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Santrauka

Rausvasis katarantas (lot. Catharanthus roseus L.) yra stepukiniy Seimos augalas, pasizymintis
antioksidantinémis, prieSvézinémis, antibakterinémis, antivirusinémis, antimutageninémis ir
prieSuzdegiminémis savybémis bei savo sudétyje turintis vertingus alkaloidus — vinkristing ir
vinblasting. Sio tyrimo metu buvo uZaugintas rausvasis katarantas in vivo ir jo kaliaus kultiiros in
vitro ant Murashige&Skoog, Linsmaier&Skoog ir Gamborg maitinamyjy terpiy. Intensyviausiai
rausvojo kataranto kaliaus kultiiras in vitro suformavo augalo lapai. Didziausias rausvojo kataranto
kaliaus kultiiros vidutinis pricaugis buvo nustatytas Murashige&Skoog terpéje su 1-naftilacto
ragstimi (1 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/l). Buvo atlikta kieckybiné analizé bei jvertintas augalo
bioaktyvumas. SpektrofotometriSkai nustatyta, kad didziausiu antioksidantiniy fermenty (didziausia
verté prolino dehidrogenazés — 11,34 (umol NAD/mg baltymo X min) ir superoksido dismutazés —
1,305 vnt/mg) aktyvumu pasizyméjo augalo kaliaus kultiiros, augusios Murashige&Skoog terpéje su
1-naftilacto rigstimi (1 mg/1) ir kinetinu (0,1 mg/1). DidZiausig baltymy koncentracija (11,81 mg/100
g) sukaupé rausvojo kataranto kaliaus kultiiros, augusios Gamborg terpéje su 2,4-dichlorfenoksiacto
rugstimi (1 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/l). DidZiausia L-prolino koncentracija (1567,32 pmol/g) buvo
nustatyta rausvame katarante in vivo. Daugiausiai chlorofilo a (213,71 mg/100 g) ir b (127,09
mg/100 g) bei karotinoidy (70,49 mg/100 g) sukaupé rausvojo kataranto kaliaus kultiiros, augusios
Murashige&Skoog terpéje su 1-naftilacto ragstimi (1 mg/1) ir kinetinu (0,1 mg/1). Didziausig fenoliniy
junginiy koncentracija (16,947 mg/100 g) sukaupé rausvasis katarantas in vivo, o didziausig fenoliniy
junginiy koncentracijg (11,653 mg/100 g) susintetino rausvojo kataranto kaliaus kultiiros, augusios
Murashige&Skoog terpéje su 1-naftilacto riigstimi (1 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/1). Aktyviausiomis
antioksidantinémis savybémis pasizyméjo tiriamojo augalo in vivo ziedai. Didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu taip pat pasizyméjo kaliaus kultliros, augusios Murashige&Skoog terpéje su 1-naftilacto
ragstimi (1 mg/1) ir kinetinu (0,1 mg/1). Tyrimo metu nustatyta, kad lapy kaliaus kultGroms in vitro
geriausia auginti yra Murashige&Skoog terpé, stieby — Linsmaier&Skoog terpé, o Sakny kaliui —
Gamborg terpé.
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Summary

Catharanthus roseus L. is a plant of the family Apocynaceae with antioxidant, anticancer,
antibacterial, antiviral, antimutagenic and anti-inflammatory properties and contains valuable
alkaloids — vincristine and vinblastine. In this study, Catharanthus roseus was grown in vivo and its
callus cultures in vitro on Murashige & Skoog, Linsmaier & Skoog and Gamborg media.
Catharanthus roseus callus cultures were most intensively formed in vitro by plant leaves. The
highest mean growth of Catharanthus roseus callus culture was found in Murashige & Skoog medium
with 1-naphthylacetic acid (1 mg/l) and kinetin (0.1 mg/I). Quantitative analysis was performed and
plant bioactivity was assessed. The highest activity of antioxidant enzymes (maximum value of
proline dehydrogenase — 11.34 (umol NAD/mg protein x min) and superoxide dismutase — 1.305
units/mg) was observed spectrophotometrically. The highest protein concentration (11.81 mg/100 g)
was accumulated in Catharanthus roseus callus cultures grown in Gamborg medium with 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (1 mg/l) and kinetin (0.1 mg/l). The highest concentration of L-proline
(1567.32 umol/g) was found in Catharanthus roseus in vivo. Chlorophyll a (213.71 mg/100 g) and b
(127.09 mg/100 g) and carotenoids (70.49 mg/100 g) were accumulated the most in cultures of
Catharanthus roseus callus grown in Murashige & Skoog medium with 1-naphthylacetic acid (1 mg/l)
and kinetin (0.1 mg/l). The highest concentration of phenolic compounds (16.947 mg/100 g) was
accumulated by Catharanthus roseus in vivo, and the highest concentration of phenolic compounds
(11.653 mg/100 g) was synthesized in cultures of Catharanthus roseus callus grown in Murashige &
Skoog medium with 1-naphthylacetic acid (1 mg/l) and kinetin (0.1 mg/l). The most active
antioxidant properties were observed in the in vivo flowers. Callus cultures grown in Murashige &
Skoog medium with 1-naphthylacetic acid (1 mg/l) and kinetin (0.1 mg/l) also showed the highest
antioxidant activity. This study showed that Murashige & Skoog's medium was the best medium for
in vitro cultivation of leaf callus, Linsmaier & Skoog medium for stems and Gamborg medium for
root callus.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto rugstis;
Bs — Gamborg terpé;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
FRAP — gelezies jony redukcijos antioksidantiné galia;
Kinetinas — 6-furfurilaminopurinas;
LS — Linsmaier ir Skoog terpé;
NAD — Nikotinamido adenino dinukleotidas;
NAR — l-naftilacto riigstis;
MS — Murashige ir Skoog terpé;
TAE — tanino rigsties ekvivalentas;
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas.
Terminai:

Diferenciacija — tai procesas, per kurj lastelés arba lasteliy klonai jgyja morfologiniy ir fiziologiniy
skirtumy. Dél diferenciacijos susidaro galutinés lagstelés, i§ kuriy formuojasi jvairlis organai arba
audiniai.

In vitro — procesas (bandymas ar tyrimas), atliekamas arba stebimas dirbtinéje sistemoje (pvz.,
meégintuvelyje).

In vivo — procesas (bandymas ar tyrimas), atliekamas arba stebimas gyvame organizme.



Ivadas

Ivairiy riisiy ir stadijy vézys yra nuo neatmenamy laiky viena sudétingiausiy ir didziausig rizikg
zmogaus sveikatai kelianc¢iy ligy. Tai piktybinis auglys, kuriam biidingas nekontroliuojamas ir greitas
lasteliy dauginimasis, vadinamas lasteliy nemirtingumu. Kuomet besidaugindamos lastelés uzima
sveikyjy lasteliy vieta ir jas naikina. Nekontroliuojamos vézio lastelés yra pajégios plisti tiek krauju,
tiek ir limfa po visa zmogaus organizma. ISoriniai veiksniai tokie, kaip tabako dimai, dulkés,
alkoholis, raudonos meésos vartojimas, virusai, nutukimas, jonizuojancioji spinduliuoté,
ultravioletiniai spinduliai ir jvairiis hormonai bei paveldimumas yra pagrindiné Igsteliy mutacijos (t.
y., genetinés medziagos pakitimo) priezastis, nes sutrikus lgsteliy dauginimo reguliavimui i$sivysto
piktybinés Igstelés. Vézj sunku gydyti dél jo nenuspéjamumo (t. y., kiekvieno tipo véziui yra biidingas
savitas augimo ir plitimo greitis). Ta¢iau Siai dienai yra sukurta ir pritaikyta nemazai metody:
chirurginis gydymas (paSalinant navikinius audinius operacijos metu); radioterapija (ap$vitinant
vézines lasteles jonizuojanciaisiais spinduliais); hipertermija (vézines lasteles veikiant auksta
temperatiira) bei gydymas priesvéziniais vaistais (pvz., chemoterapija ar hormony terapija). IS Siy
iSvardyty metody placiausiai medicinoje yra taikoma chemoterapija, kai yra naudojami citostatikai
vézinéms lgsteléms naikinti, taciau jie taip pat pazeidzia ir sveikgsias lgsteles. Dazniausi citostatikai
naudojami medicinoje — vinkristinas ir vinblastinas — yra gaunami sintetiniu btdu, sintetinant
tarpusavyje vindoling su katarantinu. Taciau mokslininkai, atlikdami tyrimus, aptiko gamtoje
biosintetinamus junginius rausvojo kataranto sudétyje. Buvo bandyta pramong¢je iSekstrahuoti Siuos
junginius, ta¢iau buvo pastebéta, jog vinkristino ir vinblastino gryninimas i§ augalo in vivo reikalauja
dideliy kasty, nes iSgrynintos medziagos iSeiga buvo labai maza. Todél buvo pradéti tyrimai Siy
sudétiniy komponenty sintetinimui paskatinti ir iSeigai padidinti. Pradétas taikyti kaliaus kulttiry
auginimas in vitro, ieSkant optimalios terpés ir fitohormony koncentracijos, kurios leisty padidinti
vinkristino ir vinblastino pagaminimo i$eiga. Siuo baigiamojo magistro projektu siekiama jvertinti,
kaip kaliaus kultliry in vitro auginimui naudojamos maitinamosios terpés ir augimo reguliatoriai,
paveikia augalo biosintetinamy junginiy kiekybe bei kokybg.

Tyrimo tikslas — nustatyti tinkamiausig maitinamaja terpg rausvojo kataranto (lot. Catharanthus
roseus L.) kaliaus kultiiry auginimui in vitro, jvertinti sudétyje esancius antrinius metabolitus,
antioksidantines savybes, bei palyginti su augalo in vivo savybémis.

Tyrimo uzdaviniai:

1. suformuoti rausvojo kataranto kaliaus kultdiras in vitro;

2. jvertinti rausvojo kataranto in vivo ir in vitro ekstraktuose esanciy fermenty (pvz., superoksido
dismutazés ir prolino dehidrogenazes) aktyvuma;

3. nustatyti rausvojo kataranto in vivo ir in vitro ekstraktuose istirpusiy bioaktyviyjy junginiy (pvz.,
baltymy, L-prolino, chlorofilo a ir b, karotinoidy bei polifenoliniy junginiy) koncentracijas;

4. jvertinti rausvojo kataranto kaliaus kultiiry antioksidantinj aktyvuma remiantis redukciniu, ABTS,
FRAP ir DPPH metodais bei palyginti jj su rausvojo kataranto in vivo antioksidantiniu aktyvumu;

5. pateikti alkaloidy (vinblastino ir vinkristino) i§skyrimo aparattiring schema.
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1. Literaturos apzvalga

Siame skyriuje bus aptariamas tiriamasis objektas rausvasis katarantas (lot. Catharanthus roseus L.),
jo kaupiamos aktyviosios medziagos (pvz., fenoliniai junginiai, flavonoidai, eteriniai aliejai,
alkaloidai ir antioksidantai) bei jy funkcinés savybés tiek paciam augalui, tiek ir Zmogaus organizmui,
kaliaus kultliry auginimas in vitro, joms auginti reikalingos priemonés ir salygos.

1.1. Rausvojo kataranto (lot. Catharanthus roseus L.) apibiidinimas

Rausvasis katarantas (zr. 1.1 pav.), dar vadinamas rozine zieme (lot. Catharanthus roseus L.) — tai
stepukiniy (Apocynaceae) Seimos daugiametis puskriimis (kuomet apatiné stiebo dalis yra sumedéjusi,
o virSutineé — zol¢), kiles 1§ Madagaskaro ir labai populiarus dekoratyvinis augalas pasaulyje.

1.1 pav. Rausvasis katarantas (lot. Catharanthus roseus L.) [75]

Vertikaliai j vir§y augantis augalas btina 30—100 cm aukscio. Stiebai yra apvalis ir pailgi (cilindriniai),
iSilgai iSlenkti arba siaurai sparnuoti, zali arba tamsiai raudoni, jauni stiebai buina plaukuoti. Jy yra
blizgis pailgi tamsiai zali lapai, 2,5-9,0 cm ilgio ir 1,0-3,5 plocio, elipsés formos su mazu koteliu,
dazniausiai pavirSius néra padengtas plaukeliais [74]. Lapai auga poromis vienas priesais Kkita.
Ziedynai yra ovalo formos, ploksti penkialapiai vainiklapiai [75]. Dekoratyviniy augaly pasaulyje
galima rasti jvairiy spalvy vainiklapiy derinius: oranzinés, rausvos, raudonos, violetinés arba baltos
spalvos. Neseniai rinkoje atsirado juodos spalvos ,,Jams 'N Jellies Blackberry* augalo veislé, kurios
spalvg nulemia susintetinta nauja antocianiny rasSis (peonidin-3-robinobiozidas) ir auksta jy
koncentracija ziedlapiuose, taip pat padidéjes vandenilio potencialas (pH = 6,1) ir antocianiniy
vakuoliniy intarpy susidarymas [1]. Augalas dazniausiai zydi nuo geguzés iki spalio ménesio, 0
Siltesnése klimato zonose zydi iStisus metus [76]. Dazniausiai vabzdziai (drugiai, plastakés)
apdulkina augalo ziedus, tafiau retu atveju jvyksta ir savaiminis apsidulkinimas. Pirmieji Ziedai
pasirodo per 6-8 savaites po daigumo [76]. Vaisiai yra 2,0-4,7 cm ilgio folikulai (t. y., sausi vaisiali,
turintys tik vieng atveriamaja anga), turintys daug mazy juody sékly (zr. 1.2 pav.) [74]. Séklos gali
biiti ramybeés stadijoje kelias savaites po brandos. Séklos yra gyvybingos 3—5 metus. Jy optimali
daigumo temperattira yra 20-25 °C temperatiros, o daigumas paprastai yra didesnis nei 95 %.
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1.2 pav. C. roseus séklos, vaizdas priartintas su optiniu mikroskopu [74]

Dazniausiai C. roseus galima rasti uolétose atograzy vietose, kelio takuose sausoje savanoje, atvirose
erdvése ir dekoratyviniuose namy darzeliuose [74]. C. roseus labai toleruoja druskingg ir sausringg
dirvozemj, mégsta tiesioging saulés $viesg, taciau nepakelia auksStos temperatiiros [76].

