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I§radime pateikiami junginiai, specifiSkai inhibuojantys Faktoriaus Xa aktyvuma. Junginiy bendra formulé
yra X;-YIR-X,, kuricje X, yra H, acilas, alkilas, acilalkilas, arilalkilas arba viena ar kelios aminoriigstys, X, yra
modifikuota C-galiné grupé, viena ar kelios karboksila blokuojantios grupés arba viena ar kelios amonoriigstys
ar kitas pakaitas, Y, | ir R yra, atitinkamai, tirozinas, izoleucinas ir argininas, arba i peptida panasios ar
organinés struktiros, turin€ios tokj pati funkcinj aktyvuma kaip, atitinkamai, Y, | ir R. Be to, $is iSradimas
pateikia junginj, kurio bendra formulé yra A1-A2-(A3),-B, kurioje m yra 0 arba 1. I§radimo junginys gali turéti
linijing arba cikling struktlrg i§ 2-43 liekany. 1§radimo junginys charakterizuojamas dalinai tuo, kad specifiskai
inhibuoja Faktoriaus Xa aktyvuma, jo K<100 pM, geriausia <2 nM, ir #ymiau neinhibuoja kity proteaziy,
dalyvaujanéiy kreséjimo kaskadoje, aktyvumo. l§radime dar pateikiami specifinio Faktoriaus Xa aktyvumo
inhibavimo ir kraujo kre$éjimo in vitro ir individe inhibavimo bidai, bei Faktoriaus Xa kiekio ir aktyvumo
nustatymo biidai.
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I3radimas susijes su kraujo kre§¢jimo baltymais, ypac su

specifiniais kraujo kreSéjimo fermento Faktoriaus Xa inhibitoriais.

Kraujo kre$éjimas yra gyvybiskai svarbus. Taciau, kai kuriy ligy
atveju kraujo kreSuliy susidarymas jau savaime yra ligos Saltinis. Taigi,
kartais gali biiti naudinga stabdyti kraujo kreSuliy formavimasi. Taciau
nenaudinga pilnai inhibuoti kreSéjimo sistemga, kadangi tai gali sukelti
gyvybei pavojinga nukraujavima.

Siekiant sumazinti kraujo kreSuliy susidaryma kraujotakos
sistemoje, tos srities specialistai stengesi surasti efektyvy
protrombinazés arba Faktoriaus Xa, jjungto | protrombinazés
kompleksa, kur jis aktyvuoja trombing kreSuliy susidarymo metu,
inhibitoriy.

Tinkamos Faktoriaus Xa inhibitoriaus koncentracijos padidinty
protrombinaze¢ formuojanciy agenty lygi, blting kreSéjimui inicijuoti,
bet, vos tik susidarius kritinei trombino koncentracijai, be reikalo
netesty kresejimo proceso.

Taciau, nepaisant seniai pripaZinto tokiy inhibitoriy
naudingumo, $§iuo metu klinikiniam naudojimui néra né vieno
efektyvaus specifinio Faktoriaus Xa inhibitoriaus.

Daugeliu klinikiniy atvejy labai reikalingas anti-koaguliacinis
gydymas. Siuo metu turimi vaistai daugeliu specifiniy klinikiniy atvejy
veikia nepakankamai. Pvz., apie 50 % pacienty, kuriems atliktas viso
klubo sgnario pakeitimas, i8sivysto giliyjy veny trombozé (DVT).
Dabartiniu  metu naudojama terapija apima fiksuotas mazo
molekulinio svorio heparino (LMWH) ir kintamas heparino dozes.
Netgi naudojant tuos vaisty rezimus, nuo 10 iki 20 % pacienty issivysto

DTT, o nuo 5 iki 10 % pacienty iSsivysto nukraujavimo komplikacijos.
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Dar viena klinikiné situacija, kurioje reikia geresniy
antikoagulianty, apima pacientus, ruoSiamus Sirdies kraujagysliy
rekonstrukcijai ir esant miokardo infarkto rizikai arba sergancius
progresuojancia stenokardija. Dabartinis, placiai priimtas gydymo
biidas, kuris susideda i§ paskyrimo ligoniui heparino ir aspirino, yra
susijes su kraujagysliy uzsikiS$imo sumaZzinimu 6-8 % 24 val. begyje. Deél
heparino naudojimo kilusiy nukraujavimo komplikacijy, reikalaujanciy
gydymo perpilant krauja, skai¢ius yra taip pat apie 7%. Dar daugiau,
netgi nors vélesni uZsikimSimai yra reikSmingi, heparino skyrimas
uZbaigus procediirg yra nevertingas ir gali biiti Zalingas.

Pladiausiai naudojami kraujo kre$éjimo inhibitoriai yra heparinas
ir panasiis siera turintys polisacharidai, LMWH ir heparino sulfatas.
Sios molekulés veikia kaip antikoaguliantai suriSdamos naturaly
kred¢jimo proceso reguliatoriy anti-trombing III su trombinu ir
Faktoriumi Xa. Inhibuojantis heparino aktyvumas pirmiausia
nukreiptas i trombina, kuris inaktyvuojamas apytikriai 100 karty
greitiau, negu Faktorius Xa. Nors ir giminingi heparinui, heparino
sulfatas ir LMWH yra stipresni inhibitoriai Xa negu trombinui,
skirtumas in vitro yra saikingas (3-30 karty), o efektas in vivo gali biti
nenuspéjamas. Hirudinas ir hirulogas, du trombinui = specifiski
antikoaguliantai $§iuo metu bandomi Klinikose. ~Taciau Sie
antikoaguliantai, kurie inhibuoja trombing, taip pat susij¢ su
nukraujavimo komplikacijomis.

Priesklinikiniai bandymai su babuinais ir Sunimis parode, kad
specifiniai Faktoriaus Xa inhibitoriai sustabdo kreSuliy formavimasi,
nesukeldami paSaliniy nukraujavimo efekty, stebimy naudojant
tiesioginius trombino inhibitorius. Tokie Faktoriaus Xa inhibitoriai
apima, pvz., 2,7-bis-(4-amidinobeziliden)-cikloheptanong ir Nao-
tozilglicil-3-amidinofenilalanino metilo esterj (“TENSTOP”) , kuriy
efektyvi inhibavimo koncentracija (K;) yra atitinkamai , apie 20 nM ir

800 nM. (+)-(25)-2-(4({(3S)-1-acetimidoil-3-pirodinil }oksi)fenil)-3-(7-
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amidino)-2-naftil)propano riigStis taip pat priklauso Faktoriaus Xa

inhibitoriy klasei (Katakura et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.

197:965-972 (1993)). Taciau ligi Siol Sie junginiai néra istirti klinikoje.

Specifiniai baltyminiai Faktoriaus Xa inhibitoriai taip pat
identifikuoti ir apima, pavyzdZiui, antistasing (“ATS”) ir erkés
antikoaguliacinj peptida (“TAP”). ATS, Kuris yra iSskirtas i§ délés
Haementerin Officinalis, sudarytas i§ 119 aminorﬁgééiq ir jo Kj
Faktoriaus Xa atzvilgiu yra 0,05 nM. TAP, kuris yra iSskirtas i§ erkés
Omithodoros moubata, turi 60 aminoriigciy ir K; apie 0,5 nM.

Rekombinantiniy ATS ir TAP efektyvumas tyrinétas keletoje
modeliniy gyvuliniy sistemy. Abu inhibitoriai sumaZina kraujavimo
laika, lyginant su kitais antikoaguliantais ir stabdo kre$¢jima esant
tromboplastino indukuotam kaklo veny trombozés modeliui. Siame
modelyje gauti rezultatai koreliuoja su rezultatais, gautais naudojant
dabar geriausig vaistg - heparing.

Nustatyta, kad transderminis veikimas ATS-u yra efektyvus
tromboplastinu indukuotame diseminuoto intravaskulinio koaguliavimo
modelyje (DIC). TAP efektyviai uzkerta kelia “high-shear” arterinei
trombozei ir pratakumo sumaZzejimui, sglygotam poliesterinio
(“DACRON”) implantanto, tokiu mastu, kad duoda klini$kai priimtina
nepilnai aktyvuoto tromboplastino laiko (aPTT) prailginima, ty.,
maziau negu dukartinj prailginima. Palyginimui, standartinis heparinas,
netgi panaudotas dozémis, salygojanciomis 5-kartinj aPTT prailginima,
nestabdo trombozes ir sumazinto pratakumo implantanto viduje. aPTT
yra klinikinis testas koaguliacijai, ypac jautrus trombino inhibitoriams.

ATS ir TAP neistirti klinikoje. Pagrindinis $iy dviejy inhibitoriy
trikumas yra tai, kad reikalingy kartotiniy doziy skyrimas isSaukia
neutralizuojanéiy antikliny susidaryma, kas apriboja jy potencialy
klinikinj panaudojimg. Dar daugiau, TAP ir ATS kiekiai daro
nejmanomu peroralinj skyrimg, tuo biidu pacienty, galin¢iy naudoti

Siuos agentus, skaicius dar apribojamas.
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Specifinis Faktoriaus Xa inhibitorius blity esminiai naudingas
medicininéje praktikoje. Faktoriaus Xa inhibitorius biity ypa¢ efektyvus
situacijose, kuriose §iuo metu geriausi vaistai - heparinas ir panasis
siera turintys polisacharidai yra neefektyvils arba mazai efektyvis. Taigi,
egzistuoja poreikis specifiSkam Faktoriui Xa mazos molekulinés mases
kraujo kre$éjimo inhibitoriui, kuris bity efektyvus, bet nesukelty
nepageidaujamy Salutiniy efekty. Sis i§radimas patenkina tokj poreiki ir

pateikia su tuo susijusig naudg.

Iiradimas apraso junginius, specifi$kai inhibuojancius Faktoriaus
Xa aktyvumga. Junginio pagal §j iSradimg struktira yra X;-Y-I-R-X,,
kurioje X; yra vandenilis (H), acilas, alkilas arba arilalkilo grupe, arba
viena ar kelios aminoriigitys, o X, yra modifikuota C-galiné grupe,
viena ar kelios karboksilg blokuojancios grupés (Ziir. toliau), viena ar
kelios aminoriigstys, arba kiti pakaitai, o Y, I ir R reiskia, atitinkamai,
aminoriigStis tirozing, izoleucing ir argining ir peptiding ar organing
grupe, turinCig tokj pat funkcinj aktyvuma kaip, atitinkamai, tirozinas,
izoleicinas ir argininas. Be to, iSradimo junginys turi strukttrg Al-A2-
(A3)n-B.

I§radimo junginys gali biiti tiesios grandinés arba ciklinis, turéti
2-43 liekanas ir biiti modifikuotas N- arba C-gale arba abiejuose. Tokie
junginiai specifiSkai inhibuoja Faktoriaus Xa aktyvuma, jy Ki < 100 uM,
geriausia K; < 2 nM, ir i§ esmés neinhibuoja kity proteaziy,
dalyvaujanéiy koaguliacijos kaskadoje, aktyvumo. Tokiy junginiy
konkretiis pavyzdziai yra Ac-Tyr-Ile-Arg-Leu-Ala-NHy; Ac-Tyr-Ile-Arg-
Leu-Pro-NHy;  Ac-(iBu)Tyr-lle-Arg-Leu-Pro-NHy;,  Ac-Tyr-Ile-Arg-
N(CH;)O(CH3); Ac-Tyr-{¥(CH;NH)}-Ile-Arg-Leu-Pro-NH> (kur “¥*

" reiskia pseudopeptidinj ry3j, kuris, pvz., gali biti redukuotas, kas yra

¥ymima “(CH,NH)”; pseudopeptidinis rySys Zymimas “‘¥'* skliaustuose:
“{¥}7); Ac-Tyr-lle-Arg-NH-CH;(4-piridil); Ac-Tyr-Ile-{'¥(CH,NH)}-
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Arg-Leu-Pro-NHj; Ac-Tyr-Chg-Arg(NO,)-{W(CH:NH)}-Leu-NH;;
Ac-Tyr-lle-Arg-{¥(COCH3) }-Gly-Pro-NH;; Ac-Tyr-Ile-Dab(N'-
CsHsN)-Leu-Ala-NH;; Ac-Tyr-Ile-PalMe(3)-NH,; Tyr-ILe-Arg-NH;;
(D)-Tyr-1le-Arg-Leu-Pro-NHy; Ac-(Bzl)Gly-(Chx)Gly-(3-
guanidopropil)Gly-NH,; ciklo(Gly-Tyr-Ile-Arg-Gly); Tfa-(iBu)Tyr-Chg-
Arg-Leu-Pro-NHj;; Ac-pAph-Chg-Arg-Leu-Pro-NHj; Ac-Nal(2)-Chg-
Arg-Leu-Pro-NH;; Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NHj; ir jy farmaciskai
priimtinos druskos bei dariniai, modifikuoti C-gale, tokie kaip jy
amidai, esteriai, alkoholiai ir aldehidai (Zidr. taip pat 5 lentelg). Taip pat
pateikiami konkretlis Faktoriaus Xa inhibavimo ir kraujo kre$éjimo
inhibavimo gyvame individe biidai, o taip pat Faktoriaus Xa

koncentracijos ir aktyvumo nustatymo metodai.

TRUMPAS BREZINIU APRASYMAS

Fig.1 yra kraujo kre3¢jimo kaskados schema.
Fig.2 yra bendra junginio pagal §j iSradimg formulé.

Fig.3 yra iSradimo junginy sintezés schema.

Kraujo kre¢jimas yra sudétingas procesas, apimantis palaipsniui
besipleCian¢ig fermento aktyvavimo reakcijy serija, kurioje plazmos
profermentai yra palaipsniui aktyvuojami, dalinai juos suskaidant.
MechaniSkai kraujo kreS¢€jimo procesas skirstomas j vidinj ir iorinj
biidus, kurie turi bendra etapa - Faktoriaus Xa aktyvavima; tolesnis
trombino generavimas vyksta vienu bendru biidu (zitr. Fig.1).

Dabartiniai duomenys duoda pagrindo manyti, kad vidinis biidas
yra svarbus fibrino siiily susidarymui ir augimui, tuo tarpu kai iSorinis
biidas nulemia prading kraujo kreS¢jimo faz¢. Priimta manyti, kad
kraujo kreS¢jima inicijuoja audiniy faktoriaus-Faktoriaus VIIa

kompleksas. Susidares Sis kompleksas greitai inicijuoja kre$éjima,
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aktyvuodamas Faktorius IX ir X. Po to naujai susidargs Faktorius Xa
sudaro 1:1 kompleksa su Faktoriumi Va ir fosfolipidais, sudarydamas
protrombinazés kompleksa, atsakingg uz tirpaus fibrinogeno virtima
netirpiu. Laikui bégant, audiniy faktoriaus-Faktoriaus VIIa kompleksa
(iSorinis biidas) slopina Kunitz’o tipo proteazes baltyminis inhibitorius,
kuris, susijunges su Faktoriumi Xa, gali tiesiogiai inhibuoti proteoiitini
Faktoriaus VIla-audiniy faktoriaus aktyvuma. Siekiant palaikyti
kre$éjimo procesa esant inhibuotai iSorinei sistemai, papildomas
Faktorius Xa gaminasi déka trombino perduodamo aktyvumo. Tokiu
bidu, trombinas vaidina dviguba autokatalitinj vaidmenj, skatindamas
savo paties gamybg ir fibrinogeno virtima i fibrina.

Autokatalitiné trombino susidarymo prigimtis yra svarbi apsauga
nuo nekontroliuojamo nukraujavimo ir tai uztikrina, kad, jei yra tam
tikras kritinis protrombinazes lygis, kraujo kresejimas vyks iki galo,
salygodamas, pavyzdZziui, kraujavimo nutriikima. Taigi, naudingiausia
iSrasti agentus, kurie inhibuoty kres¢jima tiesiogiai neinhibuodami
trombino.

Sis idradimas pateikia peptidus YIR, kurie yra junginiai,
inhibuojantys Faktoriaus Xa aktyvuma, bet Zymiau neinhibuoja kity
proteaziy, dalyvaujanciy kraujo kreS¢jimo procese, aktyvumo. Ta
prasme, kaip panaudota apraSyme, terminas “junginys” arba “peptidas
YIR” reiskia negamtini peptida Tyr-Ile-Arg (YIR) ir jo analogus,
galincius inhibuoti Faktoriaus Xa aktyvuma. Pati YIR seka Cdia
vadinama “YIR motyvu” ir yra tirozino-izoleucino-arginino tripeptidas
arba jo funkcinis analogas, toks kaip pAph-Chg-PalMe(3), pAph-Chg-
PalMe(3)-NH, ir pAph-Chg-AMP(4) (Ziar. 1 lentele dél
sutrumpinimy). Tokie iSradimo junginiai turi bent vieng YIR motyva

arba jo funkcinj ekvivalenta ir specifiSkai inhibuoja Faktoriaus Xa

aktyvuma. Patogumo deélei, terminai “junginys” ir “YIR peptidas” ¢ia

pladiai naudojami apibiidinimui iSradimo peptidy, tame tarpe jy

funkciniy ekvivalenty, tokiy kaip peptidy analogai, pana$iis  peptidus
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junginiai ir sintetiniai organiniai junginiai. ISradimo peptidy YIR
funkcinis ekvivalentas i§ dalies gali biiti apibiidintas kaip turintis ¢ia
atskleistg struktiirg ir K; < 100 pM Faktoriaus Xa inhibavimo reakcijoje.

YIR peptidy analogai apima, pavyzdZiui, peptidus, sudarytus is
negamtiniy aminoriigé¢iy arba chemiSkai modifikuoty aminortigiéiy, su
salyga, kad junginys iSlaiko Faktoriy Xa inhibuojantj aktyvuma (Zidr.,
pvz., 2 lentele). PanaSiai, panaSiis | peptidus junginiai yra ne
aminoriigi¢iy cheminés struktiiros, kurios imituoja iSradimo peptidy
YIR struktiirg ir iSlaiko Faktoriaus Xa inhibitoriaus aktyvuma. Tokie
panalis | peptidus junginiai paprastai charakterizuojami panasiomis
fizikinémis savybémis, tokiomis kaip dydis, kriivis ar hidrofobi§kumas ir
yra atitinkamos erdvinés orientacijos Kaip ir normaliis YIR peptidai.
Tam tikri pavyzdziai j peptidus panaSiy junginiy, kuriuose amidinis rysys
prie vienos ar keliy aminoriig3¢iy yra pakeistas, pavyzdziui, C-C ry§iu ar

kitu, gerai Zinomi Sioje srityje (Ziir., pavyzdziui, Sawyer, Peptide Based

Drug Design pp. 387-422 (ACS, Washington DC 1995), kuris Cia
cituojamas). Tokiu budu, iSradimas dar pateikia Faktoriy Xa
inhibuojancius junginius, turin¢ius struktiirg A1-A2-(A3),-B, kurioje m
yra O arba 1, kaip Cia atskleista (Ziiir. toliau). Tokiy peptidy, kurie gali
biiti panalus ] peptidus junginiai, pavyzdziai taip pat pateikiami.
Terminas “aminortgStis” €ia vartojamas placiausia prasme ir
reiSkia dvideSimt gamtiniy aminoriigsciy, kurios transliuojamos nuo
genetinio kodo ir sudaro baltymus; terminas apima, jei atskirai
nepazymeéta kitaip, L- ir D-aminoriigStis, taip pat chemiskai
modifikuotas aminoragstis, tokias kaip aminoriigdciy analogai, gamtinés
aminoriigStys, paprastai nejeinancios i baltymy sudétj, tokios Kkaip
norleucinas, ir chemiSkai susintetinti junginiai, turintys aminorugstims
charakteringas savybes. Pavyzdziui, fenilalanino ar prolino analogai ar
panaSiis junginiai, apsprendziantys tuos pacius peptidiniy junginiy
konformacijos apribojimus kaip ir natiiralis Phe ir Pro, jeina |

aminorigi¢iy savoka ir yra Zinomi specialistams. Tokie analogai ir
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panasiis junginiai ¢ia vadinami “funkciniais aminorligi¢iy ekvivalentais”.

Kiti aminoriigi¢iy ir aminoriigi¢iy analogy pavyzdZiai iSvardinti

Roberts ir Vellaccio, The Peptides: Analysis, Sythesis. Biology, Eds.

Gross and Maienhofer, vol. 5, p. 341, Academic Press, Inc., N.Y. 1983,

kuris ¢ia cituojamas. Aminorfig§¢iy, aminoriigs¢iy analogy ir panasiy

struktiiry sutrumpinti Zyméjimai pateikti 1 lentel€je.

1 lentelé. Zyméjimai, naudojami i§radimo aprasyme

Junginys Sutrumpini- Sutrumpini-
mas 1 mas 2

Acetil Ac
Alaninas Ala A
3-(2-tiazolil)-L-alaninas Tza
Amidinas AMDN
Amidoksimas (C(NH,)=N-OH) (CNOH.NH;
(N-metilpiridinium)metilas AMP
(4-(N-metilpiridinium))metilas AMP(4)
1-(N-metilpiridinium)et-1-ilas AEMP
1-(4-(N-metilpiridinium)et-1-ilas AEMP(4)
Argininas Arg R
Asparaginas Asn N
Asparto rugstis Asp D
Benzoilas Bz
2-benzofurankarboksilas Bzf
Benazilas Bzl
Benziloksikarbonilas Cbz
5-benzimidazolkarboksilas 5-Bzim
t-Butiloksikarbonilas Boc
Benzotriazol-1-iloksi-tris-(dimetilamino)- Bop



fosfonio heksafluorfosfatas
B-alaninas

B-valinas

B-(2-piridil)-alaninas
B-(3-piridil)-alaninas
B(4-piridil)-alaninas
B(3-N-metilpiridinium)alaninas
Brom-tris-pirolidinofosfonio
heksafluorfosfatas

t-Butilas

t-Butiloksikarbonilas

Kavos riigstis
Karbonildiimidazolas
Cisteinas
5-chlorindol-2-karboksilas
Cikloheksilas
Cikloheksilalaninas
Cikloheksilglicinas
2,4-diaminobutano rigstis

IS Dab gautas dimetilamidinis
2,3-diaminopropano riigstis

IS Dap gautas dimetilamidinis
3,5-dinitrotirozinas
3,5-dijodtirozinas
3,5-dibromtirozinas
N,N-diizopropilkarboksamidas
N,N-diizopropilkarboksamidas
4-N,N-dimetilaminopiridinas
9-fluorenilmetiloksikarbonilas

5-fluorindol-2-karboksilas

LT 4218 B

BAla
BVal
Pal(2)
Pal(3)
Pal(4)
PalMe(3)
PyBroP

tBu, But

Boc

Caff

CDI

Cys

CICA

Chx

Cha

Chg

Dab

Dab(N'C;H;N)

Dap

Dap(NP-C3H;N)
Tyr(3,5-NOy) Y(3,5-NO,)
Tyz(3,5-1) Y(3,5-])
Tyr(3,5-Br) Y(3,5-Br)
DIBA

DIPA

DMAP

Fmoc

FICA
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Formilas

Glutaminas

Glutamino riigstis
y-karboksiglutamino riigstis
Glicinas

Histidinas

Homoargininas
5-hidroksiindol-2-karboksilas
N-hidroksibenzotriazolas
3-hidroksiprolinas
Iminodiacto riigstis
5-aminoindol-2-karboksilas
5-nitroindol-2-karboksilas
DL-indolin-2-karboksilas
Izobutilas

Izoleucinas

Izonikotino riigstis
N-metil-izonikotino riigstis
4-piperidinkarboksiriigstis
Izopropanolis
1-izochinolinkarboksilas
3-izochinolinkarboksilas
Leucinas

tret-leucinas

Lizinas
Merkapto-p,B-ciklopentametilenpropano
rugstis

Merkaptoacto rigstis
Merkaptopropano riigstis
Metanolis

Metioninas

For
Gin
Glu
Gla
Gly
His
hArg
5-Hic
HOBt
Hyp
Ida
5AM2IN
SNOINDC
2INCA
iBu

Ile

Isn
IsnMe
Ina
iPrOH
1-Iqc
3-Iqc
Leu
Tle

Lys
Mpp

Mpa
Mpr
MeOH
Met
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4-morfolinkarbonilamidas
N-metilmorfolinas
1-naftilalaninas
2-naftilalaninas

Nikotino riigstis
3-piperidinkarboksirtigstis
N-metilnikotino riigstis
Norargininas

Norleucinas

Norvalinas

Ornitinas

IS ornitino gautas dimetilamidinis
Fenilas

Fenilalaninas
p-guanidinofenilalaninas
p-aminofenilalaninas
p-chlorfenilalaninas
p-fluorfenilalaninas
p-nitrofenilalaninas
p-hidroksifenilglicinas
p-toluensulfonilas
2,2,5,7,8-pentametilchroman-6-sulfonilas
m-amidinofenilalaninas
p-amidinofenilalaninas
Fenilglicinas

Fenilmalono riigstis
Piperidinilas
1-piperidinkarbonilamidas
L-pipekolino riigstis
Prolinas

2-pirazinkarboksilas

1

Orn

Orn(N°-C;H;N)

Phe

Phe
Phe(Gua)
Phe(NH,)
Phe(Cl)
Phe(F)
Phe(NO,)
Pgl(OH)
Tos

Pmc
mAph
pAph

Pgl

Pma

PIP

PIPA

Pip

Pro

Pza

LT 4218 B

nR
nL
nVvV

F(pGua)
F(pNH>)
F(pCl)
F(pF)
F(pNOy)
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2-chinolinkarboksilas 2-Qca
4-chinolinkarboksilas 4-Qca
Sarkozinas Sar
S-tret-butilas SBut
SCAL tiltelis, prijungtas pric “TENTAGEL” SCAL-TG
Serinas Ser S
Tetrahidroizochinolin-3-karboksilas Tic
Treoninas Thr T
Trifluoracetilas Tfa
Triptofanas Trp w
Tirozinas Tyr Y
3-jodtirozinas Tyr(3-1) Y(3-I)
O-metiltirozinas Tyr(Me) Y(Me)
Valinas Val A%

* - D konfigliracijos aminoriigStys Zymimos arba D-priesdeliu

trijy raidziy kodo atveju (pvz., D-Ala, D-Cys, D-Asp, D-Trp), arba
mazosiomis raidémis , naudojant vienos raidés koda (a, ¢, d, w,

atitinkamai).

Terminas “Faktoriaus Xa aktyvumas”, ta prasme kaip Cia
naudojamas, reiSkia Faktoriaus Xa, paties vieno arba kartu su Kkitais
protrombinazés komplekso nariais, sugebéjima katalizuoti protrombino
virtima j trombing. Terminas “inhibavimas”, vartojamas sarySyje su
Faktoriaus Xa aktyvumu, apima tiek tiesioginj, tiek netiesioginj
Faktoriaus Xa aktyvumo inhibavima. Tiesioginis Faktoriaus Xa

inhibavimas gali biiti jgyvendintas, pavyzdZiui, suriSant iSradimo YIR

- peptida su Faktoriumi Xa arba su protrombinaze tokiu biidu, kad biity

uZkirstas kelias protrombinui susiristi su protrombinazes aktyviu centru.

Netiesioginis Faktoriaus Xa aktyvumo inhibavimas gali biiti
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igyvendintas, pavyzdziui, suriSant iSradimo junginj su tirpiu Faktoriumi

Xa, kad jis nejsijungty j protrombinazés kompleksa.
Terminas “specifinis”, panaudotas sarySyje su Faktoriaus Xa
aktyvumo inhibavimu, cia reiSkia, kad YIR peptidas gali inhibuoti
5 Faktoriaus Xa aktyvumg, Zymiau neinhibuodamas kity nurodyty
proteaziy, jskaitant plazming ir trombing (naudojant tokias pacias
inhibitoriaus koncentracijas). Tokios proteazés dalyvauja' kraujo

kres¢jimo ir fibrinolizés kaskadoje (ziiir. 2 lentele; taip pat zifir. XXVII

pavyzdj).
10
2 lentelé. Junginiy inhibicinis aktyvumas penkiy fermenty
atzvilgiu
Ki (uM)
Junginys Xa Trom-  Plazmi- Tripsi-  Elasta-
binas nas nas ze
Ac-Y-I-R-L-A- 1,5 100 NT >200* >100
A-F-T
Ac-Y-I-R-L-P 0,5 >200 >200 >200 >100
y-I-R-L-P 0,2 >200 >200 >200 >100
Ac-(iBu)Y-I-R- 0,04 25 >200 NT >100
L-pP
“TENSTOP” 2 2 >200 NT >200
15
* - esant aukStesnems nurodyto junginio koncentracijoms
Zymesnis fermento aktyvumo inhibavimas nepasireiske.
2 lentelés duomenys rodo, kad i§radimo YIR peptidai yra
20 ' naudingi Faktoriaus Xa inhibitoriai, bet Zymiau neinhibuoja kity serino

proteaziy, tokiy kaip trombinas ar plazminas, kurios dalyvauja kraujo

kredejimo ir fibrinolizés procese, aktyvumo.
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Cia naudojamas terminas “pakaitas” reiSkia bet kurig i jvairiy
cheminiy grupiy, kuri yra jvesta j ¢ia apraSyty peptidy, peptidy analogy,
panadiy | juos junginiy ar organiniy junginiy pagrinding ar Soning
granding. Pakaitas gali apimti bet kurig i§ eiles skirtingy struktiry,
¥inomy tos srities specialistams (Zidir., pavyzdziui, Giannis and Kolter,

Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 32:1244-1247 (1993), kuris ¢ia cituojamas).

Aprasyme pateikti gaustis pavyzdZiai, iliustruojantys pakaity ivedimq,
pavyzdziui, pakaito p-NH: jvedimas fenilalanine, sickiant gauti
F(pNH,) ir halogeno jvedimas j tirozino molekulg, siekiant gauti,
pavyzdziui, Y(3-I) ar Y(3,5-I). Be to, pakaitas gali buiti jvedamas per,
pavyzdziui, heteroatoma, tokj kaip azotas (N; Zilr., pavyzdziui, Pal),
deguonis (O; Zilir, pavyzdziui, O-metiltirozing) ar siera (S; Ziur,
pavyzdziui, Tyr(SO3H). Taigi, N-, S- ar O- turincios struktiros, tokios
kaip -SOsH, laikomos pakaitu kaip Cia apibreZta.

Terminas “alkilas” ¢ia vartojamas placiausia prasme ir reiSkia
sodias arba nesodias, linijines, Sakotas ar ciklines grandines, turinias 1-
13 anglies atomy. Taigi, terminas “alkilas” apima, pavyzdZiui, metila,
etila, n-propila, izopropila, antr.-butila, 1-metilbutila, 2,2-dimetilbutila,
2-metilpentila, 2,2,-dimetilpropila, n-pentila ir n-heksilg, alkileno
grupes, anglies atomy ciklines grandines, tokias kaip cikloheksilo ir
ciklopentilo grupés, o taip pat linijiniy ar Sakoty ir cikliniy anglies
atomy grandiniy derinius, tokius kaip metilcikloheksilo ar
ciklopropilmetileno grupes. Be to, reikia pripaZinti, kad alkilas kaip ¢ia
apibréztas, gali biiti su pakaitais. PanaSiai, terminas “acilas” naudojamas
pladiausia prasme ir reiSkia soCias arba nesoCias, linijines, Sakotas ar
ciklines grandines i§ 1-13 anglies atomy, turinCias karboksilo grupe.
Tokiu biidu, terminas “acilas” apima, pavyzdZiui tokias grupes Kaip
formilas, acetilas, benzoilas ir pana3iai.

Terminas “arilas” reiSkia aromatines grupes i§ 5-13 anglies
atomy ir turinias maziausiai vieng cikling grupg su konjunguota m

elektrony sistema. Arily pavyzdZiai apima, pavyzdZiui, heterociklines
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arilo grupes, diarilo grupes ir jy analogus bei darinius, visi jie gali biiti
pasirinktinai pakeisti vienu ar keliais pakaitais. Terminas “arilalkilas”
reiskia alkilg kaip apibrézta auksCiau, pakeista arilo grupe. Tinkamos
arilalkilo grupés apima benzila, pikolilg ir panasias grupes, visos jos gali
biiti pasirinktinai pakeistos.

Terminai “heteroalkilas”, “heteroarilalkilas” ir “heteroarilas”
taip pat ¢ia naudojami ir reiSkia alkila, arilalkilg ir arilg, atitihkamai,
kuris yra pakeistas vienu ar keliais heteroatomais, tokiais kaip N, O ar S.
Be to, terminas “heterociklinis” vartojamas apibidinti ciklinei alkilo ar
arilo grupei, kuri yra pakeista vienu ar Kkeliais heteroatomais. Skaitlingi
heteroalkily, heteroarilalkily, heteroarily ir heterocikly pavyzdZiai
atskleisti, pvyzdziui, 1 ir 3 lentelése, o Kiti yra Zinomi §ioje srityje.

ISradimo peptidai gali biiti modifikuoti N- arba C-gale,
naudojant atitinkamai, aminogrupe arba karboksila blokuojanéias
grupes. Cia atskleista daug tokiy modifikacijy (Zitr., pavyzdZiui, 3
lentelg). Peptido ar peptido analogo N-galas gali biiti chemiskai
modifikuotas tokiu biidu, kad N-galiné aminogrupé biity pakeista,
pavyzdziui, acetilo, ciklopentilkarboksilo, izochinolilkarboksilo, furoilo,
tozilo, pirazinkarboksilo ar kita tokia grupe, kuri gali biiti pakeista kaip
apraSyta aukSCiau. N-galiné aminogrupé taip pat gali biiti pakeista,
pvyzdziui, sudarant atvirk§¢iag amidinj ry$j. Reikia pripaZinti, kad
terminas “aminogrup€” c¢ia placiai vartojamas apibiidinti bet kuriai
laisvai aminogrupei, jskaitant pirming, antring ar treting aminogrupg,
esanCiai peptide. Palyginimui, “N-galiné” reiSkia peptido pirmos
aminoriigSties a-aminogrupe, uZradyta jprastiniu biidu.

Isradimo peptido N-galas gali biiti apsaugotas aminogrupe
blokuojancia grupe. Terminas “aminogrupe¢ blokuojanti grupé” Cdia
placiai vartojamas ir reiskia cheming grupe, kuri gali reaguoti su laisva
aminogrupe, iskaitant, pavyzdziui, «-aminogrupe, esancig iSradimo
peptido N-gale. Reaguodama su ja, aminogrupg¢ blokuojanti grupé

apsaugo Siaip reaktingg aminogrup¢ nuo nenaudingy reakcijy, kurios
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gali vykti, pavyzdziui, sintez€s metu arba del egzopeptidazinio
aktyvumo. Aminogrupés modifikavimas taip pat gali suteikti papildomy
privalumy, jskaitant, pavyzdziui, junginio tirpumo ar aktyvumo
padidéjima. Ivairios aminogrupe blokuojancios grupés, atskleistos cia
(zitr. 3 lentele) ar Zinomos $ioje srityje apima, pvyzdZiui, acilo grupes,
tokias kaip acetilo, pikoloilo, tret.-butilacetilo, tret.-butiloksikarbonilo,
benziloksikarbonilo,  benzoilo  grupes, iskaitant,  pavyzdZiui,
benziloksima, tokj kaip 2-aril-2-O-benziloksimg (Zidr. XVI pavyzdj), o
taip pat aminoacilo liekana, kuri pati gali biiti modifikuota aminogrupe
blokuojancia grupe. Kitos aminogrupg blokuojancios grupés aprasytos,
pavyzdziui, The Peptides, eds. Gross and Meienhofer, Vol. 3 (Academic
Press, Inc., N.Y. 1981) ir Green ir Wuts knygoje Protective Groups in
Organic Synthesis 2d ed., p. 309-405 (John Wiley & Sons, New York

(1991)), abu $ie §altiniai Cia cituojami. Peptido ar peptido analogo N-
galinés amino grupés tokio modifikavimo produktas ¢ia vadinamas “N-
galo dariniu”.

Panasiai, karboksigrupé, kaip peptido C-galo karboksigrupé, gali
biiti modifikuota naudojant karboksilg blokuojancia grupe. Terminai
“karboksigrupe” ir “C-galas” vartojami panasia prasme kaip ir terminai
“aminogrupe” bei “N-galas”, kas apibrézta aukS¢iau. Karboksigrupe,
tokia kaip esanti peptido C-gale, gali biiti modifikuota, suredukuojant ja
iki alkoholio arba aldehido arba sudarant esterj, arba pakeiciant ja tokiu
pakaitu kaip tiazolilo, cikloheksilo ar kita grupé. Esteriai yra gerai
Zinomi §ioje srityje ir apima, pavyzdZziui, alkoksimetilo grupes, tokias
kaip metoksimetilas, etoksimetilas, izopropoksimetilas ir pan., 2-okso-
1,3-dioksolen-4-ilmetilo  grupes, tokias kaip 5-metil-2-okso-1,3-
dioksolen-4-ilmetilas, 5-fenil-2-okso-1,3-dioksolen-4-ilmetilas ir pan.;

C,-Cs-alkiltiometilo grupes, tokias kaip metiltiometilg, etiltiometila,

‘izopropiltiometily ir pan.; aciloksimetilo grupes, tokias kaip

pivaloiloksimetila, c-acetoksimetila ir pan.; etoksikarbonil-1-metilo

grupg; o-aciloksi-a-pakeistas metilo grupes, tokias kaip o-acetoksietilo,
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3-ftalidilo ar 5,6-dimetilftalidilo grupes; 1-(Cy-Cs-
alkoksikarboniloksi)et-1-ilo grupes, tokias kaip 1-
(etoksikarboniloksi)et-1-ilo grupe; ir 1-(Ci-Cs-
alkilaminokarboniloksi)et-1-ilo grupe, tokia kaip 1-
(metilaminokarboniloksi)et-1-ilo grupe.

ISradimo peptidas gali biiti modifikuotas prijungiant karboksila
blokuojancia grupe. Karboksila blokuojancios grupés yra gerai #inomos
ir apsaugo karboksigrupe nuo nenaudingy reakcijy (Zidr., pavyzdziui,
Greene ir Wuts, supra, p. 224-276 (1991)), kuris ¢ia cituojamas. Patyres
specialistas pripaZinty, kad toks modifikavimas kaip apraSyta auksciau,
kurj galima atlikti N-galines arba C-galinés grupiy atzvilgiu, gali bati
ivykdytas su bet kuria peptide esanCia amino- ar karboksigrupe,
pavyzdZiui, Soninéje aminoriigSties arba aminoriigsties analogo, esanéiy
iSradimo peptide, grandin¢je. Tokiy modifikavimy metodikos
atskleistos ¢ia arba yra gerai Zinomos specialistams.

ISradimas  pateikia junginius, specifiSkai inhibuojanéius
Faktoriaus Xa aktyvuma. I§radimo junginys turi bendra formule X;-
YIR-X,, arba tai yra jo funkcinis ekvivalentas, kur X; yra H, acilas,
alkilas, arilalkilas, arba viena ar kelios aminoriigstys, X, yra modifikuota
C-galiné grupe, viena ar kelios karbosila blokuojancios grupés, arba
arba viena ar kelios aminoriigStys arba kiti pakaitai, tokie Kkaip
aminogrupe blokuojanti grupé¢. ISradimo junginys yra naudingas kaip
antikoaguliacinis agentas terapiniam gydymui jvairiais klinikiniais
atvejais. ISradimo junginys taip pat yra naudingas laboratoriniuose
tyrimuose, padedant idvengti kraujo kres§¢jimo pavyzdziuose.

ISradimas taip pat pateikia junginj, kuris specifi§kai inhibuoja
Faktoriaus Xa aktyvumg ir turi bendrg formule A1-A2-(A3)x-B, kurioje
m yra 0 arba 1 ir Al yra R;-R2-R3, A2 yra Rs-Rs5-Rg ir A3 yra R7-Rs-Rg;

kur R; yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§ 1-20 aminoriigséiy;
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0] Ry
. N
I ‘ ir X —

Ry —C —— R,” /

X yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i§ N, CH ir NC(O), ir
R, ir R,” nepriklausomai vienas nuo Kito yra parinktos i§ grupes,
susidedandios i§ H, alkilo, acilo, arilo, arilalkilo ir aminogrupg
blokuojangios grupés, ir kurioje Ry gali bati pakeistas pakaitﬁ; R, yrzi -
CRgyR1g0-, kur Rgg ir Rigg nepriklausomai vienas nuo kito yra parinktti
i§ grupés, susidedancios i§ H, alkilo, arilalkilo, heteroarilalkilo ir
heteroarilo, ir kur Reg ir Rigo nepriklausomai gali biti pakeisti, R3 yra
parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -C(O)-, -CHx-, -CHRyy-C(O)- ir -
C(0)-NR35-CH,-C(O)-, kurioje Rss yra CHRss grupe, priklausanti
tilteliui -C(O)-CRss-; Ry yra parinktas i$ grupes, susidedancios i§ -CH,-
ir -NRs-, kurioje Rsp yra parinktas i§ grupés, susidedancios i$ H, alkilo,
arilalkilo ir heterociklo; Rs yra >CRz01Rap2, Kurioje Ron ir Rop
nepriklausomai yra parinktas i§ grupes, susidedancios i$ H, alkilo, arilo,
ir arilalkilo, ir kurioje Rap; ir Rag, nepriklausomai gali bati pakeisti; Re
yra parinktas i8 grupés, susidedantios i§ -C(O)-, -CHj- ir -CHRyg-
C(O)-; Ry yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -CH- ir NRs-, kur
Rs; yra H, alkilas, arilalkilas, heteroalkilas ir heteroarilalkilas ir bet kuri
i§ §iy grupiy turi pakaits, parinkta i§ grupés, susidedancios i§ Qir -
(CH2),-Q, kur n yra nuo 1 iki 5 ir Q yra parinktas i§ grupes,
susidedangios i§ amino, amidino, imidazolo ir guanidino grupiy, kurios
gali bti pakeistos, ir jy farmaciSkai priimtinos mono-, di-, tri- ar tetra-
amonio druskos, izoureidai ar izotioureidai; Rg yra -CRz10R211-, kurioje
Ry ir Raip nepriklausomai vienas nuo Kito yra parinkti i§ grupes,
susidedancios 1§ H, alkilo, alkilarilo ir heterociklo, o bet kuris i$ jy turl

pakaita, parinkta i§ grupés,susidedancios i§ Q ir -(CH2),-Q, kur n yra

nuo 1 iki 5 ir Q yra parinktas i3 grupés, susidedancios i§ amino, amidino,

imidazolo ir guanidino grupiy, kurios gali tureti pakaitg, ir Ju

farmaciSkai priimtiny mono-, di-, tri- ir tetra-amonio drusky, izoureidy
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ar izotioureidy; Rg yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -C(O)-, -
CH;- ir -CHRgy-C(O)-; ir kurioje, kai m yra 1, B yra parinktas i§ grupés,
susidedancios i§ 1-20 aminoriigi¢iy, -NHRs;, -NRsoResi, -OR7 ir -
CHRgoRs;, kurioje Rs, yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§ H,
alkilo, arilalkilo, heteroarilalkilo ir heteroarilo; kurioje Rgy ir Rg;
nepriklausomai vienas nuo kito yra parinkti i§ grupés, susidedancios i$
H, alkilo, arilalkilo, arilo, heteroarilalkilo ir heteroarilb, ir kurioje R7p
yra parinktas i§ grupés, susidedancios i H, acilo, alkilo, arilalkilo ir
heteroarilalkilo, ir kurioje, kai m yra 0, B yra parinktas i§ grupes,
susidedancios i§ 1-20 aminoriigiciy, -OR7, -NHRs; ir -NRgpRs1, kurie
yra prijungti pric R¢ amidiniu arba esteriniu rysiu; kurioje B gali biiti
pakeistas, su salyga, kad, kai R3 yra -CH;- ar -CHRgy-C(O)-, Ry yra
NRsp; kai R4 yra -CH,-, R; yra -C(O)- arba -CHRys-C(O)-; kai Rg yra -
CH,-, R; yra -NHRs;-; kai Ry yra CH,, R yra -C(O)- arba -CHRgo-
C(O)-; kai Ry yra -NRsp- ir Ry yra
Ry

SN

o

formulés -C(O)CHRss- tiltelj, kuriame R;’ reidkia C(O) ir Rjs reiskia

, Rjs ir Ry’ paimti kartu, sudaro

CHRss5; R”; ir Rss nepriklausomai yra H arba C;-Cs alkilas (zidr.,
pavyzdziui, Fig.2).
Isradimo junginys gali turéti ciklinj N-gala, suformuota R, Ry,
Rj ir, jei naudinga R4. Toks junginys yra apraSomas, pavyzdziui, formule
A1-A2-(A3)n-B, kaip apraSyta auksciau, kurioje Rq yra -NRso-, Ry yra
Ry ~_
X ———

R,” / , Rsg ir R’y, paimti kartu, sudaro
formulés -C(O)-CHRss tiltelj, kuriame Rss yra H; Ry yra H arba
metilas; Rgy it Rygo nepriklausomai yra parinkti i§ grupés, susidedancios
i§ H, arilalkilo, alkilo ir heteroalkilo, arba nuo 1 iki 3 anglies atomy, ir

kurioje Rgg ir Rygp savo ruoZtu gali biti prijungti prie struktiirinio
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vieneto, parinkto i3 i§ grupés, susidedancios i§ fenilo, tienilo, tiazolilo,
piridilo, naftilo, tionaftilo, indolilo arba sotaus alkilo, alkoksilo,
monoalkilamino, dialkilamino, tetraalkilamonio, arilalkilamino,
aminoalkilarilo, karboksilo, halogeno, hidroksilo, amino, amido,
amidino, guanidino, triazolilo ir sulfonilo, ir R; yra parinktas i§ grupés,
susidedancios i§ -C(O)- ir -C(O)-NR35-CH;-C(O)-. ‘_

Be to, junginyje Al-A2-(A3)n-B grupés R’y ir R”; gali turéti iki
SeSiy pakaity, jskaitant, pavyzdziui, alkila, ir gali biiti pasirinktinai
sujungtos grupe, tokia kaip -OCH;-, -SCH;-, >N-CH;-, >NC(O)-, -CO-
arba -NY-CO-NZ, kur Y ir Z gali biiti H, alkilas, arilalkilas arba
heteroalkilarilas. Be to, Rg ir Ripp nepriklausomai gali turéti pakaits,
tokj kaip fenilas, tienilas, tiazolilas, piridilas, naftilas, tionaftilas arba
indolilo grupe, arba jas atitinkanti soti grupe, pasirinktinai turincios iki
penkiy pakaity, parinkty i§ alkilo, alkoksilo, mono-, di- arba tri-
alkilamino, tetraalkilamonio, arilalkilamino, aminoalkilarilo, karboksilo,
halogeny, hidroksilo, amino, amido, amidino, guanidino, triazolilo arba
sulfonilo. Pirmenybé¢ teikiama junginiui su pakaitais R; vietoje, kuriame

Rigo yra H ir Ry yra bet kuris i§

Q OO o

kur W pakeistame junginyje gali biiti, pavyzdZiui, halogenas,
hidroksilas, amino arba amidino grupé, ir J gali biti, pvyzdziui, O, S
arba -NR, kur R yra H arba alkilas, arilas arba arilalkilas.

ISradimo junginys, Kuris turi pakaitg A2 struktiriniame vienete ir
pasireiskia kaip Faktoriaus Xa aktyvumo inhibitorius, gali turéti,

pavyzdziui, pakaitus grupése Rsp, Rap ar Rz su vienu arba keliais
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heteroatomais, tokiais kaip N, O arba S. Ry taip pat gali turéti pakaita,
parinktg i3

XR XR
Cn . Cn

kur X yra C, N arba S; R néra arba jis yra H arba alkilas, kuris
gali biiti pakeistas heteroatomu, ir n yra 1-5.

Isradimo junginys, kuris turi pakaitg A3 struktiiriniame vienete ir
pasireiskia kaip Faktoriaus Xa inhibitorius, gali biti, pavyzdZiui
pakeistas grupéje Rs; vienu ar daugiau pakaity, tokiy kaip H, alkilas,
arilalkilas arba heterociklas, pasirinktinai pakeistas heteroatomu, tokiu
kaip N, O arba S. Grupése Ry ir Rayp gali biti, pavyzdziui, pakaitas -
(CH,),-Q, kuriame n yra 1-5 ir Q yra amino, amidino, uré¢jos,
imidazolo, guanidino, mono-, di-, tri- arba tetra-alkiliminio farmaciSkai
priimtina druska, izoureidas arba izotioureidas. Arba Rjjo ar Ryy; gali
biiti, pavyzdziui, alkilas, arilas arba alkilarilas. Sios grupés savo ruoztu
gali bati pakeistos tokiais pakaitais , kaip hidroksilas arba C;-Cy-
alkoksilas.

Isradimo junginys gali turéti alternatyvy pakaity iSdéstyma,
apimantj B struktiirinj vienetg. Toks alternatyvus pakaity iSdestymas
gali apimti, pavyzdZiui, Rs; pakeitimg N, O arba S arba Rgp, Re1 ar Ry
pakeitima vienu arba keliais heteroatomais arba alkilo grupémis.

Cia atskleistos bendros formulés atspindi ivéirius iSradimo
junginius, kurie iSlaiko Faktoriy Xa inhibuojantj aktyvuma, kaip
pademonstruota tripeptidu YIR. Taip pat Cia atskleistos struktiiros
atspindi junginius, turinfius negamtines aminoriigstis, panaSius j
aminoriigstis ir kitus organinius junginius bei pakaitus, turin¢ius panasig

funkcija. Tokie funkciniai ekvivalentai suteikia tinkamg erdvinj norimy
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Bidingi iSradimo junginiy pavyzdZiai apima, pavyzdziui, Ac-Tyr-
lle-Arg-Leu-Ala-NHy; Ac-Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NHy; Ac-(iBu)Tyr-Ile-
Arg-Leu-Pro-NH,; Ac-Tyr-Ile-Arg-N(CH;3)O(CH3;); Ac-Tyr-
{W(CH,NH)-Ile-Arg-Leu-Pro-NHy; Ac-Tyr-Ile-Arg-NH-CH,(4-
piridil);  Ac-Tyr-Ile-{ ¥(CH,NH) {-Arg-Leu-Pro-NH,; Ac-Tyr-Chg-
Arg(NO,)-{ W(CH,NH) {-Leu-NHy; Ac-Tyr-Ile-Arg-3 ¥(COCH,) t-Gly-
Pro-NHj;  Ac-Tyr-Ile- Dab(N"-C;H;N)-Leu-Ala-NH,; Ac-Tyr-He-
PalMe(3)-NHy; Tyr-lle-Arg-NH;; D-Tyr-lle-Arg-Leu-Pro-NH,: Ac-
(Bzl)Gly-(Chx)Gly-(3-guanidopropil)Gly-NHy;  ciklo(Gly-Tyr-Ile-Arg-
Gly); Tfa-(iBu)Tyr-Chg-Arg-Leu-Pro-NH,; Ac-pAph-Chg-Arg-Leu-
Pro-NHy; ir Ac-Nal(2)-Chg-Arg-Leu-Pro-NH,. Daugiau i§radimo
peptidy YIR yra pateikta, pavyzdZiui, 3 ir 5 lentelése.

ISradime taip pat pateikiamas junginys, kurio bendra formulé

Al- A2-(A3)n-B, kurioje Ry yra

R’
AN «
R /

R’y yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, -CO-R,, -SO,-R,,

aminogrupg blokuojancios grupés, 1-6 aminoriigi¢iy, kurios gali bati
pakeistos, kur minéty 1-6 aminortigs¢iy N-galas turi pakaita, parinkta is
grupes, susidedanCios i§ H, -CO-R, ir aminogrupg blokuojancios
grupes; ir R, yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ alkilo, arilo ir
heteroalkilo; R”; yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, acilo ir
alkilo; X yra N; R, yra -CHRgy-, kur Rgy yra parinktas i§ grupés,
susidedancios i$ alkilo, arilo, arilalkilo, heteroalkilo ir heteroarilo, kurie
gali tureti pakaita, parinkta i§ grupés, susidedanéios i§ 1-6 fluoro ,
chloro, bromo, jodo atomy, amino, nitro, amidino, amido, karboksilo,

esterio, eterio ir hidroksilo grupiy; Rj yra -C(O)-; R4 yra -NH-; Rs yra -

- CHRy01-, kur Ry yra alkilas; Re yra -C(O)-; R; yra -NH-; Rg yra -

CHRy10-, kur Ry yra heteroalkilas, turintis bent vieng formaliai

teigiama kriivj, kur heteroatomas yra 1-6 azoto atomai; Ry yra -C(O)-; ir
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CHR210-, kur Ry yra heteroalkilas, turintis bent viena formaliai
teigiama kriivi, kur heteroatomas yra 1-6 azoto atomai; Ry yra -C(O)-; ir
B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -ORy ir -N-RcRg, kur R, yra
parinktas 1§ grupés, susidedantios i§ H, alkilo ir karboksily
blokuojancios grupés, R. yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§ H ir
alkilo, Rq yra parinktas i§ grupés, susidedancios i$ alkilo, heteroalkilo ir
1-20 aminoriigi¢iy, kurie gali turéti pakaitg, kur minimo junginio C-
galas gali biiti modifikuotas karboksilg blokuojandia grupe, pirminio
amido grupe arba dalimi ciklinio peptido, turin¢ia pavidalg antrines
arba tretinés amido grupés, sudarytos su R; aminogrupe. Toks junginys
gali turéti vieng arba kelias aminogrupg blokuojanéias grupes.

Pavyzdziui, iSradimo junginyje Al yra parinktas i§ grupes,
susidedangios i§ Tyr, F(pNH,), mAph, pAph ir Nal(2), kurie turi 0-1
aminogrupg blokuojancia grupg; A2 yra parinktas i§ grupes,
susidedandios i3 Ile ir Chg; A3 yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§
Arg, Pal(Me), Dab(N'-C3H;N). Dap(N*-C3H;N) ir Orn(N>-C3H;N); ir
B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -H, -OH, -NH,, 1-5
aminoriig§¢iy arba jy funkciniy ekvivalenty ir karboksilg blokuojancios
grupés. Tokiy junginiy pavyzdziai apima Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-
CH,-Chx; Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-Chx; Bzf-pAph-Chg-PalMe(3)-
NHj; Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NHj; Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NHy;
ciklopentil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NHa;  3-Iqc-pAph-Chg-PalMe(3)-
NH,; 2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;; 5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-
PalMe(3)-NH,; ir Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-olis (taip pat Zitr. 5 lentelg).

Isradimas dar pateikia junginj, turintj bendrg formule A1-A2-B,
ty., Al-A2-(A3)n-B, kur m yra 0. Tokiame junginyje B gali buti
heteroarilalkilas toks kaip (4-(N-metilpiridinium))metilas; 2-(3-(N-
metilpiridinium))et-1-ilas;  1-(4-(N-metilpiridinium))et-1-ilas; (p-
amidino)benzilas; 2-(4-(N-metilpiridinium)prop-2-ilas; ir  2-(4-(N-
metilpiridinium))et-1-ilas. Tokiy junginiy pavyzdZiai yra Ac-pAph-Chg-
AMP(4) ir Ac-pAph-Chg-AEMP(4).
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L- ar D-aminoriigi¢iy jjungimas j §io iSradimo junginj gali dalinai
priklausyti nuo to, kokias peptido charakteristikas norime turéti.
PavyzdZiui, vienos ar keliy D-aminoriig¢iy jjungimas gali junginiui
suteikti didesnj stabilumg in vitro ar in vivo. Vienos ar keliy D-
aminoriigd¢iy jjungimas taip pat gali padidinti arba sumazinti junginio
farmakologinj aktyvuma. Kai kuriais atvejais gali biiti naudinga leisti
junginiui biiti aktyviu tik trumpg laika. Tokiais atvejais vieﬁos ar keiiq
L-aminoriigi¢iy jjungimas j junginj gali leisti endogeninéms individo
peptidazeéms suskaidyti junginj in vivo, tokiu biidu apribojant individo
kontaktg su aktyviu junginiu. Sios srities specialistas gali nustatyti
norimas i§radimo junginio charakteristikas, atsiZvelgiant j individo
amziy ir bendrg sveikatos biikle.

ISradimo junginys gali biiti susintetintas panaudojant, pavyzdziui,
automatinj sintezatoriy (Zidr. 1 pavyzdj). Selektyvus reaktingos grupés,
tokios kaip peptido aminoriigsties Soninéje grandinéje esancios arba N-
ar C-galinés grupés, modifikavimas gali suteikti iSradimo junginiui
pageidaujamas charakteristikas, tokias kaip didesnis tirpumas ar
stipresnis inhibuojantis veikimas.

Kai naudojami sintezés kietoje fazéje metodai, junginio cheminé
sandara gali buti kei¢iama, kol susidarantis peptidas yra prijungtas prie
dervos, arba po to, kai peptidas atskeliamas nuo dervos, gaunant,
pvyzdZiui, N-galo darinj, tokj kaip N-acetilintas darinys. PanaSus
modifikavimas gali biiti atliekamas junginio karboksigrupes atzvilgiu,
jskaitant C-galo karboksigrupe, kuri, pavyzdziui, gali biiti amidinama.
Sios srities specialistas gali susintetinti i§radimo YIR peptida,
naudodamas sintez¢ skystoje fazéje. Susintetintas junginys gali biiti
18valytas naudojant gerai Zinomus biidus, tokius kaip atvirki¢iy faziy

didelio efektyvumo skys¢iy chromatografija (RP-HPLC; Ziar. 1 pavyzdj)

" ar Kitais atskyrimo biidais, pagrijstais, pavyzdZiui, junginio dydziu, kriiviu

ar hidrofobiSkumu. PanaSiai, gerai Zinomi metodai, tokie Kkaip

aminoriigiCiy sekos analizé ar masiy spektometrija (MS) gali biiti
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naudojami iSradimo junginio struktiiros charakterizavimui (Zitir. 1
pavyzdj).

Iiradimo YIR peptidai gali bati linijiniai arba cikliniai (ZiGr.,
pavyzdziui, 3 lentele). Ciklizacija gali bati jgyvendinta sudarant tiltel]
tarp dviejy negretimy lickany, struktiiriniy vienety ar pakaity, kurie gali
jeiti | YIR motyva arba biiti uz jo riby. Ciklizacija taip pat gali biti
jvykdyta, pavyzdZiui sudarant tiltelj tarp vienos i§ YIR Ihotyvo liekany ir
negretimos liekanos, stuktiirinio vieneto ar pakaito, esanciy uz YIR
sekos riby. Pavyzdziui, peptidai ar | peptidus panadiis junginiai gali buti
ciklinami per S-S, -CH,-S-, -CH,-O-CH,-, laktamo ar esterio rySius arba
kaip aprafyta anksGiau (Zitir. Hruby, Life Sci. 31:189-199 (1982);
Toniolo, Int. J.Pept.Prot. Res. 35:287-300 (1990); Kates et al., Tetr.
Lett. 34:15491552 (1993), kiekvienas i jy Cia cituojamas).

Frazé “uz YIR motyvo riby” ¢ia vartojama ta prasme, kad
neapimama YIR sekos tirozino, izoleicino ar arginino lickana ar jos
ekvivalentas, esantis iSradimo YIR peptide. PrieSingai, fraze “YIR
motyvo viduje” reiSkia, kad apimama bent viena i§ YIR peptido
tirozino, izoleicino ar arginino liekany ar jos ekvivalentas. Terminas
“tiltelis”, kalbant apie ciklinj junginj, reiSkia rysj tarp dviejy negretimy
iSradimo YIR peptido aminoriigs¢iy.

Ciklizacija gali biti jgyvendinta sudarant, pavyzdziui, disulfidinj
arba laktaminj ry$j tarp X ir X,. Liekanos, galin¢ios sudaryti disulfidinj
tiltelj, yra, pavyzdziui, Cys, Pen, Mpr ir Mpp ir jos 2-aminogrupg
turintys ekvivalentai. Liekanos, galinc¢ios sudaryti laktaminj tiltelj, yra,
pavyzdziui, Asp, Glu, Lys, Orn, o,B-diaminopropano riigstis, a-adipino
riigtis, «,y-diaminobutano riigstis, diaminoacto riigstis, aminobenzoiné
rigstis ir merkaptobenzoiné rugstis. Cia atskleisti junginiai gali bti
ciklinami, pavyzdZiui, per laktaminj ry§j, kurio susidaryme gali dalyvauti
negretimos liekanos Soninés grandinés grupe, sudarant kovalentinj rysj
su X; ar Y N-galo aminogrupe. Alternatyvios jungiancios struktiros

taip pat gali biiti panaudotos iSradimo junginiy ciklinimui, jskaitant,
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pavyzdzZiui, peptidus ir | juos panaSius junginius, kurie gali biiti ciklinami
per S-S, -CHy-S-, -CH,-S-, -CH,-O-CH,-, laktaminj, esterinj ar kitokj
et al., supra, 1993).

Kompozicija pagal § iSradimg gali biiti pateikta kaip
homogeniné kompozicija arba kaip junginiy, turinciy jvairius pakaity
derinius, miSinys. Pakaity platus pasirinkimas atveria placias galimybes
keisti peptidinio junginio analogy fizikines chemines savybes. Pakaito
pasirinkimas taip pat jtakoja junginio cheminj gimininguma (Zidr.
pavyzdZius).

IvairGs junginiai, turintys skirtingus pakaity derinius, turi
nevienods inhibicinj aktyvumg Faktoriaus Xa atzvilgiu. Sie junginiai
susintetinti pagal metodikas, apraSytas pavyzdZziuose. Peptidy inhibicinis
aktyvumas iStirtas naudojant tyrimo metodikas, apradytas XXXVII ir
XXXVIII pavyzdziuose. Pasinaudodamas tokiomis metodikomis Sios
srities specialistas gali susintetinti Cia atskleista junginj, jskaitant jo
modifikacijas, ir nustatyti jo inhibicinj aktyvuma Faktoriaus Xa
atzvilgiu.

ISradimas aprafo junginius, kurie specifiSkai inhibuoja
Faktoriaus Xa aktyvumg. Tokie junginiai turi K; < 100 uM, geriausia, <
2 nM Faktoriaus Xa atzvilgiu ir i§ esmés neinhibuoja kity proteaziy,
dalyvaujanciy koaguliacijos ir fibrinolizés procese (zilir. 2 lentelg
auksCiau). Tokios kitos proteazés apima, pavyzdZiui, trombina ir
plazming. ISradimo junginiy specifiSkumas demonstruojamas toliau
XXXVII pavyzdziu (taip pat Ziiir. 2 lentelg, aukiéiau).

Isradimo junginys gali biiti sékmingai naudojamas Kkaip
antikoaguliantas, kuris salytyje su kraujo méginiu sustabdo kreséjima.

PavyzdZiui, iSradimo junginio efektyvus kiekis gali biiti jdétas j $vieziai

‘paimto kraujo méginj, kad sustabdyty kre3¢jima. Terminas “efektyvus

kiekis”, panaudotas kalbant apie iSradimo junginj, ¢ia reiskia junginio

kiekj, kuris inhibuoja Faktoriaus Xa aktyvuma. Sios srities specialistas
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pripaZinty, kad efektyvus iSradimo junginio kiekis gali biiti nustatytas,
naudojant ¢ia atskleistus (Ziir. XXXVII ir XXXVIII pavyzdZius) arba
kitus Sioje srityje gerai Zinomus metodus. RySium su atskleistu
akivaizdziu iSradimo junginio naudingumu $ios srities specialistas taip
pat turéty pripaZinti, kad heparinas gali biti pakeistas iSradimo
junginiu. Toks i§radimo junginio panaudojimas gali salygoti, pavyzdZiui,
maZesne kaing, lyginant su kitais antikoaguliantais. | '

Be to, idradimo junginys gali biiti skiriamas jvairiy individo
klinikiniy biiseny gydymui, iskaitant, pavyzdZiui, Sirdies kraujagysliy
susirgimus arba komplikacijas, susijusias su infekcija ar chirurgine
intervencija.  Sirdies kraujagysliy sutrikimai apima restenozg po
plastinés kraujo indy operacijos, suaugusiyjy kvepavimo sutrikimo
sindroma, daugybinj organy sutrikimg, @imy ir iSplitusj intravaskulinj
kre$éjimo sutrikima. Susirgimy, susijusiy su chirurgine intervencija,
atvejai apima, pavyzdziui, giliyjy ir vidiniy veny trombozeg, kuri gali
atsirasti po operacijos. Taigi, iSradimo junginys yra naudingas Kaip
medikamentas, skirtas nepageidaujamo kres¢jimo individe sumaZinimui
ar inhibavimui.

Kadangi i$radimo YIR peptidas gali inhibuoti Faktoriaus Xa
aktyvuma, toks junginys gali biiti naudingas sumaZinant ar inhibuojant
kraujo kre$éjimg individe. Terminas “individas” Cia reiSkia stuburinj
gyviina, jskaitant Zinduolij, tokj kaip Zmogus, kuriuose Faktorius Xa yra
jjungtas j kreséjimo kaskada.

Kraujo kres$éjimas individe gali biiti sumaZintas ar inhibuotas
paskiriant individui terapiskai efektyvy iSradimo peptido YIR kieki.
Terminas “terapi$kai efektyvus kiekis” reiSkia YIR peptido dozg, kuri
turi biiti paskirta individui, siekiant inhibuoti Faktoriaus Xa aktyvuma
individe. Konkre&iau, terapiskai efektyvus iSradimo junginio kiekis
inhibuoja Faktoriaus Xa katalitinj aktyvumg arba tiesiogiai, jam esant
protrombinazés komplekso viduje arba tirpaus subvieneto pavidale,

arba netiesiogiai, inhibuodamas Faktoriaus Xa jsijungimg |
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protrombinazés kompleksa. Ypa¢ Faktoriaus Xa aktyvuma inhibuoja
junginiai su K; < 100 pM, o geriausia, su K; < 2 nM. Terapiskai
efektyvus kiekis gali buti nustatytas naudojant apraSytus, pavyzdziui,
XXXVII it XXXVIII pavyzdziuose arba kitus Zinomus Sioje srityje
metodus.

Taikant gydymo biida pagal iSradimg praktikoje konkreti doze,
turinti terapiskai efektyvy farmacinés kompozicijos kieki, skiriama
individui, priklausys nuo jvairiy veiksniy, iskaitant, pavyzdZiui, ligos
pobiidj ar stipruma, paskyrimy plang ir individo amZiy bei fizing bukle.
Tinkamos dozés gali biiti nustatytos, panaudojant klinikinius budus,
gerai Zinomus medicinoje. Taigi, iSradimas pateikia Faktoriaus Xa
aktyvumo specifinio inhibavimo biida, jam kontaktuojant su junginiu,
turinéiu formule X;-YIR-X; arba Al-A2-(A3)n-B, kur m yra 0 arba 1,
arba su jo funkciniu ekvivalentu. Be to, iSradimas pateikia kraujo
kre§é¢jimo sumaZinimo  arba inhibavimo individe buda, skiriant
terapiSkai efektyvy iSradimo junginio kieki.

Individui i§radimo junginys pagrindinai bus skiriamas
kompozicijos, turin¢ios junginj ir farmaciSkai priimting nesiklj, pavidale.
Terminas “farmaci§kai priimtinas neSiklis” reiSkia terpg arba
kompozicija, kuri yra netoksiska individui arba jos toksiSkumas yra
priimtinas, kas yra nustatyta atitinkamos reguliuojancios jstaigos. Cia
vartojamas terminas “farmaciSkai priimtinas neSiklis” apima bet kurj
standartinj farmacinj ne$iklj, tokj kaip fosfatinis buferinis tirpalas,
vanduo, emulsija, tokia kaip aliejaus vandenyje arba vandens aliejuje
emulsija, ar bet kuris i§ jvairiy tipy drékinanCiy agenty. Tinkami
farmaciniai nesikliai ir jy kompozicijos aprasyti Martin (Remington’s
pharmaceutical Sciences, 15th Ed. ( Mack Publishing Co., Easton 1975),

kuris &a cituojamas). Tokios kompozicijos paprastai tures iSradimo

junginio efektyvy kiekj kartu su tinkamu nesiklio kickiu tokiu blidu, kad

biity tinkama skyrimui dozé. Taigi, pareiksti junginiai gali biti naudingi
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kaip medikamentai, skirti Faktoriaus Xa aktyvumo ir kraujo kre$¢jimo
inhibavimui individe.

Farmaci$kai priimtini nefikliai taip pat gali apimti, pavyzdZiui,
kitas Faktoriaus Xa aktyvuma inhibuojancio junginio terpes, junginius
ar modifikacijas, kurie sustiprina jo farmakologines funkcijas.
Farmaci§kai priimtina terpