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Apradyti specifinis fermentinio protoporfirinogeno virsmo protoporfirinu inhibitorius ir farmaciné kompozicija
pieno liaukos naviko lasteliy numarinimui, apSvitinant tas Igsteles Sviesa, kuri suaktyvina ten dalyvaujantjtetrapirola,
patobulinti ta prasme, kad minétas Igsteles veikia junginiy, slopinantiu fermentinj protoporfirinogeno virsma
protoporfirinu IX, veikiant nurodytose lgstelése protoporfirinogencksidazei ir tuo paciu i$Saukiant protoporfirino IX
susidaryma jose. Be to, apradytas protoporfirino IX gavimo budas, auginant eukariotinius mikroorganizmus algae,
dalyvaujant protoporfirinogenoksidazes inhibitoriui.
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$is isradimas yra susijes su specifiniu fermentinio
protoporfirinogeno virsmo protoporfirinu IX, Yeikiant
lastelése esan&iai protoporfirinogenoksidazei, inhibi-
toriumi ir jo panaudojimu farmacinése kompozicijose,
skirtose pieno liaukos naviko lasteliy suardymui, diag-
nozavimui ir lokalizavimui, bei protoporfirino IX ga-

vimo budu.

Gerai Zinomas budas, kai, norint i83aukti lasteliy iri-
mg, i pieno liaukos navika jvedamas hematoporfirino da-
rinys arba midinys porfiriny, kurie taip pat yra
hematoporfirino dariniai, pavyzdziui, preparatas
" Photofrin II", po to veikiant tam tikro bangos 1lgio
Sviesos spinduliais. Tokiam fotodinaminés terapijos
metodui skiriama serija straipsniy, sudaran¢iy specialy
surnalo Photochemistry and Photobiology, 1987, 46 t.,
Nr.5 (toliau sutr. P&P 46-5) leidini. Straipsniuose
nurodoma, kad fotodinamineé terapija plac¢iai taikoma,
gydant ivairius véZinius susirgimus (tame skaiciuje
bronchy, &lapimo puslés, stemplés, plauciy, odos, gal-
vos organy, kaklo, smegeny, storosios zarnos, © t.p.
akies vidaus ir ginekologinius veéZinius susirgimus).
Tvirtinama, kad minéta porfirininé fotosensibilizacija
yra lydima biocheminiy efekty, kaip skersiniy proteino
ry8iu membranose susidarymas, lipidy peroksidinimas,
lizosomy ir mitochondrijuy apvalkaly skaidymPs, eileés
fermenty aktyvumo sumaZéjimas ir porfirino isisavinimo
lastelémis padidéjimas (P&P 46-5, 695 psl.). Porfi-
rinini preparata, kaip iprasta, jveda injekcijuy keliu
(pvz., i vena ar pilvo ertme); tipine dozé - 2 mg

preparato "Photofrin" vienam kiino mases kilogramui.

Be to, porfirinini preparata galima ijungti i liposoma
ir jvesti injekcijos budu (pvz., i pilvo ertme), kaip
tai nurodyta straipsnyje Spikes ir kt. "Fotodinaminis
porfiriny elgesys modelinése audiniy lgsteliy ir navi-

kinése sistemose" (Photodynamic behavior of Porphyrins
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in Moda Cell, Tissue and Tumour Systems) rinkinyje
"Naviky ir kity susirgimy fotodinamine terapija
(Photodynamic Therapy of Tumour and others Diseases},
redaguotame Jori ir Perria: Paduja, leid. Libreria
Pogretto, 1985, psl. 45-53, o t.p. ir auks¢iau pami-

nétame specialiame leidinyje.

Specialioje literatiroje kalbama apie tai, kad ivedus
protoporfiring i tokias lasteles, kaip, pvz., Zmogaus
kraujo eritrocitai arba leukemija serganc¢iy peliy las-
telés, pastebimas rySkus fotosensibilizacijos efektas:
>itar.: Dabbleman ir kt. "Biochimica et Biophysica Acta,
1978, 511 t., 141-151 psl.; Kessel, Cancer Research,
1982, 42 t., Nr.5, 1703-1706 psl. Keselio straipsnyje
tvirtinama, kad i3 visy i3bandyty fotosensibilizuo-
janCiy reagenty protoporfirinas - pats aktyviausias.
Tadiau kai Kesselis ir kiti tyrinetojai, pvz.,
Berenbaumas su bendradarbiais (Ziar.: Br.C. Cancer,
1982, 45 t., 571-581 psl.) leido porfiring gyvuliams,
pastebimo protoporfirino kiekio navikuose neaptiko, ©
tai liudija, kad vykstant kraujotakai, jvestas panasiu
biidu i organizmg protoporfirinas gali buti greitai is-

nestas.

Aktyvusis junginys, skirtas naudoti fotodinaminéje
terapijoje arba Zinomuose naviky diagnozavimo ir lo-
kalizavimo metoduose, pagal vieng i$ Sio isradimo

aspekty yra ne porfirinas arba ne tik porfirinas.

skirtingai nuo paprasto porfirino, duotasis junginys
minétose lastelése duoda impulsa fermentinei protopor-
firinogeno hematogenezei, tuo pa¢iu suzadindamas endo-
geninio protoporfirino IX susidarymg lastelese. Auto-
riai nustaté, kad tokie reagentai, kaip kai kurie her-
bicidiniai Jjunginiai, stabdantys fermentini porfiri-
nogeny peréjimg i chlorofila augaly lastelése, taip pat

stabdo ir fermentini porfirinogeno pasikeitimg pieno
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liaukos lasteliy strukti@iroje. Autoriai mano: minétas
$iy reagenty slopinantis poveikis, tikriausiai, turi
itakos ir protoporfirinogeno virsmui i protoporfiring
IX, veikiant fermentui (protoporfirinogenoksidaze,
EC 1.2.3.4.) tokiu bidu, kai protoporfirinogenas nebe-
virsta protoporfirinu IX normaliu keliu, o vietoj to
oksidinasi lasteliy viduje, (pvz., plazmoje) neiprastu
fermentiniu procesu (pvz., organelos apvalkalelyje), ko
pasekoje protoporfirinas IX kaupiasi tose srityse, kur
Jis neprieinamas normaliam virsmui i hemg; veikiant
lasteles Sviesa, susikaupes tokiu buadu protoporfirinas
IX sukelia lasteliy irimo efektg, panasy i ta, kuris
buvo stebimas auk3¢iau apradytos fotodinaminés tera-

pijos atveju.

Atitinkantys $iam iSradimui aktyvis junginiai, slopi-
nantys fermentus, yra specifiniai protoporfirinogen-
Oksidazeés inhibitoriai ta prasme, kad jie funkcionuoja
ne kaip paprasti fermenty nuodai, panasSiai kaip rea-
gentai, iSSaukiantys denatiiracijg arba tarpgrandininiy
jung&iy susidaryma (pvz., kaip reagentai sulfihidrilo
pagrindu); jie néra visy pirma tokiais veikiandiais b
oksidinimo salygas preparatais, kaip elektrony akcep-
toriai 1ir, vadinasi, aktyvas junginiai, atitinkantys
Siam iSradimui, turi neigiamesnj redoks-potenciala,
negu -500 mV ir dar neigiamesni, butent, lygy -800 mv,
iSmatuota, pvz., tinkamame duotam junginiui tirpiklyje
iprastu metodu: ciklines voltametrijos metodu arba
poliarografijos metodu). Vertinga tai, kad aktyvus
junginys néra tetrapirolas, ir kad jo rodiklis I,
protoporfirinogen-oksidazei yra maziau, nei 1 pM, pvz.,
maziau, nei 0,3 uM; buatent, Iso apytikriai 1lygus 0,1,
0,03 ar 0,01 uM ar dar maziau.

Yra tinkamas toks fermentg slopinantis aktyvus jungi-
nys, kuris pasiZymi padidintu pajégumu suardyti augali-

niy preparaty plazmalemg (plasmalemma) . Vienas i§ tokio
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pajégumo tyrimo metody apradSytas Holingo ir Piterso
straipsnyje "ISplovimo eksperimentas" Plant Physiology,
1987, 84 t., 1114-5 psl. Pagal 38i tyrimg (smulkiau Jis
apradytas A priede) tinkamiausi reagentai rodo bent 50%
bendra iSplovimg, esant apdirbimo lygiui 100 pM, geriau
esant apdirbimo lygiui 1 pM ir maZiau, pvz., 100 nM.
Labai aktyviy preparaty, kaip 1-(4-chlor-2-fluor-5-pro-
pargiloksifenil)—3—metil-4—difluormetil—A2—1,2,4—tria—

zolinas-5 arba laktofenas (Zitr. Zemiau), bendras 1i8-

plovimo laipsnis virdyja 90%, koncentracija - 100 nM.

