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Santrauka

Hypericum perforatum L. jau nuo seno yra naudojamas kaip vaistinis augalas, pasizymintis
antioksidacinémis, antibakterinémis, prieSuzdegiminémis bei antidepresantinémis savybémis.
Jonazoléje gausu bioaktyviyjy junginiy, tokiy kaip hipericinas, hiperforinas, pseudohipericinas,
flavonoidy bei kity junginiy, kurie ir lemia Sias savybes. Hypericum preparatai placiai naudojami
medicinoje, farmacijoje, nuolat atliekami tyrimai, siekiant nustatyti ir jvertinti antioksidacinj ir
antibakterinj aktyvumg. Efektyviausias biidas tai iStirti — naudoti jvairius augimg lemiancius
hormonus, kurie atsako uz augalo augimg, vystymasi, lasteliy dalijimasi ir diferenciacijg bei
baltymines medZziagas, kurios svarbios imuniniam atsakui. Naudojant $ias medZziagas, bandoma
pagreitinti ir pagerinti augalo augimg bei padidinti bioaktyviyjy junginiy koncentracijas [1].

Tyrimo metu buvo paruostos skirtingos terpés, kurios tarpusavyje skyrési sudétimi — buvo
pridedami auksinai (2,4-D, NAR) ir/arba citokinai (BAP, kinetinas), naudojamos skirtingos
koncentracijos. Buvo formuojamos H. perforatum L. kaliaus kultiros in vitro, vertinamas jy ekstrakty
antioksidacinis ir antibakterinis aktyvumas. Antioksidacinis aktyvumas buvo vertinamas, naudojant
redukcinj, FRAP, DPPH ir ABTS metodus, antibakterinis aktyvumas — agaro difuziniu metodu.
Ivertinta 39 junginio (N-(1,3-dioksizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino) propanamido) ir augalo
dalies, 1§ kurios buvo iSauginta kaliaus kultiira, jtaka paprastosios jonazolés antioksidaciniam ir
antibakteriniam aktyvumui. Nustatytas katalazés ir SOD aktyvumas, fenoliniy junginiy, MDA,
liuteino, chlorofilo a ir b bei karotinoidy, flavonoidy koncentracija bei, taip pat, jvertinta 39 junginio
ir augalo eksplanto dalies, i$ kurios buvo iSauginta kaliaus kulttira, jtaka Siems rodikliams. Buvo
istirtas prolindehidrogenazés ir askorbatperoksidazés aktyvumas, prolino ir baltymy koncentracija.
Pasitilyta hiperforino isskyrimo i§ H.perforatum L. kaliaus kulttiry in vitro ekstrakcijos biudu,
naudojant superkritinj CO2, technologiné schema.
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Summary

Hypericum perforatum L. has long been used as a medicinal plant with antioxidant, antibacterial,
anti-inflammatory and antidepressant properties. St. John’s wort is rich in bioactive compounds such as
hypericin, hyperforin, pseudohypericin, flavonoids and other compounds, which determine these
properties. Hypericum medications are widely used in medicine, pharmacy, regular research is carried
out to determine and evaluate antioxidant and antibacterial activity. The most effective way to study this
IS to use a variety of growth-determining hormones that are responsible for plant growth, development,
cell division and differentiation, and proteins that are important for the immune response. The use of
these substances attempts to accelerate and improve plant growth and increase the concentrations of
bioactive compounds [1].

During the study, different media were prepared, which differed in their composition - auxins (2,4-
D, NAA) and / or cytokines (BAP, kinetin) were added, different concentrations were used. H.
perforatum L. callus cultures were formed in vitro, and the antioxidant and antibacterial activity of their
extracts was evaluated. Antioxidant activity was assessed using reductive, FRAP, DPPH and ABTS
methods, antibacterial activity - using agar diffusion method. The influence of 39 compound (N-(1,3-
dioxoisoindolin-2-yl)-3-((4-methoxyphenyl)amino)propanamide) and the part of the plant explant from
which callus cultures were grown on the antioxidant and antibacterial activity of St. John’s wort was
evaluated. Catalase and SOD activity, the content of phenolic compounds, MDA, lutein, chlorophyll a
and b and carotenoids, flavonoids were determined, as well as the influence of 39 compound’s and plant
explant parts from which were grown on these parameters was evaluated. Proline dehydrogenase and
ascorbate peroxidase activity, proline and protein content were examined. A technological scheme for
the extraction of hyperforin from H. perforatum L. callus cultures by in vitro extraction using
supercritical CO2 was proposed.



Santrumpy ir terminy sarasas
2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto riigstis;
BAP — 6-benzilaminopurinas;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia;
MS — Murashige ir Skoog terpé;
NAR — l-naftilacto riigstis;
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;
SOD - superoksido dismutazé;
MDA — malondialdehidas;
39 junginys — N-(1,3-dioksizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino) propanamidas;
Kinetinas — 6-furfurilaminopurinas;
BHT — butilato hidroksitoluenas;
DTT — ditiotreitolis;
PMSF — fenilmetilsufonilfluoridas;
LB — Luria-Bertani terpé;
IAR —3-indolilacto ragstis;
IBR — 3-indolilbutano raigstis;
ABTS — 2,2’-azino-bis(3-etilenbenztiazolin-6-sulfonrigstis);
DMSO - dimetilsulfoksidas;
EDTA — etilendiamintetraacto rtgstis;
NAD - B-nikotinamido adenino dinukleotidas;
TDZ — tidiazuronas;

T+1 - TDZ (0,5 mg/l) + IAR (0,1 mg/l).



Ivadas

Siuolaikiné medicina nuolat tobuléja — kasdien atliekami nauji tyrimai, atrandomos naujos ligos
bei siekiama biidy, kaip su jomis kovoti. IeSkoma ne tik naujy veikliyjy medziagy, bet ir atsigreziama j
nuo seno naudojamus vaistinius preparatus.

Jau seniai buvo pastebétas H. perforatum L. farmakologinis poveikis kovoje su virusais ir
bakterijomis, taciau pastaruoju metu ypac iSaugo susidoméjimas Hypericum rtsies augalais. Paprastosios
jonazolés ekstraktuose gausu naftodiantrony (hipericino, pseudohipericino), floroglicinoliy
(hiperforino), flavonoidy (hiperozito, kvercetino), fenoliniy riigééiy (ferulo ir kofeino rugséiy), ksantony
bei eteriniy aliejy. H. perforatum L. pasizymi puikiomis antioksidacinémis, antibakterinémis bei
antidepresantinémis savybémis ir yra puikus natairaliy bioaktyviy junginiy $altinis [2].

Hypericum preparatai placiai naudojami medicinoje bei farmacijoje, nuolat atliekami tyrimai tiek
su in vivo, tiek su kaliaus kultary in vitro ekstraktais, nustatomas bei vertinamas antioksidacinis ir
antibakterinis aktyvumas. Siekiant pagreitinti ir pagerinti augalo augimg in vitro bei padidinti
bioaktyviyjy junginiy koncentracijas, naudojami augima lemiantys hormonai bei baltyminés medziagos,
kurios turi jtakos imuniniam atsakui [1].

Tyrimo tikslas — suformuoti paprastosios jonazolés (lot. H. perforatum L.) kaliaus kultdiras in vitro
ir jvertinti jy ekstrakty antioksidacinj ir antibakterinj aktyvuma bei panaudojimo galimybes.

Tyrimo uzdaviniai:

1. suformuoti H. perforatum L. kaliaus kulttras in vitro;

2. jvertinti jonazolés kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidacinj aktyvumg, naudojant
redukcinj, FRAP, DPPH ir ABTS metodus bei jvertinti 39 junginio (N-(1,3-dioksizoindolin-2-
il)-3-((4-metoksifenil)amino) propanamido) ir augalo dalies, i$ kurios buvo iSaugintos kaliaus
kulttiros, jtakg antioksidaciniam aktyvumui;

3. nustatyti H. perforatum. L katalazés ir SOD aktyvuma, fenoliniy junginiy, MDA, pigmenty bei
flavonoidy koncentracija bei jvertinti 39 junginio ir augalo dalies, 1§ kurios buvo iSauginta
kaliaus kulttra, jtakg Siems rodikliams;

4. jvertinti prolindehidrogenazés aktyvuma, vandenilio peroksido suardyma bei prolino ir baltymy
koncentracijas;

5. jvertinti paprastosios jonazolés kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty antibakterinj aktyvuma;

6. Pateikti hiperforino i$skyrimo i§ H. perforatum L. i§ kaliaus kultary in vitro ekstracijos buidu,
naudojant superkritinj COx.
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1. Literaturos apZvalga

1.1. Jonazolés apibuidinimas

Paprastoji jonazolé (lot. H. perforatum L.) yra geltonziedis, Sakotas, Zolinis, daugiametis augalas.
Jonazolé formuoja tankius medynus, kurie konkuruoja su vietinémis augaly ri§imis, sumazina laukinés
gamtos buveines, turi neigiamos jtakos dirvozemio drégmei — jj sausina, taip padidindama gaisro pavojy,
tatiau pasizymi puikiomis antierozinémis savybémis. Sis augalas isiskiria ypa¢ dideliu genotipo ir
fenotipo kintamumu bei greitu prisitaikymu prie aplinkos salygy [3]. H. perforatum L. kilusi i§ Europos,
vakary Azijos ir Siaurés Afrikos. XVII a. jonazolé buvo perkelta j Siaurés Amerika, ten prisitaiké ir iSplito
po visg zemyng [4]. Jonazolé auga dviem fazémis: rudens/ziemos — pradinis, bazinis augimas, ir
pavasario/vasaros — iSauga sumedé¢jes stiebas [3]. Pavasarj i$ placiai iSsiSakojusio Sakniastiebio uzauga
keli kieti, rausvi 50—80 cm stiebai. Virsutiné kotelio dalis yra $akota ir plinta j Sonus. Blidingas bruozas,
skiriantis paprastaja jonazole nuo kity Hypericum rtsiy — du iSilginiai kotelio krastai. IS jo iSauga stiebai,
padengti smulkiais, juodais liaukiniais mazgeliais, kuriuose kaupiasi eteriniai aliejai. Ant virSutiniy
Sakeliy galiuky yra gausus geltonai oranZinis Ziedynas [5]. Ziedyna sudaro nuo 25 iki 100 Ziedy ant vieno
stiebo [6]. Penkiy galiuky asimetriniai ziedlapiai, taip pat, padengti tamsiomis liaukomis. Smulkinant
Siuos augalus gaunamos kraujo raudonumo sultys, kurios dazo mélynai violetine spalva. Jonazolése yra
gausu pigmentiniy medziagy, flavonoidy, tokiy kaip hiperino (lapuose 1,6-2,6 %, zieduose 2,2 %),
rutino (lapuose 1,7-2,8 %, zieduose 1,2 %), hiperforino, hipericino, pseudohipericino, kvercetino,
chlorogeno bei kavos riigSties. Taip pat, aptinkama eterinio aliejaus ] kurio sudétj jeina terpenai,
seskviterpenai ir izovalerijono riigSties esteriai. Pasizymi gausiu karotino kiekiu, organiniy rigsciy ir
mineraliniy medziagy kiekiu [7]. Jonazolés Zydi nuo birzelio galo iki rugséjo [5]. Daigai netoleruoja
didelio druskingumo. Subrend¢ augalai gal iSgyventi ilga uZmigimo perioda, iki 10 mety. Turi gilias bei
placias Sakny sistemas, kurios leidzia iSgyventi sausras. Dauginasi vegetatyviSkai 1§ Soniniy Sakny ir
Sakny vainiky, pasizymi savidulka arba apdulkina vabzdziai. Vertikaliosios Saknys gali siekti iki pusantro
metro ilgio. Bendras stiebo ir ziedyno aukstis 30-90 cm [6]. H. perforatum L. geba iSauginti deSimtis
tikstanciy sekly per metus. Jonazolés séklos sunoksta per 4—6 mén., didZiausias daigumas pasiekiamas
po 12 mén [3]. MaZos, rudos spalvos seklos, pasizymi specifiniu, dervingu kvapu, panasiu j terpenting.
Vienos séklos ilgis yra apie 1 mm [6]. Optimalios sglygos sékloms sudygti yra plynas, menkas,
smelingas, Zvyruotas dirvozemis, stiprus lietus ir saulés spinduliai. Geriausiai s¢klos subrgsta per kelis
sezonus, per pirmuosius metus daugiausia vystoma Sakny sistema [3].

Atmosferinio anglies dioksido koncentracijos didéjimas bei oro temperatiiros kilimas turi jtakos
paséliy augimui in vivo. Tyrimo metu buvo stebima anglies dioksido ir temperatiiros jtaka H.perforatum
L. augimui, biomasés susidarymui ir antriniy metabolity koncentracijai. Per pastaruosius 50 mety, anglies
dioksido kiekis atmosferoje pasieké 405,7 umol/mol. Kiekvienais metais padidéja 2,4 %. Manoma, kad
iki 2050 m. anglies dioksido koncentracija atmosferoje padidés iki 550 pmol/mol, o iki XXI a. pabaigos
- iki 700 umol/mol. D¢l Siltnamio efekta sukelianciy dujy padidéjimo, viduting pasauliné temperatiira
nuolat kyla. Nustatyta, jog trumpalaikis padidéjusio anglies dioksido kiekis aktyvina fotosintezg, tad
padidéja derlius, taciau vertinant ilgalaikj poveikj — pastebimas augaly metabolinio aktyvumo
sumazéjimas. Rezultatai parodé, kad padidéjusi anglies dioksido koncentracija ir aukStesné temperatiira,
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labiausiai paveikia augaly augimg ir biomasés susidaryma. PaaiSkéjo, kad auginant Hypericum, esant
padidintai anglies dioksido koncentracijai, hipericino kiekis sumazéja 22,00% [8].

1.2. Jonazolés kaupiami bioaktyvieji junginiai

Nuo seny laiky Hypericum augalai, kaip vaistiniai augalai, buvo naudojami jvairioms
medicininéms problemos gydyti, tokioms kaip iSorinés Zzaizdos, uzdegimai, nudegimai, odos,
menstruacijy, nervy sutrikimai, nerimas, depresija bei insomnija [4]. JonaZzolé naudojama kaip diuretikas,
antibaktering, prieSuzdegiming, dezinfekavimo priemoné, kaip vaistas kvépavimo takams ir tulzies pislei
gydyti [6]. Pagrindiniai bioaktyvieji H. perforatum L. komponentai skirstomi j dvi kategorijas. Pirmoji
grupé yra naftodiantronai, tokie kaip hipericinas, pseudohipericinas ir jy pirmtakai, kurie, gali sunaikinti
virusy pavirSiaus struktiiras. Antroji grupé yra floroglicinoliai — pavyzdziui hiperforinas ir jo darinys
adhiperforinas, kuris yra nestabilus tirpale, ypa¢ jautrus oksidacijai [9]. Gausu flavonoidy,
acilfloroglicinoliy, proantocianidiny, flavonolio glikozidy, terpeno ir sesviterpeno aliejy, fenilpropany,
biflavony, taniny, ksantony bei floroglicinoliy. Didziausiu farmakologiniu aktyvumu pasizymi
hipericinas, hiperforinas, flavonoidy sudedamosios dalys bei eteriniai aliejai [10]. Aptinkama biologiskai
aktyviy medziagy — cholino, pektino, rutino, sitosterolio junginiy. Taip pat, junginiy, reguliuojanciy
smegeny veikla, tokiy kaip hiperforinas, pasizymintis antidepresantinémis savybémis, dopaminas,
interleukinai, melatoninas, monoaminoksidazés ir serotoninas [6]. Eksperimenty su gyviinais metu, buvo
nustatyta, jog hipericinas pasizymi fotosensibilizacinémis savybémis — gyviinams, kurie dvi savaites
buvo Seriami H. perforatum L. augalais, $viesos paveiktose vietose atsirado edemos, alopecija bei pakito
kraujo sudétis — padidéjo hipericino kiekis. Taip pat, Ziurkés priaugo maziau svorio nei kontroliniai
gyvinai. Nustatyta, jog Hypericum ekstrakto ir eteriniy aliejy miSiniai triusiy akims sukelia minimaly
akiy dirginima. Atlikus tyrimus su H. perforatum L. polifenolio frakcija, nustatyta, jog $i frakcija
pasizymi imunostimuliaciniu aktyvumu, o lipofiliné dalis - imuning¢ sistemg slopinan¢iomis savybémis
[10]. Kaip jau minéta, kontaktas su H. perforatum L. gali sukelti fotojautruma, kurio $alutinis poveikis
yra virSkinimo trakto sutrikimai, alerginés reakcijos ir nuovargis. Jei Hypericum ekstraktai naudojami
kartu su vaistais, klasifikuojamais kaip serotonino reabsorbcijos inhibitoriai, gali pasireiksti serotonino
sindromo simptomai: haliucinacijos, galvos skausmas, kar§¢iavimas, pykinimas, drebulys,
prakaitavimas, hipertenzija, tachikardija, koma. Be to, jonaZol¢ gali sumaZinti kontraceptiniy,
antidepresantiniy bei ZIV vaisty, varfarino ir digoksino veiksminguma [11]. Vieno tyrimo metu
pastebéta, jog moterims, vartojancioms jonazole kartu su geriamaisiais kontraceptikais, sutrinka
ménesiniy ciklas ir pasireiSkia nereaguliarus kraujavimas. Nustatyta, jog kraujavimas padid¢ja dél
citochromo aktyvumo. Fermenty aktyvumas mazina kontraceptiky veiksminguma [12].

D¢l savo pagrindiniy bioaktyviyjy komponenty, tokiy kaip hipericinas ir hiperforinas, jonazolé
pasizymi antioksidacinémis, citotoksinémis, antimikrobinémis, prieStraukulinémis, anksiolitininémis
savybémis, skatina Zaizdy gijimg. Hipericinas yra stiprus natiiralus fotosensibiliatorius, kuris yra
naudojamas fotodinaminéje vézio terapijoje. Hiperforinas, pasiZymintis antidepresantinémis savybémis,
yra naudojamas stebint antidepresanty poveikj. Nustatyta, jog H. perforatum L. itin svarbus
metabolizuojant vaistus, tokius kaip teofiling — bronchus pleciantis vaistas, kuris atpalaiduoja bronchy
lygiuosius raumenis, klozaping — neuroleptikas, antipsichozinis vaistas, ir takring — acetilcholinesterazes
inhibitorius ir netiesioginis cholinerginis antagonistas, naudojamas Alzheimerio ligai gydyti. H.
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perforatum L. pasiZymi sgveika su $iais vaistais, taip sustiprindamas jy poveikj. Taciau ilgalaikis H.
perforatum L. vartojimas gali buti toksiskas kepeny lgsteliy gyvybingumui — pazeidziami hepatocitai,
sudarantys 80-90% visos kepeny masés ir galintys atsinaujinti, tad yra svarbiis kepeny regeneracijai [13].

