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(57)  Referatas:

Biologiskai aktyvi medZiaga (BAM), pasizyminti imunomoduliuojandiomis savybémis, turinti susmulkinto
gyvulio audinio ingredienty vandenyie tirpiy organiniy junginiy hidrolizés produkty; hidrolizés produkty sudétyje
turi termostabilius, Zemamolekulinius morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponentus (MGLK), modifikuotus
embriogenezés ir/arba proliferacijos ir/arba lasteliy diferencijacijos, ir/arba patologijos, lydimas ir/arba jau po
jvykusios audiniy regeneracijos ir/arba reparacijos, procesuose.

Biologi$kai aktyvios medziagos, turinéios imunomoduliuojangiy savybiy, gavimo bidas apima plautos
Zaliavos susmulkinimo, gauty ingredienty hidrolizés, hidrolizés produkty filtracijos ir supernatanto i§skyrimo
operacijas. Zaliavai naudojami modifikuoti MGLK ir prie$ hidrolize atliekama jos homogenizacija ir valymas nuo
nesuirusiy audinio elementy.

Preparatas Zmoniy ir gyviiny fiziologinei biiklei normalizuoti susideda i& BAM ir uzpildo. BAM hidrolizés
produkty sudétyje turi termostabilius Zemamolekulinius modifikuotus MGLK 0,001-85 %, o likusi dalis - uzpildas.

Preparatas panaudojamas Zmoniy fiziologinei blklei normalizuoti farmaciskai efektyviu kiekiu.
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ISradimas skirtas farmacinés chemijos pramonei, biitent aktyviy medZiagu,
turiniy imunomoduliuojan¢iy savybiy sukiirimas ir jy panaudojimas
medicinoje ir veterinarijoje Zmoniy ir gyviiny fiziologinei biklei
harmonizuoti, gyviny produktyvumui skatinti.

BiologiSkai aktyvi medziaga pagal §j i8radima priskiriama gyvulinés
kilmés medzZiagoms, kuriy sudétyje yra organiniai junginiai. Zmogaus ir
gyviny organizme esantys jvairios kilmés patologiniai sutrikimai sukelia
fiziologinés buklés parametry nukrypimus nuo normos. Siuo atveju
gydymas, tame tarpe ir/arba profilaktika pasireidkia fiziologinés bikles
parametry palaikymu (jeigu jie nukrype nuo normos), tokiu poveikiu
veikiamas | organizma, kad jie normalizuotysi.

ISradimy grupé apima biologiskai aktyvig medZiaga, jos gavimo buda ir jos
preparatg, naudojama organizmo fiziologinei biklei normalizuoti.

Normalizuoti Zmogaus ir gyviiny fiziologine biikle galima dviem kryptim,
pirma tiesiogiai veikiant | patologijas, ir antra, betarpikai veikiant
sistemas, organus ir organizmo audinius atsakandius uZ homeostazés
parametry palaikyma normoje.

Hormoniniy preparaty, mediatoriy, augimo stimuliatoriy jvedimas,
chemoterapija ir panaSios priemonés tiesiogiai veikia lasteles - taikinius
recepcijos pagalba.

PavyzdZiui, diabeto gydymui skiriamas insulinas atstatantis kasos
funkcijas; esant nervy sistemos funkciniam pazeidimui skiriami
neuromediatoriai, normalizuojantys neurony ribinj jautruma ir atitinkamai
gerinantys nerviniy impulsy perdavima; esant organizmo imuninés
sistemos  funkciniam  sutrikimui  naudojami  imunomediatoriai
koreliuojantys imuninius atsakymus.

Ligu gydymas tarpiniu veikimu | organus pasiekimas vidiniy organizmo
resursy mobilizacijos déka.
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Vykstant procesams, susijusiems su organy ir audiniy regeneracija,
vykstant uZdegiminiams procesams stimuliucjama organizmo imuniné

sistema.

Organizmo imuniné sistema stimuliuojama vykstant procesams susijusiems
su audiniy ir organy regeneracija, ju reabilitacija, taip pat esant
uzdegiminiams ir infekciniams procesams. Déka to pageréja imuniné ir
bendra organizmo bukleé.

Zinoma biologidkai aktyvi medZiaga, gauta i§ gemalinés medziagos,
pasizyminti imunomoduliuojan¢iu  veikimu, atstatanti organizmo
fiziologine biikle ir reguliuojanti lasteliy pasikeitimg (FR - A - 2413912).
Biologiskai aktyvi medZiaga (toliau BAM) gauta i$ tokiy sudétiniy daliy -
susmulkinto ir homogenizuoto gyvulinio audinio, i$skirto i§ gemalo ir
sumaiSyta su fiziologiniu serumu.

Kadangi medZiaga pasiZymi palyginti auks$tu imunomoduliuojanciu
veikimu, jos panaudojimas normalizuoja fiziologing biikle, gydo, padidina
gyviny produktyvuma, palyginus su kontroline grupe 5-15%

Zinomos BAM efektyvumas yra nepakankamas dél to, kad kartu su
imunomoduliuojanéiais faktoriais savo sudétyje turi imunodepresanty,
kurie kliudo pilnam imunomoduliuojanciam efektui pasireiksti. Nurodytos
medZiagos imunomoduliuojantis veikimas i§ esmés yra rezultatas kartu
veikian&iy joje imunomoduliuojanéiy faktoriy ir depresanty. Tokiu budu,
specifinis Zinomos BAM aktyvumas, priklausantis  nuo
imunomoduliuojanéiy faktoriy ir depresanty koncentracijy santykio,
palyginti nedidelis dél Zymios depresanty koncentracijos jos sudétyje.

Kitas Zinomos BAM trikumas yra padidintas kiekis jo sudétyje
stambiamolekuliniy junginiy, kurie yra imunogenai, i§Saukiantys Salutines
imunines reakcijas (alergija, sulétinto veikimo hiperjautruma ir t.t.)

Auks¢iau paraytos Zinomos BAM trikumai Zymia dalimi priklauso nuo
medZiagos gavimo blido, kur technologinis procesas baigiasi Zaliavos 13
gyvulinio audinio smulkinimo ir homogenizacijos operacija, d¢l ko batinai
jos sudétyje atsiranda didelis kiekis depresanty ir stambiamolekuliniu
junginiu.



LT 4102 B

Taip pat Zinoma BAM, turinti imunomoduliuojandiy savybiy,
normalizuojanti fiziologing organizmo biikle, gaunama i§ susmulkinto ir
homogenizuoto audinio, i$skirto i§ gyviiny gemalinio audinio ekstrakto
pavidale (EP-A-0249563).

BAM gaunama sekandiais etapais: gyvulinio audinio susmulkinimas ir
homogenizacija, netirpiy junginiy pasalinimas ir ekstrahuotos iStirpintos
medZiagos panaudojimas kaip galutinio produkto (EP-A-0249563).

Medziagos, gautos apraSytu biidu, specifinis aktyvumas pasireiSkias kaip
rezultatas ty imunostimuliuojanéiy ir imunoinhibuoj anc1q efekty rezultatas,
taip pat yra nepakankamas.

Gavimo biidas pasiZzymi tuo, kad ekstrakte yra tik tirplis baltymai, o
struktliriniai baltymai pa3alinti, kas Zymiai sumaZina imunostimuliuojangiy
faktoriy kiekj medZiagos sudétyje.

Taip pat Zinoma BAM, gauta i§ susmulkinto ir homogenizuoto gyvulinio
audinio, gauto ekstrakto pavidale i§ audinio organy, sudaranéiy imunine
sistema (uzkri¢io liaukos, bluZnies ir limfmazgiy), termo-stabiliy
komponenty arba hormonus gaminanéiy audiniy (placenta) organizmo
biklei normalizuoti, tame tarpe gyvuliy rezistentidkumui ir produktyvumui
padidinti (SU-A-1442064).

Zinoma BAM skirta imuninés T-sistemos reguliavimui ir jg panaudojant
praktiSkai neidSaukiamos jokios imuninés reakcijos (alergija, 1éto veikimo
“hiperjautrumas ir tt). Jos specifinis aktyvumas, palyginus su jau
paminétomis BAM, yra aukStesnis dél pasireiskiandio kiekio
imunostimuliuojané&iy faktoriy.

Panaudojama Zaliava, o taip pat prie§ hidrolize operacijy, skirty jos
homogenizacijai ir i§valymui nuo nesuardyty audinio elementy ir i§ to
sekanCiu  supernatanto turinfio ingredienty su morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponentais, nebuvimas neleid?ia gauti galutinio
produkto su paminéty komponenty aukstomis (>30%) koncentracijomis, o
taip pat sumazinti imunodepresantu, neutraliy ir balastiniy junginiy kiekj.

Zinomas vaistinis preparatas Zmogaus ir gyvuliy fiziologinei organizmo
buklei normalizuoti i3 gyvulio audinio sudétiniy hidrolizés produkty daliy,
18reikSty organiniais junginiais, kuris uZdedamas ant pakenkty kiino viety
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(US-A-4455302). Be iSvardinty trikumy vaistinio preparato i§ Zinomos
BAM yra tai, kad organizmo imunings sistemos stimuliacija galima tiktai
lokaline aplikacija ant traumuoty kiino viety. Todél tokio preparato
aktyvumas yra palyginti nedidelis. Nurodyti trikumai dalinai paSalinti
yinomame preparate, pasiZyminliame imunomoduliuojan¢iu  veikimu,
skirto Zmogaus ir gyviiny organizmo fiziologinés biiklés normalizavimui,
turindiam veikiandia medziaga, kuri yra biologiSkai aktyvi medzZiaga,
sudaryta i§ gyvulio audinio sudétiniy daliy hidrolizés produkty ir uzpildo,
kuri jvedama injekcijy pavidale i organizma per raumenis 0,75-1,0 m/g
kiino svorio kas 3 dienos, ir tokiu biidu jos naudojimas 'nelokﬂalizuotas (SU-
A-904707).

Zinomo gydomojo preparato panaudojimo trikumas yra tai, kad jis
ivedamas i organizma tik injekcijos bidu, ir taip pat jo panaudojimas, dél
jo sudétyje esanCiy imunogeny sukelia %alutinius poveikius (alergija,
sulétinto veikimo hiperjautruma ir t.t.).

Panaudojimas gyvulinio audinio, turinio palyginti dideli kieki
imunodepresanty, kaip Zaliavos ir negaléjimas pagaminimo metu pagerinti
BAM, kurios pagrindu pagamintas gydomasis preparatas, sudéties, labai
Yymiai sumaZina Zinomo BAM ir jo preparato efektyvuma.

Zinomo preparato esminiu trikumu yra tai, kad pasiekti reikiamam efektui,
jo sudétyje yra didelis kiekis jvairiy biologiskai aktyviy medZiagy, kas
salygoja i3 vienos pusés perdozavimo pavojy, Salutiniy efekty atsiradima,
ir i§ kitos pusés - didina preparato kaina

Zinomas Zmogaus ir gyviny fiziologinés buklés normalizavimo bidas,
susirgimy isSaukty patalogiSkai pasikeitusiy ir/arba svetimy lasteliy,
mikroorganizmy ir ju gyvybingumo produkty, atveju, numatantis preparato
sudaryto i§ gyvulinio audinio sudétiniy daliy hidrolizés produkty, jvedima
i organizma. (SU-A-904707).

Zinomas bidas yra mazai efektyvus dél auksCiau apraSyty preparato
trikumy ir tame tarpe dél to, kad ji reikia naudoti didelémis dozémis (iki
10 mg/kg) dél ko gali biiti perdozuojamas ir i§3aukti Salutinius poveikius.
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AuksCiau paminéti trikumai yra paSalinami pareikstoje biologiskai
aktyvioje  medZiagoje, turingioje imunomoduliuojandia  savybe,
pareikStame Sios medZiagos gavimo biide ir $ios medZiagos preparate, o
taip pat jos panaudojime organizmo fiziologinei biiklei normalizuoti.

ISradimo  tikslas yra biologiskai aktyvios medZiagos turinlios
imunomoduliuojanéiy savybiy, jos gavimo biidas ir $ios medZiagos
vaistinio preparato jos pagrindu, kurie bty auksto biologinio aktyvumo,
be toksisko poveikio ir kity Salutiniy efekty, o taip pat galutinio produkto
sukirimas su i§ anksto numatytomis savybémis.

ISradimo tikslas pasiekiamas tuo, kad biologiskai aktyvi medZiaga, turinti
imunomoduliuojaniy savybiy, medZiaga sudaryta i§ susmulkinto
gyvulinio audinio sudétiniy daliy vandenyje tirpiy hidrolizés produkty,
idreikSty organiniais junginiais, turinéiy savo sudétyje termostabiliy
zemomolekuliniy morfoplazmos ir glikokalikso Igsteliy komponenty, ir
modifikuoty embriogenezés ir/arba poliferacijos procesy metu, ir/arba
lasteliy  diferenciacijos ir/arba patalogijos prie§ ir/arba lydimos
regeneracijos ir audinio reparacijos.

Reikia turéti omenyje, kad terminas "morfoplazma" &ia naudojamas
plaCiaja prasme ir apima struktiiring citoplazmos lasteliy dalj, pateikiama
lastelinémis organelomis, membranomis, citoskeletais ir panasiomis
Igstelinémis struktliromis (Yasuo Karaba. Biomembranos. M. VysSaja
Skola - 1995 13-15), o terminas "glikokaliksas" naudojamas Zymeéti
angliavandeniy turin¢iam sluoksniui, prisi§liejusiam prie i3orinés
plazminés membranos lastelés (B. Alberts, D. Brei, J§ Liuis.
Molekuliarnaja biologija kletki. "Mir" - 1968 m. 97p.). |

Tikslas pasiekiamas ir todél, kad pareikitos BAM modifikuoty
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty sudétyje yra
termostabills komponentai (esant temperatiirai Ty &= 120°C). Be to
termostabiliy komponenty kiekio santykis su modifikuotais elementais
sudaro 30-100% masés.

Be to, Zinomos BAM modifikuoty morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy

komponenty sudétyje yra Zemamolekuliniai komponentai su molekuline
mase M<=10,0 kDa.
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Be to Zemamolekuliniy komponenty kiekio santykis su modifikuotais
morfoplazmos ir glikokalikso Iasteliy komponentais sudaro 30-100%
mases.

I3radimo tkslas pasiekiamas ir tuo, kad pareikSta medziaga hidrolizés
produkty su modifikuotais morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
komponentais sudétyje turi organiniy junginiy, sekanciu masiy santykiu,
masé (%)

Polipeptidai - iki 26,0
Peptidai - 10,0-22,5
Aminorigstys - 32,0-60,1
Angliavandeniai - 10,5-28,7
Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai-  2,0-11,0

Be to pareiksta medZiaga turi angliavandeniy organiniy junginiy kiekyje,
sekan¢iu masiy santykiu, masé (%)

- stambiamolekuliniy junginiy, turin¢iy molekuling mase MyB>10,O kDa -
iki 2,0

- zemamolekuliniy junginiy, turinéiy molekuling mase Myn=0,8-10,0kDa -
2,5-11,5

- laisvy monomery Mym<o’8 kDa - 6,0-17,0

Tikslas pasiekiamas ir tuo, kad pareik$ta medziaga hidrolizés produkty su

modifikuotais morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponentais
sudétyje turi organiniy junginiy, sekan¢iu masiy santykiu, masé (%)

Polipeptidai - 16,3-24,7
Peptidai - 11,9-17,1
Aminorugstys - 32,0-48,2
Angliavandeniai - 14,6-20,8

Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai -  5,1-9,3.
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Be to, pareik§ta medZiaga hidrolizés produkty su modifikuotais
morfoplazmos ir glikokalikso Iasteliy komponentais sudétyje turi organiniy
junginiy, sekangiu masiy santykiu, masé (%)

Polipeptidai - 5,5-12,7

Peptidai - 13,6-21,0
Aminorigstys - 37,1-52,9
Angliavandeniai - | 16,1-25,1

Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai -  5,3-11,0

Be to, pareikSta medZiaga hidrolizés produkty su modifikuotais
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponentais sudétyje turi organiniy
junginiy, sekanéiu masés santykiu, masé (%)

Polipeptidai - maziau 0,3
Peptidai - 14,9-22,5
Aminortg§tys - 43,5-60,1
Angliavandeniai - 15,5-28,7

Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai -  5,0-9,2

Tikslas pasiekiamas ir tuo, kad BAM, turin&ios imunomoduliuojangiy
savybiy, gavimo biide, kur atliekamas praplautos Zaliavos is gyvulinio
audinio susmulkinimas, gauty ingredienty hidrolize, po to hidrolizés
produkty atskyrimas, jy filtracija ir supernatanto, kaip galutinio produkto
18skyrimas, kaip Zaliava naudoja modifikuota embriogenezés ir/arba
poliferacijos procesy metu, ir/arba Iasteliy diferenciacijos, ir arba
patologijos, pries ir/arba lydimos regeneracijos ir/arba audinio reparacijos,
modifikuotg gyvulinj audini, ir prie§ hidrolize atlieka jos homogenizacijg ir
nesuirusiy audiniy elementy valyma, i3skiriant supernatantg su
morfoplazmos ir glikokalikso Iasteliy komponentais.
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Zaliavai naudojami audiniai embrioninis audinys, diferencijuoty timocity
wrkradio liaukos audinys, séklidziy spermatogonijos ir spermatocitai,
placenta, Zarnyno epitelinis audinys, kauly Ciulpy lastelés, regenerauojantis
odos audinys, atsistatantis kepenu audinys, varliagyviy galiiniy
atsistatantis audinys, patologiskai pakitgs audinys, paimtas iki
regeneracijos stadijos.

Be to, po homogenizacijos fiziologiniame ir/arba buferiniame tirpale,
atlickamas nesuirusiy audinio elementy valymas, filtruojama ir
centrifiguojama, grei¢iu 150-250 g per 10-15 min.

