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ZALIOJO DUMBLIO CHLORELLA VULGARIS TFR-111 POVEIKIS STRUKTURINEMS IR
BIOCHEMINEMS TRIUSIU AKIU SAVYBEMS
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Santrauka. Zaliasis dumblis Chlorella vulgaris naudojamas Zmoniy ir gyviny mityboje. Darbo tikslas buvo
nustatyti Chlorella vulgaris padermé IFR-111 poveikj akies struktiiriniams elementams, palyginti tirpiy baltymy kiekj
kontroliniy ir pasaro papilda gavusiy triusiy akies IgSyje bei ivertinti §iy baltymy pasiskirstyma skirtingos molekulinés
masés frakcijose. Taikant kontaktini A tipo ultragarsinj akies struktiiriniy elementy matavimo btida, iSmatuota sagitaliné
akies asis, priekinés kameros gylis, 1¢Sio ir stiklakiinio storis. Palyginus kontrolinés ir eksperimentinés triusiy grupiy
akiy matmeny duomenis nustatyta, kad akies aSies ilgio, priekinés kameros gylio ir stiklaktinio storio skirtumai labai
nezymds, iSskyrus lgsio storj — eksperimentinés grupés triusiy jis yra 12,49 proc. plonesnis. Nustatyta, kad tirpiy
baltymy kiekio vidutiné reik§mé kontrolinés grupés triusiy akies lgSiuose yra 15 proc. didesné, nei pasaro papilda
gavusiy triusiy akies lgSiuose. [vertinus kiekybini tirpiy akies lgSio baltymy pasiskirstyma skirtingos molekulinés masés
frakcijose nustatyta, kad didelés molekulinés masés frakcijoje paSaro papildu Serty triusiy akies 1¢Syje baltymy yra 27
proc. daugiau palyginti su kontrole, o visose kitose frakcijose §is rodiklis yra kontrolés dydzio.

RaktazodZziai: Chlorella vulgaris IFR-111, akis, ultragarsiné biometrija, l¢Sio baltymai.
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Summary. Chlorella vulgaris (green algae) is used in the field of human and animal nutrition. The aims of
performed study were to investigate the effects of Chlorella vulgaris strain IFR-111 on eyes structural elements, to
compare the amount of water soluble lens proteins in control and experimental groups and to evaluate the distribution of
these proteins between fractions of different molecular mass. A-mode ultrasonography was used to determine globe
axial length, anterior chamber depth, axial lens thickness and axial vitreous length. Globe axial length, anterior chamber
depth and axial vitreous length were not statistically different between the groups, apart from lens thickness. Lens
thickness of rabbits in experimental group was reduced on 12.49 % compared to the controls. It was determined that
amount of soluble proteins was on 15 % higher in the lens of control group compared with this parameter in
experimental group. The evalution of distribution of soluble lens proteins between different molecular mass fractions
showed that in high molecular mass fraction in experimental group there was 27 % increase compared to the control
group.
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Ivadas. Siuo metu daugelyje valstybiy gyviiny ir  proc. peleny, kuriuose gausu fosforo, magnio, sieros,
zmoniy mityboje  organizmo  funkcijoms gerinti  kalio, natrio, kalcio, boro, gelezies, vario, cinko, nikelio,
naudojamas  Zaliasis dumblis  Chlorella  vulgaris  chromo, molibdeno (Morita et al., 1999).

