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Patvirtinu, kad mano Miglés Bernataviitités Baigiamasis projektas tema
»Nanonesikliy jtakos raudonyjy dobily ekstrakto komponenty skvarbai j odg ir biologiniam
poveikiui tyrimai“ yra paraSytas visiskai savarankiskai, o visi pateikti duomenys ar tyrimy
rezultatai yra teisingi ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena darbo dalis néra plagijuota
nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy $altiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir netiesioginés
citatos nurodytos literatiiros nuorodose. Istatymu nenumatyty piniginiy sumy uz §j darbag
niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad iSaiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos,

remiantis Kauno technologijos universitete galiojancia tvarka.
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SANTRAUKA

Raudonasis dobilas — pasaulyje placiai paplites daugiametis zolinis augalas nuo seno
naudojamas kaip vaistinis augalas. Pagrindiniai raudonyjy dobily ekstrakta sudarantys veiklieji
junginiai yra izoflavonai fitoestrogenai biochaninas A, daidzeinas, genisteinas ir formononetinas,
taigi ekstraktas pasizymi estrogeniniu aktyvumu, ta¢iau dél antioksidaciniy, antimikrobiniy,
prieSuzdegiminiy izoflavony savybiy imta vis labiau dométis iSoriniu raudonyjy dobily panaudojimu.
Saulés skleidziama UVB ir UVA spinduliuotés yra vienas i§ svarbiausiy faktoriy, kurie skatina odos
ligy vystymasi, tod¢l susidométa augalo pritaikymu mazinti kenksminga UV Sviesos poveik].
Susiduriama su problema, kad raudonyjy dobily ekstrakto skvarba j gilesnius odos sluoksnius yra
menkai iStirta. Vaistinés medziagos jterpimas ] nanonesSiklius yra viena i§ galimy perneSimo sistemy.
Niosomos — submikrono dydzio nejoniniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy nesikliai, kurie pasizymi
transderminj veikliyjy junginiy pernesimg gerinanciomis savybémis. Raudonyjy dobily ekstrakto
jterpimas j niosomy formuluote anks¢iau néra tirtas ir mokslingje literatiroje neaprasytas. Tyrimo
metu siekiama jvertinti transderminio nanoneSiklio galimybes gerinti skvarba per oda ir iStirti
raudonyjy dobily ekstrakto ir formuluotés biologines ir UV apsaugines savybes. Magistro baigiamojo
projekto tyrimy rezultatai parodé, kad biochanino A skvarba epidermyje pagerinama 5,637+2,7318
karty, dermoje 12,337+5,2108, o formononetino A skvarba epidermio odos sluoksnyje pager¢ja
6,4774+1,8917, dermoje — 10,7783+2,0813 Kkarty, taigi j nanoneSiklj jterpto raudonyjy dobily
ekstrakto veikliyjy junginiy formononetino ir biochanino A skvarba per epidermio ir dermos odos
sluoksnius yra efektyvi raudonyjy dobily ekstrakto skvarbg gerinanti nanoneSikliné sistema.
Vertinant raudonojo dobilo ekstrakto ir nanoneSiklio formuluotés poveiki HaCaT ir 3T3 Iasteliy
gyvybingumui nustatyta, kad HaCaT modelyje, naudojant mazZesnes negu 15 pug/ml ekstrakto
nanoneSiklio formuluotés koncentracijas ir 5 pg/ml gryno ekstrakto tirpalus, citotoksiSkas poveikis
lasteléms nepasireiskia. 3T3 lasteliy gyvybingumas iSlieka beveik nepakites esant 10 pg/ml
formuluotés ir 15 pg/ml gryno raudonyjy dobily ekstrakto tirpalams, taigi mazesniy ekstrakto ir



nanonesSiklio preparato koncentracijy tirpalai neveikia citotoksisSkai ir gali biiti naudojami ant odos.
UV apsauginio poveikio tyrimy, DCFDA metodu, metu nustatyta, kad HaCaT ir 3T3 Iasteles
paveikus 1-10 pg/ml raudonyjy dobily ekstraktu ir jo formuluote bei apsvitinus UVB spinduliuote,
vidulasteliniy reaktyviy deguonies formy kiekis sumazéja, taigi didesniy negu 1 pg/ml koncentracijy
tirpalai pasizymi antioksidacinémis savybémis. HaCaT Igsteles veikiant analogiskais nanonesiklio
formuluotés tirpalais ir UVA spinduliuote reaktyviy deguonies formy taip pat sumazéja, taciau
HaCaT lasteles paveikus raudonyjy dobily ekstraktu, 3T3 Iasteles paveikus 1-10 pg/ml raudonyjy
dobily ekstrakto ir jo formuluotes tirpalais ir UVA §viesa reaktyviy deguonies formy kiekis padidéja,
taigi tiriamieji tirpalai pasizymi UVB apsauginio poveikio savybémis, taciau néra efektyvis veikiant
UVA Sviesa. Atlikus raudonyjy dobily ekstrakto ir formuluotés biologinj vertinimg naudojant
Caenorhabditis elegans modelj nustatyta, kad 10 pg/ml ekstraktas nematoidams yra toksiskas,
1 pg/ml ir 0,5 pg/ml ekstrakto ir nanoneSiklio su jterptu atitinkamu kiekiu ekstrakto tirpalai
statistiSkai reikSmingo poveikio C.elegans gyvenimo trukmei neturi, ta¢iau 0,1 pg/ml formuluotés
tirpalas yra toksiskas, nes dominuoja nezymiai neigiamas formuluotés poveikis. Tiriant raudonyjy
dobily ekstrakto ir nanonesikliy formuluotés poveikj uz stresg atsakingy gst-4, hsp-4, hsp-16.2 ir sod-
3 geny suzadinime, nustatyta, kad ekstraktas ir formuluoté nesukelia $iy geny suzadinimo, taigi néra

egzogeninis toksiskumg lemiantis veiksnys.
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SUMMARY

Red clover (Trifolium pratense L.) is a plant grown all around the world and long time used as
a drug in alternative medicine. Extract is a rich source of flavonoids — mainly four major estrogenic
isoflavones genistein, daidzein, and their derivatives biochanin A and formononetin. Isoflavones has
antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, anticancer properties and could be used in skin
protection from UV radiation oxidative damage. UVB and UVA are two basic types of ultraviolet
light that reach the surface of earth and induce main skin diseases. For this reason, red clover extract
Is one of the potential plant for prevention of skin damage. No scientific data were found regarding
red clover extract penetration into the skin. Extract incortoration into the nanocarriers is one of the
solution. Niosomes are submicron sized vesicles formed due to self-assembly of one or more nonionic
surfactants or lipid. No information were found regarding red clover extract and niosomal formulation
effects as an antioxidative agent on the skin and no nanocarrier discribed as a effective vesicle for
transdermal red clover extract delivery. Nanocarrier formulation skin penetration enhancement ratios
were calculated for red clover active components biochanin A and formononetin. Epidermis
penetration enhancement ratio for biochanin A was determined to be 5,637+2,7318 and
6,4774+1,8917 for formononetin. Dermis penetration enhancement ratio for biochanin A was
determined to be 12,337+5,2108 and 10,7783+2,0813 for formononetin. Current study demonstrated
significantly increased (p < 0,05) red clover extract ingredients flux values into the skin layers. The
cellular toxicity of red clover extract and niosomal formulation were evaluated over 24 hours
exposure by measuring mitochondrial activity. Results showed that application of nanocarrier with
incorporated extract (3 %) did not exert a reduction of HaCaT cell viability within the applied
concentration range of 0,5-15 ug/ml and in 3T3 cells in range of 0,5-10 pg/ml. In comparison, crude
extract did not show cell viability changes in a concentration range from 0,5-5 pg/ml in HaCaT and
0,5-15 pg/ml in 3T3 in vitro model. ROS accumulation test was assessed after application of not
cytotoxic nanocarrier formulation and red clover extract solutions and UVB / UVA radiation
treatment. Results with HaCaT cells treated with extract incorporated in niosomes and affected with
UVB radiation shows that in 1 pg/ml and 2 pg/ml concentrations ROS accumulation, comparing with
control, increased to 106,929+1,109 % and 104,1034+2,659 %, respectively. After application of 3—



10 pg/ml nanocarrier solutions accumulated ROS amount decrease and at 10 pg/ml reach
75,202+3,681 %. After assesment with crude red clover extract intracellular ROS formation decrease
from 98,947+7,409 % treated with 1 ug/ml to 77,17348,784 % in 10 pg/ml solutions. Study with 3T3
cell model demonstrated antioxidative effect on both red clover extract and nanocarrier formulation
solutions. Effects of red clover extract and nanocarrier formulation after UVA radiation on 3T3 and
HaCaT cells were tested. Comparing with control HBSS solution, ROS activity decrease in HaCaT
cells affected with niosomal formulation in the range of 1-10 pg/ml concentrations, but increase after
assesment with crude red clover extract. After experiments with 3T3 cell model, the amounts of ROS
detected were higher. After 60 min treatment with crude extract ROS accumulation reaches values
from 141,504+12,036 % to 189,152+8,005 % in solutions 1-10 pg/ml and from 103,849+5,508 % to
152,917+24,045 % after treatment with niosomal formulation. We examined whether extract and
niosomal formulation affect C.elegans lifespan. 10 pg/ml extract solution significantly decreased
both the mean and the maximum lifespan of C.elegans. The lifespan extending effect identified in
worms treated with 1 pg/ml extract solution (difference is not significant). The concentration of
extract 0,1 pg/ml and 0,5 pg/ml are not sufficient and show no effect on C.elegans lifespan. Same
results are identified with niosomal formulation with 1 and 0,5 pg/ml extract. At 0,1 pg/ml extract
concentration incorporated in niosome we do not have positive effect because the extract
concentration is to small. In this solution observed only the negative effect of niosomes (p < 0,001).
Age related genes (gst-4, hsp-16.2, hsp-4 and sod-3) expression experiment in C.elegans was assesed
to test red clover extract and niosomal formulation possibility to promote activation of stress-
responsive gene reporters during worms adulthood in non-stressing conditions. Expression of tested
fluorescent markers do not show any response to red clover extract and nanocarrier formulation

treatment. Results show that tested solutions are not toxic external factors.



SANTRUMPOS

DCF-DA — 2',7'-dichlorofluorescino diacetatas

DNR — deoksiribonukleortigstis

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas
RNR — ribonukleino riigstis

ROS - reaktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

UV — ultravioletiniai spinduliai



TVADAS

Raudonasis dobilas — pasaulyje placiai paplites daugiametis zolinis augalas nuo seno
naudojamas ne tik kaip paSaras gyviinams, bet ir vaistinis augalas. Ziedy arbatos arba etanolinés
tinktaros ilgg laikg naudojamos virSutinéms kvépavimo ligoms gydyti, gerklés skausmui bei
kar$¢iavimui mazinti, o nuovirai ir tepalai naudoti pavirSiniy Zaizdy ir nudegimy gydyme [1]-[3].
Pagrindiniai raudonyjy dobily ekstrakta sudarantys veiklieji junginiai yra izoflavonai fitoestrogenai
biochaninas A, daidzeinas, genisteinas ir formononetinas, taigi didzioji dalis dobily ekstrakto
naudojimo yra pagrjsta estrogeniniu jo aktyvumu, taciau dél antioksidaciniy, antimikrobiniy,
prieSuzdegiminiy izoflavony savybiy imta vis labiau dométis iSoriniu raudonojo dobilo panaudojimu.

Standartizuoty ekstrakty naudojimas aprasomas JAV farmakopé¢joje, PSO monografijoje, o
aktyvumas jrodytas in vivo ir in vitro tyrimais, taciau vis dar susiduriama su informacijos stoka apie
raudonyjy dobily veikliyjy junginiy skvarba ir poveikj odai.

Vaistinés medziagos jterpimas ] nanoneSiklius yra viena i§ galimy perneSimo sistemy.
Niosomos — submikrono dydzio nejoniniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy nesSikliai suformuoti i$
fosfolipidy ir pasizymintys daug zadanciomis, transderminj veikliyjy junginiy pernesima
gerinanc¢iomis savybémis. Raudonyjy dobily ekstrakto jterpimas i niosomy formuluote anks¢iau néra
tirtas ir mokslinéje literatiiroje neapraSytas. Magistro baigiamojo projekto metu siekiama istirti ir
palyginti standartizuoto raudonyjy dobily ekstrakto ir jo niosomy formuluotés skvarbg per oda,

biologin; aktyvuma bei galimybes biiti panaudotiems kaip UV apsauginiams agentams.

Darbo tikslas — jvertinti transderminio nanonesiklio galimybes gerinti skvarba per oda ir istirti

raudonyjy dobily ekstrakto ir formuluotés biologines ir UV apsaugines savybes.

Darbo uzdaviniai:

1. istirti raudonyjy dobily ekstrakto nanonesiklio formuluotés skvarbg per oda ex vivo;

2. jvertinti raudonyjy dobily ekstrakto ir nanoneSiklio poveikj HaCaT ir 3T3 lasteliy
gyvybingumui;

3. nustatyti ekstrakto ir nanonesikliy formuluotés UV apsauginj poveiki naudojant HaCaT ir 3T3
lasteliy modelius;

4. atlikti raudonyjy dobily ekstrakto ir formuluotés biologinj vertinimg naudojant
Caenorhabditis elegans modelj.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Raudonojo dobilo (Trifolium pratense L.) cheminé sudétis ir biologinis aktyvumas

Raudonasis dobilas (Trifolium pratesne L.) priklauso pupiniy (Fabaceae) Seimos augalams,
kuriems priskiriama apie 300 risiy, i$ kuriy 25 yra ypac placiai paplitusios ir kultivuojamos visame
pasaulyje. T.pratense yra daugiametis Zolinis augalas Su plona ir Sakota, arti dirvos pavir§iaus esancia
Saknimi. Stiebas pusiau statmenas net ir vélyvoje augimo stadijoje nesuragéjantis ir galintis iSaugti
iki 60—70 cm aukscio. Stiebo virSutiné dalis padengta plaukeliais, lapai trumpakocai, su prielapiais,
lakstai trilapiai, re¢iau keturlapiai. Ziedyne subrandintas vaisius kiausiniskos formos su daugiau negu
viena sékla, o augalas yra priskiriamas diploidiniams augalams [4].

