0,1M kalio fosfato buferinis tirpalas (pH 6,8 = 0,05). Tyrimai buvo
pakartoti tris kartus. a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimas procentais apskaiciuotas
pagal formulg:

o Akontrole—Aslopikli

aktyvumo sumazéjimas % = (Aontrote—Astopiktis) o 100, (1)
Akontrole

¢ia: Axontrotle — kontrolinio tirpalo $viesos sugertis;

Asiopikiis — tiriamojo tirpalo §viesos sugertis.

Tam, kad bty jvertintos kinetinés konstantos (Km, Vmax), fermento (F) ir
substrato (S) saveikos modelis, susijes su produkto (P) virsmu (S5P), sudarytas taip,
kaip tai buvo daroma procentinio a-gliukozidazés aktyvumo nustatymo atveju, tik
kiekvienos fermentinés reakcijos miSinio sudétis skyrési substrato kiekiu. Taip
kiekvienos fermentinés reakcijos sistemos vyksmui substrato kiekis parinktas tokiais
intervalais:

(1) 0,1-0,33 mM pNPG: 25 ug/ml niponiniy dioskoréjy lapy ekstrakto;

(2) 0,05-0,33 mM pNPG: 15 ir 25 ug/ml kaukaziniy dioskoréjy lapy
ekstrakto;

(3) 0,1-0,5 mM pNPG: 140, 200 png/ml saldzialapés kulksnés lapy ekstrakto;

(4) 0,075-0,33 mM pNPG: 500 pg/ml niponiniy dioskoréjy Sakniastiebiy
ekstrakto;

(5) 0,004-0,33 mM pNPG: 200 ir 500 pg/ml kaukaziniy dioskoréjy
Sakniastiebiy ekstrakto.
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Visos reakcijos inicijuotos pridedant nekintantj (Sul) tir] a-gliukozidazés
tirpalo. Tolimesné tyrimo eiga analogiSka auks¢iau tame pa¢iame poskyryje apraSytai
eigai.

2.4.2. Fermentinés reakcijos miSinio paruosimas a-amilazés aktyvumui
nustatyti

a-amilazés aktyvumas in vitro nustatytas kolorimetriniu metodu (Milerio
reakcija), kaip substrata naudojant bulviy krakmolg [145]. Fermento tirpalas
praskiedziamas santykiu 1:1000 0,02 mM natrio fosfato buferiniu tirpalu (pH 6,9 +
0,01), turin¢iu 6,7 mM natrio chlorido. Kiekvienos fermentinés reakcijos misinio
sudéties modelis susidéjo i8: 0,02 mM natrio fosfato buferinio (pH 6,9 + 0,01) tirpalo,
turin¢io 6,7 mM natrio chlorido, skirtingos ekstrakty lapy koncentracijos: (1) 40-480
pg/ml Dioscorea caucasica Lipsky folium, (2) 40-800 pg/ml Dioscorea nipponica
Makino folium, (3) 80-800 pg/ml Astragalus glycyphyllos L. folium ir nekintanéio
tario (400 pl) a-amilazés (0,5 TU/ml) tirpalo. Reakcijos misinys inkubuotas 25 + 0,2
°C temperatiiroje, 30 min. Po to, pridéjus 400 ul 1 proc. (m/v) bulviy krakmolo tirpalo
(0,02 mM natrio fosfato buferis, pH 6,9 = 0,5), reakcijos misinys toliau inkubuotas
dar 3 min. Tada fermentiné reakcija sustabdyta pridéjus 800 pl DNS tirpalo ir 10
minuéiy Kaitinta vandens vonioje 85 + 0,2 °C temperatiiroje. Po to reakcijos miSinys
buvo atSaldomas po tekanciu vandeniu ir praskiedZiamas 3 ml distiliuoto vandens.
Tiriamyjy tirpaly Sviesos sugertis matuota Spectronic Genesys 8 spektrofotometru
(Thermo Spectronic, Rochester, NY, JAV) 1 cm storio kiuvetéje 540 nm ilgio
bangoje.

Akarbozés tirpalas ir 0,02 mM natrio fosfato buferinis tirpalas (pH 6,9 £ 0,01)
buvo naudojami atitinkamai kaip teigiama ir neigiama kontrolé. Slopiklio teigiama
kontrolé akarbozés standartiné medziaga paruosta kaip 1mg/ml tirpalas distiliuotame
vandenyje. Tyrimai buvo pakartoti tris kartus, o a-amilazés aktyvumo sumazéjimas
procentais apskaiCiuotas pagal anks¢iau nurodyta formule (2.4.1. poskyris).

2.4.3. Fermentinés reakcijos miSinio paruo§imas AChE aktyvumui nustatyti

Acetilcholinesterazés (AChE) aktyvumas in vitro nustatytas Elmano metodu,
kaip substrata naudojant ATChl [139]. Kiekvienos fermentinés reakcijos misinio
sudéties modelis susidéjo is: 50mmol/l Tris/HCI buferinio tirpalo (pH 8,0 + 0,05),
skirtingos ekstrakty lapy koncentracijos: (1) 25 — 100 ug/ml, D. caucasica Lipsky
folium; (2) 25 — 80 pg/ml D. nipponica Makino folium, 0,05 mmol/l DTNB, 0,55U
AChE nekintancio (10ul) tirpalo tario. Reakcijos misinys inkubuotas 10 min., 20°C +
0,2°C kambario temperattiroje. Po to pridéta 2,5 mM ATChlI substrato tirpalo, kuris
reaguodamas su Elmano reagentu sudaré geltonos spalvos DTNB-S kompleksa
(C7HsNO4S). Susidariusios tiolinés grupés kiekis matuotas Genesys 50 UV/Vis
spektrofotometru (GENESYS Instruments Limited, Kembridzas, J.K) 1 cm storio
kiuvetéje 412 nm ilgio bangoje.

Donepezilio hidrochlorido tirpalas ir 0,1 M Tris/HCI buferinis tirpalas (pH 8,0
+ 0,01) buvo naudojami atitinkamai kaip teigiama ir neigiama kontrolé. Tyrimai buvo
pakartoti tris kartus, o AChE aktyvumo sumazéjimas procentais apskaic¢iuotas pagal
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anks¢iau nurodytg formule (2.4.1. poskyris). Fermento specifinis aktyvumas?®
nustatytas spektrofotometriskai esant 412 nm bangos ilgiui ir naudojant TNB molinés
sugerties koeficientg € =14150 M cm™ [147] ir buvo isreikStas pmol SCh/min/mg
baltymo.

Tam, kad bty jvertintos kinetinés konstantos (Km, Vmax), fermento (F) ir
substrato (S) saveikos modelis, susijgs su produkto (P) virsmu (S_§P), sudarytas taip,
kaip tai buvo daroma procentinio AChE aktyvumo nustatymo atveju, tik kiekvienos
fermentinés reakcijos misinio sudétis skyrési substrato kiekiu. Taigi kiekvienos
fermentinés reakcijos sistemos vyksmui substrato kiekis parinktas tokiais intervalais:
(1) 45-160 pM ATChI: 50 pg/ml kaukaziniy dioskoréjy lapy ekstrakto; (2) 41,25—
110 uM ATChI: 25 pg/ml ir 50 pg/ml niponiniy dioskoréjy lapy ekstrakto; (3) 0,04—
0,24 mM, ATChl: 190 pg/ml saldzialapés kulk$nés lapy ekstrakto. Tolimesné tyrimo
eiga analogiska auks¢iau tame pac¢iame poskyryje aprasytai eigai.

2.4.4. Fermentinés reakcijos miSinio paruosimas AKF aktyvumui nustatyti

Angiotenzing konvertuojan¢io fermento aktyvumas in vitro nustatytas pagal
Vermerissen ir kt. (2002) [146] Holmquist ir kt. (1979) [142] ir Ronca-Testoni (1983)
[143] aprasSytas metodikas kaip substratg naudojant N-[3-(2-furil)akriloil]-L-
fenilalanine-glycyl-glicing (FAPGG). Kiekvienos fermentinés reakcijos mi$inio
sudéties modelis susidéjo i8: 80 mM dinatrio tetraborato (pH 8,3 £ 0,05) buferinio
tirpalo, turin¢io 300 mmol/l natrio chlorido, 300 ul AKF tirpalo ir skirtingy lapy
ekstrakto koncentracijy 250, 500, 1000, 1250 pg/ml. Reakcijos miSinys inkubuotas
3-5 min. kambario temperattiroje. Po to buvo pridedama 800 ul 0,8 mmol/l FAPGG
substrato tirpalo. Tiriamyjy tirpaly Sviesos sugerties dydis matuojamas Biochrom
Libra S4+ visible spektrofotometru (Biochrom Ltd., Kembridzas, JK) 1 cm storio
kiuvetéje esant 340 nm bangos ilgiui, skirtingais laiko intervalais: po 1 min. ir po 20
min. 37 + 0,2°C temperatiiroje. Kontrolinis tirpalas identiskas tiriamajam, tik vietoje
slopinamojo tirpalo naudotas 80 mM dinatrio tetraborato buferinis tirpalas (pH 8,3 =
0,05). Slopiklio teigiama kontrolé kaptoprilio vaistas paruostas kaip 1mg/ml tirpalas
distiliuotame vandenyje [148]. Tyrimai buvo pakartoti tris kartus. AKF aktyvumas ir
jo slopinimas procentais (%) apskaiciuotas pagal formulg:

% = 100 — ((A‘“—”“) x 100), ©)

AAgontrole
¢ia: AA yra skirtumas tarp pradinés ir galutinés Sviesos sugerties.
2.5. Kinetiniy savybiy jvertinimas

Fermenty kinetikoje pagrindiniai parametrai: Michaelio ir Menteno konstanta
(Km), didziausias reakcijos greitis (Vmax) ir inhibicijos konstanta (Ki) jvertinti pagal
Lainuiverio ir Berko tiesiy dvigubos atvirkstinés lygtj (4) ir Michaelio ir Menteno
lygti (3) [149, 150]:

10 Specifinis aktyvumas — tai fermento vienety skai¢ius 1 mg baltymo (umol/min/mg, arba
U/mg baltymo). Kuéinskiené, 2008.
51



V= VimaxX[S] (3)

Km+[S]’
1K, _1 1
I_/i Vmax X E Vmax, (4)

¢ia: V — reakcijos greitis,
Km— Michaelio ir Menteno konstanta,
Vmax — didZiausias reakcijos greitis,
[S] — substrato koncentracija.

Ekstraktams budingas slopinamojo poveikio tipas fermentams nustatytas pagal
Lainuiverio ir Berko tiesiy grafikus. Konkurencinio slopinimo atveju, didéjant
slopiklio [I] koncentracijai, fermentinés reakcijos tiesé sukasi apie ordinatés aSies
taska 1/Vmax. Nekonkurencinio slopinimo atveju didéjant slopiklio [I] koncentracijali,
tiesé sukasi apie abscisés asj -1/Kn [151, p.114]. Bekonkurencinio slopinimo atveju,
didéjant slopiklio [I] koncentracijai, tiesés viena su kita nesusikerta ordinaciy aSyje.
Apibendrinti slopinimo modelio tipai (2.1 lent.) pateikti zemiau.

2.1 lentelé. Slopinimo tipo modeliy paaiskinimai

Slopiklio tipas Poveikis Poveikis Km | Poveikis L-B; | Susikirtimo
Vmax nuolydZziui*! vieta
Konkurencinis'? © 1 1 Ordinatés asis
Bekonkurencinis®® | ! > -
Nekonkurencinis
Paprastas | o 1 Abscisés asis
Misrus: I tipas ! 1 1 Kitas kvadratas
Misrus: I tipas l l 1 Trecias
kvadratas

L-Bf Lainuiverio ir Berko grafikas; padidéjimas Zymimas ,,1”, sumazéjimas — ,,|”, poky&io néra — <.
Lentelé adaptuota pagal Engel [152] su leidéjo leidimu.

Apskaiciuojant slopinimo konstanta (Kj) taikyta formulé:

Kingapp) = Km (1+ [1]/K3), jei konkurencinis slopinimas, (5)
Vimax(@app) = Vmax (1+ [1]/Ki), jei nekonkurencinis slopinimas, (6)

¢ia: Kmepp) It K yra lygiagreciai nustatytos substrato koncentracijos, uztikrinanc¢ios
50 proc. didziausio jo greitj (Vmax), €sant inhibitoriui ir kai jo néra,

[1] - slopiklio koncentracija,

Ki — slopinimo konstanta.

11 Originalus tekstas: ,,Effect on slope of L-B plot.
12 Originalus Zodis: ,,competitive®.

13 Originalus Zodis: ,,uncompetitive*.

14 Originalus Zodis: ,,noncompetitive*.
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2.6. Junginiy identifikavimo salygos ultraefektyviosios skysc¢iu
chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos (UESC-MS/MS)
metodu

Siekiant apibiidinti ekstraktuose esamus junginiy profilius, analizé buvo atlikta
naudojant Waters Acquity ultracfektyviosios skys¢iy chromatografijos (UESC-
MS/MS) sistemg (Waters Corporation, Milford, JAV), turin¢ig: eliuenty tiekimo
sistema, automatinj méginiy émimo jrenginj ir fotodiody matricos detektoriy [153].
Méginio analitéms isskirstyti naudota ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1x100 mm;
daleliy dydis 1,7 um, Waters, JAV) chromatografiné kolonélé, palaikant 40 °C
temperatiirag. Mobilia fazg sudaré: 0,4 proc. (v/v) skruzdziy rtgsties vandeninis
tirpalas (eliuentas A) ir acetonitrilo tirpalas (eliuentas B). Gradiento kitimas: 9- min
100 proc. B tirpiklis, 10- min. 100 proc. B tirpiklis. Eliuento tékmés greitis 0,4 ml
mint, Méginio analizés trukmé 12 min., jvedamas tiiris — 1 pl. Masiy detekcija aptikta
kvadrupolio skrydzio laiko (angl. Quadrupole-Time of Flight, Q-TOF) tandeminiu
masiy spektrometru, kuriame integruotas MaXis 4G (Bruker Daltonics, Vokietija)
masés analizatorius. Duomeny analizé buvo atlikta naudojant DataAnalysis
programingés jrangos 4.0 versija (Bruker Daltonics).

Prietaisas buvo nustatytas S§iais parametrais: jonizacijos S$altinis —
elektropurkStuvinis jonizatorius (ang. electro-spray ionisation, ESI), veikiantis
neigiamu rezimu; kapiliaro jtampa — 4000 V; galinés plokstelés poslinkio jtampa: —
500V; iSgarinimo dujy (N2) temperatiira — 200 °C; i§garinimo dujy (N2) tékmes greitis
— 1000 I/val.; ispurskimo dujy slégis — 2,5 bar; MS/MS ribos, 80-1200 m/z; kolizijos
energija — 25 V; purskimo jtampa — 5kV; spektro skenavimo greitis — 3Hz.

2.7. Junginiy kiekio nustatymas efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC)
metodu

Kiekybiné analizé buvo atlikta efektyviosios skyséiy chromatografijos (ESC)
metodu naudojant Waters 2695 Alliance sistemg (Waters, Milfordas, JAV) su diody
matricos detektoriumi Waters 996 ir 10 pl jSvirkstimo kilpa. Méginio analitéms
i§skirstyti naudota Atlantis C18 (250 x 4,6 mm; daleliy dydis 5 um, Waters
corporation, JAV) chromatografiné kolonélé, palaikant 25 °C temperatiirg. Mobilia
fazg sudaré: 0,1 proc. (v/v) trifluoracto riigSties vandeninis tirpalas (eliuentas A) ir
acetonitrilo tirpalas (eliuentas B). Eliucijos gradiento kitimas: 0-8 min, 5 proc. B; 8-
30 min, 10-20 proc. B; 20-30 min, 2040 proc. B; 30-40 min, 40-60 proc. B; 4045
min, 2040 proc. B; 30-40 min, 40-60 proc. B; 40—45 min, 60—70 proc. B ir 45-50
min, 70-10 proc. B. J§virkS¢iamas taris — 10 ul filtruoto méginio tirpalo. UV
detektoriaus bangos ilgis — 320 nm chlorogeno ir neochlorogeno rtigs¢iy kiekiams
skaiiuoti; 360 nm — rutino ir izokvercitrino kiekiams skai¢iuoti. Neochlorogeno
riigsties, chlorogeno riigsties, rutino ir izokvercitrino nustatytas sulaikymo laikas (tr)
atitinkamai 9, 84, 12, 28, 23, 43 ir 25, 55 min.

Zemiau esan¢ioje schemoje parodytas tyrimy proceso eiliskumas
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Dioscorea nipponica Makino
Dioscorea caucasica Lipsky

Dziovinimas: lapai: kambario temperataroje,
Sakniastiebiai: 50 + 0,5°C temperataroje

Folium, rhizoma cum radicibus
Dioscoreae
Astragalus glycyphyllos L.
Folium Astragali

Fermentinés reakcijos

Fermentinés reakcijos

Ekstrahavimas:
70 proc. (V/V)
ETOH/H,0

Filtracija

Etanolinis tirpalas
nugarinamas
sukamuoju garintuvu

’—> Tirpinimas: MeOH

Sausi
ekstraktai

Tirpinimas: 70 proc.
(V/V) EtOH/H,0

v

¥ v
UESC-MS/MS ESC DAD UV
v

Organinés ragstys;

Hidroksicinamono rugstys;
Flavonoidai (kvercetin-3-0-glikozidai);
Riebaly ragstys;

Peptidai;

Angliavandeniai;

Steroidiniai saponinai ir jy izomerai.

a-Gliukozidazé (EC 3.2.1.20)

Sigma-Aldrich protokolas

a-Amilazé (EC 3.2.1.1)

Sigma-Aldrich protokolas

AChE (EC 3.1.1.7)

Elmano metodas

AKF-I (EC 3.4.15.1)

Holmaquist et al. (1979)
Ronca-Testoni S. (1983)

Vermeirssen et al. (2002)
E Buferis: 0,1M K,HPO,/KH,PO,, pH 6,9 Buferis: 0,02M Na,HPO,/NaH,PO,, 6,7 Mm NaCl, Buferis: 50 mmol/I Tris/HCl, pH 8,0 Buferis: 80 mM dinatrio tetraboratas,
2 [ DC/D.N/AG lapy EtOH-Ext. pH 6,8 [I]: D.C/D.N/AG lapy EtOH-Ext. pH 83
‘@ [E]: nekintantis o-GLU taris [I]: D.C/D.N/AG lapy EtOH-Ext. DTNB: 0.05 mmol/I [1l: D.C/D.N/A.G lapy EtOH-Ext.
[S]: pNPG [E]: a-amilazé [E]: nekintantis AChE tirpalo taris [E]: AKF-1i$ triusio plauciy
Reagentas: (+) Na,CO,/(-) Na,CO;4 [S]: 1 proc. bulviy krakmolo tirpalas [S]: AtChl [S]: FAPGG
Spalvinis reagentas: DNA
Kinetinis modeliavimas l Kinetinis modeliavimas i
Buferis: 0,1M K,HPO,/KH,PO,, pH 6,9 Buferis: 0,1M K,HPO,/KH,PO, pH 6,9 Buferis: 50 mmol/| Tris/HCI, pH 8.0 ﬁ]\{ff:sf(étgmcé!ﬂ T(ES//';CDI ?;‘08'0
o [I: Lapy EtOH-Ext. (ug/ml): D.C: 15,25; D.N: 25; [1]: Sakniastiebiy EtOH-Ext. (ug/ml): D.C: 500; [1]: Lapy EtOH-Ext. (ug/ml): D.C: 50; D.N: 25, 50 D“i'NBF')O o mmol}l g/ml):
£ A.G: 140, 200 ) ] ) . D.N:200,500  pTNB: 0.05 mmol/I il : 5
. . . i X 5 G " _a [E]: nekintantis AChE tirpalo taris,
% [E]: nekintantis a-GLU tirpalo taris [E]: nekintantis a-GLU tirpalo taris [E]: nekintantis AChE tirpalo taris [ST: ATChI (mM): 0,04 — 0,24
“[SI: pNPG, (mM); D.C: 0,05 -0.33; D.N: 0,1-0,33; [SI: pNPG, (mM): D.C: 0,004 - 0,33 mM; [S]: ATChI (uM): D.C 45 — 160; D.N: 41,25 — 110 : a !
AG:01-0,5 D.N:0,075-0,33
Reagentas: (+) 0,1M Na,CO,/(-) 0,1M Na,CO; Reagentas: (+) 0,1M Na,CO;

D.N — Dioscorea nipponica Makino; D.C — Dioscorea caucasica Lipsky; A.G — Astragalus glycyphyllos L., EtOH-Ext. — etanolinis ekstraktas;
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2.1 pav. Tyrimo proceso eiliskumo schema

(+) — 0,1M Na,COs3, reakcija baigiama su Na,COs reagentu; (—) — 0,1M Na,COs, reakcija baigiama be 0,1M Na,CO; reagento



2.8. Statistiniai duomeny apdorojimo metodai

Statistinis gauty tyrimy rezultaty vertinimas buvo atlickamas naudojant
ANOVA priedus Microsoft Excel 2016 programoje. Statistinei duomeny analizei
atlikti naudota vienos krypties dispersiné analizé (ANOVA). Palyginant pritaikytas
FiSerio maziausio reik§Smingumo skirtumo testas (angl. least significant difference
(LSD) test). Rezultatai laikyti statistiSkai reikSmingi, kai p < 0,05. Visi tyrimai atlikti
po tris kartus, o gauti tyrimy rezultatai pateikiami kaip vidutinés reikSmés =+
standartiniai nuokrypiai (SN) ir / ar standartinés paklaidos (SE).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Junginiy nustatymas ultraefektyviosios skys¢iu chromatografijos —
tandeminés masiy spektrometrijos (UESC-MS/MS) metodu

Dioscorea spp. nipponica, caucasica ir Astragalus spp. glycyphyllos etanolinio
ekstrakto kokybé tirta ultraefektyviosios skysCiy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu (UESC — Q-TOF MS/MS) naudojant  Waters
ultraefektyviosios skysc¢iy chromatografijos (UESC) (Waters, Milford, JAV) ir masiy
spektrometrijos Bruker maXis (MS/MS) sistema (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany).

Pries atliekant chromatografing analize visi tyrimuose naudoti sausi ekstraktai
buvo istirpinti metanolyje ir filtruojami pro 0,22 pum nailoninius membraninius
Svirksty filtrus Rotilabo (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsrihé, Vokietija).

Junginiai identifikuoti palyginus molekuling formulg ir MS/MS fragmentus su
junginiais METLIN, LIPIDMAPS duomeny bazése bei duomenimis, rastais
literatiiros Saltiniuose.

3.1.1. Junginiy profiliai D. caucasica Lipsky lapy ir $akniastiebiuose
ekstraktuose

D. caucasica lapy ir Sakniastiebiy ekstraktuose junginiai nustatyti ESI(-)
UESC-QTOF-MS/MS metodu. Pagal skirtingy augalo daliy istyrimg junginius ir jy
turin¢ius ekstraktus galima trumpai suskirstyti j dvi grupes, tai: (1) lapy etanolinis
ekstraktas, kurio sudétyje yra keturios organinés rugstys (1-4), aStuonios
hidroksicinamono  ragstys (10-17), septyni flavonoidai (18-24), vienas
angliavandenis (6), dvi riebaly ragstys (26-28) bei keletas kity klasiy junginiy (31—
34); (2) Sakniastiebiy etanolinis ekstraktas, kurio sudétyje yra keturios organinés
ragstys (1-2, 4-5), keturi angliavandeniai (6-9), penkios riebaly rtgstys (25, 27-30),
Sesi steroidiniy glikozidy izomerai (35-40) ir keletas kity klasiy junginiy (38-39).
Zemiau (3.1 lent.) parodyti issamesni §iy junginiy duomenys.
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3.1 lentelé. D.caucasica Lipsky, lapy ir $akniastiebiy ekstraktuose UESC/Q-TOF-MS/MS metodu nustatyti junginiai

b t m/z [M - H]~ Masiy olo
N m?ﬁ. Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E a Literatiira
ptiktas |Apskai¢iuotas jonas(-ai) (ppm) < |w
Organinés rugstys
1. 04 191,0561 191,0556  191[C7H1106] -0,5  (-)-chino rogstis +
0,72 191,0562 -0,6 + MS
2. 0,5 133,0142 133,0137  133[CsHs0s] -0,5 D/L-obuoliy riigstis/ + [154]
0,82 133,0142 -0,5  hidroksigintaro riigstis (obuoliy riigitis) + [155]
3. 0,5 173,0454 173,0450 173[C7/HqOs]” -0,4  3,4,5-trihidroksi-1-cikloheksen-1-karboksirtigstis + [156]
(sikimo rugstis) [154]
4, 0,8 191,0196 191,0191  191[CeH/O7] -0,4  2-hidroksi-1,2,3-propantrikarboksirtigstis + MS
1,22 191,0200 -0,8  (citriny rgstis / izocitriny rugstis) MS
5 1,8 2550512  255,0505 255[C1:H1:07] -0,7  2,3-dihidroksi-2-[(4-hidroksifenil)metil] + [157]
butandiragstis (piscido ragstis)
Angliavandeniai
6. 0,6 179,0561 179,0555 179[CeH1106]" -0,6  Heksozé + o+
7. 341,1089 341,1083  341[C12H21011]" -0,6  Sacharozé [158]
8. 683,2252  683,2246 683[C4H43022]-  -0,6  Neatskirti cukriis [159]
[2M - H]~
9. 0,7 1025,3414  1025,3408 1025[CssHesO33]- -0,6  Neatskirti cukriis + [159]

[3M — H]
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3.1 lentelés tesinys

ol ¢ m/z [M - H]~ Masiy olo
N m?n Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E E Literatiira
ptiktas |Apskaiiuotas jonas(-ai) (ppm) < |w
Hidroksicinamono ragstys
10. 707,1822 707,1823  707[C32H35018] -0,1 +
[2M - H]~
1,5 353,0875 353,0872  353[C16H170¢]" -0,3  3-O-kafeoilchino rugstis*
707,1822 707,1823  707[C32H3501s] -0,1 +
[2M - H]~
11. 355,0664 355,0665  355[C15H15010]" -0,1  Kavos ragsties 3-O-gliukuronidas [160]
12. 1,6 297,0612 297,0610 297[C13H130g]" -0,2  Kafeoiltreoniné rugstis +
707,1827 707,1823  707[Cs32H35018]" -0,4 +
[2M - H]~
13. 353,0876 353,0872  353[C16H1700]" -0,4  5-O-kafeoilchino riigitis*
1,7 191,0559 191,0556  191[C7H1106]" -0.5
14, 337,0930 337,0923  337[C16H170g]" -0,4  Kumaroilchino rugstis + [156]
15. 353,0877 353,0872  353[C16H1700]" -0,5  4-O-kafeoilchino rigstis + [160, 161]
1,9 191,0564 191[C7H1106] -0,7 +
16. 2,0 335,0771 335,0766  335[C16H150¢]" -0,5 Kafeoilsikimo ragstis + [156]
17. 2,1 367,1031 367,1029  367[C17H190q]" -0,2  Feruloilchino rugstis + [156, 160]
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3.1 lentelés tesinys

b t m/z [M - H]~ Masiy olo
N m?ﬁ. Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E E Literatiira
ptiktas |Apskai¢iuotas jonas(-ai) (ppm) s |»

Flavonoidai
18. 2,3 609,1463 609,1455  609[C27H29016]" -0,8  Kvercetin-3-O-rutinozidas (rutinas)* +
19. 2,4 463,0879 463,0876  463[C21H19012] -0,3  Kvercetin-3-O-gliukozidas (izokvercitrinas)* +
20. 505,0995 505,0982 505[C23H21013] -1,3  Kvercetin-O-acetilheksozidas +
21. 25 549,0883  549,0880 549[CH201]-  -0,3  Kvercetin-3-O-malonil (heksozidas) + [162]
22. 2,6 447,0930 447,0927 447[C21H19011]" -0,3  Kvercetin-3-O-ramnozidas (kvercitrinas) + [163]
23. 2,7 533,0934 533,0931 533[C24H21014]- -0,27 Kvercetin-3-O-malonil(ramnozidas) MS
24. 489,1036 489,1033  489[C23H2012] -0,3  Kvercetin-3-O-acetil(ramnozidas)
Riebaly rigstys
25. 4,6 329,2335 329,2328  329[C1sH3305]" -0,7  Trihidroksioktadeceno ragstis + [164]
26. 58 293,2120 293,2117  293[C1sH2903]~ -0,3  Hidroksioktadekatrieno rugstis + [164]
27. 6,8 358,2600 358,2593  358[Ci9H3sNOs]~  -0,7  3-hidroksidodekanoilkarnitinas + LMFAQ70700323
28. 6,9 295,2280 295,2273  295[Ci1sH3103]" -0,7  Hidroksioktadekadieno riigstis +

8,0 295,2281 -0,8 + [164]
29. 8,4 271,2279 271,2273  271[C16H3103]" -0,6  Hidroksiheksadekano riigstis + [164]
30. 8,8 279,2330 279,2324  279[C1sH3102] -0,6  9,12-oktadekadieno riigstis (linolo riigstis) + [164]
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3.1 lentelés tesinys

m/z [M - H]~ Masiy olo
rinD IR Aptiktas | Paklaida Identifikuoti junginiai O(8|  Literatira
r./min. i i
Aptiktas |Apskaifiuotas jonas(-ai) (ppm) < |w

Kiti junginiai

31. 0,3 225,0617  225,0610 225[C7H130s] -0,7  Gliukoheptono ragstis + [165]

32. 0,9 290,0881  290,0875 290[C11H1sNOg]- -0,6  N-acetil-2,3-dehidroksi-2-deoksineuramino riigstis +

33. 128,0352  128,0347 128[CsHsNOs] -0,5 (2S)-5-oksopirolidin-2-karboksirtigstis + [166]
(piroglutamo riigstis)

34. 14 3451188 3451186 345[CisH2100]" -0,2  [1S,4aR,5S,7aS)-5-hidroksi-7-(hidroksimetil)- + MS
1,4a,5,7a-tetrahidrociklopenta[c]piran-1-il-3-D-
gliukopiranozidas (aukubinas)

Steroidiniai saponinai / glikozidai

35. 3,3 1109,5383 1109,5379 1109[Cs:Hgs025]- -0,4  Steroidinis glikozidas + [167]

36. 3,7 1093,5431 1093,5431 1093[Cs;Hgs024] -0,0  Steroidinis glikozidas + [167]

37. 43 10755327 1075,5325 1075[Cs:Hsgs023]- -0,2  Steroidinis glikozidas (opfiopogonino darinys) + [167, 168]

[M — H-146]

38. 6,5 929,4754  929,4746 929[CsH7301]-  -0,1  Steroidinis glikozidas + MS

39. 6,6 9134798  913,4797 913[CsH73015]-  -0,1  Steroidinis glikozidas + MS

40. 6,8 767,4228 767,4217  767[CaoHe3014] -1,1  Steroidinis saponinas (pentandrozidas B) + [167, 169]
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3.1 lentelés tesinys

b t m/z [M - H]~ Masiy olo

N m?ﬁ. Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E a Literatiira
ptiktas |Apskaifiuotas jonas(-ai) (ppm) < |5

NeZinomi junginiai

41. 6,1 559,3117 559,3118  559[C2sH47011]" -0,1  Nezinomas junginys + MS

42. 6,6 483,2727 483,2719 483[CyxsHasNgO4]-  -0,8  Nezinomas peptidas MS

43. 56 721,3652 721,3646  721[C34H57016]" -0,6  Nezinomas junginys galaktolipidas MS

44. 6,8 723,3809 723,3803  723[C34H59016]" -0,6  Nezinomas junginys galaktolipidas + MS

Yjunginiai, identifikuoti naudojant standartg; 2analizuojant $akniastiebiy ekstraktuose esan¢ius junginius, jy sulaikymo laikas (tr) buvo Siek tiek
pasislinkes; 3LMFA, junginio numeris LIPIDMAPS duomeny bazéje; “FDC, folium Dioscoreae caucasicae; SRDC, rhizoma Dioscoreae
caucasicae. Masés paklaida yra < 5 milijoninés dalys (ppm) tikslumu.
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Kaukaziniy dioskoréjy lapy ir Sakniastiebiy ekstraktuose nustatytos organinés
rigstys (—)-chino (1) ([M — H]~ jonas m/z 191,0556), D/L-obuoliy (2) ([M — H] jonas
m/z 133,0137), citriny / izocitriny (4) ([M — H]™ jonas m/z 191,0191) skirtingais
sulaikymo laikais (tr) 0,4 ir 1,2 min. Pastarieji junginiai atitiko molekulines formules
(3.1 lent.). Sikimo raigstis (3) ([M — H] jonas m/z 173,0450) sulaikymo laiku (tz) 0,5
min. ir gliukoheptono ragstis (31) ([M — H] jonas m/z 225,0610) sulaikymo laiku (tr)
0,3 min. aptikta kaukaziniy dioskoréjy lapy ekstraktuose, o piscido ragstis (5) ([M —
H]~ jonas m/z 255,0505) sulaikymo laiku (tr) 1,8 min. aptikta Sakniastiebiy
ekstraktuose. Ankstesniuose tyrimuose piscido riigStis buvo nustatyta niponiniy
dioskoréjy Sakniastiebiuose [157], o Sikimo, obuoliy ir treoniné rtigstys nustatytos
Dioscorea elephantipes, Dioscorea sylvatica ir kitose rasyse (154]. Gliukoheptono
rugstis kaukazinés diosoréjos lapuose aptikta pirmg karta.

Kitas junginys (30) ([M — H] jonas m/z 290,0875) sulaikymo laiku (tg) 0,9 min.
atitiko sialo raigsties (N-acetil-neuraminino rtgstis) darinio fragmento modelj, kuris
buvo preliminariai identifikuotas kaip N-acetil-2,3-dehidroksi-2-deoksineuramino
rigstis. Ankstesniuose tyrimuose Dioscorea spp. nepavyko rasti nustatytos
pastarosios ragsties. Tuo paciu sulaikymo laiku, kaip (30) junginio, aptiktas
aminoriigsties fragmento modelis (33), kuris buvo identifikuotas kaip piroglutamo
riigitis (33) ([M — H] jonas m/z 128,0347) [166]. Sie junginiai buvo rasti tik
dioskoréjos lapy ekstrakte. Kitas deprotonuotas jonas (34) [M — H]  esant m/z
345,1186 (tr, 1,4 min.) sutapo su duomeny bazéje Metlin ir kity autoriy pateiktais
spektrais ir atitiko iridoidinio glikozido aukubino charakteristikg [170]. Pastarasis
glikozidas dazniausiai aptinkamas Plantago genties augaly rasyse.

