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SANTRUMPOS 
 

APS angliavandenius prijungiančios sritys 
BLAST sekų palyginimo programa (angl. Basic Local Alignment 

Search Tool) 

BSA jaučių serumo albuminas (angl. Bull Serum Albumin) 
Con A konkanavalinas A 

EDTA etilendiamintetraacto rūgštis 

ESI-MS elektropurkštuvinės jonizacijos masių spektrometrija 
F0–60 baltymų frakcija, išsūdyta amonio sulfatu nuo 0 iki 60 proc. 

F60–80 baltymų frakcija, išsūdyta amonio sulfatu nuo 60 iki 80 proc. 
F80–100 baltymų frakcija, išsūdyta amonio sulfatu nuo 80 iki 100 proc. 

Fuc fukozė 

GlcNAc galaktozės-N-acetilgliukozaminas 

GPI glikozilfosfatidilinozitolis 

HA hemagliutinacinis aktyvumas 

HeLa ţmogaus gimdos kaklelio vėţio ląstelių linija 

HU hemagliutinacinio aktyvumo vienetai 

MALDI-TOF 

 
matrica pagrįsta lazerinės desorbcijos/jonizacijos su lėkio 

trukmės detekcija masių spektrometrija (angl. Matrix Assisted 

Lasser Deionisation Time of Flight) 

Man manozė 

MSK minimali slopinanti koncentracija 

m/v masės dalis tūryje (proc.) 

MWCO molekulinių masių perskyrimo riba (angl. Molecular Weight 

Cut Off) 

NDS-PAGE natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezė (angl. 

Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacrylamide Gel Electrophore-

sis) 

PALS periarterinė limfoidinė makštis (angl. Periarteriolar Lym-

phoid Sheaths) 

PHA darţinės pupelės (Phaseolus vulgaris L.) agliutininas 

PVDF polivinilideno fluoridas 

PVPP polivinilpolipirolidonas 

ROS aktyviosios deguonies formos (angl. Reactive oxygen species) 

SIM selektyvus jonų monitoringas 

TBS tris (hidroksimetil) aminometano fiziologinis buferis 

Tween polietilenglikolio sorbitano monolauratas 

v/v tūrio dalis tūryje (proc.) 

WGA paprastųjų kviečių daigų (Triticum aestivum L.) agliutininas 

(angl. Wheat germ agglutinin) 

Xyl ksilozė 
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ĮVADAS 

Augalų fitocheminės sudėties analizė yra viena iš perspektyvių tyrimų 

sričių, skirtų naujų augalinių molekulių atradimui. Daţniausiai tyrinėjamos 

augalinės kilmės veikliosios medţiagos – antriniai augalų metabolitai, pvz., 

alkaloidai, saponinai, flavonoidai, taninai, antrachinonai ir kiti.  

Išsamiai ištirti ir rausvaţiedės eţiuolės (Echinacea purpurea (L.) Moench 

vaistinės augalinės ţaliavos antriniai metabolitai. Šio vaistinio augalo ţalia-

vos preparatai yra vieni iš plačiausiai vartojamų Jungtinėse Amerikos Valsti-

jose ir Europoje [13]. Echinacea Moench genties augalai yra Šiaurės Ameri-

kos floros endeminės rūšys. Rausvaţiedės eţiuolės yra introdukuotos ir kul-

tivuojamos Lietuvoje [165]. Echinacea purpurea (L.) Moench vaistinėje au-

galinėje ţaliavoje – šaknyse, kaupiami polisacharidai, kavos rūgšties dari-

niai, lipofiliniai alkilamidai, eterinio aliejaus įvairūs komponentai [38, 131, 

137, 145]. Europos farmakopėja reglamentuoja rausvaţiedţių eţiuolių vais-

tinės augalinės ţaliavos – dţiovintų šaknų, kokybei keliamus reikalavimus. 

Vienas iš jų – ţaliavos fitocheminėje sudėtyje esančių kavos rūgšties jungi-

nių kiekis turi būti ne maţesnis nei 0,5 proc. [53]. Kavos rūgšties junginiai 

turi poveikį Echinacea purpurea (L.) Moench ţaliavos imunomoduliacinėms 

savybėms. Tai įrodyta tyrimais in vitro bei in vivo. Rausvaţiedţių eţiuolių 

preparatai moduliuoja imuninį atsaką veikdami citokinų, imunoglobulinų 

sintezę imuninėse ląstelėse [53, 56, 72, 199, 214]. Atliktų tyrimų metu buvo 

pastebėtas rausvaţiedţių eţiuolių etanolinės tinktūros hemagliutinacinis ak-

tyvumas [93]. Šis poveikis yra būdingas glikoproteinams lektinams, tačiau 

nebuvo atlikti išsamesni rausvaţiedţių eţiuolių vaistinės augalinės ţaliavos 

lektinų tyrimai. Taip pat nėra duomenų apie Echinacea purpurea (L.) 

Moench lektinų išskyrimą, kiekinę ir kokybinę sudėtį bei poveikį imuniniam 

atsakui. 

Lektinai – specifiškai ir grįţtamai angliavandenius prijungiantys neimu-

ninės kilmės glikoproteinai, paplitę visuose gyvuosiuose organizmuose. Šių 

cheminių junginių specifiškumas angliavandeniams nulemia jų biologinį 

aktyvumą: hemagliutinacinį [176], priešbakterinį [64], priešgrybelinį [85], 

priešvirusinį [197], insekticidinį [207], citotoksinį [204] ir imunomoduliacinį 

[190], antiproliferacinį [215] ir kt. poveikius. Lektinai kaupiami įvairiose 

augalų dalyse, tokiose kaip lapai, ţiedai, stiebai, tačiau didesni kiekiai jų 

aptinkami šaknyse ir sėklose [172]. 

Lektinų specifiškumas angliavandeniams nulemia jų atrankų poveikį į ląs-

teles – taikinius. Tai sudaro prielaidas biologinio poveikio pritaikymui tera-

piniais tikslais. Tyrimais in vitro ir in vivo [9, 16, 37] įrodytas galaktozei ir 

chitinui specifiškų paprastojo amalo (Viscum album L.) lektinų priešvėţinis 

aktyvumas. Atliekami tyrimai su įvairiomis gyvūnų rūšimis ir ţmonėmis 
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vertinant lektinų antiseptinį poveikį [134]. Vaistiniai preparatai, kurių sudė-

tyje yra lektinų, jau yra vartojami medicinos praktikoje. Europos patentų 

biure uţregistruotas darţinių pupelių lektinų preparatas, skatinantis medika-

mentais paţeistų gleivinių ląstelių regeneraciją [161]. Kitas uţregistruotas 

patentas preparatui, kurio sudėtyje yra valgomųjų lęšių lektinas. Šis prepara-

tas yra skirtas chemoterapijos sukeltų nepageidaujamų poveikių (pykinimo, 

vėmimo, silpnumo jausmo, sąnarių skausmo ir kt.) maţinimui [87]. 

Augalų lektinai yra perspektyvūs junginiai, todėl rausvaţiedţių eţiuolių 

vaistinėje augalinėje ţaliavoje esančių glikoproteinų tyrimai gali būti svarbūs 

naujų Echinacea purpurea (L.) Moench ţaliavos (šaknų) farmakologinių 

poveikių išaiškinimui. 

 

Darbo tikslas – rausvaţiedţių eţiuolių (Echinacea purpurea (L.) Moench) 

lektinų kiekinės –kokybinės sudėties nustatymas bei jų poveikio pelių 

imuninės sistemos reakcijoms in vivo ištyrimas. 

 

Uţdaviniai: 

1. Išskirti ir kiekiškai įvertinti baltymus švieţioje Echinacea purpurea (L.) 

Moench vaistinėje ţaliavoje – šaknyse. 

2. Išgryninti lektinų frakciją iš išskirtų Echinacea purpurea (L.) Moench 

šaknų baltymų. 

3. Nustatyti kokybinę Echinacea purpurea (L.) Moench šaknyse esančių 

lektinų sudėtį. 

4. Atlikti Echinacea purpurea L. Moench šaknyse identifikuoto lektino 

peptido kiekio nustatymą. 

5. Ištirti Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų lektinų poveikį eksperi-

mentinių Balb/c pelių imuninės sistemos reakcijoms in vivo. 

 

Mokslinio darbo naujumas 

Atliktas rausvaţiedţių eţiuolių šaknų baltymų kiekinis ir kokybinis tyri-

mas, pirmąkart identifikuojant hemagliutinaciniu aktyvumu pasiţyminčius 

glikoproteinus, turinčius LysM domeną. Nustatytas Echinacea purpurea  

(L.) Moench šaknyse esantis ~ 40 kDa dydţio glikoproteinas, turintis lektinų 

klasei priskirtą LysM domeną, ir pasiţymintis specifiškumu laktozei, D-ma-

nozei ir D-galaktozei. Be to, pirmąkart nustatytas LysM domenui priklau-

sančio vieno iš peptidų, esančių rausvaţiedţių eţiuolių šaknyse, kiekis. 

Atlikus bioinformatinę analizę aptikta identifikuotų glikoproteinų homo-

logija su kitose augalų rūšyse esančiais glikoproteinais. 

Pirmą kartą įvertintas LysM lektinų frakcijos poveikis eksperimentinių 

gyvūnų imuninės sistemos reakcijoms in vivo. 
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Praktinė ir teorinė reikšmė 

Atlikti tyrimai suteikia naujų ţinių apie rausvaţiedţių eţiuolių šaknų bal-

tymų kiekinę ir kokybinę sudėtį. Tai sudaro prielaidas tolimesniems šios au-

galinės ţaliavos tyrimams ir naujų biologiškai aktyvių junginių paieškai bei 

identifikacijai. 

Nustatyti glikoproteinai, turintys LysM domeną, pasiţymėjo imuninę sis-

temą stimuliuojančiomis savybėmis. Tai suteikia naujų ţinių apie rausvaţie-

dţių eţiuolių šaknyse esančių cheminių junginių – lektinų, biologinį akty-

vumą. 

Identifikuotų glikoproteinų bioinformatinės analizės rezultatai galėtų būti 

panaudoti tolimesniems Echinacea purpurea (L.) Moench genomo, genų 

raiškos ir nuo jos priklausančio augalinės ţaliavos fitocheminės sudėties ty-

rimams. Atlikus šiuos tyrimus būtų galima optimizuoti Echinacea Moench 

genties augalų vaistinės ţaliavos kultivavimą, paruošimą ir preparatų su tiks-

liniu imunologiniu efektu gamybą. 

Atlikti etanolinės tinktūros, pagamintos iš švieţios Echinacea purpurea 

(L.) Moench šaknų ţaliavos, kiekinės – kokybinės sudėties tyrimai. Nustaty-

ta, kad šios tinktūros kiekinės sudėties rodikliai buvo skirtingi, palyginus su 

etanolinės tinktūros, pagamintos iš dţiovintos ţaliavos, kiekine sudėtimi. 

Remiantis literatūros šaltinių duomenimis, rausvaţiedţių eţiuolių dţiovintų 

šaknų ţaliavos viename grame aptinkama 22,79 ± 1,39 mg kavos rūgšties 

darinių [144], tuo tarpu rausvaţiedţių eţiuolių švieţių šaknų ţaliavos viena-

me grame nustatėme 16,37 ± 0,82 µg kavos rūgšties darinių. Etanolinės tink-

tūros, pagamintos iš švieţios ir dţiovintos Echinacea purpurea (L.) Moench 

šaknų ţaliavos, pasiţymi skirtingu poveikiu antriniam imuniniam atsakui: 

dţiovintos ţaliavos etanolinė tinktūra veikia kaip imunostimuliatorius [111], 

tuo tarpu mūsų tyrimų in vivo rezultatai parodė, kad švieţios ţaliavos etano-

linė tinktūra slopina antrinį imuninį atsaką. Šie rezultatai yra svarbūs, kuriant 

vaistinius rausvaţiedţių eţiuolių preparatus. 

 

Darbo rezultatų aprobavimas 

Tyrimų rezultatai pristatyti 1 nacionalinėje ir 8 tarptautinėse mokslinėse 

konferencijose: 5
 th

 international conference „Pharmaceutical sciences and 

pharmacy practice‟ skirtą prof. Petro Raudonikio 145-ajam jubiliejui pami-

nėti (Kaunas, 2014 m. lapkričio 22 d.), tarptautinė konferencija BaltPharm 

Forum 2016, (Klaipėda, 2016 m. balandţio 15–16 d.), Nacionalinė doktoran-

tų konferencija „Mokslas sveikatai 2016― (Kaunas, 2016 m. balandţio 13 d.), 

10
th

 International Scientific Conference „Vital Nature Sign 2016, (Vilnius, 

2016 m. geguţės 19–20 d.), 7
th

 International Pharmaceutical Conference 

„Science and practice 2016―, skirtą prof. Johann Friedrich Wofgang 240-

ajam jubiliejui paminėti, (Kaunas, 2016 m. spalio 20–21 d.), 11
th

 Internatio-
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nal scientific conference„The Vital Nature Sign‟ (Vilnius, 2017 m. spalio 

19–20 d.), 8
th

 International Conference on Pharmaceutical Sciences and 

Pharmacy Practice (Kaunas, 2017 m. gruodţio 15 d.), 1
st
 International PhD 

students‘ conference „Science for health‟, (Kaunas, 2018 m. Balandţio 13 

d.), 9
th

 International Pharmaceutical Conference „Science and practice 

2018‟ skirtą nepriklausomos lietuvos vaistininkijos 100 metų jubiliejui 

(Kaunas, 2018 m. lapkričio 9d.). Tyrimų tematika paskelbtos 2 publikacijos, 

atspausdintos tarptautiniuose mokslo leidiniuose, turinčiuose cituojamumo 

rodiklį Clarivate Analytics Web of Science (CA WoS) duomenų bazėje. 

 

Doktoranto indėlis disertaciniame darbe 

Eksperimentai atlikti bendradarbiaujant su kitomis mokslo įstaigomis. Ty-

rimo objektas Echinacea purpurea (L.) Moench švieţių šaknų ţaliava su-

rinkta Vytauto Didţiojo universiteto Kauno botanikos sode, Vaistinių augalų 

skyriuje, ekstrakcijos sąlygų, baltymų išsodinimo sąlygų atrinkimas, afininės 

chromatografijos kolonėlės uţpildymas ir lektinų gryninimo eksperimentai 

atlikti doktorantės LSMU MA Farmakognozijos katedroje. Baltymų kiekio 

frakcijose nustatymas, triušių eritrocitų suspensijos paruošimas, hemagliuti-

nacinio aktyvumo, hemagliutinacinio aktyvumo inhibicijos angliavandeniais 

eksperimentai doktorantės atlikti LSMU MA Farmakognozijos katedroje. 

Hemagliutinacijos reakcijose naudojami triušių kraujo mėginiai buvo paimti 

LSMU VA Gyvūnų anatomijos ir fiziologijos katedros mokslininkų bei 

LSMU VA Vivariumo veterinarų. Lektinų kokybinio vaizdinimo imuno-

cheminės analizės metodu eksperimentai ir mėginių paruošimas identifikaci-

jai masių spektrometrijos metodu atlikti doktorantės. Paruoštų mėginių ana-

lizė masių spektrometrijos metodu atlikta Lietuvos agrarinių miškų ir mokslų 

centro filialo Sodininkystės ir darţininkystės instituto, Atviros prieigos ţe-

mės ir miškų jungtinio tyrimų centro, Biologinių ţymeklių laboratorijos 

mokslininkų. Gautų baltymų identifikacijos duomenų bioinformatinė analizė 

atlikta doktorantės kartu su laboratorijos mokslininkais. Identifikuoto lektino 

peptido kiekio nustatymas atliktas Kauno technologijų universiteto, Maisto 

mokslo ir technologijos katedros mokslininkų. Tyrimas in vivo su pelių mo-

deliu atliktas Biologinių tyrimų centre: preparatų injekcijas, gyvūnų prieţiū-

rą, eutanaziją ir organų disekciją atliko tyrimų centro veterinarai. Palygina-

moji švieţių rausvaţiedţių eţiuolių šaknų tinktūra pagaminta ir ekstraktyvių-

jų medţiagų kiekis nustatytas gravimetriniu metodu doktorantės, kavos rūgš-

ties darinių analizė atlikta LSMU MA Farmakognozijos katedros mokslinin-

kų. Pelių kraujo tyrimai atlikti kartu su LSMU VA Stambiųjų gyvulių klini-

kos, Klinikinių tyrimų laboratorijos mokslininkais. Pelių bluţnies imunohis-

tologinių mėginių parafinavimas, pjaustymas bei daţymas atliktas LSMU 
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MA Patologinės anatomijos klinikos mokslininkų. Gautų pjūvių analizė at-

likta doktorantės. 

Konferencijoms pateiktos mokslinės tezės paruoštos ir pristatytos dokto-

rantės. 

 

Darbo apimtis ir struktūra 

Disertaciją sudaro įvadas, literatūros apţvalga, tyrimo objektas ir metodai, 

rezultatai ir jų aptarimas, išvados, bibliografijos sąrašas (219 šaltinių), diser-

tacijos tema paskelbtų publikacijų sąrašas, leidimo atlikti tyrimus su gyvū-

nais kopija, mokslinių publikacijų disertacijos tema kopijos, santrauka (anglų 

k.), mokslinės ir kūrybinės veiklos aprašymas. Darbe pateikta 10 lentelių ir 

14 paveikslų. Disertacijos apimtis – 132 puslapiai. 
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1. LITERATŪROS APŢVALGA 

 

1.1. Augalų lektinų apibūdinimas, struktūra ir klasifikacija 
 

Lektinai – neimuninės kilmės glikoproteinai, specifiškai, bet grįţtamai 

prisijungiantys angliavandenius [160, 152], o mokslas, nagrinėjantis šių jun-

ginių struktūrą, specifiškumą ir funkcijas vadinamas lektinomika. Gebėjimas 

agliutinuoti ląsteles šiuos junginius išskiria iš kitų angliavandenius prijun-

giančių baltymų, o jų neimuninė kilmė – nuo angliavandenius surišančių ir 

ląsteles agliutinuojančių imunoglobulinų [176]. Gyvuose organizmuose ap-

tinkami imunoglobulinai yra tarpusavyje struktūriškai panašūs, tuo tarpu 

lektinai gali skirtis aminorūgščių sudėtimi, struktūrinių metalų jonų sudėtimi, 

tretine struktūra bei molekuline mase. Be to, priešingai nei imunoglobulinai, 

lektinai gali būti aptinkami ne tik gyvūnuose, bet ir imuninės sistemos netu-

rinčiuose organizmuose, tokiuose kaip grybai ir augalai. 

 

1.1.1. Augalų lektinų baltyminės dalies struktūra 

 

Lektinų išskirtinė savybė – gebėjimas atrankiai prisijungti angliavande-

nius. Aktyvūs domenai (aminorūgščių konservatyvios sekos) būdingos atski-

roms lektinų klasėms, pavyzdţiui, pupinių šeimos lektinams, Ricino B lekti-

nų klasei ir kt. [43]. Domeno trimatė angliavandenių prijungimo struktūra 

nulemia lektinų specifiškumą. Vienas lektinas gali turėti nuo 2 iki 12 kon-

servatyvios struktūros angliavandenius prijungiančių baltymo sričių (APS), 

priklausomai nuo molekulės ir jos oligomerizacijos laipsnio [149]. Skirtin-

goms klasėms priklausančių lektinų ne konservatyvios dalies baltymo struk-

tūra gali skirtis aminorūgščių seka, struktūrinių subvienetų (domenų) skai-

čiumi, ketvirtine struktūra ir polipeptidų prigimtimi. Lektino ketvirtinė struk-

tūra lemia viso junginio stabilumą. Domenai specifiškai susijungia su ang-

liavandeniais van der Valso vandeniliniais ryšiais bei hidrofobine sąveika su 

aromatinėmis aminorūgštimis [176]. Lektinų specifiškumas angliavande-

niams nustatomas hemagliutinacijos inhibicijos reakcija, kuri aptariama 1.3.2 

skyriuje. 

Kai kurių lektinų struktūrai būdingi metalų jonai, nulemiantys baltymo iš-

silankstymą erdvėje ir sąveiką su angliavandeniais [106]. Metalų jonai su-

maţina baltymo tretinės ir ketvirtinės struktūros entropiją, sumaţindami su-

sidarančios lektino-angliavandenio sąveikos mobilumą, tačiau metalų jonai 

nedalyvauja angliavandenio – lektino sąveikoje [153, 77]. Lektinai yra itin 

heterogeniška glikoproteinų klasė, galinti skirtis tiek pirmine, tiek ketvirtine 
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baltymo struktūra. Nepaisant to, visus juos vienija atsikartojančios amino-

rūgščių sekos, suformuojančios aktyvias APS. 

 

1.1.2. Augalų lektinų glikozilinimas 

 

Glikozilinimas yra baltymų potransliacinė modifikacija, kurios metu prie 

baltymo pirminės struktūros kovalentinėmis jungtimis prijungiami anglia-

vandeniai. Išskiriamas N-glikozilinimas ir O-glikozilinimas. Šios potranslia-

cinės modifikacijos įvyksta specifinėse polipeptidinės grandinės vietose.  

O-glikozilinimas įvyksta fermentų pagalba, prijungiant angliavandenius prie 

serino arba treonino aminorūgščių. N-glikozilinimo atveju būtinas trijų ami-

norūgščių fragmentas: asparaginas-X (bet kokia aminorūgštis, išskyrus pro-

liną)-treoninas arba serinas. Tačiau glikozilinimo sėkmė priklauso nuo ami-

norūgščių padėties sekoje, jų vietos baltymo konformacijoje ir nuo glikozili-

nimą vykdančio fermento [28, 175]. 

 

 
 

1.1.2.1 pav. Tipinės augalų baltymams būdingo N-glikozilinimo (A) ir  

O-glikozilinimo (B) šakotos struktūros schema, kurioje pavaizduoti kovalen-

tinėmis jungtimis susijungę angliavandeniai (pažymėti simboliais). Schema 

modifikuota pagal [131]. 
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Įvykus glikozilinimui prie baltymo prijungiami tam tikra tvarka išsi-

dėsčiusių angliavandenių kompleksai „grandinėlės―, sudarytos iš N-acetil-

gliukozamino (GlcNAc), fukozės (Fuc), ksilozės (Xyl), manozės (Man) ir 

galaktozės (Gal) molekulių [177]. Schematinis angliavandenių kompleksų 

„grandinėlių― vaizdas pateiktas 1.1.2.1 paveiksle. Augalų ląstelių lektinams 

daţniausiai būdingas N-glikozilinimas. 

Dalis lektinų neturi kovalentinėmis jungtimis prijungtų angliavandenių, 

pavyzdţiui, biologiškai aktyvus neglikozilintas lektinas konkanavalinas A 

(Con A) arba kviečių gemalų agliutininas (WGA). Tačiau jų prekursoriai 

glikoproteinai yra neaktyvūs, o aktyvumą įgauna tik fermentams „nukarpius― 

angliavandenių grandinėles. Nuo Con A prekursoriaus yra pašalinamos šoni-

nės angliavandenių grandinėlės, o nuo WGA prekursoriaus „nukerpamas― 

polipeptidinės sekos C gale esantis glikopeptidas [159]. Glikozilinimas lek-

tinams suteikia termodinaminio stabilumo, tačiau nekeičia jų biologinio ak-

tyvumo. Atlikti tyrimai rodo, kad tos pačios klasės skirtingų augalų lektinų 

glikozilinimas gali vykti skirtingose polipeptidinės sekos vietose [33, 21], 

tačiau tai neturės įtakos šių lektinų biologiniam aktyvumui [123]. 

 

1.1.3. Augalų lektinų klasifikacija 

 

Augaluose aptinkami lektinai išsiskiria struktūrine įvairove. Skirtumai iš-

ryškėja ne tik baltyminės dalies struktūroje ir specifiškume, bet ir dėl po-

transliacinių modifikacijų. Šie ypatumai leidţia lektinus klasifikuoti keliais 

skirtingais būdais. Viena pirmųjų mokslininkų pasiūlytų lektinų klasifikacijų 

– klasifikacija pagal lektinų specifiškumą angliavandeniams: 1) manozei ir 

manozei/gliukozei specifiški lektinai; 2) manozei/maltozei; 3) galakto-

zei/galaktozės-N-acetilgliukozaminui; 4) N-acetilgliukozaminui; 5) fukozei 

ir 6) sialo rūgščiai specifiški lektinai [41]. Tokia klasifikacija nebuvo tiksli, 

nes vienoje grupėje galėjo būti ir struktūriškai skirtingi lektinai. Siekiant au-

galų lektinus suklasifikuoti į struktūriškai homogeniškesnes grupes buvo 

pasiūlytas lektinų grupavimas pagal aktyvių subvienetų (domenų) kiekį ir 

lektino struktūrą: 1) merolektinai, turintys vieną APS, pvz.: heveinas; 

2) hololektinai su dviem ar daugiau identiškų arba labai panašių APS, galin-

čių agliutinuoti ląsteles ir/ar nusodinti angliavandenių turinčius junginius, 

pvz., galaktozei specifiškas darţinės pupelės (lot. Phaseolus vulgaris L.) 

agliutininas (PHA); 3) superlektinai, turintys dvi ir daugiau neekvivalentiš-

kas APS, galinčias atpaţinti struktūriškai nepanašius angliavandenius, pvz., 

tulpių svogūnėlių lektinai, turintys dvi skirtingas APS, galinčias prisijungti 

manozę vienoje APS ir N-acetilgalaktozaminą – kitoje; 4) Chimerolektinai, 

sudaryti iš dviejų ir daugiau struktūriškai nesusijusių APS, pasiţyminčių ne-

vienodu biologiniu aktyvumu, pvz. antrojo tipo ribosomas inaktyvuojančių 
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baltymų klasei priskiriamas ricinas, sudarytas iš katalitiškai aktyvios ir ang-

liavandenius prijungiančios A dalies ir neaktyvios B dalies, kuri atlieka 

svarbų vaidmenį ricino molekulei prisijungiant prie ląstelių [91, 130]. Di-

dţioji dalis iki šiol išgrynintų ir charakterizuotų lektinų yra priskiriami holo-

lektinų klasei. Nors chimerolektinų išgryninta nedaug, tačiau augalų genomų 

sekoskaitos duomenys atskleidţia, kad jie augaluose pasitaiko gana daţnai 

[131, 72]. Tokia lektinų klasifikacija apjungia lektinus į grupes pagal tai, 

kiek ir kokių aktyviųjų sričių turi lektino molekulė, tačiau neatspindi tretinės 

baltymo struktūros skirtumų tarp grupių. 

