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jonus. Kompleksai, istirpinus vandenyje ar vandeninése sistemose kambario temperatiiroje, iSskiria azoto
oksida. Jonai, pageidautina, yra karboksirlgsties anijonai, tokie kaip acetatas, formiatas, propionatas,
askorbinatas, tartratas ir/arba laktatas, irfarba neorganinés riigsties anijonai, tokie kaip fosfatas, fosfitas, boratas,
karbonatas, hidrokarbonatas, sulfatas, sulfitas ir/arba katijonai, tokie kaip $arminio metalo irfarba amonio.

Farmacinés kompozicijos bei rinkiniai savo sudétyje turi kompleksus. Rinkiniai yra naudojami kaip NO
atlaisvinimo standartai, idskiriant NO nustatytu kiekiu ir greidiu, itirpinus vandeninéje terpéje.

Kompleksy gavimo bidai susideda i$ to, kad 3-morfolino-sidnoniminas prie atitinkamo pH veikiamas
katalizuojandiais jonais, norint pakeisti pusiausvyra j N-morfolino-N-nitrozaminoacetonitrilo susidaryma, esant
ciklodekstrinams ar ciklodekstriny dariniams, galintiems sudaryti intarpinius kompleksus, todél susidargs N-
morfolino-N-nitrozaminoacetonitrilas nedelsiant kompleksinamas ir stabilizuojamas ir kietame pavidale i$skiriami
naujai gauti kompleksai, fakultatyviai turintys jonus.

Pateiktas biidas apima 3-morfolino-sidnonimino ir ciklodekstrino ar ciklodekstrino darinio reakcija kietame
pavidale, dalyvaujant druskai kaip katalizatoriui, kruop$&iai mai$ant ar sutrinant komponentus kartu arba
Saldant-d%iovinant vandeninj, neturintj deguonies komponenty tirpala, po to, pageidautina, atliekant antrinj
dZiovinima vakuume.
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Isradimas. apima fiziologiskai aktyvius azoto oksida
igskirian¢ius agentus, jy gavimo bidus, Jjuos turincias

kompozicijas bei jy panaudojimo metodus.

Detaliau isradimas lie¢ia naujus SIN-1A su intarpu
kompleksus, kurie yra stabilis, bldami kietame pavidale
ir kurie sudaromi su ciklodekstrinais ar
ciklodekstriny dariniais ir kurie iSskiria azoto oksidg
kambario temperatiiroje, istirpinus vandenyje ar vandens
sistemose, ir kurie taip pat fakultatyviai savo
sudétyje turi katalizuojancé¢ius arba stabilizuojancius
jonus. ISradimas taip pat apima Jjy paruo$Simo bidus,

juos turinéias kompozicijas bei jy panaudojimo metodus.

Siame aprasyme panaudoti sekantys sutrumpinimai:

SIN-1 3-morfolino-sidnoniminas

SIN-1A N-morfolino-N-nitrozaminoacetonitrilas
SIN-1C cianometilen-amino-morfolinas

CDPSI joninis tirpus P-ciklodekstrino polimeras
DIMEB heptakis-2,6-di-o-metil-PB-ciklodekstrinas
EDRF endotelinés kilmés atlaisvinantis faktorius
HPPBCD hidroksipropil-B-ciklodekstrinas,=2,8

hidroksipropilo grupiy pagal CD-vienetuil
(vidurkis)
Molsidominas N-etoksikarbonil-3-morfolino-sidnoniminas
RAMEB atsitiktinai metilintas-BCD, = 12 metoksi
grupiy CD-vienetui (vidurkis)
TRIMEB heptakis-2,3,6-tri-o-metil-B-ciklodekst-

rinas

Zinoma, Jjog azoto monoksidas gali tureti redukuotag
formg (NO'), vadinamg azoto oksidu, ir oksiduotg formg

(NO"), vadinama nitrozo Jjonu. Azoto oksidas (NO)
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dalyvauja daugelyje svarbiy bioreguliatoriniy procesy.
Donoro, isskirianédio NO, naudingumas priklauso nuo
arterini spaudimg mazinanc¢io efekto vidurkio masto ir
trukmés. Reikalingi ilgiau veikiantys NO-donorai, kurie
isskiria NO, nevykstant donory metabolitinei
transformacijai, t.y., kurie néra priklausomi nuo
kepeny funkcijy. Be to, NO-donoras turi tureti :tam
tikry lipofiliniy savybiy, kad sutrukdyty lagsteliy
membranoms sustiprinti savo veikimg numatytuose
organuose, audiniuose. Dél to reliatyviai paprasti,
neorganiniai junginiai &iam tikslui néra tinkami.

Produkto projektas gali blti jigyvendintas trimis

skirtingais keliais:

a. NO-donoro vaistai-pirmtakai savo sudétyje turi -NO-
grupe, kuri isskiriama tiesiogiai metabolitinio proceso
metu, arba atlikus enzimine hidrolize, kurios metu
pasalinama tam tikra apsauginé grupe. Sie procesai yra
pla¢iai susije su kepenimis (pav., Molsidominas).

Sidnonimino tipo vaistai-pirmtakai (pav., Molsidominas)

priklauso nuo kepeny sugebéjimo pasalinti apsaugine

etoksikarbonilo grupe nuo molekulés, kad gauti
pirmiausia SIN-1, o po to (sekanciame, nuo pH
priklausanéiame procese, katalizuojamame OH  jony)

susidaro labai nestabilus SIN-1a, kuris, nepriklausomai

nuo pH, spontaniskai skyla, iSsilaisvinant NO.

b. BAzoto oksido adukty ar kompleksy su ivairiais
nukleofilais ruo$imas.

Dagniausiai antrinio amino NO kompleksu sintezée yra

sekanti: antrinis aminas, pav., bevandenis
dietilaminas, istirpinamas bevandeniame eteryije,
panaudojant sauso acetono-ledo vonig, 1§ sistemos

pasalinamas deguonis 1ir pro eterio tirpalg 3 wval.
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leidziamas sausas NO -78°C temperatiroje, pageidautina,
esant aukstam slegiui (100 psi).

