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Nustatyta, kad pentapeptidai ir jy dariniai, jskaitant darinius, turin€ius vieng ar daugiau papildomy aminorags&iy,
jvesty j seka irfarba prijungty C- arba N-gale, pasizymi dideliu efektyvumu inhibuojant kamieniniy lgsteliy prolife-
racijg.

Be to, atskieidZiamos naujy peptidy grupés, pasizymintios pagerintu irfarba specifiSkai nukreiptu inhibuojantiu
poveikiu.



10

15

20

25

30

35

LT 3714 B
1

I8radimas skirtas pritaikymui peptidy pasizyminciy
inhibuojan&iu veikimu i 1lasteliy proliferaze ir nau-
jiems peptidams, pasiZymintiems specifiniu ir/arba

bendru inhibuojan¢iu poveikiu.

Daugelis tyrimy nukreipti pieno liaukuy lasteliy, kuriy
struktira ir funkcijos pasiZymi didele jvairove, vys-

tymosi ir diferencijacijos mechanizmy nustatymui.

Zinoma, kad nuolat kintandiuy lasteliy sistemos mecha-
nizmas paprastai apima rezervag polipotentiniy kamie-
niniy lgsteliy, kurios dalosi- ir pastoviai tiekia nau-
jas lasteles i sistemg. Tuo tarpu pradZiioje homogeninés
kamieninés lastelés, tiekiamos i§ "rezervo", greitai
igauna vieng ar kitg morfologija ir to pasekoje tampa

reikiamomis funkcinemis lastelémis.

Tokiy kamieniniy lagsteliy sistemy pavyzdziai apima kau-
ly ¢iulpy hemopoetine (kraujodaros) sistemg ir epite-
line bei epidermine sistemas.

Yra Zinoma, kad ribotos bendros formules peptidai gali
inhibuoti hemopoeze (kraujo susidarymg) (zidreéti
EP-A-0112656), o tuo tarpu neZymiai iSpléstos bendros
formulés dimeriniy peptidy, suristy disulfidiniais
tilteliai, grupé gali stimuliuoti hemopoeze (Ziureti
WO 088/03535). Vienok, abiem atvejais nepastebeéta jokio

poveikio kitoms sistemoms, iSskyrus hemopoeze.

Siuvuo metu netikétai rasta, kad peptidy klasé, jskaitant
kai kuriuos peptidus, atskleistus EP-A-01126256, gali
inhibuoti lasteliy proliferacijag ir, kad neZymi amino-
rigsciy sekos modifikacija ir/arba esminiy grupiy blo-
kavimas Soninéje grandinéje, gali nukreipti peptiduy po-

veiki specifinéms sistemoms.
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Misy duomenys remiasi pastebéjimu, kad tam tikros pen-
tapeptidinés sekos, atskleistos auks¢iau nurodytuose
patenty parai3ky apraSymuose, randamos tam tikruose,
vadinamuose G-baltymuose, biutent Gy baltymuose. G bal-
tymai buvo aptikti vidinéje lasteliy membrany puséje ir
jie uzZtikrina biGting ry$i tarp transmem-braniniy recep-
toriy ir efektoriy, iSsidésciusiy apie G baltymus las-
telés viduje. Priklausomai nuov~efektoriu, su kuriais
jie suristi, jie dalyvauja daugelyje lasteliy funkciju.
Jie susideda 18 trijuy susijusiy subvienety o, B ir v,
be to, o subvienetas dalyvauja aktyvuojant kaimyninj
efektoriy. G Dbaltymai skiriasi pagal juy funkcija ir G
baltymy subklasé yra pradZioje rasti baltymai, inhi-
buojantys adenilatciklaze. Sie duomenys leidZia laikyti
aplamai peptidus epiteliniy ir epiderminiy sistemy

proliferacijos ir lgsteliy sistemy inhibitoriais.

Tokiu buadu, i3radime siGlome naudoti jungini, kurio

formule (I):

f

R*-R°-R°-R%- (R®) .-R (1),

kurioje R* yra

R
CH-CO- | R® HN-CH-CO-
‘R .
' 2)m (CHj) 5
R l
cor®
R® yra
-EN - CH - CO- arba -HN - CH, -CO-
(?Hz)p
COR6 arba -HN - CH - CO-

CH3
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R°® yra
- HN - CH - CO -

|

(?Hz)q

CoRr’
Rd yra

-HN - CH - CO-  arba - -HN - CH - CO-
8 I
CH,SR cgz@
arba -HN - Cﬁ - CO-
|
CH20H
R® yra
-NH - TH - CO~

R9

ir Rf yra
-NH - (IZH - cor1?  arba -NH - CH - COR!®
|
' |
NH2 | NH

Q—

NH4¢7 \\\~NH

2

arba-NH-CH,-COR*°
kuriose n ir m nepriklausomai yra 0 arba 1;

p ir g nepriklausomai yra 1 arba 2;
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R' ir R® abu yra anglies atomai arba kartu sudaro okso

grupe;

R> ir R’ abu yra vandenilio atomai arba kartu sudaro

anglis-anglis jungti;
R’ yra vandenilis arba acilo grupé;

R® ir R’ nepriklausomai yra hidroksilo grupé arba amino

grupe;
R® yra vandenilis, C, ¢ alkilo grupe;

Cs-20 Yra aralkilo grupé, kuri gali turéti vieng arba
daugiau hidroksilo, amino arba metoksi pakaity arba
metaboliskai labilig S-apsaugine grupe;

R’ yra vandenilis arba metilo grupe;

R10

tamino liekana arba peptidas, turintis glutamino grandi

yra hidroksilo arba amino grupe, aminorigSties glu-

N-gale, 1i8skyrus alaning, kuris gali bati D arba L
formos, ir glicina, visos nurodytos aminoragsdiy lie-
kanos yra L-formos) gaunant vaistine medZiagg nehe-
mopoetinés lagstelés proliferacijos inhibavimui.

Tais atvejais, kai dalyvauja R’ grupé, apsauganti N-
gala, ji gali bati, kaip nurodyta auk3&iau, acilo gru-
pe, turincCia 1-20 anglies atomy, pavyzdZiui, Zemesniojo
alkanoilo grupe, turindia 1-5 anglies atomus, tokia
kaip acetilo grupé, turinti 7-20 anglies atomus, tokia
kaip benzoilo arba fenilacetilo grupée.

