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(57) Rezumat: Inventia se referi la un monomer si derivatul siu '®I-Boc-Tyr-PGM marcat cu '],
derivat de peptidoglican cu formula: precum si la procedee pentru prepararea acestora,
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Prezenta inventie se referd la un mono-
mer derivat de peptidoglican si derivatul
siu, marcat cu "I, si la procedee pentru
obtinerea acestor compusi, utilizafi pentru
obtinerea de produse farmaceutice cu
activitate imunomodulatoare §i antitumo-
rali, precum s§i de legare anti-PGM an-
ticorp.

Se conoagte cd monomerul peptidogli-
can (PGM, GIlcNAc-B-(1-,4)-MurNAc-L-
Ala-D-iGln-/(L)-mezo-A,pm-(D)-amido-
(L)-D-Ala-D-Ala/, care este cea mai mica
unitate repetitivi a peptidoglicanului din
peretele celulei de Brevibacterium divari-
cum, posedd proprietdfi imunostimula-
toare §i antitumorale si proprietifi an-
timetastatice (Tomasic, J. si Hrgak, I,
1988). Momomerul peptidoglican prove-
nind din Brevibacterium divaricatum,
metabolismul sdu si activitatea in gazdi
est cunoscut din Structura de suprafatd a
microorganismelor §i interactiunea aces-
tora cu mamiferul gazdd (Schrinner E.,
Richmond M.H., Seibert G. si Schwartz
U., Eds., pag. 113-121, VCH, Verlagsge-
sellschaft, Weinheim).

Se cunoaste cid formarea unei legituri
peptidice poate fi condusd cu condifia ca
aminoacidul:

a) sd fie mai intdi transformat intr-un
aminoacid N-protejat, prin introducerea de
grupdri protectoare;

b) si fie activat la gruparea carboxilici;
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c) se realizeaza o reactie cu di-, tri- sau
polipeptide avand aminoacid protejat la C-
terminal i

d) grupirile protectoare ale di-, tri- sau
polipeptidelor obtinute sunt eliminate cu
grija cu ajutorul reactiilor specifice (Hou-
ben-Weyl, Methoden der organishen Che-
mie, 4. Auflage, herausgegeben von Egon
Miiller, Synthese von Peptiden I und I, Bd.
15/1 si 15/2 Georg Thieme Verlag, Stutt-
gart 1974).

Apoi, in moleculele polifunctionale ale
structurilor de naltd complexitate, cum ar
fi, de exemplu, monomerul de peptidogli-
can, constand din dizaharid pentapeptidic
(portiuni de zaharid si pepuda), este nece-
sar;

a) sd fie protejate grupdrile hidroxi la
GlcNAc i MurNac (portiunea de zaharid a
moleculei) si

b) dupd realizarea reactiei de formare a
legiturii peptidice sd se efectueze depro-
tectia portiunii de zaharid.

Se conoaste, de asemenea, c¢d metoda
conventionald de inserare a tirozinei in
interiorul peptidei sau proteinei este ,,meto-
da esterului activ”’, in care Boc-L-Tyr-
ONSu este componenta de acilare [Assoian
R.K. (1980) Anal. Biochem. 103,70].

Se cunosc, de asemenea, derivati N-acil
ai peptidoglicanului monomer cu formula
generald:
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in care R reprezintd o grupare acil a unui
acid alchilcarboxilic, compusi utilizabili in
produse farmaceutice cu propritdfi imuno-
modulatoare (RO 105699).