Zinomo dietilamino ir azoto adukto Et;-N-NH- (ONa) -N=0

(DEANO) gyvavimo pusperiodis sudaro apie 2 minutes, tuo
tarpu poliaminspermino (SPNO) su azoto oksidu produktas

turi 39 minuc¢iy gyvavimo pusperiodi.

c. Vaistas-pirmtakas stabilizuojamas ciklodekstrino
intarpo komplekso sudarymu, tuo tarpu NO isskiriamas
spontaniskai, esant fiziologinéms sglygoms. Zinomas
ciklodekstrino kompleksinis vaistas-pirmtakas yra
stabilus kietame pavidale.

Zinoma, jog SIN-1 vyra stabilus Jjunginys kietame
pavidale, tac¢iau jo atviros grandinés tautomerine SIN-
1A forma yra ypatingai nestabili. Yra labaili sunku
isskirti geltong, kristalini produktg gryname pavidale
ir jis gali biti laikomas tiktai -80°C temperatiiroje
azoto atmosferoje. Fotolizés metu SIN-1A kietame
pavidale greitai isskiria vieng moli NO, o vandeniniame
tirpale Jjis pereina i cianometilen-amino-morfoling
(SIN-1C) net tamsoje.

SIN-1 laikomas vaistu-pirmtaku, o SIN-1C biologiskai
inaktyviu degradacijos produktu. Pusiausvyra tarp
stabilaus SIN-1 ir aktyvaus SIN-1A (kuris yra tikrasis
vaistas) priklauso nuo aplinkiniy faktoriy (pH,
temperatiiros). Tac¢iau dél ypatingo SIN-1A nestabilumo -
ypac¢ deguonies atzvilgiu- jis yra faktiskai trumpaamZis
tarpinis junginys SIN-1 skilimo procese.

Siuo metu SIN-1 parduodamas tiktai intraveniniam
skyrimui ampulése milteliy pavidale, prie$s injekcija
ampuliy turini reikia istirpinti. SIN-1 vaisto-pirmtako
peroralinis skyrimas yra neefektyvus, kadangi
hidrolitineé stadija, reikalinga tam, kad susidaryty NO

gaminanti SIN-1A forma, negali vykti, esant Zemoms pH
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reiksméms, o prieS§ absorbcijg Jji greitai ir pilnai
skyla i SIN-1C, esant aukStesniam pH skrandzio- Zarnyno
trakte.

Taip pat yra Zinoma, jog SIN-1 gali biti
stabilizuojamas, sudarant CD kompleksg, o pusiausvyra
SIN-1->SIN-1A—>SIN-1C gali keistis kompleksy sudarymo
su ciklodekstriny dariniais déka (publikuota paraiska
WO 91/14681. Parodyta, jog komplekso sudarymas su kai
kuriais CD dariniais inhibuoja SIN-1C susidarymg. Tokiu
bldu, stabilesni SIN-1/CDPSI kompleksai, jiskaitant ir
turinc¢ius padidintg SIN-1A kieki (pasizymintys
biologiniu aktyvumu deéel didesnio NO isskyrimo), buvo
gauti trumpai termiskai apdorojant liofilizacijos bidu
gauta SIN-1/CDPSI kompleksg. Aprasytas pavyzdys su SIN-
1/DIMEB kompleksu. Sie CD dariniai yra pasiilyti
farmaciniam vartojimui.

$i paraiska mini SIN-1/CD kompleksus arba SIN-
1/laktozés misini su 4,5% (pagal svori) SIN-1 kiekiu,

kur SIN-1A kiekis gautuose produktuose yra sekantis:

CDPSI komplekse 1.27%
BCD komplekse 0.08%
DIMEB komplekse 0.06%
HPBCD komplekse 0.115%
misinyje su laktoze 0.00%
Praktigkai néra parodyta, jog net tada, kai

kompleksinimo agentai pristatomi $Salia CDPSI pagalba,
kuris, kaip nustatyta, yra efektyviausias kompleksinimo
agentas Siam tikslui, jvyksta pilna SIN-1 konversija i
SIN-1A.

Dar daugiau: CDPSI ir DIMEB iki §Siol néra aprobuoti
farmaciniam naudojimui. Tokiu bidu Svaraus SIN-1A
stabilios prekinés formos gavimas néra 1iSspresta

problema.
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Kadangi SIN-1 gali blti taikomas tik intraveniniu bddu,
jo vaistas-pirmtakas Molsidominas naudojamas $Sirdies
nepakankamumo paSalinimui peroraliniu bidu:
Molsidominas enzimy pagalba kepenyse hidrolizinamas i

SIN-1.

Sio isradimo pagrindinis tikslas yra taip stabilizuoti
NO-donorg SIN-1A, kad uztikrinti kompozicijg, kuri gali
biGti skiriama tiek peroraliniu, tiek parenteraliniu
blGdu ir kurios nekenksmingumas yra patvirtintas pilna
(net intravenine) toksikologine dokumentacija. Siuo
metu Si svarbiausig reikalavimg atitinka du

ciklodekstriny tipai: gammaCD ir HPJBCD.

Nors CDPSI ir DIMEB stabilizuojantis poveikis i SIN-1A
vandeniniuose tirpaluose yra Zinomas, tadiau 1§ to
neseka, Jjog $Siuo atzvilgiu taip pat yra efektyvus
nejoninis gammaCD, ypaé deél Jjo ertmés platesnio
diametro. Puikus CDPSI stabilizuojantis efektas yra
priskiriamas jo polimerinei struktirai, t.y.,
jungtinems jivairiy ciklodekstrino zZiedy, pritvirtinty

sferinéje kaimynysteje, sgveikoms.

Sio isradimo objektai yra nauji SIN-1A intarpy
kompleksai, kurie vra stabills kietame pavidale,
sudaryti 1§ SIN-1A ir ciklodekstriny ar ciklodekstriny
dariniy ir isskiriantys azoto oksidg  kambario
temperatiiroje, istirpinus juos vandenyje ar vandeninése
sistemose, ir taip pat fakultatyviai turintys
katalizuojanti ar stabilizuojanti jong.

