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69 virsraksts:  Jauni oligopeptidi, kuri selektivi inhibé asinis rado3u $inu proliferaciju,
farmaceitiskais sastavs uz to bazes un jaunu oligopeptidu un sastavu
iegisSanas metode

@ Kopsavilkums: Izgudrojums attiecinams uz sekojo$iem asinsrades $iinu proliferaciju selektiviinhib&josiem

peptidiem, atbilstoSi formulam:Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH un H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH, kuras ar Acm
apzimeéta acetamidometilgrupa, to saliem, zalu farmaceitiskiem sastaviem uz to bazes, ka ari uz jaunu peptidu un
zalu farmaceitisko sastavu iegliSanas metodém. izgudrojums aptver ari ziditajdzivnieku (ieskaitot cilvékus)
arstésanu ar Siem pasiem peptidiem un zaJuformam uzto bazes, lai selektiviinhibétu hemopo&zes &linu proliferaciju.
Jauno savienojumu priekSrociba ir ta, ka tie gandriz pilnigi nekaitigi, tiem nav nekadu blakusefektu terapeitisko devu
iedarbibas diapazona. Papildus tam, Sie savienojumiievérojamiinhib& arstniecisko lidzekju un starojuma, ko parasti
lieto audzéju terapija, kaitigo iedarbibu. Kad ievada $os savienojumus, var tikt palielinata arstnieciska lidzek|a doza
vai starojuma doza.
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ASINSRADES SONU PROLIFERACIJU INHIBE I()SI JAUNI
 OLIGOPEPTIDI, ZALU FARMACEITISKIE SASTAVI UZ TO BAZES UN
JAUNUOLI c,om’ TIDU UN ZALU FARMACEITISKO SASTAYU
. IEG U§ANAS METODIS

Tehnikas nozare . '

[zgudrojums attiecin&ms uz sekojofiem peptidiem, athilstosi
formulam: .

(1) Glp-Glu-Asp- ys-(Acm)-Lyﬁ-OH un
(2) H- G!u-Asp-C)s -(Acm)-Lys-OH

kuras ar Acm apziméta acetamidometilprupa,
to saliem, zaju farmaceitiskiem sastaviem uz to bazes, ka ari uz jaunu
-peptidu un zau farmaceitisko sastavu iegSanas metoden.

Jaunie peptidi sclektivi inhib& asinsrades ¥Gnu proliferdciju.

Izgudrojums aptver ard ziditajdzivnieku (ieskaitot cilvekus)
apstradi ar $iem peptidiem un zaJu formam uz to bazes, lai selektivi
inhib&tu asinsrades §dnu proliferaciju.

Situacijas raksturojums nozarg .

Abi oligopeptidi ir hemoregul€josa pentapeptida analogi, ko
var izdalit no dabas izejvielam. Zemmolekularo biologiski aktivo vielu
izdaliSanu no pieauguSiem granulocitiem un no Zurku smadzequ (kaula
smadzenu) viclas suspenzijas pirmo reizi apraksiijufi autori Rytdomaa
un Kiviniemi. Sis biologiski aktivas vielas inhibéja Zurku mielopogzes
Stnu proliferaciju meéginajumos in vitro [Cell Tissue Kinet.,1.,329 un
341 (1968)].
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“Granulocita keilons, k@ to nosauca sakumad, aizkavéja §anu
cikla proliferaciju S-fizé. un inhibgja to S;-faze [Virchovs
Arch.Abt.B.Zellpalti., 14 293 (1973)], taja pasa laika inhib&Sana
nouck §tinu cikla G-faze [In vitro, 1.,47 (1969)]. C
Pirma homogéni attirita nuelopoén inhib&jofa aktiva vxela'
aprakstita Zurnala Cell Biol.Intereact.Rep.,1.,337 (1980). §i biologiski
aktiva viela péc kimiskas uzbiives pieskaitama nukleopeptidiem. -

Tzdalifana, aptuvena strukiGranalize un sin®ze pirmoreiz aprakstti

Zurnala Z.Naturforsch.,37c, 1297 (1982).

1986.gada ir pazinots, ka sintetiskajam pentapeptidam
Glp-Glu-Asp-Cys-Lys-OH ir tada pati biologiska iedarbiba ka vielai, kas
jegita no dabigajam vielam [Biological Regulation of Cell
Proliferation, edited by Basega, Foa, Netcalf and Polli, Raven Press,
New York, 1986, page 11]. |

Lidz ¥im hemoregulgjo¥ais peptids -ir izdalits no cilveka
granulocitiem, Zurku smadzegu vielas un tela liesas. Mielopogzes
inhibe¥anas efekts uz peju, Zurku un cilveka 3anam ir atkarigs no
devas, kuras koncentracija ir lielaka par 10-13 moli/litra, Blakusefekta.
nav.. Peptids nav toksisks peju un cilveka kaula smsdzegu Sanam
koncentracija no 10-15 lidz 10-4 moliftitra 7 dienu apstrades laika in
vitro, ka arf attieciba uz divu tipu pelem ar devu 9.1 mg/dzivnieks vai 1
mg/dzivnieks [Pharmac.Ther.,44, 353 (1989)]

Tapec ir likumsakarigi, ka hemoregul€joSais pcpuds ir
jauzskata ka nako¥ais arstnieciskais lidzeklis, kas aizsarga kaula
smadzenes no bojdjumiem, kurus izsauc citostatiskie apenti un

* apstarojums, kurus lieto pie audzgju arsteSanas. Ari citds farmacijas

nozarés § peptida lieto§ana ir daudzsolo3a.

