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SANTRAUKA

v —

zolés skystyjy ekstrakty priesvézinio aktyvumo in vitro jvertinimas. Moksliné vadové: doc. dr. Vilma
Petrikaité, konsultantai: doc. dr. Julius Liobikas, lekt. dr. Deividas Burdulis.

Tikslas: Jvertinti pelkiniy vingioryk$¢iy zolés skystyjy ekstrakty priesvézinj aktyvuma.

UZdaviniai: 1) IStirti pelkiniy vingioryksc¢iy zolés skystyjy ekstrakty poveikj véziniy lgsteliy
gyvybingumui in vitro MTT metodu; 2) Istirti pelkiniy vingioryksciy zolés skystyjy ekstrakty poveikij
véziniy lasteliy migracijai in vitro; 3) Nustatyti skirtingais ekstraktais paveikty vézio lasteliy zuties
buda; 4) Jvertinti ekstrakty priesSvézinio aktyvumo priklausomybe nuo jy pagrindiniy komponenty
kiekio.

Tyrimo objektas: Pelkiniy vingioryks¢iy (Filipendula ulmaria L.) Zolés skystieji
etanoliniai ekstraktai.

Tyrimo metodai: Ekstrakty poveikis Zzmogaus vézio lasteliy proliferacijai jvertintas tiriant
lasteliy gyvybingumo slopinimg MTT metodu. Lasteliy Zities budas nustatytas panaudojant dvigubg
dazyma Hoechst 33342 ir propidzio jodidu. Poveikis lgsteliy migracijai in vitro nustatytas
panaudojant ,,zaizdos gijimo* metoda. Koreliacinis rySys tarp ekstrakty prieSvézinio aktyvumo ir
veikliyjy komponenty Kiekio jvertintas apskai¢iuojant Pearson ‘o Koreliacijos koeficientg r.

Rezultatai: I$ deSimties pelkiniy vingioryks¢iy zolés skysty etanoliniy ekstrakty bent vieng
lasteliy linijg veiké devyni ekstraktai. Aktyviausiai ekstraktai veiké A549 lasteliy proliferacijg ir visai
neturéjo poveikio U87 lgsteliy gyvybingumui. DidZiausiu aktyvumu A549 lasteliy gyvybingumui
pasizyméjo ekstraktai V.2 ir V.3 (ECso 3,27 ir 3,31 mg/ml), o ekstraktas V.5 geriausiai veiké IGR39
lasteliy linijg (ECso = 5,52 mg/ml). Dauguma ekstraktai lasteliy zutj sukélé apoptozés budu, tik du
ekstraktai sukélé lasteliy nekrozg. Ekstraktai veiké ir lasteliy migracija: A549 lasteliy migracija
geriausiai slopino ekstraktai V.4 ir V.6 0,625 mg/ml koncentracijos, o IGR39 lasteliy migracijg —
ekstraktas V.4 (2,5-5 mg/ml koncentracijos).

ISvados: Pelkiniy vingioryks¢iy zolés etanoliniai ekstraktai pasizymi prie$véziniu aktyvumu
Zzmogaus melanomos ir plauciy karcinomos Igsteléms. Jie slopina lasteliy proliferacijg, migracija beli
sukelia lgsteliy Zut] apoptozés buidu. PrieSveziniam ekstrakty aktyvumui plauciy adenokarcinomos

lastelése daugiausia jtakos galéty turéti flavonoidy ir rauginiy medziagy koncentracijos.



SUMMARY

v —

Meadowsweet (Filipendula ulmaria L.) herb liquid extracts. Scientific supervisor: Assoc. Prof.
V. Petrikaité, advisors: Lect. D. Burdulis, Assoc. Prof. J. Liobikas; Department of Drug chemistry,
Faculty of Pharmacy, Medical Academy of Lithuanian University of Health sciences. Kaunas, 2016.

The aim of research: To evaluate anticancer activity of Filipendula ulmaria liquid extracts.

Objectives: 1) To investigate the effects of Meadowsweet liquid extracts on cancer cell
viability in vitro using MTT method; 2) To investigate the effect of Meadowsweet liquid extracts on
cancer cell migration in vitro; 3) To identify the type of cancer cell death induced by different extracts;
4) To evaluate the correlation between the anticancer activity of Meadowsweet extracts and quantity
of their main constituents.

The object of research: Meadowsweet (Filipendula ulmaria L.) herb liquid ethanolic
extracts.

Methods: The effect on human cancer cell proliferation was assessed by evaluation cell
viability using MTT assay. The type of cancer cell death was identified by staining cells with Hoechst
33342 and propidium iodide. Antimigratory activity was tested using “wound healing” method. The
correlation between the activity of extracts and concentration of the main constituents was evaluated
by calculating Pearson's correlation coefficient r.

Results: Nine out of ten Meadowsweet ethanolic extracts possessed anticancer activity at
least against one cancer cell line. Extracts were the most active against A549 cell line, they did not
inhibit the growth of U87 cell line. The most active extracts against A549 cell line were V.2 and V.3
(ECso were 3.27 ir 3.31 mg/mL, respectively); and V.5 was the most active against IGR39 cell line
(ECs0 =5.52 mg/mL). Extracts mostly induced the cell death by apoptosis. Cell necrosis was induced
at higher concetrations (2.5-5 mg/mL) and only by two extracts. Extracts also inhibited the cell
migration: migration of A549 cells was inhibited by exract V.4 and V.6 at 0.625 mg/mL, and IGR39
— by extract V.4 at (2.5-5 mg/mL).

Conclusions: Meadowsweet herb ethanolic extracts have anticancer activity on human
melanoma and lung adenocarcinoma cells. They inhibit cell proliferation, migration and cause the
cell death by apoptosis. Anticancer effect of Meadowsweet extracts against lung adenocarcinoma

cells could be mostly dependent on the amount of flavonoids and tannins.
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SANTRUMPOS

Amerikos lasteliy kultiiros kolekcija (angl. American type culture collection)
zmogaus nesmulkialgstelinio plauciy vézio lasteliy linija

Dulbecco's modifikuota Eagle terpé

dimetilsulfoksidas;

2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas

Europos vaisty agentiira

koncentracija, kuri sukelia 50 proc. biologiniy ar biocheminiy funkcijy
praradimag

fetalinis verSiuky serumas

zmogaus melanomos lgsteliy linija
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas
nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo

fosfatinis drusky tirpalas

Pasaulio sveikatos organizacija

zmogaus glioblastomos Iasteliy linija



IVADAS

MirS§tamumas nuo vézio yra viena didZiausiy visuomenés sveikatos problemy JAV ir
daugelyje kity pasaulio $aliy. Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) 2015 m. duomenimis, vézys yra
antra pirmaujanti mirties prieZastis i$sivysciusiose Salyse. Kasmet diagnozuojama vis daugiau naujy
vézio formy, ir manoma, kad ateityje naujai diagnozuoty vézio atvejy skaicius gali didéti [1].

Dauguma $iuo metu vartojamy Vaisty nuo vézio yra gana toksiski zmogaus organizmui, dél
to ieSkoma saugesniy alternatyvy, maziau toksisky veikliyjy medziagy. Pastaruoju metu intensyviai
tirilamas vaistiniy augaly, jy preparaty ir atskiry komponenty priesvézinis poveikis [2,3,4]. Natiiralios
medziagos daZznai yra maziau toksiSkos, 0 misiniuose gali veikti sinergistiskai [5].

Atlikta nemazai vingiorykstiniy genties (Filipendulae) augaly biologinio aktyvumo tyrimy
[6,7]. Nustatyta, kad Siuose augaluose kaupiamos medZziagos pasizymi prieSvéziniu aktyvumu,
sukelia nesmulkialgstelinio plauciy vézio ir melanomos lgsteliy apoptoze bei DNR pazaidas [8].

Vienas labiausiai tiriamy vingiorykstiniy genties augaly yra pelkiné vingioryksté
(Filipendula ulmaria L.). Sis augalas savo sudétyje turi salicino, kuris buvo panaudotas sintetinant
aspiring. Tai vienas i$ zinomiausiy erSkétiniy Seimos augaly pritaikymy medicinos istorijoje [9].
Intensyviai tiriamas $io augalo antioksidacinis [10], antimikrobinis [11], prieSuzdegiminis [12]
aktyvumas, taéiau atlikta nedaug jo priesvézinio aktyvumo tyrimy [13, 14].

Pasaulyje yra vartojama daug augaliniy preparaty, j kuriy sudétj jeina pelkiniy vingioryks¢iy
zolé ar jos preparatai. JAV registruotas preparatas nuo aknés su pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktu.
Ekstraktai miSiniuose su kitomis augalinémis zaliavomis vartojami ir po nudegimy susidariusiam
odos uzdegimui mazinti [15].