H. perforatum L. gausu flavonoidy, pasizymin¢iy antioksidacinémis savybémis. Daugiausia
aptinkama kvercetino ir jo glikozidy dariniy, sudaranciy pagrinding bioaktyviyjy H. perforatum L.
junginiy klas¢. Tarp glikozidy dazniausiai dominuoja hiperosidas, rutinas ir izokercitrinas. Taip pat
aptinkami biflavonoidai — gan reta dimeriniy flavony grupé. Pagrindinis H. perforatum L. biflavonas yra
3,8-bipigeninas. Keletos tyrimy metu, nustatyta, jog tikslus flavonoidy kiekio nustatymas H. perforatum
L. méginiuose priklauso nuo tinkamy ekstrahavimo salygy parinkimo — tirpiklio, ekstrahavimo trukmés
ir temperatiros. Daugiausia flavonoidy iSskiriama naudojant keleta tirpikliy. Taip pat nustatyta, jog
pagrindiniy bioaktyviyjy junginiy kiekis priklauso ne tik nuo ekstrahavimo technikos ir sglygy, bet ir nuo
derliaus nuémimo — svarbu atsizvelgti j augalo vystymosi ciklg. Skirtingose augalo vystymosi stadijose,
susidaro skirtingas bioaktyviyjy junginiy kiekis. Nustatyta, jog daugiausia rutino susikaupia ziedy
jaunystés etape, kai Ziedas tik ruoSiasi zydéti, taciau didesnés kvercetino ir 3,8-bipigenino koncentracijos
aptiktos jau zydéjimo metu [14].

Be anksCiau minéty junginiy, H. perforatum L. aptinkama ir ksantony. Ksantonai, kaip ir
flavonoidai, pasizymi antidepresantinémis savybémis. Manoma, jog depresija kyla, esant smegeny
monoamino neurotransmiteriy (dopamino, norepinefrino ir serotonino) funkciniam trilkumui. Tiriant H.
perforatum L. ekstraktus nustatyta, kad flavonoidai ir ksantonai slopina monoamino oksidaziy, kurios
katalizuoja neurotransmiteriy oksidacinj deaminavima smegenyse, aktyvumg. Tad flavonoidai ir
ksantonai gali biiti naudojami kaip svarbis antidepresantai. Depresija yra stipriai susijusi su Alzheimerio
ir Parkinsono ligomis, kurioms biidingi paZinimo sutrikimai ir neurodegeneracija. Alzheimerio liga yra
susijusi su acetilcholino ir butirilcholino, kurie yra hidrolizuojami acetilcholinesterazés (AChE) ir
butirilcholinesterazés (BChE), trikumu. Taip pat svarbi tirozinazé (TYR), kuri formuoja neuromelaning
zmogaus smegenyse. Per didelis TYR fermento aktyvumas sukelia dopamino neurotoksiSkumg ir
prisideda prie neurodegeneracijos, susijusios su Parkinsono liga. Tad cholinesteraziy (AChE ir BChE) ir
TYR slopinimas yra svarbus metodas tiriant vaistus neurodegeneraciniy ligy gydymui. Jrodyta, jog
chlorogeniné raigstis, rutinas, hiperosidas, izokercitrinas ir kveritrinas slopina AChE. Be to, Hypericum
taikomas ir diabeto gydymui. Diabetui buidinga hiperglikemija, angliavandeniy, riebaly ir baltymy
metabolizmo sutrikimai - sutrinka insulino sekrecijos mechanizmas. Veiksmingas terapinis metodas
hiperglikemijai kontroliuoti yra sulétinti angliavandenius hidrolizuojanciy fermenty, tokiy kaip a-
amilazeés ir a-gliukozidazés, aktyvumg. a-amilazeé ir a-gliukozidazés aktyvumo slopinimas prailgina
angliavandeniy virskinimg — sumazéja gliukozés absorbcijos greitis bei sulétéja gliukozés kiekio
padidéjimas kraujyje. Jrodyta, jog Hypericum, esantys kvercetino ir kamferolio dariniai, slopina a-
amilazés ir a-gliukozidazés aktyvuma [15].

1.3. Jonazolés kaliaus kultiiros

Kaliaus kulttiros — tai badas, vystyti naujas augaly rasis, taikant genetines modifikacijas, stebint
lasteliy regeneracijg bei vykdant tolimesnius tyrimus. Augaly Igsteliy kultiry naudojimas suteikia jvairiy
privalumy, tokiy kaip manipuliavimas bioaktyviyjy junginiy biosinteze, naudojant augalines medziagas
steriliomis ir kontroliuojamomis saglygomis, bei didesnis produktyvumas — sezoni$kumas neturi jtakos.
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Bet to, lyginant kaliaus kultiiry augaly naudojimg su lauke auginamais augalais — kaliaus kultiiry
naudojimas sumazina galimo kryZzminio uzter§Simo galimybes.

Pirmiausia yra paimamos H. perforatum L. séklos, praplaunamos tekan¢iu vandeniu. Taip pat,
naudojami papildomi plovikliai. Eksplanty pavirSius sterilizuojamas, naudojant 0,1 % gyvsidabrio
chlorida 45 s, véliau plaunamas steriliu vandeniu. Sterilizuotos sékos yra pasodinamos ant bazinés terpés.
Po mazdaug 6 savaiCiy vertinamas augaly augimas ir eksplanty atsakas. Sudyge daigai perkeliami }
dauginimo terpg, praturtintg kinetinu. Auginant kaliaus kultiras, galimos kelios regeneracijos —
netiesioginé arba tiesioginé. Netiesioginés regeneracijos metu vystomas somoklonas — i§ in vitro
iSauginty lapy eksplantai dedami j bazing terpe, véliau kaliaus kultira (atauga) kas 4-5 savaites
dauginama, naudojant tam tikrg subkultiira. Dviejy savaiciy kaliaus kultiira perkeliama j jvairius terpiy
derinius. 8-10 1 cm? dydzio eksplantai sodinami j Petri lékstele. Po mazdaug 30 dieny inkubacinio
laikotarpio, uzauge figliy pumpurai perkeliami j standartizuota dauginimo terpe. Sioje terpéje kickvienas
tglys yra laikomas kaip atskiras klonas. Tiesioginés regeneracijos metu vyksta augaly transgeninis
vystymas. Tyrimui naudojami, taip pat, in vitro iSauginti lapy eksplantai. Jie yra dedami j visavertg,
praturtintg terpe. Atliekamos genetinés transformacijos. | tam tikrg terpe, praturtintg kanamicinu,
paséjama bakterijy. Inkubuojama 28 °C, laikoma tamsioje vietoje ~12 val. nuolat purtant 200 aps/min.
Veéliau i lapy eksplantus susvirkS§¢iama 12 val bakterijy suspensijos ir persodinama i bazing terpe. Po 3-
7 dieny eksplantai perkeliami j regeneracing terpg, praturtinta 1 mg/ml cefotaksimu. Regeneruoti tigliai
perkeliami j 50 mg/l kanamicinu papildyta bazing terpe. Tolimesniy tyrimy metu galima atlikti jvairius
histocheminius ar genominius tyrimus. Cheminé analizé atlickama paémus 1g dziovinty augaly lapy.
Lapai yra susmulkinami, padaromi skiediniai, ekstrahuojama. Galima atlikti hipericino, hiperfotino
serotonino ar melatonino plonasluoksng¢ skys¢iy chromatografijos analiz¢ [16].

Vieno tyrimo metu buvo stebétas nanodaleliy poveikis H. perforatum L. augimui. Cheminiy
nanodaleliy sintezés tyrimo metu nustatyta, kad Sios dalelés pasizymi kancerogeniSkumu,
genotoksiskumu, citotoksiSkumu bei bendru toksiskumu. Nanomedziagos yra tokios mazos, kad gali
prasiskverbti pro oda, plaucius ir Zarnas, sukeldamos rimtg pavojy Zmoniy sveikatai. Eksperimento metu
buvo tirtos skirtingy koncentracijy sidabro suspensijos ir jy jtaka H. perforatum L. kultiiry morfologijai
ir antioksidacinéms savybéms. Lyginant kontroling H. perforatum L. kultiirg ir H. perforatum L. kultiirg
su sidabro suspensijomis — kultiiroje su sidabru atsiranda ilgesni stiebai. Stebint pH, pastebéti ryskiis
pH pakitimai dél galimai jauciamo oksidacinio streso. Sidabro poveikis turi jtakos peroksidazes
aktyvumo sumazéjimui beveik 4 kartus, lyginant su kontrole. Peroksidazés aktyvumo sumaz¢jima gali
lemti ligniny sintez¢ — ligninas ir celiuliozé sudaro pagrindinius augaly lasteliy sienelés struktiirinius
komponentus ir yra jtin svarbiis augalams prisitaikant prie aplinkos salygy, tad tai gali turéti jtakos stieby
pailgéjimui [17].

Taip pat buvo atliekami tyrimai su gama spinduliuote. Augaly audiniy Svitinimas gama spinduliais
stimuliuoja lasteléje esanciy aktyviy deguonies radikaly ir vandenilio peroksido sinteze, kurie yra svarbiis
kaupiant antrinius junginius. Sie radikalai gali modifikuoti arba paZeisti augaly lasteles ir paveikti tam
tikrus svarbius biocheminius procesus, kurie gali bati gyvybiskai svarbiis organizmo islikimui. Sios
modifikacijos priklauso nuo $vitinimo doziy stiprumo ir trukmés. Eksperimento metu buvo tirtas gama
spinduliuotés poveikis Hypericum biomasés susidarymui ir farmakologiskai svarbiy antriniy metabolity,
gaunamy i skirtingy daigy daliy (lapo, stiebo ir Saknies), suaktyvinimui kaliaus kultiiroje. Nustatyta, jog
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Svitinimas skatina fenoliniy junginiy kaupimgsi. ChromatografiSkai atlikus kaliaus ekstrakty analize
paaiskéjo, jog gama spinduliams suzadinus 10 Gy doz¢ 90 s, didziausia p-
hidroksibenzenkarboksirtig§ties koncentracija buvo uzfiksuota eksplanto lapuose — 4,35 mg/100 g.
Eksplanto $aknies kaliaus kultiiroje daugiausia uZfiksuota chlorogeninés rigsties. Svitintoje kaliaus
kultiiroje chlorogeninés ragsties 12,91 mg/100 g, kontroliniame — 3,55 mg/100 g. Nustatyta, jog
Svitinimo dozés, 10 Gy ir 20 Gy, skatina epikateino kaupimasi ant lapy ir stiebo (126,39 mg/100 g ir
148,80 mg/100 g), palyginti su kontroliniais méginiais (98,81 mg/100 g ir 101,72 mg/100 g). Taip pat
Svitinimas padidina ir hipericino bei pseudohipericino koncentracijas. Optimalios $vitinimo dozés yra 10
ir 20 Gy — didesnés dozes, tokios kaip 30 Gy ir 40 Gy lémé $iy fitocheminiy medziagy sumazéjima. Be
to, Svitinimas turi teigiamos jtakos sékly daigumui [18].

Tiriant in vitro ir in vivo H. perforatum L. augalus, pastebétas skirtingas flavonoidy Kiekis. Tyrimo
metu i§ H. perforatum L. buvo isskirti 5,3-dimetilo eteris, liuteolin-5-gliukozidas, liuteolin-3-gliukozidas
ir naujas natiiralus junginys — 6-C-prenilo liuteolinas. Sie flavonoidai visidkai skyrési nuo ty, kurie
anksCiau buvo stebimi tos pacios rusies augaluose in vitro. Nustatyta, jog bendras kaliaus kultiiry
flavonoidy kiekis mazdaug 0,5 — 0,7 mg/1g SM, tuo tarpu laukiniuose H. perforatum L. augaluose 14 —
70 mg/1 g SM [19].

1.4. JonaZolés suspensinés kultiiros

Siuo metu H. perforatum L. produktai yra vieni populiariausiy augaliniy vaisty visame pasaulyje.
JAV parduodami kaip maisto papildai, Europoje — kaip antidepresantai. Sios svarbios H. perforatum L.
antriniy metabolity farmacinés savybés yra pagrindiné tendencija atlickant didziulius tyrimus su lgsteliy
kultiromis. Augaly lasteliy ir audiniy kultiry panaudojimas didelés apimties antriniy metabolity
gamybai iki Siol buvo pasiektas tik ribotai dél mazZo ir nepatikimo antriniy produkty iSgavimo. Nors
naudojant jprastus biocheminius metodus, manipuliuojant kulttiros ir proceso veiksniais, Zymiai pageréja
produkty iSeiga, taciau rezultaty atkuriamumas vis dar néra pilnai iSaiSkintas. Tam pradéta naudoti
metaboliné inzinerija — priemoné, gerinanti naudingy junginiy biosintez¢ vaistiniuose augaluose.
Kadangi H. perforatum L. ekstrakto farmakologinis aktyvumas labiausiai priskiriamas hipericinui ir
hiperforinui, kurie gaminami iS§imtinai Siai riiSiai, jy genetinés manipuliacijos tikslas yra pagerinti Siy
medziagy gamybg. Vieno tyrimo metu buvo bandoma nustatyti H. perforatum L. genetines
transformacijas, kurios naudingos biosintetiniy, biocheminiy ir geny ekspresijos profiliy tyrimams bei
metabolizmo inZinerijai. Eksperimento metu buvo naudojamos Agrobacterium tumefaciens ir Rhizobium
rhizogenes, kuriomis buvo bombarduojamos suspensinés kultiiros. Agrobacterium ir Rhizobium palaiko
stabily kultiiry produktyvuma, kuriose néra hormony, todé¢l kaupiasi daugiau antriniy metabolity.
Naudojant 8ig daleliy bombardavimo ir augaly transformavimo technikg buvo nustatyta, jog po 3 ménesiy
nepertraukiamo gumbeliy, turinciy higromicino, bombardavimo, buvo uZaugintos transgeninés,
higromicinui atsparios kaliaus kultiiros, o véliau ir transgeniniai augalai. Jrodyta, kad H. perforatum L.
organogeniniy lasteliy suspensijy bombardavimas yra veiksmingas biidas transformuoti augalus — tai
suteikia galimybe pilnai iSaiskinti H. perforatum L. biosintezés procesus bei gerinti antriniy metabolity
gamyba H. perforatum L. [20].

Kito tyrimo metu buvo naudojamos naujos H. perforatum L. l1gsteliy suspensinés kulttiros, stebima
Ju itaka lasteliy augimui ir hipericino gamybai. Tyrimo metu nustatyta, jog Zzasmono riigStis pagreitina
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lasteliy augima bei suzadina efektyvesng¢ hipericino gamybag. H. perforatum L. Igsteliy kulttros, kurios
buvo augintos terpéje, papildytoje zasmono riigS§timi ir laikomos tamsoje, pasizyméjo palankesnémis
salygomis lasteliy augimui bei hipericino gamybai, nei laikomos Sviesoje. Nustatyta, kad zasmonatai —
Zasmono rugstis, Zasmono riigSties metilesteris bei metilzasmonatas — skatina rozmarino riigsties ir
sikonino gamyba. Sios medziagos yra svarbios signalo perdavimo procesuose, reguliuojanéiuose augaly
gynyba nuo iSorés dirgikliy bei genetinés informacijos saugojime. Pirmiausia séklos yra plaunamos
tekanCiu vandeniu, pavirSius sterilizuojamas naudojant natrio hipochlorita 10 — 15 min. Po to
perplaunama 3 — 4 kartus steriliu distiliuotu vandeniu. Sterilizuotos séklos sudedamos ant bazinés terpés
daiginimui. Po 10 dieny, sudygusios in vitro kaliaus kulttros yra naudojamos suspensiniy kultiry
sudarymui. Kaliaus kultiiros perkeliamos | kita terpg, kuri yra praturtinta druskomis, vitaminais, 2,4-
dichlorfenoksiacto ragstimi, kinetinu ir sacharoze. Kultiiros laikomos tamsoje ir §viesoje, 25+£2° C
temperatiiroje. Gautos suspensinés kultiiros yra laikomos 125 ml Erlenmejerio kolbose su 50 ml mitybine
terpe, turinCig 2,4-D, kinetino ir sacharozés. Subkultiiros auginamos kratytuve esant 90 aps/min,
palaikant 25+2° C temperatiirg [21].

1.5. JonaZolés kaliaus kultiirose kaupiami metabolitai

Vis didéja susidoméjimas natiiraliomis aktyviomis medziagomis, tokiomis kaip hipericinas,
hiperforinas, ksantonai, flavonoidai, procianidinai, kovojan¢iomis su jvairiomis ligomis bei kasdieniniais
negalavimais. Tad farmacijoje yra ypac iSaugusi aktyviyjy komponenty paklausa, kuri skatina ieskoti
naujo, alternatyvaus biotechnologinio poziiirio §iy komponenty gamybai. Atsizvelgiant | svarby augaly
lasteliy ir organy kultiiry svarbg — augaly Igstelés ir organy kultiiros yra lyg nattirali aktyviy komponenty
sintezés sistema — buvo atlikti jonazolés lgsteliy ir audiniy kultiry naudingy antriniy metabolity
produktyvumo tyrimai. Tyrimo metu buvo lyginami H. perforatum L. antriniai metabolitai, pagaminti
lasteliy suspensijos kultirose (nediferencijuotoje biisenoje) ir In vitro regeneruotuose organuose
(lapuose, su skirtingais vystymosi tarpsniais, ir Saknyse). Nustatyta, jog skirtingy tigliy ir diferencijuoty
kaliaus struktiiry naudojimas pasiZymejo skirtingu hipericino ir pseudohipericino kiekiu. Taip pat,
nustatyta, jog nediferencijuotos H. perforatum L. struktiiros, tamsiomis sglygomis daugiausia pagamina
ksantony, tad jie yra pagrindiniai suspensiniy lasteliy metabolizmo produktai. Be to, tyrimai parode, kad
hipericino biosintezé yra jtin susijusi su juodyjy, liaukiniy mazgeliy diferenciacija H. perforatum L.
lapuose. Histologiniai ir ultrastruktiiriniai tyrimai parode¢, kad juodyjy mazgeliy, taip pat, yra kamiene ir
ziedlapiuose. Regeneruoty augaly dalyse, kuriose kaupiasi hipericinas, hiperforinas ir flavonoidai,
ksantony neaptikta [22].