(Spolaore, 2006). Teigiama, kad chlorelés i§ organizmo Zinoma, kad kai kurie gyviiny akiy struktiiros
gali pasalinti toksinus ir sunkiuosius metalus, stiprina elementai labai jautriai reaguoja | aplinkos veiksnius,
imuning sistema, gerina virSkinima, fermentinius mitybos pokycius, vaistus ar paSarinius priedus, taciau
procesus, kepenu, tulzies veikla bei normalizuoja néra istirtas Zaliojo dumblio poveikis regos aparatui.
kraujospiidi. Be to, jos turi antioksidaciniy savybiy, yra Pastebéta, kad lgsis yra vienas jautriausiy akies elementy,
natiiralus  beta  karotino, vitaminy, mineraly ir pirmiausia ir greiCiausiai pazeidziamas ivairiy veiksniy.
nukleoriigs¢iy Saltinis (Stasoniené, 2003). Chlorelés Pagrindiniai akies leSio struktiiriniai komponentai yra
greitai dauginasi, sudarydamos didel¢ biomasg¢. Jy baltymai, kuriy 90 proc. sudaro vandenyje tirpis
sudétyje yra jodo, bromo, kobalto, kalio, fosforo, 23  kristalinai. Likusiag baltymy dali sudaro baltymai ir
aminortigstys, vitaminy K, A, By, By, Bs, Bjp, C, E.  fermentai, kurie dalyvauja medziagy apykaitos
Jaunose chloreliy lastelése yra daugiau vitamino B, ir C.  procesuose (Eperjesi, Beatly, 2006). Akies lgSis iSlicka
Chloreliy biomasés sausojoje medziagoje yra 60 proc.  skaidrus, kol kristalinai yra natyvios ir tirpios biisenos,
baltymy, 7-10 proc. lipidy, 30 proc. angliavandeniy, 12  taciau ne laisvi, o organizuoti | virSmolekulines struktiiras
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(Benedek, 1997). Pagal sudaromuy baltymy kompleksy
molekuling masg skiriami alfakristalinai (daugiau kaip
200 kDa) ir betakristalinai (40—160 kDa). Gamakristalinai
(apie 20 kDa) virSmolekuliniy struktiiry nesudaro (Ma et
al., 1998). Alfakristalinai pasizymi Saperony (angl.
chaperone) aktyvumu (Lin et al., 1997) ir priklauso streso
(angl. heat shock) baltymy grupei (Clark, Muchowski,
2000; Haley et al., 2000). Sios ju savybés uztikrina kity
lgSio baltymy tirpuma ir apsaugo juos nuo neigiamo
iSorinio  poveikio. Pvz., alfakristalinai sumazina
ultravioletiniy  spinduliy  sukeliama  gamakristaliny
agregavima (Lee et al., 1997).

Darbo tikslas — nustatyti zaliojo dumblio Chlorella
vulgaris 1FR-111 poveiki triuSiy akies struktiiriniy
elementy matmenims; palyginti tirpiy baltymy kiekj
kontroliniy ir pasaro papilda gavusiy triusiy akies IgSyje
bei jvertinti Siy baltymy pasiskirstyma skirtingos
molekulinés masés frakcijose, gautose chromatografijos
gelyje metodu.

Medziagos ir metodai. Tyrimai atlikti su Naujosios
Zelandijos triusiais, laikytais Veterinarijos akademijos
vivariume, vadovaujantis laboratoriniy gyviiny naudojimo
etikos  reikalavimais, laikantis ,,Gyviny, skirty
eksperimentams ir kitiems mokslo tikslams, laikymo,
prieziiros ir naudojimo reikalavimy®, patvirtinty
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus
2008-12-18 jsakymu Nr. B1-639. (Zin., 2009, Nr. 287).
Dvejy mety triusiai buvo suskirstyti | dvi grupes —
kontroling (n=11) ir eksperimenting (n=6). Abieju grupiy
triusiai gavo visaverti pasara, eksperimentinés grupés
triusiai su vandeniu 30 dieny kasdien gaudavo po 50 ml
chloreliy tirpalo.

Po enukleacijos triusiy akys laikytos inde su
fiziologiniu tirpalu ant sudrékintos vatos  4°C
temperatiiroje. Triusiy akiy anatominiy elementy
matavimai atlikti ultragarsiniu biometriniu metodu OTJ-
1000 aparatu, naudojant 12 MHz keitiklj. Taikytas
kontaktinis A tipo ultragarsinis matavimo budas, kai
keitiklis tiesiogiai glaudziamas prie ragenos, statmenai jos
pavirSiuvi. ISmatuota sagitaliné akies aSis, priekinés
kameros gylis, lgsio ir stiklak@inio storis.

