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ISRADIMO SRITIS
I§radimas yra susijes su standartizuotu steroidiniy saponiny misiniu, gaunamu i$
antzeminés Tribulus terrestris L. dalies, skirtu gaminti vaistams, pasiZymintiems jau
sinomu afrodiziaky veikimu, $alia naujy vaisto indikacijy. I8radimas taip pat yra
susijes su standartizuoto steroidiniy saponiny misinio, gaunamo i antzeminés

Tribulus terrestris L. dalies, gavimo bidu.

ISRADIMO PRIELAIDOS

Standartizuoto steroidiniy saponiny miginio, gaunamo i§ antZeminés Tribulus
terrestris L. dalies, gavimo biidas yra Zinomas (BG patentas 52085); Sis bidas
susideda i§ augalinés medZiagos ekstrahavimo, naudojant iki 70 proc. Zemesniojo
alkoholio, konkregiai, etanolio, tirpala, po to apdorojimo chloroformu ir ekstrahavimo
i¥ vandeninio tirpalo, naudojant vandeniu prisotinta n-butanolj, po to butanolio
ekstraktas sukoncentruojamas iki 1/8 tiirio, ir taip gauta liekana atskiriama ir
idziovinama, o motininiy tirpaly liekana i3tirpinama vandenyje ir pridedama tiesiog i
chloroformu apdorojama vandeninj tirpala. Pagal apraSytus pavyzdZius, taip
gaunamas standartizuotas misinys, turintis 50-55 procentus furostanolio saponiny,
skai&iuojant protodioskino pagrindu. ISeiga yra 1,7-2 proc., priklausomai nuo
saponiny kiekio augalinéje medziagoje.

Problema, kuria 3is iSradimas iSsprendé, yra ekstrahavimas i§ antZeminés
Tribulus terrestris L. dalies medziagos, turinCios didelius kiekius furostanolio

saponiny, kurie gali biiti panaudoti naujy vaisty su naujomis indikacijomis gamyboje.

SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS
Pagal §j iSradima problema i$spresta gaunant standartizuota steroidiniy saponiny
miginj, turintj 80 procenty furostanolio saponiny. Gavimo budas susideda i$ to, kad
susmulkinta augaling medZziaga ekstrahuoja vandeninio metanolio tirpikliu,
vandens/metanolio santykiui esant nuo 1:1 iki 1:99, 52-55 °C temperatiiroje. Po to
ekstraktas veikiamas aktyvinta anglimi ir, nufiltravus vakuume, koncentruojamas

pilnai patalinant metanol{. Vandeninis koncentratas toliau ekstrahuojamas metileno
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chloridu. Tada metileno chloridas nudistiliuojamas ir regeneruojamas tolesniam
panaudojimui iame biide. I3grynintas vandeninis tirpalas pariigitinamas hidrochorido
riigdtimi iki pH 4 ir Zinomu bidu ekstrahuojamas vandeniu prisotintu n-butanoliu.
Butanolio ekstraktas praplaunamas natrio chlorido tirpalu ir sukoncentruojamas
vakuume, kad gauty sausa lickana, kuri istirpinama Zemesniajame alkoholyje. Po to
arba koncentrata suladina | acetong ir palieka 10-15 °C temperatiiroje mazdaug 24
val.,, po to filtruoja, praplauna acetonu ir i8dziovina, arba praplauna 0,5-1,5 proc.
natrio hidroksido tirpalu ir, atskyrus sluoksnius, butanolio sluoksni praplauna
vandeniu iki pH 7, po to sukoncentruoja butanolio ekstrakta iki pilno organinio
tirpiklio pa%alinimo, o vandeninj tirpala i¥dZiovina. Tokiu biidu gauna mink3tus ir
purius 3viesiai geltonus miltelius, turindius daugiau nei 80 procenty furostanolio
saponiny. I3eiga yra maZdaug 3 procentai, skai¢iuojant nuo ore iSdZiovintos augalinés
medZiagos.

Sis naujas produktas, turintis daugiau nei 80 procenty furostanolio saponiny gali
biti panaudotas naujy vaisty, pasiZyminiy imunomoduliuojan¢iu ir/arba

imunostimuliuojan&iu poveikiu, gavimui.

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys
Viena tona susmulkintos augalinés medziagos ekstrahuojama 50 °C

temperatiiroje, naudojant 70 proc. metanolio vandeninj tirpala iki pilno
iSekstrahavimo. Ekstraktas nusiurbiamas, tada i ji pridedama aktyvintos anglies ir
praleidziama per filtro presa. Taip gautas vandeninis koncentratas tris kartus
ekstrahuojamas metileno chloridu santykiu 1:2, 1:1 ir 1:1, atitinkamai. Organinis
tirpiklis nudistiliuvojamas ir regeneruojamas, o distiliacijos liekana iSmetama.
I$grynintas vandeninis ekstraktas pariigitinamas hidrochlorido rugstimi iki pH 4 ir
aStuonis kartus ekstrahuojamas vandens n- butanolio mi3iniu santykiu 1:1. Butanolio
ekstraktai praplaunami 5 proc. natrio chlorido tirpalu ir koncentruojami vakuume 60
°C temperatiiroje iki sausos liekanos, po to istirpinama metanolyje. MiSinys letai
sula$inamas | acetona, palickamas 10 oC temperatiiroje 20 val. ir pabaigoje
filtruojamas per Nutch filtra, praplaunamas acetonu ir i3dZiovinamas.

Gaunami $viesiai geltoni milteliai, turintys 85 proc. furostanolio saponiny.

Iieiga yra 3 proc., skaigiuojant nuo ore i3dziovintos augalinés medZiagos.
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Produkto analizé atlickama pagal protodiosking (R. Gyulemetova, M. Tomova,
M. Simova, T. Pagarova, Pharmazie, 37 H.4 1982).

2 pavyzdys
Viena tona susmulkintos augalinés medziagos ekstrahuojama 50 °C

temperatliroje, naudojant 70 proc. metanolio vandeninj tirpala iki pilno
iSekstrahavimo. Ekstraktas nusiurbiamas, tada { ji pridedama aktyvintos anglies ir
praleidziama per filtro presa. Taip gautas vandeninis koncentratas tris kartus
ekstrahuojamas metileno chloridu santykiu 1:2, 1:1 ir 1:1, atitinkamai. Organinis
tirpiklis nudistilivojamas ir regeneruojamas, o distiliacijos liekana iSmetama.
I3grynintas vandeninis ekstraktas partgstinamas hidrochlorido riig§timi iki pH 4 ir
aStuonis kartus ekstrahuojamas vandens n- butanolio miginiu santykiu 1:1. Butanolio
ekstraktai praplaunami 1 proc. natrio hidroksido tirpalu, kai $arminio vandens
santykis su butanolio ekstraktu yra 1:1 ir, atskyrus du sluoksnius, butanolio sluoksnis
praplaunamas vandeniu iki pH 7. Po to butanolio ekstraktai koncentruojami vakuume
iki pilno organinio tirpiklio pasalinimo, po ko vandeninis tirpalas iSdZiovinamas.

Gaunami 3viesiai geltoni milteliai, turintys 85 proc. furostanolio saponiny.
I3eiga yra 3 proc., skai¢iuojant nuo ore idziovintos augalinés medziagos.

Produkto analizé atlieckama pagal protodiosking (R. Gyulemetova, M. Tomova,
M. Simova, T. Pagarova, Pharmazie, 37 H.4 1982).

ISRADIMO STEROIDY MISINIO [TAKOS EKSPERIMENTINIU GYVULIUKU
IMUNINEI SISTEMAI TYRIMU REZULTATAI

MedZiagos ir metodai

Augaliné medziaga

MedZiaga, turinti furostanolio saponiny (FS), i$skirta i§ Tribulus terrestris L.
(Zigophyllaceae) pagal §j iSradima. Liofilizuoti FS laikomi 4 °C temperatiiroje
saugant nuo $viesos ir drégmés. Tirpalas, naudotas eksperimentuose, paruostas
fiziologiniame tirpale ex tempore.

Eksperimentiniai gyvuliukai ir tyrimy protokolas

ICR peliy patinéliai (vidutiné kiino masé¢ 18-20 g) gavo jvairias FS dozes

peroraliai, sutinkamai su 1 lenteléje pateiktu apraymu.
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Eksperimentiné infekcija

Eksperimentiné infekcija peléms sukelta inokuliuojant po oda 25-30 bakterines
Iasteles 1§ KI. Pneumonae kultliros, augintos 18 val. agare (kamienas Nr. 52145,
Pastero institutas, ParyZzius). UZkrato dozé¢ parinkta po preliminariy eksperimenty,
siekiant nustatyti 50 proc. iSgyvenimo santykj. Infekcija stebima adtuonias dienas,
atsizvelgiant i subjekto bendrg bikle, mirtingumo procenta, igyvenimo procenta ir
viduting iSgyvenimo trukme¢ (ASRj , dienomis). Apsauginis FS efektas jvertintas
pagal i§gyvenimo santykio ir vidutinés i§gyvenimo trukmés padidéjima, apskaigiuotg
kaip skirtuma tarp eksperimentinés ir kontrolinés grupiy.

In-vitro antibakterinio inhibavimo testas

Kl Pneumoniae lasteliy jautrumas FS nustatytas naudojant pritaikyta Bauer
metodo (Bauer, A.W., Kirby W.M.M,, Sherris, J.C., Truck, M. (1966) Am. J. Clin.)
versija. Petri Iek3telés (100 mm) su agaru inokuliuotos 0,2 ml bakterijy suspensija (10
lasteliy/ml). Padaryti $ulinéliai (10 mm) uzpildyti 0,2 ml jvairios koncentracijos FS
tirpalu. Inhibuoti plotai iSmatuoti po 24 val. inkubavimo 37 °C temperatiiroje.
Teigiama kontrole naudotas keflinas (Lilly, JAV), esant minimaliai inhibavimo
koncentracijai 0,150 mg/ml.

Alveoliniy makrofagy aMa fagocitinis ir mikrobicidinis aktyvumas

Alveoliniai Ma gaunami in situ plau¢iy i$plovime, suleidZiant ir istraukiant 0,1-
1,0 ml TCM 199 tirpalo, turin¢io 20 mM HEPES, 100 U/ml penicilino ir 0,1 mg/ml
streptomicino (Flaw Lab., JK) plius 3 U/ml heparino (G. Richter, Vengrija).
Kiekvienoje grupéje nustatytas vidutinis kiekis i§plauty aMa ir tada lastelés uZnestos
ant inkubavimo ploksteliy (BDSL, Skotija), koncentracija 3x10 lasteliy/m! jy
fagocitinio ir mikrobicidinio aktyvumo jvertinimui H>-timidino radiometriniu metodu
(Dimov, V., Ivanovska, N., Bankova, V.V., Nikolov N., Popov, S. (1991) Apidologie
22, 155).

REZULTATAI
Priesinfekcinis apsauginis poveikis
Gauti rezultatai rodo, kad FS jtakoja eksperimentinés pelése sukeltos KI.
Pneumonia infekcijos eiga ir baigti. Gydytuose gyvuiiukuose mirtingumas pasieké
maksimalia 30-40 procenty reik3mg¢ 4-5-ta diena nuo infekcijos pradzios (Fig. 1).
Mirtingumo maksimumas kontrolinéje grupéje buvo Zymiai didesnis (70-80 proc.) ir

buvo stebimas 2-3-ig dieng nuo infekcijos pradzios. Apibendrinant, FS salygoja
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gydyty gyvuliuky 3velnesn¢ kliniking eiga, maZesnj mirtingumo procenta, ilgesnj
iSgyvenimo laika.

FS priesinfekcinis poveikis kinta priklausomai nuo dozés ir skyrimo grafiko (1
lentel¢). DidZiausia skirta doz¢ (625,0 mg/kg) pademonstravo stipriausia apsauginj
poveiki visuose 10 dieny skyrimo grafikuose, pradedant 35, 25 arba 15 dieny pries
infekcija; poveikio maksimumas stebétas, kai paskuting FS dozé buvo jvesta 15-t
diena prie§ infekcija.

PrieSingai Zymiam in-vivo aktyvumui, FS nedemonstruoja antibakterinio
aktyvumo in-vitro. Fs tirpalas fiziologiniame serume, esant 0,01, 0,025, 0,05, 0,1,
2,0, 5,0, 10,0, 25,0, 50,0 100,0, 250,0 ir 500,0 mg/m! koncentracijoms, neslopino K.
Pneumoniae augimo, skirtingai nuo Zenklaus slopinimo, stebéto Keflin grupéje,
vidutiniame 21,5+1,0 mm plote.

aMa stimuliavimas

625,0 mg/kg dozés salygojo aMa skaidiaus ir fagocitinio bei mikrobicidinio
aktyvumo padidéjima, maksimaliai reik§mei esant 20-ta dieng nuo FS paskutinio

pavartojimo (2 lentelé).