Kita metodika, nustatanti preparato pajégumg suskaldyti
augalinés medZiagos plazmolemg, yra vadinama "PazZalia-
vimo, sukelto ap$vietimu, slopinimo tyrimai", smulkiai
apradyta zZemiau Priede B. Pagal ta metodika nustato
preparato pajeégumg nuslopinti paZaliavimga iSblySkusiy

tamsoje mikroorganizmo kultiry Clamydomonas rein hardi,

y-J (mikroorganizmy algae tipas, kuris auga tamsoje,
nesudarydamas chlorofilo). Turima omenyje, kad mase
algae isbgla, nes joje yra Sviezios, nepazaliave las-
telés, bet 3Sviesoje vél suformuoja chlorofilg. Daugelis
tinkamy aktyviy Jjunginiy, naudojamy pagal 35i iSradima,
pajégas nuslopinti ap8vitinimo sukelta paZaliavimg bent
jau 50%, esant naudojamo junginio koncentracijai 107> M,
dar geriau 10°° M ir maZiau, pvz., 1077 M. Be to, tas
junginys gali bati toks, kuris nurodyto tyrimo eigoje
sudaro idkylanti i pavir3iy produkta, kurio absorbcijos
maksimumas yra ties 405 nm, o tai virdyja maksimumg
chlorofilui, kuris duotoje sistemoje yra 669 nm, pvz.,
iSkylantis produktas rodo prie 405 nm maksimumg, kuris

2, 3 ar 4 kartus virdyja maksimumg prie 668 nm.

Tarp fermentus slopinanéiy aktyviuy junginiy, kuriuos
galima panaudoti 8io idradimo igyvendinimui, yra keliy

tipy (A-D) herbicidai.



15

20

25

30

35

LT 3997 B

5
A. Aril-heterocikliniai herbicidai, kuriy bendra
formule:
Ph - NHet,
kur Ph - pakeistas fenilas, geriau 2,4-dipakeistas fe-

nilas, dar geriau 2,4,5-tripakeistas fenilas, o NHet -
5 ar 6-naris heterociklinis Ziedas (su 1-4 azoto ato-

mais ziede), kurio formulé:

- N-C=0 arba - N - C - OH arba - N - C - Cl

| |l Lol
Q Q-C-R Q-C-R

kur Q reidkia heterociklinio Ziedo uzdaran¢ig grupe, ©
R - vandenilis arba ji pakeic¢ianti grupe.

§i junginiy klasé apima ir tokius preparatus, kurie
Vakabajasi (Wakabayashi) 1ir kt. straipsnyje (Ziur.
J. Pesticide Sci., 1986, 11 t., 635-460 psl.) apibrezti
kaip herbicidy klasé cikliniy imiduy pagrindu, ir 3io

straipsnio 1 psl. pateikti tokie junginiai:

oS qgr,mf s
ofis NPl OO

Ci1, CH,

I IT ITT

I junginys - tai herbicidas ariloksidiazolo pagrindu,
bttent 2-tret.-butil-4-(2,4-dichlor-5-izopropoksife-
nil) - Az—l,3,4—oksidiazolin—5-onas. Kiti 2-alkil-4-
(2,4,5-tripakeistas fenil)-  A®-1,3,4-oksidiazolin-5-
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onai, kuriuos galima panaudoti pagal $i iSradimg,
charakterizuoti, pvz., JAV patentuose Nr.Nr. 3 385 862,
3 836 539, 3 876 413.

IT junginys - tai herbicidas aril-tetrahidroindazolo
pagrindu, butent 3-chlor-2-(4-chlor-2-fluor-5-izopro-
poksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro-2H~-indazolas.

III, IV ir V junginiai - tai herbicidai aril-tetrahid-
roftalimido pagrindu. Kiti aril-tetrahidroftalimidai,
kuriuos galima panaudoti pagal 3&i i3radimg, charak-
terizuojami, pvz., JAV patente Nr. 4 439 229 (nuo 4 psl.
25 eilutés iki 5 psl. 20 eilutes).

Kiti tinkami Ph - NHet tipo herbicidai yra:

aril-trialinonai, kurie apradyti JAV patentuose Nr.Nr.
4 318 731, 4 398 943, 4 404 019, 4 702 945, 4 705 557,
4 702 763, 4 761 174, o taip pat tarptautinése parais-
kose Nr.Nr. WO 85/01637, WO 85/04307, WO 87/00730,
WO 87/03782, WO 86/04481 ir WO 88/01133;

aril-tetrazolinonai, kurie apradyti JAV patente
Nr. 4 734 124, o t.p. tarptautinése paraidkose Nr.Nr.
WO 85/01939 ir WO 87/03873;

aril-triazindionai, kurie aprasyti JAV  patentuose
Nr.Nr. 4 755 217 ir 4 766 233, o t.p. tarptautinéje
paraidkoje WO 86/00072;

aril-hidantoinai, kurie apradyti JAV patente Nr. 4 427 438;

aril-urazolai, kurie apra$yti JAV patente Nr. 4 452 981;

aril-heksahidropiridazinai, kurie apradyti JAV patente
Nr. 4 619 687.
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B. Aril-heterocikliniai wuretanai, kurie aprasyti JAV
patente Nr. 4 521 242.

C. Herbicidai paprasto fenilo eterio pagrindu i3 tuy,
kurie turi para-halogen- arba para-nitro-fenoksifeni-
line struktirg, bitent, tokie kaip 3ie prekyboje esan-

tys preparatai:

5-(2-chloro-4-(trifluorome- metil 5-(2,4-dichlorofe-
til) fenoksi)-2-nitro-N- noksi)-2-nitrobenzoatas
metanesulfonilbenzamidas (bifenox)
(fomesafen)
natrio 5-(2-chloro-4- (tri- 2-chlor-1-(3-etoxy-4-nit-
fluorometil ) fenoksi)-2- rofenoksi)-4-trifluorome-
nitrobenzoatas (acifluorfen) til-benzenas (oxyfluorfen)
F F F F
F
a F c
{:QF/ﬁLONv
. +. 0"
;,u_o //J
0 (0)

Kiti tinkami ir prekyboje esantys herbicidai paprasty

difeniliniy eteriy pagrindu yra $ie junginiai:

"Laktofen": 1-(karboetoksi)-etil-5-(2-chlor-4-trifluor-

metil-fenoksi)-2-nitrobenzoatas;

"Fliuorogliukofen": (karboetoksi)-metil-5-(2-chlor-4-

trifluormetilfenoksi)-2-nitrobenzoatas;

"Fromesofen" : 5-[ 2-chlor-4-(trifluormetil)-fenoksi] -N-

metilsulfonil-2-nitrobenzamidas;
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"Chloronitrofen" : 2,4,6-trichlor-(4-nitrofenoksi)-ben-
zZenas;
"Chlorodifen": 2-nitro-l1-(4-nitrofenoksi)-4-trifluorme-

til-benzolas;
"Nitrofen": 2,4-dichlor-1-(4-nitrofenoksi)-benzenas;

"Chlometoksifen" : 4-(2,4-dichlorfenoksi)-2-metoksi-1-

nitrobenzenas.

Be to, dar vienu tinkamu paprastu difenilo eteriu yra
oksim-O-acetatas 5-(2-chlor-4-trifluormetilfenoksi)-2-

nitroacetofenonas.

D. Herbicidai aril-pirazoly pagrindu, kurie apradyti
JAV patentuose Nr.Nr. 4 563 210, 4 496 390 ir 4 459 150, o
taip pat Vokietijos paraiskoje Nr. 3 530 327 AI.

E. Junginys, kurio formulé:
Phs v Pho < ¥

il
NN TN /”\/Y/\
5 | ! ) [

arba
\\u//ﬁ/\\// \\~//A<\
] I
x P O
kur x - deguonis arba siera, o Ph reik3mé tokia, kokia

buvo nurodyta auksSc¢iau; Sie junginiai aprasyti Europos
patento paraidkoje Nr. 273417, o t.p. kataloge Dervent
Abstracts (Zidr. Nr. 87-040449).