Kito tyrimo metu buvo stebima stimuliaciné hipericino ir pseudohipericino gamyba, tiriamas
elicitorinis poveikis. Tyrimui buvo naudojami kaliaus kultiros H. perforatum L. Ggliai, gauti i§ H.
perforatum L. Ziedlapiy. Nustatyta, jog mananas pagerina pseudohipericino gamybg 4 kartus, o
hipericino — 2 kartus. -1,3-gliukanas ir pektinas stimuliuoja pseudohipericino gamyba, mazdaug 2
kartus, taciau hipericino gamybai jtakos neturi. Mieliy ekstraktas skatina antriniy metabolity gamyba
augaly lasteliy ir audiniy kultirose, tad buvo iStirtas mieliy ekstrakto poveikis hipericino ir
pseudohipericino gamybai. Paaiskéjo, jog 1-8 mg/ml mieliy ekstrakto koncentracija slopina tiek
hipericino, tiek pseudohipericino gamyba, o 4-8 mg/ml koncentracija sumazina H. perforatum L. Gigliy
augima [23].
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Taip pat buvo tirti ir kiti H. perforatum L. kaliaus kultiros kaupiami metabolitai, tokie kaip
fenoliai, flavonoidai, chlorogeniné riigstis bei hipericinas. Tyrimo metu buvo tirta skirtinga auksino ir
auksino / citokinino deriniy koncentracijy, inokuliato dydziy bei terpiy jtaka biomasés poveikiui ir Siy
metabolity kaupimuisi. Naudotos kolbos, optimalios saglygos antriniy metabolity susidarymui buvo Sios:
0,1 mg/l kinetino su 1 mg/l 3-indolil-sviesto riigsties, inokuliato tankis 6 g/l ir 1/2MS terpé - auginama
2-5 sav. balioninio tipo burbuliniame bioreaktoriuje kuriame yra 1 / 2 MS terpés, papildytos 0,1 mg/I
kinetinu. Po 2 savai¢iy buvo vertintas $akny i§sivystymas. Sakniastiebiai, kurie buvo auginami (MS)
terpéje, papildytoje auksinais, tokiais kaip IBR ir IAR, pasizyméjo gausiu Soniniy Sakny iSsivystymu.
Sakniastiebiai, kurie buvo auginami terpéje be auksino (kontrol¢) ir terpéje, papildytoje auksinu NAR —
Soninés Saknys neissivysté. Esant zemai IBR ir IAR koncentracijai (0,5 mg/l), Saknys buvo plonos ir
pailgos, taciau esant dideléms koncentracijoms (3 mg/ 1), Soninés Saknys buvo trumpesnés, storesnés ir
gausios. Be to nustatyta, jog 104,2 g/l atsitiktinés $aknys turéjo 56,47 + 0,22 mg/g SM fenoliniy, 35,01
+ 1,26 mg/g SM flavonoidy, 0,97 + 0,06 mg/g SM chlorogeninés riigsties ir 1,389 + 0,80 mg/g SM
hipericino [24].

H. perforatum L. ekstraktuose yra daugybé flavonoidy, tokiy kaip hiperozidas ir kvercetinas, kurie
pasizymi antioksidacinémis ir antidepresantinémis savybémis, naftodiantrony ir floroglicinoliy. H.
perforatum L. medicininiy preparaty veiksmingumas grindZiamas visu metabolity deriniu, o ne pavieniy
komponenty veikimu. Taciau lauke auginamuose ir laboratorinémis saglygomis uzaugintuose augaluose
fitochemikaly kiekis gali skirtis — tam turi jtakos biologiniai procesai ir aplinkos veiksniai. Lasteliy arba
organy kultiiros — puikus biidas fitochemikaly biosintezei vykdyti. Tam yra kuriamos bioreaktoriy
sistemos. Labai svarbu optimizuoti kultliry parametrus, nes biomasés ir antriniy metabolity gamybai
didele jtaka gali turéti tokie faktoriai kaip pasélio tankis, terpés komponentai, deguonies pernesimas ir
maiSymasis bei kiti fizikiniai ir cheminiai veiksniai. Bioreaktoriy kultiirose aeracijos tiiris ir inokuliato
tankis yra pagrindiniai faktoriai, siekiant maksimaliai padidinti biomas¢ ir antrinius metabolity kiekj.
Tyrimo metu buvo nustatytas inokuliato tankio, aeracijos tiirio ir augimo laikotarpio poveikis biomasés
ir metabolity kaupimuisi. Taip pat jvertintas H. perforatum L. atsitiktiniy Sakny antioksidacinis atsakas j
kultiiriniy augaly Saknis bioreaktoriaus skystose kulttrose. Po 6 savaiciy pastebétas mazdaug 50 karty
didesnés biomasés kiekis — fenoliniy junginiy susidaré 60,11 mg/g SM, flavonoidy — 42,7 mg/g SM,
chlorogeninés ragsties — 0,80 mg/g SM. Optimalios salygos biomasés ir metabolity kiekio padidéjimui
buvo inokuliato koncentracija 3 g/l, aeracijos ttris 0,1 vvm. Nustatyta, jog kvercetino ir hiperozidy,
nesikaupianciy atsitiktinése Saknyse, kiekiai yra labai mazi. Skys¢iy chromatografija parode, jog
kvercetino susidaré 1,33 p/ g SM, o hiperozido — 14,01 p/ g SM [25].

1.6. Antioksidantai

Hypericum yra didziausia i§ devyniy genciy, priklausanciy Clusiaceae Lindl Seimai. Gentj sudaro
484 riisys, i3 kuriy labiausiai Zinoma H. perforatum L.. Si rii§is jau nuo seny laiky buvo naudojama kaip
vaistas zaizdy gijimui, pasizymintis raminan¢iomis, antioksidacinémis, antivirusinémis ir
antidepresantinémis savybémis. H. perforatum L. yra daugybé junginiy, priklausanciy skirtingoms
cheminiy medziagy Seimoms, turin¢ioms biologinj aktyvuma. JonaZol¢je aptinkami naftodiantronai
(hipericinas, pseudohipericinas ir protohipericinas), flavonoidai (rutinas, kvercetinas, kvercitrinas,
biapigeninas) ir acilfloroglicinoliai (hiperforinas ir adhiperforinas).
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Naftodiantronas — hipericinas — yra vienas i§ svarbiausiy junginiy, randamy Hypericum gentyje.
Pirmiausia jis buvo isskirtas i§ H. perforatum L., o paskui aptiktas ir keliose kitose Hypericum rasyse,
kurios kaupia junginj tamsiuose mazgeliuose, iSsibars¢iusiuose po visas augalo aerines dalis. Hipericinas
pasizymi antimikrobiniu, prieSvéziniu ir prieSuzdegimiu poveikiu. Be to, hipericinas gali sukelti stipry
fotojautruma, zinoma kaip hipericizmas. Jis yra stiprus nattralus fotosensibilizuojantis agentas,
naudingas fotodinamingje terapijoje. Sios terapijos esmé — fotosensibilizatoriaus, §viesos ir molekulinio
deguonies bendras poveikis. Fotodinaminé terapija — tai neinvazinis, terapinis metodas, naudojamas
gydant jvairius veézinius ir nevézinius pazeidimus bei sutrikimus. Terapijos metu netoksiskas
fotosensibilizatorius yra suaktyvinamas ir suzadinamas pazeistoje vietoje, apSvieciant tinkamo bangos
ilgio Sviesa. Gautos fotoreakcijos sukelia deguonies generacija, ko pasekmé — pazeisti audiniai ir 1gstelés
mirtis. Sviesos suaktyvintas hipericinas sukelia deguonies ir superoksido anijono susidaryma - tai sukelia
nekrozg, apoptoze, autofagija ir imunogeniniy lasteliy mirtj. Taciau ne tik hipericinas turi $ig savybe, bet
ir kiti du H. perforatum L. junginiai — pseudohipericinas ir hiperforinas. Jie taip pat pasizymi
fotojutiminémis savybémis in vitro. Jrodyta, kad hipericinas pasizymi prieSnavikinémis savybémis dél jo
antiproliferacinio, antimetastazinio ir antiangiogeninio poveikio.

Taip pat, tyrimo metu buvo vertintos 11 Hypericum riisys - H. perforatum L., H. aegypticum L., H.
androsaemum L., H. calycinum L.,H. hircinum L., H. hirsutum L., H. montanum L., H. patulum Thunb.,
H. perfoliatum L., H. pubescens Boiss., H. tetrapterum Fr.. Lyginama cheminé sudétis, antioksidacinés
savybés, fototoksinis poveikis. Analizé¢ atlikta skysCiy chromatografija, naudojant diody matricos
aptikima ir masiy spektrometrijg, siekiant nustatyti pagrindiniy polifenoliy, acilfluoro-glicinoliy ir
naftodiantrony kiekj. Ekstrakty fotocitotoksinis tyrimas buvo atliktas, naudojant peliy fibroblasta, o jy
antioksidacinis aktyvumas jvertintas, naudojant 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo ir deguonies radikalus.
Fitocheminé analizé leido nustatyti ir kiekybiskai jvertinti 20 metabolity, tokiy kaip kvercetin-3-O-
gliukozidas, kvercetin-3-O-galaktozidas, kveritrinas, kvercetinas, biapigeninas ir kt., pasizyminciy
biologiniu aktyvumu. Nustatyta, jog visos tirtos riiSys pasizyméjo geru citotoksiniu ir antioksidanty
poveikiu. Paaiskéjo, kad be H. perforatum L., dar bent trys rasys (H. tetrapterum, H. pubescens ir H.
montanum) yra puikiis biologiskai aktyviy junginiy $altiniai, o H. tetrapterum ir H. perfoliatum L. dél
fototoksiSkumo gali biiti naudojami fotodinamingje terapijoje. Biocheminiai Sio tyrimo rezultatai
patvirtina, kad Sios Hypericum raisys yra geras antioksidanty Saltinis, naudingas kovojant su oksidaciniu
stresu bei gydant patologines ligas [26].

Kito tyrimo metu buvo tiriama ksantono gamyba H. perforatum L. suspensinése kulttirose.
Eksperimento metu H. perforatum L. kulttiros buvo auginamos 24 val kartu su A.tumefaciens. Nustatyta,
jog su A. tumefaciens auginamy H. perforatum lasteliy RNR analizé pasizyméjo greita geny, koduojanciy
svarbius fenilpropanoidinio fermentus, ir ksantono biosinteze. HPLC chromatogramy analizé atskleidé
12 karty padidéjusig bendrg ksantono koncentracijg ir daugelio ksantony atsiradima po elicitacijos. Taip
pat, pastebéta, jog metanolinis ekstraktas pasiZymeéjo zymiai didesniu antioksidaciniu ir antimikrobiniu
poveikiu nei kontroliniy H. perforatum lasteliy ekstraktas (be A. tumefaciens). Buvo nustatyti keturi
pagrindiniai  ksantonai: 1,3,6,7-tetrahidroksi-8-prenilo  ksantonas, 1,3,6,7-tetrahidroksi-2-prenilo
ksantonas, 1,3,7-trihidroksi-6-metoksi-8-prenilo ksantonas ir paksantonas. Tyrimai atskleidé, kad
ksantonai augaly lastelése biotinio streso metu atlieka dvejopa funkcija: yra antioksidantai, apsaugantys
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lasteles nuo oksidacinio pazeidimo, ir veikia kaip fitoeleksinai, siekiantys pakenkti patogeno augimui
[27].

1.7. Antioksidantai augaluose in vitro

Skirtingi tgliy, atsitiktiniy Sakny ir Igsteliy suspensijy kultary in vitro metodai ne tik leidzia
modifikuoti augalus, bet ir suteikia galimybe greitai padauginti ir iSsaugoti endemines, retas, nykstancias
augaly rasis bei efektyviai gaminti norimus bioaktyviuosius junginius. Iki Siol tik kelios Hypericum
rasys, tokios kaip H. mysorense, H. retusum, H. tetrapterum, H. calycinum, H. maculatum, H. hirsutum,
H. richeri, H. umbellatum ir H. hookerianum, buvo dauginamos mikroorganizmais in vitro. Be to,
endeminiy rasiy, tokiy kaip H. polyanthemum ir H. rumeliacum Boiss, i§saugojimui, taip pat, naudojami
in vitro kultiros metodai. Hypericum Igsteliy suspensijos ir organy kultiros daugiausia naudojamos,
siekiant iSaiskinti jvairiy klasiy antriniy metabolity kaupimasi. Nustatyta, jog pagrindiniai veiksniai,
didinantys antriniy metabolity gamybg in vitro yra lIgsteliy imobilizavimas, produkto sekrecija bei
elicitacija. Elicitoriai yra iSorinés arba paSalinés molekulés, kurios stimuliuoja jvairiy risiy augaly
gynybines sistemas. Sios molekulés sukelia endogening gynybos aktyvacija, kuri turi jtakos metabolinio
geno modifikavimui — modifikuojama specifiniy baltymy sintezé. Jrodyta, kad egzogeniniy elicitoriy
pritaikymas augaly audiniy ar lasteliy kultiirose gerina bioaktyviyjy junginiy gamybg. Taip pat, $io
tyrimo metu buvo bandoma kultivuoti nykstancias H. aviculariifolium ir H. pruinatum rasis in vitro,
naudojant Zasmono ragst]. Jrodyta, kad endeminés H. aviculariifolium ir H. pruinatum rtsys gali bati
sékmingai regeneruotos i$ in vitro audiniy kultiiros bei nustatyta, jog zasmonio riigstis didina bioaktyviy
junginiy gamyba. Zasmono riigities sukeliamas poveikis bioaktyviyjy junginiy gamybai buvo susijes su
gydymo dozémis, specifiniais antriniy metabolity ir rasiy skirtumais [28].

Tyrime buvo vertinamas in vitro H. calycinum, H. confertum ir H. Perforatum L. metanolio
ekstrakty antioksidanty, anticholinesterazés ir antireazés aktyvumas. IS tirty risiy nustatyta, kad
didZiausias bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo H. calycinum — 141,12 + 2,40 ug/mg, tuo tarpu H.
confertum pasizyméjo didziausiu flavonoidy kiekiu — 70,61 + 0,51 pg/mg. Biocheminiai Sio tyrimo
rezultatai parodé, kad visos trys rasys pasizyméjo stipriu antioksidaciniu poveikiu. Kadangi H. calycinum
pasizyméjo itin gausiu fenoliniy junginiy kiekiu, tad butent §i raiSis buvo aktyviausia atliekant
antioksidanty aktyvumo tyrimus. H. calycinum, taip pat, geriausiai slopino acetilcholinesteraze. H.
perforatum L. itin gerai slopino butirilcholinesteraz¢. Pagal ureazés slopinamojo aktyvumo tyrimo
rezultatus, tik H. calycinum pasizyméjo silpnu antireazés aktyvumu, kitos rasys buvo visai neaktyvios.
Irodyta, kad Hypericum rasys, ypa¢ H. calycinum pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu, tad gali
biti naudingos uzkertant kelig bei gydyti ligas, susijusias su oksidaciniu stresu. Nustatyta, kad
oksidacinis pazeidimas yra vienas i§ Alzheimerio ligos, patologiniy pozymiy. Gydant Alzheimerio liga,
naudojami acetilcholinesterazés inhibitoriai [29].

Kaip jau minéta, Hypericum riSyse yra nemazai biologiskai aktyviy aptinkamy junginiy —
naftodiantrony, floroglicinoliy, flavonoidy, procianidiny, taniny, eteriniy aliejy, aminortugsciy,
fenilpropanoidy, ksantony ir kity vandenyje tirpiy komponenty. Tarp jy dominuoja naftodiantronai, tokie
kaip hipericinas ir pseudohipericinas. Jie yra lokalizuoti mazuose, juoduose mazgeliuose, esan¢iuose ant
géliy ziedlapiy, kuokeliy, lapy ir stieby. Hipericinas ir pseudohipericinas yra fotodinaminiai pigmentai,
pasizymintys fotodinaminiu aktyvumu — veikiami §viesos yra naudojami jvairioms ligoms gydyti.
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Fotoaktyvinami sukuria reaktyviasias deguonies rusis. Sios savybés leidzia jiems veikti kaip
antivirusiniams agentams. Hipericinas, taip pat, turi antidepresantiniy savybiy — veikia monoamino
neurotransmisijg centrinéje nervy sistemoje. Fitofarmaciniai Hypericum preparatai paprastai gaminami
i§ lauke uzauginty augaly, taciau bakterijy, grybeliy ar vabzdziy uzkrétimas gali pakeisti komerciniy
hipericino preparaty turinj. Ribotas Sio augalo paplitimo plotas, sezoniSkumas, biologinés jvairoves
praradimas, kokybés kintamumas ir uzterStumo problemos skatina ieSkoti alternatyviy hipericino
gamybos budy. Tad buvo sugalvota naudoti mikropropagavimg — augaly auginima in vitro steriliomis ir
standartizuotomis salygomis.

Sio tyrimo metu buvo ieskoma budy, leidZiandiy pagerinti hipericino ir pseudohipericino
produktyvumg H. perforatum L. in vitro kultirose. Eksperimento metu buvo naudojamas
mikrodauginimas. H. perforatum L. mikropropagavimo metu buvo gautos trys in vitro kulttry rasys,
turinéios skirtingas morfologines savybes. Tyrimo metu buvo naudojama MS/B5 auginimo terpé,
papildyta N6-benziladeninu (0,1-5,0 mg/l). Ugliy regeneracinis potencialas buvo jvertintas terpéje,
papildytoje auksinais (0,05-1,0 m /1), 3-indolilacto raigstimi arba 3-indolilbutano riigstimi. Nustatyta, jog
optimali Ne-benziladenino koncentracija buvo intervale nuo 0,1 iki 2,0 mg/l — Siose koncentracijos
ribose, Gigliuose suintensyvejo hipericino (25-50 pug / g SM) ir pseudohipericino (170-350 pg /g SM)
gamyba. Esant auksinams, hipericino susidaré — 30—-100 pg /g SM, o pseudohipericino — 120400 pg /g
SM). Irodyta, jog 3-indolacto riigstis naftodiantrony gamybai jtakos neturéjo, taciau 3-indolsviesto
rigstis sumazino hipericino ir pseudohipericino kiekj in vitro augaluose [30].