Panaudojimas. Visos C. roseus morfologinés dalys yra labai nuodingos Zmogaus organizmui. Taciau,
savybiy, todél pradéta Saknis ir augalo zole naudoti vaisty gamyboje. C. roseus yra Simtmecius
naudojamas tradicingje Kiny ir filipiny liaudies medicinoje antidepresantu, priemoné cukrinio diabeto
kontrolei ar net sudirginty akiy plovimui [74,77]. Atliktais moksliniais tyrimais, taip pat, buvo
jrodytas augalo tinkamumas cukrinio diabeto prevencijai, ta¢iau naminiai $io augalo preparatai néra
tinkami gydymui [77]. Rausvosios ziemés sudétyje esantys alkaloidai — vinkristinas ir vinblastinas —
yra vienas i§ pagrindiniy véziui gydyti skirty preparaty sudedamyjy daliy [74]. Kadangi augalas yra
gali pasireiksti Salutinis poveikis — apsigimimo defekty sukélimas, cukraus kiekio kraujyje
sumaz¢jimas, pykinimas ir vémimas, klausos praradimas, neuropatija, galvos svaigimas, traukuliai,
kepeny poky¢iai, hipoglikemija ir net mirtis. C. roseus preparatai sagveikauja su li¢io ir cukraus kiekj
reguliuojanciais preparatais, todél néra vartotini kartu [79]. Dziovinta Saknis yra pramoninis
ajmalicino Saltinis, kuris padidina kraujo tekéjima smegenyse ir periferinése kiino dalyse. Ajmalicino
ir serpentino preparatai naudojami kaip antihipertenziniai ir raminamieji junginiai [2], taip pat
psichologinéms ir elgesio problemoms, susijusioms su senumo, jutimo sutrikimy (galvos svaigimas,
spengimas ausyse), galvos traumy ir jy neurologinéms komplikacijoms gydyti [76].

1.2.  Augaly antriniai metabolitai

Vaistiniai augalai — biologiskai veikligsias medZziagas kaupiantys ir gydomosiomis savybémis
pasizymintys augalai, dar kitaip vadinami aromatiniais, nes jie sintetina lakiuosius junginius
metabolizmo metu. I$ jy gaunami eteriniai aliejai naudojami kosmetikos, parfumerijos ir farmacijos
pramong¢je [3]. Augaly metabolitai (veikliosios medziagos) — tai metabolizmo metu augaly lastelése,
audiniuose ir organuose susintetinami organiniai junginiai. Pirminiai metabolitai — riebalai, baltymai,
aminortgstys, chlorofilas, nukleortigStys ir sacharidai — augaly lasteléms yra gyvybiskai svarbiis
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junginiai. Antriniai metabolitai — tai tarpiniai ir galutiniai metabolizmo metu susidare produktai [4].
Svarbiausi vaistiniame augale esantys antriniai metabolitai — polifenoliniai junginiai, flavonoidai,
alkaloidai, pigmentai (chlorofilas, karotinoidai), pektinai, vitaminai, mineralinés medziagos,
organings rugstys, steroidai, glikozidai, terpenai, saponinai bei eteriniai aliejai, kurie kaupiasi visose
augalo morfologinése dalyse. Jy kiekis priklauso nuo jvairiy aplinkos faktoriy (augalo rusies,
augimvietés, surinkimo laiko, dZiovinimo bei laikymo salygy) [3]. Sie antriniai metabolitai pasizymi
gebéjimu suristi laisvuosius radikalus, t. y., pasizymi antioksidantiniu aktyvumu. Augaly
biotechnologijoje siekiama kuo pigiau i§ augalo iSskirti didziausig galimg kiekj veikliyjy medziagy
in vitro badu, nepaveikiant jy sudéties [4]. Augalai yra vertingas antriniy metabolity, i§ kuriy yra
gaminami farmaciniai produktai, agrochemikalai, skonio stiprikliai, kvapiosios medziagos, dazikliai,
biopesticidai ir maisto priedai, Saltinis [5]. Augalai gamina antrinius metabolitus tam, kad apsisaugoty
nuo zolédziy, kenkéjy ir patogeny [6].

1.2.1. Fenoliniai junginiai

Fenoliniai junginiai yra atsakingi uz augalo apsaugine funkcija — saugo augalg nuo zaizdy, infekcijy,
UV spinduliy ir kity aplinkos stresiniy faktoriy. Visy fenoliniy junginiy bendras bruozas — fenoliné
grupé: aromatinis ziedas su prisijungusiu bent vienu hidroksilo radikalu. | fenoliniy junginiy grupe
jeina tokie junginiai kaip fenoliai, fenolinés riigStys, kumarinai, flavonoidai ar hidrolizuoti ir
kondensuoti taninai bei ligninai [7]. Fenolinés riigStys — tai aromatiniai augalo antriniai metabolitai,
kuriy struktiiroje egzistuoja vienas karboksirtigsties radikalas [6]. Polifenoliai, kuriems priklauso
flavonoidai, turi maziausiai du fenolio radikalus; junginiai, turintys tris ar daugiau fenolio radikalus,
vadinami taninais. Netirpts fenoliai yra pasiskirste 1asteliy sienelése, o tirpiis yra suskaidyti augalo
lasteliy vakuolése. Fenoliniy riig§¢iy vaidmuo augaluose: maistiniy medZziagy jsisavinimas, baltymy
sintezé, fermentinis aktyvumas, fotosintezé, statybinés augalo medziagos ir alelopatija. Zmogaus
organizmui fenoliniai junginiai yra naudingi dél keletos biologiniy ir farmakologiniy savybiy:
priesuzdegiminiy, antioksiduojanciy, antimutageniniy ir antikancerogeniniy [8].

Pagrindiniai  fenoliniai junginiai randami rausvojo kataranto ekstrakty sudétyje: 2,3-
dihidroksibenzoiné riigstis, salicilo riigstis, benzoiné rugstis, gliukovanilinas, vanililo alkoholis,
cinamono ragstis, galo rtgstis, vanilino ragstis, hidroksitirolis, ferulo riigstis, chlorogeno ragstis,
kempferolis, kvercetinas, malvidinas, petunidinas, hirsutidinas [9,10].

1.2.2. Flavonoidai

Flavonoidai — tai didziausia fenoliniy (biologiskai aktyviy) junginiy grupé, sintetinama i§ aromatiniy
aminoriig§ciy — fenilalanino, malonato ir tirozino. Flavonoidy grupe sudaro: flavanonai, flavanonoliai,
flavonoliai, izoflavonai, flavan-3-oliai, flavonai, antocianinai ir antocianidinai [11]. Flavonoidai
suteikia vaisiams ir darZovéms natiiralias spalvas (geltong, oranZing ir kt.), o vaistiniam augalui —
skonj ir aromatg. Taip augalas gali veiksmingai pritraukti vabzdzius. Be Siy svarbiy funkcijy,
flavonoidai augalui suteikia gynybing funkcija nuo parazity; veikia kaip fotosintezés Sviesos fazés
katalizatoriai ar kaip jony kanaly reguliatoriai, veikiantys fosforilinimg; saugo nuo reaktyviy
deguonies formy, kurios susidaro fotosintezés elektrony pernaSos metu; saugo augala nuo
kenksmingy ultravioletiniy spinduliy ir atpalaiduoja UV spinduliuojancias reaktyviosios deguonies
formas [8]. Zmogaus organizmui flavonoidai yra naudingi létiniy uzdegimy, diabeto, oksidacinio
streso, neurodegeneraciniy ir kraujagysliy ligy prevencijai ir gydymui [12,13]. Naringeninas ir
hesperidinas, yra efektyviis antioksidantai uzkertant kelig neurodegeneracinéms ligoms [14].
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1.2.3. Eteriniai aliejai

Eteriniai aliejai — natdraliis, skystos agregatinés busenos, lakieji, kompleksiniai junginiai, kuriy
bendras tankis yra maZzesnis nei vandens, skleidziantys stipry ir unikaly kvapag bei tirpstantys
organiniuose tirpikliuose [15]. Jie yra sintetinami augaluose kaip antriniai metabolitai, j kuriy sudétj
jeina alifatiniai ir cikliniai junginiai, terpenai (pvz., limonenas, terpinenas, kamfenas) ir terpeny
dariniai (pvz., alkoholiai, aldehidai, eteriai, ketonai, riig§tys ir esteriai), benzeno dariniai (pvz., benzil
benzoatas, benzil acetatas) [16]. Gamtoje eteriniai aliejai atlicka gynybine¢ augaly funkcija, saugo nuo
grybeliy, bakterijy, virusy, parazity ir zolédziy, o esant poreikiui, jie gali pritraukti kai kuriuos
vabzdzius, kad bity lengviau iSneSiojamos Ziedadulkés ir séklos [17]. Tokie lakieji junginiai kaip
limonenas, linalolis, eugenolis ir a-pinenas pasizymi stipriu antimikrobiniu aktyvumu, o anetolis,
mentolis ir timolis — slopina mieliy bei patogeniniy bakterijy augimg maisto produktuose [18].
Eteriniai aliejai yra vienodai svarbiis ir medicinoje, nes pasizymi zaizdy granuliacijg stimuliuojanciu,
hipereminiu, spazmolitiniu (ple¢ia kraujagysles), prieSuzdegiminiu, antiseptiniu (naikina bakterijas ir
grybelius) poveikiu, tai pat padidina sekreto iSsiskyrima virSutiniuose kvépavimo takuose, skatina
Slapimo i$siskyrimag [19].

Rausvojo kataranto eteriniuose aliejuose rasta virs 50 skirtingy lakiyjy junginiy, i$ jy didziausios
koncentracijos buvo nustatytos: a-linoleno ragsties etilo esteris, stearino riigstis, fitolis, palmitino
rugstis, limonenas, 1-dodekanolis, geraniolis, ir citralis [20].

1.2.4. Alkaloidai

Alkaloidai — junginiai, turintys azoto grupe, kuriuos gamina augalai tam, kad apsisaugoty nuo gyviny
ar vabzdziy. Alkaloidai — labiausiai potencialiai aktyvios cheminés rausvosios ziemés sudedamosios
dalys. Iki Siol rausvajame katarante yra rasta daugiau nei 400 alkaloidy [21]. Atlikus C. roseus
tyrimus buvo nustatyta, kad augalas pagamina daugiau kaip 100 monoterpenoidiniy indolo alkaloidy
(zr. 1.1 lentele), kuriy sudétyje rasti 2 pagrindiniai vézio chemoterapijoje naudojami citotoksiniai
dimeriniai alkaloidai — vinkristinas ir vinblastinas [22]. Vinblastinas ir vinkristinas — pagrindinés C.
roseus bioaktyviosios medziagos Hodzkino limfomai ir leukemijai gydyti. Mokslininkai nustaté, kad
Sie junginiai yra biosintezuojami jungiant augaly alkaloidus kataranting ir vindoling [77]. Taip pat
nustatyta, kad C. roseus yra geras antioksidanty Saltinis [22].

Alkaloidai — tai augalo antriniai metabolitai, organiniai junginiai, savo struktaroje turintys azoto
grupe (zr. 1.3 pav.), kuri suteikia alkaloidams Sarminiy savybiy [23].
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1.3 pav. Pirminés alkaloidy struktiiros [24]

Dazniausiai alkaloidai i§ augaly yra iSskiriami amorfiniy, kristaliniy, nelakiyjy ir bekvapiy junginiy
pavidalu, o alkaloidai, savo struktiiroje neturintys deguonies atomo — skystoje formoje. Dauguma
alkaloidy yra kartaus skonio ir bespalviai, i§skyrus berbering, betaing, kanading, kolchicing ir
sangvinaring [24]. Alkaloidy kartumas padeda augalui apsisaugoti nuo zolédziy, vabzdziy, parazity
ar kity stresiniy faktoriy [25]. Zmogaus organizme alkaloidai pasizymi antibakteriniu, antimitotiniu,
prieSuzdegiminiu, psichotropiniu ir prie$navikiniu aktyvumu bei naudojami kaip analgetikai ir
vietiniai anestetikai [25]. Alkaloidus Zzmogus pasisavina su maistu (pvz., bulvése — solaninas,
pomidoruose — tomatinas) arba gérimais (pvz., kakavos séklose — teobrominas ir kofeinas, kavos
séklose ir gaiviuosiuose gérimuose — kofeinas, arbatos lapuose — teofilinas ir kofeinas) [25].