Pelkiniy vingiorykséiy Zolés ekstraktai tyrimams pasirinkti dél jy jvairaus biologinio
poveikio. Priesvézinis ekstrakty aktyvumas néra detaliai istirtas, todél buvo nutarta jvertinti ekstrakty
poveikj véziniy lgsteliy migracijai ir proliferacijai, o taip pat iSsiaiskinti, kaip prieSvézinis aktyvumas
priklauso nuo ekstraktuose esanciy aktyviyjy komponenty (flavonoidy, rauginiy medziagy, askorbo

rugsties) kiekio.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas: Jvertinti pelkiniy vingioryks¢iy Zolés skystyjy ekstrakty priesvézinj aktyvuma.
UZdaviniai:
1. Istirti pelkiniy vingioryksc¢iy zolés skystyjy ekstrakty poveikj véziniy lgsteliy gyvybingumui
in vitro MTT metodu.
2. Istirti pelkiniy vingioryksciy zolés skystyjy ekstrakty poveikj véziniy lgsteliy migracijai in
vitro.
3. Nustatyti skirtingais ekstraktais paveikty vézio Iasteliy zities buida.
4. Jvertinti ekstrakty prieSvézinio aktyvumo priklausomyb¢ nuo jy pagrindiniy komponenty
kiekio.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Pelkinés vingiorykstés apibiidinimas

Pelkiné vingioryksté (lot. Filipendula ulmaria) — daugiametis erSkétiniy Seimos
vingioryksStiniy genties augalas. Anksciau vartotas pelkinés vingiorykstés pavadinimas lotyny kalba
— Spiraea ulmaria [16]. Kitaip Sis augalas Lietuvoje dar vadinamas ilgarykste, ozkabarzdziu,
piepuolzole bei vingiru. Dazniausiai aptinkamas drégnuose ir daug maisto medziagy turinciuose
dirvoZemiuose, ypa¢ netoli pelkiy bei eZery.

Tai daugiametis zolinis augalas, uzaugantis iki 60-150 cm auksCio, su $liauzianciu
Sakniastiebiu ir plonomis pridétinémis Saknimis [17]. Stiebas - stacias, paprastas arba Sakotas, gausiai
lapuotas, plikas, virSutiné dalis Sakota. Lapai plunksniski, virSutinéje puséje zali, apatinéje — balsvi,
gausiai pukuoti. Ziedynas yra apie 20 cm ilgio, primena tankia vir§tining $luotele. Augalas zydéjimo
metu turi daug ziedy, jie mazi, 6-8 mm skersmens. Visas augalas kvepia karciais migdolais. Vaisius
— sudétinis lukstavaisis. Augalas zydi birzelio — liepos ménesiais. Dauginasi Sakniastiebiais ir
séklomis [18].

Vaistams nuo seno yra naudojami ziedai bei antzeminé augalo dalis, surinkti augalo
zydéjimo metu. Augalo Zaliava paruoSiama augalo dalis dZiovinant gerai védinamoje patalpoje.

Isdzitivusi zaliava yra savotiSko kvapo ir saldziai sutraukiancio skonio [19].

1 pav. Pelkiné vingioryksté [12]
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1.2. Pelkiniy vingioryksciu Zolés cheminé sudétis

Pelkiniy vingioryksc¢iy Zolé kaupia daug jvairiy cheminiy medziagy, kuriy sudétis priklauso
nuo klimato sglygy (Svieso0s, v¢éjo, drégmés, $ilumos), edafiniy sglygy (dirvoZzemio cheminés sudéties
ir struktiiros) bei augalo biotiniy salygy (augaly tarpusavio santykiy bei santykiy su
mikroorganizmais, esanciais dirvozemyje) [20].

Pelkiniy vingioryks$¢iy zoléje aptinkami flavonoidai, rauginés medziagos, vitaminali,
salicilatai, eteriniai aliejai, pektinai, protopektinai, saponinai, angliavandeniai.

Literattiros duomenimis, pelkiniy vingioryks¢iy zieduose flavonoidy kiekis svyruoja nuo 8,3
iki 12,9 proc. Pagrindiniai penki flavonoidai: spireozidas (0,09-0,56 mg/ml), kvercetinas
(0,05-0,29 mg/ml), hiperozidas (0,07-0,43 mg/ml), rutinas (0,07-0,41 mg/ml) ir kemferolis
(0,06-0,327 mg/ml) [21]. Bendras flavonoidy kiekis pelkiniy vingiorykséiy lapuose svyruoja nuo 3,9
iki 5,5 proc. [22].

Bendras rauginiy medziagy Kiekis skirtingose augalo dalyse skiriasi. Zieduose augalas
kaupia nuo 43,2 iki 56,8 proc., o lapuose — nuo 22 iki 28 proc. raugy [23]. Literattiroje kai kurie
autoriai i§skiria hidrolizuotus ir kondensuotus taninus. Zieduose ir $aknyse augalas kaupia 8—15 proc.
kondensuoty rauginiy medziagy (proantocianidiny), 0 hidrolizuoty rauginiy medziagy augale
aptinkama nuo 34 iki 37 proc. Taip pat Zol¢je aptinkama daug elagotaniny hidrolizés produkto —elago
rugsties (0,03-0,09 proc.) [24].

Skirtingose augalo dalyse yra kaupiami skirtingi kiekiai polifenoliniy dariniy — tai
telimagrandinas I ir 1l bei rugozinas A, B, C ir D. Pavyzdziui, augalo séklose yra aptinkama nuo 55,53
iki 124,8 mg/g aktyviy junginiy, o augalo Zieduose jy yra 83,88-165,68 mg/g [25].

Literattiros duomenimis, pelkiniy vingioryks¢iy zoléje yra dideli kiekiai vitaminy. Jos Zoléje
kaupiami a, B, v, 6 tokoferoliai (497—483 ng/g), askorbo ragstis (0,01-0,02 mg/g) [26]. Karotenoidy
kiekis skirtingose augalo dalyse svyruoja. Augalo lapuose karotenoidy aptinkama 121,2-140,1 mg/g,
o zieduose — tik 13,9-23,4 mg/g [22].

Salicilo ragsties lapuose aptinkama 0,295-0,487 proc., o salicino (jis oksiduojamas iki
salicilo ragsties) — nuo 0,199 iki 0,315 proc. [27].

Pelkiniy vingioryks¢iy eteriniame aliejuje yra 68,6 proc. salicilo aldehido, 2,4 proc.
metilsalicilaty, 2,3 proc. benzaldehidy, 4,2 proc. (E)-2-heksenalio, 6,0 proc. (E)-2-heksen-1-olio,

1,2 proc. heksanolio, 1,8 proc. linalolio, 1,0 proc. 2-feniletanolio ir riebiyjy ragsciy [28].
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1.3. Pelkiniy vingioryks¢iu preparaty pritaikymas medicinoje

Pelkiniy vingioryks$¢iy preparatai tradiciS$kai buvo vartojami kaip priemoné nuo skausmo ir
uzdegimo, ypa¢ skrandZio uzdegimui ir reumatiniams skausmams malSinti, taip pat — kaip diuretikai,
inksty akmenis tirpdanti priemoné [29].

Augalo zolés preparatai buvo vartojami sergant perSalimo ligomis, esant kar§¢iavimui ar
intensyviam trumpalaikiam skausmui. Sj poveikj lemia salicilo riigstis. Si medziaga, kaip ir jos
darinys aspirinas, turi prieSuzdegiminiy savybiy [9, 37] - ji slopina prostaglandiny sintezéje
dalyvaujantj fermentg ciklooksigenaze [31].

Literattiros duomenimis, pelkiniy vingioryks¢iy preparaty praktinis pritaikymas galéty buti
Zymiai platesnis. Augalo sudétyje esantys flavonoidai, salicilatai, rauginés medziagos, askorbo
rugstis ir kiti vitaminai bei eteriniai aliejai gali turéti imunomoduliacinj poveikj, kuris yra aikinamas
reaktyviyjy deguonies formy slopinimu [32]. Sis augalas turi ir antimikrobinj [11], antioksidacinj
[33], priesvézinj [34], kraujo kreséjimag slopinantj poveikj [22].

Sis augalas tinka gydyti infekcijas, sukeltas Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni ir
Kity mikroorganizmy [35]. Literatiiroje nurodoma, kad pelkiniy vingioryks¢iy preparatai turi ne tik
antimikrobinj poveikj, taciau ir apsaugo skrandzio gleivine, todél yra tinkami vartoti zmonéms, kurie
pastoviai vartoja didelius kiekius nesteroidiniy vaisty nuo uzdegimo (NVNU) [36]. Sis poveikis
patvirtintas ziurkéms, dvi dienas prie§ indometacino skyrima ziurkes girdant pelkiniy vingioryksc¢iy
tinktiromis. Jy skrandzio gleivinés bendrasis antioksidacinis aktyvumas padidéjo iki 36 proc.,
sumazg¢jo audiniy katalazinis aktyvumas [37].

Pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai gali biiti vartojami ne tik j vidy, bet ir iSoriskai, gydyti tam
tikras odos ligas. Sio augalo veikliosios medziagos 2-metoksi-p-krezolis ir eugenolis yra veiksmingi
esant odos uzdegimams [38]. Dél savo prieSuzdegiminiy, antioksidaciniy ir antimikrobiniy savybiy,
kurias lemia dideli rauginiy medziagy ir flavonoidy kiekiai Zaliavoje, augalas vartojamas gydyti aknés
sukeltus pazeidimus. Be to, manoma, kad augalas turi antioksidacinj poveikj, 1étina odos lgsteliy
sené&jimo procesus [15].