Taip pat buvo atliekami tyrimai su hiperforinu. Hiperforinas yra naudojamos uzdegiminéms odos
ligoms gydyti, pavyzdziui, atopiniam dermatitui gydyti, bei pasizymi antidepresantinémis savybémis.
Hiperforinas yra pagrindine lipofiliniy ekstrakty sudedamoji dalis, esanti permatomose lapy ir Ziedy
liaukose. Be antidepresantiniy ir oda gydanc¢iy savybiy, hiperforinas turi nemazai farmakologinio
aktyvumo, jskaitant prieSnavikinj ir antibakterin; poveikj. Hiperforinas yra jautrus oksidacijai ir
nestabilus tirpale. Auginant in vitro, tinkamy tirpikliy ir ekstrahavimo salygy parinkimas yra labai
svarbus norint gauti kuo didesn;j kiekj. Kadangi aplinka, ekologiniai ir genetiniai veiksniai turi didele
jtakg hiperforino kiekiui lauke auginamuose augaluose, tad in vitro yra puiki alternatyva auginti
Hypericum audiniy kultras. Tyrimo metu buvo auginamos in vitro H. perforatum L. Saknies kultiros,
kurios gali gaminti hiperforing. Nustatyta, jog didZiausia hiperforino ekstrahavimo iSeiga buvo pasiekta
naudojant petroleterj. Po 6 sav. in vitro auginimo, hiperforino susidaré ~5 mg/g SM [31].

Tarp visy antriniy metabolity, kuriuos gamina H. perforatum L., ksantonai yra labai svarbiis dél
priesgrybelinio aktyvumo. Tyrimo metu buvo siekiama pagerinti H. perforatum subsp. Angustifolium
(sin. Frohlich) Borkh ksantono gamybg. Buvo sukurta nauja in vitro Sakny auginimo metodika.
Regeneruotos H. perforatum L. $aknys buvo auginamos trijy pakopy kulttiry sistemoje: pirmame etape,
siekiant padidinti biomase, Saknys buvo kultivuojamos pusiau stiprioje skystoje Murashige ir Skoog
(MS) terpéje, papildytoje 1 mg/l riigStimi ir 1,5% sacharoze. Antruoju ir treCiuoju etapais, siekiant
stimuliuoti antrinj metabolizma, Saknys buvo kultivuojamos su 1,1 mg/l 1 2,4-dichlorfenoksiacto
rigstimi, 0,215 mg/l kinetinu ir 0,186 mg/l 1-naftilacto ragStimi. Treciajame etape, kai kurios Saknys
buvo papildytos chitozanu. Nustatyta, jog naudojant trijy etapy metoda, ksantono gamyba padidéjo 2,7
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karto. Vertinant prieSgrybelinj aktyvumag Candida rasimis, Cryptococcus neoformans ir dermatofitams
— vidutinés, minimalios slopinamosios koncentracijos vertés atitinkamai buvo 36,9, 26,7 ir 65 pg/ml [32].

1.8. Jonazolés pritaikymas

Jau nuo seny laiky Hypericum sultys, ekstraktai, arbatos, tinkttiros, oleumai, milteliai ir granulés
buvo naudojami kaip vaistai. Oleumai skatina nekomplikuotg Zaizdy cicatrizacija. Aliejai pasizymi
antimikrobiniu poveikiu. Ekstraktai naudojami lengvai ar vidutinio sunkumo depresijai gydyti.
Nustatyta, jog Hypericum ekstraktai, turi jtakos zarnyno ir kepeny fermenty bei ksenobiotiky perneséjy
reguliavimui. Dél §ios savybés, Hypericum gali pakeisti kartu vartojamy vaisty farmakokinetikg ir
efektyvuma. Hypericum S$alutinis poveikis yra fotojautrumas ir vir§kinimo trakto sutrikimai. Jonazolé
naudojama kaip maistinis, fitofarmacinis ir kosmetikos ingredientas. Labiausiai fitofarmaciniu aktyvumu
pasizymi hipericinas, pseudohipericinas, rutinas, kvercetinas, kvercitrinas, mikelianinas,
amentoflavonas, hiperozidas, hiperforinas ir adhiperforinas. MaZose, permatomose lapy aliejaus
liaukose, besitesianciose nuo virSutinio ir apatinio lapy epidermiy, bei aplinkiniuose audiniuose yra
fitocheminis junginys — hiperforinas. Tamsiose liaukose ir kitose augalo dalyse yra hipericino ir
pseudohipericino. Daugiausia bioaktyviy fitocheminiy medziagy yra sutelkta Saky pumpuruose ir
galiukuose, zieduose bei vaisiuose. Jonazolés fitocheminé sudétis skiriasi priklausomai nuo veislés,
klimato, auginimo salygy, brandos etapo, derliaus nuémimo laiko ir biidy bei ekstrahavimo salygy ir
technikos. Augant vaisiams, padaugéja floroglicinoliy ir sumazéja fitocheminiy medziagy. H. perforatum
L. ekstraktai ruoSiami i§ Slapios ir dziovintos augalinés medziagos, naudojant skirtingus tirpiklius —
anglies dioksida, vandenj, etanolj, metanolj, aliejus ir kt. Svarbu reguliuoti augalinés medziagos santykj
su tirpikliu ir ekstrahavimo temperatiirg. Dziovintos jonazolés dalys gali buti sumaltos arba supjaustytos
ir naudojamos arbatoms, uzpilams ir tabletéms gaminti. Tinktliroms gaminti, naudojami Hypericum
ekstraktai ir alkoholis — labiausiai paplitgs yra etanolis. Hypericum aliejams, tepalams ar kapsuléms
gaminti naudojami riebas tirpikliai, tokie kaip alyvuogiy aliejus ar kiti augaliniai aliejai.

Siekiant sumazinti sergamuma, susijusj su depresija, vis dazniau naudojami H. perforatum L.
preparatai dé¢l pasizyminc¢iy antidepresantiniy savybiy. Depresija yra susijusi su smegeny molekulinés
neurobiologijos pokyciais. Sergant depresija, pasikeiia neurotransmiteriy, tokiy kaip gliutamato ir y-
aminosviesto rigsties, pusiausvyra. Depresija sergan¢iy asmeny y-aminosviesto koncentracija biina
mazesné [33]. Hiperforinas ir adhiperforinas naudojami silpnai ir vidutinio sunkumo depresijai gydyti,
slopindami daugelio neurotransmiteriy jsisavinimg. Nustatyta, kad hiperforinas yra veiksmingesnis uz
placeba bei toks pat efektyvus kaip sintetiniai antidepresantai - paroksetinas, fluoksetinas ir sertralinas.
Depresija taip pat labai susijusi su Alzheimerio liga. Nustatyta, jog sergant Alzheimerio liga hipokampe
ir zieveéje sumazéja acetilcholino ir butirilcholino, kurie yra svarbiis atminties apdorojimui bei
koncentracijai. Acetilcholinesterazés ir butirilcholinesterazés fermentai hidrolizuoja esterinius rysius, tad
gydant Alzheimerio liga, naudojami acetilcholinesterazés ir butirilcholinesterazés inhibitoriai [29].

Kito tyrimo metu buvo stebimas H. perforatum L. poveikis menopauzei. Ankstyvieji menopauzés
simptomai yra kar§¢io bangos, insomnija, nerimas, depresija, susikaupimo stoka, seksualiniy nory
pasikeitimas ir odos bei gleiviy atrofija. Vélyvieji menopauzeés simptomai apima Sirdies ir kraujagysliy
sistemos sutrikimus bei osteoporozg. Menopauzés simptomai gali biiti gydomi naudojant hormony
terapijg arba nehormonin; gydyma. Hormoninis gydymas gali sukelti kriities vézj, tromboembolija,
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disfunkcinj gimdos kraujavimg bei kepeny ligas, tad vis dazniau ieSkoma nehormoniniy vaisty
alternatyvy. Dél antidepresantinio ir analgetinio poveikio H. perforatum L. gali bati naudojamas
menopauzés simptomy gydymui. Jonazoléje esantys, tokie komponentai kaip flavonolio dariniai,
biflavonai, proanthocianidinai, ksantonai, floroglicinoliai ir naftodiantronai, mazina depresija, kars¢io
bangas bei insomnijg. Nustatyta, kad Hypericum slopina serotonino, dopamino ir norepinefrino
i§siskyrima, kas mazina depresijg [34].

Taip pat, H. perforatum L. naudojamas Zaizdoms gydyti. Zaizdy gyjimas yra sudétingas procesas,
apimantis kelias stadijas — hemostaze, uzdegima, proliferacijg ir brendimg ir/ arba atstatyma. Vieno
tyrimo metu, naudojant H. perforatum L. aliejy, buvo sukurti nauji tvarstymo sitilai. Zaizdos tvarstis turi
pasizyméti drégmes i$laikymu Zaizdos ir tvars¢io salytyje, dujy pralaidumu, turéti tinkamas mechanines
savybes, sudaryti klititis mikroorganizmams bei pasalinti toksinius komponentus nuo Zaizdos pavirsiaus.
Tai, taip pat, turéty biiti netoksiska, nealergiska, lengvai kei¢iama medziaga. Tvarstymui naudojamas
hidrogelis, skaidrios plévelés, sintetinis polimeras, toks kaip poliuretano putos, natiiraliis polimerai, tokie
kaip Zelatina bei karboksimetilceliuliozé. Taciau natiiralesnés biomedziagos yra labiau tinkamos dél
lengvai apdorojamy, antimikrobiniy savybiy ir zaizdy gyjimg skatinanciy lasteliy dauginimosi. Jonazolés
aliejuje esantis chitozanas skatina zaizdy gyjima, pasizymi drékinanéiu, prieSuzdegiminiu bei
antimikrobiniu poveikiu. Tyrimo metu naudotos chitozano plévelés pasizyméjo antibakteriniu poveikiu
— chitozanas slopino Escherichia coli ir Staphylococcus aureus bakterijas. Be to, chitozanas blokuoja
nervy galus, taip sumazindamas skausmg. Nustatyta, jog chitozanas skatina nudegimy zaizdy,
uzdegiminémis lgstelémis apkrésty audiniy gyjima bei greitina odos atsinaujinimg. Taip pat, jrodyta, kad
chitozanas pasizymi bakteriostatiniu poveikiu - neleidzia zaizdos plotui uzsikrésti [35].

Kito tyrimo metu, dél Hypericum priesuzdegiminio, antimikrobinio, antioksidacinio bei ir zaizdy
gyjimo poveikio, H. perforatum L. aliejus buvo naudojamas moterims, po epiziotomijos, gydyti. Po
epiziotomijos gali 18sivystyti komplikacijos, tokios kaip tarpvietés skausmas, diskomfortas, uzZsitgses
zaizdy gyjimas ar infekcija. H. perforatum L. aliejus gali buti veiksmingas vaistas zaizdy prieziiirai,
galintis padéti pagerinti epiziotomijg patyrusiy motery zaizdy gyjimg. Tyrimo metu, nustatyta, jog H.
perforatum L. aliejus pagreitina proliferacing zaizdy gyjimo faze¢, sumazina uzdegimo procesa, skatina
kolageno sintez¢ bei fibroblasty migracija | suzeista vieta. Teigiama, kad Sis poveikis priklauso nuo
naftodiantrony, floroglicinoliy, flavonoidy, bioflavonoidy ir fenilpropanoidy. Nustatyta, kad naudojant
H. perforatum L. aliejy, zaizdy metu padidéja fibroblasty migracija ir kolageno gamyba. Taip pat,
jrodyta, jog amentoflavonas ir hipericinas pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu, o flavonoidai sumazina
lipidy peroksidacijg — skatina nekrozés prevencijg bei stimuliuoja angiogeneze [36].

Jonazolé veiksminga gydyti net tokias ligas kaip vézys. Tyrimo metu buvo tiriamos hipericino ir
hiperforino priesvézinés savybés in vitro. Nustatyta, kad hiperforinas slopina auglio lasteliy vystymasi.
Jis, taip pat, skatina citochromo c i$siskyrimg i$ mitochondrijy bei slopina naviko vystymasi in vivo.
IStyrus hipericino prieSvézines savybes, paaiskejo, jog jis slopina navikiniy audiniy vystymasi, tokiy kaip
neuroblastoma, glioma, mezotelioma, adenoma, karcinoma, melanoma, leukemija ir sarkoma.
Ekperimento metu, hipericino ir radioterapijos taikymas nuzudé prostatos vézio lasteles. Taip pat, 1Styrus
H. perforatum L. ekstrakto jtaka prostatos véziniy lgsteliy vystymuisi in vivo ir in vitro, pastebéta, jog
sumazéja naviko vystymasis ir metastaziy skaicius [37].
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Naujausi tyrimai atskleidé, jog H. perforatum L. gali biiti naudojamamas ir kovoje su koronaviruso
pandemija. COVID-19 yra nauja koronaviruso padermé, ypa¢ veikianti vyresnio amziaus Zmones,
turinCius kvépavimo taky problemy ar gretutiniy ligy. Sergant koronavirusu galimi jvairls plauciy
pazeidimai. Apie 20% zmoniy, kurie serga timaus respiracinio distreso sindromu — tminiu kvépavimo
nepakankamumu, kurio metu dél plauciy edemos sutrinka deguonies pasisavinimas i§ alveoliy i kraujg —
i8sivysto alveoliné intersticiné pneumonija. Nustatyta, kad chlorochinas, remdesiviras ir
hidroksichlorochinas yra veiksmingi prie§ COVID-19. Sie vaistai yra ZIV proteazés inhibitoriai. Siuo
metu, vyraujant pasaulinei pandemijai, ypac¢ aktualu ieSkoti vis naujy COVID-19 gydymo biidy. Tyrimo
metu buvo atliekami molekuliniai COVID-19 (PDB ID: 6LU7) sukarpymai ir jvairiy H. perforatum L.
ligandy prijungimai, matuojama suri§imo energija, kurig apima vandeniliniai rySiai, Van der Valso jégos
ir elektrostatiné sgveika. Kaip kontrolé naudojami chlorochino ir hidroksichlorochino ligandai. Tyrime
naudojami 22 ligandai, tokie kaip hipericinas, pseudohipericinas, protopseudohipericinas,
protohipericinas, hiperozidas, adhiperforinas, kriptochlorogeniné rugstis, hiperforinas, izohipericinas,
katechinas ir kt. Nustatyta, jog stabiliausi kompleksai susidaro naudojant hipericing ir izohipericing.
COVID-19 pagrindinés proteazes ir hipericino arba izohipericino ligandy kompleksui susidaryti reikia
11 kcal/mol suri$imo energijos. H. perforatum L. kompleksai gali biti naudojami prie§ COVID-19,
taciau reikéty daugiau atlikti in vitro ir in vivo tyrimy, geriau iStirti inhibitorinj potencialg [38].

1.9. Jonazolés antibakterinis aktyvumas

Kovai su mikroorganizmais yra naudojamos antimikrobinés medziagos, galinCios sunaikinti
mikrobus ar uzkirsti kelig jy dauginimuisi bei augimui. Pirmieji antimikrobiniai polimerai buvo aptikti
1965 m. Svarbiausios antimikrobiniy polimery taikymo sritys - medicinos, maisto ir tekstilés pramonés.
Biopléveles susiformuoja mikrobams prilimpant prie substrato ir su juo susirisant. Antimikrobinés
medZiagos turi slopinti mikroby gyvybingumg ir adhezija. Tyrimo metu, buvo tirtos naujos medziagos,
sujungtos poliuretanu ir H. perforatum L. ekstraktu, vertintas antimikrobinis bei antibioplévelinis
aktyvumas. Antimikrobinés H. perforatum L. etanolio ekstrakto savybés buvo nustatytos prie§ tris
skirtingus mikroorganizmus — Candida albicans, E. coli ir S. aureus. Tyrimai parodé, kad labiausiai
paveikta buvo S. aureus bakterija, C. albicans ir E. coli slopinamojo poveikio nepastebéta.
Antibiopleveliy analizés rezultatai atskleidé, jog H. perforatum L., taip pat, labiausiai paveiké S. aureus
bioplévelés formavimasi. Nustatyta, jog lyginant su kontrole, poliuretano ir H. perforatum L. ekstrakto
derinys salygojo 92,85 % S. aureus bioplévelés sumazéjima. Jrodyta, kad H. perforatum L. ekstraktas,
gali biti veiksmingai naudojamas farmacijoje bei biomedicinoje, kovojant su S. aureus infekcijomis [39].

Irodyta, kad Hypericum ekstraktai pasizymi antimikrobinémis, antibakterinémis savybémis.
Hypericum preparatai yra veiksmingi prie§ gramteigiamas bakterijas, jskaitant meticilinui ir penicilinui
atspary S. aureus. Tyrimo metu buvo tiriamas H. perforatum L. metanolio ekstrakty antimikrobinis
aktyvumas. Nustatyta, jog hipericinas ir hiperforinas turi didziausig antimikrobinj poveikj. Paaiskeéjo,
kad Hypericum pasizymi antimikrobiniu poveikiu ir gramneigiamiems organizmams. Eksperimento
metu buvo naudojami, tokie mikroorganizmai kaip Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ir C.
albicans. Nustatyta, jog hiperforinas ir hipercinas labiausiai paveikia C. diphtheriae, S. agalactiae ir S.
pyogenes. Paaiskéjo, kad Sviesa padidina gramneigiamy bakterijy ir virusy jautrumg H. perforatum L.
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aliejy ekstraktams. Vandens ir H. perforatum L. ekstraktas pasizymi priesgrybeliniu poveikiu, labiausiai
paveikia Microsporum, Trichophyton rubrum, Aspergillus flavus, Curvularia lunata ir Fusarium
vasiinfectum. Taip pat, nustatyta, kad hipericino poveikiui yra jautras ir Herpes simplex bei gripo virusai
[33].