Neviens no nedaudzajiem lidz ¥im sintezétiem analogiem nav
uzradijis lidzigu biologisku aktivitati. DaZi dati norada, ka gratibas,
nosakot pentapeptida uzbavi, kur§ sastav tikai no trim funkcionaldm

aminoskabém un aminopiroglutarskabes, ir smshtas ar noardiSanas

procesiem sintazes gaita.
Zurnala Cancer Res., 50., 328 (1990) autori vers uzmambu uz
merkaptogrupu saturo§a savienojuma oksideSanas de] notickoo
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. 3.
dimerizaciju un uz savienojuma inaktiviciju udens $kiduma pie
atkartotas sasalSanas/atkausg§anas. Spéja dimerizéties ir seviski bistama,
ta ka dimera fiziolodiska aktivitate ir. pretja monom@ra aktivitatei
[Exp.Hematol., 12, 7 (1984); Exp.Hematol., 16, 274 (1988)]. _
Apraksta nav paskaidrojumu' attieciba uz aktivitates trikumu -

da¥iem sintetiskiem paraugiem un uz inaktivaciju. Péc masu doman, to

varetu dafeji izskaidrot ar savienojumu, kas satur asparaginskabi,
ciklizaciju, = izomerizaciju = un  epimerizaciju  [J.Chrm. Soc.
Chem.Commun., 1983, 505; Acta Chim. Hung.,124, 919 (1987),
Peptides 1986, editor: Theodoropulos, de Cruyter, Berlin, 1987, 83;
Coll. Chech. Chem. Commun. 54, 3360 (1989)].

Pretgjais, tas ir, proliferaciju stimulgjoSais efekts dimera
molekulai (Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH)2 un Glp-Glu-Asp-Met- -
Lys-OH vaja iedarbiba uz proliferaciju norada, ka  cisteina
merkaptogruppal ir svariga nozime biologiskas aktivitates izpausme.
Uz merkaptogrupas klatbttnes nepiecieSamibu norada tas fakts, ka no

dabas vielam izoletais pentapeptids Glp-Glu-Asp-Cys-Lys-OH var

inhibet proliferaciju tikai merkaptoetanola vidé (no 0.1 lidz 03
moli/litra), bet bez merkaptoetanola klatbutnes tas nav efektivs,

Starp citu, parsteidzodi ir tas, ka gan Glp-Glu-Asp- -Cys- (Aom)
Lys-OH (saturods acetamidogrupu) gan H-Glp-Glu-Asp-Cys- -(Acm)-
Lys-OH (ar atSkeltu gala aminogrupu) uzrada ievérojamu un selektivu
inhibgjo¥u efektu uz Furku muguras un kaula smadzegu §anu
proliferaciju.

letekmi uz ¥anu proliferaciju var mérit ar daZadiem
pag@mieniem. Sajos mefinajumos, pieméram, var noteikt timidind

tritiju saturofas DNS iesleganu pie islaicigas $unu kultiveSanas (Zutku - |

aizkrits dziedzera un kaula smadzegu $tnas), vai arl noteikt iespeju
veidoties pelu kaula smadzenu §anu rindam pusSkidra agara kultards.

Izpudrojuma siks apraksts :

Izgudrojumam atbilsto¥os savienojumus parbauda sekojoéi:
Parbaude ar islaicigu kultivéSanu :

Zurku kaulu smadzegu $nas, lictojamas Islaicigai audzefanai,
gem no diva nedefu vecam 40 g smagam Jurkam. Dzivniekiem pec
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dekapitacijas pem smadzequ vielu no stilba kaula, ko suspende Parker
MTC-199" (produkts OKI) barotné kopa ar 10/0 tela augla asins

serumu (produkts Gibco).
~ No suspenzijas gemtos paraugus, kuri satur 3 x 106 smadzegu’

 vielas citoblasta tinu mililitra, inkubg tira veida (kKontrolméginajumi)

petamo vielu klatbatng pie 370C piesatinatu tvaiku 5% pec tilpuma
CO, gazes atmosférd. Inkubacija notiek 4 stundas asinsanalizeém
paredzetds megends B 5060 EX firmas Heraevs inkubitora.

Tredas inkubdcijas stundas laik@ pievieno 36 kBg/ml tritiju
saturofu timidinu 3H-Tor (UVWR produkts, Priga) ar, ipatngjo
aktivitati 721 mBqg/ml.

Pec 60 mina@em ar pipetes palidzibu paraugu parnes 2 x 100
mkl alikvotas uz 3 MM Whatman papira filtu€joSiem diskiem, mazgd ar
ledi atdzesétu 5% hlorskabi, péc tam mazga 5 mindtes ar ew.nolu un 5
mindtes ar dietiléteri. Zave. ’

Papira disku radioaktivitati izmerija vz toluola bazes gatavota
maisijuma, kam pievienots 5 g/ 2,5-difeniloksazola un 0.3 g/l 1,4-
bis-[2-(5-fenil)-oksazolil]-benzola Skidruma scintilacijas  Pacard-
Tricard tipa spekirometrd. Skaitija impulsu skaitu minate.