Aktyvy Jjungini galima vartoti kaip sterilia kompo-

zicija, kuri yra reagentas, 1i3tirpintas arba disper-
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guotas farmacijoje naudojamoje terpéje, pvz., vande-
niniame izotoniniame tirpale, tokiame kaip strus vanduo
(0,9% NaCl) arba pastdytas Dulbecco buferinis tirpalas,
kurio koncentracija yra 2,5 mg/ml eilés. Arba aktyvus
junginys gali bati jjungtas i tokig liposomine sistema,
kurig galima gauti fosfolipidineje terpéje, kaip tai
apraSyta 1659-1660 psl. zinyne Remington's Pharmacen-
tical Science, 17-me firmos "Mack Publishing Co" lei-
dinyje. PavyzdZiuil, analogiskai receptidrai, kurig ap-
raSe Jori su bendr. (ZiGr.: Br.J. Cancer, 1983, 48 t.,
307 psl.), galima iStirpinti 51,6 mg dipalmitoildi-
fosfatidilcholino 10-je ml 1 mM reagento tirpalo midi-
nyje chloroformo su metilo spiritu (tdriniu santykiu
9:1) su tolimesniu tirpiklio pa$alinimu (pries tai
kruop3&iai sumaiSius) 30°C temperatiroje, vakuume. Re-
zultate gaunama kieta medZiaga, kurig vél galima per-
vesti 1 suspenduota bikle 10-je ml 0,01 M fosfatinio
buferinio tirpalo, turinéio 150 mM NaCl, kurio pH=7,4
su tolimesniu drumsto tirpalo apdorojimu ultragarsu

50°C temperataroje 30 min.

Fermentus slopinancius reagentus, galima sujungti ar
suri8ti su tinkamais monokloniniais antiktnais, speci-
fiskai veikianc¢iais augli (MABs), panaudojant suridimo
technika, gerai Zinomg $ios srities specialistams, ir
reagentas, slopinantis fermentus, pristatomas i konk-

rety auglio pazZeistg plotelij.

Pageidautina naudoti tokius fermentus slopinandius rea-
gentus, kaip tirpias vandeny druskas arba rug3tinius
junginius, sudaranc¢ius tirpias vandeny natrio ar kalio
druskas, t.y. tokius, kaip sulfamidas, apradytas Tarp-
tautinése paraiSkose WO 87/037873 (pvz., reagentas 6cC
Zemiau pateiktame 6 pavyzdyje) o t.p. WO 85/001939,
WO 87/037873, arba jo vandeny tirpi druska, arba ati-
tinkama karboksi rugStis arba jos vandeny tirpi druska,

pvz., natrio druska, Zinoma "Acifluorfeno" pavadinimu.
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Fermentus slopinan¢ius aktyvius junginius, pagal $i i3-
radimg, galima jjungti i iprastus farmacijos prepara-
tus, tokius kaip tabletés (pvz., presuotos tabletes,
ant kuriy uZtepta cukraus pasta ir/arba sirupas), Zva-
kutes, kapsulés (pvz., kietos 3Zelatininés kapsulés),
suspensijos, tirpalai, milteliai ar ampulés. Tokiuose
preparatuose aktyvusis komponentas gali buti misinyje
su farmacijoje vartojamais kietais ar skystais nedik-
liais, kurie esant pageidavimui, gali buti maisto pro-
duktai. PavyzdZiui, tai gali bati kietas produktas,
kaip kukurGzy krakmolas arba skystas, kaip vanduo, arba
maistinis ar mineralinis aliejus, arba tirpiklis: di-
metilsulfoksidas ir pan. Galima vartoti fermentus
slopinan¢iy aktyviy komponenty mi$inius, pvz., aktyvaus
komponento 6c, nurodyto 6 pavyzdyje, mi§ini su
"Acifluorfenu" apytikriai vienodais kiekiais. Skiriamg
doze galima nustatyti iprastu eksperimentiniu keliu,
gerai Zinomu duotos srities specialistams, pagal eks-
perimento, apradyto preparatui "Fotofrin" {Photophrin),
metodika Daferti straipsnyje "Piktybiniy augliy foto-
dinamine terapija (FDT)", ZiGr.: CRC Critical Reviews
leidinyje Geneology Hematology, 1984, 2 t., 2 leid.,
83-116 psl.

ISradimg iliustruoja $ie pavyzdZiai:
1 pavyzdys

HelLa lastelés (linija Zmogaus navikiniy lasteliy, pap-
rastai naudojamy naviky tyrimams, iSvesta i3 kultary
banko American Type Culture Collection), esandios loga-
ritminio augimo fazéje (iSaugintos 37°C temperatiroje
per 5 paras 1 1 talpos falkoninése kolbose audiniy kul-
tiroms), buvo iSplautos buferiniame fosfatiniame drus-
kos tirpale (BFDT). Véliau prie iy pridéjo 0,25% trip-
sino tirpalo 2 ml BFDT. Po keliy minu¢iy preparatg

atsargiai iStrauké i$ kolbos ir patalpino i stikline su
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100 ml 25 mM HEPES tirpalo minimalioje pagrindineéje
terpeje (MEM), pridéjus prie MEM 10% (svorio, dalys)
neaktyvuotos verSeliy plazmos, 1,1 ml 200 mM glutamino
tirpalo 0,85% druskos tirpale, o t.p. 11.000 vienety
penicilino/11.000 kg streptomicino.

Gauta lasteline kultira, veél pervestg 1 suspenduota
bikle, porcijomis po 5 ml patalpino i 50 ml talpos fal-
konines kolbas audiniy kulturoms ir (i&skyrus kontro-
lini bandini), sumaise su aktyviu junginiu. Nurodytas
porcijas 3 paras i%laiké tamsoje, 37°C temperatitroje.
Po to audiniy kultiras iStrauké ir ekstrahavo Zalioje

Sviesoje tokiu badu:

Nuo kolbos dugno 1lasteles pakéle, pridédami 0,8 ml
0,25% tripsino tirpalo BFDT. Po 1 val. trukusio inku-
bacinio auginimo tamsoje, lasteles ir terpe i3émé i3
kolbos, patalpino i apvaliadugni centrifugavimo mégin-
tuveli ir, norédami suardyti lasteles ir suteikti gali-
mybe ekstrahuoti, atliko du uzZSaldymo - at$ildymo cik-
lus. Lagsteliy suspensijos tyrimai po &ios ardancios

operacijos nerode nesuardyty lasteliy.

Po to i kiekvieng meégintuvéli jpylé po 10 ml Sarminio
acetono tirpalo (90% acetono: 10% 0,1 N NH,OH) ir cent-
rifugavo, norédami paSalinti proteing ir lasteliy gaba-
lelius. I i5kilusig pavir$iuje medZiaga pridéjo po 50 ml
vandens, o po to - po 0,5 ml sotaus vandeninio NaCl
tirpalo. pH reguliavo iki 6,8, iladindami lagais 2 M
KH,PO, tirpalo. Po to uZpildé C8 Baker Prop. tipo kolo-
nele acetono - vandeniniu ekstraktu. Kolonéle i&dZio-
vino ir kiekvieng plové 2 ml vandens. Tetrapirolus
isplove CHOH:H,0 midiniu santykiu 90:10; midinio tiris
2x1,5 ml. Po to buvo atlikta ekstrakty kiekybiné ana-

lizé spektrofluorimetru.
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Nagrinejamame eksperimente buvo panaudoti 3ie aktyvus

junginiai:

A. 5 - aminolevulino rug3tis, Zinoma kaip tarpinis pro-

duktas tetrapiroly sintezéje.

Aktyvus junginys A buvo naudotas kaip sterilizuotas
filtravimu 250 mM vandeninis tirpalas (pH=6,5) . Aktyvas
junginiai B, C, D ir E (Ziur. formules Zemiau) buvo
naudoti kaip 50 mM tirpalai acetone. I kontrolini ban-
dini taip pat buvo prideta 0,2% (tario dalys) acetono.

I audiniy kultdras jvedinéjo tokius

B. Herbicidas, kurio formulé:

C. Herbicidas, kurio formule:
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D. Herbicidas, kurio formule:

3
)’z):o

o C=CH

E. Herbicidas, kurio formulé:

Sate®

kiekius nurodyty aktyviu komponenty, kad bty gautos
koncentracijos, nurodytos Zemiau 1 lenteléje. Tokioje
pat lenteléje pateikti ir gauto protoporfirino IX
tetrapirolo (Proto IX) kiekiai.

1 lentele

Tetrapirolo susikaupimas apdorotose Hela lgstelése

Aktyvus Aktyvaus agento Fluorescentine Proto IX
komponentas koncentracija, emisija kiekis,
uM 400/630 s pikomoliai
A 5 000 41 842 4.2
B 100 12 921 1.3
C 100 33 477 3.5
D 100 10 551 1.1
E 100 8 967 0.9
Kontrolinis

bandinys 2 795 0.3
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2 pavyzdys

Hela lgsteles logaritmineje augimo fazeje augino 6 pa-
ras SeSiose 1 1 talpos falkoninése kolbose audiniy kul-
tdroms 37°C temperatiroje, po to iSplove buferiniu fos-
fatiniu druskos tirpalu (BFDT). Veliau prie jy pridejo
0,25%-nic tripsino tirpalo buferyje (BFDT) ir po kele-
tos minuciy lasteles atsargiai isStrauke ir patalpino i
stikline su 110 ml 25 mM HEPES tirpalo minimalioje
pagrindineje terpeje (MEM), pridéjus 10% (tdrio dalys)
neaktyvuotos ver3eliy plazmos, 1,1 ml 200 mM gliutamino
tirpalo 0,85%-niame druskos tirpale, o t.p. 11.000 vie-
nety penicilino/11.000 pg streptomicino.

