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SANTRUMPOS
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IVADAS

Augaly fitocheminés sudéties analizé yra viena i§ perspektyviy tyrimy
sric¢iy, skirty naujy augaliniy molekuliy atradimui. Dazniausiai tyrinéjamos
augalinés kilmés veikliosios medziagos — antriniai augaly metabolitai, pvz.,
alkaloidai, saponinai, flavonoidai, taninai, antrachinonai ir Kiti.

I$samiai istirti ir rausvaziedés eziuolés (Echinacea purpurea (L.) Moench
vaistinés augalinés Zaliavos antriniai metabolitai. Sio vaistinio augalo Zalia-
VOsS preparatai yra vieni i$ placiausiai vartojamy Jungtinése Amerikos Valsti-
jose ir Europoje [13]. Echinacea Moench genties augalai yra Siaurés Ameri-
kos floros endeminés riisys. Rausvaziedés eziuolés yra introdukuotos ir kul-
tivuojamos Lietuvoje [165]. Echinacea purpurea (L.) Moench vaistinéje au-
galinéje zaliavoje — Saknyse, kaupiami polisacharidai, kavos ragsties dari-
niai, lipofiliniai alkilamidai, eterinio aliejaus jvairiis komponentai [38, 131,
137, 145]. Europos farmakopéja reglamentuoja rausvaziedziy eziuoliy vais-
tinés augalinés zaliavos — dziovinty Sakny, kokybei keliamus reikalavimus.
Vienas 18 jy — zaliavos fitocheminéje sudétyje esanciy kavos rigsties jungi-
niy kiekis turi bati ne maZesnis nei 0,5 proc. [53]. Kavos rligsties junginiai
turi poveikj Echinacea purpurea (L.) Moench zaliavos imunomoduliacinéms
savybéms. Tai jrodyta tyrimais in vitro bei in vivo. Rausvaziedziy eziuoliy
preparatai moduliuoja imuninj atsakg veikdami citokiny, imunoglobuliny
sintez¢ imuninése Igstelése [53, 56, 72, 199, 214]. Atlikty tyrimy metu buvo
pastebétas rausvaziedziy eziuoliy etanolinés tinktliros hemagliutinacinis ak-
tyvumas [93]. Sis poveikis yra biidingas glikoproteinams lektinams, ta¢iau
nebuvo atlikti i§samesni rausvaziedziy eZiuoliy vaistinés augalinés Zaliavos
lektiny tyrimai. Taip pat néra duomeny apie Echinacea purpurea (L.)
Moench lektiny i$skyrima, kiekine ir kokybing sudétj bei poveikj imuniniam
atsakui.

Lektinai — specifiskai ir grjztamai angliavandenius prijungiantys neimu-
ninés kilmes glikoproteinai, paplite visuose gyvuosiuose organizmuose. Siy
cheminiy junginiy specifiskumas angliavandeniams nulemia jy biologinj
aktyvuma: hemagliutinacinj [176], priesbakterinj [64], priesgrybelinj [85],
priesvirusinj [197], insekticidinj [207], citotoksinj [204] ir imunomoduliacinj
[190], antiproliferacinj [215] ir kt. poveikius. Lektinai kaupiami jvairiose
augaly dalyse, tokiose kaip lapai, ziedai, stiebai, taciau didesni kiekiai jy
aptinkami $aknyse ir séklose [172].

Lektiny specifiSkumas angliavandeniams nulemia jy atranky poveikj i 13s-
teles — taikinius. Tai sudaro prielaidas biologinio poveikio pritaikymui tera-
piniais tikslais. Tyrimais in vitro ir in vivo [9, 16, 37] jrodytas galaktozei ir
chitinui specifiSsky paprastojo amalo (Viscum album L.) lektiny prie§vézinis
aktyvumas. Atliekami tyrimai su jvairiomis gyviny rasimis ir zmonémis



vertinant lektiny antiseptinj poveikj [134]. Vaistiniai preparatai, kuriy sudé-
tyje yra lektiny, jau yra vartojami medicinos praktikoje. Europos patenty
biure uzregistruotas darziniy pupeliy lektiny preparatas, skatinantis medika-
mentais pazeisty gleiviniy lgsteliy regeneracijg [161]. Kitas uzregistruotas
patentas preparatui, kurio sudétyje yra valgomujy lesiy lektinas. Sis prepara-
tas yra skirtas chemoterapijos sukelty nepageidaujamy poveikiy (pykinimo,
vémimo, silpnumo jausmo, sgnariy skausmo ir kt.) mazinimui [87].

Augaly lektinai yra perspektyviis junginiai, todél rausvaziedziy eziuoliy
vaistinéje augalingje zaliavoje esanciy glikoproteiny tyrimai gali bati svarbis
naujy Echinacea purpurea (L.) Moench zaliavos (Sakny) farmakologiniy
poveikiy iSaiskinimui.

Darbo tikslas — rausvaziedziy eziuoliy (Echinacea purpurea (L.) Moench)
lektiny kiekinés —kokybinés sudéties nustatymas bei jy poveikio peliy
imuninés sistemos reakcijoms in vivo iStyrimas.

Uzdaviniai:

1. Isskirti ir kiekiskai jvertinti baltymus Sviezioje Echinacea purpurea (L.)
Moench vaistinéje zaliavoje — Saknyse.

2. Isgryninti lektiny frakcijg i§ iSskirty Echinacea purpurea (L.) Moench
Sakny baltymuy.

3. Nustatyti kokybine Echinacea purpurea (L.) Moench Saknyse esanéiy
lektiny sudét;.

4. Atlikti Echinacea purpurea L. Moench Saknyse identifikuoto lektino
peptido kiekio nustatyma.

5. Istirti Echinacea purpurea (L.) Moench $akny lektiny poveikj eksperi-
mentiniy Balb/c peliy imuninés sistemos reakcijoms in vivo.

Mokslinio darbo naujumas

Atliktas rausvaziedziy eziuoliy Sakny baltymy kiekinis ir kokybinis tyri-
mas, pirmakart identifikuojant hemagliutinaciniu aktyvumu pasizymincius
glikoproteinus, turin¢ius LysM domeng. Nustatytas Echinacea purpurea
(L.) Moench saknyse esantis ~ 40 kDa dydzio glikoproteinas, turintis lektiny
klasei priskirta LysM domena, ir pasizymintis specifiSkumu laktozei, D-ma-
nozei ir D-galaktozei. Be to, pirmakart nustatytas LysM domenui priklau-
sancio vieno i$ peptidy, esanciy rausvaziedziy eziuoliy Saknyse, kiekis.

Atlikus bioinformating analiz¢ aptikta identifikuoty glikoproteiny homo-
logija su kitose augaly rusSyse esanciais glikoproteinais.

Pirmg kartg jvertintas LysM lektiny frakcijos poveikis eksperimentiniy
gyviny imuningés sistemos reakcijoms in vivo.
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Praktiné ir teoriné reik§mé

Atlikti tyrimai suteikia naujy ziniy apie rausvaziedziy eZiuoliy Sakny bal-
tymy kieking ir kokybine¢ sudétj. Tai sudaro prielaidas tolimesniems Sios au-
galinés zaliavos tyrimams ir naujy biologiskai aktyviy junginiy paieskai bei
identifikacijai.

Nustatyti glikoproteinai, turintys LysM domeng, pasizyméjo imuning sis-
temg stimuliuojanc¢iomis savybémis. Tai suteikia naujy ziniy apie rausvazie-
dziy eziuoliy Saknyse esanciy cheminiy junginiy — lektiny, biologinj akty-
vuma.

Identifikuoty glikoproteiny bioinformatinés analizés rezultatai galéty biiti
panaudoti tolimesniems Echinacea purpurea (L.) Moench genomo, geny
raiSkos ir nuo jos priklausancio augalinés zaliavos fitocheminés sudéties ty-
rimams. Atlikus Siuos tyrimus biity galima optimizuoti Echinacea Moench
genties augaly vaistinés Zaliavos kultivavimg, paruo$img ir preparaty su tiks-
liniu imunologiniu efektu gamyba.

Atlikti etanolinés tinkttros, pagamintos i§ Sviezios Echinacea purpurea
(L.) Moench sakny zaliavos, kiekinés — kokybinés sudéties tyrimai. Nustaty-
ta, kad Sios tinktaros kiekinés sudéties rodikliai buvo skirtingi, palyginus su
etanolinés tinktiiros, pagamintos 1§ dZiovintos Zaliavos, kiekine sudétimi.
Remiantis literatiros Saltiniy duomenimis, rausvaziedziy eziuoliy dziovinty
Sakny Zaliavos viename grame aptinkama 22,79 + 1,39 mg kavos ragsties
dariniy [144], tuo tarpu rausvaziedziy eziuoliy §vieziy $akny zaliavos viena-
me grame nustatéme 16,37 + 0,82 ug kavos rugsties dariniy. Etanolinés tink-
tiros, pagamintos i§ $viezios ir dziovintos Echinacea purpurea (L.) Moench
Sakny zaliavos, pasizymi skirtingu poveikiu antriniam imuniniam atsakui:
dziovintos Zaliavos etanoliné tinkttira veikia kaip imunostimuliatorius [111],
tuo tarpu miisy tyrimy in vivo rezultatai parodé, kad SvieZios zaliavos etano-
liné tinktiira slopina antrinj imuninj atsaka. Sie rezultatai yra svarbis, Kuriant
vaistinius rausvaziedziy eziuoliy preparatus.

Darbo rezultaty aprobavimas

Tyrimy rezultatai pristatyti 1 nacionalinéje ir 8§ tarptautinése mokslinése
konferencijose: 5 ™ international conference ,,Pharmaceutical sciences and
pharmacy practice “ skirtg prof. Petro Raudonikio 145-ajam jubiliejui pami-
néti (Kaunas, 2014 m. lapkri¢io 22 d.), tarptautiné konferencija BaltPharm
Forum 2016, (Klaipéda, 2016 m. balandzio 15-16 d.), Nacionaliné¢ doktoran-
ty konferencija ,,Mokslas sveikatai 2016 (Kaunas, 2016 m. balandzio 13 d.),
10™ International Scientific Conference ,,Vital Nature Sign 2016, (Vilnius,
2016 m. geguzés 19-20 d.), 7™ International Pharmaceutical Conference
,ocience and practice 2016, skirtg prof. Johann Friedrich Wofgang 240-
ajam jubiliejui paminéti, (Kaunas, 2016 m. spalio 20-21 d.), 11" Internatio-
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nal scientific conference,, The Vital Nature Sign" (Vilnius, 2017 m. spalio
19-20 d.), 8™ International Conference on Pharmaceutical Sciences and
Pharmacy Practice (Kaunas, 2017 m. gruodzio 15 d.), 1¥ International PhD
students * conférence ,,Science for health”, (Kaunas, 2018 m. Balandzio 13
d.), o™ International Pharmaceutical Conference ,.Science and practice
2018 skirta nepriklausomos lietuvos vaistininkijos 100 mety jubiliejui
(Kaunas, 2018 m. lapkric¢io 9d.). Tyrimy tematika paskelbtos 2 publikacijos,
atspausdintos tarptautiniuose mokslo leidiniuose, turiniuose cituojamumo
rodiklj Clarivate Analytics Web of Science (CA WoS) duomeny bazéje.

Doktoranto indélis disertaciniame darbe

Eksperimentai atlikti bendradarbiaujant su kitomis mokslo jstaigomis. Ty-
rimo objektas Echinacea purpurea (L.) Moench $vieziy Sakny Zaliava Su-
rinkta Vytauto Didziojo universiteto Kauno botanikos sode, Vaistiniy augaly
skyriuje, ekstrakcijos salygy, baltymy iSsodinimo salygy atrinkimas, afininés
chromatografijos kolonélés uzpildymas ir lektiny gryninimo eksperimentai
atlikti doktorantés LSMU MA Farmakognozijos katedroje. Baltymy kiekio
frakcijose nustatymas, triusiy eritrocity suspensijos paruo$imas, hemagliuti-
nacinio aktyvumo, hemagliutinacinio aktyvumo inhibicijos angliavandeniais
eksperimentai doktorantés atlikti LSMU MA Farmakognozijos katedroje.
Hemagliutinacijos reakcijose naudojami triusiy kraujo méginiai buvo paimti
LSMU VA Gyviiny anatomijos ir fiziologijos katedros mokslininky bei
LSMU VA Vivariumo veterinary. Lektiny kokybinio vaizdinimo imuno-
cheminés analizés metodu eksperimentai ir méginiy paruoSimas identifikaci-
jai masiy spektrometrijos metodu atlikti doktorantés. Paruosty méginiy ana-
lizé masiy spektrometrijos metodu atlikta Lietuvos agrariniy misky ir moksly
centro filialo Sodininkystés ir darzZininkystés instituto, Atviros prieigos ze-
meés ir misky jungtinio tyrimy centro, Biologiniy zymekliy laboratorijos
mokslininky. Gauty baltymy identifikacijos duomeny bioinformatiné analizé
atlikta doktorantés kartu su laboratorijos mokslininkais. Identifikuoto lektino
peptido kiekio nustatymas atliktas Kauno technologijy universiteto, Maisto
mokslo ir technologijos katedros mokslininky. Tyrimas in vivo su peliy mo-
deliu atliktas Biologiniy tyrimy centre: preparaty injekcijas, gyviny priezia-
ra, eutanazijg ir organy disekcijg atliko tyrimy centro veterinarai. Palygina-
moji Svieziy rausvaziedziy eziuoliy Sakny tinkttira pagaminta ir ekstraktyviy-
ju medziagy kiekis nustatytas gravimetriniu metodu doktorantés, kavos rigs-
ties dariniy analiz¢é atlikta LSMU MA Farmakognozijos katedros mokslinin-
ky. Peliy kraujo tyrimai atlikti kartu su LSMU VA Stambiyjy gyvuliy klini-
kos, Klinikiniy tyrimy laboratorijos mokslininkais. Peliy bluZznies imunohis-
tologiniy méginiy parafinavimas, pjaustymas bei dazymas atliktas LSMU
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MA Patologinés anatomijos klinikos mokslininky. Gauty pjuviy analizé at-
likta doktorantés.

Konferencijoms pateiktos mokslinés tezés paruostos ir pristatytos dokto-
rantés.

Darbo apimtis ir struktira

Disertacijg sudaro jvadas, literatiiros apzvalga, tyrimo objektas ir metodai,
rezultatai ir jy aptarimas, iSvados, bibliografijos sgrasas (219 $altiniy), diser-
tacijos tema paskelbty publikacijy sarasas, leidimo atlikti tyrimus su gyva-
nais kopija, moksliniy publikacijy disertacijos tema kopijos, santrauka (angly
k.), mokslinés ir kiirybinés veiklos aprasymas. Darbe pateikta 10 lenteliy ir
14 paveiksly. Disertacijos apimtis — 132 puslapiai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Augaly lektiny apibudinimas, struktiira ir klasifikacija

Lektinai — neimuninés kilmés glikoproteinai, specifiskai, bet grjztamai
prisijungiantys angliavandenius [160, 152], 0 mokslas, nagrinéjantis $iy jun-
giniy strukttra, specifiSkumg ir funkcijas vadinamas lektinomika. Geb¢jimas
agliutinuoti lgsteles Siuos junginius iSskiria i$ kity angliavandenius prijun-
gianCiy baltymy, o jy neimuniné kilmé — nuo angliavandenius suriSanciy ir
lgsteles agliutinuojanciy imunoglobuliny [176]. Gyvuose organizmuose ap-
tinkami imunoglobulinai yra tarpusavyje struktiiriSkai panasis, tuo tarpu
lektinai gali skirtis aminortigs¢iy sudétimi, struktiiriniy metaly jony sudétimi,
tretine strukttra bei molekuline mase. Be to, priesingai nei imunoglobulinai,
lektinai gali buti aptinkami ne tik gyviinuose, bet ir imuninés sistemos netu-
rin¢iuose organizmuose, tokiuose kaip grybai ir augalai.

1.1.1. Augaly lektiny baltyminés dalies struktiira

Lektiny iSskirtiné savybé — gebéjimas atrankiai prisijungti angliavande-
nius. Aktyviis domenai (aminortig§¢iy konservatyvios sekos) biidingos atski-
roms lektiny klaséms, pavyzdziui, pupiniy Seimos lektinams, Ricino B lekti-
ny klasei ir kt. [43]. Domeno trimaté angliavandeniy prijungimo struktira
nulemia lektiny specifiSkuma. Vienas lektinas gali turéti nuo 2 iki 12 kon-
servatyvios struktiiros angliavandenius prijungianéiy baltymo sri¢iy (APS),
priklausomai nuo molekulés ir jos oligomerizacijos laipsnio [149]. Skirtin-
goms klaséms priklausanciy lektiny ne konservatyvios dalies baltymo struk-
tira gali skirtis aminorigsciy seka, struktiiriniy subvienety (domeny) skai-
¢iumi, ketvirtine struktiira ir polipeptidy prigimtimi. Lektino ketvirtiné struk-
tira lemia viso junginio stabilumga. Domenai specifiSkai susijungia su ang-
liavandeniais van der Valso vandeniliniais rysiais bei hidrofobine sgveika su
aromatinémis aminortgstimis [176]. Lektiny specifiSkumas angliavande-
niams nustatomas hemagliutinacijos inhibicijos reakcija, kuri aptariama 1.3.2
skyriuje.

Kai kuriy lektiny struktiirai buidingi metaly jonai, nulemiantys baltymo iS-
silankstyma erdvéje ir sgveika su angliavandeniais [106]. Metaly jonai su-
mazina baltymo tretinés ir ketvirtinés struktiiros entropija, sumazindami su-
sidarancios lektino-angliavandenio sgveikos mobilumg, taciau metaly jonai
nedalyvauja angliavandenio — lektino sgveikoje [153, 77]. Lektinai yra itin
heterogeniska glikoproteiny klasé, galinti skirtis tiek pirmine, tiek ketvirtine
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baltymo struktiira. Nepaisant to, visus juos vienija atsikartojan¢ios amino-
rugsciy sekos, suformuojancios aktyvias APS.

1.1.2. Augaly lektiny glikozilinimas

Glikozilinimas yra baltymy potransliaciné modifikacija, kurios metu prie
baltymo pirminés struktiiros kovalentinémis jungtimis prijungiami anglia-
vandeniai. I§skiriamas N-glikozilinimas ir O-glikozilinimas. Sios potranslia-
cinés modifikacijos jvyksta specifinése polipeptidinés grandinés vietose.
O-glikozilinimas jvyksta fermenty pagalba, prijungiant angliavandenius prie
serino arba treonino aminoriigséiy. N-glikozilinimo atveju bitinas trijy ami-
nortgséiy fragmentas: asparaginas-X (bet kokia aminoraigstis, iSskyrus pro-
ling)-treoninas arba serinas. Taciau glikozilinimo sékmé priklauso nuo ami-
noragsciy padéties sekoje, jy vietos baltymo konformacijoje ir nuo glikozili-
nimg vykdancio fermento [28, 175].

Angliavandeniy
Zymeéjimas:
N-acetilgliukozaminas

Manoze

Galaktoze
Arabinoz¢é (furanozé)
Arabinoz¢ (piranoze)

Ksilozé

p—ir—
@€

S

SSFP PP

il
0—

.

1.1.2.1 pav. Tipinés augaly baltymams biidingo N-glikozilinimo (A) ir
O-glikozilinimo (B) sakotos struktiiros schema, kurioje pavaizduoti kovalen-
tinémis jungtimis susijunge angliavandeniai (paZyméti simboliais). Schema
modifikuota pagal [131].

Ramnozé

Fukozé

© A AR OON

Gliukurono rugstis
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Ivykus glikozilinimui prie baltymo prijungiami tam tikra tvarka iSsi-
désciusiy angliavandeniy kompleksai ,,grandinélés, sudarytos i§ N-acetil-
gliukozamino (GlcNAc), fukozés (Fuc), ksilozés (Xyl), manozés (Man) ir
galaktozés (Gal) molekuliy [177]. Schematinis angliavandeniy kompleksy
,»grandinéliy™ vaizdas pateiktas 1.1.2.1 paveiksle. Augaly lasteliy lektinams
dazniausiai budingas N-glikozilinimas.

Dalis lektiny neturi kovalentinémis jungtimis prijungty angliavandeniy,
pavyzdziui, biologiSkai aktyvus neglikozilintas lektinas konkanavalinas A
(Con A) arba kvieCiy gemaly agliutininas (WGA). Taciau jy prekursoriai
glikoproteinai yra neaktyvis, o aktyvuma jgauna tik fermentams ,,nukarpius‘
angliavandeniy grandinéles. Nuo Con A prekursoriaus yra pasalinamos Soni-
nés angliavandeniy grandinélés, o nuo WGA prekursoriaus ,,nukerpamas*
polipeptidinés sekos C gale esantis glikopeptidas [159]. Glikozilinimas lek-
tinams suteikia termodinaminio stabilumo, ta¢iau nekeicia jy biologinio ak-
tyvumo. Atlikti tyrimai rodo, kad tos pacios klasés skirtingy augaly lektiny
glikozilinimas gali vykti skirtingose polipeptidinés sekos vietose [33, 21],
taciau tai neturés jtakos iy lektiny biologiniam aktyvumui [123].

1.1.3. Augaly lektiny klasifikacija

Augaluose aptinkami lektinai i$siskiria strukttirine jvairove. Skirtumai i$-
ryskéja ne tik baltyminés dalies struktiiroje ir specifiSkume, bet ir dél po-
transliaciniy modifikacijy. Sie ypatumai leidzia lektinus klasifikuoti keliais
skirtingais btidais. Viena pirmyjy mokslininky pasitlyty lektiny klasifikacijy
— klasifikacija pagal lektiny specifiSkumg angliavandeniams: 1) manozei ir
manozei/gliukozei specifiski lektinai; 2) manozei/maltozei; 3) galakto-
zei/galaktozés-N-acetilgliukozaminui; 4) N-acetilgliukozaminui; 5) fukozei
ir 6) sialo rugsciai specifiski lektinai [41]. Tokia klasifikacija nebuvo tiksli,
nes vienoje grup¢je gal¢jo biti ir strukturiskai skirtingi lektinai. Siekiant au-
galy lektinus suklasifikuoti  struktiiriSkai homogeniSkesnes grupes buvo
pasitlytas lektiny grupavimas pagal aktyviy subvienety (domeny) kiekj ir
lektino struktiirg: 1) merolektinai, turintys vieng APS, pvz.: heveinas;
2) hololektinai su dviem ar daugiau identisky arba labai panasiy APS, galin-
¢iy agliutinuoti Igsteles ir/ar nusodinti angliavandeniy turin¢ius junginius,
pvz., galaktozei specifiSkas darzinés pupelés (lot. Phaseolus vulgaris L.)
agliutininas (PHA); 3) superlektinai, turintys dvi ir daugiau neekvivalentis-
kas APS, galinCias atpazinti struktiiriSkai nepanasius angliavandenius, pvz.,
tulpiy svogtinéliy lektinai, turintys dvi skirtingas APS, galincias prisijungti
manoz¢ vienoje APS ir N-acetilgalaktozaming — Kitoje; 4) Chimerolektinai,
sudaryti i§ dviejy ir daugiau strukttriSkai nesusijusiy APS, pasizyminciy ne-
vienodu biologiniu aktyvumu, pvz. antrojo tipo ribosomas inaktyvuojanciy
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baltymy klasei priskiriamas ricinas, sudarytas i§ katalitiSkai aktyvios ir ang-
liavandenius prijungianc¢ios A dalies ir neaktyvios B dalies, kuri atlicka
svarby vaidmenj ricino molekulei prisijungiant prie lasteliy [91, 130]. Di-
dzioji dalis iki Siol iSgryninty ir charakterizuoty lektiny yra priskiriami holo-
lektiny klasei. Nors chimerolektiny iSgryninta nedaug, ta¢iau augaly genomy
sekoskaitos duomenys atskleidzia, kad jie augaluose pasitaiko gana daznai
[131, 72]. Tokia lektiny klasifikacija apjungia lektinus j grupes pagal tai,
kiek ir kokiy aktyviyjy sri¢iy turi lektino molekulé, taciau neatspindi tretinés
baltymo struktiiros skirtumy tarp grupiy.

Naujausia yra mokslininky Kristof De Schutter ir Els Van Damme [178]
pasitlyta tikslesné lektiny klasifikacijos sistema. Mokslininkai suskirsté lek-
tinus pagal struktiring ir evoliucing APS homologija (1.1.3.1 lentel¢) [172].
Klasifikacija apjungia j grupes struktiiriSkai panasius lektinus, taciau grupése
Sie junginiai gali specifiskai prisijungti skirtingus angliavandenius.

1.1.3.1 lentelé. Lektiny klasifikacija pagal struktiring ir evoliucing APS ho-

mologijq, pagal [178]

Lektiny klasé Tlplmallgnghav_andemq Vieta lasteléje
igandai
Dvisporiy pievagrybiy (lot. | N-acetilgliukozaminas /
" i : . . Branduolys
Agaricus bisporus L.) lekti- | N-acetilgalaktozaminas . .
. X Citozolis
ny klasé Galaktozé
Amarantiny klasé N-acetilgalaktozaminas B_randuplys
Citozolis
Su chitinazémis susijusiy Daug manozés turintys Vakuolé
agliutininy klasé N-glikanai Plazminé membrana
Cianoviriny $eima Manoz¢é Branduoys
Europinio oZek$nio (lot. GalaktOZIdaI. . Branduolys
Euonymus europaeus L.) Daug manozés turintys . .
. A - . Citozolis
lektiny klasé N-glikanai
Baltosios snieguolés (lot. \gl;(éheol S
Galanthus nivalis L.) lekti- | Manozé . 01y
u klase Citozolis
1 ase Plazminé membrana
Heveino Seima Chitinas Vakuolé
y S Manoze B_randuplys
Dzakalino Seima Galaktozei specifiska subgrupé Citozolis
P Erup Vakuolé
Vakuolé
e . ) Branduolys
Pupiniy Seimos lektinai Manoze Citozolis
Plazminé membrana
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1.1.3.1 lentelé (tesinys) Lektiny klasifikacija pagal struktiiring ir evoliucine
APS homologijq, pagal [178]

Peptidoglikanus prijun- . Vakuole
iandio lizino M (Lys M) | Shitinas Branduolys
£ Y Peptidoglikanai Citozolis

domeno lektiny Seima .
Plazminé membrana

Paprastojo tabako (lot. N-acetilgliukozamino -

Nicotiana tabacum L.) polimerai A . B_randuplys
R Daug manozés turintys Citozolis
lektiny Seima - .
N-glikanai
Galaktoze/ Vakuolé

N-acetilgalaktozaminas
Sialinizuota galaktozé/
N-acetilgalaktozaminas

Ricino B lektiny $eima Branduolys

Citozolis

Lektiny molekuliy jvairové yra labai didelé, todél juos galima klasifikuoti
pagal keletg ypatumy: specifiskumg angliavandeniams, struktiirinj panasuma
ir strukttiring — evoliucing APS homologija.

1.2. Augaly lektiny biologinis aktyvumas

Augaly lektinai pasizymi iSskirtiniu biologiniu aktyvumu, todél yra pri-
taikomi biotechnologijoje, biomedicinoje ir ligy kontroléje. Lektiny sgveika
su lasteliy glikokaliksu, nulemia jy hemagliutinacinj, priesbakterinj, pries-
grybelinj, insekticidinj, citotoksinj ir imunomoduliacinj aktyvuma.

Hemagliutinacinis aktyvumas

Lasteliy hemagliutinacijg sukeliantis augaly lektiny poveikis iSskiria lek-
tinus 1§ kity augaluose aptinkamy glikoproteiny. Hemagliutinacinis aktyvu-
mas priklauso nuo lektiny savybés prisijungti prie mono-, di-, polisacharidy,
esanCiy ant lgsteliy pavir$iaus [176]. Lektinai, turédami bent dvi APS, neko-
valentinémis jungtimis prisijungia angliavandenius, kurie yra ant bent dviejy
greta esanciy lasteliy glikokalikso. To pasekoje susidaro lasteliy aglomeratai.
Atliekant lektiny identifikacija hemagliutinacijos testu, imunofermentiniy
reakcijy léksteléje ant eritrocity suspensijos uzneSamas lektino meéginys.
Lekstelés esancio konusinés formos Sulinélio dugne matomas i$ Iasteliy ag-
lomeraty sudarytas raudonas apskritimas parodo teigiamg agliutinacijos testo
rezultata. Hemagliutinacinj aktyvuma taip pat galima jvertinti atliekant lekti-
no ir eritrocity sagveikos mikroskopineg analiz¢. Tokiu atveju mikroskopo re-
géjimo lauke matomi lasteliy aglomeratai parodo teigiama hemagliutinacijos
testo rezultatg. [1].
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Hemagliutinacijos testui gali buiti naudojami jvairiy rasiy gyviiny eritroci-
tai: triusiy, peliy, aviy, arkliy, zmoniy ir kity gyviiny. IS visy paminéty riisiy
i§skirtiniu jautrumu agliutinacijos testui pasizymi triusiy eritrocity suspensija
[95], todél ji yra naudojama rutininéje analizéje. Jautrumas agliutinaciniam
lektiny aktyvumui didéja triusiy eritrocitus prie§ analiz¢ paveikus tripsinu,
papainu, neuraminidaze arba sialidaze [79, 176]. Hemagliutinacinis aktyvu-
mas nepriklauso nuo lektino struktiiroje esanciy APS skaiciaus, taciau akty-
vumg gali nulemti tokie faktoriai kaip lektino molekulés dydis, eritrocity
pavirsiaus glikokalikso savybés (kraujo grupé) ir metaboliné lastelés stadija.
Fizinés aplinkos veiksniai (temperatiira, eritrocity suspensijos koncentracija,
méginio sumaiSymo greitis) taip pat gali turéti jtakos hemagliutinaciniam
lektiny aktyvumui [90].

Hemagliutinacinis aktyvumas iSskiria lektinus i$ visy kity augaluose ran-
damy baltymy, todél remiantis Siuo testu galima identifikuoti lektinus biolo-
giniuose méginiuose.

Priesbakterinis poveikis

Aptikus augaluose lektinus, mokslininkams rup¢jo atsakyti j klausima,
kokia lektiny funkcija augaluose, kodél augalams reikalingi lasteles agliuti-
nuojantys glikoproteinai. [puséjus praeitam Simtmeciui, buvo iskelta lektiny
apsauginés funkcijos nuo bakterijy, grybeliy, vabzdziy ir Zzolédziy gyviny
hipotezé, kuri véliau patvirtinta. IStyrus pupiniy $eimos augaly simbiozés su
bakterijomis mechanizmus, nustatyta, kad Siame procese svarby vaidmenj
atlieka augaly lgsteliy membraniniai lektinai. Augalo Saknis ] dirvozemj iS-
skiria molekulinius signalus — flavonus. Bakterijos atpaZzjsta flavonus ir inici-
juoja signaliniy lipochitino oligosacharidy (vadinamy Nod (pagal angl. no-
dules — mazgeliai) faktoriy) sintezg [7]. Nod faktorius, iSskirtus j dirvozemj,
atpazjsta polisacharidus prijungiantys lizino domenai (LysM), sujungti su
membraninémis receptorinémis kinazémis [120, 144]. LysM domenui atpa-
zinus Mesorhizobium loti bakterijy iSskirtus Nod faktorius, inicijuojama
simbiozé, leidzianti bakterijai jsiskverbti j augalo Sakniaplauk] ir ten sudaryti
kolonijas, i§ iSorés primenancias mazgelius [12, 120, 197]. Kita vertus,
LysM receptorinéms kinazéms atpaZinus patologing bakterija, tokig kaip
Phytophthora palmivora, inicijuojama geny ekspresija, jjungianti gynybinius
augalo mechanizmus [78, 197].

Atpazinimo funkcijg atliekantys LysM domenai yra nedidelés molekuli-
nés masés polipeptidai, sudaryti i§ 45—-65 aminoriig§¢iy. Jie turi konservaty-
vig antring struktirg, sudarytg i§ dviejy f-klosciy ir dviejy a-spiraliy [211].
Lasteliy membranose esantys augaly lektinai yra pirmieji, kurie sgveikauja
su patogeniniais ir simbiotiniais mikroorganizmais. Veikiant abiotiniam ar
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biotiniam stresoriui membraniniai lektinai gali buti perkelti i Iastelés citop-
lazma arba susintetinti ir sandéliuojami lastelés citoplazmoje bei branduolyje
[99]. Nors tokiy lektiny funkcijos augale dar néra gerai istirtos, taciau ma-
noma, kad jie atlieka svarby vaidmenj lgsteliniy signaly perdavime ir augalo
gynybos mechanizmuose prie§ zolédzius gyviinus ir vabzdzius [42].

IS augaly iSskirti lektinai pasizymi priesbakteriniu veikimu ir Zmogui pa-
togeniniy bakterijy rasims. Chitinui specifiski brazilinio pirulio (Schinus
terebinthifolius Raddi.) lapy lektinai baktericidiskai ir bakteriostatiskai vei-
kia Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomo-
nas aeruginosa, Salmonella enteritidis ir Staphylococcus aureus bakterijy
rasis [64]. Galaktozei specifiski jvairiadyglés indigazolés (Indigofera hete-
rantha Wall.) sékly lektinai pasizymi poveikiu prie§ Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijy rtsis
[162]. Dél siy priesbakteriniy savybiy lektinai, pateke j zolédziy gyviny ofr-
ganizma, gali sukelti zarnyno mikrofloros disbalansg [128].

Membraniniai lektiny receptoriai atpazjsta ir identifikuoja simbiotinius
mikroorganizmus bei sudaro sglygas simbiozei jvykti, o atpazing patologing
bakterija, lektinai jjungia savigynos mechanizmg —aktyvinama geny ekspre-
sija ir apsauginiy baltymy gamyba. Pateke j gyviiny organizmg augaly lekti-
nai gali veikti bakteristatiskai ir bakteriocidiskai, sutrikdydami normalig gy-
viiny zarnyno mikroflora.

