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SANTRAUKA

K. Mickutés magistro baigiamasis darbas ,,Pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa L.) ekstrakto
antioksidacinio aktyvumo jvertinimas laboratoriniy peliy kraujyje ir organuose*. Moksliné¢ vadové doc.
dr. A. Kubilien¢; Lietuvos sveikatos moksly universiteto Farmacijos fakulteto Analizinés ir
toksikologinés chemijos katedra. Kaunas, 2019.

Darbo tikslas - jvertinti pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa L.) etanolinio ekstrakto antioksidacinj
poveikij peliy, kraujyje ir organuose

Darbo uZdaviniai: parinkus tinkamiausias pluoStiniy kanapiy ekstrakcijos salygas jvertinti
kanabidiolio ir bendrg fenoliniy junginiy kiekj; jvertinti Cannabis sativa L. ekstrakto poveikj
redukuoto glutationo koncentracijai peliy kraujyje; nustatyti Cannabis sativa L. ekstrakto poveikj
lipidy peroksidacijai peliy smegenyse ir kepenyse; jvertinti Cannabis sativa L. ekstrakto jtaka
katalazés aktyvumui peliy smegenyse ir kepenyse.

Darbo objektas. Laboratoriniy peliy, paveikty pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa L.) ekstraktu,
kraujas, smegenys ir kepenys.

Tyrimo metodai. Kanabidiolio identifikavimui ir kiekio nustatymui Cannabis sativa L. etanoliniuose
ekstraktuose naudotas dujy chromatografijos metodas. Bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas
Folin — Ciocalteu metodu. Eksperimentai atlikti su nelinijinémis 4—6 savaiCiy amziaus baltosiomis
laboratorinémis pelémis. Pluostiniy kanapiy 10 proc. etanolinis ekstraktas jvedamas tiesiai i skrandj 21
dieng ir vertinama glutationo koncentracija peliy kraujyje, malondialdehido koncentracija ir katalazés
aktyvumas peliy smegenyse ir kepenyse spektrofotometriniu metodu. Kontrolinés pelés paveiktos
prooksidantu aliuminiu. Duomeny patikimumas vertintas pagal Stjudento t-testa.

Rezultatai. Didziausias kanabidiolio kiekis nustatytas ekstrahuojant Zaliava 30 proc. etanoliu, o
bendram fenoliniy junginiy kiekiui statistiSkai reikSmingy skirtumy, naudojant skirtingy koncentracijy
etanolio tirpalus, nenustatyta. Cannabis sativa L. ekstraktas statistiSkai reikSmingai sumazino
redukuoto glutationo koncentracija peliy, paveikty aliuminio jonais, kraujyje 26,81 proc. ir stabilizavo
oksidacinio streso rodiklio kiekj iki kontroliniy peliy kraujyje aptinkamy Siy parametry lygio.
Cannabis sativa L. ekstraktas statistiSkai reikSmingai sumazino malondialdehido koncentracija peliy,
paveikty aliuminio jonais, smegenyse ir kepenyse, atitinkamai 82,12 proc. ir 53,5 proc. Cannabis
sativa L. ekstraktas statistiSkai reikSmingai padidino katalazés aktyvuma 56,44 proc. kontroliniy peliy
bei 64,79 proc. peliy, paveikty aliuminio jonais, smegenyse ir atitinkamai 34,53 proc. bei 72,37 proc.
kepenyse

ISvados. Cannabis sativa L. ekstraktas normalizuoja nekontroliuojama redukuoto glutationo sintezg,
sukeltg aliuminio jonais, apsaugo smegeny ir kepeny lipidus nuo peroksidacijos bei pasiZymi stipriu

stimuliuojanciu poveikiu, kepeny ir smegeny antioksidacinés apsaugos sistemai.
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SUMMARY

Master thesis of K. Mickut¢ “Evaluation of antioxidant activity of industrial hemp (Cannabis sativa
L.) extract in blood and organs of laboratory mice”. Scientific supervisor: doc. Dr. Asta Kubiliené;
Lithuanian university of health sciences Faculty of medicine Department of analytical ant toxicological
chemistry. Kaunas, 2019.

The aim of the research was to evaluate the antioxidant effect of ethanolic extract of Cannabis sativa
L. on mice, blood and organs.

Objectives: selecting the most appropriate conditions for industrial hemp extraction to assess the
amount of cannabidiol and total phenolic compounds; to evaluate the effect of Cannabis sativa L.
extract on reduced glutathione concentration in mice blood; determine the effect of Cannabis sativa L.
extract on lipid peroxidation in the brain and liver of mice; to evaluate the effect of Cannabis sativa L.
extract on catalase activity in the brain and liver of mice.

Object of the study: Blood, brain and liver of laboratory mice affected by industrial hemp (Cannabis
sativa L.) extract.

Methods. Gas chromatography was used for the identification and quantification of cannabidiol in
Cannabis sativa L. extracts. The total amount of phenolic compounds was determined by Folin -
Ciocalteu method. Experiments were done on 4-6 weeks old outbred mice. Cannabis sativa L. herb 10
prec. ethanolic extracts were administered intragastrically to mice via a stomach tube for 21 days and
glutathione concentration in mice blood, malondialdehyde concentration and catalase activity in the
brain and liver of mice were determined spectrophotometrically. Control mice was affected with
prooxidant aluminum. Results were evaluated by Sjudento t-test.

Results. The highest amount of cannabidiol was determined by extracting raw material with 30 perc.
ethanol and no statistically significant differences in the amount of total phenolic compounds using
ethanol solutions of different concentrations were found. Cannabis sativa L. extract statistically
significantly decreased the concentration of reduced glutathione in blood of mice affected with
aluminum ions by 26.81 perc. and stabilized the level of oxidative stress indicator to the level of these
parameters in the control mice. Cannabis sativa L. extract statistically significantly reduced
malondialdehyde concentration in brain and liver of mice affected by aluminum ions, respectively, by
82.12 perc. and 53.5 perc. Cannabis sativa L. extract statistically significantly increased catalase
activity in brain of control mice by 56.44 perc. and mice affected by aluminium by 64.79 perc. and,
respectively, in liver by 34.53 perc. and 72.37 perc.

Conclusions. Cannabis sativa L. extract normalizes uncontrolled synthesis of reduced glutathione
caused by aluminum ions, protects brain and liver lipids from peroxidation, and has a strong

stimulating effect on the brain and liver antioxidant protection system.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju visiems, kurie padéjo rengti magistro baigiamajj darbg. Uz visokeriopa
pagalba, naudingus patarimus rengiant magistro baigiamajj darbg esu dékinga darbo vadovei doc. Dr.
Astai Kubilienei. Dékoju konsultantei prof. Dr. Ilonai Sadauskienei uz pagalbg atliekant tyrimus su
pelémis, naudingus patarimus ir kantrybe. Dékoju analizinés ir toksikologinés chemijos katedros lekt.
Mindaugui Marksai uz nuoSirdzig pagalbg, patarimus, atliekant tyrimus ir analizuojant turimus
duomenis. Uz pagalba atlickant eksperimentus su pelémis ir analizuojant turimus duomenis, esu

dékinga dr. Artinui Liekiui.



SANTRUMPOS

ADJ — aktyviis deguonies junginiai

CAT — katalazé

CBD - kanabidiolio

DNR - deoksiribonukleoriigstis

DTNB — 5°5-ditio-bis-(2-nitrobenzoiné rigstis) (Elmano reagentas)
GSH - redukuotas glutationas

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

HF — virSutinis centrifugato sluoksnis (supernatantas)

LDsy — vidutiné mirtina doz¢; dozé nuo kurios Ziiva 50 proc. tiriamyjy gyviiny
LPO - lipidy peroksidacija

MDA — malondialdehidas

NADP - oksiduotas nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas
NADPH - redukuotas nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas
SOD - superoksido dismutaze

TBR - tiobarbituro rugstis

TChA — trichloracto riigstis

THC — tetrahidrokanabinolis
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IVADAS

Kasdiening¢je aplinkoje vis daugéja egzogeniniy laisvyjy radikaly Saltiniy, tokiy kaip aplinkos
tarSa, jonizuojancioji spinduliuoté, UV spinduliuoté, ozonas, ksenobiotikai, pesticidai ir jvairiis metalai
[1]. Aliuminis yra placiai naudojamas jvairiuose gaminiuose nuo buitiniy virtuves reikmeny ir indy iki
apdoroty maisto produkty, kaip maisto priedas, ir vandens valymo sistemy, todél randamas
geriamajame vandenyje, nes jis veikia kaip flokuliantas. Aliuminis pasizymi prooksidaciniu aktyvumu
ir skatina biologinj oksidavima tiek in vitro, tiek in vivo [2]. Oksidacinis stresas gali lemti
aterosklerozes, Sirdies nepakankamumo, Parkinsono, Alzheimerio, vézio ir kity ligy etiologija. Todél
didéja susidomejimas antioksidantais, nes zZmogaus organizmo antioksidaciné sistema néra pajégi
apsisaugoti nuo prooksidanty. DidZiausias démesys skiriamas natiiraliems antioksidantams, nes
dauguma sintetiniy antioksidanty yra veiksmingi mazomis koncentracijomis, o vartojimas didesnémis
koncentracijomis gali sukelti prooksidantinj poveikj [3].

Kanapé¢ yra vienas i§ seniausiy augaly pasaulyje ir jau daugeli mety naudojamas
medicininiams ar rekreaciniams tikslams, tekstilés ir maisto reikméms. 2017 m. Europos Sajungoje yra
teiséta auginti pluostines kanapes, kuriy augaluose tetrahidrokanabinolio (THC) kiekis nevirsija 0,2
proc. ir yra paskelbtos Bendrajame zemés tikio augaly riisiy veisliy kataloge [4]. Siuo metu daugiausiai
skiriama démesio kanapés riiSims, kurios pasizymi gydomuoju poveikiu, bet nepasizymi psichika
veikian¢iu poveikiu.

Cannabis sativa L. rusis pasizymi dideliais kanabidiolio (CBD) kiekiais ir mazais THC
kiekiais. CBD, lyginant su THC, yra mazai giminingas kanabinoidiniams receptoriams, todél
nepasizymi psichika veikian¢iu poveikiu [5]. Tyrimai in vitro parodé¢, kad pluostinéje kanapéje esantis
kanabidiolis pasiZymi antioksidaciniu veikimu [6, 7]. Klinikiniuose tyrimuose jrodyta, kad
kanabidiolis moduliuoja euforiskg THC poveik] ir yra veiksmingas gydant tokias ligas, kaip epilepsija,
Parkinsono liga, iSeming sklerozg, Alzheimerio liga, reumatoidinj artritg, Sirdies bei kraujagysliy ligas,
pasiZzymi prieSuzdegiminiu, prieSvéziniu poveikiu [8]. Taip pat kanapése yra nustatoma
nekanabinoidiniy fenoliy i§ kuriy 20 yra flavonoidai, daugiausia priklausanc¢iy flavono ir flavonolio
poklasiams. Sie fenoliai pasizymi prieSuzdegiminiy, prie§véziniy, anksiolitiniy ir nervy sistema
apsauganciy savybiy [9]. Taiau néra jrodytas tikslus antioksidacinio poveikio mechanizmas ir
antioksidacinis aktyvumas organizmo Iastelese.

Atsizvelgiant j didéjantj laisvyjy radikaly kiekj ir didéjantj nattiraliy antioksidanty poreikj, §io
darbo tikslas - jvertinti pluostinés kanapés ekstrakto antioksidacini poveikj in vivo, jvertinant
redukuoto glutationo, malondialdehido koncentracijas ir katalazés aktyvuma peliy kraujyje, smegenyse

ir kepenyse.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:
Ivertinti pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa L.) etanolinio ekstrakto antioksidacinj poveikij

peliy, kraujyje ir organuose

Darbo uzdaviniai:

1. Parinkus tinkamiausias pluostiniy kanapiy ekstrakcijos salygas jvertinti kanabidiolio ir bendra
fenoliniy junginiy kiekj.

2. lvertinti Cannabis sativa L. ekstrakto poveikj redukuoto glutationo koncentracijai peliy
kraujyje.

