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Santrauka

Tyrimo tikslas — isanalizuoti ir palyginti vaistiniy asortimento komerciniy preparaty su margalapiy
margainiy ruosiniais silimarino sudéties ypatumus.

Tyrimo uzZdaviniai:

1. nustatyti ir palyginti silimarino komerciniy fitopreparaty kiekybing sudétj, taikant ultra
efektyviosios skys¢iy chromatografijos analizés metoda;

2. ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos metodu
1Sanalizuoti ir palyginti silimarino preparaty fenoliniy junginiy kompozicija.

Tyrimo objektas. Tyrimui buvo atrinkta 10 fitopreparaty su silimarino (lot. Silybum marianum L.)
vaistine augaline zaliava. Visi preparatai tiekiami Lietuvos rinkai, jiems suteikta vaisto rinkodaros
teis¢ arba jie notifikuoti Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos. Pasirinkti preparatai, kuriy
pagrindiné sudedamoji dalis valyti ir kiekybiskai jvertinti sausieji Silybum marianum L. vaisiy
ekstraktai ar kitokie ruoSiniai. Tyrimui pasirinkta 5 vienkomponenciai preparatai ir 5
daugiakomponenciai preparatai. IS jy 5 nereceptiniai vaistiniai preparatai ir 5 maisto papildai.

Tyrimo metodai. Ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija pasirinkta kiekybiniam flavonolignany
nustatymui. Siuo metodu buvo atliekamas tiriamyjy méginiy skirstymas ir silimarino komponenty
koncentracijos nuokrypiy steb¢jimas. Kiekybiniam analizés metodo skirstymui taikomas judrios
fazés gradientas. Judriosios fazés A eliuentas: dejonizuotas vanduo. Kitas judriosios fazés B
eliuentas: fosforo riigsis R, metanolis R, vanduo R (0,5:35:65 V/V/V). Kaip kiekybinis rodiklis buvo
vertinamas anali¢iy smailiy plotas. Kiekvieno tirpalo tyrimas kartojamas 3 kartus. Buvo atliktas
fitopreparaty kokybinis nustatymas ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — tandeminés masiy
spektrometrijos metodu. Tyrimo metu gauty flavonoidy chromatografinés smailés identifikuotos
pagal analités bei etaloninio junginio sulaikymo trukme (Ry) ir masiy spektrometriniu detektoriumi
gautus etanoliniy junginiy ir anali¢iy masiy spektrus. Chromatografinés smailés identifikuotos taikant
daugialypiy reakcijy stebésenos (MRM) bei skenavimo rezimus.

Tyrimo rezultatai ir iSvados. IStyrus fitopreparaty su margalapiy margainiy ruo$iniais tiriamuosius
tirpalus ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos tandeminés — masiy spektrometrijos metodu
nustatyti dominuojantys biologiSkai aktyviis junginiai. Visy tirty fitopreparaty méginiuose nustatyti
pagrindiniai silimarino junginiai — silikristinas, silidianinas, silibininas A, silibininas B, izosilibinas
A, izosilibinas B. Tirtuose fitopreparatuose taip pat identifikuoti Sie fenoliniai junginiai ir
polifenolinés rugstys: nereceptiniame vaistiniame preparate (1) — chino ragstis, 3,4-
dihidroksibenzoiné riigstis, ferulo rugstis, dikafeoilchino raigstis, kemferol-3-O-gliukozidas,
apigenino-7-gliukozidas, eriodiktiolis, kvercetino dariniai, kemferolis, pinocembrinas, chrizinas,
nereceptiniame vaistiniame preparate (2) — chino rugstis, dikafeoilchino raigstis, kvercetin-7-
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gliukozidas, taksifolinas, kemferol-3-O-gliukozidas, apigenino-7-gliukozidas, eriodiktiolis,
kvercetino dariniai, kemferolis, pinocembrinas, chrizinas, maisto papilde (3) — chino riigsties dariniai,
sinapo rugstis, taksifolinas, apigenino-7-gliukozidas, eriodiktiolis, kvercetinas, pinocembrinas,
chrizinas, maisto papilde (5) — chino riigsties dariniai, 3,4-dihidroksibenzoiné riigstis, chlorogeno
rugstis, kavos riigsties dariniai, kemferol-3-O-glukuronidas, taksifolinas, kemferol-3-O-gliukozidas,
florizinas, eriodiktiolis, miricetinas, kvercetinas, izoramnetinas, pinocembrinas. Pritaikius ultra
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodg buvo istirta 10 komerciniy fitopreparaty, kuriy
sudétyje nurodytas silimarinas. Palyginus silimarino kiekybinius rodiklius, nustatyta, kad
lignanoflavony profilis jvairuoja. Nustatyta, kad silibinino A ir B sumos dalis svyravo nuo 54,69 proc.
iki 67,06 proc. bendro visy flavonolignany kiekio. Didziausia silibinino A ir silibinino B sumos
procentiné dalis buvo nustatyta nereceptinio vaistinio preparato (3) tiriamajame méginyje.
Atsizvelgus | fitopreparaty gamintojo nurodytg silimarino kiekj dozuotés vienete, buvo jvertinta
gauty kiekybiniy rodikliy atitiktis Zenklinimui ir nustatyta, kad fitocheminés sudéties variacija yra
budinga silimarino produktams.
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Summary

Research aim — to analyze and compare the peculiarities of the composition of silimarin in a range
of commercial preparation with a variety of milk thistle preparations.

Research goals:

1. to determine and compare the quantitative composition of silymarin commercial
phytopreparations by high performance liquid chromatographic analysis;

2. to analyze and compare the composition of phenolic compounds of silymarin preparations by
ultra highperfomance liquid chromatography — tandem mass spectrometry.

Research objective. 10 herbal products containing silymarin were investigated. The study was
performed by analyzing the composition of herbal food supplements and medicinal preparations in
the assortiment of the Lithuanian pharmacies supply. Selected preparations contain extracts of
Silypum Marianum L. 5 — one component preparations were selected for the study, and 5
multicomponent preparations. Of these, 5 over-the-counter medications and 5 dietary supplements
were selected.

Research method. Ultra high performance liquid chromatography selected for the quantification of
flavonolignans. The distribution of tests samples and monitoring of deviations in the concentration
of silymarin components were performed by the ultra high performance liquid chromatography
method. The mobile phase gradient was used for the separation of analytes. Mobile phase A eluent
was: deionized water. Another mobile phase B eluent was the mixture of: phosporic acid R, methanol
R, and water R (0.5:35:65 V/V/V). The area of the analytical peaks was used for quantitative
processing. Repeatibility of the test for eah solution was 3 times. Qualitative testing of
phytopreparations by ultra-eficient liquid chromatogaphy-tandem mass spectrometry also was
performed. The chromatographic peaks of the flavonoids obtained during the study were identified
by the retention time (Rt) of the analyte and the reference compound and the mass spectra of analytes
obtained with a mass spectrometric detector. Chromatographic peaks were identified using multiple
reaction monitoring (MRM) and scanning modes.

Research results and conclusion. After examination of the constituents of the herbal preparations,
the test solutions, in particular the efficient tandem mass spectrometric methods for liquid
chromatography, relating to all the most appropiate methods. The following compounds were also
identified: over-the-counter drug (1) — quinic acid, 3,4-dihydroxibenzoic acid, ferulic acid,
dicapheoylquinic acid, kemferol-3-O-glucoside, apigenin-7-glucoside, eriodicitol, quercetin
derivatives, kemferol, pinocembrin, chrysine, over-the-counter drug (2) - quinic acid,
dicapheoylquinic acid, quercetin-7-glucoside, taxifoline, apigenin-7-glucoside, eriodicitol, quercetin
derivatives, chemferol, pinocembrin, chrysine, dietary supplements (3) — quinic acid derivatives,
sinapic acid, taxifoline, apigenin-7-glucoside, eriodictiol, quercetin, pinocembrin, chrysine, dietary
supplements (5) — quinic acid derivatives, 3,4-dihydroxybenzoic acid, chlorogenic acid, coffee acid
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derivatives, kemferol-3-O-glucuronide, taxifoline, kemferol-3-O-glucoside, florizine, eriodicitol,
myricetin, quercetin, isoramnetin, pinocembrin. The ultra high performace liquid chromatography
method was applied for 10 commercial herbal products containing silymarin. Comparison of the
quantitative parameters of silymarin revealed that the lignanoflavone profile varied. The sum of
silibinin A and B was found to range from 54,69 proc. to 67,06 proc. of total amount of all
flavonolignans. The highest percentage of the sum of silibinin A and silibinin B was found in the test
sample (3) of the over-the-counter herbal medicine. Based on the amount of silymarin per dosage unit
specified by the phytopreparator manufacturer, the compliance of the obtained quantitative indicators
with the labeling was assessed and it was found that the variation in phytochemical composition is
characteristic of silymarin products.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
AUC — chromatogramos smailés plotas
BCRP (angl. breast cancer resistance protein) — kriities vezio atsparumo baltymo inhibitorius
BMR — branduoliy magnetinis rezonansas
CAMP — ciklinis adenozino monofosfatas

CD4 + (angl. cluster of differentiation 4) — glikoproteinas, randamas imuniniy Igsteliy, tokiy kaip: T
pagalbinés Iastelés, monocitai, makrofagai ir dendritinés lastelés, pavirSiuje

CYP-450 — citochromas P-450

Cmax — didziausia koncentracija serume, kurig vaistas pasiekia organizme, suleidus vaistg ir pries
skiriant antrg doze

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrihidrazilo radikalas

EDQM - Europos direktoratas vaisty kokybei

ERK1/2 (angl. extracellular signal-regulated kinases) — tarplasteliniu signalu reguliuojamos kinazés
ESC/ MS — efektyviosios skys¢iy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodas

FBG (angl. fasting blood glucose) — gliukozés kiekis kraujyje nevalgius

FRAP (angl. ferric reducing antioxidant power) — gelezies jony redukcijos antioksidacinés galios
tyrimas

GPx (angl. glutathione peroxidase) — glutationo peroksidazé

GSH — glutationas

HbAlc — glikuotas hemoglobinas; hemoglobino, esancio eritrocituose, dalis, susijungusi su gliukoze
HepG2 — Zmogaus kepeny veézio linijos lastelés

HOMA-IR — indeksas, insulino/gliukozés santykis

HPLC (angl. high-performance liquid chromatography) — efektyvioji skys¢iy chromatografija

HRS (angl. herbal reference substance) — augaliné palyginamoji medziaga

IFN—y — interferonas gama

IL-2 — interleukinas 2

IR — infraraudonoji spektroskopija

mTOR (angl. mammalian target of rapamycin) — zinduoliy rapamicino taikinys, kurig Zmonéms
koduoja MTOR genas
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MTL cholesterolis (angl. LDL cholesterol) — ,,blogasis” cholesterolis, mazo tankio lipoproteiny
cholesterolis)

NF-kB (angl. nuclear factor-kB) — geny raiSkg imuninéje sistemoje reguliuojantis faktorius,
dalyvaujantis jgimtame ir jgytame imuniniame atsake

Nrf2 (angl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) — transkripcijos faktorius, dalyvaujantis
antioksidacinio atsako kelyje

OATP1BL1 - organinis anijong transportuojantis polipeptidas 1B1

PBMC (angl. aperipheral blood mononuclear cell) — periferinés kraujyje susiformavusios
mononuklearinés lgstelés

Ph. Eur. — Europos farmakopéja

PPAR-y  (anlg. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) —  peroksisomy
proliferatoriy aktyvinami y receptoriai

PSO — Pasauliné sveikatos organizacija

p38 (angl. mitogen-activated protein kinases) — mitogeny suaktyvintos baltymy kinazés,
reaguojancios | streso dirgiklius

R — Europos farmakopé¢joje apraSytas reagentas

ROS (angl. reactive oxygen species) — reaktyvios deguonies formos

RNR — ribonukleino ragstis

Rt— sulaikymo trukmé

SOD (angl. superoxide dismutase) — fermentas, superoksido dismutazé

TIC — bendroji jony chromatograma

UESCh — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija

UESCh/MS — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija — masiy spektrometrija
UESCh-MS/MS — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija — tandeminé masiy spektrometrija

UV — ultravioletiniai spinduliai
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Ivadas

Vaistinius augalus savo reikméms Zmonés naudoja nuo gilios senovés. Augalai, kurie sukaupia daug
gydomyjy savybiy turin¢iy veikliyjy medziagy, vadinami vaistingaisiais. Nors tradiciniai cheminiai
preparatai neabejotinai Siandien uzima svarbesng¢ vietg klinikinéje praktikoje, vaistingieji augalai ir
1§ jy gaminami vaistai taipogi svarbiis. Pastebima tendencija, kad kai kuriuos sveikatos sutrikimus,
jeigu jmanoma, stengiamasi gydyti augaliniais vaistais. Manoma, kad augalinés kilmés vaistai yra
pranasesni uz sintetinius, jy veikimas létesnis ir silpnesnis, taciau jie gali buti vartojami profilaktiskai,
turi mazesnj Salutinj poveikj. Todél dauguma vartotojy rupindamiesi savo sveikata ir jos profilaktika
stengiasi iSvengti cheminiy vaisty ir kaip alternatyvias priemones cheminiams vaistams renkasi
maisto papildus ar vaistinius fitopreparatus. Pasirinkimo galimybés labai pla¢ios — nuo vaistazoliy ir
maisto papildy iki daugiakomponenciy farmaciniy produkty. Tac¢iau komerciniy produkty kokybé, o
kartu ir nauda, nepakankamai moksliSkai iStirta. ] vaistines patekti gali tik toks produktas, kurio
efektyvumas yra patvirtintas. Augalinio vaistinio preparato ar maisto papildo efektyvumui uztikrinti
reikia daug jvairiy tyrimy ir ilgalaikio vartojimo duomeny analizés. Deja, alternatyviy cheminiams
vaistams sveikatinimui skirty komerciniy produkty kokybés uztikrinimo sistema néra tiesiogiai
siejama su efektyvumu. Akivaizdu, kad toks dalies sveikatinimui skirty produkty kokybés modelis
ne visada dera su vartotojo produkto pasirinkimo ar i§skyrimo produkty vertés grandingje tikslais.
Vieni i§ svarbiausiy sveikatinimui skirty fitopreparaty tyrimy, be abejo, yra jvertinti ir kontroliuoti,
kokias ir kiek medziagy kaupia vaistinis augalas ir jo ruoSiniai bei kurie i$ ty junginiy pasizymi
naudingomis sveikatai savybémis ir atitinka vartotojui tiesiogiai ar netiesiogiai perteikiamg
informacijg apie produkta (jskaitant Zenklinimg ir reklamg). Neturint Ziniy apie jvairiy grupiy
komerciniy produkty reikSmingiausias savybes, nejmanoma tinkamai parinkti tinkamos alternatyvos
galutiniam vartotojui.

Natiiraliy augaliniy produkty turinio fitocheminio profilio kokybés kontrolé yra labai svarbi, nes
augaliniy preparaty farmakologinés ar fiziologinés savybés tiesiogiai priklauso nuo jy veikliyjy
junginiy kiekio. ISskiriama daugybé veiksniy, pavyzdziui, klimatas, derliaus nuémimo laikas,
ekstrahavimas ir kiti veiksniai, kurie gali sukelti reikSmingg preparato veikliyjy medZiagy pokytj ir
taip gali ne padéti, o pakenkti paciento sveikatai ir saugiam bei racionaliam augaliniy vaistiniy
preparaty ir maisto papildy vartojimui [1,2].

Literatiiros Saltiniy duomenimis, placiai vartojami flavonolignany grupés junginiais turtingy
margalapiy margainiy produktai. Nustatyta, kad margalapiy margainiy sveikatinamosios ir terapinés
savybés yra nulemtos silimarino — flavonolignany komplekso. Margalapiy margainiy zaliavoje, o
kartu ir silimarine yra Sie komponentai: silibininas A, silibininas B, izosilibininas A, izosilibininas B,
silikristinas A, silikristinas B, silidianinas. DidZiausia koncentracija, apimanti mazdaug 50—70 proc.
silimarino, yra silibinino, kuris yra pagrindinis bioaktyvus ekstrakto komponentas [2,3].

Nors margalapiy margainiy ir silimarino produktai yra gana placiai vartojami, taciau jy sudeéties
Ivairavimas mazai tirtas. Literatiros Saltiniuose skelbta tik pavieniy moksliniy tyrimy rezultaty apie
augaliniy zaliavy, maisto papildy ar vaistiniy preparaty, kuriy sudétyje yra silimarino ruoSiniai,
turinio variacijos ribas. Vienas 1§ pagrindiniy kokybés kriterijy Saltiniy yra Europos farmakopéja ir
kity regiony (kaip JAV) farmakop¢jos, kuriose paskelbta daug monografijy apie augaliniy medziagy
kokybés kontrolg.
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Remiantis PSO, pagrindinis augaliniy vaisty atpazinimo ir gryninimo zingsnis yra farmakologiniai
tyrimai [4]. Norint jvertinti silimarino farmakologinio efekto atkuriamuma, reikia nuoseklia tvarka
atlikti augalinés zaliavos analize bei jvertinti veikliyjy medziagy kokybine ir kiekybine sudét;.
Remiantis jvairiais moksliniais straipsniais, silimarino ir jo komponenty identifikavimas ir kiekybés
bei kokybés kontrolé gali biti atlickama taikant chromatografinius metodus, masiy spektrometrija,
efektyviaja skys¢iy chromatografija. Sio tyrimo metu pasirinkta ultra efektyvioji skyséiy
chromatografija. Tai tikslus, greitas, jautrus ir informatyvus metodas [5,6]. Kadangi dalis silimarino
preparaty gamintojy praturtina savo produktus kitais ingredientais ir Zenklindami produktg apsiriboja
tik silimarino procentiniu kiekiu, nenurodydami tikslios preparato sudéties, todél Sio tyrimo metu
panaudotas dar vienas papildomas analizés metodas, ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija —
tandeminé masiy spektrometrija, leidziantis identifikuoti atskirus komponentus esancius
fitopreparatuose, o kartu ir patikimai kokybiskai patvirtinti silimarino tapatybe produktuose [2].

Darbo tikslas — isanalizuoti ir palyginti vaistiniy asortimento komerciniy preparaty su margalapiy
margainiy ruoSiniais silimarino sudéties ypatumus.

Darbo uzdaviniai:

1. ultra efektyviosios skysCiy chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos metodu
iSanalizuoti ir palyginti silimarino preparaty fenoliniy junginiy kompozicija;

2. nustatyti ir palyginti silimarino komerciniy fitopreparaty kiekybinés sudéties rodiklius, taikant
ultra efektvyviosios skys¢iy chromatografijos analizés metodg. Palyginti kiekybés rodiklius su
gamintojy pateikta informacija produkty zenklinime.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Tikrojo margainio botaninis apibiidinimas

Tikrasis margainis (lot. Silybum marianum L.) — astriniy (lot. Asteraceae) Seimos vaistinis augalas.
Tai 60-150 cm auksCio vienmetis arba dvimetis Zolinis augalas. Stiebas status, yra 40-200 cm
aukscio, tvirtas, vagotas, Sakotas, plikas, virSutiné jo dalis voratinkliSkai plaukuota. Kiekvienas
stiebas baigiasi raudonai violetiniu 5-6 cm diametro Ziedynu. Ziedyno krastai padengti spygliais.
Augalo lapai placiai lancetiski ar kiausiniski, pliki, odiski, palei gyslas iSmarginti pailgomis baltomis
démémis, jy kraStas dygliuotas arba dygliuotai dantytas; apatiniai lapai stambis, plunksniskai
iSkarpyti ar suskaldyti, trumpakociai, virSiininiai iStisiniai, apimantys stieba. Lapai gali uzaugti iki
50-60 cm ilgio ir 20-30 cm plocio, taciau stieblapiai yra gerokai mazesni. Vaisius — lukstavaisis iki
7 mm ilgio, lygus, i§ Sony suplotas, blizgantis, tamsiai rudas ar juosvas su Sviesiomis iSilginémis
démelémis, 2,5-3,2 mm plocio, 1,8-2,8 mm storio. Vaisiai turi baltus skristukus, todél, sékloms
subrendus, juos sparéiai i§platina véjas. Zydi liepos — rugpjii¢io ménesj, rudeniop subrandina séklas.
Medicinoje gydymui naudojami tikryjy margainiy vaisiai [7].

