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IVADAS

Gamtinés kilmés junginiai yra perspektyvus bioaktyviy komponenty $al-
tinis, nes daznai pasizymi mazesniu toksiskumu ir geba veikti sinergistiskai,
sustiprindamos terapinj poveikj [1]. Ypatingas démesys skiriamas augalinés
kilmés ekstraktams, kuriuose aptinkama biologiskai aktyviy junginiy, galin-
¢iy turéti antimikrobinj, antioksidacinj ir priesvézinj poveikj [2, 3]. Antimik-
robiniy ir prieSvéziniy junginiy atranka bei jy biologiniy poveikiy tyrimai yra
viena i§ prioritetiniy Siuolaikinés medicinos ir farmakologijos moksliniy
tyrimy krypc¢iy. Didéjant atsparumui antibiotikams ir véZzio atvejy augimui,
visame pasaulyje ieSkoma naujy, efektyviy ir saugiy terapiniy alternatyvy [4,
5]. Tikslingas nepakankamai iSnaudoty augaly tyrimas yra svarbus tiek
moksliniu, tiek praktiniu poziiiriu, nes leidZia atrasti naujus natiiralios kilmeés
bioaktyviy junginiy Saltinius, kurie gali biiti pritaikomi maisto, farmacijos ar
kosmetikos srityse. Daugelio tokiy augaly biologinis poveikis ir cheminé
sudétis vis dar néra pakankamai istirti, tod¢l jy panaudojimo potencialas
iSlieka neiSnaudotas. Ypac svarbu tirti augalus, gebancius augti ekstrema-
liomis ar nepalankiomis salygomis, nes jie daznai turi iSvystytus apsauginius
biocheminius mechanizmus. Tokie mechanizmai lemia didesn¢ antriniy
metabolity, iskaitant antioksidantus ir fenolinius junginius, koncentracija, o
tai padidina jy biologinj aktyvumg ir galimg terapinj poveikj. Be to, Sie
junginiai gali turéti prieSuzdegiminj, antimikrobinj, prieSvézinj ar kitokj
naudingg farmakologinj poveikj. Viena i§ nepakankamai iSnaudoty augaliniy
zaliavy, turinCiy reikSmingg terapinj potencialg, yra dygioji usnis Cirsium
vulgare (Savi) Ten. [6].

Dygioji usnis (Cirsium vulgare (Savi) Ten.) yra astriniy (Asteraceae)
augaly Seimai priklausantis zolinis augalas. C. vulgare yra paplitusi Europo-
je, Azijoje, Siaurés Afrikoje ir Siaurés Amerikoje. Lietuvoje dygioji usnis
néra priskiriama vaistiniams augalams. Tai ruderalinis augalas, kuris geba
prisitaikyti prie aplinkos salygy, todél Sio augalo zZaliavos panaudojimas —
tvarus biidas panaudoti mazai vertinta natiralig flora. Siy augaliniy zaliavy
fitochemingés sudéties ir jy poveikio nustatymo tyrimai yra svarbi moksliniy
tyrimy kryptis, leidzianti jvertinti $iy augaliniy Zaliavy panaudojimo galimy-
bes sveikatinimo srityse [7].

Dygiosios usnies ekstraktuose nustatyti biologiskai aktyviis junginiai
(fenolio junginiai, aminoriig§tys) pasizymi jvairiapusiu biologiniu aktyvumu
[6-9]. Fenolio junginiai, tokie kaip fenolinés rtigstys ir flavonoidai, pasizymi
stipriu antioksidaciniu poveikiu — apsaugo lasteles nuo oksidacinio streso,
kuris yra susijes su létiniy ligy ir véziniy susirgimy vystymusi [10].
Aminortgstys, tokios kaip L-glutamo rtigstis ir L-asparto rigstis, yra buitinos



7mogaus organizmui, nes dalyvauja metabolizmo procesuose. Sios amino-
rugsStys yra svarbios lgsteliy augimui ir proliferacijai, nukleotidy sintezei ir
gliukogenezei bei nervy sistemos vystymuisi [7, 11, 12]. Literattiroje apraSo-
mi moksliniy tyrimy rezultatai apie dygiosios usnies ekstrakty prieSuzdegi-
minj, antiseptinj, hepatoprotekcin;j ir diuretinj poveikius [7, 12—-15]. Dygio-
sios usnies ekstraktai naudojami liaudies medicinoje reumatinio uzdegimo
pozymiams gydyti, o nuovirai — skausmui mazinti [7, 9]. Atsizvelgiant |
dygiosios usnies ekstrakty sudétyje esanciy biologiskai aktyviy junginiy
jvairove ir jy farmakologinj potenciala, Sis augalas iSlieka vertingu naturaliy
bioaktyviy medziagy Saltiniu, tod¢l svarbu plésti Sio augalo biologiSkai
aktyviy junginiy identifikavimo ir jy biologinio poveikio tyrimus, siekiant
ivertinti C. vulgare zaliavos potencialg sveikatinimo produkty gamyboje.

Norint nustatyti naujas C. vulgare augalinés zaliavos taikymo galimybes
sveikatinimo srityse, biitina iSsamiai analizuoti veiksnius, lemiancius §io
augalo biologiSkai aktyviy junginiy sudéties ir koncentracijos pokycius.
Biologiskai aktyviy junginiy kokybings ir kiekybinés sudéties nustatymui,
C. vulgare augalingje zaliavoje, svarbu taikyti metodus, kuriy déka galima
tiksliai jvertinti augalinés zaliavos ir i$ jos pagaminty produkty fitocheming
sudét]. Siuolaikinés validuotos metodikos leidzia jvertinti fitochemine sudétj
skirtingais fenologiniais tarpsniais ir nustatyti, kada sukaupiama daugiausia
biologiskai aktyviy junginiy. Analizuojant skirtingas augalo dalis (ziedynus,
lapus, Saknis), galima nustatyti junginiy kaupimosi désningumus vegetatyvi-
niuose ir generatyviniuose organuose. Dygiosios usnies augalinés zaliavos
ekstrakty fitocheming sudét] svarbu tyrinéti iSsamiau, siekiant nustatyti
biologiskai aktyvius junginius, galin€ius turéti reik§mingg poveikj organizmo
lasteléms. Atlikti tyrimai pateikia naujy moksliniy Ziniy ir padeda geriau
suprasti dygiosios usnies augalin¢je zaliavoje nustatyty junginiy biologinj
poveik].

Darbo tikslas: IStirti Lietuvoje auganciy dygiyjy usniy (Cirsium vulgare
(Savi) Ten.) fenoliniy junginiy ir aminortig§¢iy kokybine ir kiekybing sudéti
bei jvertinti ekstrakty biologinj poveikj lasteliy kulttiroms in vitro.

UZdaviniai:
1. I8vystyti ir validuoti efektyviosios skys€iy chromatografijos (ESC)
metodikg fenoliniy junginiy ir dujy chromatografijos — masiy spek-

trometrijos (DC-MS) metodika aminortig§¢iy kokybinés ir kiekybi-
nés sudéties nustatymui dygiyjy usniy éminiuose.



2. Istirti dygiyjy usniy augaliniy Zaliavy (lapy, Ziedyny, Sakny) feno-
liniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties varijavima skirtin-
gais fenologiniais tarpsniais.

3. I8tirti dygiyjy usniy augaliniy zaliavy (lapy, ziedyny, Sakny) amino-
rugscéiy kokybinés ir kiekybinés sudéties varijavima skirtingais feno-
loginiais tarpsniais.

4. Ivertinti dygiyjy usniy ekstrakty antioksidacinj, prieSvézinj ir anti-
mikrobinj poveikj in vitro modelinése sistemose.

Naujumas

Siame tyrime nagrinéjama nepakankamai i$naudota augaling Cirsium
vulgare zaliava, kuri yra biologiskai aktyviy medZziagy Saltinis. Tyrimai susij¢
su C. vulgare zaliava islieka moksliskai neapibrézti. Iki Siol néra moksliniy
tyrimy, kuriuose biity vertinta vegetacijos eiga, aminoriig§¢iy kiekis ir Sios
zaliavos potencialas maistingumui. Tyrimai su §ia augaline Zaliava tebéra
fragmentiski ir jy apimtis yra maza. Siame darbe pirma karta kompleksiskai
analizuojami C. vulgare antriniai metabolitai, jy biologinis aktyvumas. Gauti
tyrimo rezultatai prisideda prie naujy duomeny kaupimo apie nepakankamai
iSnaudotus vietinius augalus, kurie gali buti pritaikomi kaip tvarls ir
ekonomiskai naudingi iStekliai jvairiose pramongs srityse. Tai leidzia ne tik
plésti mokslines zinias apie riiSies chemine sudétj ir biologinj aktyvuma, bet
ir vertinti jos praktinj potencialg platesniame taikomyjy moksly kontekste.

Tyrimy metu, pritaikius ekstrakcijg su griztamuoju Saldytuvu, naudojant
50 proc. (v/v) etanolj, fenoliniy junginiy ekstrakcijos efektyvumas padidéjo
1,7 karto, lyginant ja su ekstrakcijomis atliktomis kitokiomis sglygomis.
Tokiu budu atlikta ekstrakcija uztikrino patikimg ir efektyvy fenoliniy jun-
giniy iSgavima i§ dygiyjy usniy zaliavos. Kokybinei ir kiekybinei fenoliniy
junginiy bei aminoriig§¢iy sudéties analizei atitinkamai pritaikytos ir vali-
duotos ESC-DMD bei DC-MS su derivatizacija metodikos. Pirma karta
atlikti dygiyjy usniy (C. vulgare) zaliavose esanciy 11 fenoliniy junginiy
tyrimai, kuriuose didziausig dalj sudaré¢ apigenin-7-O-gliukozidas (A7G) ir
chlorogeno riigstis (CGA). Tyrimy metu augalo lapy, ziedyny ir Sakny
ekstraktuose nustatyta atitinkamai 15, 14 ir 13 aminoriigsciy, i$ kuriy didziau-
sig dalj sudaré nepakei¢iamosios L-asparto ir L-glutamo rtgstys. Fenoliniy
junginiy ir aminorigsciy kiekybinés bei kokybinés sudéties pokyciy analize,
nuo fenologinio ramybés periodo pabaigos iki sékly brandos tarpsnio, leidzia
nustatyti, kada sukaupiama didziausia Siy junginiy koncentracija ir jvertinti
ju potencialy panaudojima. Pirmg kartg atlikti biologinio aktyvumo tyrimai,
kuriuose jvertintas skirtingy dygiyjy usniy (C. vulgare) ekstrakty (lapy, zie-
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dyny, Sakny) antioksidacinis, antimikrobinis ir prie§vézinis poveikis. Nusta-
tytas reikSmingas usniy zaliavy ekstrakty biologinis aktyvumas patvirtina jy
potencialy panaudojimg tolimesniems tyrimams. Siekiant geriau suprasti
C. vulgare ekstraktuose aptikty biologiskai aktyviy junginiy veikimo mecha-
nizmus ir jy taikymo galimybes sveikatinimo srityje, biitina atlikti iSsames-
nius farmakologinius ir klinikinius tyrimus.

Praktiné ir teoriné reikSmé

Atlikti moksliniai tyrimai pateikia naujy ziniy apie dygiyjy usniy (C. vul-
gare) augaliniy zaliavy chemine¢ sudétj ir jy ekstrakty biologinj aktyvuma.
Tyrimy metu pritaikytos ir validuotos ICH Q2(R2) gaires atitinkancios efek-
tyviosios skys¢iy chromatografijos ir dujy chromatografijos — masiy spektro-
metrijos metodikos, skirtos detaliam fenoliniy junginiy ir aminoragsciy
nustatymui C. vulgare augalingje zaliavoje. Dygiyjy usniy (lapy, ziedyny,
Sakny), surinkty skirtingais fenologiniais tarpsniais, fenoliniy junginiy ir
aminorigsciy sudéties pokyciy analizé yra svarbi, siekiant suprasti antriniy
metabolity biosintezés désningumus augalo vystymosi metu. Validuotos
metodikos gali biiti taikomos vertinant dygiyjy usniy augaliniy Zaliavy koky-
be ir atliekant C. vulgare ekstrakty kokybinés bei kiekybinés sudéties stan-
dartizavimo tyrimus.

Dygiyjy usniy augalinése zaliavose (lapuose, Ziedynuose, Saknyse) nu-
statyti fenoliniai junginiai ir aminortigstys yra biologiSkai aktyviis kompo-
nentai. Nepakei¢iamy aminortigsciy, tokiy kaip L-asparto ir L-glutamo
rigsciy, nustatymas suteikia vertingy Ziniy apie C. vulgare augalinés zaliavos
maisting verte. Kiekybiné analizé parode, kad L-glutamo ir L-asparto rigsciy
kiekis tirty augaly lapy zaliavose svyravo nuo 2,68 iki 3,78 mg/g ir buvo
mazdaug dvigubai didesnis, palyginti su kity tirty Asteraceae Seimos augaly
lapy Zaliavomis, kuriose $iy aminortigsciy kiekis sieke 1,10-1,33 mg/g [16].
Usniy ekstraktuose nustatytas platus spektras aminortigsciy, kurios gali biti
panaudojamos nattiraliuose maisto papilduose, skirtuose papildyti organizma
aminorigstimis. Nustatytos aminortigstys augalo ekstraktuose gali biiti pritai-
kytos kuriant preparatus, skirtus medziagy apykaitos, kepeny ar raumeny
funkcijos palaikymui. Atlikti tyrimai skatina tolesnius tyrimus, siekiant pa-
gristi augalo zaliavos ekstrakty panaudojimg sveikatinimo produkty gamy-
boje.

Sausyjy ekstrakty, pagaminty i§ augalo ziedyny ir Sakny, antimikrobinio
aktyvumo tyrimo rezultatai su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis, Bacillus cereus ir Proteus vulgaris bakterijy kultiiromis parod¢, kad
Sie ekstraktai gali biiti potencialiai veiksmingi dél jy antimikrobinio poveikio.
PrieSvéziniuose tyrimuose naudoti ekstraktai, pagaminti i§ dygiyjy usniy
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ziedyny, reikSmingai slopino zmogaus skrandzio karcinomos (KATO III) ir
zmogaus gaubtinés zarnos adenokarcinomos (HT-29) lasteliy linijy gyvybin-
guma. ,,Zaizdos gijimo* tyrimo metu nustatyta, kad Sakny ekstraktas stipriau-
siai slopino HT-29 Igsteliy migracija. Ziedyny ekstraktas sumazino sferoidy
gyvybingumg iki 77,9 proc., o Sakny ekstraktas — iki 81,5 proc. Nustatytas
C. vulgare ekstrakty antioksidacinis aktyvumas yra svarbus vertinant poten-
cialy jy naudojima produktuose, skirtuose oksidacinio streso ir su juo susiju-
siy bukliy kontrolei. Dygiyjy usniy ekstraktai slopino mikroorganizmy, jskai-
tant gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas bei mieliagrybius, augima,
kas pateikia naujy moksliniy duomeny apie jy galimg panaudojimg kaip
natiiraliy konservanty. Tyrimo rezultatai apie dygiosios usnies ekstrakty
priesvézinj poveikj yra reikSmingi ieSkant naujy, natiiralios kilmeés, papildo-
my ar alternatyviy prieSvézings terapijos galimybiy. Turimi tyrimy duomenys
apie dygiosios usnies ekstrakty antioksidacinj, antimikrobinj ir prieSvézinj
aktyvuma skatina tolesnius tyrimus, siekiant nustatyti biologiskai aktyviy
junginiy individualy poveikj bei sinergisting saveika.

Darbo rezultaty aprobavimas

Tyrimy rezultatai pristatyti 5-iose tarptautinése mokslinése konferen-
cijose: ,,JECPS 2024 : The 3" International electronic conference on Plant
Sciences” (2024 m. sausio mén. 15-17 d. nuotoliné konferencija), ,,Interna-
tional conference of Life Sciences The COINS 2023” (2023 m. balandzio mén.
24-27 d. Vilnius, Lietuva), ,,The joint international scientific practical con-
ference Contemporary Pharmacy: Issues, Challenges and Expectations
2022 — CPICE-PSP 2022” (2022 m. geguzés mén. 6 d. Kaunas, Lietuva),
,, 70" International Congress and Annual Meeting of the Society for
Medicinal Plant and Natural Product Research (GA)” (2022 m. rugpjicio 28—
31d. Salonikai, Graikija), ,,The Vital Nature Sign: 15" International
Scientific Conference The Vital Nature Sign” (2021 m. geguzés 20-21 d.
Kaunas, Lietuva).

Tyrimy tematika paskelbtos 4 mokslo publikacijos, iSspausdintos tarp-
tautiniuose mokslo leidiniuose, turin¢iuose cituojamumo rodiklj Clarivate
Analytics Web of Science (CA WoS) duomeny bazéje.
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Darbo apimtis ir struktiira

Disertacija parengta lietuviy kalba. Disertacija sudaro jvadas, literattiros
apzvalga, tyrimy objektai ir metodai, rezultatai ir jy aptarimas, iSvados,
santrauka (angly k.), literatiros sarasas (194 Saltiniai), disertacijos tema
paskelbty publikacijy sarasas, mokslo konferencijy disertacijos tema sarasas,
priedai, gyvenimo apraSymas, padéka. Darbe pateiktos 9 lenteles ir 17 pa-
veiksly. Disertacijos apimtis 140 puslapiy.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Dygiuju usniy (C. vulgare) morfologija ir paplitimas

Cirsium vulgare (Savi) Ten., dar kitaip vadinama Carduus lanceolatus
L., Carduus vulgaris Savi. Augalas priklauso eukarioty domenui, augaly
karalystei, Asteraceae Seimos augalams, Cirsium genciai [17].

C. vulgare yra dvimetis, kartais daugiametis augalas [18]. Stiebas 50—
120 cm aukscio, Sakotas. Lapai iStisiniai, lancetiSki arba skiautéti, spygliSkai
dantyti [19]. Pirmaisiais metais suformuojama lapy rozeté su elipsiskais,
dygliuotais lapais dantytu lapalaks§ciu. Augalas turi Sakota liemeniniy Sakny
sistemg, sudarytg iS keleto Sakny [20]. Antraisiais metais augalo aukstis gali
siekti iki 2 metry [21]. Stiebas briaunotas ir dygliuotas su prazanginiais
lapais. Stiebo lapai lancetiski iki 30 cm ilgio, jy lapalakstis yra su didesnémis
skiltimis ir iSkarpymais nei rozetés lapy. VirSutiné lapo pusé¢ yra spygliuota.
Lapo skiltys baigiasi spygliu. Violetinés spalvos dvily¢iai ziedai (vir§ 200)
yra vamzdiski, i$sideste galvutés pavidalo Ziedyne. Ziedynai biina pavieniai
arba sudaro grupes i§ 2-3 Ziedy. Baltaziedé forma yra reta. Ziedynas yra
kiauginio formos ir gausiai apgaubtas paziedémis [20]. Ziedynsostis yra 3—
5 cm ilgo, plokscias. Violetiniai dvilyciai ziedai yra vamzdiniai, iSsidéste
galvutéje (trumpakociai ziedai sutelkti sustoréjusiame ziedynsostyje).
Paziedlapiai sudaro skraiste, kuri gaubia Ziedynsostj. Ziedynai gali atsirasti
pavieniui arba ziedkocio galiinéje suformuojant dviejy ar trijy ziedyny san-
kaupa. Galvutes, kuriy didziausioje yra daugiau nei 200 Ziedyny, yra kiausi-
nio formos su daugybe ziedyny [18]. Zydéjimas trunka didZigja mety dalj,
taciau paprastai vyksta nuo pavasario iki rudens, priklausomai nuo augimo
salygy [20]. Vaisius yra lukstavaisis (arba vienaséklis neatsidarantis sausasis
vaisius) su skristuku. Skirstuko spalva varijuoja ir gali buti balta, geltona,
pilka, ruda ar juoda. LukStavaisiai atvirksciai kiauSiniski, suploti, keturbriau-
niai, prie pagrindo siaur¢jantys. Lukstavaisiy pavirSius plikas, vagotas,
blizgantis, Sviesiai geltonos ar rudos spalvos su tamsesnémis juostelémis
(2,54 mm ilgio ir apie 1,5 mm plocio) su giliai jdubusia virStine [22, 23].
Ant jy yra skristukas (lot. pappus) 1§ balk§vy plunksny Seriy (8—25 mm ilgio),
kurie beveik apgaubia subrendusi vaisiy [23, 24]. C. vulgare dauginasi beveik
vien s¢klomis, turinciomis skristuka (lot. pappus), kurios véjo pagalba pa-
sklinda po aplinka. Mazesniu mastu s¢klas platina vanduo, gyviinai, trans-
porto priemones [21].

Augalas C. vulgare yra kiles i§ Eurazijos, kur ypac paplitgs pidymuose,
ganyklose ir apleistose neuzstatytose vietose [24, 25]. Jis randamas daugiau
nei 50 Saliy, yra natiiralizuotas ir placiai paplitgs visuose Zemynuose, iSskyrus

14



Antarktidg [22]. Tai ypac paplitusi invaziné usniy rusis Piety Afrikoje, Etio-
pijoje, Kenijoje, Siaurés Amerikoje, Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje,
kuri aptinkama kvieciy auginimo vietose ir aplink didziyjy ezery regiong [25,
26].

1.2. Dygiuju usniu (C. vulgare) fitocheminés sudéties
tyrimo metodai

Literatiroje aprasomi tyrimy duomenys nurodo, kad Cirsium genties
augalai, o tame tarpe ir C. vulgare savo sudétyje kaupia flavonoidus, stero-
lius, triterpenus, alkaloidus, poliacetilenus, acetilenus, angliavandenius, ami-
nortgstis, seskviterpenus, laktonus, fenolio rugstis ir lignanus [27]. Visi Sie
junginiai aptinkami pavieniuose Cirsium genties fitocheminés sudéties tyri-
muose [21, 28, 29]. ISsamis tyrimai apie metanoliniy C. vulgare lapy ir
ziedyny ekstrakty kokybing ir kiekybing sudétj yra atlikti autoriy Nazaruk ir
Sieliwoniuk [6, 30]. Autoriai Nazaruk ir kiti, savo tyrime nurodo, kad naudo-
jant skirtingus tirpiklius i§ C. vulgare zaliavos galima iSekstrahuoti labai
platy biologiskai aktyviy junginiy spektra, todel iS§sami kiekinés sudéties
analiz¢ panaudojant kitokius ekstrahentus yra reikalinga [6].

Fenoliniy junginiy nustatymo metodai C. vulgare augalinéje

Zaliavoje

C. vulgare savo sudeétyje kaupia flavonoidus, flavonus ir fenolio riigstis.
Tai dalis junginiy priklausanciy fenoliniy junginiy grupei [31]. Flavonoidai
gali biiti skirstomi | flavonolius, flavonus, izoflavonus, antocianinus, flava-
nonus, katechinus ir chalkonus, atsizvelgiant j jy cheming struktiirg ir hetero-
ciklinio ziedo oksidacijos laipsnj. Flavonoidai paprastai biuina glikozidy
pavidalu. Dvi pagrindinés fenolio riig§¢iy grupés tai hidroksibenzenkarboksi-
rigstys ir hidroksicinamono riigtys. Stilbenai, taninai ir ligninai yra gaunami
i§ fenolio rugsciy [32].

Nors atlikta daugybé tyrimy fenolio junginiy aptikimui skirtingomis ty-
rimy metodikomis ir fenolio junginiy strukttiriniy grupiy kiekybiniam nusta-
tymui, augaly cheminés sudéties tyrimai vis dar iSlieka sudétingi dél daugia-
komponentés augaly zaliavy sudéties. Fenoliniy junginiy kiekiai C. vulgare
augalingje Zaliavoje iki Siol buvo tyrinéti mazai. Pavienése studijose buvo
i8tirti fenoliniy junginiy kokybiniai skirtumai C. vulgare augalingje Zaliavoje,
taciau truksta duomeny apie C. vulgare augalinés zaliavos fitocheminés sude-
ties pokycius skirtinguose fenologiniuose tarpsniuose ir skirtingose zaliavos
dalyse [33, 34]. Tiksliy kiekybiniy fenoliniy junginiy nustatymo metodiky
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poreikis nuolat auga, todel aktualu plétoti ir taikyti metodikas grindziamas
fenoliniy grupiy strukttromis [35].

Efektyvioji skys¢iy chromatografija (ESC) ir dujy chromatografija (DC),
arba jy kombinacijos su masiy spektrometrija (MS), yra du dazniausiai
taikomi metodai fenoliniams junginiams kiekybiskai jvertinti. Kiti svarbis
metodai apima spektrofotometrinius testus ir plonasluoksn¢ chromatografija
[36]. Augaly ekstrakty fitocheminé sudétis gali biiti analizuojama naudojant
plonasluoksnés chromatografijos ,,pirSty atspauda®, kuris atspindi specifiniy
farmakologiskai aktyviy junginiy, jskaitant fenolinius junginius, chromato-
grafinj profilj. ESC yra pazangesn¢ ir automatizuota plonasluoksnés chroma-
tografijos versija, kurig sudaro naujausi techniniai patobulinimai, skirti fito-
cheminiy medziagy kokybés vertinimui ir analizei. Sis metodas pasizymi
tokiais pranaSumais kaip paprastas méginiy paruosSimas, galimybé optimi-
zuoti specifiniy junginiy analizg¢ ir tuo paciu metu palyginti daugybe meéginiy
vienoje plokstel¢je. Toks lygiagretus palyginimas leidZia nustatyti tiriamy
augaly sudéties panasumus ir skirtumus [37-39].

Dujy chromatografija (DC) yra vienas i§ metody, naudojamy fenoliniy
junginiy, tokiy kaip fenolio rugstys [40], kondensuoti taninai [41] ir flavo-
noidai [42], atskyrimui, identifikavimui ir kiekybiniam nustatymui. Naudo-
jant dujy chromatografija, fenoliniy junginiy kiekybinis nustatymas gali
reikalauti papildomy paruoSimo etapy, tokiy kaip lipidy paSalinimas i$
ekstrakto, fenoliniy junginiy atpalaidavimas i§ glikozidiniy ir esteriy jungc¢iy,
naudojant fermentines [43], Sarmines [44] ar rugsStines [45] terpes, cheminio
modifikavimo Zingsniy, pavyzdziui, jy pavertimo lakiaisiais dariniais [35].
Autoriai Banaras ir kiti, tyr¢ antimikrobinj Cirsium arvense poveikj pasirink-
toms mikroorganizmy kultiroms, atliko ir C. arvense metanoliniy ekstrakty
analiz¢ dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu. Atlikto
tyrimo metu nustatyta, kad didziausias identifikuotas fitocheminiy junginiy
kiekis nustatytas metanoliniame lapy ekstrakte. Identifikuota deSimt
fitocheminiy junginiy, tarp kuriy nustatyti vyraujantys junginiai: 10-
oktadekeno riigsties metilo esteris (26,44 proc.), 6,7-dimetoksi-2,2-dimetil-2H-
1-benzpiranas (20,19 proc.), heksadekano rigsties metilo esteris (15,75 proc.)
ir (Z,Z)-oktadeka-9,12-dieno rugsties metilo esteris (12,63 proc.) [46].

Pagrindiniai su dujy chromatografija susij¢ i$Suikiai, kurie néra budingi
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodams, apima fenoliniy junginiy
derivatizacija. Derivatizacijai ir lakiyjy junginiy atskyrimui yra naudojamos
Ivairios reagenty risys. Etil- ir metilchloroformiatas, diazometanas ir dimetil-
sulfoksidas kartu su metiljodatu yra naudojami fenoliniy junginiy metilo ar
etilo esteriams gauti [47—49]. Kita reagenty karta, turinti privalumy atskiriant
lakias medziagas, yra trimetilsililo junginiy grupé, tokia kaip trifluorace-
tamidas, N-(tret-butil-dimetilsilil)-N-metiltrifluoracetamidas ir trimetilsililo
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dariniai [33, 50]. Sililinimo reakcija yra paprasta, nesusidaro nepageidaujami
Salutiniai produktai [51]. Sililo derivatizacija yra tinkamas pasirinkimas
fenoliniams junginiams identifikuoti [42]. DC suteikia didesnj jautrumag ir
specifiskuma, kai naudojama kartu su masiy spektrometrija [33]. Padilha ir
kiti autoriai, nurodo, kad jprastos DC flavonoidiniy glikozidy analizés sunku-
mai i§spresti, pritaikius aukstos temperatiiros aukstos raisSkos DC-MS meto-
da [52]. Aludat ir kity autoriy tyrimo rezultatai parodé, kad DC-MS analizé,
naudojant flavonoidy, terpenoidy, lignany standarty méginius, buvo efekty-
vesné nei ESC, nes leido greiciau atlikti analize, pasiekiant geresne skiriamaja
gebg ir uztikrinant aiSkesnj junginiy atskyrimg sumazinant jy persidengima
i8siskyrimo metu [53]. Autoriai Aydin ir kiti, tyrin€j¢ C. vulgare Zaliavos
heksaninius ir metanolinius ekstraktus, identifikavo 41 bioaktyvy junginj
remiantis DC-MS biblioteka. Terpenoidai sudaré¢ didzigja dalj (52,89 proc.)
ekstraktuose nustatyty fitocheminiy junginiy, i§ kuriy augalo ekstraktuose
vyraujantys junginiai buvo lup-20(29)-en-3-olilo acetatas ir lupeolis. Didziau-
siu bendru fitocheminiy junginiy kiekiu pasizymeéjo ekstraktai pagaminti
metanolio pagrindu [13]. ISskirting daugiapakope¢ analiz¢ lignany dariniams
aptikti, atliko autoriai Khodami ir kiti, kurie pritaiké sekg papildomy DC-MS,
SC-MS/MS, SC-SLMS/MS metody ir BMR technologija. Balanofoninas ir
trachelozido lignanai pirmg kartg nustatyti C. vulgare séklose [54].

Efektyvioji skys¢iy chromatografija yra dazniausiai naudojama tiek
fenoliniy junginiy atskyrimui, tiek kiekybiniam nustatymui [55]. Ivairiis
veiksniai daro jtaka ESC fenoliniy junginiy analizei, jskaitant meéginio
grynumg, mobiligja faze, kolonéliy tipus ir detektorius [36]. Iprastai iSgry-
ninti fenoliniai junginiai ESC sistemoje analizuojami naudojant atvirkstinés
fazés C18 kolonéle (RP-C18), diody matricos detektoriy (DMD) ir riigStintus
organinius tirpiklius [33]. Toki metodinj poziiirj patvirtina ir Malgorzatos su
bendraautoriais atliktas tyrimas. Taikydami atvirkstinés fazés ESC metoda
usniy genties augaly ziedyny metanoliniams ekstraktams analizuoti, autoriai
identifikavo penkis vyraujancius fenolinius junginius: chlorogeno rugstj,
apigenin-7-O-gliukozida, = kempferol-3-ramnoglikozida, = kempferol-3-
gliukozidg ir apigening [56]. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodo
jautrumas ir aptikimo riba priklauso nuo detektoriaus, chromatografinés
sistemos, analités savybiy ir méginio grynumo. Autoriai Sieliwoniuk ir kiti,
Cirsium rusies augalui, Cirsium palustre, pritaike iSpléstini ESC metodg su
srautine injekcine chemiliuminescencine detekcija. Tyrimo metu nustatyta,
kad Sis fenoliniy junginiy nustatymo metodas yra 40—65 kartus jautresnis nei
ESC su DMD detektoriumi [57].

Fenoliniy junginiy kiekybiniam nustatymui taikant efektyviosios skysciy
chromatografijos metoda, tiriamieji méginiai paprastai paruoSiami naudojant
organiniy tirpikliy acetonitrilo arba metanolio ir vandens miSinius. Tokia
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tirpiklio sistema uZztikrina tinkama junginiy tirpumga bei palanky jy pasiskirs-
tyma mobiliojoje faz¢je, leidziant] efektyviai pernesti analites per chromato-
grafine kolon¢le [58—60]. Rekomenduojamas mobiliosios fazés pH intervalas
taikomas nuo 2 iki 4, siekiant iSvengti fenoliniy junginiy jonizacijos
identifikavimo metu. Mobiliajai fazei naudojami vandeniniai acto skruzdziy
ir/ar fosforo ruigsciy tirpalai arba fosfato, citrato ir amonio acetato buferiniai
tirpalai esant Zemam pH [55, 60]. Fenoliniy junginiy analizei daZniausiai
taikomas gradientinis elivavimo metodas, kuris, palyginti su izokratiniu,
uztikrina geresnj junginiy atskyrimg. To pasekoje, padidéja analizés
tikslumas tiek kokybiniu, tiek kiekybiniu poziiiriu, o tai ypa¢ svarbu tiriant
sudétingus fenoliniy junginiy misinius [51]. Sj poziarj patvirtina ir Hawryt su
bendraautoriais atliktas tyrimas — tiriant metanolinius Cirsium genties,
iskaitant C. vulgare, ekstraktus, kuomet buvo taikytas efektyviosios skysciy
chromatografijos metodas su gradientiniu eliuavimu, o analizés trukmé buvo
45 minutés [61].

Teisingas kolon¢lés pasirinkimas yra svarbus veiksnys fenoliniams
junginiams identifikuoti. Atskiriant skirtingas fenoliniy junginiy klases pagal
poliariSkuma, dazniausiai naudojamos atvirkstinés fazés (RP-C18) arba
normaliosios fazés koloneles, kuriy ilgis siekia 10-30 cm, vidinis skersmuo
yra 3,9—4,6 mm, o daleliy dydis — 3—-10 pm. [51, 62]. Autoriai Havryl ir kiti,
tyrimy su Cirsium genties augalais metu panaudojo keturias Kinetex (150 x
4,6 mm) chromatografines kolon¢les (C18 5 pm, C18 2,6 pm, pentafluor-
fenilo 5 um, fenil-heksilo 5 pm) ir mobilig fazg, sudaryta i§ metanolio/
vandens/1 proc. skruzdziy rtgsties. Atliktame tyrime, naudojant aStuonis
standartus (naringino, vanilino riigsties, chlorogeno rugsties, kavos riigsties,
rutino, liuteolino, apigenino, p-kumaro riigSties) metanoliniuose ekstraktuose
siekta nustatyti junginiy atsikartojamuma genties tyrime. IS visy tirty Cirsium
genties augaly, tik chlorogeno rugsties atsikartojamumas buvo nustatytas
visose tirtose Cirsium genties augaluose. Visi kiti tirti fitocheminiai junginiai
variavo skirtinguose zaliavy ekstraktuose, priklausomai nuo augalo rasies.
Tiriami fitocheminiai junginiai ekstraktuose identifikuoti lyginant jy
sulaikymo laikus su standartiniy tirpaly sulaikymo laikais [61].

