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ISradimo sritis
Sis isradimas yra susijes su kakavos ekstraktais, tokiais kaip polifenoliai,
geriau praturtinti procianidinais fenoliai. Sis isradimas taip pat suijes su tokiy
ekstrakty gavimo budais, o taip pat ir su $iy ekstrakty, pavyzdZiui, kaip
antineoplazminiy agenty ir antioksidanty, panaudojimu.
Siame apradyme cituojamy dokumenty pilni duomenys yra duoti literatiiros
skyrelyje 3io apraSymo gale pries apibréztj. Sie dokumentai susij¢ su Sio iSradimo
sritimi; visi jie pridedami kaip literatliros $altiniai.

ISradimo kilme

Polifenoliai yra nepaprastai jvairi junginiy grupé (Ferreira, D., Steynberg,
J.P., Roux, D.G. and Brandt, E.V., Diversity ot Structure and Function in
Oligomeric Flavanoids, Tetrahedron, 48:10, 1743-1803 (1992), kurie placiai
sutinkami jvairiuose augaluose; kai kurie i$ jy jeina j maisto granding. Kai kuriais
atvejais jie atstovauja svarbiag zmogaus maistui junginiy klase. Nors kai kurie
polifenoliai laikomi nemaistiniais, susidomejimais $iais junginiais atsirado dél jy
galimo naudingo poveikio sveikatai. Pavyzdziui, buvo parodyta, kad kvercetinas
(flavonoidas)  pasizymi  antikarcinogeniniu  aktyvumu  bandymuose  su
eksperimentiniais gyvuliukais ( Deschner, E.E., Ruperto, J., Wong, G and
Newmark, H.L., Quercetin and Rutin as Inhibitors of Azoxymethanol - Induces
Colonic Neoplasia, Carcinogenesis, 7, 1193-1196 (1991) Kato, R., Nakadate, T.,
Yamamoto, S. and Sugimura, T., Inhibition of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate Induced Tumor Promotion and Ornithine Decarboxylase Activity by
Quercitin: Possible Involvement of Lipoxygenase Inhibition, Carcinogenesis, 4,
1301-1305 (1983). Buvo parodyta, kad (+)-katechinas ir (-)-epikatechinas (flavan-3-
olis) inhibuoja Leukemia viruso atvirkstinés transkriptazés aktyvumg (Chu, S.-C,,

Hsieh, Y.-S. and Lim, J.-Y., Inhibitory Effects of Flavanoids on Maloney Murine
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Leukemia Virus Reverse Transcriptase Activity, J. of Natural Products, 55;2, 179-
183 (1992). Taip pat buvo parodyta, kad nobotaninas (oligomerinis hidrolizuojamas
taninas) pasizymi prie$navikiniu aktyvumu (Okuda, T., Yoshida, T., and Hatano, T,
Molecular Structures and Pharmacological Activities of Polyphenols - Oligomeric
Hydrolyzable Tannins and Others - Presented at the XVI™ International
Conference of the Groupe Polyphenols, Lisbon, Portugal, July 13-16, 1992).
Statistikos duomenys taip pat parodé, kad mirtingumas nuo skrandzio vezio yra
daug maZesnis arbata gaminanciose Japonijos srityse. Buvo aprayta, kad
epigalokatechino galatas yra farmakologiskai aktyvi medZiaga Zaliojoje arbatoje,
kuri stabdo peliy odos auglius (Okuda, T., Yoshida, T., and Hatano, T., Molecular
Structures and Pharmacological ~Activities of Polyphenols - Oligomeric
Hydrolyzable Tannins and Others - Presented at the XVI" International
Conference of the Groupe Polyphenols, Lisbon, Portugal, July 13-16, 1992). Taip
pat buvo parodyta, kad elago riigdtis pasiZymi antikarcinogeniniu aktyvumu
jvairiuose gyvuliuky augliy modeliuose (Boukharta, M., Jalbert, G. and Castonguay,
A., Efficacy of Ellagitannins and Ellagic Acid as Cancer Chemopreventive Agents -
International Conference of the Groupe Polyphenols, Lisbon, Portugal, July 13-16,
Presented at the XVI™ International Conference of the Groupe Polyphenols,
Lisbon, Portugal, July 13-16, 1992). Galy gale proantocianidino oligomerus
uzpatentavo Kikkoman Corporation, jy kaip antimutageny panaudojimui. I$ tiesy,
fenoliniy junginiy, kaip maisto produkty ir jy sugeb¢jimo moduliuoti augliy augimg
eksperimentiniy gyvuliuky modeliuose, sritis neseniai buvo aptarta 22-jame
Nacionaliniame Amerikos Chemiky Draugijos suvaziavime (National Meeting of
The American Chemical Society) (Phenolic Compounds in Foods and Their Effects
on Health II. Antioxidants & Cancer Prevention, Huang, M.-T., Ho, C.-T., and Lee,
C.Y. editors, ACS Symposium Series 507, American Chemical Society, Washington,
D.C. (1992) ir Phenolic Compounds in Foods and Their Effects on Health I
Analysis, Occurrence & Chemistry, Ho, C.-T., Lee, C.Y., and Huang, M.-T editors,
ACS Symposium Series 506, American Chemical Society, Washington, D.C. (1992).
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Taciau nei viename i§ S$iy praneSimy nesvarstomi ir nesiiilomi kakavos
ekstraktai, tokiy ekstrakty gavimo bldai arba koks nors kakavos ekstrakty, kaip
antineoplazminiy agenty, panaudojimas.

Kadangi nefermentuotos kakavos pupelés turi gana didelius polifenoliy
kiekius, iSradéjai laiko galimu dalyku, kad kakavos ekstraktai turés panaSy
aktyvuma ir turés panaSig panaudojimo galimybe, pvz., kakavoje esantys junginiai
gali biiti nustatyti, iSekstrahuojant tokius junginius i3 kakavos ir tikrinant ekstrakty
aktyvuma. Nacionalinis VéZio institutas (National Cancer Institute) atliko jvairiy
Theobroma ir Herrania veisliy prie$vézinio aktyvumo skryninga, kuris buvo jy
plataus gamtiniy produkty selekcijos programos dalis. Buvo paskelbta, kad kai kuriy
kakavos audiniy ekstrakty aktyvumas yra nedidelis, ir darbas nebuvo tesiamas.
Taigi, antineoplazminiy arba prieSveziniy tyrimy srityje kakava ir jos ekstraktai
nelaikomi naudingais; t.y. antineoplazminiy ir prie$véziniy tyrimy sukauptos zinios
Sios srities specialistus nuveda j $alj nuo kakavos ir jos ekstrakty panaudojimo vézio
terapijoje. Kadangi buvo sukurta daug analizés metodiky kakavos polifenoliy jnasui
1 skonj tirti (Clapperton, J., Hammerstone, J.F. Jr., Romanczyk, L.J. Jr., Chan, J.,
YQW, S., Lim, D. and Lockwood, R., Polyphenols and Cocoa Flavor - International
Conference of the Groupe Polyphenols, Lisbon, Portugal, July 13-16, Presented at
the XVI™ International Conference of the Groupe Polyphenols, Lisbon, Portugal,
July 13-16, 1992), iSradéjai nusprendé panaudoti analogiskus metodus gauti
meginiams, skirtiems prie§véZiniam skryningui, neZitirint j antineoplazminiy arba
prieSveziniy tyrimy srityje turimas Zinias. Netikétai ir prieSingai iki $iol Zinomiems
faktams, pvz. Nacionalinio Vézio institute atliktam skryningui, isradéjai atrado, kad
kakavos ekstraktai, kuriuose yra procianidiny, yra labai naudingi, kaip prie§véziniai
arba antineoplazminiai agentai. Be to, iSradéjai parodé, kad procianidiny turintys
kakavos ekstraktai gali biiti panaudojami kaip antioksidantai.

ISradimo tikslai ir santrauka

Sio isradimo tikslas yra sukurti kakavos ekstrakty gavimo biida.

Kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti kakavos ekstrakta,.
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Kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti antioksidanting kompozicija.

Dar kitas 3io iSradimo tikslas yra parodyti DNR topoizomerazeés II fermento
aktyvumo inhibavima.

Dar kitas $io iSradimo tikslas yra kakavos ekstrakty panaudojimas augliy ir
vézio gydymui. )

Dar kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti prieSvéZines, prieSnavikines arba
antineoplazmines kompozicijas.

Tolimesnis §io iSradimo tikslas yra pateikti prie§véZiniy, prieSnavikiniy arba
antineoplazminiy kompozicijy gavimo buda.

Be to, 3io iSradimo tikslas yra pateikti rinkinj, skirta panaudoti augliy arba

vezio gydymui.

Netikétai buvo atrasta, kad kakavos ekstraktas pasizymi prieSnavikiniu,
prieSvéziniu arba antineoplazminiu aktyvumu; arba jis yra antioksidantiné
kompozicija; arba jis inhibuoja DNR topoizomerazés II fermento aktyvuma. Siame
isradime pateikiamas i§ esmés grynas kakavos ekstraktas. Pageidautina, kad
ekstrakte biity polifenolio(iy), tokio kaip polifenolis(iai), praturtintas kakavos
procianidinu(ais), tokiais kaip polifenoliai, turintys bent vieng kakavos procianidina,
pasirinkta i3 (-)-epikatechino, procianidino B-2, procianidino oligomery 2-12, geriau
2-5 arba 4-12, procianidino B-5, procianidino A-2 ir procianidino C-1. Sis i§radimas
taip pat pateikia prie$navikines, prie$vézines arba antineoplazmines, arba
antioksidantines, arba DNR topoizomerazés II inhibitoriaus kompozicijas, j kurias
jeina i8 esmés grynas kakavos ekstraktas arba sintetinis kakavos polifenolis(iai), toks
kaip polifenolis(iai), praturtintas procianidinu(ais), ir tinkamas nesiklis.
Pageidautina, kad ekstrakte biity kakavos procianidino(y). Geriausia kakavos
ekstraktg gauti biidu, kuris susideda i kakavos pupeliy sumalimo j miltus, 8iy milty
nuriebalinimo ir aktyvaus junginio(iy) iSekstrahavimo i$ iy milty.

Be to, $is isradimas apima kakavos ekstrakty panaudojima gydyti pacientams,

kurinvos reikia gydyti prieSnavikiniais, prie$véZiniais arba antineoplazminiais
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agentais, arba antioksidantais, arba DNR topoizomerazés II inhibitoriais, skiriant
jiems kompozicija, i kurig jeina efektyvus kiekis i esmés gryno kakavos ekstrakto
arba sintetinio kakavos polifenolio(iy), arba procianidino(y), ir nesiklis. Kakavos
ekstraktas gali biiti kakavos procianidinas(ai); ji geriausia gauti, sumalant kakavos
pupeles j miltus, nuriebalinant 3iuos miltus ir iSekstrahuojant veiklyjj junginj(ius) i3
$iy milty.

Be to, Sis iSradimas pateikia rinkinj gydymui paciento, kurj reikia gydyti
prie$navikiniu, priedveziniu arba aﬁtineoplaznﬁniu agentu, arba antioksidantu, arba
DNR topoizomerazés II inhibitoriumi; j §j rinkinj jeina i esmes grynas kakavos
ekstraktas arba sintetinis kakavos polifenolis(iai) ir tinkamas neSiklis, kurj galima
sumaidyti su ekstraktu arba sintetiniu politenoliu(iais) arba procianidinu(ais).

Sie ir kiti tikslai ir realizavimo variantai yra atskleisti arba paaiskés i toliau
duodamo smulkaus iSradimo aprasymo.

Trumpas bréziniy aprasymas

Toliau duodamas smulkus apraSymas bus geriau suprantamas, pailiustruojant
ji pridedamais bréziniais, kuriuose:

Fig.1 parodyta biidinga nevalyty kakavos procianidiny frakcionavimo gelio
pralaidumo chromatograma,;

Fig2A parodyta Diidinga kakavos procianidiny, iSekstrahuoty i§
nefermentuotos kakavos, atvirksCiosios fazés HPLC chromatograma, rodanti
atskyrima (iSplovimo vaizdg);

Fig.2B parodytas Dbiidingas kakavos procianidiny, iSekstrahuoty i3
nefermentuotos kakavos, normalios tazés HPLC atskyrimas;

Fig.3 parodytos keleto biidingy procianidiny struktiiros,

Fig.5 ir 6A-6D parodytos dozés-atsako priklausomybés tarp kakavos
ekstrakty ir ACHN (fig.5) ir PC-3 (fig.6A-6D) (iSlikimo dalis priklausmai nuo dozes,
ng/ml); M&M2 F4/92, M&MA+E U12P1, M&MB+E Y192P1, M&MC+E U12P2,
M&MD+E U12P2;
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Fig.7A-TH parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianiding A, B, C, D, E, A+B, A+E ir A+D frakcijy ir PC-3 lIgsteliy linijos
(i3likimo dalis priklausomai nuo dozés, ug/ml); MM-1 A 0212P3, MM-1 B 0162P1,
MM-1 C 0122P3, MM-1 D 0122P3, MM-1 E 0292P8, MM-1 A/B 0292P6, MM-1
A/E 0292P6, MM-1 A/D 0292P6; '

Fig.8A-8H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny A, B, C, D, E, A+B, B+E ir D+E frakcijy ir Nasopharyngeal/HeLa
Iasteliy linijos (islikimo dalis priklausomai nuo dozeés, ug/ml); MM-1 A 092K3, MM-
1 B 0212K5, MM-1 C 0162K3, MM-1 D 0212K5, MM-1 E 0292K5, MM-1 A/B
0292K3, MM-1 B/E 0292K4, MM-1 D/E 0292K5;

Fig.9A-9H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny A, B, C, D, E, B+D, A+E ir D+E frakcijy ir HTC-116 lasteliy linijos
(i8likimo dalis priklausomai nuo dozés, ug/ml); MM-1 C 0192H5, D 0192H5, E
0192HS5, MM-1 B&D 0262H2, A/E 0262H3, MM-1 D&E 0262H1;

Fig.10A-10H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny A, B, C, D, E, B+D, C+D ir A+E frakcijy ir ACHN inksty lasteliy
linijos (i8likimo dalis priklausomai nuo dozés, pg/ml); MM-1 A 092A5, MM-1 B
092A5, MM-1 C 0192A7, MM-1 D 0192A7, M&M1 E 0192A7, MM-1 B&D
0302A6, MM-1 C&D 0302A6, MM-1 A&E 0262A6;

Fig.11A-11H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidinyg A, B, C, D, E, A+E, B+E ir C+E frakcijy ir A-549 plauciy lIasteliy
linijos (islikimo dalis priklausomai nuo dozés, pg/ml); MM-1 A 019258, MM-1 B
09256, MM-1 C 019259, MM-1 D 019258, MM-1 E 019258, A/E 026254, MM-1
B&E 030255, MM-1 C&E N6255;