Be to, Zaliavos i§ gyvulinio audinio susmulkinimas atliekamas pries
homogenizacija, vykdomas iki lastelés suirimo, po to ekstrahuojamas
papildomai praplaunant ir filtruojama ir/arba centrifiguojama, greiciu 300-
15000 g per 10-20 min. ir i3skiriama jau ekstrahuota susmulkinta
medZzZiaga.

Tikslas pasiekiamas todél, kad hidrolizuoty ingredienty sudétyje
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty santykis yfa nuo 30-
60% nuo bendros organiniy junginiy masés. Hidroliz¢ atlickama T _ 4-
45°C temperatiiroje. Be to, hidrolizé gali buti atliekama ir esant
konservantui.

Tikslas pasiekiamas dar ir todél, kad ingredienty hidrolizés produktus
termi$kai apdirbama Tn=60-1200C temperatiiroje iki pilnos termolabiliy
junginiy denatiiracijos ir filtruojama ir/arba centrifiguojama, greiciu 1500
g per 20-40 min., i3skiriamas supernatantas, turintis termostabiliy galutinio
produkto komponenty.

Be to, ingredienty hidrolizés produktus frakcionuoja dializés budu per
pusiau pralaidZig plévele ir/arba ultrafiltruoja, ir/arba gelfiltruoja iki
i¥skiriama frakcija, kaip galutinis produktas, turinti Zemamolekuliniy
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty su molekuline mase M<

10 kDa.

Tikslas pasiekiamas ir todél, kad Zinomas preparatas Zmoniy ir gyvuliy
organizmo biiklei normalizuoti, turintis biologiskai aktyvig medziagg
gyvulinio audinio ingredienty hidrolizés produkty pagrindu, ir uZpilda, ta
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biologiskai aktyvi medZiaga hidrolizés produkty sudétyje turi
termostabilius, Zemamolekulinius morfoplazmos ir gliukokalikso Iasteliy
komponentus, modifikuotus embriogenezés ir/arba poliferacijos procesy
metu, ir/arba lasteliy diferenciacijos, ir/arba patologijos. prie§ ir/arba
lydimos regeneracijos ir/arba audinio reparacijos, ir jy kiekis preparate
sudaro 0,001-85,0 masés (%), o visa kita - uZpildas.

Tikslas pasiekiamas ir tuo, kad pareikstas biologiskai aktyvios mediiégos
preparatas hidrolizés produkty su modifikuotais morfoplazmos ir

gliukokalikso Igsteliy komponentais sudétyje turi organiniy junginiy,
sekanéiu masiy santykiu, masé (%)

Polipeptidai - iki 26,0

Peptidai - 10,0-22,5
Aminortgstys - 32,0-60,1
Angliavandeniai - 10,5-28,7
Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai - 2,0-11,0

Be to, tikslas gali buti pasiekiamas ir tuo, kad biologiskai aktyvi medZiaga
(vaistas) turi organiniy junginiy sekanciu santykiu, masé (%)

Polipeptidai - 16,3-24,7
Peptidai - 11,9-17,1
Aminorngstys - 32,0-48,2
Angliavandeniai - 14,6-20,8
Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai - 5,1-9,3

Tikslas pasiekiamas tuo, kad biologiskai aktyvi medZiaga (vaistas) turi
organiniy junginiy sekan¢iu masiy santykiu:

Polipeptidai - 5,5-12,7
Peptidai - 13,6-21,0
Aminorugstys - 37,1-52,9
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Angliavandeniai - 16,1-25,1

Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai - 5,3-11,0

Pareik$tame preparate gali biiti biologiskai aktyvi medziaga, turinti savo
sudétyje, masés %o

Polipeptidai - maziau 0,3
Peptidai - 14,9-22,5
Aminorugstys - 43,5-60,1
Angliavandeniai - 15,5-28,7
Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai - 5,0-9,2

Preparato uZpildu gali biiti natrio chlorido fiziologinis tirpalas ir/arba
druskos buferio tirpalas, ir/arba angliavandeniniai junginiai, ir/arba
mineralinés, gyvulinés, augalinés ir sintetinés kilmés riebalai, ir ju
miSiniai.

Papildomai preparatas gali turéti konservanta.

Tikslas pasiekiamas ir tuo, kad Zmogaus ir gyvuliy susirgimu, susijusiy su
patologiniais  pakitimais ir/arba  svetimos  prigimties Igstelémis
mikroorganizmais ir/arba gyvybingumo palaikymo produktas, fiziologinei
biklei normalizuoti naudojamas gyvulinés medZiagos ingredienty
hidrolizés produkty preparatas, ir tas preparatas yra biologikai aktyvios
medZiagos, turindios hidrolizés produkty sudétyje modifikuotus audinius,
paveiktus embriogenezés ir/arba poliferacijos procesuose, ir/arba lasteliy
diferencijacijos, ir/arba patologijos paveiktos prie$ ir/arba lydimos
regeneracijos, ir/arba audinio reparacijos, morfoplazmos ir gikokalikso
lasteliy komponentus, kompozicija, 0,001-85,0 mases (%) ir uZpildas,
15,0-99,999 masés (%). Preparatas naudojamas injekcijomis i raumenis
0,005-0,5 mg/kg svorio, intervalu 1-7 dienas, ir/arba naudojamas
inhaliacijoms 0,012-0,12 mg/kg kas 4-48 valandas, ir/arba sublingvaliai
0,012-0,12 mg/kg kas 4-48 valandas, ir/arba geriamas 0,02-1,0 mg/kg kas
1-10 dieny, ir/arba interaliai piliulémis 0,02-1,0 mg/kg kas 1-10 dieny,
ir/arba intranazaliai - paros dozé 0,001-0,05 mg/kg kas 2-24 valnados,
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ir/arba kompresais, Zvakés, tepalai dedami ant piilinio ar Zaizdos kas 1-10
dieny, - iki fiziologinés buklés parametry normalizacijos.

Be to, Zmoniy ir gyvuliy fiziologiné biiklé normalizuojama stimuliuojant
imuning sistema, visy pirma aktyvinant retikuloendoteling sistema, T-, B-
sistemas, neutrofilus ir/arba natiiraliy kileriy populiacija.

Nustatyta, kad pareikStos BAM gautos nurodytu biidu prakti$kas
efektyvumas pasireiSkia aukStu biologiniu aktyvumu, ir visy pirma
padidintu imunomoduliuojanciu efektu.

Aktyvinant imuning sistemg, ir visy pirma makrofagy granulocity eilés
lasteles, pareikSta BAM ir jos preparatas: '

1) veikia ne | konkredig patologija, o mobilizuodami vidinius rezervus,
normalizuojandius visus homeostazés parametrus, tame tarpe ir patologija,
gerina bendra organizmo fiziologing bukle. Be to, koreguoja patalogiju
sukeltus nukrypimus nuo normos be Salutinio poveikio. PareikSta BAM,
skirtingai nuo kity vaistiniy preparaty, normalizuodama pakitusius
parametrus, nekenkia kitiems organizmo homeostazés parametrams.

2) turi kompleksiska veikima, kuris leidZia iplésti BAM panaudojimo
sritis eilei susirgimy, kuriuos kontroliuoja imuniné sistema, gydyti

3) turi toki veikimo aktyvumo laipsnj, nukreipta homeostazés, kuri
koreliuoja nukrypimus nuo normos, parametry normalizacijai.

Nurodyti rezultatai pasiekiami dél jpatingy pareikitos BAM ir jo preparato
savybiy.

Nustatyta, kad modifikuoty morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
komponenty kiekis padidinamas, panaudojant gyvulinj audinj, paveikta
embriogenezés ir/arba proliferacijos procesuose, ir/arba diferenciacijos,
ir/arba patologijos, prie§ ir/arba lydimos regeneracijos ir/arba audinio
reparacijos.

Tokie audiniai yra:
- diferencijuoti uzkriiéio liaukos timocitai

- séklidZiy spermatogonijos ir spermatocitai, kauly ¢iulpuy lastelés, zarnyno
epitelinis audinys

- embirioninis audinys, placenta
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- varliagyviy galliniy atsistatantis audinys, regeneruotas kepeny audinys,
po dalinés hepatektomijos arba po apsinuodijimo, pavyzdziui CCly,
regeneruotas odos audinys, 0 taip pat audinys paveiktas patologijos,
pavyzdZiui, paveiktas gangrenos, chemiskai arba termiskai apdorotas.

Paminéty audiniy, kaip Zaliavos panaudojimas, suteikia BAM laukiamas
savybes.

$i modifikuoty morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty savybé
igalina juos panaudoti pareik§tos BAM ir preperato jos pagrindu
gamyboje.

Preparata jvedus | Zmogaus ar gyvulio organizma  stimuliuojama
atsakomoji organizmo reakcija i patologija.

Pagrinding role $iame procese vaidina imuniné sistema.

Materialiais informacijos neikliais auk3Ciau iSvardintuose procesuose
ir/arba nurodyty audiniy nukrypimuose nuo normos yra speciallis
komponentai, kurie jeina | morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy struktiirg,
ir keidiantis lasteliy fiziologiniam statusui pasiduoda modifikacijai.
Pareikita BAM ir jos preparatas turi modifikuotus morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponentus, dél ko juos naudojant stimuliuojama
atsakomoji organizmo reakcija.

Prie$ hidrolize atliekamas susmulkinto audinio nuplovimas nuo audinio
ekstrakto komponenty ir kraujo, ir kartu vykdoma homogenizacija, po
kurios padalina nesuardytus audinio elementus, suteikia pareikStos BAM ir
jo preparato morfoplazmos ir glikokalikso lasteléms aukstg koncentracija
(30-60%), o taip pat sumaZina imunodepresanty, neutraliy ir balastiniy
junginiy kiekj. Tai padidina organizmo imuninj atsakyma.

Organizmo atsakomoji reakcija padidéja, jvedant { organizmg medZiaga,
kuri savo sudétyje turi termostabilius morfoplazmos ir glikokalikso lasteliu

yemamolekulinius su molekuline mase M<=10 kDa komponentus
(stabilius TM<1200 C kaitinimo temperatlroje).

Pareik$ta BAM naudojama kaip veiklusis pagrindas preparate, o uzpildai
naudojami priklausomai nuo panaudojimo.

Vidiniam panaudojimui preparatas naudojamas injekcijomis, o uzpildas -
fiziologinis natrio chlorido tirpalas arba buferinis druskos tirpalas. -
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I§vir§iniam panaudojimui, be auk$giau i$vardinty tirpaly, uZpildui
naudojami geliai - augaliniai ar gyvuliniai angliavandeniy junginiai,
pavyzdziui, medus, sultys, augaly minkstimas ir panasiai, ir/arba tepalai -
gyvulinés, augalinés arba sintetinés kilmés riebalai, arba jy misiniai.

Preparato efektyvumas labai priklauso nuo BAM sudéties. Dél to galima
pasiekti reikiamg efektyvuma Zymiai sumaZinus preparato veikliojo
pagrindo kiekj, dél ko iSvengiama perdozavimo ir 3alutinio poveikio,
sumazéja preparato kaina.

Be to, pastebéta, kad auk$Ciau apraSytos preparato savybés leidzia
panaudoti ji fiziologinei organizmo biklei normalizuoti, jvedant i
organizma bet kokias dozes, o biitent nuo 0,001 iki keliy g/1kg svorio.

Nurodytos savybés iliustruojamos konkregiuose isradimo panaudojimo
pavyzdziuose: 1,2,4,8,9,12,16,18-25 ir kt.

Susirgimai, sukeliami patologiniy pakitimy ir/arba svetimy lasteliy,
mikroorganizmy ir/arba ju veiklos produkty, gydomi nauju- preparatu,
konkreCiomis dozémis ir konkre&iais biidais iliustruoti konkre&iuose
iSradimo panaudojimo pavyzdziuose: 3,4,7,8,11-13,15-17 ir kt.

BiologiSkai aktyvi medZiaga, turinti imunomoduliuojanéiy savybiy,
gaunama sekanciu biidu.

Zaliavai naudojamas gyvulinis, embriogenezés ir/arba proliferacijos
procesy metu, ir/arba lasteliy diferencijacijos ir/arba patologijos metu pries
ir/arba kartu su audinio regeneracija ir/arba reparizacija, modifikuotas
audinys. |

Gyvulinis audinys plaunamas, smulkinamas, po to homogenizuojamas
fiziologiniame ir/arba buferiniame tirpale iki visisko lasteliy suirimo, o
homogenizuotas miSinys i§valomas nuo nesuirusiy medZiagos elementy
filtravimo ir/arba centrifugavimo metu, i$skiriant morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy turindius ingredientus, o po to hidrolizuojamas.
Hidrolizés produktai po centrifugavimo ir/arba filtracijos naudojami kaip
galutinis produktas, organizmo fiziologinei biiklei normalizuoti.

Galutinio produkto efektyvumas priklauso nuo modifikuoty morfoplazmos
ir glikokalikso lasteliy komponenty kiekio jame. Kiekis padidinamas,
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optimaliai pasirenkant Zaliava su intensyviais modifikacijos procesais
audinyje, ir optimalaus jo gavimo biido.

Zaliava parenkama remiantis ta aplinkybe, kad morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponentai reaguodami | fiziologinés biiklés lasteliy
pakitimus, pakeiCia savo struktlra, ir tas pakitimas iSSaukia audinio
imuninj pakitima, o tuo paiu ir organizmo atsakomasias imunines
reakcijas. Nustatyta, kad modifikuotos struktiiros imunogeni$kumas
i8laikomas visy stadijy procesuose (embriogenezé ir pan.).

Gyvuliniu audiniu naudojamas

- prieskri¢io liaukos diferencijuoti timocitai (lasteliy diferencijacijos
procesas)

- séklidZziy spermatogonijos ir spermatocitai, kauly Cciulpy Iastelés,
epitelinis Zarnyno audinys (lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos
procesai)

- embrioninis audinys, placenta (proliferacijos, diferenciacijos,
embriogenezés procesai)

- varliagyviy galiniy atsistatantis audinys, regeneruotos Ziurkiy kepenys
po dalinés hepatektomijos arba po apsinuodijimo, pavyzdZiui, CCly,
regeneruotas odos audinys, o taip pat audinys paveiktas patologijos,
pavyzdZiui, paveiktas gangrenos, chemiSkai arba termiskai apdorotas
(ivairiy procesy kombinacija). '

ApraSyty gyvyliniy audiniy kaip Zaliavos pareikstame blide panaudojimas
igalina gauti biologiskai aktyvig medziagg su laukiamomis savybémis.

Nustatyta, kad charakteringiausia auk§¢iau apraSyty ivairiy audiniy savybé
yra jy morfoplazmos ir glikokalikso lgsteliy struktiiriniy komponenty
pakitimas, leidziantis i3diferencijuoti nuo intaktiniy arba ramybés
organizmo audinio Iasteliy.

Si modifikuoty morfoplazmos ir gikokalikso Igsteliy komponenty savybé
nurodytuose audiniuose, leidZia juos panaudoti pareikStoje BAM, kurig
ivedus | organizmg suteikiama galimybé stimuliuoti atsakomaja organizmo
reakcija | patologija. Pagrindine role vaidina organizmo imuniné sistema.
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Geriausia panaudoti gyvulini audinj, paimta modifikacijos proceso
inkremento stadijoje. Si stadija nustatoma empiriskai pagal imuninio
pakitimo charakter{. Embrioninio audinio panaudojimo atveju §is periodas
atitinka pirmaja embriogenezés pusg¢. Regeneruotas Ziurkiy kepenis po
dalinés hepatektomijos naudoja po 4-12 valandy, o regeneruoty galiiniy
panaudojimo atveju - blastemos susidarymo stadijoje.

Santykinis morfoplazmos ir glikokalikso lasteliu komponenty kiekio
padidéjimas pasiekiamas pagrindine sglyga, t.y. nesuirusiy audinio
elementy pasalinimu.

Nesuirusiy elementy valymas atliekamas centrifigavimo procese, greiciu
150-250 g per 10-15 min. Esant didesniam centrifigavimo greidiui ir
ilgesniam laikui nusodinami morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
elementai, o esant létesniam negu 150 g per 10-15 min. - valymas
neefektyvus. '

Nesuirusiy elementy valymas atliekamas filtravimo procese stambiaporiniu
filtru, pavyzdziui, per kelis marlés sluoksnius, per medvilninj audinj arba
kaproninj tinkla.

Imunomoduliuojanti savybé galutiniame produkte sustiprinama tuo, kad
prieS homogenizacija, audinys susmulkinamas iki lasteliy paZeidimo, po to
ekstrahuojamas papildomai praplaunant fiziologiniu tirpalu ir/arba
filtruojamas organinés riigties tirpalu, ir/arba centrifiiguojamas, greiéiu
300-15000 g per 10-20 min. ir gautas ektraguotas susmulkintas audinys
homogenizuojamas.

Be to, 1§ vienos puses, paSalinama daugiau imunodepresanty, esanéiy
kraujo serume ir audinio ekstrakte, o i§ kitos pusés - santykinai
padidinamas morfoplazmos ir glikokalikso Igsteliy kiekis. |

Papildomas susmulkinto gyvulinio audinio prie§ honogenizacija
praplovimas centrifiguojant, grei¢iu 300-15000 g per 10-20 min., jgalina
kokybiskiau atskirti ekstraguota audinj i§ ekstrakto pramoninémis
sglygomis.

Analogiskas efektas pasiekiamas filtruojant stambiaporiu filtru,
pavyzdZiui, per kelis marlés sluoksnius, per medvilninj audinj arba per
kapronini filtra.
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Santykinj morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty audinio
ingredientuose, i§skirtuose hidrolizes pravedimui, nustato pagal baltymy ir
angliavandeniy lasteliy struktiirose, iSlaisvintose nuo nesuirusio audinio,
kieki.

Galutinio produkto efektyvumas Zymia dalimi padidéja, naudojant
yemamolekulinius morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponentus.

