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Referatas:

{8radimas priskiriamas vaistams ir jy panaudojimui gydyti sudirginimo busenas ir nervines disfunkcijas. Vaistai
skiriasi tuo, kad j juos, kaip aktyvios medZiagos, jeina gauti atliekant ekstrakcijg spiritu corydalis ir eschscholtzia
ekstraktai (2,5:10), esant reikalui, greta jprasty priedy. Ekstrakte eschscholtzia ir corydalis santykis (pagal svorj)
sudaro nuo 20:1 iki 1:1.
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I3radimas priskiriamas vaistams ir jy panaudojimui
susvelninti sudirginime bisena ir nervines disfunkci-

jas.

Yra Zinoma, kad tarpiniai ir galutiniai medZiagy
apykaitos pirokatechinamino produktai turi didele jitaka
Zmogaus sudirginimo bisenai. Taip, pavyzdZiui,
galutinis produktas adrenalinas veikia kaip
adrenerginés nervy sistemos neurosiystuvas kaip alfa
taip ir beta - receptoriams. Kaip simpatikomimetinis
preparatas adrenalinas padidina 3Sirdies susitraukimo
jéga. Be to, kadangi adrenalinas padidina oksidacine
medZiagy apykaitg lastelése, to pasékoje padideja
mobilizacinis organizmo pasirengimas. Del to streso
situacijose stebi adrenalino iSmetino padidéjimg. Ypac
auk3tos adrenalino ir taip pat jo prieSstadijose -
noradrenalino koncentracijos gali sukelti kra3tutinj
sudirginima, nervinguma ir tuo paciu nepakankama
funkcini organizmo sugebéjimg tuo metu, kai tik truputj
pakile 3iy aminy dydZiai veikia visai teigiamai: pulsas
ir kraujo spaudimas vos pakile, muskulatiira ir galvos

smegenys suzZadintos, jautrumas padidintas.

Be to, Zinoma, kad sekandios adrenalino prieSstadijos -
dopamino koncentracijos pazeidimai, gali sukelti
sudirginimo buseng ir nervines disfunkcijas. IS dalies,
esant nepakankamam dopamino kiekiui, gali atsirasti
depresija. Specialus nepakankamo dopamino kiekio
sindromas yra Parkinsono liga, kurios dalinial simpto-

mai yra akinezé, sustingimas 1ir virpéjimas ramybes

blisenoje. Naujausi klinikiniai rezultatai parodo
terapini, dopa efektyvumg gydant parkinsonizma. 8is
veikimas paaiskeja stebint dopamino sumazejimag

pagrindiniame nervy mazge.
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Yra Zinomi wvaistai, kuriy pagrindg sudaro aktyvios
medZiagos 1ir ©priedai (2iGr. CS A.L. Nr. 262751,
A 61 K 35/78).

Tagiau del savo sudéties jie neturi galimybiy padidinti
paciento dopamino koncentracijos, 'vykstant natGraliai
medZiagy apykaitai ir tuo pa&iu su3velninti ar
panaikinti sudirginimg ir nervines disfunkcijas, kurios

pagristos amino balansoc sutrikimu.

Taip pat Zinomi vaistai, kuriy pagrinda sudaro aktyvios
medZiagos ir priedai (Ziar. US patentg Nr. 4810498,
A 61 K 35/78).

Ta¢iau del savo sudéties jie neturi galimybiy padidinti
paciento dopamino koncentracijos, vykstant natQraliai
medZiagy apykaitai ir tuo padiu susSvelninti ar
panaikinti sudirginimg ir nervines disfunkcijas, kurios

yra pagristos aminoc balanso sutrikimu.

Tuo budu, neuZtenkant dopamino, pageidautina natdraliu
bidu padidinti $io pirokatechinemino koncentracijg. Tai
galima pasiekti, pirma, padidinus dopa/dopamino

sinteze, antra, neleidZiant dopaminui suskilti.

Sidlomo i3radimo tikslas yra sukurti vaistus, kurie
padidina paciento dopamino koncentracija, vykstant

natdraliai medZiagy apykaitai.

Nurodyta tiksla isradimu pasiekia déka vaisty, pagal
1 punkta besiskiriandiy tuo, kad i juos kaip aktyvios
medZiagos jeina gauti ekstrahuojant spiritu (2,5:10)
corydalis eschscholtzia ekstraktai, o esant reikalui,
ir jiprasti priedai, kuriuose ekstrakty corydalis ir
eschscholtzia santykis (pagal svori) yra nuo 20:1 iki
1:1.
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Tinkami i8radimo igyvendinimo variantai pateikiami
formulés 2-9 punktuose. Be to, i 8i iSradimg jeina
vaisty pritaikymas pagal 10 punktg 'suSvelninti ar
panaikinti sudirginimg ir nervy disfunkcijas,
kylan&ius, paZeidus amino balansg, ypa¢ sumaZéjusios
dopa/dopamino koncentracijos. Toliau, i iSradimg ijeina
gauto atliekant ekstrakcijg spiritu (2,5:10) ekstrakto
panaudojimas gydyti sudirginimg ir nervines
disfunkcijas, atsiradusius paZeidus amino balansg pagal
11 ir 12 punktus. Pritaikymo formos pateiktos 13-
15 punktuose.

Vaistai, pateikti i3radime, gali turéti ekstrahuojant
spiritu ekstraktus liofilizuotus iki milteliy pavidalo
arba vandeninio ir/arba spiritinio tirpalo pavidalu.
Liofilizuotus miltelius gauna, kaip taisyklé, atliekant
gauto ekstrahuojant spiritu ekstrakto (israukos i3
augalinés Zaliavos) liofilini dZiovinima, iprastais

liofiliniam dZiovinimui buddais.