Fig.12A-12H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny A, B, C, D, E, B+C, C+D ir D+E frakcijy ir SK-5 melanomos lasteliy
linijos (i3likimo dalis priklausomai nuo dozés, pg/ml); MM-1 A 021254, MM-1 B
021254, MM-1 C 021254, MM-1 D 021284, MM-1 E N3281, MM-1 B&C N3282,
MM-1 C&D N32S3, MM-1 D&E N32S3;
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Fig.13A-13H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny A, B, C, D, E, B+C, C+E ir D+E frakcijy ir MCF-7 kriities Iasteliy
linijos (i3likimo dalis priklausomai nuo dozés, ug/ml); MM-1 A N22M4, MM-1 B
N22M4, MM-1 C N22M4, MM-1 D N22M3, MM-1 E 0302M2, MM-1 B/C 0302M4,
MM-1 C&E N22M3, MM-1 D&E N22M3;

Fig.14 parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos ekstrakto
procianidino (konkreciau D frakcijos) ir CCRF-CEM T-lastelés leukemijos lasteliy
linijjos (lastelés/ml priklausomai nuo augimo dieny; neuztuSuoti apskritimai yra
kontrolé, uztuSuoti apskritimai yra 125 pg D frakcijos, neuZztuSuoti apversti
trikampiai yra 250 pg D frakcijos, uztuSuoti apversti trikampiai yra 500 pug D
frakcijos);

Fig.15A parodyta XTT ir kristalvioleto citotoksiSkumo MCF-7 p168 kriities
véZio lIasteléms, apdorotoms D+E frakcija, palyginimo bandymai (neuztuSuoti
apskritimai yra XTT, o uztuSuoti apskritimai yra kristalvioletas);

Fig.15B parodyta tipiska dozes-atsako kreive, gauta MDA MB231 krities
lasteliy linijai, paveiktai jvairiais nevalyty polifenoliy, gauty i§ UIT-1 kakavos
genotipo, kiekiais (optinis tankis (540 nm) priklausomai nuo dieny; neuztuSuoti
apskritimai yra kontrolé, uztuSuoti apskritimai - tirpiklis, neuZtuSuoti apversti
trikampiai - 250 pg/ml, uztuSuoti apversti trikampiai - 100 pg/ml, neuztusuoti
kvadrateliai - 10 pg/ml; optinis tankis 2,0 yra didziausias plokstelés atskaitymas, ir jis
nebiitinai rodo lasteliy skaiciy);

Fig.15C parodyta tipiSka dozés-atsako kreive, gauta PC-3 prostatos véziniy
lasteliy linijai, paveiktai jvairiais nevalyty polifenoliy, gauty i§ UIT-1 kakavos
genotipo, kiekiais (optinis tankis (540 nm) priklausomai nuo dieny; neuztusuoti
apskritimai yra kontrol¢, uzZtuSuoti apskritimai - tirpiklis, neuztuSuoti apversti
trikampiai - 250 pg/ml, uztuSuoti apversti trikampiai - 100 pg/ml, neuztusuoti
kvadrateliai - 10 ug/ml);

Fig.15D parodyta tipiSka dozés-atsako kreive, gauta MCF-7 p168 kriities

vezio lasteliy linijai, paveiktai jvairiais nevalyty polifenoliy, gauty i UIT-1 kakavos
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genotipo, kiekiais (optinis tankis (540 nm) priklausomai nuo dieny; neuztusuoti
apskritimai yra kontrolé, uZtuSuoti apskritimai - tirpiklis, neuZtuSuoti apversti
trikampiai - 250 pg/ml, uZtuSuoti apversti trikampiai - 100 pg/ml, neuztusuoti
kvadratéliai - 10 pg/ml uztuSuoti kvadratéliai - 1 pg/ml; optinis tankis 2,0 yra
didziausias plokstelés atskaitymas, ir jis nebitinai rodo lasteliy skaiciy);

Fig.15E parodyta tipiska dozés-atsako kreivé, gauta Hela gimdos kaklelio
vézio lasteliy linijai, paveiktai jvairiais nevalyty polifenoliy, gauty i§ UIT-1 kakavos
genotipo, kiekiais (optinis tankis (540 nm) priklausomai nuo dieny; neuztusuoti
apskritimai yra kontrolé, uZtuSuoti apskritimai - tirpiklis, neuZtuSuoti apversti
trikampiai - 250 pg/ml, uztuSuoti apversti trikampiai - 100 pg/ml, neuztuSuoti
kvadratéliai - 10 ug/ml; optinis tankis 2,0 yra didziausias plok3teles atskaitymas, ir jis
nebiitinai rodo lasteliy skaiciy);

Fig.15F parodyti citotoksiski poveikiai j Hela gimdos kaklelio vezio lasteliy
linija, paveikus jvairiomis kakavos politenoliy frakcijomis (optinis tankis (540 nm)
priklausomai nuo dieny; neuztuSuoti apskritimai yra 100 pg/ml A-E frakcijy,
uztuSuoti apskritimai - 100 pg/ml A-C frakeijy, neuztuSuoti apversti trikampiai - 100
png/ml D&E frakcijy; optinis tankis 2,0 yra didziausias ploksteles atskaitymas, ir jis
nerodo lasteliy skaiciaus),

Fig.15G parodyti citotoksiski poveikiai, esant 100 pg/ml kiekiui, i SKBR-3
kriities vezio lasteliy linija, paveikus jvairiomis kakavos polifenoliy frakcijomis
(optinis tankis (540 nm) priklausomai nuo dieny; neuztusuoti apskritimai yra A-E
trakcijos, uztusuoti apskritimai - A-C frakcijos, neuztuSuoti apversti trikampiai -
D&E frakcijos;

Fig.15H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidino D+E frakcijy poveikio | Hela Igsteles (optinis tankis (540 nm)
priklausomai nuo dieny; neuztusuoti apskritimai yra kontrole, uztuSuoti apskritimai
- 100 pg/ml, neuztusuoti apversti trikampiai - 75 pg/ml, uztuSuoti apversti trikampiai

- 50 um/ml, neuztusuoti kvadratéliai - 25 pg/ml uztuSuoti kvadrateliai - 10 pg/ml;
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optinis tankis 2,0 yra didziausias plokstelés atskaitymas, ir jis nerodo lasteliy
skaiCiaus);

Fig.15 1 parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybé tarp kakavos
procianidino D+E frakcijy poveikio j SKBR-3 lasteles (optinis tankis (540 nm)
priklausomai nuo dieny; neuztuSuoti apskritimai yra kontrolé, uztusuoti apskritimai
- 100 pg/ml, neuztuSuoti apversti trikampiai - 75 pg/ml, uztusuoti apversti trikampiai
- 50 um/ml, neuZtuSuoti kvadratéliai - 25 pg/ml uztuiuoti kvadratéliai - 10 pg/ml);

Fig.15J parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybé tarp kakavos
procianidino D+E frakeijy poveikio j Hela lasteles, naudojant Soft Agar Cloning
bandyma (stulpeliné diagrama; kolonijy skaiius priklausomai nuo kontrolés, 1, 10,
50 ir 100 pg/ml);

Fig.15K parodyta Hela Iasteliy augimo stabdymas, paveikus nevalytais
polifenoliy ekstraktais, gautais i§ aStuoniy skirtingy kakavos genotipy (kontrolés %
priklausomai nuo koncentracijos, pg/ml; neuZztuiuoti apskritimai yra C-1, uztusuoti
apskritimai - C-2, neuZtuSuoti apversti trikampiai - C-3, uztuluoti apversti
trikampiai - C-4, neuZztuSuoti kvadratéliai - C-S, uztuSuoti kvadratéliai - C-6,
neuztusuoti trikampiai - C-7, uztuduoti trikampiai - C-8; C-1 = UF-12: sodininkystés
veislé = Criollo, o pazyméjimas yra UF-12 (Brazilija) kakavos (pasalintas kofeinas /
pasalintas teobrominas) polifenoliy nevalyti ekstraktai; C-2 = NA-33: sodininkystés
veisle = Forastero, o paZyméjimas yra NA-33 (Brazilija) kakavos (pasalintas
koteinas / paSalintas teobrominas) polifenoliy nevalyti ekstraktai; C-3 = EEG-48:
sodininkystes veislé = Forastero, o pazyméjimas yra EEG-48 (Brazilija) kakavos
(pasalintas kofeinas / pa3alintas teobrominas) polifenoliy nevalyti ekstraktai; C-4 =
nezinomas: sodininkystés veislé = Forastero, o paZyméjimas yra “nezinoma”
(Vakary Afrika) kakavos (paSalintas kofeinas / paalintas teobrominas) polifenoliy
nevalyti ekstraktai; C-5 = UF-613: sodininkystés veislé = Trinitario, o pazyméjimas
yra UF-613 (Brazilija) kakavos (paSalintas kofeinas / pasalintas teobrominas)
politenoliy nevalyti ekstraktai; C-6 = ICS-100: sodininkystés veislé = Trinitario, o

pazymejimas yra ICS-100 (Brazilija) kakavos (paSalintas kofeinas / paSalintas
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teobrominas) polifenoliy nevalyti ekstraktai; C-7 = ICS-139: sodininkystés veisle =
Trinitario, o paZyméjimas yra ICS-139 (Brazilija) kakavos (paSalintas kofeinas /
pasalintas teobrominas) polifenoliy nevalyti ekstraktai; C-8 = UIT-1: sodininkystes
veislé = Trinitario, o paZymejimas yra UIT-1 (Malazija) kakavos (paSalintas
kofeinas / pasalintas teobrominas) polifenoliy ne&alyti ekstraktai;

Fig.15L parodytas Hela lIasteliy augimo stabdymas, paveikus nevalytais
kakavos polifenoliy ekstraktais, gautais i$ fermentuoty kakvos pupeliy ir iSdziovinty
kakavos pupeliy (fermentacijos ir dZiovinimo sauléje eigoje; kontrolés %
priklausomai nuo koncentracijos, pg/ml; neuztuSuoti apskritimai - nulinés dienos
frakcija, uztuuoti apskritimai - 1 dienos frakcija, neuztusuoti apversti trikampiai - 2
dienos frakcija, uztuSuoti apversti trikampiai - 3 dienos frakcija, neuztuSuoti
kvadratéliai - 4 dienos frakceija ir uztuSuoti kvadratéliai - 9 dienos frakcija);

Fig.15M parodytas fermentiSkai oksiduoty kakavos procianidiny poveikis j
Hela lasteles (dozé-atsakas polifenoloksidaze paveiktiems nevalytiems kakavos
polifenoliams; kontrolés % priklausomai nuo koncentracijos, pg/ml; uztuSuoti
kvadratéliai yra nevalyti UIT-1 (su kofeinu ir teobrominu), neuztusuoti apskritimai -
nevalyti UIT-1 (be kofeino ir teobromino) ir uztuSuoti apskritimai - nevalyti UIT-1
(katalizuoti polifenoloksidaze);

Fig.15N parodytas biidingas pusiau preparatyvinis kombinuoty kakavos
procianidiny D ir E frakeijy atskyrimas atvirksciosios fazés HPLC metodu;

Fig.16 parodytos tipiskos Rancimat'o oksidacijos kreivés kakavos
procianidiny ekstraktams ir frakcijoms, lyginant su sintetiniais antioksidantais BHA
ir BHT (sutartiniai vienetai priklausomai nuo laiko; punktyriné linija ir kryzeliai (+)
yra BHA ir BHT; * yra D-E; x yra nevalyti; neuztuduoti kvadratéliai yra A-C; o
neuztuSuoti rombai yra kontrolé);

Fig.17 parodytas elektroforezés agarozés gelyje vaizdas, rodantis
topoizomerazes [I katalizuotos kinetoplasty DNR suri$imo pa3alinimo inhibicija
kakavos procianidiny frakeijomis (1 takelyje yra 0,5 ug markerio (M) monomerinio

ilgio kinetoplasty uzdarosios DNR; 2 ir 20 takeliuose yra kinetoplasty DNR, kuri
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buvo inkubuota su topoizomeraze II, esant 4 % DMSO, bet nesant kakavos
procianidiny. (kontrole - C); 3 ir 4 takeliuose yra kinetoplasty DNR, kuri buvo
inkubuota su topoizomeraze II, esant 0,5 ir 5,0 pg/ml A frakcijos kakavos
procianidiny; 5 ir 6 takeliuose yra kinetoplasty DNR, kuri buvo inkubuota su
topoizomeraze II, esant 0,5 ir 5,0 ug/ml B frakcijos kakavos procianidiny; 7, 8, 9, 13,
14 ir 15 takeliai yra replikatai kinetoplasty DNR, kuri buvo inkubuoti su
topoizomeraze II, esant 0,05, 0,5 ir 5,0 ug/ml D frakcijos kakavos procianidiny; 10,
11, 12, 16, 17 ir 18 takelial yra replikatai kinetoplasty DNR, kuri buvo inkubuoti su
topoizomeraze II, esant 0,05, 0,5 ir 5,0 pg/ml E frakcijos kakavos procianidiny; 19
takelis yra replikatas kinetoplasty DNR, kuri buvo inkubuota su topoizomeraze II,
esant 5,0 ng/ml E frakcijos kakavos procianidiny);

Fig.18 parodyta dozés-atsako priklausomybé tarp D frakcijos kakavos
procianidiny ir tobulo ir netobulo DNR atstatymo lasteliy linijy (i$likimo dalis
priklausomai nuo pg/ml; kairioji pusé - xrs-6 netobulo DNR atstatymo lasteliy linija,
MM-1 D D282X1; desinioji pusé¢ - BR1 tobulo DNR atstatymo lgsteliy linija, MM-1
D D282B1);

Fig.19 parodytos dozés-atsako kreivés adriamicinui atsparioms MCF-7
lastelems, lyginant su MCF-7 pl168 téviniy lasteliy linija, paveikus kakavos D+E
frakcija (kontrolés % priklausomai nuo koncentracijos, pg/ml); neuZtusuoti
apskritimai - MCF-7 p168; uztuSuoti apskritimai - MCF-7 ADR); ir

Fig.20 parodyta dozés-atsako priklausomybés Hela lasteléms, paveikus
dvylikos frakcijy, gauty normalios fazés pusiau preparatyvinés HPLC bidu, 100
ng/ml ir 25 pg/ml kiekiais (stulpeliné diagrama, kontrolés % priklausomai nuo

kontrolés ir 1-12 frakcijy).