Impulsu skaitu uz katru paraugu salidzindja ar neapstradata
kontrolparauga impulsu skaitu un izteica procentos attieciba pret -
neapstradato kontrolparaugu.

Saskapa ar iegitajiem rezultatiem. tritiju saturoSa timidina
ievadifana $anu kultdra samazinajas par 3 %, gemot 107 molilliwa
Glp-Glu-Asp-Cys-Lys-OH , bet, tritiju saturo$a timidina ievadiSana §linu
kultira samazindjas par 22 % gemot 107 moli/litrd Glp-Glu-Asp-Cys-
(Acm)-Lys-OH . '

Parbaude vz ilgstoSu Sunu kultivéSanu.
Pie ilgstoSas no peju kaula smadzeném izdalitu Sunu

~ kultive§anas lietoja pusikidro agara barotni. 1.5 x 105 gurna kaula

smadzegu vielas §inu, kas jeglita no 2 - 3 meneSus veciem pelu
teviniemC5781, suspendgja 1 ml barotnes "McCoy 5A" (produkts
Gibco), péc tam pievienoja 20 tilpuma procentus zirga asins sérumu
(produkts Gibco), 16 tilpuma procentus L-§dnas KSF (kolonijas



10

15

20

25

30

35

LV 10109

- | | . )
stimulgjoss faktors, kas leglits no limfocitu virsnogul¥nu Skidruma;
Debrecenas Medicinas Universitates Farmakologijas institita produkts,
Ungarija) un agar-agaru lidz 0.18 svara procentiem. 100- mkl

- pusskidras vides kultivéja 7 dienas mikropipetes kapﬂéra saskana ar
ieprick§min€to aprakstu, péc tam kolonijas skaitja stereomikroskopa

Zeiss-Cytoplast ar 40-kartigu palielindgjumu,

Rezultati doti procentos, kas norada par cik samazindjies
koloniju skaits salidzinot ar kontroles méginajumu. Meginajumns veica |
merkaptoctanola . 0.25 milimoli/l  klatbatne (+ME) un hez
merkaptoetanola (-ME). | '

Rezultati apkopoti tabula: -

Koncentricija ~ (A) (1) (2)

(10= moli) (%) (%) (%)
X (+ME) (+ME)(-ME)  (-ME)
4 27 39 89 -
6 90 R 66
8 90 68 77- 64
9 , 26
10 81 | | 52
12 32 48 70 36
14___18 29

Tabula ar (A) apziméts peptids Glp-Glu-Asp-Cys-Lys-OH ,
-ar (1) apzimets pepids Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH, -
bet ar (2) apziméts peptids H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH.
- Sunu kultaram, kuras lieto eksperimenta ar timidinu, ir iss
ma’s, tapec DNS modifikacija tiek merita tikai tam §anam, kuras ir 4
stundu ilgas inkubefanas cikla S-faze (Saja laika Sunas uzgem
radioaktivo timidinu). $1 daja ir 25 — 30% Sanu. Pargjas $iinas atrodas
Cy, Ci,CyvaiM faze.
Tadejadi inhibéSanas lielumi, kas izmériti meéginajuma ar
timidinu, ir vajaki neka to var sasniegt méginajuma uz §inu kolonijam.

'Ta pedeja meginajuma merk¥unas ir kultivétas 1 nedeju péc arsteSanas, |
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tadejadi inhibeSanas lielumi var uzkraties un pat samazinat viens otru. '

Tetrapeptids H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH , Kkurd iztrakst
piroglutaminskabes atlikuma pie briva amino-gala, uzradija ipatngju
iedarbibu. Pamatojoties uz merijumiem par tritijsaturo¥a timidina,
ievaditanu, konstateja, ka §is sav1en03ums inhib&ja par 25 — 65%

kultiiru veidofanos pusskidra agara pie koncentracijas 10-14 — 10-6
moli/litra, bet savienojums neinhibgja proliferdciju ne Zurku kaula
smadzequ ne aizkriits dziedzera §inas. | o

- Pentapeptids ar formulu (1) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH,
kurs inhibé kd timidina ievadifanu, t& ard koloniju veid0§anos;
iedarbojas uz muguras vai kaula smadzenu stumbra asinsrades §anam
(CFUs) un jedarbojus uz muguras vai kaula smadzegu $inam (CFUs),
ka arl uz muguras vai kaula smadzenu priek88anam, mieloblastiem,
promielocitiem un mielocitiem.

. Tetrapeptids ar formulu (2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH
nevuzrada nekadu efektu uz ¥im S0nam, tomér tas inhibé ar seviski
augstu sclektivitati §anu koloniju veido¥anas proliferdciju, muguras un
kaula smadzegu stumbra $Gnu (CFUs) proliferaciju, tatad tam ir

specifiska iedarbiba ka vz §unu linijam ta a1 vz sektoru.