Yra zinoma, kad kafeoilchino rtigsties izomeras turi cheming formule C16H1809
ir monoizotoping jono mas¢ m/z 354,0950. Panasis [M — H]~ pirmtaky jonai, kuriy
m/z 353,0872 verté, buvo badingi (10), (13) ir (15) junginiams sulaikymo laikais
atitinkamai (tr) 1,5, 1,7 ir 1,9 min. Sis masiy spektry i§sidéstymo kelias rod¢, kad yra
keli kafeoilchino riigsties izomerai. Pirmasis junginys (10) buvo identifikuotas kaip
3-O-kafeoilchino ragstis [160]. Antrasis junginys (13) buvo priskirtas 5-O-
kafeoilchino ragséiai. Pagal molekulinj jong, atitinkantj molekuling formule, ir pagal
jos dimera m/z 707,1823[2M — H] (tr 1,7 min.) nesunku buvo jzvelgti charakteringus
fragmentus m/z 191,0556 [M — H] ™ (tr 1,7 min.), badingus 5-O-kafeoilchino rtigs¢iai
m/z 353,0872 [M — H]~. Gauti molekuliniai spektrai sutapo su ankstesniais tyrimais
[160], o 5-O-kafeoilchino ruigsties identiSkumas patvirtintas etaloniniu standartu.
Remiantis pirmtako jonu, m/z 297,0612 [M — H] junginys (12) sulaikymo laiku (tr)
1,6 min. preliminariai buvo identifikuotas kaip kafeoiltreono ragstis. Kiti junginiai
(24) ir (15), turintys [M — H]- m/z 337,0923 ir m/z 353,0872 molekulinius jonus ir
fragmentus m/z 191,0556 [M—H-146]"ir m/z 191,0556 [M—-H-162]",atitinkamai buvo
priskirti hidroksicinamono grupés ragstims: kumaroilchino ir 4-O-kofeoilchino
ragstims. Junginys (16) ([M — H]~ jonas m/z 335,0766) sulaikymo laiku tz = 2,0 min.
buvo identifikuotas kaip kafeoilSikimo riigStis. Ankstesniuose tyrimuose ji buvo
nustatyta sparnuotosios dioskoré¢jos (D.alata) lapuose [156], o junginys (17) ([M —
H]~ jonas m/z 367,1029) pagal gautg sulaikymo laikg (tg) 2 min. buvo priskirtas
feruloilchino rugsciai.
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Junginiai 18-24 identifikuoti kaip flavonoidai, priklausantys kvercetino
dariniams. Kvercetinas (3,3',4',5,7-pentahidroksil-flavonas), atitinkantis molekuling
formule CisH1007 (monoizotopiné masé m/z 302,04265) ir turintis charakteringg
fragmento jong m/z 301[M — H] ", neabejotinai siejosi su aptiktais kvercetino dariniais,
analizuojamais kaukazinés dioskoréjos lapy ekstraktuose. Tuo paaiskinama, kad
aptikty flavonoidy molekuliniams spektrams budingi [M — H (3-O-glikozidas)]
junginiai. Junginiai (18) ir (19), turintys m/z 609,1455 (tz = 2,3 min.) ir m/z 463,0876
(tz, 2,4 min.) molekulinius jonus, atitiko atitinkamai kvercetino 3-O-rutinozida
(ruting) ir kvercetino 3-O-gliukozida. Pastaryjy junginiy identiSkumas patvirtintas
etaloniniais standartais. Junginys (22) ([M — H]", jonas m/z 447,0927) (tz, 2,6 min.),
sutapo su kity autoriy darbuose pateiktais kvercitrino spektrais [163] ir buvo
identifikuotas kaip kvercetin 3-O-ramnozidas (kvercitrinas). Aptikti junginiai: tz 2,5
min: (21) ([M — H] jonas m/z 549,0880), (20) ([M — H]~ jonas m/z 505,982); tr 2,7
min: (23), [M — H] jonas m/z 533,0931), (24) [M — H]~ jonas m/z 489,1033), siejasi
su kvercetino dariniais, galinciais priklausyti acetilintiems (malonilo) flavonoidams.
Tai paaiSkinama tuo, kad malonilgrupés junginiy acetilo likuéio (C2H.0) nuostoliy
atsiranda dél CO; praradimo. Tai buidinga tiek (20) junginiui, turin¢iam m/z 505,0982
[M — H — 44], tiek (24) junginiui, turin¢iam m/z 489,1036 [M — H — 44]". Junginiy
(20) ir (21) buvimg patvirtinto literatiiroje pateiktas masiy spektry i$sidéstymo kelias
tiriant fenoliniy junginiy profilius skiautélapio fikuso (Ficus carica L.) vaisiuose ir
lapuose taikant QTOF-MS analize [162]. Atsizvelgiant | tai, acetilinti (malonilo)
flavonoidai identifikuoti kaip: (20) kvercetin-O-acetilheksozidas, (21) kvercetin 3-O-
(6“-malonil)-gliukozidas (23) kvercetin-3-O-malonil(ramnozidas) (24) kvercetin-3-
O-acetil(ramnozidas).

Angliavandeniy buvo aptikta tik D. caucasica Sakniastiebiy ekstrakty
méginiuose, i$skyrus neaiSkios struktiiros heksoze (6). Aptikta sacharozé (7)
(IM —H] jonas m/z 341,1083) (tr) 0,7 min. [158, 159] ir tuo paciu sulaikymo laiku
kiti du junginiai: (8) ([2M — H] jonas, m/z 683,2246) ir (9) ([3M — H] jonas, m/z
1025,3408), kurie atitiko deprotonuoty dimery ir trimery oligosacharidy jony
spektrines charakteristikas [159]. 3.1 lenteléje jic apibudinti kaip neatskirti cukris.

Gautuose masiy spektruose aptikti m/z fragmenty (profilio) modeliai siejami su
riebaly ragstimis. Junginys (30) [M — H]~ jonas m/z 279,2324 esant (tz, 8,8 min.)
atitiko linolo riigstj (C18:2), kitas junginys (28) [M — H] jonas m/z 295,2273 (tr, 6,9 ir
8,0 min.) atitiko hidroksioktadekadieno rugsti. Dar Kiti junginiai rodé hidroksilinty
riebaly riigs¢iy molekuliy jonus: (29) ([M — H] jony m/z 271,2273) esant (tr) 8,4 min.
ir (25) (M - H]" m/z 329,2328) esant (tr) 4,6 min. atitiko atitinkamai
hidroksiheksadekano  rogstj (29) ir trihidroksioktadeceno  ragsti  (25).
Hidroksioktadekatrieno ruigsties (26) [M — H]~ jonas m/z 293,2117 buvo aptiktas tik
lapy ekstrakte sulaikymo laiku (tg) 5,8 min. Be to, junginio (27) [M — H] jonas m/z
358,2593 esant (tr) 6,8 min. rodé C19H3sNOs molekuling formule, kuri atitinka riebaly
rugsciy esterj. Toks riebaly riigsciy esteris budingas karnitino dariniams. Remiantis
literattiros duomenimis bei LIPID MAPS duomeny baze, §is junginys identifikuotas
kaip hidroksi-dodekanoilkarnitinas.
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Gautuose masiy spektruose nepavyko nustatyti tikslios hidroksilinimo vietos,
taciau pagal molekulinj jong, atitinkantj molekuling formule, nesunku jzvelgti
charakteringus fragmentus, budingus riebaly ragstims, o stebéty riebaly ragsciy
sulaikymo laikas (3.1 lent.) koreliuoja su literatiiros duomenimis. Pazymétina, kad
riebaly riig8¢iy konjugatai su aminoriigStimis placiai randami gyvininés kilmés
produktuose, taciau augaluose jy yra ribotai.

Aptikty junginiy (35), (36), (37), (38) ir (39) tiksliy struktiry nepavyko
i§siaiskinti, ta¢iau remiantis jy molekuliniais jonais [M — H] m/z 1109,5379 (tr, 3,3
min.), 1093,5431 (tr, 3,7 min.), 1075,5325 (tr, 4,3 min.), 929,4746 (tr, 6,5 min.),
913,4797 (tr, 6,6 min.), kurie atitinka CsaHgsO25, Cs2Hgs024, Cs2Hs3023, CasH73019 it
CasH73018 molekulines formules, neabejotinai priklauso steroidiniams glikozidams,
kuriy gausu jvairiose dioskoréjos riiSyse. Junginio (40) [M — H]~ jono m/z spektriniali
duomenys 767,4217 (tr, 6,8 min.) taip pat rodo steroidinj saponino pentandrozida B
[167]. Be to, junginys (44) [M — H] jonas m/z 723,3803, atitinkantis CzsHs¢O16
molekuling formule, aptiktas Sakniastiebiuose sulaikymo laiku (tr) 6,8 min., o
junginys (43) [M — H] jonas m/z 721,3646, atitinkantis CssHs9016 molekuling
formule, aptiktas lapuose sulaikymo laiku 5,6 min. Pastarieji junginiai greiciausiai
priklauso galaktolipidams.

3.1.2. Junginiy profiliai D. nipponica Makino lapy ir $akniastiebiy
ekstraktuose

D. nipponica lapy ir Sakniastiebiy ekstraktuose junginiai nustatyti ESI(-)
UESC-QTOF-MS/MS metodu. Pagal skirtingy augaly daliy istyrimg junginius ir jy
turin€ius ekstraktus galima trumpai suskirstyti j dvi grupes, tai: (1) lapy etanolinis
ekstraktas, kurio sudétyje yra SeSios organinés ragstys (1-5, 7), aStuonios
hidroksicinamono ragstys (14-21), desimt flavonoidy (22-31), trys angliavandeniai
(8-9,11), vienas klasterio jonas (13), trys steroidiniy glikozidy izomerai (41,44, 48) ir
keletas kity klasiy junginiy (37-40); (2) Sakniastiebiy etanolinis ekstraktas, kurio
sudétyje yra penkios organinés ragstys (1-2, 4-6), keturi angliavandeniai (8, 10-12),
vienas Kklasterio jonas, atitinkantis chino raigSties heksozés dimerg (13), keturios
riebaly ragstys (32-33, 35-36), astuoni steroidiniy glikozidy izomerai (42—49) ir
keletas kity klasiy junginiy (38-39). Zemiau (3.2 lent.) parodyti issamesni iy
junginiy duomenys.
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3.2 lentelé. D.nipponica Makino, lapy ir Sakniastiebiy ekstraktuose nustatyti junginiai UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

m/z [M - H]~

Masiy

ID| tr - . . S z|Z . _
N, min, Aptikias [Apskaitiuoras|  APUKS PR et g £|g| Heratina
Organinés rugstys
1. 04 191,0563 191,0556 191[C7H1106] -0,7  (-)-Chino ragstis +
0,72 191,0561 -0,5 + MS
2. 0,5 133,0142 133,0137 133[C4sHs0s] -0,7  D/L-obuoliy rugstis / + [154]
0,72 133,0142 -0,6  hidroksigintaro riigstis (obuoliy rugstis) +
3. 0,5 173,0454 173,0450 173[C7HOs] -0,7  3,4,5-trihidroksi-1-cikloheksen-1-karboksirtigstis ~ + [154]
(8ikimo ragstis)
4. 0,7 191,0198 191,0191 191[CsH707] -0,7  2-hidroksi-1,2,3-propantrikarboksirigstis + MS
1,22 191,0198 -0,7  (Citriny rugstis / izocitriny riigstis) + MS
5. 1,0 147,0299 147,0294 147[CsH70s] -0,5 Citramaliné ragstis +
1,4% 147,0300 -0,6 +
6. 1,8 255,0514 255,0505 255[C11H1107] -0,9  2,3-dihidroksi-2-[(4- + [157]
hidroksifenil)metil]butandirtigstis (piscido rugstis)
7. 2,8 187,0976 187,0970 187[CoH1504] -0,6  Nonano dirtigtis (azelaino riigstis) + [171]
Angliavandeniai
8. 0,3 179,0561 179,0556 179[CeH1106]" -0,5 Heksozeé + MS
0,62 179,0563 179,0556 179[CeH1106] -0,7 + MS
9. 0,4 149,0456 149,0450 147[CsHgOs] -0,6 Pentozé + MS
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3.2 lentelés tesinys

b t m/z [M - H]~ Masiy > |z
. m?ﬁ Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E @ Literatiira
. .| Aptiktas |Apskaifiuotas jonas(-ai) (ppm) o | o
10. 0,4 387,1146 387,1139 387[C13Hz3013]’ -0,7 NeZinomas disacharidas +
0,72 387,1146 -0,8 (DJE=2)® + MS
11. 0,7 341,1089 341,1083 341[C12H21011] -0,6  Sacharozé [158]
12. 0,7 683,2256  683,2246  683[CuH402]  -0,1  Neatskirti cukriis + [159]
[2M —H]”
Klasterio jonai
13. 0,4 533,1722 533,1717  533[CioHz017]- -05 +
0,7 533,1723 -0,6  Chino riigstis + diheksozé (Hex) + MS
Hidroksicinamono riagstys
14. 707,1829  707,1823  707[CsHssO0i]”  -0.6 [160]
[2M - H]
1,5 353,0879 353,0873 353[C16H1709]~ -0,6  3-O-kafeoilchino riigstis* MS
15. 1,6 355,0672 355,0665  355[CisH15s010]-  -0,7  Kofeino rugsties O-gliukuronidas [160]
16. 1,6 297,0621 297,0610 297[C13H130s]" -1,1  Kafeoiltreoniné riigstis
707,1828  707,1823  707[CsH3s015]° -0.5 [160]
[2M —H]”
17. 1,7 353,0880 353,0873 353[C16H1709]~ -0,7  5-O-kafeoilchino riigstis* + MS
191,0562 191,0556 191[C7H1106] -0,6
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3.2 lentelés tesinys

ID| tr 2 [ = 7, 7 b ) . S z|z .
NImin.| Aptiktas [Apskaitiuotas| - PUKt3S p?klalda BT e Z|g| Uiteratara
jonas(-ai) ppm)
18. 337,0929 337,0923 337[CysH170g]"  -0,6  Kumaroilchino riigstis + MS
[M-H-146]

19. 353,0877 353,0873 353[C16H1709]-  -0,4  4-O-kafeoilchino ragstis +

1,9 191,0564 191,0556 191[C7H1106]" -0,8 +
20. 2,0 335,0771 335,0766 335[Ci6H1s08]"  -0,5 Kafeoilsikimo ragstis + [156]
21. 2,1 367,1031 367,1029 367[C17H1909]~ -0,2  Feruloilchino riigstis + [160,156]
Flavonoidai
22. 1,8 577,1354 577,1346 577[CsH25012]”  -0,8  Proantocianidino dimeras (B-tipo) + [127, 172]
23. 1,9 289.0719 289,0712 289[CisH130¢]  -0,7 +

2,1 289,0723 289[C1sH1306]  -1,09 Katechinas + [158]
24. 2,3 609,1461 609,1456  609[Cz7H29016]-  -0,5  Kvercetin-3-O-rutinozidas (rutinas)* + MS
25. 2,4 A77,0676 477,0669  477[CuHi7013]-  -0,7  Kvercetin-3-O-gliukuronidas [173]
26. 2,4 463,0891 463,0876 463[C21H10012]-  -1,5  Kvercetin-3-O-gliukozidas (izokvercitrinas)! + MS
217. 505,0995 505,0982  505[CzHx013]- -1,3  Kvercetin-3-O-acetilheksozidas +
28. 2,6 549,0883 549,0880  549[C24H21015] -0,3  Kvercetin-3-O-malonil (heksozidas) + [162]
29. 2,7 447,0941 447,0924  447[CyH19011]-  -0,3  Kvercetin-3-O-ramnozidas (kvercitrinas) + [163]
30. 533,0934 533,0931  533[C2H21014]- -0,3 Kvercetin-3-O-malonil(ramnozidas) + MS
31. 2,8 489,1036 489,1033  489[CxH21012]- -0,3  Kvercetin-3-O-acetil(ramnozidas) +
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3.2 lentelés tesinys

b t m/z [M - H]~ Masiy >z
N m?ﬁ. Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E E Literatiira
ptiktas |Apskai¢iuotas jonas(-ai) (ppm) o | o

Riebaly ragstys
32. 3,8 327,2181 327,2172  327[C18H310s]" -0,9  Hidroperoksi-epoksi-oktadeceno rtgstis + [164]

4,3 327,2180 -0,8
33. 329,2337 329,2328 329[C1sH330s5]~ -0,9  Trihidroksioktadeceno riigstis + [164]

329,2332 -0,4

34. 5,8 293,2122 293,2117 293[C18H2903]" -0,5  Hidroksioktadekatrieno ragstis + [164]
35. 6,3 295,2280 295,2273 295[C1gH3103]" -0,7 Hidroksioktadekadieno riigstis +

70 2952281 -0,8 + [164]
36. 6,8 358,2601 358,2593  358[CigH3sNOs]” -0,8  3-hidroksidodekanoilkarnitinas + LMFA07070032*
Kiti junginiai
37. 0,3 2250617 2250610  225[C;H130s]-  -0,7  Gliukoheptono riigstis + [165]
38. 0,9 290,0881 290,0875  290[C11H16NOg]- -0,6  N-acetil-2,3-dehidroksi-2-deoksineuramino +

rgstis

1,3 290,0882 290,0875  290[Cu1H1NOg]- 0,7 + MS

39. 0,9 128,0354 128,0347 128[CsHsNOs]~ -0,7  (2S)-5-oksopirolidin-2-karboksirtigstis +
(piroglutamo ragstis)

1,3 128,0354 128,0347 128[CsHsNO3]~ -0,7 +

40. 1,4 345,1188 345,1186 345[CisH210q9]"  -0,2  [1S,4aR,5S,7aS)-5-hidroksi-7-(hidroksimetil)- +

1,4a,5,7a-tetrahidrociklopenta[c]piran-1-il-5-D-

gliukopiranozidas (aukubinas)

68



3.2 lentelés tesinys

m/z [M - H]~

Masiy

ID| tr - . e - L z|Z . _

Nr.|min.| Aptiktas |Apskaiciuotas jﬁ‘r'[]’;';g:is) p?gg)?:ga e g 2 E Literatura

Saponiny izomerai

41. 3,2 947,4856 947,4852  947[CasH75020]" -0,4  Steroidinis glikozidas + MS

42. 3,3 11255336 11255329 1125[Cs;Hss026]  -0,7  Steroidinis glikozidas [168]

43. 1109,5390 1109,5379 1109[Cs,HgsO2s]- -1,1  Steroidinis glikozidas (Opfiopogonino dariniai) +

[M-H-162]

44. 3,4 945,4693 945,4695  945[CasH73020] -0,2  Steroidinis glikozidas + [167]
5,6 945,4701 945,4695  945[CssH73020] -0,6 +

45. 6,2 1091,5283 1091,5274 1091[CszHss024]  -0,9  Steroidinis glikozidas (Opfiopogonino dariniai) + [167,168]

46. 6,5 929,4751 929,4746  929[CasH73010] -0,5  Steroidinis glikozidas + [167]

47. 6,8 899,4644 899,4640  899[CasH71018] -0,4  Steroidinis glikozidas + [174]

48. 5,9 767,4216 767,4218  767[CaoHe3014] -0,2  Steroidinis glikozidas (pentandrozidas B) + [167]
6,9 767,4227 767[CaoHe3014] -0,9 + [169]

Peptidai

49. 3,3 585,2678 585,2673  585[CaH37NsOg]- -0,5  Tetrapeptidas

50. 4,1 570,2792 570,2788  570[C26H3sNoOs]- -0,4  Tetrapeptidas MS

51. 3,5 658,2956 658,2949  658[Co9H4NgOg]~ -0,7  Pentapeptidas

NeZinomi junginiai

52. 2,8 429,1764 429,1760  429[Cz0H29010] -0,4  NezZinomas junginys (O-glikozil junginys) + MS

69



3.2 lentelés tesinys

b t m/z [M - H]~ Masiy > |z
N m?ﬁ. Aot . Aptiktas paklaida Identifikuoti junginiai E @ Literatiira
ptiktas |[Apskai¢iuotas jonas(-ai) (ppm) o | o
53. 3,1 635,2926 635,2915  658[C29H47015]~ -1,1  Nezinomas junginys (acilsacharozé) + MS
3,5 635,2927 658[C29H47015]" -1,2 +
54. 3,4 495,2341 495,2324  495[CssH310;] -1,7  NeZinomas junginys + MS
55. 4,3 449,2753 4492751  449[CzHa109]” -0,2  Nezinomas junginys + MS
56. 5,5 721,3650 721,3646  721[C34H57016]" -0,4  NeZnomas galaktolipidas + MS

Yjunginiai, identifikuoti naudojant standarts; analizuojant $akniastiebiy ekstraktuose esan¢ius junginius jy sulaikymo laikas (tr) buvo Siek tiek
pasislinkes; 3DJE, dvigubos jungties ekvivalentas (angl. double bond equivalent, DBE); “LMFA, junginio numeris LIPIDMAPS duomeny
bazéje; SFDN, folium Dioscoreae nipponicae; ®RDN, rhizoma Dioscoreae nipponicae. DidZiausia leistina masés paklaida yra < 5 milijoninés
dalys (ppm) tikslumu.
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Niponinés dioskoréjos lapy ir Sakniastiebiy ekstraktuose nustatytos organinés
ragstys: (-)-chino (1) ([M — H]-, m/z 191,0556), D/L-obuoliy (2) ([M — H]", m/z
133,0137), citriny / izocitriny (4) [M — H]~, m/z 191,0191) citramaliné (5) ([M - H],
m/z 147,0294) skirtingais sulaikymo laikais (tr) 0,4 ir 1,2 min. Piscido ragstis (6)
(IM = H], m/z 255,0505) sulaikymo laiku (tr) 1,8 min. nustatyta tiktai $akniastiebiy
ekstraktuose, o Sikimo (3) ([M — H]~, m/z 173,0450) ir azelaino (7) [M — H]~, m/z
187,0970) rugstys sulaikymo laikais (tr) 0,5 ir 2,8 min. nustatytos tik lapy
ekstraktuose. Ankstesniuose tyrimuose S$ikimo ir obuoliy riigStys nustatytos
D. elephantipes, D. sylvatica, D. mexicana [154] lapuose, azelaino rtigstis — D. alata,
D. bulbifera [171] sakniastiebiuose, o piscido rtgstis D. nipponica $akniastiebiuose
[157].

Angliavandeniams budingi molekuliniai jonai aptikti tiek lapy, tiek
Sakniastiebiy ekstraktuose. Sacharozei btidingas molekulinis jonas (11) ([M — H],
m/z 341,1089) [158, 159] sulaikymo laiku (tg) 0,7 min. ir kitas junginio jonas (12)
([2M — H]", m/z 683,2252) tuo paciu sulaikymo laiku gerai atitiko deprotonuoto
dimero oligosacharido jono spektrines charakteristikas ir buvo priskirtas neatskirtiems
cukrams. Panasus angliavandeniams bidingas junginys (10) ([M —H]~, m/z 387,1139)
pagal sulaikymo laika (tg) 0,4 min. aptiktas tiek lapy, tiek Sakniastiebiy ekstraktuose.
Sis nezinomas (10) disacharidas galéjo susidaryti i§ jvairiy heksoziy. Taip pat yra
zinoma, kad Kklasteriy jony junginiai gamtoje egzistuoja kaip maiSyty grupiy
(klasteriy) su kitomis molekulémis mi$iniai. Biitent junginio jono (13) ([M —H] ", m/z
533,1717) (tr, 0,4 min. lapy; tr, 0,7 min. Sakniastiebiy) masiy spektras aikiai rodé
chino rugsties esterio ir heksozés misinj ([chino rugstis + Hex»-H]"). Taip pat MS
spektras junginio (37) ([M — H]~, m/z 225,0610) gerai atitiko gliukoheptono riigsties
formule C7H130g [165], 0 kitas MS spektras — (39), [M — H]~, m/z 128,0347) atitiko
piroglutamo rigsties formule CsHsNOgz; pirmasis junginys buvo aptiktas tik lapy
ekstrakte, o antrasis — abiejuose ekstraktuose (3.2 lent.).

Sialo rugsties dariniams priklausanti N-acetil-2,3-dehidroksi-2-
deoksineuramino ragstis (38) [M — H] -, m/z 290,0875) (tr, 0,9 min.; lapy; tr, 1,3 min.
Sakniastiebiy) sutapo su molekuliniu masés spektru Metlin duomeny bazéje. Kito
junginio molekulinis jonas (40) ([M — H]-, m/z 345,1186) gerai atitiko iridoidinio
glikozido masiy spektra ir buvo preliminariai identifikuotas kaip aukubinas. Sis
iridoidiniams glikozidams priklausantis junginys dazniausiai aptinkamas Plantago
genties augaly skirtingose augaly dalyse ir yra atsakingas uz gynybines funkcijas
[170].

Skirtingy kafeoilchino ragsties izomery cheminé formulé yra CisHisOg, O
monoizotopiné masé 354,0950. Tyrimo metu kafeoilchino riigSties pirmtako
molekulinis jonas [M — H]" m/z 353,0876 buvo biidingas junginiy izomerams (14),
(17) ir (19), atsiradusiems skirtingais sulaikymo laikais, atitinkamai 1,5, 1,7 ir 1,9
min. Pagal molekulinj jong (14) ([M — H]-, m/z 353,0873), atitinkantj molekuling
formulg Ci6H170g, ir Salia esantj dimera (m/z 707,1823) (tr, 1,5 min.) nesunku buvo
jzvelgti 3-O-kafeoilchino riigsties buvimg. Panasus spektry iSsidéstymas btidingas 1,7
min. sulaikymo laiku. Taip chromatogramoje iSsidésciusios intensyviausios
molekulinio jono m/z smailés: 707,1823, [2M — H]; 353,0873, [M — H] ir 191,0556
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[M —H]" patvirtino (17) 5-O-kofeoilchino riigsties buvima. Siy riigdiy buvimas sutapo
su kity autoriy darbuose pateiktais kafeoilchino riigsties izomery spektrais [160]. Taip
pat identiskumas patvirtintas autentiSku standartu. Remiantis gerai tinkanc¢iomis
molekulinémis formulémis ir MS spektrais, junginio jonas (16) ([M — H]-, m/z
297,0610) sulaikymo laiku (tr) 1,6 min. preliminariai buvo identifikuotas kaip
kafeoiltreono raigstis, o junginio jonas (15) ([M — H]", m/z 355,0665) kaip kavos
rugsties O-gliukuronidas [160]. Kitas junginys (18), kurio sulaikymo laikas (tr) 1,9
min. ir m/z 337,0923, nustatytas kaip kumaroilchino riigstis atsizvelgiant j aiskiai
matoma (146 Da) cukrinés dalies atskilimg. Junginiy jonai (20) ([M — H]-, m/z
335,0766) ir (21) (M — H]~, m/z 367,1029) rodé atitinkamai tipiskus kafeoil$ikimo ir
feruloilchino rtigsc¢iy masiy spektrus [160, 156].

[vairiy kvercetino izomery cheminé formulé yra CisH0O7 (3,3',4',5,7-
pentahidroksil-flavonas), o monoizotopiné masé yra 302,04265. Niponinés
dioskoréjos lapy ekstraktuose dominavo [M —H (3-O-glikozidas)] flavonoidy
izomerai, kaip parodyta 3.2 lenteléje.

Junginiai (24) ir (26) m/z 609,1456 ir 463,0876 buvo identifikuoti atitinkamai
kaip kvercetin-3-O-rutinozidas (rutinas) ir kvercetin-3-O-gliukozidas
(izokvercitrinas); jy identiSkumas patvirtintas etaloniniais standartais. Kitas
kvercetino-glikozido darinys (29), kurio sulaikymo laikas (tr) 1,9 min. ir m/z
447,0924, buvo identifikuotas kaip kvercetin-3-O-ramnozidas (kvercitrinas).
Pastarojo identiskumas sutapo sSu kity mokslininky pateiktais masiy spektry
duomenimis [163]. Taip pat literatiiroje [173] pateikti masiy spektrai m/z (477,0669)
sutampa su gautais junginio jono (25) ([M — H]~, m/z 447,0669) spektrais. Pastarasis
junginys identifikuotas kaip kvercetin-3-O-gliukuronidas. Junginiai (27) ir (28) rodé
prekursoriy jonus [M — H]™ m/z 549,0880 ir 505,0982 atitinkamai. Pastarieji buvo
identifikuoti atitinkamai kaip kvercetin-3-O-malonilgliukozidas ir kvercetin-3-O-
acetilgliukozidas. Siy junginiy buvimg patvirtina literatiiroje pateikti masiy
spektriniai duomenys [162]. PanaSus masiy spektro kelias badingas ir kitiems
aptiktiems junginiams: molekuliniai jonai (30) ([M — H]", m/z 533,0931) ir (31)
[M —H]~, m/z 489,1033), atitinkantys molekulines formules C24H21014 ir C23H21012,
leido preliminariai identifikuoti atitinkamai kvercetin-3-O-malonilramnozidg ir
kvercetin-3-O-acetilramnozida. Junginio jonas (22) ([M — H]-, m/z 577,1346) buvo
identifikuotas kaip procianido dimeras [172]. Atsizvelgiant j tai, §io oligomero gauti
duomenys patvirtino, kad junginio jonas (23) ([M — H]~, m/z 289,0712) yra siejamas
su katechinu. Ankstesniuose tyrimuose katechinas buvo aptiktas daugelyje
Dioskoré¢jos genties rasiy: D. bulbifera, [158,175], D. hirtiflora [175], D. hamiltonii
[29], o procianidai ankstesniuose tyrimuose buvo nustatyti D. cirrhosa [127] ir
D. alata [176] riiSyse.

Ilgos grandinés riebaly riigstys ir jy hidroksilinti dariniai yra jprasti jvairioms
augalinés kilmés medziagoms, jskaitant dioskoréjy Sakniastiebius [164, 177]. Tirtuose
MS spektruose junginio jonas (35) (M — H], m/z 295,2273) atitiko
hidroksioktadekadieno ragstis. Kiti dariniai turéjo hidroksilinty riebaly riigséiy
struktdiras: jonas (32) [M-H], mfz 327,2172) atitiko hidroperoksi-epoksi-
oktadeceno ragsti; molekulinis jonas (33) ([M — H],, m/z 329,2328) atitiko
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trihidroksioktadeceno riigstj. Hidroksioktadekatrieno ruigstis atitiko molekulinj jong
(34) (M — H], m/z 293,2117), taCiau buvo aptikta tik niponinés dioskoréjos lapy
ekstraktuose. Pazymétina, kad MS/MS duomenys nepateikia pakankamai
informacijos apie tikslig hidroksigrupiy padétj riebaly riigs¢iy grandinéje. Be to,
junginio jonas (36) ([M — H]-, m/z 358,2593) atitiko C19H3sNOs molekuling formule,
kuri buvo siejama su riebaly riigsciy esteriu. Pastarasis buvo priskirtas karnitino
dariniui, bitent kaip hidroksidodekanoilkarnitinas (C12-OH). Verta paminéti, kad
riebaly riig8§¢iy konjugatai su aminoriigStimis placiai randami gyviininés kilmés
maisto produktuose, taciau gana retai aptinkami augaluose.

Niponiniy dioskoréjy Sakniastiebiy méginiuose aptikta steroidiniy glikozidy
(saponiny), taciau lapy méginiuose pavyko aptikti tiktai kelis. Ankstesniuose
tyrimuose nustatyti steroidiniai saponinai taip pat dominavo dioskoréjy
Sakniastiebiuose [174]. QTOF/MS duomeny nepakanka tikslioms junginiy
struktiroms i$siaiskinti; biity reikalingas jy gryninimas ir iSsamiis spektriniai
duomenys, jskaitant jvairias BMR, FTIR modifikacijas; ta¢iau toks darbas nepateko j
miisy tyrimo sritj. Nepaisant to, junginiai (41), (45) ir (47), atitinkamai turintys
[M —H] m/z 947,4852, 1091,5274 ir 899,4640 molekulinius jonus, atitiko CisH7s020,
CsoHs3024  ir  CusH71018  molekulines formules, neabejotinai  priklausancias
steroidiniams glikozidams, kuriy gausu dioskoréjos genties riiSiy Sakniastiebiuose
[174, 178] ir kai kuriuose Kituose augaluose [168, 167]. MS spektre junginio jonas
(48) ([M — HJ~, m/z 767,4218) atitiko CsoHs3014 molekuling formule, kuri atitinka
steroidinio saponino pentandrozido B [167] buvima. Hamed ir kt. (2004) [169] aptiko
junginio — pentandrozido B jong ([M — H] m/z 767) raguziy (Tribulus) genties augalo
rasyje Tribulus pentadrus.

Junginio jono (46) ([M — H]", m/z 929,4746) molekuliné formulé CssH73019,
skyrési vienu papildomu deguonies atomu nuo junginio jono (44) ([M — H]-, m/z
945,4695) molekulinés formulés CasH73020, 0 tai rodo, kad abiejy junginiy tapatybés
gali priklausyti steroidiniams saponinams. Pana$iis molekuliniy formuliy skirtumai
pastebimi tarp junginiy: molekuliniai jonai: (42) (M — H], m/z 1125,5329,
Cs2Hss026) ir (43) ([M — H]~, m/z 1109,5379, Cs2Hgs02s). Pastarieji junginiai taip pat
gali priklausyti steroidiniams saponinams — opfiopogonino dariniams [168]. Lapy
ekstrakte aptiktas junginys (56) ([M—H]-, m/z 721,3646), atitinkantis formule
Ca4Hs701s, jvardintas kaip nezinomas galaktolipidas.