Chininas maisto pramon¢je yra naudojamas kaip karc¢ioji medziaga toniko gérimuose. Taciau
alkaloidai gali biiti naudojami ir kaip nuodai, pvz., strichninas, meskalinas, tubokurarinas, ar
narkotinés medziagos, pvz., heroinas, LSD, kokainas [25].

Grynos alkaloidy formos gerai tirpsta nepoliniuose organiniuose tirpikliuose (pvz., chloroforme,
eteryje, metileno chloride), ta¢iau néra tirpios vandenyje, iSskyrus kofeing ir efedring [26]. Todél
alkaloidai augaly audiniuose egzistuoja vandenyje tirpiy drusky (cukry, esteriy, taniny ar organiniy
rig§éiy) pavidalu, o ne kaip laisvieji elementai [27]. Siomis alkaloidy tirpumo savybémis yra
remiamasi farmacijos pramong¢je atliekant alkaloidy gryninima (ekstrahavima) i§ augaly audiniy [24].

Alkaloidai klasifikuojami j alkaloidus (gaunami i§ a-aminortig§¢iy pirmtaky) ir pseudoalkoidus
(terpenai ir steroidai), dél vélai vykstanéio aminizacijos proceso, atidavus azoto atomg iS
aminortgsties Saltinio [23]. Alkaloidai gaunami i$ aminoriig§éiy, turinéiy L-konfigiiracija (baltymy

15



aminortgstys), ir i$ neproteininiy aminortg$¢iy (pvz., ornitino). Alkaloidai metaboliniais keliais
(pvz., acetato, Sikimato ir mevalonato) gali bti sintetinami tiesiogiai i§ aminoriig§¢iy pirmtaky (pvz.,
sikimo rugsties, acetilkoenzimo A ir mevalono rugsties) [28]. Acetilkoenzimo A metaboliniu keliu
(acetato kelias) yra susintetinami piperidino alkaloidai, $ikimato — chinolinas, o mevalonato —
heterociklingje struktiiroje turintys azoto atoma), tiek ir neheterocikliniai. Pagrindinés heterocikliniy
alkaloidy grupés: L-triptofanas, L-lizinas, L-histidinas, L-fenilalaninas, L-ornitinas ir glicino/asparto
ragstis [7]. Sios grupés net ir mazomis dozémis turi didelj biologinj aktyvuma. Neheterocikliniams
alkaloidams priklauso junginiai, kurie savo struktiiroje neturi heterociklinio azoto fragmento (pvz.,
kapsicinas, meskalinas ir efedrinas) [29].

Indolo branduolj turintys alkaloidai, gaunami i§ aminortigsties L-triptofano, tac¢iau sintezés metu gali
jvykti transformacija j chinolino branduolj, nuo to priklausys koks alkaloidas bus susintetintas.
Vinblastinas, harminas, katarantinas, rezerpinas, ajmalicinas, vindolinas, vinkristinas, strichininas,
chininas, ergotaminas ir daugelis kity alkaloidy turi indolo branduolj. Indolo alkaloidai yra skirstomi
1 paprastuosius indolo alkaloidus (pvz., psilocinas, serotoninas, triptaminas), skalsiy alkaloidus (pvz.,
ergotaminas), chinolino alkaloidus (pvz., chininas), B-karbolino alkaloidus (pvz., harminas),
piroloindolo alkaloidus (pvz., eserinas) ir terpenoidinius indolus (pvz., katarantinas, ajmalicinas) [28].

Vertingiausi C. roseus fitocheminéje sudétyje esantys alkaloidai — vinkristinas ir vinblastinas — yra
L-triptofano dariniai, dar vadinami indolo alkaloidais (t. y., savo sudétyje turintys indolo skeleting
formulg) [22,30]. Mokslininkai nustaté, kad Sie junginiai yra biosintezuojami jungiant augaly
alkaloidus kataranting ir vindoling [77][31]. Pakeitimas i§ vindolino j vinblasting yra pagrjstas NADH
fermento aktyvumu [28]. Tai struktariSkai labai panasis alkaloidai, tik skiriasi tuo, kad vinkristinas
turi prie azoto radikalo prijungta aldehido grupe, o vinblastinas toje pacioje vietoje turi metilo grupe
[28]. Sudarius palankias sglygas, vinblansting galima oksiduoti j vinkristing. Farmacijoje Sie C.
rosues sudétyje esantys citostatikai yra gryninami i§ augalo lapy ir naudojami chemoterapijoje.
Vinblastinas pasiZymi jvairiomis farmakologinémis savybémis: lgstelés ciklo inhibitorius mitozés
stadijoje (slopina mikrotubuliy formavimasi M fazéje) [32]; antineoplastinés (prie§vézinés) savybeés
(pvz., plauciy, séklidziy, §lapimo pislés bei smegeny vézj, Hodzkino limfomg ir melanoma) [26,33].
Efektyvesnis vinblastino veikimas fiksuojamas vaistg vartojant kartu su bleomicinu.

Vinkristinas yra mitozés inhibitorius metafazéje (jungiasi prie tubulino ir slopina dimery
polimerizacija, sudarydamas mikrotubules) [34]. Todél jis priskiriamas prie lastelés fazei specifiniy
vaisty, kuomet paveikia Igsteles, esancias tik tam tikrose lastelés ciklo fazése, bet neveikia Igsteliy,
esanciy ramybes faz¢je. Dar vinkristinas turi citostatiniy savybiy (slopina véziniy Iasteliy
dauginimasi), todél yra naudojamas gydant limfomg, leukemija, neuroblastoma, nefroblastoma,
HodZkino liga ir naikinant minks$tyjy audiniy navikus (daznai vartojamas kartu su deksametazonu)
[79] [24]. Prekyboje parduodami pavadinimais ,,Velban®* (vinblastinas) ir ,,Oncovin®* (vinkristinas)
[35].

Taciau Sie alkaloidai turi nemazai Salutiniy poveikiy: vinblastinas sukelia sunkias alergines reakcijas,
skrandzio, kauly, galvos skausmus, gilias opas, sunky kraujavima, kauly ciulpy toksiskuma,
hematurijg (t.y., kuomet Slapimo sudétyje randama kraujo), infekcijas, staigy dusulj, viduriy
uzkietéjima [26], vémima, apetito praradimg [78], 0 vinkristinas — perifering neuropatija (dizestezija,
sutrikusig neuromuskuling transmisijg), hiponatremija, plauky slinkima, viduriy uzkietéjima [79]
[2,5]. Vinkristinas, lyginant su vinblastinu, yra neurotoksiskesnis [36].
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Be $iy vertingiausiy alkaloidy, vinkristino ir vinblastino, C. roseus yra nustatyta daugiau nei 130
skirtingy biologiskai aktyviy indolo (Vinca) alkaloidy [37]. Pagrindiniai alkaloidai — alstoninas,
ajmalicinas ir rezerpinas, katarantinas, serpentinas, vindolinas ir kt. (Zr. lentelé 1.1) [38,39].

1.1 lentelé. Rausvosios ziemés sudétyje esantys alkaloidai

Alkaloidas Strukturiné formulé Savybés Saltiniai
Vinkristinas Priesvézinés [40]
Vinblastinas Priesvézinés [40]

. . Hipoglikeminis
Vindolinas poveikis [40]

S Antihipertenzinis,
Ajmalicinas raminamasis poveikis [38.40]
Alstoninas Neuroleptikas [38]
Rezerpinas Hipertenzins poveikis [39]

. Antihipertenzinis,

Serpentinas raminamasis poveikis [40]

17



Kiekviena alkaloidy grupé turi savo ekstrahavimo ir nustatymo metodus. Natiiraliai ekstrahuojant C.
roseus galima iSgauti mazesne¢ nei 0,0003 % vinkristino iSeigg [41]. Todél pramonéje sintetinio
vinkristino gamybai pasitelkiami alternatyviis metodai. Dazniau yra jungiami katarantinas ir
vindolinas siekiant susintetinti Vinca grupés alkaloidus [42].

Pagrindinés reakcijos alkaloidams nustatyti augalinéje zaliavoje, kuriy metu iSkrenta nuosédos yra:
atliekant su Dragendorff'o (oranzinés nuosédos gaunamos sumaisius su kalio bismuto jodidu),
Mayer‘io (baltos nuosédos gaunamos sumaisius su kalio tetrajodomerkurato (II) tirpalu), Hager‘io
(geltonos nuosédos gaunamos sumaisius su sociuoju pikrino riigSties vandeniniu tirpalu) ir Wagner*io
(rausvos nuosédos gaunamos sumaisius jodu ar kalio jodidu) reagentais [24]. Taip pat yra taikoma
kalorimetrija, fluorescencija, fotometrija, elektrofotometrija, spektrometrija, plonasluoksné
chromatografija, didelio efektyvumo skysciy chromatografija (HPLC), dujy chromatografija, dujy
chromatografija-masiy spektrometrija, branduoliy magnetinis rezonansas, rentgeno tyrimas [43].

Taip pat farmacijos pramongje norint sukurti naujus vaistus yra taikomas cheminis alkaloidy
modifikavimas — tai junginio strukttros ar konfigtiracijos pakeitimas, kuomet yra pakei¢iamas ir
alkaloido biologinis aktyvumas [44]. Alkaloidy modifikavimas gali biti atlickamas cheminiu (kai
poky¢iai apima visy galimy junginio daliy strukttrinius pokyc¢ius), biocheminiu (kuomet yra
modifikuojamas fermento aktyvumas) ir biomolekuliniu (kuomet yra manipuliuojama biologiniais
faktoriais alkaloido viduje) budu [45].

1.2.5. Laisvieji radikalai

Laisvieji radikalai — labai reaktyvios ir nestabilios, neporinj elektrong turin¢ios molekulés, kurios dél
tam tikry priezas¢iy gali priimti ar atiduoti vieng elektrona (t. y., oksidatoriai ar reduktoriai) [46]. Jie
susiformuoja oksidacijos metu, kuri gali jvykti metabolizmo metu dél aplinkos terSaly, cigareciy
diimy, ultravioletiniy spinduliy, radiacijos ar nesveiko maisto. Reakcijos, kuriose dalyvauja laisvieji
radikalai, gali branduolyje ir 13steliy membranose paZeisti biologiSkai svarbias molekules, pvz., DNR,
baltymus, lipidus ar angliavandenius, ir taip gali sukelti Zmogaus organizmui pavojingas ligas (pvz.,
Alzheimerio liga), sukelti raumeny, audiniy uzdegimus bei pagreitinti organizmo senéjima.
Svarbiausi ligas sukeliantys aktyvigsias deguonies formas turintys radikalai: hidroksilo radikalai,
superoksido anijony radikalai, vandenilio peroksidas, hipochlorito rtugsties radikalai, azoto oksido
radikalai ir peroksinitrito radikalai ir kt. [47]. Laisvieji radikalai pazeidzia tas makromolekules, dél
kuriy atsiranda lgsteliy paZeidimai ir homeostaziniai sutrikimai. Taciau apripindami organizma
pakankamu kiekiu antioksidanty, padedame jam jveikti laisvuosius radikalus.

Antioksidantai — stabilios molekulés, gebancios elektrong paversti laisvuoju radikalu ir jj
neutralizuoti, taip jj nukenksmindamos. Mazos molekulinés masés antioksidantai atiduoda elektrong
laisvajam radikalui ir nutraukia grandining reakcijg prie$ paveikiant gyvybiskai svarbias molekules.
Nukenksminus laisvuosius radikalus, antioksidantai pasisalina i$ organizmo. Tokius antioksidantus
kaip glutationg, ubichinolj ir §lapimo riig§t] organizmas pasigamina metabolizmo metu. Kitg dalj
antioksidanty, pvz., vitaming E (a-tokoferolis), vitaming C (askorbo riigstis) ir B-karotena, gauname
su maistu [48]. Daug antioksidanty turi dziovinti vaisiai, uogos (alyvuoges, slyvos, citrusai, vysnios,
melynés), zalioji ir juodoji arbata, Sviezios darzovés (morkos, bulvés, brokoliai, pomidorai, ankStiniai
augalai, Spinatai), granatai, raudonas vynas, kakavos pupelés. Epidemiologiniais tyrimais buvo
nustatytos antioksidanty antiaterosklerozinés, antibakterinés, antivirusinés, antimutagenings,
prieSuzdegimingés ir prie§vézinés savybés [47].
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1.3. Rausvojo kataranto kaliaus kultiiros in vitro

Augalo kalius — tai neorganizuotos augalo parenchiminiy (t. y., plonasieniy lgsteliy, kuriose vyksta
pagrindiniai biologiniai procesai) lasteliy mase, kuri uzdengia augalo suzeistg vieta (pvz., jpjova,
jtrikima, poskiepj). Jie yra unikalis tuo, kad kaliy galima uzauginti i§ vienos diferencijuotos augalo
lastelés, o daugelis kaliaus lasteliy yra totipotentinés, t. y., gebancios regeneruoti visus augalo organus
[49]. Tam tikromis salygomis kaliaus kultiros gali patirti somating embriogenezg¢ — procesa, kurio
metu i$ suaugusiy somatiniy Igsteliy susidaro embrionai. Tod¢l yra manoma, kad kai kurios kaliaus
formavimosi formos apima lasteliy diferenciacijg. 1939 metais atradus tai, jog kaliaus kultiiros gali
biti auginamos dirbtiniu biidu ant maitinamyjy terpiy (in vitro) ir parinkus atitinkamas augaly augimo
hormony (auksino ir citokinino) koncentracijas, galima nulemti kaliaus kulttiry diferenciacijos tipg ir
augalo susintetinamy junginiy kiekj, buvo pradétas kaliaus kultiry in vitro auginimas tiek
laboratoriniams tyrimams, tiek ir pramonéje [50]. Tai tapo placiai naudojamu alternatyviu badu
jvairioms augaly rusims auginti bei atsirado galimyb¢ uztikrinti natiiraliy augalo preparaty pastovuma
ir kiekj [51]. Taip pat auginimas in vitro sutrumpina augalo augimo laika, nepriklausomai kuriame
pasaulio regione yra auginama, taip pat yra gera prevencija retoms ir nykstanc¢ioms augaly rasims,
iSvengiama parazity pavojaus bei yra galimybé i§ augaly i§gauti sudétingy struktiiry junginius [52].