Gautg lagsteline kultdrg, veél pervestg i suspenduotsg
bikle, porcijomis po 5 ml patalpino i 50 ml talpos
falkonines kolbas audiniy kultiroms su herbicidu arba
be djo; inkubacinis apdorojimas tamsoje 37°C tempera-
tiroje vyko 4 paras, be to, analogiskai 1 pavyzdZiui,
herbicidg pridéjo praskiestame acetono tirpale. Acetong
taip pat pylé ir i kontrolinius bandinius, kad acetono
koncentracija juose biuty 0,2% (tdrio dalys). Herbicido
kiekis buvo toks, kad bity gaunamos koncentracijos, nu-

rodytos Zemiau 2 lenteléje.

Apdorojimui naudojo tokius aktyvius komponentus:

B. Kaip 1 pavyzdyje.
C. Kaip 1 pavyzdyje.
F. Herbicidas, kurio formule:

o

\§
ce‘gﬁ-& jyc,,,
CHy

7,—=CH3 CiHy EY

CHy
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Ekstrahavimg vykde tokiu buadu. Terpe i§ kiekvienos kol-
bos patalpino i stiklinius apvaliadugnius mégintuve-
lius, be to, lasteles, prilipusias prie falkoniniy kol-
by dugny, iSlaisvino, pridedant 0,5 ml 0,25% tripsino
tirpalo BFDT; i3laikius keletga minu&iy 37°C temperata-
roje, nurodyta lasteliy kultdrg id kolbos nupildavo ir
sujungdavo su lgsteliy terpe.

Veliau 1% kiekvienos 1lgsteliy suspensijos atskyre 1ly-
gias porcijas po 100 pul, noredami nustatyti lasteliy
kultdros tanki. Like 5,4 ml lasteliy kultadros suspen-
sijos 30 min. buvo apdorojama ultragarsu, norint suar-

dyti lagsteles.

Po to 1 kiekvienag mégintuvéli ipylé po 10 ml Sarminio
acetono tirpalo (90% acetono:10% NH,0H) ir centri-
fugavo, norédami paSalinti proteing ir lagsteliy gabale-
lius. I 1i8kilusig pavir3iuje medZiaga pridéjo po 50 ml
vandens, o po to - po 0,5 ml sotaus vandeninio NacCl
tirpalo. pH reguliavo iki 6,8, iladindami laSais 2 M
KH,PO, tirpalo.

Produktg ekstrahavo i3 terpés vanduo/acetonas, pakrau-
dami i C8 Baker Prop. kolonéle. Kolonéle pradZioj dzZio-
vino, o po to plové 3 ml metilo alkoholio ir vandens
(90:10) miSiniu. Analogidkai 1 pavyzdZiui, visos eks-
trahavimo operacijos buvo atliekamos tokiose salygose,
kad protoporfirinas pilnai bty apsaugotas nuo ji su-
ZzadinanCio Sviesos poveikio, t.y. Zalioje Sviesoje arba
tamsoje, pvz., induose su balta danga. Po to nusta-
tinéjo ekstrakty fluorescencijos parametrus spektro-
fluorimetru CPEX.

Susikaupusio protoporfirino (Proto IX) kiekybinius ro-
diklius nustatinéjo, pasitelkdami i3 anksto rastus ge-

simo koeficientus. Rezultatai pateikti 2 lenteleéeje.



10

15

20

25

LT 3997 B
16

2 lentelé

Augimo suleétéjimo vidutiniai rodikliai ir Proto IX

susikaupimas
Aktyvusis Aktyvaus Augimo Proto IX Proto IX
junginys komponento sulétéjimas kiekis santykinis
koncentracija % pikomoliais kiekis
B 100 99 5.20 2 364
F 100 106 2.71 1 232
C 100 52 4.41 2.005
C 10 -157 0.57 259
C 1 -26" 0.19 86
Pastabos:

+ Neigiama rodiklio "augimo sulétéjimas" reik3me sako,

kad augimas vistik vyksta
++ Vidutiné reik3mé 10-Ciai lagsteliy
+++ %, lyginant su kontroliniu bandiniu

Kitas $Sio iSradimo aspektas - protoporfirino gavimo
budas. Pagal ji tamsoje (arba Sviesoje, nesuZadinan-
Cioje Proto IX), augino eukarioty klasei priklausancius
algae mikroorganizmus, parinkdami terpe, turincig auks-
¢iau apraSytus aktyvius junginius, slopinandius fermen-
tini protoporfirinogeno peréjimg i Proto IX. Terpe ir
algae mikroorganizmus, arba ir tuos, ir kitus toliau
apdorojo, norédami ekstrahuoti Proto IX ir atskirti Ji
nuo chlorofilo, karotenoidy, suardydami lastelinius
audinius ir pan. Atskyrima galima atlikti bet kuriuo
iprastu bddu, pvz., panaudojant skystos fazés chromato-
grafija, tame tarpe ir skysé&iy chromatografija su at-
virksCia faze, arba iStirpinant tirpiklyje, o taip pat
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nusodinant Proto IX, pervedus ji i chelatini jungini su
metalu, pvz., gelezim, cinku ar magniu, po tq (esant
reikalui), regeneruojant Proto IX, kaip tai daroma pa-
gal Zinomg chelato veikimo praskiesta rug3timi meto-
dikg.

Operacijas visose atskyrimo stadijose atlieka esant ap-
Svietimui, neiSSaukian¢iam Proto IX suzZadinimo, pvz.,
zalioje Sviesoje, kaip tail apraSyta A Priede, pava-
dintame "Apdirbimas tamsoje", arba pilnoje tamsoje.
GeleZies chelatas nejautrus $§viesai, taigi, naudojant

81 junginji, galima dirbti &viesoje.

Algae mikroorganizmus geriau auginti lgsteliy kultdros
suspensijos pavidalu 15-30°C temperattiroje. Aktyvaus
junginio - inhibitoriaus koncentracija gali, pvz., biti
nuo 107 iki 107 M. Tinkamy algae mikroorganizmy pa-

vyzdZiai: Scenedesmus sp., Chlamydomonas reinhardi,

Englena sp., Bumilleriopsis filiformis.

3 pavyzdys

Mikroorganizmo Clamydomonas reinhardi (laukiné atmaina)

kultGras augino nerudyjan¢io plieno rezervuare, pvz.,
300 1 talpos, naudodami Zemiau apradyta kultivacine
terpe. 1 kultdrg pridejo 1-(karboetoksi)-etil-5-(2-
chlor-4-trifluormetilfenoksi)-2-nitrobenzoato (taip va-
din. "Laktofen", techninis fenileterinis herbicidas)
tirpalo acetone, uZtikrindami aktyvaus komponento kon-
centracijag 10° M ir galutine acetono koncentracija,
lygia 0,1%. Mikroorganizmy i3auginimui miSini palikdavo
ramybéje 4-7 paroms 25°C temperataroje, atsargiai me-
chaniskai ir/arba aerodinami$kai pamaiSydami. Kaip ir
kitas operacijas, rezervuaro turinio filtravimg atlik-
davo tamsoje: filtratg analizuodavo, nustatydami jame

protoporfiring IX.
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Vienas 135 protoporfirino IX nustatymo analizes metody
susideda i85 reakcijos rezervuaro turinio (visg laikg
esanc¢io tamsoje) filtravimo ir acetono pridejimo i
filtrata. Véliau $5i mi3ini ekstrahavo petrolio eteriu.
Po to vandens-acetono terpe ekstrahavo dietilo eteriu,
kuri 15 nuosédy paSalindavo garinimu. Tas nuosédas
tirpino metilo alkoholyje, ir protoporfirino IX nu-
statymui panaudojo atvirk3tines fazés chromatografijg.
Be to, galima panaudoti ir duoto junginio nustatymo

metodika, aprasSyta 1 ir 2 pavyzdzZiuose.