ESC technikoms, tokioms kaip UESC, aukstos temperatiiros skysc¢iy
chromatografija (angl. HTLC) ir dvimaté skys¢iy chromatografija (SC x SC),
naudojamos naujos kartos kolonéles (monolitinés ir dalinai porétas), kuriy
ilgis yra 3—25 cm, vidinis skersmuo — 14,6 mm, o daleliy dydis — 1,7-10 um
[63, 64]. Dauguma ESC analiziy atlickamos esant aplinkos temperatirai,
taCiau pastaruoju metu del naujy kolonéliy ir jrangos sitiloma naudoti
aukStesne temperattra, kurig padidinus chromatografinio atskyrimo procesas
vyksta greiciau [65]. ESC analizés laikas, kuris gali varijuoti nuo 10 iki
150 min., taip pat daro jtaka fenoliniy junginiy aptikimui. Roggero ir kiti,
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pabrézé, kad ilgesnis analizés laikas uztikrina aukstg rezultaty atkuriamuma,
jei palaikoma pastovi temperatiira [66]. Tai patvirtina ir Malgorzatos su
bendraautoriais tyrimas — taikydami atvirksStinés fazés efektyviaja skysciy
chromatografija usniy genties augaly metanoliniuose ekstraktuose, gautuose
i§ ziedyny, jie identifikavo penkis vyraujancius fenolinius junginius: chloro-
geno rugst], apigenin-7-O-gliukozida, kempferol-3-ramnoglikozida, kemp-
ferol-3-gliukozida ir apigening [56].

Fenoliniams junginiams identifikuoti naudojami jvairiis detektoriai,
leidziantys atlikti tiek kiekybing, tiek kokybing analiz¢. Dazniausiai taikomi
diody matricos (DMD) ir fluorescenciniai detektoriai (FLD) [67], taip pat gali
biti naudojamos kolorimetrinés sistemos [68], kurios, nors ir maZiau jautrios,
pasiZymi paprastumu ir leidzia greitai nustatyti junginius pagal spalvinius
poky¢ius. Siekiant padidinti analizés jautrumg ir specifiSkuma, DMD detek-
toriai gali biiti jungiami su fluorescenciniais detektoriais [69]. Efektyvioji
skys¢iy chromatografija, sujungta su masiy spektrometrijos (MS) detekto-
riais, yra itin jautrus ir selektyvus analizés metodas, leidziantis tiksliai
identifikuoti bei kiekybiskai jvertinti fenolinius junginius net ir sudétingos,
daugiakomponentés sudéties miSiniuose. AukStas metodo specifiSkumas
pasiekiamas dél masiy selektyvumo — galimybés atskirti junginius pagal jy
molekuling mas¢, o MS detektoriai suteikia papildoma struktiiring informa-
cija, padedancia patvirtinti junginiy tapatybe [70]. Sieliwoniuk ir bendraauto-
riai, siekdami iStirti fenolinius junginius Cirsium vulgare Ziedyny ekstraktuo-
se, taiké efektyviosios skys¢iy chromatografijos metoda su diody matricos
detektoriumi ir chemiliuminescencine detekcija. Naudojant optimizuotas
chromatografines atskyrimo salygas, atlikta analitiné metodikos charakteris-
tika, o sukurtas metodas seékmingai pritaikytas deSimties fenoliniy junginiy
identifikavimui C. vulgare Ziedyny ekstraktuose. Tyrime pirmg kartg paly-
ginta anali¢iy koncentracija ekstraktuose, paruostuose naudojant skirtingus
tirpiklius — metanolj 100 proc., 96 proc. (v/v) etanolj, 70 proc. (v/v) metanolj,
70 proc. (v/v) etanolj ir vanden]. Nustatyta, kad vyraujantis junginys visuose
ekstraktuose buvo apigenin-7-O-gliukuronidas [30]. Atsizvelgiant j fenoliniy
junginiy jvairove, jy svarbg bei metodiniy sprendimy jtaka identifikavimui,
biitina testi ir plétoti patikimus analitinius tyrimus, skirtus C. vulgare
augalinés Zaliavos fitocheminés sudéties nustatymui.

Aminorugs$ciy klasifikacija ir aminoriigi¢iy nustatymo metodai
C. vulgare augalinéje Zaliavoje

Mitybos pozilriu, aminortigstys yra suskirstytos 1 3 grupes — pakeicia-
mosios, nepakei¢iamosios ir dalinai pakei¢iamos. Dalinai pakei¢iamos
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aminorigstys yra sintetinamos organizmo, taciau laikomos nepakeiciamo-
mis, kuomet organizmas yra stresinéje buisenoje [71]. Dalinai pakei¢iamos
aminorigsStys yra biitinos organizmo augimo procesuose, tode¢l jy pakan-
kamas kiekis svarbus augantiems vaikams, mamoms néStumo ir Zindymo
laikotarpiu [72]. Devynios aminoriigStys, iskaitant histiding, izoleucing,
leucing, lizing, metioning, fenilalaning, treoning, triptofang ir valing yra
klasifikuojamos kaip nepakeiciamosios, kadangi zmogaus ir kity zinduoliy
organizmas negali jy sintetinti. D¢l Sios priezasties, Sios aminoriigstys turi
biiti gaunamos su maistu [73]. Pakei¢iamosios aminortigstys yra sintetinamos
organizmo. Yra atvejy, kuomet tiek pakei¢iamyjy tiek nepakeiiamyjy
aminorigsciy santykis gali kisti. Aminortigstys taip pat skirstomos i 3 grupes
pagal radikalo struktiirg — neutralias, rugstines ir bazines aminortgstis [74].
Kai kurios aminortigstys yra paverciamos ] angliavandenius ir vadinamos
gliukogeninémis aminoriigStimis [75]. Tam tikros aminoriigstys atlieka labai
svarbias funkcijas miisy organizme. Pavyzdziui, tirozinas gali biti pavercia-
mas hormonais — skydliaukés hormonais: tetrajodtironinu (T4) ir trijodtiro-
ninu (T3), antinks¢iy hormonais: epinefrinu, norepinefrinu ar kankorézinés
liaukos iSskiriamu hormonu melatoninu, kuris reguliuoja skydliaukeés
i§skiriamy hormony veiklg nakties metu. Metionino aktyvi forma S-
adenozilmetioninas svarbus trans-metilinimo lgsteliniuose procesuose, nes
perduoda metilo grupe vykstant hormony, nukleortgsciy, baltymy,
fosfolipidy ir kity medziagy sintezei. Cistinas ir metioninas yra pagrindiniai
sieros Saltiniai [71].

DaZniausiai aminoriig§¢iy nustatymui augalinése Zaliavose yra taikoma
jony mainy chromatografija su pokolonéline derivatizacija, ESC ir DC-MS.
Jony mainy chromatografija su pokolon¢line derivatizacija placiai naudo-
jamas metodas aminoriig§¢iy nustatymui jvairiuose biologiniuose méginiuo-
se, jskaitant gyviininés ir augalinés kilmés Zaliavas. Si technika apima
aminorigsciy atskyrima, derivatizacijos reakcijas, dazniausiai su ninhidrinu,
sudarant spalvotus kompleksus, kurie véliau nustatomi fotometriniu budu.
Aptikto komplekso signalo intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas amino-
rugsc¢iy koncentracijai [76, 77]. ESC metodas aminortig§¢iy detekcijai naudo-
jamas dél savo auksto jautrumo, tikslumo ir geb¢jimo analizuoti sudétingus
meéginius. ESC leidzia efektyviai atskirti aminortigstis pagal jy chemines
savybes, tokias kaip poliariSkumas ir molekuliné mas¢. Taip pat, papildomai
atlikus junginiy derivatizacija, galima pagerinti detekcija, padidinant ESC
metodo jautrumg ir selektyvuma [78].

Dujy chromatografijos taikymas aminoriig§¢iy aptikimui augalingje
zaliavoje gali buti tikslingas metodas ne tik aminortig§¢iy koncentracijai nu-
statyti, bet ir siekiant identifikuoti specifing augalo riisj, remiantis skirtingo-
mis aminortig§¢iy seky variacijomis [79]. Autoriai Bongsang ir kiti, taikant
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dujy chromatografijos metodika ir remdamiesi jau Zinomais Cirsium genties
aminoriigs§¢iy sudéties genomo ,,pédsakais®, aprasé¢ naujg Cirsium augaly
ras] — C. nipponicum [79]. Dél aminortig§¢iy poliSkumo, prie§ taikant DC
analiz¢, daznai rekomenduojama atlikti derivatizacija. Aminorigsciy atveju
derivatizacija apima aktyviy vandenilio atomy, esan¢iy OH, NH; ir SH
grupése, pakeitimg i nepolines grupes. Silinimas yra daznai taikoma
derivatizacijos technika, naudojama jvairiy junginiy analizéje [80].
Aminortigs¢iy analizés metody parinkimas ir taikymas yra itin svarbus ne tik
ju kiekybiniam nustatymui augalingje Zaliavoje, bet ir specifiniy augaly riisiy
identifikavimui bei chemingés sudéties ypatumy jvertinimui.

1.3. Dygiuju usniu (C. vulgare) ekstrakty
biologinio aktyvumo tyrimai

1.3.1. Antioksidacinio poveikio tyrimai

Oksidacinis stresas — tai biisena, kai laisvyjy radikaly kiekis organizme
virsija antioksidacing apsauga ir jis gali biiti kiekybiskai jvertintas [81-83].
Laisvieji radikalai sukelia grandinines reakcijas, pazeidziancias lasteles, o
antioksidantai jas nutraukia, oksiduodamiesi patys [84]. Antioksidantai skirs-
tomi j fermentinius (pvz.: SOD, KAT, GPx) ir nefermentinius (pvz.: polife-
noliai, glutationas), kurie veikia sinergiskai, neutralizuodami oksidacinj stre-
sa [85-87]. Antioksidantai skirstomi j natiiralius ir sintetinius, kuriy veiks-
mingumas priklauso nuo jy cheminés struktiiros. Dauguma sintetiniy anti-
oksidanty yra fenolio tipo junginiai [88, 89]. Jy struktiiros dazniausiai pasi-
zymi viena ar keliomis hidroksigrupémis prijungtomis prie aromatinio zZiedo,
o $iy grupiy skaicCius, padétis bei kiti prisijunge pakaitai (pvz., metilo, butilo
grupés) lemia antioksidacinj aktyvuma. Skirtingos cheminés struktiiros taip
pat turi jtakos fizikinéms savybéms, tokioms kaip lakumas, tirpumas ar
terminis stabilumas [90, 91].

Yra jvairiy metody, skirty antioksidacinio poveikio nustatymui, kuriy
kiekvienas turi savity ypatumy, priklausomai nuo tiriamy antioksidanty tipo.
Antioksidaciniy savybiy tyrimai dazniausiai skirstomi j dvi pagrindines
grupes, remiantis cheminémis reakcijomis, kurios vyksta tarp antioksidanty
ir laisvyjy radikaly. Jie skirstomi j metodus pagristus vandenilio atomy perda-
vimu (HAT, angl. hAydrogen atom transfer) ir metodus pagristus elektrony
perdavimu (SET, angl. single electron transfer) [92]. Dazniausiai taikomi
HAT reakcijomis pagrjsti antioksidantinio aktyvumo nustatymo metodai yra
Sie: mazo tankio lipoproteiny oksidacijos inhibavimas, deguonies radikaly
sugerties pajégumas (ORAC, angl. oxygen radical absorbance capacity),
bendras radikalus sugaudancio antioksidanto parametras (TRAP, angl. total
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radical trapping antioxidant parameter) ir krokino i$blukinimo metodas. Sie
metodai daznai naudojami norint jvertinti antioksidanty geb¢jima neutrali-
zuoti laisvuosius radikalus, tokius kaip hidroksilo ir vandenilio radikalai [93].
Fotochemiliuminescencijos (FCL) metodas, kurj taiké Sieliwoniuk ir kiti
tirdami dygiyjy usniy ekstraktus, pagristas HAT reakcijomis. Atliekant anti-
oksidacinj tyrimg $iuo metodu, luminolis naudojamas kaip fotosensibili-
zatorius ir deguonies radikaly aptikimo reagentas. Luminolis reaguoja su de-
guonies radikalais, ir §i reakcija sukelia Sviesos emisija, kuri yra proporcinga
antioksidacinio aktyvumo lygiui. D¢l §io mechanizmo HAT reakcijos leidzia
jvertinti antioksidanty geb¢jima neutralizuoti deguonies radikalus, kadangi
vandenilio atomy perdavimas efektyviai slopina laisvyjy radikaly aktyvuma.
Tai padeda nustatyti ekstrakty gebéjimg kovoti su oksidaciniu stresu, sutei-
kiant svarbiy duomeny apie jy antioksidacinj potencialg [30].

Metodai pagristi elektrony perdavimu (SET), apima tokias reakcijas kaip
DPPH laisvyjy radikaly suriSimo metodas, ABTS radikaly — katijony suri-
Simo metodas, gelezies redukcijos antioksidantiné galia (FRAP, angl. ferric
reducing antioxidant power), spektroforometrinis metodas, iSreiSkiamas
standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentu (TEAC) naudojant ABTS,
vario redukcijos antioksidacinés galios (CUPRAC) tyrimas, tiobarbitiiro
rugsties reaktyviyjy medziagy (TBARS, angl. Thiobarbituric acid reactive
substance) tyrimas [94]. Nazaruk ir kiti, tyrinédami dygiyjy usniy ekstraktus,
pasirinko antioksidaciniam aktyvumui nustatyti DPPH metoda. Autoriai
nurodo, jog didziausiu aktyvumu pasiZyméjo metanoliné ziedy frakcija, ku-
rioje nustatytas didziausias suminis fenoliniy jugniniy kiekis [6]. Sabudak ir
kiti autoriai, atliko C. vulgare ekstrakty, pagaminty i§ skirtingy tirpikliy
(metanolio, etanolio, heksano), antioksidacinio aktyvumo jvertinimag DPPH
metodu. Autoriai nurodo, kad skirtingai nei Nazaruk, ekstraktuose nustatytas
suminis fenoliniy junginiy kiekis su ekstrakty antioksidaciniu aktyvumu
nekoreliavo [14]. Kitas tyrimas, atliktas Nazaruk ir bendraautoriy, apémé
ABTS radikaly — katijony suri§imo metoda, skirtg dygiyjy usniy ekstraktams,
gautiems i§ augalo lapy. Antioksidacinis aktyvumas buvo iSreikstas kaip
bendras antioksidacinis statusas (BAS), kuris varijavo nuo 2,31 iki 2,78 mmol/l
[95].

CUPRAC tyrimas, pagristas elektrony pernasos metodu, yra placiai nau-
dojamas ir gerai Zinomas metodas, skirtas nustatyti jony redukcijos antioksi-
danting galig, t. y. bendra junginio antioksidacinj pajéguma. Sis metodas re-
miasi paprasta redokso reakcija, kurioje antioksidantas veikia kaip elektrony
donoras. Tai lemia dvivalencio vario (Cu(Il)) ir neokuproino (Cu(II)-Nc)
komplekso redukcija i chromogeninj Cu(I)-Nc kompleksa, taip sumazinant
vario Cu?* jonus j Cu* jonus [96]. Sis tyrimas, lyginant su kitais, yra palyginti
paprastas, patikimas, universalus ir reikalaujantis mazesniy finansiniy kasty.
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CUPRAC tyrimas yra placiai naudojamas dé¢l savo greicio ir didelio jautrumo
bei tinkamumo jvairiy fitocheminiy medziagy antioksidacinio aktyvumo
nustatymui [96, 97]. CUPRAC tyrimas yra veiksmingas glutationo (GSH) ir
tiolio tipo antioksidanty nustatymui dél elektroninés Cu (II) struktiros.
Lyginant su FRAP metodu, kuris atliekamas esant mazam pH, CUPRAC
metodas yra jautresnis tiolio tipo antioksidantams, nes FRAP metodas, dél
savo chemings prigimties ir pusiau uzpildyty didelio sukimosi gelezies d-
orbitaliy, yra maziau jautrus Siai antioksidanty grupei. CUPRAC yra
pranasesnis pH atzvilgiu, dél artimumo fiziologiniam pH (pH 7), skirtingai
nei FRAP, kuris atliekamas riigstinémis salygomis. Rugstiné aplinka gali
slopinti arba padidinti méginio redukcijos geb¢jima, todél tai gali turéti jtakos
antioksidaciniy junginiy redukcijos veiksmingumui. CUPRAC, biidamas
neutraliame pH, suteikia tikslesnius duomenis, atitinkancius fiziologines
salygas, ir leidzia geriau jvertinti antioksidaciniy junginiy poveiki. CUPRAC
metodas, palyginus su placiai naudojamu gelezies redukcijos antioksidacinés
galios nustatymo metodu (FRAP), biologiniy skysCiy analizei, yra placiau
pritaikomas lipofiliniy ir hidrofiliniy antioksidanty aptikimui biologiniuose
organizmo skysciuose, dé¢l Sio metodo gebé¢jimo nustatyti bendra biologiniy
skys€iy  antioksidacinj pajéguma. Spalvoti reagentai, naudojami
antioksidanty tyrimuose, daznai yra jautriis jvairiems iSoriniams veiksniams,
tokiems kaip Sviesa, drégme, pH ir tirpikliai [96, 98].

DPPH reagentas, kuris yra pla¢iai naudojamas matuojant antioksidacinj
aktyvumg, gali prarasti savo stabiluma esant nepalankioms aplinkos saly-
goms (netinkama pH, per aukSta/ per Zema temperatira ir kt.). Tuo tarpu
vario (I) neokuproinas, reagentas CUPRAC tyrime, vertinamas kaip stabilus
ir nejautrus daugumai iSoriniy parametry, jskaitant pH, Sviesg ir drégme, todeél
jis suteikia tikslesnius ir patikimesnius rezultatus. CUPRAC reagentu galima
lengvai iSmatuoti polifenoliy ir flavonoidy kiekj augaliniuose ekstraktuose ir
atlikti jvairiy augaly ekstrakty antioksidacinj profiliavimg [98—100]. Kurc ir
kiti atliko tyrimus, kuriais buvo jvertintas jvairiy antioksidacinio poveikio
metody efektyvumas, tiriant dygiosios usnies heksaninius ekstraktus. Auto-
riai panaudojo tiek SET metodus, tokius kaip TEAC, CUPRAC, FRAP, tiek
HAT metodus, tokius kaip pB-karoteno-linolo riigsties (linoleato) reakcija ir
vandenilio atomy perdavimo tyrimai. Atlikto mokslinio tyrimo rezultatai
parodé¢, kad metanoliniai ekstraktai turi stipresnj antioksidacinj poveikj nei
heksaniniai ekstraktai. Metanoliniai ekstraktai pasieck¢é TEAC verte
0,86 umol TE/g, FRAP 1436,6 umol Fe*/g ir CUPRAC 2,14 umol TE/g.
Metanoliniai ekstraktai parod¢ stipresnj -karoteno oksidacijos inhibicijos
poveikj (28,47 proc.) ir didesnj superoksido anijono radikaly suri§imo gebé-
jima (74,85 proc.), palyginti su tirtais heksaniniais ekstraktais [13].
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1.3.2. PrieSvéZinio aktyvumo tyrimai

Atliekama daugybé ikiklinikiniy tyrimy, siekiant atrasti veiksmingus
junginius piktybiniy naviky gydymui. Tik nedidel¢ dalis $iy junginiy, maziau
nei 10 proc. pasiekia visus klinikiniy tyrimy etapus ir tik apie 1-5 proc.
patenka j rinkg [101]. Viena i§ pagrindiniy priezas¢iy — laboratorinése saly-
gose daznai netiksliai atkuriama véziniy lgsteliy biologiné aplinka. Augaliniu
pagrindu pagaminti vaistai skiriasi nuo sintetiniy cheminiy vaisty deél jvairiy
biologiniy junginiy, veikian¢iy kelias vézio patologijas vienu metu. Auga-
linés kilmés vaistai daznai sukelia maziau Salutiniy poveikiy, nes jy veikimo
mechanizmai yra platesni ir maZziau specifiniai. Tuo tarpu cheminiai vaistai
dazniausiai yra orientuoti ] vieng vézio patologija, dé¢l ko gali pasireiksti
daugiau Salutiniy poveikiy ir padidéti atsparumo susidarymo tikimybe [102].

Augaluose kaupiamy bioaktyviy junginiy chlorogeno riigsties, apigenin-
7-0-gliukozido ar kity fenoliniy junginiy tyrimai, reikSmingi tiriant véZiniy
lasteliy gyvybingumo slopinimg [103]. Chlorogeno ruigstis, bioaktyvus
fenolinis junginys, randamas jvairiuose augaluose, jskaitant Cirsium riSies
augalus [104]. Sis fenolinis junginys slopino véziniy Igsteliy gyvybingumg ir
tur¢jo zaizdy gijimo potencialg keliuose in vitro tyrimuose [105—111]. Chlo-
rogeno rugstis tiriama dél jos poveikio naviko lasteliy signaliniams keliams,
vézio lasteliy sferoidy modeliuose [112]. Tyrimy metu nustatyta, kad chloro-
geno rugstis gali slopinti naviko progresavima, slopindama lgsteliy prolife-
racijg, migracijg ir indukuodama apoptoz¢ vézio lasteliy linijose, jskaitant
HT-29 lasteliy linijg [113,114]. Kurata ir kity autoriy atlikto tyrimo metu,
nagrinétas polifenoliy poveikis KATO III ir kitoms vézio lasteliy linijoms,
iskaitant chlorogeno riigstj, i§ saldziyjy bulviy (Ilpomoea batatas L.) lapy
ekstrakty. Tyrimo metu nustatyta, kad chlorogeno riigstis ir kafeoilchino
rigsciy dariniai slopina veézio lgsteliy proliferacija priklausomai nuo
koncentracijos [115]. Tyrimai su Acanthopanax senticosus augalo stiebo
ekstraktais, parod¢ poveiki KATO III lgsteliy gyvybingumui, slopinant Siy
lasteliy augima ir indukuojant apoptoze. Sis poveikis sietinas su augalo stiebo
ekstraktuose nustatyta vyraujancia chlorogeno riig§timi[116].

Tyrimai su flavonoidu apigenin-7-O-gliukozidu, atskleid¢ reikSminga
priesvézinj Sio fitocheminio junginio poveikj per jvairius mechanizmus.
Tyrimy metu nustatyta, kad apigenin-7-O-gliukozidas gali slopinti véZio
lasteliy proliferacija ir indukuoti apoptoze keliose lasteliy linijose [117].
Pavyzdziui, HepG2 kepeny vézio lasteliy modelyje apigenin-7-O-gliuko-
zidas sumazino lasteliy augima, skatino apoptoz¢ per iSorinius kelius ir
indukavo Iasteliy ciklo sustabdyma G2/M faz¢je. Tikslesni duomenys apie
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chlorogeno riigsties poveiki HT-29 ir KATO III Iasteléms, taip pat 3D Iaste-
liy kultiiry tyrimuose, dar turi bti papildyti ir patvirtinti tolimesniais
tyrimais.

Nemaza dalis Cirsium genties augaly pasizymi citotoksiSkumu prie$
ivairias véziniy lasteliy linijas. Cirsium genties augalas Cirsium japonicum
pasizymi jvairiy fitocheminiy junginiy, tarp jy ir diosmino, profiliu.
Diosminas susijes su stipriu antioksidaciniu ir prieSvéziniu aktyvumu. Be
diosmino, Sios rusies ir kity Cirsium genties augaly ekstraktuose, kokybiskai
iStirti ir nustatyti fitocheminiai junginiai — apigenin-7-O-gliukozidas,
luteolino-7-O-glikozidas, hesperidinas ir kvercetinas. Sie junginiai prisideda
prie ekstrakty biologinio aktyvumo, pasiZymi antioksidacinémis, pries-
uzdegiminémis bei potencialiomis prieSvézinémis savybémis [118, 119].
Irodyta, kad Sie flavonoidai prisideda prie laisvyjy radikaly neutralizavimo —
moduliuoja kelis Igsteliy signaly perdavimo kelius, svarbius vézio progre-
sijai, jskaitant apoptozés indukcijg ir lgsteliy migracijos slopinimg [120].
C. japonicum parodé slopinantj poveiki kriities vézio (MCF-7) ir kepeny
vézio (HepG2) lasteliy linijose. C. japonicum ekstrakty prieSvézinis
aktyvumas daugiausia siejamas su fitocheminiais junginiai, tokiais kaip
pektolinarinas ir apigeninas, kurie pasizymi véZiniy lasteliy zutj skatinan¢iu
ir angiogenezes procesa slopinanciu poveikiu bei gebé¢jimu mazinti kriities
vézio (MCF-7) ir kepeny vézio (HepG2) lasteliy migracija [121]. PanasSiai,
Cirsium setidens ekstraktas pasizyméjo stipriu citotoksiSkumu pries storosios
zarnos vezio (HT-29) ir kepeny veézio (HepG2) lasteliy linijas. Jung ir kity
autoriy tyrime, yra apraSomas C. setidens metanoliniy ekstrakty apoptozés
indukavimas, daugiausia per kaspazés signaly aktyvacija, taip pat moduliuo-
jant svarbiy apoptozés proceso baltymy, tokiy kaip Bcl-2 ir Bax, ekspresija.
Si moduliacija sustiprina apoptozés atsaka vézio lastelése, tuo paiu suma-
zindama lasteliy proliferacijg ir migracija [122].

Poveikio lasteliy metaboliniam aktyvumui/gyvybingumui vertinti nau-
dojami jvairtis metodai, kurie apima dazy sugebé¢jimg jsiskverbti | gyvas
lasteles, ATP kiekiy matavimg, oksidacinio streso rodikliy analize ir kitus
biologinius testus, leidziancius jvertinti lgsteliy gyvybinguma ir metabolizmo
poky¢ius, atsirandancius del gydymo ar eksperimentiniy medziagy poveikio
[123, 124]. Sie metodai skirstomi j kolorimetrinius ir fluorimetrinius testus,
kurie dazniausiai taikomi in vitro citotoksiSkumo tyrimuose, preliminariai
vertinant prie§vézinj junginiy veiksminguma [125]. Pagrindinis skirtumas
tarp kolorimetriniy ir fluorimetriniy testy yra naudojami reagentai ir jy vei-
kimo mechanizmas. Kolorimetriniai testai paprastai priklauso nuo dehidro-
genaziy aktyvumo, kuris lemia spalviniy reakcijy intensyvuma, tuo tarpu
fluorimetriniai metodai remiasi fluorescenciniy molekuliy aptikimu, lei-
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dzianciu tiksliau nustatyti gyvy lasteliy kiekj. Kolorimetriniai tyrimai skirsto-
mi ] kelias kategorijas, priklausomai nuo matuojamo biologinio proceso.
LDH testas (laktato dehidrogenazes) vertina lasteliy membranos vientisuma,
nustatant laktato dehidrogenazés fermento iSsiskyrima i$ pazeisty ar suirusiy
lasteliy. SRB testas (raudonojo sirano B) sudaro stabily kompleksg su Igsteliy
baltymais, leidziantj jvertinti bendrg baltymy kiekj ir netiesiogiai — lasteliy
gyvybingumg. CVS testas (kristalvioleto) nustato lasteliy gyvybinguma pagal
kristalvioleto dazy prisijungimg prie lasteliy baltymy. XTT testas matuoja
mitochondrijy dehidrogenaziy aktyvuma, nes gyvybingos lastelés skaido
XTT reagentg i spalvota formazano produkta, kurio intensyvumas koreliuoja
su lasteliy gyvybingumu. MTS ir MTT testai pagristi tetrazolio junginiy
redukcija. Dehidrogenaziy aktyvumo déka — MTT testas suformuoja netirpias
formazano kristaly sankaupas, o MTS generuoja tirpius formazano junginius,
kuriy koncentracija gali buiti iSmatuojama spektrofotometriskai. MTT testas
placiai naudojamas gyvybingy lasteliy skaiciui jvertinti, nes mitochondrijy
dehidrogenaziy aktyvumas skatina tetrazolio druskos redukcija i netirpy
formazana, o gautas redukcinis aktyvumas tiesiogiai koreliuoja su Igsteliy
gyvybingumu [125, 126].

Iprastai prie§véZiniy junginiy veiksmingumas vertinamas dvimatése (2D)
lasteliy kulttirose, taciau jos nevisiskai atspindi tikraja naviko mikroaplinka
organizme, kadangi Igstelés jose saveikauja kitaip nei nattraliuose audiniuose
[127]. ,,Zaizdy gijimo* testas yra paprastas, nebrangus ir vienas i§ anksciau-
siai sukurty metoduy, skirty tirti kryptinga 1asteliy migracija in vitro. Kolekty-
viné lagsteliy migracija yra Zaizdy atstatymo, vézio invazijos ir metastaziy,
imuninio atsako, angiogenez¢es ir embriono morfogenezés pozymis [128]. Tai
apima dinamines sgveikas ir jvairiy lgsteliy tipy susikirtima, saveika su
ekstralgstelinés matricos molekulémis bei reguliuojamg tirpiy mediatoriy ir
citokiny gamyba. Lasteliy migracijos analiz¢ in vitro yra naudingas tyrimas,
norint kiekybiskai jvertinti Iasteliy migracijos pajégumo pokycius, reaguojant
1 eksperimentines manipuliacijas [129]. Lasteliy migracijos tyrimuose daznai
taikomas ,,zaizdos gijimo* testas, leidZiantis jvertinti migracijos dinamikg ir
lasteliy tarpusavio sgveika. Pagrindiniai §io metodo etapai apima kontroliuo-
jamos ,,zaizdos* sukiirima Igsteliy vienasluoksnyje, po kurio atliekamas laste-
liy judéjimo stebéjimas. Lasteliy migracija fiksuojama vaizdo kitimo stebé-
jimo metodais tiek pradiniame etape, tiek reguliariais laiko intervalais iki
visisko ,,zaizdos* uzsidarymo. Gauty vaizdy analiz¢ leidzia kiekybiskai jver-
tinti migracijos greiti bei modeliuoti lasteliy elgseng skirtingomis tyrimo
salygomis. Sis metodas ypa¢ naudingas tiriant lasteliy saveika su ekstralaste-
line matrica bei kitomis lastelémis, siekiant nustatyti biologiniy veiksniy ar
terapiniy junginiy poveikj migracijos procesams [130]. Naudojant 2D mode-
lius, nejmanoma tiksliai modeliuoti visy svarbiy naviky savybiy, tokiy kaip
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morfologija ir genetinis profilis. Tuo tarpu, 3D modeliai gali jveikti Siuos
trikumus, uztikrindami teisingg lasteliy poliarizacija, originalig forma, gene-
tinj profilj ir heterogeniSkuma, apimant;j tiek kamienines lasteles, tiek véZines
lasteles. 3D modeliai gali veikti kaip tiltas tarp in vitro tyrimy ir tyrimy su
gyviinais, reikalingy ruoSiantis klinikiniams tyrimams [131].

In vitro modeliai nuolat tobulinami, kad geriau imituoty ir prognozuoty
gyvy organizmy biologines reakcijas. Vien pastaraisiais metais sukurta daug
naujy trimaciy (3D) organotipiniy modeliy, kurie gali imituoti audiniy struk-
tura, funkcijg ir net ligos progresavima [ 132]. Sferoidai yra lasteliy, iSauginty
suspensijoje arba jterpty i 3D matrica, naudojant 3D kultivavimo metodus,
agregatai [133, 134]. Vézio lasteliy sferoidai, zinomi kaip daugialgsteliniai
naviko sferoidai (MCTS), yra avaskuliniai naviko mazgeliai arba mikrome-
tastazés [135]. Nors 3D sferoidy auginimas yra sudétingesnis ir reikalauja
daugiau resursy bei laiko, palyginti su 2D lasteliy kultiromis, 3D sferoidai
placiai naudojami vaisty atrankos procesuose, taip pat, naviko augimo ir
proliferacijos bei imuninés sistemos sgveikos tyrimuose. Sferoidai, jterpti i
matricg, naudojami invazijos, matricos remodeliavimo ir angiogenezés
tyrimams [133, 134, 136]. 3D sferoidai apima lgsteliy su lastelémis bei
lastelés ir matricos saveika tarp naviko lasteliy ir mikroaplinkos [134, 135],
taip pat transportavimo savybes [137]. Didesni sferoidai palaiko deguonies ir
maistiniy medziagy gradientus, dél kuriy daznai susidaro nekroziné Serdis,
panasi | pablogéjusios kraujotakos navikus [138]. D¢l Siy veiksniy véziniy
lasteliy baltymy ir geny ekspresijos profiliai sferoiduose yra daug artimesni
klinikiniams ir in vivo geny ekspresijos profiliams nei 2D kulttrose [136,
138]. Vézio sferoidai placiai naudojami siekiant jvertinti naviko atsaka ir
jautrumg chemoterapiniams vaistams, kombinuotam gydymui (pvz.,
chemoterapiniams vaistams ir mazy molekuliy inhibitoriams), tikslinei
chemoterapijai ir vaisty tiekimo priemonéms [139]. Naujausi tyrimai
nagrin¢jantys chlorogeno riigSties potencialg vézio gydyme, ypac¢ 3D lasteliy
kultiry modelivose, nurodo, kad chlorogeno rugstis gali slopinti vézio
lasteliy proliferacija ir sukelti apoptoze, o tai nusako jos potencialy
panaudojima, kaip terapinés priemonés, onkologijoje [140].

Apibendrinant, Cirsium vulgare ir kiti Cirsium genties augalai, iSsiskiria
dideliu bioaktyviy fenoliniy junginiy kiekiu, kuris gali turéti potencialg
slopinti vézio lasteliy augimg ir plitimg. Tyrimai su C. vulgare ekstraktais
gali suteikti vertingy jzvalgy apie jy potencialg indukuoti apoptoze, slopinti
migracijg ir sukelti citotoksiSkuma vézio lastelése, o tai skatina tolimesnius
tyrimus vertinant ekstrakty poveikj vézinéms lasteléms.
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1.3.3. Antimikrobinio aktyvumo tyrimai

Jautrumo antimikrobinéms medziagoms tyrimai yra esminiai norint
identifikuoti specifinius vaistus, gauti tikslius epidemiologinius duomenis ir
tiksliai prognozuoti gydymo rezultatus [4]. Siekiant iStirti antimikrobinj
poveikj in vitro reikia zinoti galimas taikyti metodikas antimikrobinio
poveikio nustatymui.

Naujy antimikrobinio poveikio medziagy paieska yra bitina dél
augancios problemos — zinomy antimikrobiniy vaisty neveiksmingumo, kuris
yra susijes su bakterijy atsparumu Siems vaistams [141]. Gamtinés kilmes
produktai Siandien vis dar yra vienas i§ pagrindiniy naujy vaisty molekuliy
Saltiniy. Jie gaunami i$ prokariotiniy bakterijy, eukariotiniy mikroorganizmy,
augaly ir jvairiy gyviiny organizmy. I§ augaly ir mikroorganizmy iSgautos
medziagos sudaro didzigja dalj iki Siol atrasty antimikrobiniy junginiy [142].
Augalai ir kiti naturalts Saltiniai gali buti daugybés sudétingy ir struktariskai
jvairiy junginiy Saltinis. Pastaruoju metu mokslininkai daugiausia démesio
skiria augaly ir mikroorganizmy ekstrakty, eteriniy aliejy, iSgryninty antriniy
metabolity bei naujy sintetiniy molekuliy, kaip galimy antimikrobiniy
medZziagy, tyrimams [143—145].

