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ISradimas priskirtinas medicinai, tiksliau chemijos ir farmacijos pramonei. 18radimo tikslas - technologinio

procesc supéaprastinimas.

ISradimo esmé yra tame, kad ekstrahuojant augaling zaliavg etilo spiritu, garinant iStraukas, valant,
ekstrahuojant flavonoidus n-butilo spiritu, pakartotinai koncentruojant ir dziovinant, naudoja kanadieti$kojo
desmodiumo (Desmodium canadense D.C.) Zolg, o valymg atlieka 0,3 % Zelatinos tirpalu ir ekstraktg separuoja.
PareiSkiamas priesvirusinio preparato gamybos bilidas supaprastina technologinj procesg, nes vietoj ekstrakto
iSvalymo dichloretanu naudoja ekstrakto valyma Zelatinos tirpalu, o laukinj augalg Lespedeza hedysaroides su
ribota Zzaliavos baze pakeiCia kultivuojamu augalu kanadietiSkuoju desmodiumu. Gatavo produkto iSeiga

padidéja 2 kartus.
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I§radimas priskirtinas medicinai, tiksliau chemijos ir farmacijos pramonei
bei susijes su prie§virusinio preparato gaminimu i§ augalinés vaistinés Zaliavos.

Zinomas prievirusinio preparato "Helepinum" gamybos bidas (zr.buv.
TSRS aut. liud. Nr. 648032 TPK A 61 k 35/78, 1977) i§ Lespedeza hedysaroides
(Pall.) Kitag, antZzeminés dalies. Dar Zinomas pramoninis "Helepinum" gamybos
bidas (zr. Opytno-promyslennyj reglament na proizvodstvo helepina. //PEZ
VILR, No 39-10-077. -M., 1986.-P.86), pagal kurj 20,8 kg Lespedeza
hedysaroides (Pall.) Kitag Zolés susmulkina malinu. Susmulkint Zaliavg
patalpina j ekstrahavimo aparatg su maiSikliu ir iSoriniu $ildytuvu, uZpila 145 1
treCios spiritinés itraukos i§ ankstesnés jkrovos ir 45 1 50% etilo alkoholio
(Zaliavos ir tirpiklio santykis 1:7 plius etilo alkoholio tiriui po pseudodugnu
uzpildyti) ir ekstrahuoja (55-60)°C temperatiroje, nuolat maiSant 2 valandas.
I3trauky supila j surinktuva, Zaliavg uZpila 50% etilo alkoholio kiekiu, lygiu
nupiltam, ir vél ekstrahuoja 1 valanda. Analogiskg ekstrakcijg atlieka dar karta.
Pirmos, antros ir treCios ekstrakcijy metu gaunama po 145 1 istrauky. Pirmg ir
antrg iStraukas garina kartu iki 45 1 likuCio distiliacijos aparate. Tregig iStrauka
panaudoja ekstrahuoti naujg augaling Zaliava. Vandeninj ekstrakts aparate atSaldo
ir palicka nusistovéti 12 valandy. AtSaldyta ekstrakts separuoja ir po to valo 2
kartus po 4 1 dichloretanu. I8 ivalyto ekstrakto flavonoidus ekstrahuoja n-butilo
alkoholiu, prisotintu vandeniu, 6 kartus po 15 1. Gaunama 88 1 n-butilo alkoholio
iStrauky, kurias perplauna vandeniu, prisotintu n-butilo alkoholiu. Butanolio
iStraukas garina vakuume iki 2,5 1. Gautg likutj laiko 12 valandy (10-12)°C
temperaturoje. Preparato "Helepinum" nuosédas nufiltruoja, praplauna
chloroformu 4 kartus po 300 ml ir dziovina. I§dZiovintg "Heleping" istirpina 1
litre 50% etilo alkoholio ir dZiovina (14-16) valandy (70-75)°C temperatiroje.
Preparato iSeiga - 40,85% flavonoidy kiekio nuo technologinio proceso pradzios.