Naujausia yra mokslininkų Kristof De Schutter ir Els Van Damme [178] 

pasiūlyta tikslesnė lektinų klasifikacijos sistema. Mokslininkai suskirstė lek-

tinus pagal struktūrinę ir evoliucinę APS homologiją (1.1.3.1 lentelė) [172]. 

Klasifikacija apjungia į grupes struktūriškai panašius lektinus, tačiau grupėse 

šie junginiai gali specifiškai prisijungti skirtingus  angliavandenius. 

 

1.1.3.1 lentelė. Lektinų klasifikacija pagal struktūrinę ir evoliucinę APS ho-

mologiją, pagal [178] 

Lektinų klasė 
Tipiniai angliavandenių 

ligandai 
Vieta ląstelėje 

Dvisporių pievagrybių (lot. 

Agaricus bisporus L.) lekti-

nų klasė 

N-acetilgliukozaminas /  

N-acetilgalaktozaminas 

Galaktozė 

Branduolys 

Citozolis 

Amarantinų klasė N-acetilgalaktozaminas 
Branduolys 

Citozolis 

Su chitinazėmis susijusių 

agliutininų klasė 

Daug manozės turintys  

N-glikanai 

Vakuolė 

Plazminė membrana 

Cianovirinų šeima Manozė Branduoys 

Europinio oţekšnio (lot. 

Euonymus europaeus L.) 

lektinų klasė 

Galaktozidai 

Daug manozės turintys  

N-glikanai 

Branduolys 

Citozolis 

Baltosios snieguolės (lot. 

Galanthus nivalis L.) lekti-

nų klasė 

Manozė 

Vakuolė 

 Branduolys 

Citozolis 

Plazminė membrana 

Heveino šeima Chitinas Vakuolė 

Dţakalino šeima 
Manozė 

Galaktozei specifiška subgrupė 

Branduolys 

Citozolis 

Vakuolė 

Pupinių šeimos lektinai Manozė 

Vakuolė 

Branduolys  

Citozolis 

Plazminė membrana 
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1.1.3.1 lentelė (tęsinys) Lektinų klasifikacija pagal struktūrinę ir evoliucinę 

APS homologiją, pagal [178] 

Peptidoglikanus prijun-

giančio lizino M (Lys M) 

domeno lektinų šeima 

Chitinas 

Peptidoglikanai 

Vakuolė 

Branduolys 

Citozolis 

Plazminė membrana 

Paprastojo tabako (lot. 

Nicotiana tabacum L.) 

lektinų šeima 

N-acetilgliukozamino -

polimerai 

Daug manozės turintys  

N-glikanai 

Branduolys 

Citozolis 

Ricino B lektinų šeima 

Galaktozė/ 

N-acetilgalaktozaminas 

Sialinizuota galaktozė/  

N-acetilgalaktozaminas 

Vakuolė 

Branduolys 

Citozolis 

 

Lektinų molekulių įvairovė yra labai didelė, todėl juos galima klasifikuoti 

pagal keletą ypatumų: specifiškumą angliavandeniams, struktūrinį panašumą 

ir struktūrinę – evoliucinę APS homologiją. 

 

1.2. Augalų lektinų biologinis aktyvumas 

 

Augalų lektinai pasiţymi išskirtiniu biologiniu aktyvumu, todėl yra pri-

taikomi biotechnologijoje, biomedicinoje ir ligų kontrolėje. Lektinų sąveika 

su ląstelių glikokaliksu, nulemia jų hemagliutinacinį, priešbakterinį, prieš-

grybelinį, insekticidinį, citotoksinį ir imunomoduliacinį aktyvumą. 

 

Hemagliutinacinis aktyvumas 

 

Ląstelių hemagliutinaciją sukeliantis augalų lektinų poveikis išskiria lek-

tinus iš kitų augaluose aptinkamų glikoproteinų. Hemagliutinacinis aktyvu-

mas priklauso nuo lektinų savybės prisijungti prie mono-, di-, polisacharidų, 

esančių ant ląstelių paviršiaus [176]. Lektinai, turėdami bent dvi APS, neko-

valentinėmis jungtimis prisijungia angliavandenius, kurie yra ant bent dviejų 

greta esančių ląstelių glikokalikso. To pasekoje susidaro ląstelių aglomeratai. 

Atliekant lektinų identifikaciją hemagliutinacijos testu, imunofermentinių 

reakcijų lėkštelėje ant eritrocitų suspensijos uţnešamas lektino mėginys. 

Lėkštelės esančio konusinės formos šulinėlio dugne matomas iš ląstelių ag-

lomeratų sudarytas raudonas apskritimas parodo teigiamą agliutinacijos testo 

rezultatą. Hemagliutinacinį aktyvumą taip pat galima įvertinti atliekant lekti-

no ir eritrocitų sąveikos mikroskopinę analizę. Tokiu atveju mikroskopo re-

gėjimo lauke matomi ląstelių aglomeratai parodo teigiamą hemagliutinacijos 

testo rezultatą. [1].  
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Hemagliutinacijos testui gali būti naudojami įvairių rūšių gyvūnų eritroci-

tai: triušių, pelių, avių, arklių, ţmonių ir kitų gyvūnų. Iš visų paminėtų rūšių 

išskirtiniu jautrumu agliutinacijos testui pasiţymi triušių eritrocitų suspensija 

[95], todėl ji yra naudojama rutininėje analizėje. Jautrumas agliutinaciniam 

lektinų aktyvumui didėja triušių eritrocitus prieš analizę paveikus tripsinu, 

papainu, neuraminidaze arba sialidaze [79, 176]. Hemagliutinacinis aktyvu-

mas nepriklauso nuo lektino struktūroje esančių APS skaičiaus, tačiau akty-

vumą gali nulemti tokie faktoriai kaip lektino molekulės dydis, eritrocitų 

paviršiaus glikokalikso savybės (kraujo grupė) ir metabolinė ląstelės stadija. 

Fizinės aplinkos veiksniai (temperatūra, eritrocitų suspensijos koncentracija, 

mėginio sumaišymo greitis) taip pat gali turėti įtakos hemagliutinaciniam 

lektinų aktyvumui [90]. 

Hemagliutinacinis aktyvumas išskiria lektinus iš visų kitų augaluose ran-

damų baltymų, todėl remiantis šiuo testu galima identifikuoti lektinus biolo-

giniuose mėginiuose.  

 

Priešbakterinis poveikis 

 

Aptikus augaluose lektinus, mokslininkams rūpėjo atsakyti į klausimą, 

kokia lektinų funkcija augaluose, kodėl augalams reikalingi ląsteles agliuti-

nuojantys glikoproteinai. Įpusėjus praeitam šimtmečiui, buvo iškelta lektinų 

apsauginės funkcijos nuo bakterijų, grybelių, vabzdţių ir ţolėdţių gyvūnų 

hipotezė, kuri vėliau patvirtinta. Ištyrus pupinių šeimos augalų simbiozės su 

bakterijomis mechanizmus, nustatyta, kad šiame procese svarbų vaidmenį 

atlieka augalų ląstelių membraniniai lektinai. Augalo šaknis į dirvoţemį iš-

skiria molekulinius signalus – flavonus. Bakterijos atpaţįsta flavonus ir inici-

juoja signalinių lipochitino oligosacharidų (vadinamų Nod (pagal angl. no-

dules – mazgeliai) faktorių) sintezę [7]. Nod faktorius, išskirtus į dirvoţemį, 

atpaţįsta polisacharidus prijungiantys lizino domenai (LysM), sujungti su 

membraninėmis receptorinėmis kinazėmis [120, 144]. LysM domenui atpa-

ţinus Mesorhizobium loti bakterijų išskirtus Nod faktorius, inicijuojama 

simbiozė, leidţianti bakterijai įsiskverbti į augalo šakniaplaukį ir ten sudaryti 

kolonijas, iš išorės primenančias mazgelius [12, 120, 197]. Kita vertus, 

LysM receptorinėms kinazėms atpaţinus patologinę bakteriją, tokią kaip 

Phytophthora palmivora, inicijuojama genų ekspresija, įjungianti gynybinius 

augalo mechanizmus [78, 197]. 

Atpaţinimo funkciją atliekantys LysM domenai yra nedidelės molekuli-

nės masės polipeptidai, sudaryti iš 45–65 aminorūgščių. Jie turi konservaty-

vią antrinę struktūrą, sudarytą iš dviejų β-klosčių ir dviejų α-spiralių [211]. 

Ląstelių membranose esantys augalų lektinai yra pirmieji, kurie sąveikauja 

su patogeniniais ir simbiotiniais mikroorganizmais. Veikiant abiotiniam ar 
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biotiniam stresoriui membraniniai lektinai gali būti perkelti į ląstelės citop-

lazmą arba susintetinti ir sandėliuojami ląstelės citoplazmoje bei branduolyje 

[99]. Nors tokių lektinų funkcijos augale dar nėra gerai ištirtos, tačiau ma-

noma, kad jie atlieka svarbų vaidmenį ląstelinių signalų perdavime ir augalo 

gynybos mechanizmuose prieš ţolėdţius gyvūnus ir vabzdţius [42]. 

Iš augalų išskirti lektinai pasiţymi priešbakteriniu veikimu ir ţmogui pa-

togeninių bakterijų rūšims. Chitinui specifiški brazilinio pirulio (Schinus 

terebinthifolius Raddi.) lapų lektinai baktericidiškai ir bakteriostatiškai vei-

kia Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomo-

nas aeruginosa, Salmonella enteritidis ir Staphylococcus aureus bakterijų 

rūšis [64]. Galaktozei specifiški įvairiadyglės indigaţolės (Indigofera hete-

rantha Wall.) sėklų lektinai pasiţymi poveikiu prieš Klebsiella pneumoniae, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijų rūšis 

[162]. Dėl šių priešbakterinių savybių lektinai, patekę į ţolėdţių gyvūnų or-

ganizmą, gali sukelti ţarnyno mikrofloros disbalansą [128]. 

Membraniniai lektinų receptoriai atpaţįsta ir identifikuoja simbiotinius 

mikroorganizmus bei sudaro sąlygas simbiozei įvykti, o atpaţinę patologinę 

bakteriją, lektinai įjungia savigynos mechanizmą –aktyvinama genų ekspre-

sija ir apsauginių baltymų gamyba. Patekę į gyvūnų organizmą augalų lekti-

nai gali veikti bakteristatiškai ir bakteriocidiškai, sutrikdydami normalią gy-

vūnų ţarnyno mikroflorą. 

 

Priešgrybelinis poveikis 

 

Membraniniai augalų lektinai, galintys prisijungti grybų ląstelių paviršiu-

je esančius polisacharidus, pasiţymi priešgrybeliniu aktyvumu. Grybų ląste-

lių sienelių pagrindinė sudedamoji dalis yra N-acetilgliukozamino polisacha-

ridas chitinas. Lektinas heveinas, išskirtas iš brazilinio kaučiukmedţio (lot. 

Hevea brazilensis L.) latekso, pasiţymi specifiškumu chitinui, todėl turi iš-

reikštas priešgrybelines savybes [74, 125]. Baltaţiedţio lubino (lot. Lupinus 

albus L.) sėklose aptiktas 20 kDa chitinui specifiškas lektinas Blad aktyvu-

mu nenusileido sintetiniams priešgrybeliniams junginiams. Šis lektinas gali 

sąveikauti ne tik su grybų ląstelių sienele ir plazminėje membranoje esan-

čiais membraniniais jonų nešikliais, bet ir pasiţymi chitiną skaidančiu po-

veikiu, kuomet nuo polisacharido molekulės galų atrankiai nukerpamos tik 

po dvi N-acetil-β-D-gliukozamino molekulės. Šis chitinui specifiškas lekti-

nas Blad taip pat geba skaidyti chitiną į smulkesnius fragmentus atsitiktinėse 

polisacharidinės molekulės vietose. Agronomijos praktikoje naudojamas 

fungicidinis Blad poveikis prieš vynuogių, pomidorų ir bulvių miltligės su-

kėlėjus [79]. 2017 metais Blad lektinas įtrauktas į fungicidų, sukeliančių re-

zistentiškumą, ţemos rizikos grupės sąrašą. Tokiu būdu atsirado nauja biolo-
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ginių fungicidų (BM 1) klasė [59]. Išgryninti lektinai sąveikauja ir su ţmogui 

patogeninėmis grybelių rūšimis. Brazilinio kaučiukmedţio (Hevea brasilen-

sis L.) latekso lektinas pasiţymi priešgrybeliniu poveikiu Candida albicans 

(ATCC90028) padermei, minimali slopinanti koncentracija (MSK) lygi 

95 µg/ml, o Candida tropicalis (ATCC 750) augimą inhibuojanti MSK kon-

centracija – 11,9 µg/ml [85]. Kitas chitinui specifiškas paprastojo granatme-

dţio (Punica granatum L.) sėklų luobelių lektinas pasiţymėjo priešgrybeli-

niu poveikiu prieš Candida albicans (URM 5901) – MSK 25 µg/ml ir Can-

dida krusei (URM 6391) – MSK 12,5 µg/ml, padermėms [119]. Specifišku-

mu kitiems angliavandeniams pasiţymintys lektinai taip pat gali turėti iš-

reikštą priešgrybelinį poveikį. Gliukozei ir manozei specifiški Dioclea viola-

cea L. sėklų lektinai pasiţymi priešgrybeliniu poveikiu Candida albicans 

(URM 4987) – MSK 16 µg/ml, Candida tropicalis (URM 4989) – MSK 

8 µg/ml ir Rhodotorula glutinis (URM 5092) – MSK 256 µg/ml, padermėms 

[63]. 

Priešgrybelinėmis savybėmis pasiţymintys lektinai yra pritaikomi agro-

nomijos praktikoje. Atliktų lektinų poveikio ţmogaus patogeniniams grybe-

liams tyrimų rezultatai sudaro prielaidas naujų priešgrybelinių vaistų atsira-

dimui. Stipriausiai išreikštomis priešgrybelinėmis savybėmis pasiţymintys 

lektinai yra specifiški chitinui bei jo monomerui N-acetilgliukozaminui. 

 

Insekticidinis poveikis 

 

Augalų lektinų savybė jungtis prie gyvūninės kilmės polisacharidų nule-

mia jų poveikį ţolėdţiams gyvūnams. Insekticidinis lektinų veikimas pasi-

reiškia per lektino sąveiką su epitelinių ląstelių glikokaliksu ir su vabzdţių 

išorinio skeleto sudėtyje esančiu chitinu. Prieš vabzdţius nukreiptas lektino 

aktyvumas priklauso nuo atsparumo virškinimo fermentams, tokiems kaip 

vabzdţių ţarnyne aptinkama α-amilazė [3]. Gerai ištirtas insekticidinėmis 

savybėmis pasiţymintis lektinas – WGA. Jis specifiškai jungiasi prie N-ace-

til-D-gliukozamino, sustabdydamas chitino dangalų formavimąsi ir vabzdţių 

vystymąsi [207], o patekęs į vabzdţių virškinimo sistemą sukelia vabalų, 

drugių ir dvisparnių vabzdţių organizmų struktūrines paţaidas [70]. Manozę 

prijungiantis baltosios snieguolės (Galanthus nivalis L.) lektinas pasiţymi 

insekticidinėmis savybėmis prieš amarus [69], maistiness kandis [169] ir 

ţiogus [203]. Lektinai negrįţtamai pakeičia augalais mintančių vabzdţių fi-

ziologiją: maţėja vabzdţių kūno masė, stabdoma chitininio dangalo sintezė, 

paţeidţiama jų virškinimo sistema. 
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Citotoksinis poveikis 

 

Lektinų citotoksinis poveikis gyvūninėms ląstelėms įrodytas eksperimen-

tais in vitro ir in vivo. Ištyrus ConA lektino veikimą gyvūninėms ląstelėms in 

vitro, buvo pastebėtas piknotinis (negrįţtamą chromatino sutankėjimą, bū-

dingą apoptotinėms ir nekrotinėms ląstelėms, sukeliantis poveikis) bei pelių 

peritoninių makrofagų [50], hepatocitų [61] vakuolizaciją (vakuolių susida-

rymą ląstelėse) sukeliantys efektai ir viščiukų simpatinės nervų sistemos 

neuronų egzocitozę slopinantis poveikis [19]. Gauti tyrimų rezultatai atsikar-

tojo, ištyrus lektinų poveikį eksperimentiniams gyvūnams. Vakuolizaciją 

sukeliantis lektinų poveikis nustatytas ir in vivo – tyrimų su ţiurkėmis metu. 

Smailialapės pupelės (Phaseolus acutifolius A. Gray) lektinai sukėlė kasos 

ląstelių vakuolizaciją. Yra ţinoma, kad ląstelių vakuolizacija yra patologinis 

pakitimas, daţnai sukeliantis ląstelių mirtį [183], todėl susidomėta proapop-

totinėmis lektinų savybėmis. 

Apoptozę inicijuojantis veikimas pastebėtas įvertinus iš paprastojo ricin-

medţio (lot. Ricinus communis L.) sėklų išskirto lektino – ricino, poveikį 

pelių ţarnyno epitelinėms ląstelėms [76]. Vėlesnių tyrimų metu bandyta išsi-

aiškinti lektinų sukeliamos apoptozės mechanizmus. Ištyrus ricino poveikį 

ţmogaus gimdos kaklelio vėţio ląstelių linijai (HeLa), lektinas sukėlė nuo 

kaspazių priklausomą apoptozės kaskadą – paveiktose ląstelėse suintensyvė-

jo reaktyviųjų deguonies formų (ROS) gamyba, tokiu būdu buvo inicijuotas 

oksidacinis stresas, vėliau – ląstelių ţūtis [166]. Ricinas sukėlė apoptozę ir 

kitoms ląstelių linijoms: nuo kaspazių priklausomą apoptozę L540 Hodţkino 

limfomos ląstelėms [155], nuo Bcl-2 proapoptozinių baltymų Bak priklau-

somą apoptozę BEL7404 hepatomos ląstelėms [72] ir kitoms ląstelių lini-

joms [117]. 

Ląstelių apoptozę sukeliantis poveikis būdingas ir maţiau toksiškiems 

lektinams. Iš mongolinės kulkšnės (lot. Astragalus mongholicus L.) šaknų 

išgrynintas galaktozei specifiškas lektinas sukėlė ţmogaus gimdos kaklelio 

vėţio ląstelių (HeLa), ţmogaus į osteoblastus panašių ląstelių (MG63) bei 

leukemijos ląstelių (K562) linijų apoptozę [215]. Paprastojo duonmedţio 

(lot. Artocarpus incisa L.) sėklose aptiktas lektinas futalinas apoptotiškai 

veikė krūties adenokarcinomos MCF7 ir HeLa ląstelių linijas [28]. 

Gauti in vitro tyrimų rezultatai patvirtinti ir tyrimuose su gyvūnais. Pa-

prastojo amalo (lot. Viscum album L.) maţos lektinų dozės (30 ng/kg gyvūno 

masės per parą) sumaţino ţmogaus melanomos auglių, sukeltų eksperimen-

tinėms pelėms, vidutinę masę ir metastazių kiekį plaučiuose. To paties tyri-

mo metu pastebėtas dendritinių ląstelių infiltracijos į auglius suintensyvėji-

mas. Buvo pateikta išvada, kad toks veikimas pasireiškė dėl imuninės siste-
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mos aktyvacijos prieš vėţines ląsteles [200]. Kito tyrimo metu paprastųjų 

amalų lektinas buvo įtrauktas į kasdienį pelių, kurioms buvo sukelta Hodţki-

no limfoma, racioną. Buvo stebėtas auglių masės sumaţėjimas, augliuose 

išaugęs apoptotinių ląstelių skaičius bei išaugusi limfocitų infiltracija į aug-

lių audinius. Pasibaigus tyrimui net 25 proc. gyvūnų, kurie buvo maitinti 

lektinais, nebuvo aptikta gyvybingų auglių [158]. 

Nekrozė, priešingai nei apoptozė, yra nekontroliuojama ląstelių ţūtis, su-

kelta stipraus ląstelės paţeidimo. Apoptotinį lektinų poveikį daţnai lydi ir 

nekrozė. Nekrotizuojant ląstelėms į intraląstelinę terpę patenka nesuardyti 

baltymai, nukleino rūgštys ir kiti junginiai. Daţniausiai lektinų poveikis ap-

optozei priklauso nuo dozės. Tyrimai parodė, kad apoptotiniu veikimu pasi-

ţymi nedidelės lektinų dozės, tuo tarpu didesnės gali turėti stipresnį nekrozę 

sukeliantį efektą [98]. Atlikus tyrimą su manozei specifiniais gelsvosios so-

foros (lot. Sophora flavescens L.) šaknų lektinais, stebėtas jų apoptozę suke-

liantis poveikis HeLa ląstelėms. Tiek apoptotinių, tiek nekrozuotų ląstelių 

skaičius didėjo proporcingai ląstelių inkubacijos su lektinu laikui ir lektino 

dozei. Kadangi apoptotinių ląstelių skaičius mėginiuose buvo didesnis, 

mokslininkai priėjo išvados, kad lektinas sukėlė ląstelių mirtį apoptotiniu 

keliu [104]. Tokia pati tendencija pastebėta ir ištyrus chitinui specifinius 

purpurinės tradeskantės (lot. Tradescantia pallida Boom) šaknų lektinus 

[216]. 

Nekrozinio poveikio ląstelėms tyrimų rezultatus patvirtino tyrimų in vivo 

rezultatai. Ištyrus į virškinamąjį traktą patenkančių skrandţio fiziologiniam 

barjerui atsparių didelių dozių lektinų (WGA ar PHA) poveikį ţarnyno mik-

rogaureliams in vivo, pastebėta, kad šie lektinai sukelia struktūrines audinio 

paţaidas. Lektinai jungiasi prie ţarnų mikrogaurelių paviršiuje esančios  

N-glikolio neuramino rūgšties [121] ir gali sukelti ţarnyno epitelio ląstelių 

nekrozę ar visišką jų sunykimą (tam tikrose audinio zonose). Dėl to sutrinka 

maisto medţiagų virškinimas ir įsisavinimas [208]. Lektinai, prisijungę prie 

ţarnyno ląstelių, gali veikti kaip bluţnies augimo faktorius, todėl ilgainiui 

maţėja ţolėdţių gyvūnų kūno masė, sutrinka hormonų pusiausvyra [160]. 

Kai kurie lektinai gali patekti pro ţarnų sieneles į sisteminę kraujotaką ir 

veikti kitus vidaus organus [44]. Buvo nustatyta, kad lektinai gali sukelti 

nekrozę nepriklausomai nuo lektino preparato įvedimo į organizmą būdo 

[71, 10]. 

Ištyrus apoptozę inicijuojantį lektinų veikimą in vivo ir in vitro, nustatyti 

skirtingi lektinų poveikio mechanizmai. Eksperimentuose su ląstelėmis nu-

statyta, kad lektinai tiesiogiai sąveikauja su ląstelių membranomis ir jose 

esančiais receptoriais, sukeldami ląstelių mirtį. Patekę į gyvą organizmą lek-

tinai veikia ir kaip antigenai – aktyvina organizmo imuninę sistemą kovai su 

vėţinėmis ląstelėmis. Lektinų sukelta ląstelių mirtis yra nuo jų dozės pri-
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klausantis procesas. Didinant lektinų dozę, nepriklausomai nuo preparato 

įvedimo būdo, didėja rizika sukelti ląstelių ţūtį nekrotiniu keliu. 

 

Imunomoduliacinis veikimas 

 

1960 metais (lektinomikos mokslo pradţioje) susidomėta lektinų imuno-

geninėmis savybėmis. Mokslininkas Nowell [132], atlikęs in vitro eksperi-

mentą su ţmogaus eritrocitų ir baltųjų kraujo kūnelių (WBC) mišiniu, paste-

bėjo, kad PHA lektinas inicijavo baltųjų kraujo kūnelių skaičiaus mėginyje 

padidėjimą, t. y. pasiţymėjo mitogeninėmis savybėmis sąveikoje su leukoci-

tais. Vėliau buvo išgryninta daugiau lektinų, taip pat charakterizuotas imuni-

nių ląstelių mitozę inicijuojantis lektinų aktyvumas, kuris priklausė nuo lek-

tinų gebėjimo prisijungti prie imuninių ląstelių plazminės membranos pavir-

šiuje esančių angliavandenių bei glikozilintų membraninių receptorių [29]. 

Pirminis imuninis atsakas blokuoja antigenų (infekcijos) plitimą ir jų pa-

tekimą į organizmo ląsteles. Pirminio atsako metu kraujyje padidėja imunog-

lobulinų koncentracija, kuri lemia prasidėjusią reakciją. Ištyrus Balb/C peles, 

gavusias manozei specifiško bananų (lot. Musa acuminata L.) vaisių lektino 

(po 20 μg lektino injekuota į raumenis ir po 40 μg lektino skirta per os), bu-

vo nustatytas padidėjęs imunoglobulinų M ir G kiekis. Ištyrus per os lektinus 

gavusių pelių virškinamojo trakto gleivines nustatyta, kad lektinai jungėsi 

prie gleivinių paviršiuje esančių polisacharidų ir tokiu būdu galimai aktyva-

vo imuninį atsaką [47]. 