Geografiskai augalas labiausiai paplites vidutiniy platumy klimato juostoje, pietvakariy Europoje ir
Vidurzemio pajirio Salyse. Daug kur auginamas, sulaukéjes aptinkamas beveik visoje Europoje
(i8skyrus Siaurinius krastus), Vakary Sibire, Viduringje Azijoje, Siaurés Amerikoje. Lenkija yra
didziausias margainio sékly ir preparaty tickéjas visoje Europoje, kurios kultivuojama teritorija apima
net 2000 hektary zemés ploto. Lietuvoje auginamas darzeliuose bei sodyby gélynuose [9].

1.2. Tikryjuy margainiy vaisiy vaistinés augalinés Zaliavos cheminés sudéties ypatumai

Tikrasis margainis pasizymi veikliyjy medziagy gausa. Vaisiuose randama 15-30 proc. lipidy,
esanciy trigliceridy pavidalu. Daugiausia i$ jy linoleinés riigsties (~60 proc.), oleino rugsties (~30
proc.), palmitino ragsties (~9 proc.). Randama apie 30 proc. baltymy, cukry (arabinozés, ramnozés,
ksilozés, gliukozés), tokoferolio (vit. E) (0,038 proc.), steroliy (0,063 proc.), kaip antai: cholesterolis,
stigmasterolis, sitosterolis bei nedidelis kiekis gleiviy [10]. Fitochemiskai svarbiausiy veikliyjy
medziagy — flavolignany (kitaip dar vadinamy silimarinu), randama 2-3 proc. Pagal Europos
farmakopé¢jos reikalavimus, subrendusiuose margalapiy margainiy vaisiuose silimarino turi biiti
daugiau nei 1,5 proc. Farmakologinj poveikj ir apsprendzia minétas flavonolignany izomery misinys.
Yra i$skiriami pagrindiniai veikliosios medziagos komponentai flavonolignanai (zr. 1 pav.) —
silibininas A, silibininas B, izosilibinas A, izosilibinas B, silikristinas A, silikristinas B, silidianinas
ir flavonoidas — taksifolinas [2,3].
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1 pav. Silimarino komponentai silibinas A (1a) silibininas B (1b), izosilibinas A (1c), izosilibinas B (1d),

silikristinas A (1e), silidianinas (1f) ir taksifolinas (1g) 16



Didziausia koncentracija, mazdaug 50-70 proc. ekstrakto, yra silibinino, kuris yra pagrindinis
bioaktyvus ekstrakto komponentas ir kurio randamos dvi izomerinés formos — silibininas A ir
silibininas B [10]. Tikrojo margainio vaisiy chemingje sudétyje be flavonolignany, taip pat yra kity
flavonoidy (dihidrokvercetinas, kvercetinas, kemferolis, apigeninas, dihidrokemferolis, luteolin-7-O-
gliukozidas, ir kt.) [2]. Tikryjy margainiy sausajj ekstrakta sudaro rafinuotas ir standartizuotas sausas
ekstraktas, gaunamas i§ tikrojo margainio vaisiaus. Jame yra 90—110 procenty nominalios vertés
silimarino kiekio, iSreiksto silibininu [11].

1.2.1. Pagrindinio tikryjy margainiy vaisiy vaistinés augalinés Zaliavos cheminio komponento
silibinino struktiira ir cheminés savybés

Chemine silibinino struktlirg pirmiausiai nustaté Pelteris ir Hanselis 1968 m., panaudodami
branduoliy magnetinio rezonanso ir masiy spektrometrijos metodus [14]. Silibinino komponenty
molekuliné formulé — CzsH22010 bei molekuliné masé — 482,44 [12].

Silibinino sudétyje esancio flavonolignano struktiirg galima apibtidinti kaip maza, labai funkcionalig
molekule su kintamais karbo ir hetero ciklais. Sio junginio stabilumas esant $arminéms salygoms
sumazéja. Silibininas yra atsparus redukcijai, taciau jis lengvai oksiduojamas j 2,3-dehidrosilibining.
Silibinino struktiiroje yra penkios hidroksilo grupés, kurios yra pagrindiniai derivacijos taikiniai. Trys
i§ 8iy hidroksilo grupiy (5-OH, 7-OH ir 20-OH) turi fenolinj pobudj. 5-OH grupé turi labai stipry rysj
su gretima okso grupe, kuri yra konjugacijoje su aromatiniu ziedu ir veikia kaip laisva elektrony pora,
jungianti vandenilio ry$j su 5-OH grupe. 7-OH ir 20-OH turi panaSias savybes, nors C-7 OH grupé
yra reaktyvesné nei 20-OH dél mazesniy steriniy faktoriy ir vandenilio jungties [13].

silibininas A: 10R, 11R
silibininas B: 105,115

silibininas (1){

2 pav. Silibinino cheming struktiira

Gamtoje silibininas yra dviejy trans-diastereozimery: A ir B pavidalu. Jie diferencijuoti C-10 ir C-11
padétyse 1,4-benzodioksano ziede. Tiek silibininas A, tiek B pasizymi 1H ir 13C BMR spektrais,
kurie yra labai panasis, be bidingy signaly, todél sunku i§samiai identifikuoti atskirus izomerus [ 14].

1.2.2. Silibinino glikokonjugatai: antioksidaciniy savybiy sintezé ir jvertinimas

StrukttiriSkai natiiralus silibininas yra diastereomerinis dviejy flavonolignany, biitent silibinino A ir
silibinino B miSinys santykiu 1:1. Silibininas yra metabolitas, turintis daugialypj biologinj aktyvuma,
kuris paprastai siejamas su laisvyjy radikaly salinimu. Jo terapinis efektyvumas gana ribotas dél mazo
biologinio prieinamumo. Silibinino produktai dazniausiai vartojami per 0S, o tai riboja natiiralaus
produkto veiksminguma dé¢l prasto jo absorbcijos ir trumpo pusinés eliminacijos periodo organizme.

Norint pasiekti tikslinius audinius, 1gsteles ir organeles, kad biity pasiektas norimas terapinis poveikis,

SV —
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kelios modifikacijos, kurios pakeic¢ia chemines ir fizikines nattraliy metabolity savybes, padidéjo
biologinis efektyvumas ir bendras jsisisavinimas. Paprastai, kad veiklioji medziaga patekty j audinius
ir 1asteles, reikia naudoti nesiklj — vaisto kompleksus arba konjugatus, turin¢ius liganda, kurj atpazjsta
receptoriai tikslinéje Iasteléje.

Hidroksilo grupiy buvimas suteikia galimybe taikyti provaistus, leidziancius pagerinti jo farmacines
farmakokinetines ir (arba) farmakodinamines savybes. Tai jrodo, kad sacharido fragmenty
hidrofilinis pobiidis padidina aglikono tirpuma vandenyje ir padidina jo biologinj pricinamuma. Taip
pat kitas 1§ buidy pagerinti farmacing ir farmakokineting naudg yra fosfato grupés jvedimas [15].

3 paveiksle pateiktas efektyvios sintetinés procediiros rezultatas, gaunant naujus 9”-fosfodiesterio

mono- ir di-
sacharido vienetai

Fosfodiesterinis rysys

3 pav. Naujy silibinino gliko-konjugaty bendrosios struktiiros

silibinino konjugatus su skirtingais mono- ir di- sicharidy vienetais per hidroksilo grupe.

Radikalu prijungimas su 2 -5 (Tetrazolis 0.45 M) OH
N(lm g7,
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Oksidacija (tert-BuOOH 5.5 M)
6Ri=R:=OH,Ri=Rs=H;
Apsaugos pasalinimas (Et:N/piridinas; NK4+OH) TRi=R:=0H R:=R:=H

8Ri=Rs=H Ry=R:=OH.
9R; =R:=H, Ry = OH. Ry = 0-p-Gal

4 pav. Naujy 9”- fosfodiesterio gliko-konjuguoty silibinino analogy sintezé

Kaip silibinino substratas naudojamas 9”-fosfoforamidas, o kaip pradinés cukraus medziagos
pasirinkti 1-OH visiskai apsaugoti mono- ir di- sacharidy dariniai (2-5), Zr. 4 pav.)). I$ pradziy mono-
ir di- sacharidai, reaguodami su THF benzilaminu kambario temperatiiroje, paver¢iami 1-OH
dariniais. Taigi 25 junginiai (zr. 4 pav.) sujungti su 1 dariniu, naudojant 0,45 M tetrazolg. Visi
junginiai paversti ] atitinkamas natrio druskas, kad biity kristaliniai méginiai. Po to medziagos
analizuojamos atvirkstinés fazés analizés biidu, naudojant jvairias kolonéles ir eliuavimo salygas.
Galiausiai nauji silibinino analogai (6-9), zr. 4 pav.)) gauti kaip diastereomery misinys, 31P NMR
analizés metu, naudojant Sep-Pak C18 kolon¢le.

Nauji dariniai buvo istirti atlieckant DPPH laisvyjy radikaly suriS§imo metodg ir atliekant ksantino
oksidazés slopinimo modeliy tyrima, siekiant jvertintinti jy antioksidacinj aktyvumg. Galima daryti
1Svada, kad nepriklausomai nuo tiriamo cukraus fragmento, visi junginiai pasizymi Siek tiek didesniu
radikaly suri§imo aktyvumu ir ksantino oksidazés slopinimu nei silibininas. Kita vertus, nauji dariniai
parod¢ tirpumga vandenyje Zymiai didesnj nei silibininas [15].
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1.3. Tikryju margainiy vaisiy veikliyju medziagy farmakologinis poveikis ir klinikinis
veiksmingumas

1.3.1. Veikimo mechanizmas

Naudojant tikryjy margainiy vaisiy veikligja medziagg pastaraisiais deSimtmeciais yra atlikta daug
tyrimy, toliau gilesnj pazinimg pateiké naujausi, jrodantys, kad silimarinas pasizymi Iasteliy
gyvybingumg skatinanciu regeneraciniu veikimu ir padeda apsaugoti kepeny lgsteles nuo zalingy
veiksniy. Pagrindinés terapinés indikacijos yra toksiskas kepeny pazeidimas, palaikomasis gydymas
pacientams, sergantiems létinémis uzdegiminémis kepeny ligomis, ir kepeny ciroze [16].
Laboratoriniy tyrimy metu nustatyta, kad silibininas stabilizuoja Iasteliy mebranas, pakeicia iSoring
kepeny lasteliy struktiirg, taip neleisdamas toksinéms medziagoms patekti | lastelg, tokiu biidu
nepageidaujamos medziagos 1§ karto paSalinamos i§ organizmo. Silibininas suzadina detoksikacijos
kelius ir greitina lgsteliy atsinaujinimg, stimuliuodamas DNR sintezés prekursorius bei
skatinandamas Igsteliy fermenty gamyba ir naujy lasteliy susidaryma [17].

Tyrimais in vivo ir in vitro nustatyta, kad tikryjy margainiy vaisiy augalo veikliyjy medziagy
komponentai pasizymi biologiniu poveikiu, kuris naudingas sveikatai. [vairiais tyrimais patvirtinta,
kad margalapiy margainiy vaistinés augalinés zaliavos biologinis veiksmingumas paprastai
pasireiSkia dél flavanoidy miSinio, vadinamo silimarinu (1,5-3 proc.), kuri daugiausia sudaro
anksciau vardinti jo izomerai: silibinino (arba silibino) A ir B (50-60 proc.), izosilibinino (arba
izosilibino) A ir B (5 proc.) bei veikliyjy medziagy — silikristino (20 proc.) ir silidianino (10 proc.).
Tyrimais jrodyta, kad vartojami margalapiy margainiy ruoSiniy vaistiniai preparatai salygoja $iy
veikliyjy medziagy veikimo mechanizmus:

o reguliuoja lgstelés ir mitotchondrijy membrany pralaiduma, padaro jg atsparesne¢ ksenobiotiky
bei kity hepatotoksiniy medziagy poveikiui ir patekimui j hepatocitus;

e slopina 5-lipooksigenazés metabolizmg ir leukotrieny Bs (LTB4) susidarymg Kupffer tipo
lastelése;

e pasizymi antioksidaciniu poveikiu, suriSa laisvuosius radikalus bei tumoro nekrozuojantj
faktoriy (TNF)-a;

e skatina baltymy sintez¢ ribosomose bei stimuliuoja kepeny regeneracija, aktyvindamas RNR
ir DNR polimeraze A;

e antikancerogeninj ir uzdegima slopinantj poveikius.

In vitro/in vivo eksperimentai:

e slopina hepatocity virtimg j miofibroblastus — procesg, atsakingg uz kolageno skaiduly
kaupimasi kepeny cirozés metu;

e padidina insulino i$siskyrimg in vitro, bet ne in vivo, tokiu btudu slopindamas gliukozés
1$siskyrima;

¢ slopina padidéjusi kasos ir kraujo glutationo (GSH) kiekj bei aloksano sukeltg hiperglikemijg.

Citoplazminis poveikis:

e antioksidantas, uzkertantis kelig vaisty sukeltam kepeny pazeidimui;
e galimas prieSnavikinis poveikis;
e odos apsauginés savybés nuo UV sukeltos zalos eksperimentiniuose modeliuose;

19



e lasteliy membrany stabilumo pagerinimas;

e baltymy biosintezés sustiprinimas;

e antifibrotinis aktyvumas;

e antivirusinis aktyvumas;

¢ kauly nykimo prevencija;

e neuroprotekcinis ir antiaterogeninis poveikis [18].

1.3.2. Antioksidacinis poveikis

Silimarinas yra natiiralus antioksidantas. Silimarino antioksidaciniai mechanizmai apima laisvyjy
radikaly susidarymo prevencijg, slopinant reaktyvigsias deguonies rusSis (ROS) gaminancius
fermentus, tiesiogiai Salina laisvyjy radikaly poveikj, jony chelatus (Fe ir Cu) zarnyne, atlicka
apsauginiy molekuliy (pvz., $ilumos Soko baltymy, hibridinio baltymo tioredoksino-abeta ir baltymy
klasés sirtuiny) sintezés skatinimg uztikrinancia papildoma apsauga oksidacinio streso metu,
silimarinas taip pat palaiko optimalig Iastelés redokso bikle, aktyvuodamas daugybe antioksidaciniy
fermenty ir neenziminiy antioksidanty, daugiausia per transkripcijos veiksnius, jskaitant Nrf2 ir NF-
kB. Yra jrodyta, kad silimarinas labai padidina superoksido dismutazés raiSka pacientams,
sergantiems nealkoholiniu steatohepatitu, ir sumazina oksidacinj stresg pacientams, sergantiems [3-
talasemija.

Pazymétina, kad silimarinas neturi tiesioginio poveikio etanolio metabolizmui ir nemazina etanolio
kiekio pasalinimo i$ organizmo [20]. Vieno i$ tyrimo metu, panaudojant spektrofotometrinius FRAP
ir DPPH metodus, buvo lygintas Zaliosios arbatos, kuri, kaip zinoma, yra stiprus, natiiralus
antioksidantas ir silimarino antioksidacinis poveikis. Tyrimai parodé, kad silimarinas gali padidinti
ir SOD, ir GPx aktyvuma, o tai paaiskina jo apsauginj poveiki dél laisvyjy radikaly susidarymo.
Silimarino antihemolitinis poveikis rodo didesnj silimarino laisvyjy radikaly, biatent peroksilo
radikaly Salinimo aktyvuma lyginant su zaligja arbata. Remiantis tyrimo rezultatais ir kitais
mokslininky darbais, galima teigti, kad silimarinas pasizymi dideliu apsauginiu poveikiu ir laisvyjy
radikaly $alinimo mechanizmu nuo oksidacinio streso pazeidimy [21].

Be pagrindiniy komponenty tikryjy margainiy séklose yra labai daug aliejaus (20—30 proc.). Prie$
ekstrahuojant silimaring 1§ sékly butina paSalinti aliejy, jis yra pramoninis silimarino gamybos
Saltinis. Jame yra didelé nesoCiyjy riebaly rugséiy, ypaé¢ linolo ir oleino riigsciy, koncentracija,
naudinga zmogaus sveikatai — uZkertant kelig arteriosklerozei, diabetui ir véZiui. Jis rekomenduotas
kaip nattiraliy antioksidanty Saltinis, nes jame gausu tokoferolio [22].

1.3.3. Antidiabetinis aktyvumas

Pastaruoju metu silimarinas tampa populiarus dél savo hipoglikeminiy ir hipolipideminiy savybiy.
Cukriniu diabetu sergantys pacientai pasiZzymi nenormalia antioksidacine biikle, glikozilinty baltymy
pertekliumi. Apzvelgus moksling literatiira, nustatytas margainio tiesioginis ir netiesioginis
laisvuosius radikalus mazinantis poveikis. Ivertinta, kad silimarinas neleidzia padidéti gliukozés
koncentracijai plazmoje ir stabdo kasos lipidy peroksidacija [23]. Mokslininkai teigia, kad silimarinas
uzkerta kelig diabetui, kurj aloksanas (kristaliné medziaga, gaunama organizme oksiduojant §lapimo
rugst]) sukelia ziurkéms. Manoma, kad Sis poveikis pasireiSkia dél padidéjusios gliukozes
koncentracijos plazmoje ir kasos glutatione [24,26]. Siame tyrime pagrindiné ikelta hipotez¢, kad
silimarinas stabdo kasos antioksidantiniy fermenty sumazéjima, sukeltg aloksano. Svarbu pazyméti,
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kad silimarinas atstaté¢ §j fermentinj aktyvuma, kai buvo skiriamas 9 savaites ir 20 dieny po
apsinuodijimo aloksanu. Kartu su §iuo poveikiu, gliukozés koncentracija sumaz¢ja iki normalaus
dydzio. Atlikty tyrimy rezultatai ir ankstesni mokslininky duomenys rodo, kad silimarinas yra svarbi
prevenciné priemoné cukrinio diabeto metu sukeltiems jvairiems oksidaciniams pazeidimams ir
reik§mingas atkuriant normalig gliukozés koncentracijg kraujo serume, tai jrodo, kad hipoglikeminiai
junginiai, turintys antioksidaciniy savybiy, yra vertingi antidiabetiniam aktyvumui.

1.3.4. UzZdegimo slopinamasis poveikis

Silimarinas interferuoja su NF-«B kontroliuojama transdukcijos kaskada. NF-kB yra indukuojamas
kaip baltymy kompleksas, kuris veikia kaip DNR transkripcijos reguliatorius ir svarbus uzdegiminiy
procesy, lastelés i§gyvenimo, diferenciacijos ir augimo procesy iniciavimui ir kontrolei [28].