Zinomo budo trikumai yra: 1) technologiniame procese naudojami
nuodingi sprogimg sukeliantys organiniai tirpikliai chloroformas ir dichloretanas;
2)Respublikoje néra laukinio augalo Lespedeza hedysaroides (Pall) Kitag.
Zaliavos bazés; 3) MaZa preparato "Helepinum" i8eiga.

ISradimo tikslas - technologinio proceso supaprastinimas.

Nurodytas tikslas pasiekiamas tuo, kad prie§virusinio preparato
“Helepinum D" gamybos biidas, ekstrahuojant Zaliava etilo alkoholiu, garinant
iStraukas, valant, ekstrahuojant flavonoidus n-butilo alkoholiu, pakartotinai
koncentruojant ir dziovinant, naudoja kanadietiSkojo desmodiumo Zole
(Desmodium canadence D.C.), o valyma atlieka 0,3% Zelatinos tirpalu ir ekstrakta
separuoja.
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Prie3virusinio preparato "Helepinum D" gamybos biido pavyzdys.

15,6 kg kanadietidkojo desmodiumo Zolés susmulkina augalinei Zaliavai
smulkinti skirtu malinu iki 5 mm didumo daleliy. Susmulkintg Zaliavg patalpina j
ekstraktoriy su maisikliu ir iSoriniu $ildytuvu. Ja uZpila 155 1 tre€ios iStraukos i§
ankstesnés jkrovos ir 45 1 90% etilo alkoholio (santykiu Zaliava:.ekstrahentas
/1:10/ ir 50 1 etilo alkoholio pseudodugnui po ckstraktoriumi uZzpildyti) ir
ekstrahuoja (60-70)°C temperatiiroje, nuolat maiSant 2 valandas. I8traukg supila |
surinktuva ir ant augalinés Zaliavos uZzpila 90% etilo alkoholio kiekj, lygu
nupiltam, ir vél ekstrahuoja analogiSkomis salygomis 1 valands. Analogidka
ekstrakcija atlieka dar karts. Pirmos ekstrakcijos metu gauna 156 1 i3traukos,
antros - 155 1ir trediosios - 154 1. Pirmg ir antrg i§traukas apjungia ir koncentruoja
kartu iki 6 1 likugio. Tretig idtrauka naudoja naujos augalinés Zaliavos ekstrakcijai.
6 1 koncentruoto ekstrakto maiSo su 0,3% Zelatinos tirpalu, po to separuoja.
Flavonoidus i§ ivalyto ekstrakto ekstrahuoja n-butilo alkoholiu, prisotintu
vandeniu, uZpilant 3 kartus po 20 1. Gauna 6 1 n-butanolio iStraukos, kurig
praplauna vandeniu, prisotintu n-butilo alkoholiu 2 kartus po 10 1. Gauna 61 n-
butanolio itraukos, kuriag garina iki visiSko butilo alkoholio paSalinimo.
Vandeninj flavonoidy tirpalg sumaifo su 96% etilo alkoholiu ir dZiovina
vakuuminéje dZiovinimo spintoje 5 valandas. Gauna 0,272 kg galutinio produkto
"Helepinum D", o tai sudaro 82,07% flavonoidy kiekio nuo technologinio proceso
pradZios.

Preparato "Helepinum D" kiekybinio nustatymo metodika. Apie 0,1 g
preparato "Helepinum D" (tiksli masé) suberiama j 250 ml tiirio matavimo kolbg
ir i§tirpiname 200 ml parigstinto 95% etanolio. Po to kolbos turinys
praskiedZiamas pariigstintu 95% etanoliu iki brik3nio (tirpalas A). 1 ml gauto
tirpalo (tikslus taris) jpilamas j 25 ml talpos matavimo kolbg ir praskiedziamas
parigitintu 95%  etanoliu iki brikSnio ir gerai sumaiSoma (tirpalas B).
Spektrofotometru matuojamas tirpalo B optinis tankis prie 352 nm bangos ilgio 1
cm storio kiuvetéje.

Palyginimui naudojamas paragStintas 95% etanolis. Lygiagreciai
matuojamas Valstybinio standartinio liuteolino tirpalo optinis tankis.

Procentinis flavonoidy kiekis preparate "Helepinum D" (% ),
perskaidiuotas absoliu¢iai sausai medziagai apskai¢iuojamas pagal formule:

1,86 6250 100 a, Dy 100

X= ;
100 100 a) D, 100-b

kur Dj-tiriamojo tirpalo optinis tankis
D-Valstybinio standartinio liuteolino tirpalo optinis tankis
a]- atsverto preparato masé g
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ag- atsverto Valstybinio standartinio liuteolino masé g
b- preparato masés netektis dziovinant, procentais
1,86 - perskaitiavimo koeficientas j Liuteoling

Flavonoidy misinio kiekis preparate "Helepinum D" turi biiti ne maZesnis
kaip 55%, perskai¢iavus j Liuteoling ir absoliu¢iai sausa medziags.

Pastaba 1. Valstybinio standartinio liuteolino tirpalo paruoSimas. Apie 0,05 g
(tiksli masé) Valstybinio standartinio liuteolino (LFS 42-1709-87)  i3dZiovinto
iki pastovios masés laike 2 val prie temperatiiros nuo 100 iki 105°C, patalpinama j

100 ml talpos matavimo kolbg. Ipilama 50 ml parigstinto 95% etanolio ir
iSmaiSoma. Po to praskiedziama parigstintu 95% etanoliu iki briak$nio  (tirpalas
A). 1 ml tirpalo A jpilama j 100 ml matavimo kolba, praskiedZiama 95% etanoliu
iki brizk$nio ir sumaiSoma (tirpalas B).

Pastaba 2. Paruagstinto 95% etanolio paruo$imas. 100 ml etanolio sumai§oma su
20 ml 1% vandenilio chlorido rug3ties.

Tapatybés nustatymas. 1). UV-spektras preparato "Helepinum D" tirpalo,
paruodto kiekybiniam nustatymui prie bangos ilgio nuo 230 iki 400 nm turi
Sviesos sugérimo maksimumus prie (270+3) nm ir (345+3) nm; minimumus (249
+3) nm ir (303+3) nm, ekstremuma arba petj prie (261+4) nm.

2). 0,02 g preparato "Helepinum D " tirpina 5 ml 95% etanolyje, jpila 0,15 ml
koncentruotos vandenilio chlorido rigsties ir jberia 0,05 g magnio milteliy.
Tirpalas nusidaZo raudonai, kas patvirtina flavonoidy buvima.

PareiSkiamo bido privalumai (lyginant su prototipu) : 1)Vietoj ekstrakto
iSvalymo dichloretanu, naudoja ekstrakto valymg Zelatinos tirpalu. 2)Laukinj
augalg Lespedeza hedysaroides su ribota Zaliavos baze pakeidia kultivuojamu
augalu kanadietiSkuoju desmodiumu. 3) Du kartus padidéja gatavo produkto
iSeiga.

Atlikus preparato citostatinio aktyvumo tyrimus, panaudojant visty
embriony fibroblasty kultira, nustatyta, kad preparatas "Helepinum D",
pagamintas i§ kanadinio desmodiumo Zolés, kurio koncentracija 62,5 pkg/ml
nedavé citostatiniy pakitimy.

Tiriant preparato "Helepinum D" prie§virusinj veikimg, nustatyta, kad prie
daugkartinio uzkrétimo 1, 10 ir 100 TCD¢/ml preparatas "Helepinum D", kurio
koncentracija 10 pkg/ml pilnai inhibavo viruso 1 TCDjgg VPG-1, §tamg Ly visty
embriony fibroblasty kultiroje.

Preparato, gauto pareiSkiamuoju budu, toksi§kumo tyrimai buvo atlikti su
60-Cia 3-jy savaiCiy amzZiaus Ziurkiuky (patinai, patelés, kiino svoris 34-40 g) ir
50 lytiSkai subrendusiy Zziurkiy (patinai, patelés, kino svoris 150-180 g).
Preparatas vieng karta sugirdomas arba injekuojamas j pilvaplévés ertme.
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Atlickant tyrimus Zurkiukams, jiems buvo sugirdoma 0,5-2,0 ml 5-50%
vandeninio preparato tirpalo, Ziurkéms buvo sugirdoma 10-80 % vandeninio
preparato tirpalo, paruosto pries naudojima. Stebéjimai buvo vykdomi 10-15
dieny.

Suleidus j pilvaplévés ertme Ziurkiukams vandeninio preparato tirpalo
nuo 100 iki 800 pkg/kg ir Ziurkéms - nuo 200 iki 800 pk/kg intoksikacijos
poZymiy pastebéta nebuvo. Padidinus preparato dozg iki 1000-2000 uk/kg
gyvinai buvo truput] judresni, atsirado dusulys, ausy kau3elio ir uodegos smulkiy
kraujagysliy hiperemija. Po 20-30 min. sujaudinimo simptomai susilpnédavo,
gyviny aktyvumg keité jy slopinimas. Pavieniai gyvinai Zuvo 2-3 para. |

Sugirdant preparato dozémis nuo 10 000 iki 30 000 pk/kg Ziurkiukams ir
10 000 - 50 000 pk/kg Ziurkéms, intoksikacijos pozymiy nepastebéta. Deél
techniniy prieZas&iy daugiau preparato doziy didinti buvo neimanoma.(Lentel¢ ).

Tokiu bidu, tyrimy rezultatai, gauti atlikus preparato toksiskumo tyrimus,
viena karta sugirdant arba injekuojant i pilvaplévés ertm¢ preparats parodo, kad
preparatas santykinai nenuodinga medZiaga, statisti$kai patikimy nukrypimy
preparato jautrumo tarp lytiSkai subrendusiy Ziurkiy ir 3-jy savaidiy Ziurkiuky
nepastebéta.

Lentelé
Preparato "Helepinum D" gauto i§ kanadinio desmodiumo toksiSkumo
rodikliai, jvedant viengkart preparatg j skrandj ir j3virk$&iant j pilvapléves

ertme

Laboratoriniy gyviuny Toksiskumo rodikliai

rsis ir lytis LD1g LDig LDsg +m LD g4
[3virksciant j pilvg

Ziurkiukai (patinai ir

patelés) 2200 2420 3300-420 3900

Baltos berui$és ziurkés

(patinai) 2480 2630 3500 -510 4960

Baltos beriiés Ziurkés

(patelés) 1830 2100 3150 480 4200
Jvedant j skrandj

Ziurkiukai (patinai ir

patelés) daugiau 30 000

Baltos beriisés Ziurkés

(patinai) daugiau 50 000

vvvvv

(patelés) daugiau 50 000
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Su preparato "Helepinum D" gauto i§ kanadinio desmodiumo Zolés vaisty
formomis: Helepinum D 1% ir 5% tepalu ir Helepinum D tabletémis po 0,25 g
atlikti klinikiniai tyrimai su 408 ligoniais, tame skai¢iuje su 165 vaikais nuo 2 iki
14 mety amZiaus.
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ISradimo apibréZtis

Prievirusinio preparato "Helepinum D" gamybos budas, ekstrahuojant
augaling Zaliavg etilo alkoholiu, garinant iStraukas, valant, ekstrahuojant
flavonoidus n-butilo alkoholiu, pakartotinai koncentruojant ir dZiovinant,
besiskiriantis tuo, kad preparato gamybai naudoja kanadieti§kojo
desmodiumo Zol¢ (Desmodium canadense D.C.), o valyma atlieka 0,3% Zelatinos
tirpalu ir ekstraktg separuoja.
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