SVEIKATOS MOKSLATI/

HEALTH SCIENCES IN EASTERN EUROPE
ISSN 1392-6373 print / 2335-867X online

2020, 30 tomas, Nr1.6, p. 65-68

DOI: https://doi.org/10.35988/sm-hs.2020.142

VISUOMENES SVEIKATA / PUBLIC HEALTH 65

VAISTINIU AUGALU PAIESKA CUKRINIO DIABETO PREVENCIJAI
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Santrauka

Viena i$ pagrindiniy priezasciy, susijusiy su metabo-
linémis ligomis — padidéjes gliukozés kiekis kraujyje.
Sveikatai pavojingiausia 1étiné hiperglikemija, kuri pra-
diniais raidos etapais biina besimptomé, taciau per ke-
lerius metus gali sukelti daugelio organy ir jy sistemy
ilgalakius pazeidimus. Siame tyrime atkreiptinas démesys
] vaistiniy augaly, galinciy slopinti a-gliukozidazés fer-
mentg, paieska. Tyrimams pasirinktos dvi Dioskoréjos
(Dioscorea spp.) rusys: kaukaziné dioskoréja (Dioscorea
caucasica Lipsky) ir niponiné dioskoréja (Dioscorea nip-
ponica Makino), auginamos Vytauto DidZiojo universi-
teto Kauno botanikos sodo vaistiniy augaly kolekcijoje.
Tikslas — nustatyti in vitro Dioskoréjos lapy ir Sakny eks-
trakty slopinimo savybes a-gliukozidazés fermentui bei
jvertinti antioksidacines savybes. Tyrimo metu nustatyta,
kad kaukaziniy ir niponiniy dioskoréjy lapy ekstraktai
(200 pg/ml) > 50 % slopino a-gliukozidazés fermenta,
Sakny ekstaktai (200 pg/ml) pastarajj fermenta slopino
silpnai: 20,28 % kaukazinés ir 17,87 % niponinés dios-
koréjos ekstraktai. [vertintos dioskoréjos lapy ekstrakty
antioksidacinés savybés, taikant kelis matavimo metodus:
DPPH ir ABTS™ modelinése sistemose. Pastebéta, kad
tirti augaliniai ekstraktai yra gana stipriis antioksidantai
ir pakankamai efektyviai slopina hidralaziy Seimos fer-
mentg a-gliukozidaze, todél tokie ekstraktai galéty bati
vartojami hiperglikemijos prevencijai, o taip pat ir kaip
natiiralts antioksidantai.

Ivadas

Lietuvoje, kaip ir daugelyje Europos $aliy, didéja jvairaus
amziaus grupiy gyventojy sergamumas cukriniu diabetu
(CD). Pagal Tarptautinés diabeto federacijos (TDF) duo-
menis, 2011 metais pasaulyje cukriniu diabetu sirgo apie
366 mln. zmoniy [3], 0 2013 metais jau apie 382 milijonus
[4]. Numatoma, kad 2030 metais cukriniu diabetu sirgs apie

552 min. zmoniy [13]. Ligos atsiradimui didelés jtakos turi
padidéjusi gliukozes koncentracija kraujyje (angl. hyper-
glycemia), kuri pasaulyje pripazinta kaip vienas i$ reikSmin-
giausiy cukrinio diabeto rizikos veiksniy. Gliukozés apykai-
tos sutrikimas Zmogaus organizme dazniausiai siejamas su
angliavandeniy jsisavinimo Zzarnyne sutrikimu, kuriam didele
jtaka turi padidéjusi fermento a-gliukozidazeés ekspresija.
Sis fermentas atlieka lemiamg vaidmenj biocheminiuose
procesuose, skaidydamas polisacharidus | monosachari-
dus, kurie véliau absorbuojami j krauja. Siekiant slopinti
cukrinio diabeto vystymasi, pagrindinis démesys skiriamas
a-gliukozidazes inhibitoriams (AGI). Pastarieji, slopindami
a-gliukozidazés fermenta proksimalinéje plonojo zarnyno
epitelinio Sepetinio sluoksnio dalyje, 1étina angliavandeniy
Jsisavinima ir sumazina gliukozés kiekio koncentracija krau-
Jjyje po valgio [5]. Gerai zinoma, kad AGI, kaip ir kiti vaistai,
gali sukelti Salutinj poveikj (dujy susikaupima zarnyne, dis-
komforta pilve, viduriavima) [5], todél greta efektyviy sinte-
tiniy vaisty, mazinanc¢iy gliukozés kiekj kraujyje, pastaruoju
metu ieSkoma augalinés kilmés a-gliukozidazes inhibitoriy.
Kasmet publikuojama vis daugiau straipsniy apie Europos
Salyse maziau zinomy augaly riisiy taikyma medicinoje.
Sis tyrimas skirtas dviem Dioskoréjiniy (Dioscoreaceae)
Seimos genties riiSims — kaukazinei dioskoréjai (Dioscorea
caucasica Lipsky) ir niponinei dioskoréjai (Dioscorea nip-
ponica Makino sin. Dioscorea polystachya Tures), kurios
auginamos Vytauto DidZiojo universiteto Kauno botanikos
sodo vaistiniy augaly kolekcijoje.