IsdZiovintus liofilinimu ekstraktus corydalis ir
eschscholtzia galima laikyti atskirai arba sumaisytus,
o prireikus pagaminti vaistus, galima sumai3yti su
tinkamais farmacijoje neSéjais/skiedikliais. Tinktary
gavimui tinka vanduo ir/arba spiritas. I vaistus,
svarbiausia, ieina aktyviy ingredienty i8traukos,
gautos ekstrahuojant spiritu (2,5:10) i3 augalines
Zaliavos, 1ir i juos ijeina tokia istrauka i3 augalines

Zaliavos.

Eschscholtzia ir <corydalis santykis (perskaic¢iavus
pagal sauso ekstrakto svori) yra tinkamiausias nuo

10:1 iki 2:1, ir ypatingai 4:1.

Kaip aktyvis ingredientai iSradime ypacd tinka
corydalidis cavae rhizoma ir eschscholtzia californicae

herba ekstraktai.
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Vaistai i8radime gali bGti paruosSti iprasta oraliniam
skyrimui forma, ypac¢ tikty tabletés, draZe, kapsulés ir
ypatingai tikty tinktaros. 8ias ivedimo formas, esant
reikalui, paruosdia, naudodami iprastas ar & skiras
jvedimo formas ir tinkamus farmacinius skie¢ 1iklius
ir/arba nesiklius, iprastai naudojamus skiriant
individualiai, inkapsuliuojant liofilizuotg =z2kstraktg
arba Jjo spiritini ir/arba vandenini tirpala. Norint
gauti skystas ijvedimo formas, tokias kaip tinktGros,
naudoja gautas ekstrahuojant spiritu spiritines
iStraukas i3 augalinés Zaliavos. Greta 3iy liofilizuoty
spiritiniy isStrauky i3 augalinés 3Zaliavos taip pat
galima gauti sausas liekanas sausai iSgarinant pad&ias
spiritines iStraukas i3 augalineés Zaliavos, geriausia
vakuuume ir/arba inertiniy dujuy atmosferoje iki sausos
liekanos ir gautam tokiu biddu likudiui galima suteikti

norimg jvedimo formg.

Aktyviy medZiagy koncentracija vaistuose pagal i3radimg
galima keisti placiose ribose. Kaip taisykle,
koncentracija sudaro nuo 0,5 iki 20 svorio %,
perskaic¢iuoto i galutine vaisty sudétj, ypaé& tinka nuo
1 iki 10 svorio %, ir labiausiai - nuo 1 iki 4 svorio
%. Jei naudoja gautg ekstrahuojant spiritu (2,5:10)
spiritine is8traukg i3 augalinés Zaliavos, tai Jja
tinkamiausia naudoti tiesiog gautos po ekstrakcijos
koncentracijos; augalines Zaliavos iStrauka i3
corydalidis ir eschscholtzia daZniausiai naudojama
tokiu santykiu, kad santykis corydalis ir eschscholtzia

atitikty paminétiems aukid&iau kaip tinkamiausiems.

Norint gauti atskirus ekstraktus corydalis ir
eschscholtzia, ypacd corydalis savae rhizoma ir
eschscholtziae californicae herba, vaistai turi

atitikti DAB 9 (voki3ka farmakopeja) apradymg. Tai
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pasiekiama kontroliuojant kokybe vaisto gamybos

procese.

Atskirus ekstraktus gauna jprastais ir standartiniais
ekstrakcijos bidais, kaip, pavyzdZiui, maceracija arba
perkoliacija, naudojant etanoli arba mi3ini etanolis/
vanduo. I3saugomas vaistinés Zaliavos gydomyjy augaly -
ekstrakto 2,5:10 santykis, t.y. i3 2,5 g gydomujy
augaly gauna 10 ml vaistinés Zaliavos gydomyjy augaly
ekstrakto. Kaip ekstrahuojanti agentg daZniausiai
naudoja 30% etanoli. Gavimg galima reguliuoti, kontro-

liuojant process.

Kad biuty jvertinta ir garantuota pastovi ekstrakcijos
kokybé, naudoja iprastus kokybés kriterijus. I3 dalies
tam tarnauja pilni ekstrahuoty medZiagy spektrai, ir,
i8 kitos puseés, Zinomy 18 literatlros abiejy gydomyjuy

augaly (pvz., cf.) pagrindiniy alkaloidy analizeés.

Po kokybés kontroles ekstraktus, priklausomai nuo
norimos jvedimo formos ir priklausomai nuo norimos
koncentracijos, toliau apdoroja kaip skysta ekstraktg
arba liofilizuota ekstraktsg.

Paskirty vaisty tipas ir kiekis priklauso i§ dalies nuo
susirgimo sunkumo, nuo bendros savijautos ir nuo
paciento amZiaus. Kaip taisykle, paskiria vaisto kiekij
tinktiros forma, kuri iSradimu laikoma tinkamiausia, ir
sudaro nuo 2 la3y/ktno svorio kg, vieng arba kelis
kartus dienoje. Kai naudojamos kitos peroralinio
ivedimo formos, paskiria, kaip taisykle, atitinkamg
kieki, tinkamiausig nuo 2 iki 5 mg Dbendro sauso
ekstrakto/kiino svorio kg, vieng ar kelis kartus

kasdien.