APTARIMAS

PrieSingai nei kiti saponinai (Cambell, J.B., Bede J.C. (1989) E.A.G. Lett., 5,
12), FS nedemonstruoja baktericidinio poveikio. FS veikia pagrindinius lastelés
efektorinius mechanizmus ir humoralini imunitets, tokiu biidu suteikdami Zenklia
apsauga nuo infekcijos. Optimali 625,0 mg/kg dozé, ivedama per 10 dieny seka, yra
labai artima grafikui, naudotam Zmoniy atveju (Zarkova, S. (1984) Rev.Port. Cienc.
Veter., 79, 117). Stipriausias apsauginis efektas, gautas pagal grafika, kai laiko tarpas
tarp paskutinio FS pavartojimo ir infekcijos yra 15 dieny, gali biiti paai3kintas aMa
aktyvavimo dinamika. Jy funkcinio aktyvumo maksimalus padidéjimas stebimas 20-tg
diena, kas sutampa su mia infekcijos faze (3-5 diena). Didelis skaiGius aMa su
padidintu fagocitiniu ir mikrobicidiniu aktyvumu uZkerta kelig infekcijos
pasunkéjimui ir sumaZina mirtingumo procenta, tuo pat metu padidinant i§gyvenimo
procenta. Paprastai apsauginis FS poveikis pilnai pasiekiamas tik po tam tikro laiko
tarpo, reikalingo, kad sureaguoty imuniné sistema. FS aktyvuoja aMa, kurie vaidina

svarby vaidmenj plau€iy antibakterinéje apsaugoje, ypa¢ valdant infekcijas, salygotas
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prisitaikandiy patogeny, tokiy kaip KI. Pneumoniae (Zarkova, S. (1984) Rev.Port.
Cienc. Veter., 79, 117).
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FS imunomoduliuojanéios svybés

2 lentelé. aMa aktyvavimas FS paveiktose pelése.

Tyrimo diena * Skaicius ° Fagocitoze © Mikrobicidinis
poveikis ¢
1 202+62¢ 21+20¢ 10,1+1,2
5 213+8le 25,0+3,7 133+ 1,9
10 318+ 120 292+4.4 15,0+2,7
15 323 +202 33,0 4,4 16,6 + 4,8
20 476 + 88 372+1,7 18,0+ 4,7
30 371+ 191 322+58 17,2422
Kontrolé ' 176 = 31 21,2419 9,0+1,2

? diena nuo paskutinio FS vartojimo per 10 nuoseklaus vartojimo dieny dozémis
po 62,5 mg/kg peroraliai

® tikstanciai (x10°%)

¢ aMa fagocitiniy bakteriniy lasteliy procentas

¢ bakteriniy lasteliy, Zuvusiy per vieng valanda po aMa fagocitozés, procentas

¢ statisti¥kai nepatikima (Stjudento kriterijus p>0,05)

f kontrolei naudota vien tik fiziologinis serumas.

Rezultatai atspindi vidutinius duomenis i§ keturiy nepriklausomy eksperimenty,

naudojant 10 eksperimentiniy gyvuliuky kiekvienoje grupéje.

Imunomoduliuojandios FS savybés

Fig. 1. Mirtingumas indukuotos pelése KI. Pneumoniae infekcijos atveju
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Standartizuotas steroidiniy saponiny miinys besiskiriantis tuo, kad
yra gautas i§ Tribulus terrestris L. antzeminés dalies ir turi daugiau nei 80 proc.

furostanolio saponiny.

2. Standartizuoto steroidiniy saponiny miSinio pagal 1 punkta gavimo i§
Tribulus  terrestris  budas, ekstrahuojant vandeniu prisotintu  butanoliu,
sukoncentruojant ir dziovinant, besiskiriantis tuo, kad pirmasis ekstrahavimas
vykdomas naudojant vandeninj metanolj, santykiu vanduo : metanolis 1:1 52-55 °C
temperatiiroje, po to gryninant aktyvinta anglimi ir filtruojant; sukoncentravus ir
pilnai paSalinus metanolj ir véliau i3ekstrahavus metileno chloridu, i3grynintas
vandeninis ekstraktas parfigStinamas iki pH 3-5 hidrochlorido riigdtimi, po to,
i3ekstrahavus n-butanoliu ir sukoncentravus, vyksta arba: sula§inimas i acetona,
paliekant 24 val. 10-15 °C temperatiiroje, nufiltravimas, praplovimas acetonu ir
iSdziovinimas, arba : koncentrato praplovimas 0,5-1,5 proc. natrio hidroksido tirpalu
ir atskyrus du sluoksnius, butanolio sluoksnio praplovimas vandeniu iki pH 7,
butanolio ekstrakto sukoncentravimas vakuume iki pilno organinio tirpiklio

pasalinimo ir vandeninio tirpalo i§dZiovinimas.

3. Standartizuoto steroidiniy saponiny misinio pagal 1 punkta panaudojimas
vaisty, pasiZyminCiy imunomoduliuojan¢iu ir/arba imunostimulivojan¢iu poveikiu,

sintezéje.
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