Antimikrobiniai tyrimai apima jvairius metodus, skirtus vertinti antimik-
robinj aktyvuma prie§ mikroorganizmus. Sie tyrimai yra skirstomi i difuzijos
metodus, plonasluoksnés chromatografijos (TLC) — bioautografijos tyrimus,
skiedimo metodus, angl. time—kill assays (matoma Zzuties laiko kreive), ATP
bioliuminescencijos tyrimus ir srauto citofluorometrinius metodus. Difuzijos
metodai skirstomi j agaro disko difuzijos metodus, antimikrobinio gradiento
tyrimus (Etest) ir kitus difuzijos metodus, tokius kaip agaro Sulinélio difuzijos
metodas (angl. agar well diffusion method), agaro kamsc¢io difuzijos metodas
(angl. agar plug diffusion method), kryzminio ruozo metodas (angl. cross—
streak method) ir apnuodyto maisto metodas (angl. poisoned food method)
[146]. Khan ir kiti vertindami C. arvense antimikrobinj poveikj naudojo aga-
ro Sulinélio difuzijos metoda. Tyrimo metu istirti penki aktyviis junginiai, ap-
tikti C. arvense augalo zaliavoje: a-tokoferolis, 9,12,15-oktadekatrieno riigstis,
tracinas, hispidulinas ir liuteolinas. Tirtas §iy junginiy poveikis jvairioms
bakterijy kultiiroms (B. subtilis, E. coli, S. flexneri, S. aureus, S. typhi, P. aeru-
ginosa) ir mieliagrybiams (7. longifusus, C. albicans, A. flavus, M. canis,
C. glabrata, F. solani). Stipriausiu antimikrobiniu poveikiu pasizyméjo jun-
giniai: triterpenoidas — tracinas ir flavonoidai — hispidulinas, luteolinas. Kaip
kontrolin¢ medziaga tyrime naudotas imipenemas [147]. Sabudak su bendra-
autoriais, pasirinke¢ naudoti agaro Sulin¢lio difuzijos metoda, kurio metu tyre
C. vulgare metanoliniy ekstrakty poveiki S. aureus, B. subtilis, E. coli ir
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P. aeruginosa bakterijy kultiiroms, nustaté, kad C. vulgare ekstraktai labiau-
siai slopino P. aeruginosa lasteliy kultirg [14].

Antimikrobinio aktyvumo tyrimuose gali biiti naudojami trys bioauto-
grafiniai metodai: agaro difuzija (dar Zinomas kaip kontakto su agaru meto-
das), tiesiogin¢ bioautografija ir agaro uzdengimas (skiedimo metodai):
sultinio skiedimas ir agaro skiedimas. 1.3.3.1 lentel¢je pateikiama kokie
metodai ir mitybinés terpés tinka tirti skirtingas mikroorganizmy grupes.

1.3.3.1 lentelé. Antimikrobinio aktyvumo tyrimo metodai taikomi tirti skir-
tingas mikroorganizmy grupes, remiantis CLSI rekomendacijomis

Metodai Mikroorganizmai Augimo terpés
Disko difuzijos metodas |Bakterijos/grybeliai/mielés | MHA / nepapildytas MHA /
MHA +*GMB

Sultinio mikroskiedimo | Bakterijos/grybeliai/mielés | MHB / "RPMI 1640 / PRPMI 1640
metodas

Sultinio makroskiedimo | Bakterijos/grybeliai/mielés | MHB / "RPMI 1640 / PRPMI 1640
metodas

Agaro skiedimo metodas | Bakterijos MHA

Laiko nuzudymo testas | Bakterijos MHB

MHA: Muellerio—Hintono agaras. MHB: Muellerio—Hintono sultinys. *“GMB: terpé su
Muellerio—Hintono agaru, papildyta 2 proc. gliukozés ir 0,5 mg/ml metileno mélynojo.
"RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640 terpé (su glutaminu, be bikarbonato ir
su fenolio raudonuoju kaip pH indikatoriumi) 1640, buferizuota iki pH 7 su MOPS (morfo-
lino propano sulfonrtig§timi) esant 0,165 M.

Skiedimo metodai yra tinkamiausi MSK reikSméms nustatyti, nes jie
suteikia galimybe jvertinti tiriamos antimikrobinés medziagos koncentracija
agare (agaro skiedimas) arba sultinio (makroskiedimas arba mikroskiedimas)
terpéje. Antimikrobiniam aktyvumui prie§ bakterijas ir grybelius kiekybiskai
iSmatuoti in vitro gali buti naudojamas sultinio arba agaro skiedimo metodas.
Nustatyta MSK reik§mé apibréziama kaip maziausia tiriamos antimikrobinés
medZziagos koncentracija, kuri slopina matomg tiriamo mikroorganizmo
augima ir jprastai yra iSreiSkiama pg/ml arba mg/1. Paskelbta nemazai reko-
mendacijy antimikrobinio aktyvumo prie§ atsparias arba sunkiai paveikiamas
bakterijas, mieliagrybius ir grybelius jvertinimui, taciau placiausiai pripaZzjs-
tami standartai pateikiami CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards
Institute) bei Europos antimikrobinio jautrumo tyrimy komitete (EUCAST)
[148]. Kurc ir kiti autoriai, pasirinko sultinio mikroskiedimo metoda tyri-
mams, siekdami jvertinti dygiyjy usniy ekstrakty antimikrobinj poveiki ivai-
rioms mikroorganizmy rusSims, jskaitant gramteigiamas bakterijas S. aureus
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ir B. subtilis, gramneigiamas E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. typhi-
murium, mieliagrybius C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei ir
pelésinius grybus P. chrysogenum, A. fumigatus. Sis metodas buvo pasirink-
tas dél savo paprastumo ir efektyvumo vertinant mikroorganizmy augimo
slopinimg, nes sultinio mikroskiedimo technika leidzia tiksliai nustatyti
minimalig slopinanciag koncentracija (MSK), kurig pasiekus, ekstraktas
efektyviai slopina mikroorganizmy augimg. Tyrimo metu nustatyta, kad
dygiyjy usniy ekstraktai gali veikti mikroorganizmus dél savo biologiSkai
aktyviy komponenty, kurie turi antimikrobinj poveiki, slopindami bakterijy
ir gryby lasteliy dauginimgsi bei vystymasi. Tyrime naudoti heksaniniai
ekstraktai pasizyméjo didziausiu veiksmingumu vertinant MSK reikSmes.
Maziausiu veiksmingumu pasizymejo metanoliniai C. vulgare ekstraktai
[13]. Sj metoda dygiyjy usniy ekstrakty antimikrobiniam aktyvumui nustatyti
naudojo ir autoriai Nazaruk su kitais bendraautoriais. Autoriai tyrime naudojo
dvi gramteigiamas bakterijy kultiras S. aureus ir B. subtilis, gramneigiama
P. aeruginosa ir mieliagrybiy kulttros atstova — C. albicans. Tyrime naudoti
vandeniniai C. vulgare ekstraktai pasiZyméjo mazu veiksmingumu pries
B. subtilis, P. aeruginosa ir C. albicans mikroorganizmy kulttras (MSK >
50 mg/ml) [149]. C. vulgare antimikrobinio poveikio tyrimg atlik¢ autoriai
Sabudak su bendraautoriais, taip pat pasirinko naudoti sultinio skiedimo
metoda. Tyrimas buvo atliktas siekiant jvertinti augaly ekstrakty antibakterinj
poveikj keturioms bakterijy kultiroms: S. aureus (ATCC 43300), E. coli
(ATCC 35218), B. subtilis (NRRL NRS-744), P. aeruginosa (ATCC 27853)
[13]. Agaro skiedimo metodg taiké ir Karasacal su bendraautoriais, kurie
tyrinéjo Cirsium bulgaricum lapy ekstraktus. Antibakteriniam aktyvumui
nustatyti E. coli, S. enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus bakterijy kulti-
ros naudotos kaip tiriamosios bakterijos. Visgi §io tyrimo metu buvo vertintas
ploto pokytis uzs¢jimo vietoje, o ne MSK reikSmés. Acetono pagrindu
pagaminti C. bulgaricum lapy ekstraktai parodé antibakterinj aktyvuma pries
visas tirtas bakterijy rusis — slopinimo zony skersmuo svyravo nuo 17,00 £
1,72 mm iki 19,88 + 1,75 mm. Metanolio 80 proc. (v/v) pagrindu pagaminti
ekstraktai taip pat veiké visas tirtas bakterijas, tac¢iau jy slopinimo zonos buvo
mazesnés —nuo 11,35 + 1,43 mm iki 14,43 &+ 1,32 mm [150].

Agaro skiedimo metodas apima skirtingy norimy antimikrobiniy medzia-
gy koncentracijy iterpimag i agaro terpe (iSlydyta agaro terpe), jprastai nau-
dojant serijinius dvigubus skiedimus, veliau j agaro plokstelés pavirsiy
paséjant apibréZzta mikrobinj inokuliantg. Atliekant tyrimg Siuo metodu MSK
laikoma maziausia antimikrobinés medziagos koncentracija, kuri visiSkai
slopina augima tinkamomis inkubavimo salygomis. Sis metodas tinka tiek

prie§ vieng junginj arba jei tirtas junginys (arba ekstraktas) uzmaskuoja

30



mikroby augima skystoje terpéje savo dazymu, MSK nustatymui daznai pir-
menybé teikiama agaro skiedimo metodui, o ne sultinio metodui. Agaro
skiedimo metodas daznai rekomenduojamas kaip standartizuotas metodas
specifiniams mikroorganizmams, tokiems kaip anaerobinés Helicobacter
rasys, tirti. Jis taip pat naudojamas tiriant priesgrybeliniy medziagy ir vaisty
deriniy aktyvumg prie§ Candida sp., Aspergillus, Fusarium grybelio pader-
mes ir dermatofitus [151-155]. Skiedimo agaru metodas rodo gera koreliacija
su Etest (minimalios slopinancios koncentracijos testu), ypac atliekant anti-
bakterinius tyrimus prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas. Paly-
ginus agaro skiedimo, disko difuzijos ir sultinio mikroskiedimo metodus,
galima gauti iSsamesnius ir patikimesnius rezultatus, leidziancius tiksliau jve-
rtinti antimikrobinio aktyvumo spektra ir efektyvumg [156]. PrieSgrybeli-
niams tyrimams daznai taikoma mikroduobuciy testavimo technika, kuri
leidzia jvertinti grybelio augimo slopinima esant skirtingoms priesgrybeliniy
medZziagy koncentracijoms. Taip pat yra taikomi Siuolaikiniai metodai, tokie
kaip mikroskopijos technikos, leidzian¢ios stebéti grybelio morfologinius
poky¢ius, ir molekuliniai metodai, pvz.,, PGR (polimerazés grandininé
reakcija), siekiant identifikuoti grybelio ri§j ir nustatyti atsparuma specifi-
néms antimikrobinéms medziagoms. Apsinuodijimo maistu nustatymo meto-
dai taip pat gali biiti taikomi siekiant aptikti specifinius maisto terSalus, tokius
kaip Vibrio parahaemolyticus, kuris yra viena i§ pagrindiniy apsinuodijimo
jiiry gérybémis priezaséiy. Sie metodai taip pat gali biiti naudojami vertinant
grybeliniy terSaly, jskaitant mikotoksiny, buvima ir jy poveiki maisto produk-
tams, ypa¢ analizuojant grybelio atsparumg jvairiems antimikrobiniams
agentams. Norint toliau nuodugniai iStirti antimikrobinj mikroorganizmo
poveikj, rekomenduojami nuo laiko priklausomi ziities testai ir srauto
citofluorometriniai metodai, kurie suteikia informacijos apie slopinamojo
poveikio pobudij (baktericidinj ar bakteriostatinj) (priklausomg nuo laiko arba
priklausoma nuo koncentracijos) ir lasteliy pazeidima (apie tiriamajam
mikroorganizmui padaryta zala) [146].
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas

Dygiosios usnies (Cirsium vulgare (Savi) Ten.) méginiai tyrimui auginti
ir rinkti VU Siauliy akademijos botanikos sode (55°55'57" §iaurés platumos,
23°16'59" ryty ilgumos (PGS)). Tyrimo objektu pasirinkti C. vulgare augalo
lapai, ziedynai ir Saknys, surinkti 2020-2022 metais, fenologiniais laiko-
tarpiais, nuo ramybés laikotarpio pabaigos iki sékly brandos. Tikslios Zalia-
vos rinkimo datos pateiktos lentel¢je 2.1.1 lenteléje.

2.1.1 lentelé. Fenologiniai C. vulgare zaliavy rinkimo tarpsniai ir rinkimo
datos

Fenologinis tarpsnis Rinkimo data

Ramybés periodo pabaiga 04.11, 04.25, 05.09, 05.23
Masinis atzélimas 06.06, 06.20
Butonizacija 07.04
Zydéjimo pradzia 07.18

Masinis zydéjimas 08.01, 08.15
Zydéjimo pabaiga 08.29

Sekly branda 09.12

Atskirti dygiosios usnies lapai, ziedynai ir Saknys dZiovinti 40 °C tempe-
ratiiroje dZiovinimo kameroje. Po dZiovinimo augalo dalys susmulkintos
maltnéliu ir gauta susmulkinta masé sijota per 0,5 mm trapecijos formos
sietg. Kiekvienas méginys paimtas i$ trijy skirtingy augaly, atitinkamy daliy
(ziedyny, lapy ar Sakny). Visi eksperimentai kartoti 3 kartus (n = 3).

2.2. Medziagos ir reagentai

Ekstrakty gamybai tyrimuose naudotas 96 proc. etanolis (,,Vilniaus
degting®, Vilnius, Lietuva). Dejonizuotas vanduo ekstraktams ruosti paga-
mintas naudojant ,,Super Purity Water System®, Millipore, JAV. Tyrime
naudoti ESC ir analitinés kokybés reagentai: trifluoracto riigstis ir aceto-
nitrilas (,,Sigma—Aldrich® Steinheim miestas, Vokietija). Tyrime naudoti
standartiniai lyginamieji junginiai: chlorogeno riigstis, apigenin-7-O-gliuko-
zidas, apigeninas, liuteolinas, hiperozidas, neochlorogeno riigstis, izokvercit-
rinas, p-kumaro rugstis, kavos riigstis, trans-ferulo rugstis ir 4-O-kafeoil-
chino rugstis, rutinas (,,Sigma—Aldrich®, Steinheim, Vokietija).
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Antioksidaciniam tyrimui atlikti naudotas vario (II) chlorido dihidratas
isigytas i§ ,,Alfa Aesar GmbH & Co KG* Karlsriihe, Vokietija, o neokup-
roinas i§ ,,Sigma—Aldrich Chemie®, Steinheim, Vokietija. Tyrime naudota
amonio acetato buferiné sistema pH 7 i§ ,,Sigma—Aldrich* Hoeilaart, Belgija.
Referencinis standartas Trolox (98 proc.) isigytas i$ ,,FlukaChemika“ Buchs,
Sveicarija. Zmogaus gaubtinés zarnos adenokarcinomos lasteliy linija HT—
29 ir zmogaus skrandzio karcinomos lasteliy linija — KATO III, gautos i$
Amerikos lasteliy kultiiry kolekcijos (ATCC, Manassas, VA, JAV). Zmogaus
odos fibroblastai (HF) gauti i§ ATCC ir pateikti prof. Helder Santos
(Helsinkio universitetas, Suomija). Visos lgsteliy linijos kultivuojamos Dul-
becco modifikuotoje Eagle’s GlutaMAX terpéje (Gibco (Carlsbad, CA,
JAV)), papildytoje 10 000 V/ml penicilino, 10 mg/ml streptomicino (Gibco)
ir 10 proc. galvijy vaisiaus serumo (Gibco). ,,Miulerio—Hintono* agaras
gautas i§ ,,BBL“ Baltimor¢je, MD, JAV. Lasteliy kultiiry kolekcijos anti-
mikrobiniam tyrimui: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 8035, Proteus vulgaris
ATCC 8427, Candida albicans ATCC 10231 buvo gautos i§ Amerikos laste-
liy kulttry kolekcijos (ATCC, Manassas, VA, JAV).

2.3. Ekstrakcijos metodai

Ekstrakcija ultragarsu. 0,1 + 0,001 g sausy sumalty dygiosios usnies
lapy miSinys (3 skirtingy augaly), 10 ml tikslaus matavimo kolbutése,
uzpilamas 10 ml 50 proc. (v/v) etanoliu. Ekstrakcija vykdoma naudojant
ultragarso vonel¢ (daznis 38 kHz) (,,Grant Instruments TM XUB12 Digital*,
Kembridzas, Jungtiné¢ Karalysté). Ekstrakcijos trukmé 10 min., 15 min.,
30 min., 45 min. arba 60 min. Gauti ekstraktai filtruojami per 0,22 um PTFE
hidrofobinius filtrus | stiklinius buteliukus. Bandymai kartojami tris kartus
(n=23).

Maceracija. 0,1 £ 0,001 g sausy sumalty dygiosios usnies lapy miSinys
(3 skirtingy augaly), 50 ml talpos ploksciadugnése kolbose, uzpilamas 10 ml
50 proc. (v/v) etanoliu, kurios yra sandariai uzdaromos ir laitkomos tamsioje
spintoje, periodiskai pamaiant. Si ekstrakcija vykdoma 6 val., 12 val.,
24 val. arba 48 val. Gauti ekstraktai filtruojami per 0,22 um PTFE hidro-
fobinius filtrus j stiklinius buteliukus. Bandymai kartojami tris kartus (n = 3).

Sildymas su griZtamuoju Saldytuvu. 0,1+ 0,001 g sausy sumalty
dygiosios usnies lapy, Sakny ar ziedyny misinys (3 skirtingy augaly), 100 ml
talpos apvaliadugnése kolbose, uzpilamas 10 ml 50 proc. (v/v) etanoliu.
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Kolbos patalpinamos j glicerolio vonig ir prijungiamas griZztamasis Saldy-
tuvas. Ekstrakcija vykdoma 90 °C temperatiroje. Ekstrakcijos trukmé
30 min., 1 val.,, 1,5 val., 2 val. arba 3 val. Gauti ekstraktai filtruojami per
0,22 pum PTFE hidrofobinius filtrus i stiklinius buteliukus. Bandymai karto-
jami tris kartus (n = 3).

Sausyjuy ekstrakty gamyba. 0,5+ 0,001 g sausy sumalty dygiosios
usnies lapy, ziedyny ar Sakny miSinys (3 skirtingy augaly), 250 ml talpos
apvaliadugnése kolbose, uzpilamas 50 ml 50 proc. (v/v) etanoliu. Kolbos
patalpinamos | glicerolio vonig, prijungiamas griztamasis Saldytuvas, ekst-
rakcija vykdoma 90 °C temperatiiroje 1,5 val. Gauti ekstraktai filtruojami per
0,22 um PTFE hidrofobin; filtrg i stiklinius buteliukus. Vakuumo pagalba
paSalinamas etanolis, o likes tirpalo likutis dedamas | dziovinimo spintg
(40 °C temperatiiroje) ir dziovinamas iki sausos masés. Sausieji ekstraktai
naudoti dygiosios usnies antimikrobinio ir prie§véZzinio poveikio jvertinimui.

2.4. Tyrimo metodai

Fenoliniy junginiy sudéties ir kiekio nustatymas dygiosios usnies
etanoliniuose ekstraktuose efektyviosios skys¢iu chromatografijos meto-
du. Kokybiné¢ ir kiekybiné fenoliniy junginiy analiz¢ atlikta Waters Alliance
2695 skysc¢iy chromatografu su Waters 996 diody matricos detektoriumi
(DMD) ir kolon¢le ACE C18 (250 mm x 4,6 mm) sorbento daleliy dydis
5um (,Advanced Chromatography Technologies“, Aberdynas, Skotija).
Mobiligja fazg sudaré tirpikliai A (0,1 proc. trifluoracto riigstis) ir B (acetonit-
rilas). Taikytas gradientinis eliuavimas: 95 proc. A/5 proc. B 0 min., 85 proc.
A/15 proc. B 8 min., 80 proc. A/20 proc. B 30 min., 60 proc. A/40 proc. B
48 min., 50 proc. A/50 proc. B 58—65 min., 5 proc. A/ 95 proc. B 66—70 min.
ir 95 proc. A/S proc. B 71 min. Eliuento tékmes greitis 1 ml/min., injekcijos
turis — 10 pl, kolonélés temperatiira 25 °C. Absorbcija matuojama $viesos
bangy diapazone nuo 230 nm iki 400 nm. Fenoliniy junginiy identifikavimas
atliktas naudojant Siuos standartiniy junginiy tirpalus pagal sulaikymo truk-
mes ir §viesos absorbcijos spektrus: chlorogeno riigstj, apigenin-7-O-gliuko-
zida, apigening, liuteoling, hiperozida, neochlorogeno riigstj, izokvercitring,
p-kumaro riigsti, kavos riigsti, ruting, trans-ferulo rugsti ir 4-O-kafeoilchino
rugsti. Eksperimentai kartoti tris kartus. Suminis fenoliniy junginiy kiekis
buvo apskaiCiuotas remiantis kiekybiniais rezultatais, gautais pagal
atitinkamy junginiy kalibracinius grafikus. Vienuolikos identifikuoty
junginiy kiekiai buvo sumuojami, taip gaunant suminj fenoliniy junginiy
kiekj atitinkamais fenologiniais tarpsniais.
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Aminoriigs§ciy sudéties ir kiekio nustatymas etanoliniuose dygiosios
usnies ekstraktuose dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos me-
todu. Analiz¢ atlikta naudojant SHIMADZU GC/MS—QP2010nc Ultra chro-
matografing sistema (su elektrony jonizacijos (EJ) jony Saltiniu ir vienu
kvadrupoliu, ,,Shimadzu Technologies®, Kiotas, Japonija). Palaikoma injek-
toriaus temperatiira 250 °C. Analités atskirtos naudojant Rxi—5ms (5 proc.
difenilo ir 95 proc. polidimetilsiloksano) kapiliaring kolon¢le 30 m ilgio,
0,25 mm iSorinio skersmens ir 0,25 pm skystos stacionarios fazés storio
(,,Restek Corporation, Belefonté, PA, JAV). Nesancios dujos — analitinio
grynumo (99,999 proc.) helis, srauto greitis 1,49 ml/min. Termostatas uzpro-
gramuojamas naudojant laipsniSko koloné¢lés temperattiros pokycio progra-
mg: 75 °C 5 min., po to padidinama iki 290 °C esant 10 °C/min. ir didinama
iki 320 °C esant 20 °C/min., palaikoma 10 min. Bendra analizés trukme
41 min. Masiy spektrometro sgsajos ir jony Saltinio temperatiira nustatyta
atitinkamai 280 °C ir 200 °C. Tyrimo rezultatai registruojami naudojant
bendrojo jony srauto signalo (angl. TIC, total ion chromatogram) ir
pasirinkty fragmenty steb¢jimo (angl. SIM, selected ion monitoring) rezimu,
skenavimo diapazonas tarp 35-500 m/z. Masiy spektrometrija veiké teigiamu
rezimu (elektrony energija 70 eV). Injekcijos tiiris — 1 pl, taikytas srauto
padalinimo santykis 1:20. Duomeny surinkimas ir analiz¢é atlikta naudojant
LabSolution GC/MS (5.71 versija) (,,Shimadzu Corporation®, Kiotas,
Japonija). Eksperimentai kartoti 3 kartus.

Efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) ir duju chromatogra-
fijos — masiy spektrometrijos (DC-MS) metody validavimas. Fenoliniy
junginiy bei aminoriig§¢iy kiekybiniam jvertinimui dygiosios usnies (C. vul-
gare) ekstraktuose taikyti efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) ir
dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos (DC-MS) metodai buvo
validuoti vadovaujantis ICH Q2(R2) gairémis [157]. Metody tinkamumui
jvertinti Sie validacijos parametrai: tiesiSkumas, tikslumas, preciziSkumas,
aptikimo ir nustatymo ribos, specifiSkumas, teisingumas bei tvirtumas. Tie-
siSkumas jvertintas sudarant kalibracines kreives ir apskai¢iuojant jy regre-
sijos lygtis bei koreliacijos koeficientus. Aptikimo ir nustatymo ribos nusta-
tytos remiantis signalo ir triuk§Smo santykiu. PreciziSkumas jvertintas atlie-
kant pakartotinius matavimus per trumpa laika bei skirtingomis dienomis,
apskaiciuojant santykinio standartinio nuokrypio reikSmes. Tikslumas nusta-
tytas atlikus atkiirimo tyrimus, kai tiriamajai matricai buvo pridétas zinomas
standartiniy junginiy kiekis. SpecifiSkumas patvirtintas palyginus ekstraktuo-
se identifikuotas smailes su atitinkamais grynyjy standarty signalais,
uztikrinant, kad analizés metu néra trikdanciy ar persidengianc¢iy medziagy.
Darbo sritis apém¢ analizuojamy junginiy koncentracijy intervala, o metodo
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tvirtumas jvertintas atliekant analiz¢ pastoviomis eksperimentinémis saly-
gomis, stebint rezultaty stabiluma.

2.5. Antioksidacinio aktyvumo in vitro nustatymas

Meéginio antioksidacinio poveikio nustatymas atlieckamas spektrofoto-
metriniu metodu, naudojant CUPRAC reagenta. Tirty junginiy antioksida-
cinio poveikio nustatymui naudojamas spektrofotometras (HALO DB 20) ir
CUPRAC reagentas. CUPRAC reagento sudétis: 0,1 M vario (II) chlorido
vandeninis tirpalas, 0,1 amonio acetato buferinis tirpalas (pH 7), 0,0075 M
neokuproino metanolinis (CH3)2Ci2HgNz) tirpalas, kuriy santykis 1:1:1.
Pagamintas reagentas laikomas tamsoje, kambario temperatiiroje, vieng va-
landg. Tyrimo eiga: 10 pl méginio (ekstrakto) sumaiSoma su 3 ml CUPRAC
reagento. Po 30 minuciy inkubacijos kambario temperatiiroje registruojama
absorbcija esant 450 nm Sviesos bangos ilgiui. Antioksidacinis aktyvumas
CUPRAC metodu isreiSkiamas pagal trolokso ekvivalenta, sudarant kalibra-
cine trolokso kreive: y =0,00004x +0,0215; R? = 0,9991. Eksperimentai
kartoti tris kartus.

2.6. PrieSvézinio aktyvumo in vitro nustatymas

Lasteliy kultiiry auginimas. Zmogaus gaubtinés Zarnos adenokarcino-
mos lasteliy linija HT-29, Zzmogaus skrandzio karcinomos lasteliy linija
KATO III ir Zmogaus odos fibroblasty linija CRL — 1502 (HF) auginamos
37 °C temperatiiroje, esant 95 proc. santykinei drégmei, kurioje buvo 5 proc.
COa.

Lasteliu gyvybingumo tyrimas. Sausy ekstrakty poveikis lasteliy gyvy-
bingumui tiriamas naudojant 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio
bromido (MTT; ,,Sigma—Aldrich Co.*, MO, JAV) redukcijos metod3. Sio
tyrimo metoda aprasé ir pritaiké mokslininkai Braciuliene ir kiti [158].
Lastelés s¢jamos j 96 Sulinéliy ploksteles, po 4 x 10° KATO III ir HT-29
Igsteliy, ir 5 x 10° HF Sulinélyje. Po 24 val. inkubacijos lgstelés paveikiamos
sausy ekstrakty serijiniais skiedimais (nuo 2,5 iki 0,016 mg/ml) arba chloro-
geno rigstimi (nuo 500 iki 15,6 umol). Po 72 val. jpilama 20 pl 5 mg/ml
MTT reagento ir inkubuojama 3 val. Tuomet susidar¢ formazano kristalai
iStirpinami DMSO (,,Sigma—Aldrich Co.“, MO, JAV). Absorbcija matuoja-
ma daugiafunkciniu mikroploksteliy skaitytuvu esant 570 ir 630 nm $viesos
bangos ilgiui. Lastelés, inkubuotos terpéje be tiriamyjy medziagy, naudoja-
mos kaip neigiama kontrol¢ (jy gyvybingumas atitiko 1,0), o Sulinéliai be
lasteliy, kuriuose buvo tik terpé, naudotos kaip teigiama kontrolé (Igsteliy
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gyvybingumas atitiko 0). Panaudojant Hilo lygtj, apskaiiuojamos ECso
vertés (junginio/ekstrakto koncentracija, kuri sukelia 50 proc. lasteliy meta-
bolinio aktyvumo sumaz¢jima). Eksperimentai kartojami tris kartus.

Poveikio lasteliy migracijai tyrimas ,,Zaizdos gijimo* metodu. Tyri-
mo metoda aprasé Dabkeviciate ir kiti [159]. Vézinés lastelés paséjamos po
6 x 10* lIasteliy/Sulinélyje 24 Sulinéliy plokstelése. Po 48 val. inkubacijos
100 pl pipetés antgaliu padaromi jbrézimai kiekviename Sulinélyje. Lastelés
Sulin¢liuose atsargiai praplaunamos PBS ir jpilama $viezia terp¢, kurioje yra
0,2 arba 0,1 mg/ml ekstrakty. Kaip neigiama kontrol¢ naudojama terpé be
ekstrakty. Eksperimentai kartojami tris kartus.

Ekstrakty aktyvumas lasteliy 3D kultirose (sferoiduose). Véziniy
lasteliy sferoidams suformuoti naudojamas magnetinio 3D biospausdinimo
metodas, kaip apra$yta Sermuksnytés ir kity autoriy [160]. Pirmiausia,
lastelés auginamos 6 Sulineliy plokSteléje iki kol Igstelés padengia apie
70 proc. Sulinélio pavirSiaus. Tuomet i Sulin¢lj jpilama 20 pl nanodaleliy
Nanoshuttle (,,n3D Biosciences”, Inc., Hiustonas, Teksasas, JAV) ir inkubuo-
jama 8 val. Po to lgstelés tripsinizuojamos, centrifuguojamos ir s€jamos j itin
mazo prilipimo 96 Sulinéliy plokstelg taip, kad viename Sulinélyje biity
1,5 x 103 véziniy lasteliy ir 1,5 x 103 Zmogaus fibroblasty. Plokstelé uzdeda-
ma ant specialaus padéklo su 96 magnetais ir inkubuojamos dvi dienas 37 °C
temperatiiroje, esant 95 proc. santykinei drégmei. Tuomet susiformuoja sfe-
roidai. Terpe pakeiCiama Sviezia terpe su 0,35 mg/ml tiriamyjy ekstrakty.
Eksperimentai kartojami tris kartus. Sferoidy nuotraukos daromos kas dvi
dienas  Olympus IX73 invertuotu  mikroskopu  (,,OLYMPUS
CORPORATION®, Tokijas, Japonija), o sferoidy dydzio analiz¢ atliekama
naudojant ImagelJ, 1.530 versija (,,National Institutes of Health”, Betesda,
Marilandas, JAV) ir Microsoft ,,Office Excel 2024* programing jranga
(,,Microsoft Corporation”, Redmondas, WA, JAV). Paskuting eksperimento
dieng i kiekvieng Sulinélj ipilama po 10 ul WST-1 reagento (,,Sigma—Aldrich
Co“, Burlingtonas, MA, JAV). Po 10 val. inkubacijos 50 pl skyscio i§
kiekvieno Sulin¢lio perkeliama j kita 96 Sulinéliy plokstele, o absorbcija
iSmatuojama esant 460 ir 530 nm bangos ilgiui.
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2.7. Antimikrobinio aktyvumo in vitro nustatymas

Antimikrobinis aktyvumas nustatytas difuzijos | standyjj mitybinj agara
metodu. Naudotas Miulerio-Hintono agaras (,,Mueller—Hinton II Agar®,
Baltimoré JAV). Etaloninés nesporiniy bakterijy Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ir Proteus vulgaris kultiiros
auginamos 20-24 val. 35-37 °C temperatiiroje ant Miulerio—Hintono agaro
(;,Mueller—Hinton II Agar*, Baltimor¢, JAV). Bakterijy suspensija gaminama
i§ iSauginty bakterijy kultliry steriliame fiziologiniame natrio chlorido
(0,9 proc.) tirpale, standartizuojama McFarland’o standartiniu indikatoriumi
((,,Standart indikator McFarland*) ,,Sigma—Aldrich®, Hoeilaart, Belgija),
kuris matuoja mégintuvélyje esancios suspensijos drumstumg. Bakterijy
suspensija laikoma standartizuota, kai indikatoriaus reikSmé lygi 0,5. Tai
reiSkia, kad 1 ml bakterijy suspensijos yra 1,5 x 108 mikroorganizmo lgsteliy.
Etaloniné sporin¢ bakterijy Bacillus cereus kultura auginama 7 dienas 35-37
°C temperatiiroje ant Miulerio—Hintono agaro. UZaugus sporiniy bakterijy
kulttrai, ji nuplaunama nuo terpés pavirSiaus steriliu fiziologiniu tirpalu.
Pagaminta suspensija Sildoma 30 min. 70 °C temperatiiroje ir skiedZiama
fiziologiniu tirpalu, kol spory koncentracija 1 ml yra ribose nuo 10 x 10° iki
100 x 10°. Tokig pagamintg spory suspensija galima laikyti ilgg laika
zemesnéje nei 4 °C temperatiiroje. Etaloniné mieliagrybiy kultiira — Candida
albicans auginama 20-24 val. 30 °C temperatiiroje 72 val. ant Saburo agaro.
Mieliagrybiy suspensija gaminama i§ uzauginty mieliagrybiy kultiiry fiziolo-
giniame tirpale, standartizuojama McFarland’o standartiniu indikatoriumi.

Tyrime naudoti 0,02-0,1 mg/ml etanoliniai ir 0,033 mg/ml koncentra-
cijos sausieji C. vulgare ekstraktai. | sterilias Petri 1€kstes pilta po 0,5-1 ml
etanoliniy ir po 1 ml, 0,5 ml, 0,4 ml, 0,3 ml, 0,2 ml ir 0,1 ml sausyjy ekstrak-
ty, iStirpinty 5 ml Miulerio—Hintono agare. | kiekvieng Petri lékStelg su mégi-
niu jpilama po 5 ml 45 °C skysto Miulerio—Hintono agaro ir sumaiSoma.
Agarui sukietéjus, atskiruose segmentuose pas¢jamos paruostos etaloniniy
mikroorganizmy kulttros. Miulerio—Hintono agaras su méginiais ir jvestomis
etaloninémis bakterijy kultiiromis inkubuojamas termostate 20-24 val. 35 °C
temperatiiroje, o po to dar 24 val. laikomas kambario temperattiroje. Eksperi-
mentai kartojami tris kartus. IStirto méginio antimikrobinis aktyvumas verti-
namas lyginant jj su etalonine mikroorganizmy kulttira. Jei etalonin¢ mikro-
organizmo kultiira auga pasélio vietoje, laikoma, kad méginys neslopina
etaloninés mikroorganizmo kultiiros augimo; jei etalonin¢ mikroorganizmo
kultira neauga pasélio vietoje, laikoma, kad méginys turi antimikrobinj
poveikj pries §j etaloninj mikroorganizma. Naudojant agaro difuzijos metoda,
papildomai yra nustatoma tiriamo méginio minimali slopinanti koncentracija
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(MSK). MSK apibréziama kaip maziausia antimikrobinés medziagos kon-
centracija, kuri slopina matomg mikroorganizmo augima po inkubacijos per
naktj. Sis metodas suteikia kiekybinius duomenis apie antimikrobinio povei-
kio stipruma pries tiriamas mikroorganizmy kulttras.