Literatiros duomenimis, pelkiniy vingioryk$¢iy Ziedy ir lapy tinktGros gali sumazinti
osteoartrito sukeliamus skausmus ir patinimus. Peles, kurioms chirurginiu ir biocheminiu biidu buvo
sukeltas osteoartritas, girdant augalo tinktiromis, sumazéjo uzdegiminiai simptomai ir pageréjo
sanariy biklé [39]. Sios Zolés ekstraktai maliino artropatijos simptomus ozkoms. Nustatyta, kad
ekstraktuose esancios veikliosios medziagos gali paskatinti §lapimo riigsties, kuri sukelia Siuos

pazeidimus, pasalinimg i§ organizmo [40].
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Naujausiy tyrimy duomenimis, pelkiniy vingioryksciy Zolés skystieji etanoliniai ekstraktai
turi ir nootropinj poveiki, todél jie galbiit galéty pakeisti tokius cheminius vaistus kaip piracetamas,
pramiracetamas, vinpocetinas ir kt. [41].

Pelkiniy vingioryks¢iy zolés sudétiniai komponentai laisvi ar kompleksuose su baltymais,
hidrolizuoti ir kondensuoti raugai yra aktyvesni uz paprastuosius fenolius. Yra istirta, kad jy

kompleksinis veikimas sustiprina antioksidacinj augalo aktyvuma [42].

1.4. Pelkiniy vingioryksciu skystuju ekstrakty biologinis aktyvumas

Pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai pasizymi jvairiu biologiniu aktyvumu, jie turi

antimikrobinj, antioksidacinj, prieSvézinj ir kitokj poveikj gyviesiems organizmams.

1.4.1. PrieSvézinis aktyvumas

Pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai ir jy aktyvieji komponentai pasizymi prie$véziniu
aktyvumu, slopina vézio lasteliy proliferacijg. Literatiros duomenimis, pagrindinis mechanizmas,
galéty buti ciklooksigenaziy COX-1 ir COX-2) slopinimas, jame dalyvauja ekstraktuose esanti
salicilo rugstis ir jos dariniai, fenolinés karboksi riigstys [4].

Pelkiniy vingioryks¢iy etanoliniai skystieji ekstraktai pasizymi priesvéziniu aktyvumu prie§
jvairias zmogaus vézio lgsteliy linijas. Ekstraktai slopino NCI-H460 (nesmulkialgstelinio plauciy
vézio), A375-C5 (melanomos) ir MCF7 (krities adenokarcinomos) Igsteliy proliferacija, migracija,
sukelé Iasteliy mirtj. Vienas i$ tirty ekstrakty $iy lasteliy proliferacija slopino atitinkamai 70 ug/ml,
96 ug/ml ir 63,3 pg/ml koncentracijomis [43].

Nustatytas pelkiniy vingoryks¢iy chloroforminiy ir heksaniniy ekstrakty poveikis pelés
melanomos B16 Igsteléms. Ekstraktai Sios kultiros augima slopino 10 ir 50 pug/ml koncentracijomis
[44]. PrieSvézinis aktyvumas taip pat buvo jvertintas panaudojant pelkiniy vingioryksciy ir kity
penkiolikos augaly etanolinius ekstraktus, nustatant jy citotoksinj poveikj peliy B16 melanomos
lasteléms. Pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai pasizyméjo citotoksiSkumu prie§ B16 melanomos
lasteles net 0,25 mg/ml koncentracijos [45].

Tyrimy, kuriuose bty tirtas poveikis A549, IGR39 ir U87 lasteliy linijjoms, nepavyko
aptikti, todél buty svarbu issiaiskinti, kokj poveikj sukelia pelkiniy vingioryksciy Zolés skystieji

ekstraktai minétoms lgsteliy linijoms.
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1.4.2. Antioksidacinis aktyvumas

Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas labai priklauso nuo augale kaupiamy fenoliniy
junginiy kiekio. Siy junginiy yra kaupiama dideliais kiekiais pelkinés vingiorykstés zaliavoje.

Pelkiniy vingioryks¢iy skystieji etanoliniai ekstraktai, pagaminti naudojant 70 proc. etanolj,
stipriai slopino acetilcholinesterazés aktyvuma 3 mg/ml koncentracijomis (98,3 proc.) [46].

Antioksidacinis augaly nuoviry ir uzpily poveikis tirtas pacientams turintiems léting
smegeny iSemijg. Pelkiniy ptikeliy, paprastojo saldynmedzio, pelkiniy vingioryksciy ziedy bei lapy
ir Kvapiojo mairtino ekstraktai pasizyméjo aktyvumu prie§ hipobarinés hipoksijos metu sukeliamus
lipidy peroksidacijos procesus. Rezultatai lyginti su rinkoje esanciu standartizuotu ginkmedzio
preparatu — Tanakan. Pelkiniy vingiorys$c¢iy ekstraktai lipidy peroksidacija mazino labiau nei Tanakan
[47].

DPPH radikaly suriSimo metodu nustatyta, kad i§ keturiolikos naudoty etanoliniy jvairiy
augaly ekstrakty, siauralapio gauromedzio, gluosnialapio debesylo, pontinio kiecio, pelkinés
vingiorykstés, tautorinio sausmedzio ir apskritalapés kriauSlapés ekstraktai pasizyméjo stipriu
antioksidaciniu veikimu. DPPH radikaly suri§imo aktyvumas Siuose ekstraktuose svyravo 73-83
proc. [48].

Nustatyta, kad pelkiniy vingioryks$¢iy zolés vandeniniai ekstraktai turi didesnj
antioksidantinj aktyvuma nei aronijy ir avietés lapy ekstraktai, jie slopina lipidy peroksidacijos
procesus. Kaip teigia tyrimo autoriai, Sis augalas savo sudétyje kaupé didziausius kiekius
polifenoliniy junginiy (145,96 mg/g), kurie galéjo lemti didelj Sio augalo ektrakty antioksidacinj
aktyvuma [49].

Katanic ir kiti nustaté, kad augalo antzeminés dalies ekstrakty antioksidantinis aktyvumas
(ICso =16,41 mg/ml) yra didesnis nei augalo atskiry aktyviy junginiy (elago ir askorbo raigsciy,
kvercetino, tokoferolio) aktyvumas [10].

Taip pat pelkiniy vingioryks¢iy Zolés ekstrakty antioksidacinj poveikj patvirtino Neagua ir
kity mokslininky atliktas tyrimas. Jo metu nustatyta, kad pelkiniy vingioryksciy skystieji etanoliniai
ekstraktai, pagaminti naudojant 70 proc. etanolj, be stipraus antioksidacinio poveikio turéjo ir

anticholinesterazés bei tirozino iSsiskyrimg slopinantj veikima [46].

1.4.3. Antimikrobinis aktyvumas

Pelkiniy vingioryks¢iy Zolés antimikrobinis poveikis tirtas jau nuo seno. Nustatyta, kad $ios

zolés ekstraktai veikia bakterijy dauginimasi ir slopina jy i§skiriamy medziagy aktyvuma.
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Moksliniy tyrimy duomenimis, didziausig antimikrobinj aktyvuma turi ekstraktai, pagaminti
ekstrakcija atliekant su 70 proc. ir 96 proc. etanoliu. Nustatyta, kad Siuose méginiuose biina
didziausias kiekis antimikrobiniu aktyvumu pasizyminéiy junginiy, tarp jy — ir eterinio aliejaus
komponentas salicilaldehidas. Sis junginys net labai maZomis koncentracijomis slopina E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. enteritidis, S.aureus, A.niger, C. albicans mikroorganizmy
augima [28].

Etanoliniuose ekstraktuose identifikuotos antimikrobiniu aktyvumu pasizymincios
medziagos ir jy kiekiai: hidroksitirozolis (78 mg/l), galo ragstis (49 mg/l), kofeino ragstis (135 mg/l),
p-kumarino ragstis (139 mg/l), vanilino ragstis (185 mg/l), ferulo ragstis (169 mg/l), katechinas
(19 mg/l). Kaip teigiama Saltinyje, Sios medziagos turi antimikrobinj aktyvumg pries$
L. monocitogenes, Pseudomonas risis, S. aureus, E. coli bakterijas [50].

Aktyvumas pries E. coli, P. aeruginosa, C. albicans mikroorganizmus buvo tirtas naudojant
2-6 mg/ml ekstrakty koncentracijas. Manoma, kad Siam poveikiui jtakos turéjo ekstrakty aktyviis
komponentai: galo riigstis, chlorogeniné rugstis, kavos riigstis, p-kumarino riigstis, ferulo ruigstis,
elago riigstis, rutinas, kvercetinas ir naringeninas [49].

Pelkiniy vingioryks¢iy zolés ekstraktas, pagamintas naudojant 60 proc. etanolj, turéjo
antimikrobinj poveikj pries H. pyloriir C. jejuni [51], etanoliniai ekstraktai slopino bakterijy E. coli
ir S. aureus mikroorganizmy augimga [52].

Nustatytas etanoliniy ekstrakty antimikrobinis poveikis E. coli, E. faecalis bakterijoms ir
grybeliams P. cyclopium, ir F. oxsporum. Aktyviausi buvo ekstraktai pagaminti i§ augalo antzeminés
dalies. Minétas bakterijas jie veiké 0,156-0,625 mg/ml koncentracijomis, grybelius 2,5-5 mg/ml
koncentracijomis [10].

Nustatytas pelkiniy vingioryksc¢iy prieSgrybelinis aktyvumas prie§ Aureobasidium
pullulans. Tai grybelis, kenkiantis raudonyjy pipiry iSvaizdai, padengia juos pelésio sluoksniu.
Ekstraktai slopino §io sluoksnio susidaryma ir jo plitima, ir galéty buti pritaikomi kaip naujasis

augalinés kilmés fungicidas [53].