Kaliy kultiroms in vitro auginti yra naudojami donoriniy augaly, uzauginty optimaliomis saglygomis
in vivo, eksplantai (pvz., lapai, stiebai, Saknys ar kitos augalo morfologinés dalys). Nuo izoliuoto
augalo in vivo eksplanto dydzio ir amziaus priklausys kaliaus kultiiros in vitro produktyvumas — kuo
jaunesnis ir didesnis eksplantas, tuo geresnis kaliaus kultiiry in vitro augimas. Prie§ jdedant augaly
eksplantus j Petri 1¢ksteléje esancig maitinamaja terpe, jy pavirsius yra nuplaunamas steriliu vandeniu,
apdorojamas fungicidais (t. y., pesticidais augaly ligas sukeliantiems grybams naikinti, pvz.,
bavistinas ar benomilas), plovikliais (pvz., polisorbatu Tween-20) ir sterilinamas etanoliu bei 0,1 %
HgCl; tirpalu [53,54]. Geras augalo sterilinimas, apsaugo augancias kaliaus kultiiras in vitro nuo
pelésio ir kity patogeniniy mikroorganizmy. Augaly Igsteliy kultiiros kultivavimui svarbu parinkti
tinkamos sudéties maitinamajg terpe bei suteikti optimalias iSorinés aplinkos salygas (t. y., Sviesg ir
optimalig temperatiirg). Taip pat yra svarbiis komponentai maitinamyjy terpiy paruoSimui, norint
inicijuoti kaliaus formavimasi ir kultivuoti augaly Igsteles in vitro: mikroelementai, makroelementai,
anglies ir geleZies Saltiniai, organiniai priedai (pvz., gliukoz¢) bei augimo hormonai (pvz., auksinai,
citokininai, giberelinai).

Vienos populiariausiy maitinamyjy terpiy rausvojo kataranto kaliaus kulttiroms auginti: Murashige
& Skoog (MS), Linsmaier & Skoog (LS) ir Gamborg (B5) [55,56]. Maitinamosios terpés skiriasi savo
sudétiniai komponentai bei jy koncentracijomis. Augaly augimo hormonai — tai sintetiniai junginiai,
kurie reguliuoja augalo diferenciacija ir morfogenezés procesus, pvz., auksinai, citokininai.
Citokininai yra augaly fitohormonai, skatinantys augalo lasteliy dalijimasi, chlorofilo biosintez¢ ir
diferenciacijos procesus. Pagrindiniai citokininai naudojami maitinamosiose terpése: kinetinas, 6-
benzilaminopurinas (BAP) ir zeatinas [57]. Citokininas veikia kartu su auksinu, papildant vienas kita,
paprastai jie turi prieSingg poveikj augalui. Auksinai yra gyvybiskai svarbiis augaly fitohormonai,
kurie augalui yra butini net ir maziausiomis koncentracijomis. Auksinai suzadina Sakny ar stieby
pradmeny (in vitro) diferenciacija, skatina lgsteliy dalijimasi bei slopina augalo lapy senéjima.
Auksinai gali buti nattraliis (pvz., 3-indolilacto riigstis (IAR)) ir sintetiniai (pvz., 1-naftilacto riigstis
(NAR), 2,4-dichlorfenoksiacto rugstis (2,4-D)) [58].
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1.4. Literatairos apZvalgos apibendrinimas

Rausvasis katarantas pasizymi jvairiomis medicininémis savybémis, kurios priklauso nuo augalo
biosintetinamy antriniy metabolity. Jie yra atsakingi uz augalo apsaugine funkcijg ir prisitaikymg prie
aplinkos salygy. Rausvojo kataranto sudétyje esantis vinkristinas ir vinblastinas yra placiai
naudojamas jvairiy formy véziui ir kitoms ligoms gydyti. Taciau Siy alkaloidy gryninimas vis dar yra
brangus, dél mazy iSeigy augalo ekstraktuose. Todél siekiant padidinti vinkristino ir vinblastino kiekj
augalo sudétyje, buvo pradétas taikyti kaliaus kulttiry in vitro, bandant jvairias maitinamasias terpes
ir augimo hormony kombinacijas. Daugiausia tyrimy buvo atlikta Indijos mokslininky, nes katarantas
yra placiai naudojamas indy liaudies medicinoje. Bet, iki Siol, dar viskas yra tyrimy lygmenyje ir néra
surasta optimalaus metodo alkaloidy sintezei skatinti. Yra ieSkomi budai ir atlickami moksliniai
tyrimai siekiant uztikrinti pakankama kiekj kokybisko produkto. Sis tyrimas buvo atliekamas siekiant
nustatyti optimalias laboratorines sglygas in Vitro rausvojo kataranto kaliaus kultiiry in vitro
formavimui ir kaliaus bioktyvumui nustatyti.

20



2. Medziagos ir tyrimy metodai

Siame skyriuje bus aptariama tiriamosios medziagos (t. y., C. roseus augalinés Zaliavos) paruo§imas,
naudotos medziagos, reagentai, jranga, priemonés bei aptariami tyrimo metodai.

Augaliné Zaliava. Analizei naudojama rausvojo kataranto (lot. Catharanthus roseus L.) in vivo ir in
vitro bidu laboratorijoje iSauginta augaliné zaliava. Uzauginty augaly morfologinés dalys (t. y. lapai,
ziedai, Saknys ir stiebai) buvo atskirtos viena nuo kitos ir dziovinamos kambario temperatiiroje.

2.1. Naudotos medziagos ir darbo priemonés

2.1 lentelé. Naudoty reagenty ir medziagy sarasas

Metanolis (99,9 %); acetonas (100 %); etanolis (96%); natrio fosfatinis buferis (0,2 M, pH=6,6); Ks[Fe(CN)¢] (1 %);
trichloracto riigstis (10 %); FeCls (0,1 %); acetatinis buferis (300 mM, pH=3,6); TPTZ (10 mmol); HCI (40 mmol/l);
FeCls; x 6H20 (20 mmol/l); FeSO4 x 7H,0; DPPH; standartinis tanino riigsties tirpalas (0,1 mg/ml); Folin-Ciocalteu
fenolinis reagentas (2 N); natrio karbonatas (99,8 %); albuminas (25 mg); Bradfordo reagentas; K/Na fosfatinis buferis
(0,066 M); ditiotritolis (DTT, 1 mM); fenilmetilsufonilfluoridas (PMSF, 0,5 mM); DMSO; polivinilpirolidonas; Tris-
HCI buferis (40 mM); L-metioninas (10 mM); nitromélynasis tetrazolis (54 uM); riboflavinas (3 uM); Tris-HCI (0,05
M, pH=7,8); EDTA (1 mM); tritonas X-100; Karbonatinis buferis (pH=10,3); L-prolinas (0,02 M); NAD (100 mM);
lediné acto rugstis (99,9 %); Ninhidrinas; HsPQOs; L-prolinas (1mM); fosfatinis buferis (20 mM, pH=7,4); ABTS (10
mg); kalio persulfatas (0,17 mM); maitinamosios terpés (MS, LS, Bs); gliukozé; NAR; kinetinas; 2,4-D.

2.2 lentelé. Naudoty priemoniy ir jrangos sgrasas

Analitinés svarstyklés ,,Shimadzu®;

Centrifuga ,,Hettich Universal 320R*;

Autoklavas ,,CertoClav*;

Purtyklé ,,Vortex-Genie*;

Spektrofotomeras ,,Shimadzu UV — 1280 (1 cm diametro plastikinés kiuvetés);
Vandens vonelé ,,.Biosan BWT — U*;

Laminaras ,,Telstar BV — 100%;

Orbitaliné purtyklé ,,ES — 20%;

pH-metras ,,WinLab*;

Microsoft Office 2016 paketo Excel programa — statistiniams skai¢iavimams ir grafikams braizyti;
Edraw Max 9.1 programa — technologinéms schemoms braizyti;

Automatinés pipetés (10, 100, 200, 1000, 5000 pl) su antgaliais ,,Eppendorf Research*.

2.2.  Tyrimo metodai

Siame poskyryje yra pateiktos baigiamajame magistro projekte naudotos metodikos C. roseus kaliaus
kulttroms in vitro ir augalo in vivo auginti ir fitocheminiams tyrimams atlikti.

2.2.1. Sékly sterilinimas
C. roseus s¢kly sterilinimas atliktas naudojant 2 skirtingy tirpaly rinkinius:

e Pirmuoju atveju séklos mirkomos 30 s 70 % C2H50H, 10 min 0,1 % HgCI2, 10 min 1,5 %
NaClO tirpaluose ir 3 kartus plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu.

e Antruoju atveju séklos mirkomos 8 min 0,1 % AgNO3, nuplaunamos steriliu distiliuotu
vandeniu, tada vél mirkomos 1 min 70 % C2HsOH ir galiausiai 3 kartus plaunamos steriliu
distiliuotu vandeniu.
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Issterilintos séklos yra sodinamos j Petri 1éksteles aseptinémis sglygomis laminare. Laminaras yra
apSvieciamas UV lempa 15 min, po to jo pavirSius yra valomas 70 % etanoliu.

2.2.2. Augimo reguliatoriy paruoSimas

Pradinio tiriamosios medziagos 0,1 mg/ml tirpalo paruoSimas: 10 mg augimo hormono suberiama j
matavimo kolbg ir iStirpinama 5 ml distiliuotame vandenyje, tirpalas praskiedziamas iki 100 ml
zymos. Tiriamyjy medziagy tirpalo ttiris, reikalingas tirpaly paruo$imui, apskai¢iuojamas pagal lygt]
ir praskiedziamas iki 100 ml, kad gauti reikiamg koncentracija (mg/1):

_A><B
C

X

Kur: X — reikalingas paimti tirpalo tiiris i$ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medziaga, ml;
A —reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;
B — praskiedimo turis, I;

C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamaja medziaga, koncentracija, mg/ml.
2.2.3. Maitinamyjy terpiy paruoSimas

Rausvojo kataranto sékloms auginti buvo paruostos Murashige & Skoog (MS — viena plac¢iausiai
naudojamy terpiy audiniy kultiroms auginti, pasizyminti didelémis kalio ir amonio bei nitraty
koncentracijomis), Linsmaier & Skoog (LS) ir Gamborg (Bs) maitinamosios terpés, kuriy sudétis
pateikta 1 priede. Maitinamosios terpés 15 minuciy sterilizuojamos autoklave, rezimu — 121,1 °C
temperatiira, 0,75—1 atm. slégis. Sudaromos optimalios kultivavimo salygos: 20-22 °C temperatiira,
fotoperiodas — 24 valandos, eksperimento metu naudojama MS, LS ir Bs terpé (pH =5,7-5,8).
Eksplantai reguliariai kas 3 savaites perkeliami j §viezig maitinamaja terpe. Terpiy pH reguliuojamas
su 0,1 N NaOH ir 0,1 N HSOq tirpalais.

2.2.4. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas C. roseus Zaliavoje

Fermento superoksido dismutazés aktyvumui jvertinti [59] buvo pagaminti C. roseus 0,025 g/ml
buferiniai ekstraktai: pasveriama po 0,1 g (+ 0,0002 g) griustuvélyje susmulkintos augalinés Zaliavos
ir tirpiy baltymy ekstrakcijg vykdome Zaliavg uZpildami 4 ml 0,066 M K/Na fosfatiniu buferiu
(pH = 7,4), i kurio sudétj jeina 1 mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF),
iStirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono tirpalai. Bandiniai 10 min. (25 °C temperatiiroje, prie
200 rpm grei¢io) inkubuojami orbitalinéje purtykléje. Tada centrifuguojama 10 min. 9000 aps/min
greiciu. 400 ul gauto supernatanto dar kartg centrifuguojama Eppendorf tipo mégintuvéliuose 10 min.
10000 aps/min greiciu.