Terpés sastatas

Moline koncentracija Kcncentratas Koncentrato

Druskos

x 10 M 3 ml/1
(Na citratas) 6H,0 1,7 10 5
Metalu pedsakai kaip nurodyta Zemiau 10
FeCl,¢6H,0 0,37 1 1
CaCl,+2H,0 0,36 5,3 1
MgSO,e7H,0 1,2 10 3
NH,NO, 3,7 10 3
KH,PO, 2,2 10 3
K,HPO, 1,7 10 3
CH3CO,Na 7,5 10 10

MiSinio koncentratas, turintis metaly pédsakus:

mg/1
H3BO, 100
ZnS0 4+ 7H,0 100
MnSO0,e4H,0 40
CoC1,06H,0 20
NaMo0 4e2H,0 20

Cuso, 4
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Kaip alternatyva mikroorganizmy Clamydomonas reinhardi

pritaikymui yra pritaikymas kultdros Sendesmus sp.,

idaugintos auk3¢iau nurodytoje terpéeje, kur natrio

acetatas pakeistas gliukoze.
4 pavyzdys

8is pavyzdys analogiskas 3 pavyzdZiui, 1iSskyrus tai,
kad vietoje "Laktofeno" naudojamas 1-(4-chlor-2-fluor-
55-propargiloksifenil)-3-metil-4-difluormetil-A®-1,1,4-

triazolin-5-nas.

5 pavyzdys

Rodiklio Igy, nustatymas
Protoporfirinogenas IX (Protogenas IX)

Preparato Proto IX tiekéjas buvo firma "Porphyrin
Products" i3 Logeno miesto, Jutos Stato, JAV. Si prepa-
rata iSskyré gryname pavidale ir apra3e Fuesleris su
bendradarbiais (T.P. Fuesler et all.: Plant Physiol.,
1981, 67 t., 246-249 psl.). SvieZzig Protogeng IX gau-
davo, redukuodami Proto IX, panaudojant Na/H amalgamas,
kaip tai apras$ée Jacobs ir Jacobs (N.J. Jacobs and
J.M. Jacobs: Enzyme, 1982, 28 t., 206-219 psl.), dirbe
su 300 puM koncentracijos 1i3grynintu Proto IX.

Augaline medZiaga

Agurky daigus (Cacumis sativus L., Wiskonsin SMR 18)

augino uzZztemdytoje daiginimo kameroje vermikulite, su-
drékintame skystomis firminemis trgsSomis (9-45-15).
Daigus augino 25°C temperatiroje, esant santykiniam oro
drégnumui 80-90%. Daigus ap3viesdavo dozuoto intensy-
vumo 25 pE/m2 trikc¢iojancia Sviesa su (PAR), naudodami
firmos "General Electric" Sviesos $Saltini Bright Stick,
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valdomg elektroniniu taimeriu, per 60 min. cikla ap-
SvieCiant daigus 1 min. Tokiu bddu buvo gautas augali-
nis audinys, sugebantis pagreitintai sintetinti chloro-
fila, suvedant iki minimumo rezervinio krakmolo kieki

ir pradinio chlorofilo lygj.
Chloroplasty izoliavimas

IS$siskiriantys chloroplastai buvo izoliuojami pagal me-
toda, kuri aprasé T.P. Fuesleris su bendradarbiais
(zior.: Plant Physiol., 1984, 75 t., 662-664 psl.) is-
skyrus tai, kad galutinéje valymo stadijoje plasticidus
centrifugavo per 40% (tir. dalys), o ne per 45% idéklg
18 Perco II medZiagos. Po to chloroplastai vél buvo
pervedami i koloidine bukle buferiniame tirpale, tu-
riniame 0,5 M manitolo, 20 uM TES', 10 uM HEPES, 1 uM
etilendiamintetraacto rugSties, 1 uM MgCl, 1% (ma-
sés/tirio) jauc¢io serumc albumino ir 1 pM ditioeritri-
tolo, esant pH=7,7 ir galutiniam proteino kiekiui
2 mg/l.

Protoporfirinogen-oksidazés bandiniai

Bandiniai buvo paruo$ti taip, kaip tai apra3é Jacobs ir
Jacobs (J.M. Jacobs and N.J. Jacobs: Arch. Biochem.
Biophys. 1984, 229 t., 312-319 psl.). Chloroplasty
suspensijos pavyzdZiai (po 0,2 ml) buvo preliminariai
15 min. apdoroti tamsoje, esant skirtingoms acifluor-
fen-metilo (AFM) koncentracijoms arba, kontrolinio ban-
dinio atveju, esant acetono koncentracijai 0,2% (tdrio
dalys). Po to 50 ul 3vieZiai paruo$to apie 15 nM konc.
preparato "Protogen" ipylé i suspensija, kad prasidéty
reakcija. Bandiniy paruo$imas baigési tuo, kad buvo
ivesta 2,75 ml fluorometrinés medZiagos, kurig pasiiale
Jacobs ir Jacobs (J.M. Jacobs and N.J. Jacobs: Enzyme
1982, 28 t., 206-219 psl., susidedandios i§ 1% (tario

dalys) tvin-20 (polioksietilensorbitano monolauratas),
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50 mM tris-HCl ir 1 mM etilendiamintetraacto rugsties
pH=8,5, be to, 1 mM ditioceritritolo buvo pakeista 5 mM
gliutationo. Po to suspensijg analizavo tiesioginio
skaitymo metodu spektrofluorimetru SPEX Fluorog-2, ap-
ripintu fluorescencijos indikatoriumi drumstiems biolo-
giniams pavyzdZiams. Susidariusio Proto IX kieki nu-
statinéjo pagal priklausomybes tarp kiekybines Proto IX
emisijos prie 630 nm ir suZadinimo prie 400 nm grafiko
standartine kreive, beje, &1 kreivé buvo gauta grynam

Proto IX fluorometrinéje terpeje.

Noredami kiekybidkai nustatyti nefermentinio oksidinimo
iki Proto IX laipsni auk&¢iau apraSytame bandinyje, pa-
ruosé toki pat bandini, i&skyrus tai, kad vietoj ak-
tyviy chloroplastu suspensijos panaudojo suspensija,
kurioje chloroplastai buvo pervesti i neaktyvig bukle,
15 min. &ildant 85°C temperatiiroje. Atskailius Proto IX
kieki,, gauta tokiu badu, 13 jo kiekio, gauto daly-
vaujant aktyviems chloroplastams kaip tik ir gauname
Proto IX kieki, susidariusi fermentiniu keliu. Rezul-
tatai grafi3kai pavaizduoti Fig. 1, kur LSD - maZiausia

skirtumo reik3meé (bendrai priimtas Zyméjimas).

Fig. 1 matome, kad rodiklis I, (koncentracija, uZtik-
rinanti 50%-ni slopinimg) sudaro maZiau nei 0,1 uM,

pvz., apie 0,03 M.

Bandymas, kaip veikia 10 pM AFM i fermentini Proto IX
virsma magneziniu Proto IX chloroplasto suspensijoje
(dalyvaujant ATP), neparodée jokio slopinancio AFM po-

veikio i 8i virsmg.
6 pavyzdys
Pagal &i pavyzdi fermentus slopinantys aktyvis kompo-

nentai buvo pridéti i maista peliy, kurios yra naviky

nediotojos, tuo tarpu i keliy kontroliniy peliu maistg
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jokiy preparaty nepridéjo. Po to peles numarindavo, i3-
imdavo inkstus, Zarnyng, antinks¢ius, kepenis, navikus
ir analizuodavo juos, nustatydami Proto IX kieki. Buvo

panaudoti Sie fermentus slopinantys aktyvis junginiai:

Bandymams buvo panaudojamos DBA/2 Ha linijos pelés,
kurioms nuline dieng i de3ini peti suleisdavo poodinj
navikini preparatg SMT-F. Pirmg dieng po to pelés
gaudavo specialy maistg grauZikams: Purina Rodent Chow
5001 Mash be priedy. Toliau 2-10 pary pelés gaudavo ta
pati maista su tiriamo fermentus slopinanCio aktyvaus
junginio 2 promiliy priedu (kontrolinés pelés gaudavo
tg pati maistg, bet be priedy). Prieda ivesdavo |
maistg, imaidydami nedideli kieki tiriamo aktyvaus jun-
ginio tirpalo acetone. DeSimtg parg peles numarindavo,
i8skyrus pele, paveikta aktyviu junginiu, paZymétu 67:
3ia pele numarindavo jau septinta parg. Gyvuleliy
audinius palikdavo nak&iai 4°C temperatiroje, kad at-
Salty, po to dréegme padalindavo sugeriamuoju popieriumi
ir nustatydavo kiekvieno audinio pavyzdZio mase. Véliau
18 audiniy ruo3é homogenine suspensija 5-se ml (Zarnyno
ir kepeny audiniams - 10 ml) acetono ir 0,1 N NH,OH
misinyje, kur tidrinis Jjy santykis 9:1. Po to homo-
geniniai preparatai buvo centrifuguojami, esant 1500 g,
ir i8plautos i pavir3iy medZiagos buvo analizuojamos
SPEX FAll2 spektrofluorometru. Proto IX optimalds yra
suZzadinimas prie 400 nm ir emisija esant bangos ilgiui
630 nm. Proto IX susikaupimg nustatinéjo pagal fluores-
centini blyksteléjimy skaic¢iy 1 g audinio per sekunde.
Rezultatai pateikiami Zemiau 3 lenteléeje (kiekvienam
preparatui reik3més yra vidutinés peliy porai, i$skyrus
bandymus su aktyviais junginiais 6f, 6h, 6i ir 63j, kai

bandymams émé tik vieng pele.
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(x10° s 1 gra-

Naviko mase

Aktyvus Navi- Kepe- Inks- Antinks- Zarny- o
junginys kas nys tai ¢iai nas  Sureagavusi j
poveiki, mg
6a 1203 4291 10817 6572 5870%* 143
6b 1520 1261 2441 2529 5577*x% 90
6c 14336 2739 16186 13790 9937*% 157
6d 2006 1581 12865 443 5565%% 294
be 836 876 915 1331 2069** 165
6f 449 1170 661 5611 1157 69
6g 166 803 606 1984 466 250
6h 298 914 585 2259 584 192
61 932 1510 4014 36940 3454 20
673 1251 538 315 491 572 11
Kontrol. 239 536 494 1504 233 200
424**
Pastabos:

* Lentelés duomenis reikia skaityti su koeficientu x 10.