3. Nustatyti Cannabis sativa L. ekstrakto poveikj lipidy peroksidacijai peliy smegenyse ir
kepenyse.

4. lvertinti Cannabis sativa L. ekstrakto jtaka katalazés aktyvumui peliy smegenyse ir kepenyse.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kanapiu (Cannabis L.) paplitimas ir morfologiniai poZymiai

Cannabis L. yra vienmetis Zolinis augalas priskiriamas magnolijiny (Magnoliophyta) genciai
bei kanapiniy (Cannabaceae) Seimai, kuris yra placiai paplites visame pasaulyje. Cannabis L. augalo
kilmés vietové yra Centriné Azija [10]. Kanapés gentis padalyta i tris pagrindines risis: Cannabis
sativa — pluostiné kanap¢, Cannabis indica — indiné kanapé ir Cannabis ruderalis — StukSlyniné kanapé
[11]. Indiné kanapé priskiriama narkotiniams augalams, nes kaupia daug psichikg veikiancio
kanabinoido A’- trans-tetrahidrokanabinolio (A’ — THC) ir yra naudojama medicininiams ar
rekreaciniams tikslams. Pluostiné kanapé priskiriama pluo§tiniams augalams, nes beveik nekaupia A’-
THC, o daugiausiai kaupia kanabidiolio todél naudojama tekstilés ar maisto reikméms. Siukslyniné
kanapé kartais priskiriama pluotinés kanapés pori§iui, nes nustatytas maZiausias A’-THC kiekis, todél
nenaudojama rekreaciniams tikslams bei lyginant su pluostine, Siukslyniné kanapé yra mazesne, todél
retai naudojama pluosto gamyboje.

Cannabis sativa L. stiebas yra stacias, zZalias, tuS¢iaviduris, siekiantis 0,9 — 4,5 m, paprastas
arba Sakotas, briaunuotas, gausiai lapuotas, padengtas gana trumpais, standziais plaukeliais, virSutiné
dalis Sakota. Pluostinés kanapés lapai yra sudétiniai, pirStuoti, 2,5-15 cm ilgio ir 0,35-2 cm plocio,
plaukuoti, siaurai lancetiSki, kraStai dantyti, iSsidéstymas ant stiebo priesinis, pleiStiSkas pagrindas ir
sudaro 25 proc. viso augalo masés. Saknis liemeniné. Vaisius — $viesiai pilkos-rusvos spalvos riesutélis
su dviem seklaskiltémis.

Pluostiné kanapé yra dvinamis augalas, brandinantis vyriSkus ir moteriSkus Ziedus ant atskiry
augaly, retai ant to paties augalo. Zydéjimo metu skleidziantis stipry aromata. Vegetacijos metu
vyriskus ir moteriSkus augalus atskirti yra sunku, ta¢iau moteriSkas augalas prazjsta pirmiau, o
vyriSkas po 2-10 dieny, priklausomai nuo tipo [12]. VyriSkas augalas yra aukStesnis ir plonesnis,
netrukus po Zydé¢jimo mirSta. MoteriSkas augalas storesnis ir gyvena kelis ménesius po apdulkinimo
[13]. Kanapés kuokeliniai, rausvi ziedai susitelke  ilgus Sluotelinius Ziedynus. Vyriskai Ziedai sudaryti
1§ 5 gelsvai-zaliy zZiedlapiy ir 5 kuokeliy su dulkinémis, Ziedynai padengti plaukeliais, Ziedlapiai nuo
baltos iki gelsvai zalios spalvos be vainiklapiy. Vienintel¢ vyriskyjy Ziedy funkcija yra apdulkinti
moteriSkus ziedus. Moteriski ziedai yra smulkesni, retesni, sutelkti kompaktiSkuose Zziedynuose.
MoteriSka Zieda sudaro zaliu apvalkaléliu (i§ 5 suaugusiy lapeliy) apgaubta mezging, turinti piestele,

kurios purka padengta smulkiais ziedadulkiy gaudikliais (1 pav.).
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1 pav. A — vyriSkas augalas B - moteriskas augalas 1 - vyriskas Ziedynas 2 - dulkiné 3 - trichomai
ant lapo, padidinta detalé 4 - trichoma 5 — moteriSkas Ziedas su Ziedlapiais 6 — moteriskas Ziedas be
Ziedlapiy 7 — moterisSkas Ziedas, be Ziedlapiy, iSilginis pjivis 8 - vaisius (sékla) su (taurele) 9 - sékla,

priekinis vaizdas 10 - sékla, Soninis vaizdas 11 - séklos skerspjiivis 12 - séklos isilginis pjivis 13 -

sékla be kevalo 14 - purka

2019 mety Europos Bendrajame zemés tkio augaly rasiy veisliy kataloge yra 66-ios Cannabis
sativa L. veislés [4]. Lietuvoje registruota ,,Austa SK” veislé. Kanapé auga jvairiomis sglygomis,
taciau Europoje yra iSskiriami 3 pagrindiniai klimato tipai, kurie reikSmingai skiriasi temperatiira ir
krituliy kiekiu: atlantinis; mediteraninis; Zemyninis. Lietuvoje registruota ,,Austa SK* veisl¢ yra
adaptuota Lietuvos klimatui. Atlanto tipo kanapés yra aukstos, turi daugiau pluosto, taip pat didesnis

CBD kiekis, tokiam tipui priklauso FELINA 32, FUTURA 75 veislés.

1.2. Cheminé Cannabis sativa L. sudétis

Cannabis sativa L. pasizymi jvairia chemine sudétimi iSskiriant angliavandenius, terpenus,
riebaly riigstis ir jy esterius, aminus, amidus, fitosterolius, fenolinius junginius ir specifinius §io augalo
junginius — kanabinoidus [9]. Bendras cheminiy junginiy, identifikuoty arba i$skirty i§ Cannabis sativa
L. skai¢ius 2015 metais - 565 [14], i§ kuriy 120 junginiy sudaro kanabinoidai. Kanabinoidai savo
struktiiroje turi 21 C atoma ir priskiriami terpenofenoliniams junginiams. Sie junginiai yra suskirstyti j
11 pagrindiniy struktdiriniy tipy: A’- trans-tetrahidrokanabinolio grupé (A’ -THC), A®-trans-
tetrahidrokanabinolio grupé (A* -THC), kanabigerolio grupé (CBG), kanabichromeno grupé (CBC),
kanabidiolio grup¢ (CBD), kanabinodiolio grupé (CBND), kanabielsoino grup¢ (CBE), kanabiciklolio
grup¢ (CBL), kanabinolio (CBN), kanabitriolio grup¢ (CBT) ir jvairus. Augaly audiniuose
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kannabinoidai yra biosintezuojami riigStin¢je (karboksilintoje) formoje. DaZniausiai aptinkami
rugsStiniai kanabinoidy yra: tetrahidrokanabinoliné riig§tis (THCA), kanabidioliné rugstis (CBDA),
kanabigerolin¢ riigs§tis (CBGA), kanabichromeniné rugstis (CBCA) [15]. THC rugstis yra dviejy
formy: THCA-A ir THCA-B. Tadiau pagrindiné forma yra THCA-A. CBGA yra tiesioginis THCA,
CBDA ir CBCA pirmtakas. Karboksilo grupé néra labai stabili, todél veikiant karS¢iui ar Sviesai
vyksta dekarboksilinimo procesas ir riigStiniai kanabinoidai virsta neutraliais, atitinkamai:
tetrahidrokanabinoliu, kanabidioliu, kanabigeroliu ir kanabichromenu. Jie daugiausia sintezuojami
liaukinése trichomose, kurios dazniau yra moteriSkuose ziedynuose [14].

Skirtingai nuo medicininés kanapés, kurioje gausu psichika veikian¢io kanabinoido A’ —
THC, §iuolaikiné pluotiné kanapé buvo selektyviai veisiama, kad biity mazi A’ — THC kiekiai ir dideli
CBD. Tod¢l Cannabis genties augalai gali biti klasifikuojami pagal A’ — THC ir CBD kiekj j penkis
chemotipus: I - chemotipas apima narkotines kanapes, kuriuose vyrauja A’ — THC kanabinoidas, II -
vidutinio tipo kanapés su pereinamomis savybémis tarp narkotinio ir pluostinio tipo augaly, III -
pluostinio tipo kanapés, kuriuose gausu psichikg neveikiancio kanabinoido CBD ir mazai psichikg
veikian¢io - A’ — THC, IV - kanabigerolj kaupian¢ios kanapés, V - ne kanabinoidinio tipo [11].
Kanabinoidy (tetrahidrokanabinolio ir kanabidiolio) koncentracijos chemotipuose nurodytos 1

lenteléje.

1 lentelé. Cannabis L. chemotipai pagal kanabinoidy koncentracijas; sudaryta pagal [11]

Chemotipas THC CBD

I (narkotinio tipo) 0,5 — 15 proc. 0,01 — 0,16 proc.
IT (vidutinio tipo) 0,5 — 5 proc. 0,9 — 7,3 proc.
III (pluostinio tipo) 0,05 — 0,7 proc. 1,0 — 13,6 proc.
IV (CBG tipo) < 0,05 proc. < 0,5 proc.

V (ne kanabinoidinio tipo) 0 proc. 0 proc.

Cannabis sativa L. Zaliavoje yra nustatoma nekanabinoidiniy fenoliniy junginiy i§ kuriy 20
yra flavonoidai, daugiausiai flavono ir flavonolio tipo anglikony: apigenino, luteolino, kvercetino ir
kaempferolio C-glikozidai ir O-glikozidai. Orientinas, vitexinas, luteolinas-7-O-gliukozidas ir
apigenin-7-O-gliukozidas pagrindiniai flavonoidiniai glikozidai, aptinkami kanapése, kuriose yra mazi

THC kiekiai. Taip pat nustatyti unikaltis Cannabis flavonai — kanflavinas A ir kanflavinas B [9,14].
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1.3. Kanabidiolis — farmakologinés bei fizikocheminés savybés

Cannabis sativa L. priskiriamas pluostinio tipo kanapiy chemotipui, kurio sudétyje yra dideli
CBD kiekiai ir mazi THC kiekiai. Kanabidiolis yra vienas 1§ nattraliai nustatomy kanabinoidy kanapiy
augaluose (2 pav.). Tai C21 terpenofenolinis junginys, kuris susidaro dekarboksilinant kanabidiolio

rugsti.

2 pav. Kanabidiolio formulé

Yra du pagrindiniai kanabinoidiniai (CB) receptoriai: CB1, kuris yra centrinéje nervy
sistemoje ir maza dalis periferiniuose audiniuose; CB2 receptorius, kuris yra lgsteliy, turin¢iy imunine
funkcijg periferijoje, vir§kinimo trakte ir maZa dalis centringje nervy sistemoje. CBD lyginant su A9-
tetrahidrokanabinoliu pasizymi mazu giminingumu Siems receptoriams, todél nepasiZymi psichika
veikian¢iu poveikiu [5]. Kanabidiolis veikia kitus receptorius: 5-hidroksitriptaming (5-HT1a),
vaniloidinj 1 tipo receptoriy (TRPV1), peroksisomy proliferatoriy aktyvuojama receptoriy (PPAR) ir
su G baltymu susietg receptoriy (GPRS5S5). Priesingai nei THC, CBD nedaro jtakos Sirdies susitraukimy
dazniui ar kraujospiidziui normaliomis sglygomis, taiau tyrimai su gyviinais parode, kad sukélus
stresa, CBD sumazina Sirdies susitraukimy daznj ir kraujospiidj [16].

Literattiros duomenimis CBD pasiZzymi farmakologiniu veiksmingumu gydant: epilepsija,
Parkinsono liga, iSeming sklerozg, Alzheimerio liga, reumatoidinj artrita, Sirdies ir kraujagysliy ligas,
pasiZzymi prieSuzdegiminiu, prieSvéziniu poveikiu [8]. In vitro tyrimuose nustatytas pluoStingje

kanapg¢je esancio kanabidiolio poveikis antioksidacinei apsaugos sistemai [6, 7].

1.4. Nekanabinoidiniai fenoliniai junginiai - farmakologinés bei

fizikocheminés savybés

Fenoliniai junginiai yra antriniai augaly metabolitai, kurie turi hidroksilo grupe prijungta prie

aromatinio ziedo. Literatiiros duomenimis §ie junginiai pasiZymi stipriu antioksidaciniu poveikiu ir yra
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jrodyta, kad ilgalaikis augaly, kuriuose nustatyti dideli fenoliniy junginiy kiekiai, vartojimas apsaugo
nuo vézio, Sirdies ir kraujagysliy ligy, diabeto, osteoporozés ir neurodegeneraciniy ligy vystymosi
[17].

