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ISradimo sritis

Sis iSradimas yra susijes su maistine farmacine kompozicija ir jos
panaudojimu véZiui gydyti. Konkrediau, $is i§radimas yra susijgs su polifenoliy
turingiomis farmacinémis kompozicijomis, kuriose yra efektyvus kiekis polifenoliy,
skirtomis veZiui gydyti. Sio iSradimo kompozicijos yra naudojamos kaip agentas
véZiui gydyti, susidedantis i askorbo rigsties, lizino, prolino ir bent vieno
polifenolinio junginio, pasirinkto i§ grupés, susidedancios i$ epigalokatechingalato,

epikatechingalato, epigalokatechino, epikatechino ir katechino.
ISradimo kilmé

Pramoniniame pasaulyje véZys yra viena i$ vyraujanciy mirties priezasCiy.
Nera specifinio ir priezastio véZio gydymo, ir mirtingumas nuo véZio yra vienas is
didZiausiy lyginant su kitomis ligomis. Placiausiai naudojami gydymo bldai —
chemoterapija ir radioterapija — nedaro skirtumo tarp sveiko audinio ir vézio, ir yra
susije su sunkiais $alutiniais poveikiais. Taigi, yra reikalingas selektyvus véZio
gydymas.

Vienas i§ pagrindiniy mechanizmy, kuri naudoja plintanios i
metastazuojanéios organizme vézio lastelés, apima supancio jungiamojo audinio
fermentine destrukcija. Terapinés strategijos iam procesui kontroliuoti naudojant
specifinius vaistus nebuvo sékmingos, ir dabartiniu metu néra priemoniy véZio
metastazavimui  kontroliuoti.  Siuolaikinés gydymo  metodikos, naudojant
chemoterapijg ir radioterapija, koncentruojasi | véziniy lasteliy suardyma organizme ir
néra nukreiptos | metastazes. Be to, tokie gydymo badai yra toksiski, nespecifiniai ir
susije su sunkiais $alutiniais poveikiais. Chemoterapija ir radioterapija atnesa naujy
véZio zidiniy susidarymo pavojy ir per jungiamojo audinio destrukcijg organizme gali
palengvinti vézio atsiradima.

Kad i§augty ir isplisty | kitas organizmo dalis, vézinés lastelés skaldo

ekstralasteline matricg per jvairias matricines metalproteinazes (MMP) ir plazmina,
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kuriy aktyvumai buvo siejami su auglio augimo agresyvumu. Rath ir Pauling (1992)
padaré prielaidg, kad maistinés medziagos, tokios kaip aminorigstis, lizinas ir
askorbo riigstis, gali veikti kaip ekstralgstelinés matricos proteolizés gamtiniai
inhibitoriai ir kaipo tokie jie gali moduliudti ‘auglio augima ir plitima. Sios maistinés
medziagos gali panaudoti savo priedvézinj potencialg keliais mechanizmais, tarp jy
yra MMP inhibavimas ir véZines Igsteles supancio jungiamojo audinio stiprinimas
(auglio “kapsuliavimo” efektas).

U.S. Pat. No.5962,517 aprasoma farmaciné kompozicija [vairioms
medicininéms indikacijoms (nuplikimui gydyti). | aprasyta kompozicijg jeina plikimg
mazinantis komponentas, bent jau varnaléSos $aknis, geltonyjy ragstyniy Saknis,
arba kompozicija katechino pagrindu ir odos lasteles kondicionuojantis komponentas,
turintis pereinamosios grupes metalo. Neparodyta, kad aprasyta kompozicija yra bent
kiek naudinga vézio gydymui ir/arba prevencijai.

PCT WO 007/76492 aprasoma maistiné kompozicija ligos slopinimui, kurioje
yra katechininio junginio. Tadiau buvo parodyta, kad katechininio junginio
bioprieinamumas yra mazas (Chen L., Lee M.J., Yang S.C. Drug Metab. Dispos. 25:
1045-1050 (1997); Yang C.S., Chen L., Lee M.J., Balentine D.A., Kuo M.C., Schantz
S. Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 7: 351-35 (1998); Bell J.R., Danovan J.L., Wong
R., Waterhouse H., German J.B., Walzem R.L., Kasim K. Am. J. Clin. Nutr. 71: 103-
108 (2000); Sherry Chow H.H., Cai Y., Alberts D.S., Hakim [., Dorr R., Shahi F.,
Crowell JA., Yang S.C., Hara H. Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 10: 53-58 (2001))
ir PCT WO 007/76492 nepavyko surasti priemoniy bioprieinamumui padidinti kaip yra
reikalaujama vézio gydyme ir/arba prevencijoje.

Demeule ir kt. apraso, kad Zaliosios arbatos katechinai gali tureti inhibicinj
poveikj matricinei metalproteinazei. Bet néra pasitlymy arba patarimy kaip naudoti
katechinus vézio gydymui ir/farba prevencijai. Atsizvelgiant | tai, kad polifenoliy
bioprieinamumas Zmonéms yra ypatingai mazas, maZa katechiny koncentracija
audiniuose labai sumazina polifenoliy, jskaitant epigalokatechingalato (EGCD),
terapine verte. Todél yra pastovus poreikis surasti geresne polifenoliy turincig
maistine farmacing kompozicija, kuri baty efektyvesne neoplazinéms ligoms ir kitoms
ligoms, jskaitant uzdegimines ligas, gydyti.

Islieka poreikis saugiy ir efektyviy natdraliy strategijy, kurios gali bati
naudojamos vézio plitimo organizme procesams kontroliuoti. Taip pat egzistuoja

poreikis prevencinés priemonés prie$ jvairiy vezio formy arba gerybiniy augliy
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atsiradima Zmonéms, kad tokios priemonés galéty bati taikomos pacientams be su
gydymu susijusiy $alutiniy efekty rizikos. Maistinés farmacinés kompozicijos tapo
populiarios, kadangi pastaruoju metu padauggjo vézio atvejy. Tokiy kompozicijy

pareikalavimas tesis ir tikriausiai didés.
ISradimo santrauka

Kaip vienas $io iSradimo tikslas, yra pateikiama veéZiui gydyti tinkanti maistine
farmaciné kompozicija, sudaryta i$: a) askorbo junginio; b) L-lizino junginio; c) L-
prolino junginio ir d) bent vieno polifenolinio junginio, pasirinkto i§ grupes,
susidedandios i§ epigalokatechingalato, epikatechingalato, epigalokatechino,
epikatechino ir katechino. Junginiai a-c) stiprina polifenolinio junginio aktyvuma
blokuojant vézine proliferacijg ir metastazavima.

Pageidautina, kad askorbo junginys biity pasirinktas i§ grupés, susidedancios
i§ askorbo rigsties, farmaciniu poZidriu priimtiny askorbato drusky, askorbato esteriy
ir/arba jy misiniy. Pageidautina, kad farmaciniu pozidriu priimtina askorbato druska
baty kalcio askorbatas arba magnio askorbatas. Dar geriau, kad askorbato esteris
blity askorbilpalmitatas. Pageidautina, kad lizino junginys bty pasirinktas i$ grupés,
susidedangios i§ lizino hidrochlorido ir lizininiy farmaciniu poZitriu priimtiny lizino
drusky. Pageidautina, kad prolino junginys bity pasirinktas i$ grupes, susidedancios
i$ prolino hidrochlorido ir prolininiy farmaciniu poZitriu priimtiny, prolino drusku.

Kaip kitas tikslas, | pateikta maistine farmacine kompozicijg jeina dar ir
mikroelementai, pasirinkti i$ grupés, susidedancios i§ seleno, vario, mangano, kalcio
ir magnio.

Kaip kitas tikslas, | pateikta maistine farmacing kompozicijg jeina dar ir
aminorlgstis. Geriau, kai aminorlgstis yra argininas. Dar geriau, kai | pateiktg
maistine farmacine kompozicijg jeina dar ir N-acetilcisteinas.

Kaip kitas tikslas, S$iame i§radime yra pateikiama véZiui gydyti tinkanti maistiné
farmaciné kompozicija, sudaryta i: a) askorbo junginio; b) L-lizino junginio; c) L-
prolino junginio, d) N-acetilcisteino ir e) bent vieno polifenolinio junginio, pasirinkto i$
grupes, susidedandios i§ epigalokatechingalato, epikatechingalato, epigalokatechino,
epikatechino ir katechino. Junginiai a-d) stiprina polifenolinio junginio aktyvumg

blokuojant vézine proliferacijg ir metastazavima.



LT 5240 B

Kaip kitas tikslas, $iame iSradime yra pateikiama maistine farmacine
kompozicija, susidedanti i§ 250 mg askorbo rigsties, 250 mg kalcio askorbato, 250
mg magnio askorbato, 250 mg askorbilpalmitato, 1000 mg polifenoliy, 200 mg L-
acetilcisteino, 1000 mg lizino, 750 mg prolino, 500 mg arginino, 30 mcg seleno, 2 mg
vario ir 1 mg mangano. |

Kaip kitas tikslas, $iame iSradime yra pateikiama maistineé farmaciné
kompozicija, susidedanti i§ 25 mg askorbo rigsties, 25 mg kalcio askorbato, 25 mg
magnio askorbato, 25 mg askorbilpalmitato, 200 mg polifenoliy, 10 mg L-
acetilcisteino, 50 mg lizino, 25 mg prolino, 50 mg arginino, 1 mcg seleno, 20 mcg
vario ir 50 mcg mangano.

Kaip kitas tikslas, $iame iradime yra pateikiama maistiné farmaciné
kompozicija, susidedanti i§ 5000 mg askorbo ragsties, 5000 mg kalcio askorbato,
5000 mg magnio askorbato, 5000 mg askorbilpalmitato, 5000 mg polifenoliy, 1500
mg L-acetilcisteino, 5000 mg lizino, 3000 mg prolino, 3000 mg arginino, 200 mcg
seleno, 9 mg vario ir 10 mg mangano.