Smulkus iSradimo aprasymas

Kaip auk3¢iau minéta, dabar buvo netikétai atrasta, kad kakavos ekstraktai
pasizymi  prieSvéziniu, prieSnavikiniu arba  antineoplazminiu  aktyvumu,

antioksidantiniu aktyvumu ir inhibuoja DNR topoizomerazés II fermenta. Paprastai



12 LT 4322 B

kakavos ekstraktai gaminami, sumalant kakavos pupeles | miltus, nuriebalinant
§iuos miltus ir iSekstrahuojant veiklyjj junginj(ius) i8 nuriebalinty milty. Miltai gali
biiti gaunami dZiovinant $altyje kakavos pupeles ir pulpa, atskiriant kakavos pupeles
nuo pulpos, i$luk$tenant Saltyje iSdziovintas kakavos pupeles ir sumalant iSluk3tentas
pupeles. Veiklyji junginj(ius) galima i§ekstrahuoﬁ ekstrakcijos tirpikliais metodais.
Ekstraktus galima iSgryninti, pavyzdziui, gelio pralaidumo chromatografijos arba
preparatyvinés didelio efektyvumo skysciy chromatografijos (HPLC) metodais arba
kombinuojant tokius metodus. Buvo nustatyta, kad aktyviis ekstraktai, nebiitinai
bandant suridti juos su tam tikra teorija, yra kakavos polifenoliai, tokie kaip
procianidinai. Sie kakavos procianidinai turi Zymy prie$véZinj, prie$navikinj arba
antineoplazminj aktyvuma, antioksidantinj aktyvuma ir inhibuoja DNR
topoizomerazes I fermenta.

Prie§vézinés, prieSnavikinés arba antineoplazminés, arba antioksidantinés,
arba DNR topoizomerazés Il fermenta inhibuojancios kompozicijos, | kurias jeina
Sio 1Sradimo kakavos polifenoliai arba procianidinai, gali biiti pagaminamos
standartiniais, farmacijos specialistams Zinomais biidais. Tokios kompozicijos gali
buti skiriamos pacientui, kuriam reikalingas toks skyrimas, tokiomis dozémis ir
bidais, kuriuos gerai Zino medicinos specialistai, priimant démesin tokius faktorius,
kaip paciento amziy, lytj, svorj ir atskiro paciento stovj bei vaisto vartojimo bida.
Kompozicijos gali Dbiiti vartojamos kartu arba pakaitomis su Kitais
antineoplazminiais,  prie$navikiniais arba  prieSvéziniais  agentais arba
antioksidantiniais, arba DNR topoizomerazés II fermenta inhibuojandéiais agentais
irfarba  su agentais, kurie sumazina arba palengvina antineoplazminiy,
prieSnavikiniy arba prie$véziniy, arba antioksidantiniy, arba DNR topoizomerazés
II fermentg inhibuojanciy agenty kenksminga poveikj, vél gi priimant démesin
tokius faktorius, kaip amzius, lytis, svoris ir atskiro paciento stovis, bei vaisto
vartojimo bidas.

Sio isradimo kompozicijy pavyzdziai apima kietas peroralinio vartojimo

kompozicijas, tokias kaip kapsulés, tabletés, piliulés ir pan., o taip pat kramtomas
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kietas kompozicijas, kurioms 3is iSradimas yra labai tinkamas, nes jos yra i3 valgomo
Saltinio (pvz., kakava arba Sokoladu paskanintos kietos kompozicijos); skystus
preparatus jvedimui per angas, pvz., peroraliniam, nazaliniam, analiniam,
vaginaliniam ir t.t. vartojimo buidui tinkamas kompozicijas, tokias kaip suspensijos,
sirupai arba eleksyrai; ir preparatus parenteriniam, subkutaniniam, intraderminiam,
intraraumeniniam arba intraveniniam vartojimui (pvz., vartojimui injekcijy biidu),
tokias kaip sterilios suspensijos arba emulsijos. Taciau veiklusis ingredientas Siose
kompozicijose gali sudaryti kompleksus su baltymais, ir tuo atveju, jei jis bus
ileidziamas j krauja, gali biiti sukeltas kreséjimas del kraujo baltymy nusédimo, ir tai
patyres specialistas turi turéti omenyje. Tokiose kompozicijose veiklusis kakavos
ekstraktas gali biiti sumaiSomas su tinkamu neSikliu, skiedikliu arba pagalbine
medziaga, tokia kaip sterilus vanduo, fiziologinis druskos tirpalas, gliukozé ir pan.
Sio i3radimo kakavos ekstraktas gali biiti paruo$iamas liofilizuotoje formoje, skirtoje
iStirpinimui, pavyzdziui, izotoniniame vandeniniame druskos buferyje.

Be to, Sis iSradimas taip pat apima rinkinj, kuriame pateikiamas aktyvusis
kakavos ekstraktas. Rinkinyje gali biiti atskira dézuté, kurioje yra tinkamas nesiklis,
skiediklis arba pagalbiné medziaga. Rinkinyje taip pat gali bati papildomas
prieSvezinis, prieSnavikinis arba antineoplazminis agentas, arba antioksidantas, arba
DNR topoizomerazés II fermenta inhibuojantis agentas ir/arba agentas, kuris
sumazina arba palengvina antineoplazminiy, prie$navikiniy arba priesvéziniy
agenty, arba antioksidantiniy, arba DNR topoizomerazés II fermentg inhibuojanéiy
agenty kenksmingus poveikius, skirtas vartoti kartu arba pakaitomis su iSradimo
veiklinoju komponentu. Papildomas agentas(ai) gali biti pateikiamas atskiroje
dezutéje(se) arba gali blti sumaiSytas su veikliuoju kakavos ekstraktu. Be to,
rinkinyje gali bati ingredienty sumaiSymo arba suderinimo ir/arba vartojimo
instrukcijos.

Be to, kadangi Siame iSradime apraSomi kakavos ekstraktai, kuriuose
pageidautina, kad bty procianidiny, i§ $io apraSymo patyres chemikas-organikas

gales jvertinti ir numatyti galimus sintetinius veikliyjy junginiy gavimo biidus. Tokiu
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biidu, $is idradimas apima ir sintetinius kakavos polifenolius arba procianidinus,
arba jy darinius, kurie apima (bet neapsiriboja) glikozidus, galatus, esterius ir t.t. ir
pan.

Toliau duodami pavyzdziai yra skirti iliustracijai ir neturi btti laikomi, kaip
Sio iSradimo apribojimas; gali biti daug jy variacijy, nenukrypstant nuo idradimo

srities ir objekto.

PAVYZDZIAI
1 pavyzdys: Kakavos $altinis ir paruosimo biidas

Keletas Theobroma cacao genotipy, kurie atstovauja tris pripazintas kakavos
sodininkystes veisles (Enriquez G.A. and Soria J.V., Cocoa Cultivars Register IICA,
Turrialba, Costa Rica (1967; Engels JM.M., Genetic Resources of Cacao: A
Catalogue of the CATIE Collection, Tech. Bull. 7, Turrialba, Costa Rica (1981),
buvo gauta i§ trijy pagrindiniy kakava auginanéiy pasaulio Saltiniy. Siy genotipy,
naudoty Siame darbe, saradas duotas 1 lenteléje. Nuskintos kakavos ankstys buvo
i8lukStenamos ir pupelés su mink3$ta mase apdorojamos dziovinant Saltyje. Minksta
mase rankiniu biidu atskiriama nuo 3altai iSdziovintos masés, o pupelés
analizuojamos toliau duodamu biidu. Nuo nefermentuoty, $altai iSdziovinty kakavos
pupeliy i$ pradziy rankiniu biidu nuimami lukstai, ir pupelés sumalmos j smulkius
miltus TEKMAR maliinu. Tada gauta masé nuriebalinama per naktj Soxlet’'o
ekstraktoriumi, tirpikliu naudojant perdistiliuota heksang. Tirpiklio liekana

padalinama i3 nuriebalintos masés, vakuumuojant kambario temperatiiroje.
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1 lentelé: Theobroma cacao medziagos Saltinio apradymas

Genotipas Kilme Sodininkystés veislé
UIT-1 Malazija Trinitario
Nezinoma Vakary Afrika Forastero
ICS-100 Brazilija Trinitario
ICS-39 Brazilija Trinitario
UF-613 Brazilija Trinitario
EEG-48 Brazilija Forastero
UF-12 Brazilija Criollo
NA-33 Brazilija Forastero
2 pavyzdys: Procianidiny ekstrakcijos metodikos

A 1 metodika

Procianidinai buvo ekstrahuojami i§ 1 pavyzdyje aprasyty nuriebalinty,
nefermentuoty, Saltyje iSdZiovinty kakavos pupeliy, naudojant modifikuotg Jalal ir
Collin (1977) apraSyta metoda. Procianidinai buvo ekstrahuojami i§ 50 g
nuriebalintos kakavos masés partijy 2x 400 ml 70 % acetono/dejonizuoto vandens, o
po to 400 ml 70 % metanolio/dejonizuoto vandens. Ekstraktai sumaiSomi kartu, ir
tirpikliai nugarinami rotoriniu garintuvu 45 °C temperatiiroje daliniame vakuume.
Gauta vandeniné faze praskiedziama iki 1 1 dejonizuotu vandeniu ir ekstrahuojama
2x 400 ml CHCIs. Tirpiklio fazé atmetama. Tada vandeniné fazé ekstrahuojama 4x
50 ml etilacetato. Susidariusi emulsija suskaldoma centrifuguojant Sorvall RC 28S
centrifuga, esant 2000xg, 30 min. 10 °C temperatiiroje. ] sumaisytus etilacetato
ekstraktus pridedama 100-200 ml dejonizuoto vandens. Tirpiklis nugarinamas
rotoriniu garintuvu 45 °C temperatiiroje daliniame vakuume. Gauta vandeniné fazé
Saldoma skystame N3, o po to dziovinama $altyje, panaudojant LABCONCO Freeze
Dry System. Nevalyty procianidiny, gauty i§ jvairiy kakavos genotipy, iseigos duotos

2 lenteleje.
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2 lentelé: Nevalyty procianidiny ideigos

Genotipas Kilme ISeiga, %
UIT-1 Malazija 3,81
Nezinoma Vakary Afrika 2,55
ICS-100 Brazilija 3,42
ICS-39 Brazilija 3,45
UF-613 Brazilija 2,98
EEG-48 Brazilija 3,15
UF-12 Brazilija 1,21
NA-33 Brazilija 2,23

B. 2 metodas

Kitu atveju procianidinai buvo ekstrahuojami i§ 1 pavyzdyje apradyty
nuriebalinty, nefermentuoty, Saltyje iSdziovinty kakavos pupeliy 70 % acetono
tirpalu vandenyje. DeSimt gramy nuriebalintos medziagos maiSoma su 100 ml
tirpiklio 5-10 min., kad susidaryty suspensija. Si suspensija centrifuguojama 15 min.
4 °C temperatiiroje, esant 3000xg, ir nuopilas perleidziamas per stiklo vata. Filtratas
distiliuvojamas daliniame vakuume, o gauta vandeniné faze Saldoma skystu N3, o po
to dziovinama Saltyje, panaudojant LABCONCO Freeze Dry System. Nevalyty
procianidiny i$eigos buvo 15-20 % ribose.

Nesigilinant | kokias nors ypatingas teorijas, galima manyti, kad nevalyty
procianidiny iSeigy skirtumai atspindi skirtumus, susijusius su skirtingais genotipais,
geografine kilme, sodininkystés veisle ir paruosimo biidu.

3 pavyzdys:  Dalinis kakavos procianidiny iSvalymas

A. Gelio pralaidumo chromatografija

Antrajame pavyzdyje gauti procianidinai buvo dalinai valomi, panaudojant
skyscCiy chromatografija per Sephadex LH-20 (28 x 2,5 cm). Atskyrimas palengvéja,
panaudojus laipsniSka peré¢jimo i§ vandens | metanolj gradienta. Pradiné gradiento

sudetis buvo 15 % metanolio dejonizuotame vandenyje, po to, keic¢iant kas 30 min.,
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naudota 25 % metanolio dejonizuotame vandenyje, 35 % metanolio dejonizuotame
vandenyje, 70 % metanolio dejonizuotame vandenyje ir pagaliau 100 % metanolis.
5 kolonélés iSbégantis skystis, kai iSsiplauna ksantino alkaloidai (kofeinas ir
teobrominas), surenkamas Kaip viena frakcija. Frakcija, kurioje nebéra ksantino
alkaloidy, buvo toliau frakcionuojama, ir gaunamos penkios subfrakcijos, pazymétos
nuo MM2A iki MM2E. I kiekvienos subfrakcijos paSalinamas tirpiklis, nugarinant
rotoriniu garintuvu 45 °C temperatiroje daliniame vakuume. Gauta vandenine faze
Saldoma skystu N; ir per naktj dziovinama S3altyje, panaudojant LABCONCO
Freeze Dry System. Biidinga gelio pralaidumo chromatograma, parodanti §j
trakcionavima, duota fig.1. Tokiu biidu isskirstyta apie 100 mg medziagos.

Fig.1: Nevalyty procianidiny gelio pralaidumo per Sephadex LH-20
chromatograma

Chromatografavimo salygos: kolonélé: 28 x 2,5 cm Sephadex LH-20; mobili
fazé: metanolio/vandens laipsniskas gradientas, 15:85, 25:75, 35:65, 70:30, 100:0,
kei¢iama kas 0,5 val; srauto greitis: 1,5 ml/min; detektorius: UV @ A; = 254 nm ir

A2 = 365 nm; diagramos greitis: 0,5 mm/min; kolonéleés jkrova: 120 mg.

B. Pusiau preparatyviné didelio efektyvumo skyséiy chromatografija (HPLC)

1 metodas: Atskyrimas, panaudojant atvirksciaja faze

2 ir/arba 3A pavyzdziuose gauti procianidinai buvo dalinai valomi,
panaudojant pusiau preparatyving HPLC. Hewlett Packard 1050 HPLC sistema su
keiciamo bangos ilgio detektoriumi, Rheodyne 7010 jleidimo voztuvu, turinciu 1 ml
ileidimo kilpg, buvo sujungta su Pharmacia FRAC-100 frakcijy kolektoriumi.
ISskirstymas atlickamas Phenomenex Ultracarb 10 um ODS kolonéle (250 x 22,5
mm), sujungta su Phenomenex Ultracarb 10 um ODS Ultracarb (60 x 10 mm)
apsaugine kolonele. Mobilios fazés sudétis buvo: A = vanduo; B = metanolis,
naudojant tokias tiesinio gradiento sglygas: [laikas, %A]; (0,85), (60,50), (90,0) ir

(110,0), esant 5 ml/min. srauto greiciui.
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Bidingas procianidiny, esan¢iy D+E frakcijose, atskyrimo pusiau
preparatyvine HPLC vaizdas parodytas fig.15N. Atskiri pikai arba pasirinktos
chromatografinés sritys, skirtos tolimesniam valymui arba tyrimui, surinktos tam
tikrais laiko intervalais arba rankiniu biidu, panaudojant frakcijy kolektoriy.
[leidimo jkrovos sudaré 25-100 mg medziagos.