Priesgrybelinis poveikis

Membraniniai augaly lektinai, galintys prisijungti gryby lasteliy pavirSiu-
je esancius polisacharidus, pasiZymi prieSgrybeliniu aktyvumu. Gryby laste-
liy sieneliy pagrindiné sudedamoji dalis yra N-acetilgliukozamino polisacha-
ridas chitinas. Lektinas heveinas, i$skirtas i§ brazilinio kau¢iukmedzio (lot.
Hevea brazilensis L.) latekso, pasizymi specifiSkumu chitinui, todél turi i$-
reikstas priesgrybelines savybes [74, 125]. Baltaziedzio lubino (lot. Lupinus
albus L.) séklose aptiktas 20 kDa chitinui specifiskas lektinas Blad aktyvu-
mu nenusileido sintetiniams prieigrybeliniams junginiams. Sis lektinas gali
sgveikauti ne tik su gryby lasteliy sienele ir plazminéje membranoje esan-
¢iais membraniniais jony neSikliais, bet ir pasiZymi chiting skaidanciu po-
veikiu, kuomet nuo polisacharido molekulés galy atrankiai nukerpamos tik
po dvi N-acetil-5-D-gliukozamino molekulés. Sis chitinui specifiskas lekti-
nas Blad taip pat geba skaidyti chiting j smulkesnius fragmentus atsitiktinése
polisacharidinés molekulés vietose. Agronomijos praktikoje naudojamas
fungicidinis Blad poveikis prie§ vynuogiy, pomidory ir bulviy miltligés su-
kéléjus [79]. 2017 metais Blad lektinas jtrauktas j fungicidy, sukelianéiy re-
zistentiSkuma, zemos rizikos grupés sarasa. Tokiu biidu atsirado nauja biolo-
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giniy fungicidy (BM 1) klasé [59]. ISgryninti lektinai sgveikauja ir su zmogui
patogeninémis grybeliy rasimis. Brazilinio kauc¢iukmedzio (Hevea brasilen-
sis L.) latekso lektinas pasizymi priesgrybeliniu poveikiu Candida albicans
(ATCC90028) padermei, minimali slopinanti koncentracija (MSK) lygi
95 pg/ml, o Candida tropicalis (ATCC 750) augimg inhibuojanti MSK kon-
centracija — 11,9 pug/ml [85]. Kitas chitinui specifiSkas paprastojo granatme-
dzio (Punica granatum L.) sékly luobeliy lektinas pasizyméjo priesgrybeli-
niu poveikiu pries Candida albicans (URM 5901) — MSK 25 pg/ml ir Can-
dida krusei (URM 6391) — MSK 12,5 pg/ml, paderméms [119]. Specifisku-
mu kitiems angliavandeniams pasizymintys lektinai taip pat gali turéti is-
reikstg priesgrybelinj poveikj. Gliukozei ir manozei specifiski Dioclea viola-
cea L. sékly lektinai pasizymi prieSgrybeliniu poveikiu Candida albicans
(URM 4987) — MSK 16 pg/ml, Candida tropicalis (URM 4989) — MSK
8 ng/ml ir Rhodotorula glutinis (URM 5092) — MSK 256 pg/ml, paderméms
[63].

Priesgrybelinémis savybémis pasizymintys lektinai yra pritaikomi agro-
nomijos praktikoje. Atlikty lektiny poveikio Zmogaus patogeniniams grybe-
liams tyrimy rezultatai sudaro prielaidas naujy prieSgrybeliniy vaisty atsira-
dimui. Stipriausiai iSreikStomis prieSgrybelinémis savybémis pasiZymintys
lektinai yra specifiski chitinui bei jo monomerui N-acetilgliukozaminui.

Insekticidinis poveikis

Augaly lektiny savybé jungtis prie gyviininés kilmés polisacharidy nule-
mia jy poveikj zolédziams gyviinams. Insekticidinis lektiny veikimas pasi-
reiSkia per lektino sgveika su epiteliniy lgsteliy glikokaliksu ir su vabzdziy
iSorinio skeleto sudétyje esanciu chitinu. Prie§ vabzdzius nukreiptas lektino
aktyvumas priklauso nuo atsparumo virskinimo fermentams, tokiems kaip
vabzdziy zarnyne aptinkama a-amilazé [3]. Gerai iStirtas insekticidinémis
savybémis pasizymintis lektinas — WGA. Jis specifiskai jungiasi prie N-ace-
til-D-gliukozamino, sustabdydamas chitino dangaly formavimasi ir vabzdziy
vystymasi [207], o patekes | vabzdziy virSkinimo sistema sukelia vabaly,
drugiy ir dvisparniy vabzdZziy organizmy struktirines pazaidas [70]. Manozg
prijungiantis baltosios snieguolés (Galanthus nivalis L.) lektinas pasizymi
insekticidinémis savybémis prie§ amarus [69], maistiness kandis [169] ir
ziogus [203]. Lektinai negrjZztamai pakeiCia augalais mintan¢iy vabzdziy fi-
ziologija: mazéja vabzdziy kiino masé, stabdoma chitininio dangalo sintezé,
pazeidziama jy virSkinimo sistema.
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Citotoksinis poveikis

Lektiny citotoksinis poveikis gyviininéms Igsteléms jrodytas eksperimen-
tais in vitro ir in vivo. Istyrus ConA lektino veikimg gyviininéms lasteléms in
vitro, buvo pastebétas piknotinis (negrjztamg chromatino sutankéjima, ba-
dinga apoptotinéms ir nekrotinéms Igsteléms, sukeliantis poveikis) bei peliy
peritoniniy makrofagy [50], hepatocity [61] vakuolizacijg (vakuoliy susida-
rymg lastelése) sukeliantys efektai ir visciuky simpatinés nervy sistemos
neurony egzocitozg slopinantis poveikis [19]. Gauti tyrimy rezultatai atsikar-
tojo, iStyrus lektiny poveikj eksperimentiniams gyvinams. Vakuolizacija
sukeliantis lektiny poveikis nustatytas ir in vivo — tyrimy su Ziurkémis metu.
Smailialapés pupelés (Phaseolus acutifolius A. Gray) lektinai sukélé kasos
lasteliy vakuolizacija. Yra Zinoma, kad lasteliy vakuolizacija yra patologinis
pakitimas, daznai sukeliantis lasteliy mirtj [183], todél susidométa proapop-
totinémis lektiny savybémis.

Apoptoze inicijuojantis veikimas pastebétas jvertinus i§ paprastojo ricin-
medzio (lot. Ricinus communis L.) sékly iSskirto lektino — ricino, poveikj
peliy zarnyno epitelinéms Igsteléms [76]. Vélesniy tyrimy metu bandyta iSsi-
aiSkinti lektiny sukeliamos apoptozés mechanizmus. IStyrus ricino poveikj
zmogaus gimdos kaklelio vézio lasteliy linijai (HeLa), lektinas sukélé nuo
kaspaziy priklausomg apoptozés kaskada — paveiktose lastelése suintensyve-
jo reaktyviyjy deguonies formy (ROS) gamyba, tokiu biidu buvo inicijuotas
oksidacinis stresas, véliau — lgsteliy zatis [166]. Ricinas sukélé apoptoze ir
kitoms Igsteliy linijoms: nuo kaspaziy priklausoma apoptoze L540 Hodzkino
limfomos lgsteléms [155], nuo Bcl-2 proapoptoziniy baltymy Bak priklau-
somg apoptoze¢ BEL7404 hepatomos lgsteléms [72] ir kitoms lasteliy lini-
joms [117].

Lasteliy apoptoze sukeliantis poveikis budingas ir maziau toksiSkiems
lektinams. IS mongolinés kulksnés (lot. Astragalus mongholicus L.) Sakny
iSgrynintas galaktozei specifiskas lektinas sukélé Zzmogaus gimdos kaklelio
vézio lasteliy (HeLa), zmogaus | osteoblastus panasiy lasteliy (MG63) bei
leukemijos Igsteliy (K562) linijy apoptoze [215]. Paprastojo duonmedzio
(lot. Artocarpus incisa L.) s¢klose aptiktas lektinas futalinas apoptotiskai
veiké kriities adenokarcinomos MCF7 ir HeLa Igsteliy linijas [28].

Gauti in vitro tyrimy rezultatai patvirtinti ir tyrimuose su gyvinais. Pa-
prastojo amalo (lot. Viscum album L.) mazos lektiny dozés (30 ng/kg gyvino
masés per parg) sumazino zmogaus melanomos augliy, sukelty eksperimen-
tinéms peléms, viduting mas¢ ir metastaziy kiekj plauciuose. To paties tyri-
mo metu pastebétas dendritiniy lasteliy infiltracijos  auglius suintensyvéji-
mas. Buvo pateikta iSvada, kad toks veikimas pasireiské dél imunings siste-
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mos aktyvacijos prie$ vézines lgsteles [200]. Kito tyrimo metu paprastyjy
amaly lektinas buvo jtrauktas j kasdienj peliy, kurioms buvo sukelta Hodzki-
no limfoma, raciong. Buvo stebétas augliy masés sumazéjimas, augliuose
1Sauges apoptotiniy Iasteliy skaicius bei iSaugusi limfocity infiltracija j aug-
liy audinius. Pasibaigus tyrimui net 25 proc. gyviny, kurie buvo maitinti
lektinais, nebuvo aptikta gyvybingy augliy [158].

Nekrozeé, priesingai nei apoptoze, yra nekontroliuojama lasteliy zutis, su-
kelta stipraus lgstelés pazeidimo. Apoptotinj lektiny poveikj daznai lydi ir
nekrozé. Nekrotizuojant lasteléms | intralgsteling terpe patenka nesuardyti
baltymai, nukleino riigStys ir kiti junginiai. DaZniausiai lektiny poveikis ap-
optozei priklauso nuo dozés. Tyrimai parodé, kad apoptotiniu veikimu pasi-
zymi nedidelés lektiny dozés, tuo tarpu didesnés gali turéti stipresnj nekroze
sukeliantj efekta [98]. Atlikus tyrimg su manozei specifiniais gelsvosios so-
foros (lot. Sophora flavescens L.) sakny lektinais, stebétas jy apoptoze suke-
liantis poveikis HeLa lgsteléms. Tiek apoptotiniy, tieck nekrozuoty Igsteliy
skaiCius didéjo proporcingai lgsteliy inkubacijos su lektinu laikui ir lektino
dozei. Kadangi apoptotiniy lasteliy skaiius méginiuose buvo didesnis,
mokslininkai priéjo iSvados, kad lektinas sukélé lasteliy mirti apoptotiniu
keliu [104]. Tokia pati tendencija pastebéta ir iStyrus chitinui specifinius
purpurinés tradeskantés (lot. Tradescantia pallida Boom) Sakny lektinus
[216].

Nekrozinio poveikio lgsteléms tyrimy rezultatus patvirtino tyrimy in vivo
rezultatai. IStyrus j virSkinamgjj trakta patenkanciy skrandzio fiziologiniam
barjerui atspariy dideliy doziy lekting (WGA ar PHA) poveikj Zarnyno mik-
rogaureliams in vivo, pastebéta, kad Sie lektinai sukelia struktiirines audinio
pazaidas. Lektinai jungiasi prie zarny mikrogaureliy pavirSiuje esancios
N-glikolio neuramino rugsties [121] ir gali sukelti Zarnyno epitelio lasteliy
nekrozg ar visiska jy sunykima (tam tikrose audinio zonose). D¢l to sutrinka
maisto medziagy virskinimas ir jsisavinimas [208]. Lektinai, prisijunge prie
zarnyno lasteliy, gali veikti kaip bluZznies augimo faktorius, todél ilgainiui
mazéja zolédziy gyviiny kiino masé, sutrinka hormony pusiausvyra [160].
Kai kurie lektinai gali patekti pro Zarny sieneles j sisteming¢ kraujotaka ir
veikti Kkitus vidaus organus [44]. Buvo nustatyta, kad lektinai gali sukelti
nekroz¢ nepriklausomai nuo lektino preparato jvedimo j organizma biido
[71, 10].

IStyrus apoptoze inicijuojant lektiny veikima in vivo ir in vitro, nustatyti
skirtingi lektiny poveikio mechanizmai. Eksperimentuose su lgstelémis nu-
statyta, kad lektinai tiesiogiai saveikauja su lasteliy membranomis ir jose
esanciais receptoriais, sukeldami lasteliy mirtj. Patek¢ j gyva organizmg lek-
tinai veikia ir kaip antigenai — aktyvina organizmo imuning siStema kovai su
vézinémis lgstelémis. Lektiny sukelta lasteliy mirtis yra nuo jy dozés pri-
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klausantis procesas. Didinant lektiny doze, nepriklausomai nuo preparato
jvedimo budo, didéja rizika sukelti Igsteliy zatj nekrotiniu keliu.

Imunomoduliacinis veikimas

1960 metais (lektinomikos mokslo pradzioje) susidométa lektiny imuno-
geninémis savybémis. Mokslininkas Nowell [132], atlikes in vitro eksperi-
mentg su zmogaus eritrocity ir baltyjy kraujo kiineliy (WBC) miSiniu, paste-
béjo, kad PHA lektinas inicijavo baltyjy kraujo kiineliy skaic¢iaus méginyje
padidéjima, t. y. pasiZyméjo mitogeninémis savybémis sgveikoje su leukoci-
tais. Véliau buvo i8gryninta daugiau lektiny, taip pat charakterizuotas imuni-
niy lasteliy mitoz¢ inicijuojantis lektiny aktyvumas, kuris priklausé nuo lek-
tiny gebéjimo prisijungti prie imuniniy Igsteliy plazminés membranos pavir-
Siuje esanéiy angliavandeniy bei glikozilinty membraniniy receptoriy [29].

Pirminis imuninis atsakas blokuoja antigeny (infekcijos) plitima ir jy pa-
tekimg | organizmo lgsteles. Pirminio atsako metu kraujyje padidéja imunog-
lobuliny koncentracija, kuri lemia prasidéjusig reakcija. IStyrus Balb/C peles,
gavusias manozei specifiSko banany (lot. Musa acuminata L.) vaisiy lektino
(po 20 pg lektino injekuota j raumenis ir po 40 pg lektino skirta per 0s), bu-
vo nustatytas padidéjes imunoglobuliny M ir G kiekis. Istyrus per os lektinus
gavusiy peliy virSkinamojo trakto gleivines nustatyta, kad lektinai jungési
prie gleiviniy pavirSiuje esanciy polisacharidy ir tokiu biidu galimai aktyva-
vo imuninj atsakg [47].

Pirminiame imuniniame atsake dalyvaujantys neutrofilai — baltyjy kraujo
kiineliy riisis, atsakinga uz lokaly imuninj atsakg. Stimuliuojamos uzdegimo
mediatoriy $ios Igstelés migruoja j uzdegimo zidinj. Augaly lektinai savei-
kauja su neutrofilais tiesiogiai, skatindami jy migracija. Neutrofily chemo-
taksis gali intensyvéti priklausomai nuo lektino sgveikos su lastelémis, mak-
rofagais ir putliosiomis Igstelémis [57]. In vitro tyrimy rezultatai parodé, kad
manozei specifinis stambiojo duonmedzio (lot. Artocarpus heterophylus
Lam.) lektinas ArtinM, prisijungdamas prie neutrofily pavirSiuje esanciy
Toll-2 receptoriy ir chemokiny receptoriy N-glikany, aktyvino neutrofilus:
skatino jy migracijg, superoksido produkcija ir fagocitinj aktyvuma [145].
Kity in vitro eksperimenty rezultatai atskleidé, kad ArtinM aktyvino putliyjy
lasteliy degranuliacijg ir imuniniy mediatoriy, tokiy kaip naviky nekrozés
faktorius o (TNF-a), sintezg po saveikos su Toll-2 receptoriy N-glikanais ir
didelio afiniteto IgE receptoriy (FceR) pavirsiuje esanciais N-glikanais [122].
Poodinés 0,5 pg ArtinM injekcijos eksperimentinéms peléms Balb/C inicija-
Vo IL-12 sintez¢ makrofaguose ir dendritinése lgstelése po sgveikos su Toll-2
receptoriy pavirSiuje esanciais N-glikanais [36]. Manozei specifiniy tinklis-
kosios anonos (lot. Annona coriacea L.) sékly lektiny peritoninés injekcijos
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del lektiny sgveikos su lgsteliy glikokalikso molekulémis skatino peliy neut-
rofily migracijg j pilvo ertmg¢ ir uzdegimo mediatoriaus COX-2 sinteze [35].
N-acetil-galaktozaminui/galaktozei specifinis gauruotosios sojos (lot. Glyci-
ne max L.) sékly lektinas pasizyméjo prouzdegiminiu arba prieSuzdegiminiu
veikimu (nepriklausomai nuo injekcijos btido). Injekavus lekting peléms |
vena, intensyvéjo neutrofily migracija | pilvo ertméje karagenanu sukeltg
uzdegiminj zidinj, tuo tarpu lekting injekavus tiesiai j pilvo ertme — neutrofi-
ly migracija j karagenanu sukelta uzdegimo Zzidinj nepakito [16]. Augaly
lektinai, saveikaudami su gyviiny gleivinémis ir su imuninémis lastelémis,
atsakingomis uZ pirminj atsaka, aktyvina pirminj imuninj atsaka.

Gyvinai turi specifinj antrinj imuninj atsaka, kuris atpazjsta pakartotinai
patekusj antigeng ir nedelsiant jjungia imuninio atsako mechanizma. UZ gy-
viiny antrinj lgstelinj imuninj atsaka yra atsakingi T limfocitai. Augaly lekti-
nai su limfocity lgstelémis reaguoja atrankiai. Tyrimy duomenys parodé, kad
dauguma augaly lektiny mitogeniskai veikia tik T limfocitus ir yra neaktyvis
arba inhibuoja kity klasiy limfocity mitoze [7, 138]. Antigenui arba mitoge-
nui prisijungus prie T lasteliy receptoriy, T limfocitai yra aktyvuojami. Mi-
togenui prisijungus prie lgstelés glikoproteiny, aktyvuojami T limfocito vi-
dulgsteliniai signaliniai keliai. Vienas i§ pavyzdziy — mitogenu aktyvuotos
baltymy kinazés, kurios inicijuoja CD25 ir CD69 receptoriniy baltymy eksp-
resijg. Véliau seka interleukino 2 sekrecija ir limfocity proliferacijos aktyvi-
nimas. Toks poveikio mechanizmas biidingas PHA, ConA ir Jakalino lekti-
nams [198]. Istyrus lektino ArtinM in vitro poveikj T limfocity pagalbinin-
kams, nustatyta saveika su CD4" receptoriais — lektinas aktyvino lasteliy mi-
tochondrijas, inicijavo interleukino 2 sinteze ir Igsteliy proliferacijg [187].
Tyrimo in vivo metu poodinés 1,0 pg ir 2,5 pg ArtinM injekcijos Balb/C pe-
léms padidino T ir B limfocity tankj bluznyje, o didelés 5,0 ug ArtinM dozés
sukélé vidutinio stiprumo uzdegiminius pazeidimus [136].
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1.2.1 pav. Skyriuje aptarto augaly lektiny imunomoduliacinio

poveikio schema
Augaly lectiny munomoduliacinis veikimas pasireiskia per lektiny sqveikq su Igsteliy

glikokaliksu. Lektinas patekes j kraujq gali sqveikauti su neutrofily, makrofagy, dendritiniy
lgsteliy, T ir B limfocity N-glikozilintais membraniniais receptoriais ir plazmine membrana.

Tai sukelia superoksido sintezés suaktyvéjimg, paskatina citokiny, interleukiny ir imuno-

globuliny sinteze, nulemianciq kity kraujo forminiy elementy kiekio augimgq. Lektinams
sqveikaujant kity audiniy (pvz. Zarnyno gleivine) lgsteliy glikokaliksu, inicijuojamas pirmin-

is imuninis atsakas bei uzdegiminés reakcijos.

Tyrimais in vitro ir in vivo nustatyta, kad augaly lektinai aktyvina tiek
pirminj, tiek ir antrinj imuninj atsakg (1.2.1 paveikslas). Imunomoduliacinis
poveikis pasireiskia déka lektiny sgveikos su imuniniy lasteliy glikokaliksu
ir plazminéje membranoje randamais glikozilintais receptoriais. Dél Sios sg-
veikos inicijuojama imuniniy lasteliy mitozé ir chemokiny sinteze. Todél
lektiny sukeltas imuninis atsakas neutralizuoja (sunaikina) pazeistas ir vézi-
nes lgsteles.
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1.3. Lektiny iSskyrimas i§ vaistinés augalinés Zaliavos,
gryninimas, kokybiné ir kiekiné analizé

Didelis lektiny biologinis aktyvumas ir jy pritaikymo galimybés skatina
mokslininkus ieSkoti naujy gamtiniy lektiny bei jy i1§gavimo biidy. Augaluo-
se lektinai aptinkami visose augaly dalyse: Saknyse, stiebuose, ziev¢je, la-
puose, pumpuruose, zieduose, vaisiuose ir séklose [149].

1.3.1. Lektiny iSskyrimas ir gryninimas i$ vaistinés augalinés Zaliavos

Lektiny i§skyrimg i§ vaistinés augalinés Zaliavos ir jy gryninimg apima ei-
1¢ procesy: pirmiausia, vandeniniame buferiniame tirpale vykdoma lektiny
ekstrakcija i§ zaliavos, véliau — baltymy i$sodinimas, méginiy valymas ir
chromatografinio gryninimo metodai. Augaly lektinai yra gana gerai tirpls
vandenyje ir lengvai iSekstrahuojami i§ zaliavos. Augalinés zaliavos smulki-
nimo procese naudojamas skystas azotas, palengvinantis lgsteliy suardymg ir
baltymy iSlaisvinimg i$ lasteliy [75]. Nedideliems zaliavos kiekiams naudo-
jami homogenizatoriai arba specialios purtyklés, kurios skystu azotu uzsal-
dytg Zaliavos méginj susmulkina metaliniy Sraty pagalba.

Gerai susmulkinta zaliava ekstrahuojama buferiu, kurio sudétis patiksli-
nama eksperimenti$kai. Remiantis literattiros duomenimis, lektiny ekstrakci-
niy buferiy pH reik§mé varijuoja nuo 4,0 iki 8,5 [80, 154]. Ekstrakcijos saly-
gy pagerinimui j ekstrakcinj buferj papildomai galima jdéti baltymus stabili-
zuojanciy medziagy, pvz., redukuojanciy agenty (2-merkaptoetanolis, ditiot-
reitolis), chelatiniy junginiy (etilendiamintetraacto rtigstis, uréja), proteaziy
inhibitoriy [174, 50, 192]. Siekiant sumazinti polifenoliniy junginiy sgveika
su baltymais, j ekstrakcinj buferj pridedama polivinilo pirolidono, kuris rea-
guoja su fenoliniy junginiy hidroksilo grupémis ir tokiu btudu juos suriSa
[37]. Baltymy ekstrato paruosimui svarbi ir temperattira, nes nuo jos priklau-
so baltymy stabilumas. 4 °C temperatiira ekstrakcijos metu reikSmingai slo-
pina proteaziy, mazinanc¢iy aktyviy baltymy iSeiga, aktyvuma [86].

Optimalus ekstrakcijos laikas nustatomas taip pat eksperimentiskai. Ekst-
rakcijos trukmé varijuoja nuo keletos valandy iki paros [71]. Ekstrakcijai
pasibaigus, pirminis baltymy ekstraktas centrifuguojamas — nuo ekstrakto
atskiriama Zzaliava. Paruostas ekstraktas tinka tolimesniam lektiny grynini-
mui chromatografiniais metodais. Kai kurie autoriai papildomai atlieka ekst-
rakto valymg nuo balastiniy medziagy, iSstidant baltymus neorganinémis
druskomis [108] ar iSsodinant juos organiniais tirpikliais, pvz., etanoliu
[140], acetono ir trichloracto rigsties miSiniu [116]. Dazniausiai naudojamas
baltymy “i§sodinimo* metodas — i§sidymas amonio sulfatu [126]. Sis meto-
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das yra pranasesnis uz kitus, nes yra santykinai pigesnis, o baltymai nepakei-
¢ia savo konformacijos, iSsaugomas baltymy aktyvumas, be to, didel¢ amo-
nio sulfato koncentracija inhibuoja bakterijy augimg ir sumazina baltymy
nuostolius [67]. Literattros Saltiniuose nurodyta, kad baltymy i$stdymui
naudotos amonio sulfato druskos koncentracijos gali buti: 0-15 proc. [81],
0-60 proc. [108], 40-60 proc. [137], 60-80 proc. [100], 30-50 proc. [45] ir t.
t. ISsodinti baltymai resuspenduojami ekstrakciniame buferyje. Po to atlie-
kama baltymy dializ¢, kurios metu pro atrankiai daleliy dydziui pralaidzig
membrang osmozés biidu j buferj pereina didelé druskos koncentracija. Os-
moze vyksta tol, kol abiejose membranos pusése susidaro drusky koncentra-
cijos pusiausvyra. Pries$ atlickant tolimesng¢ analize, méginiy dializé yra biti-
na, nes baltymy méginyje esanti didelé drusky koncentracija sudaro hiperto-
ning terpe, todél gali iSkreipti eritrocity hemagliutinacinio aktyvumo tyrimo
rezultatus. Be to didelé drusky koncentracija gali trukdyti chromatografiniam
baltymy gryninimo procesuli.

Nuo didelés drusky koncentracijos i$valyty baltymy méginiai naudojami
tolimesniame lektiny gryninime. Klasikinis ir bene efektyviausias lektiny
gryninimo metodas — afininé chromatografija. Sis chromatografinis metodas
pasizymi dideliu atrankumu gryninamiems lektinams, nes i§ viso baltymy
misinio atskiria tik su matrica (kolon¢lés stacionarigja faze) specifiskai sg-
veikaujancius junginius. Angliavandeniy molekulés, cheminés modifikacijos
btdu prijungtos prie agarozés, dekstrano ar silikagelio matricos, specifiskai
saveikauja su gryninamy lektiny APS ir sulaiko juos kolon¢léje. Siam proce-
sui yra svarbus stacionariosios fazés stabilumas gryninimo metu: atsparumas
slégiui, pH, denatGruojan¢ioms medZziagoms, pvz. natrio sulfatui, organi-
niams tirpikliams. Agarozés matricos, kuriy daleliy dydis paprastai yra nuo
40 iki 165 pm skersmens, yra populiariausios. Sios matricos i§lieka stabilios
esant placiam pH intervalui (pH reiksmé nuo 3 iki 12) ir sgveikaujant su
dauguma vandeniniy tirpaly, kuriy sudétyje yra denattiruojanciy medziagy
(pvz., Slapalas, tioSlapalas ir kt.) bei organiniy tirpikliy (pvz., etanolis, meta-
nolis ir kt.). Taciau dél savo cheminés struktiiros agarozé yra palanki mitybi-
né terpé bakterijy augimui, todé¢l reikalauja specialios priezZiiiros: gausaus
plovimo buferiniais tirpalais ir vandeniu, konservavimo etanolio tirpale.
Dekstroze pasiZymi panaSiomis stabilumo savybémis kaip ir agarozeé, bet
matricos daleliy dydis mazesnis — iki 50 um. Tokia matrica labiau tinka ma-
7y (1-100 kDa daleliy dydzio) lektiny gryninimui. Silikagelis, prieSingai nei
agaroz¢ ir dekstrozeé, yra netinkamas bakterijy augimui ir yra mechaniskai
atsparesnis auksto slégio poveikiui, ta¢iau Sarminéje terpéje vyksta silikage-
lio hidrolizé, mazinanti matricos stabilumg. Be to, dél hidrofobiSkumo gali
pasireiksti nespecifiné Sios matricos sgveika su baltymais, galinti sumazinti
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iSgryninamo baltymo kiekj ir padidinti pasaliniy, su stacionariaja faze speci-
fiskai nesgveikaujanc¢iy baltymy kiekj [205].

Nuo kolonélés matricos lektinai iSplaunami, keiciant eliuacijai naudojamo
buferio joning jéga, pH reikSmes arba konkurentinémis angliavandeniy mo-
lekulémis, kurios sgveikauja su prie matricos prikibusiais lektinais. Susidarg
konkurentiniy angliavandeniy — lektiny kompleksai iSplaunami i§ kolonélés
kartu su eliuento tékme [142]. Lektiny gryninimui naudojami ir maziau at-
rankiis metodai, tokie kaip jony mainy [73], geliné (daleliy dydzio) chroma-
tografijos [189] arba Siy metody deriniai tarpusavyje ir kartu su afinine
chromatografija.

Jony mainy chromatografijos metodu atliekamas lektiny gryninimas i$
baltymy miSiniy yra pagristas elektrostatine (jonine) saveika tarp anali¢iy ir
nejudriosios fazés jonizuoty grupiy. Lektinai yra sudaryti i§ amfoteriniy jony
— aminorigsciy, turinCiy tiek teigiama, tiek neigiama krivi. Aminoriigsciy
kiekis ir jy iSsidéstymas lektino molekuléje nulemia lektino suminj pavir-
Siaus kriivj. Pagal tai gryninimui pasirenkama jony mainy chromatografijos
stacionarioji fazé (jonitas): anijonito (turin¢io teigiamg krtivj) kolonélé — kai
lektino makromolekulés pavirSiaus suminis kriivis yra neigiamas, arba kati-
jonito (turin¢io neigiama kriivj) kolon¢lé — kai suminis lektino makromole-
kulés pavirSiaus krivis yra teigiamas. UZneSus méginj ant stacionariosios
fazés, analités iSplaunamos keiCiant judriosios fazés jonine jéga arba pH
reik§me. Kuo stipresné misinio komponenty saveika su jonitu, tuo léciau
analités judés kolonéléje [56].

Jony mainy chromatografijos metodas pasiZymi geru biologinio aktyvu-
mo atkuriamumu (skirstomi baltymai nedenattiruojami), naudojama stacio-
narioji fazé yra didelés talpos (galinti adsorbuoti didelj kiekj skirstomo bal-
tymo praplaunama 1 M NacCl tirpalu). Taciau §is metodas néra selektyvus ir
reikalauja papildomy gryninimo procediry [102].

Gelinés filtracijos arba dydzio chromatografija remiasi miSiniy frakciona-
vimu pagal daleliy (molekuliy) dydj. Chromatografiné kolonélé uzpildoma
porétomis sferinés formos polimerinio gelio dalelémis. Priklausomai nuo
molekulés dydzio, analités juda tiek tarp sferiniy gelio daleliy, tiek pro jy
vidy. Gelio daleliy viduje polimeras sudaro tinkling struktiirg, kuri ilgesniam
laikui sulaiko mazesnes analites. Chromatografinio skirstymo metu i$ kolo-
nélés pirmiausiai iSplaunamos didziausios, o véliau — koloné¢l¢je uzsilaikiu-
sios mazesnés analités. Anali¢iy eliuacijai naudojamo buferio pH reikSmé,
joniné jéga ir sudétis reikSmingai nekeicia Sios chromatografijos skirstymo
skiriamosios gebos. Frakcionavimas gali bati atlickamas judriojoje fazéje
esant kofaktoriy ir detergenty, denatiiranty, pvz., §lapalo arba guanidino hid-
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rochlorido, ir susidarius tiek didelei, tiek ir mazai judrios fazés joninei jégai.
Taciau tai gali turéti jtakos anali¢iy stabilumui [153].

PrieSingai nei jony mainy ar afininé chromatografija, gelinés filtracijos
chromatografija nepriklauso nuo skirstomy baltymy ir lektiny misiniy che-
minés sgveikos su stacionarigja faze, taiau metodui turi jtakos analités dale-
liy dydis. Gelinés filtracijos chromatografija yra tinkama anali¢iy, kurios
reaguoja | pH reikSmés ir metaly jony koncentracijos pokycius, tyrimui. Ta-
Ciau Sis metodas néra specifiskas ir reikalauja papildomy gryninimo zingSniy
[130].

Lektiny iSeiga, priklausomai nuo i$skyrimui naudojamos Zzaliavos, gali
kisti nuo 0,002 proc. raudonuosiuose dumbliuose, pvz., Amansia multifida L.
[38], iki 92,5 proc. puosniosios raudiinés (lot. Erythrina speciosa L.) séklose
[95]. Tyrimais nustatyta, kad gryninimo efektyvumas didéja, panaudojant
vieng — du gryninimo metodus, ta¢iau naudojant tris ir daugiau — lektiny is-
eiga Zenkliai sumazéja [126]. Taip yra todél, kad kiekvieno papildomo gry-
ninimo etapo metu kartu su Kitais baltymais prarandama ir dalis gryninamo
lektino. Norint iSvengti $iy nuostoliy, reikty pasirinkti kiek jmanoma atran-
kesnius gryninimo metodus, pvz. afining chromatografija.

Kiekvieno lektiny i8skyrimo etapo metu svarbus optimaliy salygy parin-
kimas. Selektyviis lektiny iSskyrimo ir gryninimo metodai, tokie kaip vande-
nyje tirpiy baltymy iSsodinimas amonio sulfatu bei afininé chromatografija
sumazina tyrimo laiko sgnaudas ir uztikrina mazesnius baltymy iSeigos nuo-
stolius.

1.3.2. Kokybiné lektiny analizé

Kokybinéje lektiny analizéje dazniausiai yra naudojamas hemaglutinaci-
nio aktyvumo testas, imunoblotingas ir masiy spektrometrin¢ analizé. He-
magliutinacijos nustatymas baltymy méginiuose leidzia daryti prielaida, kad
baltymy misinyje yra lektiny. Si prielaida patvirtinama arba atmetama he-
magliutinacijos inhibicijos testu, naudojant jvairius angliavandenius: mono-,
di-, polisacharidus. Atrankiai lektiny paieskai ir vaizdinimui baltymy misi-
niuose pritaikomas ir imunoblotingo metodas, tuo tarpu masiy spektrometri-
né analizé yra skirta méginyje esanciy lektiny kokybiniam identifikavimui,
Ju strukturos isaiskinimui.
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Lektiny hemagliutinacinio aktyvumo nustatymas

Lasteliy hemagliutinacija sukeliantis lektiny veikimas yra klasikinis ir
placiausiai naudojamas lektiny kokybinés ir pusiau kiekinés analizés meto-
das (1.3.2.1 paveikslas, A)

G
Y ‘f:' Glikokaliksas
P EC} Lektinas A Agnliavandeni ﬁ;‘g ,L""’:'P,'ngﬂ'ﬁﬂio angliavandenio

Eritrocitas

Teigiama hemagliutinacijos Hemagliutinacijos reakcija nevyksta

reakcija (F

5

1.3.2.1 pav. Lektiny atpazinimui biologiniuose méginiuose naudojamos
hemagliutinacijos (A) ir hemagliutinacijos inhibicijos reakcijos (B)

A — lektinai atpazjsta eritrocity glikokalikso angliavandenius ir prie jy prisijungia per APS
eritrocitus sujungdami j lgsteliy aglomeratg. B — Hemagliutinacijos inhibicija stebima
kuomet pries sumaisymq su eritrocitais tiriamasis méginys inkubuojamas su lektinui
specifiniu angliavandeniu, kuris prisijungia prie lektino APS uzblokuodamas lektino
reakcijq su eritrocity glikokaliksu.