Junginiai (49), (50) ir (51), atitinkamai turintys [M —H]- m/z 585,2673,
570,2788 ir 658,2949 molekulinius jonus, atitiko CzsH3z7NgOs, CasH3zsNgOs ir
Ca9H10N9Og molekulines formules, priklausancias peptidams. Remiantis Metlin
duomeny baze, (49) ir (50) junginiai identifikuoti kaip tetrapeptidai, o (51)
identifikuotas kaip pentapeptidas. Irodomosios informacijos apie peptidus,
iSgaunamus i$ niponinés dioskoréjos augalo daliy, néra daug. Iki Siol gerai Zinomas
peptidas yra ciklo-(Leu-Tyr), nustatytas niponinés dioskoréjos Sakniastiebiuose [41],
véliau — Kitose dioskoréjy riasyse [166].
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3.1.3. Junginiy kiekiai Dioscorea spp. ekstraktuose

Atlikti papildomi tyrimai, siekiant nustatyti junginiy kiekius Dioscorea spp.
nipponica, caucasica ekstraktuose. Tyrimams pasirinktos tik tos standartinés
medziagos, kuriy geba slopinti fermenty aktyvuma yra jrodyta. Pastaryjy kiekiai
nustatyti efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodu (zr. sk. 2.7).
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3.1 pav. D. caucasica Lipsky (B) ir D. nipponica Makino (C) lapy ir $akniastiebiy
etanolinio ekstrakto chromatografiniai profiliai, vaizduojantys keletg fenoliniy
junginiy. (A) etaloniniy tirpaly chromatograma: (1) neochlorogeno riigstis, (2)

chlorogeno rigstis, (3) rutinas, (4) izokvercitrinas

Kaukazinés dioskoréjos (Dioscorea caucasica Lipsky) lapy ekstrakto
méginiuose nustatyti junginiy kiekiai: neochlorogeno raigsties, chlorogeno rugsties,
rutino ir izokvercitrino atitinkamai 5,887, 116,57, 4,021 ir 187,194 pg/ml. Niponiniy
dioskoréjy (Dioscorea nipponica Makino) lapy ekstrakto méginiuose nustatytas
neochlorogeno rtigsties, chlorogeno riigsties, rutino ir izokvercitrino kiekis buvo
atitinkamai 72,828, 323,425, 75,206 ir 187,121 pg/ml. Tirty rasiy lapy ekstraktuose
izokvercitrino kiekis buvo labai panasus ir svyravo nuo 187,194 iki 187,121 pg/ml,
taciau sukauptas rutino kiekis niponiniy dioskoréjy ekstrakto lapuose buvo
atitinkamai 75,206 pg/ml ir 4,021 pg/ml didesnis (> 50 proc.) nei kaukaziniy
dioskoréjy ekstrakto lapuose. Taip pat pastebéti dideli hidroksicinamono riigséiy
sukaupti kiekio skirtumai tarp tirty dioskoréjos riisiy ir jos augalo daliy. Chlorogeno
ir neochlorogeno ragséiy sukaupti kiekiai niponiniy dioskoréjy ekstrakto lapuose
buvo atitinkamai 323,425 pg/ml ir 72,828 pg/ml didesni nei kaukaziniy dioskoréjy
lapy ekstrakte. Kaukazinés dioskoréjos lapuose chlorogeno rigsties sukauptas kiekis
buvo 116,57 pg/ml, o neochlorogeno riigsties — 5,887 pg/ml. Maziausi $iy rugsciy
kiekiai nustatyti Sakniastiebiy ekstraktuose. Chlorogeno ir neochlorogeno rtigsciy
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sukaupti kiekiai kaukaziniy dioskoréjy ekstrakto Sakniastiebiuose buvo 1,869 pg/ml
ir 0,687 pg/ml atitinkamai didesni nei niponiniy dioskoréjy Sakniastiebiy ekstrakte.
Niponinés dioskoréjos Sakniastiebiy ekstrakte chlorogeno ragsties sukauptas kiekis
1,107 pg/ml, o neochlorogeno ragsties — 0,181 pg/ml.

Chromatografinis profilis taip pat parodé keleta kity neidentifikuoty smailiy
(3.1 pav., B), rodanciy augaly medziagy cheminj kintamuma. Manoma, kad didelis
smailiy intensyvumas parodé, kad D. caucasica lapuose dominuoja flavonoidai,
priklausantys kvercetino dariniams.

3.1.4. Junginiy profiliai A. glycyphyllos L. lapy ekstraktuose

A. glycyphyllos lapy ekstraktuose junginiai nustatyti ESI(—) UESC-QTOF-
MS/MS metodu. A. glycyphyllos lapy ekstrakto sudétyje nustatytos: organinés ragstys
(1-3); angliavandeniai (4-6); uridinas (8); hidroksicinamono riigstys (9-10);
cikloartano glikozidai (11-13). Zemiau parodyti (3.3 lent.) i§samesni $iy junginiy
duomenys.

3.3 lentelé. A. glycyphyllos L. lapy ekstraktuose nustatyti junginiai UESC/Q-TOF-
MS/MS metodu

ID tr m/z [M- HJ" Masiy  |dentifikuoti
Nr. min. Aptiktas Apskai¢iuotas  Aptiktas paklaida  junginiai  Literatira
jonas(ai) (ppm)

1. 0,5 133,0142 133,0137 133[C4Hs50s]" -0,5 D/L-obuoliy MS
rugstis

2. 1,4 117,0191 117,0187 117[C4Hs504] -0,4 Butano dirugstis MS
(gintaro ruigstis)

3. 2,8 187,0978 187,0970 187[CoH1504]" -0,8 Nonano diragstis MS
(azelaino ruigstis)

5. 0,5 149,0456 149,0450 149[CsHqOs] -0,6  Pentozé

6. 341,1082 341,1083  341[Ci2H21011] -0,1  Sacharozé [179]

7. 387,1145 387,1139  387[Ci3H23013]- -0,6 NeZinomas MS
disacharidas
(DJE = 2)

8. 0,9 243,0623 243,06171 243[CeH11N20¢]- -0,6  Uridinas MS

2,1 337,0934 337,0923  337[Ci6H170s] -1,1  Kumaroilchino MS

ragsis

10. 2,2 367,1039 367,1029 367[Ci7H190q]" -1,0  Feruloilchino [160]
rugstis

11. 4,2 699,4322 699,4319 699[C37Hes012]  -0,3  Cikloartano [180]
glikozidas

12. 4,6 695,4008 6954006 695[C37Hs9012]  -0,2  Cikloartano [180]
glikozidas

13. 5,4 691,4060 691,4057 691[C3sHs9011]  -0,3  Cikloartano [180]
glikozidas

'DJE, dvigubos jungties ekvivalentas (angl. double bond equivalemt, DBE) 75



Saldzialapés kulksnés lapuose nustatytos organinés rugStys: D/L-obuoliy (1)
(IM — H] jonas m/z 133,0137), gintaro (2) ([M — H] jonas m/z 117,0187), azelaino
(3), (IM — H] jonas m/z187,0970) sulaikymo laiko (tr) intervaluose nuo 0,5 iki 2,8
min. Kiti molekuliniai jonai (5) ([M —H]~, m/z 149,0456) (6) [M — H]~, m/z 341,1083)
ir nezinomas disacharidas (7) ([M — H], m/z 387,1139), kuriy sulaikymo laikas (tr)
0,5 min., identifikuoti atitinkamai kaip (5) pentozé, (6) sacharozé ir (7) neZinomas
disacharidas. Zinant, kad $ioje riisyje daugelio monosasharidy kiekius nustaté Lysiuk
ir kt. (2015) [179], nesunku buvo Siuos junginius priskirti angliavandeniy klasei
budingiems junginiams. Taip pat MS spektras junginio (9) ([M — H]-, m/z 337,0923)
atitiko kumaroilchino ragsties formulg¢ Ci6H170s, 0 Kitas spektras junginio (10)
(IM —H]~, m/ z 367,109) — feruloilchino formule C17H1909. Dar vienas junginio jonas
(8) (IM — H]~, m/z 243,0623) atitiko CyoH11N2Os molekuling formule, kuri atitinka
uridino buvimg. Ankstesniuose tyrimuose uridinas nustatytas plévétosios kulksnés,
Astragalus membranaceus (Fisch) Bge. var. mongholicus(Bge.) Hsiao Sakny
etanoliniame ekstrakte [181].

Dar kity junginiy (11), (12) ir (13) tiksliy struktiiry nepavyko i$siaiskinti, taciau,
remiantis jy molekuliniais jonais [M — H]™ m/z 699,4319 (tr, 4,2 min.), 695,4006 (t,
4,6 min.) ir 691,40574 (tr, 5,4 min.), kurie atitinka C37Hg3012, Ca7Hs9012 ir CagHs9O11
molekulines formules, priklauso cikloartano glikozidams, kuriy gausu Astragalus L.
genties augaly rasyse [180].
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3.2.  Fermenty aktyvumo nustatymas
3.2.1. a-gliukozidazés aktyvumo nustatymas in vitro

Kaip zinoma, a-gliukozidazé i§ mieliy (Saccharomyces cerevisiae) | tipo
priklauso GH13 Seimai, kurios specifiSkumas daugiausia nukreiptas j (1—4)-a-
glikozidiniy ry$iy egzohidrolize [182]. Sio fermento aktyvumo nustatymo ir
slopinimo jvertinimo tyrimuose kaip substratas dazniausiai naudojamas p-nitrofenil-
a-D-gliukopiranozidas. Hidrolizés reakcijos metu (T=37°C; pH 6,8) a-gliukozidazé
katalizuoja substrato pNPG virtimg a-D-gliukoze ir para-nitrofenoliu (pNp), o
susidargs geltonos spalvos pNp produktas matuojamas spektrofotometru 1cm storio
kiuvetéje esant 2 = 405 nm bangos ilgiui [134].

Tam, kad fermento ir substrato saveikos modelis biity optimalus hidrolizés
metu, fermentinés reakcijos sistema buvo sumodeliuota atsizvelgiant j Sigma-Aldrich
[134] protokole aprasytas tyrimo salygas. Pagal taikyting metodikg parinktas tinkamas
fermento / substrato / slopiklio sgveikos modelis ir jvertinta ekstrakty inhibiciné geba.

3.2.1.1. Kaukazinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio a-gliukozidazés
fermentui jvertinimas

Kaukazinés dioskoréjos etanoliniy ekstrakty geba slopinti fermenta nustatyta
dviejose sumodeliuotose fermentinés reakcijos sistemose in vitro.
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3.2 pav. Kaukazinés dioskoréjos (D. caucasica) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
a-gliukozidazés aktyvumui fermentinés reakcijos sistemose in vitro (A, B)
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Paveikslo (A) dalis — reakcija baigiama be 0,1 M Na2COs reagento; poveikslo (B) dalis — reakcija
baigiama su 0,1 M Na2COs reagentu. Reik§mingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy
sistemy pagal Fiserio LSD testa (p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOVA pazymétas
skirtingomis raidémis vir§ stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba pazyméta neigiamu zenklu procentine

iSraiSka vir§ stulpeliy, fermento-substrato miSinys be inhibitoriaus pazymétas 0 proc. vir§ stulpelio.
Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Paveiksle auk$éiau (3.2 pav., (A) ir (B) dalys) matomas nuo didéjancios
ekstrakto koncentracijos priklausomas a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimas visose
sumodeliuotose fermentinés reakcijos sistemose. Didinant ekstrakty koncentracija
nuo > 3,125 pg/ml iki < 200 pg/ml, atitinkamai mazéjo fermento aktyvumas: (1)
reakcija baigiant be 0,1 M Na,COs: nuo > 11,94 + 1,22 proc. iki < 70,36 + 1,52 proc.,
palyginti su kontrole, (2) reakcija baigiant su 0,1 M Na;COs: >16,93 + 1,43 iki < 37,12
proc. + 1,8, palyginti su kontrole (3.2 pav., (A) ir (B) dalys; 3.4 lent.).

Toks a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimo pokytis lygintas tarp fermentiniy
reakcijy misiniy, turinéiy skirtingas ekstrakto koncentracijas. Sio paveikslo (A) dalyje
matomas  a-gliukozidazés  aktyvumo  sumazéjimas nuo >11,94+ 122
iki < 78,49 + 2,39 proc., didinant ekstrakto koncentracijg nuo > 3,125 iki < 100 pg/ml.
Didinant ekstrakto koncentracija iki > 200 pg/ml, fermento aktyvumas sumazgjo,
taciau 100 pg/ml ekstrakto koncentracija turéjo stipresnj slopinamajj poveikj a-
gliukozidazés aktyvumui. Pastebéta, kad fermenta slopinanti 200 pug/ml ekstrakto
koncentracija statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo 50 ug/ml ekstrakto
koncentracijos. Sis rezultatas rodo, kad tyrimo metu didZiausias fermento slopinimo
poveikis pasiektas esant 100 pg/ml ekstrakto koncentracijai. Kiek kitoks to paties
paveikslo (B) dalyje pavaizduotas fermento aktyvumo sumaZzéjimas. Didinant
ekstrakto koncentracijas nuo>3,125 pg/ml iki <50 pg/ml, a-gliukozidazés
aktyvumas atitinkamai sumazé&jo nuo > 16,93 + 1,43 proc. iki < 67,69 + 0,26 proc.
Didinant ekstrakto koncentracijg nuo > 100 ug/ml iki <200 pg/ml, a-gliukozidazés
aktyvumas sumaz¢jo atitinkamai nuo > 59,30 + 1,1 proc. iki 37,12 £ 1,8 proc. Vis
délto didesnis fermento aktyvumo sumazéjimas kartu su ekstrakto koncentracijos
padidéjimu nustatytas esant 100 pg/ml ekstrakto koncentracijai nei 200 pg/ml
ekstrakto koncentracijai. Turimi duomenys rodo, kad didZiausias fermento
slopinamasis poveikis pasiektas esant 50 pg/ml ekstrakto koncentracijai, o maziausias
— 200 pg/ml ekstrakto koncentracijai.

Lyginant a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimo pokyc¢ius tarp dviejy tyrime
taikyty metody atvejy, pastebétas statistiSkai reikSmingas skirtingy ekstrakto
koncentracijy slopinimo gebos skirtumas (p < 0,05), i§skyrus 25 pg/ml ekstrakto
koncentracija, in vitro metoduose (3.2 pav., (A), (B); 3.4 lent.). Tyrime naudojant
ekstrakto koncentracijas nuo > 6,25 — 12,5 pg/ml ir > 50 pg/ml, vidutinis procentinis
fermento aktyvumo pokyc¢io skirtumas tarp taikyty metody atitinkamai buvo —6,260 —
—3,490 proc. ir 4,880 proc. Didinant ekstrakto koncentracija nuo > 100 pg/ml ir > 200
ug/ml, iSrySkéjo itin statistiSkai reikSmingas vidutinis procentinis fermento aktyvumo
pokycio skirtumas tarp taikyty metody — 19,19 proc. ir 33,24 proc. Kaip ir minéta, i$
visy tyrime pasirinkty ekstrakto koncentracijy tik viena (25 pg/ml) turéjo statistiskai
nereik§mingus vidutinio procentinio fermento aktyvumo pokyéio skirtumus, kurie
tarp taikyty metody buvo —0,180 proc. (P=0,8639) (3.4 lent.).
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3.4 lentelé. o-gliukozidazés aktyvumo pokycio skirtumas tarp

taikyty dviejy

biologiniy tyrimy
D. caucasica lapy Fermentinés reakcijos sistema Procentinis  p-reik§mé
etanolinio skirtumas
ekstrakto konc., Sy 0,1 M Na,CO; Be 0,1 M Na,COs3
pg/ml
3,125 16,93 +1,43 11,94 +1,22 -4,990 P=0,01
6,25 32,73 + 0,54 26,47 + 1,43 -6,260 P =0,0021
12,5 42,81 +£0,67 39,32+ 1,75 -3,490 P =0,0321
25 52,49 + 0,47 52,31 + 1,64 -0,180 P =0,8639
50 67,69 + 0,26 72,57 +1,52 4,880 P = 0,0054
100 59,30 +1,1 78,49 + 2,39 19,19 P =0,0002
200 37,12+18 70,36 + 1,52 33,24 P <0,0001

Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN. Skirtumy statistinis reikSmingumas jvertintas
suporuoty dviejy méginiy t-testu.

Skirtingg atsakg ] slopinimg galéjo lemti ekstrakty sudétyje vyraujantys
junginiai ir jy koncentracijos, natrio karbonato atsako rySys ir kitos priezastys, kuriy
tiksliy paaiskinimy mokslingje literatiiroje nepavyko rasti.

Taciau, nepaisant gauty reik§mingy skirtumy tarp dviejy tyrime taikyty metody,
kaukaziniy dioskoréjy lapy ekstraktai slopino o-gliukozidazés fermenta labai
mazomis koncentracijomis. Ankstesnése studijose Guo ir kt. tirti purpurinés
dioskoréjos (Dioscorea alata L.) rGsies Sakniastiebiy mink$timo ir Zieveliy etanoliniai
ekstraktai taip pat veiksmingai slopino a-gliukozidazés fermentg [183]. Pastarieji
ekstraktai sumazino a-gliukozidazés aktyvumg, Kai ICso sieké 0,76 £ 0,08 mg/ml
(Sakniastiebiy minks§timo ekstraktas) ir 0,73 + 0,05 mg/ml (Sakniastiebiy Zievés
ekstraktas). Suprantama, kad palyginti rezultaty su gautais skirtingy Dioscorea L.
genties rusiy augaly ekstraktais negalima, tadiau vertinant kaukaziniy dioskoréjy
veiksminguma a-gliukozidazés fermentui galima pastebéti, kad dioskoréjy etanoliniai
ekstraktai ir jy sudétyje dominuojantys junginiai galéjo nulemti Sio fermento
aktyvuma.

Atsizvelgiant | tai, kad yra jrodytas hidroksicinamono riigsciy, kvercetino
dariniy (kvercitrino ir izokvercitrino) slopinamasis poveikis a-gliukozidazés
fermentui, galima daryti iSvada, kad ekstrakty sudétyje esantys $iy skirtingy struktiiry
junginiai turéjo jtakos a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimui. Taip pat negalima
atmesti ir kity ekstraktuose nenustatyty junginiy indélio.

3.2.1.1.1. Fermentiniy reakcijuy kinetinis modeliavimas

D. caucasica, etanoliniy ekstrakty geba slopinti fermenta nustatyta dviejose
sumodeliuotose fermentinés reakcijos sistemose.

Norint nustatyti slopinimo konstanty vertes, buvo matuojama fermentinés
reakcijos greiCio priklausomybé nuo substrato koncentracijos, kai yra ir kai néra
slopiklio. Lainuiverio-Berko grafikas buvo taikomas nustatant fermentinés reakcijos
grei¢io 1/V priklausomybe nuo substrato 1/[pNPG], apskaiciuojant kinetiniy
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konstanty vertes (Vmax, Km), nustatant tariamajj slopinamojo poveikio a-gliukozidazei
tipa.

Pagal Lainuiverio ir Berko tiesiy grafika, reakcijos grei¢io pokytis 1/V versus
1/[pNPG], isreikstas tokiomis lygtimis: (1) kai reakcijos miSinyje néra slopiklio: y =
55,052x + 0,7009, r? = 0,9935; (2) pridedant 15 pg/ml koncentracijos lapy etanolinio
ekstrakto / slopiklio: y = 99,316x + 2,482, r? = 0,9852; pridedant 25 pg/ml
koncentracijos lapy etanolinio ekstrakto / slopiklio: y = 193,4x + 2,2253 r? = 0,9989
(3.3 pav., A) ir (1) reakcijos miSinyje néra slopiklioy = 30,698x + 0,9772, r> = 0,9292;
(2) pridedant 200 pg/ml koncentracijos sakniastiebiy etanolinio ekstrakto / slopiklio:
y = 69,91x + 1,0085 r? = 0.9833; pridedant 500 pg/ml koncentracijos Sakniastiebiy
etanolinio ekstrakto / slopiklio: y = 80,37x + 0,967 r? = 0,966 (3.4 pav.) Panasiai
buvo sudarytas dvigubas abipusis grafikas (Lainuiverio ir Berko grafikas), kai
fermentiné reakcija buvo sustabdyta 0,1M Na,COs reagentu (3.3 pav., B). Pagal
Lainuiverio ir Berko tiesiy grafika, reakcijos grei¢io pokytis 1/V versus 1/[pNPG]
iSreikStas tokiomis matematinémis lygtimis: (1) kai reakcijos misinyje néra slopiklio
y = 134,64x + 1,7083, r? = 0,9943; (2) pridedant 15 pg/ml koncentracijos lapy
etanolinio ekstrakto / slopiklio: y = 188,35x + 6,3407, r? = 0,9072; pridedant 25 pg/ml
koncentracijos lapy etanolinio ekstrakto / slopiklio: y = 249,6x + 7,4252 r? = 0,9862.
Lainuiverio ir Berko grafiko tiesiy matematinis modelis (3.3 pav., (A) ir (B) dalys)
rodo fermentinés reakcijos greicio priklausomybe nuo substrato koncentracijos, kai
pridedama ir kai nepridedama slopiklio.
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3.3 pav. Kaukazinés dioskoréjos (D. caucasica Lipsky) lapy etanolinio ekstrakto sukeltas
tariamasis nekonkurencinis (misraus tipo) slopinamasis poveikis a-gliukozidazés fermentui

Lainuiverio ir Berko tiesiy grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas pNPG
koncentracijas (0,05-0,33 mM) (A, B). (A), reakcija baigiama be 0,1 M Na>COs; reagento.
(B), reakcija baigiama su 0,1 M Na,COsreagentu m?, fermento ir substrato sgveika
modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje in vitro; 42, fermento, substrato ir inhibitoriaus
(15ug/ml) sgveika modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje in vitro; A %fermento,
substrato ir inhibitoriaus (25ug/ml) sgveika modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje in
vitro. Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Kaukazinés dioskoréjos lapy ekstraktai turéjo tariamajj nekonkurencinj
(misraus tipo) slopinamajj poveikj a-gliukozidazés fermentui (3.3 pav., (A) ir (B)
dalys). Tyrimo metu Il fermentinés reakcijos sistemoje (3.5 lent.) esant 15 pg/ml ir
25 pg/ml ekstrakto koncentracijoms Vimaxgpp) it Km(app) reik§més atitinkamai sumazéjo
0,157 £ 0,03 mg/min./ml, 0,134 £ 0,004 mg/min./ml ir 29,76 + 1,54 mg/l, 33,61 +
0,75 mg/l. PrieSingai, I fermentinés reakcijos sistemoje esant 15 pg/ml ekstrakto
koncentracijai  Vimaxapp), Km@pp) reikSmés atitinkamai sumazéjo 0,402 + 0,041
mg/min/ml ir 39,984 mg/l, taciau esant 25 ng/ml ekstrakto koncentracijai Vmaxapp)
reik§mé sumazéjo 0,449 + 0,026 mg/min./ml, 0 Knapp) reik§meé Siek tiek padidéjo iki
86,91 mg/l. Gautos kinetiniy konstanty vertés parodé tariamajj nekonkurencinj
slopinamaji poveiki o-gliukozidazés fermentui, nepaisant reikSmingy kinetiniy
konstanty (Vmax@pp), Km@pp)) reikSmiy skirtumy tarp fermentiniy reakcijy sistemuy.
Nekonkurencinj (mai$yto tipo) slopinimg patvirtina ir tai, kad Lainuiverio ir Berko
tiesiy grafike (3.3 pav.) 1/V versus 1/[S] tiesés, kertancios koordinaciy asis, susikerta
treciajame kvadrate.

Kaip matyti i§ rezultaty (3.5 lent.), a-gliukozidazés katalizinis efektyvumas
(KE) skirtingose fermentiniy reakcijy sistemose sumazéjo taip: I fermentinéje
reakcijoje nuo 0,007 ([1] = 0) iki 0,005 ([I] = 15 pg/ml) ir 0,004 ([1] = 25 pg/ml);
fermentingje reakcijoje II nuo 0,018 ([I] = 0) iki 0,01 ([I] = 15 pg/ml) ir

81



0,005 ([I] = 25 pg/ml). Sumazéjes katalizés greitis, kartu sumaZzéjusi susidariusio
produkto koncentracija patvirtino ekstrakty geba slopinti a-gliukozidazés fermenta.

Zemiau parodytas (3.4 pav.) Lainuiverio ir Berko tiesiy grafiko matematinis
modelis, kuris rodo kaukaziniy dioskoréjy Sakniastiebiy ekstrakto sukeltg tariamajj
konkurencinj slopinamajj poveikij a-gliukozidazés fermentui.

[11 = 500 pg/mi
{11 = 200 pg/mi

(1/V)/{min/mg)

T T A% T T T T 1

-0,04 02 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
-2 - 1/[S], mg/I

3.4 pav. Kaukazinés dioskoréjos (D. caucasica Lipsky) Sakniastiebiy ekstrakto sukeltas
tariamasis konkurencinis slopinamasis poveikis a-gliukozidazés fermentui

Lainuiverio ir Berko grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas pNPG koncentracijas
(0,004 — 0,33 mM pNPG). m?, fermento ir substrato sgveika modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje
in vitro. 2, fermento, substrato ir inhibitoriaus (200pug/ml) saveika modelinéje fermentinés reakcijos
sistemoje in vitro. A3, fermento, substrato ir inhibitoriaus (500 pg/ml) saveika modelinéje fermentinés
reakcijos sistemoje in vitro. Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés = SN.

Kaukazinés dioskor¢jos Sakniastiebiy ekstraktas turéjo konkurencinj inhibicijos
tipg, kurio Kj verté buvo 165,97 iki 304,32 pg/ml esant atitinkamai 200 pg/ml ir
500 pg/ml ekstrakto koncentracijoms. Didinant ekstrakto koncentracija, Kmeapp)
reik§més palaipsniui didéjo nuo 69,34 + 0,31 iki 83,33 mg/ml, 0 Viax(app) — 0,99 + 0,22
ir 1,034 + 0,38 mg/l min., beveik nekito (3.5 lent.). Kaip zinoma, padidéjusi Kn verté
ir nesikeiCianti Vmax rodo konkurencinio slopinimo tipa [152].
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3.5 lentelé. Kinetiniy parametry analizés jverciai

Modelinés Kinetiniai parametrai
il'(er-l_nent-u;es Kineti Tq Fermentinés | Fermentinés Slopinimo
rea C.'lios SIS (eirr;p S par‘irvne Y1 reakcijos reakcijos tipas
SqVvelkos modells reiksmes sistema |1 sistema ”2
I I " v V
Slopiklis: D. caucasica Lipsky lapy ekstraktas
Fermento / substrato Km, mg/l 7855+0,11 80,873+0,26
sgveikos modelis Vmax, mg/l-min. 1,43 +£ 0,183 0,597 + 0,07
KE 0,018 0,007
Fermento / substrato /' Km@pp), mg/l 39,984 £0,31 29,761+ 1,54
slopiklio saveikos Vmax(app)s Misrus
modelis. Ekstrakto mg/l-min. 04020041 0,157+0,03
koncentracija 15 Ki, pg/ml 5,86 5,35
Hg/ml KE 0,01 0,005
Fermento / substrato /'  Kmapp), Mg/l 86,91+0,16 33,615+0,75
slopiklio saveikos Vimax(app)» MiSrus
modelis. Ekstrakto mg/l-min. 0449£0026 0,134+0,004
koncentracija 25 Ki, ug/ml 11,44 7,23
pg/ml KE 0,005 0,004
Slopiklis: D.caucasica Lipsky Sakniastiebiy ekstraktas
Fermento / substrato K, mg/l - 31,446 + 0,28
saveikos modelis
Vinax, ] 1,023 £ 0,23
mg/l-min.
Fermento / substrato / KE 0,032
slopiklio saveikos Kingapp), Mg/l - 69,34 £ 0,31
modelis. Ekstrakto  Vimaxapp), - Konkurencinis
koncentracija 200 mg/l-min. 0,991+0,22
pg/ml Ki, pg/ml - 165,97
KE - 0,014
Fermento / substrato /  Kmapp), Mg/l - 83,125 + 0,51
slopiklio saveikos N -
modelis. Ekstrakto \rggilxl(-arrﬁ)i’n 1,034 +0,3g  Konkurencinis
ko;lr(T:]eIntracua 500 K; N 304,32
K9 KE - 0,011

Fermentinés reakcijos sistema 1! — reakcija baigiama be 0,1 M Na,COjs reagento; fermentinés
reakcijos sistema 112 — reakcija baigiama su 0,1 M Na2COjs reagentu.

3.2.1.2. Niponinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio a-gliukozidazés
fermentui jvertinimas

Analogiskai tirti ir niponinés dioskor¢jos ekstraktai. Tiriant niponinés
dioskoré¢jos etanoliniy ekstrakty (3,125-200 pg/ml) slopinimo geba a-gliukozidazés
fermentui Zemiau pateiktose diagramose (3.5 pav.) matomas statistiS$kai reik§mingas
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skirtumas (p < 0,05) visose sumodeliuotose fermentinés reakcijos sistemose, palyginti
su kontrole.

0%

A 5 v
o) 100 1~
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g ' { '
2 80 4 b b b -61,05%
o
£ c v -48,38%
£ 60 4
ic} d ¢
%
«
Y 40 -21, 70%
~
o
N 769/
£
S 20 A
o
[+]
0
Kontrole 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125
0% Ekstrakto koncentracija, pg/ml
b
a v
B 00 1
g
& g 5948”/ 6358" 6089%
v
= 0/
-50,50%
E 4477% 50,50%
£ 60 A c v
]
v -26,68%
N 40 A ¢
© e
N -6,72%
£ 20 ¢
< 3
=) f
<] ,—'j
0
Kontrole 12,5 6,25 3,125

Ekstrakto koncentracua, ug/ml

3.5 pav. Niponinés dioskoréjos (D. nipponica) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
a-gliukozidazés aktyvumui fermentinés reakcijos sistemose in vitro (A, B)
Paveikslo (A) dalis — reakcija baigiama be 0,1 M Na2COs reagento; paveikslo (B) dalis — reakcija
baigiama su 0,1 M Na2COsreagentu. Reik§mingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy
sistemy pagal FiSerio LSD testa (p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOVA pazymétas
skirtingomis raidémis vir$ stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba paZyméta neigiamu zenklu procentine

iSraiska vir$ stulpeliy, fermento-substrato miSinys be inhibitoriaus pazymétas 0 proc. vir$ stulpelio.
Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Didinant ekstrakty koncentracijas nuo > 3,125 pg/ml iki < 200 pg/ml,
atitinkamai mazéjo fermento aktyvumas visose sumodeliuotose fermentinés reakcijos
sistemose (3.5 pav., (A) ir (B) dalys), palyginti su kontrole.

Diagramos (3.5 pav.) A dalyje matomas atitinkamas a-gliukozidazés aktyvumo
sumazéjimas nuo > 7,69 £ 1,55 proc. iki < 61,05 £ 1,52 proc., didinant ekstrakto
koncentracijas nuo > 3,125 iki < 25 pg/ml, palyginti su kontrole. Taciau, didinant
ekstrakto koncentracija nuo > 50 pg/ml iki < 200 pg/ml, fermento aktyvumas nekito
ir svyravo atitinkamai nuo 71,02 iki 71,68 proc. Sis rezultatas rodo, kad fermento
aktyvumas buvo paveiktas ekstrakto. Kiek kitoks, nei diagramos (A) dalyje
pavaizduotas fermento aktyvumo sumazéjimas matomas diagramos (B) dalyje.
Didinant ekstrakto koncentracijas nuo > 3,125 pg/ml iki < 12,5 pg/ml a-gliukozidazés
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aktyvumas mazéjo atitinkamai nuo > 6,72 £ 1,41 proc. iki < 50,50 £ 3,29 proc.,
palyginti su kontrole. Toliau didinant ekstrakto koncentracija nuo > 25 ug/ml iki <
100 pg/ml, a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimas beveik nekito ir svyravo
atitinkamai nuo > 60,89 + 1,88 proc. iki < 59,48 + 0,76 proc., palyginti su kontrole.
Taciau, didinant ekstrakto koncentracijg < 200 pg/ml, a-gliukozidazés aktyvumas
sumazéjo 44,77 + 1,98 proc., palyginti su kontrole, bet ne taip, kaip tikétasi.

Lyginant a-gliukozidazés aktyvumo sumazejimo pokycius tarp dviejy tyrime
taikyty metody, statistiSkai reikSmingas procentinis skirtumas nustatytas didinant
ekstrakto koncentracijg nuo > 50 pg/ml iki < 200 ug/ml in vitro metoduose. Gauti
rezultatai pateikiami 3.6 lenteléje. Pastaryjy koncentracijy vidutinis procentinis
fermento aktyvumo pokyéio skirtumas tarp taikyty metody buvo atitinkamai
7,44 proc., 12,20 proc. ir 26,91 proc. O mazesnés ekstrakto koncentracijos statistiskai
reik§mingai nesiskyré: < 3,125 pg/ml: 0,96 proc. (P = 0,4719); 6,25 pg/ml:—4,980
proc. (P =0,129); 12,5 ug/ml: —2,12 proc. (P = 0,4054) > 25 pg/ml: -0,16 proc. (P =
0,9143).

3.6 lentelé. o-gliukozidazés aktyvumo pokycio skirtumas tarp taikyty dviejy
biologiniy tyrimy

D. nipponicalapy  Fermentinés reakcijos modeliné

etanolinio sistema Procentinis p reik§mé

S';?tn:?kto KOMC. 50,1 M Na;COs Be 0,1 M NaCO,  SKITtumas
3,125 6,72+1,41 7,68 +1,55 0,960 P=0,4719
6,25 26,68 + 2,99 21,70 £ 3,39 4,980 P =0,129
12,5 50,50 + 3,29 48,38 +2,19 -2,120 P =0,4054
25 60,89 + 1,88 61,05+ 1,52 -0,16 P =0,9143
50 63,58 + 1,96 71,02 £ 1,69 7,44 P =0,0076
100 59,48 £ 0,76 71,68 +1,16 12,20 P =0,0001
200 44,77 + 1,98 71,68 + 0,68 26,91 P < 0,0001

Skirtumy statistinis reik§mingumas jvertintas suporuoty dviejy méginiy t-testu. Pateiktos
vidutinés trijy matavimy vertés £ SN.

Atsizvelgiant | tai galima manyti, kad fermentiniy reakcijy misiniy sudétyje
esantis 0,1M Na.COs reagentas galéjo smarkiai pakeisti fermento aktyvuma in vitro,
kaip ir pries tai atliktame tyrime su kaukazinés dioskoréjos lapy ekstraktais. Taip pat
visiskai suprantamas slopinimo atsakas fermento aktyvumo atveju. Tai parodyta 3.6
lenteléje. ReikSmingi slopinimo skirtumai tarp reakcijos sistemy ypaé ry$kéja
didinant ekstrakto koncentracijg. Literatiiroje nepavyko aptikti informacijos apie
galimus fermento aktyvumo jvertinimo in vitro pasikeitimus tiriant augalinés kilmés
preparaty sukeltg a-gliukozidazeés slopinimg $iuo metodu. Taip pat néra daug atlikty
tyrimy reakcijg pabaigiant be Na,COs reagento. Trifonova ir kt. (2021) [135], Stoilova
ir kt. (2017) [136] tyré augaliniy ekstrakty veiksminguma slopinant a-gliukozidazés
fermentg klasikiniu chromogeniniu metodu, nenaudodamos Na,COs reagento. Sios
jzvalgos gali biiti labai naudingos atlickant panasius tyrimus su augaliniais ekstraktais
ar augalinés kilmés produktais.
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3.2.1.2.1. Fermentiniy reakcijy kinetinis modeliavimas

Analogiskai Lainuiverio ir Berko tiesiy grafikas buvo taikomas nustatant
fermentinés reakcijos grei¢io 1/V priklausomybe nuo substrato 1/[pNPG],
apskaiciuojant kinetiniy konstanty vertes (Vmax, Km), nustatant tariamajj slopinamojo
poveikio a-gliukozidazei tipa.