Fenoliniy junginiy antioksidacinio poveikio stiprumas priklauso nuo hidroksilo grupiy
skaiCiaus ir i§sidéstymo aromatiniame Ziede. Fenoliniai junginiai pasizymi redukuojan¢iomis savybés,
todél geba inaktyvuoti laisvuosius radikalus. Sie junginiai pasizymi skirtingais antioksidacinio
poveikio veikimo mechanizmais: kaip vandenilio elektrony donorai (ir tai siejama su fenoliniy
junginiy redukcijos potencialu); kaip reduktoriai, (kurie stabilizuoja ir perneSa nesuporuotg elektrong);
kaip metaly chelatoriai ir veikia sinergistisSkai su kitais antioksidantais [18].

Flavonoidai yra fenoliniy junginiy grupé, kuriy struktiira susideda i§ dviejy aromatiniy ziedy,
sujungty trijy anglies atomy, kurie dazniausiai yra susijunge ] heterociklinj ziedg. Literatiiros
duomenimis, pluostinés kanapés sudétyje esantys flavonai ir flavonoliai pasizymi antioksidacinémis

savybémis bei prieSuzdegiminémis, prieSvéZinémis ir neuroprotekcinémis savybémis [9].

1.5. Laisvieji radikalai, jy susidarymo Saltiniai ir vaidmuo Igsteléje

Laisvieji radikalai yra atomai, molekulés arba jonai, kurie savo iSorin¢je orbital¢je turi vieng
ar daugiau nesuporuoty elektrony, todé¢l yra labai chemiSkai nestabilis ir reaktyvis, reaguoja su
kitomis molekulémis. Jie gaunami i$ trijy elementy: deguonies, azoto ir sieros, taip sukuriant aktyvius
deguonies junginius (ADJ), aktyvius azoto junginius (ANJ) ir aktyvius sieros junginius (ASJ). ADJ
apima laisvuosius radikalus, pvz., singulentinj molekulinj deguonj (‘0,), superoksido anijono radikala
(Oy), vandenilio peroksidg (H,O,), hidroksilo radikalg (OH), hidroperoksilo radikala (HO,),
hipochloring riigst; ( HOCI), peroksinitrita (ONOO-) ir azoto oksidg (NO) [19]. Pagrindin¢ ADJ
gamybos vieta lgsteléje — tai mitochondrijy elektrony transporto grandinéje, endoplazminéje
retikulingje sistemoje, plazminéje membranoje, peroksisomose bei fermentiné sistema formuojanti O,
yra oksidaziy kompleksas NADPH.

Laisvyjy radikaly Saltiniai gali buit; skirstomi ] tris grupes: endogeniniai, egzogeniniai ir
fiziologiniai veiksniai. Endogeniniais Saltiniais gali biiti fermentinés reakcijos. Tai reakcijos, kurios
yra susijusios su prostaglandiny sinteze, kvépavimo grandinés fagocitoze ir citochromo P450 sistema.
Kai kurie vidiniai laisvyjy radikaly susidarymo Saltiniai yra mitochondrijy kvépavimo grandiné,
autooksidacija, uzdegiminés reakcijos. Egzogeniniai Saltiniai apima nefermentines reakcijas tarp
deguonies ir organiniy junginiy. Kiti iSoriniai veiksniai yra rikymas, aplinkos tarSa, jonizuojancioji
spinduliuoté, UV spinduliuoté, ozonas, ksenobiotikai, pesticidai ir pramoniniai tirpikliai. Fiziologiniai

veiksniai, deél kuriy gali atsirasti laisvieji radikalai, yra stresas, emocijos, ligos [1].
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1.6. Oksidacinis stresas ir jo biologinis vaidmuo

Oksidacinis stresas - tai organizmo buisena, kurios metu sutrinka pusiausvyra tarp aktyviy
deguonies junginiy ir antioksidanty. Normaliomis saglygomis lgstelése yra palaikomas mazas ADJ lygis
jvairiy fermentiniy sistemy, dalyvaujanciy in vivo redokso homeostazéje. Pusiausvyra gali sutrikti dél
keleto priezasCiy: padidéjus endogeniniy ir egzogeniniy junginiy kiekiui, kurie patenka |
autooksidacijg; iSeikvojus mazos molekulinés masés antioksidanty atsargas; inaktyvuojant
antioksidacinius fermentus; sumazéjus antioksidaciniy fermenty ir mazos molekulinés masés
antioksidanty gamybai [20]. Oksidacinio streso poveikis organizmui priklauso nuo oksidatoriaus
rusies, gamybos vietos, intensyvumo ir jvairiy antioksidanty veikimo bei geb&jimo inaktyvuoti [21].
Kai organizme didéja aktyviy deguonies junginiy kiekiai, kurie néra inaktyvuojami, atsiranda
oksidaciniai baltymy, lipidy ir deoksiribonukleortigStis (DNR) pazeidimai, kurie gali sukelti
citotoksiskuma, genotoksiskuma ir net karcinogeneze, kai pazeistos (mutavusios) lastelés dauginasi
Tai lemia ir tokiy ligy, kaip aterosklerozés, Sirdies nepakankamumo, Parkinsono, Alzheimerio, vézio ir
kity ligy etiologija [22].

ADJ gali sukelti DNR modifikacijas keliais biidais: DNR ir ribonukleino rigstis (RNR) baziy
modifikacijos; viengubos ar dvigubos DNR spiralés suardymas; deoksiribozés pakitimai; grandiniy
trikiai; sutrikdoma DNR reparacijos sistema. Dauguma Siy DNR modifikacijy gali sukelti
kancerogenezg, senéjima ir neurodegeneracines, Sirdies ir kraujagysliy bei autoimunines ligas [23].
Taip pat ADJ gali sukelti lipidy peroksidacija ir suardyti lasteliy membranos dvigubg lipidy sluoksnj,
tai gali inaktyvuoti membranos receptorius ir fermentus ir padidinti audiniy pralaiduma. Lipidy
peroksidacijos produktai yra alkoholiai, aldehidai ir malondialdehidas (MDA), kurie gali inaktyvuoti
lasteliy baltymus, suformuodami baltymy kryZmines jungtis. Oksidacinio streso metu sukelti baltymy
pazeidimai: polipeptidinés grandinés fragmentacija, baltymy elektros kriivio pakeitimai, baltymy
kryZminj susiejimg ir specifiniy aminoriig§¢iy oksidacija, todél padidéja jautrumas proteolizei,
skaidant specifinémis proteazémis. Cisteino ir metionino likuciai baltymuose yra ypac jautriis
oksidacijai. Sulfhidrilo grupiy ar baltymy oksidavimas sukelia konformacinius pokycius, baltymy
i§siskleidimg ir skaidymg. Dél oksidaciniy pazeidimy fermentiniai baltymai praranda aktyvumg ir
pakinta vidiniai lgstelés procesai.

Lipidy peroksidacijag (LPO) galima apibudinti kaip procesa, kurio mety laisvieji radikalai
atakuoja lipidus, ypac polinesocigsias riebaly rugstis, susidarant lipidy hidroperoksidams (LOOH) ir
lipidy peroksidy radikalams (LOQO-). Susidare LOO-" toliau reaguoja su kitomis lipidy molekulémis ir
susidaro galutinis LPO produktas - malondialdehidas (MDA) [24]. Malondialdehidas — antrinis lipidy
peroksidacijos produktas. MDA yra laikomas labiausiai mutageninis ir placiai naudojamas kaip lipidy

peroksidacijos zymuo, dél paprastos reakcijos su tiobarbitiiro riig§timi (TBR). TBR testas yra paremtas



17

reaktyvumo su MDA principu, kurio kiekis nustatomas spektrofotometrijos biidu ties 540 nm ilgio

banga [25].

1.7. Antioksidaciné Igstelés sistema ir jos mechanizmas

Antioksidantai yra bet kuri medziaga, kuri tiesiogiai inaktyvuoja ADJ arba netiesiogiai veikia
apsauging antioksidacing sistemg arba slopina ADJ gamyba [26]. Antioksidantai gali atiduoti vieng ar
daugiau elektrony laisviesiems radikalams ir juos inaktyvuoti, taip apsaugodami lgsteles nuo
oksidacinio streso [27].

Yra skirtingi antioksidacinio poveikio veikimo mechanizmai: kaip laisvyjy radikaly
oksidacijos reakcijy inhibitoriai, inhibuojantys laisvyjy lipidy radikaly susidarymg; autooksidacing
grandinine reakcija nutraukiantys; kaip reduktoriai, kurie hidroperoksidus paverCia stabiliais
junginiais; metaly chelatoriai, konvertuojantys metalo prooksidantus (gelezj ir vario darinius) i
stabilius produktus; kaip prooksidaciniy fermenty (lipooksigenaziy) inhibitoriai ir sinergistiskai veikia
su kitais antioksidantais [19].

Remiantis jy veikimu, antioksidantai gali buiti suskirstomi j dvi pagrindines grupes:
fermentinius ir nefermentinius antioksidantus [3]. Fermentiniai antioksidantai dar iSskiriami j dvi
grupes, pagal veikimo mechanizmg: pirminiai ir antriniai. Pirminiai antioksidantai uzkerta kelig
laisvyjy radikaly susidarymui ar juos neutralizuoja. Siai grupei priklauso trys svarbiis fermentai:
superoksido dismutazé (SOD), katalazé (CAT) ir glutationo peroksidazé (GSHPX). SOD, nustatoma
citozolyje ir mitochondrijose, konvertuoja superoksido anijonus j vandenilio peroksida ir deguonj.
Katalaze¢, nustatoma peroksisomose, vandenilio peroksidg verc¢ia vandeniu ir molekuliniu deguonimi.
Glutationo peroksidazé, nustatoma praktiSkai visuose Zmogaus audiniuose, suskaido vandenilio
peroksida j vandenj ir deguonj, taip pat suskaido ROOH j atitinkamg alkoholj ir deguon;.

Nefermentiniai antioksidantai yra skirstomi } metabolinius - endogeninius ir maistiniy
medZiagy - egzogeninius. Metaboliniai antioksidantai yra redukuotas glutationas (GSH), lipoiné
rugstis, L-argininas, kofermentas Q10, melatoninas, Slapimo riigstis, bilirubinas, metalus sujungiantys
baltymai ir kiti. Maistiniy medziagy: takoferolis (vitaminas E), askorbo rugstis (vitaminas C),
mineralai (Zn, selenas (Se)), omega-3 ir omega-6 riebaly rugstys, kurie yra gaunami su maisty. Didelis
démesys skiriamas natiiraliems antioksidantams, kaip karotenoidams, flavonoidams, fenolinéms
rugstims, kurie yra metaboliniai antioksidantai ir nustatomi augalinése Zaliavose [28, 13]. Taip pat vis
daugiau tyrimy atliekama su Cannabis augalu, siekiant jrodyti kanabinoidy, kaip THC ir CBD,

antioksidacines savybes [6].
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1.8. Katalazés vaidmuo antioksidacinéje sistemoje

Katalazé (CAT) yra keturias porfirino hemo grupes turintis homotetramerinis fermentas, kuris
katalizuoja 2H,O, — 2H,0 + O, reakcija, taip padédamas aerobinéms Igsteléms gintis nuo H,O,
sukelto oksidacinio lasteliy pazeidimo [29]. Sio fermento molekuliné masé¢ yra 240 kDa. Katalazé yra
nustatoma aerobiniuose organizmuose, iskaitant beveik visus zinduoliy audinius, o didziausias $io
fermento aktyvumas yra kepenyse (Kupferio Igstelése) ir kraujyje. Daugiausiai §io fermento nustatoma
lasteliy peroksisomose, nes Sioje vietoje yra daug H,O, gaminanciy fermenty, ir mitochondrijose,
tirpioje ir su membrana susietoje formoje [30]. Katalazé organizme yra nuolatos gaminama ir
aktyvuojama superoksido.