Megma;umos ar SICr emisiju ar kaula smadzegu citoblasta
$indm, kas attaino savienojuma toksicitati in vitro, abi izgudrcjuma
minétie peptidi izradijas netoksiski.

~ Noloka merit aktivitati in vivo, savienojumus ievadija 40 g
smagam Zurkam intraparenterali. Atzimgja 40% smadzequ vielas
mitozes samazinaSanos salidzinot ar kontrolméginajumu. Tadgjadi
proliferacijas inhibéSana in vivo var tikt uzskatita par ievérojamu.

Acetamidometilgrupas  klatbutne ir svariga ne tikai no
biologiskas aktivitates viedok]a, bet arf no kimiska viedokla, jo novers
biefi novérojamo molekulas nestabilitati, kas piemil savienojumienm ar
brivo merkaptogrupu, ka arl novér§ ievérojamu rezultatu novirz
biologiskos testos, ko dajeji pieraksta savienojumu nestabilitatei.

Cik mums ir zinams, tad &ie ir pirmie biologiski aktivie
merkaptosavienojumi,kuri  satur  Acm-grupu. So  savienojumu
priekSrociba ir ta, ka tie griti oksid€jas vair gaisa skabekli, salidzinot ar
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7.
savienojumiem, kuriem ir briva merkaptoorupa Tapec tie ir daudz

. stabilaki un var tikt ilgak uzglabati normalos apstakjos. -

Cita priekSrociba oli gopeptidiem saskapd ar izgudrojumu [ar
formulam (1) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH un (2) H-Glu-Asp-

‘Cys-(Acm)-Lys-OH] ir ta, ka to iegaSanas pamata ir vienkar$a sintéze

Skiduma vai cieta fazs, salidzinot ar augstmolekulariem
pohpepndlem kuri ari uzrada lidzigu aktivitati [Nature, 344 442
(1990)].

Peptidus saskaga ar izgudrojumu (1) Glp- -Glu-Asp- Lys—
(Acm)- Lys-OH  un (2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH iegist:

- pakapeniski pagarinot aizsargatas peptidu (1) Glp-Glu-Asp-Cys-

(Acm)-Lys-OH un (2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH starproduktu
kedites, izejot no C-gala aminoskabes atvasindjuma, 1zmantojot
pakapeniska seciba aktiva éstera saistifanu un katalitisku bazes alfa-
aminogrupas atbrivo§anu, vienlaicigi nodrofinot ucwagejoso anmino-
un karboksilgrupu aisardzibu ar aizsarggrupam, kuras velak var atSkelt
vajas acidolizes cela, un cisteina palickas merkaptogrupas aizsardzibu
ar acetamidometilgrupu, kuru tapat atSke] ar vaju acidolizi. |
- Ja nepieciefams, brivie oligopeptidi atbilstodi formulam (1)
Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH  un (2) H- -Glu-Asp-Cys-(Acm)-
Lys OH var tikt parversti ar skabju palidzibu par attiecigiem saliem.
Sintezes gaitd izmantota tada aizsarggrupu kombindcija, kura
atlauj axmnoalzsarggrupas selektivu atfkelSanu, bet visu pret skabem
jutigo aizsarggrupu atkel¥anu sintézes be1gas iespéjams veikt viena

Peptidu saite veidojas ar akfiva estera palidzibu, vislabk ar

~ pentafluorfenilestera (OPfp) metodi [Synthesis, 1983, 325].

30

35

Alfa-aminogrupu, kuras péc tam ir jaiebavé peptidu sai(z,

"aizsardzibai starpstadijas ~ izmanto 9-fluorofenil-metil-

oksikarbonilgrupu (Fmoc), kuru var velak atikelt ar bazem.
Oligopeptida ar formulu (2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH lizina
epsilon-aminogrupas un glutaminskabes aminogrupas un, iespg&jams,
oligopeptida ar formulu (1) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH
piroglutaminskabes amida slapekla aizsardzibai vislabak - Lietot
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ferc-butoksikarbonilgrupu  (Boc). Aizsargdjot  neaklivetds
karboksilgrupas sanu virkngs vai gala karboksilgr upas, pricksr ocibag ir
esterificeSanai ar terc-butilspirty. .

Péc augstakaprakstitim metodém aizsargatiem peptidiem

 aizsarggrupas, izpemot S-acetamidometilgrupu, atSke]. Pec tam, ja tas ir

nepiecieSams, iegitais oligopeptids tiek parvéidots par sali, ar
anjonapmaigas sveku palidzibu pievienojot skabi, kuras anjongrupa ir
spejiga veidot sili. -

- Tada veidi.'iqgmie peptidi ir farmaceitiski tiri, kuricm talaka
attirifana nav nepiecie§ama. Ja tomer attiri¥ana ir nepieciefama, to veic
uz silikagéla kolonas vai ar Skidruma hromatografijas palidzibu.