I vienos pusés tai padeda iSvengti nepageidaujamy reiskiniy, o i§ kitos
pusés - gauti plataus veikimo profilio preparata. Tuo tikslu audinio
ingredientai, turintys modifikuoty morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy,
hidrolizuojami  suardant morfoplazmos ir glikokalikso  lasteliy
stambiamolekulines struktiras | komponentus, turinius mazesng
molekuline mase. Hidrolizés produkty efektyvumas priklauso nuo
hidrolizés specifikos, kuri priklauso nuo temperaturos - laiko
charakteristiky.

Nustatyta, kad imunomoduliuojanti savybé, butent dalinai  Ziurkiy
peritonealinio eksudato makrofagy aktyvumas (in_vitro) maksimaliai
padidéja, kada hidrolizés pravedimo temperatiira T=4-45°C.

Nukrypimai nuo temperatiiros nepageidaujami todél, kad

- esant temperatiirai Tp<4 OC Zymiai pailgéja hidrolizés procesas, tai
mazina ekonominj efektyvuma

- esant temperatiirai T _>45 OC sumazéja fermenty, katalizuojanéiq
raliavos hidrolize, aktyvumas, ir pagreitéja aktyviy komponenty suirimo
procesas.’

D¢l to pablogéja galutinio produkto kokybé.

Hidrolizés  trukmé  nustatoma  pagal psiekiama  maksimaly
imunomoduliuojant] efekta, i§ dalies, pagal peritonealinio eskudato
makrofagy aktyvuma, sutinkamai su NST-testu.

Ilga hidrolizé atliekama kartu su konservantu.

Santykinis hidrolizés produktuose Zemamolekuliniu komponenty kiekio
padidéjimas atitinkamai stambiamolekuliniy termolabiliy junginiy kiekiui
pasiekiamas hidrolizato termisku apdirbimu iki pilnos termolabiliu
junginiy denatiiracijos, po to lickana pasalinama, centrifliguojant, greiciu
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1500 g per 20-40 min. irfarba filtracija. Supernatantas, turintis
termostabiliy morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty
panaudojimas kaip galutinis produktas.

Hidrolizés produktai termiskai apdirbami T14260-120 OC temperatiiry
diapazone.

Esant Tyy<60 OC temperatiirai ne visi baltymai denatiiruojami, dél ko
galutiniame produkte padidéja termolabiliy junginiy. Dél to sumaZéja
medziagos specifinis aktyvumas. Esant Ty 120 OC temperatiirai, galutinio
produkto peptidy ir angliavandeniy komponentuose Suoliskai didéja
struktiiriniy pakitimy greitis, dél ko blogéja produkto kokybe.

Po terminio apdorojimo, termostabilius komponentus pa3alina
centrifiguojant, greiiu ne maZesniu 1500 g per 20-40 min. Esant
maZesniam centrifigavimo laikui, sumaZéja denatiiruoty termolabiliy
junginiy paSalinimo lygis. Centrifigavimo laikas 20-40 min. yra
optimaliausias.

Koaguliuotus denatliruotus termostabilius junginius galima atskirti nuo
supernatanto, filtruojant per popierini filtra.

Galutinis produktas, turintis termostabilius marfoplazmos ir glikokalikso
Iasteliy komponentus, pasiZzymi dideliu specifiniu aktyvumu. Jis gali biti
naudojamas ir kaip priemoné injekcijoms tiek veterinarijoje, tiek ir
medicinoje.

Tolimesnis BAM specifinio aktyvumo padidinimas pasiekiamas
Zemamolekuliniy komponenty su molekuline mase M<10,0 kDa. I3
hidrolizés produkty dializés per pusiau persisunkiandig plévele ir/arba
ultrafiltracijos, ir/arba  gelfiltracijos bGdu  visidkai  pa3alinami
stambiamolekuliniai junginiai, galintys sukelti Salutinius efektus.

Tokiu biidu pasiekiamas efektyvumas leidZia galutini produktg naudoti
medicinoje.

Pareik3ta BAM, kaip veiklyji pagrinda naudoja wvaistinio preparato
gamybal, kur preparato koncentracija priklauso nuo panaudojimo tikslo.
Preparatuose, skirtuose gyvuliy girdymui ir $érimui, BAM koncentracija
neauksta, o preparatuose skirtuose injekcijoms, taip pat tepalams, geliams
ir milteliams - didesné.
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Uzpildai naudojami priklausomai nuo paskirties. Preparatuose skirtuose
injekcijoms, inhaliacijoms, aplikacijoms ir intranazaliai naudojami natrio
chlorido ir druskos buferinis tirpalai. Angliavandeniai junginiai uzpildu
naudojami preparatuose, skirtuose bidiy maitinimui (pvz., 10% cukraus
tirpalas) arba gelio paruo$imui (pvz., medus, sultys ir augaly minkStimas).
Tepalams uzpildu naudojami mineralinés, gyvulinés, augalinés ir sintetinés
kilmeés riebalai arba jy miiniai.

Zemiau apra$yti konkretlis pareikSty idradimy grupés gavimo ir
panaudojimo pavyzdziai, taip pat pateikti biologidkai aktyviy medZiagy
kiekio ir savybiy nustatymo metodai.

1 pavyzdys

Pareikitos BAM gavimui buvo panaudotas embrioninis audinys, paimtas i3
karvés pirmoje né$tumo puséje. ‘

I3 embriono, po jo dezinfekcijos silpname kalio permanganato tirpale
(KMnO 4) i$pjaunamas raumeninis ir odos audinys, kepenys, bluZnis, kasa,
inkstai, plauiai ir Sirdis, ir stambiai sumalama su mésmale.

10 kg gauto farSo sumaiSoma su 30 kg fiziologinio tirpalo ir
homogenizuojama su peiliniais blenderiais iki vientisos masés. Misinio
valymui nuo nesuardyty audinio elementy panaudojama dekantacija, 0
gautas vir§nuosédinis skystis su audinio ingredientais, turiniais
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponentais, autolizuojamos
(Ty=45 OC temperatiiroje, 48 valandy bégyje). Gautas hidrolizatas,
filtruojamas per popierin filtra, o flitratas, turintis morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponenty, panaudojamas kaip galutinis produktas,
kurio organiniy junginiy sudétis ir specifinis aktyvumas parodyti 1 ir 2
lentelése.

Galutinis produktas, kur BAM sudaro 1,0 % nuo bendro svorio, o kita dalis
- uZpildas, sumaiSomas su 9 dalimis agurky-kriauiy minkStimo ir
naudojamas kaip gydomasis preparatas - gelio kauké ant veido kosmetikos
reikméms.
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Ilgam laikymui i geli pridedama konservanty (nipaginas ir nipazolas masiy
santykiu 5:1) su galutine masés koncentracija 0,1 mas. %. Gelis dedamas
ant veido 2-3 val. Procediira pakartojama 1-2 kartus per savaite.
Gydomasis efektas pasiekiamas po 4-10 seansy ir stebimas pagal odos
bikle.

2 pavyzdys

Embriogeninis audinys, gautas taip pat kaip 1 pavyzdyje, susmulkinamas.
10 kg gauto farSo sumaiSoma su 30 kg fiziologinio skys&io ir
homogenizuojama iki vientisos masés.

Kad paSalinti nesuirusius audinio elementus, homogenizuota medZiaga
centrifuguojama, grei¢iu 250 g per 10 min. Po centrifugavimo liekanos
paalinamos, o flotiruoti riebalai paalinami, supernatants filtruojant per
medvilning medZiaga (drobg). I filtruota homogenata, turintj ingredienty su
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponentais 30% masés,
pridedama konservanto (chinozolo) iki galutinés koncentracijos 0,08 %
mases. Po sumai§ymo, homogenatas 6 savaites hidrolizuojamas Tp=4 °C
temperatiroje.

Gautas hidrolizatas centrifuguojamas, grei¢iu 15000 g per 20 min. ir
i§skiriamas supernatantas su morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
komponentais, jau kaip galutinis produktas, kurio organiniy junginiy
sudétis ir jy specifinis aktyvumas parodyti lenteléje 1 ir 2.

Gautas galutinis produktas, turintis BAM 1,0% masés, o likusi dalis -
uZpildas, naudojamas kaip vaistinis preparatas nusilpusiy kailiniy Zvéreliy
jaunikliy i$saugojimui, o taip pat viié¢iuky inhaliavimui specialioje
kameroje, kur jie laikomi 15-20 min. Kameroje preparatas iSpurskiamas -
0,5 ml ant 1 m per 1 min. Procediira kartojama 7 savaites. Efektas
kontroliuojamas jaunikliy kritimo skaigiaus sumaZéjimu. Jaunikliy kritimas
aumazeja 30-40%.

3 pavyzdys
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Embrioninis audinys, gautas kaip ir 1 pavyzdyje, susmulkinamas. Gautas
farSas uzliejamas dvigubu kiekiu fiziologinio skysgio ir sumaiSomas. Gauta
masé centrifuguojama, greiciu 1500 g per 20 min. Nuosédos pasalinamos ir
vel sumai¥oma su dvigubu kiekiu fiziologinio skyscio, ir vél taip pat
centrifuguojama. FarSo plovimo operacija atliekama 3 kartus. Po to 10 kg
isplauto farSo sumaiSoma su 30 kg centimoliariniu fosfatiniu druskiniu
buferiniu tirpalu (0,01 M PBS) pH 7.2, turindiu dukart pakeisto natrio
fosfato centimoliarinj kiekj ir penkiolika centimoliy natrio chlorido (0,01
M NazHPO4 ir 0,15 M NaCl), ir homogenizuojama koloidiniu malinu iki
vientisos masés. Nesuirusius audinio elementus nuosédy pavidalu pasalina
centrifuguojant, grei¢iu 150 g per 15 min.

Supernatantas, po flotiruojandiy riebaly padalinimo filtravimo budu,
apdorojamas konservantu iki galutines koncentracijos 0,08% mases.

SumaiSytas homogenizatas, turintis 60% masés morfoplazmos ir
glikokalikso  lasteliy ~ komponenty, hidrolizuojamas 6  savaites
temperatiroje T =4 OC. Gautas hidrolizatas centrifuguojamas, greiciu
1500 g per 40 min. iki i8siskirs supernatantas, turintis morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponenty, jau kaip galutinis produktas, kurio
organiniy junginiy sudétis ir ju specifinis aktyvumas parodyti 1 ir 2
lentelése.

Galutinis produktas, turintis BAM 1,0 % mases kiekio, o likusi dalis -
uzpildas, panaudojamas kaip gydomasis preparatas vereliams, sergantiems
paragripu, gydyti injekcijomis atliekamomis i raumenis 0,05 ml/kg masés
kas tretig diena. Gydymo efektas pasireiSkia po 1-5 injekciju. Jis
kontroliuojamas pagal temperatiira ir virusy kieki kraujyje.

4 pavyzdys

Stambiai mésmale sumaltas far$as, gautas kaip ir 1 pavyzdyje, uZpilamas
2-kart didesniu kiekiu 3% acto riigsties ir sumaiSomas. Misinys vakuume
filtruojamas per medvilning medzZiaga - siurbiamuoju filtru. Nuosédos
pa$alinamos, vél sumaiSoma su dvigubu kiekiu fiziologinio tirpalo ir
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centrifiguojama, grei¢iu 300 g per 20 min. 10 kg plauto far§o sumaisoma
su 30 kg centimoliarinio fosfatinio druskinio buferinio tirpalo (0,01 M
PBS) pH 7.2. turin€io centimoliarinj dukart pakeisto natrio fosfato ir 15
centimoliarinj natrio chlorido kiekj (0,01 M NazHPO 4 ir 0,15 M NaCl), ir
homogenizuota masé filtruojama per medviling medZiaga (drobele). Gautas
filtratas papildomas konservantu 0,08 % masés. Sumaisytas homogenatas,
turintis 50,0% masés morfoplazmos ir glikokalikso Iasteliy komponenty
hidrolizuojamas Tp=20 °c temperatlroje 8 dienas. Toliau apdorojama kaip
pavyzdyje 3.

Galutinio produkto organiniy junginiy sudétis ir jo specifinio aktyvumo
rodikliai parodyti 1 ir 2 lentelése. Galutinis produktas, turintis BAM 1,0
masés % kiekio, o visa kita - uzpildas, naudojamas dermatozéms gydyti.

Tepalo pavidalo preparatas, paruoiiamas sumaiius lanolina, vazeling ir
galutinj produkta BAM santykiu 1:3:1 masés daliy. Oda tepama tepalu
kiekvieng diena. Gydomasis efektas pasireiské po 4-12 d1enq ir
kontroliuojamas pagal odos stovj.

S pavyzdys

Santykinis morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty kiekio
procentais (pagal masg) su jungiamojo audinio komponentais ir audinio
ingredienty ekstraktu, i§skirtais hidrolizés pravedimui, nustatomas pagal
i8laisvintose nuo nesuirusio audinio daleliy lastelinése strukturose esancio
baltymy ir angliavandeniy kiekj.

Tuo tikslu iSvalytas nuo nesuirusiy audinio elementy kaip ir 1-4
pavyzdZiuose, homogenatas ultracentrifuguojamas, grei¢iu 100000 g per
60 min.

Baltymy kiekio visoje liekanoje santykis su kiekiu visame supernatante
parodo baltymy morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty santykj
su ekstrakto baltymais.

Baltymy kiekis liekanoje ir supernatante nustatomas po homogenato
ultracentrifugavimo. Po supernatanto paSalinimo | 0,1 ml liekanos
pridedama 4,9 ml fiziologinio tirpalo ir po suspendavimo, paimama 0,1 ml
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baltymy kiekiui nustatyti, fotometriskai, pagal tirpalo spalvos intensyvuma
SDS-Louri metodu. (U.K. Laemmli. - Nature, - 1970, - V 227, - 5259 - p.
680-685).

Baltymuy kiekiui supernatante nustatyti { 0,1 ml supernatanto pridedama 0,9
ml fiziologinio tirpalo ir po sumaiSymo paimama 0,1 ml baltymy kiekiui
nustatyti. pagal SDS-Louri.

Jungiamojo audinio komponenty kiekis nustatomas aminoriig¢iy analizés
metodu pagal oksilizing ir oksipirolina.

Skirtingai nuo Zinomos BAM, aminoriigsciy nerasta.

Glikokalikso lasteliy komponenty kiekis nustatomas pagal angliavandeniy,
jeinangiy i jungini su molekuline mase daugiau 0,8 kDa homogenate kieki
reakcija su antronu po glikogeno granuliy paSalinimo i§ homogenato
(S.Seifter, S.Dayton, C.Honiv - Arh. Biochemistry and Biophysical,-
1950,- 25,- 1,- p. 191-200).

Tuo tikslu 20 ml audinio homogenatas sluoksniuojamas centrifugos
vamzdeliuose 30 ml ant 5 ml sacharozés (d=1,40 tankumu) ir
ultracentrifuguojamas, grei€¢iu 100000 g per 60 min. Glikogenas, nusédgs
vamzdeliy dugne, paSalinamas, o morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
clementai atrenkami interfazéje ir, po plovimo nuo sacharozés,
centrifuguojant fiziologiniame tirpale, ir naudojami tyrimams.

Angliavandeniy kiekis tiriamuose pavyzdZiuose nustatomas pagal bendrg
angliavandeniy kieki po hidrolizés ir laisvy angliavandeniy - monomery
kieki. Pagal $iy duemeny skirtuma matavimuose nustatomas laisvy
angliavandeniy kiekis ivairiy junginiy sudétyje.

Bendrai hidrolizei pravesti imama 1,0 ml tiriamo pavyzdZio ir sumaiSoma
su 1 ml 4,0 N druskos tirpalu. Hidrolizuojama 105 OC temperatiiroje 2
valandas, po to hidrolizatas vakuume garinamas eksikatoriuje su NaOH.
I3garintas bandinys atskleidZiamas 1,0 ml distiliuvoto vandens ir
naudojamas tyrimams.

Laisvy angliavandeniy kiekio, esanéiy BAM arba po rigitinés hidrolizes
nustatomos tokiu biidu:
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1 ml bandinio sumaiSomas su 1 ml distiliuoto vandens, po to maisant
pastovioje -5 °C temperatiiroje, pridedama 4 ml 0,2% antronovo reaktyvo,
paruosto su 95 % sieros riigsties (HZSO 4). Gautas miSinys kaitinamas

95 OC temperatiiroje 10 min., ir at$aldZius nustatomas optinis tankis ties
620 nm bangos ilgiu. Standartu imamas 20 pg/ml gliukozés koncentrato.
Gautos 1 ir 2 pavyzdZiuose BAM baltymy analizé - morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponenty - 37,6+-7,4%, o BAM gautos 3 ir 4
pavyzdziuose - 51,8+-8,2%.

Cia ir toliau tekste, o taip pat lentelése eksperimentiskai gauti dydziai
iSreiksti vidurkiu su vidurkio nukrypimo ribomis, i$skaigiuotais pagal
Stjudento kriteriju.

6 pavyzdys

Hidrolizés supernatantas, gautas 3 pavyzdyje, kaitinamas Tyy=55 °c,
Tpp=60 °C, T3=95 °C, Tyy4=120 °C ir Tyys=135 °C temperatiiroje
kaitinama iki pilnos hidrolizés produkty termolabiliy junginiy
denatlracijos, po to centrifiguojama, grei¢iu 1500 g per 30 min. iki
iSsiskiria supernatantas, kaip galutinis produktas, turintis termolabiliy
marfoplazmos ir glikokalikso lasteliy.

Gautas galutinis produktas, kiekvienu atveju turi imunomoduliuojanti
efekta, kurio reik§més parodytos 3 lenteléje.

Sioje lenteléje parodytas BAM specifinio aktyvumo reikSmiy
pasiskirstymas, priklausomai nuo pasirinkto hidrolizato kaitinimo
temperatlros diapazono ir uz jo riby. Optimali kaitinimo temperatira yra
Ty=95 OC, kada gautas galutinis produktas turi maksimaly fermentinj ir
fagocitarinj aktyvuma, 72,8% ir 64,3%.