Pridedamos figlros atvaizduoja:
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parodo pirokatechinamino sintezeés medZiagy

apykaitos schems.

parodo tirozino reakcijos per dopa, dopachinong

iki dopachromo arba melanino apZvalgos schems.

parodo nustatyto prie 303 nm ultravioletinio
spektro tirozino hidroksilinimg, esant cory-
dalis ekstrakto 1:10.000, eschscholtzia eks-
trakto 1:10.000 ar 20 vienety fenoliazes.

parodo grafikg Lineweaver-Burk fenoliazés reak-
cijos su corydalis ekstraktu (fig. 4a ir 4b),
ir palyginimui be corydalis ektrakto (fig.
4c-4f) .

parodo fenoliazeés reakcija, esant 3,4-

dihidroksibenzeno.

parodo D,L-dopa itakg fenoliazes reakcijai prie

skirtingy dopa koncentracijy (K-kontrolé).

parodo dopamin-B-hidroksilazés sustabdymg
eschscholtzia ekstraktu (kreivé A) ir taip pat
vandeniniu 1% tirpalu ekstrakty corydalis ir
eschscholtzia, kuriems atliktas sublimacinis

dZiovinimas (kreiveé B).

parodo fotometro pagalba prie 241 nm, katali-
zuoto amino oksidaze, benzilamino virtimo
reakcijos i benzaldehidg sustabdymg corydalis
ekstraktu.

parodo katalizuoto MAO (monoaminoksidaze)
benzaldehido susidarymo sustabdymg prie 241 nm,
priklausomai nuo eschscholtzia ekstrakto

koncentracijos.
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Fig. 10 parodo katalizuoto MAO benzaldehido susidarymo
sustabdymg prie 241 nm ekstraktais eschscholt-
zia (A), corydalis (B) ir ekstrakty corydalis

ir eschscholtzia mi8iniu santykiu 20:80.

IS fig. 1 matosi pirokatechinamino medZiagy apykaitos
schema. Atsirandantys tuo metu dopa ir dopamino
junginiai pagal jy koncentracija, visy pirma, priklauso
nuo to, kaip greitai vyksta tirozino virtimas i dopa
ir, antra, kokiu grei¢iu dopaminas reaguoja toliau iki
noradrenalino ir adrenalino. Be to, dopaminas taip pat
yra skaldomas monoaminoksidaziy (MAO), taip, kad ir tai
gali Zymiai paveikti jo koncentracijg medZiagy

apykaitoje. Kaip matosi 18 fig. 1, padidintg dopamino

koncentracijg gauna, jei padidina fenoloksidazes
reakcija (fenoliaze, tirozinaze), ir dopamin-f-
hidroksilazes ir monoaminoksidazeés itakag galima
sumazZzinti. Buvo atlikti eksperimentai, parodantys,

kokiu laipsniu aktyvis vaisty komponentai iSradime

veikia tris fermentacines reakcijas.

Sekantys tyrimai, kadangi nebuvo nieko kito, buvo
atlikti su parduodamais fermentais ir su corydalidis

cavae rhizoma ir eschscholtziae californicae herba.
1. Tirozinazés reakcijos tyrimai:

Vykstant medZiagy apykaitai, tirozinas yra hidroksili-
namas naudojandioje deguoni reakcijoje iki L-dopa. Sig
pirmg pirokatechinamino sintezes stadijg katalizuoja
tirozinazeé ar fenoliazé, arba fenoloksidazé, i kurig
ieina varis, maZai specifinis fermentas. Zinoma, kad
fenoliazeés placdiai paplite gamtoije, sutinkamos
augaluose, grybuose ir jvairiuose gyvuliy audiniuose.
Jos visur vaidina svarby vaidmeni ten, kur oksiduoja

mono- ar difenolius, be to, daugeliu atveju prasideda
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oksidacijos polimerizacijos reakcijos, kaip,

pavyzdZiui, lignino ar melanino susidarymas.

Fenoliazés katalizuoja dvi viena po kitos sekandias

oksidacijos stadijas, kurias galima aprasyti taip:

l.Fermento "krezolazés aktyvumas" i33aukia monofenolio

hidroksilinimg orto - padetyje su difenolio
susidarymu.
2."Pirokatechinolazés aktyvumas" katalizuoja tolesne

sudaryto o-diolio oksidacija iki atitinkamo chinono.

Abi reakcijos tiesiogiai priklauso viena nuo kitos.
Tamprus krezolazés reakcijos 1ir pirokatechinolazés
reakcijos ry3ys remiasi vario atomo oksidacijos buviu
aktyviame centre, kuris nustatytas pagal D. Kertesz ir
R. 2ito, Hayaishi (leidéjas) "Oxygenases", Academic
Press, Londonas (1962) 8 skyrius: Fenoliaze, parodyta
sekan&iai: (Cu'’),-fermentas + o-dihidroksifenolis —»

(Cuﬁz—fermentas + o-chinonas + 2H'.
(Cu’) ,~fermentas + 0,5 0, + 2H" — (Cu"'),~fermentas + H).

Anks¢iau pateiktame vario elektrony balanse krezolazés
reakcija néra priimta domén. Faktinai, lieka neaisku,
ar katalizuoja monofenolio hidroksilinimg tiesioginé
fermentaciné reakcija, ar 3i reakcija vyksta cheminiu
bGdu lygiagre&iai pirokatechinamino oksidacijai pagal

sekancig schema:
o-chinonas + monofenolis +H,0 — 20-difenolis.

Nefermentacinés reakcijos fakta visy pirma patvirtina
tai, kad reaguojant monofenoliams su fenoliazémis
galima stebéti indukcine faze, kuri prie tirozinaziy i$

gyvuliy audiniy gali testis 1ki vienos valandos.
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Nepertraukiama fermentaciné reakcija gali prasidéti tik
tada, jei dioliai ar chinonai yra kaip priemai$os arba

yra sudaryti autooksidacijos rezultate.

Tirozinazés reakcijos su augaliniais ekstraktais i3

corydalis ir eschscholtzia tyrimas.

Fig. 2 schematiSkai parodo reakcijos apZvalgg nuo
tirozino iki dopachromo ir Jjo wvirtimo i chinoniming

arba melaning.

Eksperimentiniai stebéjimai buvo atliekami po tirozino
oksidacijos iki dopachromo (Fig. 2), pirmo dihidroksi-
lenilalanino produkto (dopa). Pats dopachromas yra
dopachromo tatumerazés substratas ir yra melanino

susidarymo prieSstadija.

Kaip dopachromo susidarymas, taip ir melanino sintezé
priveda prie dopa suskilimo ir tuo padiu prie dopamino

sintezés sumazZéjimo.

Dopachromo koncentracijg galima sekti ultravioletiniame
spektre, esant bangos ilgiui 303-318 nm. Jo susidarymas
i8 tirozino prilyginamas tyrinéjamos fenoliazes
aktyvumui, kurig galima laikyti nustatandia reakcijos

greitij.
Tyrinéjimus atliko sekantiems substraty miSiniams:
2 mM tirozino;
100 mM fosfatinio buferinio tirpalo, pH 6,5;
20 vienety tirozinazés ar spiritiniy i3trauky
eschscholtzia ar corydalis, atskiesty santykiu

1:10000 (pagaminty i3 pagrindinio ekstrakto pagal
sekanti pavyzdi).
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Fig. 3 parodo tirozino hidroksilining nustatytg prie
303 nm ultravioletinio spektro, dalyvaujant fenoloksi-
dazel arba corydalis ir eschscholtzia ekstraktams. Be
to, esant vienai fenoliazei, stebi maZdaug 15 minudiy

"ramybeés" faze.

Corydalis ekstrakty skiedimas 1:10000 sutrumpina 3ig
"ramybés" faze arba pradine faze, taip kaip matyti i$§
fig. 3. Esant auk3tesnéms corydalis koncentracijoms,
stebi greita maksimalios normos virtimg be " ramybés”

fazes.

Ekstraktas i3 eschscholtzia taip pat privedé prie
sutrumpintos pradinés fazes, bet ekstrakto
eschscholtzia efektyvumas Zymiai Zemesnis uZ corydalis

efektyvumg.

Kontroliniai bandymai parodé, kad atitinkamo etanoclio
kiekio dalyvavimas jokios jtakos reakcijai neturi. Be
to, bandymai su pirolchinolinchinonu (PQQ) parode, kad
pridéjimas 3io fiziologi3kai labai idomaus chinono
neturi jokios jtakos pradinei fenoliazés reakcijos
fazei. Ir hipericinas, kuris, kaip ir parachinonas
galety daryti itaka ramybés fazei, taip pat neturi

jtakos reakcijai.

Sicje bandymy serijoje jdomus tas faktas, kad
ekstraktas 13 corydalis nors ir perstumia i priekj
maksimalios tirozino virtimo normos moments, bet neturi
itakos maksimaliai virtimo normai. Bandymai su
skirtingos koncentracijos substratu grafike Lineweaver-
Burk nerodo jokio persistimimo K,-fenoliazés reakcijos

dydZio (ZiGr. Fig. 4a-4f).

Kad bity galima toliau paaiskinti tirozinazés reakcijos

mechanizmg, dalinai ivertinant ramybeés fazes
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sutrumpéjimg, i bandomg pradini mi$ini prideda kity
medZiagy:
a)Vario drusky priedas neturejo jokios itakos

fermentacinei reakcijai;

b)Askorbininé rug3tis kaip reduktorius - kaip tai
Zinoma i3 literattGros gali paveikti ramybés stadija,
esant jvairiems reakcijy tipams. Visgi to negalima
stebéti 3ios bandymy serijos ribose: askorbinine
ragstis nors ir negali pradeéeti tirozino pavirtimo j
L-dops, bet tuo paciu trukdo jo tolimesnei
oksidacijai iki dopachromo. Fenoliazés reakcijos
nebuvo galima stebeéti dalyvaujant askorbininei
riugs¢iai prie 303 nm laiko tarp 30 min., ramybés

stadija dargi pailgéjo;

c)Kombinacija PQQ su askorbinine rags$timi, be to,
susidaro atstatyta forma PQQH,, kuri galéjo veikti
reakcijg kaip diolis, taip pat pailgindama ramybés

stadijga;

d)Priedas i3 tikry dioliy kaip 3,4-dihidroksibenzolas
ir D,L-dopa (dopa; 3,4-dioksifenilalanino), sutrumpi-
na reakcijos ramybés stadijg (kai priedas 3,4-
dioksifenilalaninas), dél didesnio substrato kiekio

taip pat padidéja dopachromo susidarymo greitis.

Fig. 5 parodyta fenoliazés reakcija dalyvaujant 3,4-
dihidroksibezolui. Fig. 6 parodo D,L-dopa itaka fenoli-
azés reakcijai priklausomai nuo dopa koncentracijos.
Kaip i8 fig. 5, taip ir i8§ fig. 6 galima aiskiai matyti

pavadinty dioliais itakg ramybés stadijai.

3,4-dioksifenilalanino autoocksidacijos, kuri  wvyksta
prie Sarminiy pH dydZiy, galima nepastebéti, arba tik

truputi - prie pH 6,5.



10

15

20

25

30

35

LT 3355 B

12

AukS¢&iau nurodyti bandymai parodo, kad fenoliazes
reakcijos pradinés fazés sutrumpéjimg gali sukelti tik
pridédami dioliy. Chinolinas ir askorbininé ruGg3tis
neturi jokios itakos. Dél to reikia laikyti, kad |
ekstraktus corydalis ir eschscholtzia ieina ort.-
dioliai, kurie isSSaukia greita tirozino wvirtimg i 3, 4-
dioksifelalaning. Toliau, tenka matyti, kad ekstraktai
corydalis ir eschscholtzia ir gyvame organizme sukelia
greitesnij tirozino virtimg ir tuo padiu labiau

padidintg dopa (3,4-dioksifenilalanino) koncentracijg.
2. Dopamin-f-hidroksilazés reakcijos tyrimas

Fermentas dopamin-f-hidroksilazé katalizuoja dopamino
virtimg iki noradrenalino. Dopamin-f-hidroksilazé taip
pat yra turintis wvario fermentas. Hidroksilinimas
vyksta deguoniui skylant ir kaip atstatandiy agenty
reikia askorbininés riagSties ir fumarato, kad buaty

regeneruotas vario atomo oksidavimo statusas.
Fermento aktyvumg nustato potenciometru molekulinés
deguonies iSeigos pagrindu. Atitinkamas bandymo priedas

talpina sekan¢ius komponentus:

po 100 pl tiramino, fumarato, askorbato (kiekvie-

nas 5 mmol);

1 ml fosfatinio buferinio tirpalo, pH 5 (100 mmol);

1 ml vandens;

100 ul fermento (atitinkamai 0,1 vieneto).
Deguonies iSeigos normas skaid¢iavo 0O, turindio tirpalo

pagrindu, kurio temperatiira 37°C, esant atitinkamam

tGriui.



