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Sis i$radimas apima du aspektus: 1) hipotalaminj liuteinizacijos hormong
(LHRT) antagonisty konstravimo ir sintezés metodus, ir 2) produktus, gaunamus par: Jdojus auk$ciau minétus
Naudojant [NAc-D2Nal', DpCIPhe?, D3Pal®, Ser®, Tyr®, DArg®, Leu’, Arg®, Pro”, DAla'’INH; kaip pradinj
junginj, buvo gauta serija naujy analogy [NAc-D2Nal', AA%, AA%, Ser®, AA®, AA°, Leu, AA%, Pro®, DAIa'’|NH, ,
modifikuojant tiek lipofiline, tiek ir bazine pradinés molekulés sritis. Tokiu bldu iSlaikomas aukstas
antiovuliacinis pradinio junginio aktyvumas ir sumaZinamas histamino atpalaidavim? aktyvumas iki Kklinikiniy

metodus.
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Siame iSradime aprasomi produktai ir jy pritaikymas, konstruojant ir sintetinant
liuteinizacijos hormong atpalaiduojan¢io hormono antagonistus.

Liuteinizacijos hormong atpalaiduojancio hormono (LHRH), antagonistai, turintys
negamtines aminoriigstis 6-je padétyje, aprasyti K.Liu et al., International Journal of
Peptide and Protein Research, 35, No.2, 157-160 (1990); LHRH antagonistai, turintys
pakaitus tam tikrose padétyse, apradyti K.Folkers et al., Z. Naturforsch., 41C, 1087-1091
(1986) bei K.Folkers et al., Z. Naturforsch., 42B, 101-106 (1987).

Pateikiamas iSradimas susijes su naujais peptidais ir jy dariniais, turinciais tikslig
cheming struktiirg. Iradime taip pat apraSyti jy gavimo ir pritaikymo metodai.

Hipotalaminj liuteinizacijos hormong atpalaiduojantis hormonas (LHRH) veikia
priekinj hipofizj, stimuliuodamas liuteinizacijos hormono (LH) sekrecijg ir folikulus
stimuliuojantj hormona (FSH). LHRH antagonistiniai analogai veikia priekinj hipofizj
greitai, pasizymi ilga veikimo trukme ir gali biti saugiai ir reversiSkai naudojami
kontracepcijai arba selektyviam gonadrotropino sekrecijos slopinimui. Sia pritaikymo
prasme LHRH antagonistai yra geresni negu agonistai. ki Sio laiko Zinoma per du
tikstancius sukonstruoty ir susintetinty LHRH analogy, tarp kuriy “Nal-Arg” analogas
pasizymi pakankamai aukstu prie$néStuminiu aktyvumu. TacCiau “Nal-Arg” analogas turi
labai aukstg histamino-i$skyrimo aktyvuma (HRA). D¢l to, kai daromy injekcijy doze 50-
100 karty virSija teraping doze, Ziurkéms atsiranda trumpalaike snukio ir galtiniy edema.
Klinikiniy bandymy rezultatai pademonstravo histaming iSskirianc¢ios sistemos efektus.
Kiti LHRH antagonistai, turintys DArg® arba DLys®, pasiZyméjo panaSiais 3alutiniais
poveikiais, jy HRA EDs buvo maziau 1 pg/ml.

Siame iSradime siiilomi nauji LHRH antagonistai, kurie pasiZymi labai aukstu
antiovuliaciniu aktyvumu (AOA) ir labai Zemu histamino i$skyrimo aktyvumu (HRA), bei
nedideliais Salutiniais poveikiais.

Sio iSradimo turinys ir pavyzdZiai yra:

Isradimo sukiirimo metodologija remiasi topologiniu panaSumu tarp pirminio
junginio

[NAc-D2Nal',DpCIPhé?, D3Pal’,Ser®, Tyr’, DArg®, Leu’,Arg® Pro’,DAla""|NH, (II)
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molekulés (IT) ir neuropeptido substancijos P, kuriy savybés modifikuoti pirminio junginio
molekuléje tiek bazing, tiek lipofiling sritj jgalina sukurti nauja antagonista, turintj auksta
AOA ir Zema HRA. Terminas “modifikacija” $iuo atZvilgiu reiSkia aminorugiciy
pritaikymg ar pakeitima (II) molelulés Tyr’-DArg®-Arg® srityje C-gale ir aromatiniy
riagd¢iy - N-gale. Tiksliau sakant, konstravimo metodas yra atitinkamy baziniy grupiy
jvedimas ir negamtiniy aminoriigi¢iy pakeitimai (IT) molekulés 2, 3, 5, 6 ir 8 padétyse.
Toliau taip pat pateikiami $io iSradimo metodai ir pavyzdziai.
1. D3Pal, kuri yra aromatiné aminoriigstis, turinti atitinkamg bazingumag,
pakeitimas vietoje DArg® (IT) molekuléje, norint gauti analogg (III):
[NAc-D2Nal!, DpCIPhe? D3Pal®,Ser*, Tyr’, D3Pal’, Leu’,Arg®,Pro’, DAla'’|NH,;
2. Arg® pakeitimas vietoje Tyr’ (ITI) molekuléje, norint gauti (IV):
[NAc-D2Nal!, DpCIPhe?, D3Pal®,Ser*, Arg’,D3Pal’, Leu’, Arg® Pro’,DAla'|NH?;
3. DPhe® arba jo dariniy DXCH,Phe pakeitimas vietoje D3Pal® (IV)
molekul€je, norint gauti (V):
[NAc-D2Nal',DpCIPhe?, DPhe?, Ser?, Arg’, D3Pal’ Leu’,Arg® Pro’, DAla'')NH, arba jo
(DXCH,Phe?) analogus;
4. DPhe® arba jo dariniy pakeitimas vietoje D3Pal® (III) molekuléje, norint gauti
(V): [NAc-D2Nal',DpClIPhe? DPhe® Ser*, Tyr®, D3Pal’ Leu’, Arg®,Pro’, DAla'’]NH, arba jo
(DXCH,Phe?) analogus.
Buvo susintetintos naujy LHRH antagonisty serijos, kuriy formul¢ yra:
[NAc-D2Nal', AA%, AA® Ser*, AA’ AAS,Leu’,AA® Pro’, DAla'’|NH,,
kurioje AA yra gamtinés arba negamtinés aminoriigstys, kurios iSreiSkiamos, kaip D- ar L-
ArAla. Tiksliau imant, jos yra tokios: )
AA*=D-pClIPhe, D-ArAla, DPhe, Ar-Ala, DXCH,Phe;
AA’=D3Pal,Ar-Ala, D-ArAla, DPhe, D-XCH,Phe;
AA’=Arg, Dmap, Pip, Tyr, Pal, Tep, Map, Phe, Eap, Pap, Bap, Dmop;
AA°=D3Pal, D-ArAla, D-XCH,Phe;
AA®=Pip, Mop, Tep, Map, Eap, Pap, Bap, Arg;
kuriose