Pirminiame imuniniame atsake dalyvaujantys neutrofilai – baltųjų kraujo 

kūnelių rūšis, atsakinga uţ lokalų imuninį atsaką. Stimuliuojamos uţdegimo 

mediatorių šios ląstelės migruoja į uţdegimo ţidinį. Augalų lektinai sąvei-

kauja su neutrofilais tiesiogiai, skatindami jų migraciją. Neutrofilų chemo-

taksis gali intensyvėti priklausomai nuo lektino sąveikos su ląstelėmis, mak-

rofagais ir putliosiomis ląstelėmis [57]. In vitro tyrimų rezultatai parodė, kad 

manozei specifinis stambiojo duonmedţio (lot. Artocarpus heterophylus 

Lam.) lektinas ArtinM, prisijungdamas prie neutrofilų paviršiuje esančių 

Toll-2 receptorių ir chemokinų receptorių N-glikanų, aktyvino neutrofilus: 

skatino jų migraciją, superoksido produkciją ir fagocitinį aktyvumą [145]. 

Kitų in vitro eksperimentų rezultatai atskleidė, kad ArtinM aktyvino putliųjų 

ląstelių degranuliaciją ir imuninių mediatorių, tokių kaip navikų nekrozės 

faktorius α (TNF-α), sintezę po sąveikos su Toll-2 receptorių N-glikanais ir 

didelio afiniteto IgE receptorių (FcεR) paviršiuje esančiais N-glikanais [122]. 

Poodinės 0,5 μg ArtinM injekcijos eksperimentinėms pelėms Balb/C inicija-

vo IL-12 sintezę makrofaguose ir dendritinėse ląstelėse po sąveikos su Toll-2 

receptorių paviršiuje esančiais N-glikanais [36]. Manozei specifinių tinkliš-

kosios anonos (lot. Annona coriacea L.) sėklų lektinų peritoninės injekcijos 
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dėl lektinų sąveikos su ląstelių glikokalikso molekulėmis skatino pelių neut-

rofilų migraciją į pilvo ertmę ir uţdegimo mediatoriaus COX-2 sintezę [35]. 

N-acetil-galaktozaminui/galaktozei specifinis gauruotosios sojos (lot. Glyci-

ne max L.) sėklų lektinas pasiţymėjo prouţdegiminiu arba priešuţdegiminiu 

veikimu (nepriklausomai nuo injekcijos būdo). Injekavus lektiną pelėms į 

veną, intensyvėjo neutrofilų migracija į pilvo ertmėje karagenanu sukeltą 

uţdegiminį ţidinį, tuo tarpu lektiną injekavus tiesiai į pilvo ertmę – neutrofi-

lų migracija į karagenanu sukeltą uţdegimo ţidinį nepakito [16]. Augalų 

lektinai, sąveikaudami su gyvūnų gleivinėmis ir su imuninėmis ląstelėmis, 

atsakingomis uţ pirminį atsaką, aktyvina pirminį imuninį atsaką. 

Gyvūnai turi specifinį antrinį imuninį atsaką, kuris atpaţįsta pakartotinai 

patekusį antigeną ir nedelsiant įjungia imuninio atsako mechanizmą. Uţ gy-

vūnų antrinį ląstelinį imuninį atsaką yra atsakingi T limfocitai. Augalų lekti-

nai su limfocitų ląstelėmis reaguoja atrankiai. Tyrimų duomenys parodė, kad 

dauguma augalų lektinų mitogeniškai veikia tik T limfocitus ir yra neaktyvūs 

arba inhibuoja kitų klasių limfocitų mitozę [7, 138]. Antigenui arba mitoge-

nui prisijungus prie T ląstelių receptorių, T limfocitai yra aktyvuojami. Mi-

togenui prisijungus prie ląstelės glikoproteinų, aktyvuojami T limfocito vi-

duląsteliniai signaliniai keliai. Vienas iš pavyzdţių – mitogenu aktyvuotos 

baltymų kinazės, kurios inicijuoja CD25 ir CD69 receptorinių baltymų eksp-

resiją. Vėliau seka interleukino 2 sekrecija ir limfocitų proliferacijos aktyvi-

nimas. Toks poveikio mechanizmas būdingas PHA, ConA ir Jakalino lekti-

nams [198]. Ištyrus lektino ArtinM in vitro poveikį T limfocitų pagalbinin-

kams, nustatyta sąveika su CD4
+
 receptoriais – lektinas aktyvino ląstelių mi-

tochondrijas, inicijavo interleukino 2 sintezę ir ląstelių proliferaciją [187]. 

Tyrimo in vivo metu poodinės 1,0 μg ir 2,5 μg ArtinM injekcijos Balb/C pe-

lėms padidino T ir B limfocitų tankį bluţnyje, o didelės 5,0 μg ArtinM dozės 

sukėlė vidutinio stiprumo uţdegiminius paţeidimus [136]. 
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1.2.1 pav. Skyriuje aptarto augalų lektinų imunomoduliacinio 

poveikio schema 
Augalų lectinų munomoduliacinis veikimas pasireiškia per lektinų sąveiką su ląstelių 

glikokaliksu. Lektinas patekęs į kraują gali sąveikauti su neutrofilų, makrofagų, dendritinių 

ląstelių, T ir B limfocitų N-glikozilintais membraniniais receptoriais ir plazmine membrana. 

Tai sukelia superoksido sintezės suaktyvėjimą, paskatina citokinų, interleukinų ir imuno-

globulinų sintezę, nulemiančią kitų kraujo forminių elementų kiekio augimą. Lektinams 

sąveikaujant kitų audinių (pvz. žarnyno gleivine) ląstelių glikokaliksu, inicijuojamas pirmin-

is imuninis atsakas bei uždegiminės reakcijos. 

 

Tyrimais in vitro ir in vivo nustatyta, kad augalų lektinai aktyvina tiek 

pirminį, tiek ir antrinį imuninį atsaką (1.2.1 paveikslas). Imunomoduliacinis 

poveikis pasireiškia dėka lektinų sąveikos su imuninių ląstelių glikokaliksu 

ir plazminėje membranoje randamais glikozilintais receptoriais. Dėl šios są-

veikos inicijuojama imuninių ląstelių mitozė ir chemokinų sintezė. Todėl 

lektinų sukeltas imuninis atsakas neutralizuoja (sunaikina) paţeistas ir vėţi-

nes ląsteles. 
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1.3. Lektinų išskyrimas iš vaistinės augalinės ţaliavos, 

gryninimas, kokybinė ir kiekinė analizė 
 

Didelis lektinų biologinis aktyvumas ir jų pritaikymo galimybės skatina 

mokslininkus ieškoti naujų gamtinių lektinų bei jų išgavimo būdų. Augaluo-

se lektinai aptinkami visose augalų dalyse: šaknyse, stiebuose, ţievėje, la-

puose, pumpuruose, ţieduose, vaisiuose ir sėklose [149]. 

 

1.3.1. Lektinų išskyrimas ir gryninimas iš vaistinės augalinės ţaliavos 

 

Lektinų išskyrimą iš vaistinės augalinės ţaliavos ir jų gryninimą apima ei-

lė procesų: pirmiausia, vandeniniame buferiniame tirpale vykdoma lektinų 

ekstrakcija iš ţaliavos, vėliau – baltymų išsodinimas, mėginių valymas ir 

chromatografinio gryninimo metodai. Augalų lektinai yra gana gerai tirpūs 

vandenyje ir lengvai išekstrahuojami iš ţaliavos. Augalinės ţaliavos smulki-

nimo procese naudojamas skystas azotas, palengvinantis ląstelių suardymą ir 

baltymų išlaisvinimą iš ląstelių [75]. Nedideliems ţaliavos kiekiams naudo-

jami homogenizatoriai arba specialios purtyklės, kurios skystu azotu uţšal-

dytą ţaliavos mėginį susmulkina metalinių šratų pagalba. 

Gerai susmulkinta ţaliava ekstrahuojama buferiu, kurio sudėtis patiksli-

nama eksperimentiškai. Remiantis literatūros duomenimis, lektinų ekstrakci-

nių buferių pH reikšmė varijuoja nuo 4,0 iki 8,5 [80, 154]. Ekstrakcijos sąly-

gų pagerinimui į ekstrakcinį buferį papildomai galima įdėti baltymus stabili-

zuojančių medţiagų, pvz., redukuojančių agentų (2-merkaptoetanolis, ditiot-

reitolis), chelatinių junginių (etilendiamintetraacto rūgštis, urėja), proteazių 

inhibitorių [174, 50, 192]. Siekiant sumaţinti polifenolinių junginių sąveiką 

su baltymais, į ekstrakcinį buferį pridedama polivinilo pirolidono, kuris rea-

guoja su fenolinių junginių hidroksilo grupėmis ir tokiu būdu juos suriša 

[37]. Baltymų ekstrato paruošimui svarbi ir temperatūra, nes nuo jos priklau-

so baltymų stabilumas. 4 °C temperatūra ekstrakcijos metu reikšmingai slo-

pina proteazių, maţinančių aktyvių baltymų išeigą, aktyvumą [86]. 

Optimalus ekstrakcijos laikas nustatomas taip pat eksperimentiškai. Ekst-

rakcijos trukmė varijuoja nuo keletos valandų iki paros [71]. Ekstrakcijai 

pasibaigus, pirminis baltymų ekstraktas centrifuguojamas – nuo ekstrakto 

atskiriama ţaliava. Paruoštas ekstraktas tinka tolimesniam lektinų grynini-

mui chromatografiniais metodais. Kai kurie autoriai papildomai atlieka ekst-

rakto valymą nuo balastinių medţiagų, išsūdant baltymus neorganinėmis 

druskomis [108] ar išsodinant juos organiniais tirpikliais, pvz., etanoliu 

[140], acetono ir trichloracto rūgšties mišiniu [116]. Daţniausiai naudojamas 

baltymų ―išsodinimo― metodas – išsūdymas amonio sulfatu [126]. Šis meto-
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das yra pranašesnis uţ kitus, nes yra santykinai pigesnis, o baltymai nepakei-

čia savo konformacijos, išsaugomas baltymų aktyvumas, be to, didelė amo-

nio sulfato koncentracija inhibuoja bakterijų augimą ir sumaţina baltymų 

nuostolius [67]. Literatūros šaltiniuose nurodyta, kad baltymų išsūdymui 

naudotos amonio sulfato druskos koncentracijos gali būti: 0–15 proc. [81], 

0–60 proc. [108], 40–60 proc. [137], 60–80 proc. [100], 30–50 proc. [45] ir t. 

t. Išsodinti baltymai resuspenduojami ekstrakciniame buferyje. Po to atlie-

kama baltymų dializė, kurios metu pro atrankiai dalelių dydţiui pralaidţią 

membraną osmozės būdu į buferį pereina didelė druskos koncentracija. Os-

mozė vyksta tol, kol abiejose membranos pusėse susidaro druskų koncentra-

cijos pusiausvyra. Prieš atliekant tolimesnę analizę, mėginių dializė yra būti-

na, nes baltymų mėginyje esanti didelė druskų koncentracija sudaro hiperto-

ninę terpę, todėl gali iškreipti eritrocitų hemagliutinacinio aktyvumo tyrimo 

rezultatus. Be to didelė druskų koncentracija gali trukdyti chromatografiniam 

baltymų gryninimo procesui.  

Nuo didelės druskų koncentracijos išvalytų baltymų mėginiai naudojami 

tolimesniame lektinų gryninime. Klasikinis ir bene efektyviausias lektinų 

gryninimo metodas – afininė chromatografija. Šis chromatografinis metodas 

pasiţymi dideliu atrankumu gryninamiems lektinams, nes iš viso baltymų 

mišinio atskiria tik su matrica (kolonėlės stacionariąja faze) specifiškai są-

veikaujančius junginius. Angliavandenių molekulės, cheminės modifikacijos 

būdu prijungtos prie agarozės, dekstrano ar silikagelio matricos, specifiškai 

sąveikauja su gryninamų lektinų APS ir sulaiko juos kolonėlėje. Šiam proce-

sui yra svarbus stacionariosios fazės stabilumas gryninimo metu: atsparumas 

slėgiui, pH, denatūruojančioms medţiagoms, pvz. natrio sulfatui, organi-

niams tirpikliams. Agarozės matricos, kurių  dalelių dydis paprastai yra nuo 

40 iki 165 μm skersmens, yra populiariausios. Šios matricos išlieka stabilios 

esant plačiam pH intervalui (pH reikšmė nuo 3 iki 12) ir sąveikaujant su 

dauguma vandeninių tirpalų, kurių sudėtyje yra denatūruojančių medţiagų 

(pvz., šlapalas, tiošlapalas ir kt.) bei organinių tirpiklių (pvz., etanolis, meta-

nolis ir kt.). Tačiau dėl savo cheminės struktūros agarozė yra palanki mitybi-

nė terpė bakterijų augimui, todėl reikalauja specialios prieţiūros: gausaus 

plovimo buferiniais tirpalais ir vandeniu, konservavimo etanolio tirpale. 

Dekstrozė pasiţymi panašiomis stabilumo savybėmis kaip ir agarozė, bet 

matricos dalelių dydis maţesnis – iki 50 μm. Tokia matrica labiau tinka ma-

ţų (1–100 kDa dalelių dydţio) lektinų gryninimui. Silikagelis, priešingai nei 

agarozė ir dekstrozė, yra netinkamas bakterijų augimui ir yra mechaniškai 

atsparesnis aukšto slėgio poveikiui, tačiau šarminėje terpėje vyksta silikage-

lio hidrolizė, maţinanti matricos stabilumą. Be to, dėl hidrofobiškumo gali 

pasireikšti nespecifinė šios matricos sąveika su baltymais, galinti sumaţinti 
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išgryninamo baltymo kiekį ir padidinti pašalinių, su stacionariąja faze speci-

fiškai nesąveikaujančių baltymų kiekį [205]. 

Nuo kolonėlės matricos lektinai išplaunami, keičiant eliuacijai naudojamo 

buferio joninę jėgą, pH reikšmes arba konkurentinėmis angliavandenių mo-

lekulėmis, kurios sąveikauja su prie matricos prikibusiais lektinais. Susidarę 

konkurentinių angliavandenių – lektinų kompleksai išplaunami iš kolonėlės 

kartu su eliuento tėkme [142]. Lektinų gryninimui naudojami ir maţiau at-

rankūs metodai, tokie kaip jonų mainų [73], gelinė (dalelių dydţio) chroma-

tografijos [189] arba šių metodų deriniai tarpusavyje ir kartu su afinine 

chromatografija. 

Jonų mainų chromatografijos metodu atliekamas lektinų gryninimas iš 

baltymų mišinių yra pagrįstas elektrostatine (jonine) sąveika tarp analičių ir 

nejudriosios fazės jonizuotų grupių. Lektinai yra sudaryti iš amfoterinių jonų 

– aminorūgščių, turinčių tiek teigiamą, tiek neigiamą krūvį. Aminorūgščių 

kiekis ir jų išsidėstymas lektino molekulėje nulemia lektino suminį pavir-

šiaus krūvį. Pagal tai gryninimui pasirenkama jonų mainų chromatografijos 

stacionarioji fazė (jonitas): anijonito (turinčio teigiamą krūvį) kolonėlė – kai 

lektino makromolekulės paviršiaus suminis krūvis yra neigiamas, arba kati-

jonito (turinčio neigiamą krūvį) kolonėlė – kai suminis lektino makromole-

kulės paviršiaus krūvis yra teigiamas. Uţnešus mėginį ant stacionariosios 

fazės, analitės išplaunamos keičiant judriosios fazės joninę jėgą arba pH 

reikšmę. Kuo stipresnė mišinio komponentų sąveika su jonitu, tuo lėčiau 

analitės judės kolonėlėje [56]. 

Jonų mainų chromatografijos metodas pasiţymi geru biologinio aktyvu-

mo atkuriamumu (skirstomi baltymai nedenatūruojami), naudojama stacio-

narioji fazė yra didelės talpos (galinti adsorbuoti didelį kiekį skirstomo bal-

tymų mėginio) ir lengvai priţiūrima (po kiekvieno chromatografinio skirs-

tymo praplaunama 1 M NaCl tirpalu). Tačiau šis metodas nėra selektyvus ir 

reikalauja papildomų gryninimo procedūrų [102]. 

Gelinės filtracijos arba dydţio chromatografija remiasi mišinių frakciona-

vimu pagal dalelių (molekulių) dydį. Chromatografinė kolonėlė uţpildoma 

porėtomis sferinės formos polimerinio gelio dalelėmis. Priklausomai nuo 

molekulės dydţio, analitės juda tiek tarp sferinių gelio dalelių, tiek pro jų 

vidų. Gelio dalelių viduje polimeras sudaro tinklinę struktūrą, kuri ilgesniam 

laikui sulaiko maţesnes analites. Chromatografinio skirstymo metu iš kolo-

nėlės pirmiausiai išplaunamos didţiausios, o vėliau – kolonėlėje uţsilaikiu-

sios maţesnės analitės. Analičių eliuacijai naudojamo buferio pH reikšmė, 

joninė jėga ir sudėtis reikšmingai nekeičia šios chromatografijos skirstymo 

skiriamosios gebos. Frakcionavimas gali būti atliekamas judriojoje fazėje 

esant kofaktorių ir detergentų, denatūrantų, pvz., šlapalo arba guanidino hid-
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rochlorido, ir susidarius tiek didelei, tiek ir maţai judrios fazės joninei jėgai. 

Tačiau tai gali turėti įtakos analičių stabilumui [153]. 

Priešingai nei jonų mainų ar afininė chromatografija, gelinės filtracijos 

chromatografija nepriklauso nuo skirstomų baltymų ir lektinų mišinių che-

minės sąveikos su stacionariąja faze, tačiau metodui turi įtakos analitės dale-

lių dydis. Gelinės filtracijos chromatografija yra tinkama analičių, kurios 

reaguoja į pH reikšmės ir metalų jonų koncentracijos pokyčius, tyrimui. Ta-

čiau šis metodas nėra specifiškas ir reikalauja papildomų gryninimo ţingsnių 

[130]. 

Lektinų išeiga, priklausomai nuo išskyrimui naudojamos ţaliavos, gali 

kisti nuo 0,002 proc. raudonuosiuose dumbliuose, pvz., Amansia multifida L. 

[38], iki 92,5 proc. puošniosios raudūnės (lot. Erythrina speciosa L.) sėklose 

[95]. Tyrimais nustatyta, kad gryninimo efektyvumas didėja, panaudojant 

vieną – du gryninimo metodus, tačiau naudojant tris ir daugiau – lektinų iš-

eiga ţenkliai sumaţėja [126]. Taip yra todėl, kad kiekvieno papildomo gry-

ninimo etapo metu kartu su kitais baltymais prarandama ir dalis gryninamo 

lektino. Norint išvengti šių nuostolių, reiktų pasirinkti kiek įmanoma atran-

kesnius gryninimo metodus, pvz. afininę chromatografiją. 

Kiekvieno lektinų išskyrimo etapo metu svarbus optimalių sąlygų parin-

kimas. Selektyvūs lektinų išskyrimo ir gryninimo metodai, tokie kaip vande-

nyje tirpių baltymų išsodinimas amonio sulfatu bei afininė chromatografija 

sumaţina tyrimo laiko sąnaudas ir uţtikrina maţesnius baltymų išeigos nuo-

stolius. 

 

1.3.2. Kokybinė lektinų analizė 

 

Kokybinėje lektinų analizėje daţniausiai yra naudojamas hemaglutinaci-

nio aktyvumo testas, imunoblotingas ir masių spektrometrinė analizė. He-

magliutinacijos nustatymas baltymų mėginiuose leidţia daryti prielaidą, kad 

baltymų mišinyje yra lektinų. Ši prielaida patvirtinama arba atmetama he-

magliutinacijos inhibicijos testu, naudojant įvairius angliavandenius: mono-, 

di-, polisacharidus. Atrankiai lektinų paieškai ir vaizdinimui baltymų miši-

niuose pritaikomas ir imunoblotingo metodas, tuo tarpu masių spektrometri-

nė analizė yra skirta mėginyje esančių lektinų kokybiniam identifikavimui, 

jų struktūros išaiškinimui. 

 



31 

 

Lektinų hemagliutinacinio aktyvumo nustatymas 

 

Ląstelių hemagliutinaciją sukeliantis lektinų veikimas yra klasikinis ir 

plačiausiai naudojamas lektinų kokybinės ir pusiau kiekinės analizės meto-

das (1.3.2.1 paveikslas, A) 

 

 
1.3.2.1 pav. Lektinų atpažinimui biologiniuose mėginiuose naudojamos 

hemagliutinacijos (A) ir hemagliutinacijos inhibicijos reakcijos (B) 
A – lektinai atpažįsta eritrocitų glikokalikso angliavandenius ir prie jų prisijungia per APS 

eritrocitus sujungdami į ląstelių aglomeratą. B – Hemagliutinacijos inhibicija stebima 

kuomet prieš sumaišymą su eritrocitais tiriamasis mėginys inkubuojamas su lektinui 

specifiniu angliavandeniu, kuris prisijungia prie lektino APS užblokuodamas lektino 

reakciją su eritrocitų glikokaliksu. 

 

Hemagliutinacinio aktyvumo nustatymui naudojami ţinduolių, pavyz-

dţiui, pelių, jūrų kiaulyčių, triušių, avių, ţmonių ir paukščių (vištų, ančių, 

ţąsų) kraujo eritrocitų suspensijos [109]. Vieni daţniausiai naudojamų – 

triušių eritrocitų mėginiai. Palyginus su kitomis gyvūnų rūšimis, triušių erit-

rocitai pasiţymi didesniu jautrumu agliutinaciniam lektinų veikimui [95]. 
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Spėjama, kad aktyvesnei triušio eritrocitų agliutinacinijai (trumpesnei agliu-

tinacijos trukmei) turi įtakos didesnė kraujyje esančių katecholaminų kon-

centracija (aktyvumas) [209]. 

Kokybinė lektinų hemagliutinacijos reakcija patvirtinama hemagliutinaci-

jos inhibicijos angliavandeniais testu (1.3.2.1 paveikslas, B). Tai yra ir pu-

siau kiekinis metodas, leidţiantis ne tik patvirtinti lektinų buvimą analizuo-

jamame mėginyje, bet ir išaiškinti jų specifiškumą angliavandeniams. He-

magliutinacijos inhibicijos testas atliekamas serijiniu būdu, skiedţiant tiria-

mo angliavandenio mėginį, į kurį pridedamas fiksuotas baltymo kiekis ir 

fiksuotas kiekis eritrocitų suspensijos. Stebima maţiausia angliavandenio 

koncentracija, kuria angliavandenis inhibuoja lektino hemagliutinacinį vei-

kimą. Atskirų lektinų hemagliutinacinis aktyvumas gali būti inhibuojamas 

įvairių angliavandenių, tačiau kai kurie iš jų aktyvumą slopina geriau nei kiti 

[127]. Tokiu būdu yra išvengiama klaidingo lektinų identifikavimo, nes ląs-

telių agliutinaciją taip pat gali sukelti ir augaluose randamos rauginės me-

dţiagos bei riebalų rūgštys [173]. Lektinų hemagliutinacinis aktyvumas gali 

būti inhibuojamas angliavandeniais, tuo tarpu rauginių medţiagų ar riebalų 

rūgščių sukeltą agliutinaciją angliavandeniai neuţslopina. 

Hemagliutinacijos aktyvumo testas yra vienas iš paprastų metodų, nusta-

tant, ar analizuojamuose baltymų mėginiuose yra lektinų, koks jų specifiš-

kumas, tačiau šio testo nepakanka tiriamo lektino aminorūgščių sekos ir 

struktūros nustatymui. 

 

Lektinų kokybinė analizė (vaizdinimas) imunocheminės analizės 

metodu 

 

Baltymų imunocheminė analizė, dar vadinama Western blot, yra tyrimo 

metodas, leidţiantis specifiniais antikūnais identifikuoti lektiną baltymų mi-

šinyje. Šis metodas remiasi elektroforezės būdu išskirstyto baltymų mišinio 

perkėlimu ant kietos, elektriniam laukui pralaidţios membranos. Iš gelio 

pereinančius baltymus sulaikanti blotingo membrana padedama tarp elektro-

forezės gelio ir katodo. Elektroforezės būdu išskirstyti baltymai iš gelio per-

keliami ant blotingo membranos, naudojant statmenai gelio paviršiui nu-

kreiptą elektrinį lauką, kuris priverčia elektroforezės gelyje esančius balty-

mus judėti link teigiamu krūviu įkrauto elektrodo. Ant blotingo membranos 

gaunama tiksli elektroforegramos kopija, kurioje galima paţymėti ir vaizdin-

ti dominančius baltymus, panaudojant specifinius antikūnus [110]. Šis meto-

das tinkamas lektinų paieškai baltymų mišiniuose pagal specifines, tik auga-

lams būdingas N-glikozilintų baltymų struktūroje esančias molekules: β-1,2-

ksilozę arba α-1,3-fukozę [33, 127]. Imunocheminę analizę taip pat galima 

pritaikyti konkrečių lektinų, pvz., WGA [206] ar PHA [170], paieškai balty-
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mų mišiniuose. Šis metodas pasiţymi plačiomis pritaikymo galimybėmis, 

leidţiančiomis ne tik aptikti lektiną (us), bet ir jį (juos) identifikuoti baltymų 

mišiniuose. 

 

Kokybinė lektinų analizė masių spektrometrijos metodu 

 

Informatyvus lektinų nustatymo būdas – masių spektrometrija, atliekama 

pasitelkiant dvi tyrimų strategijas: masių pirštų atspaudų „bottom-up― ir bal-

tymų sekvenacijos „top-down“ metodus. Pirmoji, anksčiau atrasta, ištobulin-

ta ir plačiai taikoma baltymų identifikacijai tyrimų strategija vadinama „bot-

tom-up― tyrimu. Fermentiniu arba cheminiu būdu suskaidyti peptidų mišiniai 

analizuojami masių spektrometru. Gauti peptidų masių spektro smailių duo-

menys yra vadinami masių pirštų atspaudais (angl. mass fingerprint), pagal 

kuriuos atliekama paieška duomenų bazėse Sequest [51] arba Mascot [146]. 