IS gauto supernatanto pirmiausia yra nustatoma baltymy koncentracija tirpale. Baltymy koncentracija
nustatoma Bradfordo metodu [60]. Metodas pagrjstas specifine baltymy saveika su Coomassie
briliantiniu méliu ir susidariusio komplekso aptikimu spektrofotometriskai ties 595 nm bangos ilgiu.
Meéginiams pagaminti yra paimama 200 pl ekstrakto ir uzpilama 2 ml Bradfordo reagento bei
1ISmatuojama Sviesos sugertis spektrofotometru 595 nm bangos ilgyje. Spektrofotometro kalibracijai
yra naudojamas 0,066 M K/Na fosfatinis buferis. Gauti duomenys jvertinami pagal albumino (0,02—
0,18 mg/ml) kalibracinio grafiko (zr. 2.1 pav.) tiesinés regresijos lygtj: y = 3,14042x + 0,1323; R? =
0,9983.
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2.1 pav. Albumino kalibraciné kreivé

Superoksido dismutazés aktyvumui nustatyti yra gaminamas reakcijos miSinys: 40 pl pagaminto
ekstrakto maiSoma su 200 pl 540 pM nitromélynojo tetrazolio, 400 pl 200 mM Tris-HCI buferio
(pH =7.8), 200 ul 100 mM L-metionino, 20 ul 300 uM riboflavino, 500 ul 0,1% Tritono X-100 ir
620 pl dejonizuoto vandens. Taip pat yra paruoSiamas kontrolinis méginys be ekstrakto (t. y.,
fermentinio preparato). Méginiai yra 30 min. ap$vie¢iami liuminescencinémis lempomis ir po
inkubacijos, spektrofotometru pamatuojama méginiy Sviesos sugertis 560 nm bangos ilgyje.
Spektrofotometro kalibracijai yra naudojamas 0,066 M K/Na fosfatinis buferis. Matavimai kartojami
3 kartus. Baltymy koncentracija (mg/ml) apskai¢iuojama pritaikius lygt;:

_a-v-100
n-Vv,

X

Kur: a — baltymo koncentracija, gauta i§ albumino kalibracinés kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V. — pradinis ekstrakto tiiris, paimtas praskiedimui, ml;

n — augaliné mas¢, naudota ekstrakto gamybai, mg.

Superoksido dismutazés aktyvumas (vnt/mg) apskaic¢iuojamas pritaikius lygti:
Ex
B log (E_r)
lag2 xm

Kur: A — SOD aktyvumas, vnt/mg;
Ex— kontrolinio bandinio $viesos sugertis;

ET — tiriamojo bandinio $viesos sugertis;

23



m — baltymo masé preparato tiiryje, mg/ml.
2.2.5. L-prolino koncentracijos jvertinimas C. roseus Zaliavoje

L-prolino koncentracijai [61] nustatyti buvo pagaminti C. roseus 0,025 g/ml vandeniniai ekstraktai.
Pasveriama po 0,1 g (£ 0,0002 g) griistuvelyje susmulkintos augalinés zaliavos ir uzpilama 4 ml
dejonizuotu vandeniu. Mégintuvélis su augaline zaliava 3 min. kaitinamas verdancio vandens
voneléje ir atSaldomas po Salta vandens srove. Procediirg pakartojus dar du kartus, ekstraktas
centrifuguojamas 10 min. 9000 aps/min. Nuo nuosédy atskirtas centrifugatas yra praskiedziamas
dejonizuotu vandeniu iki 6 ml. Bandiniams paruosti j kita mégintuvélj jpilama 1 ml gauto vandeninio
ekstrakto, 1 ml acto riigSties ir 1 ml ninhidrininio reagento. Mégintuvéliai patalpinami verdancio
vandens vonel¢je 1 valandai. Kontrolinis méginys, naudojamas spektrofotometro kalibracijai,
gaminamas vietoj ekstrakto jpilant 1 ml dejonizuoto vandens. Mégintuvéliai yra atvésinami ir Sviesos
sugertis matuojama spektrofotometru 520 nm bangos ilgyje. Matavimai kartojami 3 kartus. Gauti
duomenys jvertinami pagal L-prolino (0,0125-0,6 mM) kalibracinio grafiko (zr. 2.2 pav.) tiesinés
regresijos lygtj: y = 4,8829x + 0,2358; R? = 0,9582.

L-prolino koncentracija (mg/ml) apskai¢iuojama pritaikius lygti:
_ EXkX Vbendrﬂs

oy

paimta

X m

Kur: Cx — prolino koncentracija, pmol/g;
E — tirpalo Sviesos sugertis;
k — L-prolino kiekis, gautas pagal kalibracing kreive, umol;
Vpendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;
Vpaimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;

m — vaistineés augalinés zaliavos kiekis, g.
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2.2 pav. L-prolino kalibraciné kreivé
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L-prolino kalibracinés kreivés paruosimas. Pasveriama L-prolino 0,0011 g ir iStirpinama 10 ml
H20 (1 mM). Imami atitinkami L-prolino kiekiai i§ pradinio tirpalo j mégintuvélius: 0; 0,0125; 0,025;
0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 ml ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1 ml Zymos. Skiediniai
yra maiSomi su 1 ml acto rugsties ir 1 ml ninhidrininio reagento bei paliekami 1 val. verdancio
vandens vonelgje.

2.2.6.  Prolino dehidrogenazés aktyvumo jvertinimas C. roseus zaliavoje

Baltymy koncentracijai ir prolino dehidrogenazés aktyvumui nustatyti [62] buvo pagaminti C. roseus
0,025 g/ml buferiniai ekstraktai: pasveriama po 0,1 g (x 0,0002 g) grustuvélyje susmulkintos
augalinés Zaliavos ir vykdoma ekstrakcija ekstrakcijos buferyje (pH = 7,8) 4 ml turyje, turiniame
0,05 M Tris-HCI (pH=7,8), 1 mM EDTA, 0,5 % Tritono X-100. Bandiniai 10 min. (25 °C
temperatiiroje, prie 200 rpm greicio) jstatomi j orbitaling purtykle. Méginiai centrifuguojami 10 min.
9000 aps/min greiciu. Su pipete perpilama 800 ul supernatanto j Eppendorf tipo mégintuvélius ir
bandiniai dar kartg centrifuguojami 10 min. 10000 aps/min grei¢iu. Baltymy koncentracijai nustatyti
1 mégintuvel; jpilama 200 pl ekstrakto ir 2 ml Bradfordo reagento bei iSmatuojama Sviesos sugertis
595 nm bangos ilgyje. Spektrofotometro kalibracijai yra naudojamas 200 pl ekstraktinio buferio ir 2
ml Bradfordo reagento tirpalas. Gauti duomenys jvertinami pagal albumino (0,02-0,18 mg/ml)
kalibracinio grafiko (zr. 2.3 pav.) tiesinés regresijos lygtj: y = 3,4648x + 0,0866; R?>= 0,971.
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2.3 pav. Albumino kalibraciné kreive

Prolino dehidrogenazés aktyvumui nustatyti atlieckamas papildomas centrifugato skiedimas su
karbonatiniu buferiu, santykiu 1:4. Tada j kita mégintuvélj jpilama 400 pl praskiesto ekstrakto, 1800
ul karbonatinio buferio (pH = 10,3), 1800 ul 0,02 M L-prolino ir sumaiSome purtykle. Prie§ matavima
spektrofotometru j reakcijos misinj jpilama 100 pl 100 mM NAD tirpalo. Sviesos sugertis
registruojama 340 nm bangos ilgyje matavimo pradZioje, o po 3 min. registruojamas absorbcijos
pokytis. Spektrofotometro kalibracijai yra naudojamas karbonatinis buferis (pH = 10,3). Matavimai
kartojami 3 kartus. Fermento aktyvumui apskaiciuoti (umol NAD/mg baltymo x min) yra pritaikoma

lygtis:
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_ 1000 x AE XV
N kxm

Kur: A — prolino dehidrogenazés aktyvumas, umol NAD/mg baltymo x min;
AE — $viesos sugerties pokytis po 3 min ir pradZioje;
V — bendras miSinio tiiris, ml;
k — molinés ekstinkcijos koeficientas (6,22 pmol™® x cm™);

m — baltymo mas¢ preparato turyje, mg.
2.2.7. Chlorofilo a ir b, karotinoidy jvertinimas C. roseus Zaliavoje

Pigmenty (t. y., chlorofilo a ir b, karotinoidy) koncentracijai nustatyti buvo pritaikytas D. Wettstein‘o
metodas [63]. Pagaminti C. roseus 0,01 g/ml etanoliniai ekstraktai: pasveriama po 0,1 g (= 0,0002 g)
gristuvélyje susmulkintos augalinés Zaliavos ir uzpylus 10 ml 96 % C2HsOH homogenizuojama iKi
vientisos masés. Gautas homogenatas yra filtruojamas per filtrinj popieriy. Filtrato turis yra
iSmatuojamas cilindru. Ekstrakty Sviesos sugertis yra spektrofotometriskai iSmatuojama ties 662 nm
(chlorofilo a) bangos ilgiu. ISmatuota $viesos sugertis turi patekti 0,1-0,8 A ribose, jei reikia,
ekstraktai yra praskiedziami 96 % etanoliu. Matavimo kiuvetése (I =1 cm) supilti ekstraktai yra
papildomai iSmatuojami spektrofotometru 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidai) bangy
ilgiuose. Spektrofotometro kalibracijai yra naudojamas 96 % etanolio tirpiklis. Matavimai kartojami
3 kartus. Pigmenty ir karotinoidy koncentracijoms (mg/l) apskaiciuoti yra taikomos lygtys:

Chlorofilo a koncentracija (mg/l): C, = 9,784Dgg, — 0,99Dg44
Chlorofilo b koncentracija (mg/l): C;, = 21,426Dg4s — 4,65D¢

C,+ C, = 5,134Dg4; + 20,436D¢44
Karotinoidy koncentracija (mg/l): Crarotinoidai = 4695D441 — 0,268(C, + Cp,)

Tada atskiro pigmentinio junginio koncentracija (mg/l) yra perskai¢iuojama j Kitus matavimo
vienetus (mg/100g sausos Zaliavos):

X_CxVxV2><100
 nxV; x 1000

Kur: C — pigmenty koncentracija, mg/l;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto turis paimtas praskiedimui, ml;
V; — praskiesto ekstrakto ttiris, ml;

n — augaliné mase, g.

2.2.8. Bendros fenoliniy junginiu koncentracijos jvertinimas Folin-Ciocalteu metodu C.
roseus zaliavoje

Bendrai fenoliniy junginiy koncentracijai nustatyti buvo pagaminti C. roseus 0,005 g/ml acetoniniai
ekstraktai. Pasveriama po 0,025 g (£ 0,0002 g) griistuvélyje susmulkintos sausos augalinés zaliavos.
Zaliava sudedama j plastikinius centrifuginius mégintuvélius ir uzpilama 5 ml 70 % acetono tirpalu.
Bandiniai 20 min. (25 °C temperatiroje, prie 200 rpm greic¢io) jstatomi ] orbitaling purtykle. Pragjus
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laikui, ekstraktai centrifuguojami 10 min. 9000 aps/min 4 °C. Supernatantas surenkamas ir laikomas
4 °C temperatiroje.

Fenoliniy junginiy kiekybinei analizei buvo naudojamas modifikuotas [64] Folin-Ciocalteu
kolorimetrinis metodas [65], kuomet spektrofotometriSkai nustatyta ekstrakty Sviesos sugertis yra
matematiskai perskai¢iuojama ] matavimo vienetus, iSreiSkiancius junginiy kiekj ekstraktuose.
Tiriamiesiems bandiniams pagaminti yra paimamas atitinkamas kiekis paruosto ekstrakto, Siuo atveju
30 pl, ir praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 500 pl. Tada j gautus skiedinius yra jpilama 250 pl
Folino reagento ir 1,25 ml 7,5 % Na,COs tirpalo. Purtykléje sumaiSomas gautas tirpalas ir po 40
minuciy inkubacijos tamsoje (25 °C temperatiiroje) spektrofotometru pamatuojama tirpalo Sviesos
sugertis 725 nm bangos ilgyje. Spektrofotometro kalibracijai yra naudojamas 70 % acetono tirpiklis.
Matavimai kartojami 3 kartus.

Kalibracinei kreivei parengti j mégintuvélius yra jpilama 0,1 mg/ml standartinio tanino rtgsties
tirpalo (0,0-130 ul) j mégintuvélius ir dejonizuotu vandeniu praskiedziama iki 500 ul Zzymos.
Papildomai jpilama 250 ul Folino reagento ir 1250 ul 7,5 % Na>COs tirpalo. Bandiniai sumaiSomi
purtykle ir inkubuojami tamsoje 40 min. (25 °C temperatiiroje). Praéjus laikui, matuojama kiekvieno
bandinio Sviesos absorbcija 725 nm bangos ilgyje. Kontrolinis méginys, naudojamas
spektrofotometro kalibracijai, gaminamas vietoj tanino riigsties jpilant 1 ml dejonizuoto vandens. I$
gauty matavimy bréziama ne maziau kaip 5 koncentracijos taSkus turinti kalibraciné kreivé. I§ gautos
(tanino riigsties) kalibracinés kreivés nustatoma fenoliniy junginiy koncentracija ekstraktuose. Gauti
duomenys jvertinami pagal tanino rugsties (0,5 —6,5 mg/ml) kalibracinio grafiko (zr. 2.4 pav.)
tiesinés regresijos lygtj: y = 0,0986x + 0,0105; R?= 0,9957.