R’ taip pat gali buati acilo grupé, gauta i% amino-
rugSties arba peptidinés grandinés. PavyzdZiui, R’ gali

biti acilo grupé, gauta i3 serino arba bet kurio is
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peptidy, gauty i5 aminorigsS¢iy eilés pa3alinus vieng po
kitos sekancias N-galines aminorigS$tis:

Lys-Ile-Ile-His-Glu-Asp-Gly-Tyr-Ser

Zemiau smulkiai i3aiZkinta, kad auks&iau wuZradytos
eilés arba jos dalies peptidai yra auk3$to homologijos
laipsnio Gq; baltymams, kurie, kaip Zinoma, kontroliuoja
lgsteles funkcijy skaiciy, iskaitant augimo inhibavima.
(I) bendros formulés peptido galiné grupé geriau ap-
saugoma, pavyzdZiui, acilinant alkanoilo, aralkanoilo

arba aroilo grupe.

Tais atvejais, kai R® yra C,¢ alkilo grupé, tai gali
biti, pavyzdZiui, etilo, butilo arba heksilo grupe. Kai
R® yra aralkilo grupe, paprastai ji gali buti aril-
metilo grupe, tokia kaip benzilo, difenilmetilo arba
trifenilmetilo. Tais atvejais, kai R® yra metaboliskai
labili grupé, Jji gali bati, pavyzdZiui, ariltiogrupe,
turinC¢ia 5-10 anglies atomus, pavyzdZiui, piridiltio

grupé arba acilo grupe, kaip nurodyta auks$&iau.

Geriau, kai i3radimo junginiai yra pentapeptidai, tai
yra n yra geriau O.

Geriau, kai ciklinés grupés R® liekanoje yra penkia-

nares, tai yra m yra geriau O.

ISradimo pentapeptidy savybés inhibuojant didelio las-
teliy skaiciaus proliferacijg kartu su hemopoetine sis-
tema arba netgi be hemopoetinés sistemos yra vertingos
medicinai, pavyzdZiui, Zvynelinés atveju, kai reikia
paveikti ypa¢ didele lasteliy proliferacija, pvz. pso-
riazés atveju arba kai pageidautina véZio terapija, kai
reikia paZeisti atskirag lasteliy populiacija. Daugelis
lgsteliy tipy ypa¢ Jjautris citotoksinéms vaistinéms

medziagoms arba Svitinimui, naudojamam priedvézinéje
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terapijoje, ir, taikant viena Zinomg metodika, naudo-
jamas vaistinis preparatas, inhibuojantis hemopetinés
sistemos lagsteliy proliferacijg priedvéZineés terapijos
metu, po to atstatant normalig proliferacija, kai inhi-
buojan¢ios vaistinés medZiagos veikimas baigiasi. Ma-
tyt, duoto iéradimo\peptidu biologinis gyvavimo puspe-
riodis yra atitinkamai trumpas tokiai terapijai. Ana-
logiskai, pasirinkty lasteliy, jautriy veéZinei tera-
pijai, populiacijos proliferacija gali buti inhibuojama
kartu su véZinémis lastelémis ir priedvézine terapija
iniciuojama tik tada, kai véZinés 1lastelés pasiekia
jautria proliferacijos faze, tuo metu, kai normalios

lagstelés yra mazZiau jautrioje fazéje.

Gali buti toks lasteliy proliferacijos tipas, kai kauly
Ciulpuy lastelés, fagocitai arba granulocitai stimuliuo-
Jami CSF vaistiniais preparatais terapijos metu. Lgs-
teliy augimo inhibavimas gali atstatyti normaly tokiy
lgsteliy augimo greiti.

Esant daugeliui autoimuniniy susirgimy, subjektas ga-
mina leukocitus, veikiandius pried jy pacéiy medZiagg.
Inhibuojant leukocitine funkcija, bent tam tikram lai-
kui tokios autoimuninés reakcijos gali buti Zymiai

sumazintos.

Ijungiant i Gg baltimini tarplastelinij signalini me-
chanizma, kitos funkcijos, kontroliuojamos Ga; baltymy,
gali buti modifikuojamos aktyviy peptidy pégalba, pa-
vyzdziui, lastelés judrumas kalcio metabolizmo procese
ir citoplazminiai lgsteliniai procesai medijuojami Gy
baltymu.

Tokiu buodu iSradimas taip pat skirtas naujiems po-
lipeptidams, kuriy pilnos arba dalinés sekos yra i% es-
mes homologiskos Go; baltymams, aprasytiems aukidiau,
bitent ---Lys-Ile-Ile-His-Glu-Asp-Gly-Tyr-Ser-R*-R°-R°-
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R-R°-Rf-~Glu-Tyr---arba ju daliai arba nedideléms jy
variacijoms, tokioms kaip polipeptidai, apradyti Ann.
Rev. Biochem. 56, pp. 624-625 (1987) ir Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85, pp. 3066-3070 (1988). Tokios sekos
geriau turi bent viena Tyr liekana, kuri padeda mar-
kiruoti polipeptida. Kaip nurodyta Zemiau, NH, N-gale
geriau apsaugomas, pavyzdZiui, N-acilinimu. Ten, kur
aminorugSties liekana N-gale turi bati Glu, tokioje ho-

mologineje sekoje jg galima geriau pakeisti p - Glu.

Tokius polipeptidus reikéty paZyméti (Ia) formule ir
juos galima apibadinti, kaip. (I) formulés junginius,
kur R’ yra acilo grupé, gauta 18§ serino amino riugsties
liekanos arba peptidinés grandinés, kurioje serino
grandis yra C-gale, 1ir/arba R'? yra glutamino amino-
rugsties arba peptido, turinfio glutamino grandi N-ga-
le, liekana. Geriau jei jie turi sumoje iki 12 amino-

rugs¢iy liekany, dar geriau 10 arba maZiau.