** Matavimai atlikti pavyzdZiams,

niu acetonu

praskiestiems &armi-
(3 dalys acetono 1 daliai pavyzdzio).

Nurodyti 4 lenteléje duomenys atitinka Proto IX kon-

centracijoms

netas: Proto IX mikro gramai (

atitinkamuose

audiniuose.

Matavimo vie-

KUg) vienam g audinio.
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4 lentele

Aktyvus Navikas  Kepenys Inkstai Antinks&iai  Zarnynas

junginys
6a 11 39 99 60 54
6b 14 12 22 23 51
6C 131 25 148 126 91
6d 18 14 117 4 51
be 8 8 8 12 19
6f 4 11 6 51 11
6g 2 7 6 18 4
6h 3 8 5 21 5
61 9 14 37 337 32
67 11 5 3 4 5

Kontrol. 2 5 5 14 2

AukS8¢iau cituojamame Dougherty straipsnyje nurodoma,
kad porfirino koncentracija to paties tipo (SMT-F)
navike po 10 mg/kg hematoporfirino injekcijos tos pa-
¢ios linijos DBA/2 peléms yra 3,6 pg/g. Kitoje moks-
linéje publikacijoje (Moan et al: P P 46-5, 713-
721 psl., Ziur. pavyzdi 2 pie$., 716 psl.) nurodoma,
kad CH/Tif tipo navikams 12 pg/g eilés porfirino kon-
centracija, kurig DBA/H, 1linijos peléms uZtikrina
25 mg/kg fotofrino II (Photofrin II) injekcija i pilvo
sriti, plac¢iai naudoja, noredami suteikti Jjautruma
Sviesai, fotodinamiSkai gydant ir diagnozuojant vézi-

nius susirgimus.

Peles suésdavo tokius maisto su aktyviu junginiu kie-
kius: 6a) 22 ir 35 g; 6b) 37 ir 35 g; 6¢) 25 ir 22 g;
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6d) 41 ir 32 g; 6e) 40 ir 44 g; 6f) 27 g; 6g) 33 ir 40 g;
6h) 36 g; 6i) 10g; 63) 20 g.

Vykdant eksperimentus, apradytus 6 pavyzdyje, su gyvia-
neliais, nesanCiais naviky nesSiotojais, buvo naudojamas
aktyvus junginys (jeigu nenurodyta kitaip), kuris Siame

pavyzdyje pazZymetas 6c, ir operacijy seka buvo tokia:

a) nustatant aktyvaus Ijunginio rodikli LDs;, jis pasi-
rode besas vir§ 2600 mg/kg (t.y., mg aktyvaus junginio
1 kg kino masés) ziurkéms, kai ta rodikli nustatinejo
po 14 dienu, viena karta gyvinams suédus porcijg kuku-
ruzy aliejaus su 15% aktyvaus junginio ir vird 700 mg/kg
pelems, kai ta rodikli nustatinejo po 14 dienuy, vieng
kartg gyvinams suedus to paties aliejaus su 5% aktyvaus

junginio.

b) Tiriant sastatus be aktyvaus junginio, skirtus in-
jekcijoms i pilvo ertme, buvo aptikta, kad pelés gali
atlaikyti 0,5 ml dozés injekcijas mi&inio i& lygiy da-

liy dimetilsulfoksido ir vandens.

c) Bandant aktyvy jungini, ivedama injekcija i pilvo
ertme miSinyje is 60% kukurazy aliejaus ir 40% dime-
tilsulfoksido buvo nustatyta, kad pelés gali atlaikyti
doze 100 mg/kg.

d) Su pelémis buvo atlikti tokie eksperimentai:

1) per 8 dienas kasdien sumaitinama dozé 50 mg/kg (nau-

dojant 1% aktyvaus junginio acetone tirpala),

2) per 8 dienas kasdien suleidZiama i pilvo ertme 50 mg/kg
dozé 1%-nés aktyvaus junginio mineraliniame aliejuje
dispersijos, paruodtos tirpinant aktyvy jungini dime-
tilsulfoksido la3e ir sumaiSant gautg tirpalag su mine-

raliniu aliejumi,
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3) per 8 dienas kasdien uzZtepama ant odos 50 mg/kg 1%

dimetilsulfoksido tirpalo doze,

4) per 8 dienas maitinama standartiniu maistu, pridéjus

2 promiles nuo maisto mases aktyvaus junginio,

5) per 4 dienas kasdien suleidZiama i veng 50 mg/kg 2%-

nio dimetilsulfoksido doze.

Po to peles, su kuriomis atlikti eksperimentai, numa-
rindavo ir nustatydavo Proto IX susikaupima Jjy audi-

niuose.

Kitame eksperimente Fisher 344 linijos Ziurkes patinelj
per 24 dienas 3ére maistu su 5 promilém aktyvaus jun-
ginio 6c, po to gyving numarindavo. Tos Ziurkés audi-
niuose buvo pastebeti padidinti Proto IX kiekio lygiai,
palyginus su kontroliniu gyviu, beje, Zymesnis 1lygiy
padidéjimas buvo 1inkstuy, Zarnyno, skrandZzio ir galvos
smegeny audiniuose, tuo tarpu raumeny audiniuose ‘pa-

stebetas tik neZymus lygio pakilimas.

Visuose aukS&iau apradSytuose eksperimentuose Ziurkeés ir
peles buvo laikomos standartiniame apSvietimo reZime:

12 val. Sviesoje ir 12 val. tamsoje.
7 pavyzdys

Atliekant serijg eksperimenty pagal 1 ir 2 pavyzdZius,
HelLa kultdros lgsteles inkubavo, dalyvaujant Zemiau i8-
vardintiems 100 uM koncentracijos jvairiems vaistiniams
aktyviems junginiams. Rodikliai %-tais, kurie patei-
kiami po kiekvieno vaistinio aktyvaus Jjunginio Zyme-
jimo, rodo, kad dalyvaujant duotam vaistiniam aktyviam
junginiui, susidariusio Proto IX kiekis padidéja, lygi-
nant su tuo kiekiu, kuris susidaro to paties ekspe-

rimento kontroliniame pavyzdyje.
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6-me pavyzdyje panaudoti aktyviis junginiai turi tokias
reikSmes: 6a) 337%; 6b) 336%; 6c) 297%; 6d) 1200%;
6e) 1210%; 6f) 280%; 6g) 326%; 6h) 431%; 6i) 544%;
63) 469%; kity aktyviy junginiy formulés ir atitinkamos
procentines reikSmés tiems junginiams pateiktos Zemiau.

(Zigr. 29 psl.)
8 pavyzdys

Siame pavyzdyje fermentus slopinanti aktyvy jungini 6c
18 6 pavyzdZio sumaitino Ziurkéms su iskiepytu naviku,
po to navikine zong apsvitino 3Sviesa, tuo bidu iSsauk-

dami naviko rezorbcija.