Hemagliutinacinio aktyvumo nustatymui naudojami Zinduoliy, pavyz-
dziui, peliy, jury kiaulycCiy, triuSiy, aviy, zmoniy ir pauksciy (visty, anciy,
7asy) kraujo eritrocity suspensijos [109]. Vieni dazniausiai naudojamy —
triusiy eritrocity méginiai. Palyginus su kitomis gyviiny rasimis, triusiy erit-
rocitai pasizymi didesniu jautrumu agliutinaciniam lektiny veikimui [95].
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Spé¢jama, kad aktyvesnei triusio eritrocity agliutinacinijai (trumpesnei agliu-
tinacijos trukmei) turi jtakos didesné kraujyje esanciy katecholaminy kon-
centracija (aktyvumas) [209].

Kokybiné lektiny hemagliutinacijos reakcija patvirtinama hemagliutinaci-
jos inhibicijos angliavandeniais testu (1.3.2.1 paveikslas, B). Tai yra ir pu-
siau kiekinis metodas, leidziantis ne tik patvirtinti lektiny buvimag analizuo-
jamame méginyje, bet ir iSaiskinti jy specifiSkumg angliavandeniams. He-
magliutinacijos inhibicijos testas atlickamas serijiniu biidu, skiedziant tiria-
mo angliavandenio méginj, j kurj pridedamas fiksuotas baltymo kiekis ir
fiksuotas kiekis eritrocity suspensijos. Stebima maziausia angliavandenio
koncentracija, kuria angliavandenis inhibuoja lektino hemagliutinacinj vei-
kimg. Atskiry lektiny hemagliutinacinis aktyvumas gali biiti inhibuojamas
jvairiy angliavandeniy, taciau kai kurie i$ jy aktyvuma slopina geriau nei kiti
[127]. Tokiu budu yra i§vengiama klaidingo lektiny identifikavimo, nes 13s-
teliy agliutinacija taip pat gali sukelti ir augaluose randamos rauginés me-
dziagos bei riebaly rugstys [173]. Lektiny hemagliutinacinis aktyvumas gali
buti inhibuojamas angliavandeniais, tuo tarpu rauginiy medziagy ar riebaly
rugscéiy sukeltg agliutinacijg angliavandeniai neuzslopina.

Hemagliutinacijos aktyvumo testas yra vienas i§ paprasty metody, nusta-
tant, ar analizuojamuose baltymy méginiuose yra lektiny, koks jy specifis-
kumas, taCiau Sio testo nepakanka tiriamo lektino aminoriig§ciy sekos ir
strukttiros nustatymui.

Lektiny kokybiné analizé (vaizdinimas) imunocheminés analizés
metodu

Baltymy imunocheminé analizé, dar vadinama Western blot, yra tyrimo
metodas, leidZiantis specifiniais antiktinais identifikuoti lekting baltymy mi-
sinyje. Sis metodas remiasi elektroforezés biidu isskirstyto baltymy misinio
perkélimu ant kietos, elektriniam laukui pralaidZios membranos. IS gelio
pereinancius baltymus sulaikanti blotingo membrana padedama tarp elektro-
forezes gelio ir katodo. Elektroforezés biidu i$skirstyti baltymai i§ gelio per-
keliami ant blotingo membranos, naudojant statmenai gelio pavirSiui nu-
kreipta elektrinj lauka, kuris privercia elektroforezés gelyje esancius balty-
mus judeti link teigiamu kriviu jkrauto elektrodo. Ant blotingo membranos
gaunama tiksli elektroforegramos kopija, kurioje galima pazyméti ir vaizdin-
ti dominanéius baltymus, panaudojant specifinius antikinus [110]. Sis meto-
das tinkamas lektiny paieskai baltymy miSiniuose pagal specifines, tik auga-
lams biidingas N-glikozilinty baltymy struktiiroje esancias molekules: £-1,2-
ksiloz¢ arba a-1,3-fukoze [33, 127]. Imunocheming¢ analizg taip pat galima
pritaikyti konkrec¢iy lektiny, pvz., WGA [206] ar PHA [170], paieskai balty-
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my misiniuose. Sis metodas pasizymi plagiomis pritaikymo galimybémis,
leidzianciomis ne tik aptikti lekting (us), bet ir jj (juos) identifikuoti baltymy
misiniuose.

Kokybiné lektiny analizé masiy spektrometrijos metodu

Informatyvus lektiny nustatymo buidas — masiy spektrometrija, atliekama
pasitelkiant dvi tyrimy strategijas: masiy pirSty atspaudy ,,bottom-up® ir bal-
tymy sekvenacijos ,,top-down “ metodus. Pirmoji, anks¢iau atrasta, iStobulin-
ta ir placiai taikoma baltymy identifikacijai tyrimy strategija vadinama ,,bot-
tom-up* tyrimu. Fermentiniu arba cheminiu biidu suskaidyti peptidy miSiniai
analizuojami masiy spektrometru. Gauti peptidy masiy spektro smailiy duo-
menys yra vadinami masiy pirSty atspaudais (angl. mass fingerprint), pagal
kuriuos atlickama paieSka duomeny bazése Sequest [51] arba Mascot [146].
Cia sukaupti peptidy masiy pirity atspaudy duomenys su geny sekoskaitos
tyrimy metu iSaiskintomis baltymy aminortigs¢iy sekomis [68]. Algoritminés
paieskos metu gauti baltymo fragmenty masiy pirSty atspaudai lyginami su
duomeny bazése sukaupta informacija, o struktiiros atitikimas $iai informaci-
jai jvertinamas balu, pagal kurj atrenkamas identifikuojamas baltymas.

Antroji tyrimy strategija pavadinta ,,top-down* baltymy sekvenacija, nes
tokiu biidu tiriamas nesuskaidytas j fragmentus iSvalytas baltymas arba ma-
zos kompleksinés sudéties polipeptidy miSinys. Toks baltymas fragmentuo-
jamas masiy spektrometru. Gaunami duomenys apie baltymo molekuling
mas¢ ir visus masiy spektrometre susidarancius fragmentus. Pagal tai atlie-
kama analizé duomeny bazése, gaunami duomenys apie visg tiriamo baltymo
aminortgsciy seka. Tos pacios analizés metu galima nuodugniau ityrinéti ir
baltymo potransliacines modifikacijas [214]. Nors §i tyrimo strategija yra
naujesné ir pasizymi mazesniu uz ,,bottom-up® strategijos nasumu, taciau
metodas yra sparciai tobulinamas dél platesniy baltymo iStyrimo galimybiy.

Pagal pasirinktg tyrimy strategija atliekamai baltymy identifikacijai nau-
dojami masiy spektrometrai susideda i§ jonizatoriaus ir analizatoriaus. Daz-
niausiai baltymy analizei naudojami Sie jonizacijos metodai: analites i§ mat-
ricos lazeriu desorbuojantis ir jonizuojantis metodas (MALDI, angl. Matrix
Assisted Laser Desorbtion lonisation) bei elektropurkstuviné jonizacija
(ESI, angl. Electro-spray ionisation). Sie jonizacijos metodai tinkami dideliy
ir nelakiy junginiy, (pvz., baltymy ir peptidy) Svelniai jonizacijai be reiks-
mingos analités fragmentacijos [2]. MALDI jonizacijai pagaminamos specia-
lios plokstelés — matricos. Analizuojamas méginys jlicjamas j kieta matrica,
kuri véliau patalpinama ant méginiy laikiklio masiy spektrometre. Analité ir
matricos molekulés, esant 337 nm ir 355 nm bangos ilgiui, UV lazeriniy im-
pulsy pagalba jonizuojamos j dujing btiseng [107]. Tokiu budu jprastai gau-
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nami vienakriiviai, refiau daugiakriiviai jonai. Jony krivis atsiranda dale-
léms praradus ar jgavus papildomy protony (atitinkamai esant bazinei arba
riigStinei eliuento pH reik$mei). Tokiu biidu suformuojami MH", MH%,
MH™ ir panasiis jonai, arba prijungiami mazi jonai, tokie kaip Na', acetato
jonas, amonio jonas ir panasiis [214]. ESI jonizacijos metu, esant atmosferi-
niam slégiui, pro didele jtampa jkrautg adatg iSpurSkiamas méginys. Tokiu
biidu gaunami jkrauti mazi méginio laseliai, i§ kuriy iS§garinima analité (iSga-
rinimas vyksta prie§ méginio patekimg j aukSto vakuumo kamerg masiy
spektrometre). ESI jonizacijos biidu gaunamos daugeliu kruviy jkrautos da-
lelés, kurios visos analizés metu sudaro platy jony spektrag [212].

Baltymy identifikacijoje naudojami MALDI ir ESI jonizacijos metodai
derinami su keturiy rts$iy masiy analizatoriais. Pirmasis jy — kvadrupolio
analizatorius. Kvadrupolis analizuoja gautus daleliy masés ir krtivio santykio
(m/z) duomenis, pritaikydamas radijo daznj ir pastovig elektring jtampa, lei-
dziancius aptikti tik siauro m/z santykio reikSmes, pasiekiancias detektoriy.
Kvadrupolio analizatoriai su ESI jonizacija gali iSanalizuoti ribota masiy
diapazong ir duoti nedidelés rezoliucijos rezultatus. DaZniausiai tokie anali-
zatoriai apima nuo 50 iki 4000 m/z reikSmes, esant rezoliucijos reik§mei
1000, o jautrumas siekia pikomolines koncentracijas. Kvadrupolinés jony
gaudyklés veikia panasSiai kaip ir kvadrupoliai, taciau yra technologiskai pa-
zangesnes, nes turi papildoma jony koncentravimo funkcijg. Kvadrupoliné
jony gaudyklé kintamu magnetiniu lauku koncentruoja jonizuotas daleles |
maz3 tiirj. Sios dalelés aktyvuojamos rezonansiskai ir elektroninés manipu-
liacijos bidu iSmetamos i§ magnetinio lauko link detektoriaus [112]. Masiy
spektrometrija, naudojant kvadrupolines jony gaudykles, yra labai jautrus
metodas, nes galima sukoncentruoti ir uzlaikyti jonizuotas daleles. Tokios
detekcijos sistemos skiriamoji geba iSauga iki 2000, o jautrumas siekia fem-
tomolines koncentracijas [193, 58].

Lékio trukmés (TOF, angl. Time Of Flight) analizatoriai trumpu jtampos
gradientu pagreitina jonizacijos metu gaunamus jonus ir matuoja laika, per
kurj iSsviesti jonai nuskrieja nustatytg atstumg. Daleliy skrydzio 1€kio trukmé
yra proporcinga kvadratinei Sakniai i§ m/z. Komerciniai TOF analizatoriai
apima m/z reiksmes, nenurodant virSutinio m/z dydzio, esant 10 000-20 000
rezoliucijai [84]. Minimalus detektuojamas analités kiekis siekia femtomoli-
ne¢ koncentracija. TOF analizatoriai jprastai naudojami greta MALDI joniza-
cijos metodo [68].

Furjé transformacijy jony ciklotrono rezonansinis (FTICR, angl. Fourier
Transform lon Cyclotron Resonance) analizatorius yra jautriausias i§ visy
biologiniy méginiy identifikacijai naudojamy analizatoriy. FTICR analizato-
rius sukurtame magnetiniame lauke, pagreitina jonizuotas daleles, jas sulaiko
greitintuvo bloke ir pagal jy ciklinj daznj, priklausantj nuo dalelés masés,
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nustato daleliy m/z reikimes. Sio metodo rezoliucija siekia > 1 000 000, lei-
dzian¢ig atskirti femtomoliniy koncentracijy 1000,000 m/z daleles nuo
1000,001 m/z jonizuoty daleliy. FTICR analizatoriai naudojami tiek su
MALDI, tiek su ESI daleliy jonizatoriais [179].

Masiy spektrometrijos tyrimams yra bitina speciali jranga ir analitiniai
jgudziai, taCiau masiy spektrometrija — tikslus ir greitas lektiny identifikaci-
jos biidas. Priklausomai nuo techniniy galimybiy ir pasirinktos tyrimy strate-
gijos galima nustatyti ne tik analizuojamo junginio aminoragsciy seka, bet ir
jvairias potransliacines modifikacijas.

1.3.3. Kiekiné lektiny analizé

Kiekinei lektiny analizei naudojami modifikuoti kokybinés analizés me-
todai. Pusiau kiekinis hemagliutinacinio titro nustatymo metodas — greitas
budas norint nustatyti lektiny kiekj méginyje, o kiekinis masiy spektrometri-
jos metodas, naudojant standarty medZziagas, leidZia nustatyti konkretaus
analizuojamo lektino kiekj tiriamajame méginyje.

Hemagliutinacinio titro nustatymas

Hemagliutinacijos testas yra patogus ne tik lektiny kokybinei analizei, bet
yra pritaikomas ir pusiau kiekiniame lektiny tyrime. Naudojant §j metoda
galima nustatyti analizuojamo lektino hemagliutinacinj titra™ pg/ul baltymy
pavyzdzio. Titru™ laikomas didZiausias lektiny tirpalo praskiedimas, kuriame
dar matoma eritrocity agliutinacija. Jis parodo lektino kiekj pg/ul pavyzdzio
[175].

Kiekiné lektiny analizé masiy spektrometrijos metodu

Klasikinis kiekinis baltymy nustatymas remiasi dvikryptés elektroforezés
geliy analize, palyginant ant geliy nudazyty baltymy démeliy ploto dydj bei
intensyvumg ir identifikuojant baltymg masiy spektrometrijos metodu [199].
Pastebéjus koreliacija tarp baltymy peptidy kiekio ir smailiy ploto, bei
MS/MS spektry smailiy intensyvumo, tik masiy spektrometrija paremti bal-
tymy kiekinio nustatymo metodai sulauké didesnio susidoméjimo. Biologi-
niuose méginiuose lektiny kiekiné analizé masiy spektrometrijos metodu
vykdoma, naudojant zZymekliais pazymétus peptidus arba Zymekliais nepa-
zymétus peptidus.

Kiekiniam nustatymui naudojami zymekliais pazyméti baltymo peptidai
yra tiriamo baltymo peptidy analogai, kuriy masé yra padidinta Zinomu dy-
dziu. Prijungus masiy zymeklj Siek tiek padidéja tiriamojo baltymo peptidy
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masés, taciau tai nepakeicia pazyméto (,,sunkaus®) ir nepazyméto (,,lengvo*)
baltymo bei jo peptidy sulaikymo laiko. Modernioje proteomikoje naudojami
metabolinio ir cheminio Zyméjimo metodai.

Metabolinio zyméjimo strategija paremta lgsteliy kultiirose, grybeliuose
arba bakterijose in vitro sintetinty baltymy zZyméjimu izotopais. Pavyzdziui,
paZymint sintetintus baltymus ir peptidus izotopu °N, lasteliy ar bakterijy
mitybiné terpé gapildoma >N izotopa turiniomis druskomis. Norint pazy-
méti baltymus e izotopu, ] mitybing terpe pridedama Siuo izotopu pazymé-
tos gliukozeés. Taip pat in vitro sintetintus baltymus galima pazymeéti *°C ar
BN izotopais, kai mitybiné terpé papildoma S§iais izotopais pazymeétomis
aminoragstimis (dazniausiai naudojamos aminortigstys — lizinas ir argininas)
[27, 123]. Naujausi metabolinio proteomos zyméjimo izotopais metodai lei-
dzia pazyméti ir tirti in vivo susintetintus baltymus [181].

Cheminio zyméjimo metodai (prie tiriamyjy baltymy prijungiant afini-
nius, izobarinius arba izotopinius zymeklius) pritaikomi visiems baltymy
méginiams, pasibaigus jy metabolinei sintezei. Tuo atveju baltymy ir peptidy
méginiai pazymimi zinomos masés molekulémis, prijungiant jas kovalenti-
niais rysiais. Pavyzdziui, prie vieno i§ dviejy tiriamyjy baltymy meginio gali
biti prijungtas izotopais pazymeétas afininis zymeklis — jodacetamidas, su-
jungtas su biotinu per tiltel}, sudaryta i§ anglies atomy grandinélés, turin¢ios
aStuonis deuterio atomus (,,sunkusis zyméklis*). Prie antrojo tiriamojo bal-
tymy méginio prijungiamas tas pats jodacetamido zymeklis, sujungtas su
biotinu per tiltelj, sudarytg i§ anglies atomy grandinélés, turin¢ios lengvojo
vandenilio atomus (,,lengvasis zymeklis*). Tuomet, sunkiuoju ir lengvuoju
zymekliu pazyméty dviejy baltymy méginiy masiy spektro smailés viena nuo
kitos bus nutolusios per 8 Dam/z atstumg. Pirma analité, matoma masiy
spektre, bus pazyméta ,lengvuoju Zymekliu, o antra — paZyméta deuterio
turinciu, ,,sunkiuoju‘ afininiu zymekliu [66].

Kitas cheminio zyméjimo btdas — panaudojant izobarinius (vienodos no-
minalios masés) Zymeklius. Siuo metodu pazymimas peptidy miginys, pries
tai tiriamajj baltyma suskaidzius tripsinu ] peptidus. Dazniausiai naudojami
specifiskai su peptidy N gale esan¢iu azotu reaguojantys zymekliai. Jy struk-
tira sudaryta i§ trijy daliy: su azotu reaguojanti grupé (gali biti jvairios
strukttiros, pvz. 2-hidroksiciklopentan-1,3-dionas arba N-hidroksisukci-
nimidas), signaliné N-metilpiperazino grupé, pazyméta izotopais: B3¢, *H
arba %0, ir zymeklio masés suvienodinimo grupé. Izobariniais Zymekliais
pazyméti tos pacios masés peptidai i§ kolonélés iSeina vienodu sulaikymo
laiku, 0 po pirmos fragmentacijos masiy analizatOriuje gaunama viena §iy
peptidy jony smailé. Tik atlikus antrajg peptidy jony fragmentacija masiy
analizatoriuje atsiskiriaizobariniy Zymekliy fragmentai — signalinés nedidelés
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(126-131 m/z) masés molekulés. Pagal Siy signaliniy molekuliy masiy spekt-
ro smailiy intensyvumg galima nustatyti peptidy kiekj miSinyje [168].

Cheminio-izotopinio zyméjimo metodas paremtas izotopy turinCiy Zy-
mekliy kovalentiniu prijungimu prie baltymy. Taikant kiekinei peptidy ana-
lizei deuterio zymeklj, vykdomas peptidy dimetilinimas (deuterio turinciais
radikalais). Atliekant peptidy Zyméjima ¥0 atomais, baltymy skaidymo me-
tu pridedamas ,.sunkusis vanduo®, kurio visi deguonies (‘°0) atomai yra pa-
keisti sunkiuoju deguonies (**0) atomu [210].

Kiekinis baltymy nustatymas, naudojant zinomos masés zymeklius, tinka
nustatant santykinj analizuojamy anali¢iy kiekj. Taciau Siam metodui reika-
lingi brangiis Zymekliai su izotopais, specifiné programiné jranga ir analiti-
niai jgiidZiai. Be to, ne visiems tyrimy objektams §is metodas tinka ir daznai
yra svarbesnis baltymo absoliutaus kiekio nustatymas [129].

Bezymeklinis baltymy kiekinis nustatymas vykdomas, remiantis keliomis
strategijomis. Pirmosios strategijos principas — lyginami tiriamojo méginio
chromatografiniy smailiy plotai ir masiy spektro smailiy instensyvumas su
zinomos koncentracijos peptido standarto chromatografinés smailés plotu ir
masiy spektro smailés intensyvumu. Pavyzdziui, ankstesniy tyrimy metu
nustatyta peptidy chromatografiniy smailiy ploto ir masiy spektro smailiy
intensyvumo tiesiné priklausomybé nuo peptidy koncentracijos (r’=0,9978),
kai peptido koncentracija méginyje varijavo nuo 10 fmol iki 2000 pmol [17,
135].

Alternatyva pirmajai strategijai — bezymeklis santykinio baltymy kiekio
nustatymas, paremtas pastebéjimu, kad didesnis baltymo kiekis méginyje po
fragmentacijos masiy spektre bus matomas proporcingai intensyvesniy smai-
liy pavidalu. Baltymo kiekio méginyje skai¢iavimas atlickamas pritaikant
algoritmus [77], paskai¢iuojant baltymo kiekio indeksg (baltymo kiekio in-
deksas — visy méginyje uzfiksuoty peptidy kiekio santykis su identifikuoty
atskiry baltymy peptidy kiekiu [111, 115]. Siuos skaitiavimus galima atlikti,
pasitelkus Mascot programing jranga [173, 196].

Kiekinés analizés rezultaty tikslumui bitinos vienodos eksperimento sa-
lygos: temperatiira, buferiy pH reikSmeé, joniné jéga, meéginio sumaiSymo
greitis. Kiekinis masiy spektrometrijos metodas iSsiskiria specifiSskumu —
naudojant §] metoda galima ir neiSgrynintuose baltymy méginiuose nustatyti
tiriamy lektiny kiekj, taciau tyrimo metodas reikalauja ypatingy analitiniy
igiidziy.
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1.4. Echinacea purpurea (L.) Moench vaistinés augalinés
Zaliavos — Sakny, fitocheminé sudétis ir vartojimas medicinoje

Rausvaziedé eziuolé (Echinacea purpurea (L.) Moench) — graizaziedziy
(Compositae) Seimai priklausantis vaistinis augalas. Echinacea Moench gen-
ties atstovai yra endeminés Siaurés Amerikos rasys, paplitusios didZiosiose
lygumose, nuo Apalaéiy kalny rytuose ir Uoliniy kalny vakaruose [14].

Rausvaziedziy eziuoliy vaistinéje augalinéje Sakny zaliavoje vyrauja poli-
sacharidai (39,2-79,8 proc.) - inulinas, arabinoranogalaktanai ir heteroksila-
nai [39], kavos ragsties dariniai: kavos, cichoro, kaftaro, chlorogeno riigstys
(2-3 proc.) [139], lipofiliniai alkilamidai (2,03-5,46 proc.) [147][101], eteri-
nio aliejaus junginiai: borneolis, bornilo acetatas, kariofilenas, kariofileno
oksidas, humulenas) (0,05-0,48 proc.) [133].

Tradicinéje liaudies medicinoje rausvaziedziy eziuoliy vaistiné augaliné
zaliava vartota Siaurés Amerikos Indény gentyse. Augaliné Zaliava buvo
vertinama dél zaizdas, gyvaciy jgélimus ir perSalimg gydanciy savybiy [22].
Modernioje medicinoje rausvaziedziy eziuoliy preparatai tiriami ir vartojami
nuo 20 amziaus pradzios. Manoma, kad uz imunomoduliacinj poveikj
Echinacea purpurea (L.) Moench $akny Zaliavoje yra atsakingi polisacha-
ridai ir kavos riigSties dariniai. In vitro tyrimy metu jvertinta vandeniniy
rausvaziedziy eZiuoliy Sakny ekstrakty, kuriy sudétyje sudaré nustatyta apie
80 proc. polisacharidy, jtaka T limfocity funkcijai. Gauti tyrimo rezultatai
parodé, kad 12-O-tetradekanoilforbolio-13-acetatu ir jodacetamidu aktyvuo-
ty Jurkat Igsteliy linijg paveikus tokiu ekstraktu pasireiské nuo dozés stipriai
priklausantis interleukino-2 ir y-interferono sintezés suintensyvéjimas [58].
Vandeniniu rausvaziedziy eziuoliy Sakny ekstraktu paveikus Balb/C peliy
splenocitus in vitro, lastelése suintensyvéjo interleukiny 6 ir 10, TNF-a ir
makrofagy uzdegimo baltymo (MIP-1a) sintezé [74]. Taciau kiti tyrimai su
rausvaziedziy eziuoliy Sakny vandeniniu ekstraktu atskleidé, kad toks
ekstraktas neturéjo stimuliuojanéio poveikio NK Igsteléems [49], bet pasi-
zyméjo prieSuzdegiminiu poveikiu, pasireiSkianciu per fosfatidilinozitolio-3-
kinazés/Akt baltymo signalinj kelig [55].

Rausvaziedziy eziuoliy Sakny zaliavoje aptinkamos kavos riigstys ir alki-
lamidai pasizymi antioksidantiniu poveikiu [202]. Etanolinis Sakny zaliavos
ekstraktas, kuriame nustatyti kavos riigsties dariniai ir alkilamidai, stimulia-
vo CD49" ir CD19" limfocitus bluznyje ir NK Igsteliy citotoksiskuma, a in-
terferono sinteze, taciau blokavo TNF-« ir IL-1 sinteze in vivo [217]. Kity in
vivo tyrimy metu nustatyta, kad Echinacea purpurea (L.) Moench Sakny eta-
nolinis ekstraktas (priklausomai nuo dozés) stimuliavo interleukino 6 ir
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TNF-a ekspresija, taciau Sio ekstrakto alkilamidy frakcija pasizymeéjo eksp-
resijg slopinanéiu poveikiu in vivo [17].

Tyrimy rezultatai parodé, kad nuo Echinacea purpurea (L.) Moench Sak-
ny ekstrakto cheminés sudéties gali kisti ir jo poveikis. Cheminés sudéties
skirtumai atsiranda dél skirtingy vaistiniy augaly auginimo ir klimatiniy sa-
lygy bei ekstrakcijos metody — vandeniniuose ekstraktuose nustatyta daugiau
polisacharidy, tuo tarpu etanoliniuose ekstraktuose — fenoliniy riigsciy ir al-
kilamidy.
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas

Baltymai, i$skirti i§ dvejy mety amziaus rausvaziedés eziuolés (Echinacea
purpurea (L.) Moench) Sakny vaistinés augalinés Zaliavos, surinktos 2014 ir
2015 mety spalio ménesj Vytauto Didziojo universiteto Kauno botanikos
sodo vaistiniy augaly skyriuje.

2.2. Reagentai ir medZiagos

2.2.1. Reagentai

Ac-galaktozé (>99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim,
Vokietija); amonio sulfatas (>99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh
(Steinheim, Vokietija); D-(+)-galaktozé (> 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Che-
mie GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(+)-gliukozé (> 99,0 proc.) Sigma-
Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); dinatrio hidrofosfatas
(> 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); jakalino
lektino standartas (>97,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim,
Vokietija); D-(—)-fruktozé¢ (>99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh
(Steinheim, Vokietija); jaucio serumo albuminas (BSA) (> 96,0 proc.) Si-
gma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(+)-ksilozé
(>99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); o-
laktozés monohidratas (> 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Stein-
heim, Vokietija); D-(+)-maltozés monohidratas (> 99,0 proc.) Sigma-Aldrich
Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(+)-manozé (> 99,0 proc.) Sigma-
Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); N-ac-gliukozaminas
(> 95,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); natrio
chloridas (> 99,5 proc.); natrio dodecilsulfatas (SDS) (> 99,5 proc.) Sigma-
Aldrich  Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); natriodihidrofosfatas
(> 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); polivi-
nilpolipirolidonas (PVPP) (~110 um daleliy dydzio) Sigma-Aldrich Chemie
GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(—)-ribozé (=99 proc.) Sigma-Aldrich
Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); skruzdziy ragstis Sigma-Aldrich
Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); sukrozé (> 99,5 proc.) Sigma-Aldrich
Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); y-aminokaproino  ragstis
(>99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); pepti-
doglikanus prijungiancio lizino domeno standartas, pagal uzsakyma isigytas
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Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); tripsinas 25 g/l Bioch-
rom GmbH (Berlynas, Vokietija); Coomasie briliantinis mélynasis daziklis
Roti®-Quant Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Vokietija); suskystintas azotas,
isigytas UAB Gaschema (Jonava, Lietuva). manozés-Separopore® 4B-CL
afininé matrica, jsigyta GE Healthcare AB (Helsinkis, Svedija). I$grynintas
dejonizuotas vanduo (18,2 mQ/cm), ruostas ,,Millipore“ (JAV) vandens va-
lymo sistema. Naujosios Zelandijos baltyjy triusiy kraujo eritrocitai (LSMU
Veterinarijos akademija).

Poliakrilamidas/Bis-akrilamido 19:1 tirpalas (30 proc.) elektroforezés ge-
liams BioRad Laboratories (Helsinkis, Suomija); baltymy dydzio standartai
(daleliy dydis 10-200 kDa, rinkinys PageRuler™) UAB Fermentas (Vilnius,
Lietuva); Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris baz¢) (> 99,0 proc.) Sigma-
Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); polietilenglikolio sorbitano
monolauratas (Tween®), Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokieti-
ja); polivinildieno fluorido (PVDF) blotingo membrana (pory dydis 0.2 pm)
Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija).

Pirminis antik@inas: anti-ksilozés polikloninis antikiinas, i$skirtas i$ triusiy
serumo DAKO Denmark A/S (Glostrup, Danija); antrinis antikiinas: anti-
triusiy antrinis polikloninis antik@inas, i$skirtas i§ oziy serumo, sujungtas su
Sarmine fosfataze, jsigytas DAKO Denmark A/S (Glostrup, Danija); CDP
Star® chemiliuminescensiniai dazai (0,25 uM) Sigma-Aldrich Chemie
GmBh (Steinheim, Vokietija); rentgeno ploksteles AGFA-Gevaert N. V.
(Morstelis, Belgija).

Etanolis (96,6 proc.) AB Vilniaus degtiné (Vilnius, Lietuva); acetonitrilas
gradientinio §varumo, kavos rtigsties standartas (> 98,0 proc.) Sigma-Aldrich
Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); fiziologinis natrio chlorido tirpalas
AB Sanitas (Kaunas, Lietuva).

Parafino granulés, ksilenas histologinio grynumo, izopropanolis
(> 98,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija). ISlais-
vinantis tirpalas (pH reiksmé 9,0) DAKO Denmark A/S (Glostrup, Danija);
3,3’-diaminobenzidinetrahidrochlorido+chromogeno tirpalas DAKO Den-
mark A/S (Glostrup, Danija), CD3 antikiinas DAKO Denmark A/S (Glost-
rup, Danija).

2.2.2. Buferiniy tirpaly sudétis

Fosfatinis (PBS) buferis: 7,6 mM Na,HPO,, 2,3 mM NaH,PQOy,, 0,15 mM
NaCl, pHreik8mé 7,4. Kolonélés paruosimo buferis: 0,5M NaCl,
20 proc. (v/v) etanolio. PBS-laktozés buferis: 7,6 mM Na2HPOs, 2,3 mM
NaH2POs4, 0,2 M laktozés, pH reiksmé 7,4. NDS-PAGE elektroforezes
buferis:19,2 mM  Tris-HCI, 2,5mM glicino, 0,1 proc. (m/v) NDS.
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Elektroforezées metu naudojamas pavyzdziy buferis (x5): 10 proc. (m/v)
NDS, 10 mM B-merkaptoetanolio, 20 proc. (v/v) glicerolio, 0,2 M Tris-HCI,
0,05 proc. (m/v) bromfenolio mélio, pH reiksmé 6,8. Imunochemineés
analizes metu naudojamas pernasos buferis: 25 mM Tris-HCI, 200 mM
glicino, 20 proc. (v/v) etanolio. Tris-bazés (TBS) buferis: 50 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl, pH reik§mé 7,4. Fiksacinis tirpalas: 1,58 M natrio tiosulfato,
0,12 M bevandenio natrio sulfito, 28 proc. acto riigsties, 58 mM kalio altino
sulfato. Ryskinantis tirpalas: 2,9 M metolio, 22,7 mM hidrochinolono,
0,395 M bevandenio natrio sulfito, 2,6 M natrio borato. Histocheminiy
meéginiy paruoSimui naudojamas blokuojantis buferis: TBS, 4 proc. (m/v)
BSA. Aktyvacijos buferis: 100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl..

2.2.3. Laboratoriné jranga

Magnetin¢ maiSykle RTC basic IKAMAG®, smulkinimo maliinélis
M20IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Vokietija), centrifuga Heraeus
Stratos 10513822 Thermo Fisher Scientific Inc. (Pitsburgas, PA, JAV), pH
matuoklis pH1100 VWR International (Randoras, PA, JAV), spektrofoto-
metras Spectronic camspec M550 UV/VIS (Lydsas, Jungtiné karalysté),
spektrofotometras NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific (Vilmingto-
nas, DE, JAV), ultragarso vonelé Elmasonic P Elma Schmidbauer GmbH
(Zingenas, Vokietija), tuscia chromatografiné koloné¢lé XK 16/20 GE
Healthcare AB (Helsinkis, Svedija), chromatografinis siurblys Waters 1500,
pusiau preparatyvines chromatografijos sistema, sudaryta i§ binarinio chro-
matografinio siurblio Waters 1525, méginiy paskirstymo sistemos Waters
2767, diody matricos detektoriaus Waters 2998, eliuenty paskirstymo bloko
SFO Waters — Waters Corporation (Milfordas, MA, JAV).

Elektroforezés sistema Mini-protean® ir imunocheminés analizés sistema
Trans-Blot® Turbo™ su elektros Saltiniu PowerPac™ BioRad Laboratories
(Helsinkis, Suomija), vakuuminé centrifuga Eppendorf Vacufuge 5301
(Hamburgas, Vokietija).