Pagal Lainuiverio ir Berko matematinj grafika, reakcijos grei¢io pokytis 1/V
versus 1/[pNPG] isreikstas tokiomis fermentinés reakcijos lygtimis: (1) be slopiklio
reakcijos misinyje: y = 49,172x + 0,5981,r2 = 0,9853; pridedant 25 ug/ml
koncentracijos lapy etanolinio ekstrakto / slopiklio: y = 200,95x + 1,0672, r> = 0,9872
(3.6 pav., A); (2) be slopiklio reakcijos miSinyje: y = 114,08x + 0,5349, r? = 0,975,
pridedant 500 pg/ml koncentracijos Sakniastiebiy etanolinio ekstrakto / slopiklio: y =
188,05x + 1,0962, r? = 0,9813) (3.7 pav.) Panasiai buvo sudarytas dvigubas abipusis
grafikas, kai fermentiné reakcija buvo sustabdyta naudojant 0,1M Na,COs (3.6 pav.,
B). Buvo isreikstos Sios matematinés lygtys: (1) be slopiklio reakcijos misinyje y =
125,15x + 1,2148, r?> = 0,9887; pridedant 25 ug/ml koncentracijos etanolinio lapy
ekstrakto / slopiklio: y = 412,31x + 2,328, r> = 0,9982.
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==}
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(=11
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[ = 25 pg/ml
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3.6 pav. Niponinés dioskoréjos (D. nipponica Makino) lapy etanolinio ekstrakto sukeltas
tariamasis nekonkurencinis (misraus tipo) slopinamasis poveikis a-gliukozidazés fermentui

86




Lainuiverio ir Berko tiesiy grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas pNPG
koncentracijas (0,1 — 0,33 mM) (A, B). A: reakcija baigiama be 0,1 M Na2COzreagento. A, fermento
ir substrato sgveika modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje in vitro. m?, fermento, substrato ir
inhibitoriaus (25ug/ml) saveika modelingje fermentinés reakcijos sistemoje in vitro. B: reakcija
baigiama su 0,1 M Na2COsreagentu. m', fermento ir substrato sgveika modelinéje fermentinés reakcijos
sistemoje in vitro. A2, fermento, substrato ir inhibitoriaus (25 pg/ml) sgveika modelinéje fermentinés
reakcijos sistemoje in vitro. Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SD.

Inhibitorius (25 pg/ml lapy ekstraktas) pakeité fermentinés reakcijos greicio
lygti — padidino Kp konstantg ir sumazino maksimaly reakcijos greitj, palyginti su
kontrole (3.7 lent.). Fermentinés reakcijos miSinio sudéties modelis be natrio
karbonato (3.6 pav., A) smarkiai nepakeité K konstanty, ta¢iau maksimalus reakcijos
greitis statistiSkai reik§mingai (p < 0,05) skyrési modelinése fermentinés reakcijos
sistemose, lyginant jas tarpusavyje (3.7 lent.). Tokie kinetiniai parametrai, kaip Vimax
mazéjimas ir Ky konstantos didéjimas [152], budingi nekonkurenciniam inhibavimo
tipui. Taip pat nekonkurencinj (maiSyto tipo) slopinimag patvirtino ir tai, kad
Lainuiverio ir Berko tiesiy grafike 1/V versus 1/[S] tiesé sukosi apie abscisés asj —
1/Km [151 p. 114]. Sis slopinimo profilis rod¢, kad inhibitorius jungiasi ir su laisvuoju
fermentu (E), ir su fermento substrato (ES) kompleksu [150].

3.7 lentelé. Kinetiniy parametry analizés jverciai

Slopiklio koncentracija, Kontapp)» Vinax(app)s K
pg/ml mg/1 mg/1-min. pg/ml  Slopinimo tipas

25 (D.N lapy ekstraktas) 188,29 +5,8 0,94 +0,35 31,87

177,11 +0,7* 0,43 +0,06* 27,23* Misrus
Kontrolé! 8221+45 1,67 +0,28

103,02 + 1,3* 0,82 +£0,13*
500 (D.N $akniastiebiy 171,54 £ 8,25 0,912 £ 0,45 476,5 Misrus
ekstraktas)
Kontrolé! 213,67 12,92 1,869 0,38

K, ir V... — fermentinés reakcijos sistema be slopiklio.

2K 1T Vi — 1dentiski kinetiniai parametrai, kaip K, ir V..., tik fermentinés reakcijos sistema su
slopikliu. Duomenys pateikti kaip vidurkiai + SN.

*Simbolis — fermentinés reakcijos sistema baigiama su 0,1M Na2COs.

Panasiai kaip ir lapy, niponiniy dioskoréjy Sakniastiebiy ekstraktas (3.7 pav.)
pasizyméjo miSriu  nekonkurenciniu slopinamuoju  poveikiu a-gliukozidazés
fermentui. Tai galima paaiskinti mazéjanc¢iomis Kmapp) It Vimax(app) kinetiniy konstanty
vertémis, palyginti su kontrole. Taip pat Lainuiverio ir Berko tiesiy grafike 1/V versus
1/[S] tiesés, kertanéios koordinaCiy aSis ir susikertanCios tre¢iajame kvadrate,
patvirtino misraus tipo slopinimg [150, 152].
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3.7 pav. Niponinés dioskoréjos (D. nipponica Makino) $akniastiebiy etanolinio ekstrakto
sukeltas tariamasis nekonkurencinis (mi$raus tipo) slopinamasis poveikis a~gliukozidazés
fermentui

Lainuiverio ir Berko tiesiy grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas pNPG
koncentracijas (0,075 — 0,33 mM). ¢!, fermento ir substrato sgveika modelinéje fermentinés reakcijos
sistemoje in vitro. A2, fermento, substrato ir inhibitoriaus (500 pg/ml) saveika modelinéje fermentinés

reakcijos sistemoje in vitro. Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Apibendrinant tyrimo rezultatus galima daryti iSvadg, kad tirti dioskoréjy
ekstraktai geba slopinti a-gliukozidazés fermenta labai mazomis koncentracijomis.
Tokig ekstrakty inhibicing geba galima susieti su hidroksicinamono ragstimis,
kvercetino dariniais (kvercitrinu ir izokvercitrinu), kurie dominavo ekstrakty sudétyje,
o jy inhibicinis poveikis seniai jrodytas mokslo.

Taikant nedidelius biologinio tyrimo pakeitimus pastebéta, kad 0,1M Na,COs
reagentas gali smarkiai pakeisti fermento aktyvumo rodmenis in vitro, ypa¢ didesnés
ekstrakto koncentracijos. Tyrimo metu nustatyta, kad kaukaziniy ir niponiniy
dioskoréjy lapy ekstraktai (200 pg/ml) > 50 proc. slopino a-gliukozidazés fermenta,
Sakny ekstraktai (500 pg/ml) pastarajj fermentg slopino silpnai: 36,79 * 2,93 proc.
kaukazinés ir 40,79 * 2,71 proc. niponinés dioskoréjos ekstraktai.

3.2.1.3. Saldzialapés kulk$nés ekstrakty slopinamojo poveikio a-gliukozidazés
fermentui jvertinimas

Sausi etanoliniai kulksnés lapy ekstraktai buvo tirpinami metanolyje. Kaip
matyti i§ zemiau pateiktos 3.8 lent., visos ekstrakto koncentracijos (100 iki 400 pg/ml)
pasizyméjo slopinamuoju poveikiu a-gliukozidazés fermentui.
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3.8 lentelé. Saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos L.) lapy etanolinio ekstrakto
poveikis a-gliukozidazés aktyvumui

Tirpiklis Slopiklio koncentracija, Inhibavimas,
pg/ml proc.
Metanolis / vanduo (70/30 v/v) 100 29,12+ 0,39
120 34,21° + 0,16
160 38,67+ 4,06
200 43,409+ 0,17
360 51,04° + 0,57
400 54,33+ 0,7

Pateiktas vidutinés trijy matavimy + standartinis nuokrypis (SN). Skirtingos raidés rodo reik§minga
skirtumag tarp fermentiniy reakcijy sistemy pagal Fiserio LSD testa (p < 0,05) po vienfaktorinés
dispersinés analizés ANOVA.

Tyrimo metu nustatyta, kad a-gliukozidazés fermento aktyvumas priklausé nuo
saldzialapés kulkSnés ekstrakto koncentracijos. Didinant ekstrakto koncentracija
nuo > 100 pg/ml iki < 400 pug/ml, a-gliukozidazés aktyvumas mazéjo palaipsniui
nuo > 29,12 + 0,39 iki < 54,33 + 0,7 proc., palyginti su kontrole. Tai rodo, kad
reakcijos miSinys palaipsniui buvo jsotinamas ekstraktu. In vitro tyrimo metu gauti
duomenys rodo, kad saldzialapés kulksnés lapy ekstraktas esant 360 pug/ml slopino
fermentg 51,04 + 3,27 proc.

3.2.1.3.1. Fermentiniy reakciju kinetinis modeliavimas

Saldzialapés kulksnés lapy ekstraktas pasizyméjo tariamuoju nekonkurenciniu
slopinamuoju poveikiu a-gliukozidazés fermentui. Tai galima matyti kinetiniame
Lainuiverio ir Berko tiesiy grafike (3.8 pav.), kuriame vaizduojamas fermento ir
substrato bei fermento, substrato ir ekstrakto sgveikos modelis.
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3.8 pav. Saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos L.) lapy ekstrakto sukeltas tariamasis
bekonkurencinis slopinamasis poveikis a-gliukozidazés fermentui

Lainuiverio ir Berko tiesiy grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas pNPG
koncentracijas (0,1-0,5 mM pNPG). ¢!, fermento ir substrato saveika modelinéje
fermentinés reakcijos sistemoje in vitro. A 2, fermento, substrato ir inhibitoriaus (200ug/ml)
sgveika modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje in vitro. x3, fermento, substrato ir
inhibitoriaus (140 pg/ml) sgveika modelinéje fermentinés reakcijos sistemoje in vitro.
Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés £ SN.

Tyrimo metu didinant ekstrakto koncentracijas (3.9 lent.), kinetiniy parametry
reikSmés atitinkamai maz€jo: Kmepp): < 140 pg/ml: 109,09 + 22,40; > 200 pg/ml:
84,09 + 8,75: Viax@pp): < 140 pg/ml: 0,639 + 0,02 mg/min./ml; > 200 pg/ml: 0,834
0,03 mg/min./ml, palyginti su kontrole. Kinetiniy parametry reik§miy mazéjimas ir
nesusikertancios tiesés ordinaciy aSyje budingos tariamajam bekonkurenciniam
slopinimui. Pastarasis slopinimo profilis rodo, kad slopiklis jungiasi tik su fermento-
substrato (ES) kompleksu, sudarydamas neaktyvy fermento-substrato-inhibitoriaus
(ESI) kompleksa.

3.9 lentelé. Kinetiniy parametry analizés jverciai

Slopiklio koncentracija, Kongapp)s Vmax(app)s K

mg/ml mg/1 mg/1-min. mg/ml Slopinimo tipas
0,14 109,09 + 22,4 0,834 + 0,03 0,25
0,2 84,09 £ 8,75 0,639 £ 0,02 0,195 Bekonkutencinis
Kontrol¢' 166,97 26,14 1,294 + 0,06

'K, ir V... — fermentinés reakcijos sistema be slopiklio.
2K o I Vuwww— 1dentiski kinetiniai parametrai, kaip K, ir V.., tik fermentinés reakcijos sistema su
slopikliu. Duomenys pateikti kaip vidurkiai + SN.
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3.2.2. a-amilazés aktyvumo nustatymas in vitro

Kaip  apraSyta  anksCiau, o-amilazé (EC 3.2.1.1; 14-alfa-D-
gliukangliukohidrolaz¢) yra pagrindinis hidrolazés klasés fermentas, skaidantis
a-1,4-glikozidinius krakmolingy polisacharidy vidinius rySius ir taip gamindamas
linijinés struktiiros maltooligosacharidus. Sio fermento aktyvumo nustatymo ir
slopinimo jvertinimo tyrimuose kaip substratas dazniausiai naudojamas krakmolas.
Hidrolizés reakcijos metu o-amilazé katalizuoja substrato (krakmolo), virtimg |
redukuota cukry forma (dazniausiai j D-gliukoze¢). Norint nustatyti o-amilazés
aktyvuma, buvo pritaikytas kolorimetrinis metodas, apraSytas Sigma-Aldrich
protokole [145]. Po hidrolizés fermentinés reakcijos miSiniui reaguojant su 3,5-
dinitrosalicilo rugsties tirpalu, susidaro 3-amino-5-salicilo rugstis. Susidargs rudos /
oranzinés-raudonos spalvos DNSA produktas matuojamas 1 cm storio kiuvetéje esant
A =540 bangos ilgiui.

3.2.2.1. Kaukazinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio a-amilazés
fermentui jvertinimas
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3.9 pav. Kaukazinés dioskoré¢jos (D. caucasica) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
a-amilazés aktyvumui (A) ir akarbozés vandeninio tirpalo poveikis a-amilazés aktyvumui
(B) fermentinés reakcijos sistemose in vitro
Stulpelinés diagramos (A) stulpeliy eiléje, kurioje paskutinis stulpelis yra zemiau horizontalios linijos,
rodo, kad 40 pg/ml lapy ekstrakto koncentracija negeba slopinti fermento aktyvumo. Reik§mingas
skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal FiSerio LSD testa (p < 0,05) po
vienfaktorinés dispersinés analizés ANOV A pazymétas skirtingomis raidémis vir§ stulpeliy. Ekstrakto
slopinimo geba pazyméta neigiamu Zenklu procentine israiska vir$ stulpeliy, fermento-substrato
misinys be inhibitoriaus pazymétas O proc. virs stulpelio. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy + standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Veikiant fermentui ir slopikliui, papildomai galima reguliuoti fermentinés
reakcijos eiga. 3.9 pav. (taip pat pries tai pateiktuose slopinimo tyrimuose) galima
matyti nuo slopiklio koncentracijos priklausomg fermento aktyvumg. Didinant
ekstrakty koncentracijas nuo > 40 pg/ml iki < 480 pg/ml, atidinkamai mazéjo
fermento aktyvumas visose sumodeliuotose fermentinés reakcijos sistemose
(3.9 pav.), palyginti su kontrole, i$skyrus 40 pg/ml ekstrakto koncentracija in vitro
tyrimuose. Taciau, lyginant a-amilazés aktyvumo pokytj tarp fermentiniy reakcijy
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miSiniy, turin¢iy skirtingas ekstrakto koncentracijas, fermento aktyvumas
procentiskai atitinkamai sumazéjo nuo > 12,8 + 0,9 proc. iki < 42,2 + 1,3 proc.,
didinant ekstrakto koncentracija — nuo > 80 pg/ml iki <200 pg/ml. Didinant ekstrakto
koncentracijg nuo > 200 pg/ml iki < 480 pg/ml, a-amilazés aktyvumas smarkiai nekito
ir svyravo nuo 42,6 + 2,3 proc. iki 48,6 + 2,2 proc. Toks laipsniskas fermento
aktyvumo sumazg¢jimas gali rodyti slopiklio pakankamg jsisotinimg tyrimo metu.
Rezultatai dar parodo, kad akarbozés vandeninis tirpalas sumazino fermento
aktyvuma ~ 71,17 £ 0,4 proc. esant 200 pg/ml koncentracijai. I$ siy duomeny galima
daryti iSvada, kad D. caucasica lapy ekstraktas veiksmingas slopinant a-amilazés
fermenta, taciau statistiskai reikSmingai (p < 0,05) maziau nei akarbozés vandeninis
tirpalas.

3.2.2.2. Niponinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio a-amilazés
fermentui jvertinimas
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3.10 pav. Niponinés dioskoréjos (D. nipponica ) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
a-amilazés aktyvumui (A) ir akarbozés vandeninio tirpalo poveikis a-amilazés aktyvumui
fermentinés reakcijos sistemose in vitro (B)

Reik$mingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal Fiserio LSD testa
(p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOV A pazymétas skirtingomis raidémis vir§
stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba pazyméta neigiamu Zenklu procentine iSraiska vir$ stulpeliy,
fermento-substrato miSinys be inhibitoriaus pazymétas 0 proc. vir$ stulpelio. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy # standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Analogiskai (3.10 pav.), kaip kaukazinés dioskoréjos lapy ekstrakto tyrimuose,
matomas nuo didéjancios ekstrakto koncentracijos priklausomas a-amilazés
aktyvumo pokytis visuose sumodeliuotuose fermentiniy reakcijy misiniuose. Didinant
ekstrakty koncentracijg atitinkamai maZzéjo fermento aktyvumas: < 40 pg/ml:
11,9 £ 2,94 proc.; 80 pg/ml: 24,41 + 1,49 proc.; 160 pg/ml: 25,59 + 2,73; 200 pg/mi:
42,26 + 2,72 proc.; 240 pg/ml: 50,59 + 2,52 proc.; 400 pg/ml: 54,21 + 1,48 proc.;
480 pg/ml: 64,74 £ 1,0 proc.; 640 pg/ml: 71,6 = 1,0 proc.; > 800ug/ml: 70,53 + 1,37
proc.

Fermento  aktyvumo  pokytis sumodeliuotose  reakcijos  sistemose
statistiSkai reikSmingai skyrési (p < 0,05), kai ekstrakto koncentracijos buvo
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didinamos: nuo > 40 pg/ml iki <800 pg/ml, palyginti su kontrole; nuo > 40 — 80 pg/ml
ir > 160 — 640 pg/ml, lyginant tarp fermentiniy reakcijy miSiniy. Taciau fermento
aktyvumo sumazéjimo pokytis statistiSkai reikSmingai nesiskyré¢ (p > 0,05) tarp
fermentiniy reakcijy miSiniy didinant ekstrakto koncentracijas: nuo > 80 pg/ml
iki<160 pg/ml ir nuo > 640 pg/ml iki < 800 pg/ml. Enzimologiniu pozitiriu
fermentinés reakcijos sistema palaipsniui jsisotino slopiklj, gebantj sumazinti
fermento aktyvuma > 50 proc. In vitro tyrimo metu gauti duomenys rodo, kad
niponiniy dioskoréjy lapy ekstraktas sumazino a-amilazés aktyvuma, kai 1Cso sieké
437,96 ug/ml. I$ $iy duomeny galime daryti i§vada, kad D. nipponica lapy ekstraktas
buvo stiprus a-amilazés inhibitorius, bet ne reikSmingai stipresnis nei akarbozés
vandeninis tirpalas. Pastarasis sumazino fermento aktyvuma ~ 71,17 + 0,4 proc. esant
200 pg/ml koncentracijai.

3.2.2.3. Saldzialapés kulksnés ekstrakty slopinamojo poveikio a-amilazés
fermentui jvertinimas

Saldzialapés kulk$nés ekstrakty slopinimo @ebos a-amilazés fermentui
jvertinimas taip pat buvo tiriamas pritaikant Milerio reakcija [145].
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3.11 pav. Saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
a-amilazés aktyvumui (A) ir akarbozés vandeninio tirpalo poveikis a-amilazés aktyvumui
(B) fermentinés reakcijos sistemose in vitro

ReikSmingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal Fiserio LSD testa
(p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOVA pazymétas skirtingomis raidémis vir§
stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba pazyméta neigiamu Zzenklu procentine iSraiska vir§ stulpeliy,
fermento-substrato mi§inys be inhibitoriaus pazymétas 0 proc. virs stulpelio. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy + standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Paveiksle auks¢iau (3.11 pav.) matomas nuo did¢jancios ekstrakto
koncentracijos  priklausomas o-amilazés aktyvumo sumazéjimas — visuose
sumodeliuotuose fermentinés reakcijos miSiniuose. Didinant ekstrakty koncentracijas
atitinkamai mazéjo fermento aktyvumas: < 80 pg/ml: 31,56 + 0,18 proc.; 200 pg/ml:
55,72 + 0,78 proc.; 400 pg/ml: 58,87 + 0,55 proc.; 600 pg/ml: 65,22 + 0,50
proc.; > 800 pg/ml: 71,72 £ 0,48 proc. DidZiausias fermento aktyvumo sumazéjimas
nustatytas esant 800 pg/ml ekstrakto koncentracijai. Fermento aktyvumo pokytis
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sumodeliuotose reakcijos sistemose statistiskai reik§mingai skyrési (p < 0,05), kai
ekstrakto koncentracijos buvo didinamos: nuo > 80 pg/ml iki < 800 pg/ml, palyginti
su kontrole; nuo >80-200 pg/ml, nuo >400-600 pg/ml ir tarp 400 pug/ml ir 800 pg/ml
ekstrakto koncentracijy, lyginant tarp fermentiniy reakcijy misiniy. Taciau fermento
aktyvumo sumazéjimo pokytis statistiSkai reik§mingai nesiskyré (p > 0,05) tarp
fermentiniy reakcijy miSiniy didinant ekstrakto koncentracijas: nuo > 200 pg/ml
iki <400 pg/ml ir nuo > 600 pg/ml iki < 800 pg/ml.

3.2.3. Angiotenzing konvertuojan¢io fermento aktyvumo nustatymas in vitro

Angiotenzing konvertuojantis fermentas (EC 3.4.15.1) yra glikoproteininis
fermentas, daugiausia gaminamas inksty epitelinése lgstelése. Angiotenzing I-
konvertuojancio fermento molekulé sudaryta i§ dviejy homologiniy domeny (N ir C
domenai), kiekviename turinti aktyvy centrg [184]. Irodyta, kad vaistai, skirti
angiotenzino konvertuojancio fermento aktyvumui slopinti, jungiasi prie Zn>* jono,
esan¢io AKF fermento aktyviame centre [184, 185]. Tam, kad gamtiniai junginiai ir
ju turintys augaliniai ruo$iniai galéty slopinti fermenta, jie taip pat turi jungtis prie
AKF molekulés aktyvaus centro. Taciau tokia saveika su jonine vieta priklauso nuo
gamtiniy junginiy slopinamyjy savybiy ir jy buvimo jvairiose augalo dalyse.

Atsizvelgiant j tai, kokie aptikti junginiai dominavo Dioscorea spp., Astragalus
spp. rasyse (3 skyr. 3.1, 3.2, 3.3 lent.), tolimesniuose tyrimuose spektrofotometriniu
metodu buvo jvertintas ekstrakty poveikis AKF aktyvumui [142, 143, 146]. Kaip
teigiama kontrolé pasirinktas vaistinis preparatas kaptoprilis, kuris paruostas kaip
Img/ml tirpalas distiliuotame vandenyje [148].

3.2.3.1. Kaukazinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio AKF fermentui
jvertinimas

Tiriant kaukazinés dioskoréjos etanoliniy ekstrakty (250-1250 pg/ml)
slopinimo geba AKF fermentui (3.12 pav.) matomas statistiSkai reik§mingas
skirtumas (p < 0,05) visose sumodeliuotose fermentinés reakcijos sistemose, palyginti
su kontrole.
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3.12 pav. Kaukazinés dioskoréjos (D. caucasica ) lapy etanolinio ekstrakto poveikis AKF
aktyvumui (A) ir kaptoprilio vandeninio tirpalo poveikis AKF aktyvumui fermentinés
reakcijos sistemose in vitro (B)
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Reiks$mingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal Fiserio LSD testa
(p <0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOV A pazymétas skirtingomis raidémis vir$
stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba paZzyméta neigiamu Zenklu procentine iSraiska vir$ stulpeliy,
fermento-substrato miSinys be inhibitoriaus pazymétas O proc. vir§ stulpelio. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy * standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Didinant  ekstrakty  koncentracijas, atitinkamai mazéjo  fermento
aktyvumas: <250 pg/ml: 35,46 + 0,76 proc.; 500 pg/ml: 38,45 = 0,52 proc.;
1000 pg/ml: 51,12 + 0,81 proc.; > 1250 pg/ml: 58,34 + 1,01 proc. atitinkamai mazéjo
fermento aktyvumas, palyginti su kontrole. Taciau lyginant AKF aktyvumo pokytj
tarp fermentiniy reakcijy miSiniy, turinciy skirtingas ekstrakto koncentracijas,
fermento aktyvumas statistiSkai reikSmingai sumazéjo nuo > 38,45 + 0,52 proc.
iki <58,34 + 1,01 proc., didinant ekstrakto koncentracijg atitinkamai nuo > 500 ug/ml
iki < 1250 pg/ml. Reakcijos miSinius veikiant 250 ir 500 pg/ml ekstrakto
koncentracijomis, statistiSkai reik§mingo AKF aktyvumo maz¢jimo skirtumo nebuvo.

3.2.3.2. Niponinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio AKF fermentui

jvertinimas
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3.13 pav. Niponinés dioskoréjos (D. nipponica ) lapy etanolinio ekstrakto poveikis AKF
aktyvumui (A) ir kaptoprilio vandeninio tirpalo poveikis AKF aktyvumui (B) fermentinés
reakcijos sistemose in vitro

ReiksSmingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal FiSerio LSD testa
(p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOVA pazymétas skirtingomis raidémis vir§
stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba pazyméta neigiamu Zenklu procentine iSraiska vir§ stulpeliy,
fermento-substrato miSinys be inhibitoriaus pazyméta 0 proc. vir§ stulpeliy. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy + standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Diagramoje auks¢iau (3.13 pav.) matomas nuo didéjancios ekstrakto
koncentracijos priklausomas AKF aktyvumo sumazéjimas visuose sumodeliuotuose
fermentinés reakcijos miSiniuose. Gauti rezultatai parode¢, kad, didinant ekstrakty
koncentracijas: < 250 pg/ml: 28,02 + 1,17 proc.; 500 pg/ml: 38,0 + 1,74 proc.;
1000 pg/ml: 55,63 + 1,3 proc.; > 1250 pg/ml: 77,13 £ 0,78 proc., atitinkamai mazéjo
fermento aktyvumas. AKF aktyvumo sumazéjimo pokytis statistiskai reikSmingai
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skyrési (p < 0,05), palyginti su kontrole, ir tarp fermentiniy reakcijy misSiniy didinant
ekstrakto koncentracijg: nuo > 250 pg/ml iki < iki < 1250 pg/ml.

Yra jrodyta, kad kvercetino dariniai, taninai, peptidai geba slopinti AKF
aktyvumag [126, 128, 46]. Atsizvelgiant j tai, kad $iy klasiy junginiy aptikta
augaliniuose ruoSiniuose, galima daryti iSvada, kad butent jie turé¢jo jtakos AKF
aktyvumo sumazéjimui in vitro.

3.2.3.3. Saldzialapés kulks$nés ekstrakty slopinamojo poveikio AKF fermentui

ivertinimas
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3.14 pav. Saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos L.) lapy etanolinio ekstrakto poveikis AKF
aktyvumui (A) ir kaptoprilio vandeninio tirpalo poveikis AKF aktyvumui (B) fermentinés
reakcijos sistemose in vitro

ReikSmingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal Fiserio LSD testa (p <
0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOV A pazymétas skirtingomis raidémis vir§ stulpeliy.
Ekstrakto slopinimo geba pazyméta neigiamu zenklu procentine iSraiska vir§ stulpeliy, fermento-
substrato miSinys be inhibitoriaus pazymétas 0 proc. vir$ stulpelio. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy # standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Diagramoje auks¢iau (3.14 pav.) matomas nuo didéjancios ekstrakto
koncentracijos priklausomas AKF aktyvumas visuose sumodeliuotuose fermentinés
reakcijos miSiniuose. Gauti rezultatai parodé, kad, didinant ekstrakty
koncentracijas: < 250 pg/ml: 23,35 + 0,35 proc.; 500 pg/ml: 36,69 1,18 proc.;
1000 pg/ml: 46,93 = 0,72; > 1250 pg/ml: 61,86 + 1,08 proc., atitinkamai mazéjo
fermento aktyvumas. Fermento aktyvumas, sumodeliuotose fermentinés reakcijos
sistemose  statistiSkai reikSmingai skyrési (3.14 pav., (A)), kai ekstrakto
koncentracijos > 250 pg/ml iki < 1250 pg/ml, palyginti su kontrole, ir lyginant
tarpusavyje.
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3.2.4. Acetilcholinesterazés aktyvumo nustatymas in vitro

Acetilcholinesterazé (EC 3.1.1.7) yra polimerinis glikoproteinis fermentas,
daugiausia gaminamas periferinése ir centrinése rysio vietose.

Yra zinoma, kad acetilcholinesterazé (EC 3.1.1.7) katalizuoja acetiltiocholino
virtima tiocholinu (SCh) fermentinés hidrolizés metu. Norint nustatyti augaliniy
ekstrakty slopinimo geba, AChE fermentui buvo pritaikytas EImano metodas [139].
Reakcijos metu iSsiskyres tiocholinas (SCh) reaguoja su Elmano reagentu (5,5'-ditio-
bis-(2-nitrobenzoiné rtigstis)), ir taip susidaro geltonos spalvos chromoforas (2-nitro-
5-tiobenzoiné ragstis; C7HsNO4S) (3.15 pav.), kurio kiekis nustatomas matuojant
tirpalo §viesos sugertj esant A = 412 mm bangos ilgiui [139].
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3.15 pav. Chromoforo susidarymas reaguojant su EImano reagentu

3.2.4.1. Kaukazinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio AChE
fermentui jvertinimas

Norint istirti galima D. caucasica lapy ekstrakty slopinamajj poveikj AChE
katalizei, sausi kaukaziniy dioskoréjy lapy milteliai buvo tirpinami etanolyje (70
proc., C2HsOH). Veikiant inhibitoriams (25-100 pg/ml) visi fermentinés reakcijos
mi$iniai pasizyméjo AChE aktyvumo sumaz¢jimu. Gauti rezultatai parodyti 3.10
lenteléje. Galima pastebéti, kad 25 pg/ml koncentracijos slopiklis nedaug (>30 proc.)
taciau statistiSkai reikSmingai sumazino fermento aktyvuma, palyginti su kontrole.
Didinant slopiklio koncentracija iki 40 pg/ml, buvo pasiektas fermento aktyvumo
sumazéjimas 40,58 proc., palyginti su kontrole. Taéiau, didinant slopiklio
koncentracija nuo >50 pg/ml iki <100 pg/ml, buvo pasiektas atitinkamai nedidelis
AChE aktyvumo sumaz¢jimas > 43,48 iki < 45,85 proc., palyginti su kontrole.
Pazymétina, kad, didinant ekstrakto koncentracijg nuo > 80 pg/ml iki < 100 pg/ml,
fermento aktyvumas nekito ir svyravo atitinkamai nuo 45,31 iki 45,85 proc. Todél
galima daryti iSvada, kad didZiausias fermento aktyvumo sumazéjimas pasiektas esant
80 pg/ml ekstrakto koncentracijai.

Kaukazinés dioskoréjos lapy ekstrakty slopinamasis poveikis AChE fermentui
buvo lyginamas su 16 pg/ml koncentracijos donepezilio hidrochlorido tirpalu.
Teigiama kontrolé rodé stipresne inhibicija AChE (> 50 proc.) nei D. caucasica lapy
ekstraktai.
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3.10 lentelé. Kaukazinés dioskoréjos (D. caucasica Lipsky) lapy etanolinio ekstrakto
poveikis AChE aktyvumui

(1], pg/ml Specifinis aktyvumas, ACHhE inhibavimas,
pM/min/mg baltymo proc.
25 0,1 +0,002° 27,55
40 0,082 + 0,002°¢ 40,58
50 0,078 + 0,002¢ 43,48
80 0,076 + 0,002¢ 45,31
100 0,074 + 0,002¢ 45,85
Kontrolé 0,138 +0,001? -

Duomenys pateikti kaip vidurkiai + SE. Reik§mingas skirtumas tarp sumodeliuoty fermentiniy reakcijy
sistemy pagal FiSerio LSD testa (p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOVA pazymétas
skirtingomis raidémis.

3.2.4.1.1. Fermentiniy reakcijuy kinetinis modeliavimas

Kinetikos tyrimai buvo atlikti stebint fermento aktyvuma esant skirtingoms
acetiltiocholino jodido koncentracijoms nuo 45 iki 160 umol/l. Pagal Lainuiverio ir
Berko tiesiy grafika, reakcijos greiio pokytis 1/V versus 1/[ATChI], iSreikstas
tokiomis lygtimis: (1) reakcijos miSinio sudétis be slopiklio: y = 569,49 + 2,3524,
r2=0,9874; (2) pridedant 50 pg/ml koncentracijos lapy etanolinio ekstrakto /
slopiklio: y = 483,75 + 6,7466, r> = 0,9755.
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3.16 pav. Kaukazinés dioskoréjos (D. caucasica Lipsky) lapy ekstrakto sukeltas tariamasis
bekonkurencinis slopinamasis poveikis AChE fermentui

Lainuiverio ir Berko tiesiy grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas ATChl
koncentracijas (45-160 umol/l ATChI). m', fermento ir substrato sgveika modelinéje fermentinés
reakcijos sistemoje in vitro. #2, fermento, substrato ir inhibitoriaus (50pg/ml) sgveika modelinéje

fermentinés reakcijos sistemoje in vitro. Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.
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D. caucasica lapy ekstraktas pasizyméjo tariamuoju bekonkurenciniu
slopinamuoju poveikiu AChE (3.16 pav.) fermentui. Pagal Lainuiverio ir Berko tiesiy
grafika, fermentinés reakcijos sistemoje be slopiklio Vinax, Km vertés buvo atitinkamai
0,425 + 0,11 uM/mg baltymo/min. ir 242,08 £ 15,76 umol/l, o fermentinés reakcijos
sistemoje su 50 pg/ml koncentracijos slopikliu Vmax@pp), Kme@pp) Vertés buvo daug
mazesnés, atitinkamai 0,148 + 0,015 pM/min./mg baltymo ir 71,56 + 6,55 pmol/l. Sis
slopinimo modelis rodo, kad inhibitorius jungiasi tik su fermento ir substrato
kompleksu [150]. D. caucasica ekstrakto slopinamasis poveikis AChE fermentui
buvo lyginamas su donepezilio hidrochlorido vandeniniu tirpalu. Teigiama kontrolé
fermento aktyvumg sumazino ~70,62 £ 2 proc. esant 16 pg/ml koncentracijai.

3.2.4.2. Niponinés dioskoréjos ekstrakty slopinamojo poveikio AChE fermentui
ivertinimas

Atsizvelgiant j nustatytus junginius kaukazinés dioskoréjos ekstraktuose ir
gauta slopinimo gebg, AChE aktyvumo nustatymo tyrimams pasirinktos slopiklio
koncentacijos nuo >25 pg/ml iki 80 pg/ml.
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3.17 pav. Niponinés dioskor¢jos (D. nipponica) lapy etanolinio ekstrakto poveikis AChE
aktyvumui (A) ir donepezilio hidrochlorido vandeninio tirpalo poveikis AChE aktyvumui
fermentinés reakcijos sistemose in vitro (B)

Reik§mingas skirtumas tarp sumodeliuvoty fermentiniy reakcijy sistemy pagal Fiserio LSD testa
(p < 0,05) po vienfaktorinés dispersinés analizés ANOVA pazymétas skirtingomis raidémis vir$
stulpeliy. Ekstrakto slopinimo geba pazyméta neigiamu Zenklu procentine israiska vir§ stulpeliy,
fermento-substrato miSinys be inhibitoriaus pazymétas 0 proc. vir$ stulpeliy. Pateiktos vidutinés trijy
matavimy + standartinés paklaidos (angl. standard error mean, SE).