Mokslininky atliktas tyrimas siekiant jvertinti uzdegimo slopinamajj, antivirusinj, imunomoduliacinj
standartizuoto silimarino vaisiy ekstrakto poveikj. Buvo atliktas eksperimentas su ziurkémis,
eksperimento rezultatai parod¢, kad 250 ir 500 mg/kg silimarinas reikSmingai sumazino leteny edema
(p <0,05) abiem budais ir buvo palyginamas su deksametazono tirpalu ir Zymiai skyrési nuo to, kurj
sukele acetilsalicilo rugstis ir 125 mg/kg silimarinas (p<0,05). Todél apibendrinant galima teigti, kad
silimarinas pasiZymi prieSuzdegiminiu poveikiu ziurkiy létinio uzdegimo modelyje, kuris buvo
zymiai efektyvesnis padidinus doze iki 500 mg/kg. Vis délto svarbu pabrézti, kad silimarino
antiproliferacinis poveikis aprasytas daugiausia naudojant vieng silimarino komponenta — silibining
— santykinai didelémis dozémis (100-300 pmol/l arba mazdaug 50-150 pg/ml) [29, 30]. Silimarino
antiproliferacinis, prieSuzdegiminis, imunomoduliacinis ir antivirusinis poveikis gali priklausyti nuo
silimarino ir kity silimarino ekstrakte esan¢iy molekuliy dozés ir molekulinés formos [31]. Pateikti
duomenys atitinka nuomong, kad silimarinas turi antioksidacinj ir uzdegimo slopinamajj poveikj.

Be to, nustatyta, kad silimarinas slopina endotelio, plauciy augliy, prostatos vézio ir Zzmogaus
hepatomos HepG2 ir Hep3B lasteliy dauginimasi. Todél silimarinas gali biiti naudingas kaip vaistas
nuo daugumos vézio augliy rasiy [19,27]. Kadangi NF-kf yra apraSomas kaip nuo redukcijos
priklausantis transkripcijos faktorius, tikétina, kad silimarinas sukelia prieSuzdegiminius veiksnius,
per antioksidacinj poveikj slopindamas baltymy kompleksa — NF-kf. Taigi pabréztina, kad
silimarinas moduliuoja membranos funkcijas ir jy lasteliy membranas ir yra naudingas citoprotekcijos
ir kancerogenezés slopinime [32].

1.3.5. Hepatoprotekcinis poveikis

Kepeny ligos yra pagrindinés sergamumo ir mir§tamumo prieZastys visame pasaulyje. Nacionalinio
piktnaudziavimo alkoholiu ir alkoholizmo instituto paskelbta rezultaty ataskaita parodé, kad kepeny
cirozé buvo 12-0ji pagrindiné mirties priezastis JAV, ir paplitimas Vakary Salyse sieka 20-30 proc
[33,34]. Vienas i§ alkoholio sukeliamo kepeny pazeidimo mechanizmy yra laisvyjy radikaly
susidarymas dél Sio ksenobiotiko metabolizmo. Silimarinas pasizymi tiek hepatoprotekciniu
poveikiu, tiek regeneraciniu povekiu. Silimarinas yra antioksidantas, apsaugantis kepenis nuo
laisvyjy radikaly Zalos, kurig sukelia alkoholio metabolizmas. Silimarinas veikia stabilizuojant
biologines membranas ir skatinant sintez¢ [38]. Silimarinas sudaro kompleksa, apsunkinantj toksiny
patekima | kepeny lasteliy vidy. Be to, silimarinas metaboliskai stimuliuoja kepeny lasteles ir
aktyvina RNR ribosomy sinteze, kad bty skatinamas baltymy susidarymas.
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Mokslininky Sandoval ir kt. paskelbtame tyrime [20] autoriai pastebéjo silimarino apsauginj poveikj
ziurkiy kepeny lasteléms, kai jie naudojo ji kaip palyginimo koeficienta kepeny svoriui/gyviino
svoriui (hepatomegalija) jvertinti. Hepatomegalija buvo sumazinta, palyginti su kitomis grupémis,
kurioms buvo skiriamos antioksidacinés medziagos.Taip pat jis sumazino kolageno kaupimasi
ziurkiy sukeltoje tulzies fibrozéje 30 proc. Atlikti tyrimai su zmonémis parodé, kad silimarinas
sumazino apie 30 proc. kolageno kaupimasj ziurkiy sukeltoje tulzies fibrozéje. Tyrimas su Zmonémis
parod¢, kad Siek tiek padidéjo ciroziniu alkoholizmu serganciy pacienty iSgyvenamumas naudojant
silimaring [20]. Silimarinas yra bene daZniausiai visame pasaulyje naudojamas natiiralus junginys
kepeny ligoms gydyti dél savo pripazinto antioksidacinio, uzdegima slopinancio ir antifibrozinio
aktyvumo [38].

1.3.6. Imunomoduliacinis poveikis

Naudojant CD4+ splenocitus i§ C57/B16 peliy, kai silimarino (etanolio ekstraktas) koncentracija 50
MM, buvo nustatyta, kad silimarinas reikSmingai slopino Igsteliy dauginimasi ir IL-2 bei IFN-y
gamyba kartu su P65/NF-«B fosforilinimu. Sie rezultatai rodo, kad silimarino ekstraktas gali slopinti
T lasteliy aktyvacija ir proliferacijg, ypac¢ veikianc¢ig NF-kB aktyvacijos/translokacijos keliais [35].
Tas pats efektas buvo jrodytas, kai buvo 100 uM koncentracijos silimarinas (etanolio ekstraktas)
iStirtas zmogaus CD4+ lastelése, gautose i§ sveiky periferinio kraujo mononukleariniy lasteliy
(PBMC) asmeny. Silimarino ekstraktas slopino T Iasteliy dauginimagsi ir uzdegima slopinancia
citokiny sekrecijg in vitro, taip pat ERK1/2 ir P38 kelio aktyvacijg [36]. Dar vienas tyrimas parodé,
kad tas pats silimarino preparatas esant 100 uM koncentracijai sukele reikSmingg aktyvuoty T
limfocity lasteliy ciklo G1 sustojimg ir slopinimg, fosforo-S6 ribosominio baltymo ir mTOR
aktyvumg. Nepaisant to, imunomoduliuojantis silimarino poveikis labai priklauso nuo dozés ir lemia
imunostimuliacijg vartojant mazomis dozémis, o imunosupresijg vartojant didesnémis dozémis [37].

1.4. Tikryju margainiy vaisiy vaistinés augalinés Zaliavos biologiSkai aktyviy junginiy
farmakokinetika

Silibininas daugelyje moksliniy Saltiniy yra iSskiriamas kaip pagrindinis biologiSkai aktyvus tikryjy
margainiy vaisiy junginys. Taigi silimarino farmakokinetiniai parametrai ir bet kuri silimaring
turincio produkto veiklioji medZiaga visada yra standartizuojami kaip silibininas [39]. Suaugusiyjy
paros dozé kieto arba skysto ekstrakto yra 154-324 mg silimarino, nustatyto pagal Europos
farmakopéjos ESCh analizés metoda, arba 200-420 mg silimarino taikant UV regimosios $viesos
spektrofotometrijos metodg [11].

1.4.1. Absorbcija

Iprastai tikryjy margainiy vaisiy preparatai vartojami per 0S. Pazymétina, kad silimarino absorbcija
yra gana maza dél riboto silibinino tirpumo vandenyje (<0,1 mg/ml). Sj bloga biologinj prieinamuma
gali lemti didelis II konjugacijos fazés reaktyvumas bei prastas absorbcijos greitis. D¢l blogo tirpumo
yra svarbu naudoti medziagas, gerinancias lipofiliniy junginiy tirpumg vandenyje, bei ieskoti tinkamo
nesiklio. Sisteminj silibinino biologinj prieinamuma gali padidinti kompleksas su fosfatidilcholinu
arba B-ciklodekstrinu ir tinkamas vaistinés formos pagalbinés medziagos pasirinkimas. Taciau
nustatyta, kad silimarino komponentas silibininas greitai absorbuojamas i§ skrandzio, maksimali
koncentracija kraujyje pasiekiama per 2—4 val., o pusinés eliminacijos laikas apie 8 val., taCiau per
o0s absorbuojamas tik apie 23-47 proc. Todé¢l tikslinga, kad geriau absorbuojamo silibinino procentiné
dalis silimarino komplekse buity auksta [41].
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Silibininas komplekse su fosfatidilcholinu buvo sukurtas siekiant padidinti jo absorbcijg.
Eksperimenty metu nustatyta, kad temperatiira ir pH daro jtakg silibinino tirpumui. Temperatira
keliant iki 45 °C ir pH palaikant ~6, silimarino koncentracija vandeniniame tirpale galima padidinti
iki 10 karty [42]. Kaip fenolio pobtuidzio junginys, jis gerai iStirpsta didéjant pH, taciau visy silimarino
flavonolignany Sarminiai tirpalai yra linke oksiduoti, sudarydami stipriai geltonus 2,3-dehidro
darinius [43]. Diskutuojama apie alternatyvas, kurios gerina vaistinés medziagos biologinj
pasisavinimg, kaip antai vaistinés medziagos dalelés sumazinimas iki nano dydzio, auks$to slégio
homogenizavimu [40]. Buvo atliktas tyrimas, kurio metu buvo paruostos silimarinu uzpildytos
mezoporinés silicio dioksido nanodelés ir jvertintos tirpumg gerinancios silimarino, Kkaip
hepatoprotektoriaus savybés. Tirpumo testai in vitro parodé, kad silimarinas tirpsta greiciau, kai nano
dalelés pakrautos silimarinu, lyginant su jprasta vaisto forma [43,44].

1.4.2. Pasiskirstymas

Norint, kad vaistiné medziaga sukelty teigiamag poveikj, ji turi organizme pasiskirstyti greitai ir
pasiekti maksimaly efektyvumg. Maksimali silibinino koncentracija (laisvo ir konjuguoto) po
absorbcijos zarnyne (kepenyse, plauciuose, kasoje, prostatoje, skrandyje ir odoje) pasiekiama praégjus
valandai po vaistinés medziagos suvartojimo. Laisvo ir konjuguoto silibinino pusinis eliminacijos
laikas Siuose audiniuose sudaro 57-127 ir 45-94 minutes atitinkamai. Silibinas j kepenis perne$amas
aktyvaus transporto biidu, dalyvaujant P-gikoproteinui [45]. Mokslininkai Zhao ir Agarwal atliko
veikliosios medziagos pasisikirstymo audiniuose eksperimentg su pelémis ir padaré iSvadas, kad
silibininas (50mg/kg) tiek laisvos, tiek konjuguotosios formos (pvz., gliukuronido ir sulfato
konjuguotos formos) i§gérus greitai absorbuojamas ir gerai pasiskirsto jvairiuose audiniuose [40].

1.4.3. Metabolizmas

Silibininas praeina I ir II fazés metabolizmg ir II fazés konjugacijos reakcijas zmoniy organizme.
Silibinino I ir Il fazés biotransformacijos vyksta kepenyse [46]. Yra Zinoma, kad susidaro mono-, di-
ir sulfo-gliukuronidai, kurie po to pasiekia plazma ir tulzj [47]. In vitro silibininas metabolizuojamas
CYP450-2C8 i o-demetilinto ir dihidroksi-silibinino metabolitus, istirta, kad tik pirminiy junginiy
metabolitai patenka j kraujotakos sistema, tac¢iau vyksta ir I ir II fazés metabolizmo reakcijos [46]. 1§
pradZiy cheminés modifikacijos vyksta plonojoje Zarnoje, skaidant cukring dalj (jei ji yra), po to
issiskyre aglikonai gliukuronizuojami, sulfatuojami ir (arba) metilinami. Siems metabolitams patekus
1 kraujotakos sistema, II fazés metabolizmas gali vykti kepenyse ir kituose organuose [48]. 75-90
proc. silibinino dozés yra metabolizuojama j gliukuronido ir sulfato junginius, pagrindinés
gliukuronizacijos vietos yra fenolinés OH grupés C-7 ir C-20 padétyse. Gliukuronizacijos procese
labai svarbus silibinino stereoselektyvumas. Silbininas B gliukuronizuotas veiksmingiau nei
diastereomeras silibininas A [25]. Apibendrinant galima teigti, kad silibininas i$ virs§kinimo trakto
pasisavinamas prastai, konjuguojamas kepenyse, hidrolizuojamas Zarnyno floros ir reabsorbuojamas
(enterohepatinés cirkuliacijos keliu) [45].

1.4.4. Eliminacija

Tiek laisvas, tiek konjuguotas silibininas in vivo greitai pasisalina. Tac¢iau silibinino i$siskyrimas pro
inkstus yra mazas ir sudaro tik 1-2 proc. originalios peroralinés dozés per 24 valandas. Nepaisant to,
kepeny ir tulzies iSsiskyrimas yra didelis, nes atlikus tyrimg silibinino koncentracija tulzyje buvo
mazdaug 100 karty didesné nei pacienty kraujo serume [49]. Pusinis silimarino eliminacijos periodas
yra 6,32 val. ir daugiausia Salinamas su tulzimi, taciau tik 1-7 proc. silimarino i$siskiria su Slapimu
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nustatyto po silimarino pavartojimo praéjus 24 val. surinktame $lapime. Silibinino ekskrecijos su
Slapimu ir tulzimi tyrimo metu su ziurkémis, suleidus i veng arba sugirdzius silibinino N-
metilgliukamino, parodé, kad silibininas, nepriklausomai nuo skyrimo biido su $lapimu pasisalino
beveik nepakites, o tulzyje buvo nustatyti keli jo metabolitai — silibinino gliukuronidai ir sulfatai, o
taip pat dehidrosilibinas [45].

1.5. Tikryjy margainiy vaisiy preparaty pritaikymas gydant jvairius sveikatos negalavimus

Kepeny ligos yra vienos i pagrindiniy ligy visame pasaulyje, nes pacienty, kurie turi kepeny toksinj
pazeidima, susijusj su alkoholio vartojimu ar virusines infekcijas, skaicius nuolat didé¢ja [50].
Alkoholiné kepeny liga ir kepeny ciroze yra pagrindinés su alkoholio vartojimu susijusios sergamumo
bei mirtingumo priezastys. Alkoholio vartojimas prisideda prie vidutinés tikétinos gyvenimo trukmés
trumpé¢jimo. Nuo alkoholio vartojimo priklausancios mirtys Lietuvoje 2013 m. sudaré bent 4 proc.
visy miréiy [51]. Alkoholiniams kepeny pazeidimams atsirasti taip pat turi reik§més nesubalansuota
mityba bei B ir C virusy infekcija. Veikdami sinergistiskai, jie grei€iau ir stipriau pazeidzia kepenis,
skatina ligos progresavima, todél greiiau susiformuoja kepeny cirozé [52]. Kepeny ligy
progresavimo stadijos gali skirtis: nuo steatozés iki kepeny cirozes, ar net kepeny vézio, tai rodo, kad
didele reikSme turi ankstyva intervencija j jvairias kepeny ligas. Kaip pirmoji létiniy kepeny ligy
gydymo priemoné yra susilaikymas nuo alkoholio, hepatotoksiniy vaisty nutraukimas, dieta ir kt. Jie
daznai negali pakeisti ar kompensuoti farmakologinés terapijos, kurios reikia, kai jau padaryta zala
organams, Siuo atveju — kepenims [40]. Tod¢l pirmiausia turéty itin riipéti pirminés prevencijos
priemongs, nes taikant jas galima iSvengti kai kuriy ligy arba gerokai sumazinti su Siomis ligomis
susijusius simptomus.

Apibendrinant kepeny lastelése ir kity tipy lastelése bendrg silibinino poveikj pazymétina, kad Siuo
metu labiausiai iStirtas silibinino antioksidacinis poveikis, kuris apibtidintas 1 lenteléje. Poveikis
nulemia platy ekstrakto pritaikyma vidaus organy ligy gydymui ir profilaktikai.

1 lentelé. Antioksidacinis silimarino poveikis [53]

Dozé Lastelés Taikinys
Sumazéjes reaktyviyjy deguonies
Hepatocitai rasiy susidarymas i§ mitochondrijy;
Nuo 10 iki 100 umol/l gelezies chelatorius
HepG2 Sumazéjes superoksido anijono

susidarymas

Kupfferio lastelés Sumazéja azoto monoksido gamyba

Metilo, trichlormetilo radikaly

Vidutiné dozé su dokumentacijose ~ Monocitai ploviklis

patvirtintu poveikiu — 20 pmol/I

Vandenilio peroksido koncentracijos

Endotelio Iastelés veis
sumazéjimas

1.5.1. Preparaty pritaikymo galimybés jvairiuy ligu gydymui ir profilaktikai

Placios silimarino pritaikymo galimybés ir jas patvirtinantys jvairiis moksliniai tyrimai pateikiami 2
lentel¢je.
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2 lentelé. Preparaty pritaikymo galimybés

Literatu
Indikacija Tyrimo aspektai ir iSvados . ! e'r? uros
Saltinis
Silimarinas koncentruojasi inksty lastelése ir padeda lasteléms
Inkstu licos atsinaujinti, didindamas baltymy ir nukleoriigiy sinteze. Jis [54]
ulis padidina lasteliy replikacija 30%. Silimarinas teigiamai veikia [55]

diabeting nefropatija.

Jis gali pagerinti psoriazing bukle, pasalindamas nepageidaujamus
Psoriazé metabolitus i$ kiino lasteliy, ypac¢ kepeny, taip pat slopindamas [56]
cAMP ciklg ir leukotrieny sintezg.

Irodyta, kad silimarinas turi antiangiogeninj poveikj jvairiy rusiy
vézio gydymui.Gydant odos vézj, naudojant silimaring slopinama

Odos vézys ultravioletiné B radiacija arba chemiskai inicijuojama ar skatinama  [57]
kancerogenezé. Sis silimarino poveikis odos kancerogenezei buvo
priskirtas dél stipraus antioksidacinio ir prieSuzdegiminio poveikio.

Irodyta, kad gydymas silimarinu maZzina androgeny receptoriy,
epidermio augimo faktoriaus receptoriy ir branduolio faktoriaus —
KB tarpininkavimg ir sukelia lgsteliy ciklo sustojima, maZzina
metastaziy atsiradimo rizika. Naudojant silimaring buvo akivaizdus
apopoztinis veiksmingumas prostatos karcinomos lasteliy kulttiroje
ir tyrimuose su ziurkiy prostatos vézinémis lastelémis.

Prostatos vézys [58]

Nustatyta, kad iSgérus 140 mg silimarino tris kartus per dieng 1

ménes], jis parodé teigiama poveikj rinito simptomams. Teigiamas
Alerginis rinitas poveikis gautas dél silimarinio antioksidacinio poveikio. [59]

Pabréziama, kad toks vartojimas buvo saugus ir nepageidaujamy

reakcijy nepastebéta.

Tyrimo tikslas buvo jvertinti silimarino poveikj preeklampsijai ir

kepeny pazeidimams, kuriuos sukelia aukstas kraujospudis.
Preeklampsija Nustatyta, kad aspartate aminotransferazés ir alanine [60]

aminotransferazés sumazéjo, o tyrime nepastebéta jokiy

nepageidaujamy reakcijy

Autoriai padaré iSvada, kad silimarinas vartojamas 420 mg per

para, gali buti skiriamas kartu su centrinio veikimo

acetilcholinesterazés inhibitoriumi ir netiesioginiu cholinerginiu [16]
agonistu takrinu, kad pageréty takrino tolerancija pacientams, [61]
sergantiems Alzhaimerio liga. Salutinis poveikis virskinimo traktui
pasireiské daug reciau, kartu vartojant silimarina.