Kaip kitas tikslas, $iame iSradime yra pateikiama maistiné farmacine
kompozicija, susidedanti i§ 250 mg askorbo rugsties, 250 mg kalcio askorbato, 250
mg magnio askorbato, 250 mg askorbilpalmitato, 1000 mg polifenoliy, 200 mg L-
acetilcisteino, 1000 mg lizino, 750 mg prolino, 500 mg arginino, 100 mcg seleno, 2
mg vario, 1 mg mangano, 500 mg kalcio ir 400 magnio.

Kaip kitas tikslas, Siame iSradime yra pateikiama maistiné farmacine
kompozicija, susidedanti i§ 250 mg askorbo rugsties, 250 mg kalcio askorbato, 250
mg magnio askorbato, 250 mg askorbilpalmitato, 1000 mg polifenoliy, 200 mg L-
acetilcisteino, 1000 mg lizino, 750 mg prolino, 500 mg arginino, 100 mcg seleno, 2
mg vario, 1 mg mangano, 500 mg kaicio, 400 mg magnio ir 200 citrusiniy
bioflavonoidy.

Kaip dar kitas tikslas, §iame iSradime yra pateikiama veziui gydyti tinkanti
maisting farmaciné kompozicija, susidedanti i$ L-lizino, L-prolino, L-arginino, askorbo
ragsties, kalcio, magnio, polifenoliy, N-acetilcisteino, seleno, vario ir mangano.

Kaip kitas tikslas, $iame iSradime yra pateikiama maistine farmaciné
kompozicija, susidedanti i§ 1000 mg L-lizino, 750 mg L-prolino, 500 mg L-arginino,
710 mg askorbo rUgétieé, 22 mg kalcio, 50 mg magnio, 1000 mg polifenoliy, 200 mg

N-acetilcisteino, 30 mcg seleno, 2 mg vario ir 1 mg mangano.
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Kaip kitas tikslas, Siame iSradime yra pateikiarhas individo véZio gydymo
bidas, apimantis apra$ytos maistinés farmacinés kompozicijos skyrimo tokiam
individui stadija. Pageidautina vezj pasirinkti i§ grupés, susidedancios i$ melanomos,
kraties véZio, storosios Zarnos vézio, plaudiy véZio ir smegeny veZio.

Kaip kitas tikslas, S8iame iSradime yra pateikiamas individo uzdegimines ligos
gydymo badas, apimantis aprasdytos maistingés farmacinés kompozicijos skyrimo

tokiam individui stadijg. Pageidautina, kad uZdegimineé liga bty osteoartritas.
Trumpas bréziniy apraSymas

Fig.1 pavaizduota polifenoliy, askorbato, prolino ir lizino inhibiciniai poveikiai |
Zmogaus krities veziniy lgsteliy migracijos elgsena.
Zmogaus storosios Zarnos vézio Igsteliy migracijos elgsena.

Fig.3 pavaizduota polifenoliy, askorbato, prolino ir lizino inhibiciniai poveikiai |
Zmogaus melanomos lgsteliy migracijos elgsena.
Zmogaus melanomos Igsteliy apoptoze.

Fig.5 pavaizduota askorbo rligsties, prolino, lizino ir jvairiy EGCG kiekiy

(MDA-MB 231) proliferacija.

Fig.7 pavaizduota pagrindinés terpés papildymo askorbo ragstimi, prolinu,
lizinu ir jvairiais EGCG kiekiais poveikiai | Zmogaus krities veéZio Iasteliy (MVDA-MB-
231) proliferacija.

Fig.8 pavaizduota pagrindinés terpés papildymo askorbo rlgstimi, prolinu,
lizinu ir jvairiais EGCG kiekiais poveikiai | Zmogaus storosios zarnos veZzio lasteliy
(HCT 116) proliferacija.

Fig.9 pavaizduota pagrindinés terpés papildymo askorbo ragstimi, prolinu,
lizinu ir jvairiais EGCG kiekiais poveikiai | matriciniy metalproteinaziy (MMP)
ekspresijg Zmogaus melanomos Igstelése.

Fig.10 pavaizduota pagrindinés terpés papildymo askorbo rugstimi, prolinu,
lizinu ir jvairiais EGCG kiekiais poveikiai | Zmogaus krities vézio Iasteliy (MDA-MB-

231) skverbimasi per matrigelj.
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Fig.11 pavaizduota pagrindinés terpés papildymo askorbo rigstimi, prolinu,
(HCT 116) skverbimasi per matrigel]

Fig.12 pavaizduota pagrindinés terpes papildymo askorbo rligStimi, prolinu,
lizinu ir jvairiais EGCG kiekiais poveikiai | jsiskverbiangiy lasteliy skaitiaus maZinima

bandyme su Zmogaus melanomos lastelémis (A 2058).
Smulkus iSradimo apraSymas

Cia naudojamas terminas ‘lizinas” yra naudojamas pakeistinai su L-lizinu,
“prolinas” yra naudojamas pakeistinai su L-prolinu, “argininas” yra naudojamas
pakeistinai su “L-argininu”, “vitaminas C" yra naudojamas pakeistinai su askorbo
rag$timi ir gali apimti askorbato druskas arba askorbato esterius. “MMP” rei8kia
matricines metalproteinazes, pvz., MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6,
MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11 ir t.t. “EGCG" reiskia (-)-epigalokatechin-
3-galata, kuris yra pagrinding polifenoliné sudedamoji dalis, esanti Zaliojoje arbatoje.
“NHDF” rei¢kia normaly Zmogaus dermalinj fibroblasta, jskaitant Zmogaus
chondocitus ir Zmogaus stromines Igsteles.

Siame i$radime yra pateikiama maistiné farmaciné kompozicija i§ askorbo
rigéties, lizino, prolino ir bent vieno polifenolinio junginio. Pageidautina, kad
askorbato junginys bty pasirinktas i§ grupés, susidedancios i askorbo ragsties,
askorbato drusky ir askorbato esteriy. Pageidautina, kad lizinas baty lizino
hidrochloridas arba farmaciniu poZidriu priimtinos lizino druskos. Pageidautina, kad
prolinas baty prolino hidrochloridas arba farmaciniu pozidriu priimtinos prolino
druskos.

Polifenoliniai junginiai yra Zaliosios arbatos ekstraktai. Jie taip pat yra zinomi
kaip katechinai. Polifenoliy yra Zaliojoje arbatoje ir jie buvo pasitlyti apsaugai nuo
jvairiy ligy, iskaitant véZj (Mukhtar H., Ahmed N. Am. J. Clin. Nutr. 71: 1698S5-1702S
(2000)). Peroralinis Zaliosios arbatos {vedimas sustiprino  doksorubicino augl|
inhibuojantj poveikj bandymuose su pelémis.

Potencialus prieveéZinis katechiny aktyvumas gali bati susijes su jy poveikiu | keletg
faktoriy, dalyvaujanciy veziniy lasteliy proliferacijoje ir metastazavime. Yra Zinoma,
kad katechinai sustabdo lasteliy ciklg Zmogaus karcinomos lasteliy atveju (Ahmad
N., Feyes D.K., Nieminen A.L., Agarwal R., Munhtar H. J. Natl. Cancer Inst. 89:
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1881-1886 (1997)). Parodyta, kad Zaliosios arbatos polifenoliné frakcija apsaugo nuo
uzdegimo ir augliy sukeliamy citokiny.

Zaliojoje arbatoje polifenoliniai junginiai sudaro 30 % sausos masés. Jie apima
flavanolius, flavandiolius, flavonoidus ir fenolio riigétis. I$ polifenoliy Zaliojoje arbatoje
didZiausig kiekj sudaro flavanoliai, ir jie paprastai yra Zinomi kaip katechinai. Zaliojoje
arbatoje yra keturi pagrindiniai katechinai: 1) (-)-epikatechinas, 2) (-)-epikatechin-3-
galatas, 3) (-)-epigalokatechinas ir 4) (-)-epigalokatechin-3-galatas (EGCG). IS
katechiny Zaliojoje arbatoje pagrindiné polifenolineé sudedamoji dalis yra EGCG.
EGCG yra veiksmingas antioksidantinis junginys ir jam gali bati priskiriamas Zaliosios
arbatos priesvéZinis aktyvumas. Apra$yta, kad katechininiai junginiai turi
antimetastazinj aktyvuma deél to, kad jie sulaiko angiogenezés procesg (Cao Y., Cao
R. Nature 398:381 (1999)). Taip pat buvo parodyta, kad EGCG trukdo pasireiksti
urokinazés (u-plazminogeno aktyvatoriaus) — vieno i§ dazniausiai Zmogaus vézinése
lastelése ekspresuojamy fermenty - aktyvumui (Jankun J., Selman S.H., Swiercz R.,
Skrzypczak J.E. Nature 387-567 (1997)). EGCG yra tinkamiausias polifenolinis
junginys.

Pageidautina, kad polifenolinis junginys baty pasirinktas iS  grupes,
susidedandios i§ epigalokatechingalato, epikatechingalato, epigalokatechino,
epikatechino, katechino ir kity farmaciniu poZiariu priimtiny polifenolio drusky ir/arba
ju misiniy.

Vienas i§ pagrindiniy Sios patentinés paraiskos terapiniy tiksly yra apsauga
nuo ekstralgstelineés matricos skaldymo ir $ios matricos atstatymas. Askorbo rugstis
arba jos druska (t.y. askorbatas) yra reikalinga kolageno, elastino ir kity pagrindiniy
ekstralgstelinés matricos molekuliy sintezei.

Pageidautina naudoti askorbo rigsties, prolino ir lizino derinj polifenoliniy
junginiy prie$véziniam aktyvumui sustiprinti. Dar geriau, kad Sis derinys sustiprinty
polifenoliniy  junginiy,  jskaitant  epigalokatechingalata, epikatechingalata,
epigalokateching, epikateching, katechina, tokiu badu, kad polifenolinis junginys
veiksmingai mazinty veéziniy lasteliy {siskverbimg arba pilnai blokuoty tokj
isiskverbima.