2 metodas. Atskyrimas, panaudojant normalig fazg

Procianidiny ekstraktai, gauti 2 ir/farba 3A pavyzdziuose, buvo dalinai
valomi, panaudojant pusiau preparatyving HPLC. Hewlett Packard 1050 HPLC
sistema, Millipore-Waters Model 480 LC detektorius, su nustatytu 254 nm bangos
ilgiu buvo sujungta su Pharmacia Frac-100 frakcijy kolektoriumi, pasirenkant piko
rezima. ISskirstymas buvo atliktas Supelco 5 p Supelcosil LC-Si kolonéle (250 x 10
mm), sujungta su Supelco 5 p Supelguard LC-Si apsaugine kolonele (20 x 4,6 mm).
Procianidinai buvo i$plaunami tiesiniu gradientu tokiomis salygomis: (laikas, %A,
%B); (0, 82, 14), (30, 67,6, 28,4), (60, 46, 50), (65, 10, 86), (70, 10, 86), o0 po to 10
min. buvo atstoma pusiausvyra. Mobilios tazés sudétis buvo: A = dichlormetanas; B
= metanolis ir C = acto rigstis:vanduo (1:1). Naudotas 3 ml/min srauto greitis.
Komponentai buvo detektuojami UV 250 nm bangos ilgio Sviesa ir registruojami
Kipp & Zonan BD41 savira$¢iu. Suleidziami tiriai buvo 100-250 pl (10 mg
procianidino ekstrakty, istirpinty 0,25 ml 70 % acetono tirpalo vandenyje) ribose.
Budingas pusiau preparatyvinés HPLC vaizdas parodytas fig. 150. Atskiri pikai arba
pasirinktos chromatografinés sritys, skirtos tolimesniam valymui arba tyrimui,
surinktos tam tikrais laiko intervalais arba rankiniu biidu, panaudojant frakcijy
kolektoriy.

HPLC salygos: 250x10 mm Supelco Supelcosil LC-Si (5 pm) pusiau
preparatyviné kolonelé, 20x4,6 mm Supelco Supelcosil LC-Si (5 pm) apsauginé
kolonélé; detektorius: Waters LC Spektrophotometer Model 480 @ 254 nm; srauto
greitis: 3 ml/min; kolonélés temperatlira: kambario tempratiira; jleidimas: 250 pl

ekstrakto 70 % acetono tirpalo vandenyje.
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Gradientas: laikas (min) CH:Cl» Metanolis | Acto rigstis/H20 (1:1)
0 82 14 4
30 67,6 28,4 4
60 46 50 4
65 10 86 4
70 10 86 4
Buvo gautos tokios frakcijos:
Frakcija Tipas

1 dimerai

2 trimerai

3 tetramerai

4 pentamerai

5 heksamerai

6 heptamerai

7 oktamerai

8 nonamerai

9 dekamerai

10 undekamerai

11 dodekamerai

12 aukStesnieji oligomerai

4 pavyzdys: Procianidiny ekstrakty analizé analitinés HPLC metodu

1 metodas: Atskyrimas, panaudojant atvirk$Ciaja fazg

Procianidiny ekstraktai, gauti 3 pavyzdyje, buvo nufiltruoti per 0,45 p filtrg ir

analizuoti Hewlett Packard 1092 trinare HPLC sistema, kurioje yra diody eilutés

detektorius ir HP modelio 1046A programuojamas tluorescencinis detektorius.

I3skirstymas buvo atliktas 45 °C temperatiiroje, panaudojant Hewlett- Packard 5 p
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Hypersil ODS kolonéle (200 x 2,1 mm). Flavanoliai ir procianidinai buvo
i$plaunami 60 % B keitimo j A gradientu, po to iSplaunant kolonel¢ B, esant 0,3
ml/min. srauto greidiui. Mobilios fazés sudétis buvo: B = 0,5 % acto rigstis
metanolyje ir A = 0,5 % acto riigstis dejonizuotame vandenyje. Acto riigsties
kickius A ir B mobilioje fazéje galima padidiﬁti iki 2 %. Komponentus galima
detektuoti pagal fluorescencijg, kai Aex = 276 nm ir Aem = 316 nm. (+)-Katechino ir
(-)-epikatechino koncentracijos buvo nustatytos, pasinaudojant etaloniniais
standartiniais tirpalais. Procianidiny kiekiai buvo nustatyti, panaudojant (-)-
epikatechino atsako daugiklj. Bidingos HPLC chromatogramos, rodancios vieno
kakavos genotipo jvairiy komponenty atskyrima, parodytos fig.2A. Panasus HPLC
vaizdas gautas ir kitiems kakavos genotipams.

HPLC salygos: kolonélé: 200x2,1 mm Hewlett Packard Hypersil ODS (5 n);
apsauginé kolonélé: 20x 2,1 mm Hewlett Packard Hypersil ODS (5 p); detektoriai:

diody eiluté @ 280 nm, tluorescencija Aex = 276 nm, Aem = 316 nm; srauto greitis:

0,3 ml/min.; kolonélés temperatiira: 45 °C.

Gradientas: laikas (min.) 0,5% acto riigstis 0,5% acto rugstis
dejonizuotame vandenyje metanolyje
0 100 0
50 40 60
60 0 100

2 metodas: Atskyrimas, panaudojant normalig fazg
Procianidiny ekstraktai, gauti 2 ir/arba 3 pavyzdyje, buvo nufiltruoti per 0,45
i filtrg ir analizuoti Hewlett Packard 1090 Series II HPLC sistema, kurioje yra HP
modelio 1046A programuojamas fluorescencinis detektorius ir diody eilutés
detektorius. I3skirstymas buvo atliktas 37 °C temperatiiroje, panaudojant 5 p
Phenomenex Lichrosphere Silica 100 kolonéle (250 x 3,2 mm), sujungta su Supelco
Supelguard LC-Si 5 p apsaugine kolonéle (20 x 4,6 mm). Procianidinai buvo

iSplaunami tiesiniu gradientu, esant tokioms salygoms: (laikas, %A, %B); (0, 82,
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14), (30, 67,6, 28,4), (60, 46, 50), (65, 10, 86), (70, 10, 86), o po to 8 min. buvo
atstoma pusiausvyra. Mobilios fazés sudétis buvo: A = dichlormetanas; B =
metanolis ir C = acto riigstis:vanduo (1:1). Naudotas 3 ml/min srauto greitis.
Komponentai buvo detektuojami pagal fluorescencija, kai Aex = 276 nm ir Aem =
316 nm , arba pagal UV, esant 280 nm bangos ligiui. Bidinga HPLC
chromatograma, rodanti vieno kakavos genotipo jvairiy procianidiny atskyrima,
parodyta fig. 2B. Panasiis HPLC vaizdai gauti ir kitiems kakavos genotipams.

HPLC salygos: 250x3,2 mm Phenomenex Lichrosphere Silica 100 kolonélé (5
u); 20x 4,6 mm Supelco Supelguard LC-Si (5 p) apsaugine kolonele; detektoriai:
fotodiody eiluté @ 280 nm, fluorescencija Ao = 276 nm, Aem = 316 nm; srauto

greitis: 0,5 ml/min.; kolonélés temperatiira: 37 °C.

Gradientas: laikas (min) CH.Cl, Metanolis | Acto rugstis/H,O (1:1)
0 82 14 4
30 67,6 28,4 4
60 46 50 4
65 10 86 4
70 10 86 4

5 pavyzdys: Procianidiny identifikavimas

Procianidinai buvo iSvalyti, panaudojant skys¢iy chromatografija per
Sephadex LH-20 (28 x 2,5 mm) kolonéle, po to pusiau preparatyvinge HPLC,
naudojant 10 p pBondapak C18 (100 x 8 mm) kolonélg, arba pusiau preparatyvine
HPLC, naudojant 5 pu Supelcosil LC-Si (250 x 10 mm) kolonélg.

Dalinai  iSvalytos  medziagos buvo analizuojamos, panaudojant
bombardavimo greitais atomais masiy spektrometrija (FAB-MS) VG ZAB-T
didelés skiriamosios gebos MS sistema, naudojant skys¢iy antriniy jony masiy
spektrometrijos (LSIMS) metodika teigiamy ir neigiamy jony variantais. Jonizacijos
Saltiniu buvo naudota cezio jony patranka, esant 30 kV, o “Magic Bullet Matrix”

(ditioteritolis /ditioeritriolis 1:1) buvo naudotas kaip protony donorius.
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Siy frakcijy analitiniai tyrimai LSIMS metodu parodé, kad jose yra daug
flavan-3-olio oligomery, kurie duoti 3 lentel¢je.

3 lentelé: Kakavos procianidiny frakcijy LSIMS (teigiami jonai) duomenys

Oligomeras M+D*m/z | (M+Na)™ m/z | Mol. svoris

monomerai (katechinai) 291 313 290

dimeras(ai) 577/579 599/601 576/587

trimeras(ai) 865/867 887/889 884/866
tetrameras(ai) 1155 1177 1154
pentameras(ai) 1443 1465 1442
heksameras(ai) 1731 1753 1730
heptameras(ai) --- 2041 2018
oktameras(ai) --- 2329 2306
nonameras(ai) - 2617 2594
dekameras(ai) - 2905 2882
undekameras(ai) --- 3170
dodekameras(ai) --- 3458

DidZiausios masés fragmento jonai sutampa su ankstesniame darbe
apraSytais tiek teigiamy, tiek ir neigiamy procianidiny jony FAB-MS analizés
duomenimis (Self, R., Eagles, J., Galletti, G.C., Mueller-Harvey, 1., Hartley, R.D.,
Lee, A.G.H., Magnolato, D., Richili, U., Gujur, R. and Haslam, E., Fast Atom
Bombardment Mass Spectrometry of Polyphenols (svn. Vegetable Tannins),
Biomed. Environ. Mass Spec. 13, 449-468 (1986) ir Porter, L.J., Ma, Z. and Chan,
B.G., Cocoa Procyanidins: Major Flavanoids and Identitication of Some Minor
Metabolites, Phytochemistry, 30, 1657-1663 (1991). Jonas, atitinkantis m/z 577
(M+H)*, ir jo natrio aduktas su m/z 599 (M+Na)* duoda pagrindo manyti, kad
iSskirtose medziagose yra dvigubai sujungti procianidino dimerai. [domu pazyméti,
kad aukstesnieji oligomerai labiau linke sudaryti natrio aduktus (M+Na)*, nei

protonuotus molekulinius jonus (M+H)™. Eksperimentiniu biidu buvo identifikuoti
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procianidino izomerai B-2, B-5 ir C-1, remiantis Revilla, E., Bourzeix, M. and
Alonso, E., Analysis of Catechins and Procyanidins in Grape Seeds by HPLC with
Photodiode Array Detection, Chromatographia, 31, 465-468 (1991), Self, R., Eagles,
J., Galletti, G.C., Mueller-Harvey, 1., Hartley, R.D., Lee, A.G.H., Magnolato, D.,
Richili, U., Gujur, R. and Haslam, E., Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry
of Polyphenols (syn. Vegetable Tannins), Biomed. Environ. Mass Spec. 13, 449-468
(1986) ir Porter, LJ., Ma, Z. and Chan, B.G., Cocoa Procyanidins: Major
Flavanoids and Identification of Some Minor Metabolites, Phytochemistry, 30,
1657-1663 (1991) darbais. Procianidinai iki oktamero ir dekamero buvo patvirtinti
FAB-MS metodu dalinai idvalytose frakcijose. Be to, procianidiny iki dodekamery
buvimas buvo pastebétas normalios fazés HPLC analizeje (zr. fig.2B).
Nepretenduojant j kokia nors ypatinga teorija, manoma, kad dodekameras yra
tirpumo tirpikliuvose, kurie buvo naudoti ekstrakcijos ir valymo schemose. riba. 4
lenteléje duotos procianidiny, rasty ksantino alkaloidy neturinéiose iSskirtose
medziagose, santykinés koncentracijos, remiantis atvirk3¢ios fazés HPLC analizés
duomenimis. 5 lenteléje duotos santykinés procianidiny koncentracijos, remiantis
normalios tazés HPLC analizes duomenimis.
4 lentele: Santykinés procianidiny koncentracijos ksantino alkaloidy neturin¢iose

iSskirtose medziagose

Komponentas Molekulinis svoris Kiekis, %
(+)-katechinas 290 1,6
(-)-epikatechinas 290 38,2
B-2 dimeras 578 11,0
B-5 dimeras 578 5,3
C-1 trimeras 866 9,3
dvigubai sujungti dimerai 576 3,0
tetrameras(ai) 1154 4,5
pentameras-oktameras 1442-2306 24,5
nezinomi ir aukStesnieji oligomerai --- 2,6
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5 lentelé: Santykinés procianidiny koncentracijos vandeninio acetono ekstraktuose

Komponentas Molekulinis svoris Kiekis, %
(+)-katechinas ir (-)-epikatechiinas 292 (tas pats abiems) 41,9
B-2 ir B-5 dimerai 578 13,9
trimerai 884/866 11,3
tetramerai 1154 9,9
pentamerai 1442 7.8
heksamerai 1730 5,1
heptamerai 2018 42
oktamerai 2306 2,8
nonamerai 2594 1,6
dekamerai 2882 0,7
undekamerai 3170 0,2
dodekamerai 3458 <0,1

Fig.3 parodyta keleto procianidiny struktiiros, o fig.4A-4E - biidingos penkiy
frakcijy, naudoty toliau apradytame prieSvézinio arba antineoplazminio aktyvumo
skryninge, HPLC chromatogramos. Fig.4A-4E duoty HPLC salygos buvo tokios:

HPLC salygos: Hewlett Packard 1090 tretiné HPLC sistema su HP Model
1046A programuojamu fluorescenciniu detektoriumi; kolonéle: Hewlett Packard Su
Hypersil ODS (200 x 2,1 mm), 60 % B keiiant | A tiesinis gradientas, esant 0,3
ml/min. srauto greiciui; B = 0,5 % acto rligstis metanolyje; A = 0,5 % acto rigstis

dejonizuotame vandenyje; dex = 280 nm, Aeny, = 316 nm.

Fig.150 parodytos badingos kity 12 frakcijy, naudoty priedvezinio arba
antineoplazminio  aktyvumo  skryninge,  pusiau  preparatyvines HPLC

chromatogramos (HPLC salygos tokios pacios, kaip nurodyta auk3ciau).
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6 pavyzdys: Kakavos ekstrakty (procianidiny) prieSvéZinis, prieSnavikinis arba
antineoplazminis aktyvumas

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio bromido) mikrotitro
ploksteliy tetrazolinis citotoksiSkumo tyrimas, kurj pirmasis sukiir¢ Mosman (1983),
buvo panaudotas 5 pavyzdzio tirlamyjy méginiy skryningui. Tiriamieji meginiai,
standartai (cis-platina ir chorambucilas) ir MTT reagentas buvo istirpinti 100 %
DMSO (dimetilsulfokside), pagaminant 10 mg/ml koncentracijas. Praskiedimy eile
buvo pagaminta i§ pradiniy tirpaly. Tiriamyjy méginiy atveju pagaminta serija
praskiedimy nuo 0,01 iki 100 pg/ml 0,5 % DMSO.