1.4.4. Nootropinis aktyvumas

Nootropiniy preparaty funkcija — tiesiogiai veikti ir aktyvuoti mokymosi procesg, gerinti
atmint] ir proting veikla. Nootropiniai preparatai dalyvauja lastelés medziagy apykaitoje,
neuromediatoriy gamyboje. Jy veikimo taikiniai — neurony lgstelése vykstantys bioenergetiniai ir

metaboliniai procesai.
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Nootropinis pelkiniy vingioryks$¢iy vandeniniy ir etanoliniy ekstrakty poveikis istirtas
stebint jy poveikj peliy atsparumui hipoksijai. Etanoliniai ekstraktai pagerino orientacija, suaktyvino
zvalgymosi veikla ir padidino fizinj efektyvuma po sukeltos hipoksinés traumos [54].

Kito tyrimo duomenimis, pelkiniy vingioryks$ciy ekstraktai ir jy sudétinés medziagos
(rutinas, kvercetinas ir kt.) gali padidinti gyviiny i§gyvenamumo trukme 20-30 proc. hipobarinés
hipoksijos saglygomis. Panaudota zaliava padidino peliy natiiraly i§gyvenamuma. Ekstrakty poveikis
buvo labai panaSus kaip ir vaistinio augalinio preparato, savo sudétyje turinCio standartizuoto
ginkmedziy ekstrakto [47].

Pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai, déka aktyviy junginiy rutino ir kvercetino, gali pakeisti
cheminius nootropinius vaistus ir pagerinti deguonies patekimg j smegenis, taip sumazinant hipoksinj
poveikj smegenims. Nootropinis pelkinés vingiorykstés aktyvumas pradétas tirti neseniai, ir

literatiiros Saltiniy $ia tema néra daug.
1.5. Pelkinés vingiorykstés cheminiy komponenty prieSvézinis aktyvumas

Vieni i§ didziausiu priesvéziniu aktyvumu pasizyminciy pelkiniy vingioryksciy veikliyjy
medziagy yra flavonoidai, rauginés medziagos, askorbo ruigstis. Kaip buvo minéta anksc¢iau, pelkinés
vingiorykstés sudétyje yra flavonoidy, kuriy kiekis svyruoja nuo 8,3 iki 12,9 proc., rauginiy medziagy
(zieduose — nuo 43,2 iki 56,8 proc., o lapuose — nuo 22 iki 28 proc.), vitaminy: a, B, y, 6 tokoferoliy
(497483 pg/g), askorbo rugsties (0,01-0,02 mg/g); karotenoidy (lapuose 121,2-140,1 mg/qg,
zieduose — 13,9-23,4 mg/g), salicilo ragsties (0,295-0,487 proc.) ir Kity junginiy. Literatiiros Saltiniy
duomenimis, prieSvéziniam aktyvumui didZiausig jtakag galéty turéti flavonoidai, raugai ir askorbo
ragstis, todél jie toliau ir bus aptarti.

Flavonoidai — tai cheminiai junginiai, nataraliai kaupiami augaluose. Jy bendroji struktiira
yra Ce—C3—Cs. Priklausomai nuo rys$iy iSsidéstymo molekuléje, jie gali buti skirstomi j klases: 1)

favonoidus, 2) izoflavonoidus, 3) neoflavonoidus (2 pav.)

Flavonoidai I1zoflavonoidai Neoflavonoidai

o)

2 pav. Flavonoidy bendrosios struktiirinés formulés
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Remiantis flavonoidy oksidacijos ir jsisotinimo laipsniu, flavonoidai yra skirstomi ]
flavanonus, flavonus, flavonolius, dihidroflavonolius, flavon-3-olius, flavon-4-olius ir flavon-3,4-
diolius [55]. Flavonoidai yra vieni i§ pagrindiniy pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty komponenty.
Didzioji dalis ekstraktuose esanciy flavonoidy yra sujungty su cukraus molekulémis: galaktoze,
gliukoze. Tai aktyviis cheminiai junginiai, kuriy poveikis zmogaus organizmui yra nuolat intensyviai
tiriamas.

Kiny mokslininkai iStyré flavony prieSvézinj poveikj skrandzio vézinéms SGC-7901
lasteléms. Flavonai sukélé Igsteliy apoptoze, veikdami per skrandzio lgsteliy mitochondrijy kelia.
Rezultatai parodé, kad flavonai 30 pg/l koncentracijomis turéjo stipry véziniy lasteliy proliferacija
slopinantj aktyvuma [56].

Literatiros duomenimis, pelkiniy vingiorykséiy etanoliniuose ekstraktuose daugiausia
aptinkama tokiy flavonoidy, kaip kvercetinas, hiperozidas, kemferolis, rutinas, spireozidas ir kiti (3
pav). Sie junginiai didelémis koncentracijomis gali apsaugoti sveikas lasteles nuo lasteliy pazaidos,
slopinti véziniy lasteliy augima [57].

Kvercetinas slopina kasos vézio lasteliy (MIA PaCa-2, BxPC-3) proliferacija 10 uM
koncentracijos [58], o derinyje su hiperozidu (1:1) turi prie§vézinj aktyvumg inksty 786-O lasteliy
linijjai (60 pg/ml koncentracijos kvercetino ir hiperozido misinys sumazino inksty lasteliy
proliferacija 73 proc.) [59].

Chemoprevencinis rutino poveikis prie§ melanomos véZzj patvirtintas tyrime su pelémis.
Peles SeSiolika savai¢iy Seriant rutino 200 mg/kg ir 400 mg/kg dozémis, Zenkliai sulétéjo
karcinogenezeés procesai. Rutinas labai sumaZino serumo glutamato oksalato transaminazés, Sarminés
fosfatazés ir bilirubino aktyvuma, lyginant su kontrole [60].

Flavonoidas kemferolis gali slopinti A549 lasteliy migracijg, tai aiSkinama stipriu
kemferolio augliy nekrozés veiksnj slopinanciu poveikiu [61]. Jo ir kt. [62]taip pat nustaté, kad
kemferolio 20 mg/ml koncentracija slopina A549 lgsteliy migracija, slopinant lgsteliy augimo
faktoriy B1.

Flavonoidy prieSvézinis poveikis patvirtintas, iStyrus jvairiy Indijoje auganciy augaly
(banany, citriny, papajos, guavos ir apelsiny) vaisiy zieveliy etanolinius-vandeninius ekstrakty
aktyvumg veézinéms kepeny lastelems HepG2. Pasak autoriy, visi tirti vaisiai, kurie pasizymeéjo
priesvéziniu aktyvumu, kaupé didelius kiekius flavonoidy. Didziausig aktyvuma turéjo ekstraktai,

pagaminti i§ papajos vaisiy (juose buvo 70,25 proc. flavonoidy) [63].
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3 pav. Pelkiniy vingioryksciy Zoléje kaupiamy flavonoidy struktiirinés formulés

Rauginés medziagos — tai vandenyje tirpis polifenoliniai komponentai, galintys nusodinti
alkaloidus, baltymus ir angliavandenius. Rauginés medziagos pagal savo struktirg gali baiti skirstomi
1 dvi grupes — kondensuotus raugus ir hidrolizuotus raugus. Hidrolizuoti raugai — galo riigsties

dariniai, savo struktiiroje turintys cukraus molekuliy. Fermenty veikiami jie hidrolizuojasi j
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angliavandenio ir galo arba elago riigsties molekules. Hidrolizuotiems raugams priklauso galotaninai

ir elagotaninai (4 pav.).

HO
OH

HO
OH

Galo rigstis Elago rdgstis

4 pav. Hidrolizuoty raugy komponentai

Kondensuoti raugai — polimeriniai flavonoidai, Kitaip dar vadinami proantocianidinais. IS $iy
junginiy geriausiai i$tyrinéti kondensuoti raugai, jy pagrindg sudaro flavon-3-ol(-)- epikatechino ir
(+)-katechino struktira (5 pav.) [42]. Kondensuoti raugai savo struktiiroje neturi angliavandenilio
liekanos, todél vykstant hidrolizei jie kondensuojasi, veikiami rtigsciy ar fermenty [34].

H H

OH OH

HO O .

10N
OH O

Epikatechinas

Katechinas

5 pav. Flavon-3-oliy struktirinés formulés

Hidrolizuoty raugy biologinis aktyvumas tiriamas jau nuo 1995 mety. Pirmiausia buvo
tiriamas pelkiniy vingioryks¢iy Zoléje kaupiamy telimagrandino | prieSuzdegiminis poveikis.
Nustatyta, kad telimagrandinas I pasizymi aktyvumu prie§ THP—1 (monocitinés leukemijos) lasteliy
metabolitus, slopina jy aktyvuma [30].

Taip pat buvo iStirtas proantocianidiny poveikis melanomos A375 lgsteléms. Lasteles
veikiant proantocianidiny 10-40 pg/ml koncentracijomis, buvo slopinama ciklooksigenazés COX-2

ekspresija, slopinama lasteliy migracija [64].
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Nustatyta, kad raugai slopina vézio lgsteliy proliferacijg ir apsaugo lgsteles nuo DNR
pazaidy. Pastaraisiais metais tiriamas elagotaniny galimas pritaikymas zmoniy ligoms gydyti.
Rosaceae seimos augalai paprastai kaupia nemazus kiekius elago ruigsties, kuri efektyviai slopina
bakterijy ir vézio lasteliy augimg. Jos poveikio mechanizmas aiSkinamas citochromo P450 fermento
slopinimu, atsakingu uz véziniy lasteliy metabolizma, bei kancerogeno ir DNR saveikos slopinimu
[65].