Nesiejant su kokia nors teorija, §i maistine farmaciné kompozicija turi
ingredienty misinj, j kurj jeina polifenoliai, ir yra rasta, kad Sis misinys efektyviai
blokuoja proliferacijos ir metastazavimo procesus. Mes radome, kad §i maistine

kompozicija Zymiai sumazina veéZiniy lgsteliy jsiskverbima arba visiskai blokuoja
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véZiniy lasteliy metastazavima. Taigi, §i kompozicija efektyviai apsaugo nuo tokiy
véziniy lasteliy plitimo. Terapinis patentuojamo junginio panaudojimas yra
veiksmingas, selektyvus ir saugus kriities, storosios Zarnos ir kity organy vézio
gydymas. Geriau, kai apradytoje maistingje farmacinéje kompozicijoje yra du i§ Siy
komponenty, kurie yra kovalentidkai sujungti. |

Geriau, kai $ios maistines kompozicijos efektyvumas yra sustiprinamas
pridedant junginiy, kurie yra Zinomi kaip naudingai veikiantys vézio ir kity augliy
augimg ir atsiradima, jskaitant L-argining ir/arba arginino turinius junginius. Dar
geriau naudoti N-acetilcisteing. Dar geriau, kai yra naudojama seleno druska, vario
druska ir mangano druska, kurios efektyviai trukdo atsirasti ir gydo véZj ir kitus
auglius. | $ig kompozicijg taip pat gali jeiti vienas arba daugiau junginiy, reikalingy
kaip kofermentas Krebso cikle, kvépavimo grandinéje arba kitoms lasteliy
metabolinems funkcijoms, imant efektyvius kiekius, kurie gydo véZj ir kitus auglius
arba apsaugo nuo juy.

8i maistine farmacineé kompozicija gali biti jvedama pacientui kapsuliy,
tablegiy, milteliy, piliuliy, injekcijy, infuzijy, inhaliacijy, Zvakugiy forma arba kitais
farmaciniu poZitriu priimtinais nesikliais ir/arba jvedimo priemonémis vezio ir kity
augliy prevencijai ir gydymui. Geriau, kai maistiné farmaciné kompozicija yra
ivedama kapsuliy, tablediy arba milteliy pavidalu. Dar geriau jg vartoti kapsuliy
pavidalu.

$i maistine farmaciné kompozicija gali bdti naudojama véZio ir kity augliy
prevencijai ir gydymui pasirinktam pacientui, kur véZys arba auglys yra lokalizuotas
kratyje, kiauSidése, kaklelyje arba kituose moters reprodukcinés sistemos organuose,
plaugiuose, kepenyse, odoje, vir§kinimo trakte, smegenyse, kauluose arba kituose
kiino organuose. Geriau $ig kompozicijg naudoti plau¢iy véZio ir smegeny vezio
atvejais.

&i maistiné farmacine kompozicija taip pat gali bati naudojama infekciniy, ligu,
aterosklerozes, restenozes, kity Sirdies ir kraujagysliy ligy ir uzdegiminiy ligy

profilaktikai ir gydymui. Geriau, kai uzdegiminé liga yra osteoartritas.

MMP tarpininkaujama plazmino aktyvaciia. Manoma, kad MMP aktyvuma gali veikti

lizinas per plazmino tarpininkaujamus mechanizmus, nors taip pat nera negalimi ir Kiti
mechanizmai. MMP yra i$skiriamos kaip profermentai ir jy aktyvacijoje dalinai

tarpininkauja plazminas, o uzbaigimui yra reikalinga aktyvi MMP-3 forma. fvairiy



LT 5240 B

MMP aktyvacijos mechanizmas, kurj detalizavo Nagase (1997), rodo, kad MMP-3
taip pat reikalauja plazminogeno virsmo j jo aktyvig formg — plazming. Plazminogeno
aktyvus suri§imo centras turi vietas, kuriose yra specifiskai prijungtas lizinas. Todel
lizinas gali trukdyti plazminogeno aktyvatoriui aktyvuoti plazminogeng | plazming
(Rath and Pauling, 1992) prisijungdamas prie plazminogeno aktyviujy viety. Pagal §j
mechanizma transegzamo rigstis — sintetinis lizino analogas — buvo naudojamas
plazmino sukeliamai proteolizei inhibuoti.

Kadangi plazmino aktyvumas yra esminés svarbos keletui audiniy MMP
indukuoti, lizinas gali trukdyti plazminogeno virsmui j plazming ir tokiu badu jis gali
inhibuoti beveik visy MMP aktyvacija. Be to, EGCG gali turéti inhibicinj poveik] |
ekstralgstelinés matricos degradacija per MMP-2 inhibavima.

VéZio atsiradimas ir matricos vaidmuo. VéZiniy lasteliy matricos isiterpima taip pat

galima veikti didinant véZines Iasteles supangio jungiamojo audinio stabilumg ir
stiprumg ir darant jna$a | auglio ‘inkapsulavimg”. Tam tikslui reikia optimizuoti
kolageno pluosteliy sinteze ir struktdra, kuriai esming reikSme turi kolageno pluosteliy
hidroksiprolino ir  hidroksilizino liekany hidroksilinimas. Siy aminortgséiy
hidroksilinimui gali bt labai svarbi askorbo rgstis. Paprastai Zmogaus organizme
askorbo ragstis ir L-lizinas néra produkuojamos; todel gali bati iy maistiniy
medZiagy suboptimalis kiekiai jvairiose patologinése buklése bei esant netinkamoms
dietoms. Nors prolinas gali bGti sintezuojamas i§ arginino, patologinés buklés gali
veikti jo sinteze ir/arba hidroksilinima. Buvo parodyta, kad hidroksiprolino kiekis
metastazinio auglio audinyje yra Zymiai maZesnis nei nemetastazinio auglio audinyje
(Chubainskaia et al., 1989). |vairls vaistai, kurie mazina metastazavima, taip pat
didino hidroksiprolino kiekj audiniuose (Chubainskaia et al., 1989). Buvo rasta, kad
véziniy pacienty hidroksiprolino kiekis $lapime yra didesnis nei sveiky asmeny arba
neveéziniy pacienty (Okazaki et al., 1992). Visi Sie duomenys rodo apie atvirkstinius
véZiniy lasteliy poveikius | prolino metabolizma ir galima salyginj prolino trikuma
véziniy pacienty atveju.

VéZiniai pacientai gali turéti nepakankamus kiekius askorbo ragsties. Askorbo
rigstis gali biti citotoksing véziniy lasteliy linjjoms ir tureti antimetastazinj poveik|.
Siame i§radime nustatyta, kad askorbo rhigsties, prolino, lizino ir bent vieno
polifenolinio junginio derinys turi veiksminga antiproliferacini ir antimetastazinj poveikj

| veziniy lasteliy linijas. Tinkamesniu atveju, $i maistiné farmacineé kompozicija yra
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veiksminga prie§ melanomos, krities véZio ir storosios Zarnos vezio lasteles.
Geriausiu atveju, $i maistiné farmaciné kompozicija yra veiksminga prie$ Zmogaus

storosios Zarnos véZio Iasteles.

Polifenoliniai_junginiai_(katechinai). EGCG atstovauja vieng i$ ka't'echinq, esanciy

Zaliosios arbatos ekstrakte ir gali turéti augimo inhibavimo poveikj prie§ Zmogaus
véZines Igsteles. Tikslus $io poveikio mechanizmas yra neZinomas. Siame i$radime
apra§oma stebétinas maistinés farmacinés kompozicijos, susidedancios i$ askorbo
rigsties, prolino ir lizino ir bent vieno polfenolinio junginio, sinergizmas veiksmingai
blokuojant véziniy lgsteliy proliferacijg ir metastazavima.

Sio isradimo maistiné farmaciné kompozicija veiksmingai blokuoja krities,
storosios Zarnos, odos véZio (melanomos) ir kity vezio formy atsiradima. Sioje
maistinéje kompozicijoje esantys ingredientai yra gamtiniai junginiai ir yra parodyta,
kad kai jie yra naudojami paraiskoje nurodyty apibrézty reikSmiy intervale, jie neturi
toksigky $alutiniy poveikiy. Taigi, §i kompozicija taip pat gali blti naudojama
profilaktiskai, t.y. efektyviam organizmo apsaugojimui nuo véZio ir kity augliy.

Kadangi virusinés lastelés ir kiti jsiskverbiantys mikroorganizmai naudoja
panasias | véziniy lasteliy proteazes infekcijos idplitimui organizme, Siame patente
pateikta kompozicija gali bati naudojama efektyviai virusiniy ligy ir kity infekciniy ligy
prevencijai ir gydymui.

Panasus matriciniy metalproteinaziy aktyvavimo mechanizmas, kokj naudoja
véZinés Iastelées jsiskverbimui | matricg, taip pat duoda jnasq | ateroskleroziniy
ploksteliy destabilizacija, vedangig | miokardo infarktg ir paralyZiy. Taigi, Siame
patente pateikta kompozicija gali bdti naudojama efektyviai ligy, tokiy kaip
ateroskleroze, restenozé ir kitos $irdies ir kraujagysliy ligos, prevencijai ir gydymui.

Matriciniy metalproteinaziy aktyvavimas, kurj vézinés Iastelés naudoja
isiskverbimui | matrica, yra pagrindinis jvairiy uzdegiminiy bakliy komponentas. Taigi,
Siame patente pateikta kompozicija gali bati naudojama efektyviai ligy, tokiy kaip
reumatinis artritas, emfizema, alergijos, osteoartritas ir kitos su uzdegiminiais
aspektais susijusios biklés, prevencijai ir gydymui.