Skys¢iy chromatografijos — masiy spektrometrijos sistema peptidy
identifikacijai, sudaryta i§ chromatografinés sistemos Ultimate 3000 RSLC-
Thermo Fisher Scientific Inc. (Pitsburgas, PA, JAV) ir masiy spektrometro
Maxis 4G UHR-TOF su Captive spray (jony gaudyklés) jonizacijos Saltiniu
— Bruker (Billerica, MA, JAV).

Skyséiy chromatografijos — masiy spektrometrijos sistema peptidy kieki-
niam nustatymui: Waters Acquity H-class UPLC (Milfordas, MA, JAV) su
TQ-S (trigubo kvadrupolio) masiy spektrometrinés detekcijos sistema Wa-
ters, skirstymui naudota Acquity CSH-C18 chromatografiné kolonélé
(150 mm x 2,1 mm @, daleliy dydis 1,7 um) Waters (Milfordas, MA, JAV).
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Mégintuvéliai Vacutainer® su heparinu ir Vacutainer®, padengti etilen-
diamintetraacto rugstimi (EDTA) — Becton, Dickinson and Company (Frank-
lin Lakes, NJ, JAV), hemocitometras Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
(Lauda-Konigshofen, Vokietija), melanzet¢é Thomas Scientific (Swedes-
boras, NJ, JAV), mikroskopai Olympus CX21 ir Olympus BX51 su kamera
Olympus DP70 (Tokijas, Japonija), histologiniy preparaty procesorius Shan-
don Pathscentre Thermo Electron Corporation (Cheshire, Jungtiné Karalys-
té), histologiniy preparaty skeneris Pannoramic MIDI 1l (3DHISTECH,
Vengrija), parafininiy bloky formavimo centras TBS88 Medite GmbH
(Burgdorf, Vokietija), rankiniu btidu valdomas rotacinis mikrotomas Leica
RM2125RT Leica Biosystems (Veclaras, Vokietija), mikro bangy jrenginys
RHS-1 (Sorisole, Italija).

Naudota programiné jranga: MassLynx™ Waters Corporation (Milfordas,
MA, JAV), Panoramic Viewer 1.15.2 i§ 3DHISTECH Kft. (Budapestas,
Vengrija), Matrix — Matrix Science (Bostonas, MA, JAV).

2.3. Tyrimo metodai ir metodika

2.3.1. Echinacea purpurea (L.) Moench vaistinés augalinés Zaliavos
paruoSimas ir laikymas

Tyrimui naudota Lietuvos salygomis introdukuotos rausvaziedziy eziuo-
liy Sakny zaliava, surinkta Vytauto Didziojo universiteto, Kauno botanikos
sode [165]. Echinacea purpurea (L.) Moench Saknys i$kastos rudenj (spalio
meén.). Ant Sakny likusi smulkiy Zemés priemaisy dalis nuplauta saltu tekan-
¢iu vandeniu. Popieriniu ranks§luos¢iu nusausintos nesmulkintos rausvazie-
dziy eziuoliy Saknys uzsaldytos —20 + 2 °C temperatiiroje. Sakny Zaliava
atsildyta tik pries pat baltymy iSskyrimg.

2.3.2. Baltymy iSskyrimas i$ Echinacea purpurea (L.) Moench Sakny
ir lektiny gryninimas

Baltymy i$skyrimas i§ Echinacea purpurea (L.) Moench Sakny ir lektiny
gryninimas i$§ baltymy vykdytas trimis etapais. Pirmajame etape pagamintas
vandeninis baltymy ekstraktas, kuris naudotas tolimesniam baltymy iSstdy-
mui. Véliau atliktas iSstidyty baltymy frakcijy hemagliutinacinio aktyvumo
testas. DidZiausiu hemagliutinaciniu aktyvumu pasizyminti baltymy frakcija
naudota lektiny gryninimui afininés chromatografijos metodu.

43



Baltymy vandeninio ekstrakto gamyba

Pries ekstrakcijg atSildyta rausvaziedziy eziuoliy Sakny zaliava skalpeliu
supjaustyta j mazesnius, iki 1 cm ilgio, gabalélius. Tokiu badu paruosta Za-
liava sudéta j smulkinimo maltinélj, suskystintu azotu atSaldyta iki —195 °C
ir homogenizuota 5 min. Susmulkinta sakny zaliava perkelta j porcelianine
gristuve ir rankiniu biidu piestele pertrinta su suskystintu azotu iki 0,5-1,5
mm dydzio daleliy . Taip paruosta Sakny Zaliava naudota pirminio baltymy
ekstrakto gamybai.

50 g homogenizuoty rausvaziedziy eziuoliy Sakny 2 val. ekstrahuota fos-
fatiniu buferiu (PBS) su 2 proc. (m/v) PVPP ir 5 mM y-aminokaproino rtgs-
ties pastoviai maisant magnetine maisykle, 4 + 2 °C temperatiiroje. Naudotas
zaliavos ir ekstrakcinio buferio santykis 1:5 (m/m).

Gautas ekstraktas centrifuguotas 4 °C temperattroje 20 min., panaudojant
8500 x g santyking iScentring jéga. Surinktas centrifugatas toliau naudotas
baltymy i§stidymui amonio sulfatu, o atskirtos zaliavos nuosédos pasalintos.

Baltymy iSsiidymas amonio sulfatu

I§ pirminio baltymy ekstrakto baltymai i$sodinti juos i§siidant amonio su-
Ifatu. Pirmoji baltymy frakcija (Fo_s0) gauta prisotinant pirminj baltymy ekst-
raktg (m/v) amonio sulfatu iki 60 proc. I 100 ml pirminio ekstrakto pridéta
36,1 g amonio sulfato druskos ir 4 °C temperatiiroje pastoviai maisyta 2 val.
Po to tirpalas su nuosédomis centrifuguotas 4 °C temperatiiroje 20 min. pa-
naudojant 8500 x g santyking iScentring jéga. Gautas baltymy precipitatas
atskirtas nuo centrifugato ir resuspenduotas 5ml PBS buferio,
pH reik§mé 7,4. Pirmos frakcijos centrifugatas toliau naudotas baltymy iSsi-
dymui jj prisotinant amonio sulfatu nuo 60 iki 80 proc. (m/v) Antroji balty-
my frakcija (Feo-g0) gauta j 100 ml pirmos frakcijos centrifugato pridedant
12,9 g amonio sulfato druskos. Tirpalas paliktas iSsodinimui 16 val. pasto-
viai maiSant magnetine maiSykle 4 °C temperattroje. Pasibaigus iSsodinimo
laikui, toks tirpalas centrifuguotas 4 °C temperatiiroje 20 min. panaudojant
8500 x g santyking iScentring jéga. Po centrifugavimo gautos nuosédos re-
suspenduotos 5 ml PBS buferio (pH reiksmé 7,4), o centrifugatas prisotintas
amonio sulfato druska nuo 80 iki 100 proc. (m/v). Trecioji baltymy frakcija
(Fso-100) gauta j 100 ml antrosios frakcijos centrifugato pridedant 13,9 g
amonio sulfato druskos. Tirpalas paliktas baltymy i§sodinimui 10 val. pasto-
viai maiSant magnetine maiSykle 4 °C temperatiiroje. Po to baltymy tirpalas
centrifuguotas 4 °C temperatiiroje 20 min. panaudojant 8500 x g santyking
iScentring jéga. Gautos nuosédos resuspenduotos 5ml PBS buferio
(pH reiksmé 7,4), o centrifugatas paSalintas.
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Pagamintos trys amonio sulfatu isstidytos baltymy frakcijos: Fo so; Fso_so
ir Fgo100 iSvalytos dializés pagalba. Naudojant membrang (MWCO,
10 000 Da) suformuotas dializés maiselis, kuris pripildytas frakcijy meégi-
niais. Dializés maiseliai sudéti j 1| talpos chemines stiklines, pripildytas
PBS (pH reiksmé 7,4) tirpalo, ir dializuoti pastoviai maisant 12 val., 4°C
temperatiiroje, kas 4 val. pakeic¢iant PBS buferj. Gautos frakcijos, iSvalytos
nuo mazamolekuliniy (< 10 000 Da) junginiy, naudotos tolesnéje analizéje.
Meéginiai surinkti, pagal metodg aprasyta 2.3.4 skyriuje iSmatuotas bendras
baltymy kiekis, nustatytas hemagliutinacinis titras ir atlikti hemagliutinacijos
inhibicijos angliavandeniais testai, aprasyti 2.3.3 skyriuje.

Lektiny gryninimas afininés chromatografijos metodu

DidZiausiu hemagliutinaciniu titru pasizymeéjusi baltymy frakcija Fgo go
toliau naudota lektiny gryninimui afininés chromatografijos metodu. Atlikus
hemagliutinacijos inhibicijos testa, aprasyta 2.3.3 skyriuje, buvo nustatytas
baltymy miSinyje esanciy lektiny didziausias specifiSkumas D-manozés ir
laktozés molekuléms. Pagal gamintojo nurodymus chromatografiné kolon¢lé
XK 16/20 uzpildyta manozés-Separopore® 4B-CL afinine matrica.

Prie§ chromatografinj skirstyma atliktas 30 min. trukmés lygsvarinimas
PBS buferiu (Eliuentas A). Gryninimui naudota didziausiu hemagliutinaciniu
titru pasizyminti baltymy frakcija Feo go, Si frakcija isskirstyta pagal baltymy
giminingumg (afiniSkumg) manozei, imobilizuotai ant kolon¢lés matricos. |
kolonéle injekuota 1000 pl (1,14 mg) Feo g0 baltymy méginio, esant judrios
fazés tekéjimo greiciui — 1 ml/min. Po meéginio injekcijos kolon¢lés eliucija
vykdyta dviem etapais. Pirmasias 30 min. eliuentu A i§ kolonélés iSplauti su
afinine matrica nesgveikaujantys baltymai. Antrame etape, pirmajag minute
(nuo 30 iki 31 min.) tolygiai didinta eliuento B (0,2 M laktozés PBS bufery-
je) koncentracija nuo 0 iki 100 proc. (m/v), eliuacija vyko iki 50 min. Siame
gryninimo etape hemaglutininai, prisijungg prie eliuente B esancios laktozés
molekuliy, konkurenciniu biidu i§stumti nuo kolonélés matricos. Abiejy gry-
ninimo etapy metu “isé¢je* baltymai surinkti j 2 ml tario frakcijas, patikrintas
gauty frakcijy hemagliutinacinis aktyvumas, frakcijos 4 kartus sukoncentruo-
tos ir nustatytas bendras baltymo kiekis frakcijose.

Chromatografinio skirstymo metu uzregistruotos chromatogramos, duo-
menys issaugoti ir apdoroti, naudojant ,,MassLynx Mass Spectrometry Soft-
ware® (,,Waters®, JAV) programine jrangg, analiciy i$§¢jimo i§ koloné¢lés de-
tekcijai naudotas fotodiody matricos detektorius.
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2.3.3. I§ Echinacea purpurea (L.) Moench S§vieziy $akny Zaliavos
iSskirty baltymuy ir lektiny kokybiné analizé

Pirminé kokybiné lektiny analizé, atliekant hemagliutinacinio aktyvumo
testa, atlikta po kiekvieno gryninimo etapo. Taip pat vykdytas lektiny speci-
fiskumo angliavandeniams nustatymas, Kuris yra svarbus pasirenkant afini-
nés chromatografijos gryninimo metodo liganda. Si imunocheminé analizé
atskyré aktyvioje frakcijoje esancius baltymus, kurie kokybiskai identifikuoti
masiy spektrometrijos metodu.

Hemagliutinacinio aktyvumo testas

Triusiy Kraujo méginiy paruoSimas hemagliutinacijos testui

Triusiy kraujo méginiai gauti 1§ Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Veterinarijos akademijos Anatomijos ir fiziologijos katedros ir Vivariumo.
Pagal Dhuna ir bendraautoriy metodika [46] paruosta 2 proc. (v/v) Naujosios
Zelandijos baltyjy triusiy kraujo suspensija, kurios 1 ml yra 3,5 x 10° eritro-
city. Kraujo méginiai surinkti j Vacutainer® meégintuvelius su heparinu ir iki
suspensijos ruosimo laikyti ne ilgiau kaip 3 dienas 4 °C temperatiiroje.

1ml triusio kraujo méginio suspenduota 14 ml PBS buferinio tirpalo
(pH reiksmé 7,4) ir 10 min. centrifuguota 800 aps/min. greiciu, 4 °C tempe-
ratiiroje. Gautas centrifugatas nupiltas, o nuosédose esanti eritrocity masé
resuspenduota 15 ml PBS buferinio tirpalo (pH reiksmé 7,4). Centrifugavi-
mas ir gautos eritrocity masés resuspendavimas PBS pakartotas 4 kartus.

Po 4 plovimy eritrocity masé suspenduota 7,5 ml tripsino tirpalo (1 mg
tripsino/Iml PBS (pH reiksmé 7,4)). Toks méginys inkubuotas termostate
37 °C temperatiiroje 1 val., pastoviai maiSant rotaciniais judesiais. Pasibai-
gus inkubacijai tripsinu apdorota eritrocity suspensija 10 min. centrifuguota
800 aps/min. greiciu, 4 °C temperatiroje. Gautas centrifugatas nupiltas, o
i§sodinta eritrocity masé suspenduota 15 ml PBS, pH reiksmé 7,4. Centrifu-
gavimo ir eritrocity masés suspendavimo procediira pakartota 4 kartus. Pa-
baigus tripsinu paveiktos eritrocity masés plovimg, lgstelés suspenduotos
15 ml PBS, pH reik§mé 7,4. Paruosta eritrocity suspensija laikyta 4 °C tem-
peratiiroje ne ilgiau kaip 1 savaite.
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Hemagliutinacinio aktyvumo nustatymas

I ploksciadugnius imunofermentiniy reakcijy lékstelés Sulinélius jpilta po
50 pl PBS (pH reiksmé 7,4) tirpalo. | pirmg Sulinélj jpilta 50 ul baltymy
ekstrakto, iSmaiSyta pipetuojant. | Sulinélj jpilta 50 pl 2 proc. tripsinu apdo-
roty triusio kraujo eritrocity suspensijos. Mikro plokstel¢ Svelniai pamaisyta
rotaciniais judesiais ir uzdengta. Po 60 min. inkubacijos, esant 22 °C tempe-
ratiirai, mikroskopuojant 4x objektyvu stebéta eritrocity reakcija j baltymy
méginj. Frakcija laikyta pasizymin¢ia hemagliutinaciniu aktyvumu tuo atve-
ju, kai regimajame lauke buvo matomos j gumulélius sukibusios eritrocity
lastelés. Tuo tarpu aktyvumo neturinti frakcija nesukélé eritrocity lasteliy
sukibimo, o Sulinélio dugne buvo matomos tolygiai dugna padengusios Iaste-
lés [1]. Neigiamai kontrolei naudotas PBS buferis, teigiamai kontrolei — ja-
kalino lektino standartas.

Pagal 1 formule apskaiciuotas specifinis hemagliutinacinis aktyvumas
(HA), isreikstas hemagliutinacinio titro (T) santykiu su baltymy kiekiu (mg)
frakcijoje (mg). Nustatytas HA hemagliutinacinio aktyvumo vienetais (HU)
1 mg baltymo. Taip pat apskaic¢iuota minimali baltymo koncentracija (Cmin),
sukelianti 2 proc. triusio eritrocity suspensijos hemagliutinacijg. Cpin yra lygi
baltymy koncentracijos (C, pg/ml) tiriamajame méginyje santykiui su he-
magliutinaciniu titru (T) (2 formulé). I§ gauty duomeny pagal 3 formule pa-
skai¢iuotas baltymy gryninimo laipsnis (GL), kuris parodo, kiek karty bal-
tymas buvo iSgrynintas, palyginus su pradiniu vandeniniu baltymy ekstraktu.
GL yra lygus vandeninio baltymy ekstrakto minimalios koncentracijos (Ce),
sukelian¢ios hemagliutinacija, santykiui su tiriamojo méginio Cpin.

(2 formulé)

HA = r (1 le) C _ ¢
= formulé min = T

Ce

GL = (3 formulé)

Cm:'n

Kuo daugiau lektinas yra iSgrynintas, tuo didesnis jo hemagliutinacinis
aktyvumas (HU/mg) ir grynumo laipsnis, 0 Cpn reik§mé mazéja.

Hemagliutinacijos inhibicijos angliavandeniais tyrimas

Hemaglutinacijos inhibicijos testas atliktas pagal Silva M.C.C. ir bendra-
autoriy pateikta metodika [186]. Imunofermentiniy reakcijy plokstelése su
konusinés formos Sulinéliy dugnu atlikti pasirinkto angliavandenio praskie-
dimai PBS tirpalu, esant pradinei 400 mM angliavandenio koncentracijai
pirmame Sulinélyje ir 0,4 mM koncentracijai — paskutiniame. Galutinis ang-
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liavandenio tirpalo tiris — 50 pl. | Sulinélius su praskiestu angliavandeniu
uznesta po 2 ug (50 pl) Feo-go baltymy frakcijos méginiy. Turinys léksteléje
Svelniai sumaisytas ir paliktas 20 min. trukmés inkubacijai 22 °C temperatii-
roje. Pasibaigus inkubacijos laikui j kiekvieng $ulinélj jpilta po 50 ul 2 proc.
triusiy eritrocity suspensijos. Turinys 1éksteléje pakartotinai §velniai sumai-
Sytas ir paliktas 60 min. Tuomet jvertintas inhibicinis poveikis angliavande-
niu. Hemagliutinacijos inhibicijos testui naudoti Sie angliavandeniai: ksilozé,
ribozé, fruktozé, D-gliukozeé, D-galaktoze, D-manozé, laktoze, sacharoze,
maltozé, acetilgalaktozaminas, N-acetilgliukozaminas.

Lektiny kokybinis vaizdinimas imunocheminés analizés metodu

Afininés chromatografijos metodu atskirta ir surinkta hemagliutinaciniu
aktyvumu pasizyminti lektiny frakcija iStirta imunocheminés analizés (angl.
Western blot) metodu. Atliktas lektiny frakcijos skirstymas vienakryptés ver-
tikalios elektroforezés sistemoje, j gelj pridedant denatiiruojancio natrio do-
decilsulfato. Ant 12 proc. (v/v) natrio dodecilsulfato — poliakrilamido elekt-
roforezes gelio (NDS-PAGE) uznesta 1 pg lektiny frakcijos méginiopavyz-
dziy buferyje ir 5 ul baltymy standarto PageRuler™ (10-170 kDa). Elektro-
forezinis skirstymas vyko 2 val. esant 12 mA srovés stipriui. Pasibaigus
elektroforezei NDS-PAGE gelyje isskirstyti baltymai perkelti ant PVDF blo-
tingo sudrékintos membranos, naudojant pusiau sausos pernasos imunoblo-
tingo sistema Baltymy perkélimas ant membranos vykdytas 80 min., naudo-
jant pernaSos buferj, esant 55 mA srovés stipriui. Pasibaigus pernasai memb-
rana perkelta j plastiking dézute ir 30 min. laikyta TBS buferyje su 3 proc.
(m/v) BSA 20 °C temperatiiroje. Pasibaigus Siam procesui 2 val. membrana
inkubuota su anti-ksilozés antikiinu (iSskirtu i§ triusio) TBS buferyje
(2:2500). Tuomet membrana tris kartus po 5 min. perplauta TBS buferiu ir
perkelta 1 val. trukmés inkubacijai su antriniu i§ oziy iSskirtu anti-triusiy
antikinu TBS buferyje 20 °C temperatiiroje (skiedimas 1:10 000). Po zymé-
jimo antriniu antikinu membrana tris kartus po 5 min. perplauta TBS ir ak-
tyvacijos buferiais. Membrana nudazyta chemiliuminescenciniu CDP-Star®
dazikliu ir vaizdinta ant fotosensibilios rentgeno plokstelés Agfa 20 s. Gau-
tas imunoblotingo vaizdas ant rentgeno plokstelés laikytas 30 s fiksacinio
tirpalo ir 15 s — rySkinancio tirpalo vonelése. ISryskinta rentgeno plokstelé
1 min. perplauta distiliuoto vandens voneléje, siekiant pasSalinti naudoty tir-
paly likucius.
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Lektiny kokybiné analizé masiy spektrometrijos metodu

IS elektroforezés gelio iskirptos juostelés su glikoproteinais ir véliau suar-
dytos tripsinu [182]. Sios gelio juostelés isblukintos laikant 10 min. tirpale,
sudarytame i$ 25 mM NH4HCOg3 ir 50 proc. (v/v) acetonitrilo. Po to gelinés
juostelés dehidratuotos inkubuojant su grynu acetonitrilu 10 min. Tuomet
tirpalas nusiurbtas, o dehidratuotos gelio juostelés uzpiltos 100 pl tirpalu,
sudarytu i§ 13 ng/pl tripsino, 5 mM NH4HCO3, 10 proc. (v/v) acetonitrilo,
méginius laikant 37°C temperatiiroje 16 val. Peptidai ekstrahuoti 10 min.,
pridéjus 200 ul isgryninto vandens. Po to vandeninis tirpalas nusiurbtas ir
laikytas tolesnei analizei, o peptidai toliau ekstrahuoti 10 min. 200 pl
50 proc. (v/v) acetonitrilo tirpalu. Abu ekstrakcijos tirpalai sujungti ir dzio-
vinti vakuuminéje centrifugoje.

Prie$ analize iSdziovintas peptidy méginys valytas, panaudojant C18
matricg pagal Rappsilber J. ir bendraautoriy metodikg [167]. Méginys resus-
penduotas: j iSdziovintg mégintuvélj su peptidais jpilta 60 pl tirpiklio, suda-
ryto i§ 2 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,1 proc. (v/v) trifloracto rugsties, bei 45 s
maisyta purtykléje. Po to mégintuvélis centrifuguotas 1 min. 3000 x g santy-
kine iScentrine jéga. Mikrodozatoriaus antgalyje esantis filtras C18 sudrékin-
tas 60 pl tirpalo, sudaryto i$ 80 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,1 proc. (v/v) triflo-
racto rigsties. Sudrékintas antgalis centrifuguotas 2 min. 450 x g santykine
iScentrine jéga, tuomet uzdétas ant mégintuvelio. Resuspenduotas meéginys
perkeltas ant jtaisyto antgalio su C18 filtru . Toks mégintuvélio ir antgalio su
filtru konstruktas centrifuguotas 2 min. 450 x g santykine iScentrine jéga.
Centrifuguotas filtras su jame esanciais peptidais papildomai du kartus per-
plautas ir jtaisytas ant naujo 2 ml mégintuvélio. Nuo filtro peptidai iSplauti
elivaciniu tirpalu, sudarytu i§ 60 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,1 proc. (v/v) trif-
loracto rugsties, centrifuguojant 450 x g santykine iScentrine jéga 2 min. Is-
plauti peptidai dziovinti vakuuminéje centrifugoje. Prie§ analize méginys
resuspenduotas 2 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,05 proc. (v/v) skruzdziy rtgsties
tirpale.

Peptidy méginys analizuotas skysc¢iy chromatografijos — tandeminés
masiy spektrometrijos metodu, kartu naudojant Ultimate3000 RSLC ir
Maxis 4G jrangg su Captive Spray jonizacijos Saltiniu. Matrix paieSkos pro-
gramine jranga atlikta baltymy identifikacija, panaudojant paprastosios sau-
légrazos genomo [10] ir rausvaziedés eziuolés transkriptomo Medicinal
Plant Genomics Resource duomeny bazes. Taikyti patikimumo Kkriterijai:
Mascot kriterijus > 50, parodantis, kaip stipriai identifikuojamo baltymo se-
ka atitinka duomeny bazéje esancig baltymo sekg [92], peptidy skaicius > 2.
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2.3.4. I§ Echinacea purpurea (L.) Moench §vieziy $akny Zaliavos
iSskirty baltymuy ir lektiny kiekiné analizé

Bendro baltymuy kiekio nustatymas Bradford metodu

Bendras baltymy kiekis méginiuose nustatytas fotometriniu Bradford me-
todu [23].

Hemagliutinacinio titro nustatymas

I ploksc¢iadugnius imunofermentiniy reakcijy lékstelés Sulinélius jpilta po
50 ul PBS (pH reiksmé 7,4) tirpalo. | pirmg Sulinélj jpilta 50 pl baltymy
ekstrakto, i8maiSyta pipetuojant. I§ $io Sulinélio 50 pl ekstrakto perkelta j
kitg Sulinélj. Skiedimas pakartotas 1-8 Sulinéliuose. 50 pl méginio i$ 8 Suli-
nélio iSpilta j atliekas. | kiekvieng Sulinélj jpilta po 50 pl 2 proc. tripsinu ap-
doroty triusio kraujo eritrocity suspensijos. Mikro plokstelé Svelniai pamai-
Syta rotaciniu jdesiu ir uzdengta. Vykdyta 60 min. inkubacija, esant 22 °C
temperaturai. Pasibaigus inkubacijos laikui, mikroskopuojant (4x) stebéta
eritrocity reakcija  baltymy méginj ir nustatytas hemagliutinacinis titras (T)
[1]. Baltymy méginio hemagliutinacinis titras yra didziausias méginio, ku-
riame matoma visi$ka eritrocity agliutinacija, skiedimas [96].

Lektiny kiekinis nustatymas masiy spektrometrijos metodu

Lektiny kiekiné analizé atlikta pagal Bronsema ir kt. [24]. Lektino LysM
peptido standartas susintetintas pagal uzsakymga ir jsigytas SigmaAldrich
Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija). Tyrimui naudotas 1084 g/mol dydzio
peptidas, atitinkantis identifikuoto LysM lektino konservatyvios srities ami-
nortigsciy seka: Ala-Asp-Thr-lle-l1le-Asp-Val-Pro-Leu-Lys. Kiekinis nusta-
tymas atliktas tandemine auksto slégio skysCiy chromatografijos analizés
sistema Acquity H-class UPLC su TQ-S trigubo kvadrupolio Waters masiy
spektrometrine detekcija. Skirstymui naudota chromatografiné kolonélé
Acquity CSH-C18 (150 mm x 2,1 mm skersmens, daleliy diametras — 7 pum).
Analizés metu kolon¢lé laikyta 45 °C temperatiiroje. Judrig fazg sudaré:
0,1 proc. (v/v) skruzdziy ragsties vandeninis tirpalas (eliuentas A) ir acetonit-
rilas (eliuentas B). Naudotas judriosios fazés gradiento kitimas: 12 proc.
elivento B nuo O min. iki 2 min., toliau iki 5 min. eliuentas B kito iki
45 proc., tada iki 7 min. — eliuentas B kito iki 90 proc., iki 7,5 min. eliuentas
B isliko 90 proc., tada iki 8 min. eliuentas B kito iki 12 proc. ir iki 10 min.
liko taip pat 12 proc. Eliuento tekéjimo greitis — 0,400 ml/min. Injekcijos
tiris — 2 pl.
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Eliuenty miSinio i§ kolonélés iSplauty jonizuoty peptidy masiy spektrai
skenuojami, taikant vienos masés jono stebéjimo rezimg (SIM), esant stan-
darto m/z reikmei 542,8 bei peptido m/z reiksmei — 745,89 [M+2H]*".

2.3.5. Biologinio aktyvumo tyrimo in vivo modelis

Atliktas in vivo tyrimas su 8 savai¢iy 20-24 g kiino masés Balb/c ekspe-
rimentiniy peliy patinéliais. Gyvunéliai buvo jsigyti LSMU VA Vivariume ir
perkelti tyrimui } LSMU Biologiniy tyrimy centrg. Tiriamieji gyvinai apgy-
vendinti narveliuose, laikantis geros laboratorinés praktikos taisykliy. IKi
tyrimo pradzios ir tyrimo metu gyviinai laikyti kontroliuojamos drégmés ir
temperatiros sglygomis, 12 val./12 val. $viesos/tamsos paros ciklu. Subalan-
suotas grauzikams komercinis paSaras bei vanduo buvo tiekiamas ad libi-
dum.Valstybiné Maisto ir Veterinarijos tarnyba patvirtino leidimg tyrimui
(2017-02-07, leidimo numeris G. 2-56).

Pries tyrimg peliy patinéliai buvo aklimatizuoti 7 paras LSMU VA Gyvii-
ny tyrimy centre.

Pasirinktos trys tiriamyjy gyviiny grupés po 15 individy. Pirmoji grupé —
kontroliné, gyviinams atliktos peritoninés injekcijos po 50 pl fiziologinio
tirpalo. Antrajai peliy grupei injekuota po 50 pl $vieziy rausvaziedziy eziuo-
liy Sakny tinkttiros (1:5), kuri atitiko 1,36 mg/g vaistinés augalinés zaliavos
doze arba 2,55 mg sausy ekstraktyviyjy medziagy. Treciajai peliy grupei
atliktos 50 pl (250 pg/kg) isskirtos rausvaziedziy eziuoliy Sakny LysM lekti-
ny frakcijos peritoninés injekcijos. Injekcijos atliktos 1 karta per 7 paras, 4
savaiCiy laikotarpyje. Penktos savaités pabaigoje po anestezijos anglies diok-
sido dujomis tiriamiesiems gyvinams atlikta eutanazija. Punkcijos j Sirdj
bidu i§ kiekvieno apsvaiginto gyviino paimti kraujo méginiai perkelti j anti-
koaguliantu — etilendiamintetraacto rigsties (EDTA) padengtus Vacutainer®
meégintuvelius. Tolimesniems tyrimams naudota kiekvieno gyviino bluznis
perkelta j 10 proc. (v/v) buferinj formaldehido tirpalg.

2.3.6. Echinacea purpurea (L.) Moench $akny tinktiiros gamyba ir
analizé

Biologinio aktyvumo tyrimo modeliui pasirinkti tos pacios rausvaziedziy
eziuoliy Svieziy Sakny Zaliavos du preparatai, turintys skirtingg aktyviy jun-
giniy kompozicijg (antrinius arba pirminius metabolitus). Vienai i$ tiriamyjy
gyvany grupiy (n=15) atliktos rausvaziedziy eziuoliy $vieziy Sakny etanoli-
nés tinktiiros (1:5) peritoninés injekcijos. Tinktliros gaminimo metu §viezioje
vaistingje zaliavoje esantys baltymai denatiravo etanolio poveikyje. Todél
tikétina, kad imuninj atsaka sukelia tinktiiroje esancios fenolinés rugstys ir
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kiti junginiai, pavyzdziui, alkilamidai. Kitai tiriamyjy gyviiny grupei skiriant
iSgrynintg lektiny frakcija, taip pat iSskirtg i$ Svieziy Echinacea purpurea (L.)
Moench Sakny, buvo galimybé jvertinti $iy baltymy poveikj imuninéms re-
akcijoms.

Echinacea purpurea (L.) Moench $akny tinktiiros gamyba

Rausviedziy eziuoliy Svieziy Sakny tinktiira pagaminta pagal Rezaei ir
bendraautoriy optimizuota ekstrakcijos metodika [171]. Svieziy $akny Zalia-
va susmulkinta iki 0,5-1,5 um skersmens daleliy. Smulkintos zaliavos ekst-
rakcija vykdyta 50 proc. (v/v) vandeniniu etanolio tirpalu ultragarso voneléje
sonikuojant 10 min., palaikant 30 °C temperatirg. Ekstrakcijai naudotos za-
liavos ir ekstrahento santykis — 1:5 (m/m) (zaliavos ir ekstrahento santykis
atitiko pradinio baltymy ekstrakto gamybai naudotos zaliavos ir ekstrakcinio
buferio santykj 1:5).

Pabaigus ekstrakcija, tinktira centrifuguota 20 min. 8500 x g santykine
iScentrine jéga. Po to surinktas centrifugatas, o nusédusi augaliné zaliava
pasalinta. Tinkttra sukoncentruota 2 kartus rotacine vakuumine sistema ir
perfiltruota per 0,2 um pory dydzio filtrg. Tokia tinktiira naudota kokybiné-
je-kiekinéje analizéje ir tyrimuose su peliy modeliu in vivo.

Tinktiiros sausojo likucio nustatymas

Tinktdros sausasis likutis nustatytas pagal Europos farmakopéjoje nuro-
dyta metoda [54].

Tinktiiros kokybiné — kiekiné analizé efektyviosios skysc¢iy
chromatografijos metodu

Etanolinés Svieziy rausvaziedziy eziuoliy Sakny tinktiiros (1:5) fenoliniy
junginiy kokybiné — Kiekiné analizé atlikta pagal Brown P.N. ir bendraauto-
riy publikuotg metodika [25] pateikta efektyviosios skys¢iy chromatografijos
metodg, panaudojant chromatografg ,,Waters 2695 Alliance®, sujungta su
diody matricos detektoriumi ,,Waters 2998 PDA®. Junginiy skirstymui nau-
dota ,,ACE C18“ kolonélé (250 mm x 4,6 mm, stacionariosios fazés daleliy
dydis — 5 pm). Kolonélé laikyta 35 °C temperataroje. Skirstymui naudoti
eliuentai: 0,01 proc. vandeninis fosforo rugsties tirpalas (eliuentas A) ir
100 proc. acetonitrilas (eliuentas B). Naudotas Europos farmakopéjos mo-
nografijoje apraSytas gradientinis eliuavimo budas: iki 13 min. eliuentas B
kito nuo 10 iki 22 proc., iki 14 min. — eliuentas B kito iki 40 proc., iki
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20 min. — eliuentas B isliko 40 proc. Injekuoto méginio ttiris — 10 pl, o jud-
riosios fazés tékmés greitis — 1,5 ml/min.

Fenoliniy junginiy chromatografinés smailés identifikuotos lyginant ana-
li¢iy ir etaloniniy junginiy sulaikymo laikus kolonéléje bei jy spektry charak-
teristikas 200—400 nm ilgio Sviesos bangy intervale. Kiekiniam fenoliniy
junginiy nustatymui sudaryta kalibraciné kreivé, naudojant junginio standar-
ty skirtingy koncentracijy tirpalus. Pagal $j kalibracinj grafika apskaiciuoti
fenoliniy junginiy (cihoro riigsties, chlorogeninés rugsties, kaftaro rugsties)
kiekiai kavos rugsties ekvivalentais. Kavos riigstis nustatyta 320 nm $viesos
bangos ilgyje.