10

15

20

25

30

35

LT 3355 B

13

Kai pridedama eschscholtzia ekstrakto, vyksta pastebi-
mas, nuo koncentracijos priklausomas fermentacinés
reakcijos stabdymas, t.y. Zymiai nuslopinamas Soninés
grandines hidroksilinimas. Buvo pastebeta, kad
fermentinis aktyvumas sustabdomas taip pat etanoliu.
Vis tik stabdymas ekstraktu yra Zymiai didesnis, taip
kad galima iZitreti aisky skirtumg.

Fig. 7 parodyta stabdymas dopamin-B-hidroksilazés
eschscholtzia ekstraktu (kreive A) ir vandeniniu 1%
tirpalu eschscholtzia ir corydalis ekstrakty, kuriems
atliktas sublimacinis dZiovinimas, santykiu 20:1

(kreive B) pagal isradimg.

Fig. 7 abi kreives rodo ryS8ky fermentinio aktyvumo
stabdyma. Siy kreiviy skirtumai priklauso nuo etanolio
ir corydalis ekstrakto (kreivé B) buvimo ar nebuvimo.
SumazZzéjusj fermentinio stabdymo poveiki, esant
eschscholtzia ekstraktui, i3% dalies galima paai$kinti
skirtingy ekstrakto substraty deguonies i3eiga. Nors
ekstrakty corydalis ir eschscholtzia, kuriems atliktas
sublimacinis dZiovinimas, vandeninis tirpalas taip pat
parodo deguonies iSeigg su tiraminu, askorbatu ir
fumaratu; vis tik stabdantis poveikis fermentui
nesumazeéja, del to ¢ia labai apsunkinta efekto

interpretacija.

AukS8&iau pateikti bandymai aiskiai parodo, kad dopamin-
B-hidroksilazés fermentg stabdo spiritiniu eschscholt-
zia ekstraktu (kreivé A), o taip pat ekstrakty
corydalis ir eschschlotzia, kuriems atliktas
sublimacinis dZiovinimas, vandeniniu tirpalu (kreivé
B), kas, esant pirokatechinamino apykaitai, priveda
prie noradrenalino ir adrenalino susidarymo sumaZéjimo.
Sis stabdantis veikimas paai$kina vaisty pagal i3radima

raminanti veikimg. Stabdymu palaikoma auk3ta dopamino
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koncentracija sukelia ir teigiamg itaka prie
parkinsonizmo sindromo, kur suardytos dopaminerginés
nervy lastelés ir dideli dopamino kiekj galvos

smegenyse tenka palaikyti dirbtinémis priemonémis.
3. Mono-amino-oksidazés reakcijos tyrimas

Kaip matyti i3 fig. 1 dopa (3,4-diocksifenilalanino)
arba dopamino koncentracija taip pat reguliuoja jy
suskaldymu monoaminooksidazemis. Monoaminooksidazés
paverc¢ia pirminius aminus deguonies pagalba vandens
aplinkoje i atitinkamg aldehida, amoniaka ir vandenilio
peroksida stechiometriniu santykiu. Naudojama ¢&ia
aminooksidazé buvo nupirkta firmoje Sigma Chemicals. $i
aminooksidaze labai panasi i substrato pavidalo
benzilaming. Todel buvo atlikti Zemiau pateikiami
substrato pavidalo benzilamino tyrimai ir patikrinta
corydalis ir eschscholtzia itaka $ios monoamino-

oksidazes aktyvumui.

Benzilamino virtimg i benzilaldehidg monoaminocoksidazeés

deka nustaté fotometry ir potenciometru:

a)Fotometro pagalba suranda sudaromgji benzaldehida,
kuris prie 241 nm turi auk3ta molekulini sugérimo
rodikli (1,2x10%). Toks didelis jautrumas leidZia
naudoti labai maZus fermento kiekius, kurie gali biti
0,01 ir 0,02 monoaminooksidazés vienetuose 2 ml reak-

ciniame taryje.

Atitinkamas bandymo priedas su bendru tdriu 2.000 pul
apima:

50 pl 100 m mol wvandenilio Dbenzilamino -HCl

tirpalo (atitinkamai 2,5 m mol);

100 m mol fosfatinio buferinio tirpalo , pH 7,4;
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0,01 arba 0,02 vienety (U) MAO, pridéto dalimis po
100 pl i atitinkamg pagrindini tirpalg;

etaloniné kiuvetée su buferiniu tirpalu, vandeniu

ir benzilaminu.

Bandymuose su auk3&iau apraSytu bandymo priedu po
10 minuéiy reakcijos laiko i matavimo kiuvete ir etalo-
nine kiuvete pyle atskiestus eschscholtzia ir corydalis
ir nustate pasikeitusj aktyvumg. Fig. 8 parodo
benzaldehido 'susidarymo stabdymg priklausomai nuo
corydalis koncentracijos (20 ar 40 pul 1:10 pagrindinio
ekstrakto atskiesto tirpalo).

Fig. 9 parodyta MAO aktyvumo stabdymas ekstraktu i3
eshscholtzia prie skirtingy ekstrakto kiekiy.
Pastebimas rySkus MAO aktyvumo stabdymas.