Sio i¢radimo maistiné farmaciné kompozicija gali bati pateikta pacientui
table¢iy, piliuliy, injekcijy, infuzijy, inhaliacijy, Zvaku¢iy formoje arba kitais farmaciniu

poZidriu priimtinais nesikliais ir/arba jvedimo priemonémis.
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Pavyzdziai

Askorbo ragsties, lizino, prolino ir bent vieno polifenolinio junginio poveikiai
buvo tirti nustatant jy antiproliferacinj ir antiinvazinj potencialg bandymuose su
jvairiomis Zmogaus veziniy lasteliy linjjomis. Konkreéiau, buvo 'tirtas vienas i§

Zaliosios arbatos ekstrakto ingredienty, (t.y. epigalokatechingalatas (EGCG)).
Medziagos ir metodai

Zmogaus krities véZinés lasteles MDA-MB-231, Zmogaus storosios Zarnos
vézings Iasteles HCT 116, Zmogaus melanomos lasteliy linija A2058 buvo gautos i$
ATCC. Normalils Zmogaus dermaliniai fibroblastai buvo gauti i§ GICBO. Jei
nenurodyta, buvo naudota i§ ATCC gauta auginimo terpe.

Veziniy lasteliy proliferacijos tyrimuose kiekvienas eksperimentas buvo
pakartotas a$tuonis kartus. [siterpimo tyrimuose kiekvienas eksperimentas buvo

pakartotas 3-4 kartus.

Lasteliy proliferacijos tyrimai
Siuose tyrimuose 5x10* krities véZiniy lasteliy buvo auginama Liebovitz'o
terpeje su 10 % fetalinio jaugio serumo (FBS) 24 duobutiy plokstelése. Terpé buvo

naudojama kaipo tokia (pagrinding) arba su nurodytais papildais. Plokstelés buvo

inkubuojamos inkubatoriuje su oro cirkuliacija (be papildymo COz) 4 dienas.
Storosios Zarnos vezio lastelés HCT 116 buvo auginamos McCoy 5A terpéje ir
laikomos inkubatoriuje su 5 % COz-oro cirkuliacija. Inkubacijos laikotarpio pabaigoje
terpé buvo pasalinama, duobutése esantios lasteles plaunamos PBS, po to
inkubuojamos 3 val. su MTT dazais. | kiekvieng duobutg pridedama dimetilsulfoksido
(DMSO, 1 ml). Plokstelés su DMSO paliekamos stoveti kambario temperattroje 15
minudiy atsargiai maisant, po to matuojamas kiekvienoje duobutéje esancio tirpalo
OD esant 550 nm bangos ilgiui. Laikoma, kad duobutéje esantio tirpalo ODsso yra
tiesiogiai proporcingas lgsteliy skaiciui. Eksperimento, kuriame nebuvo jokio papildo

(pagrindiné terpe), ODssp priimamas uz 100 %.

Isiterpimo j matrigelj tyrimai
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Sie tyrimai buvo atlikti naudojant Matrige! (Beckton Dickinson) {deklus tam
tikslui pritaikytose 24 duobugiy plokstelése. Buvo pasétos fibroblasty lasteles ir
auginamos plokstelés duobutése naudojant DMEM. Kai fibroblastai pasieke
susiliejimo faze, auginimo terpé buvo pasalinta ir pakeista 750 pl bandymo terpes.
Ant duobutéje esanciy jdékly buvo pasétos vézinés lgsteles (5x104), suspenduotos
250 ml terpés, papildytos maistinémis medziagomis, kaip nurodyta eksperimento
plane. Taigi ir terpe ant jdéklo, ir terpé duobutéje turéjo tuos pacius papildus. Tada
ploksteles su jdeklais buvo inkubuojamos (inkubatoriuje su oro cirkuliacija MDA-MB-
231 Iasteliy atveju ir inkubatoriuje su 5 % CO, storosios Zarnos vezio ir melamomos
lasteliy atveju) 18-20 valandy. Po inkubavimo terpé i§ duobuciy buvo paSalinta.
Lasteles nuo virSutinio jdékly pavirsiaus buvo atsargiai nubrauktos medvilniniu
tamponu. Lastelés, kurios jsiskverbé | matrigelio membrang ir nukeliavo | apatinj
matrigelio pavir$iy buvo nuspalvintos hemakoloro dazais (EM Sciences) ir vizualiai
suskaigiuotos po mikroskopu. Rezultatai buvo apdoroti pagal ANOVA ir buvo
nustatomas visy galimy pory patikimumo rodiklis kai p<0,03.

Terpé jvairuose tyrimuose buvo papildyta askorbo rgstimi, prolinu, lizinu ir

nurodyty koncentracijy EGCG.

Zelatinaziné zimogrfija

Zelatinazineé zimografija buvo vykdoma 10 % Novex prie$ tai imobilizuotame
poliakrilamidiniame gelyje (Invitrogen). Auginimo terpe (20 pl) buvo uzpilta ant gelio ir
SDS-PAGE vykdoma naudojant tris-glicino SDS buferj. Po elektroforezés geliai buvo
plaunami 5 % Triton X-100 30 minugiy ir nudaZomi. LygiagreCiai buvo leidZziami

baltymy standartai ir nustatomos apytikrés molekulineés mases.
1 pavyzdys

MDA-MB-231 (ATCC) krities véZio Iastelés buvo pasétos ant matrigelio jdeklo
pagerinto skverbimosi per matrigel] kameroje (BD). | duobute buvo pridéta
kondicionuotos terpés i§ normaliy Zmogaus dermaliniy fibroblasty (Clonetics),
papildytos jvairiais agentais (kaip nurodyta fig.1). Kamera buvo inkubuojama 24

valandas ir suskaiciuotos lastelés, kurios jsiskverbé | matrigel] ir nukeliavo |



b LT 5240 B

membranos apatinj sluoksnj. Sie duomenys rodo epigalokatechingalato ir askorbo
riagsties, prolino ir lizino derinio inhibicinj poveikj | Zmogaus krities veZiniy lasteliy
MDA-MB-231 skverbimasi per matrigelj ir migracija.

2 pavyzdys

HCT 116 (ATCC) Zmogaus storosios Zarnos vézio lastelés buvo pasetos ant
matrigelio jdéklo pagerinto skverbimosi per matrigelj kameroje (BD). | duobutg buvo
pridéta kondicionuotos terpés i$ normaliy Zmogaus dermaliniy fibroblasty (Clonetics),
papildytos jvairiais agentais (kaip nurodyta fig.2). Kamera buvo inkubuojama 24
valandas ir suskaigiuotos lastelés, kurios jsiskverbé | matrigelj ir nukeliavo |
membranos apatinj sluoksnj. Sie duomenys rodo epigalokatechingalato ir askorbo
rigsties, prolino ir lizino derinio inhibicinj poveikj | Zmogaus storosios Zarnos veziniy

lasteliy HCT116 skverbimasi per matrigelj ir migracija.
3 pavyzdys

A2058 (ATCC) Zmogaus melanomos lgstelés buvo pasétos ant matrigelio
ideklo pagerinto skverbimosi per matrigelj kameroje (BD). | duobute buvo pridéta
kondicionuotos terpés i§ normaliy Zmogaus dermaliniy fibroblasty (Clonetics),
papildytos jvairiais agentais. Kamera buvo inkubuojama 24 valandas ir suskaiciuotos
lastelés, kurios jsiskverbé | matrigelj ir nukeliavo | membranos apatinj siuoksnj, Sie
duomenys rodo epigalokatechingalato ir askorbo ragsties, prolino ir lizino derinio
inhibicinj poveikj | Zmogaus melanomos lgsteliy A2058 skverbimasi per matrigelj ir

migracija.
4 pavyzdys

Siame eksperimente A2058 (ATCC) Zmogaus melanomos Iasteles buvo
pasétos ant matrigelio jdéklo pagerinto skverbimosi per matrigel] kameroje (BD),
esant:

A: kondicionuotos terpes i§ normaliy Zmogaus dermaliniy fibroblasty

(Clonetics) ir
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B: tos padios terpés, papildytos jvairiomis maistinemis medziagomis, kaip
nurodyta fig.4 aprasyme. Po 24 valandy inkubavimo, lasteles, kurios 1siskvérbe i
matrigelio membrang ir nukeliavo | apatinj membranos pavir$iy buvo istirtos po
mikroskopu ir suskaiciuotos.

Sie duomenys rodo epigalokatechingalato ir askorbo ragsties + prolino + lizino
derinio apoptozinj poveikj | A2058. A: Zmogaus melanomos lastelés audinio auginimo
terpéje. B: Zmogaus melanomos Igstelés audinio auginimo terpéje, turin€ioje askorbo
ragsties (100 uM), prolino (140 pM), lizino (400 pM) ir EGCG (20 pg/ml). Pastaba:

visos lgstelés buvo suardytos.
5 pavyzdys

Veéziniu lasteliy proliferacijos tyrimas

Melanomos A2058 Igstelés

Fig.4 parodytas 10, 20 ir 50 pg/ml EGCG be ir su lizino, prolino ir askorbo
rigéties priedais poveikis | melanomos lasteliy proliferacijg. Nei lizinas, prolinas ir
askorbo ragétis, nei 10 ir 20 pg/ml koncentracijos EGCG neturi pastebimo poveikio |
lasteliy proliferacija. Taciau EGCG, esant 50 pug/ml koncentracijai, Zymiai sumazino
lasteliy skaiciy iki 30 %. PanaSus efektas buvo stebimas su lizinu, prolinu ir askorbo

ragstimi.

Kriities véZzio MDA-MB-231 Igsteles

Siuose eksperimentuose | pagrinding terpe buvo prideta 0, 10, 20, 50, 100
arba 200 pg/ml EGCG (fig.6). Rezultatai parode, kad pridéjimas i pagrinding terpg
50, 100 arba 200 pg/ml EGCG Zymiai sumaZino lasteliy skaiciy ik atitinkamai
66,1t53, 33,6+2 ir 29,6£0,8 %, lyginant su papildo neturin&ia kontrole. EGCG
koncentracija Iastelineje terpéje iki 20 ug/mi neturéjo Zymaus inhibicinio poveikio |
Igsteliy proliferacija.