CAT veikimo mechanizmo reakcija vyksta per dvi stadijas [31]. Fermentas yra oksiduojamas
i didelio valentingumo geleZies tarpinj junginj: I — oksoferilo porfirino katijono radikalg (Por.'—
Fe'Y=0). Sis junginys susidaro vandenilio peroksidui patekus j aktyviaja fermento vieta, geleZies
centra hemo grupéje: Fe(Il)-E + H,0, — Por.*—Fe'Y=0 + H,0.

(Por.+—FeIV=O) molekulé reaguoja su antrgja H,O, molekule, reformuodama Fe(IIl)-E ir
i§skirdama vandenj ir deguon;: Por."*—FeV=0 + H,0, — H,0 + O, + Fe(Il)-E.

Literatiiros duomenimis, kad katalazés trikumas peliy audiniuose, gali lemti nutukima, 2 tipo
cukrinj diabetg ir rie kepeny suriebéjima [32], o peléms su pernelyg iSreikstu Sio fermento kiekiu, nuo
amziaus priklausomas oksidacinis stresas maziau iSreikstas, nei laukinio tipo peléms [33].

Katalazeés aktyvumo nustatymas naudojamas kaip cheminés tarSos poveikio rodiklis.
Auksinéms zuvims suleidus herbicido 3-amino-1,2,4-triazolo (AMT), katalazés aktyvumas audiniuose
reik§mingai sumazéjo, lyginant su Zuvimis, kurioms buvo suleistas fiziologinis tirpalas [34].

Kaip jau buvo minéta, katalazé¢ yra nustatoma beveik visuose gyviiny organuose ir lgstelése,
tod¢l Sio fermento aktyvumo nustatymas yra placiai naudojamas. Katalazés aktyvumo nustatymas
remiasi susidariusios komplekso, reaguojant vandenilio peroksidui su amoniomolibdatu, Sviesos
absorbcijos matavimu esant 410 nm bangos ilgiu. Katalazés aktyvumo nustatymas yra svarbus

antioksidacinés organizmo sistemos rodiklis.

1.9. Redukuoto glutationo vaidmuo antioksidacinéje sistemoje

Glutationas (GSH) yra nefermentinis vidulastelinis antioksidantas, kuris nustatomas visose
organizmo lgstelése, citoplazmoje, citozolyje, branduolyje, endoplazminiame tinkle ir mitochondrijose,
1 - 10 mM koncentracijomis [35, 36]. Smegenyse GSH kiekis yra mazesnis nei kituose audiniuose, nes
didélés jo prekursoriy koncentracijos gali biti toksiskos [37]. GSH yra sudarytas 1§ glutamato, cisteino

ir glicino.
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Glutationas tiesiogiai veikia laisvuosius radikalus ir neutralizuoja aktyvius deguonies
junginius. Jis veikia kaip substratas reakcijose, katalizuojamose GPx ir glutationo-S-transferazés
(GST) fermenty. GST fermenty pagalba GSH konjuguojasi su jvairiais elektrofiliniais endogeniniais
junginiais ir ksenobiotikais ir tai lemia jy saugy ir efektyvy pasalinimg i$ organizmo. ADJ pasalinamos
nefermentinés redukcijos su GSH metu, o hidroperoksidy Salinimas reikalauja fermentinés katalizés,
naudojant glutationo peroksidaze [29]. Glutationas veikia ne tik kaip antioksidantas, bet yra jrodyta,
kad jis dalyvauja kituose fiziologiniuose procesuose, jskaitant nukleotidy metabolizma, lipidy antriniy
pasiuntiniy susidaryma, azoto oksido homeostazés reguliavimas, ir baltymy funkcijos moduliavimas
redokso modifikacija. Glutationas atlicka daugybe nefermentiniy reakcijy, kuriy pagrindas yra tiolo —
disulfido mainai. Taip pat dalyvauja glutationilinimo procese, kai tarp GSH ir baltymy -SH grupiy
susiformuoja disulfidai ir taip apsaugomos baltymy —SH grupés nuo oksidacijos. Sis nefermentinis

antioksidantas sugeba regeneruoti tokius antioksidantus kaip vitaming C ir E ] jy aktyvias formas.

1.10. Aliuminis ir jo sukeliamos paZaidos

Aliuminis yra vienas i§ gausiausiy elementy, esaniy zemés plutoje. Gamtoje aliuminis
randamas AI’* formoje ir nedalyvauja oksidacijos redukcijos reakcijose. Sis elementas j organizma gali
patekti su maistu, vandeniu ir oru [38]. Siomis dienomis aliuminis nustatomas geriamajame vandenyje,
nes jis veikia kaip flokuliantas ir naudojamas vandens valymo sistemose, apdorotose maisto
produktuose kaip maisto priedas, dedamas ] kosmetikos produktus ir vaistinius preparatus. D¢l to vis
daZniau aliuminis aptinkamas Zmogaus organizme [39]. DidZioji dalis aliuminio patenka per
virSkinamgjj trakta. Aliuminis yra blogai absorbuojamas virSkinimo trakte, todél beveik visas
pasalinamas i§ organizmo per inkstus. Taciau esant inksty funkcijos sutrikimas aliuminis i§ organizmo
nepasalinamas ir akumuliuojasi. Taip pat aliuminis gali patekti per odg ar kvépavimo takus [40]. Yra
jrodyta, kad aliuminis kaupiasi smegeny audiniuose. D¢l Sios prieZasties aliuminis yra neurotoksinis
[39]. Tyrimai rodo, kad aliuminis daro jtaka prie Alzheimerio ligos, sukeldamas latentinius
neurofiziologinius pokycius [40]. Tyrimy su Swiss pelémis duomenimis, létinis aliuminio vartojimas
29 dienas mazomis dozémis yra siejamas su atminties sutrikimais [41]. Be neurologiniy pokyciy,
aliuminis padidina aktyviy deguonies junginiy kiekj ir sukelia oksidacinius pazeidimus smegenyse,
veikia neurotoksiSkai ir sumazina hipokampo piramidines lasteles [42]. Didelis aliuminio kiekis yra
nustatytas ir Parkinsono liga serganciy pacienty smegenyse. Taip pat yra nustatyta sgsaja tarp didelio
aliuminio kiekio ir tokiy ligy, kaip osteomaliacija ir mikrocitiné anemija, kuri atsiranda dél aliuminio
sukelto hematokrito ir hemoglobino kiekio sumazéjimo, taip pat hemolizés. Esant inksty ar kepeny

funkcijos sutrikimams, aliuminis kaupiasi inkstuose ir kepenyse, taip sukeldamas atitinkamai
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nefrotoksinj poveikj, skatindamas inksty kanaléliy Iasteliy degeneracija arba hepatotoksinj poveikj [43,
44].

Aktyvus aliuminis padidina aktyviy deguonies junginiy - superoksido anijono radikalo (O?),
vandenilio peroksido (H»O;), hidroksilo radikalo (OH) — susidarymg. Aliuminis gali sukelti
oksidacinius pazeidimus keliais mechanizmai: 1) prisijungdamas prie neigiamai jkrauty smegeny
fosfolipidy, kuriuose yra polinesoCiyjy riebaly rugsciy, kurios yra lengvai paveikiamos aktyviy
deguonies junginiy; 2) skatindamas Fentono reakcijos metu gelezies inicijuotg lipidy peroksidacija,
kuri sukelia ADJ gamyba ir Fe** susidaryma; 3) neutralizuodamas superoksida ir sudarydamas Al-O?

kompleksa, kuris padidina O*” oksidacinj poveikj [45].

1.11. Etanolis ir jo sukeliamos pazaidos

Etanolis yra daznai naudojamas ekstrahentas ekstrakty gamyboje. Pagrindinis etanolio
metabolizmas  vyksta pirmojo prasiskverbimo per kepenis metu. Etanolis veikiamas
alkoholdehidrogenazés fermento skyla, sudarydamas acetaldehida, kuris toliau oksiduojamas nuo
NAD" priklausomo aldehiddehidrogenazé iki acetato. Susidarius NADH pertekliui, ima trikti NAD+
ne tik Sioms, bet ir kitoms oksidoreduktazéms, todél sutrinka oksidacijos-redukcijos procesai lastelése
[46]. Kepeny lasteléje sumazéjes NAD'/ NADH santykis yra pagrindiné metaboliniy poky¢iy,
atsiradusiy kepeny lastelése, priezastis, jskaitant ir trigliceridy akumuliacijg (surieb¢jusios kepenys).
Vis daugiau tyrimy rodo, kad oksidacinis stresas atliecka pagrindinj vaidmen; kepeny cirozés
patogenezeje [47]. Alkoholio vartojimas skatina citochromo P450 2E1 (CYP2E1) fermento ekspresija
ir aktyvuma, kuris katalizuoja konversija i§ etanolio j acetaldehidg. Sis katalizinis CYP2E1 fermento
aktyvumas reikalauja deguonies aktyvinimo, dél kurio susidaro per daug ADJ, pvz.: vandenilio
peroksidas (H»O,), superoksido anijono radikalas (O,) ir hidroksilo radikalas (OH). Padidéjes ADJ
kiekis deél etanolio vartojimo gali sukelti oksidacinius paZeidimus kepeny lastelése.

Etanolis praeina kraujo-smegeny barjerg ir gali buti metabolizuojamas smegenyse. Etanolio
oksidacija 1 acetaldehida smegenyse vyksta veikiant katalazés, citochromo CYP2El1 ir
alkoholdehidrogenazés fermentams. Tyrimy su ziurkémis metu nustatyta, kad etanolis yra
metabolizuojamas smegenyse ir susidaro acetatas, glutamatas, glutaminas ir gama-amino sviesto

rugstis.
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo objektas

Tyrimo objektas — Lietuvoje auginama FUTURA 75 veislés pluostinés kanapés (Cannabis
sativa L.) susmulkinta antZzeminé dalis, gauta i§ Lietuvos Sveikatos Moksly Universiteto (LSMU)
Analizinés ir toksikologinés chemijos katedros. Veislé¢ pasirinkta remiantis tyrimais, kuriy metu
nustatyta, kad didziausias kanabidiolio kiekis ir didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymi
FUTURA 75 veislés pluostiniy kanapiy zolés méginiai [48, 7].

Eksperimentams naudojome nelinijines 4—6 savai¢iy amziaus baltgsias laboratorines peles,
sverianCias 20-25 g. Bendras peliy skaicius 40. Eksperimentams naudotos pelés atsiveztos i§ LSMU
Veterinarijos akademijos vivariumo. Gyvinai laikyti atsizvelgiant | geros laboratorijos praktikos
(GLP) reikalavimus. Po atvezimo ] laboratorija, pelés 7 dienas laikytos karantino sglygomis. Patelés ir
patinai atskirti j skirtingus narvelius ir laikomi sudarant optimalias laikymo salygas: patalpy optimali
temperatiira ~20 °C, santykiné oro drégmé 55+10 proc., natliralus Sviesos (diena/naktis) rezimas.
Laboratorinés pelés Sertos pilnaver¢iu maistu ir girdomos vandentiekio vandeniu ad libidum.
Pakratams naudotas Sienas ir medienos drozlés, kurie buvo kei¢iami kiekvieng dieng.

Moksliniai tyrimai su laboratorinémis pelémis atlikti vadovaujantis Siuose jstatymuose bei
1sakymuose nurodytais reikalavimais: 2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva
(ES) Nr. 2010/63 ,,Dé¢l mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos®, Lietuvos Respublikos Gyviiny
geroves ir apsaugos Jstatymu, Lietuvos Respublikos Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos
direktoriaus 2012 m. spalio 31 d. jsakymu Nr. B1-866 ,, D¢l mokslo ir mokymo tikslais naudojamy
gyviny laikymo, priezitros ir naudojimo reikalavimy patvirtinimo®, Europos konvencija dél
eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos. Lietuvos
laboratoriniy gyviny naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos
gautas leidimas atlikti mokslinius eksperimentus su laboratoriniais gyviinais (leidimo Nr. 0221) (zr.

Priedas Nr. 1).