2.3.7. Eksperimentiniy Balb/c linijos peliy kraujo méginiy analizé
Leukocity kiekio nustatymas

Tirti antikoaguliantu EDTA stabilizuoti peliy kraujo méginiai. Juose leu-
kocitai skai¢iuoti, naudojant hemocitometra. | melanzet¢ paimta kraujo mé-
ginio 1 tario dalis, kuri praskiesta 20 turio daliy Tiurko tirpalo. Praskiestas
méginys melanzetéje sumaisytas ir perkeltas ant hemocitometro kameros.
Stebint mikroskopu per objektyva — 40x, skai¢iuotas leukocity skaicius 25
hemocitometre pazymétuose tinklelio didziuosiuose kvadratuose. Lasteliy
skaiCius X paskaiciuotas pagal formule:

(a x 250 x b)
-~ ex 108
kur, a — suskai¢iuoty leukocity skaicius, b — praskiedimo koeficientas,
e — hemocitometre subraizyty 1/25 mm? ploto kvadraty, kuriuose suskai&iuo-
ti leukocitai, skaiCius, 250 — kvadrato, kuriame skaiCiuotos lgstelés, ti-
ris mm?, 10° — pl kiekis 1 litre.
Leukocity skai¢iaus normos pateiktos lenteléje 2.3.7.1.

Leukocity formulés nustatymas

Kraujo formulés nustatymui kiekvienos pelés kraujo méginio tepinélis
buvo dazytas Papencheimo metodu [120]. Kapiliarinés pipetés pagalba ant
pirmojo objektinio stiklelio uzdétas kraujo lasas. Kitas stiklelis 45° kampu
létai priglaustas prie kraujo laso. Priglaudus stiklelj prie tiriamojo Kkraujo
laSo, leista jam tolygiai pasiskirstyti per visg antrojo stiklelio plotg. Kraujui
pasiskirscius, Svelniai spaudziant ir braukiant antrajj stiklelj per pirmojo ilgj,
kraujas tolygiai paskirstytas ant viso pirmojo objektinio stiklelio ir paliktas
nudziati 10 min. Nefiksuotas kraujo méginio tepinélis dazytas May-Grun-
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vald-Gimzos-Ramanovskio dazais. Kraujo méginio tepinélis uzdétas ant stik-
linio rémelio, uzpiltas 20-25 lasais May-Grunvaldo dazy ir inkubuotas
3 min. Tokiu biidu tepinélis ne tik dazytas, bet ir fiksuotas. Nupylus pirmuo-
sius dazus, ant tepinélio uzpiltas PBS buferinis tirpalas, pH reikSmé 7,4. Mé-
giniai inkubuoti 1 min. Pasibaigus inkubacijos laikui, buferinis tirpalas nu-
piltas ir ant tepinéliy uzpilti Gimzos-Ramanovskio dazai, praskiesti distiliuo-
tu vandeniu (i 1 ml distiliuoto vandens jpilta 2 lasai Gimzos-Ramanovskio
dazy). Dazymo trukmé — 20 min. Po inkubacijos tepinélis perplautas iSgry-
nintu vandeniu, i§dziovintas ore ir naudotas tyrime. Leukocity lastelés skai-
¢iuotos mikroskopo imersine sistema — objektyvas —100x, okuliaras —10x. I$
viso viename kraujo tepinélyje suskai¢iuota iki 300 leukocity. Leukocity
formuléje pateikti kraujo méginio kiekvienos riiSies baltyjy lasteliy Kiekiai
procentais.

2.3.7.1 lentelé. Balb/c peliy patinéliy kraujyje esanciy baltyjy kraujo kineliy normos pagal [32]

Lelfilgﬁicsltq Neutrofilai Limfocitai Monocitai Eozinofilai Bazofilai

(x 10°11 (proc.) (proc.) (proc.) (proc.) (proc.)

3,48-14,03 | 9,86-39,11 | 48,18-83,19 | 3,29-12,48 0,11-4,91 0,0-1,84

Sveiky 8-10 savaiciy amziaus Balb/c peliy patinéliy kraujyje aptikty
kraujo lgsteliy kiekio (proc.) normos pateiktos 2.3.7.1 lenteléje pagal [32].

2.3.8. Eksperimentiniy Balb/c linijos peliy bluZnies
imunohistocheminis tyrimas

BluzZnies audiniy paruoSimas tyrimui

Tiriamyjy peliy bluznys, fiksuotos 10 proc. (v/v) buferiniame formalino
tirpale, patalpintos standartizuotose histologiniy tyrimy kasetése ir perkeltos
1 procesoriy Shandon Pathscentre, kur atlikta audiniy dehidratacija, skaidri-
nimas ir impregnavimas parafinu pagal 2.3.8.1 lenteléje pateikta schema.

Parafinu impregnuoti kiekvienos tiriamosios pelés bluznies preparatai
iliejami | parafing naudojant bloky formavimo centrag TBS88. | atidaryty his-
tologiny kaseciy vidurj pincetu jdéti tiriamieji organai. Kasetés Saldytos ant
Saldomosios plokstelés ir dozatoriumi uZpiltas parafinas. Parafinu uzpildyta
kaseté su tiriamu organu palikta atvésti. Parafinui sustingus, i$ histologinés
kasetés i§imtas parafino ir tiriamojo organo blokelis.
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2.3.8.1 lentelé. Tiriamyjy bluznies organy fiksavimo, dehidratavimo,
skaidrinimo ir impregnavimo parafinu protokolas.

Procesas Reagentas Trukmé
Fiksavimas 19 proc. formalino vandeni- 2 % 60 min.
nis tirpalas

70 proc. (y/v) vandeninis 45 min.
etanolio tirpalas
Dehidratacija 96 proc. (v/v) vandeninis .
T 45 min.
etanolio tirpalas
2-propanolis 3 x 60 min.
Skaidrinimas Ksilenas 3 x 60 min.
Impreanavimas Parafinas 2 x 45 min.
preg Parafinas 2 x 60 min.

Rotaciniu mikrotomu parafininis blokelis supjaustytas 3 um storio pji-
viais. Atliekami ne maziau nei 5 pjaviai bluznies antrajame ketvirtyje. Kiek-
vienas pjiivis pernestas j 37 °C vandeniu uzpildyta termostating vonele. Pju-
vis iStiesintas ir perkeltas ant objektinio stiklelio. Gautas preparatas i8dzio-
vintas 22 °C temperatiiroje, véliau perkeltas j 60 °C termostata, kur parafinas
iSsilydé, o audinys fiksuotas prie objektinio stiklelio.

BluzZnies preparaty imunohistocheminis daZzymas CD3 antikiinu

Imunohistocheminis bluZznies audiniy dazymas atliktas pagal Smalinskie-
nés ir bendraautoriy aprasytag dazymo metodg [192]. Nuo pjiviy pasalintas
parafinas, po to pjuviai rehidratuoti, naudojant ksilolg ir jvairiy koncentracijy
etanolio tirpalus. BluzZnies audinio pjiviai patalpinti j slégiminj indg, jdéti j
mikrobangy jrenginj RHS-1, kur pjaviuose esantys specifiSkumu imuniniam
atsakui pasizymintys CD3 epitopai apdoroti kars¢iu (110 °C) 8 min., naudo-
jant i8laisvinantj tirpalg (10 mM Tris, 1,0 mM EDTA, pH reiksmé¢ 9,0). To-
liau blokuota endogeniné peroksidazé, ir kiekvienas preparatas inkubuotas su
monokloniniu antiktinu CD3. Antigenas vizualizuotas su
3,3’-diaminobenzidinetrahidrochlorido+chromogeno tirpalu.

BluzZnies preparaty, pazyméty CD3 antikiinu, imunohistocheminé
analizé

Gauti nudazyti preparatai skenuoti Pannoramic MIDI 1l skeneriu esant
0,2325 um/px1 raiskai, leidzianciai aiskiai vizualizuoti nudazytus preparatus.
Vieno preparato morfometriniam jvertinimui pasirinkta po 8 nepersidengian-
C¢ius PALS ir folikuly ir raudonosios pulpos plotus (27392,0 um?
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(214,0 x 128,0 um)). Pasirenkant PALS zonas, stebétas tik skersinis arterio-
1és pjavis [185]. Tiriamuosiuose laukuose skaic¢iuotas teigiamai nusidaziusiy
lasteliy kiekis vienetais [103, 82, 20], lasteliy populiacijos tankis, kuris yra
lygus apskaiciuoty lgsteliy kiekio (vnt.) santykiui su apibréztu plotu (um?).
Paskaiciuotas struktiirinéje bluznies zonoje (PALS, folikuluose, raudonojoje
pulpoje) esantis vidutinis lgsteliy skaicius, kuris lygus lgsteliy populiacijos
tankio ir kompartmento (stebétos srities) ploto sandaugai [185]. Vaizdy ana-
liz¢ atlikta, naudojant Panoramic Viewer 1.15.2 programine jranga.

2.3.9. Statistinés analizés metodai

Pateikiant tyrimy rezultatus, apskaiciuotas parametry statistinis vidurkis ir
standartinis nuokrypis. Statistinio jvertinimo tikslumo ir patikimumo nusta-
tymui skaiciuoti pasikliautinieji intervalai, kai pasikliovimo lygmuo — 0,95.
Daugiau kaip dviejy nepriklausomy grupiy im¢iy vidurkiy skirtumai vertinti
pagal dvipusj ANOVA modelj. Dispersijy lygybés hipotezé tikrinta, naudo-
jant Leveno (Levene) testg, post hoc analizé atlikta pasitelkiant Tuckey testa.
Kai pozymiai neturéjo normaliojo skirstinio, skirtumy tarp dviejy nepriklau-
somy grupiy nustatymui taikytas Mano-Vitnio (Mann-Whitney) testas. Duo-
meny analizei naudotas IBM Statistics SPSS 20.0 statistinis programinis pa-
ketas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. IS Svieziy Echinacea purpurea (L.) Moench Sakny Zaliavos
iSskirty baltymuy kokybinis tyrimas

Atliekant rausvaziedziy eziuoliy Svieziy Sakny baltymy kokybing analize
naudoti trys kokybinés analizés metodai: hemagliutinacinio aktyvumo nusta-
tymas, lektiny vaizdinimas imunoblotingo metodu ir tandeminés skysciy
chromatografijos — masiy spektrometrijos analizé. 3.1.1 paveiksle pateikti
skirtinguose lektiny gryninimo etapuose naudoti analizés metodai.

_— ) Amonio sulfatu
Isskirty baltymy i§stdyta baltymy
vandeninis ekstraktas frakeija
» Hemagliutinacinis Feo.50
aktyvumas

Isgryninta lektiny
frakeija

*Hemagliutinacinis
aktyvumas

*Masiy
spektrometrija

* Hemagliutinacinis
aktyvumas

* Hemagliutinacijos
mnhibicija
angliavandeniais
*Imunochemine
analizé

3.1.1 pav. Rausvaziedziy eZiuoliy Svieziy Sakny baltymy kokybinés analizés
schema

3.1.1. Hemagliutinacinio aktyvumo nustatymo rezultatai

IStyrus baltymy méginiy hemagliutinacinj aktyvumg gauti rezultatai paro-
dé, kad hemagliutinaciniu aktyvumu pasizyméjo visi paruosti baltymy meégi-
niai, i1§skyrus baltymy frakcija, iSstidyta amonio sulfatu nuo 80 iki 100 proc.
(3.1.1.1 paveikslas, D). Lektiny frakcija (E), iSgryninta afininés chromatog-
rafijos metodu, taip pat pasizyméjo hemagliutinaciniu aktyvumu. Su visomis
tirtomis frakcijomis atlikta pusiau kiekiné analizé — hemagliutinacinio titro
nustatymas. Gauti rezultatai aprasyti 3.2.2 skyrelyje.
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3.1.1.1 pav. SvieZiy rausvaziedziy eZiuoliy Sakny baltymy kokybinés hemag-
liutinacinio aktyvumo analizés rezultatai
A — i§ SvieZiy rausvaziedziy eziuoliy Sakny isskirty baltymy vandeninis ekstraktas, B — bal-
tymy frakcija, issidyta amonio sulfatu nuo 0 iki 60 proc., C — baltymy frakcija, issidy-
ta amonio sulfatu nuo 60 iki 80 proc., D — baltymy frakcija, issidyta amonio sulfatu
nuo 80 iki 100 proc., E — afininés chromatografijos metodu isgryninta lektiny frakcija,
F — neigiama kontrolé - PBS buferis. Paveiksle rodyklémis parodyti agliutinuoty erit-
rocity gumuléliai.
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3.1.2. Hemagliutinacijos inhibicijos angliavandeniais tyrimo
rezultatai

Lektiny specifiskumas angliavandeniams nustatytas atlikus hemagliutina-
cijos inhibicijos angliavandeniais testg. Nustatytas stipriausiai iSreikstas he-
magliutinacinj aktyvumg inhibuojantis laktozés poveikis (3.1.2.1 lentelé).
3mM laktozés (gliukozés ir galaktozés disacharido) tirpalas inhibavo lektiny
sukeltg triusio eritrocity suspensijos hemagliutinacija. Mazesniu inhibiciniu
aktyvumu pasizymejo D-manozé ir D-galaktoze, tuo tarpu D-gliukozé he-
magliutinacijos neinhibavo. Mokslininky, atlikusiy analogiSkus tyrimus,
duomenimis, ir Kiti laktozei specifiski lektinai pasizyméjo panasiomis savy-
bémis. Pvz., lektiny, i$skirty i§ Cinachyrella apion L. gniuzuly, hemagliuti-
nacinis aktyvumas inhibuotas laktoze, taciau D-gliukozé ir D-galaktozé he-
magliutinacino aktyvumo neinhibavo [116]. Specifiskumu manozei pasizy-
méjo lektinai, iSskirti i§ rausvaziedei eziuolei genetiSkai artimos tikrosios
saulégrazos (Helianthus annuus L.) Sakny [151].

3.1.2.1 lentelé. Rausvaziedziy eziuoliy Sakny lektiny specifiskumas
angliavandeniams, isreikstas minimalia hemagliutinacijq inhibuojancia kon-
centracija (mM). NI — néra inhibicijos

Minimali angliavandenio, inhibuojan-
Angliavandenis ¢io hemagliutinacinj aktyvumg, kon-
centracija (mM)

Laktozé 3
D-manozé 21
D-galaktozé 21
Fruktozé 42
Sacharozé 42
Maltozé 42
Ribozé NI
D-gliukozé NI
D-ksilozé NI
Acetil-galaktozaminas NI

Hemagliutinacijos inhibicijos rezultatai parodé¢, kad rausvaziedziy eziuo-
liy Saknyse esantys lektinai pasizymi specifiSkumu D-gliukozés enantiome-
rams, taciau ne paciai D-gliukozei. Galime daryti prielaida, kad specifisku-
mui svarbi yra epimeriné D-galaktozés konfigtracija ir disacharido (lakto-
z¢s) molekulés dydis, taciau laktozés sudétyje esancios gliukozés stereoizo-
meriné strukttra néra svarbi, sgveikaujant su lektino aktyviuoju centru.
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3.1.3. Lektiny kokybinés analizés (vaizdinimo) imunocheminés
analizés metodu rezultatai

Atsizvelgiant | gautus teigiamus hemagliutinacijos inhibicijos angliavan-
deniais testo rezultatus, atliktas lektiny gryninimas afininés chromatografijos
metodu ir jy kokybiné analizé¢ (vaizdinimas) imunocheminés analizés
metodu.

Lektiny gryninimui afininés chromatografijos metodu pasirinktas D-ma-
nozés ligandas, nes remiantis gautais hemagliutinacijos inhibicijos testo
duomenimis tiriamoje rausvaziedziy eziuoliy Sakny zaliavoje esantys lektinai
pasizymejo vienodai iSreikStu specifiSkumu D-galaktozés ir D-manozés
molekuléms [41]. Naudojant afininés chromatografijos matricag su
imobilizuotu D-manozés monosacharidu yra didesné tikimybé, kad prie to-
kios matricos (aktyvuotos agarozés (sefarozés)) prisijunge monosacharidai
turés maziau prisijungimo varianty nei disacharidas (laktoz¢). D-manozés
molekuléje prie pirmojo anglies atomo esanti hidroksilo grupé yra reak-
tyviausia, todél didziausia tikimybé, kad prie aktyvuotos matricos Pprisi-
jungusi D-manozé sudarys kovalentinj ry$j tik ties pirmu anglies atomu.
Remiantis literatiros duomenimis, D-manozei specifiski lektinai buvo isgry-
ninti i§ rausvaziedei eZiuolei genetiSkai artimo Asteraceae Seimos augalo —
paprastosios saulégrazos (Heliathus annus L.) Sakny [151]. Genetiskai Susi-
jusiuose augaluose aptinkami baltymai ir lektinai gali biiti panasis — turéti
Seimai budingy homologisky baltymy, atlickanéiy vienodas arba panaSias
funkcijas ir turin¢iy atsikartojan¢iy konservatyviy aminoriigsciy seky, pvz.:
pupiniy Seimos lektinai. Tai leidZia daryti prielaida, kad rausvaziedziy e-
ziuoliy Sakny Zzaliavoje nustatyti lektinai yra homologiski, ir jy speci-
fiskumas angliavandeniams yra panaSus | paprastosios saulégrazos Sakny
zaliavoje aptikty lektiny. IStyrus rausvaziedziy eziuoliy Sakny baltymy mé-
ginj, nustatytas didziausias jame esanciy lektiny specifiSkumas laktozei, dél
Sios priezasties Sis D-gliukozés ir D-galaktozes disacharidas pasirinktas
lektiny eliuacijai 1§ D-manozés-sefarozeés afininés kolonélés.

Po gryninimo gautos dvi chromatografinés smailés. Biidingas chromato-
gramos profilis pavaizduotas 3.1.3.1 paveiksle. Nuo 7 iki 38 minutés is$
chromatografinés kolonélés iSplauti su koloné¢lés matrica nesgveikaujantys
baltymai. Pasikeitus PBS buferio (pH reiksmé 7,4) judriai fazel, i$ kolonélés
0,2 M laktozés-PBS buferiu iSplauti su manozés-sefarozés afinine matrica
specifiskai sgveikaujantys baltymai (nuo 38 iki 46 min), 3.1.3.1 paveikslas.
I$ kolonélés iSplauti baltymai uzfiksuoti detektoriumi, o chromatogramoje
matomos nustatyty baltymy smailés. IS kolonélés iSplauti baltymai surinkti j
frakcijas, tuomet patikrintas jy hemagliutinacinis aktyvumas. Nustatyta, kad
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aktyvumu pasizyméjo tik su afinine matrica saveikavusiy baltymy frakcija, i§
kolonélés iSplauta nuo 38 iki 46 min.
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3.1.3.1 pav. Lektiny gryninimo (afininés chromatografijos metodu
su manozés-sefarozés afinine matrica) chromatograma

Isgrynintos lektiny frakcijos, pasizyminc¢ios hemagliutinaciniu aktyvumu,
glikoproteiny sudétis nustatyta imunocheminés analizés metodu, taikant
ksilozei specifiSkus antikinus. Nustatyta, kad Sioje frakcijoje dominuoja
~40kDa dydzio glikoproteinai (3.1.3.2 paveikslas). Elektroforezés gelio
sritys, pazymétos numeriais 1 ir 2, iSpjautos, ir glikoproteinai identifikuoti
masiy spektrometrijos metodu. Taip pat buvo atlikta kokybiné glikoproteiny
masiy spektrometrijos analizé kity iSpjauty (~ 100 kDa, ~ 70 kDa ir
~ 35 kDa) gelio sri¢iy. Taciau nepavyko nustatyti glikoproteiny tapatybés.
Eksperimentus ribojo Echinacea Moench genomo tyrimy trikumas. Darome
prielaida, kad genomas, kuriame biity surinktas visy organizmo somatiniy
lasteliy deoksiribonukleortigs¢iy (DNR) koduojamy produkty (ribonukleo-
rugsciy (RNR) ir baltymy) sekos, leisty identifikuoti platesn;j glikoproteiny
spektra.
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— 180
— 130

— 100
— 70

kDa

3.1.3.2 pav. Isgrynintos lektiny frakcijos imunocheminés analizes, taikant

ksilozéi specifiskus antikiinus, rezultatai
1 ir 2 numeriu pazymétos glikoproteiny sritys analizuotos masiy spektrometrijos metodu.

3.1.4. Lektiny kokybinés analizés masiy spektrometrijos metodu
rezultatai

Taikant Echinacea L. transkriptomos duomenis ir masiy spektrometrijos
analize, pagal masiy pirSty atspaudus nustatyta, kad glikoproteiny sritys Nr.
1 ir 2 atitinka dvi skirtingas transkriptomos sritis, atitinkamai 9450 ir 7790,
kurios koduoja analogiSkg du peptidoglikanus prijungianéius lizino M
domenus (LysM) turintj baltyma, prikabinamg prie membranos per
glikozilfosfatidilinozitolj (GPI) (3.1.4.1 lentelé). Identifikuoto lektino mole-
kuliné masé Nr. 1 buvo 38 kDa, o Nr. 2 — 40,1 kD. Echinacea L. transkrip-
tomos lektiny molekulinés masés varijuoja dél skirtingo glikozilinimo: iden-
tifikuoty lektiny aminortigs¢iy seka Nr. 1 gali bati modifikuota prijungiant
angliavandenius SeSiose ar daugiau pozicijy, o seka Nr. 2 — trijose ir daugiau
pozicijy. Pagal masiy spektro pirs$ty atspaudus identifikuoty peptidy amino-
rugsciy sekos pazymétos raudona spalva ir pateiktos 3.1.4.1 paveiksle.
Identifikacijai naudojant Echinacea transkriptoma, srities Nr. 1 glikoproteing
apibudinan¢io Mascot Kriterijaus reikSmé buvo maZesné nei rekomen-
duojama patikimumo riba (> 50). Tac¢iau atlikus masiy spektrometrijos
duomeny analize taikant Echinacea genciai genetiskai artimo ir geriau iStirto
Asteraceae seimos augalo Helianthus annuus L. genomo duomenis, pagal
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masiy pirSty atspaudus gauta patikima Sio glikoproteino identifikacija.
Nustatytas patikimas glikoproteiny sri¢iy - Nr. 1 ir 2 atitikimas tam paciam
peptidoglikanus prijungian¢iam LysM domeny turin¢iam baltymui.

3.1.4.1 lentelé |dentifikuoti Echinacea purpurea (L.) Moench sakny
glikoproteinai, pasizymintys hemagliutinaciniu aktyvumu

Mascot | Mole-
Srities Sekos kodas - : kuliné
L. Baltymo pavadinimas krite- X
Nr. duomeny bazéje riius masé
J (kDa)
Peptidoglikanus prijun-
. iancius lizino M domenus
3 epa_locus_9450 jso_ | S1ANCINS 2InC
5 | 1 | 2.0en 1348 ver 2 (Lf“é'.) turintis baltymas 49,2 38,0
=1 (Ep-9450) prikabinamas prie mem-
k. branos per glikozilfos-
= fatidilinozitolj
= Peptidoglikanus prijun-
[5] . ..
Q epa_locus_7790_iso giancius lizino M domenus
2 . 7790 _iso_ -
£ | 2 | Llen 1277 ver 2 |(LysSM) turintis baltymas 1372 | 401
S - (E _779—0) — | prikabinamas prie
w P membranos per
glikozilfosfatidilinozitolj
Baltymas, turintis
" e
3 1. IPR018392 peptidoglikanus 1327 | 433
c prijungianciy lizino domeny
© g LysM
28
5% peptdogliants
T 2. IPRO18392 prijungianéiy lizino domeny 182,0 433
LysM

Siekiant jvertinti pagal Echinacea transkriptomg identifikuoty baltymy
tapatuma, papildomai atlikta homologisky baltymy seky paieska BlastP
programoje, panaudojant NCBI baltymy seky duomeny bazg [4, 110]. 3.1.4.2
lenteléje pateikti rezultatai rodo, kad tirtos E. purpurea (L.) Moench
transkriptomo baltymy sekos pasizymi tapatumu su Artemisia annua L.,
Helianthus annuus L. ir Lactuca sativa L. analogisky baltymy sekoms. Ta-
Ciau didZiausias tapatumas budingas H. annuus L. baltymams: Ep-9450
srities baltymy seka 81 proc. atitinka LysM domeny turin¢io baltymo prijun-
giamo prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolj (XP_022025891.1)
seka, 0 Ep-7790 srities baltymy seka 90 proc. atitinka LysM domeny turin¢io
baltymo prijungiamo pric membranos per glikozilfosfatidilinozitolj
(XP_021976452.1) seka. Minimalus homologiskais laikomy baltymy
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3.1.4.2 lentelé Echinacea transkriptome identifikuoty baltymy seky
tapatumas su kity augaly genciy baltymy sekomis

X
12}
%) » p=] X ©
o] S - ) *
3 Baltymo, aptikto kitose | © R Sl o« g = Baltymo kodas
= | augaly gentyse, pavadinimas Ex| 2 S| = |2E NCBI Protein
] K 2€| £ é c 5 | €3 duomeny bazéje
[+ S v O
{0 2| 3 |88 - |25
LysM domeny turintis
(:I baltymas, prie membranos o o ©
2 | prijungiamas per S S % p = XP_022025891.1
® | glikozilfosfatidilinozitolj
QI [Helianthus annuus]
S LysM domeny turintis
~ | baltymas, prie membranos o o © N
o | prijungiamas per e e §§ Iy 2 XP_023756149.1
ﬁ, glikozilfosfatidilinozitolj ~N
§ [Lactuca sativa]
(2]
g' LysM domeny turintis
8 | baltymas prie membranos o o © 3
< | prijungiamas per © © j’; Iy 2 PWA55567.1
& | glikozilfosfatidilinozitolj —
[Artemisia annua]
LysM domeny turintis
baltymas, prie membranos
~ i © © X
= | prijungtas per = ~ ) 2 = XP_021976452.1
Sil glikozilfosfatidilinozitolj © © = ° Z -
S | [Helianthus annuus]
i
| LysM domeny turintis
2 | baltymas, prie membranos
| i o o X
o' |prijungtas per Q I & 2 3 XP_023762850.1
E glikozilfosfatidilinozitolj © © o e ® -
«»' | [Lactuca sativa]
>
3 LysM domeny turintis
g' baltymas, prie membranos
@ | prijungiamas per © © X ) .
glikozilfosfatidilinozitolj S| 3| | o | o | XP0249916851
[Cynara cardunculus var.
scolymus]

*Maksimalus jvertis — didZiausias teorinis seky sutapimo jvertinimas bitais, kuris yra lygus
maksimalaus aminortig§¢iy sutapimo ir aminortig§¢iy nesutapimo baly skirtumui.

Gautas jvertis — realus seky sulyginimo jvertis bitais.

Sekos persidengimas — tiriamosios aminortigs¢iy sekos sutapimas su duomeny bazéje atrinkto baltymo
aminortigséiy seka, iSreiskstas procentais.

E verté — tikimybeé, kad duomeny bazéje identifikuotas baltymas bus atsitiktinis arba identifikuotas
klaidingai. Kuo mazesné E verté, tuo didesnis pana$umas tarp seky ir tuo didesné tikimybe, kad
rezultatas tikrai yra homologinis su palyginamaja seka.

Identiskumo procentai — E-vertés pakaitinis dydis. Jis parodo tiksliy sutapimy skai¢iy procentais.
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identiskumo procentinis lygis yra 20 proc. [103]. Aukstas identifikuojamy
baltymy identiSkumo procentinis lygis, apibréziamas kaip analizuojamo
baltymo amino rugsciy sekos sutapimo su duomeny bazéje identifikuojamy
baltymy amino rugsciy seka, rodo analizuojamy baltymy homologija.

Skirtingy augaly homologisky baltymy seky daugybinio palyginimo
rezultatai, pateikti 3.1.4.1 paveiksle, dar kartg patvirtina jy homologija su
Echinacea L. transkriptome identifikuotais baltymais. I§ rezultaty galime
matyti, kad Echinacea transkriptome identifikuojami baltymai yra
homologiski, taciau ne identiski. Taip pat galime teigti, kad Echinacea L.
genties augalai yra genetiSkai artimi Helianthus annus L. augalams (tai
patvirtina Echinacea transkriptome esanciy baltymy seky homologijos su
Helianthus annuus L. genomo baltymais). Remiantis gautais rezultatais gali-
ma teigti, kad Echinacea transkriptome identifikuoti lektinai su peptido-
glikanus prijungianciais LysM domenais yra homologiski ir kituose gene-
tiskai maziau susijusiuose augaluose, tokiuose kaip Lactuca sativa L.,
Artemisia annua L. ir Cynara cardunculus var. scolymus L.

3.1.4.1 paveiksle pateiktas daugybinis identifikuoty baltymy amino-
ragséiy seky tapatumo palyginimas, naudojant Clustal Q2 bioinformatinés
analizés programg [184]. Palyginus aminoriigs¢iy sekas, baltymai sukla-
sifikuoti pagal homologinj panaSuma.
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Echinacea L. transkriptome identifikuoti baltymai yra homologiski Heli-
anthus annuus L., Lactuca sativa L., Artemisia annua L. ir Cynara car-
dunculus var. scolymus L. identifikuotiems baltymams. Palyginus visy
aStuoniy augaly gen¢iy aminoriigséiy seky tapatuma, nustatytas persi-
dengimo laipsnis 89 proc.

Apibendrinus kokybinio rausvaziedziy eziuoliy Sakny hemagliutinaciniu
aktyvumu pasizyminciy baltymy (hemagliutininy) tyrimy rezultatus, galima
teigti, kad laktozei, D-manozei ir D-galaktozei specifiski ~ 40 kDa dydzio
glikoproteinai turi du peptidoglikanus prijungianc¢ius LysM domenus ir pagal
struktiirinés ir evoliucinés homologijos klasifikacijg priklauso LysM lektiny
Seimai.

3.2. Baltymy, iSskirty i§ Echinacea purpurea (L.) Moench
sakny, kiekinio nustatymo rezultatai

Atliekant rausvaziedziy eziuoliy §vieziy $akny baltymy ir lektiny Kieking
analiz¢ naudoti trys kiekinés analizés metodai: spektrofotometrinis Bradford
metodas, hemagliutinacinio titro nustatymas ir tandeminés skyséiy chroma-
tografijos — masiy spektrometrijos analizé. 3.2.1 paveiksle pateikiami skir-
tinguose baltymy ir lektiny gryninimo etapuose naudoti analizés metodai.

I5skirty baltymu Amonio sulfatu
vandeninis ekstraktas 15siidyta baltymuy

frakeija
* Bradford metodas
» Hemagliutinacinis
titras

Isgryninta lektiny
frakcya

+ Bradford metodas

* Hemagliutinacinis
ttras

« Masiy
spektrometrija

Feo-50 .
+Bradford metodas

» Hemagliutinacinis
titras

3.2.1 pav. Rausvaziedziy eziuoliy svieziy Sakny baltymy kiekinés analizés
schema.

3.2.1. Baltymy kiekio nustatymo spektrofotometriniu Bradford
metodu rezultatai

Siekiant nustatyti rausvaziedziy eziuoliy Svieziy $akny zaliavoje esantj

baltymy kiekj, pagaminamas vandeninis baltymy ekstraktas pagal 2.3.4.1
skyriuje aprasSyta metodikg. Nustatytas baltymy, i$skirty i§ 50 g $vieZiy raus-
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vaziedziy eziuoliy Sakny, kiekis buvo 90,58 + 1,74 g arba 1,82 + 0,03 mg/g
Sviezios zaliavos (3.2.1.1 lentelé).

Iki Siol Echinacea L. genties augaly genomas néra pilnai sekvenuotas, 0
tai apsunkina baltymy identifikacijg. Anksciau atlikty tyrimy metu yra nusta-
tytas tik rausvaziedziy eziuoliy Sakny arabinogalaktano baltymas [201]. Ber-
geron su bendraautoriais [18] nustaté skirtingy ekstrahenty jtaka glikoprotei-
ny, i$skirty i§ dziovinty rausvaziedziy eziuoliy Sakny, kiekiui: zaliava ekst-
rahuojant kar$tu vandeniu (1:20) gauta glikoproteiny iSeiga — 0,442 mg/g
zaliavos, tuo tarpu ekstrahuojant zaliavag 65 proc. glicerolio tirpalu (1:20) ar
65 proc. etanoliu (1:20), gauta mazesné glikoproteiny iSeiga , atitinkamai —
0,387 mg/g ir 0,353 mg/g dziovintos rausvaziedziy eziuoliy Sakny zaliavos.
Kity tyrimy metu nustatyta, kad Zaliavos dziovinimas turi neigiamg jtaka
baltymy ir glikoproteiny iSeigai. Dziovinimo metu, priklausomai nuo naudo-
jamos temperatiiros ir dziovinimo trukmés, vyksta baltymy proteolizé ir de-
nattiracija, nulemianti baltymy kiekio sumazéjimg augalinéje zaliavoje [3,
67, 85]. Lyginant su Bergeron ir kt. [18] tyrimy rezultatais, mes nustatéme,
kad didesné baltymy iSeiga gauta, atliekant Echinacea purpurea (L.)
Moench $viezios zaliavos (Sakny) ekstrakcija.