Cll,
l

CONHCHCONHCHCONH%HCOOH
éuz
éuz
i,

R—HN—&H—CONHQ

Inventia largeste gama derivatilor N-acil
ai peptidoglicanului monomer, cu noi com-
pusi, care prezintd structura corespunzi-
toare formulei generale I:

CH ,0H
0 CHZSH
O
0 0 OH
HO
NHOCCH 4
NHOCCH,

CH3CHC0NH(IIHCON H(llHC HoCHp CONH?HCONHCHCONH({HCOOH

CHyq

si derivatul siu  ('"I-Boc-Tyr-PGM),
marcat cu 'L,
Monomerul terg-butiloxicarbonil-L-

tirosil-peptidoglican cu formula generald I

I
CHy

CONH, . CH, CH,
|
cH
|2 (D
Cit,
?HCONHZ
NHCOCHCH 5 - -0l
NHOCOC(CH3),

5 se prepard prin condensarea a 1,2 echiva-
lenti ester ferg-butiloxicarbonil-L-tirosil-N-
succinimidic cu monomer peptidoglican
neprotejat, in prezenta a doi echivalenti de
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trietilamind, in dimetilformamidd, timp
de 16 h, la temperatura camerei, dupi
care se izoleazd prin cromatografie pe
gel.

Conform inventiei, o foarte micd canti-
tate din Boc-Tyr-PGM este marcatda cu
'“I. prin adiugare de 3,7 x 10’ Bq (I
mG) de Na('**I) si un exces mare de
cloramind T, timp de 45 s, la temperatura
camereli dupd stoparea reactiei cu
bisulfit de sodiu, se izoleazd produsul pe
coloand cromatografica.

Inventia prezintd

s,

avantajul  obtinerii
unor compusi noi, cu proprietafi superioa-
re imunomodulatoare §i antitumorale.
Noul monomer peptidoglican cuformula
®NH,
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generald [ este un compus cu lipofilicitate
crescutd, care face posibild o penetrare cu
mai multd usurintd a substantei prin peretii
celulelor §i un timp de sedere prelungit a
acesteia Tn organism. Acest lucru a fost
realizat prin introducerea aminoacidului
aromatic nativ tirozind, in molecula de
peptidoglican monomer (PGM), dupi care
din dizaharid-pentapeptidd s-a  obtinut
dizaharid-hexapeptida (Boc-Tyr-PGM), care
a fost ulterior marcati cu '*°I radioactiv,
astfel rezultdnd derivatul siu '*I-Boc-Tyr-
PGM (II).

Procedeul pentru prepararea noului deri-
vat PGM din prezenta inventie este ilustrat
prin urmitoarea schemai de reactie:

Et,N

dizaharid-pentapeptidi-COOH + Boc-Tyr-ONSu ___; I

Conform prezentei inventii, reactia
selectivi a Boc-Tyr-ONSu este realizati
cu gruparea omega-amino a
mezo-diaminopimelic

acidului
molecula de
PGM, 1n prezenta trietilaminei, rezultind
noul derivat dizaharid-hexapeptidi, care
mai intdi a fost izolat prin cromatografie
pe gel pe o coloand cu Sefadex G-25 si
prin cromatografie pe o coloani cu silica-
gel, dupd care a fost purificat total si
adaptat pentru investigatii biologice cu
ajutorul cromatografiei pe gel pe Biogel
P-2.

n

I
HO—@ —CH,~CH-CO—oNH-PGM~COOH
|
HO-- ~Cll5~Cll--CO-<oNH-PGM--COOH

Conform prezentei inventii, sinteza
Boc-Tyr-PGM marcat cu iod radioactiv
este realizatd cu ajutorul metodei cu
cloramini standard T cu Na'*I, rezultind

Marcarea Boc-Tyr-PGM cu iod radioac-
tiv este realizatdi cu ajutorul metodei cu
cloramind T standard [Bolton A.E. (1985):

20 Tehnici de radioiodurare, ed. a 1l-a pag.
109, Amersham Int.plc., England].

Dupid substituirea electrofild a inelului
fenolic al tirozinei, in pozifia orto fati de
gruparea hidroxi, se obtine molecula marca-

25  td cu '®I de o inalti activitate specifici si
cu o stabilitate radiochimici suficienti.