Kito tyrimo metu, buvo vertinami neapdoroti H. perforatum L. ekstraktai, nustatomas, $iy
ekstrakty, i§skiriamy medziagy antimikrobinis poveikis. [rodyta, kad pagrindiné jonazolés antibakterine
medziaga yra tetraketonas — hiperforinas, kuris, taip pat, yra atsakingas uz zolelés antidepresantinj
aktyvumg. Pastebéta, kad hiperforinas labiau veikia gramteigiamas bakterijas, tokias kaip
Staphylococcus oxford, S. aureus, Streptococcus mutans ir Streptococcus sanguis, nei gramneigiamas
bakterijas, tokias kaip Proteus vulgaris, P. aeruginosa ir E. coli. Paaiskéjo, jog alkoholiniai — metanolio,
etanolio - ekstraktai pasizymi didesniu aktyvumu nei vandeniniai ekstraktai. Tyrimo metu, metanolio
ekstraktas pasizyméjo didesniu aktyvumu prie$ E. coli, P. vulgaris, S. mutans, S. sanguis, S. oxford ir S.
aureus. Vandens ekstraktas buvo aktyvus tik prie§ S. oxford. Rezultatai parodé, kad organiniai tirpikliai
yra tinkamesni antibakteriniams augaly komponentams iSgauti nei vanduo. Taip pat, hiperforinas
pasizyméjo dideliu antibakteriniu poveikiu prie§ Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans,
Micrococcus luteus bei Moraxella catarrhalis. Atliekant tyrimus in vivo ir in vitro su S. aureus, buvo
nustatyta, jog kovojant su S. aureus infekcijomis, H. perforatum L. yra veiksmingesnis uz sulfanilamida
[40]. Taciau nustatyta, kad S. aureus gali jgyti atsparuma hiperforinui - rezistentiSkumas nesivysto, kai
Hypericum ekstrakto koncentracija zmogaus kraujo plazmoje yra 900 mg/per para [41]. Be to, nustatyta,
jog hiperforinas pasizymi antimaliariniu poveikiu — hiperforinas slopina Plasmodium falciparum, kuris
yra maliarijos sukeléjas. Tirti antibakteriniai kremai ir tepalai, turintys H. perforatum L. ekstrakty,
pasizyméjo trumpesne nudegimy gyjimo trukme ir teigiamu antiseptiniu poveikiu. Gydant tepalu, I — 0jo
laipsnio nudegimai uzgyjo per 48 val, Il — 0jo ir 11l — ojo laipsnio nudegimai uzgyjo tris kartus grei¢iau
nei jprastai ir be randy susidarymo nudegimy vietoje [40].

1.10. Literataros apZvalgos apibendrinimas

Mokslininky atlikti tyrimai parodé¢, kad paprastojoje jonazoléje (lot. Hypericum perforatum L.)
gausu naftodiantrony, floroglicinoliy, flavonoidy, fenoliniy riigs¢iy bei kity biologiSkai aktyviyjy
junginiy, kurie lemia H. perforatum L. antioksidacines, antibakterines bei antidepresantines savybes.
Hypericum preparatai placiai naudojami medicinoje ir farmacijoje. Atliekami tyrimai su in vivo ir su in
vitro kaliaus kultary ekstraktais, nustatomas ir vertinamas antioksidacinis ir antibakterinis aktyvumas.
Norint pagreitinti ir pagerinti augalo augima in vitro, padidinti bioaktyviyjy junginiy koncentracijas —
naudojami auksinai ir citokinai.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Visi skai¢iavimai atlikti naudojant Microsoft Excel programa. Reagenty sagrasas pateiktas 1 priede.

2.1. Irangos sarasas

Tyrimuose naudotos jrangos sgrasas pateiktas 2 priede.
2.2. Jonazolés regeneracija ir kaliaus kultiiry in vitro gavimas
2.2.1. Sékly sterilinimas

Jonazolés séklos sterilinamos 70 % C2HsOH —5's, 1,5 % NaCIOH — 20 min ir 3 kartus plaunamos
steriliu distiliuotu vandeniu [42].

2.2.2. Augimo reguliatoriy paruoSimas

Pirmiausia paruoS$iamas pradinis tiriamosios medziagos tirpalas (0,1 mg/ml). Pasveriama 10 mg
tiriamojo junginio ir suberiama j matavimo kolba, jpilama 2 — 5 ml distiliuoto vandens. ISmaisius tirpala
ir i$tirpus milteliams, pripilama distiliuoto vandens iki 100 ml zymés.

Reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo tiiris i§ pradinio tirpalo apskaiiuojamas pagal

formulg:
AxB
X = 1
c (D
X — reikalingas paimti tirpalo turis i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medziaga, ml;
A —reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/I;
B — praskiedimo tiris, I;
C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamgja medziaga, koncentracija (mg/ml).
norima fitohormono ternés tiris. |
koncentracija, mg/I X CTDES IS, reikalingas
turima fitohormono koncentracija, mg/ml ~ fitohormono kiekis, ml
)

2.2.3. Mitybiniy terpiy paruoSimas

Augaly Iasteliy kulttiros kultivavimui biitina mitybiné terpé ir iSorinés aplinkos faktoriai, tokie kaip
Sviesa Ir temperatiira. Viena populiariausiy mitybiniy terpiy yra Murashige & Skoog (MS) terpé, kuri
pasizymi didele nitraty, kalio ir amonio jony koncentracija. Sig terpe sudaro jvairiis makroelementai,
mikroelementai, gelezies Saltinis, organiniai priedai, tokie kaip nikotino ragstis, mioinozitolis,
piridoksino hidrochloridas (vitaminas Be) ir tiamino hidrochloridas (vitaminas B1), anglies $altinis bei
augimo hormonai.
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Terpé yra sterilizuojama autoklave 15 min, 120 °C temperattroje, 0,75 — 1 atm. slégyje. MS terpés
pH 5,7-5,8, pH reguliuojamas su 0,1 N NaOH ir 0,1 N H2SO4. Véliau pridedami papildomi reagentali
atitinkamai terpei. Terpés pateiktos 2.1. lenteléje.

2.1. lentelé. Tyrimui paruosty terpiy sudétis

Terpé Sudétis

MS+ 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l)

MS+BAP (0,5 mg/l)

MS+BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l)

MS+ 2,4-D (0,9 mg/l) + Kinetinas (0,11 mg/l)

MS+BAP (0,5 mg/l) + 39 junginys

MS+ 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinas (0,11 mg/l) + 39 junginys
MS + T+1

~N[OoOO|BRWIN (-

39 junginio cheminé struktiira pateikta 3 priede [43].
2.2.4. Sékly sudaiginimas in vitro ir kaliusy formavimas

Sékos sodinamos j Petri 1eksteles, kuriose buvo paruosta atitankama terpé. Sodinimas vykdytas
laminare. Laminaras sterilinamas ultravioletiniais spinduliais bei etanoliu (70 %). Jonazolés optimali
kultivavimo temperatiira yra 20 — 22 °C temepratira, fotoperiodas — 24 valandos. Véliau eksplantai
reguliariai kas 3 savaites buvo perkelti j Sviezig maitinamaja terpg, kol susiformavo kaliaus kultiiros [44,
45].

2.1. pav. Jonazolés sékly sudaiginimas in vitro ir kaliaus kultary formavimas

2.3. JonaZolés antioksidacinio aktyvumo nustatymas
2.3.1. Jonazolés redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas

Pasveriama 0,1 g i8dziovintos medZiagos, sumaiSoma su su 5 ml metanolio ir ekstrahuojama 45°C
0,5 val. Ekstraktas centrifuguojamas ir naudojamas tyrimams.

Paruosiami I, II, ITI, IV skirtingy koncentracijy ekstrakty méginiai, bendras kiekis turi bati 0,5 ml:

e |1-0,01 mol/l (0,25 ml bandinio + 0,25 ml metanolio);
e |1-0,005 mol/l (0,125 ml bandinio + 0,375 ml metanolio);
e |11 -0,0025 mol/l (0,0625 ml bandinio + 0,4375 ml metanolio);
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e [V -0,00125 mol/l (0,03125 ml bandinio + 0,46875 ml metanolio).

10,5 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty méginius, supilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei
1,25 ml K3[Fe(CN)e]. Sumaisoma ir inkubuojama 50 °C temperatiiroje 20 min. Véliau pridedama 1,25
ml 10 % trichloracto riigsties ir sumaiSoma. Centrifuguojama 9000 aps/min 10 min.

1,25 ml supernatanto sumaiSoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls (0,01 g FeCls
+ 10 ml H20). Matuojama sugertis, bangos ilgis 700 nm. Kuo didesné $viesos sugertis, tuo méginiai
labiau pasizymi redukcinémis savybémis. Kontrolinis méginys: 1 ml 1 % Kz[Fe(CN)s] + 1 ml natrio
fosfatinio buferio 0,2 M (pH=6,6) [46].

2.3.2. Jonazolés antioksidacinis aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda, naudojant TPTZ

Sis metodas nustato augalo redukuojandias savybes. Metodas paremtas Fe**-TPTZ pavirtimu j
Fe**-TPTZ (mélyna spalva) 593 nm ilgyje.
Pasveriama 0,1 g i8dZiovintos jonazolés, sumaiSoma su su 5 ml metanolio ir ekstrahuojama 45°C
0,5 val. Ekstraktas centrifuguojamas ir naudojamas tyrimams.
Ruosiami Sie reagentai:
. 300 mM acetato buferis (pH=3,6);
. 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) istirpintas 40 mmol/l HCI, FeClz x 6H20 (20
mmol/l);
1 mol — 1000 ml — 270,3 % (FeCls x 6H0)

201073 —20ml —x

x =0,010812 g

o FRAP reagentas ruo$iamas i$: 30 ml 300 mM acetato buferio, 3 ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazino) ir 3 ml FeClsz x 6 H20 (20 mmol/l).

100 pL ekstrakto sumaiSoma su 3 ml FRAP reagentu. Kontrolinis méginys yra 1§ 100 pL metanolio
ir 3 ml FRAP reagento.

Reakcijos miSinys matuojamas 593 nm bangos ilgyje spektrofotometriSkai. Kalibravimo kreivé
ruoSiama FeSO4 X 7H20 (5, 10, 15, 20; 25 pmol/L). Reik§mé apskaiciuojama pagal kalibravimo kreive
umol/L Fe(Il)/L. Kalibracinés kreivés kontrolinis méginys yra i§ 3 ml FRAP reagento ir 7 ml H20 [47].
Kalibracinés kreivés reagenty kiekiai pateikti 4 priede.

0.5
0.45 y =0.132x- 0.114
0.4
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0.3
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0.05

0
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2.3.pav. FeSO4 x 7TH20 kalibraciné kreivé

Antioksidacinis aktyvumas apskai¢iuojamas i$ kalibracinés lygties, jsistacius atitinkamg sugertj j
y vietg. Méginiai buvo iSmatuoti praskiedus 4 kartus ir 14 karty.

2.3.3. Jonazolés ekstrakty antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai.

Fenoliniams junginiams biidingas antioksidacinis aktyvumas dél jy geb¢jimo iSaktyvinti laisvuosius
radikalus. Reakcijos metu antioksidantas atiduoda vandenilj ir taip iSaktyvina laisvuosius radikalus, kurie
tampa stabiliais DHHP — H tipo junginiais.

0,2 g susmulkintos zaliavos uzpilama 2 ml metanoliu ir homogenizuojama 10 min. Homogenatas
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuéiy. Surenkamas supernatantas.

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvélj jpilant 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvelio turinys sumaiSomas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje pamatuojamas
tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

Palyginamasis tirpalas ruosiamas j mégintuvélj jpilant 0,077 ml metanolio, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo. Etaloninis DPPH tirpalas ruosiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje. Kontrolé — metanolis [48, 49].

2.3.4. Jonazolés ekstrakty antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu. ABTS yra gaunamas pridedant j jj kalio
persulfato tirpalg. Radikalo anijonas turi mélynai-zalig spalva ir $viesos sugertis matuojama 734 nm
bangos ilgyje.

I§dziovinta augaliné medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 “C, 0,5 h. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. | 0,5 ml ekstraktg jpilama 1,7 ml fosfato buferio (20
mM) ir 0,3 ml 2 mM ABTS (praskiesto). Nustatoma ABTS S§viesos sugertis 734 nm bangos ilgyje.
Kontrolé — praskiestas ABTS tirpalas.

Ap—Aa
0, .. =
A)slopmlmas -

%100 ?)

B

Ag — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugerties dydis;

Ana — tirlamojo augaly ekstrakto Sviesos sugerties dydis [49].
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2.4. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas
2.4.1. Sintetiniy junginiy redukciniy (antioksidaciniy) savybiu nustatymas

Naudojami analogiska metodika ir reagentai, kaip aprasyta 2.3.1. skyrelyje, tik skiriasi tiriama
zaliava. Siuo atveju naudojama L-askorbo ragstis, BHT ir 39 junginys.

2.4.2. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda, naudojant
TPTZ

Naudojami analogiS$ka metodika ir reagentai, kaip apraSyta 2.3.2. skyrelyje, tik skiriasi tiriama
zaliava. Siuo atveju naudojama L-askorbo ragstis, BHT ir 39 junginys.

2.4.3. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

PasiruoSiamas DPPH tirpalas. Apsiskai¢iuojama, kieck DPPH reiks istirpinti 50 ml etanolyje.
1 mol — 1000 ml — 394,32 g /mol
11073 —-50ml —x
x =0,019716 g

3 ml DPPH tirpalo sumaiSoma su 3 ml tiriamyjy junginiy tirpalais. MiSiniai maiSomi ir paliekami
stovéti 20 min.

Palyginamasis tirpalas ruosiamas i§ 3 ml DPPH ir 3 ml DMSO. Po 20 min. ruosiamas skiedimas
1:15 — palyginamajam tirpalui ir tiriamiesiems tirpalams su DMSO.

Absorcija matuojama 517 nm bangos ilgyje [48,49,50].
2.5. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

0,05 g sausos, susmulkintos augalinés medZiagos sumaiSoma su 10 ml acetono (70 %) tirpalu ir
mai$oma kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Véliau centrifuguojama 10 min 9000 aps/min 4" C.
Supernatantas surenkamas ir laikomas ant ledo.

Kalibravimo kreivés parengimas. Paimama 0,0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100, 110, 120,
130 pl standartinio tanino riigsties tirpalo, pridedama distiliuoto vandens, kad kiekis mégintuvéliuose
buity 500 ul. I §j tirpalg pridedama 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato tirpalo.
SumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje 40 min tamsoje. Po 40 min matuojama absorbcija
pries tusc¢ig méginj. Kontrolé¢ — 500 pl H20 sumaisoma su 250 pl Folino-Kiokalto reagentu ir 1,25 ml
Na>COs.

Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas. Paimamas atitinkamas kiekis paruosto
ekstrakto ir praskiedziama vandeniu iki 500 pl. Pridedama j jj 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir jpilama
1,25 ml natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuojama absorbcija tirpalo 725 nm bangos ilgyje po
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40 min laikymo tamsoje. Kontrolé — 470 pl H2O sumaiSoma su 30 ul acetono, 250 ul Folino-Kiokalto
reagentu ir 1,25 ml NaxCOs.

Apskaic¢iuojama bendra fenoliniy junginiy koncentracija pagal formule:

axV

x = (L) %100 (4)

nxVy
a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris ml;

V1 — pradinis ekstrakto ttiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné mase, mg [50,51].

Kalibracinés kreivés reagenty kiekiai pateikti 5 priede.

05
0.45 y = 0.0665x + 0.0043
04 5 4
0.35

03
0.25

02
0.15

0.1
0.05

Sviesos sugertis, A

0 1 2 3 4 5 6 7
Tanino ragsties koncentracija, pg/ml

2.4.pav. Tanino riigsties kalibraciné kreivé

2.6. Baltymy koncentracijos nustatymas

Paruosiama baltymy koncentracijos nustatymo kalibravimo kreivé pagal albuming. 25 mg albumino
iStirpinama 25 ml vandens. I§ pradinio tirpalo imami 0,2; 0,4; 0,6; 0;8; 1; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; tlirio méginiai
(ml) ir skiedziama distiliuotu vandeniu iki 10 ml. Kalibravimo kreivei j pirmajj mégintuvélj jpilama 0,2
ml distiliuoto vandens. | visus mégintuvélius jpilama 2 ml Bradfordo reagento. Méginiai sumaiSomi ir
matuojami spektrofotometru, kai bangos ilgis 595 nm.

Baltymy iSskyrimas i§ augalinés biomasés. Augaliné medziaga iSdziovinama, pasveriama 0,05 g ir
panaudojant buferius iSekstrahuojami baltymai. Augaliné medziaga uzpilama atskirais buferiais
(pH=2,6; pH=4; pH=6; pH=8; pH=10) | atskirus mégintuvélius po 1 ml ir maiSoma vieng valanda.
Centrifuguojama 9000 aps/min 20 min 4 °C. Po centrifugavimo paimama 200 pl ekstrakto, pridedame
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Bradfordo reagento (2 ml). Po 2 minuciy matuojamas optinis tankis esant 595 nm bangos ilgiui. Kontrolé
- 200 pl atitinkamo buferio sumaisoma su 2 ml Bradfordo reagentu.

Baltymy ekstrakcijai naudojami buferiai:
1) 0,1 M Glicinas — HCI; pH=2,6
2) 0,1 M Natrio acetatas (pH= 4,0):
0,1 M CH3COOH;
0,1 M Natrio acetatas;
3) 0,1 M Natrio acetatas (pH= 6,0):
0,1 M CH3COOH;
0,1 M Natrio acetatas;
4) 0,1 M Tris — HCI; pH=8,0
0,1 M Tris ir 0,1 M HCI;.
5) 0,1 M Natrio boratas; pH=10

Visi buferiniai tirpalai turi 0,15 M NaCl.

Bendra baltymy koncentracija X (mg/100 mg) apskai¢iuojama i§ formulés:

_a-Vv-100
n-V,

X ©)

%

Cia:

a — baltymo koncentracija i$ kalibravimo kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné mase, mg.
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2.4. pav. Kalibraciné kreivé pagal albuming
2.7.  SOD aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés Zaliavos sumaiSoma su 4 ml 0,066 M K/Na fosfatiniu buferiu (pH=7,4), turin¢iu 1
mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-3 mg
polivinilpirolidono. Vykdoma tirpiy baltymy ekstrakcija. Méginiai centrifuguojami 9000 aps/min 10
min. Supernatantas dar kartg centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose.

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento, iSmatuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Paruosiama baltymy kalibravimo kreivé pagal albuming.

Reakcijos misinys 2 ml tiirio turi 40 pl fermentinio preparato, 400 pl 200 mM Tris-HCI buferio
(pH=7,8), 200 ul 100 mM L-metionino; 200 ul 540 uM nitromélynojo tetrazolio, 500 ul 0,1% Tritono
X-100 ir 20 pl 300 uM riboflavino ir 620 pl distiliuoto vandens. Paruosiamas kontrolinis méginys be
fermentinio preparato.