Čia sukaupti peptidų masių pirštų atspaudų duomenys su genų sekoskaitos 

tyrimų metu išaiškintomis baltymų aminorūgščių sekomis [68]. Algoritminės 

paieškos metu gauti baltymo fragmentų masių pirštų atspaudai lyginami su 

duomenų bazėse sukaupta informacija, o struktūros atitikimas šiai informaci-

jai įvertinamas balu, pagal kurį atrenkamas identifikuojamas baltymas. 

Antroji tyrimų strategija pavadinta „top-down― baltymų sekvenacija, nes 

tokiu būdu tiriamas nesuskaidytas į fragmentus išvalytas baltymas arba ma-

ţos kompleksinės sudėties polipeptidų mišinys. Toks baltymas fragmentuo-

jamas masių spektrometru. Gaunami duomenys apie baltymo molekulinę 

masę ir visus masių spektrometre susidarančius fragmentus. Pagal tai atlie-

kama analizė duomenų bazėse, gaunami duomenys apie visą tiriamo baltymo 

aminorūgščių seką. Tos pačios analizės metu galima nuodugniau ištyrinėti ir 

baltymo potransliacines modifikacijas [214]. Nors ši tyrimo strategija yra 

naujesnė ir pasiţymi maţesniu uţ „bottom-up― strategijos našumu, tačiau 

metodas yra sparčiai tobulinamas dėl platesnių baltymo ištyrimo galimybių. 

Pagal pasirinktą tyrimų strategiją atliekamai baltymų identifikacijai nau-

dojami masių spektrometrai susideda iš jonizatoriaus ir analizatoriaus. Daţ-

niausiai baltymų analizei naudojami šie jonizacijos metodai: analites iš mat-

ricos lazeriu desorbuojantis ir jonizuojantis metodas (MALDI, angl. Matrix 

Assisted Laser Desorbtion Ionisation) bei elektropurkštuvinė jonizacija 

(ESI, angl. Electro-spray ionisation). Šie jonizacijos metodai tinkami didelių 

ir nelakių junginių, (pvz., baltymų ir peptidų) švelniai jonizacijai be reikš-

mingos analitės fragmentacijos [2]. MALDI jonizacijai pagaminamos specia-

lios plokštelės – matricos. Analizuojamas mėginys įliejamas į kietą matricą, 

kuri vėliau patalpinama ant mėginių laikiklio masių spektrometre. Analitė ir 

matricos molekulės, esant 337 nm ir 355 nm bangos ilgiui, UV lazerinių im-

pulsų pagalba jonizuojamos į dujinę būseną [107]. Tokiu būdu įprastai gau-
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nami vienakrūviai, rečiau daugiakrūviai jonai. Jonų krūvis atsiranda dale-

lėms praradus ar įgavus papildomų protonų (atitinkamai esant bazinei arba 

rūgštinei eliuento pH reikšmei). Tokiu būdu suformuojami MH
+
, MH

2+
, 

MH
–
 ir panašūs jonai, arba prijungiami maţi jonai, tokie kaip Na

+
, acetato 

jonas, amonio jonas ir panašūs [214]. ESI jonizacijos metu, esant atmosferi-

niam slėgiui, pro didele įtampa įkrautą adatą išpurškiamas mėginys. Tokiu 

būdu gaunami įkrauti maţi mėginio lašeliai, iš kurių išgarinima analitė (išga-

rinimas vyksta prieš mėginio patekimą į aukšto vakuumo kamerą masių 

spektrometre). ESI jonizacijos būdu gaunamos daugeliu krūvių įkrautos da-

lelės, kurios visos analizės metu sudaro platų jonų spektrą [212]. 

Baltymų identifikacijoje naudojami MALDI ir ESI jonizacijos metodai 

derinami su keturių rūšių masių analizatoriais. Pirmasis jų – kvadrupolio 

analizatorius. Kvadrupolis analizuoja gautus dalelių masės ir krūvio santykio 

(m/z) duomenis, pritaikydamas radijo daţnį ir pastovią elektrinę įtampą, lei-

dţiančius aptikti tik siauro m/z santykio reikšmes, pasiekiančias detektorių. 

Kvadrupolio analizatoriai su ESI jonizacija gali išanalizuoti ribotą masių 

diapazoną ir duoti nedidelės rezoliucijos rezultatus. Daţniausiai tokie anali-

zatoriai apima nuo 50 iki 4000 m/z reikšmes, esant rezoliucijos reikšmei 

1000, o jautrumas siekia pikomolines koncentracijas. Kvadrupolinės jonų 

gaudyklės veikia panašiai kaip ir kvadrupoliai, tačiau yra technologiškai pa-

ţangesnės, nes turi papildomą jonų koncentravimo funkciją. Kvadrupolinė 

jonų gaudyklė kintamu magnetiniu lauku koncentruoja jonizuotas daleles į 

maţą tūrį. Šios dalelės aktyvuojamos rezonansiškai ir elektroninės manipu-

liacijos būdu išmetamos iš magnetinio lauko link detektoriaus [112]. Masių 

spektrometrija, naudojant kvadrupolines jonų gaudykles, yra labai jautrus 

metodas, nes galima sukoncentruoti ir uţlaikyti jonizuotas daleles. Tokios 

detekcijos sistemos skiriamoji geba išauga iki 2000, o jautrumas siekia fem-

tomolines koncentracijas [193, 58]. 

Lėkio trukmės (TOF, angl. Time Of Flight) analizatoriai trumpu įtampos 

gradientu pagreitina jonizacijos metu gaunamus jonus ir matuoja laiką, per 

kurį išsviesti jonai nuskrieja nustatytą atstumą. Dalelių skrydţio lėkio trukmė 

yra proporcinga kvadratinei šakniai iš m/z. Komerciniai TOF analizatoriai 

apima m/z reikšmes, nenurodant viršutinio m/z dydţio, esant 10 000-20 000 

rezoliucijai [84]. Minimalus detektuojamas analitės kiekis siekia femtomoli-

nę koncentraciją. TOF analizatoriai įprastai naudojami greta MALDI joniza-

cijos metodo [68]. 

Furjė transformacijų jonų ciklotrono rezonansinis (FTICR, angl. Fourier 

Transform Ion Cyclotron Resonance) analizatorius yra jautriausias iš visų 

biologinių mėginių identifikacijai naudojamų analizatorių. FTICR analizato-

rius sukurtame magnetiniame lauke, pagreitina jonizuotas daleles, jas sulaiko 

greitintuvo bloke ir pagal jų ciklinį daţnį, priklausantį nuo dalelės masės, 
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nustato dalelių m/z reikšmes. Šio metodo rezoliucija siekia > 1 000 000, lei-

dţiančią atskirti femtomolinių koncentracijų 1000,000 m/z daleles nuo 

1000,001 m/z jonizuotų dalelių. FTICR analizatoriai naudojami tiek su 

MALDI, tiek su ESI dalelių jonizatoriais [179]. 

Masių spektrometrijos tyrimams yra būtina speciali įranga ir analitiniai 

įgūdţiai, tačiau masių spektrometrija – tikslus ir greitas lektinų identifikaci-

jos būdas. Priklausomai nuo techninių galimybių ir pasirinktos tyrimų strate-

gijos galima nustatyti ne tik analizuojamo junginio aminorūgščių seką, bet ir 

įvairias potransliacines modifikacijas. 

 

1.3.3. Kiekinė lektinų analizė 

 

Kiekinei lektinų analizei naudojami modifikuoti kokybinės analizės me-

todai. Pusiau kiekinis hemagliutinacinio titro nustatymo metodas – greitas 

būdas norint nustatyti lektinų kiekį mėginyje, o kiekinis masių spektrometri-

jos metodas, naudojant standartų medţiagas, leidţia nustatyti konkretaus 

analizuojamo lektino kiekį tiriamajame mėginyje. 

 

Hemagliutinacinio titro nustatymas 

 

Hemagliutinacijos testas yra patogus ne tik lektinų kokybinei analizei, bet 

yra pritaikomas ir pusiau kiekiniame lektinų tyrime. Naudojant šį metodą 

galima nustatyti analizuojamo lektino hemagliutinacinį titrą
-1

 μg/μl baltymų 

pavyzdţio. Titru
-1

 laikomas didţiausias lektinų tirpalo praskiedimas, kuriame 

dar matoma eritrocitų agliutinacija. Jis parodo lektino kiekį μg/μl pavyzdţio 

[175]. 

 

Kiekinė lektinų analizė masių spektrometrijos metodu 

 

Klasikinis kiekinis baltymų nustatymas remiasi dvikryptės elektroforezės 

gelių analize, palyginant ant gelių nudaţytų baltymų dėmelių ploto dydį bei 

intensyvumą ir identifikuojant baltymą masių spektrometrijos metodu [199]. 

Pastebėjus koreliaciją tarp baltymų peptidų kiekio ir smailių ploto, bei 

MS/MS spektrų smailių intensyvumo, tik masių spektrometrija paremti bal-

tymų kiekinio nustatymo metodai sulaukė didesnio susidomėjimo. Biologi-

niuose mėginiuose lektinų kiekinė analizė masių spektrometrijos metodu 

vykdoma, naudojant ţymekliais paţymėtus peptidus arba ţymekliais nepa-

ţymėtus peptidus. 

Kiekiniam nustatymui naudojami ţymekliais paţymėti baltymo peptidai 

yra tiriamo baltymo peptidų analogai, kurių masė yra padidinta ţinomu dy-

dţiu. Prijungus masių ţymeklį šiek tiek padidėja tiriamojo baltymo peptidų 
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masės, tačiau tai nepakeičia paţymėto („sunkaus―) ir nepaţymėto („lengvo―) 

baltymo bei jo peptidų sulaikymo laiko. Modernioje proteomikoje naudojami 

metabolinio ir cheminio ţymėjimo metodai. 

Metabolinio ţymėjimo strategija paremta ląstelių kultūrose, grybeliuose 

arba bakterijose in vitro sintetintų baltymų ţymėjimu izotopais. Pavyzdţiui, 

paţymint sintetintus baltymus ir peptidus izotopu 
15

N, ląstelių ar bakterijų 

mitybinė terpė papildoma 
15

N izotopą turinčiomis druskomis. Norint paţy-

mėti baltymus 
13

C izotopu, į mitybinę terpę pridedama šiuo izotopu paţymė-

tos gliukozės. Taip pat in vitro sintetintus baltymus galima paţymėti 
13

C ar 
15

N izotopais, kai mitybinė terpė papildoma šiais izotopais paţymėtomis 

aminorūgštimis (daţniausiai naudojamos aminorūgštys – lizinas ir argininas) 

[27, 123]. Naujausi metabolinio proteomos ţymėjimo izotopais metodai lei-

dţia paţymėti ir tirti in vivo susintetintus baltymus [181]. 

Cheminio ţymėjimo metodai (prie tiriamųjų baltymų prijungiant afini-

nius, izobarinius arba izotopinius ţymeklius) pritaikomi visiems baltymų 

mėginiams, pasibaigus jų metabolinei sintezei. Tuo atveju baltymų ir peptidų 

mėginiai paţymimi ţinomos masės molekulėmis, prijungiant jas kovalenti-

niais ryšiais. Pavyzdţiui, prie vieno iš dviejų tiriamųjų baltymų mėginio gali 

būti prijungtas izotopais paţymėtas afininis ţymeklis – jodacetamidas, su-

jungtas su biotinu per tiltelį, sudarytą iš anglies atomų grandinėlės, turinčios 

aštuonis deuterio atomus („sunkusis ţymėklis―). Prie antrojo tiriamojo bal-

tymų mėginio prijungiamas tas pats jodacetamido ţymeklis, sujungtas su 

biotinu per tiltelį, sudarytą iš anglies atomų grandinėlės, turinčios lengvojo 

vandenilio atomus („lengvasis ţymeklis―). Tuomet, sunkiuoju ir lengvuoju 

ţymekliu paţymėtų dviejų baltymų mėginių masių spektro smailės viena nuo 

kitos bus nutolusios per 8 Da m/z atstumą. Pirma analitė, matoma masių 

spektre, bus paţymėta „lengvuoju― ţymekliu, o antra – paţymėta deuterio 

turinčiu, „sunkiuoju― afininiu ţymekliu [66]. 

Kitas cheminio ţymėjimo būdas – panaudojant izobarinius (vienodos no-

minalios masės) ţymeklius. Šiuo metodu paţymimas peptidų mišinys, prieš 

tai tiriamąjį baltymą suskaidţius tripsinu į peptidus. Daţniausiai naudojami 

specifiškai su peptidų N gale esančiu azotu reaguojantys ţymekliai. Jų struk-

tūra sudaryta iš trijų dalių: su azotu reaguojanti grupė (gali būti įvairios 

struktūros, pvz. 2-hidroksiciklopentan-1,3-dionas arba N-hidroksisukci-

nimidas), signalinė N-metilpiperazino grupė, paţymėta izotopais: 
13

C, 
15

H 

arba 
18

O, ir ţymeklio masės suvienodinimo grupė. Izobariniais ţymekliais 

paţymėti tos pačios masės peptidai iš kolonėlės išeina vienodu sulaikymo 

laiku, o po pirmos fragmentacijos masių analizatoriuje gaunama viena šių 

peptidų jonų smailė. Tik atlikus antrąją peptidų jonų fragmentaciją masių 

analizatoriuje atsiskiriaizobarinių ţymeklių fragmentai – signalinės nedidelės 
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(126–131 m/z) masės molekulės. Pagal šių signalinių molekulių masių spekt-

ro smailių intensyvumą galima nustatyti peptidų kiekį mišinyje [168]. 

Cheminio-izotopinio ţymėjimo metodas paremtas izotopų turinčių ţy-

meklių kovalentiniu prijungimu prie baltymų. Taikant kiekinei peptidų ana-

lizei deuterio ţymeklį, vykdomas peptidų dimetilinimas (deuterio turinčiais 

radikalais). Atliekant peptidų ţymėjimą 
18

O atomais, baltymų skaidymo me-

tu pridedamas „sunkusis vanduo―, kurio visi deguonies (
16

O) atomai yra pa-

keisti sunkiuoju deguonies (
18

O) atomu [210]. 

Kiekinis baltymų nustatymas, naudojant ţinomos masės ţymeklius, tinka 

nustatant santykinį analizuojamų analičių kiekį. Tačiau šiam metodui reika-

lingi brangūs ţymekliai su izotopais, specifinė programinė įranga ir analiti-

niai įgūdţiai. Be to, ne visiems tyrimų objektams šis metodas tinka ir daţnai 

yra svarbesnis baltymo absoliutaus kiekio nustatymas [129]. 

Beţymeklinis baltymų kiekinis nustatymas vykdomas, remiantis keliomis 

strategijomis. Pirmosios strategijos principas – lyginami tiriamojo mėginio 

chromatografinių smailių plotai ir masių spektro smailių instensyvumas su 

ţinomos koncentracijos peptido standarto chromatografinės smailės plotu ir 

masių spektro smailės intensyvumu. Pavyzdţiui, ankstesnių tyrimų metu 

nustatyta peptidų chromatografinių smailių ploto ir masių spektro smailių 

intensyvumo tiesinė priklausomybė nuo peptidų koncentracijos (r
2
=0,9978), 

kai peptido koncentracija mėginyje varijavo nuo 10 fmol iki 1000 pmol [17, 

135]. 

Alternatyva pirmajai strategijai – beţymeklis santykinio baltymų kiekio 

nustatymas, paremtas pastebėjimu, kad didesnis baltymo kiekis mėginyje po 

fragmentacijos masių spektre bus matomas proporcingai intensyvesnių smai-

lių pavidalu. Baltymo kiekio mėginyje skaičiavimas atliekamas pritaikant 

algoritmus [77], paskaičiuojant baltymo kiekio indeksą (baltymo kiekio in-

deksas – visų mėginyje uţfiksuotų peptidų kiekio santykis su identifikuotų 

atskirų baltymų peptidų kiekiu [111, 115]. Šiuos skaičiavimus galima atlikti, 

pasitelkus Mascot programinę įrangą [173, 196]. 

Kiekinės analizės rezultatų tikslumui būtinos vienodos eksperimento są-

lygos: temperatūra, buferių pH reikšmė, joninė jėga, mėginio sumaišymo 

greitis. Kiekinis masių spektrometrijos metodas išsiskiria specifiškumu – 

naudojant šį metodą galima ir neišgrynintuose baltymų mėginiuose nustatyti 

tiriamų lektinų kiekį, tačiau tyrimo metodas reikalauja ypatingų analitinių 

įgūdţių. 
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1.4. Echinacea purpurea (L.) Moench vaistinės augalinės 

ţaliavos – šaknų, fitocheminė sudėtis ir vartojimas medicinoje 
 

Rausvaţiedė eţiuolė (Echinacea purpurea (L.) Moench) – graiţaţiedţių 

(Compositae) šeimai priklausantis vaistinis augalas. Echinacea Moench gen-

ties atstovai yra endeminės Šiaurės Amerikos rūšys, paplitusios didţiosiose 

lygumose, nuo Apalačių kalnų rytuose ir Uolinių kalnų vakaruose [14].  

Rausvaţiedţių eţiuolių vaistinėje augalinėje šaknų ţaliavoje vyrauja poli-

sacharidai (39,2–79,8 proc.) - inulinas, arabinoranogalaktanai ir heteroksila-

nai [39], kavos rūgšties dariniai: kavos, cichoro, kaftaro, chlorogeno rūgštys 

(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]. 

Tradicinėje liaudies medicinoje rausvaţiedţių eţiuolių vaistinė augalinė 

ţaliava vartota Šiaurės Amerikos Indėnų gentyse. Augalinė ţaliava buvo 

vertinama dėl ţaizdas, gyvačių įgėlimus ir peršalimą gydančių savybių [22]. 

Modernioje medicinoje rausvaţiedţių eţiuolių preparatai tiriami ir vartojami 

nuo 20 amţiaus pradţios. Manoma, kad uţ imunomoduliacinį poveikį 

Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų ţaliavoje yra atsakingi polisacha-

ridai ir kavos rūgšties dariniai. In vitro tyrimų metu įvertinta vandeninių 

rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ekstraktų, kurių sudėtyje sudarė nustatyta apie 

80 proc. polisacharidų, įtaka T limfocitų funkcijai. Gauti tyrimo rezultatai 

parodė, kad 12-O-tetradekanoilforbolio-13-acetatu ir jodacetamidu aktyvuo-

tų Jurkat ląstelių liniją paveikus tokiu ekstraktu pasireiškė nuo dozės stipriai 

priklausantis interleukino-2 ir γ-interferono sintezės suintensyvėjimas [58]. 

Vandeniniu rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ekstraktu paveikus Balb/C pelių 

splenocitus in vitro, ląstelėse suintensyvėjo interleukinų 6 ir 10, TNF-α ir 

makrofagų uţdegimo baltymo (MIP-1α) sintezė [74]. Tačiau kiti tyrimai su 

rausvaţiedţių eţiuolių šaknų vandeniniu ekstraktu atskleidė, kad toks 

ekstraktas neturėjo stimuliuojančio poveikio NK ląstelėms [49], bet pasi-

ţymėjo priešuţdegiminiu poveikiu, pasireiškiančiu per fosfatidilinozitolio-3-

kinazės/Akt baltymo signalinį kelią [55]. 

Rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliavoje aptinkamos kavos rūgštys ir alki-

lamidai pasiţymi antioksidantiniu poveikiu [202]. Etanolinis šaknų ţaliavos 

ekstraktas, kuriame nustatyti kavos rūgšties dariniai ir alkilamidai, stimulia-

vo CD49
+
 ir CD19

+
 limfocitus bluţnyje ir NK ląstelių citotoksiškumą, α in-

terferono sintezę, tačiau blokavo TNF-α ir IL-1 sintezę in vivo [217]. Kitų in 

vivo tyrimų metu nustatyta, kad Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų eta-

nolinis ekstraktas (priklausomai nuo dozės) stimuliavo interleukino 6 ir 



39 

 

TNF-α ekspresiją, tačiau šio ekstrakto alkilamidų frakcija pasiţymėjo eksp-

resiją slopinančiu poveikiu in vivo [17]. 

Tyrimų rezultatai parodė, kad nuo Echinacea purpurea (L.) Moench šak-

nų ekstrakto cheminės sudėties gali kisti ir jo poveikis. Cheminės sudėties 

skirtumai atsiranda dėl skirtingų vaistinių augalų auginimo ir klimatinių są-

lygų bei ekstrakcijos metodų – vandeniniuose ekstraktuose nustatyta daugiau 

polisacharidų, tuo tarpu etanoliniuose ekstraktuose – fenolinių rūgščių ir al-

kilamidų. 
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI 

 

2.1. Tyrimo objektas 
 

Baltymai, išskirti iš dvejų metų amţiaus rausvaţiedės eţiuolės (Echinacea 

purpurea (L.) Moench) šaknų vaistinės augalinės ţaliavos, surinktos 2014 ir 

2015 metų spalio mėnesį Vytauto Didţiojo universiteto Kauno botanikos 

sodo vaistinių augalų skyriuje. 

 

2.2. Reagentai ir medţiagos 
 

2.2.1. Reagentai 

 

Ac-galaktozė (≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, 

Vokietija); amonio sulfatas (≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh 

(Steinheim, Vokietija); D-(+)-galaktozė (≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Che-

mie GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(+)-gliukozė (≥ 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-(−)-fruktozė (≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh 

(Steinheim, Vokietija); jaučio serumo albuminas (BSA) (≥ 96,0 proc.) Si-

gma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(+)-ksilozė 

(≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); α-

laktozės monohidratas (≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Stein-

heim, Vokietija); D-(+)-maltozės monohidratas (≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich 

Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(+)-manozė (≥ 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 μm dalelių dydţio) Sigma-Aldrich Chemie 

GmBh (Steinheim, Vokietija); D-(−)-ribozė (≥ 99 proc.) Sigma-Aldrich 

Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); skruzdţių rūgštis Sigma-Aldrich 

Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); sukrozė (≥ 99,5 proc.) Sigma-Aldrich 

Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); γ-aminokaproino rūgštis 

(≥ 99,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); pepti-

doglikanus prijungiančio lizino domeno standartas, pagal uţsakymą įsigytas 
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Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); tripsinas 25 g/l Bioch-

rom GmbH (Berlynas, Vokietija); Coomasie briliantinis mėlynasis daţiklis 

Roti
®
-Quant Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Vokietija); suskystintas azotas, 

įsigytas UAB Gaschema (Jonava, Lietuva). manozės-Separopore
®
 4B-CL 

afininė matrica, įsigyta GE Healthcare AB (Helsinkis, Švedija). Išgrynintas 

dejonizuotas vanduo (18,2 mΩ/cm), ruoštas „Millipore― (JAV) vandens va-

lymo sistema. Naujosios Zelandijos baltųjų triušių kraujo eritrocitai (LSMU 

Veterinarijos akademija). 

Poliakrilamidas/Bis-akrilamido 19:1 tirpalas (30 proc.) elektroforezės ge-

liams BioRad Laboratories (Helsinkis, Suomija); baltymų dydţio standartai 

(dalelių dydis 10–200 kDa, rinkinys PageRuler™) UAB Fermentas (Vilnius, 

Lietuva); Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris bazė) (≥ 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 (porų dydis 0.2 µm) 

Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija). 

Pirminis antikūnas: anti-ksilozės polikloninis antikūnas, išskirtas iš triušių 

serumo DAKO Denmark A/S (Glostrup, Danija); antrinis antikūnas: anti-

triušių antrinis polikloninis antikūnas, išskirtas iš oţių serumo, sujungtas su 

šarmine fosfataze, įsigytas DAKO Denmark A/S (Glostrup, Danija); CDP 

Star
®
 chemiliuminescensiniai daţai (0,25 μM) Sigma-Aldrich Chemie 

GmBh (Steinheim, Vokietija); rentgeno plokštelės AGFA-Gevaert N. V. 

(Morstelis, Belgija). 

Etanolis (96,6 proc.) AB Vilniaus degtinė (Vilnius, Lietuva); acetonitrilas 

gradientinio švarumo, kavos rūgšties standartas (≥ 98,0 proc.) Sigma-Aldrich 

Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija); fiziologinis natrio chlorido tirpalas 

AB Sanitas (Kaunas, Lietuva). 

Parafino granulės, ksilenas histologinio grynumo, izopropanolis 

(≥ 98,0 proc.) Sigma-Aldrich Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija). Išlais-

vinantis tirpalas (pH reikšmė 9,0) DAKO Denmark A/S (Glostrup, Danija); 

3,3‘-diaminobenzidinetrahidrochlorido+chromogeno tirpalas DAKO Den-

mark A/S (Glostrup, Danija), CD3 antikūnas DAKO Denmark A/S (Glost-

rup, Danija). 

 

2.2.2. Buferinių tirpalų sudėtis 

 

Fosfatinis (PBS) buferis: 7,6 mM Na2HPO4, 2,3 mM NaH2PO4, 0,15 mM 

NaCl, pH reikšmė 7,4. Kolonėlės paruošimo buferis: 0,5 M NaCl, 

20 proc. (v/v) etanolio. PBS-laktozės buferis: 7,6 mM Na2HPO4, 2,3 mM 

NaH2PO4, 0,2 M laktozės, pH reikšmė 7,4. NDS-PAGE elektroforezės 

buferis:19,2 mM Tris-HCl, 2,5 mM glicino, 0,1 proc. (m/v) NDS. 
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Elektroforezės metu naudojamas pavyzdžių buferis (×5): 10 proc. (m/v) 

NDS, 10 mM β-merkaptoetanolio, 20 proc. (v/v) glicerolio, 0,2 M Tris-HCl, 

0,05 proc. (m/v) bromfenolio mėlio, pH reikšmė 6,8. Imunocheminės 

analizės metu naudojamas pernašos buferis: 25 mM Tris-HCl, 200 mM 

glicino, 20 proc. (v/v) etanolio. Tris-bazės (TBS) buferis: 50 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, pH reikšmė 7,4. Fiksacinis tirpalas: 1,58 M natrio tiosulfato, 

0,12 M bevandenio natrio sulfito, 28 proc. acto rūgšties, 58 mM kalio alūno 

sulfato. Ryškinantis tirpalas: 2,9 M metolio, 22,7 mM hidrochinolono, 

0,395 M bevandenio natrio sulfito, 2,6 M natrio borato. Histocheminių 

mėginių paruošimui naudojamas blokuojantis buferis: TBS, 4 proc. (m/v) 

BSA. Aktyvacijos buferis: 100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2. 