Tyy=55 OC temperatiiroje specifinio aktyvumo dydis palyginus su
kontroliniu vidutiniskai sudaro 61,1% pagal NST testa ir 52,3% - pagal
fagocitus. Tyy>120 OC temperatiiroje vyksta uolidkas peptidy ir turinéiy
angliavandeniy junginiy struktiirinis kitimas, dél ko kinta galutinio
produkto komponenty struktdrinis kitimas, o to pasekoje sumaZéja BAM
specifinis  aktyvumas. Tyy=135 OC temperatiiroje specifinis BAM
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aktyvumas palyginus su kontroliniu vidutiniskai lygus 57,3%, pagal NST
testy ir 43,0% - pagal fagocitus. Maksimalus BAM specifinis aktyvumas
palyginus su kontroliniu pasiekiamas TI_f60-120 OC temperatiiroje,
kurioje Ziurkiy peritonealinio eskudato makrofagy aktyvumas (in_vitro)
sudaro 72,8% - pagal fermentinj aktyvuma (NST testas), o pagal fagocitini
aktyvuma (E.Coli) - 64,3%.

7 pavyzdys

Hidrolizés supernatantas, gautas 3 pavyzdyje, kaitinamas T{y=95 oC
temperatiiroje iki visikos termolabiliy elementy denatliracijos ir po
atSaldymo centrifuguojamas, grei€iu 1500 g per 40 min.

Denatiiruoty junginiy liekana pa3alinama, o kaip galutinis produktas
naudojamas supernatantas, kuris turi 60% mases termostabiliy komponenty
pagal peptidus atitinkamai  hidrolizes produktams vandenyje tirpiy
junginiy iki termoapdirbimo.

Organiniy junginiy kiekis hidrolizés produktuose ir gautos medZiagos
aktyvumo rodikliai, gauti eksperimentiskai, parodyti 1 ir 2 lentelése.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,5% masés kiekio, o kita dalis
uzpildas, naudojamas karviy mastitams gydyti injekcijomis j raumenis 0,05
ml/kg svorio kas tredia diena. Gydymo efektas stebimas po 1-4 injekcijy ir
kontroliuojamas pagal teSmenj ir piilingas i3skyras.

8 pavyzdys

Hidrolizato supernatantas, gautas 2 pavyzdyje, termiSkai apdirbamas 1ki
pilnos  termolabiliy  junginiy denatiiracijos ir po  atSalfymo
centrifuguojamas, grei¢iu 50000 g per 20 min. Nuosédos paSalinamos, o
kaip galutinis produktas naudojamas supernatantas, kuris turi 30% masés
termo  stabilizkomponenty pagal peptidus atitinkamai  hidrolizes
produktams vandenyje tirpiy junginiy iki terminio apdirbimo. Organiniy
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junginiy kiekis hidrolizés produktuose ir medziagos specifinio aktyvumo
rodikliai, gauti eksperimentiskai, nurodyti 1 ir 2 lentelése.

Gautas galutinis produktas, turintis 0,5% BAM masés kiekio, o kita dalis -
uzpildas, naudojamas kaip gydomasis preparatas verSeliy, serganciy
paragripu gydymui injekcijomis | raumenis 0,05 ml/kg du kartus kas 14
dieny. Preparato panaudojimo efektyvumas registruojamas pagal
susirgusiy galvijy skai¢iy per ménesj nevirsijo 10%, o kontrolinis sieké net
22-28%.

9 pavyzdys

Hidrolizatas, gautas 4 pavyzdyje, termiSkai apdirbamas Ti=95 °C
temperatiiroje iki visiSkos termolabiliy junginiy denatlracijos ir po
atSaldymo filtruojamas siurbiamuoju filtru per filtruojama popieriy.
Filtratas, turintis 45% pagal peptidus termostabiliy elementy atitinkamai
hidrolizés produktams vandenyje tirpiy junginiy, naudojamas kaip
galutinis produktas.

Organiniy junginiy kiekis hidrolizés produktuose ir medZiagos specifinio
aktyvumo rodikliai, gauti ekperimentiSkai, parodyti 1 ir 2 lentelése.

Galutinis produktas, liofiliai iSdZiovinamas ir sublingvaliai naudojamas
kaip gydomasis perparatas motery mastitams gydyti. Procedra atliekama
kiekvieng dieng. Gydyno efektas stebimas po 1-4 dieny ir kontroliuojamas
pagal kriities stovj (sukietéjimus, piilingas iSskyras) ir kraujo tyrimus.

10 pavyzdys

Supernatanto  hidrolizatas, gautas 3 pavyzdyje, frakcionuojamas
ultrafiltravimo jrenginyje "Anicon". Naudojami ultrafiltrai praleidziantys
junginius su molekuline mase mazesne arba lygia: 50,0 kDa, 10,0 kDa, 5,0

kDa, 1,0 kDa, 0,8 kDa, 0,5 kDa.

Gauty frakcijy, turinéiy junginiy su molekuline mase: 1) M;>50,0 kDa, 2)
10,0kDa<M,<50,0 kDa, 3) M3<10,0 kDa, 4) M,<5,0 kDa, 5) Ms<1,0
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kDa, 6) M6<0,8 kDa, 7) M7<0,5 kDa biologinis aktyvumas analizuojamas
pagal sugebéjima aktyvinti Ziurkiy peritonealinio eksudato makrofagus
pagal NST-testa. Tyrimy rezultatai parodyti 4 lenteléje.

I§vados padarytos pagal 4 lentelés analizg:

1) specifinio aktyvumo pagal frakcijas pasiskirstymas turi iSreikSta
maksimuma, masiy diapazone nuo 0,8 iki 10,0 kDa

2) specifinio aktyvumo sumaZzéjimas, esant molekulinei masei M>10,0 kDa
susijes su inhibitoriy veikimu galutiniame produkte ir aktyvios
substancijos koncentracijos sumazéjimu;

3) specifinio aktyvumo sumaZzéjimas, esant molekulinei masei M<0,8 kDa
susijes su aktyvios substancijos, oligomeriniy junginiy pavidale, M>0,8
kDa, koncentracijos sumazéjimu.

11 pavyzdys

Supernatanto hidrolizatas, gautas 3 pavyzdyje, sufiltruojamas miliporinio
filtro BPY-15-PA (TY6-12-151-87) aparatu AP-2,0.

Gautas ultrafiltratas, turintis Zemamolekulinius morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponentus M<=10,0 kDa, naudojamas kaip
galutinis produktas, kur Zemamolekuliniai komponentai su M<=10,0 kDa
sudaro 60% masés pagal peptidus atitinkamai hidrolizés produktams
vandenyje tirpiy junginiy po ultrafiltracijos.

Organiniy junginiy hidrolizés produktuose kiekis ir gautaos medZiagos
specifinio aktyvumo rodikliai parodyti 1 ir 2 lentelése.
Galutinis produktas, turintis BAM 0,1% masés kiekio, o kita dalis
uzpildas, naudojamas kaip vaistinis preparatas eksperimentams Ziurkiy
hepatitui gydyti injekcijomis | raumenis 0,05 ml’kg kas antrg dieng
(gydymas ir rezultatai apradyti 34 ir 35 pavyzdziuose).

12 pavyzdys
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Hidrolizato supernatantas, gautas 2 pavyzdyje, dializuojamas 16-24 val.
per celofaning plévelg, fiziologiniu tirpalu, kurio 1 kg turi 0,8 g
konservanto. Gautas dializatas naudojamas kaip galutinis produktas, kur
Zemamolekuliniai komponentai, kur M<10 kDa, sudaro 30% masés pagal

peptidus atitinkamai produktams vandenyje tirpiy junginiy prie§ dialize.

Organiniy junginiy hidrolizés produktuose kiekis ir gautos medZiagos
specifinio aktyvumo rodikliai parodyti 1 ir 2 lentelése.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,1% masés kiekio, o kita dalis -
uZpildas naudojamas kaip gydomasis preparatas injekcijomis verseliy
homeostazés parametrams normalizuoti. VerSeliams, su nukrypimais nuo
normos leidZiamos injekcijos | raumenis 0,05 ml/kg 1-2 ménesius. Efektas
kontroliuojamas verSeliy svérimu kas ménesi. Paros prieauglis padidéja 47-
70% palyginus su kontroliniu.

13 pavyzdys

Hidrolizato supernatantas, gautas 7 pavyzdyje, gelfiltruojamas sefadekso
G-25 =26 mm diametro ir h=600 mm aukidio kolonéléje, su
decimoliariniu (0,01 M) fosfatiniu buferiniu tirpalu pH 7,2, turinéiu
penkiolika centimoliy natrio chlorido (0,15 M NaCl).

Hidralizato supernatanto frakcionavimas pagal molekulines mases
atlickamas kolon¢lés eliuacija tuo paliu buferiniu tirpalu, ir eliuato
chromatografinis profilis kontroliuojamas spektrometriskai, esant bangos
ilgiui 280 nm.

Hidrolizato Zemamolekuliniy komponenty frakcija, turinti morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponenty, eliuuojama kaip galutinis produktas.

Organiniy junginiy hidrolizés produktuose kiekis ir gautos BAM specifinio
aktyvumo rodiklis, gauti eksperimentikai, parodyti 1 ir 2 lentelése.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,1% masés kiekio, o kita dalis -
uzpildas, naudojamas kaip wvaistinis preparatas verSeliy, sergandiy
bronchopneumonija arba aStriu respiratoriniu susirgimu. Preparatas
injekcijomis leidzimas | raumenis 0,05 ml/kg kas tredia diena.
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Gydymo efektas stebimas po 1-7 injekcijuy, ir kontroliuojamas pagal kiino
temperatura. .

14 pavyzdys

Pareikitos BAM efektyvumo  priklausomybé nuo modifikuoty
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty kiekio nustatoma
yaliavos i§ gyvulinio audinio, kuriuose vykdo embriogenezés ir/arba
proliferacijos procesuose, ir/arba lasteliy diferencijacijos, ir/arba
patologijos, pries ir/arba lydimos audiniy regeneracijos ir/arba reparacijos,
panaudojimu.

Gautos medZiagos apdirbamos taip pat, kaip pavyzdyje 7. Galutinio
produkto, gauto panaudojant kiekvienu i§ paminéty modifikuoty lasteliy
struktiiry audinj, o biitent morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy, parodyti 5
lenteléje. '

5 lentelés analizé parodo, kad imunomoduliuojancio efekto buvimas BAM
ir jo stiprumas priklauso nuo panaudojamos Zaliavos, 1§ kurios gauti
hidrolizés produktai, turintys modifikuotus morfoplazmos ir glikokalikso
lasteliy komponentus.

Zaliavai i§ gyvulinio audinio paimto lasteliy poliferacijos ir diferenciacijos
stadijoje, naudojamus Ziurkiy séklidziy spermatogonijos ir spermatocitai,
kauly &iulpy lastelés, Ziurkiy Zamyno epitelinis audinys. Zaliavai i3
gyvulinio audinio, paimto su embriogenezes procesais, naudojamas Ziurkiy
embrioninis audinys.

Zaliavai su patologijos ir prie§ jvykusios regeneracijos procesais,
naudojamas Ziurkiy kepenys po dalinés hepatektomijos, o Zaliavai su
patologijos procesais lydimais regeneracijos - regeneruotas varliagyviy
galiiniy audinys, Ziurkiy kepenys po anglies tetrachlorido (CCly) poodinio
jvedimo.

Kartu su gautais tyrimy duomenimis, 3 lenteléje  parodyti

imunomoduliuojanéio efekto, gauto panaudojant Ziurkiy pateliy raumeny ir
kepeny intaktinj audinj, duomenys.
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5 lentelés analizé parodo, kad imunomoduliuojantis efektas pareikstos
BAM, gautos panaudojant audinius, paveiktus embriogenezés,
proliferacijos  procesuose, ir patologijos, prie§ ir/farba lydimos
regeneracijos ir/arba audinio reparacijos, auk3tesnis negu panaudojant
audinius nepaveiktus nurodyty procesy.

Be to, galima padaryti iSvada, kad didziausias imunomoduliuojantis
efektas pasiekiamas, panaudojant atsistatant] kepeny audinj, embrioninj
audinj ir varliagyviy galiiniy atsistatantj audinj.

15 pavyzdys

Zaliavai naudojamos Ziurkiy regeneruotos kepenys po 4-12 valandy po
hepatektomijos, atliktas Zinomu metodu (G.M. Higgins, R.M. Anderson
Experimental pathology if the liver. - Areh. Pathology,- 1931- N 12-
p.186).

Kepenys smulkiai nupjaustomos ir sumaiSomos su trim kiekiais
fiziologinio tiepalo, po to centrifuguojama, grei¢iu 1500 g per min., o
gauta liekana sumaiSoma su trim kiekiais fiziologinio tirpalo ir vél
centrifuguojama tose paciose salygose. Susmulkinto audinio plovimas
atliekamas 3 kartus, o tolimesnés galutinio produkto gavimo stadijos
atlieckamos taip pat kaip ir 3, 7 ir 11 pavyzdziuose.

Gauty  galutinio  produkty  specifinis  aktyvumas nustatomas
eksperimentiSkai pagal Ziurkiy kepeny, paveikty CCly, hepatocity
reparaciniy savybiy aktyvuma, kur Na, K - AT Fazés aktyvimas
atstatomas, atitinkamai 32,7+-3,1%; 43,6+-3,9% ir 85,4+-7,8% palyginus.
su gyvuliy grupe, kuriai pareiksta medZziaga nebuvo naudota.
Aminotransferaziy kraujyje aktyvumas atstatomas 37,4+-2,8%; 47,2+
3,4% ir 98,3+-1,7%, - o kepeny hepatocity kalio koncentracija - 22,6+-
1,8%; 28,9+-2,5% ir 58,1+-4,7%.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,1% maés kiekio, o likusi dalis -
uZpildas, naudojamas kaip gydomasis preparatas, verSeliy sergandiy
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hepatitu gydymui injekcijomis | raumenis 0,05 ml/kg kiekviena 3 diena.
Gydymo efektas stebimas po 7-14 injekcijy ir kontroliuojamas pagal
aminotransferazés aktyvuma, bilirubino ir azoto koncentracija kraujyje.

16 pavyzdys

Zaliavai naudojamos buliy seéklidZiy iSspaudos, gautos po lidaziy
i8skyrimo, ekstrahuojant 3% acto riigitimi audinio homogenata.

Gautos séklidZiy ispaudos, lidazés gamybos liekana pakartotinai
homogenizuojama trim  dalim fiziologinio tirpalo  peiliniuose-
homogenizatoriuose ir centrifuguojama, greidiu 250 g per 15 min., kad
pasiSalinty nesuire audinio elementai.

Natrio 3armo decinormaliniu vandens tirpalu (0,1 N NaOH) terpés
rugStingumas padidinamas iki pH 7,4 ir | homogenata, turint]
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty, modifikuoty lasteliy
diferencijacijos ir poliferacijos procesuose pridedama konservanto 0,8 g/l,
po to sumaiSoma ir hidrolizuojama su tolimesniu apdirbimu, kaip ir 3,7 ir
11 pavyzdziuose.

Gauty  galutiniy  produkty s,p'eciﬁnis aktyvumas  nustatomas
eksperimentiSkai, pagal Ziurkiy peritonealinio eksudato makrofagy ir
kraujo neutrofily aktyvuma. Naudojant galutinj produkta, gautg kaip 11
pavyzdyje, fermentinis makrofagy aktyvumas padidéjo 108,3+13,2%, o
fagocitarinis, pagal E.Coli aktyvumas - 92,2410,2%. Kraujo neutrofilams
Sie rodikliai atitinkamai padidéjo 99,2+14,1% ir 72,4+8,3%.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,1% masés kiekio, o likusi dalis -
uZpildas, sumaiSomas su 50 kiekiy vandens ir naudojamas, kaip maistinis
preparatas, viSty homeostazés parametrams normalizuoti. Vistos girdomos
5 ml/kg 2-6 savaites.

Efekto kontrolé stebima kiausiniy stiprumo padidéjimu 15-30%, palyginus
su kontroline grupe.

17 pavyzdys
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7Zaliavai naudojama karviy placenta, kuri apdirbama taip pat, kaip ir 3, 7 ir
11 pavyzdZivose., ir gaunami galutiniai produktai, kuriy specifinis
aktyvumas nustatomas eksperimentiskai pagal Ziurkiy peritonealinio
ekskudato makrofagy ir kraujo neutrofily aktyvuma.

Pagal 11 pavyzdi gauta galutinio produkto fermentinis makrofagy
aktyvumas padidéja 150,6£17,4%, o fagocitarinis makrofagy aktyvumas

padidéja 109,3+12,7%.
Kraujo neutrofily atitinkami rodikliai sudaro 137,6+16,8% ir 95,7+11,3%.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,5% masés kiekio, o likusi dalis -

uzpildas, naudojamas karvéms, sergan¢ioms endometritu gydyti. Injekcijos
i raumenis daromos kas 3 diena po 0,05 ml’kg. Gydymo efektas stebimas
po 6-10 injekcijy ir kontroliuojamas pagal uzdegimines reakcijas,

histologiniu tyrimu ir piilingy i8skyry rodiklius.

18 pavyzdys

Zaliavai naudojama uzkrii¢io liaukos i¥spaudos, gautos po netirpiy audinio
komponenty, kurie yra timozino gamybos atliekos, iSskyrimo 18
homogenato.

Uzkrii&io liaukos idspaudos apdirbamos taip pat, kaip ir 3, 7 ir 11
pavyzdZiuose ir gaunami galutiniai produktai, kuriy specifinis aktyvumas
nustatomas eksperimentikai pagal T-limfocity blastransformacijos
reakcijos stimuliacija ir kuri padidéja 165,6+13,7%, palyginus su
kontroline, kur naudojamas galutinis produktas gautas pagal 11 pavyzdi.

Galutinis produktas, turintis BAM 0,5% masés kiekio, o kita dalis -
uZpildas, naudojamas intranazaliai, kaip vaistinis preparatas Zmogaus
infekciniy susirgimy profilaktikai. ] kiekviena nosiarykle ilaSinama po 2
lasus ir masazuojama kad S$ie nutekéty | gleiving. Tokia procedira
atliekama 2 kartus per diena. Efektas kontroliuojamas pagal organizmo
bikle ir kiino temperatiira.
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19 pavyzdys

Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip ir 1-4, 7-9, 11-
13 ir 15-17 pavyzdZiuose, su 0,001% BAM masés jame. UzZpildas - 10%
sacharozés tirpalas.