2.8. Statistiné analizé

Kiekybiniai rezultatai pateikiami kaip trijy pakartojimy vidurkis + stan-
dartinis nuokrypis (SD). Duomenys apdoroti naudojant ,,Microsoft Office
Excel 2024 (,,Microsoft*, WA, JAV) ir ,,SPSS 25 (,,IBM*, NY, JAV) pro-
graming jranga. ReikSmingi skirtumai tarp C. vulgare Ziedyny, lapy ir Sakny
ekstrakty nustatyti taikant vienfaktore¢ dispersijos analiz¢ (ANOVA) su
Tukey post hoc testu, kuri taip pat naudota atliekant prieSvéziniy ir
antimikrobiniy rezultaty analize. Pearsono koreliaciné analiz¢ atlikta siekiant
nustatyti ry§j tarp fenoliniy junginiy kiekio ir Ziedyny, lapy bei Sakny
ekstrakty antioksidacinio poveikio. Kalibracinéms kreivéms sudaryti naudota
tiesiné regresiné analizeé, kurios metu jvertintas rySys tarp analités koncent-
racijos ir signalo stiprumo, apskaiCiuotas regresijos koeficientas (R?), o reiks-
més laikytos tinkamomis, kai R? > 0,99. Skirtumai laikyti statistiSkai reiks-
mingais, kai p < 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties
nustatymas C. vulgare augaliniy Zaliavy ekstraktuose
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu

3.1.1. Ekstrakcijos salygu parinkimas

Ekstrahento ir ekstrakcijos salygy parinkimas yra reikSminga proceso
dalis, vystant augaliniy Zaliavy biologiskai aktyviy junginiy kokybinés ir kie-
kybinés sudéties nustatymo metodika [161]. Vertinant ekstrahento poliSkumo
itakg fenoliniy junginiy ekstrakcijai i§ dygiyjy usniy augalinés zaliavos,
tyrimui pasirinkta naudoti dejonizuota vanden; ir skirtingos koncentracijos
etanolj — 50 proc. (v/v), 60 proc. (v/v), 70 proc. (v/v), 80 proc. (v/v), 90 proc.
(v/v) ir 96 proc. (v/v). Paruosti ekstraktai 15 min. laikyti ultragarso voneléje.
Dygiyjy usniy ekstraktuose fenoliniai junginiai nustatyti naudojant ESC
metoda. Tyrimo metu identifikuoti penki fenoliniai junginiai: apigenin-7-O-
gliukozidas, chlorogeno riigstis, rutinas, hiperozidas ir izokvercitrinas. Jungi-
niy chromatograma pateikta 3.1.1.1 pav.
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3.1.1.1 pav. Fenoliniai junginiai identifikuoti dygiyjy usniy lapy
ekstraktuose

1 — chlorogeno riigstis (CGA), 2 — rutinas, 3 — hiperozidas, 4 — izokvercitrinas, 5 — apigenin-
7-O-gliukozidas (A7G).
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Ivertinus dygiyjy usniy ekstraktuose identifikuoty junginiy apigenin-7-
O-gliukozido, chlorogeno rugsties, rutino, hiperozido ir izokvercitrino kieky-
bing sudetj, nustatyta, kad didziausi fenoliniy junginiy kiekiai gauti naudojant
50 proc. (v/v) etanoli (p < 0,05) (3.1.1.2 pav.). Dygiosios usnies lapy ekstrak-
te, pagamintame naudojant 50 proc. (v/v) etanolj, chlorogeno rugsties ir
apigenin-7-O-gliukozido kiekiai buvo atitinkamai 5,5 ir 7,5 karto didesni uz
kiekius nustatytus dygiosios usnies ekstrakte, pagamintame su 96 proc. (v/v)
etanoliu ir vandeniu atitinkamai (3.1.1.2 pav.).

Mokslininkai, Sieliwoniuk ir kiti, atliko C. vulgare augalinés zaliavos
ekstrakcija naudodami 70 proc. (v/v) metanolj ir 70 proc. (v/v) etanoli. Jy
gauti rezultatai parodé, kad didesni fenoliniy junginiy (chlorogeno riigsties,
liuteolino-7-O-gliukozido ir apigenino) kiekiai gauti ekstrakty gamybai pasi-
renkant 70 proc. (v/v) metanolj [30]. Koryza ir kiti autoriai, Cirsium canum
ziedyny ekstrakty gamybai naudojo 50 proc. (v/v) metanolj, 80 proc. (v/v)
metanolj, 100 proc. metanolj, dichlormetana, acetong ir etilacetatg. DidZiau-
sias chlorogeno ruigsties kiekis nustatytas, ekstrakcijai naudojant 50 proc.
(v/v) metanolj (p < 0,05) [162]. Publikacijoje autoriai nurodo, kad tiriant
apigenino kiekj C. canum ziedyny ekstraktuose, pagamintuose naudojant
50 proc. (v/v) metanolj, 80 proc. (v/v) metanolj, 100 proc. metanolj, acetong
ir etilacetaty, statistiSkai reikSmingy apigenino kiekiy skirtumy nenustatyta
[162].

Fenoliniy junginiy nustatymui svarbu parinkti tinkamiausig ekstrakcijos
metoda, nes nuo jo priklauso fenoliniy ir kity aktyviyjy junginiy kiekiai. Tyri-
my metu taikyti trys ekstrakcijos metodai: ekstrakcija ultragarsu, maceracija
ir Sildymas su griztamuoju Saldytuvu.

Norédami jvertinti ekstrakcijos ultragarsu metodo jtaka fenoliniy jungi-
niy kiekiui, dygiosios usnies lapy éminiai skirtingais laiko intervalais (nuo
10 min. iki 60 min.) laikyti ultragarso voneléje 30 °C temperatiiroje (3.1.1.3
pav.). Ekstrakcija ultragarso vonelé¢je pagreitina tirpiy medziagy atsipalai-
davima ir difuzija. Sis metodas reikalauja mazy tirpiklio ir energijos sanaudy,
ir jam nebitina aukSta temperatiira [163]. Dygiosios usnies ekstraktuose,
gautuose taikant ekstrakcijg ultragarsu didziausias chlorogeno riigsties kiekis
nustatytas po 15 min. ekstrakcijos (7,31 + 0,37 mg/g), o apigenin-7-O-gliu-
kozido — po 30 min. (7,60 £+ 0,38 mg/g) (3.1.1.3 pav.). Kity junginiy — rutino,
hiperozido ir izokvercitrino kiekiai, pagamintuose dygiosios usnies ekstrak-
tuose nustatyti 7,3—7,5 karty mazesni. Rutino, hiperozido ir izokvercitrino
kiekiai variavo nuo 0,13 iki 0,87 mg/g, o ekstrakcijos trukme, kurios metu
gauti didziausi iy fenoliniy junginiy kiekiai — 30 min (3.1.1.3 pav.).

41



(500 > d) snwnumys sn3urwsyrox rexsnsnels iz sfodni3 slofoweurdAted soprer soguning

bpod.any suapuva orjounvyo “20.4d 94 12q 20.4d (g “204d (9 “o0.d ()f “204d ()9 “20.4d ()¢ ‘Tuspuva bronziuolop
— SNJUIYD.LISYD SNSUALYS Juvlopnou ‘wuwngiiys (3/3ut) oryary murdunl niurjoudf hjonyifipuapy avd z'1°1°s

sepizoyni[3-0-,-utudSidy @ 1 OUdSOIO[YD) W  SBULNIOIOANOZ[[@ sepizorddiHm  seunny m
(a/8) (a/8) (a/8) (a/8) (a/8) (a/8)
001d 96 stjoueyg -ooi1d (¢ sroueyg  -ooid g stjouryg -ooxd (o, sfjoueyg -ooid (9 sioueyg -ooid (g stjourig onpueA

e p p q FECEE

p >

qe e

qe

S N 0 > O »n»n < N A

rurous g

.

.

rurgun/( h

(3/8w) reppany h

4



(50°0 > d) snuumyanys snIurwgyrar reysnsnels Az afodnis3 ofolowreur3A[ed soprer soFunang
mpyary murdunl finurjouaf vyvii oyiv] nsap3vagn soloyv.aysy ‘avd £ r°1°¢
sep1zoyni[3-O-,-utuddidy @ 1 0udSoIOy) @  SBULNIOIOANOZ[ [ sepizolodiH @  seunny m

ur 09 un gy un g un g U O

g e

(=
—

(@]
—

(3/8w) repjony hrurdun{ hrurjous g

43



Maceracija yra paprastas ekstrahavimo metodas, kurio privalumas
jautriy temperatiirai junginiy igavimas. Sio metodo trikumas — mazas efek-
tyvumas ir ilgas junginiy iSgavimo laikas [164]. Dygiyjy usniy augalinés
zaliavos ekstrakcijos maceracijos metodu rezultatai pateikti 3.1.1.4 pav.
Didziausi rutino (0,15 + 0,03 mg/g), izokvercitrino (0,70 £ 0,07 mg/g), hipe-
rozido (0,82 + 0,09 mg/g) ir chlorogeno rugsties (3,74 + 0,13 mg/g) kiekiai
dygiyjy usniy ekstraktuose nustatyti atlikus 6 val. trukmés maceracija, o
apigenin-7-O-gliukozido atveju maceracija buvo efektyvesné ja atliekant
48 val. (kiekis 9,01 + 0,45 mg/g) (3.1.1.4 pav.).

—_
[\

[
(e
]

y junginiy kiekiai (mg/g)
oo

6

4 a
£ b -
=
s c c b be b e d
= 0

6 val. 12 val. 24 val. 48 val.

|

Rutinas B Hiperozidas O Izokvercitrinas B Chlorogeno r. B Apigenin-7-O-gliukozidas

3.1.1.4 pav. Ekstrakcijos metodo — maceracijos trukmeés jtaka
fenoliniy junginiy kiekiui (mg/g)

Skirtingos raidés palyginamojoje grupéje zymi statistiskai reikSmingus skirtumus (p < 0,05).

Tyrimo metu siekiant padidinti fenoliniy junginiy kiekio iSgavima i§
dygiosios usnies zaliavos buvo pritaikyta ekstrakcija, naudojant Sildyma su
griztamuoju Saldytuvu (3.1.1.5 pav.). Nustatyta, kad C. vulgare ekstraktuose,
gautuose naudojant Sildyma su griztamuoju Saldytuvu gauti iki 1,7 karto
didesni fenoliniy junginiy kiekiai, lyginant su kiekiais nustatytais
ekstraktuose pagamintuose taikant maceracijos ir ekstrakcijos ultragarsu
metodus (p < 0,05). Sildymo su griztamuoju $aldytuvu ekstrakcija vykdyta
90 °C temperatiiroje ir tai gal¢jo salygoti didesnj fenoliniy junginiy kiekj,
lyginant su ekstrakcija ultragarsu ir maceracija, kuriy metu naudota 25-30 °C
temperatiira. Tyrimo metu atlikta ekstrakcijos su griZztamuoju Saldytuvu
pagaminty ekstrakty fenoliniy junginiy sudéties analize ir nustatyti fenoliniy
junginiy kiekiai: rutino — 0,24 + 0,01 mg/g, hiperozido — 1,33 + 0,07 mg/g,
izokvercetrino — 1,26 + 0,06 mg/g, chlorogeno riigsties — 13,09 + 0,66 mg/g
ir apigenin-7-O-gliukozido — 9,92 + 0,49 mg/g) (3.1.1.5 pav.).
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Apibendrinant dygiosios usnies éminiy ekstrakcijos salygy parinkimo
tyrimy rezultatus, nustatyta, kad didziausi fenoliniy junginiy (apigenin-7-O-
gliukozido, chlorogeno riigSies, rutino, hiperozido, izokercitrino) kiekiai
gauti ekstrahuojant usnies lapy éminius 50 proc. (v/v) etanoliu, ekstrakcija
atliekant 1,5 val. 90 °C temperatiiroje su griztamuoju Saldytuvu (p < 0,05).
Sis metodas pasirinktas ruosiant ekstraktus tolimesniems tyrimams. Jang ir
bendraautoriy tyrime, atliekant ekstrakcija i§ Cirsium japonicum augalo
zaliavos, nustatyta, kad 70 proc. (v/v) etanolis buvo optimalus tirpiklis
fenoliniy junginiy iSgavimui, o didesn¢ temperatira (85-95°C) bei
ekstrakcija su griztamuoju Saldytuvu padidino iSskiriamy bioaktyviy
medziagy kiekj. Sie rezultatai atitinka ir miisy darbo metu taikytas salygas —
aukStesnés temperatiiros panaudojimas fenoliniy junginiy ekstrahavimui
pasitvirtino kaip efektyvus metodas, leidziantis padidinti iSekstrahuojamy
biologiskai aktyviy junginiy kiekius [165].

3.1.2. ESC metodikos fenoliniy junginiy nustatymui
C. vulgare augalinés Zaliavos ekstraktuose validavimas

Tyrimo metu atlikta ESC metodikos validacija fenoliniy junginiy nusta-
tymui C. vulgare augalinés Zaliavos ekstraktuose. Metodikos validacija atlik-
ta pagal EMA (Europos medicinos agentiiros) ICH Q2(R2) gaires. Valida-
cijos duomenys pateikti 3.1.2.1 lenteléje. Tyrimo metu buvo jvertintas meto-
dikos specifiSkumas, pagristas lyginant analités bei etaloninio junginio
sulaikymo laikg ir etaloniniy junginiy bei anali¢iy UV absorbcijos spektrus.
Dygiosios usnies ekstraktuose identifikuota vienuolika fenoliniy junginiy,
kuriy sulaikymo trukmés: 9,53 min. — neochlorogeno riigstis, 11,94 min. —
chlorogeno riigstis, 12,41 min. — 4-O-ferulo rugstis, 14,09 min. — kavos
rugstis, 20,04 min. — p-kumaro rugstis, 22,65 min. — trans-ferulo riigstis
23,61 min. — hiperozidas, 24,51 min. — izokvercitrinas, 34,51 min. —
apigenin-7-O-gliukozidas, 43,78 min. — liuteolinas, 47,79 min. — apigeninas
(3.1.2.1 pav.).
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3.1.2.1 pav. Fenoliniai junginiai identifikuoti dygiyjy usniy lapy
ekstraktuose
1 — neochlorogeno riigstis, 2 — chlorogeno rugstis, 3 — 4-O-kafeoilchino riigstis, 4 — kavos
rugstis, 5 — kumaro riigstis, 6 — ferulo riigstis, 7 — hiperozidas, 8 — izokvercitrinas, 9 —
apigenin-7-O-gliukozidas, 10 — liuteolinas, 11 — apigeninas.

TiesiSkumui patvirtinti, jvertinta analités smailés ploto priklausomybé
nuo analités koncentracijos tiriamajame tirpale, sudarant usniy lapy, Ziedyny
ir Sakny ekstraktuose identifikuoty junginiy kalibravimo grafikus ir jvertinant
regresijos koeficientus bei kalibracinés kreivés tiesinés regresijos lygtis. Visy
anali¢iy regresijos koeficientas buvo daugiau nei 0,999, tai patvirtina ESC
metodikos tiesiSkumg. Tyrimo metu nustatyta, kad identifikuoty junginiy
tiesiSkumo ribos variavo nuo 0,113 pg/ml iki 176,7 pg/ml, kurios apima visus
tyrimo metu nustatytus fenoliniy junginiy kiekius. Visy tirty fenoliniy
junginiy aptikimo ribos nustatytos, kai smailés auksc¢io ir bazinés linijos
triukSmo santykis — 3:1, o kiekybinio nustatymo ribos jvertintos, kai smailés
aukscio ir bazings linijos triukSmo santykis — 10:1 [157]. Visy tyrime naudoty
anali¢iy aptikimo ribos variavo nuo 0,03 pg/ml iki 0,345 pg/ml, o nustatymo
ribos — nuo 0,078 pg/ml iki 1,104 pg/ml. Metodo tvirtumas buvo jvertintas,
keiciant kai kuriuos analizés parametrus: kolonélés temperatiirg + 2 °C ir
mobilaus fazés santykj + 2 proc. (v/v). Nustatyta, kad Sie pokyc¢iai netur¢jo
reikSmingos jtakos smailiy sulaikymo laikams, formoms ar intensyvumui.
Visy junginiy kiekybiniai rezultatai i§liko nuoseklis, o variacijos koeficientas
nevir$ijo 2 proc., todél ESC metodas laikomas tvirtu analitiniy salygy
pokyciams. Glaudumas jvertintas, nustatant pakartojamumo ir tarpinio

48



preciziskumo jverc¢ius. Visy identifikuoty junginiy variacijos koeficientas
nevirsija 1,02 proc. [157].

Nustatyti ESC metodikos tinkamumo rezultatai patvirtina, kad pasirinkti
chromatografiniai parametrai tinkami dygiosios usnies ekstrakty fenoliniy
junginiy kokybinei ir kiekybinei sudéciai jvertinti. Validuota ESC metodika
taikyta tolesnei fenoliniy junginiy kokybinei ir kiekybinei analizei, uztikri-
nant tikslius ir patikimus rezultatus, kurie atitinka nustatytus parametrus
[166].

3.1.3. Fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties
C. vulgare augaliniy Zaliavy ekstraktuose nustatymas

Fenoliniy junginiy koncentracija ir kaupimosi désningumai skirtingose
augaly dalyse bei organuose skiriasi priklausomai nuo augalo augimo fazés
ir gyvavimo ciklo [167]. Fenoliniy junginiy kaupimosi désningumy nustaty-
mas dygiosios usnies augalinéje zaliavoje yra aktualus siekiant jvertinti Siy
junginiy kiekiy ir kokybiniy profiliy pokyc¢ius augalo vystymosi metu (skir-
tinguose fenologiniuose tarpsniuose).

Tyrimy metu fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties poky-
Ciai jvertinti C. vulgare augalinése zaliavose (lapy, ziedyny ir Sakny) surink-
tose dvejy mety laikotarpiu (2021-2022 m.), fenologiniu laikotarpiu nuo
ramybés laikotarpio pabaigos iki s¢kly brandos.

Suminis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas dygiosios usnies augalinése
zaliavose, surinktose skirtingais metais, reikSmingai skyrési (p <0,05)
(3.1.3.1 pav.). Dygiosios usnies augalin¢je zaliavoje, rinktoje 2021 metais,
didziausi suminiai fenoliniy junginiy kiekiai nustatyti C. vulgare éminiuose,
surinktuose ramybeés periodo pabaigoje (05.23), butonizacijos (07.04) ir
masinio zydéjimo metu (08.01) (p < 0,05) (3.1.3.1 pav.). Remiantis Lietuvos
hidrometeorologijos tarnybos duomenimis, ramybés periodo pabaigoje
(05.23) oro temperatiira Siauliy apskrityje savaite iki éminiy rinkimo ir
rinkimo dieng svyravo nuo 6,6 iki 17,6 °C, santykinis oro drégnis — nuo 44
iki 90 proc., o krituliy kiekis — nuo 0,0 iki 2,1 mm. Butonizacijos metu
(07.04) aplinkos salygos buvo Siltesnés — oro temperatiira sieké 14,5-26,5 °C,
santykinis oro drégnis — 44-99 proc., krituliy nefiksuota. Masinio Zydéjimo
laikotarpiu (08.01) oro temperatiira svyravo nuo 13,2 iki 30,7 °C, santykinis
drégnis —nuo 32 iki 76 proc., krituliy kiekis — nuo 0,0 iki 5,3 mm.
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Dygiyjy usniy zZaliavoje, rinktoje 2022 metais, didZiausi fenoliniy jungi-
niy kiekiai nustatyti éminiuose, surinktuose augalo zydéjimo pradzios (07.18)
ir masinio zydéjimo (08.01) laikotarpiu (p < 0,05). Suminis identifikuoty
fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 2021 ir 2022 mety fenologiniy tarpsniy
metu dygiosios usnies augalinés zaliavos éminiuose variavo nuo 71,87 mg/g
iki 324,16 mg/g ir nuo 99,36 iki 326,57 mg/g, atitinkamai. Vertinant oro
salygy jtaka fitocheminiy junginiy kiekiui, nustatyta, kad Zyd¢jimo pradzioje
(07.18) aplinkos temperattira svyravo nuo 10,6 iki 22,2 °C, santykinis oro
drégnis — nuo 50 iki 97 proc., o krituliy kiekis sieké 0,0-5,5 mm. Masinio
zydéjimo metu (08.01) oro temperatira svyravo nuo 8,4 iki 22,8 °C,
santykinis drégnis — nuo 49 iki 97 proc., krituliy kiekis — nuo 0,0 iki 12,4 mm
(3.1.3.1 pav.). Nazaruk ir kiti nustaté¢ reikSmingai didesnius fenoliniy
junginiy kiekius metanolinivose C. vulgare lapy ir ziedyny ekstraktuose,
kurie pagaminti i§ augaliniy zaliavy, surinkty masinio Zydéjimo
fenologiniame tarpsnyje nuo birZelio galo iki rugpjicio ménesio pradzios
[168]. Suminiai fenoliniy junginiy kiekiai, tiek atskiry junginiy — tokiy kaip
chlorogeno rigstis — koncentracijos dygiosios usnies augalingje zaliavoje
reikSmingai kito priklausomai nuo augimo fazés ir meteorologiniy salygy.
Didziausi fenoliniy junginiy kiekiai fiksuoti augalo intensyvios fotosintezés
laikotarpiais — ramybés periodo pabaigoje, Zydéjimo bei masinio atzélimo
metu. Sie duomenys rodo, kad fenologinis tarpsnis yra svarbus veiksnys j kurj
biitina atsizvelgti, siekiant optimizuoti augalinés zaliavos surinkimo laika,
siekiant i§gauti maksimalius fenoliniy junginiy kiekius.

Taikant validuota ESC metodika identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti
vienuolika fenoliniy junginiy C. vulgare augaliniy Zaliavy ekstraktuose. Di-
dziausig identifikuoty junginiy dalj dygiosios usnies Zaliavose sudaré chloro-
geno rigstis (44,90 proc.) ir apigenin-7-O-gliukozidas (41,48 proc.). Kity iden-
tifikuoty fenoliniy junginiy kiekis C. vulgare augalingje Zaliavoje sudaré ma-
73 dalj suminio fenoliniy junginiy kiekio: izokvercitrinas (3,16 proc.), hiper-
ozidas (2,32 proc.), apigeninas (1,20 proc.), p-kumaro ruigstis (1,07 proc.),
neochlorogeno riigstis (0,62 proc.), 4-O-kafeoilchino rugstis (0,46 proc.),
kavos rugstis (0,32 proc.), trans-ferulo riigstis (0,21 proc.), luteolinas
(0,21 proc.). Vegetacijos tarpsniai tur¢jo Zenklig jtaka fenoliniy junginiy
kiekybinei sudéciai dygiyjy usniy lapuose, ziedynuose ir Saknyse. Gauti
tyrimo rezultatai atitinka kity autoriy pasteb¢jimus. Nazaruk ir kiti, nustaté
didesng¢ fenoliniy junginiy koncentracija metanoliniuose C. vulgare lapy ir
ziedyny ekstraktuose, pagamintuose i§ Zaliavos, surinktos masinio Zydéjimo
fenologiniu laikotarpiu (birzelio pabaigoje—rugpjicio pradzioje) (p < 0,05)
[168].
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Atlikto tyrimo metu chlorogeno riigsties kiekio pokyciai dygiosios usnies
augalinése zaliavose, surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais dvejy
mety laikotarpiu pateikti 3.1.3.2 pav. DidZiausi chlorogeno riigsties kiekiai
146,28 + 0,13 mg/g ir 140,15 + 0,14 mg/g nustatyti C. vulgare lapy augaliné-
je Zaliavoje, surinktoje 2021 mety ramybés periodo pabaigoje ir 2021 mety
masinio atzé¢limo metu, atitinkamai (p <0,05). C. vulgare lapy augalinéje
zaliavoje, surinktoje 2021 mety ramybés periodo metu ir masinio atzélimo
metu, nustatyti reikSmingai didesni chlorogeno riigsties kiekiai (146,28—
81,08 mg/g) lyginant su chlorogeno rugsties kiekiais nustatytais Sakny
(27,47-16,68 mg/g) augalinése zaliavose tuo paciu laikotarpiu (p < 0,05).

Palyginus chlorogeno rtigsties kiekybing sudétj C. vulgare ziedyny auga-
linése zaliavose, surinktose 2021 ir 2022 mety tais paciais fenologiniais tarps-
niais, statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta (p > 0,05). Analizuojant
chlorogeno rugsties kaupimosi désningumus dygiosios usnies ziedyny
zaliavoje nustatyta, kad 2021 ir 2022 mety zyd¢jimo pradzios fenologiniame
tarpsnyje (07.18) surinktuose ziedynuose sukaupti didziausi chlorogeno riags-
ties kiekiai 58,02 = 0,41 mg/g ir 64,08 + 0,23 mg/g, atitinkamai. Palyginus
chlorogeno rugsties kiekj C. vulgare Sakny augalinése Zaliavose, surinktose
skirtingais metais tuo paciu metu statistiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta
(p > 0,05). Didziausias chlorogeno riigsties kiekis nustatytas Sakny augali-
néje zaliavoje, surinktoje 2022 mety fenologinio ramybés periodo pabaigoje
05.09 (31,71 £ 0,11 mg/g) (3.1.3.2 pav.).

Apigenin-7-O-gliukozido kiekio poky¢iai dygiosios usnies augalinése
zaliavose, surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais dvejy mety laiko-
tarpiu pateikti 3.1.3.3 pav. C. vulgare lapy augaliniy zaliavy éminiuose, su-
rinktuose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais, nustatytas
apigenin-7-O-gliukozido kiekis (14,05-146,81 mg/g — 2021 metais, 24,61—
147,96 mg/g — 2022 metais) buvo didesnis uz kiekius nustatytus C. vulgare
ziedyny (16,05-76,30 mg/g 2021 metais ir 0,18—-147,32 mg/g 2022 metais) ir
Sakny (0,37-1,15 mg/g 2021 metais ir 0,75-4,95 mg/g 2022 metais) augali-
nése zaliavose. Tyrimo metu jvertinta, kad didziausias apigenin-7-O-gliuko-
zido kiekis 147,96 + 0,34 mg/g nustatytas C. vulgare lapy augalinés Zaliavos
éminiuose, surinktuose 2022 mety masinio zydéjimo fenologingje stadijoje
(08.01), kuris statistiskai reikSmingai nesiskyré nuo apigenin-7-O-gliukozido
kiekio 146,81 = 0,31 mg/g nustatyto C. vulgare lapy augalinés zaliavos eémi-
niuose, surinktuose 2021 metais butonizacijos fenologiniame tarpsnyje (07.04).
Lyginant Zziedyny augalinése zaliavose nustatyta apigenin-7-O-gliukozido
kiekj, didziausias apigenin-7-O-gliukozido kiekis nustatytas Zziedyny
éminiuose, surinktuose 2021 metais butanizacijos fenologiniame tarpsnyje
76,30 = 0,31 mg/g (p <0,05). Dygiosios usnies Sakny augalinés Zaliavos
éminiuose didZiausias apigenin-7-O-gliukozido kiekis nustatytas éminiuose,
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kurie surinkti 2022 mety masinio atz¢limo tarpsnyje (4,48 = 0,03 mg/g)
(3.1.3.3 pav.). Palyginus su kitais Asteraceae Seimos augalais, C. vulgare la-
puose nustatytas apigenin-7-O-gliukozido kiekis yra reikSmingai didesnis.
Achillea millefolium Zieduose §io flavonoido kiekis yra apie 10—15 karty ma-
zesnis, o Calendula officinalis Zieduose apigenin-7-O-gliukozido koncent-
racija yra apie 5—8 kartus mazesné nei C. vulgare lapuose nustatyty kiekiy
[169-171]. Sie duomenys parodo, kad C. vulgare gali biiti vertingas natiiralus
apigenin-7-O-gliukozido Saltinis, ypa¢ kai zaliava renkama butonizacijos ir
masinio zyd¢jimo fenologiniais tarpsniais.

Izokvercitrino kiekio pokyciai dygiosios usnies augalinése Zaliavose,
surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais pateikti
3.1.3.4 pav. C. vulgare lapy augalinéje zaliavoje, surinktoje 2021 metais ra-
mybés periodo metu (05.09, 05.23) ir masinio atzé¢limo metu (06.06), nusta-
tyti reikSmingai didesni izokvercitrino kiekiai (16,197-14,162 mg/g) lyginant
su izokvercitrino kiekiais nustatytais Sakny (0,240-0,08 mg/g) augalinése
zaliavose tuo paciu laikotarpiu (p < 0,05). Augalo lapy Zaliavose, surinktose
2021 metais, nustatyti statistiSkai didesni fenolinio junginio izokvercitrino
kiekiai, palyginus juos su izokvercitrino kiekiais nustatytais augalo lapy
zaliavose, surinktose 2022 metais (p < 0,05).

Tyrimo metu nustatyta, kad 2021 metais surinktose Sakny augalinés Za-
liavos éminiuose izokvercitrinas aptiktas ir kiekybiskai jvertintas prasidéjus
butonizacijos fenologiniam tarpsniui (07.04). Véliau jo kiekiai C. vulgare
Sakny augalinéje Zaliavoje didé¢jo ir didziausias izokvercitrino kiekis 4,39 +
0,04 mg/g nustatytas Sakny augalinés zaliavos éminiuose, surinktuose 2021
metais masinio zyd¢jimo fenologiniame tarpsnyje (08.15). C. vulgare Sakny
augalinése zaliavos éminiuose surinktose 2022 metais izokvercitrinas nusta-
tytas nebuvo.

Palyginus ziedyny augalinése zaliavose aptiktus izokvercitrino kiekius,
nustatyta, kad didziausias izokvercitrino kiekis 2,49 + 0,01 mg/g nustatytas
C. vulgare ziedyny augalinés zaliavos éminiuose, surinktuose 2022 metais
masinio zyd¢jimo fenologiniame tarpsnyje (08.01) (p < 0,05) (3.1.3.4 pav.).
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Hiperozido kiekio pokyciai dygiosios usnies augalinése Zzaliavose,
surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais pateikti
3.1.3.5 pav. Tyrimo metu hiperozidas nustatytas C. vulgare lapy ir Ziedyny
augalinése zaliavose, o C. vulgare Sakny augalingje zaliavoje hiperozido
nenustatyta.

C. vulgare lapy augalinés zaliavos éminiuose, surinktuose 2021 metais
skirtingais fenologiniais laikotarpiais, nustatytas hiperozido kiekis buvo di-
desnis (12,37-0,80 mg/g) lyginant su hiperozido kiekiu (5,58—1,37 mg/g) nu-
statytu C. vulgare lapy augalinés zaliavos éminiuose, surinktuose 2022 me-
tais skirtingais fenologiniais tarpsniais. DidZiausias hiperozido kiekis 12,37 +
0,07 mg/g nustatytas dygiosios usnies lapy zaliavos éminiuose, surinktuose
2021 mety butonizacijos fenologingje faz¢je (07.04), kuris statistiSkai reiks-
mingai nesiskyré nuo kiekio 11,09 + 0,09 mg/g nustatyto dygiosios usnies
lapy zaliavos éminiuose, surinktuose 2021 mety lapy masinio atzelimo laiko-
tarpiu (06.20) (p > 0,05).

C. vulgare ziedyny augalinése zaliavose nustatyta iki 12,5 karty maZzes-
nis hiperozido kiekis, lyginant su C. vulgare lapy augalinése zaliavose nusta-
tytu hiperozido kiekiu. Palyginus Ziedyny augalinése Zaliavose aptiktus hipe-
rozido kiekius, nustatyta, kad didziausias hiperozido kiekis 2,17 + 0,05 mg/g
buvo nustatytas C. vulgare ziedyny augalinés zaliavos éminiuose, surink-
tuose 2021 metais butonizacijos (07.04) fenologiniame tarpsnyje (p < 0,05)
(3.1.3.5 pav.).

57



do Kkiekis (Ziedynai) (mg/g)

iperozi

0

H

160

7207—120¢ mdivjoyiv] gowr hldap si1usdipy s1p1u13ojoud) SIDSuILLLYS ISONIYULINS
‘asoniutua havipz muypdny hiusn f3dp wipdyod oryary opizotadipy *avd ¢ s°1°€

6280

("W ZT0T ‘1eukparz) sepizoiodi e
('w zzog ‘redey) sepizorodiy ———

S1'80 10°80 81°L0 ¥0°LO

(‘W [Z0T ‘Teukparz) seprzosodiy w
('w 1Zog ‘redey) seprzoradiy

0790 9090 £C’S0 6050

STY0

1T'v0

00

7

\ A

—7\

-\

¥ \\ﬁ/
rd

A

N\

-

>~ O v F n AN — O

IT
4!
el
14!

(3/3w) (redey) sppony oprzosddiy

58



Atsizvelgiant | dygiosios usnies augaliniy zaliavy éminiy, surinkty
skirtingy fenologiniy tarpsniy metu, ekstraktuose nustatyta fenoliniy junginiy
kiekybing sudéti, tolimesniems biologinio aktyvumo tyrimams buvo
pasirinkti ekstraktai turintys didziausig fenoliniy junginiy kiekj. Tyrimams
pasirinkti dvejy 2021-2022 mety ekstraktai: Saknys, surinktos fenologinés
ramybés periodo pabaigoje (04.11, 04.25, 05.09), lapai, surinkti fenologinés
ramybés periodo pabaigoje (04.25), lapai, surinkti masinio atzélimo periodu
(06.06), ziedynai, surinkti masinio zydéjimo periodu (07.30), lapai, surinkti
sékly brandos periodu (09.12), ziedynai, surinkti sékly brandos periodu
(09.12), lapai, surinkti fenologinés ramybés periodo pabaigoje (04.25), lapai,
surinkti fenologinés ramybés periodo pabaigoje (05.23), lapai, surinkti
masinio atz¢limo periodu (06.06).

3.2. Aminoriugs¢iy kokybinés ir kiekybinés sudéties C. vulgare
augalinés Zaliavos ekstraktuose nustatymas DC—MS metodu

3.2.1. DC-MS metodikos aminoriigi¢iy nustatymui
C. vulgare augalinés Zaliavos ekstraktuose validacija

Aminortigs¢iy nustatymas augaluose, tokiuose kaip C. vulgare, yra svar-
bus, siekiant jvertinti jy maisting vertg ir potencialg kaip alternatyvy baltymy
Saltinj. Atliekant dygiosios usnies zaliavy fitocheminés sudéties analiz¢ nu-
statyta, kad augalas kaupia laisvasias aminortgstis. Kai kurios i$ jy yra nepa-
kei¢iamosios aminoriigstys, kitos — pakei¢iamosios. Tiek pakeifiamosios,
tiek nepakei¢iamosios aminortigstys yra svarbios organizmo metabolizmo
procesuose. Nepakeic¢iamosios aminortigstys, tokios kaip leucinas, izoleuci-
nas, lizinas, metioninas, fenilalaninas, treoninas, triptofanas ir valinas yra
biitinos baltymy sintezei, fermenty ir hormony gamybai, taip pat imuninés
sistemos veiklai. Siy aminoriig§¢iy organizmas negamina, todél jos turi biiti
gaunamos su maistu ar papildomais maisto priedais. C. vulgare augalinése
zaliavose nustatytos aminortigStys pagrindZia Sios zaliavos naudojimo poten-
cialg tiek zmoniy, tiek gyviiny mityboje, prisidedant prie subalansuotos ir
pilnavertés mitybos uztikrinimo.