Alzhaimerio liga

Viena i8 rySkiausiy silimarino vartojimo priezas¢iy yra Amanita
phalloides apsinuodijimo metu. Sie grybai sukelia stipry [9]
hepatotoksinj poveikj. Sunkaus kepeny pazeidimo galima iSvengti
silimarino skiriant per 24 val. nuo apsinuodijimo pradzios j vena, [34]
kaip priesnuod;.

Amanita phalloides
apsinuodijimas

1.6.  Silimarino poveikis Zmogaus audiniuose esantiems CYP-450 ir vaisty saveikai

Per os vartojamas silimarinas nedaro jokio reikSmingo slopinancio ar stimuliuojancio poveikio CYP-
1A,CYP-2C9,CYP-2D6 ir CYP-3A4. Tai neturéjo reikSmingo poveikio né vieno vaisto
metabolizmui. Taciau kituose tyrimuose silibininas A ir silibininas B turéjo slopinamajj poveikj
CYP2C9 ir CYP3A4. Kai kurie i§ Siy citochromy, tokie kaip CYP-2C9 yra veiksmingi vaisto
antikoagulianto varfarino metabolizme, todél tokius vaistus kartu reikty vartoti atsargiai [59].

Zmoniy organizme daugiausia vaisto nifedipino metabolizuoja CYP-3A4 fermentai ir sudaro jo
pagrindinj piridino metabolitg — dehidronifediping. CYP-3A4 yra gausiausias CYP fermentas (30—40
proc.) suaugusiyjy kepenyse ir metabolizuoja daugiau nei 50 proc. kliniskai vartojamy vaisty,
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jskaitant nifediping. Silibininas (100 uM) ir jo B-glikozidas (100 uM) nedaro jtakos CYP-1A2 ir
CYP-3A4, esant bazinei ir indukuojamai ekspresijai. Kartu vartojamas 280 mg silibininas neturi
reiSkmingos jtakos 10 mg nifedipino farmakokinetikai. Silibinino slopinamasis poveikis CYP-3A4
tarpininkaujamam metabolizmui buvo nustatytas naudojant kortizolj kaip pavyzdinj junginj siekiant
parodyti, kad silibininas neslopina jokio kortizolio metabolizmo. Sridar ir kt. parodé, kad silibininas
yra CYP-450s 3A4 ir CYP-2C9 — inaktyvatorius. Taigi patartina atsargiai vartoti silibining kartu su
vaistais, kuriy pagrindg Salina CYP-3A4 arba CYP-2C9, nes negalima atmesti $ios vaisty sgveikos.

Rosuvastatinas yra veiksmingas statinas mazinant mazo tankio lipoproteiny (MTL) cholesterolj ir
didinant didelio tankio lipoproteiny cholesterolj. Vartojant silimaring, jis slopino tiek OATP1B1, tiek
BCRP sukeliamg rosuvastatino perne§img in vitro. Taciau atliekant tyrimus in vivo, silimarinas
nedaré jtakos rosuvastatino farmakokinetikai, todél manoma, kad silimarinas, vartojamas pagal
rekomenduojamg rezimg, néra stiprus OATP-1B1 ar BCRP moduliatorius in vivo [25]. Negalima
atmesti farmakokinetinés sgveikos su metronidazolu ir kitais preparatais, kuriuos metabolizuoja
citochromo P450 fermentai CYP-3A ir CYP-2C9 [45]. Kadangi silimarinas paprastai vartojamas ilga
laika, reikia iStirti ilgalaike silimarino ir vaisty sgveika. Silimarino preparatai turéty biiti tinkamai
pazenklinti, kad jspéty vartotojus apie galimg sgveika su kitais vaistais, kad buty iSvengta
nepageidaujamy poveikiy [25].

1.7. Nepageidaujamas poveikis

Atlikti tyrimai su zmonémis parodé, kad silimarinas yra saugus ir gerai toleruojamas. Jis néra
toksiskas ir nesukelia zymiy nepageidaujamy poveikiy. Suaugusiems skiriama 200-900 mg dozé per
para, padalyta j dvi ar tris dalis. Didesné dozé (>1500 mg per parg) gali sukelti nedidelius vir§skinimo
trakto sutrikimus, pasireiSkiancius silpnu vidurius laisvinanciu poveikiu, kurj sukelia padidéjusi
tulzies sekrecija. Pastebimos lengvos alerginés reakcijos (niezulys, dilgéline ir kt.), taciau retai.
DaZniau pastebimas pilvo piitimas, dispepsija, epigastrija, pykinimas, pakitusios iSmatos, tai stebima
2-10 proc. pacienty. Be $iy simptomy pastebimi galvos skausmai ir dermatologiniai simptomai [62].

ISgerus 2500 arba 5000mg/kg dozes, nustatyta, kad silimarinas nebuvo toksiskas Ziurkéms ir peléms
ir nesukelé nepageidaujamy poveikiy. Tokie pat rezultatai gauti atlikus tyrimus su Sunimis ir triusiais.
Galima daryti i§vada, kad silimarino Gimus toksiSkumas yra labai mazas. Nustatyta, kad didesnés
koncentracijos silimarinas turi slopinantj poveikj abiem I ir II fazés metabolizuojanc¢ioms fermento
citochromo sistemoms. Lyginant su terapinémis dozémis, koncentracija plazmoje yra maZesné nei
tos dozés, kurios veikia slopinanciai. Taigi pazymétina, kad jame néra jokio kenksmingo poveikio
vartojant preparatag normaliomis dozémis [63].

1.8.  Tikryjuy margainiy vaisiuy biologiSkai aktyviy junginiy identifikavimas

Norint pritaikyti silimaring gydymo tikslams, vienas i§ svarbiausiy Zingsniy yra i$samiai istirti jo
cheming sudétj, identifikuoti ekstrakte esancius junginius ir nustatyti jy kiekius. Atrankas
Siuolaikiniai analizés metodai turéty biiti naudojami nustatant silimarino junginiy kiekius rinkoje
esandiy komerciniy fitopreparaty sudétyje. Siuo metu silimarino komplekso ir komponenty
kiekybiniam ir kokybiniam nustatymui naudojami tiek nepakankamai atranki UV ir regimojo spektry
sugerties spektrofotemetrija, tiek atrankesnés IR ir BMR spektroskopijos technikos, masiy
spektroskopija, plonasluoksné chromatografija, efektyvioji skys¢iy chromatografija, dujy
chromatografija, ziedinio dichroizmo spektriné analizé bei kapiliariné elektoforeze. 18Siikiu analizés
metody metu tampa silimarino junginiy panasumas savo molekuline sandara, silibininas ir
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izosilibinas turi po du diastereomerus, kurie apsunkina tiek kokybinés, tiek kiekybinés sudéties
analize.

Efektyvioji skys¢iy chromatografija (ESCh) — yra populiariausias augaliniy produkty analizés
metodas. Sis metodas lengvai valdomas, aukstos rezoliucijos, visiskai automatizuotas, selektyvi ir
jautri instrumentiné tyrimo technika. Vienas i$ $io metodo pranasumy galimybé analizéje panaudoti
jvairius detektorius [64,65]. Fitopreparaty ,,pirSty antspaudy* analizei naudojami jvairas detektoriai:
ultravioletinés $viesos (UV) ir diody matricos (DAD) — (UV) ir regimaja Sviesa absorbuojantiems
junginiams; $viesos sklaidos (ELSD) ir chemiliuminescensinis detetktorius (CL) — UV regimosios
Sviesos neabsorbuojantiems junginiams; Sviesos sklaidos (ELSD) ir chemiliuminescensinis
detektorius (CL) — UV ir regimosios §viesos neabsorbuojantiems junginiams; masiy spektrometrinis
detektorius (MS) — atskiry junginiy identifikavimui [66-68]. Mokslininky sukurtas efektyviosios
skysCiy chromatografijos metodas su fotodiody matricos detektoriumi (PDA), leido vienu metu
nustatyti 6 skirtingus tikryjy margainiy vaisiy veikliosios medziagos biologiskai aktyvius junginius.
ESCh analizéje naudojant skirtingus bangos ilgius, sukurtas metodas leido nustatyti biologiskai
aktyvius junginius, turin¢ius puiky atsparumg, tikslumg. Analizés metu buvo nustatyti ,,pirSty
antspaudai“ devyniuose skirtingy kultiiriniy regiony ir sezony méginiuose Kinijoje. Metodo
trukumai, kad reikalinga gana brangi iranga ir naudojami dideli kiekiai aplinkai kenksmingy skysciy.
Svarbu paminéti, kad ,,pir§ty antspaudy” nustatymui reik§mingas analitinis veiksnys — nejudriosios ir
judriosios faziy parinkimas. Dazniausiai augaliniy preparaty ,,pir$ty antspaudy‘“analizei naudojama
daleliy pagrindo C18 (oktadecilsililsikilageliu uZpildyta) kolonélé. Siy kolonéliy efektyvumas
priklauso nuo jy daleliy dydzio (3—5 um) [69].

UV spektrofotometrija (UV) — taikoma, Kaip vienas i§ papraséiausiy detekcijos metody silimarino
komponenty kiekybinei analizei po chromatografinio skirstymo. Metodas pagrindziamas silimarino
geru tirpumu metanolyje ir prie 287-288 nm bangos ilgio nustatytu absorbcijos maksimumu. Sio
metodo privalumai yra tikslumas ir pakartojamumas, taciau §is metodas nenaudojamas silimarino
biologiSkai aktyviy junginiy identifikavimui [70].

Skys¢iy chromatografijos kombinacija su masiy spektrometrija (SC/MS) — kitas metodas
silimarino biologiskai aktyviems junginiams nusatyti ekstraktuose ir standartizuotuose tirpaluose.
Siam metodui junginiams atskirti naudojama ESC C18 kolonélé, kartu su kvadupoliniu gaudyklés ar
praskriejimo laiko masiy spektrometru. Nors metodo trilkumas yra sudétingos jrangos reikalaujanti
technika, taciau jis gali tapti vienu i$ svarbiausiy augaliniy vaistiniy preparaty naudojamy metody dél
savo galimybés nustatyti skirtingus izomerus [71].

Skys¢iy chromatografija su tandemine masiy spektrometrija (SC/MS/MS) — metodas, kuris
naudojamas pagrindininiy silimarino biologiskai aktyviy junginiy analizei. Sio metodo privalumas,
kad parinkus ypatingai atrankias salygas galima atskirti ne tik silimarino biologiskai aktyvius
junginius, bet ir jy izomerus [72].

Silimarinas yra flavonolignany misinys, jskaitant silikristing A ir B, silidianing, silibinus A ir B bei
izosilibinus A ir B kaip pagrindines bioaktyvigsias sudededamasias dalis. Taip yra nustatyta, kaip
silimarino biologiskai aktyvis junginiai — 2,3-cis-silibininas A ir B [73].
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5 pav. Silimarino biologiskai aktyviy junginiy izomerai
D¢l plataus medicininiy ir maistiniy silimarino fitoprepaty vartojimo svarbu sukurti labai jautrius ir
veiksmingus metodus, galinCius identifikuoti ir kontroliuoti visus silimarino pagrindinius
komponentus. Tyrimy metu nustatyta, kad taikoma tandeminé MS, jgalina gauti silimarino
struktring informacijg ir efektyviai atskirti izomerinius flavonolignanus [73,74].

1.9.  Apibendrinimas

Tradicinéje medicinoje margalapiy margainiy preparatai naudojami tukstancius mety zmoniy ligy
profilaktiktai ir gydymui. Nuolat auganti augaliniy produkty pramoné¢ ir reglamenty bei teises akty
trikumas kelia Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO) ir kity reguliavimo institucijy susirtipinima
dél augaliniy maisto papildy ir vaistiniy preparaty saugumo ir veiksmingumo. Nors margalapiy
margainiy ir silimarino produktai yra gana placiai vartojami, taciau jy sudéties jvairavimas mazai
tirtas. Literattros Saltiniuose skelbta tik pavieniy moksliniy tyrimy rezultaty apie augaliniy Zaliavy,
maisto papildy ar vaistiniy preparaty, kuriy sudétyje yra silimarino ruoSiniai, turinio variacijos ribas.
Vienas i§ pagrindiniy kokybés kriterijy Saltiniy yra Europos farmakopéja ir kity regiony (kaip JAV)
farmakopéjos, kuriose paskelbta daug monografijy apie augaliniy medziagy kokybés kontrolg. Norint
jvertinti silimarino farmakologinio efekto atkuriamuma aktualu atlikti augalinés zaliavos analiz¢ bei
ivertinti veikliyjy medZziagy kokybing ir kiekybine sudéti. Remiantis jvairiais moksliniais straipsniais
silimarino ir jo komponenty identifikavimas ir kiekybés bei kokybés kontrolé gali buti atlickama
taikant chromatografinius metodus, masiy spektrometrija, efektyviaja skyséiy chromatografija. Sio
tyrimo metu pasirinkta ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija. Tai tikslus, greitas, jautrus ir
informatyvus metodas [5,6]. Kadangi dalis silimarino preparaty gamintojy praturtina savo produktus
kitais ingredientais ir Zenklindami produkta apsiriboja tik silimarino procentiniu kiekiu,
nenurodydami tikslios preparato sudéties, todél $io tyrimo metu panaudotas dar vienas papildomas
analizés metodas ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija — tandeminé masiy spektrometrija. Tyrimo
rezultatai leidZia identifikuoti atskirus komponentus, esancius fitopreparatuose, o kartu ir patikimai
kokybiskai patvirtinti silimarino tapatybe produktuose.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1.  Tyrimo objektas

Tyrimas atliktas analizuojant Lietuvos visuomeniniy vaistiniy asortimento jvairiems kepeny
sutrikimams skirty augaliniy maisto papildy ir vaistiniy preparaty sudétis. Pasirinkti preparatai, kuriy
pagrindiné sudedamoji dalis valyti ir kiekybiskai jvertinti sausieji Silybum marianum L. vaisiy
(zaliava atitinka Europos farmakopéjos monografijg 01/2014:2071) ekstraktai ir ruoSiniai. Tyrimui
pasirinkti 5 vienkomponenciai preparatai, kuriy sudétyje viena pagrindin¢ vaistiné ar maistine
medziaga — tikryjy margainiy vaistiné augaliné zaliava ir 5 daugiakomponenciai preparatai, kuriy
sudét] be tikrojo margainio vaistinés augalinés Zaliavos papildo ir kiti komponentai, tokie, kaip
vitaminai tokoferolis, askorbo riigstis, siauralapio gyslocio, puikiyjy bijiny Sakny, vaistinés
medetkos, didziosios dilgelés, piperino (i juodyjy pipiry vaisiy) augaliniy zaliavy ekstraktai. Vaistiné
medetka palaiko normalig kepeny ir Zarnyno veikla, o didzioji dilgelé padeda palaikyti normalig
imunings sistemos veiklg ir organizmo gyvybingumg ir taip papildo silimarino pagrindinj poveikj
kepeny funkcijai. Eksperimentiniam tyrimui pasirinkti nereceptiniai vaistiniai preparatai ir maisto
papildai atitinkamai yra nurodyti 3 lenteléje.

3 lentelé. Komerciniy fitopreparaty zyméjimas (atsitiktiné tvarka), kurie naudojami tyrimams atlikti

Eil. nr. Zyma Fitopreparato tipas

1 NV1 Nereceptinis vaistinis preparatas
2 NV2 Nerceptinis vaistinis preparatas
3 NV3 Nerceptinis vaistinis preparatas
4 NV4 Nereceptinis vaistinis preparatas
5 NV5 Nereceptinis vaistinis preparatas
6 MP1 Maisto papildas

7 MP2 Maisto papildas

8 MP3 Maisto papildas

9 MP4 Maisto papildas

10 MP5 Maisto papildas

Fitopreparaty sudétys buvo sugrupuotos atsizvelgiant | produkto grupe. Produkty sudéciy saraSas
pateiktas atsitiktine tvarka (nuo gamintojo nepriklauso):

e Nereceptinis vaistinis preparatas — NV1. Sudétis. Vaistiné medziaga silimarinas. Vienoje
kietojoje kapsuléje yra 200-275 mg (margainiy vaisiy) rafinuoto ir standartizuoto sausojo
ekstrakto (35-50:1), atitinkanc¢io 110 mg silimarino, iSreiksto silibininu. Ekstrakcijos tirpiklis:
metanolis 98 proc. Pagalbinés medZiagos. Tabletés branduolys: laktozés monohidratas,
kvieciy krakmolas, povidonas K25, mikrokristaliné celiuliozé, talkas, magnio stearatas,
gliukozés monohidratas, sorbitolis (E420), natrio-vandenilio karbonatas. Tabletés dangalas:
celiuliozés acetatas-ftalatas,dietilo ftalatas, sacharozé, gumiarabikas, Zelatina, titano dioksidas
(E171), makrogolis 6000, Opalux AS 26589 Brown (sacharozé, iSgrynintas vanduo,
raudonasis gelezies oksidas (E172), juodasis gelezies oksidas (E172), metilo
parahidroksibenzoatas (E218), propilo parahidroksibenzoatas (E216)), glicerolis.
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Nereceptinis vaistinis preparatas — NV2. Sudétis. Vaistiné medziaga silimarinas. Vienoje
dengtoje tabletéje yra 40,9—56,3 mg (margainiy vaisiy) rafinuoto ir standartizuoto sausojo
ekstrakto (35-50:1), atitinkancio 22,5 mg silimarino, iSreiksto silibininu. Ekstrakcijos tirpiklis:
metanolis 98 proc. (V/V). Pagalbinés medziagos. Tabletés branduolys: laktozés
monohidratas, kvie¢iy krakmolas, povidonas K25, mikrokristaliné celiulioze, talkas, magnio
stearatas, gliukozés monohidratas, sorbitolis (E420), natrio-vandenilio karbonatas. Tabletés
dangalas: celiuliozés acetatas-ftalatas, dietilo ftalatas, sacharozé, gumiarabikas, Zelatina,
titano dioksidas (E171), makrogolis 6000, Opalux AS 26589 Brown (sacharoze, iSgrynintas
vanduo, raudonasis gelezies oksidas (E172), juodasis gelezies oksidas (E172), metilo
parahidroksibenzoatas (E218), propilo parahidroksibenzoatas (E216)), glicerolis.
Nereceptinis vaistinis preparatas — NV3. Sudétis. Vaistiné medziaga silimarinas.
Kiekvienoje kietojoje kapsuléje yra: 215,38-350 mg (margainiy vaisiy) rafinuoto ir
standartizuoto sausojo ekstrakto (22-27:1), atitinkan¢io 140 mg silimarino, apskai¢iuoto pagal
silibining. Ekstrakcijos tirpiklis: acetonas: vanduo (95:5). Pagalbinés medziagos. Kapsulés
turinys: bevandenis kalcio-vandenilio fosfatas, karboksimetilkrakmolo A natrio druska,
talkas, magnio stearatas, bevandenis koloidinis silicio dioksidas. Kapsulés korpusas:
zelatina, titano dioksidas (E171), raudonasis gelezies oksidas (E172).

Nereceptinis vaistinis preparatas — NV4. Sudétis. Vienoje dengtoje tabletéje yra 275-375
Mg (margainiy vaisiy) rafinuoto ir standartizuoto sausojo ekstrakto (30:1), atitinkanc¢io 150
mg silimarino, apskaiCiuoto pagal silibing. Ekstrakcijos tirpiklis: acetonas. Pagalbinés
medZiagos. Tabletés branduolys: izomaltas, povidonas, pregelifikuotas krakmolas,
kroskarmeliozés natrio druska, bevandenis koloidinis silicio dioksidas, magnio stearatas.
Tabletés dangalas: Opadry Clear 03K19229:hipromeliozé, triacetinas (E 1518), talkas (E
553h)).