Bendrai, geriau, kai NH, bet kurios prijungtos pepti-
dines sekos N-gale bty apsaugota, pavyzdZiui, aci-
linant. Tai padeda iSvengti fermentatyvinés peptido de-
gradacijos. Daugeli i3 R® liekany, galimy (I) formu-
leje, nejmanoma sujungti i aminorig3d&iy seka be deblo-
kavimo arba analogi3ko pavertimo liekanomis, turin-
Ciomis laisva NH, grupe. Tokiu biadu, ten, kur R’ yra
acilo grupé, kita, nei acilo grupé, gauta i3 amino-
rigSties arba peptido, bitina deacilinti. Analogigkai,
ten, kur R' ir R’ kartu sudaro okso grupe, kaip p-Glu
grandyse, butina paversti atitinkama atviros grandinés
liekana, tokia kaip Glu arba Gln.

Tokiu badu, iSradime pritaikomas peptidy poveikis ci-
toplazminiams lasteliniams procesams, medijuocjamiems Gg;

baltymu.
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Tik junginiai, aprasyti misy ankstesnio EP Nr. 112656
apraSyme, anksiau buvo apradyti, kaip tinkami medici-
noje. Visi kiti (I) formulés junginiai, kaip nurodyta
anks¢iau, yra arba nauji, arba buvo apradyti tik kaip
tarpiniai junginiai. Todél, pagal kita isradimo pozZymi,
mes sitlome (I) fo;mulés junginius, apibudintus auk§-

¢iau, isskyrus

pGlu - Asp - Asp - Cys - Lys

pGlu - Glu - Asp - Cys - Lys

pGlu - Gln - Asp - Cys - Lys

pGlu - Glu - Asp - Glu - Lys

pGlu - Glu - Asp - Ala - Lys

pPGlu - Glu - Asp - Cys - Lys NH,

naudoti lagsteliy proliferacijos kontrolei.

Kai kurie peptidai, iSrinkti i3 auks&iau minétos (I)
formules, yra nauji ir, kaip nustatyta, pasiZymi rei-
kiamy savybiy kombinacijomis. Tokiu budu, pagal vieng
i85 iSradimo aspektuy, mes sitlome junginius, kuriy for-

mule:

R*-R°~R°-HN-CH-CO- (R®) ,-Rf (I1),
I
CH,SR*!

kurioje R% R° R° R°, R' ir n yra pazyméti (I)
formuleije, rR' yra C,4 alkilo arba C,;.,, aralkilo grupe,
kuri gali turéti vieng arba daugiau hidroksilo, amino
arba metilo pakaituy, ir visos aminoragstys yra chi-
ralinés formos, nustatytos (I) formulei. Atskiru atve-

ju, geresni 3ios formulés junginiai yra:
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PGlu-Glu-Asp-benzil Cys-Lys

ir

pGlu-Ala-Asp-benzil Cys-Lys.

Rasta, kad junginiai, turintys blokuotas $io tipo cis-

teino liekanas, pasiZymi Zymiai didesniu stabilumu in

vivo ir efektyvumu, inhibuojant lgsteliy proliferacija.

Gali buti gauti auk3¢iau minéty benzil-cisteino Jjun-
giniy analogai, kur fenil-pakeitimas yra maZiau labi-
lus, be to, tokie junginiai turi fenilalanino liekang,

vietoje cisteino liekanos 4-padétyje.

Tokiu budu sekanCiu iSradimo aspektu mes sitlome jun-

ginius, kuriy formule:

b f
R*-R’-R°-NH-CH-CO- (R®) ,-R (II1),

CH,

kurioje R®, R°, R% R% Rf ir n vyra pazymeti (I)

formuléje ir visos aminorig$tys yra chiralinés formos,
nustatytos (I) formulei. Tokie junginiai taip pat pa-
tvirtina savo efektyvumg in vivo ir ypal geri pa-

vyzdzZial yra:
pGlu- Gly - Asp - Phe - Lys
ir

PGlu - Gly - Asp - Cys - Lys.
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Atvirk3¢iai, taip pat galima gauti peptidus su meta-
boliskai labilia blokuojanc¢ia grupe, kad galima bity
letai atpalaiduoti neblokuota peptida in vivo. Tokiu
bldu, sekanciu iSradimo aspektu mes siGlome junginius,

kuriy formulé:

R*-R°-R°~-NH-CH-CO- (R®) ,-Rf (Iv),
|
CH,SR*?

kurioje R*, R°, R, R® ir n yra pazyméti (I) formuléje,

R'? yra metaboliskai labili grupé, pavyzdZiui, 2-piri-
diltio grupé, o visos aminortgdtys yra chiralinés for-

mos, nustatytos (I) formulei.
Geresnis yra
pGlu-Glu-Asp- (2-piridilditio-Cys) -Lys

junginys, kuris pasizymi sulétintu inhibuojan&iu po-
veikiu hemopoezei, pasireiskiandiu po 3 dieny in vivo,

palyginus su 1 diena neblokuotam analogui.

Leukocitinés funkcijos inhibavimas (iskaitant imunine
sistemg) kartu su hemopoeze gali biti pasiekiamas leng-
vali modifikuojant aminortg3ties sekg, pavyzdZiui, pa-
keidiant Glu® i, Gly{ Tokiu btdu, sekandiu i8radimo

aspektu mes sitlome junginius, kuriy formulé:

R*-HN--CH,-CO-R°-R%- (R®) .-R’ ),
kurioje R®, R°, R% R%°, Rf ir n yra pazyméti (I) formu-
leje, o visos aminorigs¢iy liekanos yra chiralinés for-
mos, nustatytos (I) formulés. Geresni 8ios formulés

junginiai yra:

pGlu - Gly - Asp - Phe - Lys
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ir
pGU - Gly - Asp - Cys - Lys,

O pastarasis, kaip rasta, inhibuodamas hemopoeze, pa-
pildomai inhibuoja granulocity ir makrofagy migracija
in vivo (suformuojant juros kiaulydiy odoje langag ir
stimuliuojant BCG vietiniu badu) ir absorbuoja granu-

locitais staphylococcus aureus in vitro (idmatuota ci-

tometrisSkai sraute).