Metodiky vystymas ir validavimas yra svarbus siekiant tiksliai jvertinti
aminorigsciy sudétj tiriamosiose C. vulgare zaliavose. Tyrimo metu atlikta
DC-MS (dujy chromatografijos ir masiy spektrometrijos) metodikos su deri-
vatizacijos etapu validacija aminortigsciy nustatymui C. vulgare augalinés
zaliavos ekstraktuose. Metodikos validacija atlikta pagal EMA (Europos me-
dicinos agentiiros) ICH Q2(R2) gaires, vertinant Siuos parametrus: tiesisku-
mg, tiksluma, preciziSkumg, aptikimo ir nustatymo ribas, specifiSkuma,
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teisinguma bei tvirtuma. SpecifiSkumas jvertintas analizuojant anali¢iy chro-
matografiniy smailiy sulaikymo laikus ir jy masiy spektrus, kurie buvo
budingi kiekvienai aminoriigsciai ir atitiko kokybés reikalavimus [157, 172].
Metodika validuota naudojant 16 aminortig§¢iy: alaning, glicing, cisteina,
valing, leucing, izoleucing, metioning, proling, sering, tirozino, fenilalanino,
asparto rugsty, glutamo riigstj, lizing, histiding ir treoning. Glaudumo tyrimy
metu nustatyta, kad metodas pasizymi dideliu pakartojamumu — variacijos
koeficientas nevirSijo 1 proc., o tai patvirtina metodo preciziSkuma. Tiesis-
kumas jvertintas kalibraciniy kreiviy pagrindu, ir nustatyta, kad smailiy ploto
ir koncentracijy santykis buvo tiesinis 25-200 pg/ml intervale, determina-
cijos koeficientui (R?) svyruojant nuo 0,986 iki 0,999. Aptikimo ir nustatymo
ribos buvo individualios kiekvienai aminoriigsciai ir nevirsijo 2,400 pg/ml.
Tikslumas jvertintas pagal atkuriamumo procentus, kurie, priklausomai nuo
analités, svyravo nuo 98,4 proc. iki 101,3 proc. Pavyzdziui, L-alanino atku-
riamumas sieké 99,4 proc., glicino — 100,0 proc., L-valino — 98,8 proc., o L-
tirozino — 100,5 proc. Visi Sie rezultatai atitinka ICH Q2(R2) gairése nuro-
dytus tikslumo kriterijus. Tvirtumo vertinimo metu buvo analizuotas ir deri-
vatizacijos etapas — tirtas metodikos jautrumas nedideliems derivatizacijos
trukmes, temperatiiros bei reagenty koncentracijos pokyc¢iams. Gauti rezul-
tatai parod¢, kad Sie parametrai neturé¢jo reikSmingos jtakos analitiniams
duomenims, todél derivatizacijos zingsnis laikytinas patikimu. Apibendrinant
galima teigti, kad iSvystyta DC-MS metodika yra jautri, tiksli ir patikima, bei
pilnai atitinka ICH Q2(R2) metody validacijos reikalavimus, todé¢l tinkama
naudoti tiek kokybinei, tiek kiekybinei aminoriig§¢iy analizei C. vulgare
augalingje zaliavoje.

IStyrus dygiosios usnies ekstraktus DC-MS metodu skirtingose C. vul-
gare augalinése Zaliavose aptiktos ir kiekybiSkai nustatytos Sios aminortigs-
tys: L-alaninas, glicinas, L-valinas, L-leucinas, izoleucinas, L-prolinas,
L-metioninas, L-serinas, L-treoninas, L-fenilalaninas, L-asparto rugstis,
L-glutamo raigstis, L-lizinas, L-histidinas ir L-tirozinas (3.2.1.1 pav.). C. vul-
gare lapy ekstraktuose aptikta 15 aminortigs¢iy, ziedyny ekstraktuose aptikta
14 aminortigsciy, o Sakny ekstraktuose aptikta 13 aminoriigsciy.
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3.2.1.1 pav. Aminoriugstys, identifikuotos C. vulgare ekstraktuose
1 —L-alaninas*, 2 — glicinas*, 3 — L-valinas, 4 — L-leucinas, 5 — izoleucinas, 6 — L-prolinas*,
7 — L-serinas*, 8§ — L-treoninas, 9 — L-fenilalaninas, 10 — L-asparto rugstis*, 11 —
L-glutamo ragstis*, 12 — L-lizinas, 13 — L-tirozinas*, 14 — L-histidinas*, 15 — L-tirozinas;
(*) zymi nepakeiCiamas aminoraigstis.

Atliktame kokybiniame aminoriig§¢iy tyrime, Ashirova ir bendradarbiai
tyré Asteraceae Seimos augalus Cichorium intybus L., Chamomilla recutita
L., Achillea millefolium L. ir §iy augaly ziedyny zaliavose nustaté 15 laisvyjy
aminorigsciy: argining, cisteing, lizing, tirozing, fenilalaning, histiding, leu-
cing, izoleucing, metioning, valing, proling, treoning, sering, alaning ir glicing
[173]. Lyginant Asteraceae Seimos augalais — Cichorium intybus, Chamo-
milla recutita ir Achillea millefolium — C. vulgare pasizymi panaSiu amino-
rugsciy spektru kokybiniuose tyrimuose [174-176]. Atsizvelgiant | bendra
augalo biochemin¢ sudét] ir fitocheminj potencialg, C. vulgare gali biiti
laikomas perspektyviu alternatyviu baltymy Saltiniu, tinkamu naudoti funk-
cinéje mityboje ar augalinés kilmés papildy gamyboje.
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3.2.2. Aminoriugsciy kokybinés ir kiekybinés sudéties
C. vulgare augaliniy Zaliavy ekstraktuose nustatymas

Aminortgsc¢iy kiekis C. vulgare augalinése zaliavose variavo priklauso-
mai nuo augalo dalies (lapy, ziedyny, Sakny) ir zaliavos surinkimo laiko
(augalo fenologiniy tarpsniy jtakos rinkimo metais). Visi duomenys pateikti
3.2.2.1 pav. Visi gauti statistiSkai reikSmingi skirtumai aminortig§¢iy tyrime
pateikti disertacijos pabaigoje, priedy dalyje.

Ivertinus aminortig§¢iy kokybinés sudéties skirtumus C. vulgare augali-
nése zaliavose (lapuose, ziedynuose, Saknyse), didziausia aminortigs¢iy koky-
bin¢ jvairové nustatyta augalo lapy ekstraktuose (15 aminortgsciy) (3.2.2.1
pav. A). Ziedyny ekstraktuose nustatyta 14 aminoriigiéiy (3.2.2.1 pav. B), o
Sakny ekstraktuose 13 aminortgsciy (3.2.2.1 pav. C). C. vulgare lapy auga-
liniy zaliavy éminiuose, surinktuose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021
ir 2022 metais, nustatytas suminis aminorigsciy kiekis (0,01-12,28 mg/g
(2021 m.), 0,03-23,90 mg/g (2022 m.)) buvo Siek tiek didesnis uz kiekius
nustatytus C. vulgare ziedyny (3,25-10,04 mg/g (2021 m.), 0,30-14,20 mg/g
(2022 m.)) ir Sakny (0,01-0,66 mg/g (2021 m.), (0,77-3,15 mg/g (2022 m.))
augalinése Zaliavose.
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Palyginus aminortigs¢iy kiekio pokycius usnies augalo lapy Zaliavose,
surinktose 2021 mety fenologiniy tarpsniy metu, nustatyta, kad lapy zaliavoje
sukauptas aminortgsc¢iy kiekis (0,01 = 0,00 mg/g) buvo maziausias butoni-
zacijos laikotarpiu (07.04). Vélesniy fenologiniy tarpsniy metu (07.18-09.12)
surinktose usnies lapy augalinése Zaliavose nustatytas aminorig§ciy suminis
kiekis buvo zenkliai didesnis ir variavo nuo 5,19 £ 0,15 mg/g iki 12,28 +
0,21 mg/g. C. vulgare lapy augalinéje zaliavoje didziausias suminis amino-
rugsciy kiekis (12,49 + 0,15 mg/g) nustatytas zaliavoje, surinktoje 2021
metais masinio zZydéjimo laikotarpiu (08.15) (p < 0,05) (3.2.2.1 pav. A).

Palyginus aminortigs¢iy kiekio pokycius usnies augalo lapy Zaliavose,
surinktose 2022 mety fenologiniy tarpsniy metu, nustatyta, kad lapy zalia-
voje, surinktoje masinio atzelimo laikotarpiu (06.20), sukauptas aminoraigs-
¢iy kiekis (23,91 + 0,31 mg/g) buvo didziausias (p < 0,05). Vélesniy fenolo-
giniy tarpsniy metu (07.04—09.12) surinktose usnies lapy augalinése Zalia-
vose nustatytas aminortig$¢iy kiekis buvo Zenkliai mazesnis ir variavo nuo
0,01 mg/g iki 1,31 mg/g (3.2.2.1 pav. A). Pagrindinés lapy zaliavoje, surink-
toje masinio atzélimo metu (06.20), nustatytos aminortugstys L-glutamo riigs-
tis (3,78 £ 0,06 mg/g), L-lizinas (2,89 +0,04 mg/g) ir L-asparto rugstis
(2,68 £ 0,04 mg/g). Jos sudar¢ 39,11 proc. nustatyto suminio aminoriigsciy
kiekio.

Ivertinus augalo ziedynuose kaupiamy aminoriigs¢iy kokybine ir
kiekybine sudétj nustatyta, kad juose néra histidino, kuri buvo aptikta lapy
ekstraktuose (3.2.2.1 pav. B). Palyginus aminoriigsciy kiekio pokycius
C. vulgare ziedyny zaliavose, surinktose 2021 mety ir 2022 mety fenologiniy
tarpsniy metu, nustatyta, kad didZziausi suminiai aminortig$¢iy kiekiai
(10,04 £ 0,19 mg/g ir 14,20 + 0,12 mg/g, atitinkamai) nustatyti augalinése
zaliavose, surinktose liepos ménesj, vykstant butonizacijai ir zydéjimo
pradzioje. Ziedyny augalinéje zaliavoje, surinktoje 2022 metais butonizacijos
fenologiniame tarpsnyje (07.04), nustatytas suminis aminortigsciy kiekis
buvo 2 kartus didesnis uz suminj aminoriig¢iy kiekj nustatyta Ziedyny
augalingje Zaliavoje, surinktoje 2021 metais tuo paciu laikotarpiu. Pagrin-
dinés ziedyny zaliavoje, surinktoje 2022 mety butonizacijos laikotarpyje
(07.04), vyravusios aminorigstys buvo L-glutamo riigstis (3,04 + 0,07 mg/g)
ir L-asparto rugstis (2,61 + 0,05 mg/g). Jos sudaré¢ 39,8 proc. visy nustatyty
aminoriigsciy kiekio (3.2.2.1 pav. B). Tylei ir kiti autoriai, tyre C. japonicum,
taip pat nustaté, kad kiekybiskai iStyrus augalo ziedyny sudéti, juose
nustatytas aminoriigs¢iy kiekis buvo didesnis nei kitose augalo daliy
zaliavose [177].

Augalo Saknys kaupé maziausius aminoriig§¢iy kiekius, o kokybinés
sudéties tyrime nebuvo nustatyta dviejy aminoriigs¢iy — L-histidino ir
L-lizino, kurios buvo aptiktos lapy ekstraktuose. C. vulgare Sakny zaliavose,

66



surinktose 2021 mety fenologiniy tarpsniy metu nustatyti suminiai amino-
rugsciy kiekiai buvo iki 20 karty mazesni uz kiekius nustatytus C. vulgare
Sakny zaliavose, surinktose atitinkamy fenologiniy tarpsniy metu 2022 metais
(3.2.2.1 pav. C). Ivertinus C. vulgare Sakny Zaliavose, surinktose 2021 metais
fenologiniy tarpsniy laikotarpiu, esancius aminoriigs¢iy kiekius, nustatyta,
kad didziausias suminis aminortigs¢iy kiekis 0,66 £+ 0,07 mg/g aptiktas Sakny
zaliavoje, surinktoje Zydéjimo pabaigoje (08.29). Zydéjimo pabaigoje (08.29)
surinktoje C. vulgare Sakny zaliavoje vyravo dvi aminoriigStys L-alaninas
(31,48 proc.) ir L-prolinas (54,84 proc.). Ivertinus aminortgsc¢iy kieki C. vul-
gare Sakny zaliavose, surinktose 2022 metais fenologiniy tarpsniy laikotar-
piu, nustatyta, kad didziausias suminis aminortigs¢iy kiekis 3,15 + 0,16 mg/g
buvo Sakny augalinéje zaliavoje, surinktoje masinio zyd¢jimo fenologiniame
tarpsnyje (08.01). Pagrindinés Sakny Zaliavoje, surinktoje 2022 metais masi-
nio zydé¢jimo (08.01) laikotarpyje, vyravusios aminoriigStys buvo L-glutamo
ragstis (0,57 + 0,01 mg/g) ir L-asparto rugstis (0,54 + 0,01 mg/g). Jos sudaré
35,37 proc. nustatyto suminio aminoriigsciy kiekio (3.2.2.1 pav. C).

Tyrimy duomenimis, C. intybus lapy ekstraktuose dazniausiai randamos
aminoriigStys yra argininas, cisteinas, valinas, alaninas ir glicinas, o jy
kiekiai, ypac¢ lapy ir Sakny Zaliavose, yra didesni nei C. vulgare Zaliavose
[176]. Tuo tarpu A. millefolium ir C. recutita taip pat pasizymi jvairiu
aminorigsciy profiliu, taciau jy pasiskirstymas skirtingose augalo dalyse
(ziedynuose, lapuose ar Saknyse) yra kintantys ir jprastai, mazesni nei
C. vulgare zaliavoje [174, 175]. Nors C. vulgare aminoriigs¢iy kiekiai kai
kuriais atvejais yra maZesni nei minéty augaly, Sis augalas iSsiskiria unikalia
aminorigsciy kompozicija, kuri gali papildyti kity Asteraceae Seimos augaly
maisting verte.

Atlikus detalig aminoriigs§¢iy analize nustatyta, kad C. vulgare augalinés
zaliavos sudétis (lapai, ziedynai, Saknys), rinkimo metai ir fenologiniai tarps-
niai yra svarbls veiksniai, lemiantys aminortig§¢iy kokybing ir kiekybine
sudeéti dygiosios usnies augalingje zaliavoje. Ivertinus junginiy kaupimosi
désningumus, nustatyta, kad 2022 metais surinktuose usniy ziedynuose ir
Saknyse aminoriig§ciy kiekis buvo didesnis, palyginti su 2021 metais C. vul-
gare ziedyny ir Sakny Zzaliavose nustatytu junginiy kiekiu. Aminoriig§¢iy
kaupimosi désningumai usniy lapuose buvo skirtingi: 2021 metais surink-
tuose lapy éminiuose didziausias junginiy kiekis nustatytas augalui pradéjus
zydeti ir i8liko aukstas iki s¢kly brandos, tuo tarpu 2022 metais surinktuose
lapuose didziausia aminortig§¢iy koncentracija buvo masinio atzélimo metu,
taciau véliau reikSmingai sumazéjo. Siekiant uztikrinti aukStos kokybés auga-
linés zaliavos gavima su Zinomu aminortgs¢iy kiekiu, biitina taikyti validuo-
tas analizés metodikas ir tinkamai parinkti augaliniy zaliavy paruosy laika.
Tokie nepakankamai iSnaudoty augaly tyrimai gali buti perspektyviy, maisto
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pramonéje pritaikomy, natiiraliy aminortig§€iy Saltinis, prisidedantis prie
subalansuotos mitybos ir funkciniy produkty ktirimo.

3.3. Dygiosios usnies ekstrakty biologinio poveikio tyrimai

3.3.1. Antioksidacinio aktyvumo tyrimas

Antioksidacinio aktyvumo tyrime naudoti ekstraktai, kuriuose nustatyti
didZiausi fenoliniy junginiy ir aminortgsciy kiekiai. Antioksidacinio aktyvu-
mo tyrimo metu buvo siekiama jvertinti skirtingy dygiosios usnies augalo
daliy (lapy, ziedyny, Sakny) ekstrakty antioksidacinj aktyvuma lyginant
ekstraktus, pagamintus i$ Zaliavy surinkty 2021 ir 2022 mety rinkimo tapaciy
fenologiniy tarpsniy metu.

Dygiosios usnies ekstrakty, pagaminty i§ skirtingy augaliniy Zaliavy,
surinkty 2021 ir 2022 metais skirtingais fenologiniais tarpsniais, antioksida-
cinio aktyvumo duomenys, vertinti CUPRAC metodu (umol TE/g), pateikti
3.3.1.1 pav. Ekstraktai, pagaminti i§ 2021 mety rinkimo augalo lapy, pasizy-
méjo stipriausiu antioksidaciniu poveikiu, d¢l Zaliavoje kaupiamy didziausiy
fitocheminiy junginiy kiekio, lyginant su kiekiais nustatytais kitose augalo
zaliavos dalyse. Nustatyta, kad stipriausiu aktyvumu pasizyméjo usniy ziedy-
ny ekstraktai, pagaminti i§ 2021 mety surinktos ziedyny Zaliavos. Nustatytas
ziedyny ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo 1,48 karto stipresnis uz
2022 mety rinkty usnies lapy ekstrakty antioksidacinj aktyvuma ir 2,24 karto
stipresnis uz 2021 mety rinkty usnies Sakny ekstrakty antioksidacinj akty-
vumg (p < 0,05). Stipriausias antioksidacinis aktyvumas (12938 pmol TE/g)
nustatytas C. vulgare lapy ekstraktuose, kuriy zaliava buvo surinkta 2021
metais fenologinio ramybés periodo pabaigoje. Sie lapy ekstraktai
pasizyméjo aukSciausiu suminiu fenoliniy junginiy kiekiu — 218,15 mg/g,
kurio 124,61 mg/g sudaré chlorogeno rigstis, o 59,071 mg/g apigenin-7-O-
gliukozidas. Silpniausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas C. vulgare
lapy éminiuose, kuriy zaliava buvo surinkta 2022 metais sékly brandos
fenologiniame tarpsnyje (813 pmol TE/g). Demirtas ir kiti nurodo, kad
birzelio ménesj surinkti neapdoroti C. arvense lapy ekstraktai pasizyméjo
stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu, taikant DPPH ir FRAP metodus [179].
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Lyginant C. vulgare ekstrakty antioksidacinio poveikio stiprumg, nusta-
tytas statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp ekstrakty, kurie pagaminti i§ antry
rinkimo mety skirtingy augalo daliy (2022 m.). Nustatyta, kad stipriausiu
aktyvumu pasizyméjo usnies Sakny ekstraktai, pagaminti i§ 2022 metais
surinktos Sakny Zaliavos. Nustatytas Sakny ekstrakty antioksidacinis aktyvu-
mas buvo 1,4 karto stipresnis uz 2022 mety rinkty usnies lapy ekstrakty anti-
oksidacinj aktyvumg ir 2,2 karto stipresnis uz 2022 mety rinkty usnies ziedyny
ekstrakty antioksidacinj aktyvuma (p < 0,05). Yin ir kiti autoriai, tyré C. japo-
nicum Sakny ekstrakty antioksidacinj poveikj ir nustaté, kad metanoliniai
ekstraktai turi stipresnj laisvyjy radikaly Salinimo aktyvumg nei vandeniniai
ekstraktai. Vandeninis ir metanolinis C. japonicum Sakny ekstraktai pasizy-
méjo nuo koncentracijos priklausomu hidroksilo radikaly $alinimo aktyvumu
ir sumazéjusia galia bei metalo kompleksiniy junginiy sudarymo pajégumu
[180]. Kim ir kiti autoriai, C. japonicum ekstraktuose nustaté Sesis polifeno-
linius junginius (siringing, chlorogeno rugstj, 3,5-di-kafeoilchino ragsty, 3'-
hidroksicinamono rugstj ir 3,4-dikafeoilchino riigstj) ir patvirtino usniy zalia-
vose kaupiamy fenoliniy junginiy antioksidacinj poveikj [181].

2021 metais surinkty C. vulgare lapy ekstrakty antioksidacinis aktyvu-
mas buvo 2,16 karto stipresnis uz 2022 metais surinkty C. vulgare lapy
ekstrakty antioksidacinj aktyvumg (p < 0,05). 2022 mety ramybés periodo
pabaigos laikotarpiu (04.25) surinkty C. vulgare lapy zaliavos ekstraktuose
nustatytas stipriausias antioksidacinis aktyvumas (5963 umol TE/g). Silp-
niausias antioksidantinis aktyvumas nustatytas C. vulgare lapy ekstraktuose,
kuriy zaliava surinkta 2022 mety sékly brandos fenologiniame tarpsnyje
(813 umol TE/g).

2021 metais surinkty C. vulgare Ziedyny ekstrakty antioksidacinis akty-
vumas buvo 2,76 karto stipresnis uz 2022 metais surinkty C. vulgare zZiedyny
ekstrakty antioksidacinj aktyvuma (p <0,05). 2021 metais sé¢kly brandos
fenologiniame tarpsnyje surinkty C. vulgare Ziedyny Zzaliavos ekstraktuose
nustatytas stipriausias antioksidacinis aktyvumas (8331 pmol TE/g). Sios Za-
liavos ekstraktuose dominavo apigenin-7-O-gliukozidas (27,62 mg/g) ir
chlorogeno riigstis (22,42 mg/g). Maziausias antioksidacinis aktyvumas
(738 umol TE/g) nustatytas ekstraktuose, kurie pagaminti i§ C. vulgare Zie-
dyny surinkty 2022 metais s¢kly brandos fenologiniame tarpsnyje.

Lyginant dvejy mety Sakny ekstrakty antioksidacinj poveikj, statistiSkai
reik§mingo skirtumo tarp 2021 m. ir 2022 m. rinkimo mety Sakny ekstrakty
antioksidacinio poveikio stiprumo nenustatyta (p > 0,05). 2021 mety rinkty
Sakny ekstrakty antioksidacinis aktyvumas variavo nuo 1143 pumol TE/g iki
9213 pmol TE/g, 0 2022 mety rinkty usnies Sakny ekstrakty — nuo 238 umol
TE/g iki 8438 umol TE/g. Stipriausias antioksidacinis aktyvumas (9213 pmol
TE/g) nustatytas ekstraktuose, kurie pagaminti i§ C. vulgare Sakny Zaliavos
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surinktos 2021 mety ramybés periodo pabaigoje (05.23). Maziausias anti-
oksidacinis aktyvumas (238 pmol TE/g) nustatytas ekstraktuose, kurie paga-
minti i§ C. vulgare Sakny surinkty 2022 metais se¢kly brandos fenologiniame
tarpsnyje.

Koryza bei Nazaruk ir kity autoriy, tirian¢iy Siaurés rytin¢je Lenkijos
dalyje auginamy Cirsium genties augaly ziedyny ir lapy antioksidacines savy-
bes, nustaté teigiamg koreliacijg tarp Siy dviejy zaliavy ekstrakty antiok-
sidacinio poveikio ir bendro fenoliniy junginiy kiekio ekstraktuose [56, 168].
Kurg ir kiti autoriai nustaté, kad birzelio mén. surinktas C. vulgare augalo
daliy (Sakny, stieby, lapy ir ziedyny) metanolinis ekstraktas pasizymejo stipr-
iausiu antioksidaciniu aktyvumu, taikant CUPRAC metoda, kurio Trolox
ekvivalento redukcijos pajégumas buvo 2,14 pmol TE/g, o ECso verte
18,5 pg/ml. Minéti mokslininkai taip pat nustate, kad tas pats ekstraktas pasi-
zymi didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu, jvertinus FRAP (1436,6 pmol
Fe?*/g ekstrakto), ABTS (1436,6 umol Fe**/g ekstrakto) ir superoksido ani-
jony radikaly Salinimo aktyvumo metodais. [vairiy (FRAP, ABTS, CUPRAC)
antioksidacinio aktyvumo metody déka nustatyta, kad C. arvense etanoliniai
ekstraktai, palyginus juos su turimais standartais, turi nuo dozés priklausoma
antioksidacinj aktyvuma [182].

Apibendrinant antioksidacinio aktyvumo CUPRAC metodo rezultatus,
nustatyta, kad stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu (12938 umol TE/g) pasi-
zyméjo ekstraktai, pagaminti i§ C. vulgare augalo lapy, surinkty 2021 metais
fenologinio ramybés periodo pabaigoje (05.09). 2021 mety zaliavos ekstrak-
tai, ypac lapai ir ziedynai, pasizyméjo ryskiu antioksidaciniu aktyvumu, kurj
léme chlorogeno rugsties ir apigenin-7-O-gliukozido kiekiai. Gauti duome-
nys patvirtina, kad dygiosios usnies augimo metai ir fenologiniai tarpsniai
turi reikSmingg poveikj fitocheminiam profiliui bei antioksidaciniam aktyvu-
mui, o tai atskleidzia zaliavos surinkimo laikotarpio svarba vertinant augaly
antioksidacines savybes.

3.3.2. PrieSvéZinio poveikio tyrimai

C. vulgare prieSvézinis poveikis néra iSsamiai tyrinétas. Kity autoriy
tyrimai su Cirsium genties augalais, tokiais kaip C. japonicum, kurie kaupia
chlorogeno rugst] ir pasiZymi atsparumu oksidaciniam stresui, rodo $ios
riSies potencialg prie§véziniuose tyrimuose [104]. Sie duomenys leidZia
manyti, kad ir C. vulgare gali turéti panaSy poveikj prie§ oksidacinj stresa,
tod¢l tolimesni tyrimai $iai hipotezei patvirtinti yra bitini.

Atlikus dviejy mety (2021-2022 m.) zaliavy antioksidacinio aktyvumo
analizg, pagal gautg antioksidacinio aktyvumo koncentracija buvo atrinkti
tolimesniems tyrimams ekstraktai, kurie apraSyti 3.3.2.1 lentel¢je.
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Tyrimas, kuriame analizuojamas keturiolikos sausyjy C. vulgare ek-
strakty ir chlorogeno riigSties poveikis Iasteliy gyvybingumui, parodé, kad
visi ekstraktai veiké Zmogaus gaubtinés Zarnos adenokarcinomos lasteliy
linijg (HT-29) ir zmogaus skrandzio karcinomos lasteliy linija (KATO III).
Ul ekstraktas pasizyméjo didZiausiu aktyvumu, reikSmingiausiai slopinda-
mas KATO III Igsteliy linijos gyvybinguma (ECso 0,19 £ 0,05 mg/ml). Sis
ekstraktas taip pat reikSmingai mazino HT-29 Iasteliy linijos gyvybinguma
(ECso 0,35 £ 0,08 mg/ml). Atitinkamai, U9 ekstraktas buvo efektyviausias
slopinant HT-29 lasteliy proliferacija (ECso 0,29 + 0,06 mg/ml) (3.3.2.1 pav.).
Maziausiai aktyviis buvo lapy 4L, 8L, 10L ir 6L ekstraktai. Sie ekstraktai
turéjo didziausig chlorogeno rugsties kiekj (65,47-156,28 mg/g), palyginus
visy ekstrakty chlorogeno riigsties kiekiy duomenis.

Lyginant zaliavos dalis, i§ kuriy buvo pagaminti ekstraktai, stipriausias
poveikis (ECsonuo 0,29 + 0,06 iki 0,37 £ 0,08) HT-29 (zmogaus gaubtinés
zarnos adenokarcinomos) lasteliy linijai buvo pastebétas lasteles paveikus
ekstraktais pagamintais i§ usnies Sakny. Poveikiu pries HT-29 lasteliy linijos
gyvybinguma, i8siskyre ir ekstraktas Ul, kuris buvo pagamintas i§ usnies
ziedyny, surinkty sékly brandos fenologiniu tarpsniu. Pastebéta Sakny
ekstrakty tendencija, kad ekstraktai, kuriy Zaliava — Saknys buvo surinkta
masinio zydé¢jimo metu (ECso 0,29 +0,06) (U9) ir fenologinio ramybés
laikotarpio pabaigoje (ECso 0,32+ 0,08) (U7), tur¢jo stipry poveikj. Tuo
tarpu KATO III Igsteliy linijos gyvybinguma efektyviausiai slopino ekstrak-
tai, pagaminti i§ augalo ziedyny. Ypac aktyvus buvo i§ augalo ziedyno,
surinkto sékly brandos fenologiniame tarpsnyje (U1), pagamintas ekstraktas,
kuris pasizyméjo didziausiu aktyvumu slopinant Sios Iasteliy linijos
gyvybinguma. HF lasteliy linijos gyvybinguma labiausiai slopino ekstraktai
U5 ir U8, pagaminti i§ augalo $akny. Siy ekstrakty Zaliavos buvo surinktos
ramybés laikotarpio pabaigos fenologiniame tarpsnyje. Skrandzio karcino-
mos lasteliy linijos, tokios kaip KATO III, yra mazai jautrios dél savo
sudétingos naviko mikroaplinkos ir atsparumo chemoterapijai, todél atlikto
tyrimo rezultatai yra svarbiis. HT-29 storosios zarnos adenokarcinomos
lasteliy modelis yra zinomas dél savo atsparumo tradiciniams gydymo
metodams, tod¢l U1 (ziedyny) ir U9 (Sakny) ekstrakty poveikis Sioms Igsteliy
linijoms yra svarbus jvertinti.
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Gauti tyrimo rezultatai atitinka kity tyréjy atliktus tyrimus su Cirsium
genties augalais [122, 183]. C. setidens, vartojamos Ryty Azijos medicinoje
pasizymeéjo selektyviu citotoksiSkumu prie§ Zzmogaus gaubtinés zZarnos adenok-
arcinomos vézio lasteles [ 183]. ReikSmingas poveikis pastebétas tyrime naudo-
jant 100250 pg/ml ekstrakty koncentracijas. Siy koncentracijy ekstraktai su-
kélé apoptozg, aktyvuodami kaspazes ir moduliuvodami Bcl-2 baltyma, kuris
yra svarbus lgsteliy iSlikimui [183]. Tyrimai su C. japonicum parod¢, kad nau-
doti 200-500 pg/ml ekstraktai, kuriuose nustatytas didelis kiekis aktyviy feno-
liniy junginiy, tur¢jo citotoksinj poveikj kepeny vezio (HepG2) ir kriities vézio
(MCF-7) lasteliy linijoms [122]. Sis poveikis daugiausia buvo siejamas su
flavonoidais, tokiais kaip pektolinarinas ir apigeninas, kurie veikia specifinius
vézio mechanizmus [122, 184]. Sios koncentracijos yra panasios j naudotas
miisy tyrime, kurio metu C. vulgare ekstraktai, ypa¢ Ul (ziedyny) ir U9 (Sak-
ny), pademonstravo selektyvy priesvézinj poveiki. Tai rodo, kad augalo zalia-
vos dalys surinktos tam tikrais augimo tarpsniais gali turéti bioaktyviy jungi-
niy, kuriy koncentracija yra pakankama tiksliniam citotoksiSkumui sukelti.

Atlikto tyrimo metu nustatyta, kad C. vulgare ekstraktai U4 (lapy), U5
(Sakny) ir U10 (lapy) neselektyviai slopino sveiky zmogaus fibroblasty (HF)
gyvybinguma, palyginus su KATO III ir HT-29 Igsteliy linijomis (nuo 0,9 iki
1,2 karto). Tuo tarpu C. vulgare ekstraktai Ul (ziedyny), U6 (Sakny), U7
(Sakny), U8 (Sakny), U9 (Sakny) turéjo mazesnj poveiki Zzmogaus fibroblasty
(HF) lasteliy gyvybingumui lyginant su KATO III ir HT-29 vézio lasteliy
linijomis (nuo 1,48 iki 3,79 karto). Tai leidzia daryti iSvada, kad ekstraktai U1
(ziedyny), U6 (Sakny), U7 (Sakny), U8 (Sakny) ir U9 (Sakny) yra selektyvesni
KATO III ir HT-29 Iasteliy linijoms, palyginus jas su HF lastelémis, ir lygi-
nant ekstraktus su U4 (lapy), U5 (Sakny) ir U10 (lapy) ekstraktais (3.3.2.1 pav.).

Chlorogeno riigsties poveikis lasteliy gyvybingumo sumaz¢jimui taip pat
buvo nustatytas, kadangi §i medziaga buvo aptikta visuose tirtuose ekstrak-
tuose dideliais kiekiais. Chlorogeno riigsties kiekis Siuose sausuose ekstrak-
tuose variavo nuo 17,91 iki 156,28 mg/g. Taciau nenustatyta jokio tiesioginio
rySio tarp chlorogeno riigsties kiekio ir jos poveikio lasteliy linijoms.
Pastebéta, kad ekstraktai, pasizymintys reikSmingai didesniu aktyvumu
HT-29 ir KATO III lasteliy linijose, tur¢jo palyginti mazesnj chlorogeno
rugsties kiekj. Chlorogeno riigsties kiekis augaly ekstraktuose labai skyrési.
Didziausias §io junginio kiekis buvo nustatytas ekstraktuose, pagamintuose
i§ augalo lapy, surinkty pirmyjy fenologiniy mety ramybés pabaigoje ir
masinio atzé¢limo metu. Taciau tyrimuose, susijusiuose su lgsteliy gyvybin-
gumu ir zaizdy gijimu, $iy ekstrakty ECso efektai buvo silpniausi tiek anali-
zuojamose véziniy lasteliy kultirose, tiek HF Iastelése. Chlorogeno riigstis
stipriau mazino HF lasteliy gyvybinguma nei KATO III véziniy lasteliy, o
taip pat buvo labai neselektyvi prie§ véziniy lasteliy linijas (3.3.2.1 pav.).
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Chlorogeno riigstis, kurios buvo gausu C. vulgare ekstraktuose, gerai Zinoma
del savo prieSvéziniy savybiy. Chlorogeno riigsties koncentracija 100 uM
buvo siejama su apoptozes indukcija, Iasteliy ciklo sustabdymu ir prolifera-
cijos mazinimu vézinése lastelése [185]. HT-29 lastelése chlorogeno riigsties
50-200 pM koncentracijos, mazino proliferacijg ir skatino apoptoze¢, modu-
liuvodamos su apoptoze susijusius baltymus. Tai leidzia manyti, kad chlo-
rogeno riigsties turintys C. vulgare ekstraktai gali pasiekti panaSius efektus,
skatindami apoptoze. Ziedyny ekstrakte (U1) nustatyta didesné¢ apigenin-7-
O-gliukozido koncentracija, siekianti 27,62 mg/g, taciau Siame ekstrakte
nenustatyta reikSmingy kity biologiskai aktyviy junginiy, aptikty Sakny
ekstrakte (U9). Sakny ekstrakte apigenin-7-O-gliukozido koncentracija yra
mazesn¢ — 4,48 mg/g, taciau jame identifikuota keletas papildomy bioaktyviy
junginiy, jskaitant kumaring (5,39 mg/g), neochlorogeno rugstj (1,22 mg/g)
ir kofeino riigstj (2,13 mg/g). Sie nustatyti junginiai §akny ekstrakte, atsizvel-
giant | galimg jy sinergistinj poveikj, rodo platesnj potencialiy antioksida-
ciniy ir prieSuzdegiminiy savybiy veikimo spektra, palyginti su ziedyno
ekstraktu. Atsizvelgiant | tai, kad aktyviausi ekstraktai Ul (ziedyny) ir U9
(Sakny) turi didelj chlorogeno riigsties ir apigenin-7-O-gliukozido kiekj, Sie
rezultatai patvirtina jy citotoksinj veiksminguma ir galimg mechanizma per
mitochondrinés apoptozés kelius, kas ypac svarbu gydant zmogaus gaubtinés
zarnos adenokarcinomos ir skrandzio karcinomos vézj.