Nereceptinis vaistinis preparatas — NV5. Sudétis. Kickvienoje plévele dengtoje tabletéje
yra (margainiy vaisiy) rafinuoto ir standartizuoto sausojo ekstrakto (30:1), atitinkanc¢io 35 mg
silimarino, apskaiciuoto pagal silibing. Ekstrakcijos tirpiklis — acetonas. Pagalbinés
medziagos. Tabletés branduolys: pregelifikuotas kukuriizy krakmolas, povidonas, izomaltas
(E953), kroskarmeliozés natrio druska, bevandenis koloidinis silicio dioksidas, magnio
stearatas. Tabletés dangalas: Opadry skaidrus 03K19229: hipromeliozé 2910 , triacetinas,
talkas.

Maisto papildas — MP1. Sudétis. Kiekvienoje kapsuléje yra tikrujy margainiy ekstrakto
187,5 mg, kuriame silimarino yra 150 mg, darZiniy artiSoky ekstrakto 10 mg, paprastyjy
kiaulpieniy Zolés ir Sakny ekstrakto 10 mg , paprastojo saldymedZio Sakny ekstrakto 5 mg.
Pagalbinés medziagos. Saulégrazy aliejus, Zelatina, drégmge iSlaikanti medziaga glicerolis ir
bi¢iy vaskas, lipnumg reguliuojancios medZziagos lecitinas ir riebaly rugstys, dazikliai —
geleZies oksidas.

Maisto papildas — MP2. Sudétis. Vienoje kapsuléje silimarino iki 22,5 mg. Pagalbinés
medZiagos. Lipnuma reguliuojanti medZiaga celiuliozeé, Zelatina, laktozés monohidratas,
lipnumg reguliuojancios medziagos: talkas, riebaly riigS¢iy magnio druskos ir silicio
dioksidas, dazikliai geleZies oksidai ir titano dioksidas.

Maisto papildas — MP3. Sudétis. Vienoje kapsuléje yra tikryjy margainiy vaisiy ekstrakto 45
mg, askorbo riigSties 30 mg, tokoferolio 10 mg, piridoksino B6 1,4 mg. Pagalbinés
medZziagos. Lipnuma reguliuojancios medziagos: celiulioze, Zelatina, kalcio fosfatas, talkas,
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riebaly riigsc¢iy magnio druskos ir silicio dioksidas, dazikliai gelezies oksidai ir titano
dioksidas.

e Maisto papildas — MP4. Sudétis. Viename pakelyje silimarino 105 mg, i$ tikrojo margainio
mufa mononesociyjy riebaly rugsc¢iy 0,065 g, pufa polineso€iyjy riebaly ragsciy 0,195 g, alfa-
linoleno 0,005 g, alfa-linolo 0,18 g, maistiniy skaiduly skaidulinés medziagos 1,6 g,
tokoferolio 0,21 mg. Pagalbinés medziagos. Sudétyje néra konservanty, stabilizatoriy,
kvapiyjy medziagy, saldikliy ar dazikliy.

e Maisto papildas — MP5. Sudétis. Vienoje kapsuléje tikryjy margainiy sékly ekstraktas 112,5
mg, kuriame silimarino 90 mg, daziniy ciberzoliy Sakny ekstraktas 100 mg, kuriame
kurkumino 70 mg, puikiyjy bijiny Sakny milteliai 25 mg, vaistiniy medetky ziedy ekstraktas
25 mg, siauralapiy gyslociy zolés ekstraktas 25mg, didziyjy dilgeliy lapy milteliai 10 mg,
juodyjy pipiry vaisiy ekstraktas 2,5 mg, kuriame piperino 2,4 mg. Pagalbinés medZiagos.
Kapsulés apvalkalas: Zelatina, dazikliai — titano dioksidas, gelezies oksidas ir indigotinas.
Lipnumg reguliuojan¢ios medziagos — mikrokristaliné celiuliozé, silicio dioksidas, riebaly
rig8¢iy magnio druskos ir talkas.

Siais pasirinktais preparatais sickiama palyginti maisto papilduose ir nereceptiniuose vaistiniuose
fitopreparatuose su tikryjy margainiy ekstraktais sudéties kokybe.

2.2.

1.

Eksperimentiniam tyrimui naudoti reagentai

Metanolis. Metilo alkoholis. CHsO (Mr 32,04). [CAS Nr. 67-56-1]. Skaidrus, bespalvis, degus
skystis, maiSosi su vandeniu ir etanoliu (96 proc.). Isigyta i ,,Sigma — Aldrich® (Buchsas,
Sveicarija). Laikyta originalioje talpykloje kambario temperatiiroje.

Acetonitrilas. Metilo cianidas. CoHsN (Mr41,05). [CAS Nr. 75-05-8]. Skaidrus, bespalvis
skystis, maiSosi su vandeniu, acetonu ir metanoliu. Isigyta i§ ,,Sigma — Aldrich® (Buchsas,
Sveicarija). Laikyta originalioje talpykléje kambario temperatiiroje, gerai védinamoje vietoje.
Skruzdziy rugstis. Metano ragstis. CH2O2 (Mr 46,03). [CAS Nr. 64-18-6]. Isigyta i§ ,,Sigma —
Aldrich“ (Buchsas, Sveicarija). Laikyta originalioje talpykléje kambario temperatiiroje, gerai
védinamoje vietoje.

Trifluoracto ragstis. CF3COOH (Mr 114,02). [CAS Nr. 76-05-1]. Jsigyta i$ ,,Sigma — Aldrich*
(Buchsas, Sveicarija). Laikyta originalioje talpykléje kambario temperatiiroje, gerai védinamoje
vietoje.

Dejonizuotas vanduo. H>O (Mr 18,02). Gamintas laboratorijoje laboratorijoje vandens
gryninimo sistema Millipore/Milli-Q, kontroliuojant laidzio rodiklj. Laikyta vandens gryninimo
sistemos talpykloje kambario temperatiiroje. Patalpintas laboratorinio stiklo talpyklose
chromatografiniam tyrimui (kaip judancios fazés komponentas) kambario temperattroje laikytas
24 val.

Fosforo rigstis. Hs3PO4 (Mr 97.944). Reagento numeris farmakopéjoje 1069600 [CAS Nr. 7664-
38-2]. Jsigyta i3 ,,Sigma — Aldrich“ (Buchsas, Sveicarija). Atitinka farmakop¢jos monografija
,,Koncentruota fosforo rtigstis” (3333). Laikyta originalioje talpykloje kambario temperatiiroje.
Standartizuoto sausojo margalapiy margainiy etaloniné medziaga HRS. EDQM kodas:
Y0000167; [CAS Nr. 22888-70-6]. Laikoma originalioje talpykléje -20°C + 5°C temperatiiroje,
apsaugotoje nuo Sviesos vietoje. Talpyklé atidaroma tik prie§ atliekant tyrima, nes junginys
nestabilus. Atidarius talpykle, medZiaga tampa nebetinkama naudoti kitam tyrimui.
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2.3. Maisto papilduy ir nereceptiniy vaistiniy preparaty méginiy paruoSimas tiriamajam
tirpalui

Pries atliekant silimarino ekstrakcijg 1§ maisto papildy bei nereceptiniy vaistiniy preparaty matricy,
skirtingy farmaciniy formy preparatai skirtingai apdorojami ir jy turinys perkeliamas | matavimo
kolbas. Preparatai, kuriy farmaciné forma tabletés, buvo sutrinami gristuvéje iki homogenisky
milteliy pavidalo, kietos kapsulés iSardomos, minkstos kapsulés vienas galas smeigtuku praduriamas
Ir turinys iSspaudziamas, o granulés beriamos tiesiai j pasirinkting laboratorinj inda.

2.4.  Tyrimo metodai

Atliekant preparaty tyrimus dél objekto kompleksiSkumo taikyti efektyviis chromatografiniai
metodai. Analitiniais tikslais remtasi Europos farmakopéjos monografija ,,Standartizuotas
standartizuoto margalapiy margainiy vaisiy ekstraktas”. Kiekybés tyrimui palyginamasis tirpalas
ruostas pagal farmakopéjoje nurodytas metodologines salygas, tiriamasis tirpalas — taikant nedaug
modifikuotas salygas. Kiekybés rodikliy apskaiciavimui taikyta farmakopéjiné metodika.

2.4.1. Silimarino identifikavimas

Augaliniy vaistiniy preparaty ir maisto papildy sudétyje gali biiti deSimtys ar Simtai jvairiy junginiy,
nepaisaint to, kad daugelio i§ jy koncentracija yra maza. Jy terapinis veiksmingumas pagristas
sudedamyjy komponenty tarpusavio sgveika, o tai svarbu preparaty kokybei, veiksmingumui, saugai.
Norint jvertinti veikliyjy medziagy kiekius bei visa profilj chromatografija jgalina atskirti labai platy
organiniy junginiy spektra, nuo mazos molekulinés masés vaisty metabolity iki peptidy ir baltymy.
Analizuojant moksling literatiirg, randama ne vienas i§ metody identifikuoti pagrindinius Silybum
marianum L. komponentus: spektrofotometrija, efektyvioji skys¢iy chromatografija, ultra efektyvioji
skys¢iy chromatografija, dujy chromatografija, masiy spektrometrija, kapiliariné elektroforez¢, UV
absorbciné spektrofotometrija.

2.4.2. Silimarino komerciniy fitopreparaty kiekybinis identifikavimas efektyviosios skys¢iu
chromatografijos (ESCh) metodu

Silimarino iSreikStu silibininu tikryjy margainiy vaisiy ekstraktuose (atitinka 2071 Europos
farmakopéjos monografija) analizé atlikta remiantis Europos farmakopéja. Sis metodas dazniausiai
naudojamas tiek fenoliniy junginiy atskyrimui, tiek junginiy kiekio nustatymui. Yra daug faktoriy,
kurie jtakoja flavonolignany analizg taikant §] metoda: méginio gryninimas, judri fazé, kolonéliy tipas
bei detektoriai. Gadienting eliucija paprastai atlieckama naudojant dvikomponente tirpikliy sistema:
metanolis arba acetonitrilas kaip organinis modifikatorius. Nustatyti dominuojancius flavonoidus
méginyje pakanka 30—60 min., kad baty atskirti nuo 5 iki 10 junginiy [75].

Tiriamojo tirpalo ruoSimas. Tyrimui svarsyklémis atsveriamas tabletés ar kitos formos preparato
turinio kiekis, atitinkantis 15 mg (nustatoma pagal Zenklinimo duomenis) tikryjy margainiy vaisiy
ekstrakto. Eminys mai$ant tirpinamas 8 ml metanolyje skiedimo kolbutéje, ektrahuojama. Laikoma
5 min. ultragarso voneléje ir 15 min. kambario temperattiroje. Prie§ analiz¢ méginys filtruojamas per
0,2 um pory dydzio filtrg. Kitoje 10 ml stiklin¢je kolboje nufiltruotas tirpalas praskiedziamas
metanoliu iki Zymés. Tiriamas tirpalas tokiu metodu ruoStas visiems 10 atrinkty preparaty ir
naudojamas analizei.
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Pamatinio tirpalo paruoSimas. Metanolyje iStirpinamas tikrojo margainio sausasis HRS ekstraktas
chromatografiniy smailiy identifikavimui, atitinkantis 10 mg silibinino, ir 100 ml skiedimo kolbutéje
praskiedziamas tuo paciu tirpikliu iki Zymés. Prie§ analize¢ méginys filtruojamas per 0,2 um pory
dydzio filtra.

Eksperimentiniam tyrimui naudota jranga ir salygos. Eksperimentiniam junginiy atskyrimui
naudojama analitiné kolonélé, kurios ilgis L = 0,125 m, kolonélés vidinis diametras 4 mm; Nejudri
fazé: oktadodecilsililsilikagelio chromatografijos (medziagos numeris farmakopéjoje 1077700),
5 um dalelés. Chromatografinés sistemos sudétis: skysCiy chromatografo skirstymo modulis su
automatiniu bandiniy injektoriumi ir nudujinimo sistema. Kolon¢liy termostatas: termostato aktyvus
elektrinis Sildymas ir aktyvus termoelektrinis auSinimas. Programuojamo kolony termostato
temperattra kontroliuojama, 25 °C. Fotodiody matricos detektorius su programuojamu temperatiiros
palaikymu. Aptikimas (detekcija): ties 288 nm ilgio banga, 35 °C.

Kiekybiniam analizés metodui sudaromos dvi mobiliosios fazés — A ir B. Pirmosios, judriosios fazés
A Kkomponentai: fosforo riigstis, metanolis, vanduo (0,5:35:65 V/V/V). Judriosios fazés B
komponentai: fosforo riigsis, metanolis, vanduo (0,5:50:50 V/V/V).

4 lentelé. Gradientinio eliuavimo schema

Judandioji fazé A  Judancioji fazé B
Laikas (min.)

(proc. V/V) (proc. V/V)
0-28 100—0 0 —100
28-35 0 100
35-36 0—100 100 —0
35-51 0 0

Nustatomas 0,8 ml/min eliuenty tekéjimo greitis ir 10 pl injekcijos tiris.

2.4.3. Silimarino komerciniy fitopreparaty kiekybinis identifikavimas ultra efektyviosios
skysc¢iy chromatografijos (UESCh) metodu

Ultra efektyviosios skysCiy chromatografijos metodu atliktas tiriamyjy méginiy skirstymas ir
silimarino komponenty koncentracijos nuokrypiy stebéjimas. Siuo metodu buvo atliekami 2
eksperimentai taikant skirtingus skirstymo gradiento variantus. 1 variantu analizé atliekama su 2
pakartojimais, 2 variantu — be pakartojimy.

Tiriamojo tirpalo ruosimas. Tyrimui analitinémis svarsyklémis atsveriamas tabletés kiekis pagal
zenklinimg atitinkantis 15 mg tikryjy margainiy vaisiy ekstrakto. Eminys maisant tirpinamas 8 ml
metanolyje R skiedimo kolbut¢je, ektrahuojama. Laikoma 5 min. ultragarso vonel¢je, ir 15 min.
kambario temperatiiroje. Prie§ analize méginys filtruojamas per 0,2 um pory dydzio filtrg. Kitoje 10
ml stiklinéje kolboje nufiltruotas tirpalas praskiedziamas metanoliu iki Zymés. Tiriamas tirpalas tokiu
metodu padaromas visiems 10 atrinkty preparaty ir naudojamas analizei.

Pamatinio tirpalo paruoSimas. Metanolyje iStirpinamas tikryjy margainiy vaisiy sausasis HRS
ekstraktas chromatografiniy smailiy identifikavimui, atitinkantis 10 mg silibinino, ir 100 ml skiedimo
kolbut¢je praskiedziamas tuo paciu tirpikliu iki Zymes. Prie§ analiz¢ méginys filtruojamas per 0,2 pm
pory dydzio filtra.
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Sios analizés metu chromatografiniai skirstymui buvo naudotas skys¢iy chromatografas ,,Waters
ACQUITY H-class UPLC* su diody matricos detektoriumi ,,ACQUITY UPLC eLambda 800 nm*.
Eksperimentiniam junginiy atskyrimui naudojama analitin¢ kolon¢lé —,, ACQUITY UPLC BEH C18”
2,1x50mm (Waters), sorbento daleliy dydis 1,7 um, aplinkos temperatiira — 30 °C. Injekcijos tiiris —
1l

Kiekybiniam skirstymui taikomas judrios fazés gradientas. Judriosios fazés A sudétis: dejonizuotas
vanduo. Kitas judriosios fazés B sudétis: fosforo riigsis R, metanolis R, vanduo R (0,5:35:65 V/V/V).
Judrios fazés srauto debitas — 0,4 ml/min. Gradientinis judrios fazés kompozicijos kitimas pateiktas
apacioje esancioje lenteléje (Zr. 5 lentelé)

5 lentelé. Gradientinis judrios fazés kompozicijos kitimas

Judancdioji fazé A Judancioji fazé B
Laikas (min.)

(proc. V/V) (proc. V/V)
0,00 100 0
0,20 100 0
1,00 40 60
8,00 0 100
10,00 0 100
11,00 100 0

Ultravioletinés Sviesos absorbCijos jvertinimui eliuato tirpale spektrofotometriniu biidu naudota
288,0+1,2 nm UV absorbcijos sritis. Detektoriaus nuskaitymo daznis atitinkamai 80 tasky per
sekunde. Spektriniai duomenys buvo rinkti 210400 nm intervale. Kaip kiekybinis rodiklis buvo
vertintas anali¢iy smailiy plotas. Statistiniai rodikliai jvertinami ir duomenys apdorojami su
,Empower 3” (Waters) programine jranga. Kiekvieno tirpalo tyrimo pakartojamumas — 3 kartai.
Etalono medziagos palyginamojo tirpalo chromatograma pateikta 6 paveiksle.
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6 pav. Pamatinio tirpalo chromatograma (pazymétos smailés: ,,silicristin” — silikristinas, ,, silidianin” —
silidianinas, ,, silibinin A” — silibininas A, ,, silibinin B” — silibininas B, ,, izosilibinin A” — izosilibininas A,
,,» Silibinin B” — izosilibininas B)
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Rezultaty patikrinimui ir palyginamajam jvertinimui buvo naudotas alternatyvus skirstymo metodas,
kurio skirstymo rodikliai buvo pasirinkti atitinkamai. Skirstymui taikomas judrios fazés gradientas,
sudarytas i§ 0,1 proc. trifluoracto riigsties vandeninio tirpalo (eliuentas A) ir acetonitrilo (eliuentas
B).Gradiento tirpaly srauto debitas — 0,3 ml/min. Gradientinis judrios fazés kompozicijos kitimas
pateiktas apacioje esancioje lenteléje (Zr. 6 lentelé).

6 lentelé. Gradientinis judrios fazés kompozicijos kitimas

Judancioji fazé A  Judancioji fazé B

Laikas (min.) (proc. VIV) (proc. VIV)
0,00 100 0

20,00 30 7

21,00 0 100

22,00 100 0

Eksperimentinio tyrimo rezultatai ir analizé

Kiekybinis tirlamyjy maisto papildy ir nereceptiniy vaistiniy augaliniy preparaty silimarino
koncentracijos nustatomos pagal chromatografiniy smailiy plotus:

» Silimarino procentinis kiekis ekstrakte, iSreikstas silibininu taikant formule:

(Al +A2 +A3+A4+A5+A6)Xm1><p
(A7 + Ag) X m,

» Silimarino kiekis, isreiks§tas suminiu procentiniu silikristino ir silidianino procentinu kiekiu
ekstrakte, taikant formule:
(A, + 4,) x 100
A+ A, + A+ A, + Ag + Ag
» Silimarino kiekis, isreikstas suminiu procentiniu silibinino A ir silibinino B procentinu kiekiu
ekstrakte, taikant formulg:

(A; + A,) x 100
A+ A, + Az + Ay + A + Ag
> Silimarino kiekis, isreikStas suminiu procentiniu izosilibinino A ir izosilibinino B procentinu
kiekiu ekstrakte pagal formule:

(A5 + Ag) X 100
A+ A, + A + A, + A + Ag

A1 — silikristino smailés plotas tiriamojo tirpalo chromatografijoje;

Az — silidianino smailés plotas tiriamojo tirpalo chromatografijoje;

As —silibinino A smailés plotas tiriamojo tirpalo chromatografijoje;
Ay — silibinino B smailés plotas tiriamojo tirpalo chromatografijoje;
As — izosilibinino A smailés plotas tiriamojo tirpalo chromatografijoje;
As — izosilibino B smailés plotas tiriamojo tirpalo chromatografijoje;
A7 —ssilibinino A smailés plotas pamatinio tirpalo chromatografijoje;
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Asg — silibinino B smailés plotas pamatinio tirpalo chromatografijoje;
ma — tikryjy margainiy vaisiy HRS ekstrakto masé¢ gramais naudota pamatinio tirpalo ruoSimui;
M2 — analizuojamo ekstrakto masé gramais, naudotas tiriamojo tirpalo paruosimui;

p — procentinis silibinino A ir silibinino B kiekis etalonin¢je medziagoje.