2.2. Tyrimo metu naudoti reagentai

¢ Amonio molibdatas (,,Sigma-Aldrich®, Scnelldorf, Vokietija);
e Chloroformas >99 proc. ( ,,Sigma-Aldrich®, Missouri, JAV)
e Etanolis 96 proc. (Vilniaus degtiné);

e Folin — Ciocalteu reagentas (Merck, Vokietija);
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e QGalo riigstis (>99 proc., Fluka, Lenkija);

e Kanabidiolis 99,8 proc. (THC Pharm, Vokietija)

e Kalio chloridas, vandenilio peroksidas, fosforo riigstis (,,Merck*, Vokietija);

e Metanolis 99,9 proc. (,,Sigma-Aldrich®, Scnelldorf, Vokietija);

e Natrio karbonatas (bevandenis, CHEMPUR, Lenkija);

e Trichloracto riigstis (TChA), n-butanolis (Lietuva);

e Tris- HCI buferis, tiobarbittro rugstis (TBR), 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzoiné riig§tis) (DTNB)
(,,Serva®, Vokietija);

e Tirpaly gamybai naudojamas iSgrynintas vanduo, dejonizuotas vanduo ir fiziologinis tirpalas.

2.3. Tyrimo metu naudota aparatiira

e Ultragarso vonelé (WiseClean);

e Vandens gryninimo sistema Millipore (Millipore, Bedford, JAV);

e Dujy chromatografas — Shimadzu (SHIMADZU GC - 2010 PLUS, Japonija);
e Laboratorinis maliinélis D — 47906 Clatronic (Kempen, Vokietija);

e Drégmés analizatorius — KernandSohn, DBS-60-3, Balingen, Vokietija);

e Analitinés svarstyklés (Shimadzu AUW 120D, Bellingen, Vokietija);

e Automatings pipetés (Eppendorf Research, Eppendorf, JAV);

e C(Centrifuga ,,Beckman J2-21* (JAV);

e Spektrofotometras (LAMBDA 25, JAV);

e Bandiniams tirti panaudotos 1 cm skersmens kiuvetés.

2.4. Cannabis sativa L. Zaliavos kokybinis jvertinimas

Pluostiniy kanapiy tiriamosios augalinés Zaliavos kokybé jvertinta vizualiai ir nustacius
dréegmes kieki. Vizualiai vertina ziedy, lapy, stieby ir sékly spalva. Drégmés kiekis nustatomas
vertinant nuodzitivi. Nuodzilivio rodiklis nustatomas dziovinant Zaliava iki pastovios masés ir
skai¢iuojamas masés procentais (m/m). Nuodzitivis apskai¢iuotas, naudojant drégmés analizatoriy.
Atsvertas 1g susmulkintos pluostiniy kanapiy zaliavos subertas ant analizatoriaus 1¢kstutés. Kiekviena
zaliava dziovinta nuo 6 iki 8 minuciy, esant 103 °C temperattrai. Atlikus analizg, pluostiniy kanapiy
nuodzitivis atitiko M. ElSholy (2013 m.) reglamentuojamas maksimalaus nuodzitivio kiekio leistinas

ribas, kurios neturi virSyti 15 proc. [49].
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2.5. Cannabis sativa L. ekstrakty paruoSimas

Literattiros duomenimis net mazos etanolio koncentracijos gali sukelti prooksidantinj poveikj
peliy organizmui, todél svarbu parinkti tinkamiausias pluostiniy kanapiy ekstrakcijos salygas.

Sudziovintos kambario temperatiiroje Sviezios augalinés zaliavos lapai, stiebai, ziedai ir
séklos sudedami | maiSykle IKA basic (Vokietija) ir smulkinami apie 5 minutes, kol gaunami milteliy
konsistencijos méginiai, kuriuose nesimato dideliy, heterodispersiniy daleliy.

Ekstrakcija atlikta remiantis E1ISohly M. ir kt. (2013) monografija [49]. Ekstraktai ruoSiami 1§

9 svériniy (2 lentel¢) susmulkinty pluostiniy kanapiy antzeminés dalies.

2 lentelé. Cannabis sativa L. Zaliavos svériniai ir etanolio koncentracijos

Etanolio koncentracija Zaliavos svérinys (g)
(proc.)
10 proc. 0,103 0,515 1,021
20 proc. 0,106 0,509 1,013
30 proc. 0,108 0,521 1,009

Zaliava atsverta ant aliuminio folijos, suberta j 10 ml tiring kolbute ir uZpilta pusé tirio
atitinkamos koncentracijos (2 lentel¢) (v/v) etanoliu. Ekstrahentu pasirinktas etanolis (vietoj metanolio
ir chloroformo misinio) dél jo mazesnio toksiSkumo [50]. Kolbuté uzkemsama plastikiniu kamsciu ir
dedama ] ultragarso vonel¢ 30 minuciy. Baigus ekstrakcija ultragarsu, ekstraktai atvésinamai ir
praskiedZiamai ekstrahentu iki tikslaus tiirio. Gautas ekstraktas filtruojamas pro Albet 400 (Dublinas,
Airija) filtravimo popieriy (pory dydis 38-43 um)  stiklinaite. Nufiltruotas ekstraktas filtruotas pro
0,45 um filtra j chromatografijai skirtus buteliukus.

2.6. Kanabidiolio kokybinis ir kiekybinis jvertinimas dujuy chromatografijos

metodu

Kanabidiolio kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui pasirinktas dujy chromatografijos metodas
su liepsnos jonizacijos detektoriumi. Dujy chromatografo salygos parinktos remiantis UNODC (2009)
rekomendacijomis [51]. Analizé¢ atlieckama Shimadzu GC - 2010 PLUS su AOC - 5000 Plus
autosampleriu, kapiliarine kolonéle Restek Rxi — 5 ms (Restek Corporation), 30 m ilgio, 0,25 mm
1Sorinio diametro, 0,25 pum vidinio diametro. Stacionari fazé sudaryta i§ 5 proc. difenilo ir 95 proc.

polisiloksano. Mobili fazé (dujos nesiklés) — helis.
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Dujy chromatografijos metodo salygos: pradiné¢ koloné¢lés temperatiira 80°C, injektoriaus
temperatiira 290°C, liepsnos jonizacijos detektoriaus temperatira 330 °C. Injekcija atliekama taikant
srauto skirstyma santykiu 1:20. Injekuojamojo bandinio kiekis — 1 pl, tékmés greitis 1,2 ml/min.
Temperatiira keliama palaipsniui nuo 80°C iki 250°C 10°C/min grei¢iu, nuo 250°C iki 310°C
30°C/min greiciu ir palaikoma 7 min. Bendras vieno bandinio analizés laikas 20 min.

Tiesiskumui jvertinti sudaroma kalibraciné kreivé, kurios koreliacijos koeficientas R? turi biiti
ne mazesnis negu 0,98. CBD koncentracija pluostiniy kanapiy ekstraktuose apskai¢iuota, naudojant
kalibracing kreive, kuriai sudaryti buvo naudojami zinomos koncentracijos etaloniniai tirpalai.
Standartinis CBD tirpalas buvo naudotas etaloniniams tirpalams gaminti ir kalibracinei kreivei
sudaryti. Buvo pagaminti 5 skirtingy, proporcingai didéjanéiy koncentracijy etaloniniai tirpalai, i§

kuriy sudaryta kalibraciné kreivé (3 pav.).
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3 pav. Kanabidiolio kalibraciné kreivé

Gauta kanabidiolio kalibracinés kreivés lygtis:

y =722,183 x x — 1821,26

y = chromatografinés smailés plotas,

x = kanabidiolio koncentracija iSreiksta mg/ml.

R? = 0,9999729, kalibracinés kreives koreliacijos koeficientas yra artimas vienetui, todél
galima daryti iSvada, kad metodikos tiesiSkumas yra tinkamas ir kiekybinis kanabidiolio nustatymas
pluostiniy kanapiy ekstraktuose yra tikslus.

Kanabidiolio tapatybé nustatyta pagal sulaikymo laika kolonéléje. Sis parametras lyginamas

su CBD standartinio méginio duomenimis.
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2.7. Bendro fenoliniu junginiy kiekio Cannabis sativa L. ekstrakte

nustatymas

Bendras fenoliniy junginiy kiekis pluostiniy kanapiy ekstrakte nustatytas Folin — Ciocalteu
metodu. Pirmiausia yra paruoSiamas 7 proc. natrio karbonato tirpalas. Jis ruoSiamas: 7 g medziagos
tirpinama 100 ml distiliuoto vandens. Analizei imamas 0,4 ml augalinés Zaliavos etanolinio ekstrakto,
kuris yra sumaiSomas su 0,4 ml Folin — Ciocalteu reagento, 3,6 ml distiliuoto vandens. Po 5 minuciy
jpilama 4 ml 7 proc. natrio karbonato tirpalo ir praskiedziama iki 10 ml. Gautas miSinys gerai
sumaiSomas ir palickamas 90 minuc¢iy kambario temperatiiroje, tamsioje vietoje. Praé¢jus duotam laikui
spektrofotometru matuojama tirpalo absorbcija 750 nm Sviesos bangos ilgyje. Atliekami trys matavimy
pakartojimai.

Lyginamasis tirpalas ruoSiamas lygiai tokiomis pac¢iomis saglygomis, kaip ir tiriamasis tirpalas,
vietoje pluostiniy kanapiy augalinés zaliavos ekstrakto pilant 0,4 ml distiliuoto vandens.

TiesiSkumui nustatyti, sudarytos galo riigsties standarty kalibraciné kreive, kurios koreliacijos
koeficientas R, turi biiti nemaZesnis negu 0,98. Etaloniniai galo riigsties tirpalai ruoSiami pagal ta
pacig metodika, tik vietoje ekstrakto pilami 0,4 ml zinomy koncentracijy galo riigsties tirpalai.
Naudojant 70 proc. metanolinj tirpala, buvo paruosti penkiy skirtingy koncentracijy galo ruigsties

tirpalai: 0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5 mg/ml ( 4 pav.).

2.5
y = 0,9068x + 0,0617
R? = 0.996
. 2 1.926
215
g
E
g
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S
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0
0 0.5 ! 15 2 2.5

Standarto galo ruigsties koncentracija mg/ml

4 pav. Galo rigsties kalibracinis grafikas bendrai fenoliniy junginiy koncentracijai
nustatyti

Gauti duomenys vertinami pagal galo rugsties kalibracinio grafiko tiesinés regresijos lygt].

y = 0,9068x + 0,0617;
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y = absorbcijos dydis;

x = bendra fenoliniy junginiy koncentracija, iSreiksta GRE (galo riigsties ekvivalentu) mg/ml.

R* = 0,996, kalibracinés kreives koreliacijos koeficientas yra artimas vienetui, tod¢l galima
daryti iSvada, kad metodikos tiesiSkumas yra tinkamas ir kiekybinis bendro fenoliniy junginiy

nustatymas pluostiniy kanapiy ekstrakte yra tikslus.

2.8. Tyrimo su laboratorinémis pelémis modelis

Laboratorinés pelés atsitiktinai suskirstytos j 5 grupes: (kontroling, AICls, etanolio, kanapés
ekstrakto, kanapés ekstrakto + AICl;), po 8 peles kiekvienoje grup¢je. Pelés suzymétos pikrino
rugStimi ir buvo sveriamos kas antrg dieng. Kiekvienai pelei tiriamo tirpalo tiiris perskaiciuotas
atsizvelgiant | kiino mase¢ (20 g pelés kiino masei atitinkamai 0,1 ml tiriamo tirpalo). Tiriamy
medziagy jvedimui tiesiai ] skrandj naudotas 1 ml SvirkStas su specialiai paruoSta adata — zondu, o
tiriamy medziagy jvedimui j pelés pilvo ertme naudotas 1 ml insulininis SvirkStas. Pelés gavo
atitinkamus tirpalus 21 dieng. Kontrolinés grupés peléms tiesiai j skrandj instiliuotas atitinkamas kiekis
fiziologinio (0,9 proc. NaCl) tirpalo. AICl; grupés peléms | pilvo ertme jSvirkSta AICI; istirpinto
fiziologiniame tirpale (0.15 LDsy Al vienam kiino masés kilogramui). Aliuminio vidutiné¢ mirtina dozé
(LDsp) nustatoma remiantis I. Stanevicienés ir bendraautoriy gautais rezultatais [52]. Etanolio grupés
peléms tiesiai j skrandj instiliuojamas atitinkamas kiekis 10 proc. etanolio. Kanapés ekstrakto grupés
peléms tiesiai } skrand] instiliuojamas atitinkamas kiekis Cannabis sativa L. ekstrakto. Kanapés
ekstrakto + AlCls grupés peléms tiesiai j skrandj instiliuojamas atitinkamas kiekis Cannabis sativa L.
ekstrakto ir po 20 minuciy i pilvo ertme jSvirk§¢iamas AlCl; iStirpintas fiziologiniame tirpale (7,5 mg

arba 0,278 mmol arba 0.15 LDsy Al vienam kiino masés kilogramui).