Raudonasis dobilas naudojamas ne tik kaip paSaras gyviinams, bet nuo seno yra zinomas kaip
vaistinis augalas. Ziedy arbatos arba etanolinés tinktiiros ilga laika naudojamos virSutinéms
kvépavimo ligoms gydyti: kosuliui, astmai, bronchiniams susirgimams bei pasizymi lengvu
raminamuoju poveikiu [1]. Dobilas yra Pakistane paplitusi zolé ir yra naudojama gerklés skausmui,
kar§¢iavimui mazinti, pneumonijai, meningitui gydyti [2]. Albanijos Alpése, Kosove zolés sultys
naudojamos vir§kinimo sutrikimams, T.pratense analogas T.repens naudotas kaip zaliava diaréjai
gydyti [5]. Nuovirai ir tepalai naudoti pavirSiniams odos pazeidimams - nudegimams ir Zaizdoms
gydyti [3].

Raudonojo dobilo vartojimas aprasomas JAV farmakopéjoje, PSO monografijoje [6] bei
mokslinése publikacijose. Monografijoje apraSoma zaliava yra raudonojo dobilo Ziedyno ekstraktas,
taCiau farmakologinis poveikis tirtas ne gryno ekstrakto, o atlikta atskiry 1§ jo iSskirty junginiy
analize.

Nustatyta, kad raudonasis dobilas kaupia 35,54 % izoflavony, 1,11 % flavonoidy, 0,06 %
pterokarpany, apie 0,03 % kumariny ir 0,03 % tiraminy [7]. DidZioji dalis kaupiamy izoflavony yra
fitoestrogenai:  biochaninas A (5,7-dihidroksi-4’-metoksiizoflavonas), daidzeinas  (4',7-
dihidroksiizoflavonas), genisteinas (4',5,7-trihidroksiizoflavonas) ir formononetinas (7-hidroksi-4'-
metoksiizoflavonas) (1.1 pav.), todél jo ekstraktai yra naudojami menopauzés simptomams mazinti,
hiperlipidemijos gydyme kaip alternatyva hormony terapijai, taip pat osteoporozés, prostatos
hipertrofijos ir prostatos vézio prevencijoje [1]. Didzioji dalis dobily ektrakto naudojimo yra pagrista
estrogeniniu jo aktyvumu, kadangi izoflavonai dél savo strukttriniy panasumy su 17 B-estradioliu,
geba elgtis kaip selektyviis estrogeny receptoriy moduliatoriai. Veiksmingumas jrodytas in vivo ir in
vitro tyrimais [8], [9]. Kiekvienas raudonojo dobilo izoflavonas skirtingai veikia ir pasizymi skirtingu
estrogeny receptoriy antagonizmu [10].

Raudonojo dobilo ekstrakto cheminés analizés metu iSskiriami 22 skirtingi junginiai, Kurie

priklauso nuo ekstrakcijos btado. Priklausomai nuo to skiriasi ir estrogeninis aktyvumas [11], todél
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jprastai naudojami standartizuoti raudonyjy dobily ekstraktai. Be izoflavony, T.pratense sintetina
fenolinius ir polifenolinius junginius: flavanoidai, saponinai, klovamidai (kofeino riigsties esteriai),

fenolinés ruigstys ir kiti junginiai [12].

17 p-estradiolis

biochaninas A daidzeinas

genisteinas formononetinas

1.1 pav. 17 B-estradiolio ir pagrindiniy raudonojo dobilo izoflavony cheminés formulés.

Izoflavony, kaip biologiskai aktyviy junginiy, veiksmingumas priklauso nuo jy koncentracijos
ir junginio. Sojos augalas daugiausia sudarytas i$ glikozidiniy formy, o didzioji dalis raudonojo dobilo
izoflavony yra aglikonai, taigi pagrindiniai sojos izoflavonai yra daidzeinas ir genisteinas, o dobily —
metilintos izoflavony formos biochaninas A ir formononetinas. D¢l metoksi grupés stereochemijos
pastarosios dvi izoflavony formos pasiZymi maZesniu estrogeniniu aktyvumu, kadangi negali taip
efektyviai jungtis prie estrogeny receptoriy kaip kad pradinés jy formos, taciau organizme gali biiti
metabolizuojamos ir biochaninas A virsta genisteino, o formononetinas — daidzeinu.

2016 metais Yu su kolegomis nustaté, kad isoflavonai pasizymi antioksidacinémis savybémis

— mazina ROS susidarymg ir jvairiy uzdegimg skatinan¢iy moduliatoriy atpalaidavima [13]. Per
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didelé reaktyviy deguonies ir azoto formy gamyba dalyvauja uzdegimo ir véZio etiologiniuose ir
patofiziologiniuose susidarymo procesuose, taip pat autoimuniniy, neurodegeneraciniy, Sirdies ir
kraujagysliy ligy vystymesi [14]. In vitro tyrimais nustatyta, kad i§ raudonyjy dobily ekstrakto iskirtas
formononetinas, daidzeino 4°-O-metil eteris turi silpng antioksidacinj poveikj [15], taiau bendras
raudonyjy dobily ekstrakto veikimas nebuvo tirtas.

Tyrimai su kruties vézio lastelémis rodo, kad ir metilintos ir nemetilintos izoflavony formos
veikia transkripcijg ir mazina onkogeny ekspresija. Ypac reik§mingas poveikis pastebétas veikiant
formononetinui ir biochaninui A, kurie mazina nuo estrogeny priklausomy onkogeny ekspresija [16].
Taip pat svarbu paminéti, kad metilintos formos yra apie tris kartus geriau absorbuojamos, negu
nemetilinti izoflavonai [17].

ISoriniam raudonojo dobilo panaudojimui svarbus raminamasis poveikis odai. Nustatyta, kad
veikliosios medziagos teigiamai veikia odos sudirgimus, tokius kaip Zvyneliné ar egzema bei mazina
odos niez¢jimag [18]. 2013 metais atilkty tyrimy metu tirta Trifolium rasies augaly geb¢jimas gerinti
zaizdy gijima. Nustatyta, kad lyginant su kity augaly ekstraktais ir kontroline grupe Trifolium
canescens ir Trifolium pretense augalai pasizymi geresnémis zaizdy gijima skatinan¢iomis
savybémis. T.pratense ekstraktas zaizdy uzsitraukimag pagerino 30,21 %, o Zaizdos tamprumas
pageréjo 21,3 % [19]. Tyrimy metu pagrindiniai, ekstrakta sudarantys komponentai buvo daidzeinas,
genisteinas, formononetinas ir biochaninas A, todél manoma kad Zaizdy gijime ekstrakto biologinis

aktyvumas pasireiskia dél kompleksinio $iy junginiy poveikio.

1.2 Vaisty pernasa per oda

Transderminis vaisty perneSimas yra sudétinga, taciau vis daZniau nagrinéjama tema. Vaisty
perneSimas per oda yra laikomas vienu i§ priimtiniausiy vaisto formy, nes yra neinvazing,
neskausminga ir patogi — oda turi didelj pavirSiaus plota, o vaistas vartojamas nedidelémis dozémis,
todél pacientams $is vartojimo biidas yra tinkamesnis ypac¢ tada, kai reikia ilgalaikio gydymo.
Lyginant su oraliniu ir parenteraliniu biidu, transderminis vaisto vartojimas yra efektyvesné vaisto
forma, nes iSvengiama hepatinio metabolizmo (vaisto deaktyvinimo veikiant vir§kinamojo trakto arba
kepeny fermenty), todél padidéja vaisto prieinamumas ir efektyvumas, tai pat i§vengiama skrandyje
vykstancios degradacijos (pH, fermenty, vaisto sgveikos su maistu, gérimais ar kitais vartojamais
vaistais).

Vis dél to, vaisty skvarba per oda yra sudétinga, nes virSutinis epidermio sluoksnis (raginis
sluoksnis) pasizymi stipriomis barjerinémis funkcijomis ir taip stabdo vaisto pasisavinimg per odg.
Dél Sios priezasties stengiamasi rasti budy kaip pagerinti vietinj ir sisteminj vaisto pernes$ima.

Vaistinés medziagos jterpimas } liposominius neSiklius yra viena i§ galimy perneSimo sistemy.
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Baltymy ir mazy molekuliy pernesimas gali biiti gerinamas naudojant lipidines nanonesikliy sistemas,

tokias kaip: etosomos, transferosomos, niosomos.

1.2.1 Niosomy apibidinimas

Niosomos pirmg kartg paminétos 1979 metais ir apibiidintos kaip submikrono dydzio (<1 pum)
nejoniniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy neSikliai [20], savo struktiira panaSts ]} liposomas,
suformuoti i§ fosfolipidy, kurie hidrofilinius vaistus inkapsuliuoja j vidulasteling erdve, o lipofilinius
— 1 lipidy dvisluoksnj [21]. Nustatyta, kad dél nejoninés prigimties niosomos yra netoksiskos,
biodegraduojancios, neimunogenings ir turi teigiamg poveikj vaisty skvarbai per oda, todél gerina
vaisto priecinamumg [22]. Lyginant su liposomomis, niosomos yra stabilesnés ir turi ilgesnj naudojimo
laikg [23].

Nejoniniai surfaktantai yra pagrindiniai niosomas sudarantys komponentai. Jie yra ampifilinés
molekulés su dviem skirtingais regionais, turin¢iais skirtingg tirpuma, hidrofilines ir lipofilines
(smarkiai hidrofobines) dalis. Pastarasis regionas yra grandinés sudarytos i§ alkany, fluoro anglies,
aromatiniy ar kity nepoliniy grupiy. ,,Galving” dalj sudaro hidrofilinés grupés: sulfonatai,
karboksilatai, fosfonatai ar amonio dariniai [24]. Niosomy dydis, veikliosios medziagos jterpimo
efektyvumas ir stabilumas yra savybeés, kurios gali biiti kontroliuojamos remiantis paruo§imo metodu,
surfaktanty, cholesterolio sudétimi, pavirSiaus kriiviu ir Suspensijos koncentracija [25].

Manoma, kad vaisty absorbcija niosomos gerina dviem mechanizmais. Pirmasis — niosomos
mazina transepiderminj vandens netekimg, todél padidéja stratum corneum hidracija ir jis praranda
budingg kompaktiska lgsteling struktiirag. Antrasis mechanizmas pagristas surfaktanty savybémis.
Surfaktantai tarnauja kaip matriksas ir nanodydzio niosomos gerina vaisto perne$imga per raginj odos
sluoksnj [26].

1991 metais, naudojant elektroning mikroskopija, buvo nustatyta, kad po 48 val., mazos
(100 nm) niosomos prasiskverbia per pirmajj ir antrgjj zmogaus korneocity sluoksnj, ta¢iau skvarba
per gilesnius odos sluoksnius nebuvo nustatyta [27]. Kity tyrimy metu pastebéta, kad niosomy
skvarba priklauso nuo jy kaip nesiklio lankstumo [28], o kaip modeling sistema naudojant peles,

rezultatai rodo, kad nesiklis pailgina vaisto atpalaidavimo laikg ir pagerina jo skvarba per oda [29].

1.3 UVB ir UVA spinduliuotés jtaka ROS susidaryme

Laisvieji radikalai literatiroje apibiidinami kaip bet kokios rasys turinios vieng ar daugiau
nesuporuoty elektrony. Reaktyviomis deguonies formomis (ROS) laikomi deguonies radikalai:
superoksidai (O2*), hidroksilai (OH®), peroksilai (RO2*), hidroperoksilai (HO2®) bei oksiduojantys
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agentai, tokie kaip vandenilio peroksidai (H202), hipochloro riigstis (HOCI) ar ozonas (O3), kurie tam
tikromis salygomis nesunkiai virsta j radikalus. Lastelése ROS susidaro jprasto metabolizmo metu ir
dalyvauja fermentinése reakcijose, mitochondrijose elektrony pernaSoje, signaly perdavime,
branduolio transkripcijos faktoriy aktyvavime, geny ekspresijoje ir neutrofily bei makrofagy veikloje
[30].

Didéjant oro uZzterStumui pazeidziamas ozono sluoksnis, todél susiduriama su didesniu
ultravioletinés spinduliuotés kiekiu. Saulés skleidziama UVB (290-320 nm) ir UVA (320400 nm)
spinduliuotés yra vienas i$ svarbiausiy faktoriy, kurie skatina odos ligy vystymasi. Veikiant
spinduliuotei pazeidziamas odos vientisumas — epidermio Igstelés apoptuoja, o tai didina rizika
susirgti odos véziu [31]. UVA ir UVB biologinis poveikis skiriasi, taciau abiejy bangy ilgiy
spinduliuoté didina ROS gamybg Iastelése.

UVB sudaro tik 5-10 % saulés skleidziamos ir Zeme pasiekian¢ios UV spinduliuotés, taciau ji
yra laikoma viena pavojingiausiy ir didZiausig genotoksinj poveikj turin¢ia spinduliuote. UVB
spinduliuoté turi daugiau energijos, todél geba tiesiogiai pazeisti odos lgsteliy DNR ir sukelia odos
nudegimus bei yra svarbus faktorius sergant onkologinémis ligomis. UVB spinduliuotés sukelti odos
pazeidimai gali atsirasti dé¢l keleto Igstelése vykstanciy mechanizmy — laisvyjy radikaly susidarymo
ir lipidy peroksidacijos [32]. Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, kad UVB §viesa skatina jvairiy ROS
susidarymg. Veikiant $iai spinduliuotei, Igstelése didéja hidroksilo radikaly (OH®), superoksido
radikaly (O2*"), peroksilo radikaly ir jy pradiniy junginiy, tokiy kaip vienvalentis deguonis (*O2) ir
vandenilio peroksido (H20.) kiekis [33].

