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Santrauka. Naujy gamtiniy junginiy, pasizyminciy antiproliferaciniu veikimu ir
turinciy potencialg kuriant véZio gydymo strategijas, ieSkoma nuolat. Atliekami au-
galy ekstrakty tyrimai, siekiant issiaiskinti jy galimas terapines savybes. Siame darbe
mes tyréme galimgq priesvéZinj spiritinio balinio ajero (Acorus calamus) Sakny ekstrakto
veikimg. Gauti duomenys parodé, kad Sis ekstraktas gana efektyviai slopina Zmogaus
véziniy lgsteliy - krities véZio (MCF?7), plauciy véZio (A549) bei neuroblastomos (N2A),

gyvybingumg ir proliferacijg.

Reiksminiai ZodZiai: Balinis ajeras, Acorus calamus, ekstraktas, lgsteliy linija,

proliferacija, gyvybingumas.
JVADAS

Balinis ajeras (Acorus calamus) — aje-
riniy (Araceae) Seimos daugiametis, 50-
125 cm aukscio Zolinis augalas. Sio augalo
Sakniastiebis 1,5-3 cm skersmens, Zalsvai
rusvas, $liauziantis, nariuotas, $akotas, su
gausiomis pridétinémis Saknimis ir rys-
kiomis nukritusiy lapy Zymémis, pasizy-
mintis stipriu kvapu, kartus. Jo skerspji-
vis baltai rausvas, nezymiai akytas. Lapai
iSauga i$ Sakniastiebio virsunés, bekociai,
ilgi, ryskiai zali, blizgantys, jy pakras-
tys daznai banguotas. Ziedai susitelke j
cilindriska, 4,5-12 cm ilgio ir j Sona pa-
krypusia burbuole (Bentley ir Trimen,
1983; Balakumbahan ir kt., 2010). Séklos
Lietuvoje nesubresta. Zydi birzelio-liepos
meénesiais. Dauginasi $akniastiebiais. Pa-
plites visoje Lietuvoje. Sudaro sgzalynus
ezery, tvenkiniy, kadry, nesrauniy upiy

uzdumbléjusiuose pakrasciuose, pelkése
ir pelkétose vietose. Tankds ir dideli sg-
zalynai yra Nemuno deltoje, ezeringuose
Ryty ir Piety Lietuvos rajonuose. Apyre-
tis, jtrauktas j ,,Apriboty ir draudziamy
rinkti bei prekiauti laukiniy augaly sara-
$3°

Balinio ajero $akniastiebiuose yra
2-9% eterinio aliejaus, glikozido akorino,
alkaloido kalamino, krakmolo, dervy,
29 mg vitamino C, pédsakai rauginiy ir
kitokiy medziagy. Eterinio aliejaus su-
détyje (ji yra nepastovi) yra 1% d-pine-
no, 7% d-kamfeno, 8,7% d-kamfaro, 3%
borneolio, eugenolio, azarono, kalomo-
lo, kalameno, kalakoreno, kariofileno,
gvajeno, akorono ir kt. (Patra and Mitra,
1979; Raja ir kt., 2009; Balakumbahan ir
kt., 2010). Lapuose yra eterinio aliejaus,
rauginiy medziagy, iki 500 mg vitamino
C (Gacche ir Dhole, 2006). Ajero eterinis
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aliejus tirstas, geltonas, malonaus kvapo,
kartaus skonio.