2.9. Kraujo, smegeny ir kepenuy méginiy paruoSimas

Po 21 tyrimo dienos laboratorinéms peléms atlikta dekapitacija, cervikaliné dislokacija ir
kraujo surinkimas, vadovaujantis Europos konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais
naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos.

Kraujas surinktas j atskirus centrifuginius, heparinu apdorotus mégintuvélius.

ISpreparuoti organai (kepenys ir smegenys) plauti fiziologiniu tirpalu ir dedami j Petri
leksteles, kurios nedelsiant atSaldomos ant ledo. Laboratoriniy peliy organai pasveriami ir pridedama 9
kartus didesnis turis (lyginant su organo mase) 1,15 proc. KCl tirpalo, kad gauti 10 proc. homogenatus,
ir homogenizuojami, naudojant audiniy smulkintuva. Kiekvieno homogenato paimama 0,5 ml |

atskirus centrifuginius meégintuveélius, o like homogenizatai centrifuguojami 10000 x g greiciu 15
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minuc¢iy ,,.Beckman J2-21° centrifuga. VirSutinis centrifugaty sluoksnis (supernatantas arba ,,HF*)
atsargiai nupilamas, iSpilstomas j Eppendorf tipo mégintuvélius ir saugojimui uzSaldomi -40 °C

temperattiroje.

2.10. Redukuoto glutationo koncentracijos nustatymas peliu kraujyje

GSH koncentracija peliy kraujyje nustatyta pagal J. Sedlak ir bendraautoriy pasitlytg
metodika [53]. Reakcijos miSin} sudaré: 200 ul heparinizuoto kraujo, 1,8 ml dejonizuoto vandens ir 2
ml 0,6 M HCIO,4. Gautas misinys centrifuguojamas 3000xg pagrei¢iu 10 minuciy ,,Beckman J2-21*
centrifuga. Po centrifugavimo nusiurbtg virSutinj vandens sluoksnj (supernatanto frakcija) naudojome
GSH koncentracijai nustatyti. GSH koncentracijos nustatymui j I ml supernatanto jpyléme 3,0 ml 0,4
M Tris-HCI buferinio tirpalo (pH 9,2) ir 50 ul DTNB. GSH koncentracija gautame miSinyje
nustatéme spektrofotometriskai matuojant sugertj ties 412 nm ilgio banga. Lyginamasis tirpalas
ruoSiamas lygiai tokiomis paciomis salygomis, kaip ir tiriamasis tirpalas, vietoje heparinizuoto kraujo
pilant 0,2 ml distiliuoto vandens. GSH koncentracija peliy kraujyje iSreikSta pmol/l.

Apskai¢iuojama pagal formule:

Cumol/l = D x 1488,9705 x Vo, kur 1488,9705 — koeficientas;

D — supernatanto sugerties reikSme ties 412 nm ilgio banga;

V( — supernatanto virSutinio vandens sluoksnio tiiris.

2.11. Malondialdehido koncentracijos nustatymas peliu smegenyse ir

kepenyse

MDA koncentracijai peliy kepenyse ir smegenyse nustatyta pagal Uchiyama ir bendraautoriy
pasiiilyta metodika [25]. T 0,5 ml paruosto (kepeny ar smegeny) 10 proc. homogenato jpilta 3 ml 1
proc. H3POy ir 1 ml 0,6 proc. TBR vandeninio tirpalo ir viskas gerai iSmaiSoma stikline lazdele. Gautas
miSinys 45 min. inkubuojamas verdancio vandens vonioje ir po inkubacijos 10 min. Saldomas ledo
vonioje. | atSaldyta miSinj jpilama 4 ml n-butanolio ir stipriai sumaiSoma. Butanolio sluoksnis
atskiriamas centrifuguojant 10 min. 8000 x g pagrei¢iu ,,Beckman J2-21“ centrifuga. Po
centrifugavimo virSutinis butanolio sluoksnis nusiurbiamas ir spektrofotometriSkai matuojama sugertis
ties 535 ir 520 nm ilgio banga. Lyginamasis tirpalas — TBR. MDA koncentracija peliy kepenyse ir
smegenyse iSreiSkiama pmol/ vienam gramui kepeny ar smegeny mases.

Apskai¢iuojama pagal formule:

A 0.V.x100000
113

Cumol/g = , kur
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O.V. - optiniy vienety skirtumas
100000/113 — koeficientas

2.12. Katalazés aktyvumo nustatymas peliy smegenyse ir kepenyse

Katalazés aktyvumas peliy kepeny ir smegeny homogenatuose nustatytas remiantis
Rachmanovos ir bendraautoriy metodika [54]. Sis metodas pagristas spektrofotometriniu amonio
molibdato komplekso su nesuskaidytu vandenilio peroksidu jvertinimu. Reakcijos miSinys sudarytas 1§
buferio-substrato misinio (,,B-S*), pagaminto i§ 10 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) ir 30 ml 0,08 proc.
vendenilio peroksido (H,0,) ir pridedant 100 ul homogenato. Reakcijos miSinys inkubuotas 3 min. su
smegeny homogenatu ir 1 min. su kepeny homogenatu 37 °C vandens vonioje. Fermentin¢ reakcija
sustabdyta su 2 ml 4,5 proc. amonio molibdato tirpalu.

Susidariusio geltonos spalvos molibdato ir vandenilio peroksido komplekso absorbcija
matuota spektrofotometru prie 410 nm bangos ilgio. Lyginamojo tirpalo sudétis: 1 ml ,,B-S*“ + 3 ml
dejonizuoto vandens + 100 pl ,,HF” ir inkubuoto 3 min. 37 °C vandens vonioje.

Katalazés aktyvumas skaiciuotas pagal formule:

A (Ek-Eb) x 12x 103 x 4,1 x 10°
B 22,2 x106 x 3(t) ’

kur

A — katalazés aktyvumas (vnt./mg baltymo), Vnt. — tai katalazés kiekis, skaidantis 1 pmol
H,0; per 1 min.;

12x103 — praskiedimo faktorius;

4,1x106 — perskai¢iavimo } mikromolius koeficientas;

22,2x106 — H,O, molinés ekstinkcijos koeficientas;

3(t) — inkubacijos laikas min. Inkubacijos laikas priklauso nuo ,,HF* Saltinio (kepeny ,,HF*

atveju — 1 min., o smegeny ,,HF atveju — 3min.).

2.13. Statistiné duomeny analizé

Eksperimenty metu gauti duomenys analizuoti naudojant SPSS 20.0 (SPSS Inc., JAV)
statistin} paketa ir Microsoft Office Excel (Microsoft, JAV). Eksperimentai kartoti tris kartus.
Duomenys iSreiksti vidurkiais + standartinis nuokrypis (SN). ApskaiCiuotas tyrimo duomeny
standartinis santykinis nuokrypis (SSN). StatistiSkai reikSmingi skirtumai tarp skirstiniy nustatyti
naudojant porinj ,,Stjudento t” kriterijy ir neparametrinj Wilkoxono kriterijy priklausomoms imtims.
Skirtumai laikyti statistikSai reikSmingais, jeigu reikSmingumo lygmuo lygus arba mazesnis nei 0,05

(p=<0,05).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Cannabis sativa L. Zaliavos kokybinis jvertinimas

Vizualiai jvertinus sudziovintos augalinés Zaliavos kokybe nustatyta, kad lapai ir ziedai buvo
tamsiai zalios spalvos, stiebai — Sviesiai rudi, séklos — pilkos/rusvos spalvos. Taip pat nustatytas
sudziovintos augalinés zaliavos likutinis drégmes kiekis 6,09 proc. +0,42 proc., kuris nevirsijo 15 proc.
zaliavos maseés, t.y. maksimaliios leidziamos nuodzitivio kiekio reikSmes, kurig rekomenduoja M.

ElSholy ir kt. (2013 m.) [49].

3.2. Kanabidiolio identifikavimas Cannabis sativa L. ekstraktuose

Kanabidiolis FUTURA 75 wveislés pluostiniy kanapiy ekstrakte identifikuotas dujy
chromatografijos metodu pagal sulaikymo laikg. 5 paveiksle pateikti pluostiniy kanapiy ekstrakto
méginio ir CBD standartinio tirpalo dujy chromatografijos chromatogramos. Ekstrakty meéginiuose

nustatyto CBD sulaikymo laikai sutapo su standartu — 19,9 min.
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5 pav. Cannabis sativa L. méginiy chromatograma. I — CBD standartinio tirpalo
chromatograma; Il — Cannabis sativa L. méginiy chromatograma.

3.3. Kanabidiolio ir bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimo nustatymas

Cannabis sativa L. ekstraktuose

Vertinant kanabidiolio kiekio jvairavimg pluostiniy kanapiy FUTURA 75 veislés

ekstraktuose, nustatyta, kad didziausias (p < 0,05) CBD kiekis gaunamas ekstrahuojant 1,0 g tiriamos
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medziagos sveérinj su 30 proc. etanoliu, o maziausias (p < 0,05) - ekstrahuojant 0,1 g su 10 proc.

etanoliu (3 lentelé).

3 lentelé. Kanabidiolio kiekio (ug/g) jvairavimas skirtingy pluostiniy kanapiy svériniy ir etanolio
koncentracijy ekstraktuose.

Etanolio koncentracija/ 0,1 g zaliavos 0,5 g Zaliavos 1,0 g Zaliavos

Zaliavos svérinys

10 proc. etanolis 18,532 21,718 22,639
20 proc. etanolis 26,625 28,227 37,564
30 proc. etanolis 57,245 73,008 84,662

Pagal galo riigSties ekvivalenta apskaiCiavus bendra fenoliniy junginiy kiekj pluostiniy
kanapiy ekstraktuose (4 lentel¢) nustatyta, kad maZiausias fenoliniy junginiy kiekis gautas
ekstrahuojant 0,1 g su 10 proc. etanoliu, o didziausias - 1,0 g tiriamos medziagos svérinj su 30 proc.
etanoliu, taciau bendro fenoliniy junginiy kiekio skirtumas, ekstrahuojant 30 proc., 20 proc. ir 10 proc.

etanoliu, pluostiniy kanapiy ekstraktuose buvo statistiSkai nereik§mingas.

4 lentelé. Bendras fenoliniy junginiy kiekio (mg GRE/g) jvairavimas skirtingy pluostiniy kanapiy
svériniy ir etanolio koncentracijy ekstraktuose.