Reakcija atiekama apSvieciant liuminescentinémis lempomis 30 min. Kaip kontrolé naudojamas
misinys be fermentinio preparato. Sviesos sugertis matuojama 560 nm bangos ilgyje.

Naudojama baltymy koncentracijos nustatymo kalibravimo kreivé pagal albuming (zr.2.6. skyrelj).
Fermento aktyvumas apskai¢iuojamas:

A=—"1 (6)

A — SOD aktyvumas vnt/mg;
E k — Sviesos sugertis kontrolinio bandinio;
E 1 — Sviesos sugertis tiriamojo bandinio;

m — baltymo masé preparato tiiryje, mg/ml (Baltymy koncentracija apskai¢iuojama pagal Bradfordo
metoda) [52].
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2.8. Chlorofilo air b bei karotinoiduy koncentracijos nustatymas

Karotinoidy bei chlorofilo a ir b bei nustatymas vaistiniy augaly audiniuose paremtas §viesos sugerties

nustatymu spektrofotometru bangos ilgiuose:
e Chlorofilui a (662 nm);
e Chlorofilui b (644 nm);

e Karotinoidams (441 nm).

Pigmenty kiekio nustatymui 0,1 g sausos ir smulkintos augalinés medZiagos sumaiSoma su 10 ml 96%

CyHsOH. Nufiltruojama. Nufiltruoto ekstrakto tiiris iSmatuojamas cilindru. Véliau ekstraktai praskiedziami

etanoliu tol, kol optinis tankis praskiesty tirpaly btity nuo 0,1 iki 0,8. Filtratas supilamas j matavimo kiuvete ir

matavimai atliekami spektrofotometru, bangos ilgiai: 662 nm chlorofilui a nustatymui, 644 nm - chlorofilui b, 441

nm — karotinoidams. Kontrolinis méginys — CoHsOH.
Pigmenty koncentracija apskaiciuojama pagal formules:
Chlorofilo a koncentracija (mg I"%): C.=9,784 Dgs2 — 0,99Dgu4;
Chlorofilo b koncentracija (mg I"%): Cy=21,426Dga44- 4,65Ds62;
CatCb=5,134Dss2+20,436Deus;
Karotinoidy koncentracija (mg 17):
Crarotinoidai=4,695D441-0,268 (Ca+Cp);

Pigmenty koncentracija mg/100g apskai¢iuojamas:

__ CxV*V,%x100
nxV;*1000

C-pigmenty koncentracija mg/l;

V-pradinis ekstrakto tiiris;

V- pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
V/,- praskiesto ekstrakto ttris, ml;

n - augaliné masé, g [53].

(7)
(8)
(9)

(10)

(11)
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2.9. MDA koncentracijos nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos sumaiSoma su 1,5 ml 20 % trichloracto rugstimi. Homogenizuojama
kratytuve 10 min 25 “C. Centrifuguojama 9000 aps/min 10 min 4 °C. 0,3 ml supernatanto sumai§omas su
1,2 ml 0,5 % tiobarbitiirine riigitimi (iStirpinta 20 % trichloracto riigityje) ir inkubuojama 95 "C
temperattiroje 30 min. AtSaldoma ir centrifuguojama 15 min 9000 aps/min. Matuojama $viesos sugertis
prie 532 ir 600 nm bangos ilgiy.

MDA koncentracija apskai¢iuojama:

__ (Es32—Ego0)XVe x 2
kxmgXV,

Cx

(12)

C, — MDA koncentracija pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

V, — ekstrakto turis, ml;

V, —ekstrakto turis analizei, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 156 Mm™ x cm *;
mg - bandinio masé, ekstrakcijai, g [54].

2.10. L-prolino koncentracijos nustatymas

100 mg vaistinés augalinés Zaliavos susmulkinama ir uzpilama 4 ml distiliuvotu vandeniu
meégintuvelyje. Mégintuvélis su augaline Zaliava 3 min kaitinamas ir atSaldomas. Procediira kartojama
dar du kartus. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min. Gautas ekstraktas praskiedziamas iki 6
ml ir toliau naudojamas tyrimams.

I kita mégintuvelj jpilama 1 ml ekstrakto, 1 ml acto rtigsties, 1 ml ninhidrininio reagento kaitinami
1 val vandens voneléje. ] kontrolinj méginj vietoj ekstrakto jpilamas 1 ml distiliuoto vandens. Sviesos
sugertis matuojama 520 nm bangos ilgyje.

Prolino koncentracija apskai¢iuojama naudojantis kalibravimo kreive (L-prolino) pagal formule:

EXkXV
CX — bendras (14)
VpaimtaXm

Cx — L-prolino koncentracija pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

k — L-prolino kiekis, gautas pagal kalibravimo kreive (pmol)
V bendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;

V paimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;
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1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

m — vaistinés augalinés Zaliavos kiekis, g.

L-prolino kalibravimo kreivé. Pasveriama L-prolino 0,0011 g ir iStirpinama 10 ml H2O (1 mM).
Ruosiama L-prolino kalibravimo kreive: 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 mM.

Imami atitinkami L-prolino kiekiai i§ pradinio tirpalo j mégintuvélius:

I tus¢ia bandinj jpilama 1 ml H20 + 1 ml acto rtigsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

0,025 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto ragsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
0,025 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto ragsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
0,075 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto ragsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
0,1 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto ragsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
0,125 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H.O + 1 ml acto raigsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
0,15 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H20 + 1 ml acto riigsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
0,175 ml L-prolino ir skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto raigsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

Meégintuvéliai kaitinami 1 val verdancioje vandens voneléje ir atSaldzius matuojama $viesos
sugertis 520 nm bangos ilgyje.

2.2
2
1.8
1.6
14
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0

0 0025 005 0075 01 0125 015 0.175 0.2

y =11.632x + 0.0518

Sviesos sugertis, A

Koncentracija, mM

2.5. pav. L-prolino kalibraciné kreive

2.11. Askorbatperoksidazés aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinama su atSaldytu 4 ml 0,1 M fofatiniu buferiu (pH=7), kuris
turi 1 mM DTT, 0,5 mM PMSEF, istirpinto DMSO. Centrifuguojama 9000 aps/min 20 min.

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Brafordo reagento bei iSmatuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Naudojama baltymy kalibravimo kreivé pagal albuming.

I reakcijos misinj (6 ml) jpilama 3 ml 0,1 M fosfatinio buferio (pH=7), 0,6 ml 5 mM askorbo
rugsties, 0,06 ml 0,01 M EDTA, 0,06 ml 0,01 M vandenilio peroksido ir 0,2 ml fermentinio preparato.
Ipilama 2,08 ml distiliuoto vandens. Reakcija prasideda pridéjus vandenilio peroksido. Matuojama
Sviesos sugertis 290 nm bangos ilgyje pradzioje, po 3 min. ir po 30 min. Kontrolé — fodfatinis buferis.
Askorbatperoksidazés aktyvumas nustatomas pagal formulg:
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_ v
A= AEmin X(m"' Vpuf.t Vperoks.) (15)

k Xm

A — fermenty aktyvumas, mmol/mg;

AE,;, — vidutiné §viesos sugerties skirtumas po 30 min. ir pradzioje;
V — pavyzdzio turis, pl;

Vgy s, — buferio taris, ml;

Vperoks. — vandenilio peroksido turis, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 2,8 nmol/cm;

m — baltymo masé preparato turyje, mg. (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal Bradforda).

2.12. Flavonoiduy koncentracijos nustatymas

0,2 g susmulkintos augalinés zaliavos sumaiSoma su 2 ml 80 % metanoliu. Laikoma 1 parg 150 rpm
kratykléje. Homogenatas nucentrifuguojamas 9000 rpm 10 min, surenkamas supernatantas.

ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido. Misinys palickamas stovéti 30 min. Véliau matuojama
absorbcija, bangos ilgis 415 nm. Flavonoidai apskai¢iuojami pagal kverceting mg/g sausos masés.

Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskai€iuojama pagal formule:

_ C1XV
g

C (16)

C1 — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibravimo kreive;
V — ekstrakto pradinis tiiris, ml
g —augaliné mase, g
Kvercetino kalibravimo kreivé. Kvercetinas (1 mg/ml) iStirpinamas metanolyje.
Po to paruoSiamos kvercetino koncentracijos: 10 mg/l; 20 mg/l; 30 mg/1; 40 mg/1; 50 mg/1.

I pirmajj mégintuvelj jpilama 0,1 ml kvercetino ir 0,15 ml 2% aliuminio chlorido bei praskiedziama iki
10 ml su metanoliu;
I antrajj mégintuvélj jpilama 0,2 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei praskiedziama iki
10 ml su metanoliu;
I treciajj mégintuvelj jpilama 0,3 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei praskiedziama iki
10 ml su metanoliu;
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4. Tketvirtaj] mégintuvelj jpilama 0,4 ml kvercetino ir 0,15 ml 2% aliuminio chlorido bei praskiedZiama iki
10 ml su metanoliu;

5. Ipenktajj mégintuvélj jpilama 0,5 ml kvercetino ir 0,15 ml 2% aliuminio chlorido bei praskiedziama iki
10 ml su metanoliu.

ISmatuojama Sviesos sugertis 415 m bangos ilgyje. TusCias bandinys — metanolis. Braizoma
kvercetino kalibravimo kreivé [55].
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2.6. pav. Kvercetino kalibraciné kreivé

2.13. Katalazés aktyvumo nustatymas

0,1 augalinés Zaliavos susmulkinama ir tirpiy baltymy ekstrakcija vyksta 0,05 M K/Na fosfatiniame
buferyje (pH=7,8) 4 ml tiryje, turin¢iame 1 mM DTT, 0,5 mM PMSEF, istirpinto DMSO, 1-3 mg
polivinilpirolidono. Centrifuguojama 9000 aps/min 10 min ir supernatantas dar kartg centrifuguojamas
Eppendorf mégintuvéliuose.

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Brafordo reagent, iSmatuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Naudojama baltymy kalibravimo kreivé pagal albuming.

Ruosiamas 4 ml tiirio reakcijos miSinys 1§ 100 ul fermentinio preparato ir 3900 ul 0,05 M K/Na
fosfatinio buferio. Prie§ matavima j reakcijos misinj jpilama 0,1 M 0,2 ml vandenilio peroksido. Sviesos
sugerties matavimo dinamika registruojama pradzioje, po 3 min. ir po 30 min. 240 nm bangos ilgyje.

Fermento aktyvumas apskai¢iuojamas:

__1000xAExV
kxm

A @17

A —katalazés aktyvumas vnt/mg
AE —$viesos sugerties pokytis pradZioje ir po 30 min;
V — bendras miSinio taris, m;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 32,57;
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m — baltymo masé preparato turyje, mg. (Baltymy koncentracija apskai¢iuojama pagal albumino
kalibravimo kreive, zr 2.6.skyrelj) [56].

2.14. Prolindehidrogenazés aktyvumo nustatymas

0,1 g dziovintos augalinés medziagos sumaiSoma su 4 ml ekstrakcijos buferiu (pH=7,8), turin¢iu
0,05 M Tris-HCI; pH=7,8, 1 mM EDTA ir 0,5 % tritono X-100. Méginiai maiSomi kratytuve 10 min. 25
°C. Centrifiguojama 9000 aps/min 10 min. Surenkamas supernatantas (800ul) dar kartg centrifuguojamas
Eppendorf mégintuvéliuose.

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento, matuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Kontrolé — buferis pH= 7,8. Naudojama baltymy kiekio
kalibravimo kreivé pagal albuming.

I kita megintuvel]j jpilama 400 pl fermentinio preparato, 1800 pl karbonatinio buferio pH=10,3 ir
1800 pl 0,02 M L-prolino. Prie§ matavima j reakcijos misinj jpilama 100 pl 100 mM NAD. Sviesos
sugerties matavimo dinamika registruojama pradzioje ir po 3 min. 340 nm bangos ilgyje. Kontrolé¢ —
buferis pH= 10,3.

Fermento prolindehidrogenazés aktyvumas apskai¢iuojamas:

__ 1000*AE+V
o kxm

A (18)

A — prolindehidrogenazés aktyvumas pmol NAD/ mg baltymo x min;
AE — $viesos sugerties pokytis po 3 min ir pradZioje;

V — bendras miSinio taris, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 6,22 pmol™ x cm™

m — baltymo masé preparato tiryje, mg. (Baltymy koncentracija apskai¢iuojama pagal albumino
kalibravimo kreive, zr. 2.6.skyrelj).

2.15. Antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu
PasiruoSiamas vaistinis ekstraktas. SumaiSoma 0,2 g augalinés Zaliavos su 2 ml DMSO.

Pasiuosiama 0,5 | LB terpés. SumaiSomi $ie komponentai: 5 g/l NaCl, 5 g/l triptono. 2,5 g/l mieliy
ekstrakto. Matuojamas pH. Kai pH nusistovi ~pH= 7,2, tada supilama 7,5 g/l mikro agaro.
Autoklavuojama.

Ant LB terpés petri 1ékstelése uzpilama 50 pl X. campestris, B. subtilis bakterijy suspensijos ir
uzdedamas popierininis diskas, suvilgytas 25 pl vaistiniy augaly ekstraktu. Petri 1¢ksteles sudedamos ]
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2.16.

termostata 37 'C. Po vienos-dviejy pary stebimas bakterijy augimas ir vaistiniy augaly ekstrakty
antibakterinis poveikis.

Liuteino koncentracijos nustatymas

I 0,1 g augalinés zaliavos jpilama 20 ml acetono ir maiSoma 3 val 250 rpm. Suspensija yra
paliekama stovéti 5 min ir centrifuguojama 10 min 9000 aps/min. Supernatantas yra surenkamas,
nuosédos maiSomos 1 valanda su acetonu (10 ml). Nuosédos su acetonu yra centrifuguojamos 15 min
9000 aps/min ir Sviesos sugertis iSmatuojama pagal acetong 446 nm bangos ilgyje. Liuteinas nustatomas
i§ formulés mg/g:

1L m k
x 10372 x =L (19)
103ml g 103g

—_ Aue (1 v
T (14.45 x 10%) X (b) X 568.88 x R

X — liuteino koncentracija, mg/I;

Auss — absorbcija, A;

b — bangos ilgis,

V — ekstrakto turis, ml;

M — augaliné zaliava, kg.

2.17. Vandenilio peroksido suardymo nustatymas

I§dziovinta augaliné medziaga (0,1 g) ekstrahuojama 5 ml fosfatiniame buferyje (pH=7,4) 45 °C,
0,5 h. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. | 2 ml ekstrakta jpilama 1,2 ml 40
mM vandenilio peroksido tirpalo, paruosto fosfatiniame buferyje (pH=7,4). MiSinys laikomas 30 min.
Suardymas nustatomas 230 nm bangos ilgyje. Palyginimui naudojamas vandenilio peroksido buferyje
tirpalas, kaip nulinukas — fosfato buferis.

Ap—Aa
0, - =
A)slopmlmas -

%100 (20)

B
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

An — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

39



3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Jonazolés kaliaus kultiiry in vitro susidarymo tyrimai

Sudygusios jonazolés in vitro buvo i$skaidytos j atskiras augalo dalis — lapelius ir Sakneles, i§ kuriy

atitinkamoje terpéje buvo formuojamos kaliaus kultiros.

3.1 lentelé. Kaliaus kulttros, iSaugintintos i$ tam tikros augalo dalies bei tam tikroje terpéje

Terpé

Augalo dalis

Lapeliai

gaknys

MS+ 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1
mg/l)

MS+BAP (0,5 mg/l)

MS+ 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinas
(0,11 mg/l)
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Terpé Augalo dalis

Lapeliai Saknys

MS+BAP (0,5 mg/l) + 39 junginys

MS+ 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinas
(0,11 mg/l) + 39 junginys

MS + T+1

6-benzilaminopurinas (BAP) skatina tigliy augimg, 6-furfurilaminopurinas (kinetinas) ir 2,4-
dichlorfenoksiacto rtigstis (2,4-D) daugiau formuoja kaliaus kultiiras. Pastebéta, jog méginiuose su
Kinetiniu, kaliaus kulttiros pasizymi rausva spalva — yra antocianiny. MS + T+1 terpé yra netinkama.

3.2. Jonazolés antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Jonazoliy antioksidacinis aktyvumas buvo vertinamas, naudojant skirtingas jonazoliy ekstrakty
koncentracijas, auginimo terpes bei kaliaus kultiiras, augintas i$ skirtingy augalo daliy.
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3.2.1. Jonazolés redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas

0.9
< 08

5
©
\l

H

0.6 =

0.5 0,0025
0.4 = mol/I
03 = = -

0.2 = 0,00125

0.1 mol/I
0

Sviesos sugertis

v

24-D(1 invivo BAP(0,5BAP (25 24-D
mg/l) + mg/l)  mg/l) + (0,9 mg/l)
BAP (1 NAR (0,5 +0,11
mg/l) mg/l)  kinetinas

a) Terpé

1.2
m0.005 mol/l
(Lapeliai)

= 0.005 mol/I
08 (Saknys)

= 0.0025 mol/l

0.6 - - (Lapeliai)
- T
- = 0.0025 mol/I
0. = - _ (Saknys)
. - = 0.00125 mol/l
' (Lapeliai)
0 0.00125 mol/l

BAP (0,5 mg/l) BAP (0,5 mg/l) 2,4-D (0,9 mg/l) 2,4-D (0,9 mg/I) (Saknys)
+39 + 0,11 kinetinas + 0,11 kinetinas
+39

Sviesos sugertis, A

v

SN

N

Terpe
b)
3.1. pav. a) Sviesos sugerties priklausomybé nuo skirtingy jonaZolés koncentracijy bei auginimo terpés. b)

Sviesos sugerties priklausomybé nuo skirtingy jonaZzolés koncentracijy, auginimo terpés bei augalo dalies, i3
kurios buvo isaugintos kaliaus kultiiros

Tyrimy rezultatai parodé (3.1 pav.), kad didziausia antioksidanty koncentracija ir geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo jonaZzoliy, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/l), o maZiausiai
redukciniy savybiy turéjo kaliaus kulttry, auginty terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l), ekstraktai.
Lyginant koncentracijas — tendencijos iSliko tokios pat (3.1 pav. a).

Geriausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo jonazoliy, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/l),
ekstraktai. 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetino (0,11 mg/l) terpéje augintos jonazolés pasizyméjo silpnesnémis
redukcinémis savybémis. 39 junginys turéjo teigiamos jtakos BAP (0,5 mg/l) kaliaus kultiroms,
iSaugintoms i$ Sakny, taciau kaliaus kultiiroms, augintoms terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11
mg/l), jtakos neturéjo. Daugiausiai antioksidanty buvo BAP (0,5 mg/l) terpés kaliaus kultiirose, augintose
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i§ lapeliy, ekstraktuose. Taip pat BAP (0,5 mg/l) + 39 — i§ Sakneliy. 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetino (0,11
mg/l) ir 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetino (0,11 mg/l) + 39 terpése — kaliaus kultiirose, augintose i§ lapeliy,
ekstraktuose. Lyginant koncentracijas — tendencijos isliko tokios pat (3.1 pav. b).

3.2.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda, naudojant TPTZ

30
24.71 23.88
o= = 20.06 i 19.91 ™ Antioksidacinis
£ gzo 17.26/ 14 16.96 g% 16.08 = aktyvumas, pmol/I
8 = " T ES T (skiesta 14 karty)
2]
R 10.20
g2, e :
< s 5 Antioksidacinis
4
< aktyvumas, umol/I
0 o (Skiesta 4 kartus)
2,4-D (1 invivo  BAP (0,5 BAP(25 24-D (0,9
mg/l) + BAP mg/l) mg/l) + NAR mg/l) + 0,11
1 mg/l 0,5 mg/l kinetinas
) (1 mg/l) Terpe (0,5 mg/l)
18.96
20
17.04 16.82 17.58 o
P = = 15.06 mBAP (0,5 mg/l)
g1 =013.43
o = -
S 4 10.07 BAP (0,5 mg/l) + 39
24, 1946
s E .
=2 2,4-D (09 mg/l) + 0,11
< % 5 kinetinas
2,4-D (0,9 mg/l) + 0,11
0 Kinetinas + 39
Lapeliai . Saknys
b) Augalo dalis

3.2. pav. a) Antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo jonaZolés auginimo terpés bei nuo ekstrakty skiedimo
laipsnio; b) Antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo jonazolés auginimo terpés bei augalo dalies, i kurios
buvo isaugintos kaliaus kultiros

Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu 4 kartus praskiestuose méginiuose pasizymeéjo jonazoliy,
auginty terpéje su BAP (0,5 mg/1) ir 2,4-D (1 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/1), maziausiu — su 2,4-D (1 mg/l)
+ BAP (1 mg/l), ekstraktai (3.2 pav. a).

IS rezultaty matyti (3.2 pav. b), kad didZiausias antioksidacinis aktyvumas buvo jonazolés kaliaus
kulttry, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/1), mazesnis — terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l)
ekstraktuose. 39 junginys tur¢jo jtakos BAP (0,5 mg/l) terpés Kaliaus kultiroms, augintoms is$ Sakny,
taciau kaliaus kultGroms, augintoms terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l) — jtakos neturi.
Daugiausia antioksidanty kaupé kaliaus kulttiry, auginty BAP (0,5 mg/l) terpéje i$ Sakneliy, 0 2,4-D (0,9
mg/l) + kinetino (0,11 mg/l) — i$ lapeliy, ekstraktai.
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3.2.3. Jonazolés ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas, naudojant DPPH metoda

100 88.55
90 7719 - 83.23 82.45
X 80 = . -
70 64;88
£ 60
'€ 50
240
» 30
20
10
0
2,4-D (1 invivo  BAP (05 BAP(25 24-D (0,9
mg/l) + BAP mg/l)  mg/l) + NARmg/I) + 0,11
(2 mg/l) (0,5mg/l)  Kinetinas
a) Terpe
100 BAP (0,5 mg/l
90  83.4984.99 86.14 87.80 (0.5 mafh
80 - 4.89717'35
£ 70 = mBAP (0,5 mg/l)
- +39
é 60 50.68
j= g
k= o0 9.53 2,4-D (0,9 mg/l)
g 40 = +0,11 kinetinas
n 30
20 2,4-D (0,9 mg/l)
10 + 0,11 Kinetinas
0 + 39
Lapeliai Saknys
b) Augalo dalis

3.3. pav. a) Stabilaus 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizacijos fenoliniais junginiais
priklausomybé nuo skirtingy jonazolés auginimo terpiy; b) DPPH radikalo slopinimo priklausomybé nuo terpés
ir augalo dalies, i$ kurios buvo augintos kaliaus kultiiros

Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymeéjo jonazolés kaliaus kultiiry, auginty terpéje su BAP
(0,5 mg/l), ekstraktas — procentinis DPPH slopinimas 88,55%. Maziausias antioksidacinis aktyvumas
kaliaus kulttrose, augintose terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l), ekstrakto — 64,88 % (3.3. pav. a).

I8 Sakny augintos jonazolés kaliaus kultiiros, augintos terpéje su BAP (0,5 mg/1), ekstraktai skatino
didesnj DPPH radikalo slopinima, o su 2,4-D (1 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l) — i§ lapeliy. DidZiausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo kaliaus kultiiry, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/1), ekstraktai.
Kaliaus kulttiros, augintos terpése, papildytose 39 junginiu, pasizymeéjo Siek tiek didesniu slopinimu nei
terpése be jo (3.3. pav. b).
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3.2.4. Jonazolés antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

99.7 99.57
99.6 T
o 995
S 99.4
g 99.3 99.24 99.24
£ 992 * .14 =
c I
S 99.1 99i04
2 99
9 98.9
98.8
98.7
24-D(1 invivo BAP(0,5 BAP(25 24-D (0,9
mg/l) + mg/l) mg/l) +  mg/l) +
BAP (1 NAR (05 0,11
mg/l) mg/l) Kinetinas
Terpe
a)
100
98.21 = BAP (0,5 mg/l)
98.4598.26 98.17 |
98
= 97389716 BAP (0,5 mg/l) + 39
& 96 24 (0.5 mg/)
E 96 95 30
S 2,4-D (0,9 mg/l) +
%) 0,11 kinetinas
94
2,4-D (0,9 mg/l) +
0,11 kinetinas + 39
92
Lapeliai Saknys
Augalo dalis
b) g

3.4. pav. a) Radikalo anijono slopinimo priklausomybé nuo terpés. b) Radikalo anijono slopinimo
priklausomybé nuo terpés bei augalo dalies, i$ kurios iSaugintos Kaliaus kultiiros

Nustatyta (3.4 pav. a), kad didziausiu radikalo anijono slopinimu pasizyméjo kaliaus kultiiry,
auginty terpéje su BAP (0,5 mg/l), o maziausiu — terp¢je su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l)
ekstraktai.

DidZiausiu radikalo anijono slopinimu pasizyméjo kaliaus kultiiry, auginty terp¢je su BAP (0,5
mg/l), maziausiu — terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l), ekstraktai. 39 junginys turéjo
nedidele, bet teigiamg jtakg BAP (0,5 mg/l) terp¢je augintoms kaliaus kultiiroms i§ Sakneliy. Daugiausia
radikalo anijono slopino kaliaus kultiiry, auginty i$ lapeliy terpése su BAP (0,5 mg/1) ir 2,4-D (0,9 mg/l)
+ Kkinetinu (0,11 mg/l), ekstraktai (3.4 pav. b).
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3.3.Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

3.3.1. Sintetiniy junginiy redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas

0.9 I

08

0.7

0.6 I

0.5

0.4 —
0.3

0.2

01

Sviesos sugertis, A

BHT Askorbo riigstis 39
Sintetiniai junginiai
3.5. pav. Sviesos sugerties priklausomybé nuo skirtingy sintetiniy junginiy

Didziausia $viesos sugertimi ir geriausiomis redukcinémis savybémis pasizymeéjo askorbo rugstis.
BHT ir 39 junginio redukcinés savybés mazesnes.

3.3.2. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda, naudojant

TPTZ

40
& 35 &
% 30
3
= 25
© =
2 g 20 -
S 3 15
.'E T
2 10
2
IS
<

BHT Askorbo riigstis 39

Sintetiniai junginiai

3.6. pav. Antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo skirtingy sintetiniy junginiy

Didziausia Sviesos sugertimi ir geriausiomis redukcinémis savybémis pasizymejo askorbo riigstis.
BHT ir 39 junginio redukcinés savybés maZesnes.
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3.3.3. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

100
90 =
80
70 Neskiesta
60 I
50 =

I
40 Skiesta 15

28 = karty

10
0

Slopinimas, %

BHT Askorbo 39
ragstis

Biologiskai aktyvis junginiai

3.7. pav. Stabilaus 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo slopinimo priklausomybé nuo biologiskai
aktyviy junginiy ir skirtingy jy koncentracijy

Didziausiu DPPH radikalo slopinimu pasizymi askorbo riigstis. Lyginant koncentracijas, matyti,
jog praskiesti tirpalai geriau slopino DPPH radikalus.

3.4. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Bendra fenoliniy junginiy koncentracija buvo vertinama, naudojant skirtingas jonazoliy auginimo
terpes bei kaliaus kultiiras, augintas i$ skirtingy augalo daliy.

w
o

23.73
18.92 = 18.57

= NN
o1 o o
H

355 532

Fenoliniy junginiy
koncentracija, mg/100 mg
=
o

24-D(1 invivo BAP(05 BAP(25 24-D (0,9

mg/l) + mg/l) mg/l) + mg/l) +
BAP (1 NAR (0,5 0,11
mg/l) mg/l) kinetinas
Terpe
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25

22.
o 09 = BAP (0,5 mg/l)
29 20 17.81
gb% 5;72 BAP (0,5 mg/l) +
§ £ 15 39
3 < 12.32 1.75
= @© ™ -
2 = 10 2,4-D (0,9 mg/l)
=8 + 0,11 kinetinas
o e 5.35 5.51
O o
28 s _ ~.3.67 2,4-D (0,9 mg/l)
S = + 0,11 Kkinetinas +
39
0
Lapeliai Saknys

Augalo dalis
b)

3.8. pav. a) Fenoliniy junginiy koncentracijos priklausomybé nuo jonazolés auginimo terpés. b) Fenoliniy
junginiy koncentracijos priklausomybé nuo jonazolés auginimo terpés bei augalo dalies, i$ kurios buvo augintos
kaliaus kulttiros

Didziausia bendra fenoliniy junginiy koncentracija yra jonazolése, augintose terpéje su BAP (0,5
mg/l). Mazausia fenoliniy junginiy koncentracija yra kaliaus kulttirose, augintose terpéje su 2,4-D (1
mg/l) +BAP (1 mg/l) (3.8. pav. a).

Didziausia bendra fenoliniy junginiy koncentracija buvo jonazoliy, auginty terpéje su BAP (0,5
mg/l), ekstrakte. 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetino (0,11 mg/l) terpéje augintos jonazolés kaliaus kulttiros
pasizyméjo mazesne fenoliniy junginiy koncentracija. 39 junginys jtakos netur¢jo. Daugiausia fenoliniy
junginiy kaupé kaliaus kulttry, auginty i§ lapeliy BAP (0,5 mg/l) ir 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetino (0,11
mg/l) terpése, ekstraktai (3.8. pav. b).

3.5. Baltymy koncentracijos jvertinimas

26
8 24 —
g) 22
20
e & )
= 16 — = - - mpH=2,6
g 14 - i -
E, g’lz = _ mpH=4
8 ~10 pH=6
s 8 -
= 6 - = - pH=8
g 4 :
£l R mll m
T 0
@ 24-D (1mg/l)  invivo BAP (0,5 BAP (25  24-D(0,9
+BAP (1 mg/l) mg/l) + NAR mg/l) + 0,11
mg/l) Terpe (0,5 mg/l) kinetinas

3.9. pav. Baltymy koncentracijos priklausomybé nuo terpés ir pH

Kuo didesnis pH, tuo daugiau iSskiriama baltymy. DidZiausia baltymy koncentracija buvo
jonazolés kaliaus kultiiry, auginty terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l), ekstrakte.
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3.6. SOD aktyvumo jvertinimas

Fermento superoksido dismutazés aktyvumas buvo vertinamas, naudojant skirtingas jonaZoliy
auginimo terpes bei kaliaus kultiiras, augintas i$ skirtingy augalo daliy.

NN W W b
o o1 O 01 O

=
(62 )

SOD aktyvumas, vnt/mg
=
o

24-D(1  invivo BAP(05 BAP(25 24-D(09

mg/l) + BAP mg/l)  mg/l) + NARmg/I) + 0,11
(2 mg/l) (0,5mg/l)  kinetinas
a) Terpé
50 mBAP (0,5 mg/l)
g 41.61
E 40
) 29.76 BAP (0,5 mg/l) + 39
E % = 2450
19.89 =
5 20 16.9916.18 2,4-D (0.9 mg/l) + 0,11
< T = 11.58 Kinetinas
a 10 751 o=
Q = 2,4-D (0,9 mg/l) + 0,11
0 kinetinas + 39
Lapeliai Saknys
Augalo dalis

b)

3.10. pav. a) Seperoksido dismutazés aktyvo priklausomybé¢ nuo terpés. b) Seperoksido dismutazes aktyvumo
priklausomybé nuo terpés bei augalo dalies, i§ kurios buvo iSaugintos kaliaus kulttros

DidZiausiu SOD aktyvumu pasizyméjo kaliaus kultiiry, auginty terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1
mg/1), o maZziausiu — terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l), ekstraktai (3.10. pav. a).

Didziausiu SOD aktyvumu pasizyméjo kaliaus kultiry, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/l),
maziausiu — terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l), ekstraktai. 39 junginys turéjo jtakos
jonazolés kaliaus kultiiroms, augintoms i§ Sakny terpéje su BAP (0,5 mg/l) ir 2,4-D (1 mg/l) + kinetinu
(0,11 mg/l). Didziausiu SOD aktyvumu pasizyméjo kaliaus kulttry, auginty i$ lapeliy, ekstraktai (3.10.
pav. b).

3.7. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracija buvo vertinama, naudojant skirtingas jonazoliy
ekstrakty koncentracijas, auginimo terpes bei kaliaus kultiiras, augintas i$ skirtingy augalo daliy.
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3.11. pav. Pigmenty koncentracijos priklausomybé nuo terpés

Didziausia pigmenty koncentracija pasizyméjo kaliaus kultiiros, augintos terpéje su BAP (0,5 mg/l)
— chlorofilo a yra 35,71 mg/100g, chlorofilo b — 36,63 mg/100g, karotinoidy — 7,98 mg/100g (3.11. pav.
a).

DidZiausia pigmenty koncentracija pasizymeéjo jonaZolés kaliaus kultiiros, augintos terpéje su BAP
(0,5 mg/l), maziausia — terp¢je su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l). Daugiausia jonazolé kaupia
chlorofily, maziausiai — karotinoidy. DidZiausios pigmenty koncentracijos aptiktos kaliaus kulttry,
auginty i$ lapeliy, ekstraktuose. 39 junginys jtakos neturéjo (3.11. pav. b).
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3.8. MDA koncentracijos jvertinimas
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3.12. pav. MDA koncentracijos priklausomybé nuo terpés

Didziausia malondialaldehido koncentracija buvo kaliaus kultiry, auginty terpéje su BAP (0,5
mg/l) — 0,92 umol/g, o maziausia — terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l) — 0,10 pmol/g,

ekstraktuose.

3.9. L-prolino koncentracijos jvertinimas
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3.13. pav. L-prolino koncentracijos priklausomybé nuo terpés

Didziausia L-prolino koncentracija buvo kaliaus kulttiry, auginty terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) +

kinetinu (0,11 mg/l), 0 maziausia — terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1 mg/l), ekstraktuose.
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3.10. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Askorbatperoksidazés

aktyvumas, mmol/mg
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mg/l) Terpé mg/l) Kinetinas

3.14. pav. Askorbatperoksidazés aktyvumo priklausomybé nuo terpés

Jonazolés kaliaus kultiiry, auginty terpéje su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l), ekstrakty
askorbatperoksidazés aktyvumas buvo didziausias. Maziausias pastebétas aktyvumas kaliaus kultiry,
auginty terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1 mg/l), ekstrakte.

3.11. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

Flavonoidy koncentracija buvo vertinama, naudojant skirtingas jonazoliy auginimo terpes bei
kaliaus kulttras, augintas i$ skirtingy augalo daliy.

Flavonoidy koncentracija, mg/g

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

24-D(1 invivo BAP(5 BAP(25 24-D(0,9
mg/l) + mg/l) mg/l) + mg/l) +
BAP (1 NAR (0,5 0,11
mg/l) mg/l) kinetinas
Terpe

52



0.4

(@]

g, 0.32 m BAP (0,5 mg/l)

< 03 (.28 0.26

G 0.24 = BAP (0,5 mg/l) + 39
g 02 *2%.18 17

g = - 0.18"

= " 2,4-D (0,9 mg/l) +
R 0,11 Kinetinas

=z 0.1

s 2,4-D (0,9 mg/l) +
5 0,11 Kkinetinas + 39
2 0

[ Lapeliai Saknys

Augalo dalis
b)

3.15. pav. a) Flavonoidy koncentracijos priklausomybé nuo terpés.

b) Flavonoidy koncentracijos priklausomybé nuo terpés bei nuo augalo dalies, i$ kurios iSaugintos Kaliaus
kultiiros

Didziausia flavonoidy koncentracija buvo in vivo auginty jonazoliy ekstraktuose, o maziausia —
kaliaus kulttry, auginty terpéje su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) (a) ekstraktuose.

Didziausia flavonoidy koncentracija buvo kaliaus kultiirose, augintose terpéje su BAP (0,5 mg/l),
maziausia — terpéje su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l). 39 junginys turi nedidele, taciau teigiama
jtaka kaliaus kulttroms, augintoms i§ Sakny terpéje su BAP (0,5 mg/l) ir 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu
(0,11 mg/l) (b).

3.12. Katalazés aktyvumo jvertinimas
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3.16. pav. Katalazés aktyvumo priklausomybé¢ nuo terpés

Didziausias katalazés aktyvumas buvo kaliaus kultiry, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/l),0
maziausias — terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l), ekstraktuose.

53



3.13. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas
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3.17. pav. Prolindehidrogenazés aktyvumo priklausomybé nuo terpés

Didziausias prolindehidrogenazés aktyvumas buvo kaliaus kulttry, auginty terpéje su 2,4-D (0,9
mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l), o maziausias — terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1 mg/l), ekstraktuose.