 

2.2.3. Laboratorinė įranga 

 

Magnetinė maišyklė RTC basic IKAMAG®, smulkinimo malūnėlis 

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, Jungtinė karalystė), 
spektrofotometras NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific (Vilmingto-

nas, DE, JAV), ultragarso vonelė Elmasonic P Elma Schmidbauer GmbH 

(Zingenas, Vokietija), tuščia chromatografinė kolonėlė XK 16/20 GE 

Healthcare AB (Helsinkis, Švedija), chromatografinis siurblys Waters 1500, 

pusiau preparatyvinės chromatografijos sistema, sudaryta iš binarinio chro-

matografinio siurblio Waters 1525, mėginių paskirstymo sistemos Waters 

2767, diodų matricos detektoriaus Waters 2998, eliuentų paskirstymo bloko 

SFO Waters – Waters Corporation (Milfordas, MA, JAV). 

Elektroforezės sistema Mini-protean
®

 ir imunocheminės analizės sistema 

Trans-Blot® Turbo™ su elektros šaltiniu PowerPac™ BioRad Laboratories 

(Helsinkis, Suomija), vakuuminė centrifuga Eppendorf Vacufuge 5301 

(Hamburgas, Vokietija). 

Skysčių chromatografijos – masių spektrometrijos sistema peptidų 

identifikacijai, sudaryta iš chromatografinės sistemos Ultimate 3000 RSLC-

Thermo Fisher Scientific Inc. (Pitsburgas, PA, JAV) ir masių spektrometro 

Maxis 4G UHR-TOF su Captive spray (jonų gaudyklės) jonizacijos šaltiniu 

– Bruker (Billerica, MA, JAV). 

Skysčių chromatografijos – masių spektrometrijos sistema peptidų kieki-

niam nustatymui: Waters Acquity H-class UPLC (Milfordas, MA, JAV) su 

TQ-S (trigubo kvadrupolio) masių spektrometrinės detekcijos sistema Wa-

ters, skirstymui naudota Acquity CSH-C18 chromatografinė kolonėlė 

(150 mm × 2,1 mm Ø, dalelių dydis 1,7 μm) Waters (Milfordas, MA, JAV). 
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Mėgintuvėliai Vacutainer
®
 su heparinu ir Vacutainer

®
,
 
padengti etilen-

diamintetraacto rūgštimi (EDTA) – Becton, Dickinson and Company (Frank-

lin Lakes, NJ, JAV), hemocitometras Paul Marienfeld GmbH & Co. KG 

(Lauda-Königshofen, Vokietija), melanţetė Thomas Scientific (Swedes-

boras, NJ, JAV), mikroskopai Olympus CX21 ir Olympus BX51 su kamera 

Olympus DP70 (Tokijas, Japonija), histologinių preparatų procesorius Shan-

don Pathscentre Thermo Electron Corporation (Cheshire, Jungtinė Karalys-

tė), histologinių preparatų skeneris Pannoramic MIDI II (3DHISTECH, 

Vengrija), parafininių blokų formavimo centras TBS88 Medite GmbH 

(Burgdorf, Vokietija), rankiniu būdu valdomas rotacinis mikrotomas Leica 

RM2125RT Leica Biosystems (Veclaras, Vokietija), mikro bangų įrenginys 

RHS-1 (Sorisole, Italija). 

Naudota programinė įranga: MassLynx™ Waters Corporation (Milfordas, 

MA, JAV), Panoramic Viewer 1.15.2 iš 3DHISTECH Kft. (Budapeštas, 

Vengrija), Matrix – Matrix Science (Bostonas, MA, JAV). 

 

2.3. Tyrimo metodai ir metodika 
 

2.3.1. Echinacea purpurea (L.) Moench vaistinės augalinės ţaliavos 

paruošimas ir laikymas 

 

Tyrimui naudota Lietuvos sąlygomis introdukuotos rausvaţiedţių eţiuo-

lių šaknų ţaliava, surinkta Vytauto Didţiojo universiteto, Kauno botanikos 

sode [165]. Echinacea purpurea (L.) Moench šaknys iškastos rudenį (spalio 

mėn.). Ant šaknų likusi smulkių ţemės priemaišų dalis nuplauta šaltu tekan-

čiu vandeniu. Popieriniu rankšluosčiu nusausintos nesmulkintos rausvaţie-

dţių eţiuolių šaknys uţšaldytos –20 ± 2 °C temperatūroje. Šaknų ţaliava 

atšildyta tik prieš pat baltymų išskyrimą. 

 

2.3.2. Baltymų išskyrimas iš Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų 

ir lektinų gryninimas 

 

Baltymų išskyrimas iš Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų ir lektinų 

gryninimas iš baltymų vykdytas trimis etapais. Pirmajame etape pagamintas 

vandeninis baltymų ekstraktas, kuris naudotas tolimesniam baltymų išsūdy-

mui. Vėliau atliktas išsūdytų baltymų frakcijų hemagliutinacinio aktyvumo 

testas. Didţiausiu hemagliutinaciniu aktyvumu pasiţyminti baltymų frakcija 

naudota lektinų gryninimui afininės chromatografijos metodu. 

 



44 

 

Baltymų vandeninio ekstrakto gamyba 

 

Prieš ekstrakciją atšildyta rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliava skalpeliu 

supjaustyta į maţesnius, iki 1 cm ilgio, gabalėlius. Tokiu būdu paruošta ţa-

liava sudėta į smulkinimo malūnėlį, suskystintu azotu atšaldyta iki –195 °C 

ir homogenizuota 5 min. Susmulkinta šaknų ţaliava perkelta į porcelianinę 

grūstuvę ir rankiniu būdu piestele pertrinta su suskystintu azotu iki 0,5–1,5 

mm dydţio dalelių . Taip paruošta šaknų ţaliava naudota pirminio baltymų 

ekstrakto gamybai. 

50 g homogenizuotų rausvaţiedţių eţiuolių šaknų 2 val. ekstrahuota fos-

fatiniu buferiu (PBS) su 2 proc. (m/v) PVPP ir 5 mM γ-aminokaproino rūgš-

ties pastoviai maišant magnetine maišykle, 4 ± 2 °C temperatūroje. Naudotas 

ţaliavos ir ekstrakcinio buferio santykis 1:5 (m/m). 

Gautas ekstraktas centrifuguotas 4 °C temperatūroje 20 min., panaudojant 

8500 × g santykinę išcentrinę jėgą. Surinktas centrifugatas toliau naudotas 

baltymų išsūdymui amonio sulfatu, o atskirtos ţaliavos nuosėdos pašalintos. 

 

Baltymų išsūdymas amonio sulfatu 

 

Iš pirminio baltymų ekstrakto baltymai išsodinti juos išsūdant amonio su-

lfatu. Pirmoji baltymų frakcija (F0–60) gauta prisotinant pirminį baltymų ekst-

raktą (m/v) amonio sulfatu iki 60 proc. Į 100 ml pirminio ekstrakto pridėta 

36,1 g amonio sulfato druskos ir 4 °C temperatūroje pastoviai maišyta 2 val. 

Po to tirpalas su nuosėdomis centrifuguotas 4 °C temperatūroje 20 min. pa-

naudojant 8500 × g santykinę išcentrinę jėgą. Gautas baltymų precipitatas 

atskirtas nuo centrifugato ir resuspenduotas 5 ml PBS buferio, 

pH reikšmė 7,4. Pirmos frakcijos centrifugatas toliau naudotas baltymų išsū-

dymui jį prisotinant amonio sulfatu nuo 60 iki 80 proc. (m/v) Antroji balty-

mų frakcija (F60–80) gauta į 100 ml pirmos frakcijos centrifugato pridedant 

12,9 g amonio sulfato druskos. Tirpalas paliktas išsodinimui 16 val. pasto-

viai maišant magnetine maišykle 4 °C temperatūroje. Pasibaigus išsodinimo 

laikui, toks tirpalas centrifuguotas 4 °C temperatūroje 20 min. panaudojant 

8500 × g santykinę išcentrinę jėgą. Po centrifugavimo gautos nuosėdos re-

suspenduotos 5 ml PBS buferio (pH reikšmė 7,4), o centrifugatas prisotintas 

amonio sulfato druska nuo 80 iki 100 proc. (m/v). Trečioji baltymų frakcija 

(F80–100) gauta į 100 ml antrosios frakcijos centrifugato pridedant 13,9 g 

amonio sulfato druskos. Tirpalas paliktas baltymų išsodinimui 10 val. pasto-

viai maišant magnetine maišykle 4 °C temperatūroje. Po to baltymų tirpalas 

centrifuguotas 4 °C temperatūroje 20 min. panaudojant 8500 × g santykinę 

išcentrinę jėgą. Gautos nuosėdos resuspenduotos 5 ml PBS buferio 

(pH reikšmė 7,4), o centrifugatas pašalintas. 
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Pagamintos trys amonio sulfatu išsūdytos baltymų frakcijos: F0–60; F60–80 

ir F80–100 išvalytos dializės pagalba. Naudojant membraną (MWCO, 

10 000 Da) suformuotas dializės maišelis, kuris pripildytas frakcijų mėgi-

niais. Dializės maišeliai sudėti į 1 l talpos chemines stiklines, pripildytas 

PBS (pH reikšmė 7,4) tirpalo, ir dializuoti pastoviai maišant 12 val., 4 ºC 

temperatūroje, kas 4 val. pakeičiant PBS buferį. Gautos frakcijos, išvalytos 

nuo maţamolekulinių (< 10 000 Da) junginių, naudotos tolesnėje analizėje. 

Mėginiai surinkti, pagal metodą aprašytą 2.3.4 skyriuje išmatuotas bendras 

baltymų kiekis, nustatytas hemagliutinacinis titras ir atlikti hemagliutinacijos 

inhibicijos angliavandeniais testai, aprašyti 2.3.3 skyriuje. 

 

Lektinų gryninimas afininės chromatografijos metodu 

 

Didţiausiu hemagliutinaciniu titru pasiţymėjusi baltymų frakcija F60–80 

toliau naudota lektinų gryninimui afininės chromatografijos metodu. Atlikus 

hemagliutinacijos inhibicijos testą, aprašytą 2.3.3 skyriuje, buvo nustatytas 

baltymų mišinyje esančių lektinų didţiausias specifiškumas D-manozės ir 

laktozės molekulėms. Pagal gamintojo nurodymus chromatografinė kolonėlė 

XK 16/20 uţpildyta manozės-Separopore
®
 4B-CL afinine matrica. 

Prieš chromatografinį skirstymą atliktas 30 min. trukmės lygsvarinimas 

PBS buferiu (Eliuentas A). Gryninimui naudota didţiausiu hemagliutinaciniu 

titru pasiţyminti baltymų frakcija F60–80. Ši frakcija išskirstyta pagal baltymų 

giminingumą (afiniškumą) manozei, imobilizuotai ant kolonėlės matricos. Į 

kolonėlę injekuota 1000 μl (1,14 mg) F60–80 baltymų mėginio, esant judrios 

fazės tekėjimo greičiui – 1 ml/min. Po mėginio injekcijos kolonėlės eliucija 

vykdyta dviem etapais. Pirmąsias 30 min. eliuentu A iš kolonėlės išplauti su 

afinine matrica nesąveikaujantys baltymai. Antrame etape, pirmąją minutę 

(nuo 30 iki 31 min.) tolygiai didinta eliuento B (0,2 M laktozės PBS bufery-

je) koncentracija nuo 0 iki 100 proc. (m/v), eliuacija vyko iki 50 min. Šiame 

gryninimo etape hemaglutininai, prisijungę prie eliuente B esančios laktozės 

molekulių, konkurenciniu būdu išstumti nuo kolonėlės matricos. Abiejų gry-

ninimo etapų metu ―išėję― baltymai surinkti į 2 ml tūrio frakcijas, patikrintas 

gautų frakcijų hemagliutinacinis aktyvumas, frakcijos 4 kartus sukoncentruo-

tos ir nustatytas bendras baltymo kiekis frakcijose. 

Chromatografinio skirstymo metu uţregistruotos chromatogramos, duo-

menys išsaugoti ir apdoroti, naudojant „MassLynx Mass Spectrometry Soft-

ware― („Waters―, JAV) programinę įrangą, analičių išėjimo iš kolonėlės de-

tekcijai naudotas fotodiodų matricos detektorius.  
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2.3.3. Iš Echinacea purpurea (L.) Moench švieţių šaknų ţaliavos 

išskirtų baltymų ir lektinų kokybinė analizė 

 

Pirminė kokybinė lektinų analizė, atliekant hemagliutinacinio aktyvumo 

testą, atlikta po kiekvieno gryninimo etapo. Taip pat vykdytas lektinų speci-

fiškumo angliavandeniams nustatymas, kuris yra svarbus pasirenkant afini-

nės chromatografijos gryninimo metodo ligandą. Ši imunocheminė analizė 

atskyrė aktyvioje frakcijoje esančius baltymus, kurie kokybiškai identifikuoti 

masių spektrometrijos metodu. 

 

Hemagliutinacinio aktyvumo testas 

 

Triušių kraujo mėginių paruošimas hemagliutinacijos testui 

Triušių kraujo mėginiai gauti iš Lietuvos sveikatos mokslų universiteto 

Veterinarijos akademijos Anatomijos ir fiziologijos katedros ir Vivariumo. 

Pagal Dhuna ir bendraautorių metodiką [46] paruošta 2 proc. (v/v) Naujosios 

Zelandijos baltųjų triušių kraujo suspensija, kurios 1 ml yra 3,5 × 10
9 

eritro-

citų. Kraujo mėginiai surinkti į Vacutainer
®

 mėgintuvėlius su heparinu ir iki 

suspensijos ruošimo laikyti ne ilgiau kaip 3 dienas 4 °C temperatūroje. 

1 ml triušio kraujo mėginio suspenduota 14 ml PBS buferinio tirpalo 

(pH reikšmė 7,4) ir 10 min. centrifuguota 800 aps/min. greičiu, 4 °C tempe-

ratūroje. Gautas centrifugatas nupiltas, o nuosėdose esanti eritrocitų masė 

resuspenduota 15 ml PBS buferinio tirpalo (pH reikšmė 7,4). Centrifugavi-

mas ir gautos eritrocitų masės resuspendavimas PBS pakartotas 4 kartus. 

Po 4 plovimų eritrocitų masė suspenduota 7,5 ml tripsino tirpalo (1 mg 

tripsino/1ml PBS (pH reikšmė 7,4)). Toks mėginys inkubuotas termostate 

37 °C temperatūroje 1 val., pastoviai maišant rotaciniais judesiais. Pasibai-

gus inkubacijai tripsinu apdorota eritrocitų suspensija 10 min. centrifuguota 

800 aps/min. greičiu, 4 °C temperatūroje. Gautas centrifugatas nupiltas, o 

išsodinta eritrocitų masė suspenduota 15 ml PBS, pH reikšmė 7,4. Centrifu-

gavimo ir eritrocitų masės suspendavimo procedūra pakartota 4 kartus. Pa-

baigus tripsinu paveiktos eritrocitų masės plovimą, ląstelės suspenduotos 

15 ml PBS, pH reikšmė 7,4. Paruošta eritrocitų suspensija laikyta 4 ºC tem-

peratūroje ne ilgiau kaip 1 savaitę. 
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Hemagliutinacinio aktyvumo nustatymas 

Į plokščiadugnius imunofermentinių reakcijų lėkštelės šulinėlius įpilta po 

50 µl PBS (pH reikšmė 7,4) tirpalo. Į pirmą šulinėlį įpilta 50 µl baltymų 

ekstrakto, išmaišyta pipetuojant. Į šulinėlį įpilta 50 µl 2 proc. tripsinu apdo-

rotų triušio kraujo eritrocitų suspensijos. Mikro plokštelė švelniai pamaišyta 

rotaciniais judesiais ir uţdengta. Po 60 min. inkubacijos, esant 22 °C tempe-

ratūrai, mikroskopuojant 4× objektyvu stebėta eritrocitų reakcija į baltymų 

mėginį. Frakcija laikyta pasiţyminčia hemagliutinaciniu aktyvumu tuo atve-

ju, kai regimajame lauke buvo matomos į gumulėlius sukibusios eritrocitų 

ląstelės. Tuo tarpu aktyvumo neturinti frakcija nesukėlė eritrocitų ląstelių 

sukibimo, o šulinėlio dugne buvo matomos tolygiai dugną padengusios ląste-

lės [1]. Neigiamai kontrolei naudotas PBS buferis, teigiamai kontrolei – ja-

kalino lektino standartas. 

Pagal 1 formulę apskaičiuotas specifinis hemagliutinacinis aktyvumas 

(HA), išreikštas hemagliutinacinio titro (T) santykiu su baltymų kiekiu (mg) 

frakcijoje (mF). Nustatytas HA hemagliutinacinio aktyvumo vienetais (HU) 

1 mg baltymo. Taip pat apskaičiuota minimali baltymo koncentracija (Cmin), 

sukelianti 2 proc. triušio eritrocitų suspensijos hemagliutinaciją. Cmin yra lygi 

baltymų koncentracijos (C, μg/ml) tiriamajame mėginyje santykiui su he-

magliutinaciniu titru (T) (2 formulė). Iš gautų duomenų pagal 3 formulę pa-

skaičiuotas baltymų gryninimo laipsnis (GL), kuris parodo, kiek kartų bal-

tymas buvo išgrynintas, palyginus su pradiniu vandeniniu baltymų ekstraktu. 

GL yra lygus vandeninio baltymų ekstrakto minimalios koncentracijos (Ce), 

sukeliančios hemagliutinaciją, santykiui su tiriamojo mėginio Cmin.  

 

 

 

 
 

Kuo daugiau lektinas yra išgrynintas, tuo didesnis jo hemagliutinacinis 

aktyvumas (HU/mg) ir grynumo laipsnis, o Cmin reikšmė maţėja. 

 

Hemagliutinacijos inhibicijos angliavandeniais tyrimas 

 

Hemaglutinacijos inhibicijos testas atliktas pagal Silva M.C.C. ir bendra-

autorių pateiktą metodiką [186]. Imunofermentinių reakcijų plokštelėse su 

konusinės formos šulinėlių dugnu atlikti pasirinkto angliavandenio praskie-

dimai PBS tirpalu, esant pradinei 400 mM angliavandenio koncentracijai 

pirmame šulinėlyje ir 0,4 mM koncentracijai – paskutiniame. Galutinis ang-
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liavandenio tirpalo tūris – 50 μl. Į šulinėlius su praskiestu angliavandeniu 

uţnešta po 2 μg (50 μl) F60-80 baltymų frakcijos mėginių. Turinys lėkštelėje 

švelniai sumaišytas ir paliktas 20 min. trukmės inkubacijai 22 °C temperatū-

roje. Pasibaigus inkubacijos laikui į kiekvieną šulinėlį įpilta po 50 μl 2 proc. 

triušių eritrocitų suspensijos. Turinys lėkštelėje pakartotinai švelniai sumai-

šytas ir paliktas 60 min. Tuomet įvertintas inhibicinis poveikis angliavande-

niu. Hemagliutinacijos inhibicijos testui naudoti šie angliavandeniai: ksilozė, 

ribozė, fruktozė, D-gliukozė, D-galaktozė, D-manozė, laktozė, sacharozė, 

maltozė, acetilgalaktozaminas, N-acetilgliukozaminas.  

 

Lektinų kokybinis vaizdinimas imunocheminės analizės metodu 

 

Afininės chromatografijos metodu atskirta ir surinkta hemagliutinaciniu 

aktyvumu pasiţyminti lektinų frakcija ištirta imunocheminės analizės (angl. 

Western blot) metodu. Atliktas lektinų frakcijos skirstymas vienakryptės ver-

tikalios elektroforezės sistemoje, į gelį pridedant denatūruojančio natrio do-

decilsulfato. Ant 12 proc. (v/v) natrio dodecilsulfato – poliakrilamido elekt-

roforezės gelio (NDS-PAGE) uţnešta 1 μg lektinų frakcijos mėginiopavyz-

dţių buferyje ir 5 μl baltymų standarto PageRuler™ (10–170 kDa). Elektro-

forezinis skirstymas vyko 2 val. esant 12 mA srovės stipriui. Pasibaigus 

elektroforezei NDS-PAGE gelyje išskirstyti baltymai perkelti ant PVDF blo-

tingo sudrėkintos membranos, naudojant pusiau sausos pernašos imunoblo-

tingo sistemą Baltymų perkėlimas ant membranos vykdytas 80 min., naudo-

jant pernašos buferį, esant 55 mA srovės stipriui. Pasibaigus pernašai memb-

rana perkelta į plastikinę dėţutę ir 30 min. laikyta TBS buferyje su 3 proc. 

(m/v) BSA 20 °C temperatūroje. Pasibaigus šiam procesui 2 val. membrana 

inkubuota su anti-ksilozės antikūnu (išskirtu iš triušio) TBS buferyje 

(1:2500). Tuomet membrana tris kartus po 5 min. perplauta TBS buferiu ir 

perkelta 1 val. trukmės inkubacijai su antriniu iš oţių išskirtu anti-triušių 

antikūnu TBS buferyje 20 °C temperatūroje (skiedimas 1:10 000). Po ţymė-

jimo antriniu antikūnu membrana tris kartus po 5 min. perplauta TBS ir ak-

tyvacijos buferiais. Membrana nudaţyta chemiliuminescenciniu CDP-Star
®

 

daţikliu ir vaizdinta ant fotosensibilios rentgeno plokštelės Agfa 20 s. Gau-

tas imunoblotingo vaizdas ant rentgeno plokštelės laikytas 30 s fiksacinio 

tirpalo ir 15 s – ryškinančio tirpalo vonelėse. Išryškinta rentgeno plokštelė 

1 min. perplauta distiliuoto vandens vonelėje, siekiant pašalinti naudotų tir-

palų likučius.  
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Lektinų kokybinė analizė masių spektrometrijos metodu 

 

Iš elektroforezės gelio iškirptos juostelės su glikoproteinais ir vėliau suar-

dytos tripsinu [182]. Šios gelio juostelės išblukintos laikant 10 min. tirpale, 

sudarytame iš 25 mM NH4HCO3 ir 50 proc. (v/v) acetonitrilo. Po to gelinės 

juostelės dehidratuotos inkubuojant su grynu acetonitrilu 10 min. Tuomet 

tirpalas nusiurbtas, o dehidratuotos gelio juostelės uţpiltos 100 µl tirpalu, 

sudarytu iš 13 ng/µl tripsino, 5 mM NH4HCO3, 10 proc. (v/v) acetonitrilo, 

mėginius laikant 37
 
ºC temperatūroje 16 val. Peptidai ekstrahuoti 10 min., 

pridėjus 200 µl išgryninto vandens. Po to vandeninis tirpalas nusiurbtas ir 

laikytas tolesnei analizei, o peptidai toliau ekstrahuoti 10 min. 200 µl 

50 proc. (v/v) acetonitrilo tirpalu. Abu ekstrakcijos tirpalai sujungti ir dţio-

vinti vakuuminėje centrifugoje. 

Prieš analizę išdţiovintas peptidų mėginys valytas, panaudojant C18 

matricą pagal Rappsilber J. ir bendraautorių metodiką [167]. Mėginys resus-

penduotas: į išdţiovintą mėgintuvėlį su peptidais įpilta 60 µl tirpiklio, suda-

ryto iš 2 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,1 proc. (v/v) trifloracto rūgšties, bei 45 s 

maišyta purtyklėje. Po to mėgintuvėlis centrifuguotas 1 min. 3000 × g santy-

kine išcentrine jėga. Mikrodozatoriaus antgalyje esantis filtras C18 sudrėkin-

tas 60 µl tirpalo, sudaryto iš 80 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,1 proc. (v/v) triflo-

racto rūgšties. Sudrėkintas antgalis centrifuguotas 2 min. 450 × g santykine 

išcentrine jėga, tuomet uţdėtas ant mėgintuvėlio. Resuspenduotas mėginys 

perkeltas ant įtaisyto antgalio su C18 filtru . Toks mėgintuvėlio ir antgalio su 

filtru konstruktas centrifuguotas 2 min. 450 × g santykine išcentrine jėga. 

Centrifuguotas filtras su jame esančiais peptidais papildomai du kartus per-

plautas ir įtaisytas ant naujo 2 ml mėgintuvėlio. Nuo filtro peptidai išplauti 

eliuaciniu tirpalu, sudarytu iš 60 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,1 proc. (v/v) trif-

loracto rūgšties, centrifuguojant 450 × g santykine išcentrine jėga 2 min. Iš-

plauti peptidai dţiovinti vakuuminėje centrifugoje. Prieš analizę mėginys 

resuspenduotas 2 proc. (v/v) acetonitrilo ir 0,05 proc. (v/v) skruzdţių rūgšties 

tirpale.  

Peptidų mėginys analizuotas skysčių chromatografijos – tandeminės 

masių spektrometrijos metodu, kartu naudojant Ultimate3000 RSLC ir 

Maxis 4G įrangą su Captive Spray jonizacijos šaltiniu. Matrix paieškos pro-

gramine įranga atlikta baltymų identifikacija, panaudojant paprastosios sau-

lėgraţos genomo [10] ir rausvaţiedės eţiuolės transkriptomo Medicinal 

Plant Genomics Resource duomenų bazes. Taikyti patikimumo kriterijai: 

Mascot kriterijus ≥ 50, parodantis, kaip stipriai identifikuojamo baltymo se-

ka atitinka duomenų bazėje esančią baltymo seką [92], peptidų skaičius ≥ 2.  
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2.3.4. Iš Echinacea purpurea (L.) Moench švieţių šaknų ţaliavos 

išskirtų baltymų ir lektinų kiekinė analizė 

 

Bendro baltymų kiekio nustatymas Bradford metodu 

 

Bendras baltymų kiekis mėginiuose nustatytas fotometriniu Bradford me-

todu [23]. 