Ar=
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ir

kuriose

X =
O, , \_/ s D ‘ if R,Z N', RR:N_

kuriose
R’=CHj;-, CH;CH:-, C3H7-, C4Ho-, H-;
R’=CHj3-, CH3CH,-, C3H7-, C4Ho-, H-;

LHRH antagonistai, kaip medicininiai peptidai, gauti pagal auksCiau apraSyta
metoda, gali biiti naudojami reprodukcinés endokrininés sistemos sutrikimy, tokiy kaip
endometriozés, vaiky ankstyvojo lytinio subrendimo, prostatos veZio, krities veZio
gydymui taip pat sékmingai, kaip ir vyry bei motery naudojama kontraceptine priemoneé
gimimy reguliavimui; taip pat gali bati panaudojami, diagnozuojant ir gydant
nevaisinguma ir t.t. Tokie medicininiai peptidai gali buti paruosti jprastos injekcinés
formos, injekciniy kapsuliy arba kita vaisto forma, pritaikyta patogiam vartojimui.

Patcikiamas tolesnis §io iSradimo apraSymas: ‘

Natiiraliomis salygomis organizme, isiskiriant histaminui, neuropeptido
substancija P vaidina labai didelj vaidmeni; jos histamino i8skyrimo aktyvumas (HRA)

EDso yra 5-15 uM. Substancijos P (SP) cheminé struktiira yra
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[Arg!,Pro?Lys’ Pro*,GIn®,GIn®,Phe’,Phe®,Gly’,Leu'® Met''|[NH,. Jos struktiros ir HRA
rySio tyrimai parodg, kad Arg'-Pro*-Lys’ aminoriigtys, esancios SP molekulés N-gale,
yra esminés HRA aktyvumui, kadangi $iy trijy aminortigsCiy iSkirpimas visiskai
panaikina jos HRA. Prieingai, vienos, dviejy ar trijy aminortig8Ciy iSkirpimas molekules
C-gale, palicka HRA tokj pat auksta, koks ir buvo. Tolesnis Phe® ir Phe’ iskirpimas
HRA sumaZina atitinkamai 4 % ir 0,57 %. Gln’ ir GIn® i8kirpimas neduoda Zymaus
HRA pasikeitimo. Pagal §iuos duomenis daroma iSvada, kad aplink Phe® ir Phe’ esanti
lipotiliné sritis apsprendZia HRA dydj ir 8i sritis dalyvauja, susiriSant receptoriui su mast-
lgstelés receptoriumi.

Kaip ankséiau minéta, LHRH analogai (D2Nal', DArg®) rodé labai aukstg HRA,
jy molekuliné struktira turi topologinj panaSumg su SP: DArg’-Leu’-Arg® pirmame
darinyje atitinka Arg'-Pro’-Lys’ antrame darinyje, abu susidaro i§ poros labai baziniy
aminoriigiciy liekany, tarp kuriy yra tiktai viena neutrali aminorGgsties lickana; abu
LHRH analogai D2Nal' ir DArg® ir substancija P turi dvi labai bazines aminorigsties
lickanas, kurios yra 1- ir 3-je padétyse. I§ kitos pusés, manoma, kad aromatiniy
aminorig§¢iy liekany grupé darinyje atitinka Phe? ir Phe’ sritj substancijoje P pagal HRA
reikSmés dyd,i.

Pagal pateikiama iSradimg, konstravimas apima du aspektus: vienas yra Tyr'-
DArg’-Arg® srities modifikavimas C-gale, kitas - po modifikavimo optimizavimo, geras
aromatiniy aminorfigiCiy pritaikymas bazinéje srityje C-gale. [NAc-D2Nal',DpCIPhe?,
D3Pal® Ser® Tyr’,DArg® Leu’,Arg®,Pro’, DAla'’|NH, (II) molekulé yra naudojama kaip
pradinis junginys, kuris rodo AOA 100 %, esant 0,5 pg kukuriizy aliejuje, ir - 57 % , esant
0,25 pg.

Pirmiausia, DArg® (II) junginyje gali biiti pakeista bazinémis ar neutraliomis
riigitimis, tokiomis kaip D3Pal, D6Qal, tetrahidrotriptofanu, metiltriptofanu. [NAc-
D2Nal', DpCIPhe?, D3Pal’, Ser®, Tyr’,D3Pal’, Leu’,Arg® Pro’,DAIa''|NH,  (III)  junginys
buvo gautas, D3Pal® pakeitus vietoje DArg® (II) junginyje. (III) junginys turéjo AOA 100
%, esant 3 ug, 83 % , esant 1 ug (kukuriizy aliejuje), ir jo HRA EDsq buvo maZiau negu 1
ug/ml. Matyt, visos molekulés bazingumas gali biiti lygus arba artimas tam. kad arginino
pora pasiekty aukita AOA. Kadangi 5-ta padétis, kaip ir 6-ta padetis, nedalyvauja

receptoriniame rysyje, daug aminoriigiciy, jskaitant argining, gali buti jterpiama 5-je
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padétyje. Buvo sukurtos naujy analogy serijos. PavyzdZiui, Arg’ pakeitimas vietoje Tyr
(D) molekuléje davé  (IV)  junginj [NAc-D2Nal',DpCIPhe’ D3Pal’ Ser* Arg’,
D3Pal®,Leu’, Arg® Pro’,DAla'’]NH,. Abu junginiai, (IV) ir (II), turi du argininus, bet
atstumas tarp dviejy argininy (IV) junginyje, kurio geometrinis rySys tampa 1, 4, tai yra
tarp $iy dviejy argininy yra dvi kitos aminoriigtys, yra didesnis, negu (II) darinyje. Tod¢l,
HRA sumazeés, ir, i§ kitos pusés, kadangi yra du argininai, AOA nebus Zemesnis, negu (II)
junginio. Pagal biotyrimus, (IV) molekulés HRA buvo EDsp 3,5 ng/ml, nors AOA buvo 60
%, esant 0,12 ug (kukuriizy aliejuje), 85 %, esant 0,25 ug ir 100 %, esant 0,5 ug. Tai buvo
pirma kartg LHRH antagonisty pasiektos AOA EDso reikSmés, kurios buvo lygios ar
mazesnés uz 0,125 ug.

Todél tolesnis konstravimas paremtas (IV) molekulés struktiira.

(IV) molekuléje yra keturios bazinés liekanos: DPal®® ir Arg’®, tuo tarpuy, kai (II)
molekulé turi tik tris bazines liekanas. Todél yra tikslinga pakeisti vieng D3Pal neutralia
aminortgstimi; i3 kitos pusés, (IV) molekulé pasiZzyméjo labai stipriu hidrofiliSkumu, todel
hidrofiliSkumo sumaZinimas, pakeiciant hidrofobine aminoriigitimi D3Pal vietoje, bus
sékmingas, norint islaikyti organizme ilgesnj laiko tarpa vaistus, tuo padidinant jy
efektyvumg. Pakeic¢iant D3Pal, buvo sukonstruotos naujos analogy serijos. (V) junginys
rodé AOA 100 %, esant 1 ug (fiziologiniame tirpale), kas atitinka pradinio junginio (IV)
aktyvuma, tuo tarpu HRA sumazéjo per puse: HRA EDsg buvo 7,4 pg/ml.

Tolesnis DPhe® pakeitimas vietoje DpClPhe® sumaZino lipofilitkumg Sioje
molekulés srityje ir sumazino HRA.

Atrodo, kad Arg’-D3Pal’-Leu’-Arg® (IV) molekulés C-gale vaidina pagrindinj
vaidmenj, jjungiant histamino i§skyrimg. D3Pal jungia aromatiSkumo, bazingumo ir
hidrofiliSkumo savybes vienoje molekul¢je ir, be to, yra stereo-priémeéjas receptoriniam
rySiui LHRH antagonistuose. PanaSiai, naujy negamtiniy aminorigsciy serijy
konstravimas buvo tokio pacio pobiidzio, kaip ir D3Pal, ir jgalino pagerinti LHRH
antagonistus, lyginant su (IV) ir (V).

Gamtiniy lipofiliniy aromatiniy aminortgs¢iy, pavyzdZiui, fenilalanino,
modifikavimas pagal Zemiau apraSyta metodg “Naujy negamtiniy aminortigciy sinteze”,
jgalino sukurti naujas aminorugstis, kurios vienoje molekul€je jungia aromatiSkumg,

hidrofilikumg  ir  bazinguma ir gali  biiti  atvaizduojamos  formule:
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R, R;NCH:CsH4CH,CH(NH,)CO,H (VD), kurioje Ry ir R; gali biiti tokios pacios arba
skirtingos grupés, kurios gali biti atviros grandines arba ciklinés, o taip pat turéti
heteroatoma. Pakeitus R, ir R,, gali biiti gaunamos tokios aminoriigiéiy serijos, kuriose
sistemiskai pakeistas bazingumas ir hidrofiliskumas, arba pakeisti optiniai izomerai. Siy
aminorligdciy jvedimas (IV) molekulés 5-, 6- ar 8-je padétyse davé tris LHRH naujy
antagonisty serijas. Biotyrimy rezultatai parode, kad kiekviena serija turi maZiausiai vieng
naujg antagonista, kurio AOA pasireiskia 100 %, esant 1 ug; §is rezultatas panasus j (IV)
molekulés, nors HRA buvo Zymiai maZesnis. Kaip pavyzdys buvo (VII): [NAc-
D2Na11,DpClPhcz,D2Pal3,Ser"',MopS,DBPal(’,Leu7,Arg8,Pr09,DAJalO]NHz, kurio AOA,
esant 1 ug, pasireiskia 100 %, HRA EDs, yra 14,7 pg/ml, ir Sis rezultatas buvo geresnis,
negu (V) junginio. Pakeitus Arg® (IV) molekuléje, HRA pasireiskimas buvo tiesiog
proporcingas R ilgiui (VI) molekuléje; tuo biidu HRA EDs, gali bati aukstesnis, negu 200
pg/ml, ir tokios radies junginiai gali biti lengvai iStirpinami vandeniniame tirpale, ir
tikimasi, kad klinikoje toks junginys, kaip vaistiné forma, bus panaudojamas be problemy.
I8 rezultaty matosi, kad Arg® ar Lys® nebuvo esminiai LHRH antagonisty pasireiskimui.
Atitinkamas bazinis centras, esnatis 8-je padétyje, gali uZtikrinti aukstg AOA, tuo tarpu
indukuojamy mast-Igsteliy aktyvumas i$skirti histaming buvo pastebimai sumazéjes, kai
anksCiau minétas bazinis centras paveikiamas Zymiy erdviniy trukdymy.
Sis isradimas apima modifikacijas N-gale ir C-gale ir tuo jgalina pagerinti LHRH

antagonistus.
Sintezés procesas iliustruojamas tokiu bidu:

1. Naujy negamtiniy aminoriigsciy sintezé
Per 60 serijy ir nejeinanciy j serijas, D- arba L-aminoriigiciy yra sukonstruota ir
susintetinta keturiais sintezés budais, kuriy schemos duotos Zemiau. Siy negamtiniy
aminortigdciy struktiira parodyta bendra struktirine formule, pateikta toje padioje
schemoje. Kai kurios i§ 3iy aminoriigdtiy pasiZymi bazingumu, hidrofiliSkumu arba
aromatiSkumu pasirinktinai, tuo tarpu kitos aminoriigstys turi visas 3ias savybes vienoje

molekuléje.
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2 sintezes budas
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NH-Ac NH-Ac
P l HCl P l HA
d-ArCH,COOH 1-ArCH,CHCOOH
l N 1a l NG
dibutilbikarbonatas dibutilbikarbonatas
d-ArCH,CHCOOH 1-ArCH,CHOOH
II\TH-Boc II\IH-Boc

NH-Boc

|
I sintezés budas D arba L-Ar-CH,-CH-COOH

kur Ar=

II sintezés bidas D arba L-ArCH,-CH-COOH

|
NH-Boc

kur Ar=

kur X =

< >N_ d Y— D._
, ir R’> N-, RR'N-
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d1 —CH,CHCOOH
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d-XCH,- @-CHZCHCOOH 1-XCHa- ©_CH2clHCOOH
l\‘IH-Boc HO NH,*HCl
1) bikarbonatas 2)H*
1-XCH,- —_CH,CHCOOH
|
NHz-BOC
11 sintezés badas D- arba L-XCHz- ©—-CH2C|ZHCOOH
NH-Boc
kur X=

O O D,
, it R, N-, RR'N-

IV sintezés budas

O
KHCO; “
Ar-CHO + CeHs-CO-NHCH,CO,H ———» Ar-CH=C—C
ACO3 \
O
\
N= C
\
CeHs
koncentr. HCl H,
—>  A—CH=C—COH ———>  Ar—CH—CH-COMH
| Pd/C |
NH—CO—CeHs NH—CO—CeH;
SOCl, subtilizinas
—_— Ar—CH,—CHCOH S
MeOH | pH 7,6

NHCOCsHs
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Ar-CH,CHCO,CH; + Ar—CH,CHCO,H
| I
NHCOCgH3s NHCOC¢H;
D-izomeras L-izomeras
6N HCl 6N HCl
Ar—CH,CH—CO—OH " Ar—CH,CH—CO—OH
| |
NH, NH,
(D-amino rigstis) (L-amino rigstis)

IV sintezés biidas D arba L. Ar—CH,—CH—COOH

I
NH,

kur Ar =

CH;
kur Y= (CH;3),N-, (CH;CH,),N-, (CH3CHZCH2)2N-,( >CH LN-,
CHy

(CH3CH,CH,CH,)oN-,

O- O D-



12

LT 3971 B

2. Peptido sintezé

Sintezé pradedama peptido C-gale ant benzhidrilamino hidrochlorido dervos
nediklio, naudojant Merritieldo sukurtg kietos fazés peptidy sintezés metoda. Siame trijy
stadijy procese yra pritvirtinimas, suriSimas ir atskélimas. Dichlormetanas (DCM) yra
pagrindinis tirpiklis, naudojamas plovimui po kiekvienos reakcijos stadijos, nors, jeigu
reikia, naudojamas ir izopropilo alkoholis (IPA) ir N,N-dimetilformamidas (DMF).
Suri§imo reakcija vykdoma dicikloheksilkarbodiimido (DCC) pertekliumi, pridedant
adekvaty kiekj 1-hidroksibenzotriazolo (HOBT). SuriS§imo reakcijos laipsnis seckamas
Kaises ninhidrino metodu. Sekanti sintezés stadija daroma tuo atveju, jei Kaises testas yra
teigiamas. Po galutinio visy reikalingy reakcijy jvykdymo peptido grandine atskeliama nuo
dervos, naudojant bevandenj vandenilio fluoridg (HF), esant anizolui, kol bus atskeltos
visos apsauginés grupés. Perplovus etilo acetatu arba eteriu, nevalytas LHRH antagonisty
produktas gaunamas, ekstrahuojant vandenine acto riigitimi, po to liofilizuojama. Sio
proceso iSeiga per 50 %.

3. Peptido gryninimas

1. Peptidas gryninamas gelfiltracija arba per silikagelio kolong, kurios auk3tis yra
60-100 cm, su UV/TLC detektoriumi. Grynas LHRH gaunamas liofilizavus pagrindines
frakcijas. Iseiga yra 50-90 %, o $varumas gali biti vir$ 90 %.

2. Peptidas toliau gryninamas Waters’o didelio efektyvumo skystiniu chromatografu
(HPLC), naudojant atvirk§ciy faziy C-18 kolonélg (7,8 x 300 mm) (u-Bondapak 84176).
Sioje stadijoje iSeiga yra 20-50 %, o grynumas ne maZesnis nei 99 %.

4. Peptido grynumo analizé

1. Plonasluoksné chromatografiné analizé (TLC)

Chromatografija vykdoma ant plastikinés plokstelés, padengtos silikagelio 60 F254
sluoksniu; plok3telés aukstis 5-10 cm. Penkiose skirtingose tirpikliy sistemose peptidai
davé vieng démeg.

2. Didelio efektyvumo skystiné chromatografiné analizé (HPLC)
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Visi peptidai elivavosi, duodami viena pikg dviejose tirpikliy sistemose, naudojant
Waters HPLC sistema, analitiné kolonélé (u-Bondapak 27324); optinis tankis matuotas
prie 210 nm. Méginio dydis - 10-200 ug.

5. Peptido aminoriigSCiy analizé

Pagal PICO-TAG metodg, sukurta Waters'o kompanijos, 50 pg méginio, Kuris
pries tai 2 val. i§dZiovinamas vakuume, buvo pasverta 10° tikslumu. IStirpinama vandenyje
ir 10 pg méginio jpilama j reakcijos vamzdj, kuriame atitinkamai pagal instrukcijg jpilta
druskos riigities 1:1 (turindios 1 % fenolio). Reakcija vyksta 22-24 val. 105 °C
temperatiiroje sandarioje talpoje, kuri buvo uZpildyta azotu ir vakuumu is reakcijos
vamzdZio pasalintas deguonis. Siekiant gauti aminogrupg, iSgarinus druskos rigsties
pertekliy, pridedama fenolio izotiocianato. Po to analizuojama HPLC sistema su PICO-
TAG aminoriigi¢iy analitine kolonéle, matuojant optinj tankj 254 nm bangoje.
Apskaiiuojamas aminoriigiciy kiekis ir santykiné molekuliné masé; norint Zinoti méginio
aminoriigiéiy sudétj, lyginama kickvienos aminorfigities integruota sritis su Waters’'o H-
standartiniu pavyzdZiu. Klasikinis jony mainy ninhidrino metodas (IEN) buvo naudojamas
kaip kontrole ir davé tokius pacius rezultatus. Taciau, norint gauti patenkinancius
rezultatus, jam reikéjo 10 karty daugiau medZiagos.

6. Biologinio aktyvumo jvertinimas

Buvo naudotas Korbin’o antiovuliacinis Ziurkiy metodas. Eksperimente naudotos
sveikos, suaugusios SD Ziurkiy patelés (200-250 g svorio). Visi gyvuliukai buvo laikomi 22-
24 °C temperatiiroje 14 val. / 10 val. (3viesa/tamsa) rezime. Gyvuliukai maitinami jprastu
maistu ir vandeniu, jo neribojant. Ziurkés turéjo maZiausiai du nuoseklius 4 dieny
estralinius ciklus, kuriy metu pagal paimtus i3 vaginy tepinélius buvo nustatyta, ar gyviinai
tinkami naudoti $iame eksperimente. Estralinio ciklo viduryje Ziurkems skirtingomis
dozémis fiziologiniame tirpale injekuoti peptidai (LHRH antagonistai). Kita dieng ziurkes
pjaunamos ir, siekiant nustatyti kiausialasciy kiekj, jy kiauSintakiai i§ abiejy pusiy tiriami
preparavimo lupa. Pagal gauty doze, Ziurkés buvo suskirstytos | keleta grupiy, apie 10
7iurkiy kiekvienoje, taip pat 9-10 Ziurkiy kontroliné grupé, kurioms suleistas toks pats
kiekis fiziologinio tirpalo. Antiovuliacinis aktyvumas (AOA) iSskai¢iuojamas pagal lygti:

ziurkiy su nesubrendusiomis kiausialgstemis skaicius
AOA = oo oeo oo ss oo x 100 %
bendras bandomyjy Ziurkiy skaicius
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7. Histamino iSskyrimo aktyvumo nustatymas

1. Histamino i§skyrimo testas (HRT) in vitro:

Eksperimente naudotos sveikos, suaugusios Ziurkiy SD patelés (200-250 g svorio),
laikytos vienodose salygose. Po ansestezijos su CO,, pilvo ertmé plaunama 50 ml PIPES
AC terpe, turincia 20 vienety heparino. Nucentrifugavus 200xg 8 min. 4 °C temperatiiroje,
lastelés vél plaunamos ir po to suspenduojamos iki 8-24 x-10° bendro leukocity sk./ml
koncentracijos PIPES AC terpéje. Tokioje suspensijoje yra apie 5-10 % mast-lasteliy.
Perplautos lastelés naudojamos tuoj pat po surinkimo, paSildomos 5 min. 37 °C
temperatiiroje pries supilstant | mégintuvélius, kuriuose yra po 0,3 ml skiesto peptido.
MiSiniai inkubuojami 15 min. 37 °C temperatiiroje, ir reakcija sustabdoma, miSinius
nucentrifuguojant 400xg 15 min. 4 °C temperatiiroje. Po ekstrakcijos n-butanoliu ir n-
heptanu, histamino kiekis nuopiluose nustatomas jprastu fluorimetriniu metodu.
Histamino kiekis surandamas pagal histamino standarting kreive (Zr. Zemiau). I$skiriamo
histamino kiekis procentais gali biiti i§skai¢iuojamas pagal formulg:

E-B
Histamino i$skyrimas (%) = ----------- x 100 %,

kurioje E - eksperimentinio méginio reik§me, B - méginio, kuriame yra Igstelés ir buferis,
reikSme ir C - lastelés, apdorotos HCIO,.

Standartin€ kreivé gaunama, nubraiZant tiksliai pasverto histamino hidrochlorido
nuosekliai kintanciy koncentracijy tirpaly optinio tankio (OD) reik3mes, iSmatuotas
fluorimetriSkai, kai fluorescencija suZzadinama 350 nm banga, o fluorescencijos atsakas
registruojamas 450 nm bangoje. Santykinis dydis r, i§skai¢iuotas i§ histamino standartinés
kreivés yra 0,9998, ir mazZiausia histamino koncentracija, kurig galima i§matuoti, yra 0,5
ng/mil.

Peptido aktyvumo dydis EDso gali biiti iSskai¢iuojamas i§ doze atitinkancios
kreivés, nubraiZytos ant pusiau logoritminio popieriaus, atidedant histamino i§skyrimo
priklausomybe nuo peptido koncentracijos.

Visi peptido pavyzdZiai testuojami su mast-lastelémis, paimtomis i§ 3 skirtingy
Ziurkiy..

2. Anfilaktoidinis odos testas (CAT):
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Siame eksperimente naudojamos sveikos, snaugusios Ziurkiy SD pateles (250 g
svorio). Ziurkéms daromos Evan’o blue (po 1 ml 0,05 % koncentracijos) tirpalo
intraveninés injekcijos. Po to, tuoj pat po 0,05 ml peptido tirpalo (atitinkamai 5, 0.5 ir 0,05
pg/ml koncentracijos) ir fiziologinis tirpalas, kaip kontrol¢, suleidZiamas po oda |
gyvuliuko uZpakalio nuskustg vietg. Praéjus 30 min. po injekcijos, Ziurkés pjaunamos, ir
nulupama nugaros oda. PaZeistos odos diametrai iSmatuojami dvejomis statmenomis
kryptimis skriestuvu. Kontrolinés odos diametras paprastai yra maZesnis negu 5,5 mm.

Evan’o blue kiekis, patekgs | odg i§ kraujo indy, taip pat gali biti
spektrofotometriskai iSmatuotas. PaZeistos srities oda iSpjaunama ir pamerkiama nakdiai |
acetono/fiziologinio tirpalo (7:3, taris/tliris) miSinj. Kita dieng nucentrifuguojama, ir
Evan’o blue kiekis supernatante iSmatuojamas spektrofotometru (UV-260) 610 nm
bangoje, lyginant su kontroliniu acetono/fiziologinio tirpalo (7:3, thris/tdris) miSiniu.

Kiekvienas peptidas buvo testuojamas, darant injekcijas trims skirtingoms Ziurkéms.

Pagal aukiGiau apraSyta metoda buvo sukonstruota ir susintetinta jvairds nauji
LHRH antagonistai. Trumpai tariant, naujos LHRH analogy struktiiros gautos kaip
atskiros arba sudétinés medZiagos, sudarytos i§ daugelio gamtiniy ir negamtiniy
aminoriigi¢iy, i§vardinty ankstesniuose skyriuose.

Dalis naujy LHRH antagonisty pavyzdZiy pateikiama 1 lenteleje.

1 lentele
Dalis pavyzdZiy, susijusiy su Siuo iSradimu

Analogai AAl AA2 AA3 AA4 AAS5 AA6 AAT7 AA8 AA9  AAID

Pradinis N-Ac- DpClPhe D3Pal Ser Tyr DArg Leu Arg Leu DAlaNH;

D2Na
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Arg
Arg  DPhe Pip
Arg  DMop Pip
Arg DPhe Mop
Mop D3Pal

DPip Mop DMop Pip
Arg  D3Pal Pap
Arg  D3Pal Pip

DFPhe D3Pal Pap
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DPip Eap

DMap Mop
DPhe Arg  DMop Mop
DpClPhe DPip Map

1 lentelés tesinys

DPhe Arg  D3Pal

Eap : Mop
Tep DMop Pep

Tep DMap Mop

Tep  DEap
Tep  DBap
Tep  DPap
Tep  DTep
DpFPhe D3Pal DMop Mop
DPhe Mop DMop Eap
DPip Pap
DBap Pip
Tep  DMop Eap
DTep
Tep  DMop
DTep
DpCiPhe
DpClPhe DMop Pip
DMop Bap
Mop
Mop D3Pal
Arg  DMop
Arg  DPip
Arg  DTep
D3Pal Pip
Arg  D3Pal Pip
Arg  D3Pal Mop
Arg  D3Pal Tep
Arg  D3Pal Pap
Arg DTep Pip
DPhe Arg DTep Tep
DFPhe Arg DTep Map
DFPhe Arg DTep Eap
DFPhe Arg DTep Pap
Mep Tep DPap Bap

Sio iSradimo pritaikymas:
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1. Pabaigus ikiklinikinius farmakologinius ir toksikologinius tyrimus, S§iuos naujus
LHRH antagonistus, pasiZymincius aukstu terapiniu efektyvumu ir neZymiais Salutiniais
poveikiais, galima pritaikyti klinikoje, esant tiek endometriozés, tiek ir reproduktyvines
endokrininés sistemos sutrikimams, tame tarpe vaiky ankstyvojo lytinio subrendimo
gydymui, taip pat prostatos véZio ir kriity véZzio gydymui. Kadangi per konkuruojancius su
endogeniniu LHRH receptorius jie slopina gonadotropino sekrecijg ir veikia reversiskal ir
saugiai, jie gali buti toliau vystomi kaip naujo tipo kontraceptines priemonés vyrams ir
moterims. Be to, jie gali biti panaudojami nevaisingumo tyrimuose bei sclektyviam ir
reversiniam hipofizio veiklos slopinimui gonadropino sekrecijos at\vilgiu.

Abejotina, kad Cia apradyti LHRH antagonistai, kaip medicininiy peptidy rasis,
bity jvedami oraliniu biidu. Taciau jie gali biiti nesunkiai padaromi liofilizuoty milteliy
pavidalu, iStirpinant juos fiziologiniame tirpale ir naudojant injekcijoms | vena, po oda ir |
raumenis.

Dar daugiau, yra tiriama ilgo veikimo i$nesiojimo  sistemos, tokios kaip
biodegradacija ir injekcinés kapsulés. Kapsulés galéty biiti implantuotos po oda specialiu
Svirkstu ir biity audiniy absorbuojamos po to, kai issiskirty visas peptido kiekis ir
nercikéty jy pasalinti chirurginiu bidu. Ilgo veikimo i§nesiojimo sistema yra specialial

naudojama klinikoje, jvedant ilgalaikius LHRH analogus.

Toliau pateikiami pavyzdZiy (imant tris analogus IV, V ir VII, kaip tipinius
pavyzdZius) analizés rezultatai:
1. Grynumas
Plonasluoksné chromatografija (TLC):
Gaunama tik viena démé, chromatografuojant penkiose skirtingose tirpikliy sistemose.
Didelio efektyvumo skystiné chromatografija (HPLC):
Eliuuojasi tiktai vienu piku, chromatografuojant dviejose skirtingose tirpikliy sistemose.
R; dydis ir sulaikymo trukmé (TR) parodyta 2 lenteléje, su nuoroda j 1-4 figtiras.

2 lentele
LHRH antagonisty chromatografinés analizés rezultatai

Analogai HPLC TLC __ TLC TLC TLC TLC
TRI TR2 (min)  Rql R2 R3 R4 RS
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IV 7,55 5,26 0,23 0,21 0,31 0,19 0,65
\% 7,90 8,11 0,32 0,30 0,35 0,30 0,69
vl 16,16 9,58 0,17 0,08 0,16 0,40 0,12

Tirpalas A + 80 % acetonitrilo
2 tirpikliy sistema:
Tirpalas A yra 0,01 M KH,POj4 vandeninis tirpalas (pH 3)
Tirpalas B yra 20 % tirpalo A + 80 % acetonitrilo
TCL tirpaly sistema:
1. nBuOH/EtOAc/HOAC/H,O (5:5:1:1)
2. nBuOAc/nBuOH/HOACc/H,0 (2:8:2:3)
. nBuOH/HOACc/H:0 (4:1:5)
. nBuOH/HOACc/H;O (4:1:2)
. nBuOH/EtOAc/HOACc/H,O (1:1:1:1)

. AminorugsCiy analizé

(AN SIS

N

Analize vykdoma pagal klasikinj IEN ir naujag PICO-TAG metoda, ir rezultatai

pateikiami 3 lentekéje ir 5, 6 figilirose.

3 lentele
LHRH antagonisty aminoriig§Ciy sudétis

Analogai Metodai Ser Arg Ala Pro Leu Phe Pal pClPhe Nal

IV IEN 0,86 2,05 1,01 099 1,13 + + ND
PICO-TAG 0,92 225 091 1,01 091 + + +

\Y IEN 0,81 202 1,03 1,03 0,12 099 + + +
PICO-TAG 0,68 226 093 1,29 1,04 1,00 + + +

VI IEN 091 091 1L00 1,00 1,00 + + ND

ND: nenustatyta

3. Biotyrimy rezultatai

Biotyrimy rezultatai, parodantys antiovuliacinj aktyvuma, esant skirtingoms
dozems, ir histamino-iSskyrimo aktyvuma EDsg in vitro, pateikiami 4 lentel€je, kurioje,

kaip pavyzdZiai, iSvardinti 26 antagonistai.

4 lentele
Biotyrimy rezultatai, testuojant naujus LHRH antagonistus, sukonstruotus pagal téving
struktiirg
Pakeistos amino- % AOA/ug HRA (ug/ml)

rigstys EDs5o*=SEM
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0,125 0.25 0,5 1,0 2,0

1 Pradinis 50 75 100 3,5

2 DPhe 29 60 100 7,4+0,98

3 DPhe, DPhe 0 18,5+7,0

4 lentelés tesinys

4 DTyr, Lys 40 512,15

5 DPhe 60 35,0%5,05

6 Map 29 24,8+4.,47

7 Eap 43 12,00,50

8 Pap 0 9,6+0,19

9 Bap 14 23,5+5,78
10 DMap 12,5 18,3+2 38
11 Tep 14 36,8+5,68
12 Pip 17 33 71 100 9,4+1,63
13 Mop 25 100 14,7+2,70
14 DMap 14 19,5+2,50
15 DEap 14 13,0+1,00
16 DTEp 71 22,5+325
17 DPip 0 50 57 7,6%+2,48
18 DMop 33 67 100 >11
19 Map 57 100 5,4+1,22
20  Eap 29 56,9+15,1
21  Pap 50 88 70,4+26,8
22 Bap 0 >235
23 Tep 100 6,6%2,13
24  Pip 43 27,5%2,50
25 Mop 71 52,5+17,5
26  DMap 0 28,0+9,00

Pradiné struktiira: [Nac-D2Nal',DpCIPhe?, D3Pal® Ser® Arg’,D3Pal®,Leu’, Arg’,
Pro’,DAla'’)NH..

AOA
Arg
Bap
Boc

BuOAc

CAT
DCC
DCM
D2Nal

SUTRUMPINIMAI

Pateikiami sutrumpinimai, kurie buvo naudojami §io patento dokumento tekste.

alaninas

antiovuliacinis aktyvumas

argininas

dibutilaminometilfenilalaninas
t-butiloksikarbonilas

butilo acetatas

odos anafalaktoidinis testas
dicikloheksilkarbodiimidas
dichlormetanas
D-B-(2-naftil)alaninas
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D3Pal D-B-(3-piridil)alaninas
DpClPhe  p-chlor-D-fenilalaninas
DpFPhe  p-fluor-D-fenilalaninas
D6Qal D-B-(6-chinolil)alaninas
DMF N,N-dimetilformamidas
Eap dietilaminometiltenilalaninas
EDso efektyvi dozé, duodanti S0 % atsaka
EtOAc etilo acetatas
IF'SH folikulus stimulivojantis hormonas
Glu glutamino rigstis
Gly glicinas
His histidinas

HOBT 1-hidroksibenzentriazolas
HPLC ninhidrino dariniy didelio efektyvumo skystin€ chromatografija

HRA histamino-i$skyrimo aktyvumas

HRT histamino-i§skyrimo testas

IEN jony mainy chromatografija su papildomomis operacijomis
IPA izopropilo alkoholis

LH liuteinizacijos hormonas

LHRH liuteinizacijos hormong atpalaiduojantis hormonas
Leu leucinas

Liz lizinas

Map dimetilaminometilfenilalaninas

Met metioninas

Mop morfolinmetilfenilalaninas

nBuOH  n-butilo alkoholis

NS tiziologinis tirpalas

Pap dipropilaminometilfenilalaninas

Phe tenilalaninas

Pip piperidinometilfenilalaninas

Pipes piperazin-N,N’-bis(2-etansulsortgstis)
Pro prolinas

Re démés pakilimo auk3tis

SEM standartin¢ paklaida

Ser serinas

TFA tritluoracto riigstis

TLC plonasluoksné chromatogratija

TR sulaikymo laikas

Trp triptofanas

Tyr tirozinas

Tep tetrahidroperolil-metilfenilalaninas
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Liuteinizacijos hormong atpalaiduojancio hormono (LHRH) antagonisty konstravimo
ir sintezés budas, besiskiriantis tuo, kad naudoja auksto aktyvumo LHRH antagonistg:
[NAc-D2Nal', DpCIPhé?, D3Pal®, Ser, Tyr®, Arg?, Leu’, Arg’, Pro’, DAla') NH, (1) kaip
tévinj junginj ir modifikuojant Sios molekulés Sarming ir lipofiling sritis, siekiant gauti
naujus LHRH antagonistus, pasizymincius aukstu antiovuliaciniu aktyvumu (AOA) ir Zemu
histaming i3skirianCiu aktyvumu (HRA), pagristas Jy topologiniu panaSumu  su
neuropeptido molekule substancija P.

2. Bidas pagal 1 punkta, besisikiriantis tuo, kad (II) molekuléje pritaiko ir pakeicia

amino rigstis TyrS-Arg6-Arg8 C-gale ir aromatinés amino rigstis N-gale.

3. Biidas pagal 1 ir 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad atitinkamg bazing grupg jterpia 2-,

3-, 5-, 6-, 8-je padétyse ir aukiCiau iSvardintose padétyse jjungia negamtines aminorfigstis.

4. Biudas pagaal 1 ir 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad D3Pal pakeicia DArg (I)

molekuléje ir gauna analoga (III):

[NAc-D2Nal', DpCIPhe?, D3Pal®, Ser®, Tyr', D3Pal’, Leu’, Arg®, Pro’, DAla'% NH;,

5. Biidas pagal 1 ir 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad Arg’, pakeicia vietoje Tyr (D)
molekuléje ir gauna analogg (IV): [NAc-DZNall, DpClPhCz, D3Pal®, Ser®, Arg’, D3Pal®,
Leu’, Arg®, Pro®, DAla'") NH,.

6. Biidas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad DPhe’ pakeidia vietoje D3Pal® (IV)
molekuléje ir gauna analoga (V): [NAc-D2Nal', DpCIPhe?, DPhe’, Ser’, Ty, D3Pal,
Leu7, Args, Pro’, DAlam] NH-.

7. Biidas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad DPhe’ pakeiia vietoje D3Pal® (1)
molekuléje ir gauna analoga (VI): [NAc-D2Nal', DpCIPhe?, DPhe’, Ser*, Tyr’, D3Pal’,
Leu’, Arg?, Pro’, DAla'"] NH;,

8. LHRH antagonistas pagal 1 punkts, besiskiraintis tuo, kad jo formulé yra [NAc-
D2Nal!, AAZ AA%, Ser®, AA’, AA®, Leu’, AA®, Pro’, DAla"] NH:, kurioje AA yra

natiiralios ar nenatiralios amino rigitys formulése D- ar L-ArAla, kuriose

Ar=
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EN?L \<\J'N \[:j ©\/g10 i XCH2-—©—

kuriose
X =
N— O N-— —
, — ir R’N-, RR'N-
kuriose

R’ = CH;-, CH3CH,-, CsHy-, CsHy-, H-;

R = CH;-, CH;CH»-, C3Hy-, CsHo-, H-;

9. LHRH antagonistai pagal 8 punkta, besiskiriantys tuo, kad

AA? = D-pClPhe, D-ArAla, DPhe, Ar-Ala, DXCH;Phe;

AA® = D3Pal, Ar-Ala, D-ArAla, DPhe, D-XCH:Phe;

AAS = Arg, DMap, Pip, Tyr, Pal, Mop, Tep, Map, Phe, Eap, Pap, Bap, DMop;
AA® = D3Pal, D-Ar-Ala, D-XCH,Phe;

AA® = Pip, Mop, Tep, Map, Eap, Pap, Bap, Arg;

kuriose
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N N o) H
l SN S NZ N o XC 2_<: :>_

kuriose

X =

) D ir R’z N-, RR’N-
kuriose

R = CH3-, CH3CH2-, C3H7-, C4H9-, H-;
R = CH3-, CH3CH,-, C;H7-, C4Ho-, H-;

b4

10. LHRH antagonistai pagal 8 arba 9 punktus, skirti panaudoti reprodukcinés
endokrininés sistemos sutrikimy, tame tarpe endometriozés, vaiky ankstyvojo lytinio
subrendimo, taip pat prostatos véZio ir kriities véZio gydymui, bei kaip vyry ir motery
kontraceptiné priemoné gimimy reguliavimui arba nevaisingumo diagnostikai ir gydymui.

11. LHRH antagonistai pagal 8 arba 9 punkta, besiskiriantys tuo, kad jy vaisto forma yra

iprastos injekcinés medZiagos, injekcinés kapsulés ar kitos vaistinés kompozicijos pavidalu.

12. Junginys, kurio formulé yra [N-Ac-D2Nal!, P-Cl-D-Phe’, D3Pal’, Ser®, Mop’,
D3Pal’, Leu’, Arg?, Pro°, DAla'] NH, arba [N-Ac-D2Nal', P-Phe?, D3Pal’, Ser®, Mop’,
D3Pal’, Leu’, Arg?, Pro’, D-Ala!®] NH; arba [N-Ac-D2Nal', P-CI-D-Phe?, D3Pal’, Ser®,
Arg’, D3Pal®, Leu’, Arg?, Pro’, DAla'’] NH,,
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1 piesinélis: LHRH antagonisty IV, V ir VI TLC analizés rezultatai, chromatografuojan
penkiose skirtingose sistemose

Pavyzdys IV

L)

—

srtas s o m——— a
" .
e hsa
.
e s

4 hsamessiees

Pavyzdys V

Pavyzdys VII
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2 picsinélis: Svaraus LHRH antagonisto (IV) HPLC chromatograma, naudojant atvirk3¢iy faziy
sorbentus

Salygos:

Kolona: p-Bondapak C18 (3.9 mm x cm)

judri faze: A buferinis tirpalas, 0.1 M NH,OAC (pH7)

B buferinis tirpalas, 20 % A + 80 % acetonitrilo

gradientas: B nuo 10 iki 100 % per 15 min

pratekéjimo greitis: 2 ml/min

detekcija: UV 229 nm bangoje
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3 piesinéliss LHRH (V) antagonisto gryno pavyzdZio spektras, chromatografuojant

sistemoje
Salygos:
Kolona: p-Bondapak C18 (3.9 mm X 30cm)
judri fazé: A buferinis tirpalas, 0.1 M KH,PO, (pH3)
B buferinis tirpalas, 20 % A + 80 % acetonitrilo
gradientas: B nuo 40 ki 100 % per 15 min
pratekéjimo greitis: 2 ml/min
detekcija: UV 210 nm bangoje

= 8-187

HPLC
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4 piesineliss IHRH (VII) antagonisto gryno pavyzdZio spektras, chromatografuojant HPLC
sistemoje

Salygos:

Kolona: p-Bondapak C18 (3.9 mm x cm)

judri fazé: A buferinis tirpalas, 0.1 M KH>PO4 (pH3)

B buferinis tirpalas, 20 % A + 80 % acetonitrilo

gradientas: pratekéjimo greitis: B nuo 40 iki 100 % per 15 min

pratekéjimo greitis: 1 ml/min

detekceija: UV 210 nm bangoje
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5 picsinélis: LHRH (IV) antagonisto spcktras PICO-TAGIM sistemoje
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6 piesinélis: LHRH (V) antagonisto spektras PICO-TAGIM sistemoje
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