Mokslininkai Okuda ir kiti patvirtino, kad elago rugstis ir Kiti elagotaninai slopina vézio
nekrozés veiksnj [66]. Augalai, kaupiantys 1,22-8,17 proc. raugy, turéjo didelj antiproliferacinj
aktyvuma gerkly vézio (HEp-2) ir plauciy vézio (NCI-H292) lasteléms[67].

Askorbo riigstis (6 pav.) yra biitina normaliam augimui ir vystymuisi. Tai antioksidantas,
gebantis palaikyti baltymo kolageno kiekj audinyje, apsaugantis nuo infekcijy ir padedantis jsisavinti
gelezj [68].

HO OH

6 pav. Askorbo rigstis (vitaminas C)

Vitaminas C dalyvauja hormony sintez¢je ir tam tikry aminoriig§¢iy bei vitaminy
metabolizme. Be to, askorbo riigStis ypa¢ vertinama dél savo antioksidaciniy savybiy. Dél
antioksidacinio askorbo rugsties poveikio gali biti reguliuojamas kraujo spaudimas, Slapimo
pasiSalinimas. Nustatytas ir jos prie§vézinis aktyvumas [69].

Vitamino C antioksidacinis poveikis yra svarbus aiskinant jo prie§vézinj aktyvuma. Askorbo
ragstis, o tiksliau — jos oksidacijos/skilimo produktai — y-kaprolaktonas ir 3-hidroksi-2-pironas —
dalyvauja véziniy lasteliy mitozéje. Be to, dideli askorbo riigsties kiekiai gali sumazinti organizmo
skysciuose esan¢iy aminoriigséiy kiekius ir dviejy amino ragséiy (glutamino ir cisteino), atsakingy
uz naviky augima, Kiekius [70].

Tiriant poveikj lasteliy kulttirose, nustatyta, kad askorbo riigstis 25-500 pM koncentracijos
neturéjo tokio stipraus prie§vézinio aktyvumo, Kaip derinyje su vitaminu Ba,. Sis derinys turéjo stipry
antikancerogeninj poveik] ir slopino netinkamg DNR sintezg [71].

Kitame tyrime buvo isaiskinta, kad pomidoruose kaupiami askorbo riigstis ir fenoliniai
junginiai tiek kartu, tiek atskirai turi poveikj vézio lgsteléms. Askorbo rugstis deriniuose su

flavonoidais ir fenolinémis riigStimis turi didesnj prieSvézinj aktyvumg [72]. Taip pat atrasta, kad
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askorbo ragstis derinyje su polifenoliniais junginiais, aptinkamais zaliojoje arbatoje, stipriai veikia

plauciy adenokarcinomos lastely (SPC-A-1) proliferacija, sukeldama apoptoze [73].

Apibendrinant literatiiroje pateiktus duomenis, galima teigti, kad vienos pagrindiniy augalo
veikliyjy medziagy — flavonoidai, elagotaninai ir askorbo riigStis — gali biiti veiksmingi véziniy
susirgimy gydymui. Priesvézinio aktyvumo tyrimams pasirinktos trys skirtingos lasteliy linijos. Tai
skirtingg fenotipa turin€ios Zmogaus vézio lgstelés, kurioms ekstrakty ir jy aktyviyjy medziagy
poveikis dar nebuvo nustatytas: A549 — zmogaus nesmulkialastelinio plauciy vézio lgstelés, IGR39

— zmogaus melanomos lgstelés ir U87 — zmogaus glioblastomos lgstelés.
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2. TYRIMO METODIKA IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas

Tiriamojo darbo objektas — desimt pelkiniy vingioryksc¢iy (Filipendula ulmaria L.) zolés
ekstrakty, pagaminty magistrantés Vidos Morkinaités (darbo vadovas — dr. Deividas Burdulis).
Vaistiné augaliné zaliava buvo surinkta skirtinguose Lietuvos regionuose, ekstrakty gamyba naudotos
skirtingos augalo antzeminés dalys (1 lentel¢). Ekstraktai buvo ruoSiami i§ kiekvieno vaistinés
augalinés zaliavos méginio santykiu 1:10. 2 g (£0,01) zaliavos uzpilta 20 ml (+0,01) 70 proc. V/V
etanoliu ir ekstrahuota ultragarsu 10 min. uzkimS$tuose rudo stiklo buteliukuose, kambario
temperattiroje. Ekstraktai nufiltruoti per popierinius filtrus, sudrékintus ekstrahentu.

Tyrime naudoti ekstraktai, laikomi S$altoje vietoje, apsaugoti nuo S§viesos poveikio,

sandariuose mégintuvéliuose.

1 lentelé. Zaliavos dalys, naudotos ekstrakty gamybai, bei regionai, kuriose %aliava surinkta
(parengta pagal [74])

Ekstraktai Miestas Augalo dalis
V1 Panevézys Lapai
V2 Siauliai Ziedai
V3 Kauno botanikos sodas Stiebai
V4 Panevézys Stiebai
V5 KaiSiadoriy raj., Pypliy kaimas Ziedai
V6 Kauno botanikos sodas Stiebai
V7 Rokiskio raj. Sakaliskiy kaimas Ziedai
V8 Baltakiai, Tauragés raj. Stiebai
V9 Panevézys Lapai
V10 Rokiskio raj. SakalisSkiy kaimas Lapai

Ekstrakty atskiry komponenty kiekis buvo nustatytas magistrantés Vidos Morkinaités [74].
Savo darbe magistranté Vida Morkiinaité iSskyré dvi pagrindines klases aktyviy junginiy: flavonoidus
ir raugines medziagas. Salia §io tyrimo buvo nagrinétas ir magistrantés Ritelés Zemaitytés darbas,
kuriame buvo tiriamas askorbo riigsties kiekis pelkiniy vingioryks$éiy zolés skystuosiuose
ekstraktuose [75].
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2 lentelé. Tirty pelkiniy vingioryksc¢iy ekstrakty cheminé sudétis

Ekstraktai Flavonoidai (proc.) Rauginés medZiagos Askorbo riigstis (proc.)
(proc.)
V.1 0,79 6,81 0,018
V.2 4,14 20,88 0,033
V.3 0,39 0,62 0,032
V.4 0,39 1,48 0,028
V.5 3,46 15,06 0,033
V.6 0,47 0,93 0,033
V.7 3,46 15,6 0,033
V.8 0,4 1,94 0,031
V.9 1,85 9,09 0,033
V.10 1,85 9,09 0,033

2.2. Reagentai ir jranga

Reagentai

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas (MTT) > 97 proc., Sigma-Aldrich
Antibiotiky tirpalas 1 proc. (10000 vienety/ml penicilino ir 10 mg/ml streptomicino), Gibco
Dimetilsulfoksidas (DMSO) > 99,5 proc., Sigma-Aldrich

Dulbecc‘o modifikuota Eagle 1asteliy mitybiné terpe (DMEM), Gibco

Etanolis 96 proc., Vilniaus degtiné

Fetalinis verSiuky serumas (FBS), Gibco

Fosfatinis drusky tirpalas, pH 7,4 (PBS), Gibco

Hoechst 33342 10 mg/ml, Life technologies

Propidzio jodidas 1 mg/ml, Life technologies

Tripsino tirpalas TrypLE™ Express, Gibco

Vézio lasteliy linijos

Zmogaus nesmulkialastelinio plaudiy véZio lasteliy linija (A549), Amerikos lasteliy kultiry kolekcija
(angl. American Type Culture Collection, ATCC)

Zmogaus melanomos lasteliy linija (IGR39), ATCC

Zmogaus glioblastomos lasteliy linija (U87), ATCC
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Iranga

Mikroploksteliy spektrofotometras Multiskan go, Thermo Scientific
Fluorescencinis mikroskopas 1X71, Olympus

Centrifuga 5810 R, Eppendorf

Inkubatorius HERAcell 150i, Thermo Scientific

2.3. Tyrimo metodikos

2.3.1. Poveikio lasteliy proliferacijai nustatymas

Lastelés A549, IGR39 ir U87 auginamos DMEM terpéje, praturtintoje 10 proc. FBS ir
1 proc. antibiotiky, inkubuojamos 5 proc. COz atmosferoje, 37 °C temperatiiroje.

Lasteléms padengus monosluoksniu 70-80 proc. 1ékstelés dugno ploto, jy terpé nusiurbiama
praplaunama PBS, ir jpylus tripsino tirpalo, lastelés pakeliamos nuo dugno. Suspenduojama
mitybinéje terpéje, skai¢iuojamas lasteliy skaicius. Paruostos suspensijos pilamos i 96 Sulinéliy
ploksteles po 100 pl taip, kad kiekviename jy buity atitinkamai po 2000 (A549 ir IGR39) lasteliy ir
3000 (U87) lasteliy. Plokstelés su lgstelémis inkubuojamos 24 val. 5 proc. CO; atmosferoje, 37 °C
temperatiiroje.