Badtent, trims Sprague Dawley linijos Ziurkéms, kuriy
mase vidutinidkai po 120 g, 6 dieny periodui buvo pa-
skirtas maisto racionas su 2 promiliy aktyvaus junginio
priedu. Trefig para ant kiekvienos Ziurkés de3ineés
uzpakalines kojos implantavo chondrosarkoms, ileisdami
0,3 ml navikiniy lasteliy suspensijos (1 milijonas na-
vikiniy lasteliy). Se3ta para nuskuto kiekvienos 3Fiur-
kés deSines uZpakalinés kojos plauky dangg ir matavo
kiekvieno naviko dydi,. Toliau naviko pazeistg sriti ir
aplinkine odg 3vitino ne$iluminémis dozémis Sviesos,
kurios bangos ilgis 630 nm, energijos srovés tankis
270 Dz/cm. Kita diena pasirodé, kad 2 Ziurkes Zymiu
laipsniu iSsigelbéjo nuo savo naviky (t.y., naviko masé
daugiau neapc¢iuopiama), o tredios Ziurkés navikas be-
veik rezorbavosi. Visoms Ziurkéms oda apie navikus ir
raumeny lgstelés truputi pabglo ir atrodé lyg patine,
bet Zymiai maZiau, negu tai bana naudojant preparata

Photofrin II fotodinaminéje terapijoje.
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A priedas
Bandymas nustatyti isplovimo procentini rodiklij

Bandymo eigoje, nustatant i3plovimo procentini rodikli,
naudojo seklaskiltes, surinktas is tamsoje sudaiginty
agurkuy daigy. Pirmoje stadijoje séklaskilliy mase ap-
dorojo tamsoje vandeniniu tirpalu (dalyvaujant buferi-
niam junginiui), turinéiu cukry su radioaktyviais Zy-
métaisiais atomais. Po to matavo cukraus, kuri isisa-
vino seéklaskiltes, kieki pagal Zemiau apradyta skai-
¢iavimo metodika. Visg seklaskil¢iy mase dalino i dvi
porcijas. Vieng 138 ty porciijy apdorojo tamsoje van-
deniniu tirpalu (dalyvaujant buferiniam junginiui), ku-
riame yra tiriamas junginys, o kitg lygiali taip pat
apdorojo tamsoje tuo pa&iu tirpalu, tik be tiriamojo
junginio (kontrolinis bandinys). Pamerktos 1 nurodytus
vandeninius tirpalus seéklaskiltés 16 val. buvo &vi-
tinamos Sviesa, po to jas atskyré nuo vandeniniy tir-
paly, kuriuvose matavimo ir skaidiavimo metodu nusta-
tinéjo medZiagos su radioaktyviais Zyméetaisiais atomais
kiekius. Gauti rezultatai buvo po to pateikti kaip
i8plovimo procentinis rodiklis (IPR), paskaiciuojamas

pagal formule:

IPR=(S.-S.) /S,

kur S, S; ir S. - atitinkamai medZiagos su radioakty-
viais Zymétaisiais atomais skilimy skaiciai (vienai

séklaskiltei) :

a) toje medZiagoje, kuria isisavino séklaskiltés ju

pradinio apdirbimo metu,
b) vandeniniame tiriamojo junginio tirpale po Svitinimo ir

c) kontroliniame vandeniniame tirpale po 3vitinimo.
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Panaudotos medZiagos, o t.p. bandymo sglygos, nustatant
IPR, detaliau charakterizuojamos toliau.

Augalines medzZiagos

Vermikulite, sudrékintame prekyboje turimomis tradomis
9-45-15, buvo sudaigintos agurky séklos Cocumis Salivus
L., rusis Wisconsin SMR, i$ kuriy inkubacinéje kameroje
25°C temperatiroje, esant santykiniam oro drégnumui 80-
90% tamsoje iSaugino daigus. Po 5 pary nuo paséjimo
momento 18 po blySkiu, tamsoje iSaugusiuy daigy ugliy
surinko séklaskiltes ir i3plové jas 1,0 mM CaCl, tir-

pale. Visas tas operacijas atliko Zalioje Sviesoje.
Buferinis tirpalas

Tirpale yra 1 mM KCl, 1 mM CaCl,, 2,0 mM kalio fosfato;
jo pH sureguliuotas iki 6,5 (kaip ir naudojant NaOH) .

Cukrus su radioaktyviais Zymétaisiais atomais

Ta cukraus ri$is yra 3-O-metil-3[ 11-14C] -gliukozé su spe-
cifiniu aktyvumu 10,9 GBk/mM; tiekéjas: firma " Amersham
Corp." Arlingtono miestas, Ilinoiso valstija, JAV.

Pradinis apdorojimas

180-230 vienety i3plauty séklaskildiy supyle i placdia-
gurkle 250 ml talpos Erlenméjerio kolba su puty po-
liuretano kam$¢iu, i kuria ipilta 50 ml buferinio tir-
palo ir idéta cukraus su radioaktyviais Zymetaisiais
atomais toks kiekis, kad jo koncentracija tirpale batuy
600 nM. Tamsoje ant besisukand&io irenginio 24 wval.
bégyje kolba kraté 125 min.' daZniu. Po to sekla-
skiltes iSkrové ant neiloninio tinklo ir 3 kartus plove
1 mM CaCl,, tirpalo porcijomis, kuriy kiekviena - 20 ml.

Cukraus su radioaktyviais Zymétaisiais atomais isisa-
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vinimg nustatinéjo, idtirpindami 3 pavyzdZiius, kuriy
kiekviename buvo po 5 séklaskiltes, audiniy tirpiklyje
(markeé NCS, firmos "Amersham Corp." gamyba) ir sumarinj
suvartojimg paskaifiuodavo skysc¢io scintiliacijos spek-

trometre.

Buvo nustatyta, kad suvartojimo nustatymo eksperimentas
ekvivalentidkas analogiskiems nustatymams, sudeginant

atrinktus séklaskilcdiy bandinius savireduktoriuje.

Apdirbimas panaudojant tiriama jungini, o taip pat

kontrolinis apdirbimas

Penkias seéklaskiltes paliko plaukioti 3 ml buferinio
tirpalo, ipilto i 35 mm diametro plastmasine Petri
lék3tele su dangteliu, pavir$iuje. Po to ten ipylé tokj
tiriamo junginio (jo tirpalo acetone) kieki, kad bity
uztikrinta reikiama (apie kurig buvo pasakyta aukSciau)
tiriamo junginio koncentracija buferiniame tirpale.
Acetono kiekis buferiniame tirpale sudare 0,1% (tutrio
dalys) kaip kontroliniame bandinyje, taip ir tirpale su
tiriamu junginiu. Plaukian¢ios seklaskiltés 16 val. su-
kosi ratu verpete, kuris susidaré kratant lek3teles
90 min. ' daZniu besisukandio kratan&io ijrenginio pa-

vir§iuje.
Svitinimas 3viesa

Petri lék3teles su séklaskiltemis, plaukianciomis tir-
paly pavir$iuje, 16 wval. S3Svitino keturiy fluorescen-
tiniy lempuy GE F20T12-CW 3viesa, esant duotam inten-
syvumui 150 pE/m2 spektrineje fotosintezes srityje
(SFSS), be to, minéta intensyvumg matavo seéklaskilcliy
pavirsiuje, kai lék3telés tuo metu buvo nenutriukstamai

kratomos.
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Skystyje esanlios medZiagos su radioaktyviaisiais Zymé-

taisliais atomais kiekio matavimas

Visa skysti atskyré nuo séklaskil&iy; skys¢iu scinti-

liacijos spektrometru nustatinejo skilimy skaiciy.
Tamsa

Iki 3vitinimo 3viesa stadijos, visas kitas apdorojimas
buvo atliekamas Zzalioje S§viesocje, kurig skleide fluo-
rescentinis $altinis, t.y. S8viesoje, praéjusioje per
Zzalig atskirianti plastmasini $Sviesos filtrg, pralei-

dZianti 450-600 nm bangos ilgio 3viesa.
B priedas
5 lentele

Terpé kultiroms

M terpé
Druskos Moliaringumas Koncentratas Ml koncentrato
l-nam litrui
MgS0 ;¢ 7H,0 1.2x107°M 10% 3
NH,NO, 3.7x107°M 10% 3
KH,PO, 2.2x107°M 10% 3
K,HPO, 1.7x107°M 10% 3

Misinio, turincio metaly peédsakus, koncentratas

H;BO; 100 mg/1
ZnS04¢7H,0 100 mg/1
MnSO,+4H,0 40 mg/1
COC1,06H,0 20 mg/1
NaMoO,¢2H,0 20 mg/1

CuS0, 4 mg/1l
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A terpe kultidroms ruo$é, pridédami i M terpe 10 ml/1l
10% vandeninio natrio acetato tirpalo (koncentracija
7,5x107° M) .

Visus komponentus pylé i distiliuotg vandeni auk$§éiau
nurodyta tvarka, po to juos 15 min. apdorojo autoklave

1,05 kg/cm’ slegyije.

Konservuoto preparato kultiry auginimui 3Sviesos po-

veikyje atsarga

Uzkonservuotas y-I kultiras akseni3kai pervesdavo |
skystas kultdras A arba M terpéje, geriau A terpéje,
Erlenmejerio kolbose, uzZzdarytose poliuretano kam&§c&iais,
25°C temperatiroje tokio ciklo sglygomis: 14 val. ap-
Svietimo ir 10 val. tamsos. Konservuotas kultdras in-
kubuodavo (be papildomo aeravimo) ant besisukandio
kratan€io irenginio, dirbanio 125 min™' daZniu. Ap-
Svietimo intensyvumas kultiros sluoksnio lygyje sudaro
120 pE/kv.m.s (SOFS). Tokiose salygose kultdros yra
pusiausinchroninio augimo reZime iki tol, kol jos ne-
pereina i stacionarine faze, turinfig (2-4)x10 lasteliy

viename ml.