Ja peptids iegiits 8kidruma, to var izolet ietvaic&jot vai ari
Skidumu Liofilizgjot. Brivo peptidu var parveidot par sali, pievienojot

farmaceitiski “saderigu skabi, piem., veido salsskabes, sarskabes,

fosforskabes, etikskabes, citronskabes, maleinskabes vai mandel]skabes
salus. B ' '

Peptidi saskapa ar izgudrojumu un to sali, veidoti ar skabém,
var tikt izmantoti zaJu farmaceitiskos sastavos ki pildvielas audzgju
terapija. | : _ ,
Jauno savienojumu priekSrociba ir tada, ka tie nav toksiski,
tiem terapeitisko devu diapazona nav blakusiedarbibas efektu un veél tie
ievérojami inhibé kaitigo arstniecisko lidzek]u un starojuma iedarbibu,
kurus lieto audzeju arst¥anai. Sos savienojumus ievadot organismi
kopa ar arstnieciskam vielam, var tikt palielinata arstnieciska preparita.

~ vai apstarofanas deva.

Peptidus ar formulam (1) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH

un (2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH var ievadit tird. veida, saju

veidd, farmaceitiski izdeviga agregatstavokh — cietd, Skidra vai
pusé]pdra forma.

Pie zalu sastavu pagatavofanas var lietot parastos nesgjus,
atikaiditajus, stabilizgjosus, pH-regulgjosus, osmotisko spiedienu
regulejosus lidzekus, arstnieciska lidzek|a pagatavo¥anas tehnologiju
pielaujoSas vai sekméjo¥as piedevas un ekscipientus.

Cietie zaju farmaceitiskie sastavi var bat, piem., pulverveida
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injekcijam. S‘l,cidric var but injecejami uzlejumi, vai pat mikrokapsulas.
Pacientam ievada zau farmaceitisko sastavu ar noteiktu -arstnieciska s
'Hdzekja devu. 8i deva ir atkariga no saslim¥anas smaguma pakapes,

. Tecipienta svara, ievadifanas veida, lietoSanas bieZuma diena u.c., Devy -

nosakaarsts. = .

. lai vienkarfotu ievadi¥anu, patavo vienreizgjas lietoanas devas,
kas var saturst vieny devu, vai divkar§u devu, vai pusdevu, vai
tre¥dalu, ceturtdaju. no ievadama arstniecibas lidzekla daudzuma,

‘ Farmaceitiskie sastavi saskapa ar izgudrojumu parasti satur no
ingredienta augigjo un apékSéjo robeZu var mainit. ' -

 Izgudrojumu sikak raksturo sekojosi darba piemer, kufiem
nav ierobeZojoss raksturs. ‘ _
Saisinajumi, kurus licto aprakstd, atbilst visparpiegemtiem
[Biochem.J. " 219, 345 (1984)]. Visam aminoskabem i L.
konfiguracija. - - -
 Aminoskabju  analizy cdatos  ar  “Tin"apzime = 4- .
tiazoﬁdinkmbonskﬁbi, kura veidojas acetamidometileisteina hidrolizes
reezultata, o : .
KuSanas temperatiira tika noteikta doktora Tottoli -apardta

-1 —7250 mg aktiva ingredienta viena vienreiz&ja deva. Aktiva

(firma Bachi, §veice),

Pedjumus ar plana slapa hromatografijas metodem veica uz
gatavam silikagela platsm (DC-Fertigplatten, Merck, Vicija) ar
sekojoSiem Skidinataju sastaviem (tilpumu attiecibas):

"pamata §kidums": "~ 20:6+ 11 (piridins/ etikskabe/ Gdens)

1) 99:1 (etilacetats/ pamatSkidums)

' 2) 19:5 (etilacetats/ pamatskidums)
3) 9:1 (etilacetats/ pamatSkidums)
4) 4:1 (etilacetats/ pamatskidums)
5) 2:3 (etilacetats/ pamatSkidums)
" 6) 1:4 (etilacetats/ pamatSkidums)
7 3.7 (etilacetats/ pamat¥kidums) |
8)  1:1:1:1 (a-butanolsfetikskabe/etilacetats/

fudens '
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10.
Hromatogrammas tika attistitas ar ninhidrina un p&c hloréSanas
ar KJ/tolidina palidzibu. |
Meérijumus ar augsti efektivo Skidruma hromatografiju veica .
HPLC aparatira, kam pierikots UV- detcktors Labor-MIM 300 tipa ar
mainamu vijgpu garumu, Labor-MIM iniektoru, eluentsikni un
manometru, kam ir firmas Gilson bloki 8020 un 302, un Radelkis OH-
827 tipa paSraksttajs.
Hromatografélanu veic 150 cm gard kolona, kuras argjais

‘diametrs ir 4.6 mm. Kolona aizpildita ar Cg fazi (Labor MIM) ar

granulu izmériem 10 mkm. Eluents satur 97 tilpuma vienibas Udens, 3
tlpuma  vienibas  acetonittla un 0.4 tilpuma vienibas
trifluoretikskabes. MeiTjumus veica pie eluenta plusmas 1 ml/minite.
DetekteSanu veica pie 220 nm. ' )
Polarizétas gaismas plaknes ipatngjo grieSanas 16;1];1 mérija ar -

Perkin-Elmer 241 tipa aparatu,

Skldmata]us jetvaicgja vakuuma rotacijas 1etvalceta]os, sildot vz

- ddens vannas lidz 40°C , visos gadijumos.

20

Gala savienojumu aminoskabju analizi veica Biofronik LC
5001 aparita. Paraugus hidrolizéja 24 stundas ilgi HCl Skiduma ar

_koncentraciju 6 moli/litra pie 110°C .