Tiriamieji etanoliniai ekstraktai praskiedziami lgsteliy auginimo terpe nuo 100 iki 1600
karty. Tokiu biidu gaunami praskiesti ekstrakty tirpalai, turintys nuo 0,3125 mg/ml iki 10 mg/ml
pradinio ekstrakto mitybingje terpéje. Paruosti tirpalai po 100 pl pilami j ploksteles su lastelémis,
kiekvienas tirpalas pilamas j tris plokstelés Sulinélius. Kaip teigiama kontrolé naudojamas 50%
DMSO tirpalas (tokia koncentracija nuzudo Vvisas tirtas Igsteles), neigiama kontrolé — Igsteliy augimo
terpé su 0,2 mg/ml etanolio koncentracija, kuri buvo visuose Sulinéliuose su tiriamaisiais ekstraktais.
Inkubuojama 72 val. 5 proc. CO2 atmosferoje, 37 °C temperatiiroje.

Ekstrakty poveikis lasteliy proliferacijai nustatomas MTT metodu. | Sulinélius pilama po
20 ul MTT ir inkubuojama 2-3 val. 5 proc. CO, atmosferoje, 37 °C temperatiiroje. Tuo metu lgstelés
redukuoja MTT 1ki netirpaus formazano, ir jo kiekis atitinka Sulinéliuose esanciy metaboliSkai
aktyviy lasteliy skaiCiy. Skystis 1§ Sulinéliy iSpilamas, susidare kristalai tirpinami 100 ul DMSO.

Absorbcija matuojama spektrofotometriskai 490 nm bangos ilgyje, panaudojant daugybinés

detekcijos mikroploksteliy skaitytuva. Kiekvienas bandymas kartojamas tris kartus.
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2.3.2. Lasteliy Zuties budo nustatymas

A549, IGR39 ir U87 lasteliy linijy suspensijos s¢jamos ] 24 Sulin¢liy ploksteles taip, kad
viename Sulinélyje buty atitinkamai 4000 (A549 ir IGR39) bei 12 000 (U87) lasteliy. Po 24 val.
inkubavimo 37°C temperaturoje 5 proc. CO2 atmosferoje, Sulin¢liuose esancios lastelés paveikiamos
skirtingy koncentracijy ekstrakty skiediniais. Tyrimui yra naudojami pelkiniy vingioryksciy
ekstraktai, kurie buvo naudoti nustatant poveikj lasteliy proliferacijai. Naudojamos ekstrakty
koncentracijos, kurios turéjo poveikj lgsteliy proliferacijai: 0,625 mg/ml, 1,25 mg/ml ir 2,5 mg/ml.
Kiekvienai ekstrakto koncentracijai buvo naudojami du plokstelés Sulinéliai.

Lastelés su tiriamaisiais ekstraktais inkubuojamos 72 val. 5 proc. CO2 atmosferoje, 37 °C
temperatiiroje. Tuomet skystis nuo lgsteliy nupilamas, 1gstelés praplaunamos PBS tirpalu. Ant Igsteliy
pilama po 200 pl Sviezios Igsteliy augimo terpés. I kiekvieng Sulinélj pilama po 1 pl propidzio jodido
(1 mg/ml koncentracijos tirpalo) ir 4 pl Hoechst 33342 (1 mg/ml koncentracijos tirpalo).
Inkubuojama 10 min. 5 proc. CO»atmosferoje, 37 °C temperatiiroje.

Lastelés fotografuojamos invertuotu fluorescensiniu mikroskopu naudojant 40x didinimag
Vertinamas lasteliy branduoliy spalvy pokytis ir Svytéjimas. Nekrozavusios lasteles 750 nm
fluorescuoja raudona spalva, 0 apoptotinés lastelés branduoliai 450 nm $vyti mélyna spalva.
Nekrozavusios lastelés nusidazo raudona spalva, apoptotinés lastelés turi rySkiai Svytintj mélyng
branduolj. Kiekviename Sulinélyje penkiuose regionuose rankiniu btidu apskai¢iuojamas apoptoziniy

ir nekroziniy lasteliy skaicius procentais.

2.3.3. Poveikio lasteliy migracijai nustatymas

Pelkiniy vingioryksciy Zolés ekstrakty poveikis Igsteliy migracijai in vitro nustatytas dviems
veziniy lgsteliy linijoms (A549 ir IGR39), panaudojant ,,Zaizdos* gijimo metoda.

Lastelés s¢jamos | 24 Sulinéliy plokstele taip, kad viename Sulinélyje jy buty 8000, ir
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje. Po 24 wval. lgstelés sudaro
monosluoksnj. Sulinéliuose 20 pl pipetés antgaliu padaromos ,,zaizdos“ (§velniai nugramdomas
lasteliy monosluoksnis, antgaliu braukiant iSilgai per vidinj Sulinélio pavirSiy). Lasteliy terpé
nusiurbiama, perplaunama PBS ir j Sulin¢lius pilama po 400 ul skirtingy koncentracijy (1,25 mg/ml,
2,5 mg/ml ir 5 mg/ml) pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty skiediniy, panaudojant du Sulinélius
atitinkamai kiekvienam skiedimui. Kaip neigiama kontrolé¢ naudojama terpé su 0,2 mg/ml etanolio
koncentracija (be ekstrakto), kuri yra ir Sulinéliuose su tiriamaisias ekstraktais. Lastelés

inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje.
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,,Zaizdos* poky&iai yra stebimi eksperimento pradzioje ir atitinkamai po 24, 48 ir 72 val.
nuo eksperimento pradzios. Fazinio kontrasto elektroniniu mikroskopu fotografuojamos ,,zaizdos*
(didinimas 40x), gauti vaizdai analizuojami, jvertinamas ekstrakty poveikis lasteliy migracijai stebint

,,zaizdos* ploto pokytj.

2.4. Duomeny apdorojimas, statistiné analizé

Duomenys apdoroti ,,MS Excel 2013 paketu, jvertinant trijy nepriklausomy eksperimenty
rezultaty matavimy vidurkj ir santykinj standartinj nuokrypj. Vidrukiy palyginimui naudotas
Stjudento t testas, reikSmingumo lygmuo p < 0,05.

Ekstrakty poveikis lasteliy proliferacijai jvertintas, apskaiciuojant koncentracijg, kuri
lasteliy metabolizmo greitj sumazino 50 proc. (ECso). Absorbcijos vertés normalizuotos nuo 0
(teigiamos kontrolés absorbcija) iki 1 (neigiamos kontrolés absorbcija).

Procentinis apoptiniy ir nekrozavusiy lgsteliy skaiCius nustatomas atlickant rankinj
skai¢iavima trijuose skirtinguose to paties Sulinélio regionuose, apskaiciuojamas penkiy atlikty
skai¢iavimy matematinius vidurkius.

Poveikis Igsteliy migracijai jvertintas, apskaiciuojant ,,zaizdos* dydj procentais (plota,
kuriame néra lgsteliy). Skai¢iavimams panaudota programa ,,Tscratch“ (MATLAB, 2008).

Koreliacija tarp ekstrakty aktyvumo ir askorbo riigsties, flavonoidy bei raugy suminio kiekio
jvertinta apskai¢iuojant Pearson‘o koreliacijos koeficientg r. Koreliacija laikoma labai stipri, kuomet
r yra 0,90 — 0,99 (teigiama) arba -0,99 — (-0,90) (neigiama); stipri, kai r yra 0,70 — 0,89 (teigiama)
arba -0,89 — (- 0,70) (neigiama); vidutiné, kai r yra 0,40 — 0,69 (teigiama) arba -0,69 — (-0,40)

(neigiama).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Poveikis lasteliy proliferacijai

Atlikus desimties pelkinés vingiorykstés zolés skystyjy etanoliniy ekstrakty poveikio lgsteliy
proliferacijai tyrima, nustatyta, kad devyni i8 jy veike nesmulkialastelinio plauciy véZio Igsteliy linija,
0 keturi — zmogaus melanomos vézio lasteliy linijg. Ekstraktas V.7 neslopino nei vienos tirtos lasteliy
linijos gyvybingumo. Be to, nei vienas i$ tirty ekstrakty neturéjo poveikio U87 lIgsteliy proliferacijai.
Literatiiroje nepavyko rasti duomeny apie pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty poveikj zmogaus
glioblastomos lasteliy linijoms. Vis délto, vaistai daznai smegeny vézio lasteles veikia daug silpniau
nei kitas, pvz., plau¢iy adenokarcinomos.

Ekstraktai labiausiai slopino A549 lasteliy proliferacija, jy ECso vertés buvo nuo 3 iki
8 mg/ml. Didziausiu antiproliferaciniu aktyvumu A549 lasteliy linijai pasizyméjo du ekstraktai (V.2

ir V.3), jie veiké mazesne nei 3 mg/ml koncentracija (7 pav.).
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7 pav. Ekstrakty ECso A549 lgsteliy linijai

Lima ir kt. atliktame tyrime nustatytas pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty poveikis trims
lasteliy linijoms: nesmulkialgsteliniam plauéiy vézio lasteléms (NCI-H460), melanomos lgsteléms
(A375-C5) ir kriaties adenokarcinomos lgstelems (MCF-7). Visi tirti etanoliniai ekstraktai
koncentracijomis nuo 25 pg/ml iki 400 pg/ml slopino $iy lasteliy gyvybinguma. [43]. Siame tyrime
buvo naudotos didesnés ekstrakty koncentracijos (0,625-10 mg/ml), ir beveik visos jos slopino A549

lasteliy gyvybinuma, i§skyrus ekstrakta V.7.
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Lyginant zaliavos dalis i$ kuriy buvo gaminti ekstraktai, stipriausiu poveikiu pasizymeéjo
ekstraktai, pagaminti i$ stieby. Matyti tendencija, kad ekstraktai, kuriy zaliava buvo surinkta masinio
zydéjimo metu (V.2) ir kaupé didelius flavonoidy bei raugy kiekius (atitinkamai 4,14 proc, ir 20,88
proc.), labiausiai mazino A549 lasteliy gyvybinguma.