UVA sudaro 90-95 % spinduliuotés kuri pasiekia zémés pavirsiy. Ji prasiskverbia giliau j
dermg ir yra siejama su odos lgsteliy senéjimu, DNR pazeidimais ir rauksliy formavimusi. Vienas i$
UVA, kaip ir UVB, spinduliuotés veikimo mechanzimy yra ROS gamyba lgstelése. Veikiant UVA
Sviesa skatinama vienvalencio deguonies (*O;), superoksido radikaly (O2*), vandens peroksido
(H202) ir hidroksilo radikaly (OH®) gamyba. ROS pazeidzia ir naikina odos lasteles ir audinius
sudaranciy lasteliy komponentus, tokius kaip lipidai, baltymai, DNR. PavyzdZziui, vienas i§ UVA
spinduliuotés sukelty radikaly, 'O tiesiogiai pazeidzia lasteles, kadangi veikia ekstralastelinio
matrikso elementus, skatina metaloproteinazés-1 gamybg ir taip paZzeidzia kolagena, kuris sukelia

odos fotosenéjimg [34].

1.4 C. elegans modelio pasirinkimas

Caenorhabditis elegans yra mazi, aplinkoje laisvai gyvenantys ir placiai paplit¢ dirvos

nematoidai (apvaliosios kirmélés), kurios minta mikrobais, dazniausiai bakterijomis ir yra svarbi
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modelin¢ sistema genetikos, lastelés biologijos, neuromoksly ar sen¢jimo tyrimuose. IS gyviiny
modeliy, C.elegans yra vienas i§ greiciausiy, pigiausiy ir veiksmingiausiy sistemy.

Dirvos nematoidas Caenorhabditis elegans kaip modeliné sistema pirmg karta paminéta
dvideSimto amziaus antrojoje puséje, Vystymosi ir neurobiologijos srityse [35]. Vélesniuose
tyrimuose C.elegans pradétas naudoti jvairiy biologiniy procesy modeliavime. Tiriama apoptozeé,
lasteliy signaly perdavimo keliai, lastelés ciklas, poliariskumas, geny reguliacija, metabolizmas ir
sen¢jimas. Eksperimenty metu nustatyta, kad kirminy ir zinduoliy molekuliniai ir 1asteliniai keliai yra
analogiSki, o zmogaus ir C.elegans genomo tyrimai patvirtino, kad didelé dalis Zzmogaus ligy geny ir
ligy mechanizmy pasireiskia ir C.elegans [36].

Remiantis ortologinémis duomeny bazémis, nustatyta, kad C. elegans ir jo homology genai
atitinka 60—-80 % zmogaus geny, o 40 % Zmogaus geny susijusiy su tam tikromis ligomis turi
ortologus C.elegans genome [37]. Sukauptos duomeny bazés leidzia spresti koks modelinis
organizmas gali biiti taikomas norint tirti geno funkcija ar vaisto poveikj, taciau dél evoliucijos
identiSka seka skirtinguose organizmuose neuztikrina analogiSkos funkcijos, tod¢l modeliniam
organizmui reikalingi papildomi geno raiskos tyrimai.

C.elegans pasizymi patogios modelinés sistemos savybémis ir tampa galingu farmacijos
pramonés jrankiu. Pirmoji savybé yra lengvas kultiiros auginimas, kadangi nematoidai gali buti
auginami lékstelése su agaru arba skystose terpése ir maitintis jvairiomis bakterijomis.
Laboratorinémis sglygomis C.elegans auga maitinami Escherichia coli. Taip pat jie pasiZzymi greita
reprodukcija: per 3 dienas iSsivysto i§ kiausinélio j suaugusj 1,3 mm ilgio kirming. C.elegans ciklas
trunka apie tris savaites: embriogenezé — 12 val., keturios lervos stadijos (L1-L4) apie 3 dienas ir
brandos stadija — 15 dieny. Trumpas kartos laikas ir apie 300 palikuoniy per vieng apvaisinimg
suteikia galimybg¢ hermafroditams C.elegans per dieng tapti keliy milijony populiacija. Trecioji
savybé yra mazas dydis. Dauguma eksperimenty gali biiti vykdomi mikrolitry talpos 1¢ksteleése su
daugiau kaip Simtu kirminy viename Sulinélyje 96 Sulinéliy 1ékstel¢je. Taip pat C.elegans turi skaidria
iSoring dangg, yra permatomi, todél naudojant in vivo fluorescencinius zymeklius su augimu,
embriogeneze ar riebaly metabolizmu susij¢ procesai gali biiti stebimi gyvame organizme.

C.elegans gali buti dviejy ly¢iy: save apvaisinantis hermafroditas ir vyriskos lyties kirminas.
Vyriskos lyties nematoidy iSsivystymas yra retas reiSkinys (0,1 %) atsirandantis spontaninio gemalo
neatsiskyrimo metu arba 50 % atvejy atsiranda dél poravimosi ypatumy. Dél hermafrodity gebéjimo
save apvaisinti, homozigotiniai kirminai susilaukia genetiskai identisky palikuoniy, kai tuo tarpu
vyriskos lyties atstovy poravimasis lemia mutavusiy linijy formavimasi ir mutacijy perdavima
palikuoniams.

Kirminy linijy kulttiros ilgg laikg gali biiti saugomos jas uzsaldant, taip pat esant nepalankioms

aplinkos sglygoms C.elegans pereina j L2D lervos stadija (dauerio lerva) ir trijy savaiciy ciklas
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prailginamas iki 4—8 karty [38]. Nepaisant paprastos anatominés sandaros, nematoidai C.elegans geba
aktyviai judéti, ieSkoti maisto, maitintis, tustintis, déti kiauSinius, formuoti L2D lervos stadija beli
reaguoti | aplinkos salygas: prisilietima, kvapa, skonj ir temperatiirag [39]. Nustatyta, kad jiems

budingas ir socialinis elgesys, mokymasis ir atmintis [40].

1.4.1 C.elegans anatominés savybés

Kaip ir daugelis kity nematoidy, C.elegans yra nesegmentuotos, cilindrinés formos kirminas su
galuose esanciais kiiginés formos suplonéjimais.

Suauges hermafroditas turi skirtingus organus ir audinius suformuojanéius 956 somatines
lasteles. Formuojami raumenys, hipodermis (oda), Zarnynas, reprodukciné sistema, liaukos ir nerviné
sistema sudaryta i§ 302 neurony [41]. Hermafroditas C.elegans turi aStuonis dopaminerginius
neuronus: keturis cefalinius ir du priesakinius dendritus galvos dalyje ir du uzpakalinius neuronus
uodegoje. Vyriskos lyties kirminas uodegingje dalyje turi SeSis papildomus dopaminerginius
neuronus [42].

ISoring kirminy dalj, taip pat ryklés ir iSorinés zarnos sieneles sudaro kolageninis epidermis
sudarytas i§ persidengiancio epidermio sluoksnio su j iSor¢ atsiverianCiomis audiniy poromis.
Pilvinéje galvos dalyje randama iStekamoji pora, viduryje kiino esancioje pilvinéje dalyje atsiveria
vulva, 0 uodegos pabaigoje — isangé. C.elegans nematoidy iSoriniame dangale aptinkami ir j
skirtingus dirgiklius reaguojantys sensoriniai neuronai. Epidermio i$skiriamas hipodermis sudarytas
18 specifiniy ,,syncytia® tipo Igsteliy struktiiry, pasikartojan¢iy koncentriniy Ziedy ir penkiy mazesniy
L»syncytia® lasteliy galvinéje nematoido dalyje bei trijy vienbranduoliy ir vienos ,,syncytia® tipo
lastelés uodegoje. Soninése kirminy dalyse hipodermis turi tarpsluoksniniy lasteliy intarpy, kurie
skirtingose vystymosi stadijose formuoja epiderm;.

Nematoidy struktiirai priklauso ir raumeny sistema. Raumeny lgstelés nuo neurony ir epidermio
atskiriamos pamatine membrana, o raumeninj audinj sudaro skaidulos, kurios suformuoja iSilgai kino
i$sidriekusias keturias kvadrato formos struktiiras. Dvi struktiiros i$sidést¢ nugarinéje ir dvi pilvingje
dalyse. Mazesnés raumeny lasteliy sankaupos randamos ryklés, vulvos, zarnyno ir tiesiosios Zarnos
srityse [43].

Aptariant vaisto ir jo taikinio sgveika, svarbu apzvelgti svarbiausias morfologines kirmino
strukttiras (1.2 pav.). Daugeliu atvejy vaistas | organizmg patenka per vidaus organus, kartais — per
oda. Norint pasiekti taikinio vieta vaistas turi pasizyméti bioprieinamumu ir prasiskverbti per zarny
membranas, taip pat pereiti ne tik taikinio lastelinius, bet ir audinj reguliuojan¢ius mechanizmus ir
taip sukelti pastebimg farmakologinj efekts. Atsakg C.elegans sukels tik tos molekulés, kurios

pasizymi in vivo aktyvumu [43].
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Byklé Zarnyno lastelés Zarnyno lumenas Oocitas Lytinés haukos

Chemosensoriniai ~ Sinapsé  Ventralné nervy sistema Séldos priimtuvas
neuronai Kiansinélis

1.2 pav. Supaprastinta suaugusio hermafrodito C.elegans kiino schema ir vaisto patekimas [44].
(a) maisto pasirinkimg lemia chemosensoriniy neurony veikla, jeigu vaistas turi nemalony skonj ar kvapg jis
gali biiti nejsisavinamas; (b) vaistas jsiurbiamas per rykle; (c) vaistas turi biiti absorbuojamas zarnyno lgsteliy;

(d) vaistas greitai iSneSiojamas po organizma.

Atsizvelgiant | paprastg anatoming sandarg ir savybes nematoidas C.elegans tapo svarbia
modeline sistema biomedicininiuose tyrimuose ir prisidéjo prie geresnio neurodegeneraciniy ligy
[45], diabeto [46], depresijos [47] molekulinio ligy mechanizmo iSaiSkinimo bei vaistiniy medziagy
toksisSkumo tyrimy. Modelio naudojimo privalumas lyginant su in vitro ar Igsteliniais modeliais yra
tai, kad vaisto — receptoriaus sgveika tiriama ne izoliuotoje sistemoje, o viso organizmo kontekste ne
tik gaunant reikiamus skaitinius rezultatus, bet kartu ir stebint pacio gyviino atsaka ir elgesj.

C elegans modelio naudojimas remiasi trimis bendraisiais principais. Pirmasis principas yra su
tiriama liga susijusio geno iSjungimas ar jjungimas ir fenotipiniy pokyc¢iy stebéjimas bei vertinimas.
Antrasis — konkretaus lastelinio ar molekulinio su liga susijusio mechanizmo tyrimas. Treciojo
metodo metu ekspresuojamas liga sukeliantis genas ir stebimi fenotipiniai C.elegans poky¢iai [48].
TrecCiasis metodas placiai naudojamas neurodegeneraciniy Alzhaimerio, Parkinsono, Hantingtono,
Aminotropinés lateralinés sklerozés ligy tyrimuose [49]. Transgeninés C.elegans linijos gali bati
kuriamos skirtingais metodais. Gali biti taikomas tradicinis mikroinjekcinis metodas, kuris yra
efektyvus ir salyginai paprastas transgeniniy kirminy kiirimo metodas. Jis yra ypa¢ naudingas norint
gauti konkrety fenotipg arba tiesioginiams sintetiniy mikroRNR ar kity molekuliy jterpimui
C.elegans [50]. Pastaraisiais metais pradétas naudoti ir biolistinio apSaudymo metodas. Jo metu
egzogeninés DNR jvedimas ] lastele atlickamas apSaudant Igstele DNR padengtomis aukso

mikrodalelmis. Lyginant su mikroinjekcijomis, $is biidas yra paprastesnis ir nereikalauja specialiy

iglidziy [51].
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1.4.2 Vystymosi ciklas

Kaip ir daugelio kity nematoidy, C.elegans vystymosi ciklas sudarytas i§ embriono, keturiy
lervos (L1-L4) ir brandos stadijy. Kiekvienos lervos stadijos pabaigoje, nematoidams biidingas
nérimasis, kurio metu numetamas senas epidermis ir sintetinamas naujas. Siuo momentu sustoja
maitinimasis, o gyvinas pereina j trumpg letargo stadija.

C.elegans embriogenezé gali bati skirstoma | dvi stadijas: proliferacija ir
organogeneze / morfogenezg. Proliferacija prasideda po apvaisinimo pra¢jus 330-350 min 22 °C
temperattiroje. Jos metu vyksta Igsteliy dalijimasis ir i§ vienos lastelés susiformuoja apie 550
nediferencijuoty lasteliy [52]. Si stadija skirstoma j kitas dvi stadijas. Pirmoji fazé (0—150 min) apima
zigotos formavimasi ir pirminiy embriono lgsteliy formavimasi, antroji (150-350 min) — Iasteliy
dalijimasi ir gastruliacijg, kol pasickiama organogenezés stadija [53]. Proliferacijos pabaigoje
embrionas yra sferoido formos ir turi trijy sluoksniy danga: ektoderma i§ kurios véliau formuojasi
hipodermis ir neuronai, mezoderma — ryklés formavimosi pagrindas ir endoderma i§ kurios toliau
formuojasi gemalas ir zarnynas. Organogenezés ir morfogenezé stadijoje (5,56 val. iki 12-14 val.)
vyksta pilnas gyviino formavimasis. Nematoidas turi diferencijuotus audinius ir organus. Sios stadijos
metu apsprendziama gyvino lytis. Po 150 min, hermafrodituose iSnyksta galviniai lydintys neuronai,
o vyriSkos lyties nematoiduose iSnyksta hermafroditams specifiski neuronai.