3.2.1.1 lentelé. Baltymy, isskirty is 50 g svieZiy rausvaziedziy eZiuoliy

Sakny Zaliavos, kiekinis nustatymas (X+SD)

L Meéginio tiris Baltymy kiekis mé- | Baltymy kiekis Svie-
Baltymy méginys (ml) ginyje (mg) Fioje zaliavoje (ng/g)
Vandeninis balty- 250 90,58 + 1,74 1820,0 + 0,03
my ekstraktas
Eﬂ;‘) baltymy frak- 10 2544 + 1,42 508.8 + 0,75
E{Gj?o baltymy frak- 10 11,38+ 0,71 230,0 + 0,01
I$gryninta lektiny 2 004 +0.01 08+001
frakcija T e

Atlikus baltymy ekstrakto meéginio kiekine analizg, baltymai toliau buvo
frakcionuoti, i$stidant juos amonio sulfatu. Nors didesnis baltymy kiekis
gautas jsotinant ekstrakta amonio sulfatu nuo 0 iki 60 proc. ta¢iau nustacius
hemagliutinacinj titrg paaiskéjo, kad baltymy frakcija, i$stidyta amonio sulfa-
tu nuo 60 iki 80 proc. (Feo_s0), pasizyméjo didesniu hemagliutinaciniu akty-
vumu. Nustatytas baltymy kiekis Fgogo frakcijoje sieke 230,0 + 0,01 ng/g
zaliavos (3.2.1.1 lentelé¢).
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Nustacius hemagliutinacinj titrg tolimesniam frakcionavimui pasirinkta
Feoso frakcija, pasizyméjusi didesniu hemagliutinaciniu aktyvumu. Pagal
hemagliutinacijos inhibicijos testo rezultatus, aprasytus 3.1.2 skyriuje, nau-
dota afininés chromatografijos matrica, kurig pritaikius isgryninta hemagliu-
tinaciniu aktyvumu pasizyminti lektiny frakcija. ISmatavus baltymy koncen-
tracijg, nustatyta, kad i§ 50 g Svieziy rausvaziedziy eziuoliy Sakny zaliavos
gauta 0,04 £ 0,01 mg arba 0,8 £ 0,01 pg/g (zaliavos) aktyviy glikoproteiny.

3.2.2. Hemagliutinacinio titro nustatymo rezultatai

Atlikus vandeninio baltymy ekstrakto hemagliutinacinio aktyvumo tyri-
ma, nustatyta, kad ekstrakto hemagliutinacinis titras buvo 16 (3.2.2.1 lente-
1¢). Baltymy frakcija Fgo go turéjo didziausig hemagliutinacinj titrg — 32. Ji
naudota tolimesniuose lektiny gryninimo etapuose.

Nustacius hemagliutinacinj baltymy méginiy titra, apskaiéiuotas specifi-
nis hemagliutinacinis aktyvumas ir minimali baltymo koncentracija vandeni-
niame baltymy ekstrakte, galinti sukelti matoma triusio eritrocity suspensijos
hemagliutinacijg — 113,22 ug/ml (3.2.2.1 lentelé).

3.2.2.1 lentelé. Lektiny gryninimo ir aktyvumo analizes rezultatai

Specifinis hemag- | Minimali he-
Baltvmu mési- Hemagliuti- IiFl)Jtinacinis akt g_ magliutinacija Grynini-
a yn;/!s 8 nacinis tit- vUmas y sukelianti lekti- | mo laips-
ras no koncentracija nis
HU/ng baltymo
( ng ymo) (ng/ml)
Baltymy vande- 16 5660 113,22 1,00
ninis ekstraktas
Foo.s0 Daltymy 32 350 35,56 3,18
frakcija ’ '
ISgryninta lekti- 2 204 102 111.00
ny frakcija ' ' '

Minimali hemagliutinacija sukelianti lektino koncentracija maz¢ja, didé-
jant grynumo laipsniui.Galutiniame baltymy frakcijos gryninimo etape gauta
tik 1,02 pg/ml lektino, nes hemagliutinaciniu aktyvumu nepasizZymintys bal-
tymai kiekvieno gryninimo metu buvo pasalinti, o méginyje liko tik aktyviis
lektinai. Tokia tendencija pastebéta kity autoriy atliktuose lektiny gryninimo
i§ skirtingy augaliniy Zaliavy tyrimuose [171, 88, 183]. Minimali rausvazie-
dziy eziuoliy Sakny lektiny hemagliutinuojanti koncentracija yra mazesné nei
s¢jamyjy zirniy 3,12 pg/ml [191], didziyjy dilgéliy Sakny agliutinino
2,5 pg/ml [150], taciau didesné nei WGA minimali hemagliutinuojanti kon-
centracija 0,4 pug/ml [216]. Pospelov su bendraautoriais nustaté hemaglutini-
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ny, i$skirty i§ dziovinty rausvaziedziy eziuoliy Sakny, aktyvumo kitima skir-
tinguose augalo vegetacijos tarpsniuose. ISsiaiSkinta, kad pirmameciy raus-
vaziedziy eziuoliy Sakny zaliavoje didziausias hemagliutinacinis aktyvumas
aptiktas rugséjo — spalio ménesj [156]. Taciau Sie tyréjai neatliko kiekinés
hemagliutininy analizés.

3.2.3. Identifikuoto lektino, turin¢io LysM domeng, peptido kiekinio
nustatymo rezultatai

Rausvaziedziy eziuoliy $akny lektino LysM domeno kiekio nustatymas
atliktas tandeminés skysc¢iy chromatografijos — masiy spektrometrijos meto-
du. Nustatytas 745,0 m/z dydzio vieno identifikuoto LysM peptido kiekis,
iSreikStas pagal susintetinto referencinio 542,8 m/z peptido ekvivalents.
Skirstymo chromatograma pateikta 3.2.3.1 paveiksle.

A 2
470G

548 .

3.2.3.1 pav. LysM kiekinio nustatymo chromatograma, naudojant
tandeminés skysciy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodg
A — peptido standarto 542,8 m/z, chromatograma (sulaikymo laikas 4,70 min.), B — tiriamo
LysM peptido 745,0 m/z, chromatograma (sulaikymo laikas 5,48 min.)

Tirto lektiny peptido (745,0 m/z) kiekinio nustatymo rezultatai pateikti
3.2.3.1 lenteléje.
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3.2.3.1 lentelé. Svieziy rausvaziedziy eZiuoliy Sakny LysM lektiny peptido
(745,0 m/z) kiekinés analizés rezultatai

Tiesi¥kumo | =] g= | Kiekis
. i Kalibracinés | *, |x E|x E| € E ng/g
* N —= = =
SL Junginys ribos, kreivés lygtis | X E(: 2 DZ: 2 S 2| 3akny
ng/ml X . 1

Zaliavos

LysM 0,1084— y=00002x- | 5 | Q| & | o= | 0322

548 | septidas 10,84 0,2473 S| S| s|9s| oo

*SL — sulaikymo laikas, R? — regresijos koeficientas, AR — aptikimo riba, NR — nustatymo
riba

Nustatyta LysM peptido, esancio tiriamo baltymo konservatyvioje ami-
norugsciy sekoje, koncentracija — 1,582 + 0,010 ng/ml. Nors LysM aptiktas
daugelyje augaly proteomy tyrimy [211], taciau kiekinis LysM nustatymas
eziuoliy zaliavoje atliktas pirma kartg. Baltymy kiekiné analiz¢ pagal vieng
referencin] peptidg yra placiai taikomas analizés metodas, tafiau pilng
kiekinj nustatyma galima atlikti taikant keletos LysM aminoragséiy sekos
peptidy kalibracija.

3.3. Lektiny biologinio aktyvumo peliy imuniniam atsakui
tyrimas in vivo

Atlikus rausvaziedziy eZiuoliy $vieziy Sakny lektiny frakcijos kokybine —
kiekine analizg, vykdytas $ios lektiny frakcijos biologinio aktyvumo tyrimas
in vivo. Pagaminus vienai i$ tiriamyjy gyviny grupei vartotg tinktiirg, atliktas
aktyviy junginiy kokybinis — Kiekinis nustatymas.

3.3.1. Palyginamosios Echinacea purpurea (L.) Moench $akny
tinktiiros gamyba, ekstraktiniy medziagy Kkiekio ir kavos rugsties
dariniy analizé

Tinktiiros sausojo likucio kiekio nustatymas
Pagamintos Svieziy rausvaziedziy eziuoliy Sakny tinkttiros kokybé¢ jvertin-
ta gravimetriniu sausojo likucio kiekio nustatymo metodu. Sis tyrimas paro-

do bendrg nelakiy 1§ vaistinés augalinés zaliavos iSekstrahuoty veikliyjy jun-
giniy kiekj. Tyrimo rezultatai parodé, kad 11 tinktidros, atitinkanc¢ios 550 g
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Echinacea purpurea (L.) Moench $vieziy Sakny Zzaliavos, sausasis likutis
sudaré¢ 51,02 + 0,38 g.

Tinktiiros kokybiné ir kiekiné analizé efektyviosios skys¢iy
chromatografijos metodu

Chromatografinis §vieziy rausvaziedziy eziuoliy $akny 50 proc. (v/v) eta-
nolinés tinktiiros junginiy skirstymas (3.3.1.1 paveikslas) atliktas pagal Eu-
ropos farmakopé¢joje apraSyta metoda [54]. Pagal sulaikymo laikg ir UV
Sviesos absorbcijos spektrus identifikuotos Sios fenolio riigStys: kaftaro,
chlorogeno, kavos ir cichoro.

3.3.1.1 pav. SvieZiy rausvaziedziy eziuoliy Sakny tinktiiros (1:5) ESC
chromatograma
Identifikuotos fenolio rigstys: 1 — chlorogeno rigstis, 2 — kafiaro rigstis, 3 — kavos rigstis,
4 — cichoro rugstis

Atlikta fenolio rigsc¢iy kiekiné analizé, iSreiskiant analiciy kiekj pagal ka-
vos rugsties ekvivalentg. Vertinta analités smailés ploto priklausomybé nuo
koncentracijos tiriamajame tirpale. Sudarytas kavos riigsties kalibracinis gra-
fikas, jvertintas regresijos koeficientas ir kalibracinés kreivés regresijos lyg-
tis. Rezultatai pateikti 3.3.1.1 lenteléje.

Aptikimo ir nustatymo ribos apskaiciuotos, palyginus smailés aukstj su
bazinés linijos triuk§mu. Smailés aukscio ir bazinés linijos triuk§mo santy-
kis, naudotas skaiciuojant aptikimo riba, yra 3:1, o nustatymo ribg — 10:1.
Aptikimo ribos pagal kavos riigties ekvivalentg kito nuo 0,031 pg/ml iki
0,646 pg/ml, o kiekinio nustatymo riba — 0,104 ug/ml iki 2,154 pg/ml. Jverti-
nus kavos rigsties kiekj nustatyta, kad tiriamoje tinkttiroje jos koncentracija
sieké 3,78 + 0,23 ug/ml. Apskai¢iavus kaftaro rugsties kiekj kavos rigsties
ekvivalentais gauta 1,95 + 0,10 pug/ml koncentracija, tuo tarpu cichoro rags-
ties — 3,47 £ 0,14 pg/ml. Nustacius chlorogeno ragsties kiekj kavos riigsties
ekvivalentais, aptikta 1,75 + 0,09 pug/ml koncentracija, taciau ji buvo mazes-
né nei apskaiciuota nustatymo riba, todél gautas rezultatas yra nepatikimas.
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Musy atlikti tyrimai parodé, kad Sviezioje rausvaziedziy eziuoliy Sakny
zaliavoje dominavo kavos ir chlorogeno riigstys. Tai nepriestarauja anksciau
atlikty tyrimy rezultatams [69, 24, 133], taciau $iy nustatyty junginiy kiekiai
misy tirtoje rausvaziedziy eziuoliy Sakny tinktiiroje buvo mazesni.

3.3.1.1 lentelé Svieziy rausvaziedziy ezivoliy Sakny tinktiros (1:5) kiekinio
fenolio rugsciy sudéties nustatymo pagal kavos riigsties ekvivalentg

rezultatai (X+SD)

o - _ -
= — L = p— [—
: Ew 32 . B ) 2 2
SL Junginys 23 s23 |l 2 =4 = 22
Nr. N - . e £z
22 3¢ 2 Z | 2 23
Al 2 | <3
1,95
1. 4,69 | Kaftaro rugstis 0,158 | 0,527 + 0,(1)8()1{
o 0,10 '
3 1,75
' +
2. | g3 | Chlorogeno s | s 0646 | 2154 | u| 316%
rigstis = : ~ 008 0.13
Lo X (o] )
4| 8 |3 3,78
3. | 7,712 | Kavos rugstis s E 0,025 | 0,085 + 673032
@ 0,23 '
>
i tosti 3.47 6,24 +
4, 9,719 | Cichoro rugstis 0,031 | 0,104 +
0,14 0.25

SL — sulaikymo laikas, R® — regresijos koeficientas, AR — aptikimo riba,NR — nustatymo
riba.

Apibendrinus Echinacea purpurea (L.) Moench $vieziy Sakny tinktiiros
kokybinés — kiekinés analizés duomenis, nustatyta, kad i§ 1 g Zaliavos iSekst-
rahuota 92,75 + 34,47 mg sausyjy medziagy, i§ kuriy identifikuoti kavos
rugsties dariniai sudaré 16,37 ug, t.y. 0,01 proc. Tiriamojoje tinktaroje di-
dziaja dalj galimai sudaré kiti neidentifikuoti biologiskai aktyvis junginiai,
budingi rausvaziedziy eziuoliy Sakny zaliavai: alkilamidai, polisacharidai,
lipopolisacharidai ir Kkt.
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3.3.2. Eksperimentiniy Balb/C linijos peliy kraujo méginiuy analizés
rezultatai

Leukocity kiekio kraujo méginiuose nustatymo rezultatai

Apskaiciavus leukocity kiekj tiriamyjy gyviny kraujo méginiuose, nusta-
tyta kiekio (vnt.) did¢jimo tendencija gyviiny, gavusiy $vieziy rausvaziedziy
eziuoliy Sakny tinkttros ir LysM lektiny frakcijos injekcijas, grupése (3.3.2.1
paveikslas).

8,00 -
6,00 -
1 NacCl 0,9 proc.
4.00 - Il Tinkttra
1« &3‘ % Lektinas
e
2,00 4
0,00 -

vnt. Leux10%/1

3.3.2.1 pav. Eksperimentiniy gyviiny kraujo méginiy leukocity kiekio

nustatymo rezultatai
NaCl 0,9 proc. — sterilus fiziologinis tirpalas, Tinktira — is $vieZiy rauSvaziedziy eZiuoliy
Sakny paruosta 50 proc. (v/v) etanoliné tinktira (1:5), Lektinas — LysM lektiny
frakcija

Tyrimo metu nebuvo nustatyti statistiSkai reikSmingi rezultaty skirtumai

tarp grupiy. Darome prielaida, kad statistiniam duomeny reik§mingumui rei-
kéjo didesnés tiriamyjy gyviiny imties grupése.
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Leukocity formulés kraujo méginiuose nustatymo rezultatai

Atlikus tiriamyjy gyviny kraujo meéginiuose esanciy leukocity formulés
skaiiavimus gauti rezultatai pateikti 3.3.2.2 paveiksle. Tiriant visy peliy
grupiy kraujo méginius, eozinofily kiekio (proc.) pokyciuose nenustatyta
statistiSkai reikSmingy skirtumy. Lektiny LysM frakcijos injekcijas gavusiy
gyviiny kraujyje lazdeliniy neutrofily kiekis sumazéjo iki 3,9 + 1,21 proc.,
segmentuoty neutrofily kiekis sumaz¢jo iki 3,7 + 1,21 proc., limfocity kiekis
padidéjo iki 91,2 + 2,42 proc., o leukocity (neutrofily ir limfocity) su vakuo-
lémis kiekis iSaugo iki 20,2 £ 7,27 proc. Gauti rezultatai statistiSkai reiks-
mingai (p < 0,05) skyrési, lyginant su gyviiny, gavusiy peritonines fiziologi-
nio tirpalo ar tinktiiros injekcijas, kraujo méginiy atitinkamy lasteliy kiekiu
(proc.).

Monocity, mazy, vidutiniy ir gigantiSky limfocity procentinis kiekis sta-
tistiSkai reikSmingai (p < 0,05) skyrési tarp visy tiriamyjy gyviny grupiy.
LysM lektiny frakcijos injekcijas gavusiy gyviiny grupéje monocity procen-
tinis kiekis sumazé¢jo iki 0,2 + 0,18 proc., tuo tarpu, fiziologinio tirpalo in-
jekcijas gavusiy eksperimentiniy peliy kraujyje monocity kiekis sieké 1,9
0,62 proc. Monocity kiekis mazéjo ir tinktiiros injekcijas gavusioje gyviny
grupéje — iki 0,7 £ 0,24 proc. Mazy limfocity procentinis kiekis gyviiny gru-
péje, gavusioje lektino injekcijas, sumazéjo iki 0,5 £ 0,18 proc., tuo tarpu
fiziologinio tirpalo injekcijas gavusiy eksperimentiniy peliy kraujyje mazy
limfocity kiekis sieké

2,8 + 1,47 proc. Mazy limfocity kiekis tinktiiros injekcijas gavusioje gy-
viiny grupéje dar labiau sumazéjo ir sieké 0,1 + 0,09 proc. LysM lektiny
frakcijos injekcijas gavusiy gyviny grupéje vidutiniy limfocity kiekis statis-
tiskai reikSmingai padidéjo iki 88,7 + 4,70 proc., taciau dar daugiau vidutinio
dydzio limfocity nustatyta tinkttiros injekcijas gavusioje gyviny grupéje —
99,1 £ 0,55 proc. Tuo tarpu fiziologinio tirpalo injekcijas gavusios gyviny
grupés kraujyje nustatyta 83,0 = 8,80 proc. vidutinio dydzio limfocity. Gi-
gantisky limfocity kiekis LysM lektiny frakcijos injekcijas gavusioje gyviny
grup¢je sumazgjo ir sieké 0,4 * 0,21 proc., o tinktiiros grup¢je — 1,1 +
0,35 proc. Tuo tarpu fiziologinio tirpalo injekcijas gavusioje peliy grupéje
apskaiciuota 4,2 + 1,58 proc. gigantisky limfocity.

Eksperimentiniy gyviiny kraujo meéginiy tyrimy rezultatai parode, kad
lektiny injekcijas gavusiy gyviny pirminis imuninis atsakas — fagocitinis
lasteliy aktyvumas sumazg¢jo. Tai parodé statistiSkai reikSmingai sumazéjes
neutrofily ir monocity kiekis (proc.). Tuo tarpu Svieziy rausvaziedziy eziuo-
liy Sakny tinktira turéjo tendencijg skatinti pirminj imuninj atsakg (lazdeli-
niy neutrofily skai¢iaus (proc.) padid¢jimas) bei alerging reakcija, kurig pa-
rodé padid¢jes eozinofily skaiCius (proc.). Kiti tyréjai nagrin¢jo eziuoliy gen-
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ties augaly alergijas sukeliantj poveiki, susijusi su eozinofily kiekio ir imu-
noglobulino E koncentracijos kraujyje padidéjimu [5, 11, 98, 109].
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3.3.2.2 pav. Eksperimentiniy gyviiny leukoformulés kraujo méginiuose
nustatymo rezultatai.
*p < 0,05 lyginant su kontroline grupe (NaCl 0,09 proc.) ir su tinktiaros grupe. #p < 0,05

lyginant visas grupes tarpusavyje.

NaCl 0,9 proc. — sterilus fiziologinis tirpalas, Tinktiara — is SvieZiy rausvaziedziy eziuoliy
Sakny paruosta 50 proc. (v/v) etanoliné tinktira (1:5), Lektinas — LysM lektiny frakcija.
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Lektiny injekcijos veiké kaip antigenas ir stimuliavo antrinj imuninj atsa-
ka. Tai parodé statistiSkai reikSmingai padidéjes limfocity skaicius (proc.).
Statistiskai reik§mingai padidéjes vidutinio dydzio limfocity skaicius (proc.)
leidzia teigti, kad lektinai skatino limfocity brendimg ir diferenciacija, taciau
ne naujy lasteliy gamyba, nes kraujyje Zenkliai sumazéjo mazyjy (jauny)
limfocity skai¢ius (proc.). Sig hipoteze patvirtino ir Zenkliai padidéjes leuko-
city (neutrofily ir limfocity) su vakuolémis skaicius, rodantis, kad $ios imu-
ninés lastelés dél sumazéjusio fagocitinio aktyvumo kraujotakoje uzsilaiké
ilgiau nei kity grupiy tiriamyjy gyviiny kraujyje. Vakuolizacija gal¢jo sukelti
ir lektiny sgveika su lgsteliy plazmine membrana. Literatiiros Saltiniy duo-
menimis, lektinai, prisijungg prie lasteliy plazminés membranos, gali sutrik-
dyti membranos funkcija, 0 tai sukelia didesnj vandens ir Na* jony patekima
1 1astele bei vakuoliy formavimasi [42, 52, 55].

3.3.3. Eksperimentiniy Balb/c linijos peliy bluZnies
imunohistocheminio tyrimo rezultatai

Bluznis yra didziausias antrinis imuninés sistemos organas, kuriame vys-
tosi specifinis imuninis atsakas j kraujyje esancius antigenus, hematopoez¢ ir
seny eritrocity iSardymas [25, 100]. Eksperimentiniy peliy bluznies imuno-
histocheminio tyrimo rezultatai (3.3.3.1 paveikslas) parodé¢, kad rausvazie-
dziy eziuoliy Sakny tinkttira statistiskai reikSmingai, palyginus su fiziologi-
nio tirpalo injekcijas gavusiy peliy grupe (p < 0,05) ir su lektiny injekcijas
gavusia tiriamyjy gyviny grupe (p < 0,001), sumazino T limfocity tankj
bluznies PALS srityje. Tuo tarpu lektiny injekcijas gavusiy peliy bluZnies
PALS zonoje statistiSskai reikSmingai (p < 0,001), lyginant tiek su fiziologi-
nio tirpalo, tiek su tinkttiros injekcijas gavusiy gyviiny grupémis, padidéjo T
limfocity tankis.

Folikuluose statistiskai reikSmingai (p < 0,001), palyginti su fiziologine
grupe, ir su tinkttros grupe (p < 0,05), padidéjo T limfocity tankis tiriamie-
siems gyviinams, kuriems buvo injekuotas rausvaziedziy eziuoliy Sakny he-
magliutininas. T limfocity tankis folikuluose buvo didesnis rausvaziedZiy
eziuoliy Sakny tinktiros injekcijas gavusioje peliy grupéje, taciau statistiskai
patikimo skirtumo tarp fiziologinio tirpalo ir rausvaziedziy eziuoliy lektiny
injekcijas gavusios peliy grupés nerasta. StatistiSkai patikimy T limfocity
tankio skirtumy nerasta ir tiriamyjy gyviny bluZnies raudonojoje pulpoje.

Gauti tyrimy rezultatai parodé, kad i§ Sviezios rausvaziedziy eziuoliy Sak-
ny zaliavos paruosta tinktiira (1:5) slopino specifinj (antrinj) imuninj atsaka.
Remiantis literattiros $altiniais, i§ Svieziy Echinacea purpurea (L.) Moench
Sakny paruoStuose preparatuose randama didesné koncentracija lipofiliniy
alkilamidy [163], slopinan¢iy imunines reakcijas [114]. PrieSingai $ios tink-
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tiros poveikiui, lektiny LysM frakcija sukélé stipry specifinj imuninj atsaka,
kuris paprastai pasireisSkia veikiant baltyminés kilmés antigenui. StatistiSkai
reikSmingai padidéjes T limfocity tankis bluznies PALS ir folikuly zonose
leidzia daryti prielaida, kad lektiny injekcijos nulémé specifing imuning sti-
muliacijg ir T limfocity diferenciacija PALS zonoje. IS T limfocity zonos
subrendusios lgstelés per folikuly zong migravo j perifering kraujotaka ir
neutralizavo antigeng. Miisy gauti tyrimy rezultatai neprieStarauja kity auga-
ly lektiny imuninés stimuliacijos tyrimy in vitro [168, 178] ir in vivo [41,
167] rezultatams.
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3.3.3.1 pav. T limfocity tankio (Igsteliy/mm?) pasiskirstymas Balb/C peliy
bluznyje: PALS, folikuluose, raudonojoje pulpoje
*p < 0,01 lyginant su fiziologinio tirpalo (NaCl 0,9 proc.) ir p < 0,05 lyginant su tinktiros
grupe. #p < 0,05 lyginant visas grupes tarpusavyje. NaCl 0,9 proc. — sterilus
fiziologinis tirpalas, Tinktira — is Svieziy rausvaziedziy eZiuoliy Sakny paruosta
50 proc. (vv) etanoliné tinktiura (1:5), Lektinas — LysM lektiny frakcija

LysM lektiny frakcija skatino antrinj imuninj atsaka tiriamyjy gyviiny of-
ganizme. Tai parod¢ kraujyje sumazéje neutrofily ir monocity kiekiai bei
padidéjes seny su vakuolémis imuniniy lgsteliy skaicius kraujyje. D¢l lektiny
specifinio poveikio lasteliy plazminei membranai taip pat galéjo didéti leu-
kocity su vakuolémis kiekis kraujyje. Statistiskai reik§mingai didesnis vidu-
tinio dydzio limfocity procentinis kiekis kraujyje ir T limfocity tankis ploto
vienete peliy bluznies PALS zonoje parodé suintensyvéjusj specifinj imuninj
atsaka.
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IS Svieziy rausvaziedziy eziuoliy Sakny paruosta etanoliné tinktiira (1:5)
pasizyméjo specifinj imuninj atsakg slopinan¢iomis savybémis, ta¢iau skati-
no pirminj tiriamyjy gyviiny imuninj atsaka, nors rezultatai nebuvo statistis-
kai patikimi.
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ISVADOS

Parinktos optimalios salygos baltymy iSskyrimui i§ Echinacea purpu-
rea (L.) Moench Sviezios $akny zaliavos: ekstrakcija vykdyta fosfati-
niu buferiu (pH reiksmé 7,4) (1:5), po kurios atliktas baltymy i$sii-
dymas amonio sulfatu. Nustatytas iSskirty baltymy kiekis viename
grame zaliavos — 1820,0 = 0,03 pg. Lektinai sudaré 0,04 proc. balty-
my.

Gauta didziausiu hemagliutinaciniu aktyvumu pasizyminti baltymy
frakcija, jsotinant vandeninj Echinacea purpurea (L.) Moench $vie-
zios Sakny zaliavos baltymy ekstraktg amonio sulfatu nuo 60 iki
80 proc. Si frakcija naudota lektiny gryninimui. Nustatytas atrankiau-
sias metodas lektiny gryninimui — afininé chromatografija su D-
manozés, laktozés arba D-galaktozés ligandais.

Isskirta lektiny frakcija, kurioje identifikuoti du LysM lektiny klasés
~ 40 kDa dydzio LysM domenus turintys glikoproteinai, prisitvirti-
nantys prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolj ir pasizymintys
specifiskumu laktozei, D-manozei ir D-galaktozei.

Nustatytas identifikuoto LysM domeng turincio lektino peptido kiekis
— 0,316 ng (viename grame Sviezios Sakny Zaliavos).

Nustatyta Echinacea purpurea (L.) Moench §viezios Sakny zaliavos
lektiny sukelta antrinio imuninio atsako stimuliacija. Tiriamyjy gy-
viny kraujo méginiuose statistiskai reikSmingai (p < 0,05) sumazéjo
neutrofily bei monocity kiekis, taciau padid¢jo limfocity kiekis, o
bluznyje statistiskai reik§mingai (p < 0,001) padidéjo T limfocity
Kiekis.
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Echinacea purpurea (L.) Moench, a member of the Asteraceae
family, is a plant rich in flavonoids, essential oils, phenolic
compounds, saponins, polysaccharides and glycoproteins.
The aim of the study was to evaluate the protein content in
dried roots of Echinacea purpurea (L.) Moench after homo-
genization of roots with liquid nitrogen, extraction in 0.01
mol L™ phosphate-buffered saline (PBS) and purification
followed by fractionation of proteins using gel filtration
chromatography. Total concentration of proteins was mea-
sured using the Bradford method, and evaluation of the
molecular mass of proteins was accomplished by applying
the SDS-PAGE gel electrophoresis. The Bradford assay re-
vealed that the highest concentration of proteins in frac-
tions collected after gel filtration chomatography was 4.66—
6.07mg mL~". Glycoproteins, alkamides and polysaccharides
in roots of Echinacea purpurea (L.) Moench are chemical
compounds that are responsible for their immunomodula-
tory properties. However, information about the difference
of protein contents in fresh and dried roots of E. purpurea is
insufficient.

Keywords: Echinacea purpurea (L.) Moench, proteins, gel fil-
tration chromatography, SDS-PAGE

Echinacea purpurea (L.) Moench (Asteraceae) is a herb well known for its usage in medi-

cine. Itis rich in phenolic compounds, including caffeic acid derivatives (0.6-2.1 %) — main-
ly cichoric, caftaric, chlorogenic and isochlorogenic acids and flavonoids (e.g., rutoside,
quercetin and kaempferol). Alkamides (0.01-0.04 %) mostly isobutylamides of C11-C16
straight-chain fatty acids with olefinic or acetylenic bonds are also characteristic constitu-
ents of the roots of E. purpurea. Polysaccharides (inulin, arabinogalactan), proteins and
glycoproteins extracted from the roots of E. purpurea exhibit anti-inflammatory activity by
stimulating the immune cells. Other constituents, including the saturated pyrrolizidine-
type alkaloids, such as tussilagine andisotussilagine, polyacetylene derivates, and up to
0.2 % of essential oils (e.g., containing caryophyllene or humulene, limonene and cam-
phene) have also been isolated from the roots of E. purpurea (1). Even though plant proteins
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are currently being intensively studied for their antiproliferative (2), antibacterial (3), anti-
oxidant (4) and anti-inflammatory (5) activities, there is a lack of information about such
compounds in the roots of E. purpurea. In this study, proteins extracted from the dried
roots of E. purpurea were evaluated according to their molecular size and their molecular
mass, and their content in the roots was determined.

EXPERIMENTAL

Chemicals and materials

Ammonium sulfate (99.0 %) and e-amino-capronic acid (> 99.0 %) were supplied by
Carl Roth GmbH + Co. KG (Germany). Polyvinylpyrrolidone (PVPP), benzamidine (99.0 %),
and 0.01 mol L™ phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, consisted of 10.9 g sodium phos-
phate monobasic (Sigma-Aldrich, USA), anhydrous (= 99.0 %) (Sigma-Aldrich), 3.2 g of so-
dium phosphate dibasic, anhydrous (= 99.0 %) (Sigma-Aldrich), and 90.0 g of sodium chlo-
ride (Sigma-Aldrich), all dissolved in 1000 mL of distilled water.

Whatman® regenerated cellulose membrane filters, pore size 0.45 pm, were purchased
from Sigma-Aldrich. Centriprep YM-3 centrifugal filters obtained from EMD Millipore
(USA) were used in the desalting and concentration procedure of the E. purpurea protein
sample. The phosphate buffer (PB) Centipur®, pH 7.0, was obtained from Merck (Germa-
ny). Bovine serum albumin (> 99.0 %) used as a standard substance in the Bradford protein
assay, acrylamide/bis-acrylamide (30 %), sodium dodecyl sulphate (98.5 %) and Bradford
reagent (Coomassie Brilliant Blue G-250) were purchased from Sigma-Aldrich.

The PageRuler Prestained Protein Ladder used as a standard mixture in SDS-PAGE,
10 to 180 kDa, was purchased from the Thermo Scientific™ Protein Biology Products (Lith-
uania). The Thermo Scientific Pierce Silver Stain Kit was obtained from Fisher Scientific
(USA). The tris-buffer (0.25 mol L™ Tris, 1.92 mol L™ glycine, pH approx. 8.3) was pur-
chased from Sigma-Aldrich.

Apparatus

AnIKA M20 grinder was obtained from IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Germany). Gel
filtration chromatography was carried out using the AKTA Purifier 100 system Plus sup-
plied by GE Healthcare Life Sciences (Sweden). The UNICORN 5.31 software [GE Health-
care Life Sciences (USA)] was employed to collect and analyze the gel filtration chromato-
graphy data. The separation of proteins was performed using Superdex 200 10/300 GL
column (13 pm particles, 300 x 10 mm) obtained from GE Healthcare Life Sciences (USA).

An Infinite M200 spectrophotometer obtained from TECAN (Germany) was used to
measure the absorbance of samples in order to determine their protein concentration. A
thermostat Techne Dri-Block (R) Model DB-2D was purchased from Techne (UK).

Preparation and storage of plant material

Dried roots (300 g) of 3-year-old E. purpurea plants were purchased from the Botanical
Garden of Vytautas Magnus University, Kaunas, Lithuania, in September 2013. The speci-
mens were taxonomically identified at the Department of Pharmacognosy of the Lithua-
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nian University of Health Sciences, Kaunas, Lithuania. Dried roots were stored in a dark
place. This plant material was exposed to the temperature of 20 + 1 °C and a humidity-
controlled environment (50 + 5 %) until required for extraction.

Protein extraction and purification

The roots of the plant were ground with an IKA M20 grinder just before extraction.
The plant material (40 g) was homogenized with liquid nitrogen in a mortar. The homoge-
neous material was extracted in 200 mL of PBS with 5 mmol L™ of benzamidine, 5 mmol
L™ of e-amino-capronic acid, and 2 % of PVPP for 12 h at the temperature of 4-5 °C. The
extract was filtered through a cellulose membrane filter and centrifuged at 1,500 rpm for
30 min at 4-5 °C. Purification of proteins was followed by the salting out procedure. The
filtrate (150 mL) was saturated (6). After 24 h of constant stirring, saturated solution was
centrifuged at 15,000 rpm for 30 min. The resulting precipitate was dissolved in 1 mL of
PBS solution and kept at 4 °C.

The precipitate was re-suspended and dialyzed for 48 h in dialysis membrane tubing
with 0.22-um pores against three changes of PBS. The peptide solution was desalted, re-
moving ammonium sulfate, and concentrated to 1.5 mL with Centriprep YM-3 centrifugal
filters (7).

Gel filtration chromatography

Gel filtration chromatography was used to separate the protein mixture into fractions
according to size (8). The procedure was performed with the AKTA Purifier 100 Plussys-
tem, using the Superdex 200 10/300 GL column, applying isocratic elution with PB. The
procedure was carried out at constant temperature of +4 °C. The column matrix was a
spherical composite of cross-linked agarose and dextran. The column was previously
equilibrated with 50 mL of distilled water. Afterwards, the system was pre-equilibrated
and eluated with PB. The flow rate was 0.5 mL min™' and the maximum pressure over the
column was 1.4 MPa.