Kaip matyti 3.17 pav., fermentinés sistemos reakcijos miSinius veikiant
skirtingy koncentracijy slopikliams, galima reguliuoti fermentinés reakcijos eiga.
Didinant ekstrakto koncentracijas atitinkamai mazéjo fermento aktyvumas: < 25
pg/ml: 41,44 + 3,2 proc.; 50 pg/ml: 44,93 + 1,9 proc.; > 60 pg/ml: 51,20 = 2,9 proc.,
palyginti su kontrole, ir lyginant tarp reakcijos sistemy. Taciau didinant ekstrakto
koncentracija iki 80 pg/ml fermento sumazéjimo pokytis nuo pries tai buvusios 60
ng/ml ekstrakto koncentracijos statistiSkai reikSmingai nesiskyré (p>0,05), ir
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nustatytas 52,51 + 0,9 proc. fermento aktyvumo sumazéjimas. Kartu suprantama, kad
ir specifinis fermento aktyvumas nuosekliai mazé&jo tokia seka: 25 pg/ml: 0,078 +
0,019 pumol/mg baltymo/min. >50 pg/ml: 0,074 + 0,023 umol/mg baltymo/min. > 60
pg/ml: 0,066 £ 0,044 pmol/mg protein/min > 80 pg/ml: 0,064 + 0,014 umol/mg
protein/min. Enzimologiniu pozitriu, fermentinés reakcijos sistema palaipsniui
jsisotino slopiklj, gebantj sumazinti fermento aktyvuma.

D. nipponica skirtingy koncentracijy lapy ekstraktas slopino AChE aktyvuma
silpniau nei donepezilio hidrochlorido 16 pg/ml vandeninis tirpalas. Pastarasis
fermento aktyvuma sumazino ~ 70,62 + 2,0 proc. I§ $iy duomeny galime daryti iSvada,
kad D. nipponica lapy ekstraktas turéjo inhibicinj poveikj AChE fermentui, bet daug
mazesnj nei donepezilio hidrochlorido vandeninis tirpalas.

Atsizvelgiant j tirty dioskoréjy lapy ekstrakty geba slopinti fermenta pastebéta,
kad D. nipponica lapy ekstrakto sukeltas slopinimas buvo nedaug pranasesnis nei D.
caucasica lapy ekstrakto. Nors literatiiroje labiau atkreipiamas démesys j alkaloidy
klasei priklausancius junginius, gebancius sumazinti AChE aktyvuma, taciau jrodyta,
kad ekstrakty sudétyje aptikti junginiai galéjo daryti jtaka fermento aktyvumo
sumazéjimui. Sis darbas parodo, kad dioskoréjy lapuose vyraujantys junginiai vis dar
neatrasti ar pakankamai neistirti ir galintys sumazinti AChE aktyvuma.

Duomeny apie dioskoréjos riisiy ir jy augaliniy ruoSiniy slopinamojo poveikio
AChE fermentui savybes nepavyko rasti. Taciau Tenfen ir kt. (2019) [186] metais
atliktame tyrime buvo nustatyta, kad Eugenia genties lapy ekstrakty slopinamasis
poveikis AChE buvo susijes su izokvercitrino, kvercetino, katechino, epikatechino ir
miricitrino junginiais ir jy kiekiais. Keletas $iy junginiy buvo taip pat nustatyta
kaukazings ir niponinés dioskoréjos lapy ekstraktuose, todél galima daryti iSvada, kad
Sie junginiai, esantys ekstrakto sudétyje, turéjo reik§mingg jtakg fermento aktyvumo
mazinimui.

3.2.4.2.1. Fermentiniy reakcijuy Kinetinis modeliavimas

AChE slopinimo reakcijos kinetika buvo modeliuojama esant substrato
koncentracijos diapazonui nuo 41,25 iki 110 umol/l. Pagal Lainuiverio ir Berko
grafika, reakcijos greicio pokytis 1/V versus 1/[ATChI], iSreikstas tokiomis lygtimis:
(1) reakcijos miSinio sudétis be slopiklio: y = 447,92x + 2,577, r?> = 0,9671; (2)
pridedant 25 pg/ml koncentracijos lapy etanolinio ekstrakto / slopiklio:
y=451,863 + 7,5815, r2 = 0,97955; pridedant 50 pg/ml koncentracijos lapy etanolinio
ekstrakto/slopiklio: y = 447,02 + 9,4292, r? = 0,9541.
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3.18 pav. Niponinés dioskor¢jos (D. nipponica Makino) lapy ekstrakto sukeltas tariamasis
bekonkurencinis slopinamasis poveikis AChE fermentui
Lainuiverio-Berko tiesiy grafiko matematinis modelis, sudarytas pagal skirtingas ATChI koncentracijas
(41,25 — 110 umol/l ATChI). A%, fermento ir substrato saveika modelinéje fermentinés reakcijos
sistemoje in vitro. #2, fermento, substrato ir inhibitoriaus (25ug/ml) sgveika modelinéje fermentinés

reakcijos sistemoje in vitro. m%, fermento, substrato ir inhibitoriaus (50 pg/ml) sgveika modelinéje
fermentinés reakcijos sistemoje in vitro. Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Vmax@pp) verté padidinus ekstrakto koncentracijg nuo 25 iki 50 pg/ml sumazéjo
nuo 0,132 + 0,01 iki 0,106 = 0,01 umol/mg baltymo/min. Kmeapp) reikSmé taip pat
sumazéjo nuo 59,60 296 + 0,06 iki 47,407 umol/I (3.11 lent.). Tai rodo, kad slopiklis
gali prisijungti tik prie fermento ir substrato komplekso [150, 187]. Tokj elgesj galima
paaiskinti Le Chatlier’s principu, teigianciu, kad dél slopiklio poveikio pusiausvyra
pasislenka, kad susidaryty daugiau fermenty ir substraty kompleksy, ir susidaro
mazesnis Km, o tai rodo didesnj suriSimo afinitetg [187].

3.11 lentelé. Kinetiniy parametry analizés jverciai

SlOplkllO Km(app), Vmax(app),
koncentracija, ug/ml pumol/l pmol/mg Slopinimo tipas
baltymo/min.
25 59,60 + 0,063 0,132 £ 0,014
50 47,407 £ 1,47 0,106 + 0,013 Bekonkutencinis
Kontrolé! 173,79 £ 0,67 0,387 £ 0,17

K, ir V,... — fermentinés reakcijos sistema be slopiklio.
2Kiamm It Vi — 1dentiski kinetiniai parametrai, kaip K., ir V.., tik fermentinés reakcijos sistema
su slopikliu. Duomenys pateikti kaip vidurkiai + SN.
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3.2.4.3. Fermentiniy reakcijy Kinetinis modeliavimas tiriant A.glycyphyllos L.
lapy elstrakto slopinamojo poveikio geba AChE fermentui

Tiriant AChE ir saldzialapés kulk$nés (A. glycyphyllos L.) lapy ekstrakto
sgveikos modelj, fermentinés reakcijos misinys su skirtingu substrato koncentracijos
lygiu: 0,04, 0,08, 0,12, 0,16, 0,2 ir 0,24 mM buvo veikiamas 190 pg/ml koncentracijos
lapy ekstrakto (3.19 pav.).
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3.19 pav. Saldzialapés kulksnés (A. glycyphyllos L.) lapy etanolinio ekstrakto poveikis
AChHE aktyvumui fermentinés reakcijos sistemose in vitro, turinéiose skirtingas substraty
koncentracijas (0,12 mM — 0,24 mM). Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Kaip parodyta 3.19 pav. pav., AChE palaipsniui pasieké maksimalaus
aktyvumo plok$tumg esant 0,12 mM — 0,24 mM substrato koncentracijai, kuri
palaipsniui mazéjo pridéjus 190 pg/ml A. glycyphyllos ekstrakto. Priklausomai nuo
ekstrakto, substrato ir fermento saveikos modelio fermentinés reakcijos sistemoje
AChE aktyvumas kito tokia tvarka: 55,41 + 0,82 proc. (0,24 mM substrato) > 48,65 +
0,6 proc. (0,2 mM substrato) > 50,73 £ 0,73 proc. (0,16 mM substrato) > 36,1 + 0,2
proc. (0,12 mM substrato) > 31,15 + 0,65 proc. (0,08 mM substrato), 17,24 + 0,2 proc.
(0,04 mM substrato). Reakcijos greitis (Vmax) ir substrato pusés prisotinimo
koncentracija (Kn) buvo apskaiciuoti naudojant Michaelio ir Menteno lygti.
Nustatyta, kad kinetinio modeliavimo metu 190 pg/ml saldzialapés kulk$nés (A.
glycyphyllos L.) lapy ekstraktas statistiskai reikSmingai sumazino Vmaxapp) It Kmapp)
reiksmes (0,0589 + 0,001 umol/mg baltymo/min ir 0,009470 + 0,003 pmol/l),
palyginti su Vmax it Kn vertémis, kai nebuvo ekstrakto (0,1436 £+ 0,001 pumol/mg
baltymo/min ir 0,05817 + 0,002 umol/l). Mazéjan¢ios Vimax(app), Km(pp) reik§més rodo
bekonkurencinio slopinimo tipa, o tai reiskia, kad inhibitorius / ekstraktas gali jungtis
tik su fermento substrato (ES) kompleksu [150, 187].

Optimalus hidrolizés metu naudojamo fermento ir substrato sgveikos modelis,
po to — fermento, substrato ir ekstrakto sgveikos modelis parod¢, kad 0,16 mM
substrato koncentracijos uzteko 50 proc. inhibicijai pasiekti. Be optimaliy saveiky,
verta paminéti, kad tarp fermentinés sistemos ir cheminiy junginiy vyksmo vyrauja
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nuolatinis rySys. Todél ekstraktas ir jo sudétyje esantys junginiai taip pat turéjo jtakos
tokiai inhibicijai pasiekti.

Biologinio aktyvumo tyrimy rezultatai patvirtino mokslinéje literatiiroje
paskelbtus duomenis [69, 70, 121], kad augaliniai ruo$iniai, pagaminti i§ daugelio
Astragalus genties augaly rasiy, geba slopinti AChE fermenta. Ar saldzialapés
kulk$nés augaliniai ruoSiniai geba slopinti AChE fermentg, duomeny rasti nepavyko.
Ankstesniuose tyrimuose tirti jvairiy Astragalus genties rasiy A. leporinus, A.
distinctissimus, Astragalus neurocarpus Bioss. zolés / Sakny ekstraktai pasizyméjo
veiksmingumu slopinant AChE fermentg [121]. Suprantama, kad rezultaty negalima
palyginti su gautais skirtingy Astragalus genties augaly rasiy ekstrakty slopinimo
gebos rezultatais, taciau, analizuojant A. glycyphyllos etanoliniy ekstrakty gautus
rezultatus, galima pastebéti, kad pana$ius rezultatus gavo Turkijos mokslininkai
Sekeroglu ir Gezici (2019) [121]. Tyrimy in vitro duomenimis, Astragalus
neurocarpus Bioss. antZeminés augalo dalies etanolinis ekstraktas esant 800 ug.ml
koncentracijai slopino AChE aktyvuma 68,14 + 0,03 proc. [121].

Rezultaty skyriaus apibendrinimas. Biologinio aktyvumo tyrimy rezultatai
patvirtino mokslinéje literatiiroje paskelbtus duomenis [69,70,121], kad augaliniai
ruo$iniai, pagaminti i§ daugelio Astragalus L. ir Dioscorea L. genties augaly rasiy,
geba slopinti fiziologiskai svarbius fermentus. Tokia pacig tendencija atskleidé ir
Siame disertacinio tyrimo skyriuje tirta niponininiy ir kaukaziniy dioskoréjy
(Dioscorea nipponica Makino et Dioscorea caucasica Lipsky) ekstrakty i$ lapy ir
Sakniastiebiy ir saldzialapés kulksnés (Astragalus glycyphyllos L.) ekstrakto i§ lapy
inhibiciné geba. [vertinus inhibicines savybes nustatyta, kad ekstraktai mazino
hidrolaziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty aktyvumg modelinése in vitro
fermentinése sistemose priklausomai nuo pasirinktos koncentracijos. Visy tirty
dioskoréjy lapy ekstrakty slopinimo geba fermentams kito tokiais intervalais:
slopinamasis poveikis a-GLU fermentui nuo 6,72 + 1,41 proc. iki 78,49 + 1,52 proc.;
ir jy Sakniastiebiy ekstrakty slopinamasis poveikis nuo 36,79 + 2,93 proc. iki 40,79
2,71 proc., slopinamasis poveikis a-amilazés fermentui nuo 11,9 + 0,9 proc. iki 71,6
+ 1,0 proc., AKF fermentui nuo 28,02 + 1,17 proc. iki 77,13 = 0,78 proc., AChE nuo
27,55 + 0,39 proc. iki 54,33 + 0,7 proc.. Saldzialapés kulks$nes lapy ekstrakto
slopinamojo poveikio fermentams geba kito tokiais intervalais: a-GLU fermentui nuo
29,12+ 0,18 proc. iki 71,72 £ 0,48 proc.; a-amilazés fermentui nuo 31,56 + 0,18 proc.
iki 71,72 £ 0,48 proc.; AKF fermentui nuo 23,35 + 0,35 proc. iki 61,86 + 1,08 proc.;
AChE fermentui nuo 17,24 + 0,2 proc. iki 55,41 + 0,82 proc.

Lyginant o-GLU aktyvumo sumazéjimo pokycius tarp ekstrakty, iSskirty i$
Dioscorea spp. lapy ir Sakniastiebiy, isry$kéjo slopinimo gebos skirtumai. Daug
mazesnés lapy ekstrakty koncentracijos stipriau slopino a-gliukozidazés aktyvuma nei
didesnés Sakny ekstrakty koncentracijos. Tai jrodo, kad inhibiciné geba priklauso nuo
ekstrakty kokybinés ir kiekybinés sudéties. Ekstrakty i§ Dioscorea spp. lapy ir
Sakniastiebiy kiekinés sudéties skirtumai ir su $iais skirtumais susij¢ slopinimo
skirtumai jrodo, kad Sie ekstraktai dél juose esanCiy skirtingy junginiy sudéties ir
kiekio skirtingai slopino fermentg. Pagrindinis skirtumas tarp junginiy sudéties
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lapuose ir Sakniastiebiuose — flavonoidy, O-kvercetino glikozido formy gausa, kuriy
lapy ekstrakty sudétyje nustatyta didelé jvairové, o Sakniastiebiy ekstrakty sudétyje
jie nepatikti. Skirtumas tarp kiekinés sudéties — hidroksicinamono riigsciy sukaupti
daug didesni kiekiai lapy ekstraktuose nei Sakniastiebiy ekstraktuose. Niponinés
dioskoréjos lapy ekstrakte neochlorogeno riigsties kiekis, palyginti su Sakniastiebiy
ekstraktais, atitinkamai 72,828 ir 0,181 ug/ml, chlorogeno — 323,425 ir 1,107 pg/ml.
Kaukazinés dioskoréjos lapy ekstrakte neochlorogeno riigsties kiekis, palyginti su
Sakniastiebiy ekstraktais, atitinkamai 5,887 ir 0,687 pg/ml, chlorogeno — 116,57 ir
1,869 pg/ml.

Lyginant a-GLU aktyvumo sumazéjimo pokycius tarp dviejy tyrime taikyty
metody atvejy iSrySkéjo itin statistiSkai reikSmingas vidutinis procentinis fermento
aktyvumo sumazéjimo skirtumas. Nors gausus tyrimy, jvertinanciy a-gliukozidazés
aktyvumg in vitro veikiant gamtiniais inhibitoriais, skaiius, taciau, kas galéjo nulemti
skirtingg atsaka i slopinimg, tiksliy paaiSkinimy mokslinéje literatiroje nepavyko
rasti.

Norint tiksliau iSsiaskinti ekstrakty tariamajj slopinimo tipg, atlikti kinetiniai
matavimai. Nustatyta, kad Dioscorea spp. caucasica, nipponica lapy ir Dioscorea
nipponica Sakniastiebiy ekstraktams budingas misrus slopinamojo poveikio
a-gliukozidazés fermentui tipas, Dioscorea caucasica Sakniastiebiy ekstraktui —
konkurencinis slopinimojo poveikio a-gliukozidazés fermentui tipas, o Astragalus
glycyphyllos L. lapy ekstraktui bekonkurencinis slopinimojo poveikio
a-gliukozidazés fermentui tipas. Visy tirty augaly rasiy lapy ekstraktams biidingas
bekonkurencinis slopinimojo poveikio acetilcholinestreazés fermentui tipas.
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ISVADOS

1.

3.

Istirta D. nipponica, D.caucasica ekstrakty i§ lapy ir Sakny bei A. glycyphyllos

ekstrakty i§ lapy fitocheminé sudétis ir parodyta, kad:

1.1. D. nipponica, D.caucasica lapy ekstraktuose dominuoja didelé jvairové
O-kvercetino glikozido formy: kvercetin-3-O-rutinozidas,
kvercetin-3-O-gliukozidas, kvercetin-3-O-malonilheksozidas,
kvercetin-3-O-acetilheksozidas, kvercetin-3-O-malonilramnozidas ir
kvercetin-3-O-acetilramnozidas.

1.2. Dioscorea spp. lapy ekstraktuose dominuoja hidroksicinamono ragstys ir jy
izomerai bei hidroksiriebaly rugstys.

1.3. Tiek Dioscorea spp. Sakniastiebiy, tick Dioscorea spp. lapy ekstraktuose
nustatyti steroidiniai saponinai ir jy izomerai.

1.4. Didesni hidroksicinamono riig§¢iy ir jy izomery kiekiai nustatyti niponinés
dioskor¢jos lapy ekstraktuose, 0 kvercetin-3-O-gliukozido nustatytas Kiekis
abiejy ruisiy lapy ekstraktuose panasus.

1.5. D. nipponica, caucasica spp. Sakny ekstraktuose nustatytas maziausias
chlorogeno ragsties ir neochlorogeno ragsties kiekis.

1.6. Saldzialapés kulksnés, A.glycyphyllos L., lapy ekstrakte nustatytos gintaro,
azelaino riigStys; kumaroilchino, feruloilchino riigStys bei cikloartano tipo
izomerai.

1.7. Saldzialapés kulksnés, A.glycyphyllos L., lapy ekstrakte pirmg kartg
nustatytas uridinas, D.caucasica, nipponica Sakniastiebiy
ekstraktuose — hidroksidodekanoilkarnitinas, lapy ekstraktuose -
kvercetin-3-O-malonilheksozidas, kvercetin-3-O-acetilheksozidas,
kvercetin-3-O-malonilramnozidas ir kvercetin-3-O-acetilramnozidas.

Taikytinomis metodikomis parinktas tinkamas fermento / substrato / slopiklio

sgveikos modelis ir iStirtos ekstrakty slopinimo gebos savybés. Taikytas

matematinis fermentinés reakcijos sistemos modeliavimas tinkamas Lainuiverio
ir Berko tiesiy grafikams sudaryti, Kinetiniams parametrams nustatyti bei
slopinimo tipui jvertinti.

Nustatyta ekstrakty inhibiciné geba ir jg jvertinus parodyta, kad inhibicinés gebos

savybiy slopinant hidrolazés fermentus turi visi ekstraktai. Taikytinomis

metodikomis nustatyta, kad:

3.1. Didziausias o-GLU aktyvumo sumazéjimas pasiektas esant 50 pg/ml
(71,02 + 1,69 proc.) D.N lapy ekstrakto koncentracijai; 100 pug/ml (78,49 +
2,39 proc.) D.C lapy ekstrakto koncentracijai ir 400 pg/ml (54,33 £ 0,7 proc.)
A.G lapy ekstrakto koncentracijai.

3.2. Didziausias a-amilazés aktyvumo sumazéjimas pasiektas esant 640 pg/ml
(71,6 £ 1,0 proc.) D.N lapy ekstrakto koncentracijai, 480 pg/ml (48,6 £ 2,2
proc.) D.C lapy ekstrakto koncentracijai ir 800 pg/ml (71,72 + 0,48 proc.)
A.G lapy ekstrakto koncentracijai.

105



106

3.3. Didesné nei 50 proc. inhibiciné geba AKF fermentui pasiekta esant 1000
pg/ml D.C ir D.N lapy ekstrakty koncentracijoms ir 1250 pg/ml A.G lapy
ekstrakto koncentracijai.

3.4. Didziausias AChE aktyvumo sumaz¢jimas pasiektas esant 100 pg/ml (45,85
proc.) D.C lapy ekstrakto koncentracijai ir 80 pg/ml (52,51 + 0,9 proc) D.N
lapy ekstrakto koncentracijai.

3.5. Optimalus hidrolizés metu naudojamo fermento ir substrato saveikos
modelis, po to — fermento, substrato ir A. glycyphyllos lapy ekstrakto
saveikos modelis parodé, kad 0,16 mM substrato koncentracijos uzteko 50
proc. AChE inhibicijai pasiekti.

3.6. D.C ir D.N sakniastiebiy ekstrakty (500 upg/ml) inhibiciné geba
a-gliukozidazés fermentui nesieké 50 procenty.

Nustatytos Kinetiniy parametry vertés ir jas jvertinus parodyta, kad:

4.1 Dioscorea spp. caucasica, nipponica, lapy ir Dioscorea nipponica Sakny
ekstraktamas budingas misrus slopinamojo poveikio a-gliukozidazés
fermentui tipas, jy Ki verté atitinkamai 5,35-11,44 pg/ml, 27,23-31,87
pg/ml ir 476,65 pg/ml.

4.2 D. caucasica sakniastiebiy ekstraktui buidingas konkurencinis slopinamojo
poveikio a-gliukozidazés fermentui tipas, jo Ki verté 165,97-304,32 g/ml.

4.3 A. glycyphyllos lapy ekstraktui biidingas bekonkurencinis slopinamojo
poveikio a-gliukozidazés fermentui tipas, jo K; verté yra 0,195-0,25 pg/ml.

4.4 Visy tirty rasiy lapy ekstraktams budingas bekonkurencinis slopinamojo
poveikio acetilcholinestreazés fermentui tipas.

Ivertinus Dioscorea L., Astragalus L. augaliniy zaliavy ekstrakty inhibicinés

gebos savybes, teoriskai suformuluota prielaida, kad ekstrakty sudétyje yra

gamtiniy junginiy, geban¢iy jungtis su hidrolaziniu aktyvumu pasizyminciais
fermentais ir taip mazinti jy aktyvuma. Teoriskai pagrista, kad tam jtakos turi:

5.1 Hidroksicinamono riigstys ir jy izomerai, O-kvercetino glikozido formos,
nustatytos D. nipponica, D.caucasica lapy ekstraktuose;

5.2 Peptidai, katechinai, nustatyti D. nipponica ekstraktuose;

5.3 Hidroksicinamono riigstys ir jy izomerai, nustatyti A. glycyphyllos lapy
ekstraktuose.



4.  SUMMARY
4.1. RELEVANCE OF THE RESEARCH

Studies of phytochemical composition and biological properties of medicinal
and other plants accumulate more and more scientific information about new and/or
existing herbal preparations that can have a positive physiological effect on various
functions of the human body. Such scientific information significantly contributes to
the development and production of food products of biological value, pharmaceutical
products, or ingredients in the production of cosmetic products. Over the past few
decades, the antioxidant potential of plants and the phytochemicals that create it have
been particularly widely studied, and research on other properties beneficial to health,
i.e. inhibition of cancer cell proliferation, antimicrobial, biological, and other
activities, has also developed rapidly. Due to these studies, significant data are
obtained to prove new health statements, empirical knowledge of traditional medicine
is scientifically confirmed, the possibilities of controlling and correcting negative
physiological processes and changes in the human body are expanded by applying
innovative nutritional solutions.

The importance of controlling the activity of many enzymes has long been
proven in medical science. For example, inhibition of certain hydrolase enzymes is
recognized to be important in modulating physiological functions in the human body
in cases of carbohydrate metabolism disorder, dementia, high blood pressure and
some other health problems. It is also acknowledged that the effective use of
phytochemicals in medicinal and other plants with inhibitory effects can significantly
contribute to the prevention, risk reduction, and complex therapy of these negative
physiological functions. In order for such plants to be used purposefully for the
prevention of various diseases, it is necessary to obtain data on their phytochemical
composition and biological properties through reliable and modern scientific research.
Therefore, the complex evaluation of the composition and biological properties of
plants is a perspective area of research.

Some species of plants of Dioscorea spp. and Astragalus spp. are well known
to traditional Chinese medicine, whose health benefits have recently been positively
evaluated by medical specialists in many western countries. Different anatomical parts
of plants of this genus are used in the form of dried herbs, powders, extracts, and other
forms for health enhancement, development of food products and food supplements
with increased biological value and treatment.

Some plants of the Astragalus L. genus are known as valuable sources of
polysaccharides, isoflavonoids, and cycloartane-type saponins. As a result, in some
countries most of the research is still focused on the identification of new and/or
known saponins in rhizomes with roots of Dioscorea (lat. Rhizoma cum radicibus
Dioscoreae), while the overground parts of the plant have been studied much less.
Therefore, there is a lack of scientific information about the composition and
biological properties of the biologically active compounds of the overground parts of
the plant.
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After a detailed study and evaluation of the currently available scientific
information, it became clear that the plant species of Dioscorea caucasica Lipsky and
Dioscorea nipponica Makino have been insufficiently and unsystematically studied,
especially their overground parts. These species are most common in tropical and
subtropical climate zones but are also found in temperate areas. In Lithuania, these
species do not grow but they were introduced into the collection of medicinal plants
in the Botanical Garden of Kaunas Vytautas Magnus University quite a long time ago.
Moreover, the phytochemical composition, antioxidant and biological properties of
Dioscorea L. plant species grown in Lithuanian botanical gardens have not been
studied so far.

Astragalus glycyphyllos L. is naturally growing and widespread in the temperate
regions of Europe and usually grows in wet habitats or meadows. There are more
scientific studies compared to the published studies of Dioscorea nipponica Makino
and Dioscorea caucasica Lipsky. The antioxidant properties, phytochemical
guantitative composition of different plant parts of the self-growing Astragalus
glycyphyllos L. plant of the Lithuanian flora have been studied, whereas the biological
properties have not been researched.

Based on a detailed review and evaluation of scientific, ethnopharmacological,
and other information, the main hypothesis of this dissertation was formulated: the
different anatomical parts of the plants D. caucasica, D. nipponica and A. glycyphyllos
selected for the research may contain valuable phytochemical compounds that are
little researched, which may be characterised by diverse bioactivity, including
targeted effects on the activity of physiologically important enzymes — a-amylase,
a-glucosidase, angiotensin-converting enzyme, and acetylcholinesterase. Therefore,
after carrying out systematic studies of the phytochemical composition and inhibitory
properties of the selected plants, it is feasible to expect a wider application of such
plants in the creation of new functional food products and nutritional supplements
beneficial to health.

The objective of the research is to evaluate the phytochemical composition of the
Dioscorea and Astragalus plants and determine the effect of the extracts isolated from
them on physiologically important enzymes with hydrolase activity.

The following tasks were set to achieve the goal of the work:

1. To investigate and evaluate the composition of phytochemical compounds of
Dioscorea nipponica, D. caucasica and Astragalus glycyphyllos L. extracts
applying methods of chromatography and mass spectrometry.

2. To apply the known in vitro enzyme inhibition methods to the assessment of
the effect of the studied plant extracts on enzymes.

3. To evaluate the influence of different concentrations of plant extracts on the
activity of a-glucosidase, a-amylase, angiotensin-converting enzyme, and
acetylcholinesterase.

4. To determine the kinetic parameters of o-glucosidase and
acetylcholinesterase inhibition by evaluating the interactions between the
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substrate and the inhibitor in model enzyme reaction systems in vitro and
determine the supposed inhibition type of the extracts for these enzymes.

To theoretically substantiate the possible relationships between the bioactive
compounds in the extracts and the inhibitory effect of enzymes.

Novelty of the scientific work

1.

In this work, systematic studies of the phytochemical composition of different
anatomical parts of D. nipponica Makino and D. caucasica Lipsky plants
were carried out by the methods of ultra-efficient liquid chromatography
(UPLC) and hybrid high-resolution mass spectrometry (UPLC-QTOF
MS/MS) for the first time; the obtained information significantly contributes
to the available knowledge about derivatives of different O-quercetin
glycoside forms, hydroxycinnamic acids (3-O-caffeoylquinic, 5-O-
caffeoylquinic, 4-O-caffeoylquinic, caffeoylthreonic, coumaroylquinic,
caffeoylshikim, feruloylquinic), and hydroxy fatty acids. Some quercetin
derivatives and isomers of hydroxycinnamic acids were detected for the first
time in D. nipponica and D. causasica leaf extracts. For the first time, piscidic
acid was detected in the rhizomes of the D. caucasica,
hydroxydodecanoylcarnitine was found in the rhizomes of both Dioscoreae,
uridin detected in the leaf of the A.glycyphyllos L.

In this paper, studies on the effects of ethanolic extracts of leaves and
rhizomes of D. nipponica, D. caucasica and leaves of A. glycyphyllos on
physiologically important enzymes (a-amylase, a-glucosidase, angiotensin-
converting enzyme and acetylcholinesterase) were performed for the first
time.

In this work, applying kinetics model systems of extracts, substrates and
enzymes reaction, the inhibition type of extracts for a-glucosidase and
acetylcholinesterase enzymes were determined for the first time.
Theoretically formulated assumptions about possible relationships between
Dioscorea spp. differences in the phytochemical composition of leaf and root
extracts and their related a-glucosidase inhibitory ability.

Systematic studies of phytochemical composition of plants and inhibitory
properties of extracts expand scientific knowledge about these plants
significantly.

Practical value of the work

The obtained data on the phytochemical composition and inhibitory properties

of D. caucasica, D. nipponica and A. glycyphyllos extracts provide important
information that is needed for the development of new functional preparations from
these plants and the justification of their possible physiological effects. Such
preparations as extracts from different anatomical parts and their fractions could be
applied to the creation of new food supplements and new functional food products
with increased nutritional value. In addition, the received data can serve to predict the
benefits of foods for human health containing the studied plants, e.g., as a mild
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non-medicinal antidiabetic agent that inhibits the activity of a-glucosidase and
a-amylase and reduces the glycemic index after the consumption of starchy food.
Since the extracts of the overground plant parts showed a good inhibitory effect on
angiotensin-converting enzyme, preparations made from them could be recommended
for the control of mild hypertension with food and / or food supplements.

Furthermore, the achieved results encourage the improvement and expansion of
research with selected plants. Research in this direction, could be continued by
fractionating the extracts, isolating the most effective compounds, studying their
activity by various in vitro methods. Further research should continue with animals
(in vivo) and at the final stage with humans (clinical). Such studies can be expected to
produce a sufficiently comprehensive data package for health statements.

Research objects

Species of different genus were selected for the research: Dioscorea spp.
caucasica, nipponica, and Astragalus spp. glycyphyllos. These species are grown in
the collection of medicinal plants of Kaunas Botanical Garden of Vytautas Magnus
University. The studied leaf samples were collected at the beginning of blooming, and
the rhizomes were dug up during the vegetation period. The collected raw material,
i.e. the leaves are dried at room temperature by spreading them in a thin layer in a
well-ventilated room protected from direct sunlight. Unpeeled rhizomes with roots
(lat. Rhizoma cum radicibus Dioscorea) are cut into 10-15 cm long pieces and dried
in a dryer (Sencor food dehydtrator, SFD 742 RD, China) at a temperature of
50 + 0.5°C. Dried leaves are light green in colour, with a faint smell, rhizomes are
cylindrical pieces with a brown surface, yellowish-white inside, with a slightly sweet
taste.

All dried plant parts were ground into a fine powder with a Reatsch ZM200
grinder (Reatch GmbH, Haanas, Germany) with a 0.5 mm mesh sieve.

Research methods

Changing the conditions of the biological methods but following the main
aspects of the research methods [134, 145, 139], biological studies were applied to
determine the capacity of extracts to inhibit enzyme activity in vitro. Enzyme activity
was determined using the following biological methods: (1) for determining the
a-glucosidase activity — chromogenic method using pNPG substrate [134]; (2) for
determination of a-amylase activity — a colorimetric method using potato starch as a
substrate [145]; (3) to determine the activity of acetylcholinesterase — Ellman’s
method [139]; (4) to determine the activity of angiotensin-converting
enzyme — methodologies described by Vermerissen et al. (2002) [146], Holmquist et
al. (1979) [142] and Ronca-Testoni (1983) [143].

In enzyme Kinetics, the main parameters are the following: Michaelis-Menten
constant (Kr), maximum reaction rate (Vmax) and inhibition constant (K;) are estimated
according to the double inverse equation of Lineweaver-Burk plot and the Michaelis-
Menten equation. The type of extract inhibition was determined in accordance with
Lineweavers-Burk plot graphs.
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The quality of ethanolic extract of Dioscorea spp. nipponica, caucasica, and
Astragalus spp. glycyphyllos was analysed by the method of ultra-efficient liquid
chromatography — mass spectrometry (UPLC — Q-TOF MS/MS) using a Waters
ultra-efficient liquid chromatography (UPLC) (Waters, Milford, USA) and Bruker
maXis mass spectrometry (MS/MS) system (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Compounds are identified by comparing molecular formula and MS/MS
fragments with compounds in METLIN, LIPIDMAPS databases and data found in
literature sources. The diagram below shows the process sequence of the research
progress.
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Dioscorea nipponica Makino

leaves & tubers
Dioscorea caucasica Lipsky

leaves & tubers
Astragalus glycyphyllos L.

leaves

Drying temperature:

leaves at room, tubers at 50°C |
A 4

Grinding

Extraction
(70% (v/v) ETOH/H,0)

v v

Identification Quantification
UPLC-QTOF-MS HPLC DAD UV

Flavonoids (quercetin 3-O-glucoside;
Fatty acids and conjugates,

v
Dissolving in MeOH Organic acids;
| Hydroxycinnamates;

|t| Filtration H Rotary-evaporation H Freeze-drying
§ Dissolving in 70% (v/v)
ETOH/H,O0 for inhibition

assay

Solids

Peptides,
Carbohydrates,
Isomers of saponins

l

a-Glucosidase (EC 3.2.1.20)

Sigma-Aldrich protocol

a-Amylase (EC 3.2.1.1)

Sigma-Aldrich protocol

Buffer: 0.02M Na,HPO,/NaH,PO,
6.7 Mm NaCl, pH 6.8

[1]: D.C/D.N/AG leaves EtOH-Ext.