2.4.4. Silimarino komerciniy fitopreparaty kokybinis identifikavimas ultra efektyviosios
skys¢iy chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos (UESCh — MS) metodu

Norint analizuoti organinius junginius, masiy spektrai naudojami ne tik molekuliy masei, o ir
struktirai nustatyti. Metodas yra jautrus, todél spektrui registruoti reikia nedaug medziagos. Masiy
spektrometrg sudaro: bandinio jleidimas, jony susidarymas, jony atskyrimas ir registravimas.

Tiriamojo tirpalo ruoSimas. Tyrimui svarsyklémis atsveriamas tabletés kiekis, atitinkantis 15 mg
tikryjy margainiy vaisiy ekstrakto. Eminys mai$ant tirpinamas 8 ml metanolyje R skiedimo kolbutéje,
ektrahuojama. Laikoma 5 min. ultragarso voneléje ir 15 min. kambario temperatiiroje. Prie§ analizg
méginys filtruojamas per 0,2 pm pory dydzio filtrg. Kitoje 10 ml stiklinéje kolboje nufiltruotas
tirpalas praskiedZiamas metanoliu iki Zymés. Tiriamas tirpalas tokiu metodu padaromas visiems 10
atrinkty preparaty ir naudojamas analizei.

Pamatinio tirpalo paruoSimas. Metanolyje R iStirpinamas tikrojo margainio sausasis CRS
ekstraktas chromatografiniy smailiy identifikavimui, atitinkantis 10 mg silibinino, ir 100 ml skiedimo
kolbutéje praskiedziamas tuo paciu tirpikliu iki Zymes. Pries analiz¢ méginys filtruojamas per 0,2 pm
pory dydzio filtra.

Kokybiné flavonolignany ir fenoliniy junginiy analizé margainio ekstraktuose atlikta UESCh/MS
metodu. Siai analizei naudotas Acquity H — class (,,Waters*, Milfordas, MA, JAV) skyséiy
chromatografas su Xevo TQD masiy spektrometru (,,Waters”, Milfordas, MA, JAV).
Ekperimentiniam junginiy atskyrimui naudojama analitiné YMC Triart C18 (1004, 1,9 pm 100 x 2,0
mm) (,,YMC®, Kiotas, Japonija) kolonélé su prieskolonéle. Kolonélé laikoma termostate, jame
palaikoma pastovi 40 °C temperatiira. Kokybiniam analizés metodui sudaromos dvi mobiliosios fazés
— A ir B. Pirmosios, judriosios fazés A komponentai: fosforo riigstis R, metanolis R, vanduo R
(0,5:35:65 V/V/V). Judriosios fazés B komponentai: fosforo riigSis R, metanolis R, vanduo R
(0,5:50:50 VIVIV).

Pradinés eliucijos salygos sudaromos taip: 95 proc. A ir 5 proc. B iSlaikomos 1 min. Iki 5 min. kinta
iki 70 proc. A, 7 min Kkinta iki 50 proc. A. 7,5 — 8 min i$laikoma 0 proc. A tirpiklio, 8,1 graZinama j
pradines salygas. Bendra gradientinés eliucijos trukmé — 10 min. Nustatomas 0,5 ml/min eliuenty
tekeéjimo greitis ir 1 pl injekcijos turis. Masiy spektrometro parametrai: neigiama elektropurkStuvine
jonizacija, kapiliaro jtampa 2500 V, jony Saltinio temperatiira nustatya 150 °C, eliuento iS§garinimo
temperatira 500 °C, eliuento iSgarinimo dujy tékmés greitis — 800 1/val. Tyrimo metu gauty
flavonoidy chromatografinés smailés identifikuotos pagal analités bei etaloninio junginio sulaikymo
trukme (Ry ir masiy spektrometriniu detektoriumi gautus etanoliniy junginiy ir anali¢iy masiy
spektrus. Chromatografinés smailés identifikuotos taikant daugialypiy reakcijy stebésenos (MRM)
bei skenavimo reZimus. MRM salygos parinktos naudojant etalonines medZiagas ir ,,IntelliStart*
(Waters) programing jrangg. MS skenavimas vykdomas intervale nuo 90 m/z iki 1000 m/z.
Skanavimo daZznis 0,25 s arba 4 taskai per sekunde. Kiigio jtampa 30V.
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2.5 Duomeny analizés metodai

1. Teorinis analizés metodas: apzvelgti ir apraSyti moksliniai straipsniai bei tyrimai, susij¢ su
magistriniame darbe analizuojama tema.

2. Statistiniai tyrimo metodai: gauti tyrimy metu rezultatai apdoroti naudojant Microsoft Excel 2013
programa. Si programa naudota susisteminti duomenis, apskaiGiuoti vidurkius, standartinius
nuokrypius, statistinius reikSmingumus ir nubraizyti grafikus.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Fitopreparaty kickybiné ir kokybiné analizé su tikryjy margainiy vaisiy ruoSiniais atlikta siekiant
jvertinti skirtingy fitopreparaty cheminés sudéties ypatumus. Tyrimams atlikti naudotos dvi
metodikos: kokybinis komerciniy silimarino fitopreparaty nustatymas ultra efektyviosios skysciy
chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos metodas, kiekybinis — ultrae fektyviosios
skys¢iy chromatografijos metodas. Parinktos tyrimo metodikos ir salygos tyrimy verifikavimuli,
vadovaujantis Europos farmakopéjos monografija ir kity tyréjy atliktais moksliniais eksperimentais.
Analizés metu tirta 10 fitopreparaty, tiriamieji tirpalai analizuojami po tris kartus.

3.1. Kokybinis komerciniy silimarino fitoprepraty nustatymas ultra efektyviosios skysc¢iu
chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos (UESCh — MS) metodu

Tyrimui pasirinkti fitopreparatai, kuriy Zenklinime nurodytas tikryjy margainiy vaisiy ekstraktas.
Norint produkty méginiuose identifikuoti pagrindinius silimarino biologiskai aktyvius junginius —
Zymenis pirminiame eksperimentinio tyrimo etape, buvo pritaikytas kokybinis ultra efektyviosios
skys€iy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodas. Moderniausi analizés metodai yra
pagrijsti flavonolignany aptikimu ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — tandeminés masiy
spektrometrijos metodu. Metodo pranaSumas yra tas, kad lyginant su kitais metodais, kurie
neatskleidzia jokios analités struktiirinés informacijos, masiy spektriné informacija leidzia patikimai
identifikuoti atskirus komponentus [76]. Sis metodas orientuotas j bendra biologidkai aktyviy
medziagy aptikimg ir patikimag identifikavima, kai yra sudétingas misinys ir jame reikia identifikuoti
atskirus komponentus. Pagrindinj metodo pasirinkimo aspekta galima priskirti ir pakankamai trumpa
analizés atlikimo laika [77].

Atliktos chromatografinés analizés metu nustatyta, kokie komponentai dominuoja skirtinguose
silimarino fitopreparatuose. Vykdant kokybine tikryjy margainiy vaisiy preparaty analize, labai
svarbu identifikuoti visus silimarino biologiskai aktyvius junginius, panaudojant Europos
farmakopéjoje nurodyta etalong, ir taip jvertinti fitopreparaty kokybinj profilj.

Tirtuose méginiuose esantys flavonolignanai ir fenoliniai junginiai identifikuoti UESCh — MS
metodu, lyginant standartiniy tirpaly ir tiriamyjy méginiy junginiy sulaikymo laikus, MS spektro
duomenis, molekulines mases su etaloniniy junginiy spektriniais duomenimis. Darbe atsitiktine
tvarka aptariami 4 fitopreparatai, kurie pasizyméjo biuidingu chromatografiniu profiliu. Aptariami ir
pateikiami fitoperaparty budingy junginiy sulaikymo laikai, kuriy farmaciné forma skiriasi, analizei
pasirinktos plévele dengtos tabletés, kapsulés, granulés. Fitopreparaty komponenty m/z reik§més
palygintos su nustatytomis tiriant standarty tirpalus ir pamatin;j tirpalg. Gautos reik§més palygintos
su moksliniuose Saltiniuose pateiktomis m/z reikSmémis budingomis tikryjy margainiy vaisiy
Zaliavoms, todél galima patvirtinti, jog nagrinéti fitopreparatai priklauso tikryjy margainiy vaisiy
zaliavos turintiems preparatams [95,96].

3.1.1. Flavonolignany kokybinis nustatymas ultra efektyviosios skysc¢iu chromatografijos
tandeminés — masiy spektrometrijos (UESCh — MS) metodu

Siuo metodu analizuoti 10 komerciniy fitopreparaty, kuriy sudétyje yra pagrindiné veiklioji medziaga
silimarinas: 5 nereceptiniai vaistiniai preparatai ir 5 maisto papildai. MS analizei buvo pasirinktas
neigiamas jonizacijos reZimas, nes Siame jonizacijos reZime geriau jonizuojasi flavonoidai ir
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organinés ragstys. I§ viso tikryjy margainiy vaisiy ekstraktuose aptikti 6 pagrindiniai silimarino
junginiai.
Atliekant fitopreparaty analize identifikuoti pagrindiniai flavonolignany junginiai:

e silibininas A;
e silibininas B;
o silikristinas;

¢ silidianinas;

e izosilibinas A;
e izosilibinas B.

Visi $ie pagrindiniai augalo junginiai identifikuoti lyginant standartiniy tirpaly ir tiriamyjy tirpaly
(Rt) sulaikymo trukmes.
7 paveiksle pateikta pavyzdiné Lietuvoje jsigyto NV1 vaistinio preparato SIR (pasirinkto jono)

chromatograma prie m/z 481,4. Nagrin¢jant gautg chromatograma galima identifikuoti pagrindinius
silimarino biologiskai aktyvius junginius.
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7 pav. Vaistinio preparato NV1 tiriamojo tirpalo bendroji jony chromatograma

Pirmajame NR1 tiriamajame méginyje identifikuoti pagrindiniai flavonolignanai, kuriems buidingos

sulaikymo trukmes:

e silikristinas — 2,3 min;

e silidianinas — 2,8 min;

e silibininas A — 5,5 min;

e silibininas B — 6,02 min;
e izosilibinas A — 7,07 min;
e izosilibinas B — 7,3 min.

Silimarinas (flavonolignany frakcija) yra analizuojamas atliekant jvairius farmacinius, fitocheminius
ir cheminius bandymus. Silimarinas buvo laikomas grynu junginiu, turiné¢iu 7-chromanol-3-metil-
taksifolino struktiirg, taciau jdiegus tikslesnius analizés ir atskyrimo metodus buvo nustatyta, kad
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galima iSskirti ir silibining, izosilibing, silidianing ir silikristing. Be $iy pagrindiniy 4 junginiy
silimarine yra ir keturi diastereomerai (silibininas A, silibininas B, izosilibinas A, izosilibinas B) ir
flavonoidas — taksifolinas. Mokslininky tyrimuose nustatyta, kad silibininas ir izosilibinas yra dviejy
diasteremery miSiniai, turintys tg pac¢ig konfiguracijg Cz ir C3 padétyse [78].

Visuose nagrinétuose preparatuose identifikuoti pagrindiniai silimarino veiklieji Zymenys, todél
pasirinkta palyginti tiriamyjy tirpaly smailiy sulaikymo trukmes (Rt) tiriamuosiuose tirpaluose.
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8 pav. Vaistinio preparato NV2 tiriamojo tirpalo bendroji jony chromatograma

8 paveiksle pateikta nereceptinio vaistinio preparato NVV2 chromatograma, kurioje matomos smailés
junginiy, kuriuos jonizuojant neigiamame elektropurkstuvinés jonizacijos rezime gaunamas m/z 481
(481,4) fragmentas. Tokiy smailiy chromatogramoje yra 10, i$ jy pagal sulaikymo charakteristikas
identifikuotos 6.

Siame tiriamajame méginyje identifikuoti pagrindiniai flavonolignanai, kuriems bidingos tokios
sulaikymo trukmes:

e silikristinas — 2,2 min;
e silidianinas — 2,7 min;

e silibininas A — 5,03 min;
e silibininas B — 5,4 min;
e izosilibinas A — 6,5 min;
e izosilibinas B — 6,8 min.

Margainiy ekstrakto Europos farmakopé€jos monografijose taip pat nurodomi pagrindiniai 6
silimarino komponentai, taciau vaistinio preparato NV2 chromatogramoje stebimos ir kitos
neatpazintos smailés. Neatpazinty smailiy spektruose dominuoja tas pats molekulinio fragmento
signalas (481), kaip ir kity identifikuoty smailiy. Atsizvelgiant j chromatografinj junginiy
gimininguma (skirstant tomis paciomis salygomis sulaikymas kolon¢l¢je skiriasi neZymiai), galima
daryti prielaida, kad tai néra oksiduotos formos, glikozidinti ar kitaip pakeisti dariniai ar irimo
produktai (struktiiriniai pakaitai turéty reikSmingai paveikti chromatografinj sulaikyma). Kadangi Siy
neidentifikuoty junginiy molekuliné masé ta pati, o visi silimarino flavonolignanai turi
vienodg molekuling masg¢ (482,4 Da) [92], jonizuojasi taip pat, tai patvirtina iSkeltg prielaidg, kad
junginiai yra silimarino kompleksg sudaran¢iy flavonolignany izomerai, kurie Europos farmakopéjos
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monografijose néra reglamentuojami. Todé¢l tirto preparato silimarino kompleksas yra platesnis ir
skiriasi nuo reglamentuojamo. Pazymétina, kad analogiskai chromatografiskai atskyrus silimarino
komponenentus ir siekiant jvertinti kiekybinius rodiklius pagal Europos farmakopéjoje pateikta
kiekybinio skai¢iavimo formulg, neidentifikuotos smailés nejsiskaiciuoty ir gautas kiekio rodiklis
neatspindéty suminio visy izomeriniy flavonolignany kiekio.

Analizuojant ir lyginant skirtingy produkty pasirinkto jono masiy spektrometrines chromatogramas,
galima pazyméti, kad tiek vaistinio preparato NV 1, kurio vaistin¢ forma yra kapsulés, tiek vaistinio
preparato NV2, kurio vaistiné forma yra plévele dengtos tabletés, identifikuoti 6 junginiai, o
chromatografinio profilio smailiy sulaikymo trukmé buvo panasi. Pazymétina, kad ir NV2 preparato
chromatogramoje yra 10 silimarino frakcijos flavonolignanus Zyminc¢iy smailiy.
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9 pav. Maisto papildo MP4 tiriamojo tirpalo bendroji jony chromatograma

9 paveiksle pateiktoje chromatogramoje matomi rezultatai, kurie buvo gauti tiriant MP4 maisto
papildo méginj. Sis preparatas yra daugiakomponentis, jo sudétyje yra ne tik tikryjy margainiy vaisiy
ekstrakto, tatiau sudétj papildo ir skaidulinés medZiagos bei tokoferolis. Siame tiriamajame méginyje
identifikuoti pagrindiniai flavonolignai , kuriems biidingo tokios sulaikymo trukmes:

e silikristinas — 2,3 min;
¢ silidianinas — 2,8 min;
e silibininas A — 4,9 min;
e silibininas B — 5,3 min;
e jzosilibinas A — 6,5 min;
e izosilibinas B — 6,8 min.

Galime pastebéti, kad be pagrindiniy 6 silimarino Zymeny chromatografiniame profilyje taip pat yra
4 neidentifikuotos smailés. Galima daryti prielaida, kad analogiskai NV1 preparato méginiui — tai
Europos farmakopéjos monografijoje nenurodyti kiti silimarino flavonolignany izomerai. Kadangi
nenustatyto izomero smailé¢ didesné nei greta esancio silidianino, tai gali salygoti reikSmingas
silimarino vertinimo paklaidas tinkamai neatskyrus $iy junginiy. Pazymétina, kad nors Sio ir kity
neidentifikuoty flavonolignano izomery kiekis Europos farmakopéjos metodika nevertinamas, taciau
neatrankiu UV spektrofotometriniu biidu jis galéty biiti jvertintas ir jskaiCiuotas j bendra silimarino
kiekj.
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Pazymetina, kad nepaisant vaistinés formos (tirti méginiai buvo kapsulés, dengtos tabletés bei
granulés) ir jy gamybai taikyty pagalbiniy medziagy (tarp jy ir polimeriniy), silimarino komponenty,
sulaikymo trukmé skirstymui naudojant ACQUITY UPLC BEH C18 koloné¢lg zenkliai nesiskyré
skirtingai nuo metodologinio vystymo etape vykdyty preliminariy skirstymy efektyviosios skys¢iy
chromatografijos metodu ir taikant Europos direktorato vaisty kokybei duombazéje
(https://www.edgm.eu/en/knowledge-database) nurodyta kolonéle (Hypersil ODS C18).
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10 pav. Maisto papildo MP3 tiriamojo tirpalo bendroji jony chromatograma

Maisto papildo MP3 chromatogramoje (zr. 10 pav.) matyti pagrindiniai Europos farmakopg¢jos
monografijoje nurodyti silimarino Zymenys ir jy diastereomerai, kuriy sulaikymo trukmé:

e silikristinas — 2,2 min;
¢ silidianinas — 2,8 min;

e silibininas A — 5,5 min;
e silibininas B — 5,9 min;
e izosilibinas A — 7,3 min;
e izosilibinas B — 7,5 min.

PaZzymeétina, kad be pagrindiniy silimarino Zymeny, tiriamojo meéginio bendro jony srauto (TIC)
chromatogramoje aptikta nemazai kity, neatpazinty medziagy, kuriy sulaikymo trukmé buvo nuo 0,7
min. iki 1,5 min. bei nuo 3,8 min iki 4,3 min. Tikétina, kad tai — sudétyje esantys kiti, Europos
farmakopé¢joje nenurodyti, tikryjy margalapiy margainiy vaisiy ekstrakto (nerafinuoto) komponentai,
tokie kaip 2,3-dehidrosilidianinas, 2,3-dehidrosilikristinas arba siliamandinas, kuris gali atsirasti kaip
silidianino skilimo produktas [91].
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11 pav. Maisto papildo MPS5 tiriamojo tirpalo bendroji jony chromatograma

Maisto papildo MP5 nustatyti pagrindiniai silimarino zymenys, kuriy sulaikymo trukmés:

e silikristinas — 2,4 min;

e silidianinas — 2,7 min;

e silibininas A — 5,02 min;
e silibininas B — 5,4 min;
e izosilibinas A — 6,6 min;
e jzosilibinas B — 6,8 min.