Analizes rezultati ir ar precizititi + 5% . Hidrolizes gaita lielaka

~ dala acetamidometilcisteina ir parveidota par 4-tiazolidinkarbonskabi

25

30

(Tin).
Pirmais piemé&rs
(2) H-Glu-Asp-Cys- -(Acm)-Lys-OF

5.81 g (10 mmoli) Fmoc—Cvs-(Acm) Opr un 3.54 ¢ (10.5
niraoli) H-Lys-(Boc)-Q:Bu.HCI 8kidina 20 ml dmlcu]fommmda 1.47
ml (lO 5 mmoli) trietilamina klatbaitne.  Pec 4 stundam reakcijas
maisijumu atfkaida ar 100 ml etilacetata. Maisijumu mazga ar 50 ml
idens, tad 3 reizes pa 30 ml 1 molara HCI adens §kiduma un Zave virs

beziidens natrija sulfata. letvaicé vakuuma. Péc ietvaice¥anas iegito-

- ellas veida vielu ¥kidina karsgjot 15 ml ectilacetita un fkidumam

35

pievieno 60 ml n-heksana. Suspenziju uz nakti atstdj aukstuma, tad fitre
un nogulsnes mazga ar n-heksanu. Rezultata iegiist 4.4 g (63%, rekinot
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C ys-(Acm)-Lys(Boc)-(OtB u).
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: 11,
Pec aktiva éstera) Fmoc-Cys~(Acm)-Lys-(Boc)-OtB u.
Savienojuma kufanag emperatiira: 110 — 11300
[o]2y,: -22.80(c=1.0 etanola)
) Re2:- 0.60 ' 4 ‘

1.6 g (2.29 hunoli) legltd dipeptida apstrada ar 15 m]
dimetilformamida, kas satur 10% dimetilamina. Péc tam maisijimy
jetvaice vakuuma, e]lainajam parpalikumam  vairakkart " nelielzm _
porcijam uzléj n-heksanu, pec tam maisijumu nostadina un beidzot -
nogulsnes fkidina 10 ml dimetilformamida, : :

' S‘],ddumam pievieno 1.5 g (2.6 mmoli) Fmoc-Asp—OthOpr,
Péc 1 stundas maisijumy fetvaice vakuuma, ellveidigam parpalikuman
vairakkart pievieno n-heksinu, tad nostadina un beidzot kristalizz
pievienojoyt diizopropilsteri. Rezultata jegiist 1.52 g (76.1%) Fmoc-
Asp-OrBu-Lys-(Boc)-OrBu. Neliela dandzumu kristalizé no etilacetta, -
legtta savienojuma fizikalie raduaji ir sekojoli: |
Savienojuma kuganas emperatira: 124 — 1250C -

[o®p: -31.89 (c=1.0 etanola)
Rg3: 0.70

1.4 g (1.61 mmoli) tripeptida, kas ieglts pec augstakaprakstitas
metodes, apstrada ar dimetilformamidu, kas satur 10% dimetilamina,
letvaice, un iegltajam " ejainajam parpalikumam vairakkart nelielam
porcijam  uzlej n-heksanu, pec tam maisijumu nostadina un beidzot
nogulsnes kidina 6 mi dimetilformamida, Skidumam pievieno 0.83 g
(1.75 mmoli) Boc-Glu(Oz‘Bu)-Opr. ’

Pec 1.5 stundam reakcijas mzd‘sijumu ietvaice, parpalikumu
hromatografiski attira kolonna ar 30 ml silikagela, elusSanal izmanto

- Lmaisijumu. Tiras frakeijas savac, ietvaice vakuuma, Rezultata jegato

ellu parvers cieta stavokli, kristalizgjot no n-hékséma un diizopropilétera
maisfjuma, o o
Ta iegiist 1.22 g (81.2%) amorfu Boc-Glu(OtBu)-Asp(OtBu)-v ‘_

[oz]"iﬂD 4200 (c=1.0 etanola)
R¢2: 0.45 . '
L15 g (1.24 mmoli) aizsargata etrapeptida, iegiita péc
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12.
augstakaprakstitas metodes, apstrada ar 25 ml hlorodenraZa 8kiduma
etikskabe (4 moliflitea). Pec 30 minGtem virsnoguligu Skidrumu nolej,
uz ejlaina parpalikuma uzlej &teri, radu¥as nogulsnes Skidina 15 mi
didens un apstrada ar acetata cikla anjonapmaigas svekiem DOWEX
2x8.