[E]: a-Amylase

[S]: 1% (w/v) starch from potato

Color reagent: DNS

AChE (EC 3.1.1.7)

Ellman’s method

v

Buffer: 50 mM Tris/HCl, pH 8.0

[1]: D.C/D.N/A.G leaves EtOH-Ext.

DTNB: 0.05 mmol/L
[E]: 0.55 U AChE
[S): AtChl

l

ACE-I (EC 3.4.15.1)

Holmquist et al. (1979)
Ronca-Testoni S. (1983)
Vermerissen et al. (2002)

Buffer: 80 mM Sodium borate, pH 8.3
[]: D.C/D.N/A.G leaves EtOH-Ext.

[E]: ACE (from rabbit lung acetone
powder)

[S]: FAPGG

}

Buffer: 0.1M K,HPO,/KH,PO, pH 6.9
[I:Tubers EtOH-Ext. (ug/mL): D.C: 200,

500; D.N: 500
[E): a-GLU fixed value

; ‘
o

§ £ Buffer: 0.1M KHPOY/KH,PO,, pH 69

o £ [I: D.C/DN/AG leaves EtOH-Ext.

g 7  [El: a-GLU fixed value

£ sepNeG

S Reagent: (+) Na,CO,/(-) Na,CO,

Enzyme kinetic reaction
system

$ il

$ £ Buffer 0.1M K;HPO/KH,PO, pH 69
R [1] Leaves EtOH-Ext. (ug/mL): D.C: 25,15; D.N:
®a 25; A.G: 140, 200

g, [E): a-GLU fixed value
S [S]: pNPG (mM): D.C: 0.05 - 0.33; D.N: 0.1 - 0.33;

AG:0.1-05

[S): pPNPG (mM): D.C: 0.004 - 0.33;

D.N:0.075-0.33

Enzyme kinetic reaction
system

Buffer: 50 mM Tris/HCl, pH 8.0

[1]: Leaves EtOH-Ext. (ug/mL): D.C: 50;
D.N: 25,50

DTNB: 0.05 mmol/L

(E]: AChE fixed value

[S]: ATChI (uM): D.C: 45 - 160;
D.N:41.25-110

}

Buffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8.0

[I]: Leaves EtOH-Ext: A.G: 190 ug/mL
DTNB: 0.05 mmol/L

[E]: AChE fixed value

[S]: ATChI (mM): 0.04 - 0.24
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4.2. RESULTS AND THEIR DISCUSSION

4.2.1. Profiles of compounds in leaf and rhizome extracts of D. caucasica
Lipsky

Compounds were determined in negative mode by ESI(-) by UPLC-QTOF-
MS/MS method in D. caucasica leaf and rhizome extracts. According to the study of
different parts of the plant, compounds and extracts containing them are briefly
divided into two groups: (1) leaf ethanolic extract containing four organic acids (1-
4), eight hydroxycinnamic acids (10-17), seven flavonoids (18-24), one carbohydrate
(6), two fatty acids (26-28) and several compounds of other classes (31-34); (2)
rhizome ethanolic extract containing four organic acids (1-2, 4-5), four carbohydrates
(6-9), five fatty acids (25, 27-30), six isomers of steroidal glycosides (35—-40) and
several compounds of other classes (38-39). Table 4.2.1 below illustrates the more
detailed data for these compounds.
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Table 4.2.1 Compounds in leaf and rhizome extracts of D. caucasica Lipsky are identified by UPLC/Q-TOF-MS/MS method

m/z [M - H]~ g 2
ID | tr Compounds > | @ | Reference
N ' Error S| S
r-| mmn Found | Calculated | Diagnostic lon(s) J| R
(ppm)
Organic acids
1. 0.4 191.0561 191.0556  191[C7H1106] -0.5  (-)-Quinic acid +
0.72  191.0562 -0.6 + MS
2. 0.5 133.0142 133.0137  133[C4Hs0s]™ -0.5 (L/D)-Malic acid/ + [154]
0.82 133.0142 -0.5 2-Hydroxybutanedioic acid + [155]
3. 0.5 173.0454 173.0450  173[C7HqOs]" -0.4  Shikimic acid [154, 156]
4, 0.8 191.0196 191.0191  191[CeH;O7]" -0.4  2-Hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic ~ + MS
acid
1.22 191.0200 -0.8  (Citric/isocitric acid) + MS
5. 1.8 255.0512 255.0505  255[C1iH1107] -0.7  (p-hydroxybenzyl)tartaric acid (Piscidic + [157]
acid)
Carbohydrates
6. 0.6 179.0561 179.0555  179[CeH1106] -0.6  Hexose +
7. 0.7 341.1089 341.1083  341[Ci2H2101]" -0.6  Dihexose (Hexz) [158]
8. 0.7 683.2252 683.2246  683[Ca4H13022]" -0.6  Unseparated sugars [159]
[2M - H]~
9. 0.7 1025.3414  1025.3408  1025[CssHe3033]" -0.6  Unseparated sugars + [159]
[3BM - H]~
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Table 4.2.1 (cont.)

m/z [M - H]~ ol o
ID | tr Compounds > | @ | Reference
Nr. | min . . Error S| S
' Found Calculated | Diagnostic lon(s) a| F
(ppm)
Hydroxycinnamates
10. 707.1822 707.1823 707[C32H35018] -0.1 +
[2M — H]~
15  353.0875 353.0872 353[C16H1700]~ -0.3  3-O-caffeoylquinic acid*
707.1822 707.1823 707[C32H35018] -0.1 +
[2M — H]~
11. 355.0664 355.0665 355[C15H15010]" -0.1  Caffeic acid 3-O-glucuronide [160]
12. 16  297.0612 297.0610 297[C13H130g]~ -0.2  Caffeoylthreonic acid +
707.1827 707.1823 707[C32H35018] -0.4
[2M — H]~
13. 353.0876 353.0872 353[C16H1700]~ -0,4  5-O-caffeoylquinic acid?
1.7  191.0559 191.0556 191[C7H1106] -0.5
14, 337.0930 337.0923 337[C16H170g]~ -0.4  Coumaroylquinic acid + [156]
15. 353.0877 353.0872 353[C16H1709]~ -0.5 4-O-caffeoylquinic acid + [160, 161]
1.9  191.0564 191[C7H1106] -0.7 +
16. 2.0  335.0771 335.0766 335[C16H1508] -0.5 Caffeoylshikimic acid + [156]
17. 21 367.1031 367.1029 367[C17H1000] -0.2  Feruloylquinic acid + [156, 160]
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Table 4.2.1 (cont.)

m/z [M - H]~ | o
ID | tr Compounds > | & | Reference
Nr. | min | round | Calculated | Diagnostic lon(s) Error il
(ppm)
Flavonoids
18. 23  609.1463 609.1455 609[C27H29016] -0.8  Quercetin-3-O-rutinoside (rutin)? +
19. 24 463.0879 463.0876 463[C21H19012]” -0.3  Quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin)t +
20. 505.0995 505.0982 505[C23H21013] -1.3  Quercetin-3-O-acetyl(hexoside) +
21. 25 549.0883 549.0880 549[C24H21015] -0,3  Quercetin-3-O-malonyl(hexoside) + [162]
22. 26 447.0930 447.0927 447[C21H19011] -0,3  Quercetin-3-O-rhamnoside (quercitrin)  + [163]
23. 2.7 533.0934 533.0931 533[C24H21014] -0.27  Quercetin-3-O-malonyl(rhamnoside) + MS
24. 489.1036 489.1033 489[C23H21012] -0.3  Quercetin-3-O-acetyl(rhamnoside) +
Fatty acids and conjugates
25. 4.6 329.2335 329.2328 329[C1gH330s5]~ -0.7  Trihydroxyoctadecenoic acid + [164]
26. 5.8 293.2120 293.2117 293[C1sH2903]~ -0.3  Hydroxyoctadecatrienoic acid + [164], MS
27. 6.8 358.2601 358.2593 358[C1gH3sNOs]~ -0.8  Hydroxydodecanoylcarnitine + SLMFA
07070032

28. 6.9 295.2280 295.2273 295[C1gH3103]" -0.7  Isomer of Hydroxyoctadecadienoic acid +

8.02 295.2281 -0.8 + [164]
29. 84  271.2279 271.2273 271[C16H3103]" -0.6  Hydroxyhexadecanoic + [164]
30. 838 279.2330 279.2324 279[C1gH3102]" -0.6  Octadecadienoic acid (Linoleic acid, + [164]

C18:2)
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Table 4.2.1 (cont.)

m/z [M - H]- n| o
ID | &, Compounds > | & | Reference
Nr. | min | Found | Calculated | Diagnostic lon(s) Error il
(ppm)
Other compounds
31. 0.3 225.0617 225.0610  225[C7H130s] -0.7  Glucoheptonic acid + [165]
32. 09 290.0881 290.0875  290[C11H16NOg]~ -0.6  N-acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminic +
acid
33. 128.0352 128.0347  128[CsHsNO3] -0.5  Pyroglutamic acid + [166]
34, 14  345.1188 3451186  345[CisH200]" -0.2  Aucubin + MS
35. 33 1109.5383  1109.5379  1109[Cs:HgsO2s] -0.4  Steroidal glycoside + [167]
36. 3.7 10935431  1093.5431  1093[Cs2HgsO024] -0.0  Steroidal glycoside + [167]
37. 43 10755327 10755325  1075[CsHsg3023]" -0.2  Steroidal glycoside (OP derivative) +  [167, 168]
[M - H-146]

38. 6.5  929.4754 929.4746  929[CasH73010]" -0.1  Steroidal glycoside +
39. 6.6 913.4798 913.4797  913[CusH7301s] -0.1  Steroidal glycoside
40. 6.8  767.4228 767.4217  767[CaoHe3014] -1.1  Steroidal glycoside (pentandroside B) +  [167,169]
Unknown compound
41. 6.1  559.3117 559.3118  559[CzsH4701u1]" -0.1  Unknown compound + MS
42. 6.6 483.2727 483.2719  483[CasH3sNeO4]" -0.8  Unknown compound + MS
43. 5.6 721.3652 721.3646  721[C34Hs57016] -0.6  Unidentified galactolipid + MS
44, 6.8  723.3809 723.3803  723[C3z4H59016]" -0.6  Unidentified galactolipid + MS

!Identification is supported by the standard. 2Elution times (tr) of the same compounds for tuber extracts were slightly higher. 3LMFA — designates
the LIPIDMAPS online database number for the metabolite.“OP — ophiopogonin.
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The following organic acids were found in extracts of leaves and rhizomes of
D. caucasica: (-)-quinic (1) ([M — H]- m/z 191.0556), (L/D)-malic (2) ([M — H] m/z
133.0137), citric/isocitric (4) (M — H]" m/z 191.0191) at different retention times (tg)
of 0.4 and 1.2 min. The latter compounds corresponded to molecular formulas.
Shikimic acid (3) ([M — H]" m/z 173.0450) at a retention time (tg) of 0.5 min and
glucoheptonic acid (31) ([M — H] m/z 225.0610) at a retention time (tg) 0.3 min was
detected in D. caucasica leaf extracts, while piscidic acid (5) ([M — H]- m/z 255.0505)
with a retention time (tg) 1.8 min was detected in rhizome extracts. In previous studies,
piscidic acid was identified in rhizomes of D. nipponica [157], while shikimic, malic,
and threonic acids were identified in Dioscorea elephantipes, Dioscorea sylvatica,
and other species (154). Glucoheptonic acid was discovered in the leaves of
D. caucasica for the first time.

Another compound (30) ([M — H] ion m/z 290.0875) at a retention time (tg) of
0.9 min matched the model of derivative fragment of sialic acid (N-acetyl-neuraminic
acid) that was preliminary identified as N-acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminic
acid (NADNA). In previous studies of Dioscorea spp. species, NADNA was not
found. At the same retention time as the compound (30), a model of the amino acid
fragment (33) was detected, which was identified as pyroglutamic acid (33) ([M —H]"
m/z 128.0347) [166]. These compounds were found only in the extract of Dioscorea
leaves. Another deprotonated molecular ion (34) [M — H]™ at m/z 345.1186
(tr, 1.4 min) coincided with the spectra provided in the database Metlin and other
authors and corresponded to the characteristic of the iridoid glycoside aukubin [170].
The latter iridoid glycoside is mostly found in plant species of the Plantago genus.

The isomer of caffeoylquinic acid has the chemical formula CigH1s09 and a
monoisotopic ion mass of m/z 354.0950. Similar [M — H]~ precursor ions with m/z
value 353.0872 were characteristic of compounds (10), (13), and (15) at the retention
times (tr) of 1.5, 1.7 and 1.9 min, respectively. This pattern of mass spectra indicated
the presence of several isomers of caffeoylquinic acid. The first compound (10) was
identified as 3-O-caffeoylquinic acid [160]. The second compound (13) was assigned
to 5-O-caffeoylquinic acid. According to the molecular ion corresponding to the
molecular formula and its dimer m/z 707.1823[2M — H]" (tr, 1.7 min), it was easy to
see the characteristic fragments m/z 191.0556 [M — HJ (tr, 1.7 min) specific to 5-O-
caffeoylquinic acid m/z 353.0872 [M — H] . The molecular spectra obtained coincided
with previous studies [160], and the identity of 5-O-caffeoylquinic acid was
confirmed by reference standard. Based on the precursor ion m/z 297.0612 [M — H]~
compound (12) was preliminary identified as caffeoylthreonic acid. Other compounds
(14) and (15) containing [M —H] m/z 337.0923 and m/z 353.0872 molecular ions and
fragments m/z 191.0556 [M— H — 146] and m /z 191.0556 [M—H-162]" respectively,
were assigned to hydroxycinnamic acids: coumaroylquinic and 4-O-caffeoylquinic
acids. Compound (16) ([M — H] ion m/z 335.0766), retention time (tg) of 2 min was
identified as caffeoylshikimic acid. In earlier studies, it was determined in D.alata
leaves [156], whereas the compound (17) ([M — H] ion m/z 367.1029) according to
the obtained retention time (tz) of 2 min was assigned to feruloylquinic acid.
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Compounds 18-24 were identified as flavonoids belonging to quercetin
derivatives. Quercetin (3,3',4',5,7-pentahydroxylflavone) corresponding to the
molecular formula CisH100; (monoisotopic mass m/z 302.04265) and having a
characteristic fragment ion m/z 301[M — H]~ was definitely associated with the
detected quercetin derivatives analyzed in leaf extracts of D. caucasica. This explains
that the molecular spectra of the detected flavonoids are characterized by [M — H (3-
O-glycoside)]” compounds. Compounds (18) and (19) with molecular ions of m/z
609.1455 (tr, 2.3 min) and m/z 463.0876 (tr, 2.4 min) corresponded to quercetin-3-O-
rutinoside and quercetin-3-O-glucoside, respectively. The identity of the latter
compounds was confirmed by reference standards. Compound (22) ([M — H]-, ion m/z
447.0927) (tr, 2.6 min) coincided with the spectra of quercitrin reported by other
authors [163] and was identified as quercetin-3-O-rhamnoside (quercitrin). The
detected compounds as tg 2.5 min: (21) ([M — H]~ ion m/z 549.0880), (20) ([M — H]~
ion m/z 505.982); tz 2.7 min: (23), [M — H]" ion m/z 533.0931), (24) [M — H] " ion m/z
489.1033), are associated with quercetin derivatives that may belong to acetylated
(malonyl) flavonoids. This is explained by the fact that the loss of the acetyl residue
(C2H20) of the malonyl group compounds is due to the loss of CO,. This is
characteristic of both compound (20) with m/z 505.0982 [M — H — 44]~ and compound
(24) with m/z 489.1036 [M — H — 44]". The presence of compounds (20) and (21) was
confirmed by the mass spectra distribution path presented in the literature
investigating the profiles of phenolic compounds in the fruits and leaves of Ficus
carica L. by using QTOF-MS analysis [162]. Accordingly, acetylated (malonyl)
flavonoids were identified as follow: (20) quercetin-O-acetyl(hexoside), (21)
guercetin-3-O-malonyl(hexoside) (23) quercetin-3-O-malonyl(rhamnoside) (24)
guercetin-3-O-acetyl(rhamnoside).

Carbohydrates were detected only in samples of D. caucasica rhizome extracts,
with the exception of a hexose of uncertain structure (6). Sucrose (7) ([M — H]" m/z
341.1083) was detected at tg 0.7 min [158, 159] and at the same retention time, while
two other compounds, (8) ([2M — H], m/z 683.2246) and (9) ([3M — H] ion,
m/z 1025.3408), corresponded to the spectral characteristics of deprotonated dimer
and trimer oligosaccharide ions [159]. Table 4.2.1 describes them as non-separated
sugars.

The m/z fragment (profile) patterns detected in the obtained mass spectra are
associated with fatty acids. Compound (30) [M — H] m/z 279.2324 (tz 8.8 min),
corresponded to linoleic acid (C18:2), another compound (28) [M —H]- m/z 295, 2273
(tz, 6.9 and 8.0 min) corresponded to hydroxyoctadecadienoic acid. Other compounds
showed ions of hydroxylated fatty acid molecules: (29) ([M — H] ion m/z 271.2273)
at (tz) 8.4 min and (25) ([M — H]- m/z 329.2328) at (tr) 4.6 min corresponded to
hydroxyhexadecanoic acid (29) and trihydroxy octadecenoic acid (25), respectively.
Hydroxyoctadecatrienoic acid (26) [M — H] ion m/z 293.2117 was detected only in
the leaf extract with a retention time (tr) of 5.8 min. Furthermore, the [M — H] ~ion of
compound (27) m/z 358.2593 at (tr) 6.8 min showed the molecular formula
Ci9H3sNOs, which corresponds to a fatty acid ester. Such a fatty acid ester is
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characteristic of carnitine derivatives. Referring to the literature data and the LIPID
MAPS database, this compound is identified as hydroxy dodecanoylcarnitine.

In the obtained mass spectra, it was not possible to determine the exact place of
hydroxylation, but according to the molecular ion corresponding to the molecular
formula, it is easy to see the characteristic fragments specific to fatty acids, and the
observed retention time of fatty acids correlates with literature data. It should be noted
that conjugates of fatty acids with amino acids are widely found in animal products,
but their availability in plants is limited.

The exact structures of the detected compounds (35), (36), (37), (38), and (39)
could not be clarified, but based on their molecular ions [M — H]- m/z 1109.5379
(tr, 3.3 min), 1093.5431 (tr, 3.7 min), 1075.5325 (tr, 4.3 min), 929.4746 (tr, 6.5 min),
913.4797 (tz, 6.6 min), corresponding to the molecular formulas Cs;HgsO2s,
Cs2Hgs024, Cs2Hg3023, CasHr3019 and CaeH7301s, they undoubtedly belong to the
steroidal glycosides abundant in various species of Dioscorea. The spectral data of
compound (40) [M — H] ion m/z 767.4217 (tr, 6.8 min) also indicate the steroidal
saponin pentandroside B [167]. Moreover, compound (44) [M — H]" m/z 723.3803
corresponding to the molecular formula CssHs9O16 Was detected in rhizomes with a
retention time (tr) of 6.8 min, while compound (43) [M — H]  ion m /z 721.3646 was
detected in leaves with a retention time of 5.6 min. The latter compounds most likely
belong to galactolipids.

4.2.2. Profiles of compounds in D. nipponica Makino leaf and rhizome
extracts

Referring to the study of different plant parts, the compounds and extracts
containing them are divided into two groups: (1) leaf ethanolic extract containing six
organic acids (1-5, 7), eight hydroxycinnamic acids (14-21), ten flavonoids (22-31),
three carbohydrates (8-9,11), one cluster ion (13), three isomers of steroidal
glycosides (41, 44, 48) and several compounds of other classes (37—40); (2) rhizome
ethanol extract containing five organic acids (1-2, 4-6), four carbohydrates (8, 10—
12), one cluster ion corresponding to the hexose dimer of quinic acid (13), four fatty
acids (32-33, 35-36), eight isomers of steroidal glycosides (42—49) and several
compounds of other classes (38-39). More detailed data for these compounds are
shown below (Table 4.2.2).
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Table 4.2.2 Compounds in leaf and rhizome extracts of D. nipponica Makino are identified by UPLC/Q-TOF-MS/MS method

m/z [M - H]~ o | o
ID tr S I
N Error Compounds © [© Reference
Nr. | min Found Calculated | Diagnostic lon(s) (opm) =
Organic acids
1. 0.4 191.0563 191.0556  191[C7H1106]" -0.7  (-)-Quinic acid +
0.72  191.0561 -0.5 + MS
2. 0.5 133.0142 133.0137  133[C4H50s] -0.7 2-Hydroxybutanedioic acid (Malic acid)  + [154]
0.72 133.0142 -0.6 +
3. 05 173.0454 173.0450  173[C7Hq0s] -0.7  Shikimic acid [154]
4, 0.7 191.0198 191.0191  191[CeH/Or] -0.7 2-hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic acid + MS
1.22  191.0198 -0.7 (Citric/isocitric acid) + MS
5. 1.0  147.0299 147.0294  147[CsH;Os] -0.5 Citramalic acid +
1.4>  147.0300 -0.6 +
6. 1.8  255.0514 255.0505  255[C11H1:07] -0.9 Piscidic acid + [157]
7. 2.8 187.0976 187.0970  187[CoH1504]" -0.6  Nonane diacid (Azelaic acid) + [171]
Carbohydrates
8. 0.3 179.0561 179.0556  179[CeH1106]" -0.5 Hexose + MS
0.62 179.0563 179.0556  179[CsH1106]" -0.7 + MS
9. 0.4  149.0456 149.0450  147[CsH¢Os] -0.6 Pentose MS
10. 0.4 387.1146 387.1139  387[Ci3H23013]" -0.7  Unknown disaccharide (*DBE= 2) +
0.72 387.1146 -0.8 + MS
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Table 4.2.2 (cont.)

5 m/z [M - H] o |
tr, > | o
Nr. | min Found Calculated | Diagnostic lon(s) (Epgr?]; Compounds § E Reference
11. 0.7 341.1089 341.1083 341[C12H21011]" -0.6 Hex; + [158]
12. 0.7 683.2256 683.2246 683[C24H13022] -0.1  Unseparated sugars + [159]
[2M - H]~
Cluster ion
13. 04 533.1722 533.1717  533[C19H33017] -0.5 +
0.72 533.1723 -0.6  Quinic acid + dihexose (Hex,) + MS
Hydroxycinnamates (HCAS)
14. 15 707.1829 707.1823 707[C32H35018]~ -0.6 [160]
[2M - H]~
353.0879 353.0873 353[C16H170q]" -0.6  3-O-caffeoylquinic acid® MS
15. 1.6 355.0672 355.0665 355[C15H15010]" -0.7 Caffeic acid 3-O-glucuronide [160]
16. 297.0621 297.0610 297[C13H130s]~ -1.1 Caffeoylthreonic acid
707.1828 707.1823 707[CaHss018] 0.5 [160]
[2M - H]~
17. 17 353.0880 353.0873 353[C16H1709]~ -0.7 5-O-caffeoylquinic acid® + MS
191.0562 191.0556 191[C7H1106] -0.6
18. 19 337.0929 337.0923 337[C16H1708]" -0.6  Coumaroylquinic acid + MS
[M—H-146]
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Table 4.2.2 (cont.)

m/z [M - H]~ o
ID 1 & E Compounds % E Reference
; rror
Nr. | min Found Calculated | Diagnostic lon(s) (opm) g g2
19. 19 353.0877 353.0873 353[C16H170q]" -0.4  4-O-caffeoylquinic acid +
191.0564 191.0556 191[C7H1106] -0.8 +
20. 2.0 335.0771 335.0766  335[C16H150s8]" -0.5 Caffeoylshikimic acid + [156]
21. 21 367.1031 367.1029  367[C17H1909] -0.2  Feruloylquinic acid + [160,156]
Flavonoids
22. 18 577.1354 577.1346  577[C3oH25012] -0.8  Procyanidin dimer (B type) + [127,172]
23. 19 289.0719 289.0712  289[C15H1306] -0,7 +
2.12  289.0723 289[C15H1306]" -1.09 Catechin + [158]
24. 23 609.1461 609.1456  609[C27H29016] -0.5  Quercetin-3-O-rutinoside (rutin)* + MS
25. 24  477.0676 477.0669  477[CaH17013] -0.7 Quercetin-3-O-glucuronide + [173]
26. 24  463.0891 463.0876  463[C21H19012]" -1.5  Quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin)*  + MS
217. 505.0995 505.0982  505[C23H21013]" -1.3  Quercetin-3-O-acetyl(hexoside) +
28. 2.6 549.0883 549.0880  549[C2:H2101s5]" -0.3  Quercetin-3-O-malonyl(hexoside) + [162]
29. 2.7 447.0941 447.0924  447[C21H19011]" -0.3  Quercetin-3-O-rhamnoside (quercitrin) + [163]
30. 533.0934 533.0931  533[C24H21014]" -0.27 Quercetin-3-O-malonyl(rhamnoside) + MS
31. 2.8 489.1036 489.1033  489[C2H21012]" -0.3  Quercetin-3-O-acetyl(rhamnoside) +
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Table 4.2.2 (cont.)

m/z [M - H]~ g | o
,LD th' _ ) Error Compounds § § Reference
r. | min Found Calculated | Diagnostic lon(s) (opm) B
Fatty acids and conjugates
32. 3.8 327.2181 327.2172  327[C1gH310s5] -0.9 Hydroperoxy-epoxy-octadecenoic acid ~ + [164]
43 327.2180 -0.8 +
33. 329.2337 329.2328  329[C1sH330s]" -0.9 Trihydroxyoctadecenoic acid + [164]
329.2332 -0.4
34, 5.8 293.2122 293.2117  293[CigH2903] -0.5 Hydroxyoctadecatrieonic acid + [164]
35. 6.3 295.2280 295.2273  295[C1sH3103]" -0.7 Hydroxyoctadecadienoic acid +
7.0 295.2281 -0.8 + [164]
36. 6,8 358,2601 358,2593  358[C19H36NOs]” -0.8 Hydroxydodecanoylcarnitine + ‘LMFA
07070032
Other compounds
37. 0.3 225.0617 225.0610  225[C7H130s] -0.7  Glucoheptonic acid + [165]
38. 0.9 290.0881 290.0875  290[C11H16NOg] -0.6  N-acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminic +
acid
1.3 290.0882 290.0875  290[C1:H16NOsg] -0.7 + MS
39. 0.9 128.0354 128.0347 128 [CsHsNO3]~ -0.7  Pyroglutamic acid +
1.3  128.0354 128.0347 128 [CsHsNO3] -0.7 +
40. 14 345.1188 345.1186  345[CisH210¢] -0.2  Aucubin +
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Table 4.2.2 (cont.)

5 m/z [M - H] o |
tr, > | o
Nr. | min Found Calculated | Diagnostic lon(s) (Epgr?]; Compounds § E Reference
Saponin isomer
41. 3.2 947.4856 947.4852  947[CasH7502] -0.4  Steroidal glycoside + MS
42. 33 11255336 11255329  1125[CsHgs026]" -0.7  Steroidal glycoside (OP derivative) + [168]
43. 1109.5390 1109.5379  1109[Cs2Hg5025] -1.1  Steroidal glycoside +
[M—H-162]

44, 3.4  945.4693 945.4695  945[CusH73020]" -0.2 Steroidal glycoside + [167]

56 9454701 945.4695  945[Cs6H73020]" -0.6 +
45. 6.2 1091.5283 1091.5274  1091[Cs2Hg3024] -0.9 Steroidal glycoside (OP derivative) + [167,168]
46. 6.5 929.4751 929.4746  929[CusH73019]" -0.5 Steroidal glycoside + [167]
47. 6.8 899.4644 899.4640  899[CssH7101s]” -0.4  Steroidal glycoside + [174]
48. 5.9 767.4216 767.4218  767[CaoHs3014]" -0.2  Steroidal glycoside (pentandroside B) + [167]

6.9 767.4227 767[CaoHe3014]~ -0.9 + [169]
Peptides
49. 33 585.2678 585.2673  585[C2sH37NsOg]~ -0.5 Tetrapeptide MS (Metlin)
50. 4.1 570.2792 570.2788  570[C2sH3sNgOs]" -0.4 Tetrapeptide MS (Metlin)
51. 35 658.2956 658.2949  658[C29H40NgOo]~ -0.7 Pentapeptide MS (Metlin)
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Table 4.2.2 (cont.)

o | m/z [M - H] o |

R, > >
Nr. [ min | Foung Calculated | Diagnostic lon(s) (Ii)gr?]; Compounds E E Reference
Unknown compound
52. 2.8 429.1764 429.1760  429[C20H29010] -0.4  Unidentified (O-glycosyl compounds) + MS
53. 3.1 635.2926 635.2915  658[C29H47015]" -1.1  Unidentified (acylsucrose) + MS

3.52  635.2927 658[C29H47015]" -1.2 +

54, 3.4 4952341 495.2324  495[C36H310,] -1.7  Unidentified + MS
55. 4.3  449.2753 449.2751  449[C2HuOg] -0.2  Unidentified + MS
56. 55 721.3650 721.3646  721[CasHs57016] -0.4  Unidentified galactolipid + MS

!dentification is supported by the standard. 2Elution times (tr) of the same compounds for tuber extracts were slightly higher.*DBE — Double
Bond Equivalent. ‘LMFA — designates the LIPIDMAPS online database number for the metabolite.“OP — ophiopogonin.
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Organic acids found in extracts of leaves and rhizomes of Dioscorea nipponica
are the following: (-)-quinic acid (1) ([M — H] -, m/z 191.0556), (L/D)-malic (2)
(IM —H], m/ z 133.0137), citric/isocitric (4) [M — H]-, m/z 191.0191) citramalic (5)
(IM —HJ]~, m/z 147.0294) at different retention times (tr) of 0.4 and 1.2 min. Piscidic
acid (6) ([M —H]~, m/z 255.0505) with a retention time (tz) of 1.8 min. was only found
in rhizome extracts, while shikimic (3) ([M — H]~, m/z 173.0450) and azelaic (7)
(IM—H], m/z 187.0970) acids with retention times (tz) 0.5 and 2.8 min were
determined only in leaf extracts. In previous studies, shikimic and malic acids were
determined in leaves of D. elephantipes, D. sylvatica, D. mexicana [154], azelaic acid
in rhizomes of D. alata, D. bulbifera [171], and piscidic acid in D. nipponica
rhizomes.

Carbohydrate-specific molecular ions were detected in both leaf and rhizome
extracts. Sucrose-specific molecular ion (11) ([M — H]~, m/z 341.1089) [158, 159]
with a retention time (tr) of 0.7 min and the following ion of the compound (12)
[2M —H]-, m/z 683.2252) at the same retention time matched well the spectral
characteristics of the deprotonated dimer oligosaccharide ion and was assigned to
unrefined sugars. A similar carbohydrate-specific compound (10) ([M — H]~, m/z
387.1139) according to retention time (tr) of 0.4 min was detected in both leaf and
rhizome extracts. This unknown disaccharide (10) could have formed from various
hexoses. It is also known that cluster ion compounds exist in nature as blends of mixed
groups (clusters) with other molecules. Namely, the mass spectrum of compound ion
(13) ([M — H]", m/z 533.1717) (tr, 0.4 min: leaves; tz, 0.7 min: rhizomes) clearly
indicated quinic acid ester and a hexose mixture ([quinic acid + Hexz-H]"). Also, the
MS spectrum of the compound (37) ([M — H]~, m/z 225.0610) corresponded well to
the formula of glucoheptonic acid, C;H130g [165], and another MS spectrum (39), ([M
— HJ~, m/z 128.0347) corresponded to the pyroglutamic acid formula CsHsNOs; the
first compound was detected only in the leaf extract and the second in both extracts
(Table 4.2.2).

N-acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminic acid (38) belonging to sialic acid
derivatives [M — H]~, m/z 290.0875) (tz, 0.9 min: leaves; tr, 1.3 min: rhizomes)
matched the molecular mass spectrum in the Metlin database. The molecular ion (40)
of another compound ([M — H]", m/z 345.1186) matched the mass spectrum of the
iridoid glycoside well and was preliminary identified as aukubin. This compound
belonging to iridoid glycosides is usually found in different parts of plants and is
responsible for defensive functions.

The different isomers of caffeoylquinic acid have the chemical formula
C16H1809 and a monoisotopic mass of 354.0950. During the research, the molecular
ion [M — H]" m/z 353.0876 of caffeoylquinic acid precursor was characteristic of
molecular isomers of compounds (14), (17), and (19) formed at different retention
times of 1.5, 1.7, and 1.9 min, respectively. From the molecular ion (14) ([M — H],
m/z 353.0873) corresponding to the molecular formula Ci6H1709 and the adjacent
dimer (m/z 707.1823) (tz, 1.5 min) it was easy to envision the presence of 3-O-
caffeoylquinic (neochlorogenic) acid. A similar arrangement of the spectra is
characteristic for the retention time of 1.7 min. The most intense m/z peaks of the
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molecular ion are located in the chromatogram as follow: 707.1823 [2M — HJ;
353.0873, [M — H]™ and 191.0556 [M — H]-, confirmed the presence of (17) 5-O-
caffeoylquinic acid. The presence of these acids coincided with the spectra of
caffeoylquinic acid isomers reported by other authors [160]. Also, the identity is
confirmed by an authentic standard. Referring to well-fitting molecular formulas and
MS spectra, the ion (16) of compound ([M — H]-, m/z 297.0610) at a retention time
(tr) of 1.6 min was preliminary identified as caffeoylthreonic acid and ion (15) of
compound ([M — H]~, m/z 355.0665) as the caffeic acid 3-O-glucuronide [160].
Another compound (18) with a retention time (tz) of 1.9 min and m/z 337.0923 was
identified as coumaroylquinic acid based on the clearly visible (146 Da) separation of
the sugar part. lons of compounds (20) ([M — H]~, m/z 335.0766) and (21) ([M — H],
m/z 367.1029) showed typical mass spectra of caffeoylshikimic and feruloylquinic
acids, respectively [160, 156].