Geriausiame variante kaip katalizatoriy ar
stabilizatoriy jie turi fiziologiskai priimting
anijong, toki kaip karboksirlgsties anijonai, pav.,

acetatas, formiatas, propionatas, askorbinatas,
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tartratas, ir/arba laktatas ir/arba neorganines
rigSties anijonai, tokie, kaip fosfatas, fosfitas,
boratas, karbonatas, hidrokarbonatas, sulfatas ir/arba
sulfitas. Atrasta, jog $iam tikslui puikus anijonas yra
acetatas. Anijonai gali blti pateikti drusky pavidalu,
o atitinkami katijonai, pageidautina, gali biti amonio
ar Sarminiy metaly jonai, tac¢iau lygiai taip pat gali
biti naudojami kiti katijonai.

Kaip ciklodekstrino komponentg jie turi BCD, gammaCD
arba oCD, ypaé¢ farmaciniam naudojimui.Jie taip pat
gali tureti ciklodekstrino darinius, blitent,
hidroksipropilintus ar metilintus ciklodekstrinus,
tokius kaip HPBCD, DIMEB, RAMEB, TRIMEB ar CDPSI.

Kita isradimo yvpatybeé vra biologiskai aktyvios
kompozicijos, turincéios kaip savo aktyvy ingredientg
naujus SIN-1A/ciklodekstrino kompleksus kartu su
pagalbiniais ir papildomais ingredientais,
palengvinané¢iails jy panaudojimg. Tail apima, bet néra
ribojama farmacinéms kompozicijoms, kaip aktyvy
ingredientg turin¢ioms SIN-1A intarpo kompleksus
fakultatyviai su iprastomis pagalbinémis ir
papildomomis medZiagomis, naudojamomis farmacijoje
peroraliniam, parenteraliniam ar kitokiam medicininiam
taikymui. Pageidautina, jog formuluotés buty milteliy
formoje, kurie istirpinami pries pat naudojimg. Tokiu
bddu, parenteralines formuluoteés yra, pageidautina,
milteliai, isStirpinami prie$s injekcija.

Pirmenybe turinéios yra tokios kompozicijos, kurios
kaip aktyvy ingredientg turi SIN-1A intarpo kompleksus,
kurie yra stabillis savo kietame pavidale ir kurie yra
sudaryti su pCD, gammaCD ar aCD 1ir turintys kaip
katalizatoriy ar stabilizatoriy fiziologiskai priimting

anijona, toki kaip karboksirlgsSties anijonai, apimant
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acetata, formiata, propionatg, askorbinatg, tartratg ir
/arba laktatg ir/arba neorganines rilg$ties anijonai,
apimant fosfatg, fosfita, boratsa, karbonatg,
hidrokarbonatsa, sulfatg ir/arba sulfitg. Anijonai
fakultatyviai gali blti savo drusky formoje, pav.,
amonio ar Sarminiy metaly druskuy. Siam tikslui
geriausia druska yra amonio acetatas.

Sekantys $§io i1§radimo objektail yra rinkiniai, naudotini
kaip NO atlaisvinimo standartai, isskiriant NO numatytu
kiekiu 1r greic¢iu, istirpinus vandeninéje terpéje,
kurie kaip aktyvy ingredientg turi SIN-1A intarpo
kompleksus, sutinkamai su 3iuo isradimu.

Tal yra jimanoma, nes $§is iSradimas 1lied¢ia gavimg ir
stabilizacijg ypatingai labilaus SIN-1A, kuris, kai
islaisvinamas i§ ciklodekstrino ertmés - net paprastail
istirpinus distiliuotame vandenyje - nedelsiant
generuoja Nb numatytu kiekiu ir greic¢iu, nereikalaujant
jokio papildomd fermento ar suzadintojo.

Sis i&radimas apima naujy SIN-1A intarpo kompleksy,
kurie yra stabillis savo kietame pavidale ir kurie yra
sudaryti su ciklodekstrinais ar ciklodekstrinuy
dariniais, gavimo bidus, SIN-1 veikiant katalitiniais
jonais tinkamose pH sglygose, kad pakeisti pusiausvyrag
i SIN-1A  susidarymg, esant ciklodekstrinams ar
ciklodekstriny dariniams, sugebantiems sudaryti intarpo
kompleksus, ko deka susidares SIN-1A yra nedelsiant
kompleksinamas 1ir stabilizuojamas, susidarant SIN-
lA/ciklodekstrino intarpo kompleksams. Procesas apima
gauty SIN-1A/CD kompleksy, fakultatyviail turinéiy
jonus, 1i$skyrimg kietame pavidale.Jdonai gali biiti savo
drusky pavidale.

Labiausiai isradimg atitinka bildas, reaguojant SIN-1 ir
ciklodekstrinui ar ciklodekstrino dariniui kietame

pavidale, pageidautina, esant katalizatoriui jonui Jjo
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druskos pavidale, kruops¢iai sumaisSant arba sutrinant
komponentus kartu. Kitas kelias, sutinkamai su
isradimu, eina per vandeninio komponenty tirpalo,
neturinc¢io degucnies, $Saldymg-dziovinimg, pageidautina,

toliau sekant antriniam dziovinimui vakuume.

Kaip proceso katalizatorius, pageidautina, naudoti
amonio ar Sarminio metalo druskas, sudarytas. su
karboksirligSties anijonais, tokiais kaip acetatas,

formiatas, propionatas, askorbinatas, tartratas ir/arba
laktatas ir/arba neorganines rigsties anijonais,
tokiais, kaip boratas, karbonatas, hidrokarbonatas,
fosfatas, fosfitas, sulfatas, ir/arba sulfitas.
Naudojamos druskos gali turéti 1lakius anijonus ar
katijonus, tokius kaip amonio ar karbonato jonai, kurie
dalinai ar pilnai pasalinami proceso metu.

Atliekant auk$c¢iau minétg procesg, reakcijag geriau

uzbaigti prie pH reiksmiy tarp 6-10 ir - kada wvanduo
naudojamas reakcijos terpe - taikyti antrini dZiovinimg
40-100°% temperatiroje, pageidautina, 50-70°C
temperatiroje.

Kaip matyti isg NO is§skyrimo testy, SIN-
1A/ciklodekstrino kompleksai nedelsiant gamina azoto
oksidg, istirpinus kietus kompleksus vandeninése
sistemose. Tokiu bidu, vienas is keliy gauti
kontroliuojamos sudeties SIN-1A ciklodekstrino

kompleksg (turinti Zemiausig SIN-1C kieki) susideda is§
SIN-1 tautomerizacijos ir tuo padiu metu susidariusio
SIN-1A kompleksinimo kietame pavidale.