Peptidy grupé, kuri nepasiZymi inhibuojanéiu poveikiu
hemopoezei, o inhibuoja epidermine ir epiteline
lasteliy proliferaze, gali bGti gaunama pakei&iant 4

padetyje cisteino liekana. Tokiy iSradimo junginiy
formule:
R*-R°-R® HN-CH-CO- (R®) .-R® (VI),
l
CH,0H

kurioje R*, R°, R° R®, Rf ir n vyra pazyméta (I)

formuléje, o visos aminorig$tys yra chiralinés formos,

nustatytos (I) formulei. Geresni yra:
pGlu - Glu - Asp- Ser - Lys

pGlu - Asp - Glu - Ser - Lys

ir pGlu - Glu - Glu - Ser - Lys.

Sie junginiai ypa& tinka inhibuojant nehemopoetine las-
teliy proliferacijg, veikiant piktybines hemopoetines
lasteles selektyviu citostatiniu badu, o taip pat
slopinant piktybines epidermines ir epitelines 1lags-
teles, kurios atsiranda, pavyzdZiui, progresuojandiais

Zvynelinés karcinomos ir psoriazeés atvejais.
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Pagaliau, pagal iSradimg peptidus galima naudoti "tai-
kiniu" kitoms molekuléms, suriSant molekules su pep-

tidine grandine.
Tokiu bGdu mes sitlome:

(a) junginius terapiniam naudojimui, diagnostikai ir
analizei, iskaitant radioizotopg arba paZzyméeta radio-
izotopu ligandg, tiesiogiai ar netiesiogiai kovalen-

tiSkai sujungtg su i3radimo peptidu,

(c)  junginius diagnostikai ir analizei, iskaitant
fluorochromini liganda, kovalentiskai sujungtg su i3ra-
dimo peptidu.

Bendrai, norint i3ry8kinti apsauginj poveiki cito-
toksiniy vaistiniy medZiagy fone, iZradimo peptidai
gali buti ivedami Zmogui injekcijoms 1-10 mg dozes
ribose, pavyzdZziui, 4-5 mg 70 kg kino svorio per diena.
Naudojant infazini budg arba pana3ias metodikas, dozé
gali buti 30-300 mg diapazone 70 kg kiano svorio, pa-
vyzdziui, apie 100 mg 3e3iy dieny beégyje. Aplamai, pa-
geidaujama peptido koncentracija yra apytiksliai 107! -
107'M nelasteliniame paciento skystyje.

Bendrai, taikant kombinuota terapija su citotoksiniais
vaistiniais preparatais, tokiais kaip citozin-arabi-
nozidas, reikia kruop3¢iai chronometruoti, uZtikrinant
mielopoetinés sistemos apsaugojimg, kol dar veikia
citotoksinis vaistinis preparatas.

Pagal dar vieng i$radimo tiksla sukuriama farmaciné
kompozicija, apimanti is (Ia), (II), (III), (IV), (V)
arba (VI) formulés jungini arba fiziologidkai tinkamy
jo drusky su farmaciniu nedikliu arba uzZzpildu. I8radimo

kompozicijos gali biti formoje, kuri, pavyzdziui, tin-
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kama peroraliniam, nazaliniam, parenteriniam ar rek-

taliniam jivedimui.

Naudojamas terminas " farmacinis" apima iSradimo taikymag
J

veterinarijoje.

ISradimo junginiai gali buti iprastose farmakologinése
formose, tokiose kaip tabletés, padengtos tabletés,
aerozoliai nosiai, tirpalai, emulsijos, milteliai, kap-
sulés arba prailginto veikimo formos. Siy formu gavimui
gali bidti naudojami iprasti farmaciniai uZpildai, o
taip pat jprasti gavimo bilidai. Tabletés gali biti gau-
namos, pavyzdZziui, sumaiSant aktyvy ingredientg arba
ingredientus su Zinomais uZpildais, tokiais kaip, pa-
vyzdziui, skiedikliai, tokie kaip kalcio karbonatas,
kalcio fosfatas arba laktozé, dezintegruojandiomis me-
dZiagomis, tokiomis kaip kukuritzy krakmolas arba algino
rogsStis, suriSikliais, tokiais kaip krakmolas arba zZe-
latina, tepalais, tokiais kaip magnio stearatas arba
talkas, ir/arba medZiagomis prailginto veikimo formai,
tokiomis kaip karboksipolimetilenas, karboksimetilce-
liulioze, celiuliozés ftalatacetatas arba polivinil-

acetatas.

Jeigu reikia, tabletés gali biti keliy sluoksniu. Pa-
dengtos tabletes gali baOti gaunamos, padengiant bran-
duoli, gautg tabletems jprastu bidu medZiagomis, pa-
prastai naudojamomis table¢iy padengimui, pavyzdZiui,
polivinilpirolidonu arba S8Selaku, arabiskais sakais,
titano dioksidu arba cukrumi. Norint gauti prailginto
veikimo efekta arba i3vengti nesuderinamumo, branduolys
taip pat gali btti keliy sluoksniy. Padengta tableté
taip pat gali buati keliy sluoksniy tam, kad buty gautas
prailgintas iSskyrimas, ir tuo atveju gali bGti nau-

dojami uZpildai, minéti auksc¢iau tabletéms.
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Tirpalai injekcijoms gali biti gauti iprastu bidu, pa-
vyzdZiui, pridedant konservuojan¢iy medzZiagy, tokiy
kaip p-hidroksibenzoatai, arba stabilizatoriai, tokie
kaip EDTA. Po to tirpalais uzpildomi meégintuvéliai arba
ampules injekcijoms. Prailgintas injekcijy i&skyrimas
gali buti uZtikrinamas taip vadinamais minisiurbliais.

Aerozoliai nosiai gali bati sukomponuojami analogiskai
vandeniniame tirpale ir ipakuojami konteineriuose i&-
purskimui arba su priemone aerozoliniam iSpur$kimui,
arba su priemone rankiniam suspaudimui. Kapsulés su
vienu ar keliais aktyviais ingredientais gali bati
gaunamos, pavyzdziui, sumai3ant aktyvius ingredientus
su inertiSkais neSikliais, tokiais kaip laktozé arba
sorbitas ir uZpildant mase Zelatinines kapsules.

Tinkamos Zvakutés gali, pavyzdziui, bati gaunamos, su-
maiSant aktyvy ingredients arba kombinuojant aktywvy
ingredientg su iprastais ne$ikliais tam tikslui, to-
kiais kaip natGralfis riebalai arba polietilenglikolis
arba jy dariniai.