Etanolio koncentracija/ 0,1¢g 0,5¢ 1,0g
Zaliavos svérinys

10 proc. 0,216 1,182 1,688

20 proc. 0,256 1,206 1,712

30 proc. 0,275 1,228 1,755

Literatiiroje yra duomeny, kad 10 dieny peles girdant 5 proc. etanoliu nustatyta kepeny
pazaida bei steatoze [55]. Taip pat yra duomeny, kad peléms tiesiai | skrandj instiliuojant 10 proc.
etanolj, nustatyti statistiSkai reikSmingi antioksidacinés sistemos fermenty pokyciai [56]. Kadangi
triksta duomeny apie didesniy etanolio koncentracijy ilgalaikio vartojimo poveikj peliy organizmui ir
dél galimo zalingo poveikio peliy organizmui, kuris turéty reikSmeés tyrimui, o bendras fenoliniy
junginiy kiekis statistiSkai reikSmingai nesiskyreé tarp 10 proc. 20 proc. 30 proc. etanolio koncentracijy
pluostiniy kanapiy ekstraktuose, eksperimentams su pelémis pasirinkta tiriamajj ekstrakta gaminti

imant 1,0 g zaliavos svérinj ir jj ekstrahuoti 10 proc. etanoliu.
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3.4. Cannabis sativa L. poveikis redukuoto glutationo koncentracijai peliy

kraujyje

Redukuoto glutationo koncentracija peliy kraujyje vertinta po 21 dienos Cannabis sativa L.
zaliavos ekstrakto jvedimo tiesiai j pelés skrandj. Gauti kontrolinés peliy grupés kraujo GSH
koncentracijy rezultatai (umol/l) prilyginti 100 proc., o kity tiriamyjy grupiy rezultatai taip pat iSreiksti
procentais, juos paskaiciuojant nuo kontrolés rezultaty. Antioksidanto GSH koncentracija kontrolinés
grupés peléms sieké 832,52 + 55,81 (umol/l). Kanapés ekstrakto grupés peléms GSH koncentracija
sieké 707,4 + 39,05 umol/l ir lyginant su kontrolinés grupés pelémis, GSH koncentracija sumaz¢jo
15,03 proc. (p >0,05). Kanapés ekstrakto + AlCl; grupés peléms nustatyta GSH koncentracija 804,52 +
54,4 pmol/l ir buvo 3,36 proc. (p >0,05) mazesné¢ uz kontroling grupe bei 26,81 proc. (p < 0,05)
mazesné uz AlCl; grupe. Taip pat GSH koncentracija peliy kraujyje, kurioms buvo susvirkstas 10 proc.
etanolis sieké 733,87 + 37,17 umol/l ir lyginant su kontrolinés grupés pelémis koncentracija sumazéjo
11,85 proc. (p >0,05). GSH koncentracija aliuminio grupés peliy smegenyse sieke 1099,29 + 64,85

umol/l, tai reiskia buvo statistiSkai reikSmingai didesné 32,03 proc. Rezultatai pateikti 6 paveiksle.
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6 pav. Redukuoto glutationo koncentracija (umol/l baltymo) peliy kraujyje
* - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniy peliy grupe
# - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su AlCl; paveikty peliy grupe

Tyrimo metu nustatyta, kad 21 dieng trukusi intoksikacija aliuminiu sukélé statistiSkai
reikSmingg GSH koncentracijos padid¢jimag peliy kraujyje. Literatiiros duomenimis, aliuminis
sumazina GSH koncentracija kepenyse ir smegenyse [57]. Sio nefermentinio antioksidanto

padidé¢jimas kraujyje gali biiti siejamas su tuo, kad aliuminis daugiausia absorbuojamas vir§kinimo
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trakte ir akumuliuojasi kiino audiniuose, daugiausiai smegenyse bei kepenyse, ir mazai kraujyje [43].
Tiriant Alzheimerio liga sergancius pacientus, nustatytos statistiSkai reikSmingai didesnés plazmos,
eritrocity ir leukocity GSH koncentracijos nei sveiky pacienty [58]. Peliy grup¢je, kurioms girdytas
tik kanapés ekstraktas, nustatytas GSH koncentracijos sumazéjimas buvo statistiSkai nereikSmingas,
todé¢l galime daryti iSvada, kad kanapés ekstraktas neturi jtakos antioksidacinio fermento pokycCiams
peliy kraujyje. Peliy grupé, kuriai buvo suleista aliuminio tirpalo oksidacinio streso sukélimui ir po 20
min. ] pilvo ertme¢ SvirkS¢iama kanapés ekstrakto po 21 dienos neparod¢ reikSmingy GSH
koncentracijos pokyc¢iy ir beveik nesiskyré nuo kontrolinés grupés peliy, taciau lyginant su aliuminio
grupés pelémis GSH koncentracija statistiSkai reikSmingai sumazéjo. IS Siy rezultaty galima spresti,
kad kanapés ekstraktas atstato nekontroliuojamo redukuoto glutationo sinteze, sukelto peliy kraujo
autooksidacinei apsaugos sistemai aliuminio jonais, iki kontroliniy peliy kraujyje nustatomo kiekio.
Etanolio grupés peliy kraujyje nustatytas GSH koncentracijos sumaz¢jimas nebuvo statistiSkai

reikSmingas, todél galima daryti prielaida, kad 10 proc. etanolis jtakos rezultatams neturé¢jo.

3.5. Cannabis sativa L. ekstrakto poveikis malondialdehido koncentracijai

peliy smegenyse

Malondialdehido koncentracija peliy smegenyse vertinta po 21 dieng trukusio kasdieninio
Cannabis sativa L. zaliavos ekstrakto jvedimo tiesiai i pelés skrandj. Gauti kontrolinés peliy grupés
MDA koncentracijy smegenyse rezultatai (pumol/g) prilyginti 100 proc., o kity tiriamyjy grupiy
rezultatai taip pat iSreikSti procentais, juos paskaiciuojant nuo kontrolés rezultaty. Kontrolinéje peliy
grup¢je lipidy peroksidacijos galutinio produkto MDA koncentracija smegenyse sieké 27,58 + 5,67
umol/g. Kanapés ekstrakto grupés peliy smegenyse MDA koncentracija padidéjo 4,28 proc. (p >0,05),
lyginant su kontroline grupe, ir sieké 28,76 + 6,23 umol/g. Tuo tarpu girdant peles 10 proc. etanoliniu
tirpalu nustatyta 41,26 + 3,9 umol/g MDA koncentracija peliy smegenyse, kuri buvo 49,60 proc.
didesné nei kontrolinéje grup¢je, taciau statistiSkai reikSmingo skirtumo taip pat nesudare. Injekuojant
AlCl; tirpalg peléms j pilva 21 diena, nustatyta, kad MDA koncentracija peliy smegenyse statistiSkai
reik§mingai padidéjo (416,64 proc.), lyginant su kontroline grupe ir sieké 142,49 + 11,32 pmol/g, o po
AICl; sukelto prooksidantinio poveikio sugirdytas kanapés ekstraktas statistiSkai reikSmingai (82,12
proc.) sumazina §ig koncentracijg iki 26,90 £ 3,90 umol/l ir pasiekia kontrolinéje peliy grupéje

nustatyta MDA koncentracijg. Rezultatai pateikti 7 paveiksle.
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7 pav. Malondialdehido koncentracija (umol/g baltymo) peliy smegenyse
* - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniy peliy grupe
# - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su AlCl; paveikty peliy grupe

Tyrimo metu nustatyta, kad 21 dieng trukusi intoksikacija aliuminiu sukélé statistiSkai
reikSmingg MDA koncentracijos padidéjima peliy smegenyse ir tai sutampa su kity mokslininky
gautais rezultatais, jrodanciais AIlCl; sugebéjima sukelti oksidacinj stresg smegenyse [57]. Misy
tyrimo metu nustatytas reikSmingas MDA koncentracijos padidéjimas smegenyse taip pat gali biiti
siejamas su prie§ tai minéta aliuminio akumuliacija smegeny audiniuose ir jo neurotoksiniu poveikiu
[58, 43]. Peliy grupéje, kurioje gyviinai girdyti tik kanapés ekstraktu, reikSmingy MDA koncentracijos
poky¢€iy nenustatyta ir ji praktiskai iSliko tokia pati, kaip kontrolingje grupéje, o tai leidzia teigti, kad
nesukeélus oksidacinio streso kanapés ekstraktas nedaro jtakos antrinio lipidy peroksidacijos produkto
gamybai. Tuo tarpu po AlCl; sukelto prooksidantinio poveikio tirto ekstrakto statistiSkai reikSmingas
MDA koncentracijos sumazinimas leidzia teigti, kad kanapés ekstraktas apsaugo smegeny lipidus nuo
peroksidacijos. Etanolio grupés peliy smegenyse nustatytas MDA koncentracijos padidéjimas nebuvo
statistiSkai  reikSmingas, todel galima daryti prielaida, kad 10 proc. etanolis jtakos rezultatams

netur¢jo.

3.6. Cannabis sativa L. ekstrakto poveikis malondialdehido koncentracijai

peliy kepenyse

Malondialdehido koncentracija peliy kepenyse vertinta po 21 dieng trukusio kasdieninio
Cannabis sativa L. zaliavos ekstrakto jvedimo tiesiai i pelés skrandj. Gauti kontrolinés peliy grupés

MDA koncentracijy kepenyse rezultatai (umol/g) prilyginti 100 proc., o kity tiriamyjy grupiy rezultatai
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taip pat iSreikSti procentais, juos paskaiCiuojant nuo kontrolés rezultaty. Kontrolingje peliy grupéje
lipidy peroksidacijos galutinio produkto MDA koncentracija kepenyse sieké 49,59 (£ 5,01) umol/g.
Kanapés ekstrakto grupés peliy kepenyse MDA koncentracija padidéjo 1,94 proc. (p >0,05), lyginant
su kontroline grupe, ir sieké 48,63 + 4,63 umol/g. Tuo tarpu girdant peles 10 proc. etanoliniu tirpalu
nustatyta 207,21 + 25,63 pmol/g MDA koncentracija peliy kepenyse, kuri buvo 317,85 proc. didesné ir
Sis skirtumas tarp grupiy yra statistiSkai reikSmingas. Injekuojant AICl; tirpalg peléms j pilva 21 diena,
nustatyta, kad MDA koncentracija peliy smegenyse statistiSkai reikSmingai padidéjo (39,99 proc.),
lyginant su kontroline grupe ir sieké 69,42 + 5,52 pmol/g, o po AICl; sukelto prooksidantinio poveikio
sugirdytas kanapés ekstraktas statistiSkai reikSmingai (53,5 proc.) sumazina §ig koncentracijg iki 32,28
+ 2,88 umol/l, taip pat statistiSkai reikSmingai (34,35 proc.) sumazina MDA koncentracijg lyginat su

kontroline grupe. Rezultatai pateikti 8 paveiksle.
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8 pav. Malondialdehido koncentracija (umol/g baltymo) peliy kepenyse
* - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniy peliy grupe
# - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su AlCl; paveikty peliy grupe

Tyrimo metu nustatyta, kad 21 dieng trukusi intoksikacija aliuminiu sukélé statistiSkai
reik§mingg MDA koncentracijos padidé¢jima peliy kepenyse ir tai sutampa su kity mokslininky gautais
rezultatais, jrodanciais AlCl; sugebéjimg sukelti prooksidantinj poveikj kepenyse bei jo hepatotoksiska
poveik], tac¢iau aliuminio silpnesnis poveikis kepenyse lyginant su poveikiu smegenyse grindZiamas
tuo, kad aliuminis esantis lizosomose pasalinamas hepatocity su tulzimi [59, 44]. Peliy grupg¢je, kurioje
gyvinai girdyti tik kanapés ekstraktu, reikSmingy MDA koncentracijos poky¢iy nenustatyta ir ji
praktiSkai iSliko tokia pati, kaip kontrolingje grupéje, o tai leidzia teigti, kad nesukélus oksidacinio
streso kanapés ekstraktas nedaro jtakos antrinio lipidy peroksidacijos produkto gamybai. Peliy grupe,

kuriai buvo suleista aliuminio tirpalo prooksidantinio poveikio sukélimui ir po 20 min. | pilvo ertme
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Svirk§Ciama kanapés ekstrakto po 21 dienos neparodé reikSmingy MDA koncentracijos pokyciy ir
beveik nesiskyré¢ nuo kontrolinés grupés peliy, taciau lyginant su AICls grupés pelémis MDA
koncentracija statistiSkai reikSmingai sumazéjo, todél galima teigti, kad kanapés ekstraktas apsaugojo
kepeny lipidus nuo peroksidacijos. Etanolio grupés peliy kepenyse nustatytas MDA koncentracijos
padidéjimas buvo reikSmingas, o tai leidzia teigti, kad 10 proc. etanolis sukélé prooksidantinj poveikj
kepeny lastelése. Tyrime, kuriame tirtas Iétinis etanolio poveikis ir pelés girdytos 5 proc. etanoliu 10
dieny, nustatytas reikSmingas MDA koncentracijos padidéjimas ir kepeny pazaida bei steatozé [55].
Kadangi pagrindinis etanolio metabolizmo kelias yra per kepenis, tai galé¢jo lemti tokj didel] MDA
koncentracijos skirtumg lyginant su kontrolinés grupés pelémis. Remiantis S$iais rezultatais galima

daryti prielaida, kad kanapés ekstraktas taip pat sumazino neigiama etanolio poveikj.