Mes taip pat tyreme askorbo rlgsties, lizino, prolino ir [vairiy EGCG
koncentracijy poveikj | véziniy lasteliy proliferacija. Fig.7 rodo nezymiai sumazintg
lasteliy skaiciy iki 86,1£1,93 % su askorbo ragstimi, lizinu ir prolinu. Tolimesnis 20,
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50 ir 100 pg EGCG pridéejimas | $j derinj Zymiai sumaZino lasteliy skaiciy iki
atitinkamai 74+5,8, 64,8+1,6 ir 2215 %, lyginant su kontroline grupe.

Storosios Zarnos véZio HCT116 Iasteles _

Nors askorbo rigsties, prolino ir lizino inhibicinis poveikis | storosios Zarnos
vézio Iasteliy proliferacijg nebuvo ireikstas, askorbo ragsties, prolino ir lizino derinys
su 20 pg/ml EGCG Zymiai sumazino Igsteliy skaiéiy iki 69+0,5 % (ﬁg.8). Didesnis
EGCG kiekis (50 pg/ml) Siame derinyje drastiSkai sumazino Igsteliy skaiciy iki
4,610,3 %.

Siuose tyrimuose naudoto maistinio derinio antiproliferacinis aktyvumas keitesi
priklausomai nuo vézZiniy lasteliy tipo. Kriities vézio lasteliy atveju askorbo riigsties,
prolino ir lizino derinys su EGCG turéjo didesnj antiproliferacinj poveikj nei tada, kai
$ios maistines medziagos buvo naudojamos atskirai. Melanomos ir storosios Zarnos
véZio atveju lasteliy paveikimas askorbo ragsties, prolino ir lizino deriniu neturéjo
itakos  juy proliferacija. Tagiau sumaiSius $ias maistines medziagas su 20 pg/ml
EGCG gautas Zymus storosios Zarnos véZio, bet ne melanomos, Igsteliy skaiCiaus
sumazéjimas. Pasirodé, kad storosios Zarnos véZio Iastelés yra jautresnés nei krities
véZio lasteles, o melanomos lgstelés yra maziausiai jautrios askorbo rlgsties,
prolino, lizino ir EGCG deriniui. Storosios Zarnos vezio lasteliy proliferacija buvo
beveik pilnai sumazinta (4,6 %), kai buvo duodama askorbo ragstis, prolinas ir lizinas
su 50 pg/ml EGCG.

6 pavyzdys

Zelatinazinés zimografijos tyrimai

EGCG poveikis bandyme su melanomos Igstelémis pagrindinéje terpéje ir
terpeje su askorbo riigéties, prolino ir lizino papildais | MMP ekspresijg pavaizduotas
fig.9 panaudojant Zelatinazing zimografija. Melanomos lastelés dave dvi juostas,
atitinkandias MMP-2 ir MMP-9. Askorbo riigsties, prolino ir lizino derinys neturéjo
poveikio | MMP juosty ekspresijg, lyginant su pagrindine terpe. Taciau EGCG
inhibavo ir MMP-2, ir MMP-9 ekspresijg priklausanéiu nuo dozés bldu. Juosty
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intensyvumas pagrindinei terpei ir askorbo riigties, lizino ir prolino deriniui buvo tas

pats.
7 pavyzdys

Isiskverbimo j ekstralgsteling matricg ir migracijos tyrimai
Buvo tirtas atskirai naudojamy askorbo ragsies, prolino ir lizino derinio ir kartu

su jvairiomis EGCG koncentracijomis inhibicinis poveikis. Buvo tirtas iy deriniy
poveikis | ekstralasteling matrica naudojant i§ anksto paruo$tas matrigelio matricas,

paprastai naudojamas jvairiy veziniy lasteliy linijy jsiterpimo potencialui jvertinti.

Kraties vézio MDA-MB-231 Igstelés

Fig.10 parodyti kriities véZio Iasteliy, inkubuoty esant askorbo rugsties, prolino
ir lizino, jskverbimo | matrigelj rezultatai. VéZiniy lasteliy, inkubuoty askorbo ragsties,
prolino ir lizino derinyje, jsiskverbimas buvo sumaZintas iki 48,1£22,1 %, lyginant su
lastelémis, inkubuotomis neturinéioje papildy terpéje. Terpéje, papildytoje tik 20
ng/ml EGCG, siskverbusiy Iasteliy skaitius sumazejo iki 69,5+27,4 %. Pilna krities
vézio lasteliy siterpimo | matrica inhibicija buvo pasiekta esant didesnems EGCG
koncentracijoms (50 pug/ml ir 100 pg/ml).

Kitoje tyrimy, serijoje terpés papildymas 100 uM askorbo ragsties sumazino
isiskverbimg 47 %. Naudojant 400 uM lizino kartu su askorbo rgsties ir prolino
papildais, jsiskverbimas buvo sumazintas iki 67 %,; lizinas duoda tiesinj atsaka |
askorbo rigsties ir prolino efekty stiprinima iki 800 M lygio.

Fig.10 taip pat parodyta, kad askorbo riigsties, prolino ir lizino, o taip pat ir 20
ng/ml EGCG derinys pilnai sustabdé véZiniy lasteliy skverbimasi per ekstralasteling
matrica. Sis derinys davé galimybe pasiekti maksimaly inhibicinj poveikj | véZiniy
lasteliy jsiskverbima, nesant bitinybés naudoti dideles atskiry maistiniy daliy
koncentracijas. Tokiu bidu askorbo rigstis, prolinas ir lizinas kartu su EGCG davé
galimybe pilnai sustabdyti véziniy lasteliy skverbimasi per matricg esant mazam
EGCG kiekiui (20 pg/ml).

Storosios Zarnos vézio HCT116 Igsteles
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Fig.11 parodyta, kad askorbo riigsties, prolino ir lizino derinys Zymiai
sumazino storosios Zarnos vézio lasteliy skverbimasi iki 67,2+3,7 %. Naudojant vien
tik 20 pg/ml EGCG, jsiskverbimas sumazéjo iki 44,9+3,3 %, tuo tarpu kai askorbo
ragsties, prolino, lizino ir 20 pg/ml EGCG derinys turi sinergetinj poveik] | storosios

Zarnos veézio lgsteliy jsiskverbimg iki 24,914,6%.

Melanomos A2058 Igstelés

Fig.12 parodyta, kad askorbo rigsties, prolino ir lizino derinys yra veiksmingas
mazinant jsiterpiandiy lasteliy skai¢iy iki 88,2+4%, taiau Sis sumazéjimas nebuvo
statistiskai reik§mingas. Sumaisius $ias maistines medziagas tik su 20 ug/ml EGCG,

isiskverbusiy Igsteliy skai¢ius sumazéjo iki nulio.

Rezultatai rodo, kad askorbo rigsties, prolino ir lizino naudojimas su EGCG
leido mums gauti drasti$kg jsiskverbiangiy ir migruojandiy per matrigelj lasteliy
skaidiaus sumazejima, esant maziems EGCG kiekiams. |siskverbimas buvo
sumaZintas iki nulio naudojant tik 20 pg/ml EGCG su askorbo rigstimi, prolinu ir
lizinu krities véZio ir melanomos Igsteliy atveju. Derinio rezultaty privalumai nebuvo
tokie efektingi storosios Zarnos véZio atveju, kaip buvo gauta su krities véZio
lastelemis. Norint gauti 90 % 8iy lasteliy jsiskverbimo sumazéjima, EGCG kiekis
turéjo bati 50 pg/ml. Siame tyrime nebuvo pastebéta jokiy MMP ekspresijos pokyéiy
melanomos lastelése, nors EGCG turi inhibicinj poveikj i ju ekspresijg nuo dozes

priklausanciu badu.

Si tyrimy serija jtikinamai rodo, kad $i maistineé farmacine kompozicija,
susidedanti i§ askorbo riigsties, prolino, lizino ir bent veino polifenolinio junginio, turi

efektyvy antiproliferacinj ir antiinvazinj poveikj vézinéms lgsteléms.
8 pavyzdys
Toliau iliustracijai duodamos maistinés farmacines kompozicijos (1-5 lentelés)

ir EPICAN FORTE™ (6 lentele) jy pagaminimo tikslams. Buvo rasta, kad $ios

kompozicijos, | kurias jeina askorbo riigstis, prolinas, lizinas ir bent vienas



18
LT 5240 B

poilfenolinis junginys, efektyviai blokuoja véziniy lasteliy atsiradima ir véziniy Igsteliy

metastazavima.

1 lentele
Biochemines medziagos

Askorbo rugstis
Kalcio askorbatas
Magnio askorbatas
Askorbilpalmitatas
Polifenoliai
N-acetilcisteinas
Lizinas

Prolinas

Argininas

Selenas

Varis

Manganas

mg = miligramai

mcg = mikrogramai

1 receptlra

Kiekis
250 mg
250 mg
250 mg
250 mg
100 mg
200 mg
1000 mg
750 mg
500 mg
30 mcg
2mg
1mg

%

5,6
5,6
56
5,6
22,5
4,5
22,5
16,8
11,2
<0,01
0,04
0,02

“%" reiskia atskiro ingrediento % pagal mase skai&iuojant nuo visos kompozicijos mases

2 lentelé
Biocheminés medzZiagos

Askorbo rigstis
Kalcio askorbatas
Magnio askorbatas
Askorbilpalmitatas
Polifenoliai - 50%
N-acetilcisteinas
Lizinas

Prolinas

Argininas

Selenas

Varis

Manganas

mg = miligramai
mceg = mikrogramai

2 receptira

Kiekis
25mg
25mg
25 mg
25 mg
200 mg
10 mg
50 mg
25 mg
50 mg
1 mcg
20 mcg
50 mcg

%

57
57
57
57
46,0
2,3
11,5
57
11,6
<0,001
<0,001
<0,001

“%" reiskia atskiro ingrediento % pagal mase skaitiuojant nuo visos kompozicijos mases