Egzistuoja trijy tipy A. calamus ka-
riotipai besiskiriantys eteriniy aliejy su-
détimi. Visi trys ajero kariotipai skiriasi
B-asarono kiekiu eteriniame aliejuje, gau-
tame i$§ Sakniastiebiy. Diploidinis karioti-
pui Zinomam kaip var. americanus (Raf.)
Waulff, (2n = 24), auganciam Siaurés Ame-
rikoje bei Sibire budingi 3-asarono pédsa-
kai. Tuo tarpu triploidinis kariotipas (var.
calamus, 3n = 36), augantis Centrinéje Eu-
ropoje ir Kasmyre turi 9-13% p-asarono,
o tetraploidinis (var. angustata Engl. arba
var. angusta Bess., 4n = 48) turi net 70—
96% S$io junginio (Hanelt, 2001; Dusek
ir kt., 2007). Lietuvoje augantys baliniai
ajerai turi 15,7-25,5 proc. f-asarono (Ra-
dusiené ir kt., 2007). B-asaronas pasizymi
toksiniu ir kancerogeniniu veikimu (Du-
Sek ir kt., 2007).

I$ dziovinty $akniastiebiy ruosiami
antpilai, iStraukos, milteliai. Ajero $a-
kniastiebiy nuoviras zadina apetita, geri-
na vir§kinimg, vartojamas sveikstant po
gripo, nuo inksty akmenligés, esant zaiz-
doms. Ajero eterinis aliejus bei $aknias-
tiebiy milteliai jeina jvairiy vaistiniy pre-
paraty, vartojamy gydant $lapimo puslés
ir tulzies puslés akmenliges, skrandzio ir
dvylikapirstés zarnos opas, létinj gastri-
ta, sudétj. Be to, Sakniastiebiai vartojami
aromatinéms vonioms, plauky slinkimui
sulaikyti (naikina pleiskanas, stiprina ir
$viesina plaukus), naudojamas parfume-
rijos pramonéje, likeriy bei kity gérimy
gamyboje (Chowdhury ir kt., 1997; Raina
ir kt., 2003; Raja ir kt., 2009; Balakum-
bahan ir kt., 2010). Taciau $viezZi ajero Sa-
kniastiebiai yra nuodingi.

Siame darbe mes tyréme galima
priesvézinj spiritinio A. calamus $akny
ekstrakto veikima.

TYRIMU METODIKA

Tiriamojo ekstrakto paruo$imas.
Balinio ajero (A. calamus) Sakniastie-
biai apvytinami ir padalijami j dvi dalis.
Apvytusius pirmos dalies $akniastiebius
nulupame ir dzioviname. Antros dalies
$akniastiebiai dziovinami nelupti. Dzio-
vinimo temperatiira neauk$tesné nei
35°C. Isdzitve Sakniastiebiai mechanis-
kai susmulkinami (sumalami). Susmul-
kinta masé ekstraguojama 96° etilo al-
koholiu 24 val., kambario temperatairoje
purtant. Naudotas balinio ajero Saknias-
tiebiy ir etilo alkoholio santykis 1:10 (1g
susmulkinty balinio ajero $akniastiebiy
ekstraguota 10 ml 96° etilo alkoholiu).

Naudotos lastelés bei jy auginimo
salygos. Pateikiamame darbe buvo ver-
tintas spiritiniy balinio ajero Saknias-
tiebiy (visy arba tik Serdinés dalies)
ekstrakty poveikis kraties vézio linijos
lasteléms — MCEF7, plauciy vézio linijos
lasteléms — A549 bei neuroblastomos las-
teléems — N2A. Lasteliy linijos gautos i$
ATCC (American Type Culture Collecti-
on). Lastelés augintos Iscov'e modifikuo-
toje Dulbeco terpéje (IMDM), pratur-
tintoje 10 proc. fetaliniu verselio serumu
ir antibiotikais - penicilinu (100 VV) ir
streptomicinu (100 pg/ml). Lastelés per-
séjamos 2-3 kartus per savaite, jy mo-
nosluoksnj disperguojant EDTA-tripsino
(4:1) miSiniu. Lastelés auginamos 37°C
temperatiroje, aplinkoje esant 5 proc.
CO, ir 95 proc. drégmei.