Preparatas naudojamas bitéms maitinti.

Vienos bi¢iy Seimos vienam maitinimui skirtas 11 preparato, palyginus su
kontroliniu, pagerino:

- i§gyvenimg 85-140%

- i$skridimy skaiiy 100-160%

- medaus rinkimo 27-64%
20 pavyzdys

Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip 1-4, 7-9, 11-13
ir 15-17 pavyzdZiuose, paruoSiamas su 85% mases kiekio liofiliskai
i3d¥iovinto BAM. Uzpildu naudojamas antiseptikas. Preparatas pabarsty
pavidalu paruodtas i liofiliskai i§dziovinty milteliu naudojamas atviry
aizdy, nudegimy, traumy, gleivinés erozij ai gydyti.

Preparato naudojimas pagreitina regeneracinius procesus 2-7 kartus,
palyginus su kontroliniu.

21 pavyzdys

Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip 1-6, 9-14, 16-21
ir 23-25 pavyzdZiuose, paruo$iamas su 1,0% BAM mases.

Uzpildu naudojamas gelis ir augalu mink3timo: agurky, obuoliy, persiky
piure. Preparatas naudojamas kosmetikoje. Gydomasis efektas stebimas po
4-8 seansy ir kontroliuojamas pagal odos elastinguma.
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22 pavyzdys

Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip 1-6, 9-14, 16-21
ir 23-26, pavyzdZiuose, paruoSiamas su 1,0% BAM mases.

Uzpildu naudojamas gelis - 15 daliy medaus, 3 dalys ropinio svogino
sul&iy, 1 dalis Gesnako suléiy ir 1 dalis varnalésy aliejaus.

Preparatas naudojamas plauky Saknims stiprinti. Gelis uzdedamas ant
galvos 2-8 valandoms. Procediira atliekama 1 karta per savaite. Gydymo
efektas stebimas po 5-12 seansy ir kontroliuojamas pagal plauky stovi.

23 pavyzdys

Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip 1-6, 9 14, 16-21
ir 23-2, pavyzdziuose, paruosiamas su 1,0% BAM masés.

Uzpildu naudojamas lanolino misinys su spermacetu 1:3. Preparatas
naudojamas odos sluoksnio atstatymui po dermatozés. Preparato
panaudojimas 2-5 kartus pagreitino atstatymo procesus, palyginus su
kontroliniu.

24 pavyzdys

Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip 1-6, 9-14, 16-21
ir 23-26, pavyzdziuose, paruosiamas su 1,0% BAM mases.

Uzpildu naudojama kakava. Preparatas naudojamas endometrity gydymui
zvakutémis. Gydymo efektas stebimas po 14-21 dienos, ir kontroliuojamas
pagal uzdegiminés reakcijos, histologiniy tyrimy, kraujo analizeés rodiklius.

25 pavyzdys
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Gydomasis preparatas, turintis BAM, gautas taip pat, kaip 1-6, 9-14, 16-21
ir 23-26 pavyzdZiuose, paruosiamas su 1,0% BAM mases.

Uzpildu naudojamas lanolino ir vazelino midinys 1:3. Preparatas
naudojamas gleivinés erozijai gydyti. Atstatomieji procesai vyksta 3-5
kartus greiiau, negu kontrolinio.

26 pavyzdys

BAM, gautos taip pat, kaip ir 1-18 pavyzdZiuose, aminoriugs¢iy analizé
atliekama trim kryptimis, kuriomis nustatoma:

- bendra aminoriig§¢iy sudeétis;

- peptidy ir laisvy aminorigitiy, be rigstyje netirpiy  baltymu,
aminoriigd&iy sudeétis;

- laisvy aminoriigi¢iy sudétis.

1) BAM, gautos taip pat, kaip 1-18 pavyzdZiuse, bendra aminorigs¢iy
analizé atliekama hidrolizés biidu vakuume 6-normalinéje druskos riigstyje
(6 NHCI) 110 OC temperatiiroje 24 valandas.

Po hidrolizés, bandinys garinamas vakuume vir$ sauso natrio Sarmo
(NaOH). Sausa liekana atskiedziama 0,2 N natrio-citrato buferiniu tirpalu
pH 2,2 ir analizuojama aminorigsciy analizatoriaus jony mainy kolonélgje.

2) Riigityje netirpiems baltymams paSalinti { 0,5 ml bandinio pridedama
0,5 ml 3% sulfosalicilinés rugities, palaikoma 1 val., periodiskai
pamaiSant. Denatiiruoti baltymai paSalinami centrifugavimu, grei¢iu 8000
g per 15-20 min. Gautam supernatantui, atliekama bendra aminorligsCiy
analize.

3) BAM, gautos taip pat, kaip 1-18 pavyzdZiuose, laisvy aminoriig§Ciy
kiekis nustatomas po bandiniy sulyginimo 0,2 N natrio-citrato buferiniu
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tirpalu pH 2,2 ir po filtracijos per popierinj nukalkintg filtra, uznesus ant
aminoriig§¢iy analizatoriaus jony mainy kolonélés.

Aminoriigiéiy kolonélés elivacija pravedama natrio-citratiniu buferiniu
tirpalu pH 3,25; pH 4,25 ir pH 5,28. Frakcionuotos aminorfigstys
apdirbamos ninhidridiniu reaktyvu ir nustatomas optinis tankis pratekamu
fotometru ties 440 ir 570 nm bangos ilgiu.

27 pavyzdys

BAM, gautas taip pat, kaip 1-18 pavyzdZiuose, bendras lipidy kiekis
nustatomas tokiu biidu. 0,5 ml BAM sumai$oma su 1,5 ml koncentruotos
sieros ragsties (H2804) ir kaitinama 95 °C temperatiiroje 15 min. [
atausintg 0,1 ml hidrolizatq pridedama 1,5 ml fosfovanilinio reaktyvo
(firmos Chempal.) pagal Zinoma bendra lipidy nustatymo metoda pagal
specifinj nudaZyma. (J.M. Knight, S. Anderson, J.M. Rawle. - Clinical
Chemistry - 1972, 18, p. 199). Optinis tirpalo tankis nustatomas ties 530
nm bangos ilgiu.

28 pavyzdys

BAM, gautos taip pat, kaip 1-8 pavyzdziuose, nukleotidy analiz¢ atlieckama
ekstrahuojami i§ 1,5-5,5 ml 5% atSaldytos chloro perragsties (HCIO,)
bandinio. Bandiniai po 20 min. ekstrakcijos, S3altyje centrifuguojami,
grei¢iu 2500 g per 10 min., liekana tris kartus plaunama 5% chloro
perriigitimi, supernatantai sujungiami ir panaudojami riigstyje tirpiu
nukleotidy  i¥skyrimui.  Rugstyje tirpi  frakcija  hidrolizuojama
vienamoliarine chloro perrfigstimi (1 M HCIO,4) 100 OC temperatiiroje 1
val. iki pirimidininiy monofosfaty ir puriny. Tirpalai neutralizuojami kalio
Sarmu (KOH) ir hidrolizés produktai paskirstomi katijony mainininke
"DAUEKS" 50x4 laiptine eliuacija:
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distiliatu (HzO) - $lapimo ruigsciai ir uridinmonofosfatui (UMF); 0,2 M
chloro perrigstimi - ksantino ir citozino monofosfatui; 0,4 M chloro
perriig§timi - hipoksantinui;

1,0 M chloro perriigitimi - guaninui; 2 M chloro perriigitimi - adeninui.

Nukleotidai identifikuojami chromotografiskai pagal judéjima katijony
mainininke lyginant su standartu, o taip pat pagal absorbcijos spektrus ties
200-300 nm. Nukleotidy kiekis nustatomas, panaudojant moliarinés
ekstincijos koeficiento dydi. '

29 pavyzdys

BAM, gautos taip pat, kaip 1-18 pavyzdZiuose, imunomoduliuojantis
aktyvumas nustatomas pagal wister linjjos Ziurkiy peritonealiniy
makrofagy aktyvuma bandymais in vitro, pagal fermentinio tetrazolio
aktyvumo stipruma nitro-melio redukcijoje iki diformazano (NST - testas)
ir pagal fagocitarinio aktyvumo stiprumg E. Coli atzvilgiu.

] dekapituoty gyviiny pilvo ertme $virk$tu jvedama 20 m! Chenkso tirpalo,

turin&io heparino 20 vnt./ml. Po 2-3 min. pilvo masazo, padaroma ipjova ir
tuo padiu metu $virkStu i ertmes istraukiamas jvestas skystis, kuris
filtruojamas per neilonini filtra ir centrifuguojamas, greiciu 150-200 g per
15 min. Gauta liekana suspenduojama 0,5 kiekio $vieZiu Chenkso tirpalu ir
vel centrifuguojama tokiomis paciomis salygomis. I3skirty lasteliy
plovimas atliekamas’3-4 kartus, po ko lasteliy koncentracija suspensijoje
gaunama 80x106 lasteliy/ml. Visy lasteliy audinio eskudate makrofagu
kiekis sudaro 25-35%. :

Ziurkiy peritinealinio eksudato makrofagy fermentinis aktyvumas
nustatomas spektrometriskai pagal nitro tetrazolio mélio redukcija iki
diformazano. Ziurkiu peritonealinio eksudato lasteliy liekana atskiedziama
bespalviu Chenkso tirpalu iki 80x106 Iasteli/ml koncentracijos. I 5 pl
lasteliy suspensijos pridedama bandinio su pH 7,4 ir 1,0 mg/ml peptidy
koncentracija. Misinys inkubuojamas vandens vonioje pastoviai papurtant
37 °C temperatiroje 30 min., po to pridedama 5 pl prisotinto 20 °C
temperatiiroje nitro tetrazolio mélio "Reanal" firmos ir dar inkubuojama 30
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min. Po to pridedama 3 m! acetono ir centrifuguojama, greiciu 2000 g per
20 min. Nusodinta acetoniné istrauka fotometruojama ties 515 nm bangos
ilgiu.

Fermentinio aktyvumo palyginimo kontrolei naudojamas bandinys su
konservantu fiziologiniame tirpale.

Ziurkiy peritonealinio eksudato lasteliy fagocitarinis  aktyvumas
nustatomas pagal jy sugebéjima uZimti E.Coli.

1 50 ul lasteliy suspensijos pridedama 50 pl bandinio su pH 7,4 ir peptidy
koncentracija 0,05 mg/ml. Midinys inkubuojamas 37 OC temperatiiroje
vandens vonioje 30 min. pastoviai pakratant. Po inkubacijos miSinys
suspenduojamas 10 ml bespalviu Chenkso tirpalu 4 °C temperatiroje ir
centrifuguojamas, grei¢iu 150-200 g per 15 min. Ziurkiy peritonealinio
eksudato lasteliy liekana atskiedZiama Chenkso tirpalu iki 2,5)(106
lasteliy/m] koncentracijos. 0,2 ml gautos suspensijos uzdedama ant 18x18
mm stiklo ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje 30 min. 5% angliaruigsties
(CO,) atmosferoje, kad makrofagai prisitvirtinty prie stiklo. Po inkubacijos
prie stiklo neprisiklijavusios lastelés paSalinamos 3 kart paskalaujant
stiklinéje su Chenkso tirpalu. [ likusias ant stiklo lasteles pridedama 0,2 ml
E.Coli suspensijos 20x10° lasteliy/ml koncentracijos ir inkubuojama tose
pat salygose 45 min. Po to stiklas vél 3 kartus stiklingje paskalaujamas,
fiksuojamas metanoliu ir nudazomas Romanovskio-Grimzos metodu.

Fagocitozés indeksas (FI) nustatomas pagal formule:
FI= (O +2,5n + 6t + 9p + 10R)/lasteliy skaicius, (1),

kur O - skaigius lasteliy, nefagocituoty pagal E.Coli,

n - lasteliy skaiius, prarijusiy 1-4 lasteles,

t - lasteliy skaiius, prarijusiy 5-7 lasteles,

p - Iasteliy skaidius, prarijusiy 8-9 lasteles,

R - lasteliy skaigius, prarijusiy 10 ir daugiau E.Coli lasteliy.

Makrofagy identifikacija atliekama pagal nespecifinés esterazeés spalva.
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30 pavyzdys

BAM, gautas taip pat kaip 1-18 pavyzdZiuose, imunomoduliuojantis
aktyvumas nustatomas pagal wistar linijos Ziurkiy kraujo neutrofily
aktyvumg, bandymuose in vitro, pagal fermentinj aktyvuma pagal nitro
tetrazolio mélio redukcijos iki diformazano (NST - testas) atstatymo ir
pagal fagocitarinj aktyvuma, E. Coli atzvilgiu. ”

Ziurkiy uodegos arterijos kraujas surenkamas i mégintuvélius su bespalviu
Chenkso-heparino tirpalu ir maiSomas. 1 gauta miSini pridedama 6%
dekstrano T-500 santykiu 3:1 ir mégintuveéliai 1 val. statomi | Saldytuva.

Nusédus eritrocitams, vir§nuosédinis Jeukocity sluoksnis paimamas pipete
ir centrifuguojamas, greiciu 250 g per 15 min. Eritrocitai i§ leukocity
mases paSalinami hemolizavimu - leukocity liekana suspenduojama
distiliuvotame vandenyje, pridedama Chenkso tirpalo ir centrifuguojama.
Leukocity liekana dar suspenduojama SvieZiu Chenkso tirpalu ir
centrifuguojama tokiose pat salygose. Leukocitai plaunami 3 kartus.

Kraujo neutrofily fermentinis aktyvumas nustatomas spektrofotometriSkai
pagal nitro tetrazolio mélio redukcija iki difomarzano.

Ziurkiy kraujo eritrocity liekana atskied¥iama bespalviu Chenkso tirpalu
iki 80x1 0® lasteliy/ml koncentracijos. 1 100 mkl lastelinés supensijos
pridedame 300 ml. BAM, gautos pagal 1-2 pavyzdzius, kurios pH - 7,4 ir
peptidy koncentracija - iki 1,0 mg/ml. Miginys inkubuojamas 30 min. 37
OC temperatliroje vandens vonioje pastoviai sukre¢iant, po to pridedama
400 pl tirpalo firmos Reanal nitro tetrazolio mélio ir tolimesnes operacijos

atliekamos kaip 29 pavyzdyje.

Ziurkiy kraujo fagocitarinis aktyvumas nustatomas pagal ju sugebéjima
uzimti E.Coli.

1 5 ul leukocity suspensijos pridedama 50 pl BAM, pH 7,4, peptidu
koncentracija 0,05 mg/ml. MiSinys inkubuojamas, po to pridedama 10 ml
bespalvio Chenkso tirpalo 4 °C temperatlroje ir centrifuguojama, greiciu
150-200 g per 15 min. Leukocity liekana atskiedZiama 0,3 ml Chenkso
tirpale ir pridedama 0,05 ml E.Coli suspensijos 500)(106 lasteliy/ml
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koncentracijos, po to inkubuojama 30 min. 37 OC temperatiiroje. Po
inkubacijos daromi tepinéliai, kuriuose po nudazymo fagocituojanciy
lasteliy skai&ius ir fagocitozés indeksas nustatomas pagal 29 pavyzdi.

31 pavyzdys

BAM, gautos taip pat kaip 1-18 pavyzdZiuose, imunomoduliuojantis
aktyvumas nustatomas bandymais in vivo linijos BALB/C peléese.

Gyvinams daromos dvi poodinés perperato injekcijos dvieju dieny
intervalu po 0,5 mlkg, esant peptidy koncentracijai 1,0 mg/ml.
Imunomoduliuojanéiy savybiy analizé atliekama praéjus dviem parom po
paskutinés injekcijos. Kiekvienam bandymui naudojama ne maziau 10
gyviiny. Kontrolei naudojami gyvinal, apdoroti pagal nurodyta schema
0,08% konservantuy, idtirpintu fiziologiniame tirpale.

Limfocity blastransformacijos reakcijai nustatyti, T-lasteliy mitogenu
naudojamas fitohemagliutinas, B lasteliy mitogenu lipopolisacharidas
E.Coli. Limfocitai, i¥skirti i§ peliy gemalo, inkubuojami su duotais
mitogenais 72 val. 37 OC temperatiiroje 5% angliarligsties atmosferoje.
Lasteliy proliferacijos lygis nustatomas radiometriskai, pa§a1 jjungta 3y
timiding. Dél to, i kultliras pridedama 3H-timidino (3,7x10™ Bk/bandiniui)
ir inkubuojama 3 val. Po to bandiniai dedami ant miliporiniy filtry, triskart
plaunami 199 terpe, po to 5% trichloracto riigsties tirpalu ir etanoliu.
Filtrai id¥iovinami, dedami i flakonus su scintiliaciniu tirpalu ir skaitikliu
"Mark 111" nustatomas bandiniy radioaktyvumas. '

32 pavyzdys

BAM, gautas taip pat, kaip 1-18 pavyzdZiuose, imunomoduliuojantis
efektyvumas nustatomas peliy bandymais ir vivo pagal splenocity
natiiralaus kileriy aktyvumo stimuliavima. Gyvinams dvi dienas daroma
po 2 poodines preparato injekcijas 0,05 ml/kg, peptidy koncentracija 1,0
mg/ml.
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Imunomoduliuojandiy savybiu analize atlieckama praéjus paral po
injekcijos. Kiekvienam bandymui naudojama ne maziau 10 gyvuny.
Kontrolei naudojami gyviinai, apdirbti pagal nurodyta schema 0,08 %
konservantu, atskiestu fiziologiniame tirpale. Splenocity nattralus kilerinis
aktyvumas nustatomas peliy limfomos lastelése, pazymétose chromo
izotopu Sler, Inkubacija vykdoma 18 valand% esant lasteliy taikiniy ir
lasteliy efektoriy santykiui 1:25 (1)(105 - 2,5x10° lasteliu).