Vienkartinése $io idradimo junginiy dozése yra geriau,

kai yra 1-10 mg, pavyzdZiui, 4-5 mg peptido.

ISradimo peptidai gali biiti sintetinami bet kuriuo
patogiu budu. Paprastai, soniniy grandiniy chemisdkai
aktyvios grupés (amino, tiolo ir/arba karboksilo) turi
biati apsaugomos saveikos reakcijos metu visos sintezés
eigoje, bet galima palikti kelias neapsaugotas grupes
atSakose (hidroksilo grupes, imidazolo grupes, pirmines
amidines grupes, amidines grupes ciklinése amino-
ragstyse, kaip piro Glu) visos sintezeés eigoje.

Tokiu blidu, galutiné stadija turi buati pilnai apsaugoto
ar dalinai apsaugoto (I) bendros formules peptido da-
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rinio deprotekcija (apsaugos pa$alinimas) ir 3ie budail

nagrinéjami toliau.

Peptidiniy grandiniy didinimg 18§ principo galima
pradéti arba nuo C-galo, arba nuo N-galo, nors pa-
prastai naudojama metodika, kai didinimas pradedamas

nuo C-galo.

Tokiu biddu, galima pradéti nuo C-galo, reaguojant tin-
kamam apsaugomam dariniui, pavyzdZiui, lizinui, su tin-
kamu apsaugotu cisteino dariniu. Lizino darinys turi
turéti laisva a-amino grupe, tuo tarpu kitas reaktantas
turi turéti arba laisva, arba aktyvuota karboksilo
grupe ir apsaugota amino grupe. Po saveikos tarpinis
junginys gali buti iSvalomas, pavyzdZiui, chromatogra-
fiskai, o po to selektyviai paSalinama N-apsauga, kad
galéty prisijungti kita N-apsaugota ir laisva arba ak-
tyvuota aminorig3ties liekana. Si procedira tesiasi

tol, kol susidaro reikiama aminorig3c¢iy seka.

Pakaitai, aktyvuojantys karbonine rugsti, kuriuos, pa-
vyzdZiui, galima naudoti, apima simetrinius ir miSrius
anhidridus arba aktyvuotus esterius, tokius kaip, pa-
vyzdZiui, p-nitrofenilesteri, 2,4,5-trichlorfenilo este-
ri, N-hidroksibenzotriazolo esteri (OBt), N-hidroksi-
sukcinimidilo esteri (0S,) arba pentafluormetilo esterj
(OPEFP) .

Laisvy amino ir karboksiliniy grupiy saveika gali
vykti, pavyzdZiui, dalyvaujant dicikloheksilkarbodiimi-
dui (DCK). Gali bati naudojama kita jungianti medZiaga,
pavyzdzZiui, N-etoksikarbonil-2-etoksi-1,2-dihidrochino-
linas (EEDCH) .

Paprastai patogu saveikos reakcijas vykdyti Zemose
temperattrose, pavyzdZiui, -20°C - aplinkos temperatd-

roje, tinkamame tirpiklyje, pavyzdZiui, tetrahidrofu-
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rane, dioksane, dimetilformamide, metilenchloride arba
ty tirpikliy midinyje.

YpaC patogu sintetinti ant kietafazinio polimerinio pa-
grindo. Vienas tinkamiausiy pagrindy tipy yra chlor-
metilintas polistirenas (susidtas su 1 % divinilben-
zeno), tuo atveju sintezé prasidés nuo C-galo, pavyz-

dziui, sujungiant N-apsaugotag lizing su pagrindu.

Eile tinkamy kietafaziniy metodiky apraSyta Eric
Atherton, Christopher I. Logan, and Robert C. Sheppard,
J. Chem. Soc. Perkin I 538-46 (1981); James P. Tam, Foe
S. Tjoeng, and R.B., Merrifield J. Am. Chem. Soc. 102,
©117-27 (1980); James P. Tam, Richard D. Dimarchi and
R. B. Merrifield Int. J. Peptide Protein Res 16 412-25
(1980); Manfred Mutter and Dieter Bellof, Helvetica
Acta 67 2009-16 (1984).

Zinomas platus aminorug8Ciy apsauginiy grupiy pasi-
rinkimas ir jos iliustruojamos Schrdder, E., and Libke,
K., The Peptides, Vols. 1 and 2, Academic Press, New
York and London, 1965 and 1966; Pettit, G. R.,
Synthetic Peptides, Vols. 1-4 Van Nostrand, Reinhold,
New York 1970, 1971, 1975 and 1976; Houben-Weyl,
Methoden der Organischen Chemie, Synthese von Peptiden,
Band 15, Georg Thieme Verlag Stuttgart, NY, 1983; The
Peptides, Analysis, Synthesis, biology 1-7, Ed: Erhard
Gross, Jojannes Meienhofer, Academic Press, NY, San
Fransisco, London; Solid phase peptide sintesis 2nd
ect., John M. Stewaet, Janis D. Youg, Pierce Chemical
Company.

Tokiu budu, pavyzdZiui, grupés, kurios gali bati nau-
dojamos amino apsaugojimui, apima apsaugines grupes,
tokias kaip karbobenzoksi (z-), t-butoksikarbonilo
(Bok-), 4-metoksi-2,3,6- trimetilbenzensulfonilo (Mtr-),

ir 9-fluormetilfenoksi-karbonilo (F moc-) . Reikia
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turéti omenyje, kad, kai peptidas pradedamas nuo C-
galo, grupe, apsauganti aming, turi bGti prie kiek-
vienos pridedamos naujos liekanos a-amino grupés ir
turi biGti selektyviai paSalinama iki kitos prijungimo
stadijos. Viena 18 labiausiai tinkamy tokiam laikinam
amino apsaugojimui yra Fp,. grupé, kuri gali bati selek-
tyviai paSalinama, veikiant piperidinu organiniame
tirpiklyje.

Grupés, kurias galima panaudoti karboksilo apsaugo-
jimui, apima lengvai skylanCias esteriy grupes, tokias
kaip benzilo (-OBZ1l), p-nitrobenzilo (-ONB) arba t-
butilo (-tOBu), o taip pat saveikg su kietais pag-
rindais, pavyzdZiui, metilo grupémis, sujungtomis su

polistirenu.