 

Hemagliutinacinio titro nustatymas 

 

Į plokščiadugnius imunofermentinių reakcijų lėkštelės šulinėlius įpilta po 

50 µl PBS (pH reikšmė 7,4) tirpalo. Į pirmą šulinėlį įpilta 50 µl baltymų 

ekstrakto, išmaišyta pipetuojant. Iš šio šulinėlio 50 µl ekstrakto perkelta į 

kitą šulinėlį. Skiedimas pakartotas 1–8 šulinėliuose. 50 µl mėginio iš 8 šuli-

nėlio išpilta į atliekas. Į kiekvieną šulinėlį įpilta po 50 µl 2 proc. tripsinu ap-

dorotų triušio kraujo eritrocitų suspensijos. Mikro plokštelė švelniai pamai-

šyta rotaciniu jdesiu ir uţdengta. Vykdyta 60 min. inkubacija, esant 22 °C 

temperatūrai. Pasibaigus inkubacijos laikui, mikroskopuojant (4×) stebėta 

eritrocitų reakcija į baltymų mėginį ir nustatytas hemagliutinacinis titras (T) 

[1]. Baltymų mėginio hemagliutinacinis titras yra didţiausias mėginio, ku-

riame matoma visiška eritrocitų agliutinacija, skiedimas [96]. 

 

Lektinų kiekinis nustatymas masių spektrometrijos metodu 

 

Lektinų kiekinė analizė atlikta pagal Bronsema ir kt. [24]. Lektino LysM 

peptido standartas susintetintas pagal uţsakymą ir įsigytas SigmaAldrich 

Chemie GmBh (Steinheim, Vokietija). Tyrimui naudotas 1084 g/mol dydţio 

peptidas, atitinkantis identifikuoto LysM lektino konservatyvios srities ami-

norūgščių seką: Ala-Asp-Thr-Ile-Ile-Asp-Val-Pro-Leu-Lys. Kiekinis nusta-

tymas atliktas tandemine aukšto slėgio skysčių chromatografijos analizės 

sistema Acquity H-class UPLC su TQ-S trigubo kvadrupolio Waters masių 

spektrometrine detekcija. Skirstymui naudota chromatografinė kolonėlė 

Acquity CSH-C18 (150 mm × 2,1 mm skersmens, dalelių diametras – 7 μm). 

Analizės metu kolonėlė laikyta 45 °C temperatūroje. Judrią fazę sudarė: 

0,1 proc. (v/v) skruzdţių rūgšties vandeninis tirpalas (eliuentas A) ir acetonit-

rilas (eliuentas B). Naudotas judriosios fazės gradiento kitimas: 12 proc. 

eliuento B nuo 0 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 išliko 90 proc., tada iki 8 min. eliuentas B kito iki 12 proc. ir iki 10 min. 

liko taip pat 12 proc. Eliuento tekėjimo greitis – 0,400 ml/min. Injekcijos 

tūris – 2 μl.  
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Eliuentų mišinio iš kolonėlės išplautų jonizuotų peptidų masių spektrai 

skenuojami, taikant vienos masės jono stebėjimo reţimą (SIM), esant stan-

darto m/z reikšmei 542,8 bei peptido m/z reikšmei – 745,89 [M+2H]
2+

. 

 

2.3.5. Biologinio aktyvumo tyrimo in vivo modelis 

 

Atliktas in vivo tyrimas su 8 savaičių 20–24 g kūno masės Balb/c ekspe-

rimentinių pelių patinėliais. Gyvūnėliai buvo įsigyti LSMU VA Vivariume ir 

perkelti tyrimui į LSMU Biologinių tyrimų centrą. Tiriamieji gyvūnai apgy-

vendinti narveliuose, laikantis geros laboratorinės praktikos taisyklių. Iki 

tyrimo pradţios ir tyrimo metu gyvūnai laikyti kontroliuojamos drėgmės ir 

temperatūros sąlygomis, 12 val./12 val. šviesos/tamsos paros ciklu. Subalan-

suotas grauţikams komercinis pašaras bei vanduo buvo tiekiamas ad libi-

dum.Valstybinė Maisto ir Veterinarijos tarnyba patvirtino leidimą tyrimui 

(2017-02-07, leidimo numeris G. 2-56). 

Prieš tyrimą pelių patinėliai buvo aklimatizuoti 7 paras LSMU VA Gyvū-

nų tyrimų centre.  

Pasirinktos trys tiriamųjų gyvūnų grupės po 15 individų. Pirmoji grupė – 

kontrolinė, gyvūnams atliktos peritoninės injekcijos po 50 μl fiziologinio 

tirpalo. Antrajai pelių grupei injekuota po 50 μl švieţių rausvaţiedţių eţiuo-

lių šaknų tinktūros (1:5), kuri atitiko 1,36 mg/g vaistinės augalinės ţaliavos 

dozę arba 2,55 mg sausų ekstraktyviųjų medţiagų. Trečiajai pelių grupei 

atliktos 50 μl (250 μg/kg) išskirtos rausvaţiedţių eţiuolių šaknų LysM lekti-

nų frakcijos peritoninės injekcijos. Injekcijos atliktos 1 kartą per 7 paras, 4 

savaičių laikotarpyje. Penktos savaitės pabaigoje po anestezijos anglies diok-

sido dujomis tiriamiesiems gyvūnams atlikta eutanazija. Punkcijos į širdį 

būdu iš kiekvieno apsvaiginto gyvūno paimti kraujo mėginiai perkelti į anti-

koaguliantu – etilendiamintetraacto rūgšties (EDTA) padengtus Vacutainer
®

 

mėgintuvėlius. Tolimesniems tyrimams naudota kiekvieno gyvūno bluţnis 

perkelta į 10 proc. (v/v) buferinį formaldehido tirpalą. 

 

2.3.6. Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų tinktūros gamyba ir 

analizė 

 

Biologinio aktyvumo tyrimo modeliui pasirinkti tos pačios rausvaţiedţių 

eţiuolių švieţių šaknų ţaliavos du preparatai, turintys skirtingą aktyvių jun-

ginių kompoziciją (antrinius arba pirminius metabolitus). Vienai iš tiriamųjų 

gyvūnų grupių (n=15) atliktos rausvaţiedţių eţiuolių švieţių šaknų etanoli-

nės tinktūros (1:5) peritoninės injekcijos. Tinktūros gaminimo metu švieţioje 

vaistinėje ţaliavoje esantys baltymai denatūravo etanolio poveikyje. Todėl 

tikėtina, kad imuninį atsaką sukelia tinktūroje esančios fenolinės rūgštys ir 
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kiti junginiai, pavyzdţiui, alkilamidai. Kitai tiriamųjų gyvūnų grupei skiriant 

išgrynintą lektinų frakciją, taip pat išskirtą iš švieţių Echinacea purpurea (L.) 

Moench šaknų, buvo galimybė įvertinti šių baltymų poveikį imuninėms re-

akcijoms. 

 

Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų tinktūros gamyba 

 

Rausviedţių eţiuolių švieţių šaknų tinktūra pagaminta pagal Rezaei ir 

bendraautorių optimizuotą ekstrakcijos metodiką [171]. Švieţių šaknų ţalia-

va susmulkinta iki 0,5–1,5 µm skersmens dalelių. Smulkintos ţaliavos ekst-

rakcija vykdyta 50 proc. (v/v) vandeniniu etanolio tirpalu ultragarso vonelėje 

sonikuojant 10 min., palaikant 30 °C temperatūrą. Ekstrakcijai naudotos ţa-

liavos ir ekstrahento santykis – 1:5 (m/m) (ţaliavos ir ekstrahento santykis 

atitiko pradinio baltymų ekstrakto gamybai naudotos ţaliavos ir ekstrakcinio 

buferio santykį 1:5). 

Pabaigus ekstrakciją, tinktūra centrifuguota 20 min. 8500 × g santykine 

išcentrine jėga. Po to surinktas centrifugatas, o nusėdusi augalinė ţaliava 

pašalinta. Tinktūra sukoncentruota 2 kartus rotacine vakuumine sistema ir 

perfiltruota per 0,2 μm porų dydţio filtrą. Tokia tinktūra naudota kokybinė-

je-kiekinėje analizėje ir tyrimuose su pelių modeliu in vivo. 

 

Tinktūros sausojo likučio nustatymas 

 

Tinktūros sausasis likutis nustatytas pagal Europos farmakopėjoje nuro-

dytą metodą [54]. 

 

Tinktūros kokybinė – kiekinė analizė efektyviosios skysčių 

chromatografijos metodu 

 

Etanolinės švieţių rausvaţiedţių eţiuolių šaknų tinktūros (1:5) fenolinių 

junginių kokybinė – kiekinė analizė atlikta pagal Brown P.N. ir bendraauto-

rių publikuotą metodiką [25] pateiktą efektyviosios skysčių chromatografijos 

metodą, panaudojant chromatografą „Waters 2695 Alliance―, sujungtą su 

diodų matricos detektoriumi „Waters 2998 PDA―. Junginių skirstymui nau-

dota „ACE C18― kolonėlė (250 mm × 4,6 mm, stacionariosios fazės dalelių 

dydis – 5 μm). Kolonėlė laikyta 35 °C temperatūroje. Skirstymui naudoti 

eliuentai: 0,01 proc. vandeninis fosforo rūgšties tirpalas (eliuentas A) ir 

100 proc. acetonitrilas (eliuentas B). Naudotas Europos farmakopėjos mo-

nografijoje aprašytas gradientinis eliuavimo būdas: 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 išliko 40 proc. Injekuoto mėginio tūris – 10 μl, o jud-

riosios fazės tėkmės greitis – 1,5 ml/min.  

Fenolinių junginių chromatografinės smailės identifikuotos lyginant ana-

ličių ir etaloninių junginių sulaikymo laikus kolonėlėje bei jų spektrų charak-

teristikas 200–400 nm ilgio šviesos bangų intervale. Kiekiniam fenolinių 

junginių nustatymui sudaryta kalibracinė kreivė, naudojant junginio standar-

tų skirtingų koncentracijų tirpalus. Pagal šį kalibracinį grafiką apskaičiuoti 

fenolinių junginių (cihoro rūgšties, chlorogeninės rūgšties, kaftaro rūgšties) 

kiekiai kavos rūgšties ekvivalentais. Kavos rūgštis nustatyta 320 nm šviesos 

bangos ilgyje. 

 

2.3.7. Eksperimentinių Balb/c linijos pelių kraujo mėginių analizė 

 

Leukocitų kiekio nustatymas 

 

Tirti antikoaguliantu EDTA stabilizuoti pelių kraujo mėginiai. Juose leu-

kocitai skaičiuoti, naudojant hemocitometrą. Į melanţetę paimta kraujo mė-

ginio 1 tūrio dalis, kuri praskiesta 20 tūrio dalių Tiurko tirpalo. Praskiestas 

mėginys melanţetėje sumaišytas ir perkeltas ant hemocitometro kameros. 

Stebint mikroskopu per objektyvą – 40×, skaičiuotas leukocitų skaičius 25 

hemocitometre paţymėtuose tinklelio didţiuosiuose kvadratuose. Ląstelių 

skaičius X paskaičiuotas pagal formulę:  

 

 
kur, a – suskaičiuotų leukocitų skaičius, b – praskiedimo koeficientas,  

e – hemocitometre subraiţytų 1/25 mm
2
 ploto kvadratų, kuriuose suskaičiuo-

ti leukocitai, skaičius, 250 – kvadrato, kuriame skaičiuotos ląstelės, tū-

ris mm
3
, 10

6
 – μl kiekis 1 litre. 

Leukocitų skaičiaus normos pateiktos lentelėje 2.3.7.1. 

 

Leukocitų formulės nustatymas 

 

Kraujo formulės nustatymui kiekvienos pelės kraujo mėginio tepinėlis 

buvo daţytas Papencheimo metodu [120]. Kapiliarinės pipetės pagalba ant 

pirmojo objektinio stiklelio uţdėtas kraujo lašas. Kitas stiklelis 45° kampu 

lėtai priglaustas prie kraujo lašo. Priglaudus stiklelį prie tiriamojo kraujo 

lašo, leista jam tolygiai pasiskirstyti per visą antrojo stiklelio plotą. Kraujui 

pasiskirsčius, švelniai spaudţiant ir braukiant antrąjį stiklelį per pirmojo ilgį, 

kraujas tolygiai paskirstytas ant viso pirmojo objektinio stiklelio ir paliktas 

nudţiūti 10 min. Nefiksuotas kraujo mėginio tepinėlis daţytas May-Grun-
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vald-Gimzos-Ramanovskio daţais. Kraujo mėginio tepinėlis uţdėtas ant stik-

linio rėmelio, uţpiltas 20–25 lašais May-Grunvaldo daţų ir inkubuotas 

3 min. Tokiu būdu tepinėlis ne tik daţytas, bet ir fiksuotas. Nupylus pirmuo-

sius daţus, ant tepinėlio uţpiltas PBS buferinis tirpalas, pH reikšmė 7,4. Mė-

giniai inkubuoti 1 min. Pasibaigus inkubacijos laikui, buferinis tirpalas nu-

piltas ir ant tepinėlių uţpilti Gimzos-Ramanovskio daţai, praskiesti distiliuo-

tu vandeniu (į 1 ml distiliuoto vandens įpilta 2 lašai Gimzos-Ramanovskio 

daţų). Daţymo trukmė – 20 min. Po inkubacijos tepinėlis perplautas išgry-

nintu vandeniu, išdţiovintas ore ir naudotas tyrime. Leukocitų ląstelės skai-

čiuotos mikroskopo imersine sistema – objektyvas –100×, okuliaras –10×. Iš 

viso viename kraujo tepinėlyje suskaičiuota iki 300 leukocitų. Leukocitų 

formulėje pateikti kraujo mėginio kiekvienos rūšies baltųjų ląstelių kiekiai 

procentais. 

 
2.3.7.1 lentelė. Balb/c pelių patinėlių kraujyje esančių baltųjų kraujo kūnelių normos  pagal [32] 

Leukocitų 

kiekis 

(× 10
6
/l) 

Neutrofilai 

(proc.) 

Limfocitai 

(proc.) 

Monocitai 

(proc.) 

Eozinofilai 

(proc.) 

Bazofilai 

(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 

 

Sveikų 8–10 savaičių amţiaus Balb/c pelių patinėlių kraujyje aptiktų 

kraujo ląstelių kiekio (proc.) normos pateiktos 2.3.7.1 lentelėje pagal [32]. 

 

2.3.8. Eksperimentinių Balb/c linijos pelių bluţnies 

imunohistocheminis tyrimas 

 

Bluţnies audinių paruošimas tyrimui 

 

Tiriamųjų pelių bluţnys, fiksuotos 10 proc. (v/v) buferiniame formalino 

tirpale, patalpintos standartizuotose histologinių tyrimų kasetėse ir perkeltos 

į procesorių Shandon Pathscentre, kur atlikta audinių dehidratacija, skaidri-

nimas ir impregnavimas parafinu pagal 2.3.8.1 lentelėje pateiktą schemą. 

Parafinu impregnuoti kiekvienos tiriamosios pelės bluţnies preparatai 

įliejami į parafiną naudojant blokų formavimo centrą TBS88. Į atidarytų his-

tologinų kasečių vidurį pincetu įdėti tiriamieji organai. Kasetės šaldytos ant 

šaldomosios plokštelės ir dozatoriumi uţpiltas parafinas. Parafinu uţpildyta 

kasetė su tiriamu organu palikta atvėsti. Parafinui sustingus, iš histologinės 

kasetės išimtas parafino ir tiriamojo organo blokelis. 
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2.3.8.1 lentelė. Tiriamųjų blužnies organų fiksavimo, dehidratavimo,  

skaidrinimo ir impregnavimo parafinu protokolas. 
Procesas Reagentas Trukmė 

Fiksavimas 
10 proc. formalino vandeni-

nis tirpalas 
2 × 60 min. 

Dehidratacija 

70 proc. (v/v) vandeninis 

etanolio tirpalas 
45 min. 

96 proc. (v/v) vandeninis 

etanolio tirpalas 
45 min. 

2-propanolis 3 × 60 min. 

Skaidrinimas Ksilenas 3 × 60 min. 

Impregnavimas 
Parafinas 2 × 45 min. 

Parafinas 2 × 60 min. 

 

Rotaciniu mikrotomu parafininis blokelis supjaustytas 3 μm storio pjū-

viais. Atliekami ne maţiau nei 5 pjūviai bluţnies antrajame ketvirtyje. Kiek-

vienas pjūvis perneštas į 37 °C vandeniu uţpildytą termostatinę vonelę. Pjū-

vis ištiesintas ir perkeltas ant objektinio stiklelio. Gautas preparatas išdţio-

vintas 22 °C temperatūroje, vėliau perkeltas į 60 °C termostatą, kur parafinas 

išsilydė, o audinys fiksuotas prie objektinio stiklelio. 

 

Bluţnies preparatų imunohistocheminis daţymas CD3 antikūnu 

 

Imunohistocheminis bluţnies audinių daţymas atliktas pagal Smalinskie-

nės ir bendraautorių aprašytą daţymo metodą [192]. Nuo pjūvių pašalintas 

parafinas, po to pjūviai rehidratuoti, naudojant ksilolą ir įvairių koncentracijų 

etanolio tirpalus. Bluţnies audinio pjūviai patalpinti į slėgiminį indą, įdėti į 

mikrobangų įrenginį RHS-1, kur pjūviuose esantys specifiškumu imuniniam 

atsakui pasiţymintys CD3 epitopai apdoroti karščiu (110 
o
C) 8 min., naudo-

jant išlaisvinantį tirpalą (10 mM Tris, 1,0 mM EDTA, pH reikšmė 9,0). To-

liau blokuota endogeninė peroksidazė, ir kiekvienas preparatas inkubuotas su 

monokloniniu antikūnu CD3. Antigenas vizualizuotas su 

3,3‘-diaminobenzidinetrahidrochlorido+chromogeno tirpalu. 

 

Bluţnies preparatų, paţymėtų CD3 antikūnu, imunohistocheminė 

analizė 

 

Gauti nudaţyti preparatai skenuoti Pannoramic MIDI II skeneriu esant 

0,2325 μm/pxl raiškai, leidţiančiai aiškiai vizualizuoti nudaţytus preparatus. 

Vieno preparato morfometriniam įvertinimui pasirinkta po 8 nepersidengian-

čius PALS ir folikulų ir raudonosios pulpos plotus (27392,0 μm² 
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(214,0 × 128,0 μm)). Pasirenkant PALS zonas, stebėtas tik skersinis arterio-

lės pjūvis [185]. Tiriamuosiuose laukuose skaičiuotas teigiamai nusidaţiusių 

ląstelių kiekis vienetais [103, 82, 20], ląstelių populiacijos tankis, kuris yra 

lygus apskaičiuotų ląstelių kiekio (vnt.) santykiui su apibrėţtu plotu (μm²). 

Paskaičiuotas struktūrinėje bluţnies zonoje (PALS, folikuluose, raudonojoje 

pulpoje) esantis vidutinis ląstelių skaičius, kuris lygus ląstelių populiacijos 

tankio ir kompartmento (stebėtos srities) ploto sandaugai [185]. Vaizdų ana-

lizė atlikta, naudojant Panoramic Viewer 1.15.2 programinę įrangą. 

 

2.3.9. Statistinės analizės metodai 

 

Pateikiant tyrimų rezultatus, apskaičiuotas parametrų statistinis vidurkis ir 

standartinis nuokrypis. Statistinio įvertinimo tikslumo ir patikimumo nusta-

tymui skaičiuoti pasikliautinieji intervalai, kai pasikliovimo lygmuo – 0,95. 

Daugiau kaip dviejų nepriklausomų grupių imčių vidurkių skirtumai vertinti 

pagal dvipusį ANOVA modelį. Dispersijų lygybės hipotezė tikrinta, naudo-

jant Leveno (Levene) testą, post hoc analizė atlikta pasitelkiant Tuckey testą. 

Kai poţymiai neturėjo normaliojo skirstinio, skirtumų tarp dviejų nepriklau-

somų grupių nustatymui taikytas Mano-Vitnio (Mann-Whitney) testas. Duo-

menų analizei naudotas IBM Statistics SPSS 20.0 statistinis programinis pa-

ketas. 
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

 

3.1. Iš švieţių Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų ţaliavos 

išskirtų baltymų kokybinis tyrimas 
 

Atliekant rausvaţiedţių eţiuolių švieţių šaknų baltymų kokybinę analizę 

naudoti trys kokybinės analizės metodai: hemagliutinacinio aktyvumo nusta-

tymas, lektinų vaizdinimas imunoblotingo metodu ir tandeminės skysčių 

chromatografijos – masių spektrometrijos analizė. 3.1.1 paveiksle pateikti 

skirtinguose lektinų gryninimo etapuose naudoti analizės metodai. 

 

3.1.1 pav. Rausvažiedžių ežiuolių šviežių šaknų baltymų kokybinės analizės 

schema 

 

3.1.1. Hemagliutinacinio aktyvumo nustatymo rezultatai 

 

Ištyrus baltymų mėginių hemagliutinacinį aktyvumą gauti rezultatai paro-

dė, kad hemagliutinaciniu aktyvumu pasiţymėjo visi paruošti baltymų mėgi-

niai, išskyrus baltymų frakciją, išsūdytą amonio sulfatu nuo 80 iki 100 proc. 

(3.1.1.1 paveikslas, D). Lektinų frakcija (E), išgryninta afininės chromatog-

rafijos metodu, taip pat pasiţymėjo hemagliutinaciniu aktyvumu. Su visomis 

tirtomis frakcijomis atlikta pusiau kiekinė analizė – hemagliutinacinio titro 

nustatymas. Gauti rezultatai aprašyti 3.2.2 skyrelyje. 
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3.1.1.1 pav. Šviežių rausvažiedžių ežiuolių šaknų baltymų kokybinės hemag-

liutinacinio aktyvumo analizės rezultatai 
A – iš šviežių rausvažiedžių ežiuolių šaknų išskirtų baltymų vandeninis ekstraktas, B – bal-

tymų frakcija, išsūdyta amonio sulfatu nuo 0 iki 60 proc., C – baltymų frakcija, išsūdy-

ta amonio sulfatu nuo 60 iki 80 proc., D – baltymų frakcija, išsūdyta amonio sulfatu 

nuo 80 iki 100 proc., E – afininės chromatografijos metodu išgryninta lektinų frakcija, 

F – neigiama kontrolė - PBS buferis. Paveiksle rodyklėmis parodyti agliutinuotų erit-

rocitų gumulėliai. 
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3.1.2. Hemagliutinacijos inhibicijos angliavandeniais tyrimo 

rezultatai 

 

Lektinų specifiškumas angliavandeniams nustatytas atlikus hemagliutina-

cijos inhibicijos angliavandeniais testą. Nustatytas stipriausiai išreikštas he-

magliutinacinį aktyvumą inhibuojantis laktozės poveikis (3.1.2.1 lentelė). 

3mM laktozės (gliukozės ir galaktozės disacharido) tirpalas inhibavo lektinų 

sukeltą triušio eritrocitų suspensijos hemagliutinaciją. Maţesniu inhibiciniu 

aktyvumu pasiţymėjo D-manozė ir D-galaktozė, tuo tarpu D-gliukozė he-

magliutinacijos neinhibavo. Mokslininkų, atlikusių analogiškus tyrimus, 

duomenimis, ir kiti laktozei specifiški lektinai pasiţymėjo panašiomis savy-

bėmis. Pvz., lektinų, išskirtų iš Cinachyrella apion L. gniuţulų, hemagliuti-

nacinis aktyvumas inhibuotas laktoze, tačiau D-gliukozė ir D-galaktozė he-

magliutinacino aktyvumo neinhibavo [116]. Specifiškumu manozei pasiţy-

mėjo lektinai, išskirti iš rausvaţiedei eţiuolei genetiškai artimos tikrosios 

saulėgrąţos (Helianthus annuus L.) šaknų [151]. 

 

3.1.2.1 lentelė. Rausvažiedžių ežiuolių šaknų lektinų specifiškumas  

angliavandeniams, išreikštas minimalia hemagliutinaciją inhibuojančia kon-

centracija (mM). NI – nėra inhibicijos 

Angliavandenis 

Minimali angliavandenio, inhibuojan-

čio hemagliutinacinį aktyvumą, kon-

centracija (mM) 

Laktozė 3 

D-manozė 21 

D-galaktozė 21 

Fruktozė 42 

Sacharozė 42 

Maltozė 42 

Ribozė NI 

D-gliukozė NI 

D-ksilozė NI 

Acetil-galaktozaminas NI 

 

Hemagliutinacijos inhibicijos rezultatai parodė, kad rausvaţiedţių eţiuo-

lių šaknyse esantys lektinai pasiţymi specifiškumu D-gliukozės enantiome-

rams, tačiau ne pačiai D-gliukozei. Galime daryti prielaidą, kad specifišku-

mui svarbi yra epimerinė D-galaktozės konfigūracija ir disacharido (lakto-

zės) molekulės dydis, tačiau laktozės sudėtyje esančios gliukozės stereoizo-

merinė struktūra nėra svarbi, sąveikaujant su lektino aktyviuoju centru. 
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3.1.3. Lektinų kokybinės analizės (vaizdinimo) imunocheminės 

analizės metodu rezultatai 

 

Atsiţvelgiant į gautus teigiamus hemagliutinacijos inhibicijos angliavan-

deniais testo rezultatus, atliktas lektinų gryninimas afininės chromatografijos 

metodu ir jų kokybinė analizė (vaizdinimas) imunocheminės analizės 

metodu. 