3 lentelé
Biocheminés medZiagos

Askorbo ragstis
Kalcio askorbatas
Magnio askorbatas

3_receptira

Kiekis
5000 mg

5000 mg
5000 mg

%

13,3
13,3
13,3



Askorbilpalmitatas
Polifenoliai - 100%
N-acetilcisteinas
Lizinas

Prolinas

Argininas

Selenas

Varis

Manganas

mg = miligramai
mcg = mikrogramai

19

5000 mg
5000 mg
1500 mg
5000 mg
3000 mg
3000 mg
200 mcg
9mg

10 mg

13,3
13,3
4,0
13,3
8,0
8,0
<0,001
0,02
0,002
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“%" reiskia atskiro ingrediento % pagal mase skaitiuojant nuo visos kompozicijos mases

4 lentelé 4 receptiira
Biocheminés medziagos

Askorbo rugstis
Kalcio askorbatas
Magnio askorbatas
Askorbilpalmitatas
Polifenoliai - 98%
N-acetilcisteinas
Lizinas

Prolinas

Argininas

Selenas

Varis

Manganas

Kalcis

Magnis

mg = miligramai
mcg = mikrogramai

Kiekis
250 mg
250 mg
250 mg
250 mg
1000 mg
200 mg
1000 mg
750 mg
500 mg
100 mcg
2mg
1mg
500 mg
400 mg

%
4,7

4,7
4,7
18,7
3,7
18,7
14,0
9,3
<0,002
0,04
0,02
9,3
7,5

“o%" reigkia atskiro ingrediento % pagal mase skaigiuojant nuo visos kompozicijos mases

5 lentelé 5_receptlra
Biocheminés medZiagos

Askorbo ragstis
Kalcio askorbatas
Magnio askorbatas
Askorbilpalmitatas
Polifenoliai - 98%
N-acetilcisteinas
Lizinas

Prolinas

Argininas

Selenas

Kiekis
250 mg
250 mg
250 mg
250 mg
1000 mg
200 mg
1000 mg
750 mg
500 mg
100 mcg

%

4,5
4,5
4,5
4,5
18
3,6
18
13,5

<0,002
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Varis 2mg <0,04
Manganas 1mg <0,02
Kalcis 500 mg 9
Magnis 400 mg 7
Citrusiniai bioflavonoidai 200 mg 3,6

mg = miligramai
mcg = mikrogramai
“%" rei$kia atskiro ingrediento % pagal mase skaiiuojant nuo visos kompozicijos mases

6 lentelé EPICAN FORTE™ receptiira

Porcijos dydis: 6 kapsules (Rekomenduojamas panaudojimas: po dvi kapsules tris kartus per dieng
valgant)

6-se kapsulése yra: kiekis porcijoje | dienos normos %
L-lizinas 1000 mg

L-prolinas 750 mg

L-argininas 500 mg

Vitaminas C (kaip askorbo ragstis, | 782 mg 1180 %

kalcio askorbatas, magnio askorbatas ir
askorbato palmitatas

Kalcis (i$ kalcio askorbato) 22 mg 2%
Magnis (i§ magnio askorbato) 50 mg 12 %

Standartinis Zaliosios arbatos (lapy) | 1000 mg
ekstraktas (80 % polifenoliy — 800 mg),
kofeinas pasalintas

N-acetilcisteinas 200 mg

Selenas (i$ L-selenmetionino) 30 mg 43 %
Varis (i§ vario glicinato) 2mg 100 %
Manganas (i§ mangano citrato) 1 mg 50 %

mg = miligramai

mcg = mikrogramai

EPICAN FORTE™yra prekés Zenklo pavadinimas laukiangioje sprendimo US paraiskoje. _
Kiti ingredientai: Vetetarian kapsulés (hidroksipropilmetilceliulioze), silicio dioksidas, celiuliozeé ir
magnio stearatas.

9 pavyzdys
EPICAN FORTE™ poveikis j Zmogaus vézines lasteles

Buvo tirtas EPICAN FORTE™ poveikis | Zmogaus vezines lasteles. Buvo tirti

metastaziniai parametrai, tokie kaip matriciniy metalproteinaziy (MMP) ekspresija
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panaudojant Zelatinazine zimografija, skverbimosi per matrigelj potencialas ir
proliferacija/augimas panaudojant MTT testus. Siy testy metodikos buvo tokios
padios kaip smulkiai aprayta auks¢iau. Buvo naudotos kelios Zmogaus veZiniy
lasteliy linijos: odos vézio — melanomos Igstelés 2058, kepeny vezio — HepG2
lastelés, fibrosarkomos — HT 1080 Igstelés, storosios Zarnos vezio — HCT 116,
kraties véZio ER+/-MCF-7 ir kriities vézio ER-/-MDA-MB-231.

Rezultatai susumuoti toliau duodamose lentelése (7 ir 8 lenteles):

EPICAN FORTE™ poveikis j Zmogaus véZiniy Igsteliy linijy proliferacija/augima
7 lentelé: Gydymo EPICAN FORTE™ dozés (ug/ml): procentai nuo kontrolés

Vézinés lastelés 0 10 50 100 500 1000
Melanoma 100% 98 - 105 - 50
Hep G2 100% 92 - 138 - 85
HT-1080 100% 100 - 97 80 63
Storosios zarnos 100% 119 125 141 120 106
(HCT 116)

MCF-7 100% 93 88 92 97 77
MDA-MB-231 100% 103 - 82 - 25

EPICAN FORTE™ poveikis | Zmogaus véziniy lasteliy jsiskverbima | matrigel; ir

migracija

8 lentelé: Gydymo EPICAN FORTE™ dozés (ua/ml): procenting inhibicija
VéZinés lgstelés 0 10 50 100 500 1000
Melanoma 0% 80 98 100 - -
Hep G2 0% 15 25 50 95 100
HT-1080 0% 90 - 50 70 100
Storosios zarnos 0% 20 50 80 100 -
(HCT 116)
MDA-MB-231 0% 50 - 98 - -
MCF-7 nesiskverbiantis

EPICAN FORTE™ poveikis j Zmogaus véziniy lasteliy linijy ekspresuojamas

matricines metalproteinazes (MMP)

Melanomos lastelés: Melanomos lastelés Zelatinazingje zimografijoje davé dvi
juosteles, atitinkangias MMP-2 ir MMP-9. EPICAN FORTE™ inhibavo MMP-2 ir -9
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ekspresija nuo dozés priklausanciu blidu. MMP-2 ir -9 ekspresija Zymiai inhibavo 100
pg/ml EPICAN FORTE™, o esant 1000 pg/ml koncentracijai ji buvo faktiskai

neaptinkama.

HepG2 lasteles: Kaip ir melanomos lgsteles, HepG2 lasteles taip pat
ekspresavo dvi juostas, atitinkangias MMP-2 ir MMP-9. EPICAN FORTE™, esant jo
500 ir 1000 pg/ml koncentracijoms, inhibavo MMP-2 ir MMP-9 ekspresija.

Fibrosarkoma HT-1080: HT-1080 lIgstelés dave dvi juostas, atitinkancias
MMP-2 ir-9. EPICAN FORTE™ taip pat inhibavo abiejy juosty ekspresija nuo dozés

priklausangiu badu. Esant 500 ir 1000 pg/ml koncentracijoms, buvo matomos labai

silpnos juostos.

Storosios Zarnos vézys HCT116: Storosios Zarnos vézio lastelés zimografijoje

dave tiktai vieng juosta, atitinkangia MMP-2, kuri visi8kai i$nyko esant 100 pg/ml

koncentracijai.

MCF-7 ir MDA-MB-231: Sios véZiniy lasteliy linjos masy eksperimento
salygomis, kurios buvo panasios | kity veziniy lasteliy linijas, nedave jokiy MMP

juosty.

MDA-MB-231 skverbimasi per matrigelj 10, 50 ir 100 pg/ml koncentracijos
EPICAN FORTE™ inhibavo atitinkamai 50, 60 ir 95 %. EPICAN FORTE™ nebuvo
toksiskas, esant 10 pg/ml, o esant 100 pg/ml koncentracijai turéjo nedidelf
toksiskuma. Ta&iau Zymus toksiskumas buvo stebimas esant 1000 pg/mi
koncentracijai. Pagal zimografija, neekspresuojama nei MMP-2, nei MMP-9.
Atvirk&giai, EPICAN FORTE™ nebuvo toksiskas MCF-7 net ir esant 500 pg/ml ir
turéjo nedidelj toksi§kuma esant 1000 pg/ml. MCF-7 néra skvarbus ir neekspresuoja
MMP aktyvumuy.

EPICAN FORTE™ inhibuoja MMP-2 ir MMP-9 ekspresija nuo dozés
priklausanéiu badu. MMP-2 ir MMP-9 ekspresija buvo Zymiai inhibuota esant 100
ug/ml EPICAN FORTE™ koncentracijai ir faktiskai neaptinkama, esant 1000 pg/ml
koncentracijai. Naudojant 10 ir 100 pg/ml EPICAN FORTE™ koncentracijas, néra

Zymiai paveikiamas lgsteliy gyvybingumas, o esant 100 ug/ml, priklausomai nuo
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lasteliy tipo, yra stebimas citotoksikumas 10-40 procenty intervale. Melanomos
lasteliy, MDA-MB-231 Iasteliy, ir melanomos Igsteliy bendros kultros su NHDF
skverbimasis per matrigelj buvo Zymiai sumazintas nuo dozés priklausanciu badu.
HT-1080 Igsteliy skverbimasis per matrigelj buvo inhibuotas 10%, 50%, 70% ir 100%
esant atitinkamai 10, 100, 200 ir 1000 ug/ml. |domu tai, kad EPICAN FORTE™
nebuvo toksiskas HT-1080 lastelems esant 100 pg/ml. Sie rezultatai rodo, kad
EPICAN FORTE™ yra labai efektyvus keletui véziniy Igsteliy linijju, o taip pat ir
bendrai kultirai. Sie stebéjimai rodo, kad EPICAN FORTE™ gali duoti natdraly
terapinj pagrinda, kuris daro ji vertingu ir daug Zadan¢iu kandidatu Zmogaus

véziniams susirgimams gydyti.