Lasteliy linijjos IGR39 proliferacijg slopino keturi ekstraktai, visy jy ECso vertés buvo
didesnés nei 5 mg/ml (8 pav.). Pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty poveikis melanomos lgsteléms buvo
patvirtintas ir kity mokslininky. Jie nustaté, kad Sio augalo etanoliniai ekstraktai slopina kitos

melanomos Igsteliy linijos (A375—CS) proliferacija (ECso = 63,3 ug/ml) [76].
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8 pav. Ekstrakty ECso IGR39 Igsteliy linijai

Lyginant gautus rezultatus matyti, kad stipriausiai IGR39 lasteliy linijg veike tie ekstraktai,
kuriy zaliava buvo surinkta augalo zydéjimo pabaigoje ir kaupé taip pat didelius aktyviy junginiy
kiekius. Buvo istirta, kad flavonoidy ir raugy kiekis pelkiniy vingioryks¢iy Zolés ekstrakte V.5, kuris
geriausiai veiké lasteliy proliferacija, buvo atitinkamai 3,46 proc. ir 15,6 proc.

Ekstrakty prieSveézinis aktyvumas pries tirtas lasteliy linijas galéty priklausyti nuo fenoliniy
junginiy suminio kiekio ekstraktuose. Lasteliy gyvybinguma slopinantj poveikj galéjo turéti
flavonoidy koncentracija, pvz. kvercetino ir hiperozido. Siy veikliyjy medZiagy aktyvuma inksty
786-0 lasteléms patvirtino kiti mokslininkai [59]. Taip pat aktyvuma galéjo nulemti askorbo riigsties
kiekis ekstraktuose, $i medziaga turi stipry poveikj plauciy vézio SPC-A-1 lasteléms, slopina jy
proliferacijg (ECso = 30,6 ug/ml) [73].
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3.2. Lasteliu Ziities biido nustatymas

Lasteliy zaties budas svarbus, kuriant naujus chemoterapinius vaistus. Jei lgstelése yra
sukeliama apoptozé, jose vyksta nattraliis savaiminio susinaikinimo procesai. Apoptozés proceso
sukeliami morfologiniai poky¢iai: Iastelé susitraukia, branduolio chromatinas sutankéja ir lastelé
suskyla i mikrofragmentus, vadinamus apoptoziniais kiineliais. Kadangi apoptoziniy kiineliy
membrana néra pazeista, jos vidinis turinys neiSsilieja ir nesukelia uzdegimo, o tai yra naudingas
reiSkinys [77]. Nekrozé — lIgstelés brinkimas ir zatis, plyStant plazminei ir organoidy membranoms
bei iSsiliejant lasteliy organizmo turiniui. Tokiu atveju yra sukeliamas uzdegimas, kuris yra
nelaukiamas reiSkinys atliekant lasteliy zuties budo nustatymus [78] . Lasteliy zities budy —
apoptozeés ir nekrozés — iliustracijos pavyzdys pateiktas 9 pav. Jame pavaizduota, kaip atrodo gyvos,
nekrotinés ir apoptozés paveiktos lastelés, jas paveikus ekstraktu V.4 — vienu i$ didziausig poveikj

lasteliy gyvybingumui turinéiu ekstraktu.

0 val. 24 val. 48 val. 72 val.

A549

IGR39

9 pav. IGR39 ir A549 Iastelés, paveiktos ekstraktu V.4 (A — gyvos Igstelés su normaliais

branduoliais, B — apoptotinés lastelés, C — nekrotinés lastelés)

Visi tirti pelkiniy vingioryksciy ekstraktai sukélé bent minimalig lasteliy programuotg mirtj
— apoptoze. Didziausiam lgsteliy skai¢iy paveiké ekstraktai V.2 ir V.3, $is poveikis galimai priklausé
nuo ekstrakto koncentracijos (10 pav.). Ekstrakto V.2 sudétyje buvo dideli kiekiai rauginiy medziagy
(20,88 proc.) ir flavonoidy (4,14 proc.), todél galima manyti, kad Sie junginiai galéjo nulemti ir

lasteliy apoptoze. Tyrimuose, kuriuos apzvelgé Romagnolo ir kt. [79], teigiama, kad prievézinis
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aktyvumas prie§ gaubtinés ir tiesiosios zarnos, gerkly bei plauciy vézj buvo nulemtas didelio bendro

flavonoidy kiekio.
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10 pav. Ekstrakty poveikis A549 lgsteliy apoptozei

Tyrime naudoti ekstraktai V.1, V.5 ir V.10 programuotg A549 lgsteliy zatj sukélé
nepriklausomai nuo ekstrakto koncentracijos. Ir maziausios (0,625 mg/ml), ir didziausios
(1,25 mg/ml) koncentracijos ekstraktai apoptoze¢ sukélé panasiam lgsteliy skai¢iui (p > 0,05).

Kaip matyti 11 pav., ekstraktai V.4 ir V.6 sukélé A549 lasteliy nekroze. 1,25 ir 2,5 mg/ml

koncentracijomis jie sukélé daugiau nei 80 proc. Igsteliy zutj.

100

§° 80 _:LL
2
E 60
>
=
= 40
=y
2 20

<
= (el A

0 1 [ - - - = - -
V.1 V.2 V.3 V.4 V.5 V.6 V.7 V.8 V.9 V.10
Ekstraktai

m2,5 mg/ml 01,25 mg/ml 00,625 mg/ml

11 pav. Ekstrakty poveikis A549 lgsteliy nekrozei
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Siy ekstrakty antiproliferacinis aktyvumas nebuvo didelis (jy ECso buvo atitinkamai
5,89 mg/ml ir 5,82 mg/ml). Galima manyti, kad Siuose ekstraktuose esancios aktyvios medziagos
veiké stipriai citotoksiSkai. Tuo tarpu labiausiai proliferacijg sloping ekstraktai V.2 ir V.3 didelio
poveikio lgsteliy nekrozei neturéjo, sukelé tik Igsteliy apoptoze.

Etanoliniai ekstraktai sukélé IGR39 Iasteliy apoptoze, taciau Sis poveikis buvo panasus kaip
ir A549 lasteliy atveju (p > 0,05). Suo atveju didZiausia apoptoze sukeliantj poveikj turéjo ekstraktas
V.4 (12 pav.), kuris neissiskyré i§ kity tirty ekstrakty pagal savo poveikj A549 lgsteliy proliferacijai.
Sis ekstraktas net maziausios koncentracijos (0,625 mg/ml) sukélé apoptoze 40 proc. IGR39 lasteliy.
Kita vertus, ekstraktai V.2 ir V.3 naudotomis didziausiomis koncentracijomis (2,5 mg/ml) sukélé
apoptoze tik 20-30 proc. IGR39 lasteliy. Sis poveikis galéjo biiti nulemtas aktyviy junginiy kiekio

(pvz. tokoferoliy, B-karotenoidy), kurie tyrimo metu nebuvo analizuoti.
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12 pav. Ekstrakty poveikis IRG39 lgsteliy apoptozei

Kaip ir A549 lasteliy linijoje, taip ir IGR39 lasteliy linijoje, stipriausig nekroze sukeliant]
poveikj turéjo ekstraktai V.4 ir V.6 (13 pav.). Ekstraktas V.4 sukélé nekroze mazesniam IGR39
lasteliy skaiciui, nei A549 lasteliy atveju, taciau V.6 ekstrakto poveikis abiems lgsteliy linijjoms buvo
labai panaSus. Didziausios naudotos koncentracijos ekstraktas V.6 (2,5 mg/ml) sukélé nekroze
daugiau nei 85 proc. lgsteliy, o esant 1,25 mg/ml koncentracijai §is ekstraktas veiké daugiau nei

75 proc. lasteliy.
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13 pav. Ekstrakty poveikis IRG39 lgsteliy nekrozei

Galima teigti, kad pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai mutavusias lgsteles (jvairias véZines
lasteles) veikia, slopindami jy proliferacija ir sukeldami Igsteliy apoptoze bei nekrozg. Galikin ir kt.
atliktame tyrime buvo bandoma iSiaiSkinti augaly ekstrakty, tarp jy — ir pelkiniy vingioryksciy,
aktyviy junginiy poveikj programuotai lgsteliy mirciai. Nustatyta, kad aktyvis junginiai —
kvercetinas, kemferolis ir apigeninas — 20 uM, 60 uM ir 100 uM koncentracijomis sukélé HL-60
lasteliy apoptoze [81]. Kitame tyrime i$siaiskinta, kad 20 pg/ml koncentracijos apigeninas aktyvuoja
naviko nekrozés faktoriy ir sukelia lasteliy apoptoze [82]. Minéty pavieniy aktyviy medziagy kiekiai
Siame tyrime naudotuose ekstraktuose nebuvo nustatyti.