Lektinų gryninimui afininės chromatografijos metodu pasirinktas D-ma-

nozės ligandas, nes remiantis gautais hemagliutinacijos inhibicijos testo 

duomenimis tiriamoje rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliavoje esantys lektinai 

pasiţymėjo vienodai išreikštu specifiškumu D-galaktozės ir D-manozės 

molekulėms [41]. Naudojant afininės chromatografijos matricą su 

imobilizuotu D-manozės monosacharidu yra didesnė tikimybė, kad prie to-

kios matricos (aktyvuotos agarozės (sefarozės)) prisijungę monosacharidai 

turės maţiau prisijungimo variantų nei disacharidas (laktozė). D-manozės 

molekulėje prie pirmojo anglies atomo esanti hidroksilo grupė yra reak-

tyviausia, todėl didţiausia tikimybė, kad prie aktyvuotos matricos prisi-

jungusi D-manozė sudarys kovalentinį ryšį tik ties pirmu anglies atomu. 

Remiantis literatūros duomenimis, D-manozei specifiški lektinai buvo išgry-

ninti iš rausvaţiedei eţiuolei genetiškai artimo Asteraceae šeimos augalo – 

paprastosios saulėgrąţos (Heliathus annus L.) šaknų [151]. Genetiškai susi-

jusiuose augaluose aptinkami baltymai ir lektinai gali būti panašūs – turėti 

šeimai būdingų homologiškų baltymų, atliekančių vienodas arba panašias 

funkcijas ir turinčių atsikartojančių konservatyvių aminorūgščių sekų, pvz.: 

pupinių šeimos lektinai. Tai leidţia daryti prielaidą, kad rausvaţiedţių e-

ţiuolių šaknų ţaliavoje nustatyti lektinai yra homologiški, ir jų speci-

fiškumas angliavandeniams yra panašus į paprastosios saulėgrąţos šaknų 

ţaliavoje aptiktų lektinų. Ištyrus rausvaţiedţių eţiuolių šaknų baltymų mė-

ginį, nustatytas didţiausias jame esančių lektinų specifiškumas laktozei, dėl 

šios prieţasties šis D-gliukozės ir D-galaktozės disacharidas pasirinktas 

lektinų eliuacijai iš D-manozės-sefarozės afininės kolonėlės. 

Po gryninimo gautos dvi chromatografinės smailės. Būdingas chromato-

gramos profilis pavaizduotas 3.1.3.1 paveiksle. Nuo 7 iki 38 minutės iš 

chromatografinės kolonėlės išplauti su kolonėlės matrica nesąveikaujantys 

baltymai. Pasikeitus PBS buferio (pH reikšmė 7,4) judriai fazei, iš kolonėlės 

0,2 M laktozės-PBS buferiu išplauti su manozės-sefarozės afinine matrica 

specifiškai sąveikaujantys baltymai (nuo 38 iki 46 min), 3.1.3.1 paveikslas. 

Iš kolonėlės išplauti baltymai uţfiksuoti detektoriumi, o chromatogramoje 

matomos nustatytų baltymų smailės. Iš kolonėlės išplauti baltymai surinkti į 

frakcijas, tuomet patikrintas jų hemagliutinacinis aktyvumas. Nustatyta, kad 
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aktyvumu pasiţymėjo tik su afinine matrica sąveikavusių baltymų frakcija, iš 

kolonėlės išplauta nuo 38 iki 46 min. 

 

3.1.3.1 pav. Lektinų gryninimo (afininės chromatografijos metodu  

su manozės-sefarozės afinine matrica) chromatograma 

 

Išgrynintos lektinų frakcijos, pasiţyminčios hemagliutinaciniu aktyvumu, 

glikoproteinų sudėtis nustatyta imunocheminės analizės metodu, taikant 

ksilozei specifiškus antikūnus. Nustatyta, kad šioje frakcijoje dominuoja 

~ 40 kDa dydţio glikoproteinai (3.1.3.2 paveikslas). Elektroforezės gelio 

sritys, paţymėtos numeriais 1 ir 2, išpjautos, ir glikoproteinai identifikuoti 

masių spektrometrijos metodu. Taip pat buvo atlikta kokybinė glikoproteinų 

masių spektrometrijos analizė kitų išpjautų (~ 100 kDa, ~ 70 kDa ir 

~ 35 kDa) gelio sričių. Tačiau nepavyko nustatyti glikoproteinų tapatybės. 

Eksperimentus ribojo Echinacea Moench genomo tyrimų trūkumas. Darome 

prielaidą, kad genomas, kuriame būtų surinktas visų organizmo somatinių 

ląstelių deoksiribonukleorūgščių (DNR) koduojamų produktų (ribonukleo-

rūgščių (RNR) ir baltymų) sekos, leistų identifikuoti platesnį glikoproteinų 

spektrą. 
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3.1.3.2 pav. Išgrynintos lektinų frakcijos imunocheminės analizės, taikant 

ksilozėi specifiškus antikūnus, rezultatai  
1 ir 2 numeriu pažymėtos glikoproteinų sritys analizuotos masių spektrometrijos metodu. 

 

3.1.4. Lektinų kokybinės analizės masių spektrometrijos metodu 

rezultatai 

 

Taikant Echinacea L. transkriptomos duomenis ir masių spektrometrijos 

analizę, pagal masių pirštų atspaudus nustatyta, kad glikoproteinų sritys Nr. 

1 ir 2 atitinka dvi skirtingas transkriptomos sritis, atitinkamai 9450 ir 7790, 

kurios koduoja analogišką du peptidoglikanus prijungiančius lizino M 

domenus (LysM) turintį baltymą, prikabinamą prie membranos per 

glikozilfosfatidilinozitolį (GPI) (3.1.4.1 lentelė). Identifikuoto lektino mole-

kulinė masė Nr. 1 buvo 38 kDa, o Nr. 2 – 40,1 kD. Echinacea L. transkrip-

tomos lektinų molekulinės masės varijuoja dėl skirtingo glikozilinimo: iden-

tifikuotų lektinų aminorūgščių seka Nr. 1 gali būti modifikuota prijungiant 

angliavandenius šešiose ar daugiau pozicijų, o seka Nr. 2 – trijose ir daugiau 

pozicijų. Pagal masių spektro pirštų atspaudus identifikuotų peptidų amino-

rūgščių sekos paţymėtos raudona spalva ir pateiktos 3.1.4.1 paveiksle. 

Identifikacijai naudojant Echinacea transkriptomą, srities Nr. 1 glikoproteiną 

apibūdinančio Mascot kriterijaus reikšmė buvo maţesnė nei rekomen-

duojama patikimumo riba (> 50). Tačiau atlikus masių spektrometrijos 

duomenų analizę taikant Echinacea genčiai genetiškai artimo ir geriau ištirto 

Asteraceae šeimos augalo Helianthus annuus L. genomo duomenis, pagal 
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masių pirštų atspaudus gauta patikima šio glikoproteino identifikacija. 

Nustatytas patikimas glikoproteinų sričių - Nr. 1 ir 2 atitikimas tam pačiam 

peptidoglikanus prijungiančiam LysM domenų turinčiam baltymui. 

 

3.1.4.1 lentelė Identifikuoti Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų 

glikoproteinai, pasižymintys hemagliutinaciniu aktyvumu 

 
Srities 

Nr. 

Sekos kodas 

duomenų bazėje 
Baltymo pavadinimas 

Mascot 

krite-

rijus 

Mole-

kulinė 

masė 

(kDa) 

E
ch

in
a

ce
a

 t
ra

n
sk

ri
p

to
m

as
 

1. 

epa_locus_9450_iso_

2_len_1348_ver_2 

(Ep-9450) 

Peptidoglikanus prijun-

giančius lizino M domenus 

(LysM) turintis baltymas 

prikabinamas prie mem-

branos per glikozilfos-

fatidilinozitolį 

49,2  38,0 

2. 

epa_locus_7790_iso_

1_len_1277_ver_2 

(Ep-7790) 

Peptidoglikanus prijun-

giančius lizino M domenus 

(LysM) turintis baltymas 

prikabinamas prie 

membranos per 

glikozilfosfatidilinozitolį 

137,2  40,1 

H
el

ia
n

th
u

s 
a

n
n
u

u
s 

g
en

o
m

as
 

1. IPR018392 

Baltymas, turintis 

peptidoglikanus 

prijungiančių lizino domenų 

LysM 

132,7  43,3 

2. IPR018392 

Baltymas, turintis 

peptidoglikanus 

prijungiančių lizino domenų 

LysM 

182,0  43,3 

 

Siekiant įvertinti pagal Echinacea transkriptomą identifikuotų baltymų 

tapatumą, papildomai atlikta homologiškų baltymų sekų paieška BlastP 

programoje, panaudojant NCBI baltymų sekų duomenų bazę [4, 110]. 3.1.4.2 

lentelėje pateikti rezultatai rodo, kad tirtos E. purpurea (L.) Moench 

transkriptomo baltymų sekos pasiţymi tapatumu su Artemisia annua L., 

Helianthus annuus L. ir Lactuca sativa L. analogiškų baltymų sekoms. Ta-

čiau didţiausias tapatumas būdingas H. annuus L. baltymams: Ep-9450 

srities baltymų seka 81 proc. atitinka LysM domenų turinčio baltymo prijun-

giamo prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolį (XP_022025891.1) 

seka, o Ep-7790 srities baltymų seka 90 proc. atitinka LysM domenų turinčio 

baltymo prijungiamo prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolį 

(XP_021976452.1) seka. Minimalus homologiškais laikomų baltymų  
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3.1.4.2 lentelė Echinacea transkriptome identifikuotų baltymų sekų 

 tapatumas su kitų augalų genčių baltymų sekomis 
E

P
 b

a
lt

y
m

a
s 

Baltymo, aptikto kitose 

augalų gentyse, pavadinimas 

M
a

k
si

m
a

lu
s 

įv
er

ti
s*

 

G
a

u
ta

s 
įv

er
ti

s*
 

S
ek

o
s 

p
er

-

si
d

en
g

im
a

s*
 

E
 v

er
tė

 *
 

Id
en

ti
šk

u
m

o
 

p
ro

ce
n

ta
i 

*
 

Baltymo kodas 

NCBI Protein 

duomenų bazėje 

ep
a

_
lo

cu
s_

9
4
5

0
_

is
o
_

2
_

le
n
_

1
3

4
8
_

ve
r_

2
 LysM domenų turintis 

baltymas, prie membranos 

prijungiamas per 

glikozilfosfatidilinozitolį 

[Helianthus annuus] 

5
7

0
 

5
7

0
 

9
8
%

 

0
,0

 

8
1
 

XP_022025891.1 

LysM domenų turintis 

baltymas, prie membranos 

prijungiamas per 

glikozilfosfatidilinozitolį 

[Lactuca sativa] 

4
9

3
 

4
9

3
 

9
8
%

 

2
e-

1
7
2
 

7
0
 

XP_023756149.1 

LysM domenų turintis 

baltymas prie membranos 

prijungiamas per 

glikozilfosfatidilinozitolį 

[Artemisia annua] 

4
6

3
 

4
6

3
 

9
7
%

 

1
e-

1
6
0
 

7
0
 

PWA55567.1 

ep
a

_
lo

cu
s_

7
7
9

0
_

is
o
_

1
_

le
n
_

1
2

7
7

 

LysM domenų turintis 

baltymas, prie membranos 

prijungtas per 

glikozilfosfatidilinozitolį 

[Helianthus annuus] 

6
7

6
 

6
7

6
 

9
6
%

 

0
,0

 

9
0
 

XP_021976452.1 

LysM domenų turintis 

baltymas, prie membranos 

prijungtas per 
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LysM domenų turintis 

baltymas, prie membranos 

prijungiamas per 

glikozilfosfatidilinozitolį 

[Cynara cardunculus var. 

scolymus] 
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*Maksimalus įvertis – didţiausias teorinis sekų sutapimo įvertinimas bitais, kuris yra lygus 

maksimalaus aminorūgščių sutapimo ir aminorūgščių nesutapimo balų skirtumui.  

Gautas įvertis – realus sekų sulyginimo įvertis bitais. 

Sekos persidengimas – tiriamosios aminorūgščių sekos sutapimas su duomenų bazėje atrinkto baltymo 

aminorūgščių seka, išreiškštas procentais. 

E vertė – tikimybė, kad duomenų bazėje identifikuotas baltymas bus atsitiktinis arba identifikuotas 

klaidingai. Kuo maţesnė E vertė, tuo didesnis panašumas tarp sekų ir tuo didesnė tikimybė, kad 

rezultatas tikrai yra homologinis su palyginamąja seka. 

Identiškumo procentai – E-vertės pakaitinis dydis. Jis parodo tikslių sutapimų skaičių procentais. 
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identiškumo procentinis lygis yra 20 proc. [103]. Aukštas identifikuojamų 

baltymų identiškumo procentinis lygis, apibrėţiamas kaip analizuojamo 

baltymo amino rūgščių sekos sutapimo su duomenų bazėje identifikuojamų 

baltymų amino rūgščių seka, rodo analizuojamų baltymų homologiją. 

Skirtingų augalų homologiškų baltymų sekų daugybinio palyginimo 

rezultatai, pateikti 3.1.4.1 paveiksle, dar kartą patvirtina jų homologiją su 

Echinacea L. transkriptome identifikuotais baltymais. Iš rezultatų galime 

matyti, kad Echinacea transkriptome identifikuojami baltymai yra 

homologiški, tačiau ne identiški. Taip pat galime teigti, kad Echinacea L. 

genties augalai yra genetiškai artimi Helianthus annus L. augalams (tai 

patvirtina Echinacea transkriptome esančių baltymų sekų homologijos su 

Helianthus annuus L. genomo baltymais). Remiantis gautais rezultatais gali-

ma teigti, kad Echinacea transkriptome identifikuoti lektinai su peptido-

glikanus prijungiančiais LysM domenais yra homologiški ir kituose gene-

tiškai maţiau susijusiuose augaluose, tokiuose kaip Lactuca sativa L., 

Artemisia annua L. ir Cynara cardunculus var. scolymus L. 
 

3.1.4.1 paveiksle pateiktas daugybinis identifikuotų baltymų amino-

rūgščių sekų tapatumo palyginimas, naudojant Clustal Ω bioinformatinės 

analizės programą [184]. Palyginus aminorūgščių sekas, baltymai sukla-

sifikuoti pagal homologinį panašumą. 
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3.1.4.1 pav. Identifikuotų baltymų aminorūgščių sekų tapatumo palyginimas 

Clustal O Jalview 2.10.5 bioinformatinės analizės platformoje 
 Čia „-“ žymimas aminorūgščių sekos trūkis; Aminorūgščių spalvinis žymėjimas pagal į 

sekų identiškumą (proc.): „■“ palyginamų baltymų aminorūgščių identiškumas sekoje, tapa-

tumas > 80 proc., „■“ palyginamų baltymų chemiškai panašių aminorūgščių tapatumas 

sekoje, tapatumas > 60 proc., „■“ – aminorūgštys, kurių cheminis panašumas mažesnis 

(sutapimas > 40 proc.). Aminorūgščių sekose raudonai apibrėžti pagal masių pirštų atspau-

dus identifikuoti peptidai. Identifikuotų baltymų aminorūgščių sekoje juodai įrėmintos LysM 

domenų aminorūgščių sekos. 
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3.14.1 pav. (tęsinys) Identifikuotų baltymų aminorūgščių sekų tapatumo 

palyginimas Clustal O Jalview 2.10.5 bioinformatinės analizės platformoje.  
Čia „-“ žymimas aminorūgščių sekos trūkis; Aminorūgščių spalvinis žymėjimas pagal į 

sekų identiškumą (proc.): „■“ palyginamų baltymų aminorūgščių identiškumas sekoje, 

tapatumas > 80 proc., „■“ palyginamų baltymų chemiškai panašių aminorūgščių 

tapatumas sekoje, tapatumas > 60 proc., „■“ – aminorūgštys, kurių cheminis panašumas 

mažesnis (sutapimas > 40 proc.). Aminorūgščių sekose raudonai apibrėžti pagal masių 

pirštų atspaudus identifikuoti peptidai. Identifikuotų baltymų aminorūgščių sekoje įrėmintos 

LysM domenų aminorūgščių sekos. 
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Echinacea L. transkriptome identifikuoti baltymai yra homologiški Heli-

anthus annuus L., Lactuca sativa L., Artemisia annua L. ir Cynara car-

dunculus var. scolymus L. identifikuotiems baltymams. Palyginus visų 

aštuonių augalų genčių aminorūgščių sekų tapatumą, nustatytas persi-

dengimo laipsnis 89 proc. 

 

Apibendrinus kokybinio rausvaţiedţių eţiuolių šaknų hemagliutinaciniu 

aktyvumu pasiţyminčių baltymų (hemagliutininų) tyrimų rezultatus, galima 

teigti, kad laktozei, D-manozei ir D-galaktozei specifiški ~ 40 kDa dydţio 

glikoproteinai turi du peptidoglikanus prijungiančius LysM domenus ir pagal 

struktūrinės ir evoliucinės homologijos klasifikaciją priklauso LysM lektinų 

šeimai.  

 

3.2. Baltymų, išskirtų iš Echinacea purpurea (L.) Moench 

šaknų, kiekinio nustatymo rezultatai 
 

Atliekant rausvaţiedţių eţiuolių švieţių šaknų baltymų ir lektinų kiekinę 

analizę naudoti trys kiekinės analizės metodai: spektrofotometrinis Bradford 

metodas, hemagliutinacinio titro nustatymas ir tandeminės skysčių chroma-

tografijos – masių spektrometrijos analizė. 3.2.1 paveiksle pateikiami skir-

tinguose baltymų ir lektinų gryninimo etapuose naudoti analizės metodai. 

 

 

3.2.1 pav. Rausvažiedžių ežiuolių šviežių šaknų baltymų kiekinės analizės 

schema. 

 

3.2.1. Baltymų kiekio nustatymo spektrofotometriniu Bradford 

metodu rezultatai 

 

Siekiant nustatyti rausvaţiedţių eţiuolių švieţių šaknų ţaliavoje esantį 

baltymų kiekį, pagaminamas vandeninis baltymų ekstraktas pagal 2.3.4.1 

skyriuje aprašytą metodiką. Nustatytas baltymų, išskirtų iš 50 g švieţių raus-
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vaţiedţių eţiuolių šaknų, kiekis buvo 90,58 ± 1,74 g arba 1,82 ± 0,03 mg/g 

švieţios ţaliavos (3.2.1.1 lentelė). 

Iki šiol Echinacea L. genties augalų genomas nėra pilnai sekvenuotas, o 

tai apsunkina baltymų identifikaciją. Anksčiau atliktų tyrimų metu yra nusta-

tytas tik rausvaţiedţių eţiuolių šaknų arabinogalaktano baltymas [201]. Ber-

geron su bendraautoriais [18] nustatė skirtingų ekstrahentų įtaką glikoprotei-

nų, išskirtų iš dţiovintų rausvaţiedţių eţiuolių šaknų, kiekiui: ţaliavą ekst-

rahuojant karštu vandeniu (1:20) gauta glikoproteinų išeiga – 0,442 mg/g 

ţaliavos, tuo tarpu ekstrahuojant ţaliavą 65 proc. glicerolio tirpalu (1:20) ar 

65 proc. etanoliu (1:20), gauta maţesnė glikoproteinų išeiga , atitinkamai – 

0,387 mg/g ir 0,353 mg/g dţiovintos rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliavos. 

Kitų tyrimų metu nustatyta, kad ţaliavos dţiovinimas turi neigiamą įtaką 

baltymų ir glikoproteinų išeigai. Dţiovinimo metu, priklausomai nuo naudo-

jamos temperatūros ir dţiovinimo trukmės, vyksta baltymų proteolizė ir de-

natūracija, nulemianti baltymų kiekio sumaţėjimą augalinėje ţaliavoje [3, 

67, 85]. Lyginant su Bergeron ir kt. [18] tyrimų rezultatais, mes nustatėme, 

kad didesnė baltymų išeiga gauta, atliekant Echinacea purpurea (L.) 

Moench švieţios ţaliavos (šaknų) ekstrakciją.  

 

3.2.1.1 lentelė. Baltymų, išskirtų iš 50 g šviežių rausvažiedžių ežiuolių  

šaknų žaliavos, kiekinis nustatymas ( ±SD) 

Baltymų mėginys 
Mėginio tūris 

(ml) 

Baltymų kiekis mė-

ginyje (mg) 

Baltymų kiekis švie-

ţioje ţaliavoje (μg/g) 

Vandeninis balty-

mų ekstraktas 
250 90,58 ± 1,74 1820,0 ± 0,03 

F0–60 baltymų frak-

cija 
10 25,44 ± 1,42 508,8 ± 0,75 

F60-80 baltymų frak-

cija 
10 11,38 ± 0,71 230,0 ± 0,01 

Išgryninta lektinų 

frakcija 
2 0,04 ± 0,01 0,8 ± 0,01 

 

Atlikus baltymų ekstrakto mėginio kiekinę analizę, baltymai toliau buvo 

frakcionuoti, išsūdant juos amonio sulfatu. Nors didesnis baltymų kiekis 

gautas įsotinant ekstraktą amonio sulfatu nuo 0 iki 60 proc. tačiau nustačius 

hemagliutinacinį titrą paaiškėjo, kad baltymų frakcija, išsūdyta amonio sulfa-

tu nuo 60 iki 80 proc. (F60–80), pasiţymėjo didesniu hemagliutinaciniu akty-

vumu. Nustatytas baltymų kiekis F60–80 frakcijoje siekė 230,0 ± 0,01 μg/g 

ţaliavos (3.2.1.1 lentelė). 
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Nustačius hemagliutinacinį titrą tolimesniam frakcionavimui pasirinkta 

F60–80  frakcija, pasiţymėjusi didesniu hemagliutinaciniu aktyvumu. Pagal 

hemagliutinacijos inhibicijos testo rezultatus, aprašytus 3.1.2 skyriuje, nau-

dota afininės chromatografijos matrica, kurią pritaikius išgryninta hemagliu-

tinaciniu aktyvumu pasiţyminti lektinų frakcija. Išmatavus baltymų koncen-

traciją, nustatyta, kad iš 50 g švieţių rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliavos 

gauta 0,04 ± 0,01 mg arba 0,8 ± 0,01 μg/g (ţaliavos) aktyvių glikoproteinų. 

 

3.2.2. Hemagliutinacinio titro nustatymo rezultatai 

 

Atlikus vandeninio baltymų ekstrakto hemagliutinacinio aktyvumo tyri-

mą, nustatyta, kad ekstrakto hemagliutinacinis titras buvo 16 (3.2.2.1 lente-

lė). Baltymų frakcija F60–80 turėjo didţiausią hemagliutinacinį titrą – 32. Ji 

naudota tolimesniuose lektinų gryninimo etapuose.  

Nustačius hemagliutinacinį baltymų mėginių titrą, apskaičiuotas specifi-

nis hemagliutinacinis aktyvumas ir minimali baltymo koncentracija vandeni-

niame baltymų ekstrakte, galinti sukelti matomą triušio eritrocitų suspensijos 

hemagliutinaciją – 113,22 μg/ml (3.2.2.1 lentelė).  

 

3.2.2.1 lentelė. Lektinų gryninimo ir aktyvumo analizės rezultatai 

Baltymų mėgi-

nys 

Hemagliuti-

nacinis tit-

ras 

Specifinis hemag-

liutinacinis akty-

vumas 

(HU/μg baltymo) 

Minimali he-

magliutinaciją 

sukelianti lekti-

no koncentracija 

(μg/ml) 

Grynini-

mo laips-

nis 

Baltymų vande-

ninis ekstraktas 
16 5660 113,22 1,00 

F60-80 baltymų 

frakcija 
32 350 35,56 3,18 

Išgryninta lekti-

nų frakcija 
2 2,04 1,02 111,00 

 

Minimali hemagliutinaciją sukelianti lektino koncentracija maţėja, didė-

jant grynumo laipsniui.Galutiniame baltymų frakcijos gryninimo etape gauta 

tik 1,02 μg/ml
 
lektino, nes hemagliutinaciniu aktyvumu nepasiţymintys bal-

tymai kiekvieno gryninimo metu buvo pašalinti, o mėginyje liko tik aktyvūs 

lektinai. Tokia tendencija pastebėta kitų autorių atliktuose lektinų gryninimo 

iš skirtingų augalinių ţaliavų tyrimuose [171, 88, 183]. Minimali rausvaţie-

dţių eţiuolių šaknų lektinų hemagliutinuojanti koncentracija yra maţesnė nei 

sėjamųjų ţirnių 3,12 µg/ml [191], didţiųjų dilgėlių šaknų agliutinino 

2,5 µg/ml [150], tačiau didesnė nei WGA minimali hemagliutinuojanti kon-

centracija 0,4 µg/ml [216]. Pospelov su bendraautoriais nustatė hemaglutini-
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nų, išskirtų iš dţiovintų rausvaţiedţių eţiuolių šaknų, aktyvumo kitimą skir-

tinguose augalo vegetacijos tarpsniuose. Išsiaiškinta, kad pirmamečių raus-

vaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliavoje didţiausias hemagliutinacinis aktyvumas 

aptiktas rugsėjo – spalio mėnesį [156]. Tačiau šie tyrėjai neatliko kiekinės 

hemagliutininų analizės. 

 

3.2.3. Identifikuoto lektino, turinčio LysM domeną, peptido kiekinio 

nustatymo rezultatai 

 

Rausvaţiedţių eţiuolių šaknų lektino LysM domeno kiekio nustatymas 

atliktas tandeminės skysčių chromatografijos – masių spektrometrijos meto-

du. Nustatytas 745,0 m/z dydţio vieno identifikuoto LysM peptido kiekis, 

išreikštas pagal susintetinto referencinio 542,8 m/z peptido ekvivalentą. 

Skirstymo chromatograma pateikta 3.2.3.1 paveiksle.  