Kultiry auginimas be Sviesos (kultiiros, auginamos tam-

soje)

7,5 ml Sviesoje iSauginty lasteliy, esandiy stacio-
narinéje kultivavimo fazéje i3 konservuotos kultiros,
perneSé i Erlenmejerio kolbg su 750 ml A terpés.
3-4 paras lasteles inkubavo tamsoje, aeruodami per
igilinta aeracini, vamzdi 25°C temperatiroje. Per ta
laikg turejo ivykti 7-8 lasteliy y-I kultGros skilimai,
netenkant viso matomo chlorofilo ir esant lasteliy

koncentracijai (2-3)x10 vnt./ml.
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Lasteliy paruoSimas bandiniy tyrimams

Lasteles iS8skirdavo i8§ 750 ml 8vieZiai paruosStos, tam-
soje 1iSaugintos kultGros, centrifuguodami apie 5 min.
1

).

Tas lasteles atsargiai vel pervesdavo 31 suspenduotg

20°C temperatiroje prie maZy apsisukimy (apie 2000 min

bukle 50 ml A terpes. To suspensijos bandinyje (0,25 ml)
nustatinéjo lasteliy judrumg, o uzfiksave 1%-niu van-
deniniu gliceraldehido tirpalu - skaidiavo 1lgsteliy
kieki 1-me ml. DaZniausiai 1lasteliy skai&ius Dbina
5x10’ vnt./ml. Lasteliy kultdry porcijas po 1 ml, tu-
rinCias po 10 vnt. lasteliy, patalpina i indus bandy-
mams, pvz., 1 falkonines 1lékSteles, skirtas audiniy
kultdroms, su 24 duobutémis. Sioje stadijoje lastelés

yra nusidaZiusios geltona spalva ir yra labai judrios.

Tiriamg jungini tirpino tinkamame tirpiklyje, pvz.,
acetone, etilo spirite, dimetilsulfokside ar vandenyje
(geriausia - acetone), kad gaunama koncentracija 1000
karty virSyty galutine. Penkiy ar dedimties pl mikro-
Svirksto pagalba i kiekviena duobuliy pora ileisdavo po
1 pl minéto tiriamo tirpalo. Ant kiekvienos lékSteleés
analogiskai ruo$é 4 kontrolines duobutes be tiriamo
junginio. Lek3Steles audiniy kultdroms uZdengdavo per-
matomais plastmasiniais dangteliais ir 13-16 val. augi-
no kameroje 25°C temperatiroje, esant apSvietimui 70-
90 pE/kv.m.s. Jei duobudiy turinys geltonavo, tai ji
isimdavo taip, kaip tai apra$yta Zemiau punkte "Re-
zultaty ijvertinimas". Jeigu gi bandomyjuy duobu&iy tu-
rinys pasirodé permatomas ar blySkiai-Zalsvas, tai
prie$ Jji iSimant talpino ant besisukandio kratancio
irenginio, dirbancéio 125 min™! daZniu ir 2 val. 8vitino

Sviesa, kurios intensyvumas apie 600 pE/kv.m.s.
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Rezultaty jvertinimas

I kiekviena bandomgaja duobute pildavo 250 pul 10% van-
deninio natrio dodecilsulfato tirpalo ir 1 ml metilo
spirito, po to duobutés turini ruUpestingai permai-
Sydavo. Gautus miSinius laiké tamsoje 3-4 wval. Lék3-
teles su augalinem kultidrom 5 min kambario tempera-
tiroje apdorojo centrifugoje su maZais apsisukimais
(apie 2000 min™'). ISplaukiandia i pavirdiy medzZiagg
nuimdavo ir analizuodavo 35 modelio Bekmano (Beckman)
spektrofotometru bangos ilgio intervale 350-800 nm (nu-
statant protoporfiring IX, kuriam sistemoje su minétu
tirpalu charakteringas chlorofilo sugérimo pikas ties
668 nm), o t.p. ties 720 nm, panaudojant drumstumo fo-

nini rodikli.
Duomeny analizé

Pazaliavimo rodikli kiekvienai duobutei gaudavo, 13-
skaiCiuodami 18 reik3més, gautos ties 668 nm reik3me,
gautg ties 720 nm. Atitinkami dydZiai yra vidutiniai
kiekvienai tiriamojo Jjunginio koncentracijai, o t.p.
kontroliniam bandymui. Procentini slopinimo rodikli nu-

stato pagal formule:
Q=100x(1-k), kur
k - vidutineés pazaliavimo rodiklio reik3més kiekvienai

konkre€iai koncentracijai santykis su kontrolinio ban-

dinio vidutine paZaliavimo rodiklio reik3me.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Specifinis fermentinio protoporfirinogeno virsmo
protoporfirinu IX, veikiant protoporfirinogenoksidazei
pieno liaukos naviko lastelése, inhibitorius, tuo paciu
is3aukiantis protoporfirino IX susidaryma tose las-
telése, be s iskiriantis tuo, kad jis nera
tetrapirolo darinys, o yra aril-heterociklinis Jjun-

ginys, kurio formule
Ph-NHet,

kurioje Ph - pakeistas fenilas, o N-Het - 5- ar 6-naris

heterociklinis Ziedas, kurio formule:

-N-C=0, -

N -C~-O0OH arba - N - C - C1
|~ |
Q Q

l Ll
- C-R Q-C-R

kurioje Q yra heterociklinio Ziedo uzZdaranti grupé, o R
yra vandenilis arba Jji pakei¢ianti grupé; aril-hete-
rociklinis wuretanas; fenileteris; arilpirazolas arba

junginys, kurio formule:

Ph"llv Ph -y
‘ |
/ku /LN
g 0,
~N
g ATl
X (s,
arba
kurioje X - deguonis arba siera, o Ph reikSmé yra to-

kia, kaip nurodyta auksciau.

2. Inhibitorius pagal 1 punkta, be s i s kirian -
t 1 s tuo, kad minéto junginio Iy, protoporfirinoge-

noksidazei yra maZiau uz 1 uM.
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3. Inhibitorius pagal 1 arba 2 punkta, b e s 1 s k i -
riantis tuo, kad jo redoks-potencialas yra nei-

giamesnis uZz -500 mvV.

4. Inhibitorius pagal bet kuri i5 1-3 punkty, b e s i -
s kiriant i s tuo, kad jis yra 1-(4-chlor-2-
fluor-5-propargiloksifenil)-3-metil-4-difluormetil-A®-
1,2,4-triazolin-5-as.

5. Inhibitorius pagal 1-4 punktus, skirtas pieno liau-
kos naviko lasteléms suardyti, veikiant lgsteles Jviesa

ir dalyvaujant tetrapirolui.

6. Inhibitorius pagal 1-4 punktus, skirtas pieno liau-
kos navikinéms lasteléms diagnozuoti ir lokalizuoti,
padidinus porfirino kieki tokiose lagstelése ir tiriant
pienoc liaukos lasteles po ap$vitinimo 3viesa, aktyvuo-
jan¢ia porfiring, bei matuojant fluorescencija, kurios

Saltiniu yra navikas.

7. Farmaciné kompozicija, b e s i s k i r i an t i
tuo, kad jos sudétyje yra junginys pagal bet kuri i3
1-4 punkty, kuris yra specifinis fermentinio protopor-
firinogeno virsmo protoporfirinu IX inhibitorius, is-
Saukiantis tuo paliu protoporfirino IX susidaryma pieno
liaukos naviko 1lagstelése, ir farmaci3kai priimtina

terpé-nesiklis.

8. Farmaciné kompozicija pagal 7 punkta, skirta pieno
liaukos naviko 1lasteléms suardyti, .veikiant lasteles

Sviesa ir dalyvaujant tetrapirolui.

9. Farmaciné kompozicija pagal 7 punkta, skirta pieno
liaukos naviko lagsteléms diagnozuoti arba lokalizuoti,
didinant porfirino kieki 3$iose lasteéele ir tiriant pieno

liaukos lasteles po ap3vitinimo &viesa, aktyvuojandia
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porfirina, be matuojant fluorescencija, kurios Saltinis

yra navikas.

10. Protoporfirino IX gavimo budas, b e s i s k irian-
t i1 s tuo, kad ji i3skiria i85 eukarioty klasei pri-
klausan&iy algae mikroorganizmy, iSauginty terpeje, ku-

rioje yra inhibitoriaus pagal 1-4 punktus.
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