Specifinis chromo izotopo islaisvinimas, atitinkantis efektoriniu lasteliy
citotoksiniam aktyvumui, skai¢iuojamas pagal formuleg:

51 Cr = [(i§laisvinta eksperimentiSkai)-(pastovus i3laisvinimas) /

(maksimalus islaisvinimas)-(pastovus i§laisvinimas)] x 100 (2)

kur maksimalus iSlaisvinimas yra radioaktyvumas, kada visos lastelés
lizuojamos. Kontroliniam natiraliam kileriy aktyvumui nustatyti
naudojamas konservantas, istirpintas fiziologiniame tirpale.

33 pavyzdys

BAM, gautos taip pat, kaip ir 1-18 pavyzdZiuose, imunomoduliuojantis
aktyvumas nustatomas pagal peliy uzkriiCio liaukos funkcinj aktyvuma
bandymuose in vivo, salygose analogiskose 31 pavyzdZiul.

Veikimo efektas nustatomas pagal uzkricio liaukos serumo faktoriaus
(LSF) titra.

Bandomyjy peliy  krayjo  serumas ultrafiltruojamas  sistemoje
CENTRIFLOCF - 50A. Reakcijoje naudojamas 0,1 ml kondensuotas ir
skiestas 199 terpéje serumas. Kontroliuojama 199 terpégje.

Peliy gemalas paimamas praéjus ]0-14 dieny po timektotirovavimo. IS
serumo paimamos lastelés preparavimo adatomis ispluodtinus audini
terpéje 199. Filtruojama per kapronini tinkla po to 2 kart plaunama terpéje
199, centrifuguojant aplinkoje iki 4x107 lasteliy/ml koncentracijos, ir
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gauta 0,1 ml suspensija pridedama i mégintuvelius su serumu ir 199 terpe.
Mégintuvéliy turinys sumaiSomas ir inkubuojamas 37 °C temperatiiroje 60
min.

Po inkubacijos, i visus mégintuvélius pridedama po 0,1 ml antitimocitinio
serumo ir jiry kiauly€ly komplemento atskiesto 1:10. Suspensija dar
inkubuojama 37 OC temperatiiroje 30 min. Po to { miSinj pridedama po 0,1
ml avino eritrocity suspensijos (12x10° lasteliw/ml) sumaiSoma,
centrifiiguojama, grei€iu 250 g per 5 min. ir inkubuojama 60 min. 4-8 oc
temperatiiroje. Liekana mégintuvéliuose suspenduojama 5 min. Lizdai
skai€iuojami Goriajavo kameroje. Lizdu laikomas limfocitas, prisijunges 4
ir daugiau eritrocitus.

Titru USF laikomas paskutinis serumo praskiedimas, i$8aukiantis 50%
lasteliy lizdy sudarymo redukcija (LSR) palyginus su kontroliniu.
Rezultatai atsispindi titro su 2 pagrindu logaritme, t.y. log A, kur A titro
reikSme.

34 pavyzdys

BAM, gautos taip pat kaip ir 1-18 pavyzdZiuose, ziurkiy kepeny hepatocity
reparacijos stipréjimo efektyvumas po poodinio jvedimo CCly nustatomas
pagal Na, K - ATF-azés aktyvumo atstatyma tokiu bidu.

Ziurkiy patinams 230-250 g svorio kiekvieng diena 4 dienas po oda
ileidziama CCl4 miinyje su augaliniu aliejumi 1:1, 4,0 ml/kg. Pragjus 4
val. po pirmos CCly injekcijos, bandomiems gyviinams atliekama pirma i
4 medziagos -poodiniy injekciju vienos dienos intervale po 0,05 ml/kg.
Medziagos efektyvumas registruojamas sekanCia dieng po paskutinés
injekcijos.

Na K-ATF-azés aktyvumas nustatomas, panaudojant hepatocity Igsteliniy
membrany frakcijas. 15 g atSaldytu 3 Ziurkiy kepeny homogenizuojama
150 g 1 m M Na,B404 tirpale, pH 7,5 su 0,5 mM CaCl, tirpaly,
naudojant stiklinj homogenizatoriu.

Homogenizuotas miinys centrifuguojamas, grei¢iu 150 g 4 °C
temperatiiroje 10-12 min. Supernatantas pakartotinai centrifuguojamas
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grei¢iu 100000 g per 20 min., gauta liekana plaunama 3 kartus 130 ml
buferyje tokiom pat centrifugavimo sglygomis.

Po plovimo liekana resuspenduojama buferiniame tirpale, iki baltymo
koncentracijos, SDS - Louri metodu, 3,0 mg/ml ir naudojama tyrimams.

Visos mebranos frakcijos gavimo operacijos atlieckamos Saltyje.

Na, K-ATF-azés hepatocity membranos plazminis aktyvumas nustatomas
standartinéje terpéje i§ 66 mM NaCl, 34 mM KCl, 5 mM MgCl, , i kurig
prie§ bandymus pridedama 5 mM ATF.

I 1,8 ml nurodytos terpés, pridedima 0,2 ml membranos frakcijos
suspensijos su baltymy 3,0 mg/ml koncentracija ir inkubuojama 37 °C
temperattroje 15 min., po to reakcija sustabdoma, pridedama 0,6 ml 5%
trichloracto ragsties tirpalo. MiSinys centrifuguojamas, grei¢iu 300-500 g
per 15 min. [ 1,0 ml gauto supernatanto pridedama 4 ml 0,2 M acetato
buferinio tirpalo pH=4,0 0,5 ml 1% amonio T molibdato tirpalo, istirpinto
1% HZSO4 tirpale, 0,5 ml askorbino rigities istirpintos 16% CuSOy,
tirpale ir po sumaiSymo, inkubuojama 10 min. 25 OC temperatiiroje.
Optinis tankis nustatomas spektrometriskai ties 700 nm bangos ilgiu.

Na, K-ATF-azés aktyvumas apskai¢iuojamas pagal bendros ATF-azés ir
Mg-ATF-azés aktyvumy skirtuma. Mg-ATF-azés aktyvumas nustatomas
analogiskai, tik vietoje 0,6 ml trichloracto tiigsties | misin{ pridedamas 0,3
ml 0,05% strofantino tirpalas.

Nustatyta, kepeny, paveikty CCly Na, K-AF-azés aktyvumas sumazeja 3,5
karto, o paveikus pareikita BAM, pagal 11 pavyzdj, jos aktyvumas
padidéja 50%.

35 pavyzdys

BAM, gautas taip pat kaip 1-18 pavyzdZiuose, Ziurkiu, po poodinio CCly
ivedimo, kepeny hepatocity reparacijos stipréjimo efektyvumas nustatomas
pagal aminotransferazes kraujyje aktyvumo atstatyma ir ziurkiy kepenu
kalio (K+) hepatocituose koncentracija sekanéiu budu.
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Gyviinai, apdorojami kaip ir 34 pavyzdyje, aminotransferazés kraujyje
aktyvumas patikrinamas test-sistemoje  pagal specifini nudazymg
fotometriniu bidu (S.Reitman, S.Franklin. - American Journal of Clinical
Pathology,- 1957- 18- 56).

] 0,25 ml tirpala turintj 0,1 M L-aspartato, 0,002 M 2-oksaglutarato ir 0,1
M fosfatinio buferinio tirpalo, pH 7,4, pridedama 0,05 ml Ziurkiy kraujo
serumo ir inkubuojama 37 OC temperatiiroje 60 min.

Po inkubacijos i tirpala pridedama 0,001 M 2-4-dinitrofenilhidrazino
istirpinto 1 M HCl ir bandinys 20 min. paliekamas kambario
‘temperatiiroje, po to pridedama 2,5 ml 0,4 M NaOH, sumaifoma ir po 10
min. i¥matuojamas optinis tankis 520 nm bangos ilgiu prie§ kontrolinj
tirpala, kur vietoje 0,05 ml kraujo ivedama 0,05 ml fiziologinio tirpalo.
Kepeny, toksiskai paveikty CCly, pazeidimas yra lydimas hepatocity
- suardymu ir aminotransferazes 18¢jimu, del ko ju aktyvumas kraujo serume
padidéja 2 kartus.

Kalio (K+) koncentracija bandomyjuy Ziurkiy kepeny hepatituose
nustatoma standartiniu liepsnos fotometrijos metodu, pagal Brikker,
liepsnos fotometru.

Nustatyta, kad kepeny, paveikty CCly, Na, K-ATFazés aktyvumas
sumazéja 3,5 karto, dél ko 40% sumaZzéja K" koncentracija kepeny
hepatituose.

O panaudojant BAM, gauta pavyzdyje 11, K+ koncentracija atstatoma ne
maziau 43%.

Jéradimas neapsiriboja Siais pavyzdZiais. [vairlis variantai gali buti
naudojami iradimo apibrézties esmes ir apimties ribose.

BIOLOGISKAI AKTYVIOS MEDZIAGOS SUDETIES IR SAVYBIU
ANALIZE
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Identifikuoti pareiskiamg BAM kity biologiskai aktyviy medziagy tarpe
imanoma tiesiogiai - atliekant biochemine sudéties analizg, ir netiesiogiai -
jvertinant imunomoduliuojanti BAM efekta.

Nustatyta, kad Zymy organizmo imuninés sistemos sustipréjima, lyginant
su kontrole, apsprendzia morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy modifikuoti
komponentai, kuriy strukttra modifikuota, jeinantys | BAM sudét{. Tai
leidzia identifikuoti BAM pagal tokius rodiklius:

a) Pagal Ziurkiy peritonealinio eksudato makrofagy aktyvumo padidéjima,
ty., pagal makrofagy fermentinio aktyvumo, nustatomo NST-testy,
padidéjima ne maziau kaip 54 % (naudojant eksperimente nitrotetrazolio
mel} - Vengrijoé firmos “Reanal” NST testas) ir pagal fagocitarinio
aktyvumo E.Colli padidéjima ne maZiau kaip 39 %;

b) Pagal Ziurkiy neutrofily aktyvacijos kraujyje padidéjima, ty., pagal
fermentinio aktyvumo, nustatomo NST testu, padidéjimg ne maZiau kaip
67 % (naudojant nitrotetrazolio mélj - Vengrijos firmos “Reanal” NST
testa) ir pagal fagocitarinio aktyvumo_E.Colli padidéjima ne maziau kaip
44%;

¢) Pagal T-limfocity blast-transformacija - ne maZiau kaip 42 %, ir B-
limfocity - ne maZiau kaip 50 %;

d) Pagal uzkrigio liaukos funkcinio aktyvumo padidéjima, ty., bagal
timininio seruminio faktoriaus kiekio Ziurkiy kraujyje padidéjima - ne
maziau kaip 167 %;

e) Pagal Ziurkiy splenocity natiiralaus kilerinio aktyvumo padidéjima - ne
maziau kaip 66 %;

f) Pagal pajéguma stabilizuoti Ziurkiu kepeny hepatocity plazmines

membranas po anglies tetrachlorido (CCly) ivedimo:



45 © LT4102B

- pagal Na, K-ATF-azés aktyvumo atstatyma - ne maziau kaip 24 %;

- pagal transferazés aktyvumo ziurkiy kraujyje atstatyma - ne maziau
kaip 22 %;

- pagal kalio (K) ir natrio (Na) santykio Ziurkiy kepeny
hepatocituose atstatyma ne maziau kaip 13,8 %.
Palyginimy pagrindu naudojo kontroliniuose bandymuose jvedama i
organizma konservanta, iStirpintg fiziologiniame tirpale.
Pateikiama BAM imunomoduliuojandiy ir regeneruojanciy efekty
(savybiy) sistema leidZia identifikuoti BAM pagal jos biologinj aktyvuma,
t.y., kaip imunomoduliatoriy. BAM ir jos pagrindu pagamintas praparatas
turi tendencija pasireikti kaip organizmo imunines sistemos apsauginiy
funkeijy, nukreipty tiek vidines patologijos eliminavimui (naturaliy kileriy
aktyvumo stimuliacija), tiek ir bendro organizmo atsparumo infekciniams
susirgimams stiprinimui, stimuliatorius, Zymiai vir§ijjantis auk$Ciau
idestyty Zinomy BAM rodiklius.
Eksperimentiskai nustatytos jvairiu biologiskai aktyviy medZiagu
imunomoduliacinés savybés pagal kompleksa rodikliu, identifikuojanciy
tiriamas medziagas. Eksperimenty rezultatai pateikti 6 lenteléje, kurioje
pateikti kiekybiniai efekty rodikliai Zinomy BAM N 1, N 2, N 3, gauty
pagal technologija, apraSyta atitinkamai EP-A-02499563, SU-A-139404 ir
US-A-4455302, ir pareikitos BAM, kurig atstovauja WS, TS ir LM grupeés,
apibendrinancios rezultatus:

WS - 1-4 pavyzdZiy (morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
komponentai);

TS - 7-9 pavyzdZiy (termostabilds morfoplazmos ir glikokalikso

lasteliy komponentai);
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LM - 11-13 pavyzdZiy (maZamolekuliniai morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponentai, kuriy M < 10,0 kDa).
Kaip kontrolinj objekta tyré natrio chlorido fiziologinj tirpalg su
konservantu. Gauti rezultatai yra 6 lenteléje ir palyginimo badu
charakterizuoja pareiSkiama ir Zinomas BAM. Pateikti rezultatai apibtidina
pareiSkiamos BAM, kuri gaunama kaip nenustatytos struktiiros miSinys,
charakteristikas ir biitinus BAM identifikacijai efekto, apsprendZianéio jos
paskirtj, duomenis.
Be‘ galimybés identifikuoti pareiSkiamg medZiaga, 6 lentelés duomeny
analize taip pat leidzia jvertinti konkrety rezultata, kuris gaunamas BAM
pagalba ir kuris yra esminis biologinio aktyvumo padidéjimas déka BAM
esanciy hidrolizés produkty, turin€iy savyje modifikuotus morfoplazmos ir
glikokalikso Igsteliy su modifikuota struktiira komponentus, kuriy jtaka
zinomose BAM nenustatyta.
Pareik$tos BAM ir jos pagrindu sudaryto preparato savybés yra glaudziai
susijusios su jos sudétimi.
Pagal biocheminés analizés rezultatus (7 lentelé), BAM savo sudétyje turi
tokius organinius junginius, kaip polipeptidai, peptidai, aminortgstys,
suriSti ir laisvi angliavandeniai, lipidai, nukleotidai ir kiti junginiai. 7
lentelés duomenys atskleidZia organiniy junginiy pasiskirstymg BAM
sudétyje pagal masg¢, naudojant pradine Zaliava stambiyjy raguociy
embriono audinius. Be to, 7 lenteléje atsispindi pareikStos BAM jvairiy
grupiy (WS, TS ir LM) gavimo rezultatai, pagal visus pareik3tus biidus. Be
blido, kuriuo gaunama BAM-WS ir kurio jgyvendinime kaip zaliava
naudojami gyvulinés kilmés audiniai, esantys morfoplazmos ir

glikokalikso lasteliy modifikavimo proceso stadijoje, igyvendinimo
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rezultaty, 7 lenteléje taip pat yra pareik$tos BAM gavimo termostabiliy
komponenty BAM-ST ir maZamolekuliniy komponenty BAM-LM
pavidale biido jgyvendinimo rezultatai.

7 lentelés duomenys leidZia atlikti pareiksto ir Zinomo BAM gavimo biidy
palyginamaja analiz¢, biitent, palyginamaja Zinomos ir pareikitos BAM
analizg, turint mintyje tai, kad i§ Zinomy BAM geriausios pagal savo
charakteristikas yra BAM N 3 (US-A-4455302), BAM N 2 (SU-A-
139404) ir BAM N 1 (EP-A-0249563).

PareiSkiamos ir Zinomy BAM specifinio aktyvumo palyginamoji analizé
rodo (6 ir 7 lentelés), kad ju specifinis aktyvumas priklauso nuo
ingredienty sudéties, kuriy santykis Zymiai jtakoja specifinio aktyvumo
dydj.

Pareiskiamos BAM biocheminés sudéties charakteringa savybé yra
buvimas angliavandenius turinéiy komponenty, kuriy modifikavimas
Zymia dalimi apsprendZia BAM savybes.

Angliavandeniy kiekis aktyviausiose maZamolekuliniy komponenty,
turin¢iy molekuling mas¢ M = 0,8-10,0 kDa (oligonukleotidai,
glikopeptidai, glikolipidai, nukleotidai) frakcijose (3, 4 ir 5 frakcijos 4
lenteléje), turi lemiama reikdme identifikuojant ir charakterizuojant
pareiSkiamg BAM.

Ingredienty specifinio aktyvumo ir sudéties (6 ir 7 lentelés) palyginamoji
analizé rodo, kad didesnis pareiskiamo BAM aktyvumas, palyginus su
analogais, koreliuoja su didesniu angliavandeniy kiekiu komponenty su
molekuline mase M = 0,8-10,0 kDa sudétyje. Pareiskiamai medZiagai §ie
dydZiai yra: 6,8 £ 3,5 %; 7,5 £ 3,5 % ir 8,2 + 3,3 %, tuo tarpu kai
analogams - BAM N 1, N 2 ir N 3 jie yra ne daugiau 0,2%, 2,7 = 1,1 % ir 3
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* 0,5 %, atitinkamai. Dar geriau 3 priklausomybé koreliuoja su
angliavandeniy santykiniu kiekiu kity organiniy medZiagy kiekio frakcijoje
atzvilgiu.