3.7. Cannabis sativa L. ekstrakto poveikis katalazés aktyvumui peliy

smegenyse

Katalazes aktyvumas peliy smegenyse vertintas po 21 dieng trukusio kasdieninio Cannabis
sativa L. zaliavos ekstrakto jvedimo tiesiai j pelés skrandj. Gauti kontrolinés peliy grupés CAT
aktyvumo smegenyse rezultatai (umol/g) prilyginti 100 proc., o kity tiriamyjy grupiy rezultatai taip pat
iSreikSti procentais, juos paskaiciuojant nuo kontrolés rezultaty. Kontrolingje peliy grupéje katalazes
aktyvumas smegenyse sieké 19,38 + 2,3 vnt./mg. Kanapés ekstrakto grupés peliy smegenyse katalazés
aktyvumas padidéjo 56,44 proc. (p < 0,05) lyginant su kontroline grupe ir sieké 30,32 + 3,29 vnt./mg.
Tuo tarpu girdant peles 10 proc. etanoliniu tirpalu nustatytas 18,69 = 1,59 vnt./mg CAT aktyvumas
peliy smegenyse, kuris buvo 3,56 proc. maZesnis nei kontrolingje grupéje, taciau statistiSkai
reik§mingo skirtumo taip pat nesudaré. Injekuojant AICI; tirpalg peléms  pilva 21 diena, nustatyta, kad
CAT aktyvumas peliy smegenyse statistiSkai reikSmingai sumazéjo (36,84 proc.), lyginant su
kontroline grupe ir sieke 12,24 £ 0,71 vnt./mg, o po AICl; sukelto prooksidantinio poveikio sugirdytas
kanapés ekstraktas statistiSkai reikSmingai (64,79 proc.) padidina §j aktyvumg iki 20,17 + 1,97 vnt./mg
ir pasiekia kontrolinéje peliy grupéje nustatyta CAT aktyvuma. Rezultatai pateikti 9 paveiksle.
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9 pav. Katalazés aktyvumas (vnt./mg baltymo) peliy smegenyse
* - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniy peliy grupe
# - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su AlCl; paveikty peliy grupe

Tyrimo metu nustatyta, kad 21 dieng trukusi intoksikacija aliuminiu sukélé statistiSkai
reikSmingg CAT aktyvumo sumaz¢jimg peliy smegenyse ir tai sutampa su kity mokslininky gautais
rezultatais, jrodanciais, kad aliuminis sukélé oksidacinius pazeidimus [57]. Peliy grupéje, kurioje
gyviinai girdyti tik kanapés ekstraktu, nustatytas reikSmingas CAT aktyvumo padidéjimas lyginant su
kontroline grupe ir tai sutampa su kity mokslininky gautais rezultatais, kur vertintas antioksidacinis
aktyvumas peliy smegenyse, jrodantis, kad kanapés ekstraktas aktyvuoja antioksidacing sistema [42].
Peliy grup¢, kuriai buvo suleista aliuminio tirpalo prooksidantinio poveikio sukélimui ir po 20 min. |
pilvo ertme SvirkS¢iama kanapés ekstrakto po 21 dienos neparodé reikSmingy CAT aktyvumo pokyciy
ir beveik nesiskyré nuo kontrolinés grupés peliy, taciau lyginant su AICl; grupés pelémis CAT
aktyvumas statistiSkai reikSmingai padidéjo, todel galima teigti, kad kanapés ekstraktas apsaugojo
smegeny lgsteles nuo neigiamo aliuminio jony poveikio. Literatiiros duomenimis fenoliniai junginiai
padidina CAT aktyvuma ir sumazina aliuminio sukeltus oksidacinius paZeidimus, taip apsaugodami
smegeny lasteles nuo neurotoksinio AlCl; poveikio [57]. Etanolio grupés peliy smegenyse nustatytas
CAT aktyvumo padidéjimas nebuvo statistiS8kai reik§Smingas, todel galima daryti prielaida, kad 10

proc. etanolis jtakos rezultatams neturé¢jo
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3.8. Cannabis sativa L. ekstrakto poveikis katalazés aktyvumui peliy

kepenyse

Katalazes aktyvumas peliy kepenyse vertintas po 21 dieng trukusio kasdieninio Cannabis
sativa L. zaliavos ekstrakto jvedimo tiesiai | pelés skrandj. Gauti kontrolinés peliy grupés CAT
aktyvumo kepenyse rezultatai (umol/g) prilyginti 100 proc., o kity tiriamyjy grupiy rezultatai taip pat
i1Sreiksti procentais, juos paskaic¢iuojant nuo kontrolés rezultaty. Kontrolingje peliy grupéje katalazés
aktyvumas kepenyse sieké 58,70 + 4,34 vnt./mg. Kanapés ekstrakto grupés peliy kepenyse katalazés
aktyvumas padidéjo 34,53 proc. (p < 0,05) lyginant su kontroline grupe ir sieké 78,97 + 6,36 vnt./mg
Tuo tarpu girdant peles 10 proc. etanoliniu tirpalu nustatytas 65,67 + 5,09 vnt./mg CAT aktyvumas
peliy kepenyse, kuris buvo 11,87 proc. didesnis nei kontrolinéje grupéje, taciau statistiskai reikSmingo
skirtumo taip pat nesudaré. Injekuojant AICI; tirpalg peléms j pilvg 21 diena, nustatyta, kad CAT
aktyvumas peliy kepenyse statistiskai reikSmingai sumazéjo (35,13 proc.), lyginant su kontroline grupe
ir sieké 38,08 + 2,46 vnt./mg, o po AlCl; sukelto prooksidantinio poveikio sugirdytas kanapés
ekstraktas statistiSkai reikSmingai (72,37 proc.) padidina §j aktyvumg iki 65,64 + 4,30 vnt./mg ir
pasiekia kontrolingje peliy grupéje nustatyta CAT aktyvuma. Rezultatai pateikti 10 paveiksle.
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10 pav. Katalazés aktyvumas (vnt./mg baltymo) peliy kepenyse
* - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniy peliy grupe
# - statistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su AlCl; paveikty peliy grupe

Tyrimo metu nustatyta, kad 21 dieng trukusi intoksikacija aliuminiu sukélé statistiSkai
reikSmingg CAT aktyvumo sumaZzéjima peliy kepenyse todél galima teigti, kad aliuminis sukélé

oksidacinius pazeidimus. CAT aktyvumo sumaz¢jimas kepeny lgstelése nustatytas mokslininky
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tyrime, kuriame po 30 dieny trukusios intoksikacijos aliuminiu nustatyti histologiniai kepeny pokyc¢iai
bei kepeny funkcijos sutrikimas [59]. Peliy grupéje, kurioje gyvinai girdyti tik kanapés ekstraktu,
nustatytas reikSmingas CAT aktyvumo padidéjimas lyginant su kontroline grupe ir tai sutampa su kity
mokslininky gautais rezultatais, jrodanciais, kad kanapés ekstraktas aktyvuoja antioksidacing sistema
[60]. Peliy grupé, kuriai buvo suleista aliuminio tirpalo prooksidantinio poveikio sukélimui ir po 20
min. | pilvo ertme Svirks¢iama kanapés ekstrakto po 21 dienos neparodé reikSmingy CAT aktyvumo
poky¢iy ir beveik nesiskyré nuo kontrolinés grupés peliy, taciau lyginant su AICl; grupés pelémis CAT
aktyvumas statistiSkai reikSmingai padidéjo, todel galima teigti, kad kanapés ekstraktas apsaugojo
kepeny lasteles nuo neigiamo aliuminio jony poveikio. Etanolio grupés peliy smegenyse nustatytas
CAT aktyvumo padidéjimas nebuvo statistiSkai reikSmingas, todél galima daryti prielaida, kad 10

proc. etanolis jtakos rezultatams neturéjo
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4. ISVADOS

Ivertinus pluostiniy kanapiy etanoliniuose ekstraktuose kanabidiolio ir bendra fenoliniy
junginiy kiekj, didziausias kanabidiolio kiekis nustatytas ekstrahuojant zaliava 30 proc.
etanoliu, o bendram fenoliniy junginiy kiekiui statistiSkai reikSmingy skirtumy, naudojant
skirtingy koncentracijy etanolio tirpalus, nenustatyta.

Cannabis sativa L. ekstraktas statistiSkai reikSmingai sumazino redukuoto glutationo
koncentracija peliy, paveikty aliuminio jonais, kraujyje ir stabilizavo oksidacinio streso
rodiklio kiekj iki kontroliniy peliy kraujyje nustatomo kiekio, tod¢l galima teigti, kad jis
normalizuoja nekontroliuojamg redukuoto glutationo sinteze, sukeltg aliuminio jonais.
Cannabis sativa L. ekstraktas statistiSkai reikSmingai sumazino MDA koncentracija peliy,
paveikty aliuminio jonais, kepenyse ir smegenyse ir apsaugojo Siy organy lipidus nuo
peroksidacijos. Nustatytas stiprus prooksidantinis poveikis etanolinio ekstrahento kepeny lipidy
peroksidacijai. Tod¢l galima teigti, kad ekstraktas pasizymi antioksidaciniu aktyvumu.
Cannabis sativa L. ekstraktas statistiSkai reik§mingai padidino katalazés aktyvuma kontroliniy
peliy bei peliy, paveikty aliuminio jonais, kepenyse ir smegenyse, tai rodo ekstrakto stipry

stimuliuojantj poveikj, kepeny ir smegeny antioksidacinés apsaugos sistemai.
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5. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Tyrimo metu nustatyta, kad tinkamiausios pluostiniy kanapiy ekstrakcijos salygos, norinti
iSekstrahuoti didziausig kanabidiolio kiekj, yra naudojant ekstrahenta 30 proc. etanolj, taciau
literatiros duomenimis didelés etanolio koncentracijos turi neigiama poveikj peliy organizmui, todél

vertéty atlikti tolimesnius tyrimus taikant liofilizacijos metoda etanoliniams ekstraktams.
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8. PRIEDAI

1 priedas. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti eksperimentus su gyviinais.

VALSTYBINE MAISTO IR VETERINARIJOS TARNYBA

LEIDIMAS
ATLIKTI BANDYMO SU GYVUNAIS PROJEKTA

2018-03-14Nr. G2-80
Vilnius

Vadovaujantis Lietuvos Respublikos gyviny gerovés ir apsaugos jstatymo 16 straipsnic 4 dalimi,
Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo, prieZifiros ir naudojime reikalavimais, patvirtintais
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012 m. spalic 31 d. jsakymu Nr. B1-866 ,.Dél
Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo, prieZidiros ir naudojime reikalavimy patvirtinimo®,
Europos konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos
(OL 2004 m. specialusis leidimas, 15 skyrius, 4 tomas, p. 325) ir remiantis Lietuvos bandomuyjy gyviiny
naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos 2018-03-19 i§vada Nr, 4 ,)Dél
leidimo atlikti bandymus su gyviinais®,

leidZiam a3iam ikio subjektui atlikti bandymo su gyviinais projekta:

duomenys apie iikio subjekiy:

pavadinimas Lietuvos sveikatos moksly universiteto Neuromoksly instituto Molekulinés
neurobiologijos laboratorija,

adresas Sukiléliy g. 13-046, Kaunas,

kodas Juridiniy asmeny registre 302536989,

duomenys apie bandymo su gyviinais projekta:

pavadinimas ,Lastelés antioksidacinés sistemos fermenty aktyvumo jvertinimas bei oksidacinio
streso Zymeny nustatymas oksidacinio streso sukelfo senéjimo procese®,

vadovas Ilona Sadauskiené,

naudojami gyviinai 270 peliy;

duomenys apie bandymo su gyviinais projekto atlikimo viety:

pavadinimas Lietuvos sveikatos moksly universitetc Neuromoksly institute Molekulinés
neurobiologijos laboratorija,

adresas Sukiléliy g. 13-046, Kaunas.

Duomenys apie veterinarinius vaistus, vaistinius preparatns ar kitas medZiagas (toliau —

vaistai), kurie bus naudojami vykdant bandymo su gyviinais projekta*: ,,Nenaudojama®.

Leidimas atlikti bandymo su gyviinais projekts (toliau — leidimas) galioja iki 2021 m. gruodzio 31 d.

Direktorius Darius Remeika

* — Nurodomi naudojame (-y) vaisto (-y) pavadinimas (-ai), gamintojas (-ai), vaistiné (-és) forma (-0s), kiekis, refkalingas vykdant
bandymo su gyviinais projekta. Jei vykdant bandymo su gyvinais projekia vaistai gyviinams nenaudojami, leidime jraSomas Zodis
,-Nenaudojama*.



48
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