10 pavyzdys
EPICAN FORTE™ poveikis j Zmogaus normaliy lasteliy linijas

Buvo tirtas EPICAN FORTE™ poveikis | Zmogaus normalias lasteles. Buvo
naudojami parametrai, panasis | véZiniy lasteliy parametrus: batent — zimografija
MMP ekspresijai, skverbimasis per matrigelj ir proliferacija/augimas pagal MTT testa,
Buvo naudota keletas Zmogaus normaliy dermaliniy fibroblasty, jskaitant Zmogaus
chondrocitus ir Zmogaus stromines Igsteles.

Toliau duodamose lenteléese (9, 10 ir 11 lentelés) susumuoti EPICAN
FORTE™ poveikiai | proliferacija/augima, metastazinj isiskverbima ir MMP

gaminimasi normaliose Zmogaus lgstelése:

9 lentelé: EPICAN FORTE™ poveikis j Zmogaus normaliy lasteliy

proliferacija/augima
Gydymo EPICAN FORTE™ dozes (ug/ml): procentai nuo kontrolés

Normalios lastelés 0 10 50 100 500 1000
NHDF 100% 118 - 135 - 90
Chondrocitai 100% 113 - 148 76 82
Strominés Igstelées  100% 100 116 115 98 64

10 lentele: EPICAN FORTE™ poveikis j Zmogaus normaliy lgsteliy skverbimasi per

matrigel]
Gydymo EPICAN FORTE™ dozes (ua/ml): inhibicijos procentai
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Normalios lgstelés 0 10 50 100 200 1000
NHDF 0% 67% 89% 100% - -
Chondrocitai 0% 45% 85% 95% 100% -
Strominés Igsteles 0% 0% - 95% 100%

Toliau duodamas EPICAN FORTE™ poveikio | Zmogaus normaliy lasteliy

ekspresuojamas matricines metalproteinazes (MMP) santrauka:

NHDF: Pagal zimografiia NHDF ekspresavo tiktai vieng juosta, atitinkancig
MMP-2, kuri faktigkai iSnyko esant 1000 pg/ml EPICAN FORTE™ koncentracijai.

Chondrocitai: Chondrocitai taip pat parodé tiktai vieng juosta, atitinkanciag
MMP-2. EPICAN FORTE™ inhibavo MMP-2 ekspresija nuo dozés priklausanciu
badu. MMP-2 ekspresija buvo Zymiai inhibuojama esant 100 pg/ml EPICAN
FORTE™ koncentracijai ir visidkai isnyko esant 200 pg/ml EPICAN FORTE™

koncentracijai.

Strominés lastelés; Strominés lastelés taip pat turéjo tiktai vieng juosta,
atitinkantia MMP-2. EPICAN FORTE™ inhibavo MMP-2 ekspresijag nuo dozés

priklausan&iu bidu. Labai silpna juosta buvo matoma esant 50 ir 100 pg/mi

koncentracijai, kuri pasidaré neaptinkama esant 200 ir 500 pg/ml koncentracijai.

Bendrai paémus, rezultatai parode, kad EPICAN FORTE™ inhibuoja MMP-2
ekspresiig nuo dozés priklausan¢iu budu. MMP-2 ekspresija buvo Zymiai
inhibuojama esant 100 pg/mi EPICAN FORTE™  koncentracijai ir faktiskai
neaptinkama esant 200 pg/ml koncentracijai. Be to, buvo rasta, kad chondrocity
skverbimasis per matrigelj buvo inhibuojamas 50%, 85% ir 95% esant 10 pg/mi, 100
pg/ml ir 200 pg/ml koncentracijoms. Esant 500 pg/ml, isiskverbimas buvo pilnai
sumazintas iki 0 %.

EPICAN FORTE™ buvo netoksigkas chondrocitams net ir esant 200 pg/ml
~ koncentracijai. 1$ tiesy EPICAN FORTE™  pasizymi poveikiu | lasteliy poliferacija —
70% lasteliy proliferacijos padidéjimas esant 200 pg/ml, ty. 70% padidéjimas

lyginant su kontrole. Nedidelis toksiskas poveikis buvo stebimas esant 500 png/ml. Sie
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rezultatai rodo, kad EPICAN FORTE™ veiksmingai inhibuoja MMP-2 ekspresijg ir
kad EPICAN FORTE™ atstovauja nauja priesuzdegimine maisting kompozicija, kaip
gamting strategija MMP produkavimui ir ekstralgstelinés matricos degradacijai
osteoartrito ir kity giminingy sutrikimy, jskaitant per didele kremzliy degradacijg,
inhibuoti.

Nors Epican-Forte in vivo tyrimai kg tik pradéti vykdyti, buvo apraSyti du
atvejai, jrodantys Epican-Forte, kaip vézj gydangio vaisto, pagristuma.

Pacienté, kuriai buvo diagnozuotas smegeny auglys, buvo nesekmingai
gydoma chemo- ir radioterapija ir 2002 m. balandZio mén. gale gydymas buvo
nutrauktas. Atsitiktinai ji buvo pradéta gydyti Epican-Forte rekomenduojamomis
dozémis. 2002 m. rugpjicio mén. gale MRTS parodé, kad auglys iSnyko.

Sesiasdesimt ketveriy mety amziaus pacientui, turinéiam Zymiai padidintg
auglio Zymeklj PSA (59,9 ug/ml), 2002 m. geguZzés meén. buvo diagnozuotos
prostatos karcinomos metastazés iSilgai aortos limfiniy indy. Jis pradéjo gydytis
Epican-Forte rekomenduojamomis dozémis. Po trijy ménesiy PSA kiekis nukrito iki
0,9 pg/ml. CT patikrinimas 2002 m. spalio mén. gale parode, kad anks&iau matomos

limfines metastazés jau nebepastebimos, o jo prostata pasidaré normalaus dydZio.

Buvo apradyta keletas Sio iSradimo jgyvendinimo varianty. Vis tik reikety
suprasti, kad gali bati padarytos jvairios modifikacijos nenukrypstant nuo iSradimo

esmes ir sferos.
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ISradimo apibréztis

1. Maistine farmaciné kompozicija, tinkanti véziui gydyti, besiskirianti
tuo, kad ji susideda is:

a) askorbo junginio;

b) L-lizino junginio;

¢) L-prolino junginio ir

d) bent vieno polifenolinio junginio, pasirinkto i§ grupes, susidedandios i§
epigalokatechingalato,  epikatechingalato, epigalokatechino, epikatechino ir
katechino, kurioje junginiai a-c) stiprina polifenolinio junginio aktyvuma blokuojant
vezing proliferacijg ir metastazavima.

2. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad askorbo junginys yra pasirinktas i§ grupes, susidedan&ios i§ askorbo ragsties,
farmaciniu poZidriu priimtiny askorbato drusky, askorbato esteriy ir/arba jy misiniy.

3. Maistine farmaciné kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo,
kad farmaciniu poZidriu priimtina askorbato druska yra kalcio askorbatas arba
magnio askorbatas.

4. Maistineé farmaciné kompozicija pagal 2 punktg, besiskirianti tuo,
kad askorbato esteris yra askorbilpalmitatas.

5. Maistine farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad lizino junginys yra pasirinktas i$ grupés, susidedangios i$ lizino hidrochlorido ir
lizininiy farmaciniu poZitriu priimtiny lizino drusky,

6. Maistine farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad prolino junginys yra pasirinktas i$ grupés, susidedangios i§ prolino hidrochlorido
ir prolininiy, farmaciniu poziariu priimtiny prolino drusky.

7. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad joje yra dar ir mikroelementy, pasirinkty i§ grupés, susidedancios i§ seleno,
vario, mangano, kalcio ir magnio.

8. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad joje yra dar ir aminorligsties.

9. Maistine farmaciné kompozicija pagal 8 punkta, besiskirianti tuo,
kad aminorGgstis yra argininas.

10. Maistineé farmacineé kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,

kad joje yra dar ir N-acetilcisteino.
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11. Maisting farmaciné kompozicija, tinkanti véZiui gydyti, besiskirianti
tuo, kad susideda is:

a) askorbo junginio;

b) L-lizino junginio;

¢) L-prolino junginio;

d) N-acetilcisteino ir

e) bent vieno polifenolinio junginio, pasirinkto i grupés, susidedancios i$
epigalokatechingalato, epikatechingalato, epigalokatechino,  epikatechino ir
katechino, kurioje junginiai a-d) stiprina polifenolinio junginio aktyvumg blokuojant
veZing proliferacijg ir metastazavima.

12. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 11 punkta, besiskirianti tuo,
kad askorbo junginys yra pasirinktas i§ grupés, susidedancios i$ askorbo ragsties,
farmaciniu poZiQriu priimtiny askorbato drusky, askorbato esteriy ir/arba jy misiniy,

13. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 12 punkta, besiskirianti tuo,
kad farmaciniu pozZidriu priimtina askorbato druska yra kalcio askorbatas arba
magnio askorbatas.

14. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 12 punktg, besiskirianti tuo,
kad askorbato esteris yra askorbilpalmitatas.

15. Maisting farmaciné kompozicija pagal 11 punktg, besiskirianti tuo,
kad lizino junginys yra pasirinktas i§ grupés, susidedangios i§ lizino hidrochlorido ir
lizininiy farmaciniu poZidriu priimtiny lizino drusky.

16. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 11 punkta, besiskirianti tuo,
kad prolino junginys yra pasirinktas i§ grupés, susidedandéios i§ prolino hidrochlorido
ir prolininiy farmaciniu pozidriu priimtiny prolino drusky.

17. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 11 punkta, besiskirianti tuo,
kad joje yra dar ir mikroelementy, pasirinkty i§ grupés, susidedancCios i$ seleno,
vario, mangano, kaicio ir magnio.