Siuo atzvilgiu esminis rodiklis yra angliavandeniy ir peptidy kiekio
komponentuose, kuriy molekuliné masé M = 0,8-10,0 kDa (2 ir 3 lentelés),
santykis, iSreiSkiamas (3) formule:

Cy

Cp

3)
kurioje Cy ir C, - atitinkamai angliavandeniy ir peptidy koncentracijos
komponentuose, kuriy molekuliné masé M = 0,8-10,0 kDa.
Pareiskiamai BAM $is rodiklis turi reikSme G; = 0,25-0,60, tuo tarpu
Zinomoms BAM jo reik§mé nevirSija G; <0,25.
Tokiu biduy, rodiklio G reik§meé apibendrintai charakterizuoja hidrolizés
prodﬁktq savybe ir priklauso nuo naudojamos pareikitame biide zaliavos,
nuo nurodytos Zaliavos apdorojimo operacijy visumos bei hidrolizes
procesy jgyvendinimo reZimy ir yra vienu i§ pareiSkiamos BAM
biocheminés identifikacijos charakteringy rodikliy.
PareiSkiamos biologiskai aktyvios medZiagos ir bendra idéja susijusio
pareiSkiamo jos gavimo blido poZymiy visuma ir vaistinis preparatas $ios
medZiagos pagrindu yra prieZasties-pasekmés rySiu susije su BAM

specifiniu aktyvumu.

PRAMONINIS PRITAIKOMUMAS
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I3radimai, susije su biologiskai aktyvia medZiaga, jos gavimo biidu ir
vaistiniu preparatu parei$kiamos BAM pagrindu, pagristi pradinés Zaliavos
parinkimu, BAM ir preparato su garantuotu aukstu specifiniu aktyvumu
gavimo proceso salygy parinkimu. Parinkta BAM gavimo technologija
uztikrina rezultaty atsikartojamuma, t.y., leidZia standartizuoti pareikStos
BAM su norimomis savybémis, biitent su norimu fiksuotu
imunomoduliuojanéiu aktyvumu, apsprendZianéiu farmacinj, terapinj ir
bendra biologinj iSradimo naudojimo efekta, gavima,.

Gaunami galutiniai produktai bendru atveju ir atskirais pareiskiamos BAM
gavimo biido igyvendinimo atvejais yra lygiaveriai savo biologinio
poveikio charakteriu, bet skiriasi savo specifiniu aktyvumu. Todél vienos
ar kitos konkre¢ios BAM naudojimo tikslinguma apsprendZia objekto,
kuriam ji skiriama, reikalavimai, t.y., veterinarijos ir/arba medicinos
reikalavimai. RySium su tuo kiekvienu konkreCiu galutinio produkto
panaudojimo atveju vieno ar kito BAM varianto pasirinkimg apsprendZia
santykis tarp reikalavimy, keliamy jo imunomoduliaciniam aktyvumui ir
bendram efektyvumui ir gavimo kainos (ekonomiSkumo). Aukstas
efektyvumas priemonés, turinCios savo sudétyje pareiSkiamos BAM-LM
mazamolekuliniy komponenty, kuriy molekuliné masé¢ M < 10 kDa, pilnai
pasireiSkia makrofagy, neutrofily, limfocity, natiraliy kileriy aktyvumo
didinime, kas uztikrina regeneraciniy procesy sustiprinimg (6 lentelé).
Naminiams gyvuliams tokius efektus lydi papildomo priesvorio
padidéjimas juos intesyviai penint (8 lentelé¢). Gydant kvépavimo taky ir
infekcinius susirgimus (para-gripas) toks privalumas ne tiek svarbus, ir
Siuo atveju ekonomiskai tikslinga naudoti priemong, turincia savo sudétyje

tirpiy vandenyje morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy komponenty BAM-
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WS. Gydant uzdegiminius procesus (mastitas), geriau naudoti priemong,
turindia termostabiliy komponenty BAM-TS.

Gaminant preparata iSoriniam naudojimui tepalo, zvakuéiy , géliy,
kompresy, intranazalinio arba gyvuliy girdymui skirto tirpalo pavidale,
vietoj BAM-LM ekonomiskai tikslinga naudoti BAM, turinig savo
sudétyje termostabiliy komponenty BAM-ST.

Siekiant gauti maksimaly efekta, tikslingiau naudoti parei$kiama medZiaga
organizmo imuninés sistemos apsauginiy funkcijy, nukreipty tiek vidinés
patologijos eliminavimui (natiiraliy kileriy aktyvumo stimuliavimas), tiek
bendro organizmo atsparumo infekciniams susirgimams stiprinimui,
stimuliacijai, kuri Zymiai virSija auk$Ciau aptarty zinomy BAM
analogiSkus rodiklius.

Pareiskiamos BAM panaudojimas stambiyjy raguoliy prieauglio
infekciniams susirgimams gydyti (para-gripas, imus respiratorinis verSeliy
susirgimas) uZtikrina gyvuliy iSgijima 82-93 % atveju. Tuo tarpu
panaudojant Zinomas BAM tokiomis paciomis salygomis stebimas
kontrolinéje grupéje yra 55-67 % atvejy ribose.

Pareiskiamas preparatas davé teigiamus rezultatus ivedant ji | organizma
uzdegiminiy procesy gydymui.

Pareiskiamos BAM panaudojimas profilaktikos tikslais sumazino verSeliu
sergamuma para-gripu iki 10 %, tuo tarpu kai naudojant Zinomas
priemones gyvuliy sergamumas sieké 12-17 %, o kontrolinéje grupéje - 22-
28 %.

Pareikiamo preparato  panaudojimas didino gyvuliy atsparuma

infekciniams susirgimams, tuo pa¢iu sumazindamas bandos kritima.
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Bendros biologinés naminiy gyvuliy biklés normalizavimas preparato
pagalba pagerino gamybinius rodiklius, tame tarpe gyvbsios mases
priesvorio padidéjima nepabloginant mésos kokybeés, priartindamas $iuos
rodiklius prie genetiSkai uZprogramuoto lygio, jmanomo intensyviai
penint. Si savybé palankiai i$skiria pareiSkiamg BAM ir preparatus jo
pagrindu nuo hormoniniy ir kitokiy augimo stimuliatoriy, kurie, keldami
kiekybinius rodiklius, negatyviai veikia homeostaze ir blogina produkcijos
kokybe.

PareiSkiamos BAM ir preparato jos pagrindu jvedimas j organizmg
gyviino, kurio homeostazés parametrai nukrype nuo normos, intensyviai
penint uztikrino papildomg priesvorj, lygu vidutinidkai 37-100 %
priesvorio kontrolinéje grupéje, nepaveiktoje pareiskiama BAM. Tuo tarpu
naudojant Zinomas BAM - analogus (N 1, N 2 ir N 3), tokiomis pat
salygomis papildomas priesvoris, lyginant su priesvoriu kontrolinéje
grupéje, sudaré vidutiniskai 12-24 %.

Homeostazés parametry normalizavimas taip pat didina:

- stambiyjy ir smulkiyjy raguogiy pieno primilzj;

- naminiy pauk$¢iy désluma;

- kailiniy Zvéreliy kailio kokybe;

- priauglio i§gyvenima;

- sune$to medaus kiekj ir pan.

PareiSkiama BAM yra netoksiska, nesukelia pasaliniy reakcijy (alergijos ir
pan.).

Pareiskiamos BAM ir preparato jos pagrindu farmacinio, terapinio ir

bendro biologinio efekty palyginamieji duomenys pateikti 8 lenteléje. Sios
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lentelés duomeny analizé parodo, kad pareikStos BAM biologinis
aktyvumas Zymiai virSija analogy biologinj aktyvuma.

Tokiu bidu, pareiskiama BAM ir preparatas jos pagrindu turi platy
panaudojimo veterinarijoje ir medicinoje spektra, ir gali biiti naudojamas
organizmo fiziologinés biklés normalizavimui gydant susirgimus, kuriy

eiga kontroliuoja organizmo imuniné sistema.

Pagal iSradima, pareiskiama medZiagg ir preparata jos pagrindu naudoja
tokiu biidu. Nustato homeostazés parametrus, po to, jei yra nukrypimy nuo
normos, stimuliuoja imunine sistema, ivesdami BAM, kol nurodyti
homeostazés parametrai normalizuojasi.

Nurodytas imuninés sistemos stimuliavimas atliekamas aktyvuojant
retikuloendoteline sistema, T- ir B-sistemas, neutrofilus ir/arba natiiraliy
organizmo kileriy populiacija, kas uztikrina peritonealinio eksudato ir
kraujo neutrofily makrofagy aktyvumo padidéjima in vitro, limfocity
blast-transformacijos reakcijos stimuliavimo padidéjima in vivo, uzkrii€io
liaukos funkcinio aktyvumo stimuliavimo padidéjima, splenocity

natiiralaus kileriy aktyvumo stimuliavimo padidéjima in vivo, o taip pat

kepeny hepatocity reparacijos sustipréjima jvedus nuodingy medziagy arba
po dalinés hepatektomijos ir pan.

Siuo tikslu pareidkiamos BAM ir preparato jos pagrindu jvedimo i
organizma buidas parenkamas i§ eilés, susidedancios i8:

- injekcijos | raumenis dozémis 0,005-0,5 ml/kg kino masés, esant
intervalams tarp injekciju 1-7 dienos;

- inhaliacijos dozémis 0,012-0,12 ml/kg kiino masés, esant intervalams tarp

inhaliacijy 4-48 val.;
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- sublingvaliai, dozémis 0,012-0,12 ml/kg kiino masés, esant intervalams
tarp doziy 4-48 val.;

- girdymas dozémis 0,02-1,0 ml/kg kiino masés, esant intervalams tarp
girdymy 1-10 dieny;

- peroraliai piliulémis dozémis 0,02-1,0 ml/kg kiino masés, esant
intervalams 1-10 dieny; |

- intranazaliai paros dozémis 0,001-0,05 ml/kg kiino masés, esant
intervalams tarp lasinimy 2-24 val.;

- aplikacijos ant gleivinés ar Zaizdos pavir§iaus kompresy, Zzvakudiy,
pabarsty, tepaly, taip pat géliy pavidale, arba jy kombinacijy pavidale - iki
homeostazés parametry normalizavimo.

Duomenys, patvirtinantys pareiskiamos BAM termostabiliy komponenty
BAM-ST pavidale ir preparato jos pagrindu, kuriame uZpildu naudojome
NaCl fiziologinj tirpalg, pavidale panaudojimo biido efektyvuma, pateikti
0-12 lentelése.

Lentelése pateikta homeostazés parametry normalizavimo efekto
priklausomybé nuo aukS¢iau pateikty doziy ir pareiSkiamo preparato
vartojimo biido, kas buvo kontroliuojama sekant verSeliy, pradZioje
turéjusiy nukrypimy nuo homeostazés parametry normos, priesvorio dydi.
9-12 lentelése pateikti pareiSkiamo preparato efektyvumo rezultatai,

- {vedant injekcijomis | raumenis kas 3 dienos (9 lentel¢);

- inhaliuojant kas 24 val.(10 lentelé).;

- girdant kas 7 dienas (11 lentelé);

- naudojant intranazaliai kas 12 val. (12 lentelé).

PareiSkiamos BAM jvedimas | organizma pareikiamo preparato pavidale

stimuliuoja:
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- infekciniy ligy gydyma (para-gripas, fimus respiratorinis susirgimas);

- uzdegiminiy susirgimy gydyma (mastitai, plauciy uidegimas,
endometritai);

- gyvuliy atsparuma infekciniams ir uZdegiminiams procesams;

- organizmo bendros biologinés buklés geréjima;

- gyvuliy priesvorio augima;,

- kepeny audiniy funkcinj aktyvuma, esant hepatitui;

- kepeny regeneracijg po dalinés hepatektomijos;

- kraujo formulés atsistatyma po nukraujavimy.

Pasaliniy efekty nebuvimas naudojant BAM ir preparata jos pagrindu ir
duomenys apie farmacinj, terapinj ir bendra poveiki gyviino organizmui
padaré jmanoma BAM ir preparato jos pagrindu kliniking aprobacija.
Tiriant grupe pacienty, nustatytas teigiamas poveikis | organizmo
fiziologine biikle, taip pat praktiskai pilna analogija su eksperimentiniy
ikiklinikiniy tyrimy su gyvinais rezultatais.

PareiSkiamos biologiskai aktyvios medziagos gavimo biidas gali biti

igyvendintas tiek pramoninémis, tiek laboratorinémis salygomis.
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Biologi3kai aktyvios medZiagos (BAM)
imunomoduliuojantys ir regeneruojantys

BAM efekty kiekybinis rodiklis

agal pavyzdZius
efektai (pagal pavy )
N1 N2 N3 N4
1. Peritonealinio fermentinis 52,3 542 71,0 58,3
ziurkiy eksudato aktyvumas (NST -
makrofagy aktyvumo | testas)
padidéjimas %, fagocitinis aktyvumas 37,3 39,1 54,5 43,8
palyginus su pagal E.Coli
kontroliniu
2. Kraujo neutrofily fermentinis 66,7 71,2 85,0 75,4
aktyvumo aktyvumas (NST -
padidéjimas %, testas)
palyginus su fagocitinis aktyvumas 445 49,8 59,8 52,2
kontroliniu pagal E.Coli
3. Blast T - limfocity 40,2 44.8 51,3 46,2
transformacijos
reakcijos stimuliacija | B - limfocity 48,7 50,2 61,0 55,2
%, palyginus su
kontroliniu
4, Gemalinio timininio faktoriaus titro 156,3 167,4 2498 210,4
padidéjimas %, palyginus su kontroliniu
5. Ziurkiy splenocity natiiralaus kilerio 65,7 66,1 78,5 72,3
aktyvumo stimuliacija %, palyginus su
kontroliniu.
6. Ziurkés hepatocity Na, K - ATF-azés 20,1 243 29,1 26,7
reparaciniy galimybiy
po CCly ivedimo, kraujo 18,7 22,1 32,3 27,4
aktyvumo atstatymo aminotransferazé
stipréjimas %,
palyginus su kontroliniu. | K* koncentracija 10,3 13,8 19,8 16,8
hepatocituose




-56 -

LT 4102 B

1 Lentelés tesinys

Biologiskai aktyvios medZiagos (BAM) BAM efekty kiekybinis rodiklis
| imunomoduliuojantys ir regeneruojantys a3

efektal (pagal pavyzdZius)

N7 N 8 N9 N1l N 12 N13
1. Peritonealinio fermentinis 102,6 73,0 87,6 158,2 | 127,0 151,1
ziurkiy eksudato aktyvumas (NST -
makrofagy aktyvumo | testas)
padidéjimas %, fagocitarinis 73,9 54,7 64,1 124,7 | 116,1 122,4
palyginus su aktyvumas pagal
kontroliniu E.Colli
2. Kraujo neutrofily fermentatyvinis 109,2 81,6 95,4 179,5 | 1383 167,6
aktyvumo aktyvumas (NST -
padidéjimas %, testas)
palyginus su fagociinis aktyvumas 78,9 61,9 60,2 1343 1 112,9 1254
kontroliniu pagal E.Colli
3. Blast T - limfocity 79,7 59,3 69,2 1493 | 120,3 141,3
transformacijos
reakcijos stimuliacija | B - limfocity 93,3 71,9 83,4 189,6 | 146,8 176,2
%, palyginus su
kontroliniu
4. Gemalinio timininio faktoriaus titro 364,3 | 273,1 | 3074 | 706,0 | 543,8 650,8
padidéjimas %, palyginus su kontroliniu
5. Ziurkiq splenocity natiiralaus kilerio 120,6 90,0 105,0 | 211,0 | 178,4 194,4
aktyvumo stimuliacija %, palyginus su
kontroliniu.
6. Ziurkés hepatocity Na, K - ATF-azes 34,6 28,2 30,8 64,8 50,4 60,2
reparaciniy galimybiy
po CCly ivedimo, kraujo 53,6 38,8 45,2 82,0 59,2 75,6
aktyvumo atstatymo aminotransferazé
stipréjimas %,
palyginus su K* koncentracija 27,0 22,2 24,6 52,5 439 50,4
kontroliniu. hepatocituose
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2 Lentelé
Organiniai junginiai Organiniy junginiy, gauty pagal
pavyzdzius ir esanfiy BAM masés %
kiekis
N1 N2 N3 N 4
Polipeptidai 26,0 16,3 21,8 20,5
Peptidai 10,0 11,6 20,0 11,9
Aminorigstys 51,5 48,2 32,0 443
Angliavandeniai sekancioje
sudétyje:
- e}uké‘c'ar.rlt?lekulinio sv'orio 2.0 0.3 1.1 0.6
junginiai su molekuline mase
M>10,0 kDa
- zemamolekulinio svorio 2,5 3,3 10,3 5,0
junginiai su molekuline mase
M=0.8+10,0 kDa
-laisviy monomery arba
junginiy su molekuline mase 6,0 11,0 9.4 12,0
M<0,8 kDa
IS VISO: 10,0 14,6 20,8 18,2
Lipidai, nukleotidai ir kiti 2,0 93 5,4 5,1
organiniai junginiat
VISO: 100,0 100,0 100,0 100,0
Angliavandeniy ir peptidy 0,25 0,28 0,52 0,42
kiekio santykis G
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2 Lentelés tgsinys

G - koeficientas, charakterizuoja angliavandeniy ry$j su molekuline mase M=0,8+10,0
kiekio santyki su peptidy kiekiu.

Organiniai junginiai Organiniy junginiy, gauty pagal pavyzdZius ir esaniy BAM
masés % kiekis
N7 N 8§ N9 N 11 N 12 N 13
maziau

Polipeptidai 11,0 5,5 12,7 0,2 0,3 0,3
Peptidai 21,0 13,6 18,6 19,1 14,9 22,5
Aminorigstys 37,1 52,9 473 43,5 60,1 49,8
Angliavandeniai sekancioje
sudétyje:

- stambiamolekuliniai junginiai 0.6 02 04 02 02 0.2
su molekuline mase M>10,0 ’ ’ ’ ’ ’ ’
kDa

- Zemamolekuliniai junginiai su 11,0 4,0 74 11,5 4,9 11,0
molekuline mase M=0.8+10,0
kDa

-laisvy monomery arba

junginiy su molekuline mase 13,5 12.8 8,3 17,0 10,4 11,2
M<0,8 kDa
IS VISO: 25,1 17,0 16,1 28,7 15,5 22,4
Lipidai, nukleotidai ir kiti 5,8 11,0 5,3 8,5 9,2 5,0
organiniai junginiai
VISO: 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Angliavandeniy ir peptidy 0,52 0,30 0,40 0,60 0,33 0,50

kiekio santykis G
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Kaitinimo temperatiira Ziurkiy peritonealinio eksudato makrofagy aktyvumas
(in vitro), gautas veikiant pareik3ta BAM, gauta
naudojant skirtingas temperatiiras, (%) palyginus su

(termoapdirbimo) °C

kontroliniu.