Visos zmogaus augliy Iasteliy linijos buvo gautos i§ American Type Culture
Collection. Lastelés buvo auginamos monosluoksniy pavidalu alta-MEM,
turin¢iame 10 % jaucio fetalinio serumo, 100 vienety/ml penicilino, 100 pg/ml
streptomicino ir 240 vienety/ml nistatino. Lastelés buvo laikomos drégnoje, 5 %
CO; atmosferoje 37 °C temperatiiroje.

Po tripsinizacijos, lastelés buvo suskaiCiuojamos, ir jy Kkoncentracija
padaroma 50 x 10° lasteliy/m! ($is kiekis kito priklausomai nuo véziniy lasteliy
linijos). Po 200 pl Iasteliy suspensijos buvo jdedama j 4 eilutes mikrotitro ploksteliy
su 96 duobutemis. Palaikius 4 val. kad lgstelés prisijungty, i Siy keturiy eiluciy
duobutes jpilama po 2 ul DMSO turinéio tiriamojo méginio. Pradiniuose dozes-
atsako eksperimentuose doziy intervalui nustatyti naudojami besiskiriantys laipsniu
meéginio praskiedimai. Tada BIO RAD MP450 ploksteliy matuokliv  buvo
matuojami optiniai tankiai, esant 540 nm bangos ilgiui. Keturiais vienodais tiriamyjy
medziagy kiekiais paveikty duobuciy optinio tankio vidurkis buvo lyginamas su
kontrole, ir rezultatai iSreiSkiami procentais nuo kontroles plius/minus standartinis
nukrypimas. MTT redukeija j violetines spalvos produkty - formazang - yra tiesiskai
susijusi su gyvybingy lIgsteliy skai¢iumi duobutéje. Taigi, matuojant redukcijos
produkto optinj tanki, galima gauti lasteliy i8likimo procentus, esant tam tikrai
tirlamojo méginio dozei. Kontrolinése duobuteése galutiné DMSO koncentracija

buvo 1 %.
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Pagal 8ig metodikg pirmiausia buvo ibandyti du méginiai. MM1 méginys yra
labai negryna i§ kakavos iSskirta procianidiny medzZziaga, Kurioje buvo pastebimi
kofeino ir teobromino kiekiai. MM2 méginys buvo i§ kakavos iSskirta procianidiny
medZiaga, dalinai iSvalyta gelio pralaidumo chromatografijos metodu. MM2 kofeino
ir teobromino nebuvo. Naudojant auksciau apraéﬁas metodikas, buvo atliktas abiejy
méginiy aktyvumo skryningas pries toliau duodamy veéziniy Iasteliy linijas:

HCT 116 gaubiamosios zarnos vezys
ACHN inksty adenokarcinoma
SK-5 melanoma

A498 inksty adenokarcinoma
MCEF-7 kriities véZys

PC-3 prostatos vézys

CAPAN-2 kasos vézys.

MMI1 atveju buvo stebimas labai maZas arba ir visai nestebima jokio
aktyvumo prie§ Sias tirtas lasteliy linijas. Rasta, kad MM2 rodo aktyvuma pries
HCT-116, PC-3 ir ACHN véziniy lasteliy linijas. Taciau buvo rasta, kad it MM, ir
MM2 trukdo MTT saveikai, ir pasidaro neaiskus optinio tankio sumazéjimas, kuris
turéty atspindéti gyvybingy lasteliy skaiGiaus sumazéjima. Sis trukdymas taip pat
turejo jnaSy | dideles paklaidy ribas, kadangi pasirodé, kad cheminé reakcija
greiCiau vyko duobutése pagal plokstelés perimetra. TipiSkas $iy efekty pavyzdys
parodytas fig.5. Esant dideléms tiriamosios medZiagos koncentracijoms, galima biity
laukti didelio islikusiy lasteliy skaiciaus sumazéjimo, daug didesnio nei parodyta.
Vis délto, mikroskopiniai tyrimai parodé, kad atsiranda citotoksiniai efektai,
nezitirint | MTT reakcijos trukdymo etektus. Pavyzdziui, $iuo bidu buvo gauta MM2
poveikio | ACHN lasteliy linijg ICso reikSme, lygi 0,5 pg/ml.

ISradejy nuomone, $ie preliminariniai rezultatai reikalauja pataisyti tyrimo
metodika, kad biity galima iSvengti MTT reakcijos trukdymo. Tai buvo atlikta tokiu
biidu. Inkubavus ploksteles 18 valandy 37 °C temperatiiroje, drégnoje 5 % CO;

atmosferoje, terpe buvo kruopsciai i§siurbta i§ duobuciy ir pakeista 100 pl $vieziai
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pagamintos McCoy terpés. Tada j kiekviena ploksteles duobute buvo pridéta po 11
wl MTT (5 mg/ml) pagrindinio tirpalo PBS (fosfatiniame buferyje su NaCl).
Palaikius 4 valandas drégnoje, 5 % CO; atmosferoje 37 °C temperatiiroje, j visas
plokstelés duobutes pridéta po 100 ul 0,04 N HCI izopropanolyje ir kruopsiai
sumaisyta, kad istirpty susidares formazanas, kurj pagamina gyvybingos lastelés. Be
to, buvo nuspregsta papildomai frakcionuoti procianidinus, norint nustatyti atskirus
aktyvius komponentus. Buvo pagamintos penkios frakcijos, atitinkancios fig.1
parodytas sritis, kuriy komponenty pasiskirstymas parodytas fig.4A-4E. Méginiai
buvo pavadinti MM2A-MM2E, norint atspindéti jy analitinj apibldinima ir
pazymeéti, kad néra kofeino ir teobromino.

Tikrintas kiekvienos frakcijos aktyvumas prie§ HTC-116, PC-3 ir ACHN
veziniy lasteliy linijas. Rezultatai parodé, kad aktyvumas nera sukoncentruotas
kokioje nors vienoje atskiroje frakcijoje. Sio tipo rezultata nereikia laikyti nelauktu,
kadangi komponentai i§ “aktyvaus” gamtinio produkto i3skirtoje medziagoje gali
tureti sinergetinius poveikius. Kakavos procianiding medziaga (MM2) sudaro per
dvideSimt nustatomy komponenty. Gali biiti, kad aktyvumas grei€iau yra susijes su
komponenty, esanciy atskirose frakcijose, kompozicija, negu su atskiro
komponento(y) aktyvumu.

Remiantis Siais rezultatais, buvo nuspresta sumaisyti frakcijas ir pakartoti
bandymus su tomis paciomis lasteliy linijomis. Keletas frakcijy kombinacijy rodé
citotoksinj poveikj | PC-3 veéziniy Igsteliy linijas. Konkreéiau, buvo gautos ICsg
reikdmés, lygios 40 pg/ml kiekvienai MM2A ir MM2E kombinacijai, ir 20 pg/ml -
kiekvienai MM2C ir MM2E kombinacijai. Taip pat buvo nustatytas aktyvumas pries
HCT-116 ir ACHN Iasteliy linijas, bet kaip ir anks¢iau, tiksliy duomeny gavimui
trukdo saveika su MTT indikatoriumi. Duomeny patikslinimui, analogiski
eksperimental buvo pakartotinai atlikti su HTC-116 ir ACHN linijomis. Taciau Sie
rezultatai buvo nejtikinantys dél uZterSimo bakterijomis ir tiriamojo meéginio
medziagos isieikvojimo. Fig.6A-6D rodo dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos

ekstrakty kombinacijy ir PC-3 véziniy Iasteliy.
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Vis délto, i§ $iy duomeny ailku, kad kakavos ekstraktai, ypaC kakavos
polifenoliai arba procianidinai turi Zymy prieSnavikinj, prieSveZinj arba
antineoplazminj aktyvuma, ypa¢ Zmogaus PC-3 (prostatos), HCT-116 (gaubiamosios
zarnos) ir ACHN (inksty) véZiniy lasteliy atzvilgiu. Be to, Sie rezultatai leidZia
manyti, kad tam tikros procianidiny frakeijos gali biiti atsakingos uz aktyvuma pries
PC-3 Igsteliy linija.

7 pavyzdys: Kakavos ekstrakty (procianidiny) priedvéZinis, prieSnavikinis arba
antineoplazminis aktyvumas

Norint patvirtinti auk3c¢iau apra$ytus duomenis ir toliau tirti frakcijy
kombinacijas, buvo atliktas kitas iSsamus skryningas.

Visos pagamintos medziagos ir metodikos buvo tokios pacios kaip apraSyta
auks¢iau, iSskyrus tai, kad vietoj standartiniy keturiy pakartojimy tai paciai dozei,
buvo atlickami 8 arba 12 pakartojimy. Siame tyrime buvo atliktas penkiy atskiry
kakavos frakcijy arba jy kombinacijy skryningas tokioms véziniy lasteliy linijoms:

PC-3 prostata

KB Nasopharyngeal/HeLa
HCT-116 gaubiamoji Zarna
ACHN inkstai

MCF-7 kriitys

SK-5 melanoma

A-549 plauciai

CCRF-CEM T-lasteliy leukemija.

Atskiri skryningo eksperimentai susidéjo i§ A, B, C, D ir E frakcijy (zr. fig.
4A-4E ir jy aptarima, supra) jvairiy doziy kiekiy (0,01-100 pg/ml) tyrimo kiekvienos
lasteliy linijos atzvilgiu. Kombinacijy skryningas atliktas, sumaiSant vienodas dozes
frakcijy A+B, A+C, A+C, A+E, B+C, B+D, B+E, C+D, C+E ir D+E,
kiekvienos lasteliy linijos atzvilgiu. Siy bandymy rezultatai aptarti atskirai, o po to
duodama bendras aptarimas.

A. PC-3 prostatos lasteliy linija
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Fig.7A-TH parodyta tipika dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny frakcijy ir PC-3 lIgsteliy linijos. Fig.7D ir 7E rodo, kad D ir E frakcijos
buvo aktyvios, ir jy ICsp reikdmé yra 75 pg/ml. ICso reikSmes, gautos IS Kity
procianidiny frakeijy kombinacijy dozés-atsako kreiviy, buvo 60-80 ug/ml intervale,
kai kombinacijose buvo D arba E frakcijos. Atskiros ICsp reikSmés duotos 6
lenteleje.

B. KB Nasopharyngeal/HeLa lasteliy linija

Fig.8A-8H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny frakeijy ir KB Nasopharyngeal/HeLa lasteliy linijos. Fig.8D ir 8E rodo,
kad D ir E frakcijos buvo aktyvios, ir jy ICsy reikSme yra 75 pug/ml. Fig.8F-8H
vaizduoja bidingus rezultatus, gautus frakcijy kombinacijy tyrime. Siuo atveju A+B
procianidiny frakcijy kombinacija neturéjo poveikio, tuo tarpu B+E ir D+E
kombinacijos buvo aktyvios, ir jy ICso reikmé buvo 60 pg/ml. ICso reikSmes, gautos
i kity procianidiny frakcijy kombinacijy dozés-atsako kreiviy, buvo 60-80 pug/ml
intervale, kai kombinacijose buvo D arba E frakcijos. Atskiros ICsp reikSmeés duotos
6 lenteléje. Sie rezultatai buvo i esmés tokie patys, kaip ir PC-3 Iasteliy linijai gauti
rezultatai.

C. HCT-116 gaubiamosios Zarnos lasteliy linija

Fig.9A-9H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybé tarp kakavos
procianidiny frakcijy ir HCT-16 gaubiamosios Zarnos lasteliy linijos. Fig.9D ir 9E
rodo, kad E frakcija buvo aktyvi, ir jos ICsy reikSmé yra apytikriai 400 pg/ml. Si
reikSmé buvo gauta, ekstrapoliuojant esamg kreive. Atkreipkite démesj, kad D
frakcijos dozés-atsako kreives polinkis taip pat rodo aktyvuma. Taciau is Sios kreives
nebuvo nustatyfa ICso reik8me, nes Sis kreivés polinkis yra labai nedidelis ir
negalima gauti patikimos reik§més. Fig.9F-9H vaizduoja biidingus trakcijy
kombinacijy tyrimo rezultatus. Siuo atveju B+D procianidiny frakcijy kombinacija
nerode pastebimo aktyvumo, tuo tarpu A+E ir D+E kombinacijos buvo aktyvios ir

turejo ICsp reikSmes, atitinkamai lygias 500 pg/ml ir 85 pg/ml. ICsp reik$meés, gautos
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i§ kity frakcijy kombinacijy dozés-atsako kreiviy, vidutiniSkai buvo apie 250 pg/ml,
kai kombinacijose buvo E frakcija. Ekstrapoliuotos ICso reikSmes duotos 6 lenteléje.
D. ACHN inksty lasteliy linija
Fig.10A-10H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny frakcijy it ACHN inksty lasteliy linijos. Fig.10D-10E rodo, kad nei

viena atskira frakcija nebuvo aktyvi pries $ia lasteliy linija. Fig.10F-10H vaizduoja
budingus frakcijy kombinacijy tyrimo rezultatus. Siuo atveju B+C procianidiny
frakcijy kombinacija buvo neaktyvi, tuo tarpu A+E kombinacijos ekstrapoliuota
ICsy reikdmé buvo apytikriai 500 pug/ml. Dozés-atsako kreives, panaSios | C+D
kombinacijos kreive, buvo laikomos neaktyviomis, nes jy polinkiai buvo labai mazi.
Kity frakcijy kombinacijy ekstrapoliuotos IDso reik3mes duotos 6 lenteleje.

E. A-549 plaudiy lasteliy linija

Fig.11A-11H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny frakcijy ir A-549 plauciy lasteliy linijos. Nei vienos atskiros frakcijos
atveju aktyvumo nerasta; aktyvumo nebuvo ir $iame bandyme naudoty doziy
intervale frakcijy kombinacijy atveju. Tadiau procianidiny frakcijos vis délto gali
biiti naudingos Sios Igsteliy linijos atzvilgiu.

F. SK-5 melanomos lasteliy linija

Fig.12A-12H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybé tarp kakavos
procianidiny frakeijy ir SK-5 melanomos lasteliy linijos. Nei vienos atskiros frakcijos
atveju aktyvumo nerasta; aktyvumo nebuvo ir Siame bandyme naudoty doziy
intervale frakcijy kombinacijy atveju. Tacdiau procianidiny frakcijos vis délto gali
biiti naudingos Sios lasteliy linijos atzvilgiu.