Fig. 10 parodo MAO aktyvumo stabdantj veikimg,
pridedant ivairias eschscholtzia ekstrakto (kreive A),
corydalis ekstrakto (kreive B), ir ekstrakty corydalis
ir eschscholtzia misSinio santykiu 20:80 (kreive C).
Geresniam bandymo rezultaty sulyginimui fig. 10 duota

stabdymo veiksmy schema %.

MAO aktyvumas kiekviename buvo priimtas 100 % (klampaus
amonio sulfato - fermento pagrindu buvo sunku iSreiksti

pastovius sitlomo prekyboje fermento kiekius).

Bandymy ivertinimas rodo, kad corydalis ekstraktu
sukelia saikingg MAO - aktyvumo stabdymg. Didesne itakag
galima stebéti esant eschscholtzia ekstraktui. Zymus
MAO stabdymas bina esant abiejuy ekstrakty misSiniui,
sudarytam i3 80 % eschscholtzia ekstrakto ir 20 %

corydalis ekstrakto.
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b) Potenciometru galima nustatyti reakcija benzilaminas
+ O, + H,0 — benzaldehidas + NH; + H,0, dél deguonies
tirio sumaZéjimo reakciniame miSinyje platinos-
deguonies elektrodo pagalba. Deguonies virtimo
jirodymui reikia didesnio substrato ir fermento

kiekio. Atitinkamas bandymo priedas talpino:

200 ul 100 m mol benzilamino tirpalo (atitinkamai
10 m mol);

1.000 pl 20 m mol fosfatinio buferinio tirpalo, pH
7,5 (atitinkamai 100 m mol);

1.000 ul distiliuoto vandens, 0,054 MAO.

Pridéjus 100 pul corydalis ir eschscholtzia ekstrakty po
3 minu¢iy reakcijos laiko galima apskaidiuoti jvairias

deguonies virtimo normas.

Deguonies elektrodo rezultatai parodo monoaminocoksi-
dazes aktyvumo sumazZzéjimg atskiry ekstrakty i3
corydalis 1ir eschscholtzia déka. Buvo patvirtintas

stiprus eschscholtzia ekstrakto veikimas i, M2O
aktyvumg.

Anks€iau pateikti pavyzdZiai rodo, kad galima pasiekti
Zymy MAO stabdymg ekstraktais is corydalis ir
eschscholtzia ir 3$iy dviejy ekstrakty mi&iniu. I§ ¢&ia
galima padaryti is8vadg, kad stabdant aminooksidaziy
aktyvumg plazmoje, aminams kaip ir dopaminui bidingas
ilgesnis buvimo kraujyje laikas ir tuo paciu jie ilgiau
islieka aktyvis. I3 ¢&ia i3plaukia vaisty teigiamas
efektas pagal i8radimg susSvelnéjus sudirginimui ir
nervy disfunkcijoms ir Jjuy paseékoje gautoms depresijoms
ypa¢ prie dopamino deficito sindromo, tokio kaip

parkinsonizmas.
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PAVYZDZIAI
I PAVYZDYS
Ekstrakto gavimas

Buvo gauti atskiri ekstraktai corydalis cavae rhizoma

ir eschscholtzia colifornicae herba. Atskirus
ekstraktus gavo ekstrakcijos budu, naudojant
perkoliacija, 50°c temperatiroje 16 valandy. Buvo
prisilaikoma santykio vaistiniai augalai - ekstraktas

2,5:10, t.y. i8 2,5 g atitinkamo vaistinio augalo gavo
10 ml wvaistinio augalo ekstrakto. Ekstrahuojantis

agentas: 30 % etanolis.

Gautus tokiu biudu ekstraktus galima tiesiogiai naudoti
gaunant vaisty sudeéti arba liofilizacijos bGdu galima

juos pakeisti i sausg ekstrakta.

2 PAVYZDYS

D,L-dihidroksifenilalanino jtaka fenoliazés reakcijai

Reakcijos sglygos: fosfatinis buferinis tirpalas,
pH=6,5 100 m M, tirozinas 2 m M,

fenoliaze 20 v, D,L-dihidroksi-

fenilalaninas, kintamas kiekis
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fenoliazeé . DOPA . DOPA + DOPA
500 nM 5 M 50 pM
t(min.) mU +/= mU +/- mU +/- mU +/-
0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 4 0 23 2,2 70 4,5
4 13 1,5 69 2,9 157 8,1
6 5 0,53 28 3,2 117 5,2 236 11
8 6 1,2 50 2,9 170 4,7 321 15
10 12 1,5 75 5,1 228 7,2 402 15
12 23 2,2
14 39 3,1
16 60 4,7
18 84 7,3

20 139 18 291 14 554 16 775 29

30 404 32 562 28 883 21 1090 37

Kaip rodo fig. 6, DL-dopa gali Zymiai sutrumpinti
fenoliazés ramybés stadija, be to, 5 uM dopa i3Saukia
greitg dopachromo susidarymg. Su 50 puM dopa, reakcijos
pradZia, i$%aukta fermento, jau vyksta su maksimalia

virtimo norma.

Dopa autooksidacija, t.y. dopachromo susidarymas be
fermento dalyvavimo, esant pH=6,5 stebimam laiko

intervale nepastebéta.

Vienok DL-dopa yra ne bet koks diolis, o feniliazes
substratas, kurio produktas vél duoda dopachromg. Todél
Yemiau (3 pavyzdyje) buvo atlikti palyginamieji tyrimai

su 3,4-dihidroksibenzenu.



19
3 PAVYZDYS
3,4-dihidroksibenzeno (kaip
5 fenoliazés reakcija.