Dioskor¢jos (Dioscorea spp.) — daugiametés, dvinames,
neryskiais ziedais iki keturiy metry auksc¢io uzaugancios
laipiojancios lianos, placiai paplitusios tropinése ir subtro-
pinése klimato juostose, taciau nemazai dioskor¢jos risiy
aptinkama ir vidutinio klimato juostoje. Lietuvoje savaime
dioskoréjos neauga. Sistemiskai Dioscorea gentis priskiriama
Magnoliophyta — Magnolijiiny (gaubtasekliy) skyriui, Ma-
gnoliopsida — Magdolijainiy (dviskil¢iy) klasei, Dioscoreales
— dioskorelieciy eilei, Dioscoreaceae — dioskoréjiniy Seimai
[6]. Siai $eimai priskiriama daug augaly rasiy, kurie sinte-
tina skirtingus biologiskai veiklius junginius ir yra taikomi
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medicinos, maisto ir kity produkty gamybos tikslais. Verta
paminéti, kad kaukaziné dioskoréja (D. caucasica Lipsky)
laikoma tretinio laikotarpio endeminiu reliktu. Sios riisies
buveiné Siaurés Kaukaze uzima labai mazus plotus, isilgai
besidriekian¢ius Juodosios jliros pakrante nuo Mzymta upés
iki upés Kodor [7]. Zinoma, kad $ios dvi riisys ir jy augaly
dalys pritaikomos medicinos ir sveikatos stiprinimo prakti-
koje. I$skirtas steroidinis sapogeninas — diosgeninas, naudo-
jamas farmacijos pramonéje kaip pirmtakas (prekursorius)
steroidiniy vaisty sintezéje [11]. Siose rasyse vyraujantys
saponinai: dioscinas (D.nipponica, D. caucasica), gracilinas,
protogracilinas, protodioscinas; fenolinés ragstys: piscido
rugstis (D.nipponica) fenoliniai junginiai, amino rugstys
[8,11,12] padeda stiprinti imuning sistema, atitolindamos
létiniy neinfekciniy ligy vystymasi.

Darbo tikslas — istirti kaukazinés ir niponinés diosko-
réjos lapy ir Sakny ekstrakty geba slopinti a-gliukozidazés
fermentg bei antioksidacines savybes.

Tyrimo objektas ir metodai
Tyrimams pasirinkta kaukaziné ir nipo-

cija buvo vykdoma 37 + 2 °C temperattroje. Kontrolinis
tirpalas buvo identikas tiriamajam, tik vietoje inhibitoriaus
tirpalo naudotas 0,1 M kalio fosfato buferinis tirpalas (pH
6.8+£0.01). Fermento a-gliukozidazés aktyvumo sumazéjimas
procentais apskai¢iuojamas pagal formule: aktyvumo suma-
z¢&jimas (%) = [A, kontr— A, még./A, kontr.]x100, kurioje:

Akontr.— kontrolinio tirpalo §viesos sugertis;

Amég.— tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis.

Dioskoréjos ekstrakty geba sujungti laisvuosius radikalus
nustatyta 2,2-difenil-pikrilhidrazilo hidrato (DPPH") me-
todu, aprasyta W. Brand-Williams ir kt [2]. DPPH'" radikalo
sujungimo geba nustatyta sumaisius 300 pl DPPH' (6,5 x
105mol I'') ir 7,5 pl tiriamyjy méginiy tirpalus (1 mg/ml).
Reakcijos misinys laikomas tamsoje 30 minuciy. Méginiy
absorbcijos poky¢iai iSmatuoti spektrofotometru (FLUOstar
Omega (BMG LABTECH, Vokietija), esant 515 nm bangy
ilgiui. Vandens ir metanolinio DPPH' tirpalo miSinys buvo
naudojamas kaip palyginamasis tirpalas. DPPH' sujungimo
geba (%), apskaiciuota kaip ir a-gliukozidazés fermento
slopinimui.

nin¢ dioskoréja. Tirti dioskoréjy lapy émi-
niai surinkti Zydéjimo pradZioje, Saknys |l
iSkastos vegetacijos laikotarpiu. I§dziovinti
susmulkinti (IKA A11 Basic, Vokietija) mé-
giniai ekstrahuojami maceruojant 70% (v/v)
etanolyje kambario temperatiiroje, santykiu
1:10. Gautas tirpalas filtruojamas, tirpiklis
(etanolis) iSgarinamas rotaciniame garintuve
40 °C temperatiroje, o vanduo pasalinamas
liofilizuojant. Gautas liofilizuotas sausas
ekstraktas tyrimams naudotas kaip natiiralus
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a-gliukozidazés fermento inhibitorius. Alfa
gliukozidazes veikimo mechanizmas ir inhi-
bitoriaus jtaka fermentui parodyta 1 paveiksle.

Dioskoréjos ekstrakty slopinamosios
savybeés a-gliukozidazés fermentui atliktos

1 pav. Alfa gliukozidazés veikimo mechanizmas. Adaptuotas i§ G. Aruangarinat-
han ir kt. [1]:

1 — alfa gliukozidazés fermentas skaido polisacharidsus ir (ar) oligosacharidus j monosacharidus; 11
— padidéjes alfa gliukozidazés aktyvumas nevisiskai suskaido polisacharidus, gali sukelti metabolinius
sutrikimus. AGI slopina fermento aktyvumaq, mazindami gliukozés kiekio koncentracijq kraujyje po valgio

chromogeniniu analizés metodu, naudojant
p-nitrophenyl-a-D-gliukopiranozida (pNPG)

120

o-Gliukozidazés aktyvumo pasikeitimas

kaip substratg. Spektofotometriniai matavimai
(Genesys 8, Thermo Spectronic, Rochester,
NY) atlikti 0,1 M kalio fosfato buferiniame 8
tirpale (pH 6,8 = 0.01) 1 c¢m storio vienkarti-
néje kiuveteje, esant 10 pl augalinio ekstrakto, 20
65 uL pNPG, 5 pl a-gliukozidazés fermento.
Tiriamyjy tirpaly reakcijos pradétos jpilant
a-gliukozidazes fermento tirpala. Produkto
susidarymas (pNPG + a-gliukozidazé — a-D-

100

%

60

20

Kontrolé

Kaukaziniy dioskoréjy Niponiniy dioskoréju Kaukaziniy dioskoréju Niponiniy dioskoréju
lapai lapai Sakni astiebiai Sakniastiebiai

Ekstrakty koncentracija, 200 pg/ml

gliukoz¢ + pNPG) buvo stebimas po 30 min,
esant 405 nm bangy ilgiui. Fermentiné reak-

2 pav. Dioskor¢jy ekstrakty jtaka a-gliukozidazés aktyvumui
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2,2°-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragsties
(ABTS™) radikalo katijono sujungimo gebai nustatyti [11]
reakcijos miSinys 6,7 mM ABTS/2,45 mM K S O, san-
tykiu 1:2 palickamas 16 valandy tamsoje, kad susidaryty
ABTS"". Pries atliekant antioksidacinio aktyvumo tyrima
(AA), ABTS" tirpalas skiedziamas fosfatiniu drusky (PBS)
buferiu (pH 7,4), kol pasiekiama 0.8 +£0.03 absorbcija, esant
734 nm bangos ilgiui.

ABTS"" radikalo sujungimo geba nustatyta sumaisius
300 ul ABTS " ir 3 pl tiriamyjy méginiy tirpalo. Méginiy
absorbcijos pokyciai iSmatuoti spektrofotometru FLUOstar
Omega, esant 734 nm bangos ilgiui. Dioskoréjos lapy eks-
trakto antiradikalinis aktyvumas in vitro isreikstas trolokso
ekvivalentu (mgTE/g).

Statistiniy duomeny jvertinimas. Statistiné analizé at-
likta naudojant programinj paketa MS Office Excel 2016
(Microsoft Corporation, JAV). Statistinés duomeny analizés
metu skaic¢iuoti duomeny vidurkiai, standartiniai nuokrypiai.
Rezultaty patikimumas jvertintas Student's testu.

Tyrimo rezultatai

Tiriant in vitro dioskoréjos lapy sausy ekstrakty slopinantj
poveikj a-gliukozidazés fermentui, nustatyta, kad niponiniy
ir kaukaziniy dioskoréjy lapy ekstraktai >50% §j fermenta
slopina (2 pav.).

Abiejy dioskoréjos risiy bendri a-gliukozidazés akty-
vumo rezultatai reikSmingai nesiskyré: 200 pg/mL kauka-
zinés dioskoréjos lapy ekstraktas fermenta slopino 70,39 %
(95% PI: 68,92 — 71,86), niponinés dioskoréjos lapy ekstrak-
tas fermentg slopino 71,70 % (95% PI: 70,84 — 72,54). Prie-
Singai nei dioskoréjos lapy ekstraktai, Sakny ekstraktai (200
pg/ml) a-gliukozidazés fermenta slopino silpnai: kaukazinés
dioskoréjos — 20,28 % ( 95% PI: 19,46 — 21,64); niponinés
dioskoréjos — 17,87 % ( 95% PI: 17,6 — 18,14) . Nustatyti
reikSmingi skirtumai tarp lapy ir Sakny ekstrakty. Padidinus
dioskoréjy sakny ekstrakty koncentracija nuo 0,5 mg/ml
iki 1,0 mg/ml, a-gliukozidazés aktyvumas sumazéjo (jis
buvo atitinkamai 40,6 % ir 47,85 %, kaukazinés dioskor¢jos;
39,25 % ir 46,1 % niponinés dioskoréjos) ta¢iau nepasieké
50 procenty slopinimo. Nustatyta, kad niponiniy ir kauka-
ziniy dioskoréjy lapy ekstraktai veiksmingai neutralizuoja
laisvuosius radikalus: D. nipponica 415+9 mgTE/g DPPH’
metodu ir 659+4 mgTE/g ABTS™ metodu: D. caucasica
27944 mgTE/g DPPH" metodu ir 880+10 mgTE/g ABTS™
metodu. Taikant kelis matavimo metodus, riisiy antioksida-
cinés savybés reikSmingai skyrési: DPPH' metodu niponinés
dioskoréjos lapy ekstraktas laisvuosius radikalus neutrali-
zavo stipriau, nei kaukazinés (atitinkamai 415 + 9 mgTE/g
ir 279 + 4 mgTE/g, vidutinis skirtumas 136 mgTE/g, p <
0.0001); priesingai, ABTS"" metodu niponiniy dioskoréjy

lapy ekstraktai laisvuosius radikalus neutralizavo silpniau,
nei kaukazinés (atitinkamai 659 4 mgTE/g ekstrakto ir 880
+ 10 mgTE/g ekstrakto), vidutinis skirtumas 222 mgTE/g,
p <0.0001.

ISvados

1. Tiriant dioskoréjy lapy ekstrakty antioksidacines sa-
vybes DPPH' ir ABTS"" metodais, nustatyta, kad kaukazinés
ir niponinés dioskoréjos lapy ekstraktai yra gana stipriis
antioksidantai.

2. Tiriant dioskoréjy ekstrakty slopinamasias savybes
a-gliukozidazés fermentui, nustatyta, kad lapy ekstraktai
efektyviai slopina hidralaziy Seimos fermenta a-gliukozidaze,
todél tokie ekstraktai galéty biiti vartojami hiperglikemijos
prevencijai ir kaip natiiraltis antioksidantai.

3. Sio tyrimo rezultatai skatina tolimesnius tyrimus,
siekiant i8skirti konkrecius, a-gliukozidazés fermenta slo-
pinancius ir radikalus sujungiancius fitocheminius junginius.
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A SEARCH FOR MEDICINAL PLANTS SUITABLE
FOR THE PREVENTION OF DIABETES MELLITUS
A. Adoméniené, R. Kazernaviciuté, P.R. Venskutonis
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Summary

An elevated blood glucose level is one of the main causes of
metabolic diseases. Chronic hyperglycemia, which is asymptoma-
tic in the early stages of development but is likely to cause long-
term damage to many organs and their systems over a few years,
is the most dangerous to health. This study focused on the search
for medicinal plants that can inhibit the a-glucosidase enzyme.

Two species of Dioscorea (Dioscorea spp.) were selected for the
study — Dioscorea caucasica Lipsky and Dioscorea nipponica Ma-
kino grown in the collection of medicinal plants in the Botanical
Garden of Vytautas Magnus University in Kaunas. The aim of the
study was to determine the in vitro inhibitory properties of Dios-
corea leaf and root extracts on the enzyme a-glucosidase and to
evaluate their antioxidant properties. The study showed that leaf
extracts of Dioscorea caucasica Lipsky and Dioscorea nippo-
nica Makino (200 pg/ml) inhibited the a-glucosidase enzyme by
>50%. Meanwhile, the inhibitory effect of root extracts (200 pg/
ml) on this enzyme was weak: root extracts of Dioscorea cauca-
sica Lipsky inhibited this enzyme by 20.28%, and root extracts of
Dioscorea nipponica Makino — by 17.87%. The antioxidant pro-
perties of Dioscorea leaf extracts were evaluated using DPPH" and
ABTS"" assays. The results of the evaluation showed that the stu-
died plant extracts were quite strong antioxidants and sufficiently
effectively inhibited the enzyme o-glucosidase of the hydrolase
family, and thus such extracts could be used for the prevention of
hyperglycemia and as natural antioxidants.
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