Prior to the injection into the system, the protein sample (1.5 mL) was centrifuged at
10000 rpm for 15 min at the temperature of +4 °C. After that, the protein sample was
manually injected into the system with a 500-uL injection loop. Each 0.5 mL fraction was
collected in tube. Proteins were detected by monitoring their UV absorbance: proteins
with aromatic amino acids were tested at 280 nm and peptide bonds at 215 nm. Following
that, the protein amounts and molecular masses were examined in the collected fractions.
Negative control (PB) was treated in the same manner (10).

Bradford microassay

Protein quantity was measured by applying the Bradford method (9) using 0.125, 0.25,
0.5, 1.0, 1.5, and 2 mg mL™" of the bovine serum albumin (BSA) protein standard. Each pre-
diluted standard or sample (120 pL) was placed into a separate microplate well and mixed
with 120 uL. of Coomasie Brilliant Blue Dye G250. The absorbance of both standard and
sample solutions was measured at 595 nm. The concentration of an unknown protein in
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the sample was determined by using the equation y = 0.0205x +0.0105 (R? = 0.9955) defining
the calibration curve plot (10).

SDS-PAGE gel electrophoresis

The samples were prepared by mixing proteins with an electrophoresis sample buffer
and heating the mixture at 95 °C for 5 min. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out in a slab mini-gel apparatus, using 15 % poly-
acrylamide as the separating gel, and 4 % polyacrylamide as the stacking gel. During the
analysis, 30 uL of each sample was added into the wells of the gel slab, and 5 pL of the
PageRuler Prestained Protein Ladder was used as the standard mixture. Power conditions
for gel electrophoresis were 200 V and 25 mA, and the run time was 90 min. After SDS-
PAGE, the gels were fixed and stained with silver nitrate. Molecular masses were esti-
mated by comparison with the migration rates of the standard protein.

RESULTS AND DISCUSSION

Fractionation by gel filtration chromatography

Proteins from the roots of E. purpurea were separated into 80 fractions during gel fil-
tration chromatography. Peaks were obtained in fractions No. 29, 30, 36, 40, 42-43, 48, 54,
58-59, 62-63, and 65-66. Fractions No. 29, 30, 36, 37, 40, 42, 48, 62, and 65 were chosen for
the Bradford microassay because they showed the highest peaks.

Protein microassay

The amount of proteins in the fractions was determined as mentioned previously.
The concentrations are shown in Table I. The highest amount of proteins was in fractions
No. 29, 30, 36, and 37, and hence these fractions were chosen for SDS-PAGE gel electropho-
resis.

Table I. Concentration of proteins in fractions when applying the Bradford method

Fraction No. Concentration (ug mL™)
29 6.068 +0.020
30 5.083 +0.016
36 4.663 +0.046
37 5.956 + 0.036
40 4.01£0.011
42 4.288 +0.006
48 2.044 +0.025
62 2.302 +0.019
65 1.259 +0.003
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SDS-PAGE gel electrophoresis

SDS-PAGE electrophoresis showed separated protein fractions No. 29, 30, 36, and 37.
According to the PageRuler Prestained Protein Ladder, the standard molecular mass of the
proteins in fraction No. 29 was 14, 30, 35, and 120 kDa, and in fraction No. 30-14, 25, 30, 35,
and 120 kDa. The molecular mass of the protein in fractions No. 36 and 37 was 36 kDa (Fig.
1). Glycoproteins with a molecular mass of 17, 21, 30 and 120 kDa were isolated from the
roots of E. purpurea in previous studies (11). It was estimated that glycoproteins with lower
molecular mass contained approximately 3 % of protein. Aspartate, glycine, glutamate,
and alanine are the major amino acids of the protein moiety while arabinose, galactose,
and glucosamine are the main sugars (12).

kDa

170 K

100

55

40
o8 -
35

25

15

Sst. 29 30 36 37 Fractions

Fig. 1. Molecular mass of proteins in separated fractions of E. purpurea (arrows show 120 kDa sized
protein bands).

The experimental data revealed that the pressed juice of E. purpurea contained 120 kDa
arabinogalactan protein (AGP) known to be responsible for the immunomodulatory pro-
perties of the plant (13). Previous studies have shown that the polysaccharide moiety of
AGP is 90 % and mainly consists of arabinose and galactose residues. Glutamine, aspara-
gine, hydroxyproline, serine, threonine and alanine are the dominant amino acids of the
protein moiety (14). According to our investigations, the bands of 120 kDa in fractions No.
29 and 30 were pale and blurred, which means that there was only a very small amount of
120 kDa sized protein. This suggests that fresh plant material contained more AGP sized
protein than dried material (12). The presence of AGP in dry plant material still remains
to be evaluated.

Two bands of 30 kDa in fractions No. 29 and 30 were identified, which indicated the
presence of two polypeptides that shared the same amino acid sequence. Such polypep-
tides are usually isoenzymes that perform similar functions, but each of them is differ-
ently specialized for a specific tissue and/or purpose (14).
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The aim of our experiment was to determine the protein size in dried E. purpurea roots
and to compare our results with those presented in the literature. Our pilot experiments
hypothesize that proteins in dried roots of E. purpurea could be isomers or glycosylated
protein forms, judging by the SDS-PAGE image. Nevertheless, structural, quantitative and
qualitative investigations of protein and glycoprotein, content should be carried out in the
future.

CONCLUSIONS

Our results showed a trace of AGP-sized proteins in dried plant material, suggesting
that the drying process affected protein content in the roots when compared to the fresh
juice of E. purpurea. Therefore, a more thorough characterization of small-sized protein
content in dry root material is required in order to determine its chemical structure and
biological activity.

Acknowledgments. — The authors gratefully acknowledge the support through a Grant (No. TAP-
LB-12-006) of the Lithuanian Foundation for Research and Studies.
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Proteins were extracted and fractionated from Echinacea purpurea L. (Moench) (purple coneflower) roots, to evaluate their hemagglutinating activity. Our
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25 kDa glycosylated protein is responsible for the hemagglutinating activity and might be worth for its investigation for other
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Purple coneflower, or Echinacea purpurea L. (Moench) (family
Asteraceae), is a plant well known for its medicinal usage.
Immunostimulatory [1] and anti-inflammatory [2] properties of this
plant have been known from studies of traditional medicine in
Indian tribes. Currently, the focus has been on chemical substances
accumulated in E. purpurea, including glycosides (such as caffeic
acid derivatives), polyanthracenes in the aerial parts of a plant, and
polysaccharides and inulin in the roots [3]. Although purple
coneflower extracts and juice have been used for a long time, the
data on the biological activities of its proteins - including
glycoproteins - are ambiguous. Our hypothesis is that glycoproteins
in purple coneflower roots might be responsible for the biological
activity of this plant species, and lectins could be an excellent
candidate.

Lectins, carbohydrate-specific glycoproteins of non-immune origin,
are distributed widely in a variety of plant species. Plant lectins are
known to contain up to 10% of N-linked carbohydrates that can be
found in two different types. One of them consists of N-
acetylglucosamine and mannose, which is identical to oligomannose
units found in animals. The second one is a plant-specific type with
p1—2 linked xylose and with (or without) al—3 linked L-fucose
[4]. Lectins have attracted attention because of their various
biological activities. Even considered toxic compounds [5], at lower
concentrations, they can be used as antiproliferative [6],
immunomodulating [7], or antiviral [8] agents in vitro and in vivo.
An important activity that distinguishes lectins from other plant
proteins is their ability to agglutinate red blood cells.
Hemagglutination assay is considered a classical technique to
identify and semi-quantify lectins in protein fractions [9].

Our study detected hemagglutinating activity in glycoprotein
fractions from fresh roots of E. purpurea, where the active fractions
were distinguished by the presence of 25 kDa glycoproteins.

Even though purple coneflower is a herb well known for its health-
enhancing properties, information about its biologically active
proteins is scarce. The initial step is to extract and fractionate
proteins from harvested E. purpurea (Moench) roots to
characterize/identify proteins(s) with biological activity. Firstly, the
proteins were fractionated on a SPFF cationite column, which
revealed the presence of a slightly larger amount of unbounded
proteins (Table 1), indicating that most of our extracted proteins
were positively charged in our experiment conditions.

Table 1: The amount of proteins loaded for ion exchange chromatography. The values
are the mean of three independent experiments = SD

Protein amount (mg)

Separation

F| Was
tachakiie Loaded sample Flow through ‘ash
Cationite column 149.5+2.9 100.0:0.5 29.0+0.6
Anionite column 100.0£0.5 26.3:0.04 13.40.03

In order to maximally separate and enrich fractions with
hemagglutinating active proteins, the flow-through fraction was
subsequently loaded on the Q FF anionite column (Figure 1).

Hemagglutinating activity assay is the main technique for screening
phytohemagglutinins ~ or  lectins  in  protein  samples.
Hemagglutinating activity was detected in a crude Echinacea
purpurea L. (Moench) root protein extract. Fractions of cationite
separation did not show any hemagglutinating activity. Cationite
flow through proteins showed hemagglutinating activity,
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Figure 1: (a) Fractionation of crude E. purpurea protein extract on SPFF cationite
column B; (b) - the unbound (flow-through) protein fraction was loaded on the Q FF
anionite column and was fractionated similar to the crude protein extract. Arrows show
NaCl gradient at the point of 0.4 M and 0.7 M. Gray-colored boxes mark active
fractions.

and was loaded for the second fractionation on the anioni |
After overnight dialysis, hemagglutinating activity was observed in
4 fractions: 8, 9, 10, and 13 (Figure 2). Anionite separation fractions
1-7 were not selected for further analysis because there was no
hemagglutinating activity, and no immunoblotting signal was
detected. The amount of the loaded proteins in fractions that
contained hemagglutinating activity varied between 14.9 pg and
28.5 pg in fraction 8-9, and 13 (Table 2). Fractions 11 and 12 did
not show any hemagglutinating activity even after up-concentration
by 16 times.

It is known by definition that lectins are carbohydrate-binding
glycoproteins with the ability of agglutinating cells [9]. Previous
studies showed an eslimation of carbohydrate content in purified
lectin ples. A g to the | most of N-glycans in
plants contain the xylose sugar, and thus we used the anti-xylose
antibody recognizing the xylose sugar in plant N-glycans, which
that allowed us to detect glycosylated proteins in protein samples of
E. purpurea roots.

Glycosylated proteins started eluting out of the column when the i ion
strength reached 0.4 mol L-1 NaCl. Gly“ in elution d

after the elution volume reached the ion strength at 0.7 mol L'
NaCl (Figure 1b). The majority of xylosylated proteins were
observed in fractions 8 to 13, and fractions 8, 9, 10, and 13 showed
hemagglutinating activity. As seen in Figure 3, the four active
fractions had a signal at approximately 25 kDa, which was not
detected in the non-active fractions.

The active protein fractions 8-10 and 13 had the highest
immunoblotting sngnal (exposure time - 1 min), but lower protein
content, to ctive fracti 14-18. In contrast,
fractions 11 and 12 had the lowest protein amount but medium
immunoblotting signal, albeit without any hemagglutinating
activity. Fractions without the said activity did not agglutinate
rabbit blood cells even when concentrated.

Hemagglutinating active fractions shown in Figure 3a differ in their
pattern of immunoblotting signals from fractions without
hemagglutinating activity, as seen in Figure 3b. Even though the
loaded protein samples contained different levels of proteins (Table
2), they did not correlate with film exposure time (Figure 4). This

Balciunaite Ger al.

might have been caused by the decreased level of glycosylated
proteins in the tested protein fractions with higher protein content,

Table 2: Protein content (ug) of fractions tested for hemagglutinating activity Values
are the mean of three independent experiments + SD

F'L‘“"“ ] 9 10 1 12 13 14
0.
Amount
offoaded ;013 149817 241401 53:09 139513  285:00  55.9:0.1
protein
(ug)
Fraction 15 16 1”7 18
No.
Amount
of loaded
pheesey 20.410.1 53.00.3 29.5:0.1 8.9:0.1
(ng)
-9
-n
-9
—36
-2
23
-0
8 9 10 13 kDa 11 12 14 1516 17 18
w ™
Figure 2: ing with primary anti-xylose rabbit antibody of glycosylated

proteins. a - fractions contained hemagglutinating activity; b - fractions without
hemagglutinating activity.

Figure 3: View of hemagglutinating activity in the loaded protein sample and protein
fractions No. 8, 9, 10, and 13 fractionated on the Q FF column. Test results visualized with
light microscopy. The PBS buffer was used as a negative. control.

compared to fractions with low protein content but a strong
immunoblotting signal. The highest amount of protein (111.8 pg)

was loaded from fraction 14, but it wok 5 min of exposure time to

get a visible i bl signal. N hile, the loaded low
protein amount (29.6 pg) from fraction 9 (which showed
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hemagglutinating activity) was visible after 2 min of film exposure
time.

L - - g o W L

o C
Figure 4: Results of MALDI TOF-TOF mass y. Spectrum A ds to
a~ 25 kDa-sized glycoprotein from the luti ive fraction 8, Spectrum B
corresponds to a ~ 25 kDa-sized glycoprotein from hemagglutinating active fraction 9,
Spectrum C corresponds to a ~ 25 kDa-sized glycoprotein from the h inati
active fraction 10, and Spectrum D corresponds to a ~ 25 kDa sized glycoprotein from
hemagglutinating active fraction 13.

rotein content (ug) of each fraction loaded on a blotted SDS-PAGE gel (Protein
imated by the Bradford assay). Values are the mean of three independent
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(TBS buffer, 0.1% (v/) Tween, 3% (w/v) skimmed milk powder),
and the alkaline phosphate buffer (100 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl,).

Preparation of herbal material: Fresh roots (100 g) of 3-year-old E.
purpurea were purchased from the Botanical Garden of Vytautas
Magnus University, Kaunas, Lithuania, in November 2015. The
specimens were taxonomically identified at the Department of
Pharmacognosy of the Lithuanian University of Health Sciences,
Kaunas, Lithuania. Fresh roots were frozen at -30 = 1 °C until
protein extraction.

Preparation of crude extract and protein precipitation: In total, 22
g of frozen E. purpurea roots were homogenized in a mortar cooled
with liquid nitrogen. Fine root powder was extracted in 100 mL of
the phosphate buffer saline (PBS) solution (pH 7.4), constantly
stirring for 2 h at 4=1 °C. the supernatant was collected after
centrifugation (at 10,000 g for 20 min at 4 °C), and was used for
protein precipitation.

Proteins were precipitated as previously described by Gorg and
colleagues [10] After the washing procedure, the protein pellet was
air-dried for 5 min, and was then re-suspended in the PB buffer. The

Fraction
No.

protein ation was d using the Bradford assay [11]
with bovine serum albumin as a standard. Three biological

Amount
of loaded
protein
(ue)

55.622.7 29.6:1.4 48.2422 57.120.2

non-

Fraction
No.

active

Amount
of loaded 10.6+ 279+ 1nLs 589+ 105.6+ 58.94 978+
protein 18 27 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
(ug)

We suggest that the hemagglutinating activity could be correlated to
a xylosylated protein at ~ 25 kDa, since this signal is unique for the
four active fractions. To confirm this, the corresponding protein
band at 25 kDa was excised from the gel for the four lanes, and was
analyzed using mass spectrometry. Figure 4 represents the MS
spectra of the tryptic digestion of proteins at 25 kDa for the active
fractions. These spectra indicated that the four bands ined an

pli were performed, and were expressed as an average with

standard deviation (¥£SD). Microsoft Excel 2010 software was used
for statistical analysis.

Protein separation by ion-exchange chromatography: Before the
analysis, strong cationite HiTrap SPFF (0.7%2.5 c¢cm) and strong
anionite HiTrap Q Sepk FF (GE Healtt ) (0.7%2.5 cm)
columns were prepared according to the manufacturer’s
recommendations. The protein sample was centrifuged at 8,000 g
for 10 min at 4 °C, and was filtered through a membrane filter
(Minisart®) with the pore size of 0.2 um before loading to the
column. Firstly, the protein sample was loaded on a strong cationite
column with the peristaltic pump speed set at 1 mL/min.
Subsequently, the flow through fraction was evalated. After the
completion of the sample loading, the column was washed with 15
mL of buffer A. The fraction with unbounded proteins was collected
into the falcon tube.

After the initial stage of sample loading and washing of the

identical protein (probably with different post-translational
modifications). MS/MS was performed for the most intensive
peaks, and all data were searched against Swiss-Prot and NCBI
plant databases. However, the lack of sufficient homology with
protein sequences in the databases did not allow for the elucidation
of the primary sequence of this protein by the peptide mass
fingerprint. Thus, the primary structure of E. purpurea roots
remains to be determined by other techniques.

Experimental

Phosphate buffer saline (PBS) solution (buffer B) (7.6 mM
Na,HPO,, 2.3 mM NaH,PO,, 0.15 mM NaCl), pH 7.4, and PBS
buffer (buffer A) (7.6 mM Na,HPOy, 2.3 mM NaH,POy,), pH 7.4
were used in the experiment. Buffer A and B were filtered through
0.2 um filter and degassed before usage.

Other buffers included the SDS-PAGE running buffer (19.2 mM
Tris-HCI, 2.5mM glycine, 0.1 % sodium dodecyl sulphate (SDS)),
the transfer buffer (25 mM Tris-HCI, 200 Mm glycine, 20 % (v/v)
ethanol), the 7BS buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl), pH 7.4,
TBS-T buffer (TBS buffer, 0.1 % (v/v) Tween), the blocking buffer

bound proteins, the column was connected to the AKTA Prime
plus (GE Healthcare, Finland) system. The proteins were eluted
with 95 mL of linear gradient 0-100% buffer B. The peaks were
determined with a UV d at 280 nm 1 h. In total, 18
protein fractions of 5 mL were collected into test tubes. After the
analysis, the column was washed with 15 mL of 2M NaCl. The
washed proteins were collected into the falcon tube. The unbound
fraction was loaded on the HiTrap Q Sepharose FF column, and
fractionation was repeated as written above.

Protein sample dialysis: After protein separation on the HiTrap Q
Sepharose FF column, all 18 protein fractions were dialyzed in the
PB buffer for 18 h at 4 °C. The molecular weight cut-off (MWCO)
of the dialysis membrane was 10,000 Da.

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and Western blotting: Polyacrylamide gel electrophoresis
was performed with sodium dodecyl sulphate, on a 12% gel slab
according to Lammli [12]. The electrophoresis chamber was filled
with the SDS-PAGE running buffer. A total of 64 pL, or 1.28% of
each protein fraction was loaded on the gel slab, and was subjected
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to electrophoresis at 30 mA for approximately 90 min. The gel was
removed from the electrophoresis apparatus, was briefly soaked in
the transfer buffer, and was then transferred to a polyviny! fluoride
(PVDF) membrane that had been pre-wetted with the following
solutions: at first, the membrane was soaked in 96% ethanol for 1
min, then transferred to 50% ethanol for 10 sec, and then was
exposed to the transfer buffer for 10 seconds. Proteins from the
SDS-PAGE gel were transferred in a semi-dry manner for 70 min at
90 mA per stack.

The membrane was washed three times for 10 min in the TBS
buffer, pH 7.4, was blocked in the blocking buffer for 1 hour, and
was subsequently incubated in the primary anti-xylose (Antisera,
Sweden) antibody used at the dilution of 1:1000 on a rotating
platform overnight at 4 °C. On the next day, the membrane was
washed with TBS-T, and was incubated in secondary anti-rabbit
antibody used at the dilution of 1:3000 on a rotating platform for 1
hour at 22 °C. After being washed for three times (10 min each) in
the TBS-T buffer, the membrane was washed with the alkaline
phosphale buffcr for 5 min. The bmdmg proteins were detected by
using the CDP Star solution, and
were visualized on an X-ray film (AmershamHyperfilm ECL)
developed by using the Agfa Curix 60 (Belgium) film processor.

Protein digestion and analysis by MALDI TOF-TOF mass
spectrometry: The corresponding protein bands were excised from
protein gels where unique immunoblotting signals for the active
fractions at 25 kDa were observed. The proteins were in-gel tryptic
digested and purified. The digested peptides were eluted and applied
on a MALDI target using 0.5 pL of 20 mg/mL 2,5-
dihydroxybenzoic acid in 70% acetonitrile/0.1% (v/v) TFA. The MS
spectra were obtained on a 4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer
(AB SCIEX) mass spectrometer operated in the reflector, positive
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SUMMARY

Introduction
Phytochemical composition research is a promising research field for a new
innovative drug compound screening. Plant secondary metabolites, like alka-
loids, saponins, flavonoids, anthraquinones, etc. are used in medicine as ac-
tive drug compounds. However, there is a lack of activity investigation of
plant primary metabolites, like proteins and glycoproteins.
Lectins are reversible and specifically carbohydrate-binding, non-immune
origin glycoproteins, found in all live organisms. Carbohydrate specificity
causes lectin activity, like hemagglutinating [176], antibacterial [64], anti-
fungal [85], antiviral [197], insecticidal [207], cytotoxic [204], immunomod-
ulatory [190] and antiproliferative [215].
Plant lectins are accumulated in the whole plant, leaves, flowers stems, but
especially in storage tissues in roots and seeds [172]. Carbohydrate specifici-
ty causes lectin interaction with target cells. It enables biological activity
application for therapeutic purposes. Galactose and chitin specific mistletoe
(Viscum album L.) lectins were proven to act as anticancer agents in vivo and
in vitro [16, 37], and in clinical studies [9]. Studies with animals and humans
showed positive results and it might become an innovative resolution for
bacterial disease occurrence [134]. Various drug forms with lectins are al-
ready used in practice. Preparations with common bean lectins for mucous
surface regeneration are already registered by the European Patent Office
[161]. Another European patent is registered for lentil (Lens culinaris L.)
lectin preparation as an adjuvant after chemotherapy and radiotherapy [87].
Plant lectins are promising compounds for new drugs development. There-
fore lectin purification and characterisation have to be done thoroughly. Ex-
tensive lectin screening in various plant species is limited by the lack of full
plant genome sequencing data. Genomes with predicted protein sequences in
pant somatic cells would ease targeted lectin purification and would help to
save time and expense spent on experimental screening. There is a lack of
lectin quantitative and qualitative evaluation in plants. Previous studies
showed a hemagglutinating activity of purple coneflower ethanolic extracts
[93], however, no further studies haven‘t been done as well as there is no
data on Echinacea purpurea (L.) Moench lectin effect on immune response
in vivo.
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The aim of the study.

To purify lectins from purple coneflower (Echinacea purpurea (L.) Moench)
roots, evaluate their quality, quantity and effect on immune system reactions
in vivo.

The objectives of the study:

1. To purify and quantify proteins from fresh purple coneflower (Echinacea
purpurea (L.) Moench) roots;

To purify lectins from extracted proteins;

To evaluate purified lectins qualitatively;

To estimate peptide quantity of identified,

To assess the impact of purified lectins to Balb/c mice immune system
reactions in vivo.

okrwn

Scientific novelty.

Quantitative and qualitative evaluation of proteins from Echinacea purpurea
(L.) Moench roots has been done. ~ 40 kDa hemagglutinating active and
specific to lactose, D-mannose and D-galactose glycoproteins with LysM
domain, were identified in purple coneflower roots for the first time. Fur-
thermore, one of LysM peptides were quantified in Echinacea purpurea L.
(Moench) roots for the first time.

Bioinformatic analysis of identified glycoprotein showed homology in the
other plant species, like Helianthus annuus L., Lactuca sativa L., Artemisia
annua L.

Identified lectin fraction was tested for its’ impact on mice immune system
reactions in vivo for the first time.

Practical and theoretical significance

Our investigation gives new knowledge about Echinacea purpurea L.
(Moench) protein qualitative and quantitative characteristics. It enables fur-
ther purple coneflower investigations and screening of new biologically ac-
tive compounds.

Identified glycoproteins with LysM domain had an immune system stimulat-
ing properties in vivo. It gives us new information about the biological ac-
tivity of lectins in Echinacea purpurea L. (Moench) roots.

Bioinformatic analysis results of identified glycoprotein could be used for
further Echinacea genome and gene expression studies. It could be applied
in the field of phytochemical genomics, which focuses on genome-based
synthesis and function of phytochemicals (plant metabolites). It could help to
optimize the cultivation of Echinacea plants species for targeted phytochem-
ical composition and pharmacological effects in new products.
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Quantitative — qualitative analysis of fresh Echinacea purpurea L. (Moench)
root ethanolic tincture has been done. Results showed different quantitative
characteristics from dry Echinacea purpurea L. (Moench) root tinctures.
Moreover, fresh Echinacea purpurea L. (Moench) root tincture demonstrat-
ed immunosuppressive effect for mice immune response in vivo. These re-
sults are important in the development of a new phytopreparations.

Materials and methods

Plant material. Fresh Echinacea purpurea (L.) Moench roots were collected
at Vytautas Magnus University, Kaunas Botanical garden and cleaned under
cold running tap water. Water from the surface of the washed roots was ab-
sorbed with paper towels. Cleaned and drained roots were frozen in a freezer
at —20£2 °C and kept until needed.

Preparation of aqueous protein extract. Frozen purple coneflower roots
were cut in 1 cm long pieces, transferred to the grinding mill, frozen with
liquid nitrogen to —195 °C and homogenized for 5 min. Homogenized root
material was transferred to the mortar and mashed in liquid nitrogen with a
pestle until particles were 0.5-1.5 mm size.

50 g of homogenized Echinacea purpurea (L.) Moench roots were extracted
for 2 h in phosphate buffer saline (PBS) with 2.0 % (w/v) polyvinylpolypyr-
rolidone (PVPP) and 5 mM of y-aminocaproic acid constantly stirring at
4+2 °C. The ratio between root material and extraction buffer was 1:5 (w/w).
The extract was centrifuged at 4 °C for 20 min at 8500 x g. Centrifugate was
collected and used for protein precipitation by ammonium sulphate.

Protein precipitation. Proteins were precipitated from crude extract by salt-
ing out using ammonium sulphate. A first protein fraction was obtained by
adding ammonium sulphate to 60 % (w/v) saturation and constant stirring for
16 h. Precipitated proteins were collected by centrifugation at 8500 g for
20 min. The supernatant was subjected to precipitation with 80 % (w/v) satu-
rated ammonium sulphate by stirring for 2 h and precipitated proteins were
collected by centrifugation as described above. Further, the ammonium sul-
phate was added to 100 % (w/v) saturation and precipitated proteins were
collected by centrifugation after stirring for 10 h.

The ammonium sulphate-precipitated protein pellets were resuspended in
5 mL of PBS (Buffer A), and subjected for extensive 16 h dialysis against
the Buffer A with buffer changed every 4 h using dialysis membrane with
10,000 Da molecular weight cut — off.

The protein concentration was measured using the Bradford assay [23] using
bovine serum albumin standards. Three replicates of the extraction were per-

115



formed, and protein concentration was estimated as an average with standard
deviation (M£SD).

Lectin separation by affinity chromatography. 1 mL of 60-80 % (w/v)
ammonium sulphate fraction was loaded on affinity column (1 x 11 cm)
filled with Sepharose-mannose matrix and was equilibrated with 40 mL of
with Buffer A at the flow rate 1 mL min™ by Waters semipreparative chro-
matography system. One millilitre of the 80 % (w/v) saturated ammonium
sulphate fraction was loaded and the column was washed with 40 mL of
Buffer A at the flow rate 1 mL min™. Proteins were eluted with 50 mL of
Buffer B containing 0.2 M lactose and 2 mL fractions were collected.
Erythrocyte preparation. Rabbit blood samples were purchased by the
Lithuanian University of Health Sciences, the Vivarium of the Veterinary
Academy. All procedures were approved by the local Animal Ethical Com-
mittee, license No. G2-16. (July 21, 2014). Blood samples were mixed with
4 % (w/v) trisodium citrate anticoagulant at 4:1 ratio. The erythrocytes were
separated by centrifugation at 800 g for 15 min. at 4 °C. Precipitated red
blood cells (RBC) were resuspended in PBS solution (pH 7.4) at 1:14 ratio
and washed four times by centrifugation. One volume of erythrocytes was
treated with 7 volumes of trypsin in PBS solution (1 mg mL™), pH 7.4, for
1 h at 37 °C. Trypsin removed by centrifugation as described above. The
cells were washed four times in PBS, pH 7.4, and resuspended as 2 % RBC
suspension (3.5 x 10° cells mL™).

Hemagglutination assay. Flat-shaped 96-well microtiter plates were used in
the hemagglutinating activity (HA) assay. Each well of the plate received
25 puL of the PBS buffer, pH 7.4, followed by the addition of 25 pL of pro-
tein sample and 25 pL of 2 % of the RBC suspension. PBS buffer was used
as a negative control. After incubation at the temperature of 22 °C for 1 h,
the test results were checked under the light microscope (Leica M165FC) at
the magnification of 10x.

Hemagglutination inhibition assay. The carbohydrate specificity of the
lectin was determined in the microtiter plates described by Silva M.C.C.
[168]. All carbohydrate inhibitors to be tested were dissolved in PBS at an
initial concentration of 400 mM. Twofold carbohydrate serial dilutions were
made in a microplate and final concentration in the last well was 0.4 mM.
The following mono- and disaccharides were used: xylose, ribose, fructose,
D-glucose, D-galactose, D-mannose, lactose, sucrose, maltose, acetylgalac-
tosamine, N-acetylglucosamine. 50 pL (2 ug) of the lectin solution was add-
ed to the twofold serially diluted inhibitor carbohydrate solutions, at a final
volume of 100 pL, and the plate was incubated for 20 min at room tempera-
ture. 50 pL of rabbit erythrocytes (2 % (v/v) suspension) was added to each
well and allowed to incubate for 60 min at room temperature. The degree of
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haemagglutination was examined and the maximum dilution of the inhibitor
solution showing inhibition was recorded. The controls were set up with sa-
line and erythrocytes, sugar and erythrocytes, and lectin and erythrocytes.
Results were expressed as the minimal sugar or glycoprotein concentration
required to inhibit haemagglutinating doses of the lectin

SDS-PAGE and Western blot. Active protein fraction was analysed by
SDS-PAGE on 12 % gel slab with 5 % stacking gel by Lammli using a Pro-
tean Mini electrophoresis unit. PageRuler molecular marker was used as a
protein size reference. Proteins were transferred to polyvinyl fluoride
(PVDF) membrane using Fastblot semi-dry electrophoretic transfer appa-
ratus for 70 min at 90 mA per stack.

The membrane was washed three times for 10 min in TBS buffer, pH 7.4,
blocked in blocking buffer for 1 h and incubated in primary rabbit anti-
xylose (Antisera, Sweden) antibody at 1:2500 dilution on rotating platform
overnight at 4 °C. The membrane was washed with TBS-T and incubated in
secondary anti-rabbit antibody used at dilution 1:10 000 on a rotating plat-
form for 1 hour at 22 °C. After three 10 min washes in TBS-T buffer, the
membrane was washed with alkaline phosphate buffer for 5 min. The anti-
body labelling was detected by enhanced chemiluminescence using CDP
Star solution and visualized using X-ray film.

In-gel protein digestion, sample preparation and mass spectrometry
analysis. Protein bands were excised from protein gels and digested with
trypsin according to [182]. Sliced gel slabs were incubated in a destaining
solution containing 25 mM NH4HCO3, 50 % acetonitrile (ACN) for 10 min.
Destained gel slabs were soaked in ACN and dehydrated for 10 min. All lig-
uid was removed and 50 pL of trypsin solution (13 ng uL™ trypsin, 5 mM
NH4HCO3, 10 % ACN) was added to the dry gel pieces and incubated at
37 °C for 16 h. Digested peptides were extracted with 200 pL of water for
10 min, followed by extraction with 200 puL of 50 % acetonitrile. Both ex-
traction liquids were combined and dried in a vacuum centrifuge.

Peptides were desalted according to Rappsilber and colleagues [167]. Sam-
ples were reconstituted in 60 uL of wash solvent (2 % (v/v) ACN,
0.1 % (v/v) trifluoroacetic acid), vortexed for 45 s and centrifuged 3000 g for
1 min. Sixty microliters of wetting solvent (80 % (v/v) ACN, 0.1 % (v/v) tri-
fluoroacetic acid) was pipetted onto the Stage Tip/Tube assembly and centri-
fuged 450 g for 2 min followed by 60 pL of washing solvent and centrifuged
as above. Samples were pipetted into the Stage tip and centrifuged. The tip
was washed 2 times with wash solvent by centrifugation. Cap/Stage tip as-
sembly was placed on a new Eppendorf tube and peptides were eluted from
with elution solvent (60 % (v/v) ACN, 0.1 % (v/v) trifluoroacetic acid) by
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centrifugation. Desalted peptide mixture was dried in vacuum centrifuge and
reconstituted in 2 % (v/v) ACN, 0.05 % (v/v) formic acid solvent.

Peptides were analysed by liquid chromatography-tandem mass spectrome-
try, equipped with Ultimate3000 RSLC and Maxis 4G with Captive Spray
ionisation source. Protein identification was carried out using Mascot soft-
ware (Matrix Science, USA) using sunflower genome [10] and Echinacea
purpurea (L.) Moench transcriptome database [10] with criteria for mascot
score 250, peptide number 22.

Protein quantitation. The protein concentration was measured using the
Bradford assay [23] with bovine serum albumin as a standard. Three biologi-
cal replicates were performed and were expressed as an average with stand-
ard deviation (xSD).

Hemagglutination titre. Each well in a flat-transparent bottom microtiter
plate was filled with 25 pL PBS, pH 7.4. 25 pL of protein extract was pipet-
ted to the first well and serially diluted. Dilution repeated in 1 to 8 wells.
25 pL of sample from the 8th well was eliminated. Twenty-five microlitre of
2 % RBC suspension was added to each well and gently swirled for 10 s.
Hemagglutination titre was assessed by light microscope (Olympus CX21,
Japan) after 60 min incubation at 22+2 °C. Hemagglutination activity was
defined as a titer reciprocal of the maximum dilution giving positive hemag-
glutination.

Lectin quantitation by mass spectrometry. The chromatographic system
consisted of an Acquity H-class UPLC system and a 150 mm x 2.1 mm i.d.,
1.7 um particle diameter Acquity CSH-C18 analytical column thermostatted
at 45 °C. The mobile phase, a mixture of 0.1 % (v/v) formic acid in water (A)
and acetonitrile (B) was delivered at a flow rate of 0.400 mL min™. Detec-
tion was performed with a TQ-S triple quadrupole mass spectrometer (Wa-
ters).