Po embrioninis vystymasis priklauso nuo i$siritusiy jaunikliy maitinimosi. Esant pakankamam
maisto kiekiui, lasteliy dalijimasis ir vystymasis tesiamas praéjus 3 valandoms po iSsiritimo i$
kiausinélio. Siomis salygomis gyviinas pereina visas keturias lervos stadijas (L1-L4) ir pasiekia
brandos stadija. L1-L4 lervos stadijy metu vyksta galutinis nervy ir reprodukcinés sistemos
vystymasis. Esant nepalankioms aplinkos salygoms, pavyzdZiui, feromony, maisto truikumui arba
netinkamai temperattirai L2 stadijos lervy vystymasis sustoja ir pereina j L2D fazg. Priklausomai nuo
aplinkos salygy ji gali toliau vystytis j L3 arba suformuoti dauerio lerva [54]. Dauerio stadijoje
gyvinas nesensta, sulété¢ja medziagy apykaita. Pageréjus saglygoms po 1 valandos, nematoidas iSeina
i§ Sios stadijos, po 3-4 valandy pradeda maitintis, 0 po 10 valandy pasiekia L4 stadija. Nematoidy

C.elegans vystymasis priklausomai nuo temperattiros nurodytas 1.1 lenteléje.
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1.1 lentelé. C.elegans vystymasis skirtingose temperattrose [55], [56].

Vystymasis skirtingose temperatiirose

16 °C 20°C 25°C

(16,0+0,3 °C) (19,5+0,5 °C) (25,0+0,2 °C)
Kiausinéliy padéjimas 0 val. 0 val. 0 val.
Kiausinéliy iSsiritimas 16-18 val. 10-12 val. 8-9 val.
Pirmasis nérimasis, letargas 36,5 val. 26 val. 18 val.
Antrasis nérimasis, letargas 48 val. 34,5 val. 25,5 val.
Treciasis nérimasis, letargas 60 val. 43,5 val. 31 val.
Ketvirtasis nérimasis, letargas 75 val. 56 val. 39 val.
Kiausinéliy déjimo pradzia 90 val. 65 val. 47 val.
Kiausinéliy déjimo 140 val. 96 val. 62 val.
maksimumas
Kiausinéliy déjimo pabaiga 180 val. 128 val. 88 val.
Ilgis po pirmo nérimosi 360 pm 370 um 380 pm
Ilgis po antro nérimosi 490 pm 480 um 510 pm
Ilgis po trecio nérimosi 650 pm 640 um 620 pm
llgis po ketvirto nérimosi 900 um 850 um 940 um
llgis brandos metu 1150 um 1060 um 1110 pm
Maksimalus kiausSinéliy 5,4/val. 9,1/val. 8,1/val.
déjimo daznis
Padéty kiausinéliy skaicius 275 280 170

1.4.3 C.elegans senéjimo tyrimai

Senéjimas yra kompleksinis procesas, kuris apima organy sistemy degeneracinius procesus.
Skirtingy organy sistemy irimas gali prasidéti skirtingu laiku ir skirtingu tempu, todél kiekvieno
organizmo sené¢jimas yra individualus. D¢l tokio kintamumo tyrimams reikalinga didelé tiriamyjy
populiacija, o skirtumai turi baiti validuojami remiantis statistine analize.

Analizuojant vaisty ar vaistiniy medziagy veikima pagal C.elegans modelj senéjimas yra vienas
i$ taitkomy tyrimy. Tokie tyrimai remiasi gyvenimo trukmés nustatymu ir prasideda ketvirtoje lervos
stadijoje. Privalumas yra nesudétinga eksperimento metodika — skai¢iuojami gyvi ir zuve individai.
Tiriamosios medziagos poveikis gali pasireik$ti vystymosi ir brandos, funkcinio silpnéjimo arba
abiejuose perioduose, o tyrimo metu galima iSmatuoti konkreciy fiziologiniy funkcijy silpnéjima,

pavyzdziui, reprodukcija ar kiino judesius [57]. Norint iSvengti klaidingy rezultaty, C.elegans
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kultaros iSvalymui ir nematoidy amziaus suvienodinimui vykdoma sinchronizacija. Sinchronizacija
gali buti vykdoma naudojant balinimg hipochlorito tirpalu, tuomet i§ kultiros pasalinamos bakterijos,
grybai, mielés bei visi kiausinélio apvalkalu nepadengti nematoidai [58].

Viena i§ C. elegans gyvenimo trukmés teorijy yra laisvyjy radikaly teorija, kuri teigia kad ROS
gali pazeisti makromolekules, todél sukelia degeneracinius senéjimo procesus [59]. Remiantis ja,
manoma, kad junginiai mazinantys ROS kiekj prailgina gyvenimo trukmg. Vitaminas E, dar Zinomas
kaip a-tokoferolis yra antioksidantas, todél galimai mazina ROS sukelta zala in vivo ir prailgina
gyviny gyvenimo trukme [60]. 1988 metais Haringtonas ir Harlis nustaté, kad laukinio tipo C.elegans
veikiant 200 pg/ml Vitamino E tirpalu, kirminy amzius pailgéjo 17-23 % [61], 2002 metais,
nustatyta, kad veikiant eukarionu-8 ir eukarionu-134 trukmé pailgéja 54 % [62], kofermentu Q1o —
18 % [63], taciau iki galo néra iStirta ar toks poveikis yra dél ROS pazaidy mazinimo ar dél su
oksidaciniu stresu nesusijusiy mechanizmy.

ROS mazéjimo sukeliamas C. elegans gyvenimo trukmés pailgéjimas tirtas ir su junginiy
miSinius sudaranciais augaly ekstraktais. Nuo seno zinoma, kad mélyniy preparatai pasizymi
antioksidacinémis ir prieSuzdegiminémis savybémis. Vilsonas su kolegomis istyré jy ekstrakto
poveikj naudojant C.elegans modelj. Nustatyta, kad mélyniy ekstraktas veikdamas su amziumi
susijusias organizmo struktiiras gyvenimo trukme pailgina 28 % [64]. Norint nustatyti veikimo
mechanizmg genetiniame lygmenyje mélyniy ekstraktas buvo tiriamas su skirtingas mutacijas
turinciais C.elegans kirminais.

Kitas gerai zinomas augalas ginkmedis yra ilgaamzis, nuo seno naudojamas tradicingje ir
modernioje medicinoje. Standartizuotas ginkmedzio lapy ektraktas sudarytas i§ ginko-flavony
glikozidy (24 %) ir terpenoidy (6 %). Kai kuriose Salyse, ginkmedZio augalas vertinamas dél savybés
mazinti su amZiumi susijusiy psichologiniy funkcijy silpné€jimg, todél juo buvo susidométa ir
ekstraktas istirtas naudojant C.elegans modelj. Nustatyta, kad 100 pg/ml ginkmedzio lapy ekstraktas
neveikia galutinés kirminy gyvenimo trukmés, taciau 10 % prailgina viduting trukme. Vienas
ekstrakto komponentas, flavanoidas tarariksetinas, amziy prailgina 28 % [65]. Tiriant i§ keleto
junginiy sudarytus ekstraktus svarbu nustatyti ar poveikj daro konkretus komponentas ar keleto
junginiy miSinys. Svarbu identifikuoti veikliaja medziaga, kadangi tik tada galima suprasti konkrety
veikimo mechanizma.

Senéjimo tyrimai in vivo pritaikant C.elegans modelj buvo panaudoti ir Zalios kavos ekstrakto
tyrimuose ir nustatyta, kad ekstraktas sumazina oksidacinj stresg ir taip prailgina C.elegans gyvenimo
trukme. Rezultatai pagrindziami ekstrakta sudaranciy polifenoliniy junginiy antioksidacinémis
savybémis [35]. Taip pat nustatyta, kad didesniu veiksmingumu pasizymi junginiy miSinys
(ekstraktas), o ne pavieniai ekstrakta sudarantys junginiai, todél palaikoma idéja, kad naudingesnémis

savybémis pasizyméty farmacinj preparatg sudarantis junginiy misinys.
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1.4.4 C.elegans modelyje naudojami aplinkos sukeliama stresg identifikuojantys molekuliniai

Zymekliai

Nematoidai C.elegans yra trumpaamziai ir turi Zmogaus genams homologisky seky, todél
modelis imtas naudoti jvairiy cheminiy medZziagy poveikio tyrimams in vivo. Nematoidy naudojimas
genetiniams tyrimams pagrijstas ir optiSkai permatoma kiino danga bei nesudétingu geny reporteriy
perkélimu, kurie jterpti j C.elegans genoma gali biiti itin lengvai aptinkami. Sios savybés leidzia
vizualizuoti geny rai$ka ir analizuoti lastelés genetines savybes in vivo. Manipuliavimas C.elegans
genomu laikomas nesudétingu, nes geny isjungimas gali biiti atliktas naudojant informacing RNR
arba tiesioging mutagenezg.

Nematoidas yra pirmasis daugialastelinis organizmas, su pilnai nuskaitytu genomu ir pasizymi
konservatyvumu su aukStesniaisiais eukariotais ir Zinduoliais. Net 80 % kirminy geny yra Zzmogaus
geny homologai, todél tokie procesai kaip apoptoze, atsakas j stresg ir daugelis biocheminiy keliy gali
bati tiriami naudojant C.elegans modelj [66]. Ankstesniy tyrimy metu nustatyta, kad nematoidus
C.elegans veikiant aktyviais cheminiais junginiais, antioksidacinés medziagy savybés gali biiti
nustatomos analizuojant glutationo-S-transferazés (GST), superoksido dismutazés (SOD) [67] bei
stebint suaktyvéjusig Siluminio Soko baltymy (HSP) geny raiska [68]. Oksidacinio streso tyrimai gali
bti atliekami naudojant transgenus, kuriy produktas yra zaliai fluorescuojantys baltymai, o rezultatai

stebimi naudojant elektroninj mikroskopa.

1.5 Baigiamojo projekto temos ir uZdaviniy pagrindimas

Raudonasis dobilas yra placiai paplites augalas, kuris nuo seno naudojamas jvairiy ligy
gydyme, ta€iau iSorinis ekstrakto panaudojimas néra iki galo iStirtas.

Kaip ir aptariama magistro baigiamojo projekto literatiiros apzvalgoje, mokslingje literatiiroje
galima rasti tyrimy, kuriuose nustatytas izoflavony antioksidacinis poveikis, taip pat teigiama
ekstrakto jtaka zaizdy gijime ar odos sudirgimo mazinime, taciau raudonyjy dobily ekstrakto skvarba
1 gilesnius odos sluoksnius yra menkai istirta. Svarbu rasti efektyvig transderminio pernesimo sistema
kartu iStiriant ir raudonyjy dobily ekstrakto ir formuluotés toksiSkuma.

Kadangi didéjant oro uZterStumui susiduriame su vis didesniu ultravioletinés spinduliuotés
kiekiu, svarbu, jog oda biity tinkamai apsaugota nuo kenksmingy ROS susidarymo, todél
baigiamajame magistro projekte taip pat tiriamos antioksidacinés raudonyjy dobily ekstrakto ir jo

nanonesiklio (niosomy) formuluotés savybeés.
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2. TYRIMO METODIKA
2.1 Tyrimo objektas

Tyrimuose naudojamas standartizuotas raudonyjy dobily ekstraktas IFL40 ir jo formuluoté
NioSkin™ RCLA40, gauta i§ Sveicarijoje jsikiirusios jmonés Linnea SA.

NioSkin™  formuluote sudaro nanonesiklis su jterptu dobily ekstraktu (2.1 lentelé). Pagal
gamintojo informacija ekstraktas formuluotéje sudaro 3-5 %. Eksperimenty metu laikoma, kad

veikliyjy medziagy kiekis sudaro 3 % formuluotés.

2.1 lentelé. Raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesiklio formuluotés sudétis.

Raudonyjy dobily ekstraktas

Komponentai Kiekis, %
Biochaninas A 22,6
Formononetinas 19,3
Genisteinas 0,8
Daidzeinas 0,4

13 viso izoflavony: ne maziau 40 %

NanoneSiklio formuluoté

Vanduo

Alyvuogiy aliejaus poligliceril-6 esteris
Glicerinas

Trifolium pratense ekstraktas
Magnololas

Honokiolas

2.2 Naudotos medZiagos ir jranga

2.2.1 Medziagos

Raudonojo dobilo ekstraktas IFL40, Linnea SA, Sveicarija

Raudonojo dobilo formuluoté NioSkin™ RCL40 Linnea SA, Sveicarija
Etanolis (96,6 %) Sigma-Aldrich, JAV

Metanolis (96,6 %) Sigma-Aldrich, JAV

3T3 Balb/c pelés fibroblasty Igsteliy linija, DSMZ, Vokietija

HaCaT pelés keratinocity lgsteliy linija, DSMZ, VoKietija

Dulbeko modifikuota Eagle terpé (DMEM) (1X)+GlutaMax™, Life Technologies, JAV
Sudétinis antibiotiky tirpalas (penicilino-streptomicino tirpalas), Sigma-Aldrich, JAV
Tripsinas (1X), Life Technologies, JAV
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= Hanko subalansuotas druskos tirpalas (HBSS), Life Technologies, JAV

» Fetalinis jaucio serumas (FBS), Life Technologies, JAV

» Triptano mélio dazy tirpalas (0,4 %) Sigma-Aldrich, JAV

= 2" 7'-dichlorofluorescino diacetatas (DCFDA, = 97 %), Sigma-Aldrich, JAV

= 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas (MTT), Sigma-Aldrich, JAV

» Nematoidai C.elegans: N2 (laukinio tipo), CL2166 (gst-4::GFP), CL2070 (hsp-16.2::GFP),
ST4005 (hsp-4::GFP), CF1553 (sod-3::GFP), Caenorhabditis Genetics Center, JAV

= Escherichia coli (OP50), Caenorhabditis Genetics Center, JAV

» KH2PO4 (99,8 %), Sigma-Aldrich, JAV

» Na;HPO4 (99 %), Sigma-Aldrich,JAV

= NaCl (99 %), Sigma-Aldrich, JAV

= MgS04 (99 %), Sigma-Aldrich, JAV

= Agaras, Sigma-Aldrich, JAV

= Peptonas, Fluka Analytical, Vokietija

= CaCl2 (99 %), Sigma-Aldrich, JAV

= NaOH, Sigma-Aldrich, JAV

» Baliklis ,,Eau javel concentrée” (9,5 % natrio hipochloritas) Sea France Generic Brands,
Pranciizija