Apibendrinant galima pazyméti, kad visuose nagrinétuose skirtinguose fitopreparatuose (UESCh —
MS) metodu identifikuoti visi pagrindiniai silimarino zymenys: silikristinas, silidianinas, silibininas
A, silibininas B, izosilibinas A, izosilibinas B. Pazymétina, kad maisto papilduose, nepaisant $iy
preparaty priskyrimo kitai produkty grupei, kuriai numatytas neterapinio pobudZio taikymas ir
skirtingi norminiai reikalavimai, nepaisant dalies maisto papildy daugiakomponentiSkumo, taip pat
identifikuoti visi silimarino biologiskai aktyviis komponentai. 7 lentel¢je galima matyti visy 10
komerciniy fitopreparaty sulaikymo trukmiy (Rt) vidurkius.

7 lentelé. Fitopreparaty sulaikymo trukmiy (Rt) vidurkiai

Tiriamasis junginys Rt vidurkis
silikristinas 2,3 min.
silidianinas 2,8 min.
silibininas A 5,2 min.
silibininas A 5,6 min.
izosilibinas B 6,8 min.
izosilibinas A 7,04 min.

3.1.2. Kity fenoliniy junginiy ir ju riigsc¢iy kokybinis nustatymas ultra efektyviosios skysc¢iu
chromatografijos tandeminés — masiy spektrometrijos (UESCh — MS) metodu

Natiraliis polifenoliai yra didelé augaly antriniy metabolity grupé, nuo mazy molekuliy iki labai
polimerizuoty junginiy. Sie antriniai metabolizmo produktai natiiraliai i$siskiria skirtingomis augaly
augimo fazémis [79]. Remiantis cheminémis struktliromis, natiiraliis fenoliniai junginiai gali buti
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chemiskai suskirstyi j keletg klasiy, jskaitant flavonoidus, fenolio rtigstis, lignanus, stilbenus ir kt.
Galima i8skirti, kad flavonoidai ir fenolio ragstys sudaro atininkamai 60 proc. ir 30 proc. visy
nattiraliy polifenoliy. Jie placiai paplite¢ gamtoje, ir sutinkami ypac dideliais kiekiais daugelyje maisto
produkty ir augaly vaisiy.

Fenoliniai junginiai savo cheminéje struktiiroje (Zr. 12 pav.) turi aromatinj zieda, prie kurio prijungtos
viena arba kelios hidroksilo grupés [80].

OH
OH
; jOH
OH
12 pav. Fenoliniy junginiy pavyzdZiai

Pazymétina, kad augaluose esantys fenoliai ir fenolinés rigStys pasizymi antioksidacinémis,
uzdegima slopinanc¢iomis, antivirusinémis savybémis, antialerginémis ir kraujagysles plecianc¢iomis
savybémis, todél jy identifikavimas svarbus jvairiuose fitopreparatuose. Siy junginiy antioksidacinj
poveiki stiprinantis veiksnys yra hidroksilo grupiy skaiCius bei jo iSsidéstymas struktiiroje
(aromatiniame ziede) [81]. Fenoliniai junginiai paprastai neturi tiesioginio hepatoprotekcinio
poveikio kepenims, taciau tikryjy margainiy vaisiy cheminéje sudétyje dominuoja anksc¢iau nagrinéti
flavonolignanai, fitosteroliai, tokoferoliai, aminai, baltymai, uztikrina kepeny lasteliy antioksidacing
apsaugg, létina lipidy peroksidacija, skatina fermento polimerozés sinteze kartu uztikrina kepeny
lasteliy regeneravimasi [82]. Pirmasis junginys, kurj isskyré XIX a. mokslininkas Sevrole buvo
kvercetinas. Flavonoidai negali biiti sintetinami Zmoniy ar gyviiny, todél vaisty pramongje jy yra
didziulé gausa pardavinéjamy maisto papildy ar vaistiniy preparaty pavidalu [83].

Silimarinas tirtas daugybéje in vitro ir in vivo tyrimy jvariam biologiniam aktyvumui nustatyti.
Svarbu, kad dauguma ekstrakty gamintojy apibiidina savo produktus tik procentiniu silimarino
kiekiu, nepaisydami visy kity komponenty. Kai kurie mokslininkai, skelbdami tyrimo rezultatus deja
nenustato tikslios medziagos su kuria dirba, sudéties. Tuomet kyla rimty problemy dél rezultaty
pagristumo, nes silimarino sudétis skiriasi priklausomai nuo technologinio Zaliavy perdirbimo,
naudojamo augalo fitocheminés sudéties jvairovés bei klimato sglygy augimo metu.

Kity fenoliniy junginiy ir jy rigs8ciy kokybinis nustatymas ultra efektyviosios skysciy
chromatografijos tandeminés — masiy spektrometrijos metodu atrinkti 4 fitopreparatai — NV1, NV2,
MP3, MP5. Sio tyrimo metu identifikuoti fenoliniai junginiai, padésiantys jvertinti komerciniy
produkty fitocheminés sudéties kompleksiskumg. Remiantis ChemSpider duomeny baze ir literattiros
duomenimis visi aptikti fenoliniai junginiai buvo identifikuoti kaip margalapiy margainiy zaliavoms
biidingi biologiskai aktyviis junginiai.

NV1 tiriamajame méginyje identifikuoti fenoliniai junginiai, kuriems biidingos tokios sulaikymo
trukmés nurodytos zemiau pateiktoje lenteléje (Zr. 8 lentelé)
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8 lentelé. NV1 vaistiniame preparate m/z jonui [M-H] specifiS§kose chromatogramose identifikuotos smailés
lyginant su etalonu

Smailés S Formuleé Sulaikymo_ MS [M-HT,
Nr. [M-HJ trukmé, min m/z

(1) Chino ruagstis C7H1206 0,7 191,17
(2) 3,4-dihidroksibenzoiné ragstis C7HeO4 1,9 153,12
(3) Ferulo ragstis C10H1004 54 193,18
4) Dikafeoilchino ragstis CaxsH201, 54 515,4
(5) Kemferol-3-O-gliukozidas CoH2011 6,1 447 .4
(6) Apigenino-7-gliukozidas CoH20010 6,2 4314
@) Eriodiktiolis CisH120s 6,6 287,25
(8) Kvercetino dariniai CxH1s013  6,6-6,9 301,23
9) Kampferolis C15H1006 7,7 285,24
(10) Pinocembrinas CisH1204 8,0 255,25
(11) Chrizinas Ci5H1004 8,6 253,24

Chromatografiskai skirstant NV1 tiriamojo meéginio tirpalg eliuojami komponentai pasiskirsté pagal
ju fizikochemines savybes. Pradzioje pavyko atskirti vandenyje tirpius junginius, kurie identifikuoti
kaip chino ragstis ir 3,4-dihidroksibenzoiné rugstis. Hidrofiliskesni uz silimaring amfifiliniai
junginiai, kurie tirpsta ir vandenyje ir etanolyje, turéty buti ilgiau sulaikomi koloné¢l¢je ir aptikti
chromatogramoje prie§ silimarino komponentus, taciau pastebéta, kad tokiy NVI1 tiriamajame
meéginyje néra. I§ analizés metu gauty duomeny galima matyti, kad greta silimarino preparato
sudétyje yra ne vienas junginys, kuris yra naudingas zmogaus sveikatai. Pavyzdziui, pinocembrinas
(5,7-dhidroksiflavanonas) yra vienas i§ pagrindininiy flavonoidy iSskiriamy augaly. Platus jo
farmakologiniy savybiy spektras gerai iStirtas, jskaitant antimikrobinj, uzdegimg slopinantj,
antioksidacinj ir prie§vézinj poveikius [84]. Tarp kity junginiy i§skirtas flavonolis — kvercetinas. Siam
junginiui budingos uzdegimg slopinancios, antiproliferacinés savybés. Taip pat pasizymi
antialerginiu, antivirusiniu, prie§veziniu poveikiu. Buvo jrodyta, kad kvercetinas atlieka apsauging
funkcijg sergant kepeny ligomis [85].

Siame NV?2 tiriamajame méginyje identifikuoti fenoliniai junginiai, kuriems biidingi tokie sulaikymo
laikai nurodyti Zemiau pateiktoje lenteléje (zr. 9 lentelé)

9 lentelé. NV2 vaistiniame preparate m/z jonui [M-H] specifiskose chromatogramose identifikuotos smailés
lyginant su etalonu

Smailés . Formulé  Sulaikymo MS [M-HJ,
Junginys A e

Nr. [M-HJ trukmé,min m/z

Q) Chino ragstis C7H120s 0,6 191,17

2 Dikafeoilchino rugstys CasH24012 5,2-5,4-6 515,4

3) Kvercetin-7-gliukozidas Co1H20012 5,3-5,5 463,4

4) Taksifolinas Ci5H1207 5,8 303,25

(5) Kemferol-3-O-gliukozidas Cao1H20011 6,1 447 4
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9 lentelés tesinys. NV2 vaistiniame preparate m/z jonui [M-H] specifiskose chromatogramose
identifikuotos smailés lyginant su etalonu

Smailés Junginys Formule SuIaikYmo. MS [M-HJ,
Nr. [M-H] trukmé, min m/z

(6) Apigenino-7-gliukozidas C21H20010 6,1 4314

7) Eriodiktiolis Ci5H1,06 6,5 287,25

(8) Kvercetino dariniai C21H18013 6,5-6,8—7 301,23

9) Kemferolis C15H1006 7,3 285,24

(10) Pinocembrinas C15H1204 8,07-8,2 255,25

(11) Chrizinas C15H1004 8,5 253,24

Fenolinés riigdys, kaip kavos, kumaro ar ferulo riigitys, kaupiamos daugumos augaly. Siy rigséiy
koncentracija priklauso nuo augalo brendimo stadijos ir dél auginimo salygy. Atskirose augalo dalyse
fenoliniy rugsciy kiekis skiriasi, lyginant lapus ir vaisius, augalo vaisiuose galima rasti daugiau
fenoliniy rugsciy [86].

Lyginat vaistinio preparato NV1 ir NV2 chromatogramas galima matyti, kad analizés metu
identifikuoti junginiai skyrési. Kai kuriy junginiy smailés yra persidengusios, tikétina, kad yra daug
priemaiSy ir junginius sunku identifikuoti. Galima paminéti, kad NV1 chromatogramoje
neidentifikuotas taksifolinas ir kvercetin-7-gliukozidas, o NV2 S§ie zymenys identifikuoti.
Taksifolinas yra vienas i§ pagrindiniy silimarinui budingy biologiskai aktyviy junginiy, jis priklauso
bioflavonoidams ir yra natiiralios kilmés etaloninis antioksidantas, galima daryti prielaida, kad jo
nebuvimas NV1 vaistiniame preparate rodo, kad yra pritaikytas ekstrakcijos budas, kuris flavonoidy
atsisako. Sio Zymens fitopreparate néra tai galima jvardinti, kad gamyboje yra pritaikytos ypatingos
technologijos, kurios nezinoma ar neturi jtakos bendram sisteminiam poveikiui, taciau silimarino
poveikis kepenims terapiskai aktyvus ir jis siejamas tik i§imtinai su flavonglignanais, todél jam tai
jtakos neturi. Tai, kad NV2 preparate identifikuotas taksifolino Zymuo, gali duoti papildomag
farmakologin] poveik] Zmogaus organizmui, pavyzdziui antioksidacinj, taip pat manoma, kad
taksifolinas pasiZymi prieSnavikiniu aktyvumu [87,93].

Maisto papildo MP3 tiriamajame meéginyje identifikuoti fenoliniai junginiai, kuriems budingi
sulaikymo laikai nurodyti Zemiau pateiktoje lenteléje (zr. 10 lentelé)

10 lentelé. MP3 maisto papilde m/z jonui [M-H] specifiskose chromatogramose identifikuotos smailés
lyginant su etalonu

Smailés . Formulé Sulaikymo MS [M-HJ,
Nr. Junginys [M-HJ trukmé, min m/z

1) Chino ragsties dariniai C7H1206 0,53-0,67-0,91 191,17

2) Sinapo ruagstis CiiH1,0s 5,3 223,21

(3) Taksifolinas CisH.,0, 5,7 303,25

(4) Apigenino-7-gliukozidas Ca1H20010 6,1 431,4

(5) Eriodiktiolis C15H1206 6,46-6,51 287,25

(6) Kvercetinas C21H18013 6,31-6,90 301,23
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10 lentelés tesinys. MP3 maisto papilde m/z jonui [M-H] specifiskose chromatogramose identifikuotos
smailés lyginant su etalonu

Smailés . Formulé Sulaikymo MS [M-H],
Nr Junginys ) trukmé.mi
5 [M_H] rukme,min m/z
(7 Pinocembrinas Ci15H1204 7,32 255,25
(8) Chrizinas C15H1004 8,54 253,24

Identifikuoty junginiy skaicius lyginant maisto papilde MP3 ir vaistiniuose preparatuose NV1 bei
NV2 yra mazesnis ir junginiai Siek tiek skiriasi. Nustatyta, kad Siame maisto papilde neidentifikuoti
3,4-dihidroksibenzoiné rtigstis, ferulo rugstis, cinarinas, kemferolis ir jo gliukozidas — kemferol-3-
gliukozidas. Maisto papilde taip pat identifikuota hidroksicinamoniné rtgstis — sinapo rtgstis ir
flavanonolis — taksifolinas, kuris vienas i§ pagrindiniy margalapiy margainiy polifenoliniy junginiy.

Maisto papildo MPS5 tiriamgjame méginyje identifikuoti fenoliniai junginiai, kuriems budingi
sulaikymo laikai pateikti 11 lenteléje.

11 lentelé. MP5 maisto papilde m/z jonui [M-H]- specifiskose chromatogramose identifikuotos smailés
lyginant su etalonu

Smailés Nr. Junginys Formulé Sulaikymo trukmé,min MS [M-HT
[M-HJ m/z

1) Chino rigsties dariniai C;H.,0s 0,7 191,17
2) 3,4-dihidroksibenzoiné rigstis C7HgsO4 1,7 153,12
3) Chlorogeno riigstis CiH109 3,5 353,31
4) Kavos rigsties dariniai CoHgOq4 3,7-4,0 179,16
(5) Kemferol-3-O-glukuronidas C21H18012 5,70 4614
(6) Taksifolinas CsH,O; 5,86 303,25
(7 Kemferol-3-O-gliukozidas CoH2011 6,1 447 4
(8) Florizinas Cx1H24010 6,09 435,4
9) Eriodiktiolis CisH120s 6,6 287,25
(10) Miricetinas CisH100s  6,6-6,8 317,23
(11) Kvercetinas CxH1s013 6,8-7,0 301,23
(12) lzoramnetinas CieH1207 7,36 315,26
(13) Pinocembrinas CisH1204 8,02 255,25

Lyginant su prie§ tai buvusiais fitopreparatais didzioji dalis fenoliniy junginiy identifikuoti panasis,
pabréztina, kad MP5 yra daugiakomponentis preparatas, turintis savo sudétyje daugiau komponenty,
ne tik silimaring, bet ir kurkuming, vaistiniy medetky, didziyjy dilgeliy ekstrakty ruoSinius ir kt., tode¢l
identifikuoti junginiai galéjo patekti j produkta i3 jvairiy ingredienty. Siame preparate, lyginant su
kitais, identifikuota chlorogeno rugstis, kavos rugstis, kemferol-3-O-glukuronidas, kemferol-3-
gliukozidas, florizinas, miricetinas, kai tuo tarpu kituose fitopreparatuose S§ie junginiai
neidentifikuoti. Taip pat galima paminéti, kad Siame meéginyje neidentifikuotas chrizinas. Galima
daryti prielaidg, kad identifikuoty junginiy profilis Zzenkliai skiriasi nuo prie§ tai nagrinéty
fitopreparaty dél maisto papildo daugiakomponentisSkumo.
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Apibendrinant (UESCh — MS) metodu gautus preparaty turinio analizés rezultatus, galima teigti, jog
visuose Lietuvos vaistiniy asortimento komerciniuose fitopreparatuose aptikti pagrindiniai fenoliniai
junginiai, taip pat organinés ir fenolinés rugstys, biidingi margalapiy margainiy zaliavoms. Svarbu
pabrézti, kad preparatuose aptikti ne tik silimarino Zymenys, kaip antai: silibinas, silikristinas,
silidianinas ir izosilibinas, bet ir kiti fenoliniai junginiai, kaip antai: kvercetinas, taksifolinas, ferulo
rugstis ir kt. Visuose pasirinktuose fitopreparatuose identifikuota chino riigstis, kvercetinas,
pinocembrinas. Identifikuoti junginiai taip pat naudingi zmogaus sveikatai ir daugelis jy pasizymi
antioksidacinémis, uzdegimga slopinan¢iomis savybémis.

3.2.  Kiekybinis silimarino nustatymas efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESCh)
metodu

Atliekant kiekybine tikrojo margainiy vaisiy fitopreparaty analize, siekta nustatyti silimarino ir jo
komponenty koncentracijas nagrinétuose preparatuose farmakopéjiniu metodu. Siuo analizés metodu
nepavyko pasiekti tinkamy analitiniy chromatografinio skirstymo rodikliy. Chromatogramy
pagrindiniy smailiy sulaikymo trukmés atkuriamumas neatitiko numatyty riby (ne daugiau 5
procenty), o kitos skirstymo charakteristikos (skiriamoji geba ir simetriSkumas) taip pat buvo
pripazintos kaip nepakankamos. Tikétina, kad analitiniy skirstymo rodikliy blogéjimas i§ dalies gali
biti siejamas su papildomy junginiy, esanciy kompleksiniuose fitopreparatuose, buvimu. Taip pat
analités prigimtis gali jtakoti analizés netinkamuma, pavyzdziui, blogas silimarino komponenty
tirpumas pradinése judrios fazés gradiento frakcijose, kas galé¢jo lemti netinkamy konglomeraty
formavimasi chromatografinéje sistemoje ir analitinéje kolonéléje.

3.3.  Kiekybinis silimarino nustatymas ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos (UESCh)
metodu

Atliekant kiekybing tikryjy margainiy vaisiy fitopreparaty analize, buvo siekiama nustatyti silimarino
ir jo komponenty koncentracija nagrinétuose preparatuose ir taip palyginti gautus rezultatus su
gamintojo pateikiamais duomenimis ant pakuotés ir palyginti bendrg flavonolignany miSinio profil;.
Remiantis Europos farmakopéjos monografijy rekomendacijomis, silimarino fitopreparatai
kiekybiskai vertinami ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu. Europos farmakopéjos
kiekybinis jvertinimas atliekamas pagal bendrg silimarino kiekj (iSreiksta silibininu) bei sudedamyjy
komponenty silikristino ir silidianino, silibinino A ir silibinino B, izosilibinino A ir izosilibinino B
koncentracijy sumg. Europos vaisty agentliros gairése standartizuoty augaliniy preparaty
specifikacijai kaip ir Europos farmakopéjoje nurodyta, kad silimarino kiekis tiriamajame preparate
privalo patekti ;} 95-105 proc. ribg nuo Zenklinime nurodyto kiekio [11]. AnalitiSkai reikSmingas su
vandenyje, dél to bendras aptinkamo silimarino kiekis gali neatitikti Europos farmakopéjos nustatyty
riby. Taciau blogas silimarino tirpumas vandenyje labai svarbus ir jo bioasimiliacijai. Todel
preparatai, kuriuose panaudoti nefunkcionalizuoti blogai tirpis silimarino ruoSiniai, kartu yra menkos
farmacinés ar mitybinés vertés.