Situacija panasi, kai komplekso gavimas vyksta $aldant-
dziovinant. Siuo atveju antra dZiovinimo stadija (po
liofilinimo) leidzia uztikrinti kieto katalitinio
komplekso susidarymo sglygas.

Kitas isradimo objektas glidi gyvy lagsteliy veikimo

azoto oksidu metoduose. Tai apima, bet nesusiveda i nuo
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azoto oksiduy -priklausanc¢ius zmoniy ir gyvuliy
simptomus, panasius 1 stenokardijos ir iSeminius
Sirdies nepakankamumus, fiziologine kraujo spaudimo
kontrole, trombocity agregacijg, peristaltikos jtempimo
mazinimo tarpininkavimg, penio erekcijg ir kitus
poveikius. Tai yra ivykdoma, skiriant pacientams,
kuriems tai reikalinga, pageidautina, peroraliniam ar
parenteraliniam vartojimui, efektyvy kieki naujo SIN-
1A intarpo komplekso, kuris yra stabilus kietame
pavidale ir kuris yra sudarytas su ciklodekstrinais ar
su ciklodekstriny dariniais ir kuris kaip katalizatoriy
ar stabilizatoriy turi maziausiai vieng jong ir kuris,
istirpinus vandenyje ar vandeninése sistemose, i&skiria

azoto oksida kambario temperatiiroje.

Veiksmingiausia yra kompleksy, sudaryty tarp SIN-1A ir
BCcD, gammaCD ar oCD, fakultatyviai turinéiy karboksi-
rigsties anijonus, tokius kaip acetatas, formiatas,
propionatas, askorbinatas, tartratas ir/arba laktatas
ir/arba neorganines rligéties anijonus, tokius,
kaip fosfatas, fosfitas, boratas, karbonatas,
hidrokarbonatas, sulfatas ir/ar sulfitas jy amonio ar

Sarminiy metaly drusky formoje, paskyrimas.

ISradimas apima 2zmoniy ar gyvuliy nuo azoto oksido
priklausomy simptomy reguliavimg, pacientui skiriant
produkta, gautg SIN-1 kiekybinés konversijos i SIN-1A
bGdu, atliekamu Jjoninés katalizes 1ir ciklodekstrinu
stabilizuoto kieto bilivio konversijos pagalba, kai
dalyvaujantys ciklodekstrinas ar ciklodekstrino
darinys nedelsiant gali sudaryti intarpo kompleksus.
Pagrindiniai SIN-1A/CD kompleksy pranasumai, lyginant
su SIN-1 ar kitais iki $iol Zinomais NO-donorais, yra

sekantys:
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-stabilumas ilgg laiko periods,

-veikimo greitis,

-padidintas gyvavimo pusperiodis,

-nepriklausomumas nuo kepeny,

-nepriklausomumas nuo pH,

-pagaliau didesnis sugebéjimas pasiekti savo objektus

(audinius) .

Turint stabilig kompozicijg, pasidaro imanoma pradéti
naujg etapa, naudojant azoto oksidg, kuris kai kuriy
autoriy yra vadinamas “nelaukta nauja biochemijos
superzvaigzde” (Chem.Ing.News Dec.1993.psl.26-38).

Sekantys pavyzdZiai iliustruoja, bet neriboja isradimo.
I. CHEMINIAI PAVYZDZIATI

I.1 pavyzdys

SIN-1A/gammaCD komplekso paruoSimas

2 g gammaCD ir 0.8 g amonio acetato idtirpinama 25 ml

distiliuoto vandens, veikiant wultragarsu.I§ tirpalo

pasalinamas deguonis, leidZziant per ji helio dujas, po

to iStirpinama 200 mg SIN-1 medZiagos. Tirpalas
nedelsiant Saldomas-dZziovinamas, norint isskirti
kompleksa kietame pavidale. Antras komplekso

dziovinimas atliekamas 40-50°C temperatliroje 2 wval.,
kad Dbiuty Dbeveik pilnai pasSalintas vanduo. Tiek
tirpalas, tiek medZziaga saugomi nuo Sviesos poveikio.
Kompleksas yra §Sviesiai geltoni milteliai. ISeiga:
2.6 0.1 g.Nuostolis dziovinant yra maziau 1%.
HPLC analizé: SIN-1 kiekis: nenustatyta

SIN-1A kiekis: 11.7f 0.2%
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SIN-1C kiekis: 0.36% 0.1%
Visuose pavyzdziuose kartu nustatant SIN-1, SIN-1A ir
SIN-1C, taikant HPLC, naudojamas sekantis metodas:
Kolonélé:Ultrasferiné I.P. analitiné kolonélé (Beckman-

Astec) 4.6x250 mm, daleliy dydis 5 um.

Judri fazeée: 0.01 M fosfatinis buferis pH=6.0 800 ml
tetrahidrofuranas 200 ml
natrio- 1- dodekansulfonatas 0.405 g/dm’

Joniné jega: 0.05 gion/dm3 (koreguojama natrio sulfatu)
Srovés greitis: 1 ml/min., p=190 bar.PavyzdZio tiris:
20 ul.
Nustatymo bangos ilgis:
- 230 nm BW: 6 (ref. 350 nm BW:80) SIN-1A ir SIN-1C
tarp 0-8 minuciy
- 292 nm BW: 6 (ref. 400 nm BW:80) SIN-1 po 8 minuciy

Uzsilaikymo laikai: SIN-1 9.6 min.

SIN-1C 4.5 min.

SIN-IA 4.8 min.
Kalibravimuli naudojami naujai paruosti SIN-1 ir SIN-1C
tirpalai, SIN-1A kiekis isreiskiamas SIN-1C
ekvivalentu.