» Dimetilsulfoksidas (DMSO) (=99,9 %, (GC)), Sigma-Aldrich, JAV

5-fluoro-2°-deoksiuridinas (FUdR) (12,5 mg/l) Sigma-Aldrich, JAV

2.2.2 Iranga

» Kapiliarinis skys¢iy chromatografas ACQUITY UPLC H-Class, Waters, JAV
= Kolonéle Acquity UPLC BEH C18 (130 A, 1,7 um, 2,1 mm X 100 mm), Waters, JAV
= UVP MRL-58 Multiple-ray lempa, UVP, Jungtiné Karalysté

» Radiometras UVX, UVP, Jungtiné Karalysté

» Peristaltiné pompa MasterflexW L/SW, Cole-Parmer Instrument Co., JAV

= Mikroskopas Olympus CKX41, Vokietija

= Centrifuga 5810R Eppendorf, Vokietija

» Ultragarso vonelé USC-THD, VWR, Jungtiné Karalyste

= Analitinés svarstyklés ABT 100-5M, Kern & Sohn GmbH, Vokietija

= Laminaras Herasafe KS, Thermo Scientific, JAV

= Hemocitometras Neubauer, Vokietija

Spektrofotometras Lambda 25, PerkinElmer, JAV
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Fluorimetras Fluoroscan Ascent, Thermo Fisher Scientific, JAV
Centrifuga Mega Star 600/600R, VWR, Jungtiné Karalysté
15 °C, 20 °C, 25 °C inkubatoriai Sanyo MIR153, Japonija

= Sviesinis mikroskopas Leica MZ6, Vokietija
Lemputé Gasprofi 2 SCS, WLD Tech, Vokietija
Fluorescencinis mikrosopas Leica M205 FCA, Vokietija

Inkubatorius Memmert Ivf Co2, Vokietija

Vandens vonelé Polytest 20, Bioblock Scientific, Pranctizija

2.3 Raudonuyjy dobily veikliyjy junginiy skvarbos tyrimas ex vivo

2.3.1 Skvarbos per Zmogaus odg tyrimai ex vivo

Bendrasis skvarbo per odg tyrimas in vitro aptariamas OECD gairése [69]. Standartinés
difuzinés celés sudarytos i§ donoriniy ir akceptoriniy daliy atskirty odos méginiu ar atitinkama
membrana [70]. Skvarba jvertinama nusta¢ius junginio patekimg per membrang per tam tikrg laika i$
donorinés terpés | akceptoring. Difuzinés celés turi buti: inertisSkos, leisti naudoti skirtingy storiy
membranas ar odos meginius, uztikrinti pastovig temperatiirg, membranos vientisuma, kontaktg tarp
membranos ir akceptorinés terpes bei leisti patogiai imti méginius.

1985 metais Bronaugh su kolegomis teigé, kad difuzinés celés (2.1 pav.) gali veikti esant
nuolatiniam receptorinés terpés atsinaujinimui ir jas pavadino pratakiomis difuzinémis celémis [70].
Tokios celés turi privalumy, kadangi leidzia i§ receptorinés terpés imti pavyzdzius realiu laiku, taip
pat sunkiai tirpstantis tiriamasis junginys nenuséda receptoringje terpéje, todél sudaromos
palankesnés salygos tikslesniems eksperimenty duomenims.

Eksperimentas ex vivo atliekamas naudojant modifikuotas pratakias Bronaugh tipo difuzines
celes. Eksperimentai su zmogaus oda patvirtinti Kauno regiono bioetikos komiteto. Oda gauta po
abdominoplastinés operacijos i§ 25-40 mety amziaus motery pries tai gavus jy sutikimg. Nuo odos
pasalinami papildomi riebalai, ji uzSaldoma ir sandé¢liuojama ne ilgiau nei 6 ménesius —20 °C
temperatiiroje.

Akceptoriné terpé cirkuliuojama peristaltine pompa (MasterflexW L/SW, Cole-Parmer
Instrument Co., JAV). Zmogaus oda létai atildoma, sukarpoma j mazas dalis ir jtvirtinama j difuzines
celes (difuzijos plotas 0,64 cm?). Palaikoma pastovi sistemos temperatiira 371 °C. Oda 1 val.
kalibruojama po ja cirkuliuojant akceptorinei terpei (0,9 % NaCl + 0,005 % NaNs3). Kontroliniu
méginiu laikomas glicerolyje istirpintas raudonyjy dobily ekstraktas (3 % ekstrakto glicerolyje 24 val.
maisoma magnetinéje maisykléje). Tyrime donorinéms terpéms naudojamas kontrolinis méginys ir
nanonesiklio formuluoté (Linnea SA, Sveicarija). Kiekvienai salygai tiriami septyni odos méginiai.
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Ant odos dedamas ne maZzesnis nei 0,2 g tiriamosios medziagos kiekis. Akceptorinés terpés t€kmes
greitis 0,6 ml/min. Po 24 val. nuo odos pavirSiaus atsargiai pasalinamas lik¢s donorinis tirpalas ir 2
kartus praplaunamas 0,5 ml etanoliu (96,3 %) ir 3 kartus 0,5 ml distiliuotu vandeniu. Ant jkaitusios
plytelés pakaitinus tirtus odos méginius skalpeliu atsargiai atskiriamas epidermis ir derma. 30 min
ultragarso voneléje vykdoma ekstrakcija (USC-THD, VWR, Jungtiné¢ Karalysté), o tirpalai po
ekstrakcijos bei donorinés ir akceptorinés terpés analizuojamos efektyviosios skysciy
chromatografijos metodu.

2.1 pav. Pratakios difuzinés celés blokas [71].
(A) Oda jtvirtinama ant atbrailos ir pritvirtinama uzsukant suktuka. (B) Aliuminis laikymo blokas. Fiziologinés

temperattiros palaikymui i§ vandens vonelés pumpuojamas Siltas vanduo.

Raudonyjy dobily veikliyjy junginiy skvarba j odg vertinama atsizvelgiant j 0d0S méginiy mase
ir pagal gautus rezultatus apskai¢iavus srautg bei junginiy kiekj prasiskverbusj j epidermj ir derma.
Junginio srautas apskaiCiuojamas: 1 pg junginio 1 g dermos / epidermio. Remiantis gautais
duomenimis apskai¢iuojama kiek karty nanonesiklis pagerina raudonyjy dobily ekstrakto skvarbg per
oda. ReikSmés gaunamos nustatant santykj tarp prasiskverbusiy junginiy kiekio pro epiderm;j ar
dermg i§ niosomy formuluotés lyginant su kontroline grupe ir i§ gauty rezultaty iSvedamas vidurkis.
Rezultaty patikimumas vertinamas naudojant Microsoft Excel ANOVA Single-factor metoda
(Microsoft Excel 2013).

Zmogaus oda po eksperimento uz$aldoma skystame lede, jvyniojama j aliuminio folija ir iKi

utilizavimo sandéliuojama —80 °C.

2.3.2 Efektyviosios skys¢iu chromatografijos metodika

Raudonyjy dobily ekstrakto analizei efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu pasirinkti
du pagrindiniai veiklieji junginiai — metilintos izoflavony formos biochaninas A ir formononetinas,
kurie remiantis aptarta literatiira pasizymi estrogeniniu, antioksidaciniu, odos sudirgimg mazinanciu

poveikiu.
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Analizé atlikta 254 nm detekcijos bangos ilgyje naudojant chromatografg ACQUITY UPLC H-
Class (Waters, USA) su kolonéle Acquity UPLC BEH C18 (130 A, 1,7 um, 2,1 mm X 100 mm)
(Waters, JAV). Tirpikl} A sudaro acetonitrilas, o tirpiklj B — 0,1 % (v/v) trifluoroacetiné rtgstis
vandeniniame tirpale. Mobilioji fazé¢ 5 min. linijiskai keliama nuo 70 % iki 10 % tirpiklio A, nuo
30 % iki 90 % tirpiklyje B. Injekcijos kiekis 1 ul. Kolonéléje palaikomas 0,5 ml/min tékmés greitis
ir 30 °C temperatiira. Gautas iSplauty medziagy sulaikymo laikas lyginamas su etalony sulaikymo

laiku. Metodo validavimas apraSytas ankstesniuose kolegy darbuose [72].

2.4 Raudonujy dobily ekstrakto tyrimai pritaikant lasteliy modelj

2.4.1 Lasteliy séjimas ir tankio nustatymas

Eksperimentui naudojami imortalizuoti zmogaus keratinocitai HaCaT ir Balb/c 3T3 Iasteliy
kulttra — imortalizuoti pelés fibroblastai.

Lasteliy kultivavimas atlickamas steriliomis sglygomis laminare (Thermo Scientific, JAV). 10
% lasteliy auginimo terpés sudaro FBS — fetalinis jau¢io serumas (Life Technologies, JAV), 1 %
sudétinis (penicilino-streptomicino) antibiotiky tirpalas (10000 1U/mI-10000 pg/ml) (Sigma-Aldrich,
JAV) ir DMEM terpé (Dulbeko modifikuota Eagle terpé) su gliutamatu (Life Technologies, JAV).
Keiciant terpe lastelés praplaunamos 1-3 ml HBSS tirpalu (Hanko subalansuotas druskos tirpalas)
(Life Technologies, JAV).

Lastelés yra adhezuojancios, todél norint atkelti nuo flakono dugno paveikiamos 1,5-3,5 ml
tripsino fermentu (1X) (Life Technologies, JAV), kuris tarp lasteliy suardo tarplgstelines jungtis.
Naudojamas tripsino kiekis priklauso nuo flakono, kuriame auginamos lastelés dydzio. Tripsinavimo
salygos pasiekiamos Igsteles laikant inkubatoriuje (Memmert Ivf Co2, Vokietija) 37 °C
temperattroje, 5 % CO2 kiekiui, tripsinavimo laikas HaCaT ir 3T3 lasteliy kultGroms atitinkamai yra
13 ir 5 min. Tripsinas deaktyvuojamas ant atkibusiy lasteliy ir tripsino tirpalo uzpilant dviguba kiekj
terpés. MiSinys centrifuguojamas centrifugoje 5810R (Eppendorf, Vokietija) 5 min esant 1000
aps/min greiciui.

Po veikimo tripsinu ir centrifugavimo supernatantas nupilamas, lastelés uzpilamos 1 ml terpés,
suspenduojamos ir skai¢iuojamas lgsteliy tankis. Skaiciavimas atliekamas naudojant hemocitomera
Neubauer (Vokietija) sumaisius 20 ul 1gsteliy suspensijos ir 20 ul triptano mélio dazy tirpalo (0,4 %)
(Sigma-Aldrich, JAV). Lastelés nenusidaziusios mélynai yra laikomos gyvybingomis. Mélyna
lasteliy spalva reiSkia, kad lgsteliy membrana buvo pazeista, todél lastelés zuvo. Skai¢iuojami
keturiuose atsitiktiniuose langeliuose esanc¢ios gyvybingos lastelés.

Lasteliy kiekis 1 ml apskaiciuojamas:
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n=(a+b+c+d)”4,2"5000
n — lasteliy skaicius 1 ml;
a, b, ¢, d — lgsteliy skai¢ius keturiuose langeliuose;
4 — padauginus gaunamas lasteliy Kiekis visuose hematocitometro kameros langeliuose;
2 — skiedimy skaicius;

5000 — konstanta
2.4.2 Lasteliy gyvybingumo tyrimai in vitro

Lasteliy gyvybingumo tyrimas atliekamas naudojant 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5—-
difeniltetrazoliobromido (MTT) testa, kuris paremtas medziagy citotoksiskumo nustatymu
kolorimetriniu metodu. Tyrimo metu nustatomas gyvose lastelése esantis mitochondrijy
dehidrogenazés aktyvumas: nuo NAD(P)H priklausomos oksoreduktazés veikia geltonos spalvos
MTT daza, kuris virsta netirpiais purpurinés spalvos formazano kristalais ((E, Z)-5-(dimetiltiazol-2-
il)-1,3-difenilformazanas) (2.2 pav.). Prie§ matuojant tirpaly absorbcija formazano kristalai
iStirpinami organiniame dimetilsulfoksido (DMSO) tirpiklyje (Sigma-Aldrich, JAV).

- N—M
O~ = (O

N=N{__g - N=N

MTT Formazanas

2.2 pav. MTT redukcijos reakcija.

Eksperimentui naudojamos 96 Sulin¢liy lékstelés, kuriy kiekviename Sulinélyje uzséjama
20 tukst. HaCaT / 3T3 lasteliy. Lastelés 24 val. auginamos inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje, 5 %
CO; atmosferos sglygomis. Po 24 val. lgstelés veikiamos tiriamaisiais 50-0,5 pg/ml raudonyjy dobily
ekstrakto ir niosomy formuluotés tirpalais. Lastelés laikomos tomis paciomis salygomis dar 24 val.
Tyrimo metu nuo lasteliy nupilama terpé, o Sulinéliai perplaunami juos pripildant 100 ul HBSS
tirpalo. Procediira kartojama du kartus. Tirpalas paSalinamas nuo lgsteliy ir kiekvienas Sulinélis

pripildomas 180 ul HBSS tirpalu ir 20 pl 5 mg/ml MTT dazu (Sigma-Aldrich, JAV) istirpintu HBSS
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tirpale. Tyrimas atlickamas saugant MTT dazg nuo Sviesos. Po 2 val. inkubacijos tamsoje 37 °C
temperatiroje, HBSS ir MTT tirpalas pasSalinamas ji nupilant, o susidar¢ formazano Kkristalai
iStirpinami 100 pl DMSO tirpale. Praéjus 15 min inkubacijos tamsoje, rezultatai gaunami matavimus
atliekant spektrofotometru Lambda 25 (Perkin Elmer, JAV). Absorbcija matuojama esant 550 ir
620 nm bangos ilgiui. Eksperimentas kartojamas tris kartus. Lasteliy gyvybingumas apskai¢iuojamas
naudojant Microsoft Excel programa (Microsoft Excel 2013). Rezultaty patikimumas nustatomas
ANOVA Single-factor metodu.