Standard peptide from conservative LysM domain amino acids (Ala-Asp-
Thr-1le-1le-Asp-Val-Pro-Leu-Lys) was custom made by Sigma-Aldrich.
Compounds were monitored in SIR positive ionization mode, an m/z of 745,
corresponding to [M+2H]** of sample and m/z=542.8, corresponding to of
standard were used. Cone voltages of 64V and 30 V were used for the sam-
ple and standard respectively. Dwell times were 0,025 s for both compounds.
Injection volume was 2 pL. A mobile phase gradient of 12 % B hold for two
minutes and then raised to 45 % B in 3 min, following by the raise to 90 % B
and the holding at this concentration for 0.5 min. After that, the gradient was
returned to initial conditions in 0.5 minutes and column was re-equilibrated
for 2 minutes.

Biological activity tests model in vivo. Male Balb/C mice (8 weeks old, 18-
20 g, n=45) were acquired from Lithuanian University of Health Sciences,
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Academy of Veterinary, Vivarium. Animals were kept under standard condi-
tions in the Animal Research Center under optimized hygienic conditions
with 12:12 h light-dark cycle. They were fed with standard pellet diet and
water ad libitum. Experiments were approved by State Food and Veterinary
Service, permission No. G. 2-56.

Three different test animal groups were selected: animals (n=15) in negative
control group got 50 pL peritoneal injections of physiological NaCl solution;
animals in tincture group (n=15) got 50 uL peritoneal injection of Echinacea
purpurea (L.) Moench root tincture, corresponding to 1.36 mg/g herbal ma-
terial dose or 2.55 mg of dry residue (1:5). Animals in hemagglutinin group
(n=15) got 50 puL (250 pg kg™) of purified hemagglutinin peritoneal injection.
Injections were repeated 4 times every 7 days. On 5™ week animals were
sedated with carbon dioxide and euthanized by cervical dislocation. Spleen
samples from each animal were aseptically removed and fixed in 10 % (v/v)
neutral buffered formalin. Blood samples were collected by cardiac punction
into Microvette® 200 tubes with EDTA anticoagulant.

Echinacea purpurea (L.) Moench fresh root tincture preparation and
analysis. Tincture was made at optimized extraction conditions described by
[171]. Echinacea purpurea (L.) Moench fresh roots were homogenized with
liquid nitrogen in the cooled IKA M20 universal mill to 0.5-1.5 um size par-
ticles. One part of fine root powder was suspended in five parts 50 % (v/v)
ethanol and sonicated for 10 min, 30 °C temperature in Elmasonic P ultra-
sound bath, then centrifuged at 8500 rpm for 10 min to separate liquid tinc-
ture from residues.

Tincture was twice concentrated with a rotary evaporator and qualitatively-
quantitatively analysed by high-performance liquid chromatography (HPLC)
method described by Brown et al [25]. ,,Waters 2695 Alliance* chromatog-
raphy system with ,,Waters 2998 PDA* detector was used. Separation was
performed using an ACE C18 column (250 mm x 4.6 mm, particle size
5 um).

Chromatographic peak identification was carried out according to the analyte
and reference compound retention time and comparing UV absorption spec-
tra of reference compounds and analytes obtained by a diode array detector.
The purity of the peaks was assessed on the basis of their UV absorption
spectra at 200400 nm. Quantitative assessment of the analytes was per-
formed based on the analyte peak area dependence on analyte concentration
in the test solution. The content of caffeic acid derivates was identified at a
wavelength of 320 nm and quantified by caffeic acid equivalents.

Tincture’s dry residue was determined by the method described in European
Pharmacopoeia [54].
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Analysis of mice blood samples. The peripheral blood samples of each
animal were used to measure the total leukocyte count by the Neubauer
chamber after 1:20 dilution in Turkey’s solution. The diluted blood sample
was transferred on the hemocytometer chamber. Calculations were made
manually in 25 hemocytometer squares, using a 40x objective lens.
Thereafter, blood samples were smeared on a glass slide and stained with
May-Grunwald-Giemsa to perform differential leucocyte count. Neutrophils,
lymphocytes, and monocytes were counted using a light microscope (Nikon,
Japan) under a 100x objective lens. 300 cells were counted and used for
percentage calculations.

Immunohistochemical analysis of mice spleen samples. Spleen samples
were prepared according to Smalinskiene et al [192]. Each spleen was fixed
in 10 % (v/v) neutral buffered formalin and placed in standardised histology
cassettes and transferred to Shandon Pathscentre where they were
dehydrated, cleared and impregnated in paraffin. After those histology
cassettes were placed in paraffin blocks in block forming centre TBS88.
Parafinated spleen blocks were sectioned in at least five 3 um sections from
the second quarter of the spleen by rotational microtome on a silanized
surface. Sections were then deparaffinized and rehydrated with various
concentrations of ethanol and xylol. The sections were then washed with
distilled water and heated in Tris/ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
buffer, pH 9, for 8 min at 110 'C in a Histoprocessor RHS-1 microwave. A
Shandon cover plate system was then employed for immunohistochemical
labelling. Specifically, after blocking the activity of endogenous peroxidases
with a specific blocking solution, the slides were incubated with primary
antibody for 1 h. The specific rabbit anti-mouse antibodies were used in a
1:300 dilution of anti-CD3. After primary incubation and rinsing away of
unbound antibody, the samples underwent sequential 30 min incubations
with Advance HRP Link and Advance HRP Enzyme reagents. Binding of
the primary antibodies was detected using a Liquid 3,3’diaminobenzidine
tetrahydrochloride Substrate+Chromogen System.

Each slide was scanned with Panoramic MIDI 1l scanner at
0,2325 um/pixel resolution. For one slide evaluation 8 nonoverlapping peri-
arterial lymphoid sheaths (PALS), follicles and red pulp (RP) sections
(27392,0 um? (214,0 x 128,0 um)) were chosen. Transverse arteriole section
criteria for PALS section selection was determined by [185]. Positively
stained cells were counted in chosen sections [20, 82, 103] and cell density
in selected sections was counted by dividing the number of counted positive-
ly stained cells by defined area (um?). Image analysis was done with Pano-
ramic Viewer 1.15.2 software.
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Statistical analysis. The data were expressed as a mean £ SD. A probability
p<0.05 was considered to be significant. Statistical comparison between the
groups were performed using two-way analysis of variance (ANOVA) with
Wilkinson-Mann-Whitney test and nested ANOVA with Levene test and
post hoc analysis with Tuckey’s test. SPSS ver. 22.0 was used for calcula-
tions.

RESULTS AND DISCUSSION

Qualitative analysis of proteins, extracted from purple coneflower fresh
roots
Hemagglutinating activity results. All protein samples demonstrated he-
magglutinating activity except one, saturated by ammonium sulphate from
80 to 100 % (w/v) (3.1.1.1 picture, D). Lectin fraction (3.1.1.1 picture, E),
purified by affinity chromatography, also demonstrated hemagglutinating
activity. All fractions were used for semiquantitative hemagglutination titre
test, whose results described further in the text.
Hemagglutinating activity inhibition by carbohydrates test results. Lec-
tins in our tested protein sample were strongly specific to lactose. 3 mM lac-
tose solution (3.1.2.1 table.) inhibited lectin-induced rabbit red blood cell
agglutination. Lectins demonstrated a bit less specificity to D-galactose and
D-mannose molecules. However, D-glucose did not inhibit lectin activity.
According to literature, lactose specific lectins demonstrated similar speci-
ficity characteristics. Lectin from Cinachyrella apion L. thallus hemagglu-
tinating activity was inhibited by lactose, but D-glucose and D-galactose did
not show the same inhibiting effect [116]. Furthermore, D-mannose specific
lectins were purified from genetically related to purple coneflower — Helian-
thus annuus L. roots [151].
Hemagglutination inhibition results showed that lectins in Echinacea pur-
purea (L.) Moench roots were specific to D-glucose enantiomers, but not D-
glucose itself. We can assume that epimeric D-galactose configuration and
disaccharide (lactose) molecular size are important to tested lectin specifici-
ty. However, D-glucose stereoisomeric configuration in the lactose molecule
isn’t important in interaction with lectin carbohydrate binding centre.
Results of lectin purification and qualitative imaging by Western blot.
Results of lectin purification and qualitative analysis (imaging) by Western
blot. Lectin purification by affinity chromatography was based on the results
of haemagglutination inhibition by carbohydrate test results. D-mannose and
D-galactose demonstrated equally expressed hemagglutination inhibition
activity. There are two reasons why D-mannose was chosen to be used as an
affinity ligand. Firstly, mannose-specific lectins were purified from the
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Asteraceae family plant, genetically related to purple coneflower — sunflow-
er roots [151]. Homologic proteins in genetically related plants might be
similar by their structure, repeated conservative amino acid sequences, and
function like Phaseolus plant family lectins [41]. This fact allows us to pre-
sume that lectins in purple coneflower roots might be homological and
demonstrate similar carbohydrate specificity with sunflower root lectins.
Moreover, the affinity matrix with immobilised D-mannose molecules might
be more consistent than the affinity matrix with lactose ligand. The carbon
atom in the first hexose‘s position with the hydroxyl group attached to it is
the most reactive part in D-mannose molecule. So, there is the highest prob-
ability that most of D-mannose will covalently attach to affinity matrix
through this part of a molecule, whilst lactose is a disaccharide molecule and
it could be immobilised on affinity matrix in more than one position.

Two chromatography peaks were obtained after lectin purification by
affinity chromatography. Characteristic chromatogram profile might be seen
in the 3.1.3.1 picture. Proteins which did not interact with mannose ligands
were eluted between 7™ and 38™ minute. Elution buffer change to 0.2 M
lactose solution in PBS eluted mannose-specific lectins from mannose-
sepharose matrix between 38" and 46™ minutes. Eluted proteins were
collected to fractions and tested for hemagglutination activity. Only D-
mannose specific protein faction demonstrated hemagglutinating activity.

Purified lectin fraction was visualized during western blot analysis by xy-
lose specific antibodies. Results showed that ~ 40 kDa glycoproteins were
the most prominent in hemagglutinating active lectin fraction (3.1.3.2 pic-
ture). Glycoproteins, marked number 1 and 2, were excised from electropho-
resis gel and identified by mass spectrometry.

Compounds of ~ 100 kDa, ~ 70 kDa and ~ 35 kDa sizes also were excised
from the gel and analysed by the mass spectrometry method. However, we
didn‘t get statistically significant identification results of these glycoproteins.
Experiments were limited by the lack of Echinacea Moench genome data.
We assume that genome with RNA, coded proteins and DNA data in somatic
cells would allow extensive glycoprotein identification.

Results of the lectin qualitative analysis by mass spectrometry. Echina-
cea L. transcriptome based mass fingerprint scanning helped us to identify
glycoproteins 1 and 2: epa_locus 9450 iso 2 len 1348 ver 2 (EP9450)
and epa_locus_7790 iso_1 len 1277 ver_2 (EP7790) respectively, named
as protein with peptidoglycan binding lysin (LysM) domain (3.1.4.1 table.).
Value of a Mascot criteria was less than recommended (>50) for identified
glycoprotein No. 1. However, the same glycoprotein identification by mass
fingerprint search in Helianthus annuus L. genome demonstrates statistically
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significant identification of the same protein with peptidoglycan binding
LysM domain. Glycoprotein 2 peptidoglycan binding lysin (LysM) domain
identity was also confirmed by Helianthus annuus L. genome fingerprint
analysis.

In order to check the identity of identified glycoforms, homologic protein
sequence search by BlastP program in NBCI database was performed [110,
4]. Results of this analysis represented in the 3.1.4.2 table shows that pro-
teins from E. purpurea (L.) Moench transcriptome are identical to LysM
domain-containing proteins in Artemisia annua L., Helianthus annuus L. and
Lactuca sativa L. Moreover, proteins from Helianthus annuus L. demon-
strated the highest sequence identity: EP-9450 protein sequence was 81 %
identical to LysM domain-containing protein anchored with glycosyl phos-
phate (XP_022025891.1) and EP-7790 protein sequence was 90 % identical
to LysM domain-containing protein anchored with glycosyl phosphate
(XP_021976452.1) sequence. In the 3.1.4.1 picture Clustal 2 [184] multiple
sequence alignment of identified E. purpurea (L.) Moench, Artemisia annua
L., Helianthus annuus L. and Lactuca sativa L. proteins sequences are repre-
sented. Proteins were classified in accordance to their homology. Results
confirm their homology once again — 89 % of the mentioned sequences are
overlapping. It allows us to presume that plants from Echinacea L. genus
and Helianthus annus L. are genetically related. We can also premise that
peptidoglycan binding LysM domains identified in Echinacea transcriptome
are homologic to less genetically close plants as Lactuca sativa L., Artemisia
annua L. and Cynara cardunculus var. scolymus L.

To sum up, purple coneflower fresh root hemagglutinating active glyco-
proteins are ~ 40 kDa size and contains two peptidoglycan binding LysM
domains that are specific to lactose, D-mannose and D-galactose. According
to structural and evolutionary homology classification identified lectins be-
longs to LysM lectin family.

Quantitative analysis of proteins, extracted from purple coneflower
fresh roots
Results of protein quantity determination by Bradford assay. In order to
evaluate protein quantity in purple coneflower fresh roots, aqueous protein
extract was prepared. 50g of herbal material was extracted and
90.58£1.74 mg of protein or 1.82+0.03 mg of proteins in one gram of fresh
roots was obtained (3.2.1.1 table).

Protein identification in Echinacea L. genus plants is still complicated be-
cause of the lack of fully sequenced Echinacea genome. Arabinogalactan
protein was identified in purple coneflower previously [201]. Berheron with
colleagues [18] evaluated an impact of purple coneflower root extraction
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method on glycoprotein yield. When roots were extracted with hot water
(1:20) obtained protein yield was 0.442 mg from one gram of roots, mean-
while, extraction with 65 % glycerol solution (1:20) and 65 % ethanol yield
fewer glycoproteins — 0.387 mg and 0.353 mg from one gram of roots re-
spectively. Other investigations showed the negative impact of herb material
drying to protein and glycoprotein yield. Drying cause protein proteolysis
and denaturation depending on drying temperature and time [3, 67, 85].
Compared to previously mentioned data, our results show that higher protein
quantity might be obtained by protein extraction from fresh purple cone-
flower roots.

Quantitative analysis of aqueous protein extract was followed by protein
fractionation by ammonium sulphate saturation. Even though the highest
protein yield was obtained from 0-60 % ammonium sulphate saturated pro-
tein fraction (Fo_e0), higher hemagglutination titre was noticed in fraction
saturated 60—80 % of ammonium sulphate (Fgo_g0). Protein quantity in Fgo go
was 230.0+0.01 pg in one gram of purple coneflower fresh roots (3.2.1.1
table.).

Protein fraction Fgo.go Was chosen to be used for further analysis because
higher hemagglutination titre determined in it. Lectin purification by affinity
chromatography method was modified in accordance with previously de-
scribed hemagglutination inhibition by carbohydrates results. 0.4+0.01 mg of
hemagglutinating active glycoproteins from 50 g of Echinacea purpurea (L.)
Moench fresh roots or 0.8+0.01 ug of active lectin per one gram of a root
material (3.2.1.1 table) was quantified after lectin purification by mannose-
sepharose affinity column.

Results of hemagglutination titre assessment. Hemagglutination titre in
aqueous protein extract was 16 (3.2.2.1 table). Meanwhile, Fgo.g0 had the
highest hemagglutination titre — 32. This fraction was chosen to be used in
lectin purification by affinity chromatography. Hemagglutination titre helped
to define specific hemagglutination activity and minimal protein concentra-
tion, required to cause hemagglutination. Minimal protein amount causing
hemagglutination in aqueous protein extract was 113.22 ug ml™ (3.2.2.1 ta-
ble). Minimal protein concentration decrease and protein purification fold
increase. In the final purified lectin fraction, this concentration was only
1.02 ug ml™. Hemagglutinating inactive proteins were eliminated during
each purification step, and the active ones were still present in the fraction
sample. This tendency also was noticed in previously published papers [ 88,
171, 183]. Minimal hemaglutinating concentration of purple coneflower root
lectins was less than a pea (Pisum sativum L.) seed lectin 3.12 pg mi™ [191]
or stinging nettle root agglutinin 2.5 pg ml™ [150] minimal hemaglutinating
concentrations, but higher than WGA minimal agglutinating concentration
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0.4 pug mI™ [216]. Pospelov and others determined hemagglutination activity
variation in different purple coneflower plant vegetation states. Hemaggluti-
nins from first-year Echinacea shoots demonstrated highest hemagglutinat-
ing activity during September-October [156]. However, quantitative hemag-
glutinin analysis hasn‘t been done by these authors.
Identified peptide from lectin with LysM domain quantitation by mass
spectrometry results. ldentified purple coneflower fresh root lectin
containing LysM domain peptide was quantified by tandem liquid
chromatography-mass spectrometry method. 745.0 m/z size peptide
quantified by 542.8 m/z reference peptide. The chromatogram is represented
in the 3.2.3.1 picture. Quantitative analysis results are represented in 3.2.3.1
table. Identified LysM peptide quantity in purified lectin fraction was
1.58+0.01 ngmL™ or 0.32+0.01 ng in one g of purple coneflower fresh
roots. Even though LysM domains were determined in many plant
proteomes [211], quantitative evaluation of one identified LysM peptide in
E. pururea (L.) Moench fresh roots have been done for the first time.
However, more experiments have to be done in order to evaluate all LysM
domains in identified Echinacea purpurea (L.) Moench protein.

Results of lectin biological activity investigation in vivo
After qualitative-quantitative lectin from purple coneflower fresh root analy-
sis, investigation in vivo have been done. Fresh root tincture preparation for
this study was followed by its qualitative — quantitative analysis.
Preparation of Echinacea purpurea (L.) Moench tincture, quantity of
extractive compounds determination and analysis of cafeic acid
compounds.
The quantity of a dry residue in prepared tincture. Dry residue in
Echinacea purpurea (L.) Moench fresh root tincture was evaluated by the
gravimetric method described in European Pharmacopoeia. This test shows
the total quantity of extracted non-volatile compounds in prepared tincture.
Results indicate that 1 L of prepared tincture, corresponding to 550 g of
Echinacea purpurea (L.) Moench fresh roots, contained 51.02+0.38 g of dry
residue.
Results of tincture qualitative and quantitative assessment by HPLC.
HPLC analysis of 50 % (v/v) ethanolic purple coneflower fresh root tincture
(1:5) done by the method described by Brown et al [25]. Results are repre-
sented in 3.3.1.1 picture. Phenolic acids (1 — chlorogenic, 2 — caftaric, 3 —
caffeic and 4 — cichoric acids) were identified according to their retention
time and UV light absorption spectra. These phenolic acids were quantified
in caffeic acid equivalents. Quantitative assessment of the analytes was per-
formed based on the analyte peak area dependence on analyte concentration
in the test solution. The formula of the caffeic acid calibration curve, regres-
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sion coefficient, lowest observed quantity and lowest quantity detected and
calculations are represented in 3.3.1.1 table.

3.78+0,23 ng of caffeic acid per one of mL tincture was estimated. Caftaric
acid quantity in caffeic acid equivalents was 1.95+0.10 pg mL™?, cichoric
acid — 3.47+0.14 pg mL™ and 1.7520.09 ug mL™ of chlorogenic acid. How-
ever, chlorogenic acid quantity was lower than detectable concentration, so
this result isn’t significant.

Our experiments show that caffeic and chlorogenic acids are dominant in our
tincture. These results agree with previous investigations [69, 24, 133].
Nonetheless, quantities of these acids in our tincture were smaller compared
to tinctures made from dried Echinacea purpurea (L.) Moench roots.

To sum up, we extracted 92.75+34.47 mg of chemical substances from 1 g of
purple coneflower fresh roots. We have identified 16.37 pg of phenolic
compounds or 0.01 % from all extracted dry residue. Our tincture contained
higher quantities of non-identified biologically active compounds, like alkyl-
amides, polysaccharides and lipopolysaccharides, typical to purple cone-
flower roots.

Blood sample test results. White blood cell count. There was a tendency of
leucocyte count increase in animal groups treated with purple coneflower
fresh root tincture and lectin fraction peritoneal injections (3.3.2.1 picture).
However, no statistically significant differences were observed between test-
ed groups. We assume that a higher number of experimental animals could
have helped to get statistical significance.

Results of leukocyte formula determination in experimental animal’s
blood samples. Leukocyte formula in experimental animal blood samples is
represented in diagrams, 3.3.2.1 picture. There was no statistical significance
in eosinophil percentage change between tested animal groups. Lectin LysM
injections caused a statistically significant decrease of band neutrophils
quantity to 3.91+1.21 % and segmented neutrophils quantity to 3.7+1.21 %,
but statistically significantly increased lymphocyte quantity to 91.2+2.42 %
and leukocyte (neutrophils and lymphocytes) with vacuoles quantity to
20.2+7.27 %. These results differed from animal groups injected with physi-
ological solution and fresh root tincture statistically significant when the p-
value was less than 0.05.

Monocyte, small, medium-sized and giant sized lymphocyte percentage
amount statistically significantly (p<0.05) differed between all animal
groups. LysM lectin fraction decreased monocyte percentage amount to
0.2+£0.18 %, meanwhile animal blood samples in a physiological solution
injection group contained 1.9+0.62 % of monocytes. Monocyte quantity also
decreased in tincture injection group to 0.7+£0.24 %. Small lymphocyte per-
centage decreased in lectin injection group to 0.5+0.18 %, meanwhile, small
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lymphocyte percentage in physiological solution group was 2.8+1.47 %.
Small lymphocyte quantity decreased in tincture group and was 0.1+0.09 %.
LysM lectin injections increased medium sized lymphocyte quantity to
88.7+4.70 % statistically significantly (p<0.05). Meanwhile, tincture injec-
tions caused medium sized lymphocyte quantity increase to 99.1+0.55 %.
Physiological solution group blood samples contained 83.0+£8.80 % of medi-
um-sized lymphocytes. Giant sized lymphocyte quantity decreased in LysM
injection group to 0.4+0.21 %, in tincture group — 1.1+£0.35 %. Meanwhile,
the physiological solution injection group blood samples contained
4.2+1.58 % of giant-sized lymphocytes.

Analysis of experimental animal blood samples showed decreased prima-
ry immune response and phagocytic activity in lectin injection group. This is
indicated by neutrophils and monocytes percentage quantity decrease. In the
meantime, tincture injections caused phagocytic activity increase indicated
by a band neutrophil quantity increase. Elevated allergic immune state indi-
cated by the increase of an eosinophil quantity. Echinacea genera plants al-
lergies inducing effect related to eosinophil and immunoglobulin E concen-
tration increase already was proved by other authors [5, 11, 98, 109].

Lectin injections stimulated a secondary immune response in an antigenic
manner. It can be indicated by a statistically significant increase of lympho-
cyte percentage. A statistically significant increase of medium-sized lym-
phocytes allows us to assume that lectins induced immune cell maturation
and differentiation, but hadn‘t changed the generation of new cells indicated
by the decrease of small lymphocytes percentage. This hypothesis is con-
firmed by the substantial increase of a leukocyte (neutrophils and lympho-
cytes) with vacuole quantity. It indicates that cells stayed in blood circulation
for a long time since the phagocytic activity declined. Vacuolisation might
have been provoked by lectin interaction with the plasmic membrane of im-
mune cells. According to literature, lectins can interact with the plasmic
membrane of a cell and disrupt membrane function, which can cause in-
creased water and Na" ion influx into the cell and vacuole formation [42, 52,
55]

Results of spleen immunohistochemical investigation. The spleen is the
biggest immune system organ, where a specific immune response is generat-
ed, hematopoiesis and erythrocyte deconstruction occurs [25, 100]. Experi-
mental data of immunohistochemical spleen analysis is represented in 3.3.3.1
picture. Purple coneflower fresh root tincture statistically significantly de-
creased (p<0.05) T lymphocyte quantity in peritoneal lymphoid sheaths
(PALS) compared to physiological solution injection group (p<0.05) and
lectin injection group. (p<0.001). Meanwhile, lectin injections caused statis-
tically significant (p<0.01) T lymphocyte increase in a spleen PALS zone,
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compared to physiological solution and tincture injection group. Lectin in-
jections statistically significantly increased (p<0.001) compared to physio-
logical solution injections and tincture injections (p<0.05) T lymphocyte
count in follicles. T lymphocyte quantity was higher in tincture injection
group than physiological solution injection group, but there was no statistical
significance. There were no statistically significant T lymphocyte quantity
changes in red pulp of a spleen.

Results showed that Echinacea purpurea (L.) Moench fresh root tincture
suppressed the secondary immune response. According to literature, purple
coneflower fresh roots contain higher quantities of lipophilic alkylamides
[163], that can cause immunosuppression [114]. Opposite to these results,
Echinacea purpurea (L.) Moench fresh root lectin injections induced a high
secondary immune response, which typically is caused by antigenic proteins.
The statistically significant increase of T lymphocyte quantity in PALS and
follicles allows us to assume that lectin injections caused T lymphocyte dif-
ferentiation in PALS zone of a spleen. Mature T lymphocytes migrated
through follicle zone to neutralize antigens in peripheral blood circulation.
These results in spleen T lymphocyte changes confirm blood test results dis-
cussed previously. Our results do not conflict other lectin immune stimula-
tion results in vitro [168, 178] and in vivo [41, 167].

To sum up, lectins from purple coneflower fresh roots induced the sec-
ondary immune response in Balb/c mice experimental model in vivo. These
results can be supported by statistically significant neutrophil and monocyte
quantity decrease and statistically significant leukocyte (neutrophils and
lymphocytes) quantity increase in mice blood samples. Leukocyte with vac-
uole quantity could also have been increased because of lectin interaction
with plasmic membranes of mentioned cells. Statistically, significantly high-
er medium-sized lymphocyte quantity in blood samples and T lymphocyte
count in mice spleen PALS zone indicates augmentation of the specific im-
mune response.

Purple coneflower fresh root ethanolic tincture (1:5) caused immune sup-
pression of specific immune response but had a tendency to induce a primary
immune response.
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Conclusions

. Optimal conditions for the Echinacea purpurea (L.) Moench fresh
root proteins extraction were estimated: extraction in phosphate buff-
er saline (pH 7.4) (1:5), followed by protein salting out from 60 to
80 % with ammonium sulphate saturation. Estimated protein quantity
was 1820.0+0.03 ug in one gram of fresh root material. Lectins esti-
mated for 0.04 % of protein.

. The protein fraction with the highest haemagglutinating activity was
obtained by saturating the aqueous extract of Echinacea purpurea
(L.) Moench fresh root raw material with ammonium sulfate from 60
to 80%. This fraction was used to purify lectins. The most selective
method for purification of lectins was affinity chromatography with
D-mannose, lactose or D galactose ligands.

. A lectin fraction which identifies two glycoproteins with LysM do-
mains of the LysM class of 40 kDa attached to the membrane via
glycosylphosphatidylinositol and having specificity for lactose, D-
mannose and D-galactose was isolated.

. The quantity of identified LysM domain peptide in one gram of fresh
roots was 0.32+0.002 ng.

Lectins from purple coneflower fresh roots caused secondary im-
mune response increase. It is indicated by a statistically significant
decrease (p<0.05) of neutrophils and monocytes, together with a sta-
tistically significant increase (p<0.001) of lymphocytes in blood
samples and T lymphocytes in spleen samples. Further investigations
of this effect could help to apply these lectins with LysM domain in
immunodeficiency control and treatment.
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Vadovaujantis Lietuvos Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatymo 16 straipsnio 4
dalimi, Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviny laikymo, prieZiuros ir naudojimo
reikalavimais, patvirtintais Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012 m. spalio 31
d. jsakymu Nr. B1-866 ,.Dél Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo, prieZiiros ir
naudojimo reikalavimy patvirtinimo®, Europos konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo
tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos (OL 2004 m. specialusis leidimas, 15 skyrius, 4
tomas, p. 325) ir remiantis Lietuvos bandomyju gyviiny naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés
maisto ir veterinarijos tarnybos 2017-02-01 i8vada Nr. 1 ,,Dél leidimo atlikti bandymo su gyviinais
projekta®,

leidZiam a$iam iikio subjektui atlikti bandymo su gyviinais projekta:

duomenys apie ukio subjekta:

pavadinimas Lietuvos sveikatos moksly universiteto Gyviiny tyrimy centras,

adresas Tilzés g. 18, Kaunas,

kodas Juridiniy asmeny registre 100005579315;

duomenys apie bandymo su gyviinais projekta:

pavadinimas ,Lektiny, idskirty i§ Echinacea purpurea (L.) Moench $akny, kiekio ir kokybés

bei poveikio imuninés sistemos kompensacinéms reakcijoms in vive tyrimas®,

vadovas Vytautas Baranauskas,

naudojami gyviinai 45 pelés;

duomenys apie bandymo su gyviinais projekto atlikimo vietg:

pavadinimas Lietuvos sveikatos moksly universiteto Gyviiny tyrimy centras,

adresas TilZés g. 18, Kaunas.

Duomenys apie veterinarinius vaistus, vaistinius preparatus ar kitas medZiagas (toliau

— vaistai), kurie bus naudojami vykdant bandymuo\su gyvanais projektg*, netaikoma.

Leidimas atlikti bandymo su gyviinais projektg (tpliau|— leidimas) galioja iki 2018 m.

geguzés 1 d. P '
/ /
/[
Direktoriaus pavaduotojas, / ) K (] L(L (e | _
atliekantis direktoriaus funkcijas /N {% Vidmantas Paulauskas
/ \ 4

\_ |

]

* — Nurodomi naudojamo (-u) vaisto (-y) pavadinimas (-ai), gamintojas (-ai), vaistiné (-és) forma (-0s), kiekis, reikalingas
vykdant bandymo su gyviinais projekta. Jei vykdant bandymo su gyviinais projekta vaistai gyviinams nenaudojami,
leidime jraSomas Zodis ,,Nenaudojama®
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PADEKA

Uz besalygiska palaikyma ir meile noriu padékoti Seimai ir artimiesiems, kurie visg §j
laikg buvo kartu.

Uz kantrybe, visakeriopg palaikyma, gyvenimiSkas ir mokslines diskusijas bei tikéjima,
kad, rodos, nesibaigiantys ekspermentai duos jdomiy rezultaty, noriu padékoti mokslinio
darbo vadovei prof. dr. Nijolei Savickienei.

Visam Lietuvos agrariniy misky ir moksly centro filialo Sodininkystés ir darzininkystés
instituto, Sodo augaly genetikos ir biotechnologijy skyriui bei Atviros prieigos Zemés ir
misky jungtinio tyrimy centro Biologiniy zZymekliy laboratorijos darbuotojams, ypac dr.
Danui Baniuliui noriu padékoti uz galimybe Zengti pacius pirmuosius zingsnius mokslininko
kelyje, iSugdytus analitinius gebéjimus, mokslines diskusijas ir pagalba atrandant vis nauja
kelig tikslo link.

Dékoju farmakognozijos katedros kolektyvui uz mokslines diskusijas, kiirybiska darbo
aplinka, vertingus patarimus ir suteikta materialine baze.

Vytauto DidZiojo universiteto, Kauno botanikos sodo, Vaistiniy augaly skyriaus vadovei
prof. dr. Onai Ragazinskienei noriu padékoti uz suteikta augaling zaliava, nuoSirdzia
Sypseng ir padrasinimus judéti pirmyn.

Aarhus universiteto Molekulinés biologijos ir genetikos fakulteto, Angliavandeniy atpa-
zinimo ir signaly perdavimo centro prof. dr. Jens Stougaard ir dr. Svend Secher Dam dékoju
uz suteikta galimybe atlikti tyrimus ir gauti naudingos patirties multikultiirinéje laboratorijo-
je.

Lietuvos sveikatos moksly universiteto Veterinatijos akademijos, Anatomijos ir fiziolo-
gijos katedros vedéjai prof. dr. Juditai Zymantienei dékoju uz suteikt medziaga biologinio
aktyvumo nustatymui ir konsultacijas.

Lietuvos sveikatos moksly universiteto Veterinatijos akademijos, Stambiyjy gyvuliy kli-
nikos, Klinikiniy tyrimy laboratorijos lekt. dr. Zojai Miknienei ir Veterinarinés patobiologi-
jos katedros doc. dr. Nomedai Juodziukynienei uz parodyta nauja Zavingg histologiniy tyri-
my pasaulj, konsultacijas ir biologinio aktyvumo rebusy sprendimo idéjas.

Lietuvos sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos Patologinés anatomijos
klinikos prof. habil. dr. Daliai Pangonytei dékoju uz parodytg mokslinio preciziskumo pa-
vyzdj, suteiktg materialing baze, konsultacijas ir mokslines diskusijas.

Uz geranoriskuma ir bendradarbiavima noriu padékoti LSMU Biologiniy tyrimy centro
veterinarijos gydytojoms Vilmai Zigmantaitei ir Ramunei Grigaleviciitei.

KTU Maisto mokslo ir technologijos katedros doc. dr. Audriui Pukalskui uz atlikta pep-
tidy kiekio nustatyma masiy spektrometrijos metodu.

KTU Polimery chemijos ir technologijos katedros prof. habil. dr. Jolantai Liesienei uz
mokslines konsultacijas.

Vilniaus Universiteto Biotechnologijy institututo Eukarioty geny inzinerijos skyriui dr.
Gintautui Zvirbliui, dr. Henrikui Pesliakui ir dr. Editai MiStinienei uz mokslines konsultaci-
jas

Noriu padékoti sielos draugei ir bendrazygei nuo mokyklinio suolo laiky — Urtei Racytei
ir kitiems draugams, kurie visg laikg palaiké ir padéjo pamatyti pasaulj uz laboratorijos riby.

LSMU Mokslo fondui ir Atviram LSMU fondui uz suteikta finansing parama.

LSMU Tarptaurtiniy rysiy ir studijy centrui uz suteikta galimybe iSvykti j stazuotg.
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