Procedeul de preparare este reprezentat
prin urmétoarea schema:

NHBoc
@
Nat 121
NHBoc
(1

30

produsul iodurat II, care este izolat prin
cromatografie pe gel pe o coloani cu Sefa-
dex G-25 si a fost utilizat Tn studiul reactiei
de legare antigen anticorp.
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Se dau in continuare exemple de reali-
zare a inventiei.

Exemplul 1.  Prepararea monomeru-
lui  terf-butiloxicarbonil-L-tirozil-peptido-
glicanului (1)

Se dizolva 100 g (0,1 mmoli) monomer
de peptidoglican (PGM) in 2,6 ml dimetil-
formamidd (DMF) anhidrd, cu adiugare
de 30 pl trietilamini. In solugia ricitd cu
gheafd se adaugd, in portiuni mici, sub
agitare , 56 mg (0,12 mmoli) Boc-Tyr-
ONSu solid. Dupi reactionare timp de 16
h la temperatura camerei, se evapori
DMF la vid generat de o pompd mecani-
cd. Reziduul, obginut dupid evaporare, de
consistenta unui sirop gros, se dizolvd in
apd, se aciduleazi cu acid citric solid
pind la pH=3, dupd care se extrage cu 3
x 10 ml acetat de etil. Faza apoasi se
concentreazd pand la 2 ml si se incarci
pe o coloand cu Sefadex G-25 (90 x 2,5
cm) in apd. Fractiunile, Tn cantitate de 3
ml, sunt examinate privind absorbtia la
230 nm ¢i cele corespunzand unui compus
cu masd moleculard mai Tnalti sunt
reunite §i evaporate. Reziduul sticlos
obtinut, in cantitate de 110 mg, se dizol-
vd intr-un amestec 5:3:2:2 de n-butanol,
etanol, solutie 25% NH, si apid, dupd
care se cromatografiazi pe o coloani cu
silicagel cu acelasi element. Neutralizarea
cu acid acetic si evaporarea fractiunilor
duce la obginerea produsului, care, n
final, este purificat cu ajutorul gel-croma-
tografiei pe o coloand cu Biogel P-2 (70
X 2,5 cm), eluentul utilizat fiind apa.
Fractiunile cele mai mobile se reunesc, se
concentreaza si se liofilizeazd. Se obtin
58 mg (46%) Boc-Tyr-PGM (I) pur.

Analiza aminoacizilor: GIcNH,:0,82;
MurNH,:0,57; Ala, 3; Glu, 1; A,pm, 0,98;
Tyr, 0,80

Spectrul  'H-RMN  (D,0):1,29 (s,
Me,C), 1,34 - 1,70 (m, partial suprapus
cu Me,.. 21H, 3 x Me - Ala + lactoil -
Me);
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1,89 51 1.98 (25, 6 H, 2 x NAc), 6,77 si
7,07 (2d, 2H fiecare, I, 8,55 Hz, - C;H,-).

Cromatografie in strat subtire: n-butanol
- etanol - NH, (25%) -apa (5:3:2:2), se face
detectia cu vapori de iod §i reactant de pep-
tidd, R, = 0,5.

Exemplul 2. Prepararea monomerului
terf-butoxicarbonil- '”I-L-tirozil-peptidogli-
canului (I1)

Intr-o solutie de 5 ug Boc-Tyr-PGM 1in
25 ul (0.5 M) tampon fosfat pH=7.5, se
adaugd 10 ul (3,70 x 10 Bg 1 mCi) de
Na'*1 si 50 ug cloramini T in 25 pl (0,25
M) tampon fostaf pH=7,5 si dupi 45 sec se
opreste reactia, prin addugare de S50 pg
metabisulfit de sodiu Tn 25 pl apd. Ameste-
cul de reactie este incdrcat imediat pe o
coloand cu Sefadex G-25 (30 x 1,5 cm),
care este spidlatd Tn prealabil cu o solutie
de albumind umani i este echilibratd cu
tampon fosfat 0,025 M de pH=7,5, care se
utilizeazd in eluare. Fractiunile, in volum
de 2 ml. se testeazd din punctul de vedere
al radioactivititii si cele corespunzand
pentru  Boc-"*I-L-Tyr-PGM se reunesc.
Activitatea specificd a derivatului II obti-
nut: aproximativ: 3,12 MBc/ug (0,087
mCi/ug).