G. MCEF-7 kruties lasteliy linija

Fig.13A-13H parodyta tipiska dozés-atsako priklausomybe tarp kakavos
procianidiny frakcijy ir MCF-7 kriities lasteliy linijos. Nei vienos atskiros frakcijos
atveju aktyvumo nerasta; aktyvumo nebuvo ir Siame bandyme naudoty doziy
intervale frakcijy kombinacijy atveju. Taciau procianidiny frakcijos vis délto gali

biiti naudingos Sios lgsteliy linijos atzvilgiu.
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H. CCRF-CEM T-lasteliy leukemijos linija
Netipiskos dozés-atsako kreivés buvo i§ pradziy gautos CCRF-CEM T-

lasteliy leukemijos linijos atveju. Taciau Iasteliy, suskaiCiuoty mikroskopu, skaiciaus
priklausomybé nuo laiko, esant skirtingoms frakcijy koncentracijoms, rodo, kad 500
ug A, B ir D frakcijy dozé dave 80 % augimo sumazinimg per keturiy dieny
laikotarpj. Bldinga dozés-atsako priklausomybé parodyta fig.14.

1. Apibendrinimas

Siuose bandymuose gautos ICsy reikimés duotos 6 lenteléje visoms Igsteliy
linijoms, iSskyrus CCRF-CEM T-lasteliy leukemija. T-lasteliy leukemija buvo
samoningai nejtraukta | lentelg, kadangi buvo naudotoa skirtinga bandymo
metodika. Siy rezultaty apibendrinimas rodo, kad didziausias aktyvumas yra susijes
su D ir E frakcijomis. Sios frakcijos buvo aktyviausios prie3 PC-3 (prostatos) ir KB
(nasopharyngeal/HeLa) Iasteliy linijas. Sios frakcijos taip pat rodo aktyvuma pries
HCT-116 (gaubiamosios zarnos) ir ACHN (inksty) lgsteliy linijas nors ir tik esant
daug didesnéms dozems. Aktyvumo prie§ MCF-7 (krities), SK-5 (melanoma) ir A-
549 (plauciy) linijas nerasta. Taciau vis deélto procianidiny frakcijos gali biti
naudingos ir Siy lasteliy linijy atzvilgiu. Aktyvumas buvo rastas ir prie§ CCRF-CEM
(T-Iasteliy leukemijos) Iasteliy linija. Taip pat reikia pazyméti, kad D ir E frakeijy
kompozicija yra sudétingiausia. Tokiu biidu, i3 $iy duomeny aisku, kad kakavos
ekstraktai, ypatingai kakavos procianidinai, turi zymy priesnavikinj, priesveézinj arba

antineoplazminj aktyvuma.
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6 lentelé: Kakavos procianidiny frakcijy poveikio pries jvairias lasteliy linijas ICs

reikSmes
Frakcija PC-3 KB HCT-116 | ACHN | MCF-7 | SK-5 A-549
A
B
C
D 90 80
E 75 75 400
A+B
A+C 125 100
A+D 75 75
A+E 80 75 500 500
B+C
B+D 75 80
B+E 60 65 200
C+D 80 75 1000
C+E 80 70 250
D+E 80 60 85

Didesnés nei 100 pg/ml reikSmés gautos, ekstrapoliuojant dozés-atsako kreives

7 pavyzdys: Kakavos ekstrakty (procianidiny) prie$véZinis, prieSnavikinis arba
antineoplazminis aktyvumas
Buvo panaudota keletas papildomy in vitro bandymy metodiky, norint
papildyti ir iSplesti 6 ir 7 pavyzdziuose pateiktus rezultatus.

A metodas Nudazymo Kkristalvioletu bandymas

Visos zmogaus vézinés lastelés buvo gautos 1§ American Type Culture

Collection. Lastelés buvo auginamos monosluoksniy pavidalu IMEM, turin¢ioje 10
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% fetalinio jaudio serumo be antibiotiky. Lastelés buvo laikomos drégnoje, 5 %
CO; atmosferoje 37 °C temperatiliroje.

Po tripsinizacijos lastelés buvo suskaiiuotos ir padaryta 1000-2000
lasteliy/100 ul koncentracija.Lasteliy proliferacija buvo nustatoma, padengiant
lastelémis (1000-2000 Iasteliy/duobutei) mikrotitro plokstele su 96 duobutémis.
Idéjus 100 pl lasteliy i kiekviena duobute, paliekama, kad jos prisijungty, 24
valandas. Baigiantis 24 valandy laikotarpiui, pridedami jvairiy kakavos frakcijy
skirtingi kiekiai, norint gauti dozés-atsako rezultatus. Kakavos frakcijos buvo
istirpintos terpéje, pagaminant du kartus didesnes koncentracijas, ir j tris duobutes
dedant tg patj kiekj, pridedama 100 pl kiekvieno tirpalo. Sekan¢iy dieny begyje
plokstelés buvo dazomos 50 pl kristalvioleto (2,5 g kristalvioleto iStirpinta 125 ml
metanolio ir 375 ml vandens) 15 minuciy. DaZas pa3alinamas, o plokstele atsargiai
pamerkiama | Salta vandenj, kad biity palalintas daZzo perteklius. Plovimas
kartojamas dar du kartus, ir plokstelés paliekamos i8dzititi. Likes daZas tirpinamas,
pridedant j kiekvieng duobute 100 ul 0,1 M natrio citrato 50 % etanolyje. Istirpinus,
ELISA ploksteliy skaiciuokliu, esant 540 nm bangos ilgiui (palyginimo filtras 410
nm), nustatomas lasteliy skaicius. ELISA skai¢iuoklio duomenys apdorojami
grafiSkai, ant y aSies atidedant optinj tankj, o ant x adies - augimo dienas.

B metodas. Klonavimo minkStame agare bandvmas

Lasteles klonuojamos mink$tame agare pagal Nawata, H., Chong, M.T,,
Bronzert, D. and Lippman, M.E. Estradiol-Independent Growth of a Subline of
MCF-7 Human Breast Cancer Cells in Culture, J. Biol. Chem., 256:13, 6895-6902
(1981) apraSyta metodikaq. Atskiry lasteliy suspensijos buvo pagamintos terpéje,
kurioje yra 0,8 % agaro su jvairiomis kakavos frakcijy koncentracijomis. Suspensijos
buvo iSpilstytos lygiomis dalimis j 35 mm skersmens lékSteles ir padengtos terpe,
turin€ia 1,0 % agaro. Po 10 inkubacijos dieny, Ominicron 3600 Image Analysis
sistema nustatomas didesniy nei 60 pm kolonijy skai¢ius. Rezultatai apdorojami
grafiSkai, atidedant ant y asies kolonijy skaiciy, o ant x aSies - kakavos frakcijos

koncentracija.
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C metodas. XTT-mikrokultiiros tetrazolio bandymas
Ivairiy kakavos frakcijy skryningui panaudota XTT bandymo metodika, kurig

aprasé Scudiero, D.A., Shoemaker, R.H., Paull, K.D,, Monks, A., Tierney, S,
Nofziger, T.H., Currens, M.J., Seniff, D., and Boyd, M.R. Evaluation of a Soluble
Tetrazolium/Formazin Assay for Cell Growth and Drug Sensitivity in Culture Using
Human and Other Tumor Cell Lines, Canur Research, 48, 4827-4833 (1988). XTT
bandymas buvo i§ esmés toks pats, kaip ir bandymas, apradytas naudojant MTT
metodika (6 pavyzdys), iSskyrus tokius pakeitimus. XTT ((2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-
5-sulfofenil )-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolio hidroksidas) buvo pagamintas,
padarant 1 mg/ml koncentracija, serumo neturincioje terpeje, pries tai pasildytoje iki
37 °C. PMS pagamintas, imant 5 mM koncentracija PBS. XTT ir PMS sumaiSomi
santykiu:10 pl PMS 1 mililitrui XTT, ir 50 pl PMS-XTT jpilama | kiekviena
duobute. Inkubavus 37 °C temperatiiroje 4 valandas, plokStelés maiSomos 30 min.
mechaniniu vibratoriumi ir matuojamas optinis tankis 430-600 nm intervale.
Rezultatai apdorojami grafiskai, atidedant ant y aSies optinj tank}, o ant x aSies -
augimo dienas arba koncentracijg.

A ir C metody atveju, rezultatai taip pat apdorojami grafiSkai, atidedant ant
y adies procentus nuo kontrolés, o ant x asies - augimo dienas arba koncentracija.

XTT ir kristalvioleto bandymy metodikos buvo palygintos D&E frakcijos (3B
pavyzdys) kakavos ekstraktams MCF-7 p168 kriities vézio lasteliy linijos atzvilgiu,
norint nustatyti, kuris i$ Siy bandymy yra jautriausias. Kaip parodyta fig.15A, abu
bandymai davé tuos pacius dozes-atsako efektus, kai koncentracijos yra didesnés uz
75 pg/ml. Esant mazesnéms uz Sig reikSme koncentracijoms, Kristalvioleto bandymas
dave didesnius standartinius nukrypimus nei XTT bandymo rezultatai. Taciau,
kadangi kristalvioleto bandyma lengviau naudoti, visi tolimesni bandymai, jeigu
nenurodyta kitaip, buvo atlikti pagal $ig metodika,.

Pateikti kristalvioleto bandymo rezultatai (fig.15B-15E), norint parodyti
nevalyty polifenoliy ekstrakty (2 pavyzdys) poveikj atitinkamai | kriities vézio

lasteliy linija MDA MB231, prostatos veézio lasteliy linijg PC-3, krtties vezio lasteliy
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linija MCF-7 p163 ir gimdos kaklelio véZzio lasteliy linija Hela. Visais atvejais 250
ng/ml dozé pilnai inhibavo visy véZziniy lasteliy augima per 5-7 dienas. Pasirodé, kad
Hela lasteliy linija yra labiau jautri ekstraktui, kadangi 100 ug/ml dozé taip pat
inhibavo augimg. Taip pat buvo bandytos 3B pavyzdzio kakavos frakcijy poveikis
Hela ir kito kriities vézio - SKBR-3 - Iasteliy linijai. Rezultatai (fig.15F ir 15G)
parodé, kad D&E frakcija turi didziausia aktyvuma. Kaip parodyta fig.15H ir 151,
abiems lasteliy linijoms buvo gautos apie 40 pg/ml ICso reikSmes.

D&E kakavos frakcijos taip pat buvo istirtos klonavimo minkStame agare
bandyme, kuriame buvo nustatyta tiriamojo junginio(iy) sugebéjimas inhibuoti nuo
pririsimo nepriklausant] augimg. Kaip parodyta fig.15J, 100 pg/ml koncentracija
pilnai inhibuoja Hela Iasteliy kolonijy susidaryma.

Buvo taip pat iStirta nevalyty fenoliy ekstrakty, gauty i§ aStuoniy skirtingy
kakavos genotipy, atstovaujanéiy tris sodininkystés veisles, poveikis | Hela lasteliy
linija. Kaip parodyta fig.15K, jvairios kakavos veislés rodo panasius dozes-atsako
efektus. UIT-1 atmaina parodé didziausia aktyvuma pries Hela lasteliy linija. Sie
rezultatai rodo, kad visi kakavos genotipai turi fenoliy frakcija, kuri rodo aktyvuma
prie§ bent vieng zmogaus véziniy lIasteliy linijg, nepriklausomai nuo geografinés
kilmes, sodininkysteés veislés ir genotipo.

Kita bandymy eilé buvo atlikta su nevalytais polifenoliy ekstraktais,
pagamintais, paimant kiekvieng dieng meéginius i$ vienos tonos apimties tradicinio 5
dieny trukmes Brazilijos kakavos pupeliy fermentavimo proceso, po kurio eina 4
dieny trukmés dziovinimo sauléje stadija. Rezultatai, parodyti fig.15L, nerodo aiskiy
Siy pradiniy apdorojimo stadijy efekto, kas leidzia manyti, kad politenoliy
kompozicija mazai keiciasi. Taciau yra zinoma (Lehrian, D.W.; Patterson, G.R. In
Biotechnology; Reed, G., Ed.; Verlag Chemie: Weinheim, 1983, Vol.5, Chapter 12),
kad fermentacijos stadijoje polifenoloksidazé (PPO) oksiduoja polifenolius. Norint
nustatyti, kokj poveikj fermentiniu biidu oksiduoti polifenoliai turi j aktyvuma,
atliktas kitas eksperimentas. Nevalyta PPO buvo pagaminta, ekstrahuojant smulkiai

sumaltas, nefermentuotas, Saltai 1$dziovintas, nuriebalintas Brazilijos kakvos
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pupeles acetonu, imant 1 gramui milteliy 10 ml acetono. Suspensija centrifuguojama
15 min., esant 3000 aps./min. Tai buvo kartojama tris kartus, kiekviena karta
atskiriant nuopila, o iSekstrahavus ketvirta karta, nufiltruojama per Biuchnerio
piltuva. Acetonu iSekstrahuoti milteliai paliekami iSdziGti ore, o po to atlickamas
bandymas pagal McLord and Kilara (1983)' aprasyta metodika. 1 nevalyty
polifenoliy tirpala (100 pg/10 ml citratinio-fosfatinio buferio, 0,02 M, pH 5,5)
pridedama 100 mg acetonu iSekstrahuoty milteliy (4000 vien./mg baltymo) ir
mai$oma oro srove burbuliuojant per suspensija 30 min. Méginys centrifuguojamas
15 min., esant 5000xg, ir nuopilas ekstrahuojamas 3 x 20 ml etilacetato. Etilacetato
ekstraktai sumaiSomi, sausai nudistiliuojama daliniame vakuume, pridedama 5 ml
vandens ir liofilizuojama. Tada $i medziaga tiriama Hela lasteliy atzvilgiu, ir
lyginamos dozés-atsako kreivés su nevalyty polifenoliy ekstrakty, kurie nebuvo
apdoroti fermentu, kreivémis. Rezultatai (fig.15M) parode Zymy fermentiSkai
oksiduoty ekstrakty dozés-atsako kreivés poslinkj, rodantj, kad oksiduoti produktai
yra stipresni inhibitoriai nei jy gamtinés formos.
9 pavyzdys: Kakavos ekstrakty, turinfiy procianidiny, antioksidacinis
aktyvumas

Literatiiriniai duomenys leidZzia manyti, kad yra rySys tarp gamtoje
atsirandanciy antioksidanty (vitaminy C, E ir B-karoteno) ir ligos tikimybes
sumazejimo, jskaitant vézj (Designing Foods, Manipulating Foods to Promote
Health, Inform, 4:4, 344-369 (1993); Caragay, A.B., Cancer Preventive Foods and
Ingredients, Food Technology, 46:4, 65-79 (1992). Paprastai manoma, kad Sie
antioksidantai veikia tam tikrus oksidacinius ir laisvaradikalinius procesus, kurie yra
kai kuriy tipy augliy atsiradimo skatinimo priezastis. Be to, kai kurie augaly
polifenoliniai junginiai, kurie, kaip buvo parodyta, yra antikarcinogeniniai, taip pat
turi nemazg antioksidantinj aktyvuma (Ho et al., 1992; Huang et al., 1992).