2.4.3 UV apsauginio poveikio tyrimai in vitro

ROS nustatymui naudojamas 2',7'-dichlorofluorescino diacetatas (DCFDA) (Sigma-Aldrich,
JAV). DCFDA yra nefluorescuojantis, lipofilinis, nejoninis junginys, kuris difuzijos budu
prasiskverbia per lgstelés membrang | citoplazmg. Nustatyta, kad naudojant §j daza galima aptikti ne
tik H202, bet ir peroksilo ir hidrokslo radikalus [73]. Metodas pagristas j lasteles patekusio DCFDA
deacetilinimu  veikiant vidulastelinémis esterazémis. Deacetilinus  junginj, jis tampa
nefluorescuojanciu 2’,7'-dichlorofluorescinu (DCFH), taciau lastelés viduje yra veikiamas ROS ir
oksidacijos reakcijos metu virsta j fluorescuojantj 2,7-dichlorofluoresceing (DCF) (2.3 pav.).
Padidé¢jus vidulasteliniy ROS koncentracijai fluorescencijos intensyvumas padidéja, o sumaZzéjus

stebimas intensyvumo sumazéjimas.

2.3 pav. ROS nustatymas naudojant DCFDA daZzg.

Tyrimas atliekamas HaCaT / 3T3 lasteles uzséjant 96 Sulinéliy lékstelése po 20 tikst.
kiekviename Sulinélyje. Lastelés 24 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5 % COz aplinkoje.

ParuoSiamas 2,5 mg/ml koncentracijos dazas DMSO tirpiklyje. DaZo apsaugai nuo skilimo,
tyrimai vykdomi tamsoje. 20 ul 2,5 mg/ml DCFDA dedama j 10 ml HBSS tirpalg Sviesai
nepralaidziame meégintuvélyje ir laikoma 10 min. Lastelés praplaunamos 100 pl HBSS tirpalu,
uzpilamos 200 pl paruostu DCFDA / HBSS tirpalu ir Igsteléms jprastomis sglygomis inkubuojamos

45 min. Po inkubacijos dazo tirpalas paSalinamas, o lastelés uzpilamos 200 ul necitotoksiniy

30



raudonyjy dobily ir nanone$ikliy formuluotés koncentracijy tirpalais (1-10 pg/ml). Lastelés
inkubuojamos 60 min.

[Smatuojama susidariusio 2',7'-dichlorofluorescino fluorescencija pries veikima spinduliuote.
Naudojamas fluorimetras Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher Scientific, JAV) tyrimui pasirinkus
485 nm suzadinimo ir 538 nm emisijos filtrus. Po inkubacinio laikotarpio naudojant lempg UVP
MRL-58 (UVP, Jungtiné Karalysté) lastelés veikiamos 2,5 J/em? UVA ir matuojama fluorescencija
po $vitinimo praéjus 0, 5, 15, 30 ir 60 min. Analogiskas tyrimas atliekamas veikiant 50 mJ/cm? UVB
spinduliuote. Eksperimentas kartojamas tris Kkartus. Lasteliy gyvybingumas apskai¢iuojamas
naudojant Microsoft Excel programg (Microsoft Excel 2013). Rezultaty patikimumas nustatomas

ANOVA Single-factor metodu.

2.5 Raudonojo dobily ekstrakto ir formuluotés toksiSkumo tyrimai naudojant C.elegans

modelj

2.5.1 Nematoidy auginimas

Nematodai C.elegans auginami Petri lékstelése (Sarstedt, Vokietija) nematoidy auginimo
(NGM, angl. Nematoid Growth Medium) terpéje, kuri ruosiama remiantis IBMM ( angl. Institute of
Biomolecules Max Mousseron) instituto (Monpeljé, Pranciizija) protokolu. 1 litro tirpalui paruosti
naudojama: 3 g NaCl, 20 g agaro, 2,5 g peptono ir 975 ml vandens. Tirpalas autoklavuojamas. Po
autoklavavimo tirpalui atvésus iki 55 °C temperatiiros papildoma 1 ml 1 M CaClz, 1 ml 5 mg/ml
etanoliniu cholesterolio tirpalu, 1 ml 1 M MgSOg ir 25 ml 1 M KH2PO4 (pH = 6). Paruosta terpé
paskirstoma j Petri léksteles ir kambario temperatiiroje paliekama stingti. Sustingus terpei lékstelés
papildomos E.coli bakterijy kultiira ir saugomos 37 °C temperatiiros inkubatoriuje (Memmert,
Vokietija).

2.5.2 C.elegans kultiiros sinchronizavimas

Tyrimui naudojami vienodo amziaus laukinio tipo (N2) nematoidai (Institute of Biomolecules
Max Mousseron, Pranciizija), todél atlickamas C.elegans sinchronizavimas. Sinchronizavimas
vykdomas steriliomis saglygomis, naudojant M9 tirpalg. M9 tirpalas ruoSiamas remiantis IBMM (angl.
Institute of Biomolecules Max Mousseron) instituto (Monpeljé, Pranciizija) protokolu. 1 litro tirpalui
paruosti naudojama: 3 g KH2POa, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1 ml MgSOys ir praskiedziama distiliuotu

vandeniu iki 1 1. Paruostas tirpalas sterilizuojamas autoklavuojant.
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Petri I¢ékstelé su joje auganciais jvairaus amziaus nematoidais du kartus uzpildoma 5 ml M9
tirpalu, o turinys perkeliamas j 15 ml centrifuginj mégintuvélj. Antro plovimo metu nematodai ir jy
kiausinéliai atkeliami naudojant stikling lazdele. Turinys 3 min centrifuguojamas centrifugoje (VWR,
Jungtiné Karalysté) esant 1600 rpm apsisukimy greiciui. Supernatantas pasalinamas, nuosédos iKi
7 ml Zymos uzpilamos M9 tirpalu. Procediira pakartojama dar du kartus — centrifuguojant 2 min ir
taip pasalinant E.coli bakterijas. Po treciojo centrifugavimo kartu su nuosédomis palickama 3,5 ml
supernatanto. Likes tirpalas (nuosédose esantys nematodai ir jy kiausinéliai) uzpilamas 0,5 ml 5 M
NaOH tirpalu ir 1 ml baliklio (9,5 % natrio hipochlorito tirpalas). Maksimalus sinchronizavimo
balikliu laikas yra 5 min. Balinimas vykdomas 3 min S$velniai vartant mégintuvél; ir 2 min
centrifuguojant esant 1600 rpm. Supernatantas pasalinamas, o nuosédos plaunamos mégintuvélj
pripildant iki 7 ml M9 tirpalo ir centrifuguojant 2 min 1600 rpm. Centrifugavimas kartojamas du
kartus. Paskutinio plovimo metu paliekama 0,2 ml supernatanto. Turinys homogenizuojamas ir po
100 pl perkeliama j naujai paruostas Petri I€ksteles su mitybine NGM terpe ir E.coli bakterijomis.

Sinchronizavimo metu iSgyvena tik C.elegans kiausinéliai, taip pat balinimas i§valo nematoidy
kulttirag nuo pasaliniy medziagy. ISdzitvus j Petri 1ékstele jkeltai nematoidy kultiirai, lékstelés
perkeliamos j inkubatoriy (Sanyo, Japonija) ir auginamos kol pasieks reikiamos stadijos branda.

Auginimo temperatiira priklauso nuo norimo nematoidy vystymosi grei¢io (Zr. 1.4.2).

2.5.3 Raudonyjy dobily ekstraktu ir formuluote paveikty C.elegans senéjimo tyrimas

Paruo$iami tiriamieji dobily ekstrakto ir nanone$ikliy formuluotés tirpalai. Gaminamas
200 pg/ml raudonojo dobilo ekstrakto tirpalas. 0,01 g ekstrakto istirpinama 100 pl DMSO ir steriliu
S-bazés tirpalu pripildomas iki 50 ml Zymos. DMSO kiekis tirpale siekia 0,2 %. RuoSiamas pradinis
4 mg/ml j niosomas inkorporuoto ekstrakto tirpalas. Pasveriama 0,667 g formuluotés preparato ir
steriliu S-bazés tirpalu praskiedziama iki 5 ml. Paruosti pradiniai tirpalai naudojami C.elegans
sen¢jimo eksperimenty tiriamiesiems tirpalams paruosti.

S-bazinis tirpalas pagaminamas remiantis IBMM (angl. Institute of Biomolecules Max
Mousseron) instituto (Monpeljé, Pranciizija) protokolu. 1 litro tirpalui paruosti naudojama 5,9 g NaCl
ir 50 ml 1 M kalio fosfato, o likes tiiris uzpildomas vandeniu. Tirpalas autoklavuojamas. Po
autoklavavimo tirpalui atvésus iki 55 °C temperatiiros jpilamas 1 ml 5 mg/ml etanolinio cholesterolio
tirpalo.

C. elegans senéjimo eksperimentai atlickami 96 Sulinéliy 1ékstelése. Vieno Sulinélio galutinis
taris 200 pl. Tirpalg sudaro 16 pl nematoidy mitybai reikalingy E.coli bakterijy (Caenorhabditis
Genetics Center, JAV), kuriy dauginimasis stabdomas 2 val. $ildant 65 °C temperatiros voneléje

(Bioblock Scientific, Pranciizija), nematoidy augimg stabdantis 2,5 ul (1X) 5-fluorodeoksiuridinas
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(FudR) (Sigma-Aldrich, JAV) ir paruosti atitinkami raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesiklio
formuluotés tirpalai. Tiriami 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml ir 0,1 pg/ml ekstrakto bei nanonesiklio
formuluotés tirpalai atitinkantys 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,1 pg/ml ekstrakto koncentracijas. | lekstelés
Sulinélius pilamas atitinkamas kiekis tiriamojo tirpalo, o likes tiiris uZpildomas S-baze. Kontroliniame
meéginyje naudojamas S-bazinis tirpalas ir didZiausios tiriamos koncentracijos (10 pg/ml) paruosSimui
naudojamas DMSO kiekis (0,25 pul). Paruosti skirtingy koncentracijy tirpalai i$pilstomi j 10 Sulinéliy,
o j kiekvieng jy jkeliami penki L4 stadijos nematoidai C.elegans. Kiekvienos koncentracijos tirpalams
tirti naudojama 50 nematoidy.

Sumazinti garavimui, 1ékStelés sutvirtinamos parafilmo juosta ir laikomos 20 °C temperatiros
inkubatoriuje. Kiekvieng dieng skaiCiuojami iSgyven¢ nematoidai. Rezultaty patikimumui uztikrinti
eksperimentas kartojamas tris kartus. Duomenys analizuojami naudojant XLSTAT programa
(Addinsoft, JAV) Kaplan-Meier (KM) metoda.

2.5.4 Ekstrakto ir niosomy formuluotés poveikis su senéjimu susijusiy geny suzZadinime

Tyrimui naudojamos keturios nematoidy C.elegans linijos (Caenorhabditis Genetics Center,
JAV) turincios pakeista gst-4::GFP (CL2166), hsp-16.2::GFP (CL2070), hsp-4::GFP (ST4005) ar
s0d-3::GFP (CF1553) uz stresg atsakingg geng, kuris esant nepalankioms sglygoms aktyvuojamas ir
stebima fluorescencija. Prie$ tyrima nematoidai sinchronizuojami ir kultivuojami kol pasiekia L4 arba
ankstyvos brandos stadija.

ParuoSiami pradiniai 200 pg/ml ekstrakto ir 4 mg/ml nanoneSiklio formuluotés tirpalai (Zr.
2.5.3). Eksperimento metu tiriami 0,1 ug/ml, 1 pg/ml raudonyjy dobily ekstrakto ir analogiSkas
ekstrakto koncentracijas turin¢io nanonesiklio preparato tirpalai.

Stresinémis sglygomis suzadinamy geny tyrimas atlieckamas 12 Sulinéliy 1ékstelése (Falcon,
JAV). Galutinis tirpalo tiris Sulinélyje 4 ml. Tirpalg sudaro 320 ul E.coli bakterijy, 4 pl nematoidy
vystymasi stabdantis FudR (1x), atitinkamas kiekis tiriamojo tirpalo, o likes tiris iki 4 ml uzpildomas
S-bazés tirpalu. Tyrime naudojamas kontrolinis méginys — S-bazinis tirpalas. Kiekvienam méginiui
tirti ] tirpalus jkeliama 50 nematoidy C.elegans. Bandymas atlickamas su kiekviena pakeista geng
turin¢ia nematoidy linija. ParuoSiami du analogiSki bandymai rezultatams fiksuoti po 4 ir 7 dieny.

Rezultatai stebimi UV §viesoje naudojant mikroskopg Leica M205 FCA (Vokietija).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Raudonuyjuy dobily ekstrakto veikliyjy junginiy skvarba per oda

Skvarbos tyrimy metu buvo siekiama nustatyti raudonyjy dobily ekstrakto veikliyjy junginiy
formononetino ir biochanino A skvarba per oda naudojant niosomy formuluotg. Kontroliniu méginiu
naudotas 3 % ekstraktas glicerolyje.

Tyrimy su zmogaus oda ex vivo ir HPLC analizés metu nustatyta, kad niosomos pagerina
raudonyjy dobily izoflavony skvarbg per odg. Po 24 val., naudojant nanonesiklio formuluotg, srautas
ir skvarba j epidermj ir derma buvo didesni nei kontroliniuose méginiuose. Masés balansas
atsizvelgiant j nustatyty tiriamy junginiy kiekj nebuvo prarastas daugiau kaip 10 %.

Tiriant niosomy formuluotés skvarbg per odg, apskai¢iuotas formononetino srautas epidermyje
yra 0,9078 pg/cm?, o kontroliniame méginyje 0,1384 ng/cm?. Dermoje nustatytas srautas naudojant

nanonesiklj siekia 3,1275 pg/cm?

, kai kontroliniame méginyje kiekis buvo mazesnis uz
identifikacijos ribas. Nustatytas skirtumas buvo statistiskai reik§mingas (p < 0,05). Atitinkami

formononetino skvarbos rezultatai nurodyti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Formononetino skvarba j odg naudojant niosomy formuluote.