 

 

3.2.3.1 pav. LysM kiekinio nustatymo chromatograma, naudojant  

tandeminės skysčių chromatografijos – masių spektrometrijos metodą 
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 lektinų peptido (745,0 m/z) kiekinio nustatymo rezultatai pateikti 

3.2.3.1 lentelėje. 
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3.2.3.1 lentelė. Šviežių rausvažiedžių ežiuolių šaknų LysM lektinų peptido 

(745,0 m/z) kiekinės analizės rezultatai 

SL* Junginys 
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*SL – sulaikymo laikas, R
2
 – regresijos koeficientas, AR – aptikimo riba, NR – nustatymo 

riba 

 

Nustatyta LysM peptido, esančio tiriamo baltymo konservatyvioje ami-

norūgščių sekoje, koncentracija – 1,582 ± 0,010 ng/ml. Nors LysM aptiktas 

daugelyje augalų proteomų tyrimų [211], tačiau kiekinis LysM nustatymas 

eţiuolių ţaliavoje atliktas pirmą kartą. Baltymų kiekinė analizė pagal vieną 

referencinį peptidą yra plačiai taikomas analizės metodas, tačiau pilną 

kiekinį nustatymą galima atlikti taikant keletos LysM aminorūgščių sekos 

peptidų kalibraciją. 

 

3.3. Lektinų biologinio aktyvumo pelių imuniniam atsakui 

tyrimas in vivo 
 

Atlikus rausvaţiedţių eţiuolių švieţių šaknų lektinų frakcijos kokybinę – 

kiekinę analizę, vykdytas šios lektinų frakcijos biologinio aktyvumo tyrimas 

in vivo. Pagaminus vienai iš tiriamųjų gyvūnų grupei vartotą tinktūrą, atliktas 

aktyvių junginių kokybinis – kiekinis nustatymas.  

 

3.3.1. Palyginamosios Echinacea purpurea (L.) Moench šaknų 

tinktūros gamyba, ekstraktinių medţiagų kiekio ir kavos rūgšties 

darinių analizė 

 

Tinktūros sausojo likučio kiekio nustatymas 

 

Pagamintos švieţių rausvaţiedţių eţiuolių šaknų tinktūros kokybė įvertin-

ta gravimetriniu sausojo likučio kiekio nustatymo metodu. Šis tyrimas paro-

do bendrą nelakių iš vaistinės augalinės ţaliavos išekstrahuotų veikliųjų jun-

ginių kiekį. Tyrimo rezultatai parodė, kad 1 l tinktūros, atitinkančios 550 g 
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Echinacea purpurea (L.) Moench švieţių šaknų ţaliavos, sausasis likutis 

sudarė 51,02 ± 0,38 g.  

 

Tinktūros kokybinė ir kiekinė analizė efektyviosios skysčių 

chromatografijos metodu 

 

Chromatografinis švieţių rausvaţiedţių eţiuolių šaknų 50 proc. (v/v) eta-

nolinės tinktūros junginių skirstymas (3.3.1.1 paveikslas) atliktas pagal Eu-

ropos farmakopėjoje aprašytą metodą [54]. Pagal sulaikymo laiką ir UV 

šviesos absorbcijos spektrus identifikuotos šios fenolio rūgštys: kaftaro, 

chlorogeno, kavos ir cichoro. 

 

 

3.3.1.1 pav. Šviežių rausvažiedžių ežiuolių šaknų tinktūros (1:5) ESC  

chromatograma 
Identifikuotos fenolio rūgštys: 1 – chlorogeno rūgštis, 2 – kaftaro rūgštis, 3 – kavos rūgštis, 

4 – cichoro rūgštis 

 

Atlikta fenolio rūgščių kiekinė analizė, išreiškiant analičių kiekį pagal ka-

vos rūgšties ekvivalentą. Vertinta analitės smailės ploto priklausomybė nuo 

koncentracijos tiriamajame tirpale. Sudarytas kavos rūgšties kalibracinis gra-

fikas, įvertintas regresijos koeficientas ir kalibracinės kreivės regresijos lyg-

tis. Rezultatai pateikti 3.3.1.1 lentelėje. 

Aptikimo ir nustatymo ribos apskaičiuotos, palyginus smailės aukštį su 

bazinės linijos triukšmu. Smailės aukščio ir bazinės linijos triukšmo santy-

kis, naudotas skaičiuojant aptikimo ribą, yra 3:1, o nustatymo ribą – 10:1. 

Aptikimo ribos pagal kavos rūgšties ekvivalentą kito nuo 0,031 μg/ml iki 

0,646 μg/ml, o kiekinio nustatymo riba – 0,104 μg/ml iki 2,154 μg/ml. Įverti-

nus kavos rūgšties kiekį nustatyta, kad tiriamoje tinktūroje jos koncentracija 

siekė 3,78 ± 0,23 μg/ml. Apskaičiavus kaftaro rūgšties kiekį kavos rūgšties 

ekvivalentais gauta 1,95 ± 0,10 μg/ml koncentracija, tuo tarpu cichoro rūgš-

ties – 3,47 ± 0,14 μg/ml. Nustačius chlorogeno rūgšties kiekį kavos rūgšties 

ekvivalentais, aptikta 1,75 ± 0,09 μg/ml koncentracija, tačiau ji buvo maţes-

nė nei apskaičiuota nustatymo riba, todėl gautas rezultatas yra nepatikimas. 
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Mūsų atlikti tyrimai parodė, kad švieţioje rausvaţiedţių eţiuolių šaknų 

ţaliavoje dominavo kavos ir chlorogeno rūgštys. Tai neprieštarauja anksčiau 

atliktų tyrimų rezultatams [69, 24, 133], tačiau šių nustatytų junginių kiekiai 

mūsų tirtoje rausvaţiedţių eţiuolių šaknų tinktūroje buvo maţesni. 

 

3.3.1.1 lentelė Šviežių rausvažiedžių ežiuolių šaknų tinktūros (1:5) kiekinio 

fenolio rūgščių sudėties nustatymo pagal kavos rūgšties ekvivalentą 

rezultatai ( ±SD) 
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0,158 0,527 

1,95 

± 

0,10 

0,18 ± 

0,01 

2. 6,83 
Chlorogeno 

rūgštis 
0,646 2,154 

1,75 

± 

0,09 

3,16 ± 

0,13 

3. 7,712 Kavos rūgštis 0,025 0,085 

3,78 

± 

0,23 

6,80 ± 

0,34 

4. 9,719 Cichoro rūgštis 0,031 0,104 

3,47 

± 

0,14 

6,24 ± 

0,25 

SL – sulaikymo laikas, R
2
 – regresijos koeficientas, AR – aptikimo riba,NR – nustatymo 

riba. 

 

Apibendrinus Echinacea purpurea (L.) Moench švieţių šaknų tinktūros 

kokybinės – kiekinės analizės duomenis, nustatyta, kad iš 1 g ţaliavos išekst-

rahuota 92,75 ± 34,47 mg sausųjų medţiagų, iš kurių identifikuoti kavos 

rūgšties dariniai sudarė 16,37 μg, t.y. 0,01 proc. Tiriamojoje tinktūroje di-

dţiąją dalį galimai sudarė kiti neidentifikuoti biologiškai aktyvūs junginiai, 

būdingi rausvaţiedţių eţiuolių šaknų ţaliavai: alkilamidai, polisacharidai, 

lipopolisacharidai ir kt. 
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3.3.2. Eksperimentinių Balb/C linijos pelių kraujo mėginių analizės 

rezultatai 

 

Leukocitų kiekio kraujo mėginiuose nustatymo rezultatai 

 

Apskaičiavus leukocitų kiekį tiriamųjų gyvūnų kraujo mėginiuose, nusta-

tyta kiekio (vnt.) didėjimo tendencija gyvūnų, gavusių švieţių rausvaţiedţių 

eţiuolių šaknų tinktūros ir LysM lektinų frakcijos injekcijas, grupėse (3.3.2.1 

paveikslas). 

 

3.3.2.1 pav. Eksperimentinių gyvūnų kraujo mėginių leukocitų kiekio  

nustatymo rezultatai 
NaCl 0,9 proc. – sterilus fiziologinis tirpalas, Tinktūra – iš šviežių rausvažiedžių ežiuolių 

šaknų paruošta 50 proc. (v/v) etanolinė tinktūra (1:5), Lektinas – LysM lektinų  

frakcija 

 

Tyrimo metu nebuvo nustatyti statistiškai reikšmingi rezultatų skirtumai 

tarp grupių. Darome prielaidą, kad statistiniam duomenų reikšmingumui rei-

kėjo didesnės tiriamųjų gyvūnų imties grupėse. 
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Leukocitų formulės kraujo mėginiuose nustatymo rezultatai 

 

Atlikus tiriamųjų gyvūnų kraujo mėginiuose esančių leukocitų formulės 

skaičiavimus gauti rezultatai pateikti 3.3.2.2 paveiksle. Tiriant visų pelių 

grupių kraujo mėginius, eozinofilų kiekio (proc.) pokyčiuose nenustatyta 

statistiškai reikšmingų skirtumų. Lektinų LysM frakcijos injekcijas gavusių 

gyvūnų kraujyje lazdelinių neutrofilų kiekis sumaţėjo iki 3,9 ± 1,21 proc., 

segmentuotų neutrofilų kiekis sumaţėjo iki 3,7 ± 1,21 proc., limfocitų kiekis 

padidėjo iki 91,2 ± 2,42 proc., o leukocitų (neutrofilų ir limfocitų) su vakuo-

lėmis kiekis išaugo iki 20,2 ± 7,27 proc. Gauti rezultatai statistiškai reikš-

mingai (p < 0,05) skyrėsi, lyginant su gyvūnų, gavusių peritonines fiziologi-

nio tirpalo ar tinktūros injekcijas, kraujo mėginių atitinkamų ląstelių kiekiu 

(proc.). 

Monocitų, maţų, vidutinių ir gigantiškų limfocitų procentinis kiekis sta-

tistiškai reikšmingai (p < 0,05) skyrėsi tarp visų tiriamųjų gyvūnų grupių. 

LysM lektinų frakcijos injekcijas gavusių gyvūnų grupėje monocitų procen-

tinis kiekis sumaţėjo iki 0,2 ± 0,18 proc., tuo tarpu, fiziologinio tirpalo in-

jekcijas gavusių eksperimentinių pelių kraujyje monocitų kiekis siekė 1,9 ± 

0,62 proc. Monocitų kiekis maţėjo ir tinktūros injekcijas gavusioje gyvūnų 

grupėje – iki 0,7 ± 0,24 proc. Maţų limfocitų procentinis kiekis gyvūnų gru-

pėje, gavusioje lektino injekcijas, sumaţėjo iki 0,5 ± 0,18 proc., tuo tarpu 

fiziologinio tirpalo injekcijas gavusių eksperimentinių pelių kraujyje maţų 

limfocitų kiekis siekė  

2,8 ± 1,47 proc. Maţų limfocitų kiekis tinktūros injekcijas gavusioje gy-

vūnų grupėje dar labiau sumaţėjo ir siekė 0,1 ± 0,09 proc. LysM lektinų 

frakcijos injekcijas gavusių gyvūnų grupėje vidutinių limfocitų kiekis statis-

tiškai reikšmingai padidėjo iki 88,7 ± 4,70 proc., tačiau dar daugiau vidutinio 

dydţio limfocitų nustatyta tinktūros injekcijas gavusioje gyvūnų grupėje – 

99,1 ± 0,55 proc. Tuo tarpu fiziologinio tirpalo injekcijas gavusios gyvūnų 

grupės kraujyje nustatyta 83,0 ± 8,80 proc. vidutinio dydţio limfocitų. Gi-

gantiškų limfocitų kiekis LysM lektinų frakcijos injekcijas gavusioje gyvūnų 

grupėje sumaţėjo ir siekė 0,4 ± 0,21 proc., o tinktūros grupėje – 1,1 ± 

0,35 proc. Tuo tarpu fiziologinio tirpalo injekcijas gavusioje pelių grupėje 

apskaičiuota 4,2 ± 1,58 proc. gigantiškų limfocitų. 

Eksperimentinių gyvūnų kraujo mėginių tyrimų rezultatai parodė, kad 

lektinų injekcijas gavusių gyvūnų pirminis imuninis atsakas – fagocitinis 

ląstelių aktyvumas sumaţėjo. Tai parodė statistiškai reikšmingai sumaţėjęs 

neutrofilų ir monocitų kiekis (proc.). Tuo tarpu švieţių rausvaţiedţių eţiuo-

lių šaknų tinktūra turėjo tendenciją skatinti pirminį imuninį atsaką (lazdeli-

nių neutrofilų skaičiaus (proc.) padidėjimas) bei alerginę reakciją, kurią pa-

rodė padidėjęs eozinofilų skaičius (proc.). Kiti tyrėjai nagrinėjo eţiuolių gen-
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ties augalų alergijas sukeliantį poveikį, susijusį su eozinofilų kiekio ir imu-

noglobulino E koncentracijos kraujyje padidėjimu [5, 11, 98, 109]. 

 

 

 

 

3.3.2.2 pav. Eksperimentinių gyvūnų leukoformulės kraujo mėginiuose 

nustatymo rezultatai.  
*p < 0,05 lyginant su kontroline grupe (NaCl 0,09 proc.) ir su tinktūros grupe. #p < 0,05 

lyginant visas grupes tarpusavyje.  

NaCl 0,9 proc. – sterilus fiziologinis tirpalas, Tinktūra – iš šviežių rausvažiedžių ežiuolių 

šaknų paruošta 50 proc. (v/v) etanolinė tinktūra (1:5), Lektinas – LysM lektinų frakcija. 
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Lektinų injekcijos veikė kaip antigenas ir stimuliavo antrinį imuninį atsa-

ką. Tai parodė statistiškai reikšmingai padidėjęs limfocitų skaičius (proc.). 

Statistiškai reikšmingai padidėjęs vidutinio dydţio limfocitų skaičius (proc.) 

leidţia teigti, kad lektinai skatino limfocitų brendimą ir diferenciaciją, tačiau 

ne naujų ląstelių gamybą, nes kraujyje ţenkliai sumaţėjo maţųjų (jaunų) 

limfocitų skaičius (proc.). Šią hipotezę patvirtino ir ţenkliai padidėjęs leuko-

citų (neutrofilų ir limfocitų) su vakuolėmis skaičius, rodantis, kad šios imu-

ninės ląstelės dėl sumaţėjusio fagocitinio aktyvumo kraujotakoje uţsilaikė 

ilgiau nei kitų grupių tiriamųjų gyvūnų kraujyje. Vakuolizaciją galėjo sukelti 

ir lektinų sąveika su ląstelių plazmine membrana. Literatūros šaltinių duo-

menimis, lektinai, prisijungę prie ląstelių plazminės membranos, gali sutrik-

dyti membranos funkciją, o tai sukelia didesnį vandens ir Na
+
 jonų patekimą 

į ląstelę bei vakuolių formavimąsi [42, 52, 55]. 

 

3.3.3. Eksperimentinių Balb/c linijos pelių bluţnies 

imunohistocheminio tyrimo rezultatai 

 

Bluţnis yra didţiausias antrinis imuninės sistemos organas, kuriame vys-

tosi specifinis imuninis atsakas į kraujyje esančius antigenus, hematopoezė ir 

senų eritrocitų išardymas [25, 100]. Eksperimentinių pelių bluţnies imuno-

histocheminio tyrimo rezultatai (3.3.3.1 paveikslas) parodė, kad rausvaţie-

dţių eţiuolių šaknų tinktūra statistiškai reikšmingai, palyginus su fiziologi-

nio tirpalo injekcijas gavusių pelių grupe (p < 0,05) ir su lektinų injekcijas 

gavusia tiriamųjų gyvūnų grupe (p < 0,001), sumaţino T limfocitų tankį 

bluţnies PALS srityje. Tuo tarpu lektinų injekcijas gavusių pelių bluţnies 

PALS zonoje statistiškai reikšmingai (p < 0,001), lyginant tiek su fiziologi-

nio tirpalo, tiek su tinktūros injekcijas gavusių gyvūnų grupėmis, padidėjo T 

limfocitų tankis. 

Folikuluose statistiškai reikšmingai (p < 0,001), palyginti su fiziologine 

grupe, ir su tinktūros grupe (p < 0,05), padidėjo T limfocitų tankis tiriamie-

siems gyvūnams, kuriems buvo injekuotas rausvaţiedţių eţiuolių šaknų he-

magliutininas. T limfocitų tankis folikuluose buvo didesnis rausvaţiedţių 

eţiuolių šaknų tinktūros injekcijas gavusioje pelių grupėje, tačiau statistiškai 

patikimo skirtumo tarp fiziologinio tirpalo ir rausvaţiedţių eţiuolių lektinų 

injekcijas gavusios pelių grupės nerasta. Statistiškai patikimų T limfocitų 

tankio skirtumų nerasta ir tiriamųjų gyvūnų bluţnies raudonojoje pulpoje. 

Gauti tyrimų rezultatai parodė, kad iš švieţios rausvaţiedţių eţiuolių šak-

nų ţaliavos paruošta tinktūra (1:5) slopino specifinį (antrinį) imuninį atsaką. 

Remiantis literatūros šaltiniais, iš švieţių Echinacea purpurea (L.) Moench 

šaknų paruoštuose preparatuose randama didesnė koncentracija lipofilinių 

alkilamidų [163], slopinančių imunines reakcijas [114]. Priešingai šios tink-
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tūros poveikiui, lektinų LysM frakcija sukėlė stiprų specifinį imuninį atsaką, 

kuris paprastai pasireiškia veikiant baltyminės kilmės antigenui. Statistiškai 

reikšmingai padidėjęs T limfocitų tankis bluţnies PALS ir folikulų zonose 

leidţia daryti prielaidą, kad lektinų injekcijos nulėmė specifinę imuninę sti-

muliaciją ir T limfocitų diferenciaciją PALS zonoje. Iš T limfocitų zonos 

subrendusios ląstelės per folikulų zoną migravo į periferinę kraujotaką ir 

neutralizavo antigeną. Mūsų gauti tyrimų rezultatai neprieštarauja kitų auga-

lų lektinų imuninės stimuliacijos tyrimų in vitro [168, 178] ir in vivo [41, 

167] rezultatams. 

 

 

3.3.3.1 pav. T limfocitų tankio (ląstelių/mm²) pasiskirstymas Balb/C pelių 

blužnyje: PALS, folikuluose, raudonojoje pulpoje 
*p < 0,01 lyginant su fiziologinio tirpalo (NaCl 0,9 proc.) ir p < 0,05 lyginant su tinktūros 

grupe. #p < 0,05 lyginant visas grupes tarpusavyje. NaCl 0,9 proc. – sterilus  

fiziologinis tirpalas, Tinktūra – iš šviežių rausvažiedžių ežiuolių šaknų paruošta  

50 proc. (v/v) etanolinė tinktūra (1:5), Lektinas – LysM lektinų frakcija 

 

LysM lektinų frakcija skatino antrinį imuninį atsaką tiriamųjų gyvūnų or-

ganizme. Tai parodė kraujyje sumaţėję neutrofilų ir monocitų kiekiai bei 

padidėjęs senų su vakuolėmis imuninių ląstelių skaičius kraujyje. Dėl lektinų 

specifinio poveikio ląstelių plazminei membranai taip pat galėjo didėti leu-

kocitų su vakuolėmis kiekis kraujyje. Statistiškai reikšmingai didesnis vidu-

tinio dydţio limfocitų procentinis kiekis kraujyje ir T limfocitų tankis ploto 

vienete pelių bluţnies PALS zonoje parodė suintensyvėjusį specifinį imuninį 

atsaką. 
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Iš švieţių rausvaţiedţių eţiuolių šaknų paruošta etanolinė tinktūra (1:5) 

pasiţymėjo specifinį imuninį atsaką slopinančiomis savybėmis, tačiau skati-

no pirminį tiriamųjų gyvūnų imuninį atsaką, nors rezultatai nebuvo statistiš-

kai patikimi. 
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IŠVADOS 

1. Parinktos optimalios sąlygos baltymų išskyrimui iš Echinacea purpu-

rea (L.) Moench švieţios šaknų ţaliavos: ekstrakcija vykdyta fosfati-

niu buferiu (pH reikšmė 7,4) (1:5), po kurios atliktas baltymų išsū-

dymas amonio sulfatu. Nustatytas išskirtų baltymų kiekis viename 

grame ţaliavos – 1820,0 ± 0,03 μg. Lektinai sudarė 0,04 proc. balty-

mų. 

2. Gauta didţiausiu hemagliutinaciniu aktyvumu pasiţyminti baltymų 

frakcija, įsotinant vandeninį Echinacea purpurea (L.) Moench švie-

ţios šaknų ţaliavos baltymų ekstraktą amonio sulfatu nuo 60 iki 

80 proc. Ši frakcija naudota lektinų gryninimui. Nustatytas atrankiau-

sias metodas lektinų gryninimui – afininė chromatografija su D-

manozės, laktozės arba D-galaktozės ligandais. 

3. Išskirta lektinų frakcija, kurioje identifikuoti du LysM lektinų klasės 

~ 40 kDa dydţio LysM domenus turintys glikoproteinai, prisitvirti-

nantys prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolį ir pasiţymintys 

specifiškumu laktozei, D-manozei ir D-galaktozei.  

4. Nustatytas identifikuoto LysM domeną turinčio lektino peptido kiekis 

– 0,316 ng (viename grame švieţios šaknų ţaliavos). 

5. Nustatyta Echinacea purpurea (L.) Moench švieţios šaknų ţaliavos 

lektinų sukelta antrinio imuninio atsako stimuliacija. Tiriamųjų gy-

vūnų kraujo mėginiuose statistiškai reikšmingai (p < 0,05) sumaţėjo 

neutrofilų bei monocitų kiekis, tačiau padidėjo limfocitų kiekis, o 

bluţnyje statistiškai reikšmingai (p < 0,001) padidėjo T limfocitų 

kiekis. 
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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; 

2. To purify lectins from extracted proteins; 

3. To evaluate purified lectins qualitatively; 

4. To estimate peptide quantity of identified; 

5. To assess the impact of purified lectins to Balb/c mice immune system 

reactions in vivo. 

 

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 γ-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 × 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-
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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 × 11 cm) 

filled with Sepharose-mannose matrix and was equilibrated with 40 mL of 

with Buffer A at the flow rate 1 mL min
-1

 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
-1

. 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
-1

), 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 × 10
8
 cells mL

-1
). 

Hemagglutination assay. Flat-shaped 96-well microtiter plates were used in 

the hemagglutinating activity (HA) assay. Each well of the plate received 

25 μL of the PBS buffer, pH 7.4, followed by the addition of 25 μL of pro-

tein sample and 25 μL 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 10×. 

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 µL (2 µg) of the lectin solution was add-

ed to the twofold serially diluted inhibitor carbohydrate solutions, at a final 

volume of 100 µL, and the plate was incubated for 20 min at room tempera-

ture. 50 µL 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 Lämmli 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 liq-

uid was removed and 50 µL of trypsin solution (13 ng µL
-1

 trypsin, 5 mM 

NH4HCO3, 10 % ACN) was added to the dry gel pieces and incubated at 

37 ºC for 16 h. Digested peptides were extracted with 200 µL of water for 

10 min, followed by extraction with 200 µL 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 µL 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 µL 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 ≥50, peptide number ≥2. 

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 (±SD). 

Hemagglutination titre. Each well in a flat-transparent bottom microtiter 

plate was filled with 25 µL PBS, pH 7.4. 25 µL of protein extract was pipet-

ted to the first well and serially diluted. Dilution repeated in 1 to 8 wells. 

25 µL 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 ºC. 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 × 2.1 mm i.d., 

1.7 μm 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
-1

. 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-Ile-Ile-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]
2+

 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 μL. 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 μL peritoneal injections of physiological NaCl solution; 

animals in tincture group (n=15) got 50 μL 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 μL (250 μg kg
-1

) of purified hemagglutinin peritoneal injection. 

Injections were repeated 4 times every 7 days. On 5
th

 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 µm 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 × 4.6 mm, particle size 

5 μm). 

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 200–400 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]. 



120 

 

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 40× objective lens. 

Thereafter, blood samples were smeared on a glass slide and stained with 

May-Grünwald-Giemsa to perform differential leucocyte count. Neutrophils, 

lymphocytes, and monocytes were counted using a light microscope (Nikon, 

Japan) under a 100× 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 μm 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 II scanner at 

0,2325 μm/pixel resolution. For one slide evaluation 8 nonoverlapping peri-

arterial lymphoid sheaths (PALS), follicles and red pulp (RP) sections 

(27392,0 μm² (214,0 × 128,0 μm)) 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 (μm²). 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
th

 and 38
th

 minute. Elution buffer change to 0.2 M 

lactose solution in PBS eluted mannose-specific lectins from mannose-

sepharose matrix between 38
th

 and 46
th

 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 Ω [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. 50 g 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 (F0–60), higher hemagglutination titre was noticed in fraction 

saturated 60–80 % of ammonium sulphate (F60–80). Protein quantity in F60–80 

was 230.0±0.01 μg in one gram of purple coneflower fresh roots (3.2.1.1 

table.). 

Protein fraction F60-80 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 μg 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, F60-80 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 μg ml
-1

 (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 µg ml
-1

. 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 µg ml
-1 

[191] 

or stinging nettle root agglutinin 2.5 µg ml
-1 

[150] minimal hemaglutinating 

concentrations, but higher than WGA minimal agglutinating concentration 
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0.4 µg ml
-1 

[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. Identified 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 ng mL
-1

 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 μg of caffeic acid per one of mL tincture was estimated. Caftaric 

acid quantity in caffeic acid equivalents was 1.95±0.10 μg mL
-1

, cichoric 

acid – 3.47±0.14 μg mL
-1

 and 1.75±0.09 μg mL
-1

 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 µg 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 
1. 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 μg in one gram of fresh root material. Lectins esti-

mated for 0.04 % of protein. 

2. 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. 

3. 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. 

4. The quantity of identified LysM domain peptide in one gram of fresh 

roots was 0.32±0.002 ng. 

5. 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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