ISnagrinéjus dygiosios usnies ekstrakty poveikj lasteliy gyvybingumui,
tolesniems tyrimams buvo atrinkti aktyviausi ekstraktai — U1 (ziedyny), U6
(Sakny), U7 (Sakny), U8 (Sakny) ir U9 (Sakny), kuriy poveikis HT-29 véziniy
lasteliy migracijai buvo jvertintas naudojant ,,zaizdos gijimo* metoda, taikant
0,1 mg/ml ir 0,2 mg/ml koncentracijas. ,,Zaizdos gijimo® testas, kuris vertina
lasteliy migracija, kaip metastazinio potencialo rodiklj, parodé¢, kad Sakny
ekstraktas U7 stipriausiai slopino HT-29 lasteliy migracija (p < 0,05), palygi-
nus su kontrole. Net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentracijai, ,,zaizda“ liko
neuzgijusi, o ,,zaizdos* plotas vir$ijo daugiau nei 15 proc. kontrolés rodiklio
(3.3.2.2 pav.). Tai reikSminga, atsizvelgiant j stipria HT-29 lasteliy migra-
cija, susijusig su metastaziniu progresavimu. Panasis anti-migraciniai efek-
tai, esant panaSioms koncentracijoms pastebéti ir kity Cirsium risiy tyrimuo-
se. C. japonicum slopino krities vézio lasteliy (MCF-7) migracija 100-
300 pg/ml koncentracijose, kur bioaktyviis junginiai paveikée Igsteliy judru-
ma, keisdami citoskeleto dinamikg ir mazindami matriciniy metaloproteina-
ziy (MMP) ekspresija, kurios yra biitinos metastazéms progresuoti [184,
186]. Tai leidzia manyti, kad C. vulgare bioaktyvis junginiai, tokie kaip
chlorogeno riigstis ir apigenino dariniai, gali slopinti migracijg priklausomai
nuo koncentracijos, galimai veikdami Igsteliy judruma, keisdami citoskeleto
dinamikg ar mazindami matriciniy metaloproteinaziy (MMP) ekspresija.
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Ekstraktai U1 (ziedyny), U6 (Sakny) ir U8 (Sakny) parodé panasy poveiki
HT-29 lasteliy linijai 2D migracijos modelyje, esant 0,2 mg/ml ir 0,1 mg/ml
koncentracijoms. Jie statistiSkai reikSmingai sumazino ,,zaizdos* plota po
24 val., palyginus su kontroliniais méginiais. Véziniy lasteliy ,,zaizdos* plo-
tas po 24 val. i8liko akivaizdziai neuzgijg¢s ir virSijo 45 proc. Rezultatai paro-
dé, kad, palyginus su kontrolinés grupés rezultatais, ,,zaizdos* dydis iSliko
labiau matomas veiktose grupése net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentra-
cijai. Chlorogeno ruigsties poveikis Igsteliy migracijai buvo nustatytas ir ki-
tuose vézio lasteliy modeliuose, kur jis parodé panasy efekta [185]. Moksli-
niuose tyrimuose nurodoma, kad 50-150 uM koncentracijos veiksmingai
sumazina MMP ekspresijg ir pakei¢ia aktino dinamikg, mazindamos migra-
cijg skrandzio ir zmogaus gaubtinés Zarnos adenokarcinomos Igstelése [185].
Stebétas C. vulgare ekstrakty anti-migracinis poveikis grei¢iausiai susijes su
chlorogeno rugsties ir flavonoidiniy junginiy gebéjimu moduliuoti Igsteliy
judrumo kelius. Tai pabrézia Siy junginiy svarbg strategijose, siekianciose
sumazinti metastaziy plitima.

3D sferoidy modelis, kuris artimai atkartoja in vivo auglio mikroaplinka,
atskleidé reikSminga C. vulgare ekstrakty poveiki, mazinantj sferoidy augima
ir gyvybinguma. Placiai pripazjstama, kad junginio poveikio vertinimas tik
pagal sferoidy dydzio pokycius néra visiskai tikslus, nes tai gali buti tiesiogiai
nesusij¢ su lasteliy gyvybingumu sferoiduose [187]. Tyrimo metu C. vulgare
ekstrakty poveikis HT-29 sferoidy augimui ir gyvybingumui buvo vertina-
mas naudojant WST-1 metodika (3.3.2.3 pav.). KATO III Iastelés nesuforma-
vo sferoidy, todel $i lasteliy linija nebuvo naudojama ekstrakty aktyvumui
vertinti 3D kultirose. HT-29 sferoidai buvo sudaryti i§ véziniy lasteliy ir
fibroblasty (HF) santykiu 1:1, siekiant geriau imituoti realig auglio mikro-
aplinka. Sis poziiiris atsizvelgia j jungiamojo audinio buvima augliuose, kuris
atlieka svarby vaidmenj auglio augime ir metastazése. Eksperimento pradzio-
je sferoidy skersmuo sieké 300-350 um (3.3.2.3 pav. A).
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3.3.2.3 pav. (A) HT-29 Igsteliy sferoidy nuotraukos eksperimento
pradzioje ir pabaigoje (po 8 dieny inkubacijos su 0,35 mg/ml ekstraktais);
(B) HT-29 sferoidy gyvybingumas eksperimento pabaigoje; (C) HT-29
sferoidy dydis eksperimento pabaigoje
Zvaigzdutés (*) rodo stat. reik§minguma (p < 0,05) lyginant su kontroline grupe (nepa-
veiktais sferoidais).

HT-29 sferoidai, paveikti ekstraktu pagamintu i§ augalo Ziedyny (U1),
parodé reik§mingg dydzio ir gyvybingumo sumaz¢jima po 8 dieny, sferoidy
skersmeniui sumazéjus iki 584,1-641,2 pm, palyginti su kontroliniu méginiu
(643-690,1 um, p <0,05) (3.3.2.3 pav. C). Sie rezultatai atitinka tyrimy,
atlikty su C. japonicum, iSvadas, kur 250-500 pg/ml flavonoidy turintys
ekstraktai sumazino HepG2 kepeny vézio sferoidy augima, indukuodami
apoptoze ir slopindami lasteliy proliferacijg [122]. Atsizvelgiant | panaSias
veiksmingas koncentracijas, galima teigti, kad C. vulgare ekstraktai taip pat
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gali turéti jtakos véziniy lasteliy gyvybingumui per apoptoze ir anti-prolife-
racinius kelius, dél ekstraktuose esanc¢iy aktyviy junginiy — chlorogeno rags-
ties ir kity flavonoidy, kurie trikdo signaly kelius, reikalingus véziniy lasteliy
augimui. Sis tyrimas parodé, kad ekstraktai Ul (Ziedyny) ir U8 (3akny)
sumazino sferoidy gyvybinguma atitinkamai iki 77,9 proc. ir 81,5 proc.
(3.3.2.3 pav. B). Sis gyvybingumo sumazéjimas atitinka chlorogeno riigsties
tyrimus apie HT-29 lasteliy linijos sferoidy modelius, kur 500 pM ir didesnés
koncentracijos indukuoja oksidacinj stresa, aktyvuoja kaspaziy kelius ir
trikdo lasteliy iSgyvenimo signalus kietyjy augliy modeliuose [112]. Ul
(ziedyny) ir U8 (Sakny) veikty sferoidy stebimas aktyvumas rodo, kad Sie
ekstraktai gali apeiti atsparuma, kuris daznai pasitaiko auglio sferoiduose dél
ju hipoksinés ir maistiniy medziagy stokojancio aplinkos. Fibroblasty buvi-
mas Siame 3D modelyje leido vézinéms lgsteléms sgveikauti su jungiamojo
audinio komponentais, kurie yra svarbiis auglio progresavimui. Anksciau
atlikti tyrimai su C. setidens parod¢, kad augalo flavonoidai gali moduliuoti
véziniy lasteliy ir jungiamojo audinio sgveika, mazindami fibroblasty skati-
namus auglio efektus [188]. Tai rodo, kad C. vulgare ekstraktai taip pat gali
saveikauti auglio mikroaplinkoje, slopindami tiek véziniy lgsteliy augima,
tiek jungiamojo audinio palaikomajj vaidmenj, taip pabréziant jy potencialg
sudétinguose vézio modeliuose.

3.3.3. Antimikrobinio poveikio tyrimas

Antimikrobinio poveikio nustatymas atlickamas tiriant etanoliniy ir
sausyjy dygiyjy usniy ekstrakty poveikj bakterijy kultiiroms. Tyrime naudo-
tos devynios bakterijy kultiiros. Etaloninés nesporiniy bakterijy kultiiros
S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa
ir P. vulgaris, etaloniné sporiné bakterijy kultiira — B. cereus ir etaloniné
mieliagrybiy kultiira — C. albicans. Antimikrobinio poveikio nustatymui nau-
doti dygiosios usnies zaliavy ekstraktai nurodyti 3.3.3.1 lentel¢je.

3.3.3.1 lentelé. Naudoti C. vulgare augalo Zaliavos ekstraktai

Augalo sy
El:(s;;:;ls(to ialiﬁyos Fenologinis tarpsnis Rl:;:tl:m Ekstrakto rasis
dalis
US1 Saknys |Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.11 |Etanolinis 50 proc. (v/v)
US2 Saknys |Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.25 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
US3 Saknys |Ramybés periodo pabaiga | 2022.05.09 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UL4 Lapai Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.25 |Etanolinis 50 proc. (v/v)
ULS5 Lapai Ramybés periodo pabaiga | 2022.05.23 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UL6 Lapai Masinis atzélimas 2022.06.06 |Etanolinis 50 proc. (v/v)
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3.3.3.1 lentelés tesinys

Ekstrakto VA u.galo . . . Rinkimo -
Kkodas zallayos Fenologinis tarpsnis data Ekstrakto rusis
dalis

uz7 Ziedynai | Masinis zydéjimas 2021.07.30 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
ULS8 Lapai Sékly branda 2021.09.12 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UzZ9 Ziedynai | S¢kly branda 2021.09.12 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UL10 Lapai Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.25 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UL11 Lapai Ramybés periodo pabaiga | 2022.05.23 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
ULI12 Lapai Masinis atzélimas 2022.06.06 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UL13 Lapai Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.25 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UL13* Lapai Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.25 | Etanolinis 50 proc. (v/v)
UF Ziedynai | Sékly branda 2021.09.12 | Sausasis

UR Saknys |Ramybés periodo pabaiga | 2022.04.11 |Sausasis

Duomenys apie naudotas bakterijy kultiiras ir ekstrakty poveikj pateikti
3.3.3.2 ir 3.3.3.3 lentelése. Etanoliniai ekstraktai, kurie buvo pilami po 1 ml j
5 ml agaro terp¢ su iSaugintomis ir paruostomis kultliromis buvo labiausiai
aktyviis prie§ C. albicans (lapy ekstraktai UL11, UL12, kuriy MSK
8,35 mg/ml), gramneigiama P. vulgaris (UL11, UL12 lapy ekstraktai, kuriy
MSK 8,35 mg/ml) ir gramteigiama S. epidermidis (lapy ekstraktai UL12,
UL13), kuriy MSK 8,35 mg/ml) lasteliy kulturas. Etanoliniai ekstraktai turé¢jo
labai silpng poveikj gramteigiamai S. aureus (lapy ekstraktas UL13, kurio
MSK 8,35 mg/ml) ir gramneigiamai P. aeruginosa (UL10 lapy ekstraktas,
kurio MSK 16,7 mg/ml) lasteliy linijoms. Etanoliniai dygiosios usnies ek-
straktai visiSkai neveike gramteigiamy E. faecalis ir B. cereus bei gramnei-
giamy E. coli ir K. pneumonia lasteliy kultiiry. Mazesnémis nei 1 ml/5 ml
ekstrakto agare koncentracijomis ekstraktai visiSkai neveiké jokiy bakteriniy
lasteliy kulttiry (3.3.3.2 lentel¢).

Antimikrobinis usnies zaliavos ekstrakty poveikis gali biti sietinas su
vyravusia chlorogeno rigstimi tirtuose ekstraktuose. Kabir ir kiti autoriai,
nurodo, kad chlorogeno riigStis pasizymi antimikrobiniu poveikiu pries
E. coli lasteliy kulturg [189]. Autoriai tyre Cirsium genties augaly ziedyny
bei lapy ekstraktus — C. palustre, C. arvense, C. oleraceum, C. rivulare ir
C. vulgare nurodeé, jog tirti ekstraktai pasizymi antimikrobiniu aktyvumu,
kurio MSK verté yra 10 mg/ml, ir §j poveikj lemia chlorogeno riigsties kiekis
ekstraktuose [56, 57, 190]. Tyrimuose aprasomas i$§ C. arvense nesmulkintos
zoleés iSgautas flavonoidas apigenin-7-O-gliukozidas, kuris kartu su kitais
flavonoidais salygojo antimikrobinj poveikj prie§ jvairias tirtas gramteigia-
mas lgsteliy kultiiras [191].
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PrieSingai nei C. vulgare etanoliniai ekstraktai, sausieji ekstraktai turéjo
aktyvesnj antimikrobinj poveik] prie§ tiriamas etalonines bakteriniy lasteliy
kulttras. Sausas ekstraktas UF parodé¢ veiksmingumg prie§ gramteigiamas
lasteliy linijas, jskaitant S. aureus (MSK 3 mg/ml), S. epidermidis (MSK
3 mg/ml), B. cereus (MSK 3 mg/ml) ir P. vulgaris (MSK 5,567 mg/ml), kai
naudoty ekstrakty koncentracija agare variavo nuo 1 ml/5 ml iki 0,5 ml/5 ml.
Naudojant ekstrakto agare koncentracijas 0,5 ml/5 ml ir mazesnes, poveikio
pries§ P. vulgaris nustatyta nebuvo. Ekstraktas UR, pagamintas i§ usnies Sak-
ny, buvo aktyvus pries tas pacias S. aureus, S. epidermidis, B. cereus ir P. vul-
garis etalonines bakterijy kultiiry linijas. Nustatyta, kad stipriau nei usnies
ziedyny UF ekstraktas (MSK 3 mg/ml), usnies Sakny UR ekstraktas, kur
pirminis augalo Sakny ekstraktas buvo skiestas 13,5 k., pasizyméjo didesniu
aktyvumas prie§ gramteigiama S. epidermidis (MSK 2,47 mg/ml) (3.3.3.3
lentel¢). Kenny ir kiti atliktame tyrime nustaté, kad C. vulgare vandens ir
etanolio pagrindu pagaminti ekstraktai neturéjo antimikrobinio poveikio prie$
S. aureus, B. cereus, E. coli ir S. typhi lasteliy kulturas, tuo tarpu misy tirti
sausieji ziedyny ir Sakny ekstraktai, turéjo poveiki S. aureus ir B. cereus
lasteliy kultiroms [192]. Sio tyrimo i§vados sutampa su Borawska ir kiti
tyrimu, kurie tyre C. vulgare ir kity Cirsium genties augaly ekstraktus nurode¢,
kad ziedyny ir lapy sausieji ekstraktai, turi stipry antibakterinj poveikij pries
P. aeruginosa ir S. aureus lasteliy kultiiras [193]. Kurg ir kiti, tyrime nustate,
kad birzelio ménesj surinkti C. vulgare viso augalo daliy (Saknies, stiebo, lapy
ir ziedyny) metanolio, etilacetato, dietilo eterio ir heksano ekstraktai tur¢jo
antibakterinj poveikj pries S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, P. mi-
rabilis, S. typhimurium lasteliy linijas. Taip pat, buvo nustatytas prieSgry-
belinis aktyvumas prie§ C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei,
P. chrysogenum ir A. fumigatus [13]. Stipriausias antibakterinis aktyvumas
nustatytas su dygiosios usnies etilacetato ir dietilo eterio ekstraktais. Stip-
riausias prieSgrybelinis aktyvumas nustatytas heksano ekstraktuose. Jrodyta,
kad C. vulgare metanolinis ekstraktas pasizymi antimikrobiniu poveikiu pries
S. aureus, P. aeruginosa ir C. albicans [13].
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Atliktas palyginamasis tyrimas su Zinomo poveikio antimikrobiniais
vaistais (ampicilinu, gentamicinu, tetraciklinu ir ciprofloksacinu), jy poveikiu
etanolinéms mikroorganizmy kulttiroms ir jy MSK reik§mémis, palyginant
jas su MSK koncentracijomis, dygiosios usnies ekstrakty, prie§ tas pacias
etalonines lgsteliy kultiiras (3.3.3.4 lentel¢). Cirsium augalo antibakterinis
aktyvumas priskiriamas jo sudétyje esancioms fenolio riig§tims. Fenoliniai
hidroksilai gali dalyvauti metaly kompleksinése reakcijose bakterijose, su-
trikdydami jy maistiniy medziagy jsisavinimg ir sukeldami antibiotinj akty-
vuma. Fenolio rigstys pasizymi priesgrybelinémis savybémis, nes slopina
ergosterolio sinteze, kvépavimo procesus, sukcinato dehidrogenazés (SDH)
ir NADH oksidazes aktyvuma [194].

3.3.3.4 lentelé. C. vulgare etanoliniy ir sausyjy ekstrakty bei antibiotiky anti-
mikrobinis aktyvumas (MSK reiksmés isreikstos mg/ml); n = 3.

Mikroorganizmy kultiiros
Ekstrakto kodas/ |  Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas
Antibiotikas aureus epidermidis aeruginosa

ATCC 25923 ATCC 12228 ATCC 27853
UL10* NA 16,7 16,7
UL12* NA 8,35 NA
ULI13* 8,35 8,35 NA
UF1,0 5,57 5,57 NA
UFO0,5 3 5,57 NA
UR1,0 5,57 5,57 NA
URO,5 3 3 NA
URO0.4 NA 2,47 NA
Ampicilinas >0,0005 >0,0005 NA
Gentamicinas > 0,002 >0,002 >0,002
Tetraciklinas > 0,004 > 0,004 > 0,002
Ciprofloksacinas > 0,002 >0,002 > 0,004

NA —neslopina mikroorganizmy etaloninés kultaros augimo (néra antimikrobinio poveikio).

Antibiotikai — ampicilinas, gentamicinas, tetraciklinas ir ciprofloksaci-
nas tur¢jo stipresnj antimikrobinj poveikj pagal gautas MSK reikSmes lygi-
nant jas su naudoty ekstrakty MSK, taciau ieskant naujy nattraliy antimikro-
biniy medziagy tolimesniuose tyrimuose turéty biti siekiama sukoncentruoti
dygiosios usnies ekstraktus ir pakartotinai jvertinti jy potencialy antimikro-
binj poveikj.
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ISVADOS

ISvystyti ESC ir DC-MS metodai, skirti fenoliniy junginiy ir aminorigs-
¢iy analizei C. vulgare lapy, ziedyny ir Sakny zaliavose, pasizymi aukstu
tikslumu, tvirtumu ir jautrumu. ESC metodas nurodo patikimg tiesisku-
ma (R? > 0,999), Zemas aptikimo ir nustatymo ribas bei didelj pakartoja-
mumg. DC-MS metodas taip pat patvirtinamas kaip tikslus ir jautrus, su
zemomis aptikimo ribomis ir auk$tu atkuriamumo tikslumu (98,4—
101,3 proc.). Abu metodai atitinka ICH Q2(R2) validacijos reikalavimus
ir yra tinkami kokybiniam bei kiekybiniam fenoliniy junginiy ir amino-
rigsciy nustatymui.

Suminis fenoliniy junginiy kiekis dygiyjy usniy zaliavose pirmy
(2021 m.) ir antry (2022 m.) rinkimo mety éminiuose variavo nuo 71,87
iki 324,16 mg/g ir nuo 99,36 iki 326,57 mg/g, atitinkamai. Taikant ESC
metoda identifikuota ir kiekybiSkai jvertinta 11 fenoliniy junginiy, i$ kuriy
chlorogeno riigstis (44,90 proc.) ir apigenin-7-O-gliukozidas (41,48
proc.), sudaré¢ didziausig dalj suminio identifikuoty junginiy kiekio.
Didziausias chlorogeno riigsties kiekis (146,28 = 0,13 mg/g ir 140,15 +
0,14 mg/g) nustatytas 2021 mety rinkimo lapuose, surinktuose ramybés
periodo pabaigoje (05.23) ir masinio atzélimo tarpsniu (06.06) (p < 0,05).
Didziausias apigenin-7-O-gliukozido kiekis (147,96 + 0,34 mg/g) nusta-
tytas 2022 mety rinkimo lapuose masinio zydéjimo tarpsnyje (08.01).

Lapuose nustatyta — 15, ziedynuose — 14, o Saknyse —13 laisvyjy amino-
rigsciy. DidZiausias aminoriigs¢iy kiekis 23,91 + 0,31 mg/g, nustatytas
2022 mety rinkimo C. vulgare lapuose, surinktuose masinio atzélimo
laikotarpiu (06.20) (p < 0,05). Pagrindinés, Siame fenologiniame tarps-
nyje, lapy éminiuose, nustatytos aminortigstys — L-glutamo raigstis (3,78 +
0,06 mg/g), L-lizinas (2,89 £ 0,04 mg/g) ir L-asparto riigstis (2,68 £
0,04 mg/g), kurios sudar¢ 39,11 proc. suminio aminortgs¢iy kiekio.

Nustatyta, kad ekstraktai pasiZymi antioksidaciniu, prie§véziniu ir anti-

mikrobiniu poveikiu.

4.1. Stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo 2021 mety rinki-
mo C. vulgare lapy ekstraktai (12938 pmol TE/g), kurie buvo su-
rinkti ramybeés periodo pabaigoje (2021 m.).

4.2. PrieSvéziniuose tyrimuose naudotas ziedyny ekstraktas, pagamintas
i§ 2021 mety ziedyny zaliavos, surinktos sékly brandos tarpsnyje,
reikSmingiausiai slopino Zmogaus skrandzio karcinomos lasteliy
linijos (ECso 0,19 + 0,05 mg/ml) ir storosios Zarnos adenokarcino-
mos (ECso 0,35 + 0,08 mg/ml) lasteliy linijos gyvybinguma. Sakny
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4.3.

ekstraktas, pagamintas i§ 2022 mety Sakny zaliavos, surinktos
masinio atzé¢limo metu, buvo efektyviausias stabdant storosios
zarnos adenokarcinomos lasteliy linijos proliferacijag (ECso 0,29 +
0,06 mg/ml). ,,Zaizdos gijimo* testu nustatyta, kad $akny ekstraktas
pagamintas i§ 2022 mety rinkimo Sakny, surinkty ramybés periodo
pabaigoje, stipriausiai slopino storosios zarnos adenokarcinomos
lasteliy linijos migracija (p < 0,05). Palyginus su kontrolinés grupés
rezultatais, ,,zaizdos* dydis iSliko labiau matomas veiktose grupése
net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentracijai. 2021 mety rinkimo
usnies ziedyny ekstraktas ir 2022 mety rinkimo Sakny ekstraktas,
sumazino sferoidy gyvybinguma iki 77,9 proc. ir 81,5 proc.,
atitinkamai.

Sausieji augalo ziedyny (UF) ir augalo Sakny (UR) ekstraktai stip-
riau slopino gramteigiamy bakterijy augima nei etanoliniai ekstrak-
tai, ypac S. aureus, S. epidermidis, B. cereus (MSK 3 mg/ml) ir
P. vulgaris (MSK 5,567 mg/ml) kulturas.
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SUMMARY

INTRODUCTION

The compounds of natural origin are a promising source of bioactive
components, as they often have lower toxicity and can act synergistically,
enhancing the therapeutic effect [1]. Particular attention is paid to plant
extracts, which contain biologically active compounds that may have
antimicrobial, antioxidant, and anticancer effects [2, 3]. The selection of
antimicrobial and anticancer compounds and the study of their biological
effects are among the priority study directions of modern medicine and
pharmacology. With the increasing resistance to antibiotics and number in
cancer cases, new, effective, and safe therapeutic alternatives are being
sought all over the world [4, 5]. One important direction in this field is the
targeted investigation of underutilized plant materials. Such research not only
contributes to the scientific understanding of phytochemicals but also offers
practical potential for discovering new natural sources of bioactive com-
pounds applicable in food, pharmaceutical and cosmetic industries. Many of
these plants remain insufficiently studied in terms of their phytochemical
composition and biological activity, leaving their full potential untapped.
Plants capable of thriving under extreme or unfavorable environmental condi-
tions are especially noteworthy, as they often develop advanced biochemical
defense mechanisms. These mechanisms lead to the accumulation of higher
levels of secondary metabolites, including antioxidants and phenolic com-
pounds, which may enhance their biological activity and therapeutic poten-
tial. Such compounds may exhibit anti-inflammatory, antimicrobial, antican-
cer, or other beneficial pharmacological effects. One of the promising plants
with therapeutic potential is bull thistle, Cirsium vulgare (Savi) Ten., (C. vul-
gare). It is an herbaceous plant from the Asteraceae family. C. vulgare is
widespread in Europe, Asia, North Africa, and North America. In Lithuania,
bull thistle is commonly called thistle and is considered a weed plant. The
studies of the phytochemical composition of weed plant raw materials and
their effects are important research direction for evaluating the possibilities
of use of these raw materials in wellness-promoting areas [6]. Studies on the
phytochemical composition of these plant raw materials and their effects are
an important research direction that allows assessing the potential use of these
plant raw materials in health-promoting areas [7]. Biologically active com-
pounds (phenolic acids, flavonoids, amino acids) identified in bull thistle
extracts are characterized by diverse biological activity [6—9]. Phenolic com-
pounds, such as chlorogenic acid, apigenin, and other flavonoids, have a
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strong antioxidant effect — they protect cells from oxidative stress, which is
associated with developing chronic diseases and cancer [10]. Amino acids,
such as L-glutamic acid and L-aspartic acid, are essential for the human body
as they participate in metabolic processes. These amino acids are critical for
cell growth and proliferation, nucleotide synthesis and gluconeogenesis, and
nervous system development [7, 11, 12]. The literature sources present the
investigation results on thistle extracts’ anti-inflammatory, antiseptic, hepato-
protective and diuretic effects [7, 12—15]. In folk medicine, bull thistle
extracts are used to treat symptoms of rheumatic inflammation and the plant’s
decoctions — to reduce pain [6, 8]. Considering the diversity of biologically
active compounds in bull thistle extracts and their pharmacological potential,
this plant remains a valuable source of natural bioactive substances. To
identify new possibilities for the application of C. vulgare plant raw materials
in medicine and wellness, it is necessary to thoroughly analyze the factors
determining changes in the composition and concentration of biologically
active compounds of this plant. It is also important to apply methodologies
that accurately evaluate the phytochemical composition of the plant raw ma-
terial and products to determine the biologically active compounds’ qualita-
tive and quantitative composition of the C. vulgare plant raw materials.
Modern validated methods allow to evaluate phytochemical composition at
different plant phenological stages and determine when the most significant
concentration/accumulation of biologically active compounds occurs. By
analyzing different plant parts (inflorescences, leaves, roots), it is possible to
determine the regularities and patterns of the compounds’ accumulation in
vegetative organs. Studying the phytochemical composition of the raw
materials of bull thistle plant extracts in more detail way, is important to
identify biologically active compounds, that may have a significant effect on
human body cells. The conducted study provides new scientific knowledge
and helps understand the biological effects of compounds identified in bull
thistle plant raw materials better.

Study aim. To study the qualitative and quantitative composition of
phenolic compounds and amino acids found in bull thistle (Cirsium vulgare
(Savi) Ten.) growing in Lithuania and evaluate the extracts’ biological effects
on cell cultures in vitro.
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Study objectives:

1. To develop and validate the high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC) methodology to determine the qualitative and quan-
titative composition of phenolic compounds and the gas chromato-
graphy-mass spectrometry (GC-MS) methodology to determine the
qualitative and quantitative composition of amino acids in bull
thistle samples.

2. To study the variation of phenolic compounds’ qualitative and
quantitative composition in the bull thistle plant raw materials
(leaves, inflorescences, roots) at different plant phenological stages.

3. To study the variation of amino acids’ qualitative and quantitative
composition in the bull thistle plant raw materials (leaves, inflore-
scences, roots) at different phenological stages.

4. To evaluate the antioxidant, anticancer, and antimicrobial effects of
bull thistle extracts in in vitro model systems.

Novelty. This study focuses on the underutilized plant material of
Cirsium vulgare, which serves as a source of biologically active compounds.
Research related to C. vulgare raw material remains scientifically under-
explored. The literature lacks comprehensive evaluations of its vegetative
development stages, amino acid content, and nutritional potential. Existing
studies on this plant material are fragmented and limited in scope. For the
first time, this research presents a complex analysis of secondary metabolites
in C. vulgare and their biological activity. Few studies have investigated the
phytochemical composition of C. vulgare; therefore, it is relevant to study the
phytochemical composition of this plant further and supplement the existing
scientific data. By applying heating with a reflux condenser extraction using
50% (v/v) ethanol, the efficiency of phenolic compound extraction increased
1.7 times compared to the extractions performed under other conditions. The
extraction performed this way ensured reliable and efficient extraction of
phenolic compounds from bull thistle raw materials. For the analysis of the
qualitative and quantitative composition of phenolic compounds and amino
acids, the HPLC-PDA and GC-MS with derivatization methodologies were
applied and validated, respectively. First studies of 11 phenolic compounds
identified in bull thistle (C. vulgare) raw materials, with apigenin-7-O-gluco-
side and chlorogenic acid being the predominant compounds were conducted.
The studies determined the presence of 15, 14, and 13 amino acids in the plant
leaves, inflorescences and roots extracts, respectively, with the essential L-
aspartic and L-glutamic acids dominating in quantity. The analysis of the
changes in qualitative and quantitative composition of phenolic compounds
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and amino acids from the end of the dormancy period to the seed maturation
stage allows determining when a peak concentration/accumulation of com-
pounds occurs and evaluating their potential use. The studies of biological
activity and evaluation of the antioxidant, antimicrobial, and anticancer
effects of different bull thistle (C. vulgare) extracts (leaves, inflorescences,
roots) were performed for the first time. It was found that bull thistle extracts
exhibit significant biological activity, confirming their potential for further
investigation. More detailed pharmacological and clinical studies are needed
to understand better the activity mechanisms of biologically active
compounds identified in C. vulgare extracts and their potential application in
the wellness area.

Practical and theoretical significance. The scientific studies conducted
provided new knowledge on the chemical composition of bull thistle
(C. vulgare) plant raw materials and the biological activity of their extracts.
The studies applied and validated the methodologies corresponding to
modern scientific progress to identify in detail phenolic compounds and
amino acids in the C. vulgare plant raw material. Analyzing changes in the
phenolic compound and amino acid composition of bull thistle raw materials
(leaves, inflorescences, roots) collected at different phenological stages is
crucial for understanding the biosynthesis regularities/patterns of secondary
metabolites during plant development. The validated methodologies can be
applied to evaluate the quality of bull thistle plants raw materials and perform
the standardization studies of the qualitative and quantitative composition of
C. vulgare extracts. The phenolic compounds and amino acids identified in
bull thistle raw materials (leaves, inflorescences, roots) are biologically active
components. The identified phenolic compounds and amino acids in
C. vulgare plant parts (leaves, inflorescences, roots) are biologically active
constituents. A broad spectrum of amino acids detected in C. vulgare extracts
highlights their potential application in natural dietary supplements intended
to replenish amino acids in the human body. The determination of essential
amino acids, such as L-aspartic and L-glutamic acids, contributes valuable
knowledge regarding the nutritional value of C. vulgare raw materials. Quan-
titative analysis revealed that the content of L-glutamic and L-aspartic acids
in the plant leaves raw materials ranged from 3.78 to 2.68 mg/g — approxi-
mately twice as high as in the leaves raw materials of other studied plants
from the Asteraceae family, where these amino acids ranged between 1.10—
1.33 mg/g [16]. Identifying the essential amino acids, such as L-aspartic and
L-glutamic acids, provides new knowledge about the nutritional value of the
C. vulgare plant raw materials and encourages further studies to substantiate
their use in producing wellness products. The results of the antimicrobial
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activity study of dry extracts prepared from the plant’ inflorescences and
roots with the Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
cereus and Proteus vulgaris bacterial cultures, showed that these extracts may
be potentially effective due to their antimicrobial effect. The extracts prepa-
red from the bull thistle inflorescences used in anticancer studies significantly
inhibited the viability of human gastric carcinoma (KATO III) and human
colon adenocarcinoma (HT-29) cell lines. The “wound healing” study found
that the roots extracts had the most substantial inhibitory effect on the HT—
29 cell migration. The inflorescence extract reduced the viability of spheroids
to 77.9% and the roots extracts — to 81.5%. The antioxidant activity of C.
vulgare extracts is essential for evaluating their potential use in products
intended to control oxidative stress and related conditions. The bull thistle
extracts reduced the growth of microorganisms, including gram-positive and
gram-negative bacteria and yeasts, which provides new scientific data on
their potential use as natural preservatives. The study findings on the
anticancer effect of bull thistle extracts are significant in searching for new,
natural, supplement, or alternative anticancer therapy options. The obtained
data on the antioxidant, antimicrobial and anticancer activity of C. vulgare
extracts, encourage further studies to determine the individual effect of
biologically active compounds and their synergistic interactions.

OBJECT OF THE STUDY AND METHODS

Object of the study. Samples of the Cirsium vulgare (Savi) Ten. for the
researches were cultivated and collected at the Botanical Garden of Vilnius
University Siauliai Academy (55°55'57" N latitude, 23°16'59" E longitude
(WGS)). The research focused on the leaves, inflorescences, and roots of
C. vulgare, collected during the phenological periods from the end of dor-
mancy to seed maturity in the years of 2020-2022. The dates of raw material
collection are given in Table 2.1.1. The separated leaves, inflorescences, and
roots of the bull thistle were dried in a drying chamber at 40 °C. After drying,
the plant parts were grounded using a mill, and the resulting material was
sieved through a 0.5 mm trapezoidal sieve. Each sample was taken from three
different plants and corresponding plant parts (inflorescences, leaves, or
roots), with all experiments repeated three times (n = 3).