Silimarino procentinis Kiekis turi atitikti silibinino A ir silibinino B, izosilibino A ir izosilibino B,
silikristino ir silidianino veikliyjy daliy suma, apskaiciuotg atszivelgiant | bendra silimarino kiekj.
Atitinkamai silimarino procentiné dalis turi sudaryti ne maziau kaip 30 proc. ir ne daugiau kaip 65
proc., silikristino ir silidianino 2045 proc., silibinino A ir silibinino B 40-65 proc., izosilibino A ir
izosilibino B 10-20 proc., viso silimarino kiekio.
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Atlikus chromatografiniy duomeny programinj apdorojimg buvo nustatytos kiekviename
fitopreparaty tirpaluose esanciy silimarino aktyviyjy komponenty chromatogramy smailiy ploty
reikSmés (AUC) pagal Europos farmakopéjos monografijos metodologija. Farmakopéjoje nurodyty
kokybés rodikliy — 3 silimarino frakcijy komponenty smailiy ploty sumy procentinés dalies
pasiskirstymas pateiktas 12 lenteléje. Analizés metu gauty duomeny rezultatai rodo atskiry
flavonoidy/flavonolignany komponenty chromatografinio profiliy skirtumus. IS gauty duomeny
matyti, kad silibinino A ir B suma svyravo nuo 54,69 proc. iki 67,06 proc., silikristino ir silidianino
suma svyravo nuo 22,17 proc. iki 31,48 proc., izosilibinio A ir izosilibinino B suma svyravo nuo
10,68 proc. iki 14,8 proc., kai visy flavonoidy/flavonolignany smailiy ploty suma buvo prilyginta 100
proc.

100%
2 R R B B N B R _B
80%
70%
60% Izosilibininas B
m |zosilibininas A
Silibininas B

Silibininas A

50%

40%

30% o
Silidianinas

20% e
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KOMPONENTU PROCENTINE
DALIS SILIMARINO KOMPLEKSE

10%

0%
NV2 NVl NV4 NV3 NV5 MP1 MP2 MP3 MP4 MP5
FITOPREPARATAI

13 pav. Silimarino komponenty procentiné dalis bendrame komplekse, nustatyta pagal komponenty
smailiy ploty dydzius.

Atlikus kiekybing standartizuoty ekstrakty analize rezultatai parode, kad sudedamyjy komponenty:
silikristino ir silidianino, silibinino A ir silibinino B, izosilibinino A ir izosilibinino B koncentracijy
suma, priklausomai nuo gamintojo skiriasi. Palyginimui pateikta 10 skirtingy gamintojy
standartizuoty ekstrakty tyrimo rezultatai (Zzr. 13 pav.). Zinoma, kad atskiry komponenty
koncentracija labai priklauso tiek nuo augalinés zaliavos, tieck nuo technologiniy veiksniy. Tyrimo
rezultatai parodé, kad pagrindiniy 6 komponenty Kiekis ekstraktuose skiriasi.

12 lentelé. Silimarino sudéties kokybiniai rodikliai, apskai¢iuoti remiantis Europos farmakopé¢jos metodika. I
—NV1; I1-NV2; Il - NV3; IV —NV4; V — NV5; VI - MP1; VII - MP2; VIII - MP3; IX - MP4; X -
MP5.

Ribos

1T I v v VI VII VI X X
(proc.)

silikristinas +

e 20-45 30,18 2753 22,17 2537 26,83 29,30 23,23 2821 16,82 31,48
sidianinas (%)

silibininas A +

. 40-65 5529 5786 67,06 6199 60,18 5589 63,16 59,78 30,67 54,69
silibininas B (%)

izosilibininas A +
izosilibininas B 10-20 1452 14,60 10,67 12,64 1296 14,80 13,60 12,00 57,67 13,83
(%)
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Lyginant silibining A ir silibining B — pagrindinius silimarino flavonolignanus fitopreparatuose, i$
gauty rezultaty galima nustatyti, kad didZiausia silibinino A ir silibinino B sumos procentiné dalis
bendrame flavonolignany komplekse buvo nustatyta daugiakomponenciame maisto papildo MPS
méginyje (zr. 13 pav.), maziausia ir didziausia verté buvo atitinkamai 54,68 proc. ir 67,06 proc.
Atsizvelgiant | analizés metu gautus rezultatus, galima daryti iS§vadas apie fitopreparaty sudéties
Jvairavimg remiantis Europos farmakop¢jos reglamentuojama metodika. Lyginant fitoprepaty bendra
profilj galima teigti, kad yra individualiy produkty sudéties skirtumy. Remiantis Europos
farmakopéjos metodika, atlikta ESC technika N'V3 vaistinio preparato silibinino A + silibinino B
koncentracija nepatenka j Europos farmakopéjos monografijos reglamentuojamas 4065 proc. ribas.
IS gauty duomeny matyti, kad silibinino A ir B suma vir$ija Europos farmakopé¢joje nustatytas
leistinas ribas (nustatyta silibinino A + silibinino B suma 67,06 proc). Galima teigti, kad viena i$
galimy priezasciy, kod¢l gauti NV3 vaistinio preparato rezultatai neatitinka Europos farmakopéjoje
nurodyty riby yra vaistinio preparato kompleksiSkumas, dél kurio gauta chromatograma gali biiti
netiksli, galimi smailiy persidengimai chromatogramose ir dé¢l to sunku tiksliai jvertinti konkrecius
junginius. Dar viena i§ priezasc¢iy, blogas flavonolignany tirpumas poliniuose tirpikliuose, pvz.:
vandenyje. Pabréztina, kad yra bandymy norint pagerint biologinj prieinamumg, sukuriant
mikrosfery, nanoemulsijy, nanokristaly ir mikroemulsijy sistemas ir kt. [76].

Remiantis ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos duomenimis, nustatytas silimarino kiekis
tirtuose fitopreparatuose, duomenys pateikti 13 lenteléje.

13 lentelé. Tirty komerciniy fitopreparaty nustatytas silimarino kiekis Europos farmakopéjos
reglamentuojama metodika

Zenklinime Nustatytas l\fl?stat)-ftas
& .. . A silimarino
Zenklinime nurodytas silimarino . o
- . .. . . atgavimas Taikytinos
Preparatas nurodytas preparato silimarino kiekis kiekis ) .
. .. ) dozuotés ribos (proc.)
tipas dozuotés vienete dozuotés .
(mg) vienete (mg) vienete
& (proc.)
NV1 Vaistinis preparatas 110 105,86 96,24 90-110
NV2 Vaistinis preparatas 22,5 10,29 45,74 90-110
NV3 Vaistinis preparatas 140 14251 101,79 90-110
NV4 Vaistinis preparatas 150 140,56 93,71 90-110
NV5 Vaistinis preparatas 75 41,42 59,17 90-110
MP3 Maisto papildas 45 5,69 12,65 85-115
MP2 Maisto papildas 22,5 23,16 102,92 85-115
MP1 Maisto papildas 150 18,29 12,20 85-115
MP5 Maisto papildas 90 77,16 85,73 85-115
MP4 Maisto papildas 105 24,39 23,23 85-115

Naudojantis parinkta metodika, nustatyta, kad dalies produkty tyrimo metu gauti rezultatai daugiau
nei 5 proc. nukrypsta nuo deklaruojamo produkto stiprumo. 6 i§ 10 pasirinkty nagrinéti komerciniy
fitopreparaty rezultaty nuokrypis virSija 10 proc. Nuokrypio reikSmingumo vertinimui pasirinktos
skirtingos ribos produkty grupéms. Kadangi vaistiniuose preparatuose margalapiy margainiy
ekstraktg galima naudoti tik standartizuota, tai produkto kiekybés rodikliai neturéty nukrypti daugiau
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kaip 10 proc. (5 proc. technologinés kilmés variacija ir 5 proc. — stabilumo variacijos diapozonos).
Maisto papildams pasirinktas variacijos diapozonas =15 proc. Didziausias silimarino nuokrypis
nustatytas maisto papildy MP1, MP3, MP4 tiriamuosiuose méginiuose, kur nustatyta silimarino
atgavimo koncentracija sieke atitinkamai MP1 — 12,20 proc. (82,8 proc. sumazéjimas nuo minimalios
numatytos ribos), MP3 — 12,65 proc. (82,35 proc. sumaz¢éjimas nuo minimalios ribos), MP4 nustatyta
koncentracija analizés metu — 23,23 proc. (71,77 proc. sumazg¢jimas nuo minimalios ribos).
Pazymétina, kad MP1 Zenklinime pateikta silimarino ekstrakto sudéties informacija neatitinka
vaistiniams preparatams taikomy normy (30-65 proc.).

MP2 maisto papilde nustatytas nereikSmingai didesnis silimarino atgavimo procentas. Svarbu
pazyméti, kad maisto papildy gamintojai kartais taiko pervirSius, kas be farmakologinio pagrindo
neleistina gaminant vaistinius preparatus, siekdami uztikrinti zenklinime nurodyta komponento kiekj,
taciau tvarka dél augaliniy ingredienty pervirSiy néra reglamentuota, bet kokiu atveju, jei pervirSiai
biity taikomi, gamintojas turéty informuoti vartotoja apie pervirsius [89,90].

Galima pastebéti, kad reikSmingas (didesnis nei 5 proc.) nuokrypis nuo zenklinime pateikto kiekio
nustatytas ne tik maisto papildy, bet ir dalies nereceptiniy vaistiniy fitopreparaty. Didziausig nuokrypi
vertinant nereceptinius vaistinius preparatus galima pastebéti NV5, §io vaistinio preparato atgavimo
koncentracija sieké 59,17 proc. (35,83 proc. sumazéjimas nuo minimalios leistinos ribos). NV1 —
69,74 proc. (25,26 proc. sumazéjimas nuo minimalios leistinos ribos), NV2 — 45,74 proc. (49,26 proc.
sumaz¢jimas nuo minimalios leistinos ribos). Taikytos metodikos metu maziausi nukrypimai nuo
leistiny riby buvo vaistinio preparato NV1, kurio atgavimo koncentracija nustatyta — 96,24 proc.,
kitas — nereceptinis vaistinis preparatas NV3, kurio koncentracija nustatyta — 101,79 proc. bei
nereceptinis vaistinis preparatas NV4, kurio koncentracija nustatyta — 93,71. Taikytinos metodikos
metu maziausi nukrypimai nuo leistiny riby nustatyti ir dviejuose i§ maisto papildy. MP2
koncentracija nustatyta — 102,92 proc., MP5 — 85,73, pabréztina, kad tai daugiakomponentis
preparatas. Rezultaty vertinimg komplikuoja tai, kad nors pritaikytos ultra efektyviosios skysciy
chromatografijos eliucinés salygos buvo modifikuotos atsizvelgiant j nurodytas Europos
farmakopéjoje (eliuento komponentai, atvirkStiniy faziy sorbento ruSis), taCiau preanalitinés
kiekvieno 1§ tirty produkty savybés gali Zenkliai skirtis priklausomai nuo ruoSinio formos ir kity
ingredienty jtakos. Kadangi produkto méginio kompleksiSkumas gal¢jo padaryti poveikj turinio
analizei ir nustatytam rodikliui, rezultatai néra vertintini kaip galutiniai, o kaip fitocheminés
variacijos diapozono rodmenys.

Skelbti kity mokslininky tyrimy rezultatai patvirtina, kad fitocheminé variacija yra biidinga silimarino
produktams. Ceky mokslininkai atliko tyrima, kurio metu nagrinéti skirtingi silimarino preparatai i$
Cekijos ir JAV. Jie susidiiré su problema — bloga chemine ir mikrobioligine kokybe, nagrinéjant
skirtingus rinkoje esancius margalapiy margainiy preparatus. Todél Sio tyrimo tikslas buvo istirti 26
silimarino preparaty chemine ir biologine sudétj JAV ir Cekijos rinkose nuo 2016 iki 2017 m.
Tyrimas buvo orientuotas ] sudéties, veikliyjy komponenty nustatyma, taip pat galimus terSalus bei
mikrobiologinj grynuma. Analizé buvo atliekama naudojant pazangias UESCh — MS metodikas [88].
Tokiu buidu aptikti silimarino kiekio skirtumai tarp méginiy ir gamintojy pateiktos informacijos ant
pakuotés.

Analizés metu gauty duomeny rezultatai parodé didelius atskiry flavonoidy/flavonolignany kiekio
skirtumus, net skirtingose ty paciy gamintojy partijose. Tai galima matyti lyginant silibinino A ir
silibinino B — pagrindiniy silimarino flavonolignany fitopreparatuose rodikliu. IS gauty duomeny
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pastebima, kad silibino A ir B procentiné dalis svyravo nuo 36 proc. iki 66 proc., kai visy
flavonoidy/flavonolignany buvo laikoma 100 proc. Didziausia variacija skirtingose to paties
gamintojo partijose buvo mokslininky vertinto Nr. 6 uzkoduoto produkto, kurio, maziausia ir
didziausia verté buvo atitinkamai 44 proc. ir 62 proc. [88]

Kito tyrimo metu, kurj atliko mokslininkai i§ Sietlo, Vasingtono universiteto, siekiant nustatyti 6
pagrindinius silimarino biologiskai aktyvius komponentus, sukurta ir optimizuota validuota UESCh
— MS/MS metodika. Tyrimui buvo pasirinkti 5 JAV rinkoje esantys silimarino fitopreparatai.
Analizés metu mokslininkams pavyko nustatyti visus 6 favonolignany misinio komponentus, taciau
zymétina tai, kad visuose fitopreparatuose jy koncentracija skyrési nuo zenklinime deklaruotos
gamintojo informacijos. I§ gauty tyrimo duomeny galima daryti i§vadg, kad sukurta ir validuota
UESC — MS/MS metodika tinka silimarino fitopreparaty analizei [77].

Augaliniy maisto papildy vartojimas dél jy pristatomos naudos sveikatai, nepaisant jy daznai
nejrodyto veiksmingumo, stabiliai didéja [88]. Pagrindiné daugelio augaliniy maisto papildy kaip ir
kity vaistams panaSiy produkty vartojimo problema yra veiksmingumo bei standartizacijos stoka
augaliniy maisto papildy kiirimo ir kokybés uztikrinimo procese. Silimarino preparaty sudéciai jtakos
gali turéti daugybé veiksniy, jskaitant agrokultiirinius ir jvairaus lygio technologinius veiksnius, o tai
neabejotinai gali lemti didelj silimarino komplekso kompozicijy kintamuma. Kritinei kontrolei
svarbiis veiksniai apima: naudojamy augaly taksonoming¢ ir geneting jvairove, klimato salygas,
sezonines ir geografines salygas ir (arba) silimarino flavonoidy/flavonologinany ekstrahavimo
metodus. Geros gamybos praktikos palaikymas taip pat yra labai svarbus, ta¢iau daznai pazeidziamas
S§iy nereceptiniy preparaty gamyboje. Apibendrinant, gauti rezultatai rodo, kad biitina grieztai
kontroliuoti preparaty sudétj ir kokybe tiek produkto iSleidimo j rinkg, tiek technologinio apdorojimo,
tiek pradinése ekperimentinés plétros stadijose.

Atlikto tyrimo duomenis patvirtina ir mokslininky tyrimai. Per pastaruosius metus buvo atlikti
tyrimai, kurie skirti cheminiams silimarino produkty apibiidinimams. Li ir kt. [77] sukuré 40 minuciy
ESCh — MS metoda silibinino analizei plazmoje. Hadad ir kt. [11] sukiiré 8 minu¢iy HPLC metoda
(naudojant monolitines kolonéles) septyniy junginiy i$ silimarino analizei. Junginiai buvo aptikti
remiantis jy absorbcija 288 nm bangos ilgiui. Wang ir kt. tyrimo metu, septyniy junginiy 18 silimarino
identifikavimui naudojamas ultra efektyviosiosios skys¢iy chromatografijos metodas, sujungtas su
elektroninio purSkimo jonizacijos masés spektrometrija. Pagrindinis §io metodo pranaSumas yra
greitas analizés laikas, §iuo atveju — 6 min. Sis metodas pirmasis patvirtintas visy astuoniy pagrindiniy
silimarino bioaktyviy komponenty kiekybinés analizés metodas [11].

Taigi apibdendrinant galima teigti, kad kiekybiné UESCh — MS analizé leidzia nustatyti Silybum
marianum L. fitopreparaty sudétj bei bendrg profilj. Taip pat jvairiis mokslininky tyrimai jrodo, kad
yra sukurtas ir validuotas ne vienas metodas, kuris leidZia identifikuoti pagrindinius silimarino
junginius, pavyzdziui, ESCh — MS, ESCh sujungta su elektroninio purSkimo jonizacijos masés
spektrometrija. Nustatytas flavonoidy/flavonolignany sudéties jvairavimo pobudis tarp komerciniy
silimarino preparaty gautas §io tyrimo rezultatais ir skelbtas Cekijos mokslininky atliktuose
tyrimuose Zenkliai nesiskyré. Miisy apskaiciuoti silimarino profilio rezultatai parode, kad tik vienas
18 10 fitopreparaty nepatenka } monografijy reglamentuojamas ribas, taciau nustacius silimarino kiekj,
gauti rezultatai, parode, kad fitopreparaty sudéties tyrimo kiekybiniai rodikliai ne visada atitinka
gamintojo Zenklinime pateiktg informacija.
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ISvados

1. IStyrus fitopreparaty su margalapiy margainiy ruoSiniais tiriamuosius tirpalus ultra
efektyviosios skysCiy chromatografijos tandeminés — masiy spektrometrijos metodu nustatyti
dominuojantys biologiskai aktyviis junginiai. Visy tirty fitopreparaty méginiuose nustatyti
pagrindiniai silimarino junginiai — silikristinas, silidianinas, silibininas A, silibininas B, izosilibinas
A, izosilibinas B. Tirtuose fitopreparatuose taip pat identifikuoti Sie fenoliniai junginiai ir
polifenolinés ragstys: nereceptiniame vaistiniame preparate (1) — chino ragstis, 3,4-
dihidroksibenzoiné rugstis, ferulo ragstis, dikafeoilchino rugstis, kemferol-3-O-gliukozidas,
apigenino-7-gliukozidas, eriodiktiolis, kvercetino dariniai, kemferolis, pinocembrinas, chrizinas,
nereceptiniame vaistiniame preparate (2) — chino ragstis, dikafeoilchino ragstis, kvercetin-7-
gliukozidas, taksifolinas, kemferol-3-O-gliukozidas, apigenino-7-gliukozidas, eriodiktiolis,
kvercetino dariniai, kemferolis, pinocembrinas, chrizinas, maisto papilde (3) — chino riigsties dariniai,
sinapo rugstis, taksifolinas, apigenino-7-gliukozidas, eriodiktiolis, kvercetinas, pinocembrinas,
chrizinas, maisto papilde (5) — chino rtigsties dariniai, 3,4-dihidroksibenzoiné rtigstis,chlorogeno
rugstis, kavos rigsties dariniai, kemferol-3-O-glukuronidas, taksifolinas, kemferol-3-O-gliukozidas,
florizinas, eriodiktiolis, myricetinas, kvercetinas, izoramnetinas, pinocembrinas.

2. Pritaikius ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodg buvo istirta 10 komerciniy
fitopreparaty, kuriy sudétyje nurodytas silimarinas. Palyginus silimarino kiekybinius rodiklius,
nustatyta, kad lignanoflavony profilis jvairuoja. Nustatyta, kad silibinino A ir B sumos dalis svyravo
svyravo nuo 54,69 proc. iki 67,06 proc. bendro visy flavonolignany kiekio. Didziausia silibinino A ir
silibinino B sumos procentiné dalis buvo nustatyta nereceptinio vaistinio preparato (NV3)
tiriamajame meéginyje. Ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu jvertinus silimarino
Kiekj fitoprerataty méginiuose, nustatyta, kad gauti rezultatai ne visada atitinka produkto zenklinime
nurodyta silimarino kiekj dozuotés vienete.
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