Balinio ajero Sakniastiebiy eks-
trakty poveikio lasteliy gyvybingumui
tyrimas. Dieng prie$ poveikj, paruosia-
ma lasteliy suspensija, kurios tankis 200
takst. lasteliy/ml, ir i$sé¢jama | 96 duo-
buciy polistiroline plokstele. Po 24 val,,
lgsteléems pradéjus daugintis, auginimo
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terpé pakei¢iama nauja terpe papildyta
skirtingomis koncentracijomis tiriamo-
jo ekstrakto. Lygiagreciai buvo tiriamas
ir ekstragento - etilo alkoholio poveikis
lasteliy proliferacijai ir gyvybingumui.
Abiem atvejais poveikio trukme - 24 val.

Lasteliy proliferacinio aktyvumo
jvertinimas. Tiriamy lasteliy prolifera-
cija buvo vertinama naudojant MTT re-
agenta. Metodas paremtas gyvy lasteliy
mitochondrijy fermenty gebéjimu tirpy
geltonos spalvos MTT [3-(4,5-dimetiltia-
zol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromida]
redukuoti iki violetinés spalvos netirpius
kristalus formuojancio formazano. Gyvy
lasteliy skaicius yra tiesiogiai proporcin-
gas susidariusio produkto - formazano,
kiekiui, kuris jvertinamas spektrofoto-
metriskai 570 nm bangos ilgyje, gautus
netirpius kristalus iStirpinus etanolyje.
Proliferacijos jvertinimui naudojamas
0,2 mg/ml MTT tirpalas paruostas fosfa-
tiniame buferyje, kurio 50 pl/cm? pilama
ant lasteliy monosluoksnio pries tai pa-
$alinus auginimo terpe¢. Inkubuojama 1
val., susidariusios nuosédos tirpinamos
etanoliu, kurio pilama 100 ul/cm?. Op-
tinis tankis matuojamas spektrofotome-
triskai, 570 nm bangos ilgyje.

Statistiné duomeny analizé. Duo-
menys pateikti kaip vid. £ SN, apskai-
¢iuotas i§ maziausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Balinio ajero (A. calamus) $aknias-
tiebiy - su zieve ir be zievés, ekstrakty
poveikis véziniy lasteliy proliferacijai ir
gyvybingumui buvo tiriamas, paruosus
jy spiritinj ekstraktg. Tyrimams buvo pa-
sirinktos Zmogaus vézinés lasteliy linijos
- kraties vézio MCF7, plauciy vézio A549

bei neuroblastomos N2A linijy lastelés.
Siy linijy lastelés buvo 24 valandas vei-
kiamos didéjan¢iomis A. calamus $akny
ekstrakty koncentracijomis. Tyrimams
buvo pasirinktas gana platus koncentra-
cijy spektras — nuo 0,1 iki 5 proc. spiri-
tinio ekstrakto buvo pridedama j lasteliy
auginimo terpe. Po 24 val. poveikio las-
telés buvo paveikiamos MTT reagentu.
Su $iuo reagentu reaguodavo tik metabo-
liskai aktyvios lastelés. Tai leido jvertinti
balinio ajero ekstrakty poveikj véziniy
lasteliy gyvybingumui bei proliferaci-
niam aktyvumui.

Tyrimai parodé, kad jautriausios
A. calamus Sakny ekstrakto povei-
kiui buvo neuroblastomos N2A lgstelés
(1 pav.). Jau esant terpéje 0,2-0,6 proc.
ekstrakto buvo slopinamas $iy lgsteliy
proliferacinis aktyvumas, o dar labiau
padidinus tiriamy ekstrakty koncentra-
cijg lasteliy auginimo terpéje buvo skati-
nama lgsteliy zatis. Terpéje esant 1 proc.
tiriamo ekstrakto, gyvy lasteliy nustaty-
tas apie 30 proc. maziau.

Kiek kitoks vaizdas registruotas
MCEF7 bei A549 lasteliy populiacijose (2
ir 3 pav.). Esant 1 proc. tiriamo ekstrakto
koncentracijai buvo nustatytas tik laste-
liy proliferacijos stabdymas, lastelés pra-
dédavo zati tik esant didesnei nei 1 proc.
koncentracijai.