Reakcijos sglygos: fosfatinis
pH=6,5, 100 m M,

LT 3355 B

starterio) veikimas i

buferinis

tirpalas,

tirozinas 2 m M,

fenoliaze 20 VU, 3,4-dihidroksi-
10 benzolo, kintamas kiekis
fenoliaze + 3,4-DHB + 3,4-DHB
SuM
t (min.) mE +/- mE +/- nE +/-
0 0 0 0 0 0 0
2 6 1,7 27 2,7
4 15 1,3 63 4,8
6 8 0,91 33 4,1 102 8,9
8 16 1,3 58 6,2 143 13
10 38 2,7 97 11 180 18
20 312 14 355 42 446 42
30 678 29 638 64 712 69
Tai parodo, kad orto-dihidroksibenzolas prie
koncentracijy 5 ir 50 p mol gali sutrumpinti arba
15 panaikinti fenoliazés reakcijos ramybés stadija (fig.

5).
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4 PAVYZDYS

a) Michaelio konstantos nustatymas vykstant tirozino

virtimui déka fenoloksidazés.

Reakcijos sglygos: fosfatinis buferinis tirpalas, pH=6,5,
100 m M, tirozinas 20 p M iki 2 m M,

fenoliazé 20 U/prad. misinj

Substrato Atvirk3&ia Atvirks8&ia virtimo

koncentracija koncentracija 1/ (M) norma 1/ (mE/min.)

Sritis nuo 2 puM iki 1 m M

20 p mol 0,05 0,27
40 p mol 0,025 0,173
60 pu mol 0,0167 0,0116
80 pn mol 0,0125 0,098
100 pu mol 0,01 0,076
500 p mol 0,002 0,044
1 m mol 0,001 0,040

Ky = 141 p mol

Sritis nuo 20 iki 70 p mol

20 pu mol 0,05 0,163
30 u mol 0,033 0,125
40 p mol 0,025 0,100
50 4 mol 0,020 0,081

70 p mol 0,014 0,061
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Ky = 145 p mol
Sritis nuo 100 iki 20 p mol
100 p mol 0,01 0,0555
120 p mol 0,0083 0,0525
140 p mol 0,0071 0,0475
160 p mol 0,0063 0,0435
180 p mol 0,0056 0,0415
200 p mol 0,005 0,40
Ky = 142 p mol
Sritis nuo 1 iki 2 p mol
1000 p mol 0,001 0,03352
1400 p mol 0,00071 0,0340
1800 p mol 0,00055 0,0334
2000 p mol 0,0005 0,0330
Ky = 137 u mol

Rezultatai pateikti figGrose 4c - 4f.

b)Micha

ekstr

Virtimo

atliekami praskiedZiant ekstraktg 1:200.

kiekis
pilng

0 minud

elio konstanta

aktui

reakcijoje,

normos tyrineéjimai su

ankstesniuose bandymuose

fermentacini aktyvuma,

iy.

tuoj

pradiné

esant corydalis

corydalis ekstraktu
8is ekstrakto
pat sukeldavo

faze sudaro
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DydZio Ky nustatymas parodo, esant corydalis
ekstraktui, S3Siek tiek padidéjusi i3sibarstymg, bet yra

vienodoje koncentracijy sferoje.
Michaelio konstantos, esant corydalis ekstraktui.

Reakcijos sglygos: fosfatinis buferinis tirpalas,
pH=6,5, 100 m M, tirozinas 20 u M
iki 2 m M, fenoliazé 20 U/prad.
misSini, corydalis ekstraktas 1:2000

Substrato Atvirksé&ia Atvirkscia
koncentracija koncentracija virtimo norma

1/ (M) 1/ (mE/min.)

Sritis nuo 20 iki 100 u mol

20 p mol 0,05 0,0083 0,262
30 u mol 0,033 0,057

40 p mol 0,025 0,045

50 u mol 0,020 0,040

60 p mol 0,017 0,033 0,10

70 4 mol 0,014 0,030

100 p mol 0,080

Kyv= 164 p mol 137 u M

Sritis nuo 100 iki 200 p mol

100 p mol 0,01 0,0500
120 p mol 0,0083 0,0435
140 p mol 0,0071 0,0414
160 p mol 0,0063 0,0383
180 p mol 0,0056 0,0370
200 p mol 0,005 0,0344

Ky= 151 p mol
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Rezultatai parodyti figlirose 4a ir 4b.
5 PAVYZDYS
a) Corydalis ekstrakto ijtaka

Kaip matyti i35 Zemiau pateiktos lenteleés ir fig. 8,
ekstraktas 13 corydalis cava stabdo MAO aktyvumg.
Naudoja 20 ar 40 pl 1:10 praskiesto ekstrakto tirpalo
(2 ar 4 pl pradinés medZiagos). Sie kiekiai atitinka,
perskaicd¢iavus i bendrg reakcijos tiri 2 ml, atskiedimo
1:1000 ar 1:500. Paties ekstrakto absorbcija prie
241 nm deéka daugelio aromatiniy junginiy trukdo
tyrinéti didesnius ekstrakto kiekius, nes $iuo atveju
neimanoma ilgiau subalansuoti reakcijag etalonineéje

kiuveteje.
MAO aktyvumas (mE/min) veikiant corydalis

Reakcijos salygos: fosfatinis buferinis tirpalas, pH=7,4,
100 m M, benzilaminas 2,5 m M,
monoaminooksidazé 0,01, 0,02 vienety/
pradini misini, corydalis ekstraktas,

1:10, besikeidiantis kiekis

benzaldehidas (mE/min)

0,01 U MAO 0,02 U MAO
8,35 = 0,50 (100%) 18,4 + 1,00 (100%)
+ 2 pul COR 6,30 £ 0,02 (75%) 12,6 £ 1 % (68,5%)
+ 4 ul COR 5,50 £ 0,00 (65,9%) 12,2 £ 0,45 (66, 3%)

Rezultatai parodyti fig. 8.

b) Eschscholtzia ekstrakto ijtaka.
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Esant padidintam eschscholtzia ekstrakto skaidrumui,
Siame tyrime galima naudoti 20,40 ar 60 pl
1:10 atskiesto tirpalo. Siuo atveju pradiniame
reakciniame misinyje yra 1:1000, 1:500 arba

1:330 atskiesto eschscholtzia ekstrakto tirpalo. Zemiau
pateikta lentele ir figqg. 9 paai3kina aukstg Sio
ekstrakto stabdymo sugebejima: jau atskiedus
1:500 monoamino oksidazés aktyvumas laikosi tiksliai
Zemiau 50%, o atskiedus 1:300 fermento aktyvumas

sumaZzéja iki trecddalio pradinio dydZio.