Epidermis Derma
NeSiklis

Srautas, pg/cm®  Kiekis, pg/mg  Srautas, pg/cm®  Kiekis, pg/mg

Niosomy formuluoté 0,9078+0,3538 0,1458+0,0621  3,1275+2,2146 0,0066+0,0042

Kontrolé 0,1384+0,0198 0,0161+0,0043 - -

Tyrimy metu nustatytas raudonyjy dobily izoflavono biochanino A srautas epidermyje
naudojant niosomy formuluote siekia 1,051 pg/cm?, o kontroliniame méginyje — 0,2341 pg/cm?.
Dermoje biochanino A srautas naudojant nanonesiklj siekia 3,1384 pg/cm?, tuo tarpu kontroliniame
méginyje — 0,1775 pg/cm? (p < 0,05) (3.2 lentelé).

Remiantis gautais skvarbos | oda tyrimais ir atlikus HPLC analiz¢ apskaiciuota kiek karty
niosomy formuluoté gerina tiriamy raudonyjy dobily izoflavony skvarbg per oda. ReikSmés
gaunamos nustatant santykj tarp prasiskverbusiy junginiy kiekio pro epidermj ar dermg naudojant
niosomy fomuluote lyginant su kontroline grupe. Nustatyta, kad biochanino A skvarba epidermyje
pagerinama 5,637+2,7318 karty, dermoje 12,337+5,2108, o formononetino A skvarba epidermio
odos sluoksnyje pageréja 6,4774+1,8917, dermoje — 10,7783+2,0813 karty.
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3.2 lentelé. Biochanino A skvarba j odg naudojant niosomy formuluote.

Epidermis Derma

Nesiklis
Srautas, ng/em?  Kiekis, pg/mg  Srautas, pg/em?  Kiekis, pg/mg

Niosomy formuluoté 1,0510+0,2773 0,1712+0,0705 3,1384+2,1911 0,0067+0,0042

Kontrolé 0,2341+0,0873 0,0276+0,0096 0,1775+0,0235 -

2008 metais Zih-Rou Huang su kolegomis tyré daidzeino ir genisteino skvarba per oda in vitro.
Tyrimai atlikti su pelés ir kiaulés oda parodé, kad genisteinas yra geriau absorbuojamas negu
daidzeinas [74], taciau magistro baigiamajame projekte gautos junginiy skvarbos reik§més yra
paklaidy ribose, taigi metilintos daidzeino ir genisteino formos biochaninas A ir formononetinas

pasizymi panasiu skvarbos profiliu.

3.2 MTT metodu nustatytas raudonuyjuy dobily ekstrakto ir formuluotés poveikis lasteliy

gyvybingumui
3.2.1 Poveikis naudojant HaCaT lasteliy modelj

Eksperimenty metu buvo tiriamas raudonyjy dobily ekstrakto ir jo niosomy formuluotés
poveikis HaCaT lasteliy gyvybingumui. HaCaT Iasteliy linija yra imortalizuoti Zmogaus
keratinocitai, taigi modelis yra pritaikytas epidermio homeostazés tyrimames.

Pirminiy tyrimy metu (duomenys nepateikti) buvo nustatytos koncentracijy ribos, kuriose
raudonyjy dobily ekstraktas ir jo nanonesiklio formuluoté neigiamai veikia lgsteliy gyvybinguma,
taip pat koncentracijos, kuriose iSgyvena 100 % lgsteliy. Tyrimai testi tiriant keturiolika skirtingy
koncentracijy. Tiriami 0,5-50 pg/ml raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesiklio formuluotés tirpalai.
Rezultatai pateikiami lasteliy gyvybinguma isreiskiant procentais nuo kontrolés. Laikoma, kad
nanonesiklio formuluote sudaro 3 % gryno standartizuoto raudonyjy dobily ekstrakto.

Lasteles paveikus 0,5-15 pg/ml niosomy formuluotés su jterptu dobily ekstraktu tirpalu,
gyvybingy lasteliy skaicius po 24 val. siekia 100 % ir daugiau. Lyginant su kontroliniu tirpalu,
nustatytas statistiSkai reikSmingas (p < 0,05) Iasteliy gyvybingumo padidéjimas lasteles paveikus 2—
10 pg/ml koncentracijos nanonesikliy tirpalais. 20 pg/ml formuluotés koncentracijoje 48,6 % lasteliy
yra gyvybingos, 0 25-50 pg/ml koncentracijy ribose, lyginant su kontroliniu tirpalu, gyvybingumas
sumazéja iki 28,2-0,8 % (p < 0,05) (3.1 pav.).

Tiriant gryng raudonyjy dobily ekstrakta, nustatyta, kad HaCaT lasteléms toksiSkas poveikis
nepasireisSkia esant 0,5-5 pg/ml ekstrakto koncentracijai, 0 10-50 pg/ml koncentracijy ribose
gyvybingumas pamazu mazéja kol 50 pg/ml koncentracijos tirpale pasiekia 62,2 %. Statistiskai
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reikSmingas sumazéjimas nustatytas HaCaT Igsteles veikiant 15-50 pg/ml koncentracijomis, o esant
0,5 pg/ml tirpalui lasteliy gyvybingumas statistiSkai reik§Smingai padidéja (p < 0,05).

Ankstesniuose tyrimuose buvo tirti tik atskiri ekstrakta sudarantys veiklieji junginiai.
2013 metais Tae-Gyu Lim su kolegomis nustaté, kad 10-80 uM (2,8-22,7 pg/ml) koncentracijos
raudonyjy dobily izoflavonas biochaninas A néra toksiskas HaCaT lasteléms. Tyrimy metu lasteliy
gyvybingumas siekia 80-100 % [75]. Analogiski rezultatai gauti ir dabartiniy eksperimenty metu.
Lasteliy gyvybingumas $iy koncentracijy ribose siekia daugiau kaip 80 % (3.1 pav.).

B Niosomy formuluoté (3 % ekstrakto) Ekstraktas
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3.1 pav. MTT metodu nustatytas raudonyjy dobily ekstrakto ir niosomy formuluotés poveikis HaCaT Igsteliy
gyvybingumui.

3.2.2 Poveikis naudojant 3T3 lasteliy modelj

Raudonyjy dobily ekstrakto ir jo formuluotés toksiSkumas gilesniems odos sluoksniams tirtas
naudojant imortalizuotus pelés fibroblastus. Tyrimui naudotas 3T3 Igsteliy modelis.

Eksperimentas atliekamas analizuojant analogiSkas koncentracijas kaip ir tyrimuose su HaCaT
lasteliy linija. Tyrimy metu nustatyta, kad 0,5-10 pg/ml niosomy formuluotés koncentracijose
lasteliy gyvybingumas siekia 98 % ir daugiau, o esant 1-5 pg/ml tiriamiesiems tirpalams nustatytas
statistiSkai reikSmingas lasteliy gyvybingumo padid¢jimas. Esant 15 pg/ml koncentracijai, tiriamojo
tirpalo toksiskumas smarkiai padidéja, 0 3T3 Iasteliy gyvybingumas sumazéja iki 29 %. Didesnése

koncentracijose (20-50 ug/ml) formuluoté yra toksiska lgsteléms. Lyginant su kontroliniais
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méginiais, Siomis salygomis iSgyvena tik 1-2 % lasteliy (3.2 pav.). Lasteliy gyvybingumo
sumazéjimas nustatytas kaip statistiskai reik§Smingas (p < 0,05).

Lyginant su niosomy formuluote, gryno dobily ekstrakto toksiSkumas yra mazesnis. 0,5—
15 pug/ml koncentracijose lasteliy gyvybingumas yra 98—136 %, 0 20—40 pg/ml koncentracijy ribose
vis dar siekia 87-72 %. Esant 50 pg/ml ekstrakto tirpalui lagsteliy gyvybingumas lyginant su
kontroliniu tirpalu nukrenta iki 41 % gyvybingy lasteliy. 2050 pg/ml tiriamieji ekstrakto tirpalai
lasteliy gyvybinguma sumazina statistiSkai reikSmingai, o 1 pg/ml tirpalas jj statistiSkai reikSmingai

padidina (p <0,05).
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3.2 pav. MTT metodu nustatytas raudonyjy dobily ekstrakto ir niosomy formuluotés poveikis 3T3 lIgsteliy
gyvybingumui.

Literatiroje neaptikta tyrimy, kuriuose biity nagrinéjamas raudonyjy dobily ekstrakto su
keliomis veikliosiomis medziagomis poveikis 3T3 lasteliy linijai, ta¢iau 2008 metais Agata Rucinska
su kolegomis analizavo veikliojo junginio — genisteino jtaka 3T3 Igsteliy gyvybingumui. Tyrimai
parodé, kad esant 5 uM (1,35 pg/ml) genisteino koncentracijai, Igsteliy gyvybingumas lyginant su
kontroliniu tirpalu siekia 90 % ir didéjant koncentracijai mazéja, kol 180 uM (48,64 ug/ml)

koncentracijoje gyvybingumas sumazéja iki 5 % [76].
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3.3 UV apsauginio poveikio tyrimy rezultatai

3.3.1 UV apsauginio efekto vertinimas pritaikant HaCaT lasteliy modelj

Tyrimas atliktas norint jvertinti raudonyjy dobily ekstrakto ir niosomy formuluotés UV
apsauginj poveik]j.

Eksperimentai atlikti naudojant HaCaT lasteliy linija veikiant 50 mJ/cm? UVB ir 2,5 J/cm?
UVA spindulivotémis, o vidulgsteliniai ROS jvertinami matuojant pro lasteliy membrang
prasiskverbusio DCFDA dazo fluorescencija. Fluorescencija matuojama po 0, 5, 15, 30 ir 60 min,
tac¢iau duomenys pateikiami praé¢jus 60 min.

Raudonyjy dobily ekstrakto ir jo niosomy formuluotés antioksidantinio aktyvumo tyrimo
rezultatai pateikti 3.3 ir 3.4 paveiksluose. Tirtos penkios HaCaT lasteléms necitotoksiskos tiriamyjy
tirpaly koncentracijos, kurios buvo nustatytos ankstesniy tyrimy metu (zr. 3.2.1). Duomenys
pateikiami procentais nuo kontrolés (HBSS tirpalas).

Nustatyta, kad 1§ tirty 1, 2, 3, 5 ir 10 pg/ml raudonyjy dobily ir niosomy formuluotés
koncentracijy ir veikiant 50 mJ/cm? UVB spinduliuote, didZiausiu antioksidaciniu poveikiu pasizymi
10 pg/ml tirpalai. Po 1 val. veikimo 10 pug/ml gryno ekstrakto tirpalu, lyginant su kontroliniu tirpalu
susidariusiy ROS Kiekis statistiskai reikSmingai (p < 0,05) sumazéja iki 77,173+8,784 %, o veikiant
tokia pacia koncentracija niosomy formuluotés, kurig sudaro 3 % ekstrakto, ROS lygis nukrenta iki
75,202+3,681 % (p < 0,05). Mazéjant koncentracijai, antioksidacinis poveikis HaCaT lgsteléms
mazeja — vidulgsteliniy ROS lygis didé¢ja. Paveikus 1 pg/ml raudonyjy dobily ekstraktu ROS pasiekia
98,947+7,409 %, o niosomy formuluote — statistiskai reik§mingai (p < 0,05) padidéja iki
106,929+1,109 %.

B Niosomy formuluoté (3 % ekstrakto) O Ekstraktas
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3.3 pav. ROS kiekis HaCaT lastelése paveikus 50 mJ/cm? UVB spinduliuote.
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Praéjus 1 val. po HaCaT lgsteliy veikimo raudonyjy dobily ekstraktu bei niosomy formuluote
ir paveikus 2,5 J/cm? UVA spinduliuote, gauti rezultatai skiriasi lyginant su susidariusiu ROS kiekiu
po veikimo 50 mJ/cm? UVB §viesa.

HaCaT lasteles paveikus grynu ekstraktu ir UVA Sviesa, vidulasteliny ROS kiekis didéjant
koncentracijai did¢ja ir virSija 100 % (3.4 pav.). 1 pg/ml koncentracijos raudonyjy dobily ekstraktas
ROS kiekj padidina iki 137,067+6,952 %, o esant 10 pug/ml tirpalui ROS lygis pakyla iki
169,459+24,412 %, taigi HaCaT lasteles veikiant 2,5 J/cm? UVA spinduliuote grynas ekstraktas
antioksidaciniu poveikiu nepasizymi. Nustatytas statistiSkai reik§mingas pokytis (p < 0,05).

Tyrimai su raudonyjy dobily ekstrakto formuluote ir veikimu UVA S$viesa rodo prieSingus
rezultatus. 1-10 pg/ml niosomy formuluotés tirpalai statistiskai reikSmingai (p < 0,05) mazina ROS
kiekj, taigi turi antioksidaciniy savybiy. 1 val. lgsteles veikiant 1 pg/ml niosomy formuluotés tirpalu
ROS lygis yra 97,001+1,589 %, o koncentracija padidinus iki 10 pg/ml ROS lygis sumazéja iki
81,590 +2,400 %.
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3.4 pav. ROS kiekis HaCaT lastelése paveikus 2,5 J/cm? UVA spinduliuote.

3.3.2 UV apsauginio efekto vertinimas pritaikant 3T3 lasteliu modelj

Raudonyjy dobily ekstrakto ir niosomy formuluotés UV apsauginio poveikio tyrimas atliktas ir

su 3T3 lasteliy linija.
Lastelés po 1 val. inkubacijos tiriamuosiuose tirpaluose buvo veikiamos 50 mJ/cm? UVB ir

2,5 J/cm? UVA $viesa, o susidare ROS jvertinami spektrofotometriskai, tyrimui naudojant DCFDA
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dazg. Tyrimas analogiSkas apsauginio poveikio vertinimui naudojant HaCaT lgsteliy model;:
paveikus spinduliuote duomenys registruojami po 0, 5, 15, 30 ir 60 min, o rezultatai pateikiami esant
pastoviam ROS kiekiui (po 60 min).