Tyrime, kuriame naudota askorbo riigstis su epigalokatechino galatu misinyje, nustatyta, kad
Sis derinys stipriai veikia lasteliy gyvybinguma ir sukelia apoptoze, veikdami lasteliy ciklo Go/G1
faze. Sis junginys SPC-A-1 lasteliy gyvybinguma sumazino 53,9-60 proc. [73]. Remiantis aptartu
tyrimu, galima biity paaiskinti ekstrakty V.2 ir V.3 A549 bei V.4 ekstrakto poveikj IGR39 lgsteléms.
Galimai, Sie ekstraktai taip pat veiké lgsteliy ciklo faz¢ Go/Gy, slopindami lasteliy gyvybingumag ir
sukeldami lgsteliy apoptoze.

Pelkiniy vingiorykséiy ekstraktai, sukeldami lasteliy apoptoze, negrjztamai aktyvuoja
protealiziniy baltymy kaspaziy kaskada, kuri yra svarbi véziniy lgsteliy branduolio bei tarplgsteliniy

jungciy sunaikinimui, o tai gali padéti sumazinti véZiniy lasteliy plitima.
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3.3. Poveikis lgsteliy migracijai

Pelkiniy vingioryks¢iy etanoliniy ekstrakty poveikis lasteliy migracijai buvo tirtas
panaudojant ,,zaizdos* gijimo metodg. Padarius monosluoksnyje zaizda ir paveikus Igsteles
ekstraktais buvo matomas laikas per kurj laika lastelés migruoja i zaizdos vidy ir ja uzpildo.

A549 lasteliy proliferacija slopinant] poveiki tur¢jo penki i§ deSimties tirty ekstrakty.
Ekstraktai V.1, V.2, V.3, V.5 ir V.7 A549 Igsteliy migracijos neslopino. Lasteliy migracijg slopinantis
poveikis IGR39 Igsteliy linijoje buvo ryskesnis, $iy lasteliy migracija slopino astuoni i§ deSimties tirty

ekstrakty (14 pav.).
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14 pav. Zaizdos dydis po 72 val., paveikus ekstraktais A549 ir IGR39 Igsteles

Tirtas visy desimties ekstrakty poveikis, tac¢iau detaliau analizuotas V.4 ir V.6 ekstrakty
migracija slopinantis aktyvumas — Sie ekstraktai turéjo didZiausig lasteliy nekroze sukeliantj poveik].
Ekstraktas V.4 slopinanciai veiké A549 lasteliy migracijg, ypa¢ 5 ir 2,5 mg/ml koncentracijomis
(15 pav.) — po 72 valandy Zaizdos plotas vis dar buvo apie 40 proc. Sio ekstrakto migracija slopinantis
aktyvumas pasireiské netgi lastelése, paveiktose 0,625 mg/ml ekstrakto koncentracija (po 72 val.

»zaizdos® plotas buvo 20 proc.).
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0 val. 24 val. 48 val. 72 val.
Laikas (val.)

E5mg/ml ©025mg/ml 0O1,25mg/ml m0,625 mg/ml BEKontrolé

15 pav. 4549 lgsteliy migracijos priklausomybé nuo ekstrakto V.4 koncentracijos

Ekstraktas V.4 tur¢jo ir IGR39 lasteliy migracija slopinantj aktyvuma (17 pav.), jis net
maziausios koncentracijos (0,625 mg/ml) slopino Igsteliy migracija (po 72 valandy 17 proc. zaizdos

buvo neuzsitraukusi). Sis ekstraktas IGR39 lIasteliy migracija panasiai, kaip ir A549 lasteliy migracija
(p > 0,05).
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0 val. 24 val. . 48 val. 72 val.
Laikas (val.)

®5 mg/mi @2,5 mg/mi 01,25 mg/ml

o

16 pav. IGR39 lgsteliy migracijos priklausomybé nuo ekstrakto V.4 koncentracijos

Ekstraktas V.6 labiausiai slopino A549 Igsteliy migracijg. Kaip matyti 19 pav., po 72 valandy
2,5 mg/ml ir 5 mg/ml koncentracijos ekstraktas sumazino Igsteliy migracijg, zaizdos plotas sumazéjo

tik iki 28 proc. (kontroléje buvo 3 proc.)
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0 val. 24 val. 48 val. 72 val.
Laikas (val.)

E5mg/ml ©25mg/ml 0O1,25mg/ml m0,625 mg/ml BEKontrolé

o

17 pav. A549 lgsteliy migracijos priklausomybé nuo ekstrakto V.6 koncentracijos

Skirtingai nei A549 lasteliy linijoje, IGR39 lasteliy migracija slopinantis V.6 ekstrakto

poveikis buvo matomas panaudojus jo 1,25 mg/ml koncentracija (20 pav.).
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Zaizdos dydis (proc.)
W
o

20
0 ' =
0 val. 24 val. 48 val. 72 val.
Laikas (val.)

ESmg/ml O25mg/ml 0O1,25mg/ml  m0,625 mg/ml  EKontrolé

18 pav. IGR39 lgsteliy migracijos priklausomybé nuo ekstrakto V.6

Literattiroje nepavyko aptikti duomeny apie pelkiniy vingioryksc¢iy ekstrakty vézio lasteliy

migracija slopinantj aktyvuma, ir tai patvirtina $iy tyrimy naujuma.
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3.4. Ekstrakty aktyvumo priklausomybés nuo pagrindiniy komponenty kiekio

jvertinimas

Remiantis ekstraktuose nustatytais medziagy kiekiais, jvertinta, kaip nuo jy galéty

priklausyti ekstrakty poveikis lgsteliy proliferacijai.

3 lentelé. Etanoliniy ekstrakty ECso ir migracijos priklausomybé nuo veikliyjy medZiagy
koncentracijos ekstraktuose

Pearson‘o koreliacijos koeficientas (r)

Veikliosios medzZiagos A549 IGR39
Askorbo riigstis 0,169 -0,191
Flavonoidai 0,407 -0,233
Raugai 0,353 -0,185

Vidutiné koreliacija buvo nustatyta tarp AS549 lasteliy proliferacijos ir ekstraktuose
kaupiamy flavonoidy kiekiy (r = 0,407). Raugy kiekis ekstraktuose silpnai koreliavo su ekstrakty
poveikiu AS549 lasteliy proliferacijai (r = 0,353). Maziausia koreliacija buvo nustatyta tarp
ekstraktuose esancio askorbo riigsties kiekio ir prieSvéZinio ekstrakty aktyvumo. Reikia paminéti, kad
A549 lasteliy linijoje buvo glaudus rySys tarp proliferacinio aktyvumo ir flavonoidy koncentracijos.

Augalo ekstraktai, kurie buvo naudoti tyrime, pasizyméjo dideliu priesvéziniu poveikiu
galimai d¢l didelio flavonoidy kiekio, priklausanc¢io nuo augalo Zydéjimo meto, kuomet flavonoidy
kiekis augalo masinio zydéjimo metu siekia 4,14 = 0,25 proc.

IGR39 Iasteliy gyvybinguma slopinantis poveikis ir veikliyjy medziagy kiekis ekstraktuose
koreliavo silpnai. Koreliacija tarp flavonoidy Kiekio ir nustatyto priesvézinio aktyvumo buvo silpna
(r = -0,233). Vis dél to, manoma, kad kompleksinis aktyviy junginiy poveikis, pvz. flavonoidy ir
salicilo rugsties dariniy, galéty biuti tas veiksnys, kuris 1émé Igsteliy proliferacijos slopinima,

migracija slopinantj ir 1asteliy apoptoze bei nekroze¢ sukeliantj aktyvuma.
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4. ISVADOS

Pelkiniy vingioryksciy skystieji etanoliniai ekstraktai labiausiai slopina plauciy karcinomos,
maziau — melanomos lasteliy gyvybinguma, neturi poveikio glioblastomos lasteliy
gyvybingumui.

Dauguma ekstrakty sukélé plauciy karcinomos ir melanomos lgsteliy apoptoze, tik du
ekstraktai (V.4 ir V.6) sukélé lgsteliy zatj nekrozés budu 1,25 mg/ml ir 2,5 mg/ml
koncentracijomis.

. Pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktai labiau slopino melanomos lasteliy migracija, taciau
didesnémis koncentracijomis nei plauciy adenokarcinomos lgsteliy migracijg. Ekstraktai
neturéjo glioblastomos Igsteliy migracijg slopinancio poveikio.

. Priesvéziniam ekstrakty aktyvumui plauciy adenokarcinomos Igstelése daugiausia jtakos

galéty turéti flavonoidy (r = 0,407) ir rauginiy medziagy koncentracijos (r = 0,353).
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5. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Pelkiniy vingiorykséiy zolés skystieji etanoliniai ekstraktai galéty buti pritaikomi kaip
pagalbiné nattirali priemoné gydyti vézinius susirgimus, tokius kaip plauciy adenokarcinoma ir
melanoma.

Bty vertinga atlikti atskiry aktyviyjy junginiy prie§vézinio aktyvumo tyrimus skirtingose
véziniy lasteliy linijose. Taip pat baty naudinga istirti ir kity pagrindiniy pelkiniy vingioryksc¢iy
aktyviy junginiy (proantocianidiny, tokoferoliy, salicilaty) Kiekius, jvertinti veikliyjy medziagy

sinergistinj aktyvuma.
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