Apskai¢iuojama bendra fenoliniy junginiy koncentracija (mg TAE/100 g sausos Zaliavos) pagal lygtj:

_axVx100
A

Kur: a — tanino rtgsties koncentracija i§ kalibracinés kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto turis, ml;
V1— pradinis ekstrakto tlris paimtas praskiedimui, ml;

n — augaliné masé, mg.
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2.2.9. Antioksidantiniy savybiuy C. roseus zaliavoje nustatymo metodai:

Redukciniy (antioksidantiniy) savybiu jvertinimas C. roseus Zaliavoje. Bendram redukciniy
savybiy aktyvumui jvertinti [66] buvo pagaminti C. roseus 0,02 g/ml metanoliniai ekstraktai.
Pasveriama po 0,1 g (+ 0,0002 g) griistuvélyje susmulkintos augalinés zaliavos, uzpilama 5 ml 100
% metanolio tirpikliu ir 30 min. patalpinama 45 °C temperatiiros vandens voneléje. Po ekstrakcijos,
bandiniai centrifuguojami 10 min. 9000 aps/min greiciu.

IS gauto centrifugato atliekami (0,025-0,02 g/ml) skiedimai: j mégintuvélius jpilama 0,5, 0,25, 0,125
ir 0,0625 ml gauto ekstrakto ir praskiedziama 100 % MeOH tirpikliu iki 0,5 ml Zymos. | skiedinius
yra jpilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei 1,25 ml K3[Fe(CN)g] tirpalo. Bandiniai sumaiSomi
purtykle ir inkubuojami 20 min. 50 °C temperattiros vandens voneléje. Po inkubacijos, jpilama 1,25
ml 10 % trichloracto rtig§ties, sumaiSoma ir centrifuguojama 10 min. 9000 aps/min grei¢iu. 1,25 ml
centrifugato sumaiSoma su 1,25 ml dejonizuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls tirpalu.
Spektrofotometru pamatuojama bandiniy $viesos sugertis 700 nm bangos ilgyje. Spektrofotometro
kalibracijai yra naudojamas 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei 1,25 ml 0,1 % FeCls tirpalas.
Matavimai kartojami 3 kartus. Siame metode §viesos sugertis yra tiesiogiai proporcinga redukcinéms
savybéms, kuo didesné $viesos sugertis, tuo stipresnés redukcinés savybés.

DPPH metodas. Radikaly suri§imo aktyvumas nustatomas augalo metanoliuose ekstraktuose
spektrofotometriskai, panaudojant modifikuotg [67] Brand-Williamso ir kt. metoda [68]. C. roseus
ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai, kurie, siekdami inaktyvinti
laisvuosius radikalus, atiduoda vandenilj ir radikalas tampa stabiliu junginiu (DPPH-H).

Pasveriama po 0,1 g (£ 0,0002 g) grustuvélyje susmulkintos C. roseus augalinés zaliavos, uzpilama
5000 pl 100 % metanolio tirpikliu ir 10 min. homogenizuojama iki vientisos masés. Homogenatas 10
min. centrifuguojamas 9000 aps/min greiCiu ir supernatantas surenkamas tyrimui. Tada j mégintuvélj
ipilama 3000 pl 0,1 M radikalo (DPPH) reagento (jis yra ruoSiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant
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100 ml 100 % metanolyje) ir  jj jleidziama 77 pl ekstrakto, o j palyginamajj tirpalg vietoje ekstrakto
yra jpilama 77 pl 100 % MeOH tirpiklio. Bandiniai sumaiSomi apverciant mégintuvelj 2 kartus ir
inkubuojami 15 min tamsioje vietoje 25 °C temperatiiroje. [vykus reakcijai, tirpalas pilamas j kiuvete
bei spektrofotometru pamatuojama Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje. Spektrofotometro
kalibracijai naudojamas 100 % MeOH tirpiklis. Matavimai kartojami 3 kartus. Radikaly slopinimas
(%) yra apskaiciuojamas lygtimi:

% slopinimas = [(As— Aa)/As] x 100

Kur: Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;

A — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

ABTS metodas. ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu [69]. Radikalo anijony
slopinimo aktyvumui jvertinti buvo pagaminti C. roseus 0,02 g/ml metanoliniai ekstraktai.
Pasveriama po 0,1 g (£ 0,0002 g) griistuvélyje susmulkintos augalinés zaliavos, uzpilama 5 ml 100
% metanolio tirpikliu ir 30 min. patalpinama 45 °C temperatiiros vandens vonel¢je. Po ekstrakcijos,
bandiniai centrifuguojami 10 min. 9000 aps/min greiciu.

ParuoSiamas 2 mM ABTS motininis tirpalas: sumaiSoma 2 mM ABTS su 0,17 mM kalio persulfatu,
kuris yra istirpinamas 20 mM fosfatiniame buferyje (pH = 7,4), ir laikoma 16val. tamsioje vietoje
kambario temperatiiroje. Jvykus reakcijai, radikalo anijonas nudazé tirpala mélynai-7alia spalva. Sis
motininis ABTS tirpalas yra skiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 0,700 A $viesos sugerties, kuomet
pradiné ABTS tirpalo Sviesos sugerties verté buvo virs 2,700 A.

Tada | Eppendorf tipo mégintuvélj jpilama 2 ml praskiesto 2 mM ABTS tirpalo, jleidziama 20 pl
ekstrakto ir gautas tirpalas sumaiSomas purtykle. Kontrolinis méginys yra gaminamas vietoje
ekstrakto j 2 ml ABTS tirpalg jleidziant 20 pl 100 % metanolio tirpiklio. Méginiai inkubuojami 5 min.
25 °C temperatiroje ir spektrofotometru pamatuojama Sviesos sugertis 734 nm bangos ilgyje.
Spektrofotometro kalibracijai yra naudojamas 100 % metanolio tirpiklis. Matavimai kartojami 3
kartus. C. roseus ekstrakty antiradikalinis aktyvumas ABTS metodu jvertinamas matuojant, kiek
procenty radikaliniy anijony neutralizuoja fenoliniai junginiai. Radikaly anijony slopinimas (%) yra
apskaiciuojamas lygtimi:

% slopinimas = [(As— Aa)/Ag] x 100

Kur: Ag — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugerties dydis;

Aa — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

FRAP metodas. FRAP metodas paremtas Fe3*-TPTZ pavirtimu j Fe?*-TPTZ, kuomet tirpalo spalva
nusidazo mélynai [70]. Augalo antioksidantiniam aktyvumui jvertinti buvo pagaminti C. roseus
0,02 g/ml metanoliniai ekstraktai. Pasveriama po 0,1 g (£ 0,0002 g) griistuvélyje susmulkintos
augalinés zaliavos, uzpilama 5 ml 100 % metanolio tirpikliu ir 30 min. patalpinama 45 °C
temperatiiros vandens voneléje. Po ekstrakcijos, bandiniai centrifuguojami 10 min. 9000 aps/min
greiciu.

ParuoSiamas FRAP reagentas: 25 ml 300 mM acetato buferio (pH =3,6) sumaiSoma su 2,5 ml
10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas, iStirpintas 40 mmol/l HCIl) ir 2,5 ml 20 mmol/l
FeClz x 6H-0.
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Tada j mégintuvélj jpilama 3 ml FRAP reagento, jleidziama 100 uL gauto ekstrakto ir gautas tirpalas
sumaiSomas purtykle. Spektrofotometro kalibracijai 3 ml FRAP reagentas yra maiSomas su 100 pl
100 % metanolio tirpikliu. Spektrofotometru pamatuojama méginiy Sviesos sugertis 593 nm bangos
ilgyje. Matavimai kartojami 3 kartus.

Kalibracinei kreivei parengti yra naudojamas 2 mM FeSO4 X 7H20 tirpalas. Ruosiami, ne maziau 5,
FeSO4 x 7H20 koncentracijy (5-25 umol/l) skiediniai: i mégintuvélius jpilama 25, 50, 75, 100, 125 pl
ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 7000 ul zymos. | skiedinius jpilama 3000 pul FRAP
reagento ir méginiai sumaisomi purtykle. Spektrofotometru pamatuojama kiekvieno bandinio Sviesos
absorbcija 593 nm bangos ilgyje. Spektrofotometro kalibracijai 3000 ul FRAP reagento sumaiSoma
su 7000 ul dejonizuotu vandeniu. IS gauty matavimy bréziama ne maziau kaip 5 koncentracijos taskus
turinti kalibraciné kreivé. Gauti tyrimo duomenys jvertinami pagal FeSO4 X 7H20 kalibracinio
grafiko (2r. 2.5 pav.) tiesinés regresijos lygtj: y = 0,021x + 0,0162; R?= 0,9798.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Baigiamojo projekto metu buvo iSaugintos rausvojo kataranto in vivo (natiiralioje Zeméje) ir C. roseus
kaliaus kulttiros in vitro (ant skirtingos sudéties maitinimo terpiy). IS augalo ir kaliaus sausos zaliavos
buvo pagaminti tiriamieji méginiai jvairiy ekstrakcijy budu, taikant tirpiklj, pvz., etanolj, metanolj ir
acetona, siekiant iSekstrahuoti antrinius metabolitus, t. y., augalo veikligsias medziagas. Sie tirpikliai
buvo pasirinkti d¢l jy mazo poliSkumo (maZesnio nei vandens), tai leidzia iStirpinti polines medziagas
esancias augalo sudétyje.

3.1.  Rausvojo kataranto kaliaus kultiiry in vitro suformavimas

Tyrimai atlikti su 9 (zr. 3.1 lentelé) C. roseus kaliaus kultiromis, augusiomis in vitro sglygomis.
Atliktas skirtingy augalo daliy (lapy, stieby ir Sakny) kaliaus auginimas ant terpiy, kurios skyrési savo
sudétiniais komponentais. Palyginimui buvo naudota C. roseus, auginto in vivo salygomis, iSdziovinti
lapai ir ziedali.

3.1 lentelé. Uzauginti tiriamieji bandiniai — rausvojo kataranto kaliaus kulttiros in vitro

Terpés komponentai Augalo dalis

Saknys

MS terpé + NAR (1 mg/l) + Kinetinas (0,1 mg/l) Stiebai

Lapai

Saknys
LS terpé + NAR (2 mg/l) + Kinetinas (0,2 mg/l) + Stiebai
gliukozé (30 g/1)

Lapai

Saknys

Bs terpé + 2,4-D (1 mg/l) + Kinetinas (0,1 mg/l) Stiebai

Lapai

Tyrimui j terpes pasodinta 200 sterilizuoty C. roseus sekly, taciau jos nepasizymeéjo dygimu. Todél,
remiantis mokslininky i§ Indijos tyrimais [55], buvo ant terpiy uzaugintos augalo, augusio In vivo,
atskirtos morfologinés dalys. Po pirminio pasodinimo ant Petri 1éksteliy uzaugusios kaliaus kultiiros
buvo antrg kartg persodinamos ir kultivuojamos ant Svieziy terpiy. Didziausiu kaliaus prieaugiu
pasizyméjo augalo lapai (zr. 3.2 pav.), auginti ant MS terpés, ir stiebai (zr. 3.3 pav.), auginti ant LS
terpés, o maziausiu — Saknys (zr. 3.1 pav.), augintos ant Bs terpés.
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3.1 pav. C. roseus sakny kaliaus kulttiros in vitro, auginant ant Bs terpés

3.3 pav. C. roseus stieby kaliaus kulttiros in vitro, auginant ant LS terpés

Kaliaus kultiras suformavo 100 % eksplanty. Augalo kaliaus formavimosi priklausomybé nuo
morfologinés augalo dalies buvo tirta ir kity mokslininky. Mokslininkai i§ Indijos [58] uzfiksavo
geresnj augima stieby kaliaus, nei lapy kaliaus. Tyrime naudojami augimo hormonai buvo pasirinkti
vertinant kity mokslininky darbus [71,72]. Mokslininkai i§ Indijos [58] ir i§ JAV [73] uzfiksavo
didziausig vinkristino kiekj kaliui auginti naudojant NAR ir BAP augimo hormony kombinacijas, taip
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pat naudojo 2,4-D ir kinetino augimo hormony kombinacijas, taiau buvo nustatytas mazesnis
vinkristino kiekis zaliavoje.

3.2.  Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas C. roseus Zaliavoje

Superoksido dismutazé yra viena 1§ aktyviausiy augalo sudétyje esanciy fermentiniy antioksidanty,
kuri inaktyvuoja superoksida. Norint nustatyti fermento superoksido dismutazés aktyvuma C. roseus
zaliavoje, i§ pradziy, Bradfordo metodu buvo tiriama bendra baltymy koncentracija (mg/100 mg
sausos zaliavos) augalo ekstraktuose pagal albumino kalibracing kreive ir pritaikius lygtj, pateikta
metodikoje.