Materials and reagents. For the preparation of extracts, 96% ethanol
(Vilniaus degtiné, Vilnius, Lithuania) was used. Deionized water for extracts
preparation was obtained using the “Super Purity Water System” (Millipore,
USA). The study employed HPLC-PDA and analytical grade reagents,
including trifluoroacetic acid and acetonitrile (Sigma Aldrich, Steinheim,
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Germany). Standard reference compounds used in the study included chloro-
genic acid, apigenin-7-O-glucoside, apigenin, luteolin, hyperoside, neochlo-
rogenic acid, isoquercitrin, p-coumaric acid, caffeic acid, rutin, trans-ferulic
acid, and 4-O-caffeoylquinic acid (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany). For
the antioxidant study, copper (II) chloride dihydrate was purchased from Alfa
Aesar GmbH & Co KG (Karlsruhe, Germany), and neocuproine from Sigma-
Aldrich Chemie (Steinheim, Germany). An ammonium acetate buffer system
at pH 7 was used from Sigma-Aldrich (Hoeilaart, Belgium). The reference
standard Trolox (98%) was obtained from Fluka Chemika (Buchs, Switzer-
land). Human colon adenocarcinoma cell line HT-29 and human gastric
carcinoma cell line KATO III were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Human skin fibroblasts (HF) were
obtained from ATCC and provided by Prof. Helder Santos (University of
Helsinki, Finland). All cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle’s GlutaMAX medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA), supplemented
with 10,000 U/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin (Gibco), and 10% fetal
bovine serum (Gibco). Mueller-Hinton agar was obtained from BBL (Balti-
more, MD, USA). Microbial strains used for antimicrobial testing included
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Bacillus cereus ATCC 8035, Proteus vulgaris ATCC 8427 and Can-
dida albicans ATCC 10231, all obtained from ATCC (Manassas, VA, USA).

Ultrasound-assisted extraction. A 0.1 +0.001 g portion of dried and
ground C. vulgare leaves was placed in 10 mL volumetric flasks and mixed
with 10 mL of 50% (v/v) ethanol. The extraction was performed using an
ultrasonic bath (frequency 38 kHz) (Grant Instruments TM XUB12 Digital,
Cambridge, UK) for 10, 15, 30, 45, or 60 minutes. The obtained extracts were
filtered through 0.22 pm PTFE hydrophobic filters into glass vials. Experi-
ments were repeated three times (n = 3).

Maceration. A 0.1 £ 0.001 g portion of dried and ground C. vulgare
leaves was placed in 50 mL flat-bottomed flasks and mixed with 10 mL of
50% (v/v) ethanol. The flasks were tightly sealed and kept in a dark cabinet
with periodic stirring. The extraction process lasted 6, 12, 24, or 48 hours.
The extracts were filtered through 0.22 pm PTFE hydrophobic filters into
glass vials. Experiments were repeated three times (n = 3).

Reflux heating extraction. A 0.1 + 0.001 g portion of dried and ground
C. vulgare leaves, roots, or inflorescences (from three different plants) was
placed in 100 mL round-bottom flasks and mixed with 10 mL of 50% (v/v)
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ethanol. The flasks were immersed in a glycerol bath and connected to a
reflux condenser. The extraction was performed at 90 °C for 30 minutes,
1 hour, 1.5 hours, 2 hours, or 3 hours. The obtained extracts were filtered
through 0.22 um PTFE hydrophobic filters into glass vials. Experiments were
repeated three times (n = 3).

Production of dry extracts. A 0.5+ 0.001 g portion of dried and ground
C. vulgare leaves was placed in a 250 mL round-bottom flask and mixed with
50 mL of 50% (v/v) ethanol. The flask was immersed in a glycerol bath and
connected to a reflux condenser. The extraction was performed at 90 °C for
1.5 hours. The extract was filtered through a 0.22 um PTFE hydrophobic
filter into a glass vial. Ethanol was removed under vacuum, and the remaining
solutions were placed in a drying oven at 40 °C until completely dry. The dry
extracts were used to evaluate the antimicrobial and anticancer properties of
the bull thistle. Experiments were repeated three times (n = 3).

Validation of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
and Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) Methods. For
the quantitative determination of phenolic compounds and amino acids in the
extracts of the bull thistle (Cirsium vulgare), the methods of High-Per-
formance Liquid Chromatography (HPLC) and Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS) were validated according to ICH Q2(R2) guidelines
[157]. The following validation parameters were assessed to determine the
suitability of the methods: linearity, accuracy, precision (repeatability and
intermediate precision), limits of detection and quantification, specificity,
concentration range, and robustness. Linearity was assessed by constructing
calibration curves and calculating their regression equations and correlation
coefficients. The limits of detection and quantification were determined
based on the signal-to-noise ratio. Precision was evaluated by performing
repeat measurements within a short period of time and on different days,
calculating the relative standard deviation (RSD) values. Accuracy was
assessed by performing recovery studies, where a known amount of standard
compounds was added to the sample matrix. Specificity was confirmed by
comparing the peaks identified in the extracts with the corresponding signals
of pure standard compounds, ensuring that no interfering or overlapping
substances were present during the analysis. The concentration range covered
the interval of the analytes’ concentrations, and the robustness of the method
was evaluated by performing the analysis under consistent experimental
conditions, monitoring the stability of the results.
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Determination of phenolic compound composition and content in
bull thistle ethanolic extracts using high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC). The qualitative and quantitative analysis of phenolic
compounds was performed using a Waters Alliance 2695 liquid chromato-
graph with a Waters 996 diode array detector (PDA) and an ACE C18 column
(250 mm x 4.6 mm, 5 um particle size) (Advanced Chromatography Techno-
logies, Aberdeen, Scotland). The mobile phase consisted of solvents A (0.1%
trifluoroacetic acid) and B (acetonitrile), using a gradient elution. The eluent
flow rate was 1 mL/min, injection volume 10 pL, and column temperature
25 °C. Absorption was measured in the wavelength range of 230—400 nm.
Phenolic compounds were identified using standard solutions based on
retention times and absorption spectra. Experiments were repeated three
times (n = 3). The total phenolic content was calculated based on quantitative
results obtained from calibration curves of the respective compounds.

Determination of amino acid composition and content in bull thistle
ethanolic extracts using gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS). The analysis was performed using the SHIMADZU GC/MS-QP2010nc
Ultra chromatographic system (with an electron ionization (EI) ion source
and a single quadrupole, Shimadzu Technologies, Kyoto, Japan). The injector
temperature was maintained at 250 °C. The analytes were separated using an
Rxi-5 ms capillary column (5% diphenyl and 95% polydimethylsiloxane)
with a length of 30 m, an outer diameter of 0.25 mm, and a stationary phase
thickness of 0.25 um (Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA). The carrier
gas was analytical-grade helium (99.999%), with a flow rate of 1.49 mL/min.
The thermostat was programmed with a gradual column temperature
increase: 75 °C for 5 min, then increased to 290 °C at 10 °C/min, and further
increased to 320 °C at 20 °C/min, maintained for 10 min. The total analysis
duration was 41 min. The mass spectrometer interface and ion source tempe-
ratures were set at 280 °C and 200 °C, respectively. The results were recorded
using the total ion current (TIC) and selected ion monitoring (SIM) modes,
with a scan range between 35—-500 m/z. Mass spectrometry operated in positi-
ve mode with an electron energy of 70 eV. The injection volume was 1 pL,
and a split ratio of 1:20 was applied. Experiments were repeated three times
(n = 3). Data acquisition and analysis were performed using LabSolution
GC/MS (version 5.71) software (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).
Experiments were repeated three times.

Determination of antioxidant activity in vitro. The antioxidant activity
of the sample was determined by a spectrophotometric method using the
CUPRAC reagent. The antioxidant effect of the tested compounds was deter-
mined using a spectrophotometer (HALO DB 20) and the CUPRAC reagent.
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The CUPRAC reagent composition included 0.1 M aqueous copper (II) chlo-
ride solution, 0.1 M ammonium acetate buffer solution (pH = 7), and
0.0075 M methanolic neocuproine ((CH3)2C12HgN>) solution, in a 1:1:1 ratio.
The prepared reagent was stored in the dark at room temperature for one hour.
Procedure: 10 pL of the sample (extract) was mixed with 3 mL of the CUPRAC
reagent. After 30 minutes of incubation at room temperature, absorption was
recorded at a wavelength of 450 nm. Experiments were repeated three times
(n = 3). Antioxidant activity was expressed as Trolox equivalent, creating a
Trolox calibration curve: y = 0.00004x + 0.0215; R?=0.9991.

Determination of anticancer activity in vitro. Cell culture growth: human
colon adenocarcinoma (HT-29), human gastric carcinoma (KATO III), and
human skin fibroblast (HF) cell lines were cultured at 37 °C, with 95%
relative humidity and 5% COs.

Cell viability assay: the effect of dried extracts on cell viability was
assessed using the MTT reduction assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Sigma—Aldrich Co., MO, USA). This method
was described and adapted by Braciuliene A et al. [158]. Cells were seeded
in 96-well plates at densities of 4 x 10* KATO III and HT-29 cells and 5 x
103 HF cells per well. After 24 hours of incubation, cells were treated with
serial dilutions of dried extracts (2.5-0.016 mg/mL) or chlorogenic acid
(500-15.6 pumol). After 72 hours, 20 pl of 5 mg/mL MTT reagent was added
and incubated for 3 hours. The resulting formazan crystals were dissolved in
DMSO (Sigma-Aldrich Co., MO, USA). Absorbance was measured at 570
and 630 nm using a multifunctional microplate reader. Cells incubated
without test substances were used as a negative control (viability set to 1.0),
and wells without cells containing only the medium served as a positive
control (viability set to 0). The ECso values (the concentration causing a 50%
reduction in metabolic activity) were calculated using the Hilo equation.
Experiments were repeated three times (n = 3).

v —

al. [159]. Cancer cells were seeded at 6 x 10* cells/well in 24 — well plates.
After 48 hours of incubation, scratches were made using a 100 pl pipette tip.
The cells were carefully washed with PBS, and fresh medium containing 0.2
or 0.1 mg/mL of extracts was added. The medium without test substances
served as a negative control. Experiments were repeated three times (n = 3).

Extract activity in 3D cell cultures (spheroids): spheroids were formed
using magnetic 3D bioprinting as described by Sermuksnyté et al. [160]. Cells
were first cultured in 6-well plates until reaching ~70% confluence. Then,
20 pL of Nanoshuttle nanoparticles (n3D Biosciences, Inc., Houston, Texas,
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USA) was added and incubated for 8 hours. Cells were trypsinized, centri-
fuged, and seeded into ultra — low attachment 96 — well plates, with 1.5 x 10°
cancer cells and 1.5 x 10° human fibroblasts per well. The plate was placed
on a 96 — magnet holder and incubated for two days. Once spheroids formed,
the medium was replaced with fresh medium containing 0.35 mg/mL of test
extracts. Experiments were repeated three times (n = 3). Spheroid images
were captured every two days using an Olympus 1X73 inverted microscope
(OLYMPUS CORPORATION, Tokyo, Japan). Spheroid size analysis was
conducted using ImageJ (version 1.530, National Institutes of Health, MA,
USA) and Microsoft Office Excel 2024 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA). On the final experiment day, 10 uL of WST-1 reagent (Sigma-
Aldrich Co., MO, USA) was added to each well. After 10 hours, 50 puL from
each well was transferred to a new 96 — well plate, and absorbance was
measured at 460 and 530 nm.

Determination of antimicrobial activity in vitro. Antimicrobial activi-
ty was determined using the agar diffusion method on Mueller-Hinton agar
(Mueller-Hinton II Agar, BBL, USA). Reference non-sporulating bacterial
cultures (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
and Proteus vulgaris) were incubated at 35-37 °C for 20—24 hours. The
bacterial suspension was prepared in sterile physiological sodium chloride
(0.9%) solution and standardized using the McFarland standard (0.5,
corresponding to 1.5 x 10® CFU/ml). Spore-forming Bacillus cereus was
cultured for 7 days, and Candida albicans was grown at 30 °C for 72 hours.
Ethanol extracts (0.02—0.1 mg/mL) and dry extracts (0.033 mg/mL) of C. vul-
gare were tested. Experiments were repeated three times (n = 3). The
antimicrobial activity was evaluated based on bacterial growth inhibition
zones, and the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined.

Statistical analysis. Quantitative results were presented as the mean +
standard deviation (SD) of three replicates. Data were analyzed using Micro-
soft Office Excel 2024 and SPSS 25 (IBM, NY, USA). One-way ANOVA
with Tukey post hoc test was applied to determine significant differences
(p <0.05) between inflorescences, leaves, and roots extracts of C. vulgare.
Pearson correlation analysis was used to assess the relationship between
phenolic compound content and antioxidant activity. Linear regression
analysis was used to generate calibration curves, assessing the relationship
between analyte concentration and signal strength, calculating the regression
coefficient (R?), and considering values as acceptable when R? > 0.99.
Differences were considered statistically significant when p < 0.05.
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RESULTS AND DISCUSSION

Determination of the qualitative and quantitative composition
of phenolic compounds in C. vulgare plant raw material extracts
using the HPLC method

Selecting extraction conditions. Selecting an extrahent and the extrac-
tion conditions is a significant part of developing a methodology for deter-
mining the qualitative and quantitative composition of biologically active
compounds of plant’s raw materials [161]. Considering an extrahent polarity
influence on the extraction of phenolic compounds from bull thistle raw
materials, the deionized water, and ethanol of different concentrations (50%
(v/v), 60% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), 90% (v/v) and 96% (v/v)) were
chosen to study. The prepared extracts were kept in an ultrasonic bath for
15 min. The phenolic compounds in bull thistle extracts were determined
using the HPLC method. The study identified five phenolic compounds:
apigenin-7-O-glucoside, chlorogenic acid, rutin, hyperoside, and isoquer-
citrin. The chromatogram of the compounds is presented in Fig. 3.1.1.1. After
evaluating the quantitative composition of those five compounds identified
in bull thistle extracts, it was determined that the largest quantities of phenolic
compounds were obtained using 50% (v/v) ethanol (p < 0.05) (Fig. 3.1.1.2).
The bull thistle extract prepared using 50% (v/v) ethanol had the contents of
chlorogenic acid and apigenin-7-O-glucoside 5.5 and 7.5 times higher,
respectively, than the contents determined in the bull thistle extract prepared
using 96% (v/v) ethanol and water. Sieliwoniuk et al. extracted the C. vulgare
plant raw materials using 70% (v/v) methanol and 70% (v/v) ethanol. Their
study results showed that higher phenolic compounds’ (chlorogenic acid,
luteolin-7-O-glycoside, and apigenin) contents were obtained when 70%
(v/v) methanol was used for extraction [30]. Koryza et al. used 50% (v/v)
methanol, 80% (v/v) methanol, 100% methanol, dichloromethane, acetone,
and ethyl acetate to produce the C.canum inflorescences extracts. The
highest chlorogenic acid content was determined when 50% (v/v) methanol
was used for extraction (p < 0.05) [162]. The publication authors indicated
that when studying the content of apigenin in C. canum inflorescences
extracts prepared using 50% (v/v) methanol, 80% (v/v) methanol, 100%
methanol, acetone, and ethyl acetate, no statistically significant differences in
the apigenin content were found [162].

Choosing the most appropriate extraction method for determining phe-
nolic compounds is crucial since the phenolic quantities and other active com-
pounds depend on it. This study used three extraction methods: ultrasonic-
assisted, maceration, and heating with a reflux condenser.
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The samples of bull thistle leaves were kept in an ultrasonic bath at 30 °C
for different time intervals (from 10 min to 60 min) to evaluate the ultrasonic
extraction method’s impact on the quantity of phenolic compounds. This
extraction method accelerates the release and diffusion of soluble substances,
features low solvent and energy consumption and does not require high tem-
peratures [157]. In the bull thistle extracts obtained by ultrasonic extraction,
the highest content of chlorogenic acid was determined after 15 min (7.31 +
0.37 mg/g), and apigenin-7-O-glucoside — after 30 min (7.60 £+ 0.38 mg/g) of
extraction (Fig. 3.1.1.3). The determined contents of rutin, hyperoside, and
isoquercitrin were 7.3—7.5 times lower and varied from 0.13 to 0.87 mg/g.
The highest phenolic compound quantities were developed at the extraction
duration of 30 min. Maceration is a simple extraction method. Its advantage
is an extraction of temperature-sensitive compounds, the disadvantages — low
efficiency and long compound extraction time [164]. The results of bull
thistle raw material extraction by the maceration method are presented in
Fig. 3.1.1.4. The highest contents of rutin (0.15 + 0.03 mg/g), isoquercitrin
(0.70 £ 0.07 mg/g), hyperoside (0.82 = 0.09 mg/g) and chlorogenic acid
(3.74 £0.13 mg/g) in the extracts were determined after 6 h of maceration. In
contrast, for apigenin-7-O-glucoside, the maceration duration of 48 h was
more effective (content 9.01 + 0.45 mg/g). The extraction method of heating
with a reflux condenser was used to increase the quantities of phenolic
compounds extracted from bull thistle raw materials. The study showed that
the C. vulgare extracts obtained using heating with a reflux condenser con-
tained up to 1.7 times higher contents of phenolic compounds than the ex-
tracts prepared using maceration and ultrasonic-assisted extraction methods.
The heating with a reflux condenser extraction was performed at a 90 °C
temperature, which may have resulted in more phenolic compounds than
using ultrasonic- assisted and maceration extraction methods, which used 25—
30 °C temperatures. The analysis of the composition of the phenolic com-
pounds in the extracts produced by heating with a reflux condenser extraction
determined such phenolic compound content: rutin — 0.24 + 0.01 mg/g, hy-
peroside — 1.33 + 0.07 mg/g, isoquercetin — 1.26 + 0.06 mg/g, chlorogenic
acid — 13.09 £ 0.66 mg/g and apigenin-7-O-glucoside — 9.92 + 0.49 mg/g)
(Fig. 3.1.1.5). Summarizing the results of the optimization studies on bull
thistle sample extraction, it was determined that the highest contents of phe-
nolic compounds (apigenin-7-O-glucose, chlorogenic acid, rutin, hyperoside,
isoquercetin) were obtained by extracting the bull thistle leaves samples with
50% (v/v) ethanol at 90 °C for 1.5 h using a reflux condenser. This method
was selected to prepare the extracts for further study. Similar results were
obtained in another scientific study. Jang et al. studied the Cirsium japonicum
plant raw material extracts and found that 70% (v/v) ethanol was the optimal
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solvent for the extraction of phenolic compounds, while higher temperatures
(85-95°C) and heating with a reflux condenser increased the yield of
released bioactive substances [165]. These results are consistent with the
conditions used in our work — the use of higher temperatures in reflux extra-
ction for the extraction of phenolic compounds has proven to be an effective
method for increasing the quantity of biologically active compounds.

Validating the HPLC methodology to determine phenolic com-
pounds in the extracts of C. vulgare raw materials. This study performed
the validation of the HPLC methodology to determine phenolic compounds
in the extracts of C. vulgare plant raw materials. The validation of the
methodology was performed according to the European Medicines Agency’s
(EMA) International Council’s for Harmonization ICH Q2(R2) guidelines,
evaluating the following parameters: detection limit, quantification limit,
linearity including concentration limits (R?), precision (repeatability and
intermediate precision) [157]. The validation data are presented in Table
3.1.2.1. The study identified eleven compounds in the bull thistle extracts,
with their respective retention times: 9.53 min — neochlorogenic acid,
11.94 min — chlorogenic acid, 12.41 min — 4-O-ferulic acid, 14.09 min —
caffeic acid, 20.04 min — p-coumaric acid, 22.65 min — trans-ferulic acid,
23.61 min — hyperoside, 24.51 min — isoquercitrin, 34.51 min — apigenin-7-
O-glucoside, 43.78 min — luteolin, 47.79 min — apigenin (Fig. 3.1.2.1). The
study determined that the linearity limits of the detected compounds varied
from 0.113 pg/mL to 176.7 pg/mL, covering all phenolic compound
concentration contents determined during the study. The detection limits of
all studied phenolic compounds were determined at a signal-to-noise ratio of
3:1, and the quantification limits — at a signal-to-noise ratio of 10:1 [157].
The detection limits of all analytes used in the study varied from 0.03 pg/mL
to 0.345 pg/mL, and the quantification limits — from 0.078 pg/mL to
1.104 pg/mL. The determination coefficient of all analytes was more than
0.999, confirming the HPLC methodology’s linearity. The robustness of the
method was assessed by varying some of the analytical parameters: column
temperature + 2 °C and mobile phase ratio + 2% (v/v). It was found that these
changes did not significantly affect the retention times, shapes or intensities
of the peaks. The quantitative results for all compounds remained consistent,
and the coefficient of variation did not exceed 2%, therefore the HPLC
method is considered robust to changes in analytical conditions. The
precision was assessed by determining repeatability and intermediate
precision estimates. The coefficient of variation for all identified compounds
does not exceed 1.02% [157]. The results of the HPLC methodology
suitability confirmed that the selected chromatographic parameters were
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suitable for the evaluation of the qualitative and quantitative composition of
phenolic compounds in bull thistle extracts. The validated HPLC methodo-
logy was applied for further qualitative and quantitative analysis of phenolic
compounds, ensuring accurate and reliable results that meet the specified
parameters [166].

Determining phenolic compounds’ qualitative and quantitative com-
position in the C. vulgare plant extracts raw material. The concentration
and accumulation patterns of phenolic compounds in larger plant parts and
organs depend on the growth and life cycle of the plant [167]. It was relevant
to determine the accumulation patterns of phenolic compounds in the bull
thistle plant raw materials to evaluate the changes in the contents and
qualitative profiles of compounds during plant development (at different
phenological stages). This study evaluated the changes in the qualitative and
quantitative composition of phenolic compounds in the C. vulgare plant raw
materials (leaves, inflorescences and roots) collected over a two-year period
(2021-2022) at the phenological stage from the dormancy end to seed
maturity. The total content of phenolic compounds determined in the bull
thistle plant raw materials collected in the designated years differed signi-
ficantly (p <0.05). In the bull thistle raw materials collected in 2021, the
highest total contents of phenolic compounds were found in the C. vulgare
samples collected at the end of their dormancy stage (05.23), during butoni-
zation (07.04) and mass flowering (08.01) (p <0.05) (Fig. 3.1.3.1). Accor-
ding to the data of the Lithuanian Hydrometeorological Service, at the end of
the dormancy period (05.23), the air temperature in Siauliai County during
the week before and on the day of sample collection ranged from 6.6 to
17.6 °C, relative humidity from 44 to 90%, and precipitation from 0.0 to
2.1 mm. During budding (07.04), environmental conditions were warmer -
the air temperature reached 14.5-26.5 °C, relative humidity from 44-99%,
and no precipitation was recorded. During the mass flowering period (08.01),
the air temperature ranged from 13.2 to 30.7 °C, relative humidity from 32 to
76%, and precipitation from 0.0 to 5.3 mm.

The samples of bull thistle raw materials collected in 2022, at the
beginning of plant flowering (07.18) and during mass flowering (08.01)
stages (p < 0.05) accumulated the largest contents of phenolic compounds
The total phenolic compounds’ content of determined at the phenological
stages of the 2021 and 2022 bull thistle raw material samples varied from
71.87 mg/g to 324.16 mg/g and from 99.36 to 326.57 mg/g, respectively.
When assessing the influence of weather conditions on the content of
phytochemical compounds, it was found that at the beginning of flowering
(07.18) the ambient temperature ranged from 10.6 to 22.2 °C, relative

102



humidity from 50 to 97%, and precipitation from 0.0 to 5.5 mm. During mass
flowering (08.01), the air temperature ranged from 8.4 to 22.8 °C, relative
humidity from 49 to 97%, and precipitation from 0.0 to 12.4 mm.

Nazaruk et al. found higher levels of phenolic compounds in the metha-
nolic extracts of C. vulgare leaves and inflorescences, which were prepared
from plant raw materials collected during the mass flowering phenological
stage from late June to early August [168]. The total amount of phenolic
compounds, as well as the concentrations of individual compounds — such as
chlorogenic acid— in the raw material of the bull thistle plant, varied
significantly depending on the growth phase and meteorological conditions.
The highest amounts of phenolic compounds were recorded during periods
of intensive biosynthetic activity of the plant — at the end of the dormant
period, during flowering and mass regrowth. These data indicate that the
phenological stage is an important factor that must be considered in order to
optimize the time of collection of the raw material of the plant in order to
obtain the maximum amounts of phenolic compounds.

Applying the validated HPLC methodology, this study identified and
quantitatively evaluated eleven phenolic compounds in the extracts of C.
vulgare plant raw materials. The most significant proportion of the identified
compounds in the bull thistle raw materials were chlorogenic acid (44.90%)
and apigenin-7-O-glucoside (41.48%). The content of other identified pheno-
lic compounds in the C. vulgare raw materials constituted a small part of the
total content of phenolic compounds: isoquercitrin (3.16%), hyperoside
(2.32%), apigenin (1.20%), p-coumaric acid (1.07%), neochlorogenic acid
(0.62%), 4-O-caffeoylquinic acid (0.46%), caffeic acid (0.32%), trans-ferulic
acid (0.21%), luteolin (0.21%). Vegetation stages significantly influenced the
quantitative composition of phenolic compounds in the leaves, inflore-
scences, and roots of bull thistle (p < 0.05) [168].

The changes in chlorogenic acid content in the bull thistle raw materials
collected at different phenological stages over a two-year period are presented
in Fig. 3.1.3.2. The highest chlorogenic acid contents of 146.28 + 0.13 mg/g
and 140.15 £ 0.14 mg/g were found in the raw materials of C. vulgare leaves
collected at the end of the dormancy stage in 2021 and during mass regrowth
in 2021, respectively (p <0.05). In the raw materials of C. vulgare leaves
collected during the dormancy period and mass regrowth in 2021, signifi-
cantly bigger quantities of chlorogenic acid (146.28—81.08 mg/g) were deter-
mined compared to the quantities of chlorogenic acid determined in the raw
materials of roots (27.47-16.68 mg/g) during the same period (p <0.05).
When analyzing the patterns of chlorogenic acid accumulation in the raw
materials of bull thistle inflorescences, it was detected that the inflorescences
collected at the phenological stage of the beginning of flowering in 2021 and
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2022 (07.18) accumulated the highest amounts of chlorogenic acid, 58.02 +
0.41 mg/g and 64.08 = 0.23 mg/g, respectively. The highest chlorogenic acid
content was found in the roots raw materials of the plant collected at the end
of the phenological dormancy period 2022 on 05.09 (31.71 + 0.11 mg/g).
The changes in the content of apigenin-7-O-glucoside in the bull thistle
raw materials collected at different phenological stages over a two-year
period are presented in Fig. 3.1.3.3. In the samples of C. vulgare leaves raw
materials collected at different phenological stages in 2021 and 2022, the con-
tent of apigenin-7-O-glucoside (14.05-146.81 mg/g in 2021, 24.61-147.96
mg/g in 2022) was higher than the contents in the C. vulgare inflorescences
(16.05-76.30 mg/g in 2021 and 0.18-147.32 mg/g in 2022) and roots (0.37—
1.15 mg/g in 2021 and 0.75-4.95 mg/g in 2022). The study found that the
largest apigenin-7-O-glucoside content of 147.96 + 0.34 mg/g was determi-
ned in the C. vulgare leaves raw material samples collected in 2022 during a
mass flowering phenological stage (08.01), which was not statistically signi-
ficantly different from the apigenin-7-O-glucoside content of 146.81 +
0.31 mg/g found the in the C. vulgare leaves samples from the 2021 raw
materials collected during the butonization phenological stage (07.04). The
highest apigenin-7-O-glucoside content determined in the inflorescences
samples collected in 2021 during the butonization phenological stage was
76.30 £ 0.31 mg/g (p < 0.05). The highest content of apigenin-7-O-glucoside
in the bull thistle roots’ raw material samples was found in roots collected
during the mass regrowth phase in 2022 (content — 4.48 + 0.03 mg/g).
Compared to other plants of the Asteraceae family, the amount of apigenin-
7-0-glucoside found in C. vulgare leaves is significantly higher. The amount
of this flavonoid in Achillea millefolium flowers is about 10—15 times lower,
and the concentration of apigenin-7-O-glucoside in Calendula officinalis
flowers is about 5—8 times lower than the amounts found in C. vulgare leaves
[169—171]. These data demonstrate that C. vulgare may be a valuable natural
source of apigenin-7-O-glucoside, especially when the raw material is
collected during the phenological stages of budding and mass flowering.
The changes in the isoquercitrin content in raw plant materials of bull
thistle collected at different phenological stages in 2021 and 2022 are
presented in Fig. 3.1.3.4. The raw materials of C. vulgare leaves collected in
2021 during the dormancy (05.09, 05.23) and mass regrowth (06.06) periods
showed significantly higher amounts of isoquercitrin (16.197-14.162 mg/g)
compared to the amounts of isoquercitrin found in the raw materials of roots
(0.240-0.08 mg/g) during the same period (p < 0.05). In the raw materials of
the C. vulgare leaves collected in 2021, there were statistically higher
amounts of the phenolic compound isoquercitrin compared to the amounts of
isoquercitrin found in the raw material of the plant leaves collected in 2022
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(p <0.05). In the raw material of C. vulgare roots, the highest isoquercitrin
content of 4.39 + 0.04 mg/g was detected in the roots raw material samples
collected during the phenological stage of mass flowering in 2021 (08.15).
No isoquercitrin was detected in the raw material samples of C. vulgare roots
collected in 2022. When comparing the amounts of isoquercitrin detected in
the raw materials of inflorescences, it was found that the highest isoquercitrin
amount of 2.49 + 0.01 mg/g was determined in the raw material samples of
C. vulgare inflorescences collected in 2022 in the phenological phase of mass
flowering (08.01) (p <0.05). The changes in the hyperoside amount in the
raw material of bull thistle collected at different phenological stages in 2021
and 2022 are presented in Fig. 3.1.3.5. During the study, hyperoside was
detected in the plant raw materials of C. vulgare leaves and inflorescences.
In contrast, hyperoside was not found in the plant raw materials of C. vulgare
roots. The amount of hyperoside detected in the plant raw materials of
C. vulgare leaves collected in 2021 at different phenological periods was
higher (12.37-0.80 mg/g) compared to the amount of hyperoside (5.58—
1.37 mg/g) detected in the plant raw materials of C. vulgare leaves collected
in 2022 at different phenological stages. The highest hyperoside content of
12.37 + 0.07 mg/g was in the raw material samples of bull thistle leaves
collected in the phenological stage of butonization in 2021 (07.04), which
was not statistically significantly different from the content of 11.09 +
0.09 mg/g found in the raw material samples of bull thistle leaves collected
in the period of mass regrowth in 2021 (06.20). When comparing the amounts
of hyperoside in the plant raw materials of inflorescences, it was found that
the highest hyperoside content of 2.17 + 0.05 mg/g was in the plant raw
materials of C. vulgare inflorescences collected in the phenological stage of
butonization (07.04) in 2021 (p < 0.05).

Considering the quantitative composition of phenolic compounds
determined in the extracts of bull thistle plant raw material samples collected
during plant phenological stages, the extracts with the highest content of phe-
nolic compounds were selected for the further studies of biological activity.
The extracts prepared from the two-year (2021-2022) samples were studied:
roots collected at the end of the phenological dormancy stage (04.11, 04.25,
05.09), leaves — at the end of the phenological dormancy period (04.25),
leaves — during the mass regrowth period (06.06), inflorescences — during the
mass flowering stage (07.30), leaves — during the seed maturity stage (09.12),
inflorescences — during the seed maturity stage (09.12), leaves — at the end of
the phenological dormancy stage (04.25), leaves — at the end of the phenolo-
gical dormancy period (05.23), leaves — during the mass regrowth period
(06.06).
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Determination of the qualitative and quantitative composition
of amino acids in the C. vulgare plant raw material extracts
using the GC-MS method

Validating the GC-MS method for determining amino acids in the
extracts of C. vulgare plant raw materials. Determining amino acids in
plants, such as C. vulgare, is essential in order to evaluate their nutritional
value and potential as an alternative source of protein. The analysis of the
phytochemical composition of bull thistle raw materials showed that the plant
accumulated free amino acids. Some of them are essential amino acids;
others — non-essential. Both non-essential and essential amino acids are
critical in the body’s metabolic processes. The essential amino acids, such as
leucine, isoleucine, lysine, methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan,
and valine, are necessary for protein synthesis, enzyme and hormone produc-
tion, as well as for the activity of the immune system. The body does not
produce these amino acids; therefore, they must be obtained from food or
additional food additives. The amino acids identified in the C. vulgare plant
raw materials support the potential use of this raw material in both human
and animal nutrition, contributing to ensuring a balanced and complete diet.
Developing and validating methodologies that meet modern scientific
progress is crucial to accurately evaluate the amino acid composition of the
C. vulgare raw materials under study. This study validated the GC-MS
methodology with a derivatization step for determining amino acids in the
C. vulgare plant raw material extracts. The methodology was validated
according to the EMA ICH Q2(R2) guidelines, evaluating the following para-
meters: specificity, linearity, accuracy (repeatability and intermediate preci-
sion), detection, and determination limits. The specificity was evaluated by
the retention times and mass spectra of the chromatographic peaks of the
analytes, complying with the requirements of the ICH guidelines [157, 172].
The validation process using the developed methodology was performed
using 16 amino acids: alanine, glycine, cysteine, valine, leucine, isoleucine,
methionine, proline, serine, tyrosine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic
acid, lysine, histidine, and threonine. The analysis of accuracy showed that
the repeatability and intermediate precision of the method remained stable
with the variation coefficient not exceeding 1%, which ensured the reproduci-
bility of the methodology. The linearity analysis showed that the relationship
between the peak areas of the calibration curves and the concentrations was
linear in the 25-200 pg/mL concentration range. The determination coeffi-
cients (R?) were 0.986-0.999, which confirmed the method’s ability to accu-
rately determine the amounts of analytes. Each analyte’s detection and deter-
mination limits differed, but all remained low, not exceeding 2.400 pg/mL.
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The accuracy was assessed by reproducibility percentages, which, depending
on the analyte, ranged from 98.4% to 101.3%. For example, the reproduci-
bility of L-alanine was 99.4%, glycine was 100.0%, L-valine was 98.8%, and
L-tyrosine was 100.5%. All of these results meet the accuracy criteria speci-
fied in the ICH Q2(R2) guidelines. The derivatization step was also analyzed
during the robustness assessment, examining the sensitivity of the methodo-
logy to small changes in derivatization time, temperature, and reagent con-
centrations. The results obtained showed that these parameters did not signi-
ficantly affect the analytical data, therefore the derivatization step can be
considered reliable. The developed GC-MS methodology meets the valida-
tion criteria and is suitable for both qualitative and quantitative amino acid
analysis, ensuring high sensitivity, accuracy, and reliability.

After analyzing the bull thistle extracts by the GC-MS method, the amino
acids, detected and quantitatively evaluated in the C. vulgare plant raw ma-
terials, were the following: L-alanine, glycine, L-valine, L-leucine, isoleu-
cine, L-proline, L-methionine, L-serine, L-threonine, L-phenylalanine, L-
aspartic acid, L-glutamic acid, L-lysine, L-histidine and L-tyrosine (Fig.
3.2.1.1). The analysis results showed that 15 amino acids were detected in the
C. vulgare leaves extracts, 14 amino acids — in inflorescences extracts, and
13 amino acids — in roots extracts.