I.2 pavyzdys

SIN-1A/BCD komplekso paruoSimas

16 g BCD (vandens kiekis 14%) ir 7 g amonio acetato
istirpinama 1000 ml distiliuoto vandens, veikiant
ultragarsu. I§ tirpalo paSalinamas deguonis, leidZiant
per 3ji helio dujas, po to istirpinama 3 g SIN-1
medziagos.Kietas kompleksas isskiriamas nedelsiant
Saldant-dziovinant, o vanduo pasalinamas 40-50°

temperatiiroje. Tiek tirpalas, tiek medZiaga saugomi nuo
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Sviesos poveikio. Kompleksas yra gelsvi labail puris
milteliai.ISeiga: 20%1 g.Nuostolis dZiovinant <1%.
HPLC analize: SIN-1 kiekis: nenustatyta

SIN-1A kiekis: 12%1%

SIN-1C kiekis: 0.30+0.2%

I.3 pavyzdys
SIN-1A/HPBCD komplekso paruosimas

2 g HPBCD (DS=2.8) ir 0.8 g amonio acetato iStirpinama

25 ml distiliuoto vandens, veikiant ultragarsu.
PaSalinus deguoni, praleidziant helio dujas,
igtirpinama 200 mg SIN-1. Kietas kompleksas iSskiriamas
nedelsiant Saldant-dziovinant. Vanduo pasSalinamas 40-
50°c temperatiiroje. Tiek tirpalas, tiek medziaga
saugomi nuo §viesos poveikio. Gaunama 2.8%0.1 g SIN-
1A/HPBCD komplekso Sviesial geltony milteliy pavidalu.
Nuostolis dziovinant <1%.

HPLC analize: SIN-1: nenustatyta

SIN-1A: 11.6+0.2%

SIN-1C: 0.36%0.1%

I.4 pavyzdys

SIN-1A/RAMEB komplekso paruo§imas

2 g RAMEB (DS=1.8) ir 0.8 g amonio acetato istirpinama
25 ml distiliuoto vandens, veikiant ultragarsu.
Pasalinus deguoni, praleidziant helio dujas,
istirpinama 200 mg SIN-1 medziagos, tirpalas Saldomas-

dziovinamas ir isskirtas kietas kompleksas dZiovinamas
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2 wval. 40-50°C temperatiroje. Tirpalas ir medziaga
saugomi nuo sviesos poveikio.
Gaunama 2.8+0.1 g SIN-1A/RAMEB komplekso S§viesiai
geltony milteliy pavidale. Nuostolis dziovinant <1%.
HPLC analize: SIN-1: nenustatyta

SIN-1A: 12.0+0.2%

SIN-1C: 0.6+0.1%

1.5 pavyzdys
SIN-1A/BCD komplekso paruosimas fosfatiniame buferyje

1 g PBCD (vandens kiekis:14%) iStirpinama 55 ml
fosfatinio buferio tirpale, kurio pH=8.0, sutinkamai su
USP XXII, veikiant ultragarsu.Pasalinus deguoni helio
pagalba, istirpinama 100 mg SIN-1. Tirpalas nedelsiant
galdomas-dZiovinamas. Tirpalas ir medZiaga saugomi nuo
gviesos poveikio.Gaunama 1*#0.1 g SIN-1A/BCD gelsvos
spalvos labal puriy milteliy. Nuostolis dZiovinant
< 1%. |
HPLC analize: SIN-1 kiekis: nenustatyta

SIN-1A kiekis: 8.3%

SIN-1C kiekis: 0.24%

I.6 pavyzdys

1 g PBcD (vandens kiekis 14%), 100 mg SIN-1
hidrochlorido ir 100 mg amonio acetato kruopsciai
maigsomi gristuvélyje 15 min. Trumpal pagridus, misinys
tampa aiskiail geltonas.ISlaikius 2 dienas uzdarame, nuo
iviesos apsaugotame inde, HPLC analize, sutinkamai su

I.1 pavyzdziu, duoda sekanc¢ius rezultatus:
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SIN-1 kiekis: nenustatyta
SIN-1A kiekis: 7.940.2%

SIN-1C kiekis: 0.41£0.1%

I. 7 pavyzdys

Panaudojant I.6 pavyzdzio blidg, bet imant 50 mg amonio
acetato, stebimas SIN-1A (geltona spalva) susidarymas
yra létesnis, jis trunka keletg valandy.
HPLC analizé, islaikius SIN-1A/BCD 2 dienas:

SIN-1: 0.5%0.1%

SIN-1A: 6.9%0.2%

SIN-1C: 0.6+0.1%

I.8 pavyzdys

Laikantis procedliros, aprasytos I.6 pavyzdyje, bet
panaudojant 300 mg amonio acetato, mi$inio geltona
spalva atsiranda praktiskai tuojau pat po komponenty
sumaisymo.
HPLC analizé [BCD kompleksui tg pac¢ig dieng po
paruos$imo:

SIN-1: nenustatyta

SIN-1A: 6.9%0.2%

SIN-1C: 0.5%0.1%
1.9 pavyzdys

1 g PBCD (vandens kiekis 14%) , 100 mg SIN-1
hidroclorido ir 100 mg natrio acetato 3H,O0 kruopséiai
maisomi gristuvélyje 15 min., po to misSinys apdorojamas

termigkai 1 val. 70°C temperatiroje.
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Termiskai apdoroto pavyzdzio HPLC analize:
SIN-1: nenustatyta
SIN-1A: 7.1%20.2%
SIN-1C: 0.8%0.1%

II. PALYGINAMIEJI PAVYZDZIAI

II.1 pavyzdys

Bandytas SIN-1A/BPCD paruoSimas su acto rigstimi.

Paruosimas atliekamas taip, kaip I.2 pavyzdyje, bet
vietoje vandens ir amonio acetato BCD iStirpinamas 0.1M
acto rigsties tirpale.
Produkto HPLC analizé: SIN-1: 8.4%

SIN-1A: 0.28%

SIN-1C: nenustatyta
Tokiu bidu, kietas SIN-1A/PCD kompleksas neisskirtas.

II.2 pavyzdys

Bandytas SIN-1A/BCD paruo$imas su natrio hidroksidu.

Komplekso sudarymas atliekamas taip, kaip aprasyta I.5
pavyzdyje, bet BCD istirpinamas 55 ml vandeninio natrio
hidroksido tirpale, kurio pH=8.4, vietoj naudoto amonio

acetato. Gauto kieto produkto HPLC analize:
SIN-1: 10.5%

SIN-1Aa: 0.40%
SIN-1C: nenustatyta
SIN-1A/BCD kompleksas nera iSskirtas.
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III. ANALITINIAI IR BIOLOGINIAI PAVYZDZIAI

IIT. 1 pavyzdys

SIN-1A kompleksy stabilumas ir konversijos efektyvumas

parodyti 1 lenteléje. Pavyzdziai buvo laikyti 11

meénesiy kambario temperatﬁroje oro atmosferoje
stikliniuose induose, apsaugotuose nuo Sviesos
poveikio. SIN-1A kiekis yra pateiktas SIN-1C
ekvivalentu.
1 lentelé
SIN-1 SIN-1A SIN-1C
kiekis % kiekis % kiekis %
po islai- po iglai- po islai-
paruc- kius paruo- kius paruo- kius
$imo 11 mén §imo 11 mén. $§imo 11 mén.
SIN- '
1A/oCD 3.59 2.46 0.68
SIN-
1A/BCD 0 0 10.66 9.59 0.68 0.50
SIN-
1A/yCD 0 0 11.71 7.23 0.32 0.49
SIN-
1a/
HPBCD 0.03 0 11.61 7.53 0.36 0.39
SIN-
1a/
RAMEB 0 0 12.11 9.43 0.68 0.87

III. 2 pavyzdys

SIN-1A/BCD pavyzdys tuojau pat po Jjo paruosimo turi
11.47% SIN-1A. 1Islaikius kambario temperatiiroje 12
ménesiy, jis turi 8.36% SIN-1A, o praejus 23 menesiams,
jis turi 6.59% SIN-1A. SIN-1C kiekiai atitinkamai lygis
0.18, 1.31 ir 1.57%.
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Kompleksai, turéjo apytiksliai 5-8% intarpinio vandens,

daugiausia prijungto prie ciklodekstrino ertmes.

ITII. 3 pavyzdys

Stabilumag didinantis temperatlirinio apdorojimo, atlikto
po Saldymo - dZiovinimo (antrinis dziovinimas), efektas

parodytas 2 lenteleje.

2 lenteleé
SIN-1A/BCD SIN-1 kiekis% SIN-1A kiekis% SIN-1C
kiekis%
po pa- 1islai- po pa-- islai- po pa- islai-
ruo- kius 11 ruosSi- kius 11 ruoSi- kius 11
Simo men. mo mén. mo mén.
SIN-1A/BCD 0 0 12.7 10.89 0.40 0.79
SIN-1A/BCD,
apdorotas 0 0 12.7 12.50  0.40 0.56
termiskai
po iglai- po islai- po islai-
paruo- kius 19 paruo- kius 19 paruo- kius 19
gimo meén. gimo meén. §imo mén.
SIN-1A/fBCD 0.04 0 14.81 7.41 0.29 1.75
SIN-1A/BCD,
apdorotas 0.04 0 14.81  12.41  0.29 1.15
termiskai

III. 4 pavyzdys

NO i&gskyrimo i§ SIN-1A/BPCD komplekso greitis ir

apimtis.

NO i&skyrimas SIN-1A/CD tirpaluose buvo tiriamas
cheminiais ir biologiniais metodais.

250 mg komplekso (atitinka apytikriai 25 mg SIN-1A)
istirpinama 100 ml distiliuoto vandens.I§ karto po

istirpinimo NO i&skyrimas netiesiogiai nustatomas vienu
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metu matuojant SIN-1A kiekio sumazejimg ir SIN-1C
metabolito susidarymg HPLC pagalba kaip funkcijg nuo
laiko. Matavimai kartojami skirtingais laiko
intervalails, saugojantis $§viesos poveikio.

3 lentelé parodo SIN-1A skilimo distiliuotame vandenyje

kambario temperatiiroje, esant [CD, gammaCD ir HPBCD,

kinetiksa.

3 lentelé

laikas,min. BCD YCD HPBCD
kompleksas kompleksas kompleksas
SIN- SIN- SIN- SIN- SIN- SIN-
1A ic ia iC 1A 1C
ug/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml

0 213 i3 270 7 240 8

20 152 39 - - - -

40 116 53 - - - -

50 104 59 165 46 135 52

70 86 65 - - - -

100 55 75 140 58 92 70

130 40 86 - - 80 140

180 19 95 S5 75 - -

Nustatytas kompleksy T1/2 {(gyvavimo pusperiodis),
isskaidiuotas 1§ SIN-1A kiekio sumazejimo, yra 53 min.-

BCD, 24 min. - gammaCD ir 70 min. - HPBCD.

IIT. 5 pavyzdys

NO isskyrimas labiau praskiestame SIN-1A/BCD tirpale

(100 pg/ml SIN-1A/BCD komplekso atitinka 10 pg/ml SIN-

1) nustatomas UV-spektrofotometriskai, matuojant
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SIN-1C metabolito susidarymg kaip nuo laiko
priklausancéiag funkcija. Perejimas SIN-1A—>SIN-1C
lydimas labai bidingo UV-spektrinio poky¢io, nes SIN-1A

turi UV maksimumg prie 230+l nm ir nerodo absorbcijos

prie 2771 nm (Agax SIN-1C).

10 mg SIN-1A/BCD komplekso (atitinka apytikriai 1 mg

SIN-12) istirpinama 100 ml distiliuoto vandens. Tirpalo

UV-spektras registruojamas tarp 200-350 nm
nepraskiedus, nedelsiant po istirpinimo, ir
registravimas pakartojamas skirtingais laiko

intervalais, saugantis Sviesos poveikio. Susidares SIN-
1C kiekis isskaicdiuojamas 15 absorbcijos prie 2771 nm
reikémiy, naudojant kalibracine kreive, standartu imant
SIN-1C. SIN-1C koncentracija buvo mazZesné negu 0.7
ng/ml igkart po istirpinimo ir apytikriai buvo 7.8
pg/ml po 270 min. Matyt, isskiriamas ekvivalentinis NO
kiekis. Nustatytas komplekso gyvavimo pusperiodis: 90-
100 min.

Fig.1 iliustruoja  UV-spektro kitimg kaip laiko
funkcija: parodytas SIN-1A/BCD komplekso UV spektras 10
minuéiy intervalais iki 160 minuc¢iy, isStirpinus 10 mg
komplekso 100 ml vandens. Yra stebima absorbcijos

priklausomybé nuo bangos ilgio.
III. 6 pavyzdys

NO susidarymas nustatomas tiesiogiai, naudojant NO
specifini porfirinini mikrosensorinj detektoriy. Meto-
das (Nature, Vol.358 p.675,1992) igalina kontroliuoti

NO igsiskyrima iki 107?° moliy vienoje lasteléje
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biologinése mikrosistemose amperometriniu ar
voltametriniu metodu.

1 mM SIN-1A/BCD fosfatiniame buferyje, kurio pH=7.4,
37°C temperatiiroje pirmas 5 minutes NO isskiria 2.37
puM/min. grei&iu, o tarp 10-os ir 30-os minutés - 0.17
uM/min. greic¢iu. IStirpinant 0.1 mM mediiagos ,

reiksmés atitinkamai yra 0.42 pM ir 0.07 pM.

IITI. 7 pavyzdys

Trombocity agregacijos inhibicija SIN-1A/BCD komplekso
pagalba:

Azoto oksidas bidavo identifikuojamas kaip natiiralus
molekulinis rodiklis trombocity agregacijos
inhibicijoje, naudojant guanilato-ciklazés/cikline GMP
sistemg (Blood, 57.946, 1981). SIN-1 ir SIN-1A/BCD

komplekso biologiniai efektai buvo tiriami , lyginant
jy trombocity agregacijg inhibuojancius efektus.

Trombocity agregacija buvo tyrinéjama trombocitais
turtingoje triugio ir zmogaus plazmoje (J.
Cardiovasc.Pharmacol. 14 suppl. 11; psl.120, 1989).

Kiekvienoje trombocitais turtingoje triusiy plazmos

‘partijoje 8 doziy atsako kreives buvo registruojamos

tromboksano mimetiku U-46619 (0.25-4.0 uM), esant SIN-
1A/BCD  komplekso O, 107,10  ar 107  moliy
koncentracijoms. Dozés atsako kreivés buvo atliekamos
atsitiktine seka. Po to buvo naudojama fiksuota U-46619
(4pM) koncentracija, kad paruosti i&tisas SIN-1 ir Sin-
1A/BCD  koncentracijos-inhibicijos  kreives. U-46619

indukavo agregacija priklausomai nuo koncentracijos.
Visais atvejais agregacijg inhibuojantis efektas, esant

identiskai moliarinei koncentracijai, buvo Zymiai



10

15

20

25

21

LT 4167 B

didesnis SIN-1A/BPCD komplekso, lyginant su SIN-1. pD,
(50% inhibicijg duodanc¢ios koncentracijos neigiamas
logaritmas) reiksmés yra 5.57+0.11 (n=7) SIN-1 ir
6.36£0.07 (n=7) SIN-1A/BCD kompleksui, pazZymint, Jjog
Siame teste kompleksas buvo apie 6 kartus efektyvesnis
negu SIN-1. Kituose panasiuose eksperimentuose
nustatyta, jog SIN-1A/PCD kompleksas buvo apié 10 kértq

efektyvesnis uz SIN-1.
III. 8 pavyzdys

Eksperimentai, aprasyti III.7 pavyzdyje, pakartoti su
SIN-1, naujaili paruostu SIN-1A/BCD kompleksu (SIN;lA
kiekis 14.8%) ir su SIN-1A/BCD kompleksu, kuris buvo
laikomas 23 ménesius kambario temperatiroje (SIN-1A
kiekis i§ pradziy buvo 11.47%, po 23 menesiy - 6.59%),
panaudojant citruotg trombocitais turtingg plazmg. 4
lentelé iliustruoja rezultatus, rodanc¢ius neigiamus
logaritmus (pD3) SIN-1 ir SIN-1A/BCD komplekso
koncentracijos, sglygojancios U46619 indukuotos
agregacijos trombocitais turtingoje Zmogaus plazmoje
50% inhibicija.

Yra jvertinti tiek amplitudé, tiek agregacijos kreives
nuozulnumas. Skirtumas pD, reiksmése 2zymi, jog naujai
paruoStas SIN-1A/BCD buvo apie 8 kartus efektyvesnis uz
SIN-1. KXompleksas, i8laikytas 23 ménesius, buvo 3
kartus maZziau aktyvus uZ naujai paruosSta komplekss,
bet 3 kartus aktyvesnis uZ pati SIN-1.

In vivo testy rezultatai rodo, jog ¢ia parodyti SIN-
1aA/PCD kompleksai yra naudingi trombocity agregacijos

in vivo inhibitoriai.
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4 lentele

Medziaga agregaciija

n amplitude nuozulnumas

SIN-1 10 4.8%+0.05 4.85+0.13
SIN-1A/BCD naujai
paruosStas (SIN-12a :
kiekis: 14.81%) 10 5.54+0.10 5.85x0.11
SIN-1A/BCD
(iglaikytas 23
mén., SIN-1A
kiekis: 6.59%) 3 5.80+0.16 5.42+0.06

Kaip matyti 1§ gyvavimo pusperiodzio reikSmiy, SIN-
1A/ciklodekstrino kompleksai po vaisty ivedimo sugeba
nepertraukiamai produkuoti azoto oksidg pastovesniu

greié&iu ilgesni laiko tarps.
III. 9 pavyzdys

Pirktinis SIN-1 (CORVASAL) 1lyginamas su SIN-1A/BCD
kompleksu, ivedant Jji per triusiy miego arterijs.
Nembutaliu anestezuoty triusiy miego arterija
perpjaunama, 3 mm ilgio Ziedai imobilizuojami spaustuku
ir patalpinami i organy vonias. Susitraukimas
indukuojamas tris kartus su 3x10°7 M fenileprino, po to
praplaunant. Dozés atsako kreivés registruojamos nuo
3x10°° M iki 3x10°° M CORVASALo (nurodant SIN-1 kieki)
ir nuo 3x10° M iki 3x10°°> M SIN-1A/BCD (nurodant SIN-1A
kieki) .

Fig.2 rodo susitraukimo, priklausomai nuo preparato
koncentracijos, kreive. Kaip matosi, PBCD kompleksg su

SIN-1A turintis preparatas apie 6 kartus efektyvesnis
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uz laisvg SIN-1. Parodyti tasSkai pateikia 6 matavimy

vidurki.
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TSRADIMO APIBREZTIS

1. Galindio i&skirti azoto oksida agento intarpiniai
kompleksai su ciklodekstrinais, b e s iskirian -
t v s tuo, kad jile yra stabilis kietoje bilsenoje ir
igskiria azoto oksidg kambario temperatiroje,
istirpinus vandenyje arba vandeninéje sistemoje,
sudaryti i$ N-morfolino-N-nitrozaminoacetonitrilo ir
ciklodekstriny ir/arba ciklodekstriny dariniy, be to
gali turéti fiziologiskai priimting katalizuojanti arba

stabilizuojanti jonsa.

2. Intarpiniai kompleksai pagal 1 punkta, be s i -
s k i r i a n t vy s tuo, kad minetas jonas yra

karboksiriigéties  anijonai, tokie kaip acetatas,

formiatas, propionatas, askorbinatas, tartratas ir/arba

laktatas ir/arba neorganinés rigsties anijonai, tokie
kaip fosfatas, fosfitas, boratas, karbonatas,
hidrokarbonatas, sulfatas, sulfitas ir/arba katijonai,

tokie kaip Sarminio metalo ir/arba amonio.

3. Intarpiniai kompleksai pagal 1 arba 2 punktus, b e -

siskiriantys tuo, kad minéti ciklodekstrinai
yra P-ciklodekstrinas, y-ciklodekstrinas arba a-ciklo-
dekstrinas ir/arba ciklodekstrino dariniai yra
hidroksipropilinti arba metilinti ciklodekstrinai,
tokie kaip hidroksipropil-fB-ciklodekstrinas, turintis
vidutinigkai 2,8 hidroksipropilo grupiy ciklodekstrino
vienetui; heptakis-2,6-di-o-metil-B-ciklodekstrinas,
atsitiktinai metilintas P-ciklodekstrinas, turintis
vidutinigkai 12 metoksigrupiy ciklodekstrino vienetui,

heptakis-2,3,6-tri-o-metil-B-ciklodekstrinas.
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4. Farmacinés kompozicijos, fakultatyviai turinéios
iprastas pagalbines ir papildomas medziagas, naudojamas
farmacijoje peroraliniam, parenteraliniam ar kitam
medicininiam vartojimui, b e s i s ki rian¢eé¢ios

tuo, kad kaip aktyvuy ingredientg turi intarpinius

kompleksus pagal 1-3 punktus, 1ir yra , optimaliai,
milteliy, kurie iStirpinami pries ©pat vartojima,
formoje.

5.Farmacinés kompozicijos, b e s 1 s k i r i a n-
¢ 1 o s tuo, kad kaip aktyvy ingredientg turi kietoje
blisenoje stabilaus N-morfolino-N-nitrozaminoace-
tonitrilo intarpinius kompleksus su B-ciklodekstrinu,
yY-ciklodekstrinu arba a-ciklodekstrinu, galinc¢ius
tureti fiziologiskai priimting katalizuojanti arba
stabilizuojanti anijona pagal 2 punkta, kuris gali biuti
amonio arba sSarminio metalo druskos formoje, geriausiai

acetatsg.

6. Rinkiniai su ingredientu, i&skirianc¢iu NO nustatytu
kiekiu ir grei¢iu, istirpinus vandeninéje terpeéje, ir
skirti naudoti kaip NO atlaisvinimo standartai, b e -
siskiriantys tuo, kad savo sudétyje kaip

.aktyvy 1ingredientg turi intarpinius kompleksus pagal

bet kuri i§ 1-3 punkty.

7. Stabiliy kietoje blisenoje N-morfolino-N-
nitrozaminoacetonitrilo intarpiniy kompleksy su
ciklodekstrinais arba ciklodekstriny dariniais gavimo
blidas, b e s i s kiriantis tuo, kad tinkamose
pH sglygose ir esant ciklodekstrinams arba
ciklodekstriny dariniams, sugebantiems sudaryti

intarpinius kompleksus, 3-morfolino-sidnoniming veikia



10

15

25

26

LT 4167 B

katalizuojanc¢iais jonais, tuo bldu perkelia pusiausvyrg
i N-morfolino-N-nitrozaminoacetonitrilo susidarymo puse
ir susidariusi N-morfolino-N-nitrozaminoacetonitrilag
kompleksina ir stabilizuoja, nedelsiant 1isskiriant
kietame pavidale gautus N-morfolino-N-nitrozamino.
acetonitrilo «ciklodekstriny intarpinius kompleksus,
galinéius turéti jony, fakultatyviai atitinkémq drusky

formoje.

8. Biudas pagal 7 punktg, b e s i s ki r iantis
tuo, kad reakcijag 3-morfolino-sidnonimino su
ciklodekstrinu arba ciklodekstrino dariniu vykdo
kietoje biisenoje, dalyvaujant katalizuojanc¢iam jonui
fakultatyviai jo druskos formoje, kruop$Sé¢iai sumaisant
arba sutrinant komponentus, arba Saldant-dzZziovinant
vandenini komponenty tirpala, pasSalinus 1§ jo deguoni;

po to atlieka antrinji dziovinimg vakuume.

9. Bldas pagal bet kuri 7 arba 8 punkta, b e s i s k 1i-
r i a n t i s tuo, kad katalizatoriais ar
stabilizatoriais naudoja amonio ar Sarminio metalo
druskas su karboksirtgsties anijonais, tokiais kaip
acetatas, _formiatés, propionatas, askorbinatas,

tartratas ir/arba neorganines rig8ties anijonais,

tokiais kaip Dboratas, karbonatas, hidrokarbonatas,

fosfatas, fosfitas, sulfatas ir/arba sulfitas.

10. BUdas pagal bet kuri i§ 7-9 punkty, b e s i s k 1 -
riantis tuo, kad reakcijg vykdo pH intervale 6-10
ir -kada vanduo naudojamas reakcijos terpe- atlieka
antrini dZiovinimg 40-100°C temperatiiroje, geriausiai,

50-70°C temperatiroje.
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