Triusio akies lgSis pasvertas ir smulkintas 5 A
tirpaluose (20 mM natrio fosfatas, pH 7,0; 1,0 mM
etilenglikol-bis-(2-amino-etileterio)-N,N’-tetraacto

rugstis). Tirpiis lgSio baltymai i$skirti 10 min. gauta
tirpala maidant stikline lazdele 4°C  temperatiiroje.
Netirptis  leSio  komponentai  atskirti 30  min.
centrifuguojant 10000 x g pagreiciu.

Lesio baltymus iSskirstyti pagal molekuling mase
taikyta chromatografija Sefarozés CL-6B kolonélgje.
Centrifugavimo metu gautas skystis praskiestas B tirpalu
(50 mM natrio fosfatas, pH 7,0; 150 mM NaCl) iki
galutinés baltymo koncentracijos 10 mg/ml. 0,1 ml
praskiesto tipalo (1 mg baltymo) uzlasinta ant kolonélés
(0,7 x 30 cm), praplautos B tirpalu. LgSio baltymai
iSskirstyti pagal molekuling mas¢ naudojant B tirpala.
Nuo wuzlaSinimo pradzios rinktos 0,5 ml frakcijos.
Sefarozés CL-6B  kolonélé  kalibruota  zinomos
molekulinés masés baltymais: feritinu — 440 kDa,
aldolaze — 158 kDa, jaucio serumo albuminu — 67 kDa,
chimotripsinogenu — 25 kDa.

Baltymy koncentracija nustatyta Lowry metodu,
standartiniu baltymu naudojant jauéio serumo albumina
(Waterborg, Matthews, 1984).

Rezultatai matematiskai apdoroti ,,MS Excel”
programa ir statistine programa ,,SAS versija 13%,
vidurkiy skai¢iavimui taikytas Stjudento (t) kriterijus.

Tyrimy rezultatai. Pradiniame darbo etape nustatyti
kontrolinés ir eksperimentinés grupés triusiy akies
anatominiy elementy (sagitaliné akies aSis, priekinés
kameros gylis, lgSio ir stiklakiinio storis) matmenys. 1
lenteléje pateikti duomenys rodo, kad Zymaus skirtumo
tarp kontrolinés ir eksperimentinés grupiy triusiy akies
anatominiy elementy matmeny nebuvo, iSskyrus
statistiSkai patikimai sumazéjusi leSio stori. Kontrolinés
grupés triusiy akies aSies ilgis buvo 21,71+1,43 mm, o
eksperimentinés — 22,03+1,30 mm, stiklaktinio aSies ilgis
kontrolinés grupés — 10,14+1,04 mm, o eksperimentinés —
10,59+1,11 mm. Siy rezultaty analizé rodo, kad
kontrolinés grupés triusiy akies aSies ilgis buvo 1,47
proc., o stiklaktinio aSies ilgis — 4,43 proc. mazesni
palyginti su eksperimentinés grupés atitinkamais akiy
parametrais (p>0,05). Taliau IgSio storio matmeny
skirtumas tarp abiejy grupiy triusiy akiy buvo ryskesnis ir
statistiSkai patikimas (p<0,05), eksperimentinés grupés
triusiu IgSis 12,49 proc. plonesnis nei kontrolinés grupés
triusiy.

1 lentelé. Negavusiy pasaro papildo (kontroliné grupé) ir Serty Zaliuoju dumbliu Chlorella vulgaris IFR-111
(eksperimentiné grupé) triusiy akies anatominiy elementy matmenys

Triusio akies elementai
Grupé e Priekinés kameros LesSio storis, Stiklakiinio aSies
Agies ilgis, mm . o
gylis, mm mm ilgis, mm
f:"fltmh“e 21,71+1,43 2,96+0,39 8,49+0,72 10,14+1,04
Ei‘zpe“men“ne 22,03+1,31 2,89+0,36 7,43%0,69 10,59+1,11
p >0,05 >0,05 <0,05 >0,05

Tolimesniame darbo etape nustatytas tirpiy baltymuy  kontrolinés grupés triusiy akies IgSiuose yra 0,306+0,017,

kiekis kontrolinés ir eksperimentinés grupés triusiy akies
leSivose. Tirpiy baltymy kiekio vidutiné reikSmé
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rezultaty analizé rodo, kad palyginti su kontrole
eksperimentinés grupés triusiy akiy leSiuose tirpiy
baltymy yra 15 proc. maziau (p<0,2) (2 lentel¢).

2 lentelée. Tirpiy baltymy kiekis negavusiy paSaro
papildo (kontroliné grupé) ir Serty Zaliuoju dumbliu
Chlorella vulgaris IFR-111 (eksperimentiné grupé)
triusiy akies leSyje

. Akies lgsio tirpiis baltymai
Grupé mg/mg lgSio svorio, S£S,
Kontroling 0,306+0,017
n=11
EEsperlmentme 0.259+0,033
n=6
% 85
p <0,2

Po morfologiniy tyrimy kontrolinés ir eksperimentinés
grupés triusiy akies lgSio tirpts baltymai buvo iSskirstyti

pagal molekuling mase Sefarozés CL-6B kolonéléje. Sis
metodas leidzia jvertinti, kaip baltymai pasiskirsté
skirtingos molekulinés masés frakcijose. Tirpls triusiy
akies leSiu baltymai chromatografijos gelyje metu
i8skirstomi i SeSias frakcijas. I I frakcija jeina baltymai,
kurie chromatografijos Sefarozés CL-6B metu skirstosi
400-700 kDa, i IT frakcija — 200—400 kDa, i III frakcija —
100-200 kDa, i IV frakcija — 50-100 kDa, i V frakcija —
20-50 kDa, 1 VI frakcija — 10-20 kDa molekulinés masés
srityse. Rezultatai apskaiciuoti pagal kiekvieno akies 1¢Sio
baltymy eliucijos profili. Dauguma tirpiy baltymy akies
leSyje sudaro kristalinai, todél tikétina, kad gautos
frakcijos rodo santykj tarp atskiry kristaling grupiy.
Kiekybinis tirpiy akies lgSio baltymy pasiskirstymo tarp
ivairios molekulinés masés frakcijy ivertinimas pateiktas
3 lenteléje. Nustatyta, kad I frakcijoje pasaro papildu Serty
triusiy akies lgSyje baltymy buvo 27 proc. daugiau
(p<0,8) palygiti su kontrole, o visose kitose frakcijose $is
rodiklis yra kontrolés dydzio.

3 lentelé. Negavusiy pasaro papildo (kontroliné grupé) ir $erty Zaliuoju dumbliu Chlorella vulgaris IFR-111
(eksperimentiné grupé) triusiy akies leSio tirpiy baltymy pasiskirstymas skirtingos molekulinés masés frakcijose

Grupé Santykinis baltymy kiekis, proc., S+S,

P I frakcija 11 frakcija 111 frakcija IV frakcija V frakcija VI frakcija
E:Olnl”"h“e 4,65£129 | 5.82+0,63 | 7,11£029 | 19,51£0,94 | 34,430,71 | 28,43+2,28
Efzpe“memme 592+137 | 586x0,59 | 693037 | 20,21+1,83 | 31,19+1,78 | 29,90+4,18
% 127 101 97 104 91 105
p <0.8 <0.8 <08 <0.8 <0.2 <0,2

100 proc. yra kieckvienos grupés akies lgSio tirpiy baltymy kiekis. I frakcija apima baltymus, kurie chromatografijos
Sefarozés CL-6B metu skirstosi 400—700 kDa, II frakcija — 200400 kDa, III frakcija — 100200 kDa, IV frakcija — 50—
100 kDa, V frakcija — 20-50 kDa, VI frakcija — 10-20 kDa molekulinés masés srityse

Aptarimas ir iSvados. Kai kurie gyviny akiy
struktiiros elementai labai jautriai reaguoja i aplinkos
veiksnius, mitybos pokyCius, vaistus ar paSarinius
priedus, kai dar néra kraujo rodikliy ar atskiry organy
struktiiros pokyCiy. Ne visada vienas ar kitas maisto ar
pasary papildas teigiamai veikia visas organizmo
funkcijas. Pastebéta, kad net ir ilgai vartojant nattiraliy
priedy preparatus, aktyvuojama daugelio organizmo
funkciju veikla, taciau pakinta regéjimo astrumas. Todél
duomenys apie akies anatominiy elementy bukle, ju
matmenis yra reikSmingi ir reikalingi sprendziant ir
mokslines, ir klinikines regéjimo problemas. Svarbiausias
akies akomodacijos elementas yra lgSis — labai jautrus
elementas, pazeidziamas pirmiausia ir greiCiausiai, pvz.,
radioaktyvios spinduliuotés, ivairiy cheminiy medziagy,
baltymy sudéciai daranciy itaka veiksniy (Yao et al,
2004; Barbazetto et al., 2004). Biometriniai lgSio tyrimai
leidzia nustatyti lgSio bukle — ar lgSis yra sveikas, ar
pakites (pvz., besivystanti katarakta). Kataraktos pazeistas
akies IgSis i§ pradziy yra plonesnis uz sveikos akies 1¢si,
nors ju svoris gali biti toks pat (Williams, 2004;
Paunksniené ir kt., 2006). Misy tyrimai patvirtina D. L.
Williams teiginius, kad IgSis plonéja tiek esant
nesubrendusiai kataraktai, tiek esant nezymiam akies lgSio

skaidrumo poky¢iui.

Bene svarbiausia biocheminé akies lesio
charakteristika yra jo baltymuy gebéjimas islikti tirpios
bisenos gana koncentruotame tirpale (Eperjesi, Beatly,
2006). Vertindami tirpiy baltymy kieki kontrolinés ir
eksperimentinés grupés triusiy akies lgSiuose nustatéme:
pasaro papilda  gavusiy triuSiy akies lgSiuose tirpiy
baltymy sumazéjo 15 proc. (p<0,2). Siy rezultaty analize
rodo, kad zaliasis dumblis Chlorella vulgaris 1IFR-111
sukelia tam tikrus poky¢ius triusio akies leSyje. Sie
duomenys atitinka lgSio suplon¢jima eksperimentinés
grupés triusiy akyse.

Tirpiy baltymy analizé Sefarozés CL-6B kolonéléje,
vertinant ju pasiskirstyma skirtingose molekulinés masés
frakcijose, taip pat rodo padidéjusi (27 proc.; p<0,8)
baltymy kieki didelés molekulinés masés frakcijoje. LeSio
baltymy oksidaciniai pazeidimai yra pagrindinis veiksnys,
lemiantis kataraktos formavimasi (Marsili et al., 2004).
Oksidacinio streso metu susidare¢ laisvieji radikalai
sukelia negriztamus organizmo pokycius, kurie yra viena
pagrindiniy organizmo senéjimo priezas¢iy (Truscott,
2000). Dél Sios priezasties padaugéja kristaliny
potransliaciniy modifikacijy: sutrumpéja ju polipeptidiné
grandiné (Takemoto, 1995), vyksta deamininimas (Yang
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et al., 1994), fosforilinimas (Miesbauer et al., 1994) ir kt.
Kristaliny struktiros pokyciai lemia padidéjusi ju
agregavima ir sumazéjusi tirpuma, o tai tampa padidéjusio
$viesos iSsklaidymo priezastimi ir prielaida kataraktai
susiformuoti. Pvz., alfakristaliny modifikacijos sumazina
§iy baltymy tirpuma ir lemia jy atsiradima netirpioje
frakcijoje kataraktos metu (Chen et al, 1997).
Alfakristalingy svarba uZztikrinant lgSio skaidruma ir ju
vaidmenj kataraktos patogenezéje patvirtina duomenys,
rodantys, kad modifikacijos $i baltyma koduojanciame
gene pagreitina 1¢Sio drumstuma (Brady et al., 1997).

Triusiy akiy parametry tyrimai parodé, kad pasarinis
priedas Chlorella vulgaris IFR-111 sukelia morfologinius
ir biocheminius pokycius lgsyje, skatina jo drumstéjima,
todél Sie tyrimai oftalmologijai yra labai svarbis ir bus
tesiami.
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