Po 1 val. 3T3 Iasteliy inkubacijos su niosomy formuluotés tirpalais ir veikimo 50 mJ/cm? UVB
spinduliuote, lyginant su kontrole, didéjant tiriamojo tirpalo koncentracijai ROS kickis mazéja.
Veikiant 1 pg/ml koncentracijos niosomy formuluotés tirpalu ROS kiekis siekia 98,446+0,480 %, o
lyginant su kontroliniu tirpalu, koncentracijai padidéjus iki 10 pg/ml vidulgsteliniy ROS gamyba
sumazéja iki 89,805+5,447 % (3.5 pav.). Remiantis rezultatais, galima teigti, kad naudojant 3T3
lasteliy model] 1-10 pg/ml koncentracijy ribose niosomy formuluoté su jterptu dobily ekstraktu
pasizymi nedideliu antioksidaciniu poveikiu. Statistiskai reikSmingas ROS kiekio pokytis nustatytas
tik Igsteles paveikus 1 pg/ml ir 10 pg/ml tiriamaisiais nanonesiklio formuluotés tirpalais.

3T3 lasteles veikiant grynu raudonyjy dobily ekstraktu, lyginant su niosomy formuluote,
nustatytas didesnis antioksidacinis poveikis. Lasteles paveikus 1 pg/ml ekstrakto tirpalu ROS kiekis
sumazinamas iki 92,470+2,932 %, o esant 10 pg/ml koncentracijai lyginant su kontrole ROS gamyba

siekia 78,458+7,824 % (p < 0,05).
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3.5 pav. ROS kiekis 3T3 Igstelése paveikus 50 mJ/cm? UVB spinduliuote.

3T3 lasteles veikiant 2,5 J/em? UVA spinduliuote raudonyjy dobily ekstraktas ir jo
niosomy formuluoté antioksidaciniu aktyvumu nepasizymi. Tyrimy metu nustatyta, kad lyginant su
kontroliniu tirpalu vidulgsteliniy ROS kiekis padidéja. Lasteles 1 val. veikiant 1 ug/ml koncentracijos

niosomy formuluotés tirpalu po veikimo Sviesa nustatytas ROS kiekis yra 103,849+5,508 %, o
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didéjant koncentracijai ROS lygis statistiSkai reik§mingai (p < 0,05) taip pat kyla. Esant 10 pg/ml
niosomy tirpalui ROS kiekis lyginant su kontroliniu tirpalu siekia 189,152+24,045 %.

Gryno raudonyjy dobily ekstrakto antioksidaciniy savybiy tyrimai parodé, kad veikiant
2,5 Jlcm? UVA spinduliuote ir naudojant 3T3 lasteles 1-10 pg/ml koncentracijy tirpalai taip pat
nepasizymi antioksidacinémis savybémis. Didé¢jant koncentracijai ROS lygis kyla ir vir$ija 100 %.
Esant 1 pg/ml ekstrakto koncentracijai, lyginant su kontrole ROS kiekis yra 141,504+12,036 %, 0
3T3 lasteles veikiant 10 pg/ml ekstrakto tirpalu ir UVA spinduliuote vidulasteliniy ROS lygis pakyla
iki 189,152+8,004 % (p < 0,05) (3.6 pav.).
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3.6 pav. ROS kiekis 3T3 Iastelése paveikus 2,5 J/em? UVA spinduliuote.

3.4 Raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesiklio toskiSkumo vertinimas naudojant C.elegans
modelj

3.4.1 C.elegans gyvenimo trukmés poky¢iai

Nematoidy C.elegans gyvenimo trukmés tyrimy metu stebimas raudonyjy dobily ekstrakto ir
Jo nanonesiklio formuluotés poveikis gyvininiame modelyje in vivo. Eksperimentas vykdomas
siekiant jvertinti nanonesiklio toksiSkuma. Veikiant preparatais, C.elegans N2 gyvenimo trukmé gali
bati prailginta, sutrumpinta arba neturéti jokio poveikio.

Tyrimo metu analizuoti 10 pg/ml, 1 ug/ml, 0,5 pg/ml ir 0,1 pg/ml ekstrakto bei niosomy
formuluotés tirpalai atitinkantys 1 pg/ml, 0,5 ug/ml, 0,1 ug/ml ekstrakto koncentracijas. Kontroliniu
tirpalu laikomas S-bazinis tirpalas. Gauti nematoidy C.elegans gyvenimo trukmés rezultatai
pateikiami 3.3 lenteléje. Kontroliniame tirpale augusiy N2 nematoidy vidutiné gyvenimo trukme
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siekia 17,840+0,962 dienas ir atitinka kity autoriy darbuose gautus rezultatus, kuriuose S-baziniame
tirpale nematoidai vidutinikai i§gyvena 17,94+3,87 dienas [77].

Gauti duomenys rodo, kad 10 pg/ml raudonyjy dobily ekstraktas viduting gyvenimo trukme
statistiSkai reikSmingai (p < 0,0001) sutrumpina iki 11,220+0,670, o galutiné gyvenimo trukmé
sutrumpéja nuo 35 iki 25 dieny. Remiantis gautais rezultatais, galime teigti, kad 10 pg/ml ekstrakto
tirpalas nematoidams C.elegans yra toksiskas.

Tiriant mazesniy raudonyjy dobily ekstrakto koncentracijy tirpalus neigiamas ekstrakto
poveikis nenustatytas, o esant 1 pg/ml ekstrakto tirpalui, matomas nezymus (statistiSkai
nereik§mingas) teigiamas poveikis vidutinei gyvenimo trukmei. Vidutinis iS§gyvenamumas lyginant

su kontroliniu méginiu pailgéja iki 19,918+1,185 dieny, taciau galutiné trukmé nekinta.

3.3 lentelé. Tiriamaisiais tirpalais paveikty C.elegans gyvenimo trukmé (p < 0,0001).

Gyvenimo trukmé (dienos)

Tiriamasis tirpalas

Vidutiné'+SD llgiausia?
Kontrolé S-bazé 17,840+0,962 35
Ekstraktas 10 pg/ml 11,220+0,670 25
1 pg/ml 19,918+1,185 35
0,5 pg/ml 19,308+1,048 33
0,1 pg/ml 16,880+1,015 32
NanoneSiklio 33,3 pg/ml (1 pg/ml ekstrakto) 15,4724+0,853 34
formuluoté 16,7 ug/ml (0,5 pg/ml ekstrakto) 17,020+1,047 32
3,3 ug/ml (0,1 pg/ml ekstrakto) 13,041+0,508 20

! Vidutiné gyvenimo trukmé — diena, kai 50 % nematoidy yra gyvybingi.
2 Jlgiausia gyvenimo trukmé — diena, kurig mirSta paskutinis nematoidas.

Norint istirti niosomy toksiSkumg, atliktas raudonyjy dobily ekstrakto ir jo niosomy
formuluotés palyginamieji tyrimai. RuoS$iant tiriamuosius tirpalus, pasirinktos tokios nanonesiklio
preparato koncentracijos, kurios atitinka 1 pg/ml, 0,5 pg/ml ir 0,1 pg/ml ekstrakto koncentracijas.
Palyginamieji grafikai pateikti 3.7 paveiksle.

Tarp tirtamy 1 pg/ml, 0,5 pg/ml ir kontrolinio tirpalo poveikio nematoidams, statistiSkai
reikSmingy skirtumy nenustatyta, taciau 0,1 pg/ml raudonyjy dobily ekstrakta atitinkantis niosomy
formuluotés tirpalas yra toksiskas. Lyginant su kontroliniu tirpalu nematoidy gyvenimo trukmeé
sumazgja iki 13,041+0,508 dieny, o ilgiausia Siomis sglygomis nustatyta gyvenimo trukmé
sutrumpéja iki 20 dieny (p < 0,0001) (3.7, D pav.). Kadangi atitinkamos koncentracijos grynas

ekstraktas toksiSkumu nepasizymi, toks poveikis gali biiti paaiSkintas maza ] niosomas jterpto
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ekstrakto koncentracija. Siuo atveju tiriamajame tirpale dominuoja ne teigiama poveikj turintys

raudonyjy dobily ekstrakto veiklieji junginiai, o niosomy formuluot¢ ir jg sudarantys komponentai.
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3.7 pav. Skirtingais raudonyjy dobily ekstrakto ir niosomy formuluotés tirpalais paveikty nematoidy C.elegans

gyvenimo trukmés palyginimas (A-D). Kontroliniams méginiams naudotas S-bazinis tirpalas.

3.4.2 Poveikis uz atsakq i stresa atsakingy gst-4, hsp-4, hsp-16.2 ir sod-3 geny suZadinime

Eksperimento metu siekiama istirti raudonyjy dobily ekstrakto ir nanoneSikliy formuluotés
poveikj uz stresg atsakingy geny suzadinime.

Tirti gst-4, hsp-4, hsp-16.2 ir sod-3 genai. Rezultatai analizuojami po 4 ir 7 dieny.
Tiriamuosiuose 0,1 pg/ml, 1 pg/ml ir atitinkamuose nanonesiklio tirpaluose esantys gyvi nematoidai
lyginami su kontroliniame S-baziniame tirpale esanéiais nematoidais. Tirpaluose esancius C.elegans
stebint UV S$viesoje, fluorescencija nenustatyta (3.8 pav.), taigi neveikiant iSoriniais stresiniais

veiksniais raudonyjy dobily ekstraktas ir niosomy formuluoté néra stresg sukeliantys veiksniai.
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3.8 paveiksle, (a) ir (b) Zuve nematoidai su Zymekliniais gst-4 ir hsp-4 genais fluorescuoja, nes

zuties metu yra suaktyvinami ir i$siskiria didelis kiekis ROS.

Ekstraktas Ekstraktas Niosomos Niosomos
0,1 pg/ml 1 pg/ml 0,1 pug/ml ekstrakto 1 ug/ml ekstrakto

S-bazé

gst-4

/
"

hsp-16.2

- .

3.8 pav. Raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesiklio formuluotés tirpaly poveikis uz atsaka j stresa atsakingy
geny suzadinime (po 7 dieny). S-bazinis tirpalas naudojamas kaip kontrolinis méginys. (a) ir (b) Zymi nuo
tiriamyjy tirpaly nepriklausomai zuvusius nematoidus, kuriy Zziities metu aktyvinami ROS, todél matoma

fluorescencija.
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ISVADOS

1. Tyrimy rezultatai parodé, kad j nanonesiklj jterpto raudonyjy dobily ekstrakto veikliyjy
junginiy formononetino ir biochanino A skvarba j epidermio ir dermos odos sluoksnius yra
efektyvi raudonyjy dobily ekstrakto skvarbg gerinanti nanonesikliné sistema.

2. Vertinant raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesiklio formuluotés poveikj HaCaT ir 3T3
lasteliy gyvybingumui nustatyta, kad HaCaT modelyje, naudojant mazesnes negu 15 pg/ml
nanonesiklio formuluotés koncentracijas ir 5 pg/ml gryno ekstrakto tirpalus, citotoksiskas
poveikis Igsteléms nepasireiskia. 3T3 Iasteliy gyvybingumas iSlieka beveik nepakites esant
10 pg/ml formuluotés ir 15 pg/ml gryno raudonyjy dobily ekstrakto tirpalams, taigi mazesniy
ekstrakto ir nanonesiklio preparato koncentracijy tirpalai neveikia citotoksiskai ir gali buti
naudojami ant odos.

3. UV apsauginio poveikio tyrimy metu nustatyta, kad HaCaT ir 3T3 Igsteles paveikus 1—
10 pg/ml raudonyjy dobily ekstraktu ir jo formuluote bei ap$vitinus UVB spinduliuote,
vidulasteliniy reaktyviy deguonies formy kiekis sumazéja, tatiau UVA Sviesa reaktyviy
deguonies formy kiekj didina, taigi tiriamieji tirpalai pasizymi UVB apsauginio poveikio
savybémis, taciau néra efektyvis veikiant UVA S§viesa.

4. Atlikus raudonyjy dobily ekstrakto ir formuluotés biologini vertinima naudojant
Caenorhabditis elegans modelj nustatyta, kad 10 pg/ml ekstraktas nematoidams yra
toksiSkas. Mazesnés koncentracijos tirpalai statistiskai reik§mingo poveikio C.elegans
gyvenimo trukmei neturi, tac¢iau 0,1 pg/ml formuluotés tirpalas yra toksiskas, nes dominuoja
nezymiai neigiamas formuluotés poveikis. Tiriant raudonyjy dobily ekstrakto ir nanonesikliy
formuluotés poveikj uz stresg atsakingy gst-4, hsp-4, hsp-16.2 ir sod-3 geny suzadinime,
nustatyta, kad ekstraktas ir formuluoté nesukelia Siy geny suzadinimo, taigi 0,1-1 pg/ml

tirpalai néra egzogeninis toksiskuma lemiantis veiksnys.
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PADEKA

Uz suteiktas kokybiskas darbo salygas, jvairiapus¢ pagalbg ir materialing baze rengiant
baigiamaji projekta nuosirdziai dékoju darbo vadovui prof. dr. Vitaliui Briedziui.

Uz pagalbg bei patarimus atliekant mokslinius tyrimus dékoju LSMU Klinikinés farmacijos
katedros doktorantui Vy¢iui Cizinauskui ir visam Klinikinés farmacijos katedros kolektyvui.

Dékoju Monpeljé universiteto darbuotojams prof. dr. Simon Galas ir dr. Myriam Richaud uz
galimyb¢ naudotis materialine baze, pagalba ir palaikyma atliekant tyrimus naudojant C.elegans
modelj taip pat LSMU Neuromoksly institutui uz s¢kmingg bendradarbiavimg atliekant tyrimus su
lasteliy kulttiromis.

Dékoju jmonei Linnea SA uz tyrimams skirta raudonyjy dobily ekstrakta ir nanonesikliy
formuluote bei finansing paramg dalyvaujant tarptautinéje mokslingje konferencijoje ,,11th World
Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Pharmaceutical Technology*“ (2018, Granada,

Ispanija).
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