The various isomers of quercetin have the chemical formula CisHi0O~
(3,3',4',5,7-pentahydroxylflavone) and the monoisotopic mass is 302.04265. [M — H
(3-O-glycoside)]~ flavonoid isomers were dominant in Dioscorea nipponica leaf
extracts, as shown in Table 4.2.2

Compounds (24) and (26) at m/z 609.1456 and 463.0876 were identified as
guercetin-3-O-rutinoside  (rutin) and quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin),
respectively; their identity is confirmed by reference standards. Another quercetin
glycoside derivative (29) with a retention time (tr) of 1.9 min and m/z 447.0924 was
identified as quercetin-3-O-rhamnoside (quercitrin). The identity of the latter
coincided with mass spectral data reported by other scientists [163]. Also, the mass
spectra m/z (477.0669) presented in the literature [173] coincide with the obtained
spectra of the compound ion (25) ([M — H]~, m/z 447.0669). The latter compound has
been identified as quercetin-3-O-glucuronide. Compounds (27) and (28) showed
precursor ions [M — H]™ m/z 549.0880 and 505.0982, accordingly. The latter were
identified as quercetin-3-O-malonyl glucoside and quercetin-3-O-acetylglucoside,
accordingly. The presence of these compounds is confirmed by the mass spectral data
presented in literature [162]. A similar path in the mass spectrum is characteristic of
other detected compounds: molecular ions (30) ([M — H]-, m/z 533.0931) and (31)
[M—H], m/z 489.1033) corresponding to molecular formulas CzH»:0:4 and
Ca3H21012 respectively, led to the preliminary identification of quercetin-3-O-
malonylrhamnoside and quercetin-3-O-acetylrhamnoside, accordingly. lon (22) of
compound ([M — H]~, m/z 577.1346) was identified as the procyanidin dimer [172].
With respect to the data obtained for this oligomer it is confirmed that the compound
ion (23) ([M — H] ", m/z 289.0712) is associated with catechin. Previous studies have
detected catechin in many species of the genus Dioscorea: D. bulbifera, [158,175], D.
hirtiflora [175], D. hamiltonii [29], and procyanides have been identified in previous
studies in D. cirrhosa [127] and D. alata [176] species.

Long-chain fatty acids and their hydroxylated derivatives are common in a
variety of plant materials, including rhizomes of Dioscorea [164,177]. In the
investigated MS spectra, ion (35) of compound ([M - H], m/z 295.2273)
corresponded to hydroxyoctadecadienoic. Other derivatives showed structures of
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hydroxylated fatty acids: ion (32) [M — H], m/z 327.2172) corresponded to
hydroperoxy-epoxy-octadecenoic acid; molecular ion (33) ([M — H]~, m/z 329.2328)
corresponded to tri-hydroxy-octadecenoic acid. Hydroxy-octadecatrienoic acid
corresponded to molecular ion (34) ([M — H]~, m/z 293.2117), but was only detected
in leaf extracts of D. nipponica Makino. It should be noted that MS/MS data do not
provide sufficient information about the exact position of the hydroxy groups in the
fatty acid chain. Furthermore, ion (36) of the compound ([M — H]-, m/z 358.2593)
corresponded to the molecular formula C19H3sNOs, which was associated with a fatty
acid ester. The latter was assigned to a carnitine derivative, namely,
hydroxydodecanoylcarnitine (C12-OH). However, the obtained mass spectra did not
allow to determine the exact location of hydroxylation. It is worth mentioning that
conjugates of fatty acids with amino acids are widely found in foods of animal origin
but are relatively rare in plants.

Steroidal glycosides (saponins) were detected in rhizome samples of Dioscorea
nipponica, but only a few were detected in leaf samples. Steroidal saponins identified
in previous studies also dominated in the rhizomes of Dioscorea [174]. QTOF/MS
data are insufficient to elucidate the exact structures of the compounds; their
purification and detailed spectral data, including various BMR, FTIR modifications,
would be required; however, such work was beyond the scope of our study.
Nevertheless, compounds (41), (45), and (47) with molecular ions [M — H]- m/z
947.4852, 1091.5274 and 899.4640, respectively, corresponded to the molecular
formulas C46H75020, C52H33024, and C45H71018, and definitely belong to the steroidal
glycosides abundant in the rhizomes of Dioscorea species [174, 178] and some other
plants [168, 167]. In the MS spectrum, compound ion (48) ([M — H]~, m/z 767.4218)
corresponded to the molecular formula C4oHe3O14, which coincides with the presence
of the steroidal saponin pentandroside B [167]. Hamed et al. (2004) [169] detected the
ion of the compound — pentandroside B ([M — H]" m/z 767) in a Tribulus genus plant
— Tribulus pentadrus.

The molecular formula CssH73019 of the compound ion (46) (M — H]-, m/z
929.4746) differed by one additional oxygen atom from compound ion (44) ([M — H]~
, M/z 945, 4695) of the molecular formula CssH73020, suggesting that the identities of
both compounds may belong to steroidal saponins. Similar differences in molecular
formulas are observed among compounds: molecular ions: (42) ([M — H]-, m/z
1125.5329 C52H35026) and (43) ([M — H]f, m/z 1109.5379 C52H85025). The latter
compounds may also belong to steroidal saponins, i.e., derivatives of opphiopogonin
[168]. The compound (56) ([M — H]", m/z 721.3646) found in the leaf extract and
corresponding to the formula CssHs7016 was identified as an unknown galactolipid.

Compounds (49), (50) and (51) with [M — H]- m/z 585.2673, 570.2788, and
658.2949 molecular ions accordingly, corresponded to CasH37NgOs, C26HzsN9Osg, and
Ca9H10N9Og molecular formulas belonging to peptides. With reference to the Metlin
database, compounds (49) and (50) are identified as tetrapeptides, while (51) is
identified as a pentapeptide. There is not much evidence about peptides extracted from
plant parts of D. niponnica. A well-known peptide so far is cyclo-(Leu-Tyr) found in
rhizomes of D. niponnica [41] and later in other species of Dioscorea [166].

129



4.2.3. Profiles of compounds in leaf extracts A. glycyphyllos L.

A. glycyphyllos leaf extract contains: organic acids organic acids (1-3);
carbohydrates (4-6); uridine (8); hydroxycinnamic acids (9-10); cycloartane
glycosides (11-13). More detailed data for these compounds are shown below (Table
4.2.3).

Table 4.2.3. Compounds in leaf extracts of A. glycyphyllos L. are identified by
UESC/Q-TOF-MS/MS method

ID tr m/z[M-H]~ Error Compound  Reference
Nr. min - - (ppm)
Found Calculated Diagnostic
lon(s)

1. 05 133.0142 133.0137 133[C4Hs0s]~ -0.5 (L/D)-Malic acid/ MS
malic acid

2. 141170191 117.0187 117[C4Hs04] -0.4  Succinic acid MS

3. 2.8 187.0978 187.0970 187[CoH1504]" -0.8  Azelaic acid MS

5. 0.6 149.0456  149.0450 149[CsHgOs]~ -0.6  Pentose

6. 341.1082 341.1083  341[Ci2H21011] -0.1  Sucrose/ [179]
isosucrose

7. 387.1140 387.1139  387[Ci3H23013] -0.1  Unknown MS
disaccharide
(DBE= 2)!

8. 0.9 243.0623 243.06171 243[CyH1:N,0¢]- -0.6 Uridine MS

9. 22 337.0929 337.0923  337[C1sH170s]" - Coumaroylquinic
acid

10.. 2.5 367.1039 367.1029  367[Ci7H100¢]- -1.0  Feruloylquinic [160]
acid

11. 4.2 699.4322 699.4319  699[Cs7He3012]- -0.3  Cycloartane [180]
glycosides

12.. 4.8 695.4008 695.4006  695[C37Hs9012]- -0.2  Cycloartane [180]
glycosides

13. 5.4 691.4060 691.4057 691[CssHs50011]- -0.3  Cycloartane [180]
glycosides

!DBE — double bond equivalent.

Organic acids identified in the leaves of A. glycyphyllos are as follow: (L/D)-
malic (1) ([M — H] ion m/z 133.0137), succinic (2) ([M — H] ion m/z 117.0187),
azelaic (3), ([M — H] ~ ion m/z 187.0970) in retention time (tr) intervals from 0.5 to
2.8 min. Other molecular ions (5) (M — H]~, m/z 149.0456) (6) [M — H], m/z
341.1083) and unknown disaccharide (7) ([M — H]~, m/z 387.1139), with a retention
time (tr) of 0.6 min were identified as (5) pentose, (6) sucrose, and (7) an unknown
disaccharide, respectively. Knowing that the amounts of many monosaccharides in
this species were determined by Lysiuk et al. (2015) [179], it was easy to assign these
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compounds to the carbohydrate class. Also, the MS spectrum of compound (9)
(IM—=H], m/z 337.0923) corresponded to the coumaroylquinic acid formula
Ci6H170s, and the other spectrum of compound (10) ([M — H]~, m/z 367.109 ) —
feruloylquine formula C17H1909. Another ion (8) of the compound ([M — H]-, m/z
243.0623) corresponds to the molecular formula CyH11N2Os, which matches to the
presence of uridine. Previous studies have identified uridine in the ethanolic root
extract [181] of the Astragalus membranaceus, (Fisch) Bge. var. mongholicus (Bge.)
Hsiao.

The exact structures of other compounds (11), (12), and (13) could not be
determined but referring to their molecular ions [M — H]™ m/z 699.43195 (tg, 4.2 min),
695.4006 (tr, 4.8 min) and 691.4057 (tr, 5.4 min), which correspond to the molecular
formulas Cs7HezO12, CarHs9O12 and CasHsgO11, belong to cycloartane glycosides
abundant in plant species of Astragalus L. genus [180].

4.2.4. Determination of enzyme activity

4.2.4.1. Evaluation of inhibition of D. caucasica extract on a-glucosidase
enzyme

The ability of ethanolic extracts of D. caucasica to inhibit the enzyme was
determined in two modeled enzymatic reaction systems in vitro (Fig. 4.2.4.1)
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Fig. 4.2.4.1 Effect of ethanol extract of D. caucasica leaves on a-glucosidase activity in
enzymatic reaction systems in vitro (A, B)
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Part (A) of the figure — the reaction is complete without 0.1 M Na2COs reagent; part (B) of the figure —
the reaction is complete with 0.1 M Na2COs reagent. Significant difference between modeled enzyme
reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after unifactorial dispersion analysis ANOVA is
indicated by different letters above the bars. The inhibitory capacity of the extract is marked with a
negative sign in percentage expression above the columns, the enzymatic reaction system without the
inhibitor is marked with 0 per cent above the column. Mean values + SN of three measurements are
presented

Increasing the concentration of the extracts from > 3.125 pg/mL to <200 ug/mL
the activity of the enzyme decreased accordingly: (1) at the end of the reaction without
0.1M NayCOg: from > 11.94 + 1.22 per cent to < 70.36 £+ 1.52 per cent compared to
the control (2) at the end of the reaction with 0.1 M Na;COs: >16.93 + 1.43 to <37.12
per cent = 1.8 compared to the control (Fig.4.2.4.1., (A), (B); Table 4.2.4.1).

When comparing the changes in the reduction of a-glucosidase activity between
the two cases of the methods used in the study, a statistically notable difference
(p < 0.05) in the inhibition ability of different extract concentrations was observed,
except for the 25 pg/ml extract concentration, in in vitro methods (Fig.4.2.4.1., (A),
(B); Tab. 4.24.1). In the study, using extract concentrations from
>6.25—-12.5 ug/mL and >50 pg/mL, the average percent difference in enzyme
activity between the applied methods was -6.260 — -3.490 per cent and 4.880 per cent,
respectively. When increasing the concentration of the extract from > 100 pg/mL
and > 200 pg/mL, a highly statistically significant average percentage difference in
enzyme activity change between the applied methods emerged — 19.19 per cent and
33.24 per cent. As it was mentioned, out of all the extract concentrations selected in
the study, only one (25 pg/mL) showed statistically insignificant differences in the
average per cent change in enzyme activity, which was -0.180 per cent between the
applied methods. (P= 0.8639) (Table 4.2.4.1).

Table 4.2.4.1 Difference in change in a-glucosidase activity between the two
biological surveys applied

D. caucasica Enzymatic reaction system Percentage p-value
leaf extracts, With 0.1 M Without 0.1 M difference

pg/mL Na2COs Na2COs

3.125 16.93+1.43 11.94+£1.22 -4.990 P=0.01
6.25 32.73+0.54 26.47+£1.43 -6.260 P =0.0021
12.5 42.81 £ 0.67 39.32+1.75 -3.490 P =0.0321
25 52.49 + 0.47 52.31+1.64 -0.180 P =0.8639
50 67.69 + 0.26 72.57 +1.52 4.880 P = 0.0054
100 59.30+1.1 78.49 +2.39 19.19 P =0.0002
200 37.12+ 1.8 70.36 + 1.52 33.24 P < 0.0001

The values are presented as the means + standard deviations (SD, n = 3); statistical evaluation of the
differences between the values is indicated by paired two sample t-test by comparing enzymatic reactions
before and after adding 0.1 M Na2CQOs.

The different response to inhibition could be caused by the compounds and their
concentration in the extracts, the relationship between the sodium carbonate response
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and other reasons, the exact explanations of which could not be found in the scientific
literature.

4.2.4.1.1.Kinetic modeling of enzymatic reactions

In order to estimate the kinetic constants (Km, Vmax), the model of the interaction
between the enzyme (E) and the substrate (S) related to the conversion of the product
(P) (S-5P) was constructed as it was done in the case of the determination of the
percentage activity of a-glucosidase, only the composition of the mixture for each
enzymatic reaction differed in the amount of substrate.

According to the Lineweaver-Burke line graph, the change in reaction rate 1/\V
versus 1/[pNPG], expressed by the following equations: (1) in the absence of an
inhibitor in the reaction mixture: y = 55.052x + 0.7009, r? = 0.9935; (2) adding 15
ng/mL concentration of leaf ethanolic extract/inhibitor: y = 99.316x + 2.482, r? =
0.9852; adding 25 pg/mL concentration of leaf ethanolic extract/inhibitor: y = 193.4x
+2.2253 12 =0.9989 (Fig. 4.2.4.2; part A).

Similarly, a double reciprocal plot was constructed when the enzymatic reaction
was stopped with 0.1M Na,COs (Fig. 4.2.4.2; part B). The following mathematical
equations were obtained: (1) in the absence of an inhibitor in the reaction mixture: y
= 134.64x + 1.7083, r?> = 0.9943; adding 15 pg/mL concentration of leaf ethanolic
extract/inhibitor: y = 188.35x + 6.3407, r> = 0.9072; adding 25 pg/mL concentration
of leaf ethanolic extract/inhibitor: y = 249.6x + 7.4252, r2 = 0.9862.
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Fig. 4.2.4.2 The alleged non-competitive (mixed-type) inhibition on a-glucosidase enzyme
caused by ethanolic extract of D. caucasica Lipsky leaves

Mathematical model of the Lineweaver-Burke line graph for different concentrations of pNPG (0.05-

0.33 mM) (A, B). (A) — the reaction is complete without 0.1 M Na2COs reagent; (B) — the reaction is
complete with 0.1 M Na2COs reagent; the symbols on the graphic refers: squares (m): enzyme-substrate
interaction in a model enzyme reaction system in vitro; rhombuses (¢): interaction of enzyme, substrate

and inhibitor (15pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro; triangles (A ): interaction of
enzyme, substrate and inhibitor (25pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro. Mean values +
SD of three measurements are presented.

D. caucasica leaf extracts showed the alleged non-competitive (mixed type)
inhibition on the a-glucosidase enzyme (Fig. 4.2.4.2, parts (A) and (B)). During the
study, in the system of Il enzyme reaction (Table 4.2.4.2) under extract concentrations
of 15 pg/mL and 25 pg/mL, the Vimaxapp) and Kmappy Values decreased by 0.157 + 0.03
mg/min/mL, 0.134 + 0.004 mg/min/mL, and 29.76 = 1.54 mg/L, 33.61 = 0.75 mg/L
accordingly. In contrast, in | enzyme reaction system, at 15 pg/mL extract
concentration, Vmaxapp), Km@ppy Values decreased by 0.402 + 0.041 mg/min/mL and
39.984 mg/L, respectively. But at 25 pg/mL extract concentration, Vimaxapp) Value
decreased to 0.449 £ 0.026 mg/min/mL and Kmnpp) Value slightly increased to 86.91
mg/L. The obtained values of the kinetic constants showed the alleged
non-competitive inhibition on the a-glucosidase enzyme, despite the significant
differences in the values of the Kkinetic constants (Vmax(pp), Kmepp) between the
enzymatic reaction systems. Non-competitive (mixed type) inhibition was also
confirmed by the fact that in the Lineweaver-Burk plot, 1/V versus 1/[S] lines crossing
the coordinate axes intersect in the third square.

As it can be seen from the results (Table 4.2.4.2), the catalytic efficiency (CE)
of a-glucosidase in different enzymatic reaction systems decreased as follows: in |
enzymatic reaction from 0.007 ([I] = 0) to 0.005 ([I] = 15 pg/mL) and 0.004 ([I] = 25
pg/mL); in Il enzymatic reaction from 0.018 ([1] = 0) to 0.01 ([I] = 15 pg/mL) and
0.005 ([I] = 25 pg/mL). The decrease in the rate of catalysis, along with the decrease
in the concentration of the formed product, confirmed the ability of the extracts to
inhibit a-glucosidase enzyme.
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Shown below (Fig. 4.2.4.3) is a mathematical model of the Lineweaver-Burk
line graph, which indicates the alleged competitive inhibition on the a-glucosidase
enzyme caused by the rhizome extract of D. caucasica. The Lineweaver—Burk
inhibition plots of 1/V versus 1/[pNPG] gave the following equations: (1) in the
absence of inhibitor in the reaction mixture y = 30.698x + 0.9772, r? = 0.9292; (2)
adding 200 pg/mL rhizome ethanolic extract/inhibitor: y = 69.91x + 1.0085, r? =
0.9833; adding 500 pg/mL rhizome ethanolic extract/inhibitor: y = 80.37x + 0.967, r?
=0.966.
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Fig. 4.2.4.3 The alleged competitive inhibition on a-glucosidase enzyme caused by D.
caucasica Lipsky rhizome extract

Mathematical model of the Lineweaver-Burke line graph for different concentrations of pNPG (0.004—
0.33 mM). The symbols on the graphic refers: squares (m): enzyme-substrate interaction in a model
enzyme reaction system in vitro; rhombuses (¢): interaction of enzyme, substrate and inhibitor (200

pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro; triangles (A ): interaction of enzyme, substrate and

inhibitor (500 pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro. Mean values + SD of three
measurements are presented.

The rhizome extract of D. caucasica showed a competitive type of inhibition
with a K; value of 165.97 to 304.32 pg/mL at 200 pg/mL and 500 pg/mL extract
concentrations, respectively. With increasing extract concentration, Kmapp) values
gradually increased from 69.34 + 0.31 to 83.33 mg/mL, and Vmax(pp) — 0.99 £ 0.22 and
1.034 £ 0.38 mg/L-min — hardly changed (Table 4.2.4.2). An increased value of Ky,
and unchanged Vmax indicated a type of competitive inhibition [152].
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Table 4.2.4.2 Kinetic parameters of a-glucosidase inhibition kinetics

Interaction pattern of a Values of Kinetic parameters
model enzytme reaction klnetlct Enzymatic | Enzymatic Vod
System PArameters | reaction reaction ode
system I* system 112
[ Il 11 v \
Inhibitor: D. caucasica Lipsky leaf extracts
Enzyme/substrate Km, mg/L 78.55+0.11 80.873+0.26
interaction model Vinax, 143+0183 0597 +0.07
mg/L-min
CE 0.018 0.007
!Enzyme_/substratellnh|b|tor Kin(app) Mg/L  39.984 + 29.761 + 1.54
interaction model. 0.31
Extract, 15 pg/mL Vmax(app), 0.402 = Mixed-type
mg/L - min 0.041 0.157 £ 0.03
Ki, pg/mL 5.86 5.35
CE 0.01 0.005
Enzyme/substrate/inhibitor Km@pp), mg/L  86.91£0.16 33.615+0.75
interaction model. Vimax(app), 0.449 + Mixed-type
Extract, 25 pg/mL mg/L-min 0.026 0.134+0.004
Ki, ug/mL 11.44 7.23
CE 0.005 0.004
Inhibitor: D. caucasica Lipsky tubers extracts
Enzyme/substrate Km, mg/L - 31.446 £0.28
interaction model
Vima, - 1.023 +0.23
mg/L-min
CE 0.032
Enzyme/substrate/inhibitor Kmpp), mg/L - 69.34 +0.31
interaction model. Vimax(app), -
Extract, 200 pug/mL mg/L-min 0.991+0.22
Ki, pg/mL - 165.97
CE - 0.014 Competitive
Enzyme/substrate/inhibitor Kmpp), mg/L - 83.125 + 0.51
interaction model. V—— N
max(app),
Extract, 500 pg/mL mg/L-min 1.034 £ 0.38
Ki, pg/mL - 304.32
CE - 0.011

Enzymatic reaction system 1* — the reaction is completed without 0.1 M Na,CO; reagent;
enzymatic reaction system 112 — the reaction is completed with 0.1 M Na,COs reagent.

4.2.4.2. Evaluation of inhibition extracts of D. nipponica extracts on
a-glucosidase enzyme

Extracts of D. nipponica were similarly studied. When investigating the
inhibitory ability of the ethanolic extracts of D. nipponica (3.125 — 200 pg/mL) on
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a-glucosidase enzyme, the diagrams below (Fig. 4.2.4.4) show a statistically
significant difference (p < 0.05) in all the modeled enzymatic reaction systems
compared to the control.
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Fig. 4.2.4.4 Impact of ethanolic extract of D. nipponica leaves on a-glucosidase activity in
enzymatic reaction systems in vitro (A, B)

Part (A) of the figure — the reaction is complete without 0.1 M Na2COs reagent; part (B) of the figure —
the reaction is complete with 0.1 M Na.COs reagent. Significant difference between modeled enzyme
reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after unifactorial dispersion analysis ANOVA is
indicated by different letters above the bars. The inhibitory capacity of the extract is marked with a
negative sign in percentage expression above the columns, the enzymatic reaction system without the
inhibitor is marked with 0% per cent above the column. Mean values + SD of three measurements are
presented.

Increasing the extract concentrations from > 3.125 pg/mL to < 200 pg/mL
resulted in a corresponding decrease in enzyme activity in all simulated enzymatic
reaction systems (Fig. 4.2.4.4, parts (A) and (B)) compared to the control.

Part (A) of the diagram (Fig. 4.2.4.4) shows a corresponding decrease in
a-glucosidase activity from > 7.69 + 1.55 per cent to < 61.05 + 1.52 per cent with
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increasing extract concentrations from > 3.125 to <25 pg/mL compared to the control.
However, increasing the extract concentration from > 50 ug/mL to < 200 pg/mL did
not change the enzyme activity and ranged from 71.02 to 71.68 per cent, accordingly.
This result showed that enzyme activity was impacted by the extract. A slightly
different decrease in enzyme activity than that shown in part (A) of the diagram is
seen in part (B). When increasing the extract concentrations from > 3.125 pg/ml to <
12.5 pg/mL, a-glucosidase activity decreased from > 6.72 + 1.41 per cent respectively
to < 50.50 £ 3.29 per cent compared to the control. Further increasing the extract
concentration from > 25 ug/mL to < 100 pg/mL, the decrease in a-glucosidase activity
was almost unchanged and ranged from > 60.89 + 1.88 per cent to < 59.48 + 0.76
per cent accordingly, compared to the control. However, increasing the extract
concentration to < 200 ug/mL decreased the a-glucosidase activity by 44.77 + 1.98
per cent compared to the control, but not as expected.

When comparing the changes in the reduction of a-glucosidase activity between
the two methods applied in the study, a statistically notable percentage difference was
found when increasing the extract concentration from > 50 pg/mL to < 200 pg/mL, in
in vitro methods. The obtained results are presented in Table 4.2.4.3 For the latter
concentrations, the average per cent difference in the change in enzyme activity
between the applied methods was 7.44 per cent, 12.20 per cent and 26.91 per cent,
respectively. Meanwhile, lower extract concentrations were not statistically
significantly different:< 3.125 pg/mL.: 0.96 per cent (P = 0.4719); 6.25 pug/mL: -4.980
per cent (P = 0.129); 12,5 pg/mL: -2.12 per cent (P = 0.4054) > 25 pg/mL: -0.16 per
cent (P =0.9143).

Table 4.2.4.3 Difference in change in a-glucosidase activity between the two
biological surveys applied

D. nipponica Enzymatic reaction model system Percentage p-value
leaf extracts, With 0.1M Without 0.1M difference

Hg/mL Na>COs Na.COs

3.125 6.72+1.41 7.68+155 0.960 P=0.4719
6.25 26.68 + 2.99 21.70 £ 3.39 -4.980 P=0.129
12.5 50.50 + 3.29 48.38 £ 2.19 -2.120 P =0.4054
25 60.89 + 1.88 61.05+ 1.52 -0.16 P =0.9143
50 63.58 + 1.96 71.02 £ 1.69 7.44 P =0.0076
100 59.48 £ 0.76 71.68+1.16 12.20 P=0.0001
200 44,77 +1.98 71.68 + 0.68 26.91 P <0.0001

The values are presented as the means + standard deviations (SD, n = 3); statistical evaluation of the
differences between the values is indicated by paired two sample t-test by comparing enzymatic reactions
before and after adding 0.1M Na2COa.

After evaluating the inhibition of a-glucosidase caused by the extract, it can be
assumed that the 0.1M Na,COs reagent contained in the enzyme reaction mixtures can
significantly change the enzyme activity readings in vitro, as in the previous study
with D. caucasica leaf extracts. It can also be concluded that it is influenced by the
compounds present in the extract and their concentrations, since significant
differences in inhibition between the reaction systems become particularly
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pronounced with increasing concentrations of the extract. In the literature, there was
no information about possible changes in the enzyme activity readings in vitro when
studying the inhibition of a-glucosidase caused by herbal preparations by this method.
There is also not much research done on completing the reaction without the Na2COs
reagent. Trifonova et al. (2021) [135] and Stoilova et al. (2017) [136] investigated the
effectiveness of plant extracts in inhibiting a-glucosidase enzyme by classical
chromogenic method without using Na,COs reagent. These insights can be very
beneficial for similar studies with plant extracts or plant-derived products.

4.2.4.2.1.Kinetic modeling of enzymatic reactions

By analogy, Lineweaver-Burk line graph was applied to determine the
dependence of the enzymatic reaction rate 1/V on the substrate 1/[pNPG] calculating
the values of the kinetic constants (Vimax, Km) While determining the assumed type of
inhibition for a-glucosidase inhibition.

According to Lineweaver—Burk mathematical graph, the change in reaction rate
1/V versus 1/[pNPG] is expressed by the following enzyme reaction equations: (1) in
the absence of an inhibitor in the reaction mixture: y = 49.172x + 0.5981, r?> = 0.9853;
adding 25 pug/mL  concentration of leaf ethanolic extract/inhibitor:
y = 200.95x + 1.0672, r2 = 0.9872 (Fig. 4.2.4.5, A); (2) in the absence of an inhibitor
in the reaction mixture: y = 114.08x + 0.5349, r? = 0.975, with the addition of 500
ug/mL rhizome ethanolic extract/inhibitor: y = 188.05x + 1.0962, r? = 0.9813 (Fig.
4.2.4.6) Similarly, a double reciprocal graph was formed when the enzymatic reaction
was stopped using 0.1M Na.COs (Fig. 4.2.4.5, B). The following mathematical
equations were expressed: (1) in the absence of an inhibitor in the reaction mixture
y = 125.15x + 1.2148, r? = 0.9887; adding 25 pg/mL ethanolic leaf extract/inhibitor:
y =412.31x + 2.328, r> = 0.9982.
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Fig. 4.2.4.5 The alleged non-competitive (mixed type) inhibition on a-glucosidase enzyme
caused by ethanolic extract of D. nipponica Makino leaves

Mathematical model of the Lineweaver-Burk line graph for different concentrations of pNPG (0.1-
0.33 mM) (A, B). (A) — the reaction is completed without 0.1M NaCOs reagent; the symbols on the
graphic refer: triangles (A ): enzyme-substrate interaction in a model enzyme reaction system in vitro;
squares (m): interaction of enzyme, substrate, and inhibitor (25ug/mL) in a model enzyme reaction
system in vitro. (B) — the reaction is complete with 0.1M Na.COs reagent; the symbols on the graphic
refer: squares (m): enzyme-substrate interaction in a model enzyme reaction system in vitro; triangles
(A): interaction of enzyme, substrate, and inhibitor (25ug/mL) in a model enzyme reaction system in
vitro. Mean values + SD of three measurements are presented.
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The extract of D. nipponica leaves (Fig. 4.2.4.5, parts (A) and (B) showed the
alleged non-competitive (mixed type) inhibition on a-glucosidase enzyme. Enzymatic
reactions in different systems (Table 4.2.4.4) at 25 pg/mL extract concentration
Kinpp), Kmepp) Values increased by 177.1 + 0.08 mg/mL, 188.3 + 2.2 mg/mL, and
Vinax@pp), Vmax@pp) Values decrease by 0.43 + 0.006 mg/min/mL, 0.94 + 0.13
mg/min/mL, respectively, compared to the control. This inhibition profile indicated
that the inhibitor binds with both the free enzyme (E) and the enzyme-substrate (ES)
complex [150]. Similar to leaves, rhizome extract of D. nipponica (Fig. 4.2.4.6)
showed mixed non-competitive inhibition on a-glucosidase enzyme. Non-competitive
(mixed type) inhibition was also confirmed by the fact that in the line graph of
Lineweaver-Burk 1/V versus 1/[S] the line rotates around the abscissa axis -1/Km
[151 p. 114].

Table 4.2.4.4 Kinetics constants for a-glucosidase inhibition by D. nipponica leaf
and tuber extracts.

Inhibitor Km(app). Vimax(app). Kii " Inhibition type
mg/L mg/L-min  pg/mL

D.N leaves 25 pg/mL extract 188.29 +5.8 0.94+035 31.87

177.11£0.7* 0.43+0.06* 27.23* Mix-type

Control! 82.21+45 1.67+0.28
103.02+1.3* 0.82+0.13*

D.N tubers 500 pg/mL extract ~ 171.54+8.25 0.912+0.45 4765 Mix-type

Control! 213.67+£12.92 1.869+0.38

IKm ir Vimax — the absence of inhibitor in enzymatic reaction systems

2Kmapp) i Vmax(app) — identical kinetic parameters as Km and Vimax only in the presence of inhibitor
*Symbol — enzymatic reaction system with 0.1 M Na.COs

The values are presented as the means + standard deviations (SD, n = 3).

D. nipponica rhizome extract (Fig. 4.2.4.5) inhibited a-glucosidase activity as
did the leaf extract in a non-competitive manner. This can be explained by the
decreasing values of Kmngapp) and Vmax(app) Kinetic constants compared to the control.
Also, in the line graph of Lineweaver-Burk, the 1/V versus 1/[S] lines crossing the
coordinate axes and intersecting in the third square confirmed the mixed type of
inhibition [150, 152].
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Fig. 4.2.4.6 The alleged non-competitive (mixed-type) inhibition on a-glucosidase enzyme
caused by ethanol extract of D. nipponica Makino) rhizomes

Mathematical model of the Lineweaver-Burk line graph for different concentrations of pNPG (0.075—
0.33 mM). The symbols on the graphic refer: rhombuses (¢): enzyme-substrate interaction in a model
enzyme reaction system in vitro; triangles (A ): interaction of enzyme, substrate and inhibitor
(500pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro. Mean values + SD of three measurements are
presented.

Summarizing the results of the study, it can be concluded that the studied
Dioscorea spp. extracts are capable of inhibiting the a-glucosidase enzyme at very
low concentrations. Such inhibitory ability of the extracts can be linked to
hydroxycinnamic acids, quercetin derivatives (quercitrin and isoquercitrin), which
dominated in the composition of the extracts, and their inhibitory effect has long been
scientifically proven.

Applying minor changes to the biological research, it was observed that the
0.1M Na,COs reagent can significantly change the enzyme activity readings in vitro,
especially at higher extract concentrations. During the study, it was found that leaf
extracts of D. caucasica and D. nipponica (200 pg/mL) inhibited o-glucosidase
enzyme > 50 per cent, rhizoma extracts (500 pg/mL) inhibited the latter enzyme
weakly: 36.79 + 2.93 per cent by D. caucasica and 40.79 + 2.71 per cent by of
D. nipponica.

4.2.4.3. Evaluation of inhibition of A. glycyphyllos extracts on a-glucosidase
enzyme

Dry ethanolic extracts of the Astragalus glycyphyllos leaves were dissolved in
methanol. As it can be seen from Table 4.2.4.5 below, all selected concentrations of
the extract (100-400 pg/mL) showed an inhibitory effect on a-glucosidase enzyme.
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Table 4.2.45 Effect of ethanolic extracts of A. glycyphyllos L. leaves on
a-glucosidase activity activity

Solvent Concentration, pg/mL Inhibition, per cent
Methanol/water (70/30 v/v) 100 29.12% £ 0.39
120 34.21°+0.16
160 38.67¢ £ 4.06
200 43.40%+0.17
360 51.04¢ £ 0.57
400 54.337+ 0.7

Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters beside the numbers. Mean values
+ SD of three measurements are presented.

During the study, it was found that the activity of a-glucosidase enzyme
depended on the concentration of A. glycyphyllos extract. When increasing the
concentration of the extract from > 100 pg/mL to < 400 pg/mL, the a-glucosidase
activity decreased gradually from >29.12 + 0.39 to < 54.33 + 0.7 per cent compared
to the control. The data obtained during the in vitro study showed that the
A. glycyphyllos leaf extract at 360 pg/mL inhibited the enzyme by 51.04 £+ 3.27
per cent.

4.2.4.3.1.Kinetic modeling of enzymatic reactions

In order to determine the values of the inhibition constants, the dependence of
the enzyme reaction rate on the concentration of the substrate was measured in the
presence and absence of the inhibitor. A. glycyphyllos leaf extract showed alleged
non-competitive inhibition on a-glucosidase enzyme. This can be seen in the
Lineweaver-Burk line graph (Fig. 4.2.4.7), which depicts the enzyme-substrate and
enzyme-substrate-extract interaction model.

8_

¢ [1=0
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X [l] Extract = 140 pg/mL

(1/IV])/{l'min)/mg

-0.04 -0.03 -0.02 01 0.01 0.02 0.03 0.04
1/[S], mg/L

Fig. 4.2.4.7 The alleged uncompetitive inhibition on a-glucosidase enzyme caused by
ethanol extract of A. glycyphyllos leaf
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Mathematical model of the Lineweaver-Burke line graph for different concentrations of pNPG (0.1-

0.5 mM). The symbols on the graphic refer: squares (¢): enzyme-substrate interaction in a model
enzyme reaction system in vitro; (X): interaction of enzyme, substrate, and inhibitor (140 pg/mL) in a
model enzyme reaction system in vitro; triangles (A ): interaction of enzyme, substrate, and inhibitor

(200 pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro. Mean values = SD of three measurements are
presented.

During the study, increasing the concentration of the extract, the values of the
kinetic parameters decreased accordingly: Kmpp): <140 pg/mL: 109.09 + 22.40; > 200
pg/mL: 84.09 + 8.75: Vimax(app): <140 pg/mL: 0.639 + 0.02 mg/min/mL; > 200 pg/mL:
0.834 + 0.03 mg/min/mL compared to control. The decrease in the values of the
kinetic parameters and the non-intersecting lines on the coordinate axis are
characteristic of the alleged uncompetitive inhibition. The latter inhibition profile
indicates that the inhibitor binds only with the enzyme-substrate (ES) complex,
forming an inactive enzyme-substrate-inhibitor (ESI) complex.