Tiek Bs, tiek ir LS maitinamojoje terpéje iSaugintas kalius i$ skirtingy morfologiniy (t. y., Sakny, lapy
ir stieby) savo sudétyje susintetino panasy kiekj baltymy, vidutiniskai ~10 mg baltymy/100 mg sausos
zaliavos. NAR maitinamoji terpé labiau yra pritaikyta lapy kaliui auginti (11,81 mg/100g sausos
zaliavos), nei Saknims ar stiecbams. Lyginant auginimo btidus, auginamas kalius in vitro susintetina
daugiau baltymy nei nattralioje aplinkoje in vivo augintas augalas (7,00 mg/100 mg sausos zZaliavos).
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Saknys lapai stiebai

EB5 EMS HLS minvivo lapai

3.4 pav. Baltymy koncentracija C. roseus kaliaus kultairy in vitro ir augalo in vivo ekstraktuose, SSN <5 %

Ivertinus baltymy koncentracija Zaliavoje ir pritaikius lygtj, pateikta metodikoje, yra apskaic¢iuojamas
fermento superoksido dismutazés aktyvumas augalo Zaliavoje.
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3.5 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas C. roseus kaliaus kultary in vitro ir augalo in vivo
ekstraktuose, SSN <5 %

Lyginant baltymy koncentracijos ir SOD aktyvumo grafikus (zr. 3.4 ir 3.5 pav.), rezultatai néra
proporcingai priklausomi vienas nuo kito, t. y., esant didesnei baltymy koncentracijai, nebttinai ir
fermento aktyvumas bus didesnis. Aktyviausias fermentas nustatytas lapuose (t. y., pagrindinéje
augalo dalyje, kur vyksta didziausias kiekis metaboliniy reakcijy). Lyginant maitinamyjy terpiy
tinkamumg fermento aktyvumui, Sakny kaliaus kultiiras rekomenduojama auginti Bs maitinamojoje
terpéje (0,741 vnt/mg), o lapy ir stieby kaliy — MS maitinamojoje terpéje (atitinkamai 1,278 ir 0,791
vnt/mg).

3.3.  L-prolino koncentracijos jvertinimas C. roseus zaliavoje

L-prolinas — tai vienas i$ pagrindiniy aminortgsc¢iy, kuris yra atsakingas uz augalo vystymasi (pvz.,
baltymy biosintezg), tolerancijg abiotiniam stresui (t. y., stresinéms aplinkos sglygoms) bei skatina
chlorofilo b susidaryma.
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3.6 pav. L-prolino koncentracija C. roseus kaliaus kulttiry in vitro ir augalo in vivo ekstraktuose, SSN <5 %
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Tyrimo rezultatai (zr. 3.6 pav.) parodé, jog L-prolino koncentracija augalo in vivo néra Zenkliai
didesné (1567,32 umol/g) nei MS terpéje auginto lapy kaliaus in vitro (1361,23 umol/g). Tai salygoja
abiotinio streso veiksniai (pvz., temperatiira, aplinkos slégis, §viesa ir atmosferos, vandens ar grunto
cheminé sudétis), kurie labiau augalg veikia auginant in vivo nei in vitro badu.

3.4.  Prolino dehidrogenazés aktyvumo jvertinimas C. roseus Zaliavoje

Norint nustatyti prolino dehidrogenazés aktyvuma C. roseus Zaliavoje, i$ pradziy buvo atliekama
tirpiy baltymy ekstrakcija. Bradfordo metodu nustatoma baltymy koncentracija (mg/ml) augalo
ekstraktuose pagal albumino kalibracing kreivg ir pritaikius lygti, pateikta metodikoje, apskaiciuotas
fermento aktyvumas augalo ekstraktuose.
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3.7 pav. Fermento prolino dehidrogenazés aktyvumas C. roseus kaliaus kultiiry in vitro ir augalo in vivo
ekstraktuose, SSN <5 %

I§ rezultaty matyti (Zr. 3.7 pav.), kad pastebimas rySkus skirtumas tarp in vitro ir in vivo méginiy
ekstrakty. Tiriamas fermentas (prolino dehidrogenazé) buvo aktyvesnis lapy kaliaus in vitro sausos
zaliavos buferiniuose ekstraktuose (11,34 umol NAD/mg baltymo*min), kai, tuo tarpu, in vivo lapy
ekstraktuose 4,95 pmol NAD/mg baltymo*min. Siame metode svarbus démesys atiteko §viesos
sugerties poky¢iui per 3 minutes, tai nulémé fermento efektyvumo dydj.

3.5.  Chlorofilo air b, karotinoidy jvertinimas C. roseus Zaliavoje

Chlorofilui a, chlorofilui b ir karotinoidams (tai 2 i§ 4 pagrindiniy augaly sudétyje esanciy pigmenty)
nustatyti C. roseus zaliavoje, buvo pasirinktas spektrofotometrinis metodas, kuomet naudojant tg patj
meégin] buvo iSmatuota Sviesos sugertis prie 3 skirtingy bangos ilgiy, kuriuose yra tiriamyjy pigmenty
pikai (662 nm, 644 nm ir 441 nm).
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3.8 pav. Chlorofilo a koncentracija C. roseus kaliaus kulttry in vitro ir augalo in vivo ekstraktuose, SSN <5
%

Unikali chlorofilo a savybé yra absorbuoti tiek raudonos, tick ir mélynos spalvos $viesa, taciau
mélyng Sviesg absorbuoja silpniau, todél jos energijos negali naudoti fotosintezei. Tyrimo rezultatai
parodé (zr. 3.8 pav.), jog didziausig kiekj chlorofilo a susintetino lapy kalius augintas MS
maitinamojoje terpéje (213,71 mg/100g sausos zaliavos). Palyginimui buvo patikrinta neisdziovintoje
kaliaus kultiroje esanti chlorofilo a koncentracija (58,06 mg/100g zaliavos). Pastebéta, jog
iSdziovintoje zaliavoje buvo daugiau tirpiklyje tirpiy pigmenty, todél chlorofilo a koncentracija buvo
didesné sausos zaliavos ekstraktuose (86,93 mg/100g sausos Zaliavos).
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3.9 pav. Chlorofilo b koncentracija C. roseus kaliaus kultiiry in vitro ir augalo in vivo ekstraktuose, SSN <5
%

Chlorofilas b leidzia augalui praplésti sugeriamos Sviesos spektra, todél augalai gali absorbuoti
daugiau energijos i§ aukstesnio daznio mélynos §viesos. Zvelgiant j grafika (zr. 3.9 pav.), pastebima
panasi situacija kaip ir chlorofilo a koncentracijos grafike (zr. 3.8 pav.). Efektyviausi chlorofilo b
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gamintojai — lapai. MS maitinamoji terpé yra optimali chlorofilo b sintezei. Palyginimui buvo
patikrinta nedziovintos kaliaus kultiros ekstraktuose esanti chlorofilo b koncentracija
(25,67 mg/100g sausos Zzaliavos), o sausoje zaliavoje buvo dvigubai didesnis chlorofilo b Kiekis
(53,21 mg/100g sausos zaliavos). MS maitinamosios terpés lapy kaliaus ekstraktuose nustatyta
chlorofilo koncentracija (127,09 mg/100g sausos zaliavos) jrodo, jog terpé yra palankiausia pigmenty
sintezei. Sakny kaliaus Bs terpés ekstraktuose fiksuojame didesne chlorofilo b koncentracija (8,11
mg/100g sausos zaliavos) nei chlorofilo a.
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3.10 pav. Karotinoidy koncentracija C. roseus kaliaus kulttiry in vitro ir augalo in vivo ekstraktuose, SSN < 5
%

Karotinoidai yra $viesos energija absorbuojantys junginiai, taciau, taip pat jie atlicka nefotocheminj
gesinima, t. y., apsaugo augalg nuo perteklinés saulés energijos, ja iSsklaidydami kaip Siluma.
Karotinoidy koncentracijos grafike (zr. 3.10 pav.) pastebime, jog MS maitinamojoje terpéje auginty
lapy kaliaus kultiry in vitro ekstraktuose taip pat rasta didZiausia koncentracija karotinoidy
(70,49 mg/100g sausos zaliavos). Augalo in vivo lapuose rasta 16,81 mg karotinoidy/100g sausos
zaliavos, nedziovintame lapy kaliaus in vitro iy pigmenty koncentracija buvo 25,63 mg/100g
zaliavos, o tame paciame, tik dziovintame, lapy kaliaus in vitro ekstrakte — 26,82 mg
karotinoidy/100g sausos zaliavos.

3.6.  Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folin-Ciocalteu metodu C. roseus
Zaliavoje

Polifenoliniai junginiai yra atsakingi uz augalo antioksidantines savybes, todél koreliuoja tarpusavyje
antioksidantinis aktyvumas su fenoliniy junginiy koncentracija. Spektrofotometriskai buvo atlikta
rausvojo kataranto in vivo ir in vitro atskiry morfologiniy daliy analizé. I§ gauty matavimo rezultaty
Excel programa buvo i$vesti aritmetiniai vidurkiai, apskaiciuoti fenoliniy junginiy kiekiai 100 gramy
sausos zaliavos ir apskaiciuotos ekstrakty paklaidos nevirsijo 5 % SSN.

Norint nustatyti bendra fenoliniy junginiy koncentracija C. roseus sausoje zaliavoje, buvo pasitelktas
tanino rugsties (TAE) Kkalibracinés kreivés grafikas bei pritaikoma lygtis, pateikta metodikoje.
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3.11 pav. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija C. roseus kaliaus kulttiry in vitro ir augalo in vivo
ekstraktuose, SSN <5 %

IStyrus augalg buvo nustatyta (zr. 3.11 pav.), jog fenoliniy junginiy sintez¢ aktyviausiai vyksta augalo
in vivo lapuose, nes, lyginant su kitais tiriamaisiais, buvo rastas didziausias kiekis tirpiklyje iStirpusiy
fenoliniy junginiy — 16,947 mg TAE/100 g sausos zaliavos. Lyginant kaliaus in vitro ekstraktus,
didziausias kiekis iStirpusiy polifenoliniy junginiy nustatytas lapy kaliaus in vitro acetoniniame
ekstrakte — 11,653 mg/100 g sausos zaliavos. Bs terpéje auges kalius in vitro susintetino maziausig
kiekj polifenoliniy junginiy. Lyginant $akny kaliaus in vitro ekstraktus, didziausias kiekis iStirpusiy
polifenoliniy junginiy nustatytas kaliaus augusio LS mitybinéje terpéje — 6,907 mg/100 g sausos
Zaliavos. Antioksidantinio aktyvumo tyrimy rezultatai priklausys nuo fenoliniy junginiy kiekio
ekstraktuose, nes jie stabilizuoja laisvuosius radikalus — kuo didesnis fenoliniy junginiy kiekis
augaluose, tuo pasireiskia aktyvesnés antioksidantinés savybés.

3.7.  Redukciniy (antioksidantiniy) savybiy jvertinimas C. roseus Zaliavoje

Norint nustatyti augale esancias antioksidantines savybes buvo pritaikyti skirtingi metodai, siekiant
nustatyti tikslesnj antioksidanty, esandiy ekstraktuose, aktyvuma. Siuo atveju buvo pasirinktas indy
mokslininko taikytas [66] metodas, kuriuo buvo vertinama ekstrakto skirtingy koncentracijy tirpaly
Sviesos sugertis, tam kad nustatyti Sviesos sugerties priklausomybe nuo koncentracijos.
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3.12 pav. Redukciniy savybiy jvertinimas C. roseus kaliaus kulttry in vitro ir augalo in vivo ekstraktuose,
SSN<5%

IS rezultaty (zr. 3.12 pav.) matyti, kad esant didesnei C. roseus ekstrakto (augalo veikliyjy junginiy)
koncentracijai, Sviesos sugertis taip pat bus proporcingai didesné, t. y., bendras grafiko vaizdas
nesiskiria prie skirtingos ekstrakty skiediniy koncentracijos. Vertinant 0,02 g/ml koncentracijos
grafika, rySkiausias antioksidanty aktyvumas yra pastebimas nattralioje aplinkoje auginto augalo in
vivo ekstraktuose, tiek Zieduose (2,494 A), tiek ir lapuose (1,857 A). Kaliaus in vitro aktyviausi
antioksidantai buvo uZfiksuoti MS maitinamojoje terp¢je auginto lapy kaliaus metanoliniuose
ekstraktuose (1,475 A). Sakny kaliui augti, kaip ir baltymy koncentracijos nustatyme, tinkamiausia
yra Bs maitinamoji terpé (0,661 A), o LS maitinamoji terpé yra rekomenduojama stieby kaliui auginti,
vertinant tyrimo rezultatus pagal §j metoda. Taciau galima teigti, jog Bs maitinamoji terpé néra
tinkamas pasirinkimas stieby ir lapy kaliui auginti.