MAO aktyvumas veikiant eschscholtzia

Reakcijos sglygos: fosfatinis buferinis tirpalas, pH=7,4,
100 m M, benzilaminas 2,5 m M, monoami-
no oksidazé 0,01, 0,02 U/prad. misini,

eschscholtzia ekstraktas, 1:10 keidiasi

benzaldehidas (mE/min)

MAO 0,01 U 0,02 U
10,3+/-1,50 (100%) 20,0+/-0,30 (100%)
2 ul ESCH 6,75 / 0,25 (55,5%) 11,8 / 0,55 (59%)
4 pl 4,50 / 0,00 (43,7%) 8,50 / 0,30 (43,5%)
6 ul 3,50 / 0,00 (33,9%) 7,50 / 0,30 (37,5%)

Rezultatai parodyti fig. 9.

6 PAVYZDYS

Farmacinio preparato gavimas

a) TinktGros gavimas

TinktiGrai gauti sumaisé pagal 1 pavyzdj gautus
vaistiniy augaly spiritinius ekstraktus, naudojant

20 ml vaistiniy augaly corydalis cavae rhizoma

ekstrakto ir 80 ml wvaistiniy augaly eschscholtzia



10

LT 3355 B
25

californicae herba ekstrakto. Gauta 100 ml paruostos

naudojimui tinktdros.
b) Tableciy gavimas

Gautus pagal 1 pavyzdi ekstraktus 18 corydalis cavae
rhizoma 1ir eschscholtzia californicae herba dZiovino
(pavyzdZiui, liofilizacijos budu), ir sausus ekstraktus
sumaiseé svoriy santykiu eschscholtzia/corydalis = 4/1
kartu su susmulkintu i miltelius krakmolu (kaip
farmacinis ne8iklis) ir formavo tabletes table&iy prese
(0,5 g, diametras 0,6 cm). Aktyvaus ingrediento

ekstrakty kiekis tabletése sudaré 2 svorio %.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Vaistai, be s i s kiriantys tuo, kad jie
sudaryti i35 aktyviy ingredienty ekstraktuy, gauty i3
corydalis ir eschscholtzia spiritinio ekstrakto
(2,5:10), pasirinktinai drauge su jiprastais priedais,
kuriuose eschscholtzia ir corydalis ekstrakty svorio

santykis yra nuo 20:1 iki 1:1 ribose.

2. Vaistai pagal 1 punktg, be s i s kiriantys
tuo, kad jie turi vandeninio ir/arba spiritinio tirpalo

ekstrakty milteliy pavidalsg.

3. Vaistai pagal 1 arba 2 punktg, b e s i s k i =
r iantys tuo, kad jie turi vaisto spiritinio

ekstrakto pavidalsg.

4. Vaistai pagal 3 punkta, be s i s kiriantys

tuo, kad jie pateikiami spiritinio ekstrakto pavidalu.

5. Vaistai pagal bet kuri i3 1-4 punkty, b e s 1 s -
kiriantys tuo, kad eschscholtzia ir corydalis

spiritiniy ekstrakty santykis sudaro nuo 10:1 iki 2:1.

6. Vaistai pagal bet kuri i3 1-4 punktu, b e s i s -
kiriantys tuo, kad eschscholtzia ir corydalis
santykis, perskaic¢iavus i gydomyjy augaly ekstraktus,

sudaro 4:1.

7. Vaistai pagal bet kuri i3 1-6 punkty, b e s i s -
k i r i ant y s tuo, kad i Jjuos kaip aktyvios
medZiagos ieina corydalidis cavae rhizoma ir

eschscholtzia californicae h< -ba ekstraktai.

8. Vaistai pagal bet kuri i$ 1-7 punkty, b e s i s -
k i r i ant y s tuo, kad jie turi peroralinio

naudojimo vaistine formg.
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9. Vaistai Pagal 8 punktsy, b e s 1skiriant Yy s
tuo, kad Jjie turi tablecdiy, draze, kapsuliy arba
tinktiary pavidalg.

10. Vaistai pagal 1-9 punktsg, skirti naudoti
sudirginimo bisenoms ir nervineéms disfunkcijoms, kurios
pagristos amino balanso sutrikimu, susvelninimui arba
padalinimui.

11. Corydalis ir eschscholtzia ekstraktas, gautas
ekstrahuojant alkoholiu (2,5:10) skirtas gydyti
sudirginimo bisenas ir nervines disfunkcijas, kurios

pagristos amino balanso sutrikimu.

12. Panaudojimas ekstrakto gauto ekstrahuojant spiritu
corydalis ir eschscholtzia (2,5:10) gaminti vaistus,
suSvelninandius arba pasalinandius sudirginimo bisenas
ir nervines disfunkcijas, kurios pagristos amino

balanso sutrikimu.

13. Panaudojimas pagal 12 punktg, b e s i s k i -
riantiis tuo, kad gamina vaistus sudirginimo
bisenos ir nervines disfunkcijos, pagristos sumaZinta
dopa/dopamino koncentracija paciento medZiagy
apykaitoje.

14. Panaudojimas pagal 12 punktay, b e S 1 s k i -
riantis tuo, kad gamina vaistus sudvelninti arba
paSalinti depresijas.

15. Panaudojimas pagal 12 punkta, b e s i g k 1 -
r i antis tuo, kad gamina vaistus sudvelninti

parkinsonizmo negalavimus.
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