4.2.4.4. Evaluation of inhibition of extracts of D. caucasica on a-amylase
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Fig. 4.2.4.8 Effect of ethanolic extract of D. caucasica Lipsky leaves on a-amylase activity
(A) and the impact of aqueous acarbose solution on a-amylase activity (B) in enzymatic
reaction systems

A row of columns in a bar chart (A) with the last column below the horizontal line indicate that a
concentration of 40 pug/mL leaf extract is unable to inhibit the enzyme activity. Significant difference
between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after unifactorial dispersion
analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars. The inhibitory capacity of the extract
is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the enzymatic reaction
system without the inhibitor is marked with 0 per cent above the column. Mean values + SE of three
measurements are presented.

During the action of the enzyme and inhibitor, it is possible to additionally
regulate the course of the enzymatic reaction. This can be seen in Fig. 4.2.4.8 (as well
as in previous inhibition studies) inhibitor concentration-dependent enzyme activity.
Increasing extract concentrations from > 40 pg/mL to < 480 pg/mL enzyme activity
decreased correspondingly in all modeled enzymatic reaction systems (Fig. 4.2.4.8)
compared to the control, except for 40 pg/mL extract concentration, in in vitro studies.
However, when comparing the change in a-amylase activity between enzymatic
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reaction mixtures containing different concentrations of the extract, the percentage of
enzyme activity decreased from > 12.8 £ 0.9 per cent to < 42.2 = 1.3 per cent
respectively, increasing the extract concentration from > 80 pg/ml to < 200 pg/mL.
When increasing the concentration of the extract from > 200 pg/mL to < 480 pg/mL,
a-amylase activity did not change significantly and ranged from 42.6 + 2.3 per cent
to 48.6 £+ 2.2 per cent. Such a gradual decrease in enzyme activity in vitro indicated
sufficient saturation of the inhibitor. The results also showed that the aqueous solution
of acarbose reduced the activity of the enzyme by ~71.17 + 0.4 per cent at a
concentration of 200 pg/mL. From these data, it can be concluded that D. caucasica
leaf extract is effective in inhibiting a-amylase enzyme, but statistically significantly
(p < 0.05) less than aqueous solution of acarbose.

4.2.4.5. Evaluation of inhibition of extracts of D. nipponica on a-amylase
enzyme

Similarly to the studies of D. caucasica, a change in a-amylase activity
dependent on increasing extract concentration is observed in all simulated enzymatic
reaction mixtures.
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Fig. 4.2.4.9 Effect of ethanolic extract of D. nipponica Makino leaves on a-amylase activity
(A) and the impact of aqueous acarbose solution on a-amylase activity (B) in enzymatic
reaction systems

Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars. The inhibitory
capacity of the extract is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the
enzymatic reaction system without the inhibitor is marked with 0 per cent above the column. Mean
values + SE of three measurements are presented.

Enzyme activity decreased correspondingly by increasing the concentration of
the extracts:< 40 pg/mL: 11.9 £ 2.94 per cent; 80 pg/mL: 24.41 + 1.49 per cent; 160
pg/mL: 25.59 £ 2.73; 200 pg/mL: 42.26 + 2.72 per cent; 240 pg/mL: 50.59 £ 2.52 per
cent; 400 pg/mL: 54.21 + 1.48 per cent; 480 pg/mL: 64.74 + 1.0 per cent; 640 pg/mL:
71.6 £ 1.0 per cent; > 800pg/mL: 70.53 £ 1.37 per cent.

The change in enzyme activity in the simulated reaction systems was
statistically significantly different (p < 0.05) when the extract concentrations were
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increased: from > 40 pg/mL to < 800 ug/mL, compared to the control; from > 40-80
pug/ml and > 160-640 pg/mL when comparing between enzyme reaction mixtures.
However, the change in enzyme activity reduction was not statistically notably
different (p > 0.05) between enzyme reaction mixtures with increasing extract
concentrations: from > 80 pg/mL to < 160 ug/mL and from > 640 pg/mL to < 800
pg/mL. From an enzymological point of view, the enzyme reaction system gradually
became saturated with an inhibitor capable of reducing enzyme activity by > 50 per
cent. The data obtained during the in vitro study show that the D. nipponica leaf
extract reduced a-amylase activity with an ICsp reached 437.96 pg/mL. From these
data, it can be concluded that D. nipponica leaf extract was a potent inhibitor of
a-amylase, but not significantly stronger than the aqueous solution of acarbose. The
latter decreased the enzyme activity by ~71.17 + 0.4 per cent at a concentration of
200 pg/mL.

4.2.4.6. Evaluation of inhibition of extracts of A. glycyphyllos on a-amylase
enzyme

Evaluation of the inhibition of A. glycyphyllos extracts on a-amylase enzyme
was also investigated by applying the Miller reaction [145].
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Fig. 4.2.4.10 Effect of ethanolic extract of A. glycyphyllos leaves on a-amylase activity (A)
and the impact of aqueous acarbose solution on a-amylase activity (B) in enzymatic reaction
systems in vitro

Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher's LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars.The inhibitory
capacity of the extract is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the
enzymatic reaction system without the inhibitor is marked with 0 per cent above the column. Mean
values + SE of three measurements are presented.

Enzyme activity decreased correspondingly by increasing extract concentrations
< 80 pg/mL: 31.56 + 0.18 per cent; 200 pg/mL: 55.72 + 0.78 per cet; 400 pg/mL.:
58.87 + 0.55 per cent; 600 pg/mL: 65.22 + 0.50 per cent; > 800 pg/mL: 71.72 + 0.48
per cent. The highest decrease in enzyme activity was determined at 800 pg/mL
extract concentration. The change in enzyme activity in the simulated reaction
systems was statistically significantly different (p < 0.05) when the extract
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concentrations were increased: from > 80 pg/mL to < 800 pg/mL, compared to the
control; from > 80 — 200 pg/mL, from > 400 — 600 pg/mL and between 400 pg/mL
and 800 pg/mL extract concentrations when compared between enzymatic reaction
mixtures. However, the change in enzyme activity reduction was not statistically
notably different (p > 0.05) between enzyme reaction mixtures with increasing extract
concentrations: from > 200 pg/mL to < 400 pg/mL and from > 600 pg/mL to < 800
pg/mL.

4.2.4.7. Evaluation of inhibition of D. caucasica extracts on ACE enzyme

Considering which compounds were found to dominate Dioscorea spp. species,
further studies evaluated the effect of the extracts on ACE activity using
spectrophotometric method [142, 143, 146]. Medicine captopril, prepared as a Img/ml
solution in distilled water [148], was selected as a positive control.

When investigating the inhibitory ability of ethanolic extracts of D. caucasica
(250-1,250 pg/mL) for ACE enzyme (Fig. 4.2.4.11), a statistically significant
difference (p < 0.05) was obtained in all the modeled enzymatic reaction systems,
compared to the control.
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Fig. 4.2.4.11. Effect of ethanol extract of D. caucasica leaves on ACE activity (A) and
impact of captopril aqueous solution on ACE activity (B) in enzymatic reaction systems
in vitro
Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars.The inhibitory
capacity of the extract is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the

enzymatic reaction system without the inhibitor is marked with 0 per cent above the columns. Mean
values + SE of three measurements are presented.

Enzyme activity decreased correspondingly by increasing extract
concentrations: < 250 pg/mL: 35.46 £ 0.76 per cent; 500 pg/mL: 38.45 + 0.52 per
cent; 1,000 pg/mL: 51.12 + 0.81 per cent; > 1,250 pg/mL: 58.34 + 1.01 per cent,
enzyme activity decreased compared to the control. However, when comparing the
change in ACE activity between enzymatic reaction mixtures containing different
extract concentrations, the enzyme activity decreased statistically notably from
> 38.45+0.52 per cent to <58.34 + 1.01 per cent, increasing the extract concentration
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from > 500 pg/mL to < 1,250 pg/mL, respectively. Additionally, there was no
statistically significant difference in the decrease of ACE activity when the reaction
mixtures were exposed to 250 and 500 pg/mL extract concentrations.

4.2.4.8. Evaluation of the inhibition of D. nipponica extracts on ACE enzyme
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Fig. 4.2.4.12. Effect of ethanol extract of D. nipponica leaves on ACE activity (A) and
impact of captopril aqueous solution on ACE activity (B) in enzymatic reaction systems
in vitro
Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars.The inhibitory
capacity of the extract is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the

enzymatic reaction system without the inhibitor is marked with O per cent above the columns. Mean
values + SE of three measurements are presented.

The obtained results showed that increasing the extract concentrations: < 250
pg/ml: 28.02 + 1.17 per cent; 500 pug/mL: 38.0 £ 1.74 per cent; 1,000 pg/mL: 55.63
+ 1.3 per cent; > 1,250 pg/mL: 77.13 £ 0.78 per cent enzyme activity decreased
accordingly. The change in the reduction of ACE activity was statistically
significantly different (p < 0.05) compared to the control and increasing extract
concentration: from > 250 pg/ml to < 1,250 pg/mL between the enzymatic reaction
mixtures.

It has been proven that quercetin derivatives, tannins, and peptides are capable
of inhibiting ACE activity [126, 128, 46]. Considering the the compounds of these
classes were detected in plant preparations, it can be concluded that they had an effect
on the reduction of ACE activity in vitro.
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4.2.4.9. Evaluation of inhibition of A. glycyphyllos extracts on ACE enzyme
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Fig. 4.2.4.13. Effect of ethanol extract of A. glycyphyllos leaves on ACE activity (A) and
impact of captopril aqueous solution on ACE activity (B) in enzymatic reaction systems
in vitro
Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars.The inhibitory
capacity of the extract is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the

enzymatic reaction system without the inhibitor is marked with O per cent above the columns. Mean
values + SE of three measurements are presented.

The obtained results showed that by increasing the extract concentrations: < 250
pg/ml: 2335 = 0.35 per cent; 500 pg/mL: 36.69 + 1.18 per cent
1,000 pg/mL: 46.93 £ 0.72; > 1,250 pg/mL: 61.86 + 1.08 per cent. Enzyme activity
decreased accordingly. The activity of the enzyme in the modeled enzyme reaction
systems was statistically significantly different (Fig. 4.2.4.13, (A)) when the extract
concentration was > 250 per cent to < 1,250 pg/mL compared to control and among
themselves.

4.2.4.10. Evaluation of inhibition of D. caucasica extracts on AChE enzyme

To investigate the potential inhibitory effect of D. caucasica leaf extracts on
AChE catalysis, dry powdered leaves of D. caucasica were dissolved in ethanol
(70 per cent, C,HsOH). Under the influence of inhibitors (25-100 pg/mL), all
enzymatic reaction mixtures showed a decrease in AChE activity. The obtained results
are shown in Table 4.2.4.7
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Table 4.2.4.7 Effect of ethanolic extracts of D. caucasica leaf on AChE activity

Conc. of extract, sol., pg/mL Specific activity, pM/min/mg ACHhE inhibition, per

protein cent

25 0.1 £0.002° 27.55

40 0.082 + 0.002¢ 40.58

50 0.078 + 0.0024 43.48

80 0.076 £ 0.002¢ 45.31

100 0.074 £ 0.002¢ 45.85
Control 0.138 £0.001° -

Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersive analysis ANOVA is indicated by different letters. Mean values + SE of three
measurements are presented.

It can be observed that the inhibitor at the concentration of 25 pg/mL slightly
(>30 per cent) but statistically significantly reduced the activity of the enzyme
compared to the control. Increasing the inhibitor concentration to 40 pug/mL resulted
in a 40.58 per cent decrease in enzyme activity compared to the control. However,
increasing the inhibitor concentration from > 50 pg/mL to <100 pg/mL resulted in an
insignificant decrease in AChE activity of > 43.48 to < 45.85 per cent compared to
the control, respectively. It should be noted that increasing the extract concentration
from > 80 pg/mL to < 100 pg/mL did not change the enzyme activity and ranged from
45.31 to 45.85 per cent, respectively. The maximum decrease in enzyme activity was
achieved at 80 pg/mL extract concentration.

The inhibitory effect of D. caucasica leaf extracts on AChE enzyme was
compared with 16 pg/mL donepezil hydrochloride solution. The positive control
revealed a stronger inhibition of AChE (>50 per cent) than D. caucasica leaf extracts.

4.2.4.10.1. Kinetic modeling of enzymatic reactions

The amount of substrate for the enzymatic reaction system was selected in the
range from 45 to 160 uM. According to the Lineweaver-Burk line graph, the change
in reaction rate 1/V versus 1/[ATChl] is expressed by the following equations: (1) in
the absence of an inhibitor in the reaction mixture: y = 569.49 + 2.3524, r?> = 0.9874;
(2) adding leaf ethanolic extract/inhibitor of 50 pg/mL concentration:
y = 483.75 + 6.7466, r> = 0.9755.
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Fig. 4.2.4.14. The alleged uncompetitive inhibition of AChE enzyme caused by D. caucasica
Lipsky leaf extract

Mathematical model of the Lineweaver-Burk line graph for different concentrations of ATChl (45-160
pmol/L ATChI). The symbols on the graphic refer: squares (m): enzyme-substrate interaction in a
model enzyme reaction system in vitro; rhombuses (¢): interaction of enzyme, substrate, and inhibitor
(50 pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro. Mean values + SD of three measurements are
presented.

D. caucasica leaf extract demonstrated the suggested uncompetitive inhibition
on AChE (Fig. 4.2.4.14) enzyme. In accordance with Lineweaver-Burk line graph, in
the absence of inhibitor Vmax in the enzymatic reaction system, K., values were
0.425 + 0.11 pM/mg protein/min and 242.08 + 15.76 pmol/L, respectively; whereas,
in the presence of an inhibitor of 50 pug/mL concentration in the reaction system,
Viax@pp), Km(app) Values were significantly lower: 0.148 + 0.015 pM/min/mg protein
and 71.56 = 6.55 pumol/L, accordingly. This model of inhibition suggests that the
inhibitor binds only to the enzyme-substrate complex [150]. The inhibitory effect of
D. caucasica extract on AChE enzyme was compared with donepezil hydrochloride
aqueous solution. The positive control reduced the enzyme activity by ~70.62 + 2 per
cent at 16 pg/ml.

4.2.4.11. Evaluation of inhibition of D. nipponica extracts on AChE enzyme

Taking into account the identified compounds in D. caucasica extracts and the
obtained inhibitory capacity, inhibitor concentrations from >25 pg/mL to 80 pg/mL
were chosen for AChE activity determination studies.
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Fig. 4.2.4.15. Effect of ethanolic extract of D. nipponica leaves on AChE activity (A) and the
impact of donepezil hydrochloride aqueous solution on AChE activity in enzymatic reaction
systems in vitro (B)

Significant difference between modeled enzyme reaction systems by Fisher’s LSD test (p < 0.05) after
unifactorial dispersion analysis ANOVA is indicated by different letters above the bars.The inhibitory
capacity of the extract is marked with a negative sign in percentage expression above the columns, the

enzymatic reaction system without the inhibitor is marked with 0 per cent above the columns. Mean
values + SE of three measurements are presented.

Under the influence of inhibitors of different concentrations on the reaction
mixtures of the enzymatic system, it is possible to regulate the course of the enzymatic
reaction. Increasing the extract concentration decreased the activity of the
enzyme accordingly: < 25 pug/mL: 41.44 £ 3.2 per cent; 50 pg/mL: 44.93 + 1.9 per
cent; > 60 pg/mL: 51.20 £+ 2.9 per cent compared to the control and between reaction
systems.

However, when increasing the extract concentration to 80 pg/mL, the change in
enzyme reduction from the previous 60 pg/mL extract concentration was not
statistically significantly different (p > 0.05) and exhibited 52.51 + 0.9 per cent.
decrease in enzyme activity. At the same time, it is understood that the specific activity
of the enzyme decreased consistently in the following sequence: 25 pg/mL: 0.078 £
0.019 pmoL/mg protein/min >50 pg/mL: 0.074 = 0.023 pmoL/mg protein/min > 60
pg/mL: 0.066 + 0.044 pmol/mg protein/min > 80 ug/mL: 0.064 £ 0.014 umolL/mg
protein/min. From an enzymological point of view, the enzyme reaction system
gradually became saturated with an inhibitor capable of reducing the activity of the
enzyme.

Different concentrations of D. nipponica leaf extract inhibited AChE activity
less than donepezil hydrochloride solution. The latter reduced the enzyme activity by
~70.62 + 2.0 per cent at a concentration of 16 pg/mL. This data can imply that the
AChE inhibitory effect of D. nipponica leaf extract was proved but not significantly
lower than Donepezil HCI 70.62 + 2.0 per cent.

Taking into account the ability of the studied Dioscorea spp. leaf extracts to
inhibit the enzyme, it is observed that the inhibition caused by the D. nipponica leaf
extract was slightly superior to that of the D. caucasica leaf extract. Although in the
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literature, more attention is paid to compounds belonging to the class of alkaloids
capable of reducing AChE activity, it has been proven that the compounds found in
the extracts could influence the reduction of enzyme activity. This study demonstrates
that the predominant compounds in Dioscorea leaves are still undiscovered or
insufficiently studied and can reduce AChE activity.

Data on the inhibitory properties of Dioscorea species and their plant
preparations for the AChE enzyme could not be found. However, Tenfen et al. (2019)
[186] in the performed research found that the inhibition of Eugenia genus leaf
extracts on AChE was related to the compounds and amounts of isoquercitrin,
quercetin, catechin, epicatechin, and myricitrin. Several of these compounds were also
detected in Dioscorea caucasica and nipponica leaf extracts, so it can be concluded
that these compounds present in the extract had a significant effect on the reduction
of enzyme activity.

4.2.4.11.1. Kinetic modeling of enzymatic reactions

The kinetics of the AChE inhibition reaction were modeled in the substrate
concentration range from 41.25 to 110 umol/L. According to the Lineweaver-Burk
graph, the change in reaction rate 1/V versus 1/[ATChI] was expressed by the
following equations: (1) in the absence of an inhibitor in the reaction mixture:
y =447.92x + 2577, r? = 0.9671; (2) adding leaf ethanolic extract/inhibitor of
25 pg/mL concentration: y = 451.863 + 7.5815, r? = 0.97955; adding leaf ethanolic
extract/inhibitor of 50 pg/mL concentration: y = 447.02 + 9.4292, r?= 0.9541.

25 4
1] = 50 ug/mL
- Ul g
[I] = 25 pg/mL
= 15 4
= =0
10 4
5 -
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-5 4 1/[S],umol/L
-10 -

Fig. 4.2.4.16. The alleged uncompetitive inhibition of AChE enzyme caused by D. nipponica
Makino leaf extract

Mathematical model of the Lineweaver-Burk line graph for different concentrations of ATChl (41.25—
110 pmol/L ATChl). The symbols on the graphic refer: triangles (A): enzyme-substrate interaction in
a model enzyme reaction system in vitro; rhombuses (¢): interaction of enzyme, substrate and inhibitor
(25 pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro; squares (m): interaction of enzyme, substrate
and inhibitor (50 pg/mL) in a model enzyme reaction system in vitro. Mean values + SD of three
measurements are presented.
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Vimax(app) Value after increasing extract concentration from 25 to and 50 pg/mL
decreased from 0.132 + 0.01 to 0.106 = 0.01 umol/mg protein/min. The Kmnpp) Value
also decreased, from 59.60 + 0.06-47.407 umol/L. These findings suggest that the
inhibitor can only bind to the enzyme-substrate complex [150, 187]. This behavior
can be explained by the Le Chatlier’s principle stating that due the inhibitor effect,
the equilibrium shifts towards forming more enzyme-substrate complexes and leads
to a lower Ky, which indicates a higher binding affinity [187].

4.2.4.12. Kinetic modeling of enzymatic reaction investigating inhibition
capacity of A. glycyphyllos L. leaf extract on AChE

To determine the effect of inhibitor, AChE activity was measured in the
enzymatic system reaction mixture in the presence or absence of the stated
concentration of inhibitor at varying concentrations of substrate (Fig. 4.2.4.17).
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Fig. 4.2.4.17. Effect of ethanolic extract of A. glycyphyllos L. leaves on AChE activity in
enzymatic reaction systems in vitro with different concentrations of substrates (0.12 mM—
0.24 mM). Mean values + SD of three measurements are presented.

As shown in Figure 4.2.4.17, the AChE gradually reached a plateau of maximal
activity at 0.12 mM-24 mM concentration of the substrate, which gradually decreased
with the addition of A. glycyphyllos extract (190 pg/mL). The inhibitory activity of
the samples obtained varied as follows: 55.41 + 0.82 per cent (for substrate 24 mM)
> 48.65 £ 0.6 per cent (for substrate 0.2 mM) = 50.73 + 0.73 per cent (for substrate
0.16 mM) > 36.1 £ 0.2 per cent (for substrate 0.12 mM) > 31.15 + 0.65 per cent (for
substrate 0.08 mM), 17.24 + 0.2 per cent (for substrate 0.04 mM). The optimal model
of the interaction between the enzyme and the substrate used during hydrolysis,
followed by the model of the interaction between the enzyme, the substrate, and the
extract, showed that a substrate concentration of 0.16 mM was sufficient to achieve
50 per cent inhibition.

As expected, in the kinetic modeling, A. glycyphyllos extract caused an decrease
in the Vmax@pp) and Kmepp) values (0.0589 + 0.001 pmoL/mg protein/min and
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0.009470 + 0.003 pmol/L) compared to Vmax and Ky values in the absence of
A. glycyphyllos extract (0.1436 * 0.001 pmolL/mg protein/min and
0.05817 £ 0.002 pmol/L). Decreasing values of Vimax(app), Kmpp) allow suggested the
possibility that the inhibitor profile can only binds to the enzyme-substrate (ES)
complex. (150, 187].
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CONCLUSIONS

1. The phytochemical composition of extracts from leaves and rhizomes of
D. nipponica, D. caucasica and extracts from leaves of A. glycyphyllos has
been investigated and it is shown that:

1.1 Great diversity forms of O-quercetin glycoside have been identified in
both leaves and rhizomes of Dioscorea spp. — quercetin-3-O-rutinoside,
quercetin-3-O-glucoside, quercetin-3-O-malonylhexoside,
quercetin-3-O-acetylhexoside, quercetin-3-O-malonylrhamnoside and
guercetin-3-0-acetylrhamnoside.

1.2 Isomers of hydroxycinnamic acids and hydroxy fatty acids have been
identified in both leaves and rhizomes of Dioscorea spp.

1.3 Steroidal saponins and their isomers have been identified in both rhizome
and leaeves of Dioscorea spp.

1.4 Higher amounts of hydroxycinnamic acids and their isomers were
determined in the leaf extracts of D. nipponica, while the amount of
guercetin-3-O-glucoside determined in the leaf extracts of both species
was similar.

1.5 The lowest amounts of chlorogenic acid and neochlorogenic acid were
determined in D. nipponica, caucasica spp. in root extracts.

1.6 In A.glycyphyllos leaf extract the dominant compounds were: succinic
acid, azelaic acid, feruloylquinic acid, cumaroylquinic acid, uridine, and
cycloartane-type isomers.

1.7 For the first-time, uridine has been determined in A.glycyphyllos leaf
extracts, hydroxydodecanoylcarnitine — in D.caucasica, nipponica root
extracts, and in leaf extracts — quercetin-3-O-malonylhexoside,
guercetin-3-O-acetylhexoside, quercetin-3-O-malonylrhamnoside, and
quercetin-3-O-acetylrhamnoside.

2. A suitable enzyme/substrate/inhibitor interaction model was selected for the
applied methodologies and the inhibitory capacity of the extracts were
investigated. The applied mathematical modeling of the enzymatic reaction
system is suitable for creating Lineweaver-Burk plot, determining Kinetic
parameters, and evaluating the type of inhibition.

3. The inhibition capacities of extracts were determined and after evaluating
them, it was shown that all extracts inhibited enzymes activity in a dose—
response manner. By using applied methodologies, it has been determined,
that:

3.1 The greatest decrease a-GLU activity was achieved at the concentration
of 50 pg/mL (71.02 + 1.69 per cent) of D.N leaf extract concentration;
100 pg/mL (78.49 + 2.39 per cent) of D.C leaf extract concentration and
400 pg/mL (54.33 + 0.7 per cent) of A.G leaf extract concentration.

3.2 The greatest decrease in a-amylase activity was achieved at the
concentration of 640 pug/mL (71.6 + 1.0 per cent) of D.N leaf extract, 480
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pg/mL (48.6 £ 2.2 per cent) of D.C leaf extract; and 800 pg/mL (71.72 +
0.48 per cent) of A.G leaf extract concentration.

3.3 More than half of the ACE inhibition capacity was achieved with 1,000
pg/mL D.C / D.N leaf extracts content, A.G — with 1,250 pg/mL leaf
extracts content.

3.4 The greatest in AChE reduction were achieved for 45.85 per cent with
100 pg/mL D.C leaf extract concentration and 52.51 + 0.9 per cent with
80 pg/mL D.N leaf extract concentration.

3.5 Optimal model of enzyme-substrate interaction used during hydrolysis,
then — enzyme-substrate-extract (A.glycyphyllos L.) interaction model
showed, that 0.16 mM substrate concentration was sufficient to achieve
50 per cent inhibition.

3.6 The inhibition capacity of D.C and D.N rhizomes extract with 500 pg/mL
concentration did not reach 50 per cent of a-GLU activity.

The values of the kinetic parameters were determined and after evaluating

them, it was shown that:

4.1 Dioscorea spp. caucasica, nipponica, leaf and Dioscorea nipponica
rhizome extracts characterized mixed-type inhibition of a-glucosidase
with Ki values of 5.35-11.44 pg/mL, 27.23-31.87 pg/mL, and 476.65
pag/mL, respectively.

4.2 Dioscorea caucasica extract of rhizoma characterized competitive of
a-glucosidase inhibition with a K; value of 165.97-304.32 pg/mL.

4.3 Astragalus glycyphyllos leaf extract characterized an uncompetitive of
a-glucosidase inhibition with a K; value of 0.195-0.25 ug/mL.

4.4 All of the species extracts of leaf characterized uncompetitive inhibition
of acetylcholinesterase.

After evaluating the inhibitory properties of extracts of Dioscorea L.,

Astragalus L. plant raw materials, theoretically formulated assumption that

extracts contain natural compounds capable of binding with enzymes

exhibiting hydrolase activity and thus reduce their activity. It is theoretically
reasonable that this is influenced by:

5.1 Hydroxycinnamic acids and their isomers, O-quercetin glycoside forms
were determined in extracts of D. nipponica, D. caucasica leaves.

5.2 Peptides, catechin were determined in extracts of D. nipponica.

5.3 Hydroxycinnamic acids and their isomers were determined in extract of
A. glycyphyllos leaves.
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PRIEDAI

1 priedas. Kaukazinés dioskoréjos (Dioscorea caucasica Lipsky) chromatogramos,
gautos UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens. -MS, 1.5-1.5min
60004

50004 353.0875

4000
30004
20004
1000 707.1822
209,031 ) ll. | 4471407 -

200 400 600 800 1000 miz
1 pav. 3-O-kafeoilchino rugsties (m/z 353,0875; [C16H1709]") MS spektras, nustatytas

D. caucasica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

ol

Intens. | -MS, 1.7-1.8min
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3
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] . 593 l1 505 1061.2778

] T T T T T . ;
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2 pav. 5-O-kafeoilchino ragsties (m/z 353,0876; [C16H1709]") MS spektras, nustatytas
D. caucasica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens -MS, 2.0-2.1min
8000+
335.0771
6000
4000+
20004
433.2068
563.1404 673.1771 865.1986
0 L. 1.91'9563 oy 7Ll..l JlJ\ N PRASTTN  | : N . . .
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3 pav. Kafeoilsikimo rugsties (m/z 335,0771; [C16H1508]") MS spektras, nustatytas
D.caucasica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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Intens.

x104

463.0879

593.1504

-MS, 2.4-2.4min

927.1832

4 pav. Kvercetin-3-O-gliukozido (izokvercitrino) (m/z 463,0879; [C21H19012]7) MS
spektras, nustatytas D. caucasica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens
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5 pav. Kvercetin-3-O-ramnozido (kvercitrino) (m/z 447,0930; [C21H19011]") MS spektras,
nustatytas D. caucasica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens.

x104
2.0

1.5

1.0

0.54

0.0

245.;3929
1

549.0883

| L

839.1791
L

-MS, 2.5-2.5min
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1013.1848 |

6 pav. Kvercetin-O-malonil(heksozido) (m/z 549,0883; [C24H21015]") MS spektras,

Intens.

200

400
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800

1000

nustatytas D. caucasica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

m/z

x10%]

0.5

0.0

1BT.P9?8
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1 1
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BDU.;I 454

-MS, 2.7-2.8min
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7 pav. Kvercetin-O-malonil(ramnozido) (m/z 533,0934; [C24H21014]") ir kvercetin-3-O-
acetil(ramnozido) (m/z 489,136; [C23H21012]") MS spektrai, nustatyti D. caucasica lapy

ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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1 -MS, 1.7-1.8min
x1IJ4:

57 255.0512

1 511.1007

200 ' 400 ' 600 ' 800 ' 1000 ' miz
8 pav. Piscido riigsties (m/z 255,0512; [C11H1107]7) MS spektras, nustatytas D. caucasica
Sakniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens. -MS, 3.2-3.3min

4000 11095363
3000

20004 577.2690

187.0975
10004
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0 | . | | . | dl " . . " .
200 400 600 800 1000 miz

9 pav. Steroidinio saponino izomero (m/z 1109,5383; [Cs2Hss025]7) MS spektras, nustatytas
D. caucasica Sakniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens -MS, 4.2-4 3min

30001 1075.5327

20001

10004 560.2664

327.2171
1169285 2359255 l 440.2756 1 ap04757
ol Lo I s . .
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10 pav. Steroidinio saponino (angl. ophiopogonin derivative) (m/z 1075,5327;[Cs2Hg3O023]")
MS spektras, nustatytas D. caucasica Sakniastiebiy ekstrakte
UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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Intens. -MS, 4.5-4.6min

320.2335
3000
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11 pav. Trihidroksioktadeceno riigsties (m/z 329,2335; [C1sH330s]") MS spektras, nustatytas
D. caucasica $akniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens. -MS, 6.7-6.8min

2000 7233809

15007 116.9283

1000+
358.2600
500
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l l 1 529.3882 | 913.4798
0 ! F L 1.1 L L — i i 1 L
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12 pav. Hidroksidodekanoilkarnitino esterio (m/z 358,2600; [C19H3sNOs]") ir neZinomo
jungino (galaktolipido) (m/z 723,3809; [CssHs9O16]) MS spektrai, nustatyti D. caucasica
Sakniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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2 priedas. Niponinés dioskoré¢jos (Dioscorea nipponica Makino) chromatogramos
gautos UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens. -MS, 1.4-1.5min
x104]

1.25] 353.0879
1.00%
0.75]
0.50]

1 707.1829
0.257

0.00° 200 ‘ 400 ‘ 600 ‘ 800 ‘ 1000 ' miz
1 pav. 3-O-kafeoilchino rugsties (m/z 353,0879;[C1sH1709]") MS spektras, nustatytas
D. nipponica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens. | -MS, 1.7-1.7min
x104

4 353.0880
3
2

707.1828
11 191.0562

. 1061.2768
200 400 i 600 800 1000 miz

2 pav. 5-O-kafeoilchino raigsties (m/z 353,0880;[C16H1709] ") MS spektras, nustatytas
D.nipponica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens_] -MS, 2.4-2.4min

477.0676

955.1415

609.1453 .
200 400 600 800 1000 miz

3 pav. Kvercetin-3-O-gliukuronido(m/z 477,0676; [C21H17013])MS spektras, nustatytas
D.nipponica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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Intens. -MS, 2.6-2.7min
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4 pav. Kvercetin-3-O-ramnozido (kvercitrino) (m/z 447,0941; [C21H19011]") MS spektras,

Intens.

nustatytas D.nipponica lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

-MS, 5.9-5.9min
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5 pav. Steroidinio glikozido pentandrozido B (m/z 767,4216; [CaoHe3014]) MS spektras,
nustatytas niponinés dioskoréjos lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens.

x104
2.0
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0.0
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564.3315

T67.4227

4

-MS, 6.8-6.9min
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6 pav. Steroidinio glikozido pentandrozido B (m/z 767,4227; [CaHe3014]") MS spektras,
nustatytas niponinés dioskoréjos $akniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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Intens . -MS, 1.7-1.8min

4000 255.0514

30004

20007

1000

331.1037 511.1086
0 L il Lol a 1 L

200 400 600 800 1000 miz
7 pav. Piscido raigsties (m/z 255,0514; [C11H1107]) MS spektras, nustatytas D. nipponica
Sakniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens -MS, 5.5-5.6min
xod
1.5
945.4701
1.01
0.5
116.9285  235.9264311.1687 000"
0.0 —t 4 ; T i T
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8 pav. Steroidinio saponino (m/z 945,4701; [CasH73020]") MS spektras, nustatytas D.
nipponica $akniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
Intens. | -MS, 6.7-6.8min
] 358.2601
3000+
2000
1116.9284
1000+ 529.3868
] —_— 7233814 899.4644
0- lll _.I;l PR | - = l - - .
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9 pav. 3-hidroksidodekanoilkarnitino (m/z 358,2601; [C1sH3sNOs]") MS spektras, nustatytas
D.nipponica $akniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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10 pav. Hidroksioktadekadieno ragsties (m/z 295,2281; [C1sH3103]") MS spektras,
nustatytas D.nipponica $akniastiebiy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu




3 priedas. Salzialapés kulksnés (Astragalus glycyphyllos L.) chromatogramos
gautos UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens. ] -MS, 0.9-0.9min
15004
1000
500 243.0623
Al g e oo 75291 s
200 400 600 800 1000 miz

1 pav. Uridino (m/z 243,0623; [CoH11N206]") MS spektras, nustatytas A. glycyphyllos
L. lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

Intens.J -MS, 2.8-2.8min
3000

25[]05 187.0978
2000%
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2 pav. Azelaino ragsties (m/z 187,0978; [CoH1504]") MS spektras, nustatytas
A. glycyphyllos L. lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu

500
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A Al
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3 pav. Cikloartano glikozido (m/z 699,4322; [Ca7Hs3012]") MS spektras, nustatytas
A. glycyphyllos L. lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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-MS, 4.6-4.6min

Intens.
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4 pav. Cikloartano glikozido (m/z 695,4008; [C37Hs9012]7) MS spektras, nustatytas
A. glycyphyllos L. lapy ekstrakte UESC/Q-TOF-MS/MS metodu
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