Ashirova et al. studied the Asteraceae family plants — Cichorium intybus
L., Chamomilla recutita L., and Achillea millefolium L. The authors identified
15 free amino acids in the plant raw materials of inflorescences: arginine,
cysteine, lysine, tyrosine, histidine, phenylalanine, valine, proline, threonine,
serine, alanine, and glycine [173]. Compared to other plants of the Asteraceae
family, Cichorium intybus, Chamomilla recutita and Achillea millefolium,
C. vulgare has a similar amino acid spectrum, but significant differences in
their concentrations were found [174—176]. According to research, the most
common amino acids found in C. intybus leaves extracts are arginine,
cysteine, valine, alanine and glycine, and their amounts, especially in leaves
and roots raw materials, are higher than in C. vulgare raw materials [176].
Meanwhile, A. millefolium and C. recutita also have a diverse amino acid
profile, but their distribution in different parts of the plant (inflorescences,
leaves or roots) is variable and usually lower than in C. vulgare raw materials
[174, 175]. Considering the overall biochemical composition and
phytochemical potential of the plant, C.vulgare can be considered a
promising alternative protein source suitable for use in functional nutrition or
in the production of plant-based supplements.
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Determination of the qualitative and quantitative composition of
amino acids in the C. vulgare plant raw material extracts. The study
analyzed the changes in the qualitative and quantitative composition of amino
acids in the bull thistle plant raw materials collected at different phenological
stages, from mass regrowth to seed maturity, over the two-year period of
2021-2022. The amino acid content in the C. vulgare plant raw material
varied depending on a part of the plant (leaves, inflorescences, roots) and raw
material collecting time (the influence of the plant phenological stages
depending on the collection year). All data are presented in Fig. 3.2.2.1. All
statistically significant differences obtained in the amino acid study are
presented at the end of the dissertation, in the appendices section.

After evaluating the differences in the qualitative composition of amino
acids in the C. vulgare plant raw materials (leaves, inflorescences, roots), the
highest qualitative diversity of amino acids was found in the plant leaves
extracts (15 amino acids) (Fig. 3.2.2.1 A). The extracts of inflorescences con-
tained 14 amino acids (Fig. 3.2.2.1 B) and of roots — 13 amino acids
(Fig. 3.2.2.1 C). In the samples of the C. vulgare leaves raw materials
collected at different phenological stages in 2021 and 2022, the total amino
acid content (0.01-12.28 mg/g (2021), 0.03—23.90 mg/g (2022)) was slightly
higher than the amounts found in the plant raw materials of C. vulgare
inflorescences (3.25-10.04 mg/g (2021), 0.30-14.20 mg/g (2022)) and roots
(0.01-0.66 mg/g (2021), (0.77-3.15 mg/g (2022)). When comparing the
changes in the amino acid content, the highest parameters (12.49 =+
0.15 mg/g) were in the plant raw materials of C. vulgare collected in 2021
during mass flowering stage (08.15) (p < 0.05). When comparing the changes
in the amino acid content in the raw materials of the bull thistle plant leaves
collected during the phenological stages in 2022, it was found that the
accumulated amounts of total amino acids (23.91 + 0.31 mg/g) were the
highest (p < 0.05) in the raw materials of the leaves collected during the mass
regrowth period (06.20) (Fig. 3.2.2.1 A). The primary amino acids identified
in the raw materials of the plant leaves collected during the mass regrowth
stage (06.20) were L-glutamic acid (3.78 £ 0.06 mg/g), L-lysine (2.89 =+
0.04 mg/g) and L-aspartic acid (2.68 + 0.04 mg/g). They accounted for
39.11% of the total quantity of amino acids.

After evaluating the qualitative and quantitative composition of accu-
mulated amino acids in the plant’s inflorescences, it was found that there was
no histidine, which was detected in the extracts of leaves. Comparing the
changes in the amino acid contents in the C. vulgare inflorescences raw mate-
rials collected during the phenological stages in 2021 and 2022, it was found
that the biggest total amino acid quantities (10.04 + 0.19 mg/g and 14.20 +
0.19 mg/g and 14.20 + 0.12 mg/g) were found in the collected samples of raw
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plant materials at the stages of butonization and the beginning of flowering.
In the inflorescences raw materials collected in 2022 at the butonization
phenological stage (07.04), the total amino acid content was two times higher
than the total amino acid content in the inflorescences raw materials collected
in 2021 at the same period. The primary amino acids that predominated in the
inflorescences raw materials collected at the butonization period in 2022
(07.04) were L-glutamic acid (2.61 + 0.05 mg/g) and L-aspartic acid (3.04 +
0.07 mg/g). They accounted for 39.8% of the total amino acids determined
(Fig 3.2.2.1 B). Tylei et al. studied C. japonicum and also found that after
quantitatively examining the composition of the plant's inflorescences, the
amino acid amount in them was higher than in the raw materials from other
plant parts [177]. The plant roots contained the lowest levels of amino acids,
and the qualitative composition analysis did not determine two amino acids,
L-histidine and L-lysine, detected in the leaves extracts (Fig. 3.2.2.1 C). The
evaluation of amino acid quantities in the raw plant materials of C. vulgare
roots collected in 2021 during the phenological stages, showed that the
highest total amount of amino acids 0.66 + 0.07 mg/g was detected in the raw
materials of roots collected at the end of flowering (08.29). At the end of
flowering (08.29), the two amino acids, L-alanine (31.48%) and L-proline
(54.84%), predominated in the raw materials of C. vulgare roots collected at
the end of flowering (08.29). The content of amino acids in the raw materials
of C. vulgare roots collected in 2022 during the phenological stages was
determined, and the highest total amino acid content of 3.15 + 0.16 mg/g was
in the root raw materials collected during the phenological stage of mass
flowering (08.01). The primary amino acids that predominated in the raw
materials of roots collected in 2022 during the period of mass flowering
(08.01) were L-glutamic acid (0.57 £ 0.01 mg/g) and aspartic acid (0.54 +
0.01 mg/g). They accounted for 35.37% of the determined total amino acid
content (Fig. 3.2.2.1 C).

According to research data, the most commonly found amino acids in
C. intybus leaves extracts are arginine, cysteine, valine, alanine, and glycine,
with their levels — especially in leaves and roots raw materials — being higher
than those found in C. vulgare [176]. Meanwhile, A. millefolium and
C. recutita also present a diverse amino acid profile, but the distribution
across different plant parts (inflorescences, leaves, or roots) is variable and
generally lower than in C. vulgare raw material [174, 175]. Although the
amino acid content in C. vulgare is, in some cases, lower than in the afore-
mentioned plants, it stands out due to its unique amino acid composition,
which may complement the nutritional value of other Asteraceae family
plants
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The detailed analysis of amino acids revealed that the composition, col-
lection year, and phenological stages of the C. vulgare raw materials (leaves,
inflorescences, roots) were critical factors in determining the qualitative and
quantitative composition of amino acids in the bull thistle plant raw materials.
The evaluation of compound accumulation patterns showed that the quantity
of amino acids in the inflorescences and roots collected in 2022 was bigger
than that in the plant parts collected in 2021. The obtained study results
provide new knowledge about the amino acid accumulation patterns in the C.
vulgare plant raw materials. It is necessary to apply a validated analysis
methodology and the appropriate preparation time for raw plant materials to
ensure the production of high-quality raw materials with a detected content
of amino acids. Such standardized raw materials may have prospects in the
food industry as a natural source of amino acids, contributing to a balanced
diet and the development of functional products.

Study of the biological effects of bull thistle extracts

Antioxidant activity study. The antioxidant activity study was con-
ducted using the CUPRAC method. The study used ethanolic bull thistle
extracts prepared from the leaves, inflorescences, and roots of the plant. The
extracts with the highest amounts of phenolic compounds and amino acids
were used in the antioxidant activity study. The antioxidant activity study
aimed to evaluate the antioxidant activity of extracts of different parts of the
bull thistle plant (leaves, inflorescences, roots) by comparing the extracts
prepared from the raw materials collected in 2021 and 2022 at identical
phenological stages. The antioxidant activity data of bull thistle extracts,
prepared from different plant raw materials collected in 2021 and 2022 at
different phenological stages, evaluated by the CUPRAC method (pmol
TE/g), are presented in Fig. 3.3.1.1. The extracts prepared from the leaves
collected in 2021 characterized the strongest antioxidant effect. It was found
that the most potent activity was observed in the bull thistle inflorescences
extracts prepared from inflorescences raw materials collected in 2021. The
determined antioxidant activity of inflorescences extracts was 1.48 times
stronger than that of the bull thistle leaves extracts collected in 2022 and 2.24
times stronger than that of the plant roots extracts collected in 2021
(p <0.05). The highest antioxidant activity (12938 umol TE/g) was
determined in the C. vulgare leaves extracts, the raw material of which was
collected in 2021 at the end of the phenological dormancy stage. Demirtas et
al. indicated that the crude C. arvense leaves extracts collected in June
exhibited the most potent antioxidant activity when using the DPPH and
FRAP methods [179]. When comparing the antioxidant activity of C. vulgare
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extracts, a statistically significant difference was found between the extracts
prepared from different parts of the plant in the second collection year (2022).
It was found that the strongest activity was observed in the bull thistle roots
extracts prepared from the roots raw materials collected in 2022. The
antioxidant activity of the roots extracts was 1.4 times stronger than of bull
thistle leaves extracts collected in 2022 and 2.24 times stronger than of
inflorescences extracts collected during 2022 (p < 0.05). Yin et al. studied the
antioxidant effect of C. japonicum roots extracts and found that methanol
extracts had stronger free radical scavenging activity than aqueous extracts.
The aqueous and methanolic extracts of C.japonicum roots exhibited
concentration-dependent hydroxyl radical scavenging activity and reduced
potency and metal complexation capacity [180]. Kim et al. identified six
polyphenolic compounds (syringin, chlorogenic acid, 3,5-di-caffeoylquinic
acid, 3'-hydroxycinnamic acid, and 3,4-dicaffeoylquinic acid) in
C. japonicum extracts and confirmed the antioxidant effect of phenolic
compounds accumulated in thistle plant [181]. The antioxidant activity of
C. vulgare leaves extracts prepared from the first year of raw material
collection (2021) was 2.16 times stronger than that of C. vulgare leaves
extracts from the second year of raw material collection (2022) (p < 0.05).
The highest level of antioxidant activity (5963 umol TE/g) was observed in
the raw material extracts of C. vulgare leaves collected during the end of the
dormancy stage of the second year of collection (2022). The antioxidant
activity of C. vulgare inflorescences extracts collected during the first year of
collection (2021) was 2.76 times stronger than the antioxidant activity of C.
vulgare inflorescences extracts collected during the second year of collection
(2022) (p < 0.05). The strongest antioxidant activity (8331 umol TE/g) was
found in the raw material extracts of C. vulgare inflorescences from the first
year of collection (2021) collected at the seed maturity phenological stage.
Koryza and Nazaruk et al., studying the antioxidant properties of inflore-
scences and leaves of the Cirsium genus plants grown in northeastern Poland,
found a positive correlation between the antioxidant effect of the extracts of
these two raw materials and the total content of phenolic compounds in the
extracts [56,168]. Kurg et al. found that the methanol extract of C. vulgare
plant parts (roots, stems, leaves, and inflorescences) collected in June had the
strongest antioxidant activity using the CUPRAC method, with a Trolox
equivalent reducing capacity of 2.14 umol TE/g and an ECso value of
18.5 pg/mL. The mentioned scientists also found that the same extract had
the highest antioxidant activity when evaluated by FRAP (1436.6 pmol
Fe?"g extract), ABTS (1436.6 umol Fe?*/g extract), and superoxide anion
radical scavenging activity methods. Various antioxidant activity methods
(FRAP, ABTS, CUPRAC) have shown that the ethanolic extracts of
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C. arvense, compared with available standards, have a dose-dependent
antioxidant activity [182]. Summarizing the results of the CUPRAC method
for antioxidant activity, it can be stated that the strongest antioxidant activity
was observed in the extracts made from plant leaves collected in the first year
of collection (2021), during the phenological dormancy stage (05.09)
(12938 umol TE/g). The obtained data confirm that the year of growth and
phenological stages of the bull thistle have a significant effect on the
phytochemical profile and antioxidant activity, which reveals the importance
of the raw material collection period in assessing the antioxidant properties
of plants.

Anticancer effect study. The anticancer effect of C. vulgare has not
been extensively studied. The other authors’ studies on the Cirsium genus
plants, such as C. japonicum, which accumulate chlorogenic acid and are
resistant to oxidative stress, indicate the potential of these species in
anticancer studies [104]. These data suggest that C. vulgare may also have a
similar effect against oxidative stress, therefore further studies are necessary
to confirm this hypothesis. After performing the analysis of the antioxidant
activity of raw materials for two years (2021-2022), the extracts were selec-
ted for further studies based on the obtained antioxidant activity concentra-
tion, which are described in Table 3.3.2.1. The study analyzing the effect of
fourteen dry C. vulgare extracts and chlorogenic acid on cell viability showed
that all extracts affected the human colon adenocarcinoma cell line (HT-29)
and the human gastric carcinoma cell line (KATO III). The Ul inflorescences
extract showed the highest activity, most significantly inhibiting the viability
of the KATO III cell line (ECso 0.19 £ 0.05 mg/mL). This extract also
significantly reduced the viability of the HT-29 cell line (ECso 0.35 + 0.08
mg/mL). Accordingly, the U9 roots extract was the most effective in
inhibiting the proliferation of HT-29 cells (ECso 0.29 + 0.06 mg/mL)
(Fig. 3.3.2.1). The leaves extracts 4L, 8L, 10L and 6L were the least active.
These extracts had the highest chlorogenic acid content (65.47—156.28 mg/g)
when compared with the data on chlorogenic acid content of all extracts.
When comparing the raw material parts from which the extracts were made,
the most substantial effect (ECso from 0.29 + 0.06 to 0.37 + 0.08) on the HT—
29 (human colon adenocarcinoma) cell line was observed after exposing the
cells to the extracts made from bull thistle roots. The effect against the
viability of the HT-29 cell line was also distinguished by the extract Ul,
which was made from the plant inflorescences at the phenological stage of
seed maturity. A tendency of roots extracts was observed — the roots raw
materials collected during mass flowering (ECso 0.29 = 0.06) (U9) and at the
end of the phenological dormancy stage (ECso 0.32 + 0.08) (U7), had a
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substantial effect. Meanwhile, the viability of the KATO III cell line was most
effectively inhibited by the extracts made from the inflorescences of the plant.
The extracts prepared from the plant’s inflorescences, collected at the seed
maturity phenological stage (Ul), were particularly active, and showed the
highest activity in suppressing the viability of this cell line. The HF cell line
viability was most inhibited by the extracts U5 and US, prepared from the
plant roots. The raw materials for these extracts were collected at the end of
the dormancy phenological stage. Gastric carcinoma cell lines, such as
KATO III, are poorly sensitive due to their complex tumor microenvironment
and resistance to chemotherapy, therefore, the results of this study are
essential. The HT-29 cell model is known for its resistance to traditional
treatment methods; therefore, evaluating the effect of U1 (inflorescences) and
U9 (roots) extracts on these cell lines is important. This study’s results are
consistent with other studies on the Cirsium genus plants [122, 183].
C. setidens, used in the East Asian medicine, exhibited selective cytotoxicity
against human colon adenocarcinoma cancer cells [183]. Significant effects
were observed in a study using extract concentrations of 100-250 pg/mL. The
extracts at these concentrations induced apoptosis by activating caspases and
modulating the Bcl-2 protein, which is crucial for cell survival [183]. The
studies with C. japonicum showed that the extracts at 200-500 pg/mL, which
contained high contents of active phenolic compounds, had cytotoxic effects
on liver cancer (HepG2) and breast cancer (MCF-7) cell lines [122]. This
effect was mainly attributed to flavonoids such as pectolinarin and apigenin,
which act on specific cancer mechanisms [122, 184]. These concentrations
are similar to those used in this study, in which the C. vulgare extracts,
especially Ul (inflorescences) and U9 (roots), demonstrated a selective anti-
cancer effect. It shows that plant materials collected at specific growth stages
may contain bioactive compounds characterized by the concentrations suffi-
cient to induce targeted cytotoxicity. In this study, the C. vulgare extracts U4
(leaves), U5 (roots) and U10 (leaves) non-selectively inhibited the viability
of human fibroblasts (HF) compared to KATO III and HT-29 cell lines (from
0.9 to 1.2 times). Meanwhile, the C. vulgare extracts U1 (inflorescences), U6
(roots), U7 (roots), U8 (roots), U9 (roots) had a lower effect on the viability
of human fibroblast (HF) cells compared to KATO III and HT-29 cancer cell
lines (1.48 to 3.79 times) allowing to conclude that the extracts Ul
(inflorescences), U6 (roots), U7 (roots), U8 (roots) and U9 (roots) are more
selective for KATO III and HT-29 cell lines, compared to HF cells, and
comparing them to the extracts U4 (leaves), U5 (roots) and U10 (leaves)
(Fig. 3.3.2.1).
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The chlorogenic acid effect on cell viability was also determined, as this
substance was found in high amounts in all the extracts studied. The chloro-
genic acid content in these dry extracts ranged from 17.91 to 156.28 mg/g.
However, no direct relationship was found between the chlorogenic acid
content and its effect on the cell lines. The extracts with significantly higher
activity against HT-29 and KATO III cell lines were observed to have
relatively lower chlorogenic acid content. Chlorogenic acid was more potent
in reducing the viability of HF cells than KATO III cancer cells and was also
highly non-selective against cancer cell lines (Fig. 3.3.2.1). Chlorogenic acid,
well known for its anticancer properties, was found in large quantities in the
C. vulgare extracts. Chlorogenic acid concentrations as low as 100 pM have
been associated with apoptosis induction, cell cycle arrest, and inhibited
proliferation in cancer cells [185]. In HT-29 cells, chlorogenic acid at 50—
200 uM concentrations suppressed proliferation and induced apoptosis by
modulating apoptosis-related proteins. This suggests that the chlorogenic
acid-containing C. vulgare extracts may induce apoptosis similarly. The
inflorescences extract (U1) contained a higher concentration of apigenin-7-
O-glucoside, reaching 27.62 mg/g, but this extract did not contain any signifi-
cant other bioactive compounds found in the roots extract (U9). The roots
extract contained a lower concentration of apigenin-7-O-glucoside, 4.48 mg/g,
but several additional bioactive compounds were identified, including
coumarin (5.39 mg/g), neochlorogenic acid (1.22 mg/g), and caffeic acid
(2.13 mg/g). Considering their possible synergistic effects, these identified
compounds in the roots extract show a broader spectrum of potential
antioxidant and anti-inflammatory properties than the inflorescences extract.
Considering that the most active extracts, U1 (inflorescences) and U9 (roots),
contained high levels of chlorogenic acid and apigenin-7-O-glucoside, these
results confirm their cytotoxic efficacy and a possible mechanism through
mitochondrial apoptosis pathways, which is particularly important in the
treatment of human colon adenocarcinoma and gastric carcinoma.

After studying the effect of bull thistle extracts on cell viability, the most
active extracts — Ul (inflorescences), U6 (roots), U7 (roots), U8 (roots) and
U9 (roots) — were selected to study further. The extract effect on the HT-29
cancer cell migration was evaluated applying the “wound healing” method
using the concentrations of 0.1 mg/mL and 0.2 mg/mL. The “wound healing”
test, evaluating cell migration as an indicator of metastatic potential, showed
that the roots extract U7 most strongly inhibited the migration of HT-29 cells
(p <0.05) compared to the control samples. Even after 36 h, at a concentra-
tion of 0.2 mg/mL, the “wound” remained unhealed, and the “wound” area
exceeded the control indicator by more than 15% (Fig. 3.3.2.2). This finding
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is significant given the strong migration of HT-29 cells associated with meta-
static progression. Similar anti-migratory effects at similar concentrations
have been observed in the studies of other Cirsium genus species. C. japoni-
cum inhibited the migration of breast cancer cells (MCF-7) at concentrations
of 100-300 pg/mL, where the bioactive compounds affected cell motility by
altering cytoskeletal dynamics and downregulating the expression of matrix
metalloproteinases (MMPs), which are vital for metastasis [184, 186]. It
allows presuming that the C. vulgare bioactive compounds, such as chloro-
genic acid and apigenin derivatives, depending on concentration, may inhibit
migration, possibly by affecting cell motility, altering cytoskeletal dynamics,
or downregulating the expression of matrix metalloproteinases (MMPs). The
extracts Ul (inflorescences), U6 (roots), and U8 (roots) showed similar
effects on the HT-29 cell line in a 2D migration model at 0.2 mg/mL and
0.1 mg/mL concentrations. They statistically significantly reduced the
“wound” area after 24 h compared to the control samples. The “wound” area
of cancer cells after 24 h remained unhealed and exceeded 45%. The test
sample results showed that, compared to the control sample results, the
“wound” size remained more visible in the test groups even after 36 h at a
concentration of 0.2 mg/mL. The chlorogenic acid impact on cell migration
was established in other cancer cell models, where it showed a similar effect
[185]. According to the existing studies, 50-150 uM concentrations
effectively reduce the MMP expression and alter actin dynamics, reducing
migration in gastric and human colon adenocarcinoma cells [175]. The
observed anti-migratory effect of C. vulgare extracts is likely related to the
chlorogenic acid and flavonoid compound properties to modulate cell
motility pathways. This highlights the significance of these compounds in
strategies aimed at inhibiting the spread of metastases.

A 3D spheroid model, replicating in vivo tumor microenvironment, re-
vealed the significant C. vulgare extract impact on reducing spheroid growth
and viability. It is known that evaluating the impact of a compound solely
based on changes in spheroid size is not entirely accurate, as this may not
directly correlate with cell viability within the spheroids [187]. This study
evaluated the C. vulgare extract impact on HT-29 spheroid growth and
viability using the WST-1 methodology (Fig. 3.3.2.3). KATO III cells did not
form spheroids; therefore, this cell line was not used to evaluate the activity
of the extracts in 3D cultures. The HT-29 spheroids comprised tumor cells
and fibroblasts (HF) in a 1:1 ratio to replicate an actual tumor microenviron-
ment better. This approach considers the presence of connective tissue in
tumors, which plays a crucial role in tumor growth and metastasis. At the
beginning of the experiment, the spheroids’ diameter was 300-350 pm
(Fig. 3.3.2.3 A). The HT-29 spheroids treated with the extract Ul prepared
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from the plant inflorescences showed a significant reduction in size and via-
bility after 8 days, with the spheroid diameter decreasing to 584.1-641.2 um
compared to the control samples (643—690.1 pm, p < 0.05) (Fig. 3.3.2.3 C).
These study results are consistent with the findings of the studies conducted
with C. japonicum, where the extracts containing 250-500 pg/mL flavonoids
suppressed the growth of HepG2 liver cancer spheroids by inducing apoptosis
and inhibiting cell proliferation [122]. Given the similar effective concentra-
tions, it can be stated that the C. vulgare extracts may also impact cancer cell
viability through apoptosis and anti-proliferative pathways, due to the active
compounds, chlorogenic acid and other flavonoids, in the extracts which in-
terfere with signaling pathways required for tumor growth. This study
showed that the extracts U1 (inflorescences) and U8 (roots) reduced spheroid
viability by 77.9% and 81.5%, respectively (Fig. 3.3.2.3 B). This decrease in
viability is consistent with the studies of chlorogenic acid on HT-29 cell line
spheroid models, where the concentrations of 500 uM and higher induce
oxidative stress, activate caspase pathways, and interfere with cell survival
signals in solid tumor models [113]. The activity observed in the U1 (inflo-
rescences) and U8 (roots) treated spheroids shows that these extracts can
circumvent the resistance that often occurs in tumor spheroids due to their
hypoxic and nutrient-deficient environment. The presence of fibroblasts in
this 3D model allowed cancer cells to interact with connective tissue compo-
nents critical for cancer progression. The previous studies with C. setidens
found that plant flavonoids could modulate the interaction between cancer
cells and connective tissue, reducing fibroblast-mediated tumor effects [188].
It shows that the C. vulgare extracts can also interact in the tumor microenvi-
ronment, inhibiting both cancer cell growth and the supporting role of
connective tissue, thus highlighting their potential in complex cancer models.

Antimicrobial effect study. Antimicrobial effect was determined by
studying the impact of bull thistle ethanolic and dry extracts on bacterial
cultures. The study included nine bacterial cultures: standard cultures of non-
spore-forming bacteria S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, K. pneu-
moniae, P. aeruginosa and P. vulgaris, standard spore-forming bacterial
culture — B. cereus and etalon yeast culture — C. albicans. The raw material
extracts used to determine the antimicrobial effect of bull thistle are presented
in Table 3.3.3.1. The data on the effect of the bacterial cultures and the
extracts used in the study are presented in Tables 3.3.3.2 and 3.3.3.3. The
ethanolic extracts, which were added in 1 mL in 5 mL agar medium with
cultivated and prepared cultures, were mainly active against C. albicans
(leaves extracts UL11, UL12, with MIC 8.35 mg/mL), gram-negative
P. vulgaris (leaves extracts UL11, UL12 with MIC 8.35 mg/mL) and gram-
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positive S. epidermidis (leaves extracts UL12, UL13, with MIC 8.35 mg/mL)
cell cultures. The ethanolic extracts weakly impacted the cell lines of gram-
positive S. aureus (leaves extract UL13, with MIC 8.35 mg/mL) and gram-
negative P. aeruginosa (leaves extract UL10, with MIC 16.7 mg/mL). The
ethanolic extracts of bull thistle had no impact on gram-positive E. faecalis
and B. cereus and gram-negative E. coli and K. pneumonia cell cultures (Table
3.3.3.2). Although Kabir et al. reported that chlorogenic acid has
antimicrobial properties against E. coli cell cultures [189], in this study, this
effect was not determined. The authors who investigated the inflorescences
and leaves extracts of Cirsium genus plants — C. palustre, C. arvense,
C. oleraceum, C. rivulare and C. vulgare — noted that the studied extracts
exhibited a high antimicrobial activity with an MIC of 10 mg/mL, and that
the chlorogenic acid concentration contents contidioned this effect [56, 57,
190]. The studies described the flavonoid apigenin-7-O-glucoside extracted
from the C. arvense whole herb, which, together with other flavonoids,
caused antimicrobial effect against various studied gram-positive cell
cultures [191]. In contrast to the ethanolic C. vulgare extracts, dry extracts
had a stronger antimicrobial effect against the studied etalon bacterial cell
cultures. The dry extract of the inflorescences UF demonstrated efficacy
against gram-positive cell lines, including S. aureus (MIC 3 mg/mL), S.
epidermidis (MIC 3 mg/mL), B. cereus (MIC 3 mg/mL) and P. vulgaris
(MIC 5.567 mg/mL), when the concentration of used extracts in agar varried
from 1 mL/SmL to of 0.5 mL/5 mL. When using the extract in agar
concentrations of 0.5 mL/5 mL and lower, no effect was detected against
P. vulgaris. The bull thistle roots extract UR was active against the same
reference bacterial culture lines of S. aureus, S. epidermidis, B. cereus and
P. vulgaris. It was found that the UR extract of bull thistle roots, where the
original roots extract was diluted 13.5 times, was more potent than the UF
extract of bull thistle inflorescences (MIC 3 mg/mL) and was characterized
by higher activity against gram-positive S. epidermidis (MIC 2.47 mg/mL)
(Table 3.3.3). Kenny et al. found that the C. vulgare and ethanol-based water
extracts had antimicrobial effects against S. aureus, B. cereus, E. coli and
S. typhi cultures, whereas the dry inflorescences and leaves extracts studied
in this study impacted the S. aureus and B. cereus cell cultures [192]. The
findings of this study are consistent with those of Borawska et al., who
studied the C. vulgare extracts and other Cirsium genus plants of the and
indicated that dry inflorescences and leaves extracts had strong antibacterial
effects against P. aeruginosa and S. aureus cell cultures [193]. Kurg et al., in
their study, found that methanol, ethyl acetate, diethyl ether and hexane
extracts of the whole C.vulgare plant parts (roots, stem, leaves and
inflorescences) collected in June had antibacterial effects against S. aureus,
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B. subtilis, E. coli, P.aeruginosa, P. miratybilis C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei, P. chrysogenum and A. fumigatus [13]. The stron-
gest antibacterial activity was found with ethyl acetate and diethyl ether
extracts of C. vulgare. The strongest antifungal activity was found with
hexane extracts. The methanol extract of C. vulgare has been shown to have
antimicrobial activity against S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans [13].

A comparative study was conducted with known antimicrobial medicine
(ampicillin, gentamicin, tetracycline, and ciprofloxacin), their effects on
ethanolic cultures of microorganisms and their MIC values, comparing them
with the MIC concentrations of bull thistle extracts against the same reference
cell cultures (Table 3.3.3.4). The Cirsium genus plant's antibacterial activity
is attributed to its phenolic acids. Phenolic hydroxyls can participate in metal
complex reactions in bacteria, disrupting their nutrient uptake and causing
antibiotic activity. Phenolic acids have antifungal properties, inhibiting ergo-
sterol synthesis, respiratory processes, succinate dehydrogenase (SDH), and
NADH oxidase activity [194]. In the study, antibiotics — ampicillin, genta-
micin, tetracycline, and ciprofloxacin — had a more substantial antimicrobial
effect according to the obtained MIC values compared to the MIC of the
extracts used. However, in a search for new natural antimicrobial substances,
further studies should aim to concentrate on the bull thistle extracts and re-
evaluate their potential antimicrobial effect.
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CONCLUSIONS

The developed HPLC and GCC-MS methodologies for the analysis of
phenolic compounds and amino acids in C. vulgare leaves, inflorescen-
ces, and roots raw materials demonstrate high accuracy, robustness, and
sensitivity. The HPLC method shows reliable linearity (R? > 0.999), low
limits of detection and quantification, and high repeatability. The GC—
MS methodology is also confirmed to be precise and sensitive, with low
detection limits and high reproducibility accuracy (98.4-101.3%). Both
methods comply with the ICH Q2(R2) validation requirements and are
suitable for the qualitative and quantitative determination of phenolic
compounds and amino acids.

The total content of phenolic compounds in bull thistle raw materials in
samples of the first (2021) and second (2022) collection years varied
from 71.87 to 324.16 mg/g and from 99.36 to 326.57 mg/g, respectively.
Using the HPLC method, 11 phenolic compounds were identified and
quantified, of which chlorogenic acid (44.90%) and apigenin-7-O-gluco-
side (41.48%) accounted for the most significant proportion of the total
content of identified compounds. The highest chlorogenic acid content
(146.28 + 0.13 mg/g and 140.15 £+ 0.14 mg/g) was determined in the
leaves of the first year of collection (2021), collected at the end of the
dormancy period (2021.05.23) and during the mass regrowth stage
(2021.06.06) (p <0.05). The highest apigenin-7-O-glucoside content
(147.96 £ 0.34 mg/g) was determined in the leaves of the second year of
collection (2022), at the mass flowering stage (08.01).

The 15 free amino acids were found in leaves, 14 — in inflorescences, and
13 — in roots. The highest amino acid content of 23.91 + 0.31 mg/g was
found in the C. vulgare leaves of the second year of raw material
collection (2022), collected at the mass regrowth stage (06.20)
(p <0.05). The primary amino acids identified in leaves samples at this
phenological stage were L-glutamic acid (3.78 + 0.06 mg/g), L-lysine
(2.89 £ 0.04 mg/g), and L-aspartic acid (2.68 + 0.04 mg/g), accounting
for 39.11% of the total amino acid content.

It has been determined that the extracts of C. vulgare exhibit antioxidant,

anticancer and antimicrobial properties.

4.1. The highest antioxidant activity was observed in the C. vulgare
leaves extracts from the first year (2021) of collection (12938 umol
TE/g), collected at the end of dormancy stage.
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4.2.

4.3.

The inflorescences extract used in the anticancer effect study was
prepared from the inflorescences collected in the first year (2021),
at the stage of seed maturity, and inhibited the viability of KATO III
(ECs0 0.19 + 0.05 mg/mL) and HT-29 (ECso 0.35 £+ 0.08 mg/mL)
cells most significantly. The U9 extract, obtained from the roots
collected in the second year (2022) at the mass regrowth stage, was
most effective in inhibiting HT-29 proliferation (ECso 0.29 +
0.06 mg/mL). The “wound healing” test showed that the extract U7
(from the roots of the second year of collection (2022), collected at
the end of the dormancy stage) most strongly reduced the HT-29
cell migration (p < 0.05). Compared to the control group, the size of
the “wound” remained more visible in the test groups even after 36 h
at a 0.2 mg/mL concentration. The bull thistle inflorescences extract
Ul from the first year of collection and the bull thistle roots extract
U8 from the second year of collection, reduced the viability of
spheroids to 77.9% and 81.5%, respectively.

The dry extracts of plant inflorescences (UF) and plant roots (UR)
inhibited the growth of gram-positive bacteria, especially S. aureus,
S. epidermidis, B. cereus (MIC 3 mg/mL), and P. vulgaris (MIC
5.567 mg/mL) cultures, more strongly than the ethanolic extracts.
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PADEKA

Pirmiausia padéka noriu skirti savo darbo vadovui prof. Dr. Liudui Iva-
nauskui, kuris gebéjo pastiméti kada reikia ir nespausti, kada laikas skirtas
apmastymams. Taip pat, laboratorijos kolegai, didziausiam pagalbininkui
atliekant chromatografinius tyrimus, kuris juokaudamas pasizadéjo baigti
kartu doktorantiirg, jei ir a§ tam pasirySiu — Mindaugui Marksai, bei zZinoma
jo nuostabiai zmonai Justei Marksienei, kuri visada buvo labai teisingas, ge-
raja prasme tiesmukiSkas zmogus, su ypatingai geru humoro jausmu. Di-
dziausia padéka ,,skrieja“ visais analizinés ir toksikologinés katedros koman-
dai. Zodis , komanda*“ &ia ne veltui paminéta. Tai komanda i§ didziosios ,,K*,
kuri ne tik nepatingeés perskaityti, patarti, bet ir nuteiks tam ko nei§vengsi.
,Visi turégjom $§j dziaugsma, dabar tavo eile”— pasaké gerbiama kolegé
Augusta Zevzikoviené. Be viso to, labai dékoju uz palaikymg ir raminanéius
zodzius, nuo doktorantiiros pradzios iki pat darby pabaigos. Taip pat, be galo
didelis aciii profesorei Vilmai Petrikaitei, uz jos indéli | prieSvézinius tyri-
mus. Dar nuo magistro laiky, §is profesionalas man jdiegé didelius vertybi-
nius pamatus ir atsakingumo jausma, kuris yra susij¢s su moksliniy darby
atlikimu. Be galo dékoju savo vyrui Simonui, mamai ir té€iui, ir na zZinoma
vaikams, kuriy egzistavimas leido doktorantiiros ir disertacijos raSymo me-
tais, turéti gaiviy, kasdieniy akimirky, leidzianCiy atsikvépti nuo disertacijos
rengimo ir su tuo susijusiy veikly. Kas be ko, be galo dékoju savo tre€iojo
straipsnio bendraautorei Justinai Dambrauskienei, uz parodyta teisingg kelig
raSant kokybiska straipsnj, uz palaikymg ir visas teisingas pastabas, kurios
padé¢jo pasiekti vienu metu jau atrodo nepasiekiamo rezultato. Na ir aciii sau,
kad reikia ar nereikia, imu ir darau. Trecias ,,vaikas® jau tuoj atvyks i §i
pasaul;.
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