Visas atvejais, kai tiriamas A. cala-
mus ekstraktas terpéje sudaré 5 proc.,
gyvy lasteliy rasta tik apie 20 proc. Tai-
gi, lasteliy gyvybingumas buvo slopi-
namas iki 80 proc. Pastebéta, kad visais
atvejais kiek efektyvesnis veikimas buvo
ekstrakto paruosto i§ Serdinés balinio
ajero $aknies dalies. Kai kuriais atvejais,
ektraktas, paruo$to i§ $aknies be Zievés,
buvo net iki 50 proc. veiksmingesnis nei
ekstraktas paruostas i$ $aknies su zieve.
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3 pav. Balinio ajero ekstrakto, paruosto 96°
etanolyje, poveikio A549 lasteliy proliferaci-
jai ir gyvybingumui tyrimas

Panasius rezultatus apie lasteliy pro-
liferacijg slopinantj A. calamus veikima

pademonstravo Mehrotra ir kt., 2003 m.
Siuo atveju buvo tiriamas balinio ajero 3a-
kniastiebiy ekstrakto poveikis pirminiy
zmogaus periferinio kraujo monobran-
duoliy lasteliy proliferacijai. Be lasteliy
dauginimasi slopinancio veikimo buvo
parodytas ir imunosupresinis $io eks-
trakto veikimas in vitro (Mehrotra ir kt.,
2003). Tai, kad ajeras gali slopinti véziniy
lasteliy augima buvo pademonstruota
naudojant pelés noeplastines linijy laste-
les, kurios buvo veikiamos i$ Sakniastie-
biy ekstrakty i$skirtais lektinais (Bains
ir kt., 2005). Literataros duomenimis, A.
calamus ekstrakto antiproliferacinis vei-
kimas yra nespecifinis ir nepriklauso nuo
lgsteliy kilmés (Mehrotra ir kt., 2003).

Neziarint to, kad P-asaronas, ran-
damas i$ ajero i$skiriamame eteriniame
aliejuje pasizymi kancerogeniniu veiki-
mu, a-asaronas gali pasizymeéti prie§vé-
ziniu veikimu. Tai parodyta tiriant zmo-
gaus karcinomos lasteles (Hu ir Ji, 1986).

Pastaraisiais metais atsiranda vis
daugiau publikacijy aprasanciy A. cala-
mus ekstrakto bei jo sudedamuyjy daliy
galimus veikimo mechanizmus (Mehro-
tra ir kt., 2003; Kim ir kt., 2009; Wu ir
kt., 2009). Taciau tikslas A. calamus vei-
kimo mechanizmai kol kas néra visiskai
aiskas. Be to, atskirai turi bati itirti ir
ekstrakto veikliyjy medziagy veikimo
mechanizmai.

ISVADOS

1. Apibendrinus pateiktus rezulta-
tus nustatyta, kad:

Neuroblastomos N2A linijos lastelés
pasizymi didziausiu jautriumu A. cala-
mus $akny ekstrakto poveikiui;

Ektraktas, paruostas i$ Serdinés ba-
linio ajero $aknies dalies pasizymi dides-
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niu veiksmingumu slopinant véziniy las-
teliy gyvybinguma ir proliferacija.
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Summary

Modulation of antiproliferative prop-
erties to alleviate cancer disease has been
of interest since long. Plant extracts have
been widely investigated for possible ther-
apeutic properties. We have evaluated the
anticellular properties of ethanolic extract
of Acorus calamus roots. This extract in-
hibited proliferation of human origin cell
lines — a breast cancer cell line (MCF?7),
adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cell lina (A549) as well as nerob-
lastoma line cells (N2A).

Keywords: Sweet calamus, Acorus
calamus, extract, cell line, proliferation,
viability.
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