Tiolg apsauganCios grupés apima p-metoksibenzilg (MOB),

tritilg (Trt) ir acetamidometilg (Acm).

Reikia tureti omenyje, kad egzistuoja daug kituy tokiuy
grupiy, pavyzdziui, smulkiai aprasSyty auk3c¢iau minétoje
literatdroje, ir visy tokiy grupiy naudojimas ¢&ia ir
anks¢iau apraSytuose buduose, yra duoto i3radimo apim-

ties ribose.

Egzistuoja daugybe metodiky amino ir karboksilo ap-
sauginiy grupiy paSalinimui. Taciau, jos turi bati de-
rinamos su naudojama sintetinimo strategija. Apsauginés
grupés atSakose turi biati stabilios tomis sglygomis,
kai pa8alinamas laikinai o-aming apsauganc¢ios grupés

iki kitos prijungimo stadijos.

Aming apsaugancios grupés, tokios kaip Boc, ir karbok-
silg apsaugancios grupés, tokios kaip tOBu, gali buti
pasalinamos kartu, veikiant ridg$timi, pavyzdZiui,

trifluoracto rigStimi.
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Tiola apsaugan¢ios grupés, tokios kaip Trt, gali bati
selektyviai pa$Salinamos, naudojant oksiduojanCig me-

dZiaga, tokig kaip jodas.

Cisteinas, turintis peptidy, gali bti sintetinamas
tekste apraSytais metodais, paSalinant visas apsaugines
grupes, jskaitant tiola apsaugancias grupes paskutinéje
sintezés stadijoje.

Sekantys pavyzdZiai pateikti iliustravimo tikslu.

Tirpikliai buvo pakartotinai nudistiliuoti i3 komer-
cines medZiagos ir buvo laikomi tokiu buadu: dimetil-
formamidas (DMF) virs 4A molekulinio sieto, dichlor-
metanas (DCHM) vir$ CaCl,, trietilaminas (TEA) vir$
Na/Pb 1lydinio (Baker) ir trifluoracto rags8tis (TFK)
virs 4A molekulinio sieto.

TLC sistemos buvo tokios:

S;: silicio dioksidas/CHCl;: MeOH (98:2)

S,: silicio dioksidas/CHCl;: MeOH (95:5)

S3: silicio dioksidas RP 8/0 1% TFA 5% EtOH (vand.)

Isvalyti galutiniai produktai analizuojami griZtamos
fazes labai efektyvia skysta chromatografija (HPLC).
HPLC sistema susideda i3 HP 1090M chromatografo su
istatytu automatiniu méginiuy surinkikliu ir HP 1040
diody masyvu (Hewlett-Packard, Waldbronn, FRG), ir
kolonélés supelcosil LC-18 (250X4,6 mm, 6 m dalelés).
Pavyzdziai i3tirpinami 0,1% (tdoris/tGris) TFR (vand.)
ir iSplaunami 1linijiniu 0-30% acetonitrilo 0,1% TFR
(vand.) gradientu. Srauto greitis 2 ml/min. Eliuentas
stebimas 214 nm, esant 4 nm linijos plo&iui. Tirpiklio
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chromatograma atskaitoma elektronikos pagalba, o rezul-

tatai pateikiami procentiniais ploto vienetais.
Aminoritgs¢iy analizé:

Cistinas, turintis peptiduy, oksiduojamas perskriizdZiy
rugStimi, pakeiciant rug8¢ia cistino 1liekang rag3cia
stabilia cisteino rag$timi, be to, vykdant 16 valandy
rig8tine hidrolize 6M HCl 110°C temperataroje. Po to
sausi hidrolizatai pakeiiami naudojant fenilizocianatg
ir analizuojami, kaip apradyta Heinrikson (Anal. Bioch.
136, 65-74, 1984) metodikoje.

1 pavyzdys

L-piroglutamil-L-glubamil-L-aspartil-L-cisteinil-L-

lizinas:
(1) Junginys

(a) t-Bok- (S-p-metoksibenzil)-L-cisteinil- (E-benzilok-
sikarbonil)-L-lizino benzilo esteris (I)

E - benziloksikarbonillizino benzilo esterio hidrochlo-
ridas i8tirpinamas 3 ml DMF ir TEA dedamas tol, kol
laisvas TEA bus aptinkamas gary fazéje popieriniu pH
indikatoriumi. I 3i tirpala pridedama 491 mg t-Bok- (s-
p-metoksi-benzil)-L-cistein-N-hidroksisukcinimido este-
rio, iStirpinto 3 ml DMF. Silpna 3arminé terpé pa-
laikoma, pridedant atitinkamais laiko intervalais TEA
porcijas. MiSinys paliekamas nak¢iai kambario tempe-
ratiroje, patikrinama, ar ninhidrininé reakcija nei-
giama, po to midiniu uZkraunama 2,5x75 cm kolonélé su
Sephadex LH-20, supusiausvyrinta DMF ir kalibruota
standartiniais reagentais (pavyzdZiui, duotame pavyz-
dyje t-Bok-(y-benzil)-L-glutamino ruagStis-p-nitrofenilo

esteris ir p-nitrofenolis). Srautas koloneléje palai-
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komas gravitaciniu tekéjimu ir iSbégantis srautas
analizuojamas, esant 280 nm, kol surenkamos frakcijos
apytiksliai po 10 ml. Produktas gali buti identifi-
kuojamas kiekviena frakcija tiriant plonasluoksnés
chromatografijos metodu (p.s.ch.), be to surenkamos
atitinkamos frakcijos ir vakuumuojamos, iSeiga: 700 mg
(100%) riebalinio, homogenisko produkto (p.s.ch., chlo-
roformas/acetonas) (9/1), R.=0,64.

(b) t-Bok- (f-benzil) -L-aspartil- (S-p-metoksibenzil)-L-
cisteinil- (E-benziloksikarbonil)-L-licino benzilo este-
ris (II)

700 mg blokuoto ir apsaugoto dipeptido (I) istirpinama
25 ml bevandenio DChM ir pridedama 25 ml bevandenés
TFR. RuogStis ir tirpiklis paSalinami vakuume po 30 mi-
nuc¢iy. Liekana iStirpinama DChM ir vél iSgarinama. Tir-
palo likutis DMF (3 ml) lengvai paSarminamas TEA, pri-
dedamas (488 mg) t-Bok-(P-benzil)-aspargino rugities p-
nitrofenilo esterio tirpalas 3 ml DMF. Sarmingumas daz-
nai tikrinamas ir palaikomas, pridedant nedidelius TEA
kiekius. Kai inhidridiné reakcija tampa neigiama (apy-
tiksliai po 2 wvalandy), reakcijos miSiniu uZkraunama
kolonéle su Sephadex LH-20 (2,5x75 cm) ir i&valoma
auks¢iau apraSytu budu. Vakuumuojama gaunant 900 mg
(100%) kristalinio, homogeninio produkto (p.s.ch.,
chloroformas/acetonas (9/1)), R¢=0,70.

(c) t—Bok—(y-benzil)-L—glutamin—(B—benzil)—L-aspartil—
(S—p—metomsibensil)—L-cisteinil—(E—benziloksikarbonil)-
L-lizino benzilo esteris (III)

900 mg blokuoto II tripeptidino darinio deblokuojama
TFR auk8Ciau aprasytu badu, istirpinama 3 ml DMF ir
lengvai paSarminama TEA. I 3i tirpala pridedama 504 mg
t-Bok- (y-benzil)-L-glutamino rugsSties p-nitrofenilo

esterio (3 ml DMF). Po 2,5 valandos ninhidrininé reak-
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cija tampa neigiama ir miSinys i%valomas per kolonéle
su Sephadex LH-20 anks¢iau aprasytu budu. 8io reakcijos
miSinio komponenty iSskyrimas ir kontroliavimas p.s.ch.
gali biati vykdomas aukiCiau apradytu bidu. Surenkamos
atitinkamos frakcijos (9-15 Ziuo atveju), i8garinamos
ir i&8dZiovinamos. ISeiga: 1140 mg (100%) &Sviesiai
geltonos, homogeniskos alyvos (p.s.ch., chloro-
formas/acetonas (9/1)), R.=0,53.

(d) Benziloksikarbonil—L—piroglutamil—(y—benzil-L—glu—
tamil-(B—benzil)-L-aspartil-(S—p—metoksibenzil)—L—cis—
teinil- (E-benzil-oksikarbonil)-L-licino benzilo este-
ris (IV).

1140 mg III tetrapeptidinio darinio deblokuojama TFR
DChM-e pagal I dariniui apradyta metodikg ir idtir-
pinama 3 ml DMF. Tirpalas lengvai paSarminamas TEA ir
pridedama 423 mg benziloksikarbonil-L-piroglutamino
rugSties p-nitrofenilo esterio tirpalo 3 ml DMF. Reak-
cijos miSinio Sarminimas pastoviai tikrinamas ir, jei
reikia, pridedama TEA. Po apytiksliai 3 valandy gau-
namas neigiamas ninhidrininis testas ir IV pentopep-

tidinis darinys iSvlomas auk3&iau apradytu badu.

ISeiga 1230 mg (96%) vos vos geltonos homogeninés aly-
vos (p.s.ch., chloroformas/acetonas (9/1)), R=0,44 (su

galine frakcija).

(e) L-piroglutamil-L-glutamil-L-aspartil-L-cisteinil-L-

lizinas

50 mg apsaugoto IV pentapeptidinio darinio istirpinama
50 ml skysto fluoro vandenilio 0°C temperatiroje, pri-
dedant 500 mg metionino akceptoriaus ir paliekama 1 va-
landai. Po to fluoro vandenilis sausai i3garinamas va-
kuume 0°C temperatiroje ir liekana sumaiSoma su etil-

acetatu. Etilacetatiné dalis nupilama. Likusi medZiaga
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iStirpinama praskiestoje acto ragsStyje ir liofi-

lizuojama.

Liofilizuota medZiaga (2 mg) gali bati isvaloma griz-
tamos fazes HPLC, naudojant C 18-kolonéle 10 mm x 10 cm,
esant 2,8 ml/min srauto greidiui, isSplaunant tirpalo
A:0,1% vandeninio trifluoracto rugsties tirpalo ir
tirpalo B:0,1% trifluoracto rugSties tirpalo acetonit-
rile gradientu, be to, 0,10% B tirpalas pridedamas
30 minuCiy beégyje. Nustatoma, absorbuojant 214 nm ult-
raviolete ir naudojant piridindisulfidini reagenta (SH-
grupems) .

Kity peptidy eilé gali biti sintetinama pagal 1 Pa-
vyzdziui apraSyta metodika. Jie identifikuoti ir api-
badinti toliau pateikiamoje lenteléje.
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PGlu-Glu-Asp-Ser-Lys-OH

Peptidas sintetinamas LKB Biolynx 4170 pilnai automa-
tiniame peptidy sintezatoriuje, tikrinant 304 nm UV.
Laikina N-apsaugine grupe ir UV indikatoriumi naudo-
jamas Fp,.. C-galo aminorigsitis sujungiama su polimeru

rugsc€iu labiliu indikatoriumi anm.

Standartinis protokolas:

Sujungimas ir percirkuliavimas 30 min
Praplovimas DMF 10 min
Deblokavimas 20% piperidinu/DMF 10 min
Praplovimas DMF 10 min

C-galo aminoritg8tis aktyvuojama kaip simetrinis anhi-
dridas DCK ir sujungiama su katalizatoriumi polimeru
N,N-dimetila-minopiridinu. Po 60 minudiy percirkulia-
vimo visos sintezés eigoje naudojama standartiné me-
todika.

Naudojami aminoriGg$§&iy dariniai:

Froc—Lys (E~N-Boc) -OH

Froc—Ser (O-tBu) ~ODBH

Froc—Asp (B-tOBu) ~OPfp

Froc—Glu (V-tOBu) -OPfP

pGlu-OPC1P
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Pilnai apsaugotas pentapeptidas pagaliau praplaunamas,
polimeras paSalinamas etilo eteriu ir dZiovinamas ore.
Peptidas pilnai deblokuojamas ir atskiriamas nuo po-
limero viena operacija 1 valanda apdirbant 95% van-
deniniu TFR. Filtruojama, praplaunama TFR ir i3gari-
nama, o galutinis peptidas iSvalomas RP 8 koloneléje ir

iSplaunamas etanoliu 0,1% TFR.
ISeiga: 44%
Grynumas: Daugiau, negu 92% (HPLC RP18, 214 nm)

Anminorig$8¢iy analizé: patenkinamai.
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1. (I) formulés junginiai, turintys bendrg formule (I)

Ra_Rb_Rc_Rd_ (Re) n_Rf

kurioje R? yra

R™ yra

~HN - CH - CO-
|

(CH,)

- cor®

p

arba

arba

R>

HN-CH-CO-

/

COR

6

-HN - CH = CO~-

I
CH

=~ HN - CH - 0 -

R® yra
r? yra
-HN - CH - CO-.
I
8
CHZSR
arba

(?Hqu

COR’

arba -

-HN -

-HN - CH - CO-

CH - CO-
I

CH20H

3

|
CH2*<:>

(1),
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R® yra

-NH - CH - Cco-
s

R
ir Rf yra
-NH - CH - COR? arba -NH - CH - corl®
(cH) (CHy) 3
NH2 ‘ TH
///C\\\
NH NH2

arba-NH~CH,-COR*®

(kuriose n ir m yra nepriklausomi 0 arba 1;

P ir g yra nepriklausomi 1 arba 2;

1

R* ir R®? abu yra vandenilio atomai arba kartu sudaro

okso grupe;

R’ ir Rr* abu yra vandenilio atomai arba kartu sudaro

anglis-anglis jungti;

R’ yra vandenilis arba acilo grupé;

R® ir =R’ nepriklausomai yra hidroksilo grupe arba

aminogrupeé;

R® yra vandenilis, C,_calkilo grupé;
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Cs-20aralkilo grupé, kuri gali turéti viena ar daugiau
hidroksilo, amino arba metoksi pakaity, arba metabo-

liskai labilig S-apsaugine grupe;

R’ yra vandenilis arba metilo grupé;

R yra hidroksilo arba aminogrupé, aminorugdties gluta-
mino arba peptido, turin&io glutaming N-gale, liekana;
ir, iSskyrus alaning, kuris gali bati D arba L-formos,
ir glicina, visos nurodytos aminoriig§&iy liekanos yra
L-formos), skirti naudoti vaistinio preparato neho-
mopoetines lasteliy proliferacijos inhibavimui, ga-
mybai.

2. (I) formulés junginiai pagal 1 punkta, i8skyrus
pGlu - Asp - Asp - Cys - Lys,

pGlu - Glu - Asp - Cys - Lys,

pGlu - Gln - Asp - Cys - Lys,

pGlu - Glu - Asp - Cys - Gly - Lys,

pGlu - Glu - Asp - Cys - Ala - Lys ir

pGlu - Glu - Asp - Cys - LysNH,,

skirti naudoti 1lasteliy proliferacijos requliavimui,
gamybai.

3. (I) formulés junginiai, nurodyti 1 punkte, b e s i -
s k i r i a n t y s tuo, kad R’ yra serino
aminorugSties arba peptido, turindio sering C-gale,
liekana ir/arba R yra glutamino aminortgities arba

peptido, turinc¢io N-gale glutaming, liekana.
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4. Junginiai, kuriy formule (II):

R*-R°~R® HN-CH-CO- (R®) .-RE (II),
I
CH,SRM

kurioje R®, R®, R®, R®, Rf
1 punkte, o R yra C, ¢ alkilo arba Cs-20 aralkilo grupe,
kuri gali tureti vienag ar daugiau hidroksilo, amino

ir n yra tokie, kaip nurodyti

arba metilo pakaity, o visos aminorugstys yra chi-
ralinés formos, kaip nurodyta 1 punkte.

5. Junginiai, kuriy formule (III)

R*-R°~R°~HN-CH-CO- (R°) .-Rf (I11),

| :

kurioje R?, Rb, RS, R°, R® ir n yra tokie, kaip nurodyti
1 punkte, o visos aminoriigitys yra chiralines formos,
kaip nurodyta 1 punkte.

6. Junginiai, kuriy formule (IV) :

R*~R°-R°~NH-CH-CO- (R%) .-Rf (IV),
|
CH,SR'?

kurioje R%, R®, R%, R°, Rf ir N yra tokie, kaip nurodyti
1 punkte, o R*? yra metaboliskai labili grupé, o visos
aminoragdtys yra chiralinés formos, kaip nurodyta 1

punkte.
7. Junginiai, kuriy formule (V) :

R®-HN-CH,-CO-R°-R%- (R®) -Rf W,
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kurioje R*, R°, RY, R®, Rf

1 punkte, o visos aminorig$&iuy liekanos yra chiralinés

ir n yra tokie, kaip nurodyti
formos, kaip nurodyta 1 punkte.

8. Junginiai, kuriy formulé (VI):

R*-R°-R°-HN-CH-CO- (R®) .-Rf (VI),

I
CH,OH

kurioje R*, R°, R°, R, R' ir n yra tokie, kaip numatyti
1 punkte, o visos aminorﬁgétys yra chiralinés formos,

kaip nurodyta 1 punkte.

9. Farmaciné kompozicija, b e s i s k i r i a n t i
tuo, kad i ja ieina bent vienas junginys pagal bet kuri
i§ 3 - 8 punkty arba jo fiziologi&kai tinkama druska su

farmaciniu ne$ikliu arba uzpildu.

10. Junginio pagal 3 - 8 punktus gavimo bidas, b e s i-
s kiriantis tuo, kad gauna pilnai arba dalinai
apsaugotg nurodyto junginio darini, o po to ji de-
blokuoja.

11. Junginiai, nurodyti 1 punkte, skirti panaudoti Zmo-
gaus arba gyvino nehemopoetinés lagsteliy proliferacijos

slopinimui.

12. Junginys pagal bet kuri i3 3-6 punkty, skirtas pa-
naudoti Zmogaus arba gyvino lagsteliy proliferacijos
ir/arba leukocitinés funkcijos slopinimui.

13. Junginys pagal 7 punktg, skirtas Zmogaus arba gy-
vano lgsteliy proliferacijos ir/arba leukocitinés funk-

cijos slopinimui.
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14. Junginys pagal 8 punkta, skirtas panaudoti Zmogaus
arba gyvino epiderminés ir/arba epitelinés 1lasteliy
proliferacijos slopinimui.
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