Skidumu jetvaice vakuumd un parpalikumu  ekstrafe ar
etanolu, Jelproduktu autira hromatografiski uz kolonnas ar 30 g
silikagela. Ka eluentu lieto 5.maisijumu. Tiras frakcijas savac, ietvaice
un parpalikumu kristalize no udens un etanola maisijuma, un ta iegast
0.28 g (40.0%) amorfu (2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH , kas satur
ka piemaisijumu 2 —3 % Glp-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH . |

[a]o,: -33.70 (c=0.6 udeni)
R¢6: 0.35
Re8: 0.25
Aminoskabju analize: '
Lys=0.92(1); Asp=1.04 (1); Glu=1.04 (1),
Cys =036 (1), Tin=0.32; NH3= 0.63.
Otrais piemérs _ '
(1) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH

45 g (5.17 mmoli) Fmoc-Asp(OtBu)-Cys(Acm)-Lys-(Boc)—
O:Bu apstrada ar 40 ml dimetilformamida, kas satur 10%. dimetilamina.
Péc 10 mindtém reakcijas maisijumu ietvaicg vakuuma, parpalikumu
vairakas reizes mazgd ar n-heksanu. Suspenziju nostadina, Atdala
nogulsnes, kuras §kidina 20 ml dimetilformamida un pievieno 3.55 g
(6.0 mmoli) Fmoc-Glu(OfBu)-OPfp.

' Pec stundas reakcijas maisijumu ietvaicg, parpalikumu 8kidina
10 ml etilacetita, pec tam Bkidumu atkaida ar 30 ml
diizopropropilétera. Nako§a diena suspenziju file un iegust 4.46 g
(81.8%) Fmoc-Glu(OB u)-Asp(OBu)-Cys(Acm)-Lys-(B oc)-OBu.
Savienojuma kuSanas temperatira: 111 —115°C
[a]®,:  -38.49 (c=1.0 etanold)
R¢2: 0.70
Red: 0.90
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13.

1.60 g (1.52 mmoli) augstakminta aizsargatd tetrapeptida
apstrada ar 15 ml dimetilformamida, kas satur 10% dimetilamina,
reakeijas maisfjumu ietvaice vakuuma, ella, kas radusies pac jetvaices,

‘5 vairakas reizes uzlej n-heksanu un atstaj stavet. Tada veida ieglto -
tetrapeptidu (Red= 0.35) 8kidina 8 ml dimetilformamida un ievada
reakeija ar 0.59 g (2.0 mmoli) Glp-OPfp. Péc 1 stundas reakcijas
maisijumu ietvaice un atlikumu atdala ar steri.

Rezultata iegust 1.0 g (69.7%) Glp-Glu(OrBu)-Asp(OBu)-

10 Cys(Acm)-Lys-(Boc_}OfBu. -
Savienojuma kufanas temperatira; 158 — 1600C

[o]®p: -42.70 (c=1.0 etanola)
Rel: 055

0.9 g (0.95 mmoli) iepriekSiegita savienojuma apstrada 30

15 mindtes ilgi ar 10 ml 4 molara hloridepraZa Skiduma éﬁkskﬁbé. Tad
Skidrumu atdala un nogulsnes mazga ar eteri.

Jelproduktu attira hromatografiska ce]d uz kolonas, aizpilditas
ar 20 g silikagéla. Ka eluentu lieto 8. maisijumu. Tiras frakcijas savic,
letvaic un parpalikumu pargulsné no etanola un etilacetata maisijuma,

20 padas beigas no metanola un etilacetata maisijuma.

 Rezultata iegtist 0.33 g (51.4%) pentapeptidu (1) Glp-Glu-Asp-
Cys-(Acm)-Lys-OH . _ ‘
[a]®,: -22.8° (c=1.0 etanola)
R¢7: 0.35
25 Aminoskabju analize:
- Lys=1.0(1); Asp=0.98 (1); Glu = 2.03 (1);
Cys =0.31 (1); Tin=0.45; NH; =0.72.
Trelais piemérs |
(1) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH | |

3o 2.90 g (2.75 mmoli) Fmoc-Glu(OrBu)-Asp(OrBu)-Cys(Acm)-

- Lys-(Boc)-OrBu apstrada ar 25 ml dimefilformamida, kas satur 10%

dimetilamina. Péc 10 mindtem reakcijas maisijumu ietvaic un ejlaino
parpalikumu  vairakas reizes apstrada ar n-heksanu. Suspenziju
nostadina. Cieto frakciju Skidina 15 ml dimetilformamida un Skidumam

35
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14.
pievieno 130 g (6 mmoli) Boc-Glp-OPfp. Pec stundas reakcijas |
maisfjumu ietvaice un parpalikumu apstrada ar djizopropﬂéteﬁ. |

Rezultata iegati 2.62 g (91.2%) Boc-Glp-Glu(OfBu)-
Asp(OBu)-Cys(Acm)-Lys-(Boc)-OrBu. x
Savienojuma kufanas temperatira; 96 — 101°C

| [a]®,:  -47.00 (c=1.0 etanold)
R¢S: 0.40. :

2.50 g (2.39 mmoli) ieprickSieguta aizsargata pentapeptida
apstradd 2 stundas ilgi pie istabas temperatiras ar 40 ml
trifluoretikskabes un 5 ml anizola maisijumu. Péc tam maisTjumu
jetvaice lidz 10 ml un atfkaida ar &teri. Suspenziju filtrg, nogulsnes
mazga ar éteri, #ave un §kidina 30 mililitros Gdens.

Skidumu apstrada ar 10 ml anjonu tipa jonapmaigas svekiem ar
acetatanjonu DOWEX 2x8, tad filre un filtratu ietvaicé vakuuma.
Parpalikumu parkristalizé no gtera/metanola maisjjuma. |

Rezultata iegast 0.95 g (58.8%) pentapeptidu ar formulu (1)
Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH.