Noul derivat de PGM dizaharid hexapep-
tidic poate fi utilizat in obtinerea produselor
farmaceutice posedind activitatea imuno-
modulatoare i antitumorald, pe cind noul
derivat marcat cu '*’I poate fi utilizat pentru
obtinerea produselor farmaceutice, caracte-
rizate prin proprietdtile de legare anti-PGM
anticorp.

Activitatea imunostimulatoare a monome-
rului tert-butoxicarbonil-L-tirozil-peptido-
glican (Boc-Tyr-PGM) a fost testatd prin
imunizarea soarecilor cu eritrocite de oaie
(celule rosii de singe de oaie SRBC).

Soareci (CBA sau AKR), cite 5 in grup,
se imunizeazd ip. cu eritrocite de oaie (1
x 10* SRBC) in solutia lui Hanks. O zi mai
tarziu (o zi + 1), grupului de soareci de
control i s-a administrat i.v. exclusiv solu-
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tia lui Hanks, pe cind grupului test de
soareci 1 s-a dat i.v. 200 pg de Boc-Tyr-
PGM 1n solufia lui Hanks; drept control
pozitiv s-a utilizat un grup de soareci

10

anticorpi (celule formatoare de plici, PFC)
[Jerne N.K., Nordin A.A. si Henry C.
(1963) Anticorpi legati de celuld, pag. 109,
Wistar Institute Press, Philadelphia - Teh-

ciruia i s-a administrat v. 200 pg de 5 nica pldcii de agar pentru recunoagterea
monomer peptidoglican (PGM) in solutia celulelor care produc anticorpi].
lui Hanks. Dupd 4 zile (0o zi + 4) s-a Rezultatele testelor sunt prezentate in
determinat in splind. prin metoda lui tabelul 1 care urmeazi.
Jerne, numirul de celule foratoare de
Tabelul 1
PFC
Specie soarece Tratament Domeniul de valori X %
individuale
Hanks 95.200 238.000 188.906 100
CBA Boc-Tyr-PGM 257.600 304.266 295.966 157
PGM 198.800 449.866 313.413 166
Hanks 20.000 55.200 37.388 100
AKR Boc-Tyr-PGM 37.730 68.670 55.974 150
PGM 27.200 61.070 48.668 130
Boc-Tyr-PGM demonstreazd o activi- 10 Un grup de soareci a fost ales drept
tate imunostimulatoare (adjuvantd) la control si nu a fost tratat suplimentar in nici
ambele specii de goareci, la care s-a de- un fel. Soarecilor din grupul experimental
tectat un numdr de PFC crescut cu apro- li s-a administrat iv. fiecdruia 1 mg de
ximativ 50%, in comparatie cu grupul de Boc-Tyr-PGM, conform urmatorului proto-
control. Eficacitatea Boc-Tyr-PGM a fost 15  col:.
in ambele teste comparabild cu efectul - primul grup - ziua 3;
controlulut pozitiv, adicd a monomerului - al doilea grup - ziua 7;
peptidoglican. - al treilea grup - ziva 3 si 7 (total 2 mg
Activitatea antitumorald (antimetasta- Boc-Tyr-PGM)
ticd) a monomerului de trerf-butiloxicar- 20 Trei grupe de soareci, care au primit
bonil-L-tirozil-peptidoglican  (Boc-Tyr- PGM i.v., conform aceluiagi protocol, au
PGM) a fost investigatd la soareci inocu- fost alesi drept control pozitiv.
lati cu melanom B-16. Metastazele din ficat detectabile
Soarecilor (CS 7 BL/6. masculi, in macroscopic au fost numdrate dupd omo-
varstd de 4 luni), cite 5 de grup, i s-a 25  rére in ziua a 23-a. Rezultatele sunt repre-

administrat i.v. celule de melanom B-16,
fieciruia 1 x 10" celule, in ziua O.

zentate n tabelul 2.
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Tabelul 2
Tratament Ziua Numdr Metastaze Inhibare
X %o %
Hanks - 124 =+ 6,1 100
3 76 =19 61 3 38,7
Boc-Tyr-PGM 7 72 =40 58,1 419
3+7 70 =+ 2,7 56 4 43,6
3 6,2 =44 50,0 50,0
PGM (PLIVA) 7 54 + 1,7 43 5 66,5
3+7 53 = 1,7 42 7 67,3

Tratamentul cu Boc-Tyr-PGM a produs
un efect antimetastatic, avind drept conse-
cingd diminuarea numirului de metastaze
la toate grupurile de goareci tratati (pro-
centul de inhibare 37,8% + 43,6%). Nu s-
a observat o diferentd semnificativi n
gradul de inhibare la goareci tratafi in
perioade diferite (in ziua 3 sau 7) si cu o
dozd totald administratd diferiti (1 mg
de fiecare, in ziua 3 sau 7 sau in total 2
mg in ziua 3 si 7).

10

CH ,0H
CH,0H
0 0
OH
0 0 OH
NHOCCH 5

CHscHCONH?HCONH?HCHgCHzCONH?HCONH?HCONHCHCOOH
CONH,

CH,

si derivatul sau (‘** I-Boc-Tyr-PGM), mar-

Efectul Boc-Tyr-PGM este comparabil cu
efectul PGM (PLIVA) utilizat drept control
pozitiv.

Revendicari

1. Monomer derivat de peptidoglican,
caracterizat prin aceea ci este monomer
terf-butiloxicarbonil-L-tirozil-peptidoglican
cu formula I:

(9]
|
CH, CHy CH,
|
s
Cit
CICONH
NHCOTHCH 2= @—OH
NHOCOC(CH,),
cat cu 'L
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2. Procedeu pentru prepararea tert-
butiloxicarbonil-L-tirozil-peptidoglican,
conform revendicirii 1, caracterizat prin
aceea ca se condenseazd 1,2 echivalenti
ester  rerg-butiloxicarbonil-L-tirozil-N-
hidroxid-succinimidic cu monomer pepti-
doglican neprotejat, in prezenta a 2 echi-
valen{i de trietilamind, in dimetilformami-
da, timp de 16 h, la temperatura camerei,
si, dupd stoparea reactiei cu bisulfit de
sodiu, se izoleazi produsul pe coloani
cromatografica.

3. Procedeu, conform revendicirii 2,
caracterizat prin aceea ci o foarte mici
cantitate din Boc-Tyr-PGM este  marcati

14

cu "I, prin addugare de 3,7 x 107 Bq (I
mG) de Na('*I) si un exces mare de clor-
amind T, timp de 45 sec, la temperatura
camerel, si, dupa stoparea reactiei cu bisul-
fit de sodiu, se izoleazii produsul pe coloa-
na cromatografici.

4. Monomer derivat, conform revendi-
cdrii 1, caracterizat prin aceea ci. in
cantitate eficientd, care, in cazul soarecilor.
este de 200 pg/yoarece, impreuni cu mate-
riale de suport conoscute, formeazi compo-
zifii cu actiune imunostimulatoare i in
cantitate de 1..
materiale de suport cunoscute formeazi
compozifii cu actiune antimetastatici.

2 mg/soarece, alituri de

Presedintele comisiei de inventii: ing. Orageanu Cornelia
Examinator: ing. Marin Elena

Grupa 12
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