Norint nustatyti, ar kakvos ekstraktai, turintys procianidiny, turi
antioksidantiniy savybiy, buvo naudotas standartinis Rancimat’o metodas. Kakavos

ekstraktams gauti panaudotos 1, 2 ir 3 pavyzdziuose apradytos metodikos; ekstraktai
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buvo toliau apdorojami, norint gauti dvi frakcijas i§ gelio pralaidumo
chromatografijos. Sios dvi frakcijos i§ esmés buvo A-C frakcijy ir D ir E frakcijy
kombinacijos (zr. fig.1), kuriy antioksidantinés savybés buvo lyginamos su
sintetiniais antioksidantais BHA ir BHT.

Zemes riesuty aliejus buvo iSspaustas i§ nepakepinty Zemés rieuty, nuémus
odeles. Kiekvienas tiriamasis junginys buvo jterptas | aliejy, sudarant 2
koncentracijy lygius: =100 m.d ir 20 m.d. (tikslds kiekiai duoti 7 lentel¢je). |
kiekviena meéginj pridedama 50 pl antioksidanto tirpalo metanolyje antioksidanto
dispergavimui palengvinti. Kontrolinis méginys buvo pagamintas su 50 pl metanolio,
neturin¢io antioksidanto.

Buvo tiriami sudvejinti méginiai, norint nustatyti oksidacinj stabiluma,
naudojant Rancimat’o stabilumo testa 100 °C temperatiiroje, kai oro greitis yra 20
cm’/min. Eksperimento parametrai pasirinkti taip, kad jie atitikty parametrus,
naudotus aktyvaus deguonies metode (AOM) arba Swift’o stabilumo teste (Van
Oosten, C.W., Poot, C and Hensen, A.C., The Precision of Swift Stability Test,
Fette, Seifen, Anstrichmittel, 83:4, 133-135 (1981). Rezultatai duoti 8 lenteléje, t.y.

valandos, reikalingos 100 mekv. peroksido kiekiui pasiekti.

7 lentelé: Antioksidanty koncentracijos

Meginys m.d
1 lygis 2 lygis
Butilintas hidroksitoluenas (BHT) 24 120
Butilintas hidroksianizolas (BHA) 24 120
Nevalyta kakvos butilacetatine frakcija 22 110
A-C frakcija 20 100
D-E frakcija 20 100
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8 lentelé: RieSuty aliejaus su jvairiais antioksidantais oksidacinis stabilumas

- Meéginys 20 m.d. 100 m.d.
Kontrole 10,5+0,7 (vidurkis)
BHT 16,5+2,1 12,5+2,1
BHA 13,5+2,1 14,0+1,4
Nevalyta kakavos frakcija 18,0+0,0 19,014
A-C frakcija 16,0+6,4 17,5+0,0
D-E frakcija 14,0x£1,4 12,5+0,7

Sie rezultatai rodo padidintg rieduty aliejaus su visais tirtaisiais priedais
oksidacinj stabiluma. Didziausias oksidacinio stabilumo padidéjimas buvo gautas
méginyje su jterptu nevalytu etilacetatiniu kakavos ekstraktu. Sie rezultatai rodo,
kad kakavos ekstraktai, turintys procianidiny, turi tokj pat} arba didesnj
antioksidacinj potencialg, nei vienodi sintetiniy BHA ir BHT kiekial. IS to seka, kad
$io iSradimo medziagos gali biiti naudojamos vietoj] BHT arba BHA tais atvejais, kur
naudojami BHT arba BHA, pavyzdziui, tokiais kaip antioksidantai ir/arba maisto
priedai. Be to, Siuo poziliriu reikia paZymeti, kad iSradimo medziagos yra i3
maistinio Saltinio. Turédamas $iuos rezultatus, patyrgs specialistas, nedarydamas
eksperimenty, galés lengvai nustatyti tinkama iSradimo medziagos kiekj, naudojant
ja vietoj BHA arba BHT, pvz., kiekj, kurj reikia pridéti j maista.

10 pavyzdys: Topoizomerazés II inhibicijos tyrimas

DNR topoizomerazes I ir II yra fermentai, kurie katalizuoja DNR grandiniy
suskaldymg ir susijungima, kontrolivodami DNR topologines biisenas (Wang, J.C.,
DNA Topoisomerases, Ann. Rev. Biochem., 54, 665-697 (1985). Salia intralasteliniy
topoizomerazes tyrimy, vienas i$ svarbiausiy atradimy buvo topoizomerazes 11, kaip
pirminio Igstelés taikinio, nustatymas eilei kliniskai svarbiy prieSnavikiniy junginiy
(Yamashita, Y., Kawada, S.-Z. and Nakano, H., Induction of Mammalian

Topoisomerse II Dependent DNA Cleavage by Nonintercalative Flavanoids,
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Genistein and Orbol., Biochem. Pharm., 39:4, 737-744 (1990), kurie apima
jsiterpiancius agentus (m-AMSA, Adriamycin® ir elipticing), o taip pat ir
nejsiterpiancius epipodofilotoksinus. Kai kurie duomenys rodo, kad kai kurie
prie$navikiniai vaistai turi bendra savybe stabilizuoti DNR-topoizomerazes II
kompleksa (“skaldomas kompleksas”), kuriam susidlirus su denatiiruojanciais
agentais, indukuojamas DNR suskaldymas (Muller, M.T., Helal, K., Soisson, S and
Spitzer, J.R., A Rapid and Quantitative Microtiter Assay for Eukaryotic
Topoisomerase II, Nuc. Acid Res., 17:9499 (1989). Buvo pasitlyta, kad 3is
priednavikiniy vaisty sukeltas skaldomas kompleksas pagamina didelio tirio DNR
aduktus, kurie gali sunaikinti Iastelg.

Pagal § patraukly modelj, specifinis naujas DNR topoizomerazes II
skaldomo komplekso induktorius yra tinkamas kaip prieSvézinis, prieSnavikinis arba
antineoplazminis agentas. Bandant nustatyti citotoksinius junginius, turinius
aktyvuma, taikomg | DNR, buvo atliktas kakavos procianidiny padidinto
citotoksinio aktyvumo prie$ keleta DNR naikinimui jautriy lasteliy linijy skryningas
ir fermentinis tyrimas su Zmogaus topoizomeraze [I, gauta i$ limfomos.

A. Kinetoplasty DNR suridimo pasalinimas topoizomeraze II

Topoizomerazes II kinetoplasty DNR surid$imo paSalinimo inhibavimas in
vitro, kaip apras¢ Muller, M.T., Helal, K., Soisson, S and Spitzer, J.R., A Rapid and
Quantitative Microtiter Assay for Eukaryotic Topoisomerase II, Nuc. Acid Res.,
17:9499 (1989), buvo atliktas tokiu biidu. Branduoliy ekstraktai, turintys
topoizomerazés Il aktyvuma, buvo pagaminti i§ Zmogaus limfomos, modifikuojant
Miller, K.G., Liy, L.F. and Englund, P.A., Homogeneus Type II DNA
Topoisomerse from Hela Cell Nuclei, J. Biol. Chem., 256:9334 (1981) ir Danks,
M.K., Schmidt, C.A., Cirtain, M.C., Suttle, D.P., and Beck, W.T., Altered Catalytic
Activity of and DNA Cleavage by DNR Topoisomerase II from Human Leukemic
Cells Selected for Resistance to VM-26, Biochem., 27:8861 (1988) metodus. Vieno
isvalyto fermento vieneto uztenka 0,25ng kinetoplasty DNR surisimui paSalinti per

30 min. 34 °C temperattroje. Kinetoplasty DNR buvo gauta i§ Crithidia fasciculata
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tripanosomos. Visos reakcijos buvo vykdomos 0,5 ml talpos mikrocentrifuginiuose
mégintuvéliuose, kuriuose buvo 19,5 ul H20, 2,5 pl 10x buferio (1x buferyje yra 50
mM tris-HCl, pH 8,0, 120 mM Kecl, 10 mM MgCl;, 0,5 mM ATP, 0,5 mM
ditiotreitolio ir 30 pug BSA/ml), 1 ul kinetoplasty DNR (0,2 pg) ir 1 ul DMSO
turin¢iy jvairios koncentracijos kakavos procianidinq bandomyjy frakeijy. Si
kombinacija kruop$¢iai sumaiSoma ir laikoma lede. Prie§ pat inkubacija vandens
vonioje 34 °C temperatiiroje 30 minuciy, pridedamas vienas topoizomerazes
vienetas.

Po inkubacijos, suri$imo paSalinimo bandymas sustabdomas, pridedant 5 ul
stop-buferio (5 % sarkosilo, 0,0025 % bromfenolio mélio, 25 % glicerolio), ir
padedama ant ledo. Atlickama DNR elektroforezée 1 % agarozés gelyje TAE
buferyje, turin¢iame etidzio bromido (0,5 ug/ml). Apsvietus ultravioletine 310 nm
bangos ligio $viesa, galima matyti DNR. Geliai buvo nufotografuoti Polaroid Land
kamera.

Fig.17 rodo 38iy eksperimenty rezultatus. Pilnai suriSta kinetoplasty DNR
nemigruoja j 1 % agarozés gelj. Topoizomerazés 11 sukeltas kinetoplasty DNR
suriSimo pa3alinimas duoda monomering DNR (monomerinis zZiedas, [ ir I formos),
kuri migruoja j geli. Fermento inhibicija, kurig sukelia kakavos procianidiny
pridejimas, matoma i§ laipsnisko monomero juosty isnykimo, didéjant
koncentracijai. Remiantis Siais rezultatais buvo parodyta, kad kakavos procianidiny
A, B, D ir E frakcijos inhibuoja topoizomeraze II, kai jy koncentracijos yra 0,5-5,0
png/ml intervale. Sios inhibitoriaus koncentracijos yra labai panasios j koncentracijas,
gautas mitoksantronui ir m-AMSA [4°-(9-akridinilamino)metansulfon-m-anizidinui].

B. Vaistams jautrios lasteliy linijos

Atliktas kakavos procianiding skryningas keleto DNR naikinimui jautriy
lasteliy linijy atzvilgin. Viena i§ lasteliy linijy buvo xrs-6 DNR dvigrandininis
suskaldytas-atstatytas mutantas, sukurtas P. Jeggo (Kemp, L.M., Sedgwick, S.G. and
Jeggo, P.A., X-ray Sensitive Mutants of Chinese Hamster Ovary Cells Defective in
Double Strand Break Rejoining, Mutat. Res., 132:189 (1984). xrs-6 Igsteliy linijos
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DNR atstatymo nepakankamumas daro jas ypatingai jautrias apspinduliavimui
Rentgeno spinduliais ir junginiams, kurie tiesiogiai duoda DNR dvigubos grandines
triikius, tokiems kaip bleomicinas, ir junginiams, kurie inhibuoja topoizomerazg II,
ir tokiu biidu gali netiesiogiai sukelti dvigubos grandinés triikius, kaip pasiiile
Warters, R.L., Lyons, B.W., Li, T.M. and Chen, D.J., Topoisomerase II Activity in a
DNA Double-Strand Break Repair Deficient Chinese Hamster Ovary Cell Line,
Mutat. Res., 254:167 (1991). Citotoksiskumas atstatymo nepakankamuma turinCiai
linijai buvo lyginamas su citotoksiSkumu tobulag DNR atstatyma turin¢iai CHO
linijai - BR1. Padidintas citotoksiskumas atstatymo nepakankamumga turinciai linijai
(xrs-6) buvo interpretuojamas kaip DNR skaldomos dvigubos grandinés trikio
susidarymo jrodymas.

Tobula; DNR atstatymg turinia CHO linijg (BR1) sukiré Barrows, L.R.,
Borchers, A.H., and Paxton, M.B., Transfectant CHO Cells Expressing O°-
alkylguanine-DNR-alkyltransferase Display Increased Resistance to DNA Damage
Other than O°-guanine Alkylation, Carcinogenesis, 8:1853 (1987); ji ekspresuoja O°-
alkilguanin-DNR-alkiltransferazg, apart normaliy CHO DNR atstatymo fermenty.
CHO dvigubos grandinés tritkio atstatymo nepakankamuma turin€ig linija (xrs-6)
padovanojo Dr. P. Jeggo ir jo bendradarbiai (Jeggo, P.A., Caldecott, K., Pidsley, S.,
and Banks, G.R., Sensitivity of Chinese Hamster Ovary Mutants Defective in DNA
Double Strand Break Repair to Topoisomerse II Inhibitors, Cancer Res., 49:7057
(1989). Abi Sios linijos buvo auginamos monosluoksniy pavidalu alfa-MEM,
turin¢ioje serumo ir antibiotiky, kaip aprasyta 6 pavyzdyje. Lastelés buvo laikomos
37 °C temperatiiroje, drégnoje 5 % CO; atmosferoje. Prie§ apdorojimg kakavos
procianidinais, lastelés, iSaugintos monosluoksniais, buvo atskirtos, paveikiant
tripsinu. Bandymai atlikti, naudojant 6 pavyzdyje aprasyta MTT bandymo metodika.

Rezultatai (fig.18) rodo, kad néra padidinto citotoksiskumo xrs-6 lgsteliy
atzvilgiu, kas leidzia manyti, kad kakavos procianidinai inhibuoja topoizomeraze II

skirtingu nuo skaldomos dvigubos grandinés triikio susidarymo biidu. Tai yra
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kakavos procianidinai saveikauja su topoizomeraze II prie§ saveikaujant jai su
DNR, susidarant nesuskaldomam kompleksui.

Nesuskaldomg kompleksa sudarantys junginiai atrasti palyginus nesenial.
Antracikliny, podofilino alkaloidy, antracendiony, akridiny ir elipticiny atstovai
buvo priimti klinikiniam naudojimui, kaip priedvéziniai, prieSnavikiniai arba
antineoplazminiai vaistai, ir jie duoda suskaldomus Iomlpleksus (Liu, L.P., DNA
Topoisomerase Poisons as Antitumor Drugs, Ann. Rev. Biochem., §8, 351-375
(1989). Neseniai buvo rasta keletas naujy topoizomerazes II inhibitoriy klasiy, kurie
atrodo nesudaro suskaldomy kompleksy. Tokie inhibitoriai yra amonatidas (Hsiang,
Y.-H., Jiang, J.B,, and Liu, L.F., Topoisomerase II Mediated DNA Cleavage by
Amonafide and Its Structural Analogs, Mol. Pharmacol., 36, 371-376 (1989),
distamicinas (Fesen, M. and Pommier, Y., Mammalian Topoisomerase II Activity is
Modulated by the DNR Minor Groove Binder - Distainycin in Simian Virus 40
DNA, J. Biol. Chem., 264, 11354-11359 (1989), flavanoidai (Yamashita, Y.,
Kawada, S.-Z. and Nakano, H., Induction of Mammalian Topoisomerse II
Dependent DNA Cleavage by Nonintercalative Flavanoids, Genistein and Orbol,,
Biochem. Pharm., 39:4, 737-744 (1990), saintopinas (Yamashita, Y., Kawada, S.-Z.,
Fujii, N. and Nakano, H., Induction of Mammalian DNA Topoisomerse I and II
Mediated DNA Cleavage by Saintopin, a New Antitumor Agent from Fungus,
Biochem., 30, 5838-5845 (1991), membranonas (Drake, F.H., Hofmann, G.A,,
Mong., S.-M., Bartus, J.O., Hertzberg, R.P., Johnson, R.K., Mattern, M.R., and
Mirabelli, CK., In vitro and Intracellular Inhibition of Topoizomerase II by the
Antitumor Agent Membranone, Cancer Research, 49, 2578-2583 (1989),
terpenoidai (Rawada et al, 1991), antrapirazolai (Fry, D.W., Boritzki, T.J,,
Besserer, J.A., and Jackson, R.C., In vitro Strand Scission and Inhibition of Nucleic
Acid Synthesis on L1210 Leukemia Cells by a New Class of DNA Complexes, the
anthra[1,9-CD]pyrazol-6(2H)-ones (anthrapyrazoles), Biochem. Pharmacol., 34,
3499-3508 (1985), dioksopiperazinai (Tanabe, K., Ikegami, Y., Ishida, R. and

Andoh, T., Inhibition of Topoisomerase II by Antitumor Agents bis(2,6-
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dioxopiperazine) Derivatives, Cancer Research, 51, 4903-4908 (1991) ir jiry
akridinas - dercitinas (Burres, N.S., Sazesh, J., Gunawardana, G.P., and Clement,
J.J., Antitumor Activity and Nuclein Acid Binding Pfoperties of Dercitin, a New
Acridine Alkaloid Isolated from Marine Dercitus species Sponge, Cancer Research,
49, 5267-5274 (1989).