18. Maisting farmaciné kompozicija pagal 11 punkta, besiskirianti tuo,
kad joje yra dar ir aminortgsties.

19. Maisting farmaciné kompozicija pagal 18 punkta, besiskirianti tuo,
kad aminorQgstis yra argininas.

20. Maistine farmaciné kompozicija, tinkanti véZiui gydyt, besiskirianti
tuo, kad ji apima: askorbo ragsti, Kkalcio askorbata, magnio askorbata,
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askorbilpalmitata, polifenolius, N-acetilcisteing, lizing, prolina, argining, selena, varj ir
mangana.

21. Maisting farmaciné kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti tuo,
kad ji apima 250 mg askorbo riigities, 250 mg kalcio askorbato, 250 mg magnio
askorbato, 250 mg askorbilpalmitato, 1000 mg polifenoliy, 200 mg L-acetilcisteino,
1000 mg lizino, 750 mg prolino, 500 mg arginino, 30 mcg seleno, 2 mg vario ir 1 mg
mangano.

22. Maistine farmaciné kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti tuo,
kad ji apima 25 mg askorbo rigsties, 25 mg kalcio askorbato, 25 mg magnio
askorbato, 25 mg askorbilpalmitato, 200 mg polifenoliy, 10 mg L-acetilcisteino, 50 mg
lizino, 25 mg prolino, 50 mg arginino, 1 mcg seleno, 20 mcg vario ir 50 mcg
mangano.

23. Maistine farmaciné kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti tuo,
kad ji apima 5000 mg askorbo ragties, 5000 mg kalcio askorbato, 5000 mg magnio
askorbato, 5000 mg askorbilpalmitato, 5000 mg polifenoliy, 1500 mg L-acetilcisteino,
5000 mg lizino, 3000 mg prolino, 3000 mg arginino, 200 mcg seleno, 9 mg vario ir 10
mg mangano.

24. Maistiné farmaciné kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti tuo,
kad ji apima 250 mg askorbo rdgities, 250 mg kalcio askorbato, 250 mg magnio
askorbato, 250 mg askorbilpalmitato, 1000 mg polifenoliy, 200 mg L-acetilcisteino,
1000 mg lizino, 750 mg prolino, 500 mg arginino, 100 mcg seleno, 2 mg vario, 1 mg
mangano, 500 mg kalcio ir 400 magnio.

25. Maistine farmaciné kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti tuo,
kad ji apima 250 mg askorbo rugsties, 250 mg kalcio askorbato, 250 mg magnio
askorbato, 250 mg askorbilpalmitato, 1000 mg polifenoliy, 200 mg L-acetilcisteino,
1000 mg lizino, 750 mg prolino, 500 mg arginino, 100 mcg seleno, 2 mg vario, 1 mg
mangano, 500 mg kalcio, 400 mg magnio ir 200 citrusiniy bioflavonoidy,

26. Maistiné farmaciné kompozicija, tinkanti vezZiui gydyti, besiskirianti
tuo, kad ji apima: L-lizing, L-proling, L-arginina, askorbo rigstj, kalcj, magni,
polifenolius, N-acetilcisteing, selena, var ir mangana.

27. Maistine farmaciné kompozicija pagal 26 punkta, besiskirianti tuo,
kad ji apima 1000 mg L-lizino, 750 mg L-prolino, 500 mg L-arginino, 710 mg askorbo
rlgsties, 22 mg kalcio, 50 mg magnio, 1000 mg polifenoliy, 200 mg N-acetilcisteino,

30 mcg seleno, 2 mg vario ir 1 mg mangano.
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28. Maistine farmaciné kompozicija pagal 27 punkta, besiskirianti tuo,
kad askorbo rlgstis yra pasirinkta i§ grupés, susidedancios i§ askorbo rugsties,
kalcio askorbato, magnio askorbato ir askorbilpalmitato.

29. Maistine farmaciné kompozicija pagal 27 punkta, besiskirianti tuo,
kad polifenolis yra pasirinktas i§ grupés, susidedancios i§ epigalokatechingalato,
epikatechingalato, epigalokatechino, epikatechino, katechino ir kity farmaciniu
poZidriu priimtiny polifenoliy drusky ir/arba jy misiniy.

30. Kompozicijos pagal bet kurj i§ 1-29 punkty panaudojimas gamybai
farmacinés kompozicijos, skirtos véZio gydymui.

31. Panaudojimas pagal 30 punkta, kuriame vezys yra parinktas i$ grupes,
susidedanéios i§ melanomos veéZio, kraties véZio, storosios Zarnos vézio, plaudiy
véZio ir smegeny vézio.

32. Kompozicijos pagal bet kurj i§ 1-29 punkty panaudojimas gamybai
farmacinés kompozicijos, skirtos uzdegiminiy susirgimy gydymui.

33. Panaudojimas pagal 32 punkta, kuriame uZdegiminiu susirgimu yra

osteoartritas.
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[siskverbimo inhibavimo procentai
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prolinas 140 uM +
lizinas 400 uM

Fig.1.

B + askorbo
ragstis 100 uM +
prolinas 140 uM +
lizinas 400 uM +
EGCG 20 uM/ml
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Pagrindine terpe+

Pagrindiné terpé askorbo ragstis 400

uM + prolinas 140 uM 20 ug/m! EGCG

+ lizinas 400 uM

Pagrinding terpé +

Fig.2

indi : Pagrindiné terpe +
Pagrindiné terpé + é ter
askorbo ragstis 400  askorbo ragstis 400
uM + prolinas 140 uM UM + prolinas 140 ym
+ lizinas 400 uM + + lizinas 400 uM +
20 ug/ml EGCG 50 ug/ml EGCG
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20 ug/ml EGCG

Fig.3




LT 5240 B

+4/9

Fig.4




LT 5240 B

59

Lasteliy skai¢ius procentais nuo pagrindinés terpés

Pagrinding MMl EGCG  AAWPHLEGCG  EGCG  AMPHHEGCG  EGCG  AATRML+EGCG
terpé 10 pg/nd 10 peyral 20 pyind Wpgfml  Opgil  S0pghd

Papildai
Fig.5
Pagrindings terpés papildymo 100 uM askorbo ragsties (AA),

149 uM proling (P), 400 uM lizino (L) ir jvairiais kiekiais
epigalokatechingalato (EGCG) poveikis { melanomos A2058 lasteliy proliferacijg
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- . EGCG pg/m
Fig.6 ng/

Epigalokatechingalato (EGCG) poveikis | krities véZio Igsteliy
MDA-MB 231 proliferacijg
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Lasteliy skaiius procentais nuo pagrindinés terpés

Pagrinding AA+P  AMRL  AMPIL+200gl AMRIL4 S0 pgml APl + 100 pfml
£GCG EGCG

terpé EGCG

Fig.7 Papildai
Pagrindinés terpés papildymo 100 uM askorbo rigsties (AA),

140 uM prolino (P), 400 uM lizino (L) ir jvairiais kiekiais
epigalokatechingalato (EGCG) poveikis | kraties veézio Igsteliy MDA-MB 231 proliferacijg
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Pagrindiné  aavr  AMPL aAdLe20 kg V
AP + S0 peyfird MA+PL + 100 pg/ml
terpe EGCG EGCG 4 £GCG a4

Lasteliy skaitius procentais nuo pagrindinés terpés
3

Fig.8 Papildai

! -

1 Pagrindinés terpés papildymo 100 uM askorbo ragsties (AA),

* 140 uM prolino (P), 400 uM lizino (L) ir {vairiais kiekiais epigalokatechingalato
(EGCG) poveikis i storosios Zzarnos vézio lasteliy HCT116 proliferacijg



LT 5240 B

719

MMP-9 —
I S Bl .

Adgie a4 4

MMP.2
o

g i ’ N

2 3 4 5 & 7 8 9

Fig.9 Papildai _

Pagrindinés terpés papildymo 100 pM askorbo riigsties (AA),

140 uM prolino (P), 400 uM lizino (L) ir jvairiais kiekiais epigalokatechingalato
(EGCQG) poveikis melanomos Igsteliy ekspresuojamas metalproteinazes (MMP)

P

3.AA+P+L: 4EGCG 10ug/ml; SAAP+L+10ug/mIEGCG:6.EGCG 20ug/ml;
TAA-P-L+EGCG 20pg/ml; 8.EGCG 50pg/mk; 9. AA+P+L+EGCG SOpg/ml

1 - Zymekliai, 2 — pagrindiné terpe

A
H

| matrigel {siskverbusiy lasteliy skaigius procentais

nuo pagrindinés terpés
8
!

Pagrindine AaspaL 0ug/mlEGEG  S0,g/ml EGCG
terpé

Fig.10 Papildai

100pgy/MEGCE  AA+Pel + 20 pgfimd
114 mcsw

Pagrindinés terpes papild
140 pM prolino (P
(EGCG) poveikis

ymo 100 uM askorbo ragsties (AA),
_), 409 uM lizino (L) ir {vairiais kiekiais epigalokatechingalato
{ kraties véZio Iasteliy MDA-MB 231 skverbimasi per matrigelj
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tF'agn'ndiné AL 2019/m1EGCG AMPL120giel BLmIEGCE  AMPab 80y
erpé

Fig.11 Papildai
Pagrindinés terpés papildymo 100 uM askorbo ragsties (AA),

140 pM prolino (P), 400 uM lizino (L) ir jvairiais kiekiais epigalokatechingalato
(EGCG) poveikis | storosios Zarnos vézio Igsteliy HCT116 skverbimasi per matrigelj
140

2
|

-1
|

Pagrinding  aasp AMBl AMPL +20pgirl AALFAL £S0UYml  AMPaL + 100 pgiml
terpe : EGCG BGCG [Zedd]

Fig.12 Papildai
Pagrindinés terpés papildymo 100 uM askorbo rigsties (AA), e

140 uM prolino (P), 400 uM lizino (L) ir {vairiais kiekiais
epigalokatechingalato (EGCG) poveikis | matrigelj
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Fig.13 pavaizduotas CT-skryningas

Fig.14 pavaizduotas CT-skryningas
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