3.8.  Antioksidantiniy savybiu C. roseus Zaliavoje jvertinimas. DPPH metodas

Kitu, DPPH metodu atliekant tyrimus buvo pasirinkta vienos koncentracijos C. roseus ekstraktai.
Siuo metodu buvo tirtas DPPH radikalo slopinimas, kuomet ekstrakte esantys fenoliniai junginiai
atiduoda vandenilio jona ir DPPH radikalas yra stabilizuojamas. Buvo pasiruostas palyginamasis
(violetinés spalvos tirpalas, kai DPPH radikalas yra nestabilus) tirpalas, kurio $viesos sugertis skaitine
verte yra didziausias, o ekstraktai laikui bégant blukina DPPH tirpalo spalva (t. y., kuo labiau augalo
ekstrakto antioksidantinis poveikis tirpalui yra didesnis, tuo labiau tirpalo spalva yra gelsvesné).

39



Ziedai

—
_I_|
lapai ¥,
—
Saknys L
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Slopinimas, %

ELS mMS mB5 ®invivo

3.13 pav. Antioksidantinis ekstrakty aktyvumas DPPH metodu C. roseus kaliaus kulttiry in vitro ir augalo in
vivo ekstraktuose, SSN <5 %

Buvo pastebéta ta pati tendencija (zr. 3.13 pav.) kaip ir 3.7 poskyryje naudotame metode. C. roseus
augintas in vivo rodo didesnj antioksidantinj aktyvuma, nei kalius in vitro. Siame metodo rezultatuose
yra mazesnis skirtumas tarp in vivo lapy ir ziedy. Augalo in vivo Ziedai pasizyméjo aktyviausiomis
antioksidantinémis savybémis, net 90,88 % nuslopino DPPH radikalg, 0 in vivo lapai pasizyméjo Siek
tiek maZesniu, 88,03 %, radikalo aktyvumo slopinimu. C. roseus auginto laboratorinémis saglygomis
(in vitro) stipriausiu antioksidantiniu aktyvumu pasizyméjo MS terpéje auginto kaliaus ekstraktai —
lapai pasieké 52,36 %, Saknys — 30,72 %, 0 stiebai — 26,18 % radikalo slopinima. Siame metode (Bs)
Sakny kalius nepasizymeéjo, tokiu aukstu antioksidantiniu aktyvumu (7,50 %), ta¢iau LS maitinamoji
terpé, vél gi, yra rekomenduojama stieby kaliui auginti (26,35 % radikalo slopinimas).

3.9.  Antioksidantiniy savybiuy C. roseus Zaliavoje jvertinimas. ABTS metodas

ABTS metode, kaip ir DPPH metode, yra apskai¢iuojamas procentinis radikalo slopinimas C. roseus
ekstrakty bandiniuose. Inkubuojant tamsoje ABTS radikala su kalio persulfatu, jis redukuojamas j
nestabilig forma (ABTS-") — tirpalas nusidazo zalsvai, o su ekstrakte esanciais antioksidantais (t. y.,
fenoliniais junginiais) laisvasis radikalas yra surisamas (t. y., stabilizuojamas).
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3.14 pav. Antioksidantinis ekstrakty aktyvumas ABTS metodu C. roseus kaliaus kultiiry in vitro ir augalo in
vivo ekstraktuose, SSN < 5 %

Tyrimo rezultatai (zr. 3.14 pav.) parodé, kad intensyviausias antioksidantinis aktyvumas ABTS
metodu stebimas augalo in vivo ziedy ekstraktuose (86,02 %). Lapy kaliaus in vitro ekstraktuose
aktyvumas didziausias pastebétas auginant MS maitinamojoje terpéje (51,99 %), stieby kalius
daugiausiai antioksidantiniy savybiy tur¢jo auginant LS maitinamojoje terp¢je (37,11 %), o Sakny
kalius tur¢jo aktyviausias antioksidantines savybes auginant MS maitinamojoje terpéje (28,72 %).
Siuo atveju, Bs maitinamojoje terpéje augintas kalius turéjo maZesnes redukcines savybes, nei MS ar
LS maitinamojoje terpéje augintas kalius.

3.10. Antioksidantiniy savybiu C. roseus Zaliavoje jvertinimas. FRAP metodas

FRAP metodas yra pagrijstas Fe**-TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) redukcija j Fe?*-TPTZ. Vizualiai

tai yra matoma bespalvio tirpalo nusidazymu mélyna spalva. Antioksidantais (ekstraktuose esanciais

polifenoliniais junginiais) yra siekiama redukuoti Fe(l11) jonus. Spektrofotometriskai 593 nm bangos

ilgyje yra patikrinama po redukcijos gautos Fe(ll) koncentracija esanti bandiniuose. Norint nustatyti

C. roseus ekstrakty antioksidantinj aktyvuma, reikia papildomai paruosti FeSO4 x 7H20 (5-25 pumol/l)
kalibracing kreive ir i$ jos apskaiciuoti Fe(II) koncentracija (uM) bandiniuose.
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3.15 pav. Antioksidantinis ekstrakty aktyvumas FRAP metodu C. roseus kaliaus kulttiry in vitro ir augalo in
vivo ekstraktuose, SSN <5 %

Tyrimas (Zr. 3.15 pav.) parodé, kad stipriausiu trivalentés gelezies jony redukavimu pasizymi MS
maitinamojoje terpéje augintas lapy kalius (46,086 pM). Sakny kaliaus stipriausios antioksidantinés
savybés pasireiskia taip pat kaliui auginti renkantis MS maitinamaja terpg, net 17,086 uM trivalentés
gelezies buvo redukuota j dvivalente formg. Natiiraliomis sglygomis (in vivo) auginto augalo zZiedy
metanoliniai ekstraktai redukavo 27,705 uM trivalentés geleZes, kuomet lapai — 24,562 uM. LS
terpéje auginty augaly ekstraktai taip pat pasizyméjo didesnémis redukcinémis savybémis — stieby
kalius in vitro susintetino didziausig kiekj antioksidanty (24,610 uM), ta¢iau geromis redukcinémis
savybémis pasizyméjo ir lapy kalius (18,800 uM), augintas Sioje terpéje. Kalbant apie Bs
maitinamojoje terpéje auginto kaliaus ekstraktus, savo redukcinémis savybémis neprilygo kitose
terpése augintiems ekstraktams, geriausiu atveju lapy kalius suredukavo 12,800 uM Fe®* jony.

42



4. Rekomendacijy dalis

Vinblastino ir vinkristino i$skyrimas i$ rausvojo kataranto (lot. Catharanthus roseus L.) kaliaus
kultary in vitro (Zr. 4.1 pav.).
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4.1 pav. Vinkristino ir vinblastino i§skyrimo aparatiiriné schema i$ rausvojo kataranto kaliaus kultiiry

I$§ pradziy pirmajame bioreaktoriuje yra pasodinami rausvojo kataranto in vivo eksplantai (pvz., lapai,
stiebai, Saknys) su MS maitinamaja terpe. Tada susidariusios kaliaus kultiiros yra perkeliamo j antrajj
bioreaktoriy ir paveikiamos fitohormonais. UZaugintos rausvojo Kkataranto kaliaus kultiiros su
iScentriniu siurbliu praleidziamos pro filtrg (atlickos atskiriamos) ir dziovinamos dziovinimo
kameroje. Gauta sausa augaly biomasé yra susmulkinama homogenizatoriuje ir laikoma rezervuare.
Sukaupus pakankamai medziagos, homogenizuotos rausvojo kataranto kaliaus Kultiiros yra
perkeliamos j maisykle, kurioje sausa zaliava yra sumaiSoma su acetonu ir HCI tirpalu (santykiu 10:1).
Tada misinys perduodamas j kaitinamajg kamera ir gautas tirpalas atvésinamas ausinimo kameroje.
Rotaciniame vakuuminiame filtre igrynintinos kaliaus kultGros yra grazinamos j maiSykle, kurioje
nuosédos veél praplaunamos acetonu. Tada iSscentriniu siurbliu filtratai yra perduodami j ekstraktoriy,
kuriame acetono tirpalas yra ekstrahuojamas acto rigsties etilo esteriu. Surinkta virSutiné fazé yra
tiekiama j chromatografing kolonélg ir joje iSvalytas tirpalas iScentriniu siurbliu tiekiamas j ultrafiltra.
ISvalytas tirpalas liofilizatoriuje yra dZiovinamas Saltoje temperattroje ir gautas sausas produktas gali
bati naudojamas pramoniniams tikslams.
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ISvados

Intensyviausiai rausvojo kataranto (lot. Catharanthus roseus L.) kaliaus kultdras in vitro
suformavo augalo lapai. Didziausias rausvojo kataranto kaliaus kulttiros vidutinis prieaugis buvo
nustatytas Murashige&Skoog (MS) terpéje su 1-naftilacto ragstimi (1 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/l).

. Didziausiu antioksidantiniy fermenty (didziausia verté prolino dehidrogenazés — 11,34 (umol
NAD/mg baltymo X min) ir superoksido dismutazés — 1,305 vnt/mg) aktyvumu pasizyméjo
rausvojo kataranto kaliaus kulttros, augusios Murashige&Skoog terpéje su 1-naftilacto riigstimi
(2 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/l).

. Didziausig baltymy koncentracija (11,81 mg/100 g) sukaupé rausvojo kataranto kaliaus kulturos,
augusios Gamborg (Bs) terpéje su 2,4-dichlorfenoksiacto ragstimi (1 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/l).

Didziausia L-prolino koncentracija (1567,32 umol/g) buvo nustatyta rausvame katarante in vivo.

Daugiausiai chlorofilo a (213,71 mg/100g) ir b (127,09 mg/100 g) bei karotinoidy
(70,49 mg/100 g) sukaupé rausvojo kataranto kaliaus kulthros, augusios Murashige&Skoog
terp¢je su 1-naftilacto riigS§timi (1 mg/l) ir kinetinu (0,1 mg/1).

Didziausig fenoliniy junginiy koncentracijg (16,947 mg/100 g) sukaupé rausvasis katarantas in
vivo, 0 didziausig fenoliniy junginiy koncentracija (11,653 mg/100 g) susintetino rausvojo
kataranto kaliaus kultiiros, augusios Murashige&Skoog terpéje su 1-naftilacto ragstimi (1 mg/1)
ir kinetinu (0,1 mg/l).

. Tiriant rausvojo kataranto antioksidantines savybes 4 metodais (t. y., FRAP, DPPH, ABTS ir
redukciniu) nustatyta, kad aktyviausiomis antioksidantinémis savybémis pasizyméjo tiriamojo
augalo in vivo ziedai. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu taip pat pasizyméjo kaliaus kulttros,
augusios MS terpé¢je su 1-naftilacto rigStimi (1 mg/1) ir kinetinu (0,1 mg/1).

Pasitlyta vinkristino ir vinblastino i§skyrimo aparatiiriné schema, pagal kurig rekomenduojama
iSskirti alkaloidus i$ rausvojo kataranto kaliaus kulttiry in vitro.
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Priedai

1 priedas. Maitinamyjy terpiy sudétis

1 lentelé. Maitinamosios Murashige & Skoog (MS) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale, mg/I Koncentracija terpéje, mg/l
Makroelementai
NH4NO; 33000 1650
KNO; 38000 1900
CaCl, x 2H.0 8800 440
MgSO. x 7H,0 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai
KJ 166 0,83
Hs;BO3 1240 6,2
MnSQO4 x 4H,0 4460 22,3
ZnS04 X 7TH20 1720 8,6
Na;M00O4 x 2H,0 50 0,25
CuS0O4 x 5H,0 5 0,025
CoCl; x 6H,0 5 0,025
Gelezies Saltinis
FeSO4 x 7TH.0 5560 27,8
Na,EDTA x 2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCI 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

o1



2 lentelé. Maitinamosios Linsmaier & Skoog (LS) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale, mg/I Koncentracija terpéje, mg/l
Makroelementai
CaCl; 332,02 2,99
KH2PO4 170,00 1,25
KNO3 1900,00 18,79
MgSQO4 180,54 1,50
NH4NO3 1650,00 20,61
Mikroelementai
CoCl; x 6H,0 0,025 0,11
CuS0O4 x 5H20 0,025 0,10
FeNaEDTA 36,70 100,00
H3BOs 6,20 100,27
Kl 0,83 5,00
MnSQO4 x H20 16,90 100,00
Na;MoO; x 2H,0 0,25 1,03
ZnS04 X TH20 8,60 29,91
Vitaminai
mio-inozitolis 100,00 554,94
Tiaminas-HCI 0,40 1,19

3 lentelé. Maitinamosios Gamborg (Bs) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale, mg/l Koncentracija terpéje, mg/l
Makroelementai
CaCl, 113,23 1,02
KNO3 2500,00 24,73
MgSQO4 121,56 1,01
NaH2PO,4 130,44 1,09
(NH4)2S04 134,00 1,01
Mikroelementai
CoCl; x 6H20 0,025 0,11
CuS0O, x 5H.0 0,025 0,10
FeNaEDTA 36,70 100,00
H3sBOs 3,00 48,52
Kl 0,75 4,52
MnSQO4 x H20 10,00 59,16
Na;MoO, x 2H,0 0,25 1,03
ZnS0O4 X TH20 2,00 6,96
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