Kadangi kakavos procianidinai inaktyvuoja topoizomerazg¢ II pries susidarant
suskaldomam kompleksui, jie turi chemoteraping vert¢ arba vieni, arba
kombinacijoje su kitais Zinomais ir mechaniSkai nustatytais topoizomerazes II
inhibitoriais. Be to, pasirodo, kad kakavos procianidinai yra nauja topoizomerazes
II inhibitoriy klasé (Kashiwada, Y., Nonaka, G.-I., Nishioka, ., Lee, K.J.-H., Bori,
I., Fukushima, Y., Bastow, K.F., and Lee, K.-H., Tannin as Potent Inhibitors of
DNA Topoisomefése II in vitro, J. Pharm. Sci., 82:5, 487-492 (1993), ir jie gali biiti
maziau toksidki lastelems nei kiti Zinomi inhibitoriai, o tai padidina jy naudinguma
chemoterapijoje.

Zmogaus kriities vézio lasteliy linija MCF-7 (ADR), kuri ekspresuoja su
membranomis suriStg glikoproteing (gp170, suteikiantj atsparuma daugeliui vaisty)
(Leonessa, F., Jacobson, M., Boyle, B., Lippman, J., McGarvey, M., and Clarke, R.
Effect of Tamoxifen on the Multidrug-Resistant Phenotype in Human Breast
Cancer Cells: Isobolograms, Drug Accumulation, and M, 170,000 Glycoprotein (gp
170) Binding Studies, Cancer Research, 54, 441-447 (1994), ir jy téviné linija MCF-7
p168 buvo panaudotos kakavos D&E frakcijy poveikio tyrimams. Kaip parodyta
fig.19, téving linija inhibuoja D&E frakeijy vis didéjancios dozés, tuo tarpu
adriamicinui (ADR) atsparia linija maZiau veikia didelés dozés. Sie rezultatai rodo,
kad D&E kakavos frakcijos turi poveikj i daugeliui vaisty atsparias Igsteliy linijas.

11 pavyzdys: Procianidiny sintezé

Procianidinai buvo sintezuoti pagal Delcour, J.A., Ferreira, D. and Roux,
D.G., Synthesis of Condensed Tannins, Part 9, The Condensation Sequence of
Leucocyanidin with (+)-Catechin and with the Resultant Procyanidins, J. Chem.

Soc. Perkin Trans. I, 1711-1717 (1983) sukurtas metodikas, jas modifikavus. Apart
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(+)-katechino kondensacijos su dihidrokvercetinu redukuojanciomis sglygomis, taip
pat buvo naudotas (-)-epikatechinas, norint atspindéti dideles (-)-epikatechino,
kuris paprastai biina nefermentuotose kakavos pupelése, koncentracijas. Sintezés
produktai buvo i3skirti, i3valyti, i8analizuoti ir identifikuoti 3, 4 ir 5 pavyzdziuose
apraSytais metodais. Tokiu budu buvo gauti biflavanoidai, triflavanoidai ir
tetraflavanoidai, ir panaudoti kaip analitiniai standartai kakavos ekstraktams
aukséiau apraSytu biidu.

12 pavyzdys:  Normalios fazés pusiau preparatyviniy frakciju tyrimas

Kadangi polifenoliniai ekstraktai susideda i3 daugelio medziagy, reikia
nustatyti, kurie komponentai yra veikliis pries véziniy lasteliy linijas, tolimesniam jy
isvalymui, dozés-atsako tyrimams ir i$samiam struktiiros nustatymui. Kakavos
procianidiny idskirstymui pagal oligomery dydj panaudotas normalios fazes pusiau
preparatyvinis chromatografinis skirstymas (3B pavyzdys). Apart pradinio ekstrakto,
buvo gauta dvylika frakeijy (fig. 2B ir 15 O), ir $ios frakcijos, imant 100 pg/ml ir 25
ng/ml dozes, buvo ishandytos su Hela lgstelémis, norint nustatyti, kuris oligomeras
turi didziausia aktyvuma. Kaip parodyta tig.20, 4-11 frakcijos (pentameras-
dodekameras) turéjo ICso reikime, apytikriai lygia 25 ug/ml. Sie rezultatai rodo, kad
biitent $ie oligomerai turi didziausia aktyvumga prie§ Hela lasteles. Be to, kakavos
D&E frakcijy normalios fazés HPLC analizé parode, kad $i frakeija turi didesnj Siy

oligomery kiekj.

I§ to, kas pasakyta auksiau, aiSku, kad $io iSradimo kakavos polifenoliy
ekstraktas, taip pat kompozicijos, biidas ir rinkinys gali biiti panaudojami praktikoje.
Siuo pozitiriu jau buvo minéta, kad iSradimas susijes su maistiniu Saltiniu, ir kad
aktyvumas in vitro gali parodyti bent jau tam tikra aktyvuma in vivo, ypatingai
panaudojant auk$ciau aptartas dozes.

Be to, auks¢iau duotas apraSymas rodo, kad kakavos polifenoliy ekstraktas, o
taip pat kompozicijos, juy gavimo biidas ir rinkinys turi antioksidantinj aktyvuma,

kuris yra panadus | BHT ir BHA aktyvuma, bei oksidacijos stabilizavima. Taigi, Sio
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isradimo medziagos gali biiti naudojamos vietoj BHT arba BHA tais atvejais, kur
naudojami BHT ir BHA, tokiais kaip antioksidantai, pavyzdZziui, pridedami j maista
antioksidantai. Sio isradimo medziagos gali biiti naudojamos vietoj topoizomerazés
inhibitoriy ten, kur naudojami 3ie inhibitoriai. Tokiu biidu, yra daugybé kompozicijy -
ir metody, kuriuos nagrinéja $is iSradimas,” pavyzdziui, antioksidanty arba
konservanty kompozicijos, topoizomeraz¢ inhibuojancios kompozicijos, maisto
apsaugojimo biidai arba bet koks norimas dalykas, toks kaip apsauga nuo
oksidacijos, ir topoizomerazés inhibavimo biidai, susij¢ su ekstraktu ir/arba kakavos
polifenoliu(iais), arba susij¢ su maisto, o taip pat ir topoizomerazes salyCiu su
atitinkama kompozicija arba su ekstraktu ir/arba su kakavos polifenoliu(iais).
Smulkiai aprasius tinkamiausius $io iSradimo jgyvendinimo variantus, turi
biiti suprantama, kad $io iSradimo, kurio apimtis duota apibréZtyje, neapriboja
konkrecios, aprayme duotos detalés; galimos jvairios jo variacijos, nenukrypstant

nuo isSradimo objekto ir sferos.



10 LT 4322 B

ISRADIMO APIBREZTIS

1. I8 esmés grynas kakavos ekstraktas, kuriame yra kakavos polifenolio(iy).

2. Ekstraktas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jj gauna bidu, i Kurj
jeina:

kakavos pupeliy sumalimas j miltus,

$iy milty nuriebalinimas ir

kakavos polifenolio(iy) i3ekstrahavimas is iy milty ir jy iSvalymas.

3. Ekstraktas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad kakavos sumalimo |
miltus biidas apima:

pupeliy ir pulpos i3dziovinimga 3altyje,

pulpos atskyrima nuo pupeliy Saltyje iSdziovintoje maseje,

Saltyje i3dziovinty kakavos pupeliy iSlukStenimg ir

iSlukstenty pupeliy sumalima.

4. Ekstraktas pagal bet kurj i$ 2 arba 3 punkty, besiskiriantis tuo, kad i jo
gavimo biida jeina dar ir ekstrakto valymas gelio pralaidumo chromatografijos
ir/arba preparatyvinés didelio efektyvumo skysciy chromatografijos (HPLC)
metodu.

5. Ekstraktas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame esantis
polifenolis(iai) yra bent vienas i§ kakavos procianidiny, pasirinkty i§ grupeés, kuria
sudaro: (-)-epikatechinas, procianidinas B-2, procianidino oligomerai  4-12,
procianidinas B-5, procianidinas A-2 ir procianidinas C-1.

6. Antineoplazminé kompozicija, besiskirianti tuo, kad | ja jeina i$ esmes
grynas kakavos ekstraktas arba sintetinis kakavos polifenolis(iai) ir tinkamas
nesiklis.

7. Antineoplazminé kompozicija pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad j ja

jeina i$ esmés grynas kakavos ekstraktas, turintis kakavos procianidino(y).
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8. Antineoplazminé kompozicija pagal 7 punkta, besiskirianti tuo, kad
kakavos procianiding(us) gauna biidu, j kurj jeina:

kakavos pupeliy sumalimas j miltus,

$iy milty nuriebalinimas ir

kakavos polifenolio(iy) i$ekstrahavimas i3 $iy milty ir jy iSvalymas.

9. Antineoplazminé kompozicija pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad
kakavos sumalimo j miltus biidas apima:

pupeliy ir pulpos i8dziovinima Saltyje,

pulpos atskyrima nuo pupeliy Saltyje i8dziovintoje mas€je,

Saltyje iSdziovinty kakavos pupeliy isluk$tenimg ir

18lukstenty pupeliy sumalima.

10. Antineoplazminé kompozicija pagal bet kurj i§ 8 arba 9 punkty,
besiskirianti tuo, kad j jos gavimo biida jeina dar ir ekstrakto valymas gelio
pralaidumo chromatografijos ir/arba preparatyvinés didelio efektyvumo skyséiy
chromatografijos (HPLC) metodu.

11. Antineoplazminé kompozicija pagal 10 punkta, besiskirianti tuo, kad joje
esantis polifenolis(iai) yra bent vienas i§ kakavos procianidiny, pasirinkty i§ grupés,
kuria sudaro: (-)-epikatechinas, procianidinas B-2, procianidino oligomerai 4-12,
procianidinas B-5, procianidinas A-2 ir procianidinas C-1.

12. Antineoplazminés kompozicijos, kurioje yra i§ esmés gryno kakavos
ekstrakto arba sintetinio kakavos polifenolio(iy) efektyvus kiekis ir tinkamas nesiklis
panaudojimas vaisty gamyboje.

13. Panaudojimas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad antineoplazminis
agentas yra i5 esmes grynas kakavos ekstraktas, turintis kakavos procianidino(y).

14. Panaudojimas pagal 13 punkts, Dbesiskiriantis tuo, kad kakavos
procianiding(us) gauna biiduy, j kurj jeina:

kakavos pupeliy sumalimas j miltus,

$iy milty nuriebalinimas ir

kakavos polifenolio(iy) iSekstrahavimas i$ $iy milty ir jy iSvalymas.
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15. Panaudojimas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad kakavos pupeliy
sumalimo j miltus blidas apima:

pupeliy ir pulpos i$dziovinima Saltyje,

pulpos atskyrima nuo pupeliy Saltyje i3dziovintoje mas€je,

saltyje i3dziovinty kakavos pupeliy isluktenima ir

islukstenty pupeliy sumalima.

16. Panaudojimas pagal bet kurj i$ 14 arba 15 punkty, besiskiriantis tuo, kad |
antineoplazminio agento gavimo buda jeina dar ir ekstrakto valymas gelio
pralaidumo chromatografijos ir/arba preparatyvinés didelio efektyvumo skysCiy
chromatogratijos (HPLC) metodu.

17. Panaudojimas pagal 16 punkta, besiskiriantis tuo, kad ekstrakte esantis

polifenolis(iai) yra bent vienas i§ kakavos procianidiny, pasirinkty i8 grupes, kuria
sudaro: (-)-epikatechinas, procianidinas B-2, procianidino oligomerai 4-12,
procianidinas B-5, procianidinas A-2 ir procianidinas C-1.

18. Rinkinys, skirtas gydymui paciento, kurj reikia gydyti antineoplazminiu
agentu, besiskiriantis tuo, kad j ji jeina i3 esmes grynas kakavos ekstraktas, turintis
procianidino(y) arba sintetinio kakavos polifenolio(iy), ir tinkamas nesiklis.

19. Rinkinys pagal 18 punkta, besiskiriantis tuo, kad antineoplazminis
agentas yra is esmés grynas kakavos ekstraktas, turintis procianidino(y), ir rinkinyje
yra ingredieny sumaidymo ir/arba rinkinio vartojimo instrukcijos.

20. Liofilizuota antineoplazminé kompozicija, besiskirianti tuo, kad i ja jeina
is esmés grynas kakavos ekstraktas arba sintetinis kakavos polifenolis(iai).

21. Liofilizuota antineoplazminé kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti
tuo, kad i ja jeina i§ esmés grynas kakavos ekstraktas, turintis kakavos
procianidino(y).

22. Antioksidanto arba konservanto kompozicija, besiskirianti tuo, kad | ja
jeina i3 esmés grynas kakavos ekstraktas pagal 1 punkta arba sintetinis kakavos

politenolis(iat).
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23. Topoizomeraze inhibuojanti kompozicija, besiskirianti tuo, kad j ja jeina
i3 esmés grynas kakavos ekstraktas pagal 1 punktg arba sintetinis kakavos
polifenolis(iai).

24. Norimo objekto iSlaikymo arba apsaugojimo nuo oksidacijos bidas,
besiskiriantis tuo, kad 3is objektas paveikiamas kompozicija pagal 22 punkta.

25. Biidas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad objektas yra maisto
produktai.

26. Topoizomerazés inhibavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad topoizomeraze

paveikiama kompozicija pagal 23 punkta.
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