3.14. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas agaro difuziniu metodu

Antibakterinis aktyvumas buvo vertinamas, naudojant skirtingas jonazoliy auginimo terpes bei
kaliaus kulttras, augintas is skirtingy augalo daliy.

a)

3.18. pav. Bakterijy augimo priklausomybeé nuo ekstrakty, su skirtingomis terpémis, antibakterinio poveikio.

a) X.campestris; b) B. subtilis

I- terpé su 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1 mg/l), I- in vivo, 111 terpé su BAP (0,5 mg/l)
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3.19. pav. a) Antibakterinio aktyvumo priklausomybé nuo terpés. b) Antibakterinio aktyvumo priklausomybé
nuo terpés bei augalo dalies, i§ kurios iSaugintos kaliaus kultiros

DidZiausiu antibakteriniu poveikiu prie$ gramteigiamas bakterijas pazyméjo in Vivo ir jonazolés
kaliaus kultry, auginty terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l), ekstraktai, o prie§ gramneigiamas
kaliaus kultiiry, auginty 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l) terpéje bei terpéje su BAP (0,5 mg/1), ekstraktai.
DidZiausiu antibakteriniu aktyvymu tiek prie§ gramteigiamas, tiek prieS gramneigimas bakterijas
pasizyméjo kaliaus kultiry, auginty 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1 mg/l) terpéje, ekstraktai (3.19. pav. a)

Didziausiu antibakteriniu poveikiu prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas pazyméjo
kaliaus kultiiry, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/l), ekstraktai. 39 junginys jtakos neturéjo. Bakterijas
labiausiai slopino kaliaus kultiiry, iSauginty i lapeliy, ekstraktai (3.19. pav. b).

3.15. Liuteino koncentracijos jvertinimas

Liuteino koncentracija buvo vertinama, naudojant skirtingas jonazoliy auginimo terpes bei kaliaus
kultaras, augintas i§ skirtingy augalo daliy.
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3.20. pav. a) Liuteino koncentracijos priklausomybé nuo terpés. b) Liuteino koncentracijos priklausomybé nuo
terpés bei augalo dalies, i§ kurios iSaugintos Kaliaus kultiiros

Didziausia liuteino koncentracija pasizyméjo kaliaus kultiiry, auginty terpéje su BAP (0,5 mg/1), o
maziausiu — in vivo ir terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +BAP (1 mg/l), ekstraktai (3.20. pav. a)

Didziausia liuteino koncentracija pasizyméjo jonazolés kaliaus kultiiry, auginty terpéje su BAP
(0,5 mg/l), o maziausia — terp¢je su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l), ekstraktai. Daugiausia
liuteino buvo kaliaus kulttiry, iSauginty i8 lapeliy, ekstrakte. 39 junginys jtakos neturéjo (3.20. pav. b).
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3.16. Vandenilio peroksido suardymo jvertinimas
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3.21. pav. Vandenilio peroksido suardymo priklausomybé nuo terpés

DidZiausiu vandenilio peroksido suardymu pasiZzyméjo jonazolés kaliaus kultiiry, auginty terpeje
su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l), o maziausiu — terp¢je su 2,4-D (0,9 mg/l) + kinetinu (0,11 mg/l),

ekstraktai.
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4. Rekomendaciju dalis

Hiperforino ekstrakcijos principinéje aparatiirinéje schemoje (4.1. pav.) pavaizduotas hiperforino
iSgavimas i§ paprastosios jonazolés (Hypericum perforatum L.) in vitro uzauginty kaliaus kulttry,
naudojant superkritinj CO».

Pirmiausia pradedamas Zaliavy tiekimas j bioreaktoriy (B-1). IS mitybinés terpés rezervuaro (MTR-
1), terpé pumpuojama ] autoklavg (A-1), kur yra sterilizuojama 121°C temperatiroje, 20 min, 6 atm
slégyje. Sterili terpé toliau pumpuojama iScentriniu siurbliu (S-2) j bioreaktoriy. Taip pat ruoSiamas
kaliaus kultiiros ir mitybinés terpés (MT-1) misinys (MS-1). Mitybiné terpé kaliaus kultiirai yra tickiama
iScentriniu siurbliu (S-3) i autoklava (A-2) ir i§ ten pumpuojama j maiSykle (M-1), kur yra sumaiSoma
su juostinio transporterio (JT-1) tickiama kaliaus kultiira. Gautas kaliaus kultliros ir mitybinés terpés
misinys iScentriniu siurbliu (S-5) pumpuojamas i bioreaktoriy. Taip pat, | bioreaktoriy tiekiamas oras,
kuris yra i§valytas, naudojant oro filtrg (F-1) ir suslégtas - naudojant oro kompresoriy (K-1).

Bioreaktoriuje uzauginta biomasé¢ iScentriniu siurbliu (S-8) tiekiama j liofilizatoriy, kur yra
i8dziovinama. I8dziovinta biomasé nukreipiama j smulkintuva (SM-1), i§ ten 1 susmulkintos biomaseés
laikymo rezervuarg (LR-1). Atidarius voztuva (V-11), patenka j ekstraktoriy (E-1).

I ekstraktoriy, taip pat, tickiamas ekstrakcijos tirpiklis — metanolis, bei CO,. Anglies dioksidas
laikymo rezervuare (ADR-1) yra skystos agregatinés buisenos. Atidarius voztuvag (V-7), skystas CO:
patenka j ausintuva (AS-1), kur CO; atsaldomas iki -10 °C ir tickiamas j auksto suslégimo siurblj (ASS-
1). Tokia Zema CO2 temperatiira neleidZia auksSo suslégimo siurbliui sukelti kavitacijos. Suslégtas anglies
dioksidas paduodamas j §ilumokaitj (S-1), i§ ten — j ekstraktoriy. [imatuojamas ekstrahavimo skys¢io —
metanolio — srautas bei tankis ir, taip pat, per §ilumokait] tickiamas j ekstraktoriy. Silumokaitis reguliuoja
ekstrakcijos temperatiira — optimali temperatiira 40 °C, auks$tesné temperatiira padidina ektrakcijos
iSeiga, taCiau sumazina hiperforino kiekj. Ekstrakcija gali biiti vykdoma 1-5 valandas, 90-150 bar slégyje.
Optimalios hiperforino ekstrakcijos parametry vertés yra 3 valandos 90 bar slégyje arba 1,5 valandos 120
bar slégyje — prie tokiy parametry hiperforino iSgaunama 35 % daugiau nei taikant kitas parametry
reikSmes.

Po ekstrakcijos superkritinis CO-, kuriame yra metanolio ir biomasés, per pirmajj slégj mazinantj
diafragminj voztuvg (DV-1) patenka j pirmajj separatoriy (SE-1), kurio konstrukcija primena skysciy
ciklong (angl. fluidcyclone). Pirmame separatoriuje atskiriami mazai tirpts junginiai, kuriuos iSpumpuoja
iScentrinis siurblys (S-9). Sie junginiai pasisalina kaip atliekos.

Veéliau superkritinis CO> tiekiamas per antraji slégi mazinantj voztuva (DV-2) patenka i antraji
separatoriy (SE-2), kuriame palaikoma 8 °C temperatiira ir 40 bar slégis. Tokiomis salygomis skystas
anglies dioksidas pradeda garuoti ir atsiskiria hiperforinas. Matuojamas ir reguliuojamas slégis, srautas
bei temperatiira, esant reikalui, atidaromi diafragminai voztuvai (DV-3) ir (DV-4).

Atidarius voztuvg (V-17) CO2 garai patenka j kondensatoriy (K-1), kuriame CO- virsta i§ dujinés
biisenos | skysta. IS kondensatoriaus skystas CO2 grazinamas ] skysto anglies dioksido laikymo
rezervuarg, kuriame nuolat matuojama temperatiira.
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Antrame separatoriuje likes hiperforino ekstraktas yra nukreipiamas j liofilizatoriy. Pradzioje palaikoma
-25°C temperatira, véliau keliama iki 5°C temperatiros. Po 14 valandy dziovinimo, dZiovinama dar 10
valandy, vis keliant temperatiirg iki 20°C. Gaunami liofilizuoti hiperforino milteliai, kurie véliau gali
biiti homogenizuojami. Naudojant HPLC gali buti vertinamas hiperforino grynumas. Kaip standartas
naudojamas hiperforino ir adhiperforino misinys [57].

Principinés aparatiirinés schemos prietaisy zyméjimas ir pavadinimai pateikti 6 priede. Principinés
aparatlirinés schemos medziagy Zyméjimas ir pavadinimai pateikti 7 priede.

Hiperforino ir adhiperforino cheminé strukttira pateikta 8 priede [57].
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4.1. pav. Principiné aparatiiriné hiperforino ekstrakcijos i$ paprastosios jonazolés (H. perforatum L.) superkritiniu CO. schema
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ISvados

Ivertinus fitohormony jtakg jonazolés (lot. Hypericum perforatum L.) augimui in vitro, nustatyta, kad
MS terpé su 6-benzilaminopurinu skatino jonazolés tigliy augimg in vitro, o MS terpé su kinetinu ir
2,4-dichlorfenoksirtig§timi intensyviau formavo kaliaus kultiiras in vitro.

. Atlikus antioksidantinius tyrimus, gauta, kad didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
jonazolés kaliaus kultiiry, auginty MS terpéje su BAP (0,5 mg/l), ekstraktas. Taikant DPPH metoda,
pastebima 39 junginio (N-(1,3-dioksizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino) propanamido)
teigiama jtaka visose terpése augintoms jonazolés kaliaus kulttiroms in vitro. Redukciniu ir ABTS
metodais nustatyta, jog didziausias antioksidacinis aktyvumas buvo MS terpéje su BAP (0,5 mg/l)
augintose kaliaus kultiiry ekstraktuose i$ lapeliy, taciau FRAP ir DPPH metodais — i§ Sakneliy.

. Atsizvelgiant | gautus rezultatus, iStirta, kad didziausiu katalazés ir superoksido dismutazés
aktyvumu, fenoliniy junginiy, pigmenty, tokiy kaip liuteino, chlorofilo a ir b bei karotinoidy,
koncentracija pasizyméjo MS terpéje su BAP (0,5 mg/l) terpé€je augintos jonazolés kaliaus kulttros.
N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)Jamino)propanamido junginys flavonoidy
koncentracijai ir SOD aktyvumui turéjo teigiamos jtakos BAP (0,5 mg/1) ir 2,4-D (0,9 mg/l) + 0,11
(mg/l) kinetino terpése augintoms kaliaus kultiroms i§ Sakneliy, pigmenty ir fenoliniy junginiy
koncentracijai jtakos netur¢jo.

Didziausias prolindehidrogenazés aktyvumas, L-prolino bei baltymy koncentracija buvo nustatyta
jonazoliy kaliaus kultiry, auginty MS su 2,4-D (0,9 mg/l) su (0,11 mg/l) kinetinu terpéje, ekstrakte.
Didziausiu SOD aktyvumu bei didziausiu vandenilio peroksido suardymu pasiZyméjo jonaZolés
kaliaus kultiiry, auginty MS su 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1 mg/l), elkstraktai.

Gauta, kad didZiausiu antibakteriniu aktyvumu tiek prie§ gramteigiamas, tiek prie§ gramneigiamas
bakterijas pasizymeéjo jonazolés kaliaus kultiry, auginty MS terpéje su 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1
mg/1), ekstraktas. DidZiausiu antibakteriniu poveikiu prie§ B.subtilis pasiZyméjo jonazolés in vivo ir
kaliaus kultiiry, auginty MS su 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1 mg/l) terp¢je, ekstraktas. Prie§
gramneigiamas bakterijas, tokias kaip X. campestris ir R. radiobacter, intensyviu antibakteriniu
aktyvumu pasizyméjo kaliaus kultiiry, auginty MS terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l) bei
terpéje su BAP (0,5 mg/l), ekstraktai.

. Pasitlyta hiperforino iSskyrimo aparatiiriné schema, kuria rekomenduojama i$skirti hiperforing 1§
H.perforatum L. kaliaus kultiiry in vitro,naudojant superkriting CO2 ekstrakcija.
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Priedai

1 priedas. Tyrimo metu naudoty reagenty sarasas

Reagentai

96% C,HsOH Mikro druskos DMSO 0,1 M vandenilio
peroksidas

NaCIOH Makro druskos Polivinilpirolidonas 0,05 M Tris-HCI
(pH=7,8)

Distiliuotas vanduo Fe-EDTA 40 mM Tris-HCI buferis 1 mM EDTA

peroksido tirpalag******

NHaNO; Organiniai priedai 10 mM L-metioninas 0,5 % Tritonas X-100
KNO3 39 junginys 54 uM nitromélynasis Karbonatinis buferis
tetrazolis (pH=10,3)
CaCl-2H.0 Natrio fosfatinis buferis 0,025% Tritonas X- 100 0,02 M L-prolinas
0,2 M (pH=6,6)
MgSQO4-7H,0 1 % Ks[Fe(CN)e] 3 UM riboflavinas 100 mM NAD
KH2PO, 10 % trichloracto raigstis CaCO3 NaCl
KJ 20 mM fosfatinis buferis | 20 % trichloracto raigstis Triptonas
(pH=7,4)
H3BO3 1 mM DPPH* 0,5 % tiobarbitiiriné Mieliy ekstraktas
rugstis
MnSOs-4 H,0 1 % Ks[Fe(CN)g] Lediné acto ragstis Xanthomonas campestris
ZnS04-7H,0 10 % trichloracto ruigstis Ninhidrinas Bacilus subtilis
Na;Mo04-2H,0 2 mM ABTS** H3PO4 Rhizobium radiobacter
CuS04-5H,0 1 % Ks[Fe(CN)g] L-prolinas 0,1 mM vandenilio
peroksidas
CoCl3-6H20 7% Na,CO3 0,1 M fosfatinis buferis 80 % CH3OH
(pH=7)
FeSO,-7H,0 0,1 % FeCl3 40 mM vandenilio 2 % AICl3

Na;EDTA-2H.0

DPPH etaloninis tirpalas

H3PO4

Kvercetinas

rugsties tirpalas (0,1
mg/m I)*****

Mioinozitolis BHT ir askorbo riigsties 0,5 mM askorbo raigstis 0,05 M K/Na fosfatinis
tirpalai*** buferis

Reagentai

Nikotino ragstis 1 N Folino-Kiokalto 0,1 mM EDTA 0,1 M vandenilio
reagentas**** peroksidas

Piridoksinas-HCI Standartinis tanino Sacharozé Bradfordo reagentas

Tiaminas-HCI Acetonas Agar-agaras 0,066 M K/Na fosfatinis
buferis

Glicinas Albuminas 0,5 mM PMSF 1mMDTT

Citokinai (BAP, Auksinai (2,4-D, NAR)

Kinetinas)
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*ruosiamas etanolyje;

**paruoSiamas sumaisant 2 mM ABTS su 0,17 Mm kalio persulfatu, kuris istirpintas 20 mM fosfatiniame

buferyje (pH=7,4) ir laikomas per naktj;

*** iStirpinamas DMSO;

**** ruoSiamas praskiedZiant komercinj reagenta (2 N) su vienodu kiekiu distiliuoto vandens. Perpilama

j tamsy butelj ir laikoma $aldytuve. Naudojamas tik geltonos spalvos tirpalas, jei zalias — nenaudoti;

FxE**paruosiamas istirpinant 25 mg tanino riigSties su 25 ml distiliuoto vandens. Véliau praskiedziama

1:10 distiliuotu vandeniu;

*xxxk narnostas fosfatiniame buferyje (pH=7,4).

2 priedas. Tyrimo metu naudotos aparatiiros sarasas

Prietaisas Gamintojas, modelis
Autoklavas Certoclav CV - EL
Centrifuga Universal 320 R
Termostatas Binder BD23
Laminaras Telstar BV 100
Laminaras Holten

Magnetiné maiSyklé

Heidolph Mr Hei — Tec

pH metras Winlab
Spektrofotometras Shimadzu UV — 1280
Svarstyklés Shimadzu ATX 8400

Termostatuojamas kratytuvas

Biosan ES — 20

Meégintuvéliy purtykle

Biosan BioVortex V1

Vandens vonelé

Memmert

Vandens vonelé

Ultratherm BWT-U
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3 priedas. N-(1,3-dioksizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino) propanamido (39 junginio)

cheminé struktira

o) o)
~ (J
PP
-~
O
4 priedas. FeSOa4 x 7H20 kalibracinés kreivés reagenty kiekiai

Koncentracija, pmol/l FeSQO4kiekis, ml FRAP kiekis, ml H.0O kiekis, ml
5 0,025 3 6,975
10 0,05 6,95
15 0,075 6,925
20 0,1 6,9
25 0,125 6,875

Standartinio tanino H:20 kiekis, pl
riigsties tirpalas, pl

0 500
10 490
20 480
30 470
40 460
50 450
60 440
70 430
80 420
90 410
100 400
110 390
120 380
130 370

5 priedas. Tanino ragsties kalibracinés kreivés reagenty Kiekiai
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6 priedas. Principinés aparatiirinés schemos prietaisy Zyméjimas ir pavadinimai

Prietaiso Zyméjimas

Prietaiso pavadinimas

S-1, S-2, S-3, S-4, S-5, S-6, S-7, S-8, S-9, S-10

IScentriniai siurbliai

V-1, V-2, V-3, V-4, V-5, V-6, V-7, V-8, V-9, V-10, V-11, V- Voztuvai
12, V-13, V-14, V-15, V-16, V-17, V-18

A-1, A-2 Autoklavai

B-1 Bioreaktorius
F-1, F-2 Oro filtras

K-1 Oro kompresorius

JT-1,JT-2,JT-3,JT-4

Juostiniai transporteriai

M-1 Maisyklé

L-1,L-2 Liofilizatoriai

SM-1 Smulkintuvas

LR-1 Laikymo rezervuaras
AS-1 AusSintuvas

ASS-1 Auksto suslégimo siurblys
S-1 Silumokaitis

E-1 Ekstraktorius

SE-1, SE-2 Separatoriai

K-1 Kondensatorius

™ Termometras

MM Manometras

SRI Srauto indikatorius

7 priedas. Principinés aparatiirinés schemos medzZiagy Zyméjimas ir pavadinimai

Medziagos Zyméjimas

Medziagos pavadinimas

MTR-1 Maitinimo terpés rezervuaras

MT-1 Mitybiné terpé (kolba)

MS-1 Misinys (kaliaus kulttros ir mitybinés terpés)
ADR-1 Skysto CO; rezervuaras
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8 priedas. Hiperforino ir adhiperforino cheminé struktiira

R = H (hiperforinas)

R = CH3 (adhiperforinas)
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