Fermentinio aktyvumo

Fagocitinio aktyvumo

padidéjimas (NST - padidéjimas pagal E.Coli
testas)
55 61,1+22 523+28
60 65,7 £ 3,8 55,1 +£2,1
95 72,8 +4,8 64,3+5,6
120 64,3+5,1 58,3142
135 57,3+5,3 43,0+34
Skirtumai su kontrole teisingi esant P<0,05
4 Lentelé
Frakcijos eilés | Frakcijos molekulinis Ziurkiy peritonealinio eksudato makrofagy
Nr. svoris, M, kDa aktyvumas, agentas veikiant pareikstos
BAM Zemamolekulinémis frakcijomis, (%)
palyginus su kontrole
1 M; >50,0 52,1+48
2 10,0 <M» <50,0 93,8+7,6
3 M3 <10,0 1484 +17,4
4 My <5,0 160,7 £ 15,1
5 Ms <1,0 120,5+ 11,7
6 Mg <0,8 87,3+8,7
7 M7 0,5 53,4+72

Skirtumai su kontrole teisingi esant P<0,05.



LT 4102 B

-60 -
5 Lentelé

Ziurkiy peritonealinio eksudato makrofagy aktyvumas
Panaudoiami eyvuliniai (in_vitro), veikiant su BAM-TS, gautos naudojant
au diniaiJ &y {vairias medZiagas, (%) palyginus su kontroliniu

Fermentinio aktyvumo Fagocitinio aktyvumo

padidéjimas (NST - padidéjimas pagal E.Colli

testas)
Intaktiniy kepeny 322+54 30,8 £2,7
hepatocitat
Intaktml.s raurriemms ' 43,6 +68 352426
suaugusiy gyviiny audinys
SéklidZiy spermatogonijos
ir spermatocitai
Zaryno epitelinis audinys 63,8+3,5 554+32
Kepeny hepatocitai po
CClg ivedimo 68,2+ 6,3 61,3+5,2
Kauly ¢iulpy lastelés
Varliagyviy galiiniy
atsistatantis audinys* 72,1+4.2 64,4443
Embrioniinis raumeninis 74.2£6,1 67,5%4,1
audinys 82,5 70,2
Ziurkiy regeneruoty 87,3 77,4
kepeny hepatocitai po
hepatektomijos

83,752 73,6 £48
94,8 +5,7 78,8+ 5,6

Skirtumai palyginus su kontrole teisingi esant P<0,05.

* Audinys, kurio rodikliai gauti konkreciai atlikus eksperimenta.
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6 Lentelé
Biologiskai aktyvios medzZiagos (BAM) Efekty kiekybinis rodiklis
1muno.modu11u0J antys ir regeneruojantys (pagal pavyzdius)
efektai
Zinomy BAM Pareik$ty BAM
N1 N2 N3 WS TS LM
1. Peritonealinio fermentinis 27,1 422 46,8 62,6 87,8 142,6
ziurkiy eksudato aktyvumas (NST - 26 +2 4 +4.3 +8.4 +4.8 +15.6
makrofagy aktyvumo | testas) 7 7 o 7 7 o
padidéjimas %, fagocitinis aktyvumas | 15,6 21,4 | 334 46,8 64,3 1204
palyginus su kontrole | pagal E.Colli 421 +49 +4.3 +77 +0.6 +43
2. Kraujo neutrofily fermentinis 33,8 60,6 67,2 76,2 95,4 158,9
aktyvumo aktyvumas (NST- 1 459 | 437 | 238 | +88 | +138| 206
padidéjimas %, testas)
palyginus su kontrole | fagocitinis aktyvumas | 25,4 34,6 442 52,3 70,4 123,6
pagal E.Colli +16 | 37 | 57 | 57 | 485 | 107
3. Blast T - limfocity 24,6 25,1 38,4 46,6 69,5 134,8
transformacijos £2,8 | £37 | 46 | +47 | £102 | +145
reakcijos stimuliacija | B - limfocity 22,1 28,8 46,3 55,6 82,6 168,2
7%, palyginus su £32 | 24 | 47 | 454 | £107 | 214
kontrole
4. Gemalinio timininio faktoriaus titro 52,4 56,7 117,8 | 208,6 | 318,7 624,7
padidéjimas %, palyginus su kontrole +49 +6.2 491 | +412 | +456 | +813
5. Ziurkiq splenocity natiiralaus kilerio 65,6 17,6 53,8 72,3 1053 194,7
aktyvumo stimuliacija %, palyginus su +4.8 +4,2 +5.4 +62 | +153 +16,3
kontrole.
6. Ziurkes hepatocidy Na, K - ATF-azés 0 13,2 22,6 26,7 314 57,6
reparaciniy galimybiy 131 | 834 | 04| B2 | 72
po CCly jvedimo, kraujo 0 0 23,4 27,2 46,2 70,6
aktyvumo atstatymo aminotransferazé +4.8 +5.1 +74 +114
stipréjimas %, v v - o
palyginus su kontrole. K™ koncentracijos 0 5,2 14,2 16,8 24,6 48,2
hepatocituose £12 | 31 | 330 | 224 | 43

Skirtumas su kontrole yra teisingas esant P>0,05.
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7 Lentelé
Organiniai junginiai Organiniy junginiy, esan€iy BAM kiekis masés %
Zinomoje Pareikstoje
N1 N2 N3 WS TS LM
Polipeptidai 72,7 47,7 32,1 20,0 9,1 maziau
9.4 +8,7 +6,1 +3,5 +3,6 0,3
Peptidai 13,5 35,8 16,3 15,0 17,3 18,7
+2,1 +7,4 +3,2 +5,0 +3.7 +3,8
Aminorugstys 4,7 3,7 31,7 40,1 45,0 51,8
+1,7 +0,8 +6,2 +8,1 +7,9 +8,3
IS VISO: 90,9 86,9 80,1 75,1 71,4 70,5
+6,0 +5,1 +5,1 +5,1 +4.8 5,3
Angliavandeniai sekangioje
sudétyje:
+ + + + +
M>10,0 kDa +0,2 +0,2 +0,8 +0,4 +0,2 0,2
- Zemamolekulinio svorio
junginiai su molekuline mase | maZiau 2,7 3,0 6,8 7,5 8,2
M=0.8+10,0 kDa 0,2 +1,1 0,5 +3,5 +3,5 +33
-laisvy monomery arba
junginiy su molekuline mase 73 21 102 10.0 127 13,7
M=<0,8 kDa +2,4 +0,6 12,7 2,4 2,9 43,5
IS VISO: 8,0 5,7 14,9 17,7 20,6 22,2
*1,8 +1,6 +2,7 +3,1 44,5 6,6
Lipidai, nukleotidai ir kiti 1,1 7.4 5,0 7,2 8.0 7,1
organiniai junginiai +0,3 +2.1 +1,6 +2.1 +2.7 +2,1
VISO: 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Angliavandeniy ir peptidy <0,01 0,08 0,18 0,45 0,43 0,44
kiekio santykis G*
Sausos liekanos BAM svoris 20,0 11,4 32,6 12,8 8,4 6,1
(mg/ml) +4,2 +3,7 +9.6 +3,6 +22 +1,8
Antiseptiko svoris (mg/ml) - - - 0,7 0,7 0,7
BAM koncentracija milteliy - - - 94,8 92,3 89,7
kompozicijoje, masé % +1,1 +1,5 12,2

Skirtumas su kontrole yra teisingas esant P<0,05

* Reikdmés skaiCiuotos pagal statistinius dydzius, i§ lentelés.
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8 lentele
Farmacinis, terapinis ir Kiekiné efekto charakteristika
bendras biologinis efek- Zinoma BAM Pareikita BAM
tas naudojant biologiskai N1 N2 N3 WS ST LM

aktyvig medZiaga (BAM)

1.Uz- |Karviy | Ban- | 56+8 | 66+6* |70+5 |76+£3 |83+4 | 88%5
degi- | masti- | dymas

miniai | tai, Kon-
proce- | pasvei trolé 59+7 57i67 6115 58+8 | 637 | 53%8
sai kimo
%
Plau- | Ban- 5548 | 64£7* | 69+6 | 78+5 | 89+6 | 91%5
iy dymas
uzde-
gimas,

pasvei |Kon- oo 0 |09 15547 |5148 | 6146 | 4846
kimas | trolé

%

2.In- |Para- |Ban- 55+5* | 65+7 | 70£6 | 82+6 | 90+7 | 9315
fekci- | gripas | dymas

niai ir stip-
susir- | rus
gimai | respi-
ratori-
nis su-
sigi- [ KOP\go1s 6246 | 6447 | 5816 |61£7 | 6745
mas, trolé - - - - - -
pas-
veiki-
mas %
3. Verseliy vir§svorio -12+* | 1516 2417 | 377 58+8 102+
padidéjimas %, palyginus | 10 15
su kontroliniu
4. Astri toksikacija LD5(, | daugiau 25 (260) daugiau 25 (260)
ml/mg (mg/kg) kiino
mases

Skirtumas su kontrole yra teisingas esant P<0,05
* P>0,05
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9 lentelé
Efektyvumas leidZiant injekcijas i raumenis
Kiekis ml/kg kiino maziau 0,005 0,05 0,5 daugiau 0,5
masei 0,005 (1,0)
(0,001)
Prieauglis, %, 32+2 47+2 5545 61+5 4243
palyginus su kontroline
grupe

Skirtumas su kontrole yra teisingas, esant P<0,05

10 lentelé
Inhaliacijy efektyvumas
Kiekis ml/kg kiino 0,001 0,012 0,05 0,12 0,6
masei
Prieauglis, %, 3242 4712 5545 6145 42+3
palyginus su kontroline
grupe
Skirtumas su kontrole yra tei'singas, esant P<0,05
11 lentelé
Girdymo efektyvumas
Kiekis ml/kg kiino 0,001 0,01 0,05 0,5 2,0
masei
Prieauglis, %, 10+4 3243 3543 42+3 30+4
palyginus su kontroline
grupe

Skirtumas su kontrole yra teisingas, esant P<0,05
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Efektyvumas vartojant intranazaliai

Kiekis ml/kg kiino 0,0005 0,001 0,005 0,05 5,0
masel .
Prieauglis, %, 341 1212 1743 2044 812
palyginus su kontroline
grupe

Skirtumas su kontrole yra teisingas, esant P<0,05
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. BiologiSkai aktyvi medziaga, turinti imunomoduliuojan&ia susmulkinto
gyvulinio audinio ingredienty vandenyje tirpiy organiniy junginiy
hidrolizés produkty savybg, besiskirianti tuo, kad hidrolizés
produkty sudétyje turi termostabilius Zemamolekulinius morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponentus, modifikuotus embriogenezés ir/arba
proliferacijos  procesuose, ir/arba lasteliy diferencijacijos, ir/arba
patalogijos, prieS ir/arba lydimos regeneracijos ir/arba audiniy reparacijos,
procesuose.

2. MedZiaga pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad modifikuoty
morfoplazmos ir glikokalikso lgsteliy komponenty sudétyje turi
termostabiliy Ty<120 OC komponenty.

3. MedZiaga pagal 2 punkta, be siskirianti tuo, kad turi
termostabiliy komponenty 30-100% masés kiekio.

4. MedZiaga pagal | punkta, besiskirianti tuo, kad modifikuoty
morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy Zemamolekuliniy komponenty masé
M<10,0 kDa

5. MedZiagg pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad turi
zemamolekuliniy komponenty 30-100% masés kiekio.

6. MedZiaga pagal 1 arba 2, arba 3, arba 4, arba 5 punktus,besiskiria
nti tuo, kad savo hidrolizés produkty su modifikuotais morfoplazmos ir
glikokalikso Iasteliy komponentais sudétyje turi organiniy junginiy masés
(%)

Polipeptidai - iki 26,0
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Peptidai - 10,0-22,5
Aminoriigstys - 32,0-60,1
Angliavandeniai - 10,5-28,7

Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai- 2,0-11,0

7. MedZiaga pagal 6 punktg, besiskirianti tuo, kad organiniy
junginiy sudétyje turi angliavandeniy santykiu, mases (%)

- stambiamolekuliniy junginiy, turin¢iy molekuling masg Myb>10,0kDa -
iki 2,0

- zemamolekuliniy junginiy, turin¢iy molekuling masg Myn=0’8'10’0 kDa
-2,5-11,5

- Jaisvy monomery Mym<0’8 kDa - 6,0-17,0

8. Biologidkai aktyvios medZiagos, turin¢ios imunomoduliuojancia savybe,
gavimo bidas, apimantis plautos Zaliavos i§ gyvulio audinio
susmulkinama, gauty ingredienty hidrolize, hidrolizes produkty atskyrima
filtracija ir supernatanto, kaip galutinio produkto iSskyrima, b e s iskiri
antis tuo, kad Zaliavai naudoja gyvulini audinj, modifikuota
embriogenezés ir/arba proliferacijos procesy metu, ir/arba lasteliy
diferencijacijos, ir/arba patologijos, prie§ ir/arba lydimos regeneracijos
ir/arba  audiniy reparacijos, o prie$ hidroliz¢ homogenizuoja ir valo
nesuirusius audinio elementus, i¥skiria supernatanta, turintj ingredienty su
morfoplazmos ir glikokalikso lastelémis.

9. Biidas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad Zaliavai naudoja
audinj, paimta i§ tokios eilés: embrioninis audinys, diferencijuoty uzkriicio
liaukos timocity audinys, seklidZiy spermatogonijos ir spermatocitai, kauly
Giulpy lastelés, epitelinis Zarnyno audinys, placenta, atsistatantis odos
audinys, regeneruoty kepeny audinys, varliagyviy galiniy atsistatantis
audinys, patalogiskai pakites audinys, paimtas prie$ regeneracija, arba ju
bet kokia kombinacija.
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10. Budas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad nuo nesuirusiy
audinio elementy po homogenizacijos fiziologiniame ir/arba buferiniame
tirpale, valo filtravimo ir/arba centrifigavimo badu, grei¢iu 150-250 g per
10 min.

11. Budas pagal 8 punkta, be siskiriantis tuo, kad iki
homogenizacijos Zaliava i§ gyvulinio audinio susmulkina iki visisko
Iasteliy suirimo, po to ekstrahuoja, papildomai plauna, flitruoja ir/arba
centrifuguoja, greiciu 300-15000 g per 10-20 min. iki i§skiria ekstraguota
susmulkintg audinj.

12. Budas pagal 8 arba 9, arba 10, arba 11 punktus,besiskiriantis
tuo, kad hidrolizuojamy ingredienty sudétyje yra morfoplazmos ir
glikokalikso lasteliy komponenty 30-60% nuo bendros organiniy junginiy
mases.

13. Budas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad hidrolizuoja

Tp=4-45 OC temperatiiroje.

14. Budas pagal 14 punktg, besiskiriantis tuo, kad hidrolizuoja
kartu su konservantu.

15. Budas pagal punktus 8 arba 9, arba 10, arba 11, arba 13, arba 14, be s i
skiriantis tuo, kad hidrolizés produkty ingredientus termiskai apdirba
Ty=60-120 OC temperatiiroje  iki pilnos termolabiliy komponenty
denatiiracijos ir filtruoja ir/arba centrifuguoja, grei¢iu 1500 g per 20-40
min. ir i3skiria supernatanta, kaip galutini turintj termostabiliy
komponenty, produkta.
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16. Buidas pagal punkta 8 arba 9, arba 10, arba 11, arba 13, arba 14, be s i
skiriantis tuo, ingredienty hidrolizés produktus frakcionuoja per
pusiau pralaidZzia plévele dializés ir/arba ultrafiltracijos, ir/arba
gelfiltracijos biidu iki Zemamolekuliniy komponenty su molekuline mase
M<10,0 kDa frakcijos, kaip galutinio produkto i§skyrimo.

17. Budas pagal 15 punktg, besiskiriantis tuo, kad ingredienty
hidrolizés produktus frakcionuoja dializés per pusiau pralaidiiat plévele
ir/arba ultrafiltracijos, ir/arba gelfiltracijos badu iki Zemamolekuliniy
komponenty su molekuline mase M<10,0 kDa frakcijos, kaip galutinio
produkto i$skyrimo.

18. Preparatas, turintis biologiskai aktyvig gyvulinio audinio ingredienty
hidrolizés produkty medZiagg ir uzpildg, besiskiriantis tuo, kad
biologiSkai aktyvi medZiaga hidrolizés produkty sudétyje turi
termostabiliy, Zemamolekuliniy morfoplazmos ir glikokalikso lasteliy
komponenty, modifikuoty embriogenezés ir/arba proliferacijos procesuose,
ir/arba lasteliy diferencijacijos, ir/arba patologijos, prie§ ir/arba lydimos
regeneracijos ir/arba audiniy reparacijos, 0,001-85% mases preparate.

19.Preparatas pagal 18 punkta, besiskiriantis tuo, kad biologiskai
aktyvi medZiaga turi organiniy junginiy tokiu masés santykiu, %

Polipeptidai - iki 26,0

Peptidai - 10,0-22.5
Aminortgstys - 32,0-60,1
Angliavandeniai - 10,5-28,7

Lipidai, nukleotidai ir kiti organiniai junginiai-  2,0-11,0

20. Preparatas pagal 18 ir 19 punktus susidedantis ig 0,001-85%
biologiskai aktyvios medZiagos ir 15,0-99,999% uZpildo,besiskirian
t 1 s tuo, kad panaudojamas Zmoniy ir gyvuliy fiziologinei biklei
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normalizuoti farmaciskai efektyviu kiekiu injekcijomis | raumenis ir/arba
inhaliacijomis ir/arba sublingvaliai ir/arba girdymui, ir/arba piliulémis
ir/arba internazaliai ir/arba aplikacijomis.
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