[o]®,: -53.70 (c=1.0 metanold)

_Ceturtais piemers

Ampula ar injekeiju pulvéri S
500 mg pentapeptida Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH un 9.5

" g laktozes $kidina 80 ml destiléta adens (derigs injekciju Skidumu

gatavofanai), pievieno 0.1 g metil-para-hidroksibenzoata, Skiduma
daudzumu papildina lidz 100 ml ar destilétu tideni. Homogeéno kKidumu
filre lidz sterilam, sapilda ampulas pa 1 ml, liofilizé un pec fam
ampulas aizvako ar plastmasas aizbaZniem. Rezuliata iegUst ampulas,
kas katra satur 5 mg aktiva ingredienta.

" Ja akuva ingredienta dandzams at¥kiras no jepriek§mineta, tad
pem laktozi tada daudzuma, lai kopgjais ingredienta un laktozes
daudzums baw 10 g uz 100 ml $kiduma. Laktozes vieta var lietot
mannitu,

Injicgjot zales, ampulas saturu fkidina tada daudzuma NaCl
tidens $kiduma, kas Jauj pagatavot izotonisku Skidumu.
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IZGUDROJUMA FORMULA

1. Jauni oligopeptidi atbilstosi formulam
; 4 Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-O11
) H~Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH , _
kur ar Acm apziméta acetamidometil-grupa,
ka arf S0 peptidu sali, kas rodas pievienojot skabes. selekivi inhiba
asinsrades §tnu proliferaciju, ,

2.0ligopeptids peéc punkta 1. ar formulu (1) Glp-Glu-Asp-1 ys-
(Acm)-Lys-OIL un ta sai ar skabem, .

3.0ligopeptids péc punkta 1, ar formulu (2) H-Glu-Asp-Cys-
(Acm)-Lys-OH un ta sali ar skabén. ’

4. Asinsrades Sinu proiifcrﬁciju selcktivi inhib&jods zalu
farmaceitiskais sastavs at§kiras ar to, ka satur vienu vai
vairakus peptidus ar formulim (1) un (2) va to sajus ar skabim
terapeitiski iedarbiga daudzuma maisijuma ar vienu vai vairakiem
farmaceitiski saderigiem Skidinatajiem, pildvielam, stabilizatoricm, pH
un osmotisko spiedienu ietekmejo¥am  viclam, ckscipientiem un
picdevam, kas atvieglina vai palidz zdju lidzek|a pagatavoSanu.

5. Hemopogzes Siinu proliferacijas ziditajdzivnickiem, jeskaitot
cilveku, selektvas inhibéfanas metode a t§kiras ar to, ka
ziditajdzivnickiem tick ievadita terapeitiski icdarbiga deva peptida ar
formula (1) vai (2), vai deva o peptidu saju ar skabem, tird veida vai
ziilu farmaceitisko sastavu forma.,

6.Asinsrades ¥anu hemopogzi inhib&jodu jaunu peptidu,
atbilstodu formulam
) Glp-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH
(2) H-Glu-Asp-Cys-(Acm)-Lys-OH )

kur ar Acm apziméta acetamidometilgrupa,
un to saju ar skab&ém iegtfanas metode a t § kiras ar to, ka
pakapeniski pagatina aizsargitu starproduktu (no C-gala aizsargatu
aminoskabju atvasinijumu) k&des peptidiem ar formulam (1) un (2),
izmantojol secigu aktivo éstern piesaistifanu un alfa-aminogrupas
zdaliBanu ar baziska katalizatora palidzibu, aizsargajot nercagejosis
amno- un karboksilgrupas ar vajag acidolizes cela vicgli atdkelamam



I0

I5

20

grupdm, un aizsargdjot merkaptogrupu ar acetarmidemetilgrupu, ko i
atSke| ar vaju acidolizi, un, ja tas nepiecieSams, parveidojot ar skabtm
brivos oligopeptidus ar formulam (1) un (2) par to atbilstoSiem saliem.

7.Metode péc punkta 6., at§kiras ar to, ka aktivd
&stera saistifanas stadija tick izmantotas ar pentafluorfenil@steri
aizsargdtas aminoskabes.

8.Metode péc punkta 6. un punkta 7., atSkiras ar to,
k a ir izmantoti aizsargati aminoskabju atvasindjumi, kur nereaggjosas
karboksilgrupas aizsargatas ar terc-butilgrupam.

9.Jegufanas metode zdlu farmaceitiskam sastavam, kas =elektivi
inhibe hemopogzes §inu proliferdciju, a t§kiras ar to. ka.
sajaucot vienu vai vairakus peptidus atbilstous formulam (1) un (2)
briva veidd vai arT pievienoto skabju saju veida, kas ieglti saskagd a
jebkuru no punktiem 6-8, kopd ar vienu vai vairdkicm fwmaecitizki
saderigiem Skidinatajiem, stabilizatoriem, pH nn osmotisko spicdicnn”
ietekmejofiem agentiem, ekscipientiem un picdevim, kas dod iespliu
pagatavot, vai atvieglina ziju ldzek]a pagatavoSanu, un zdu
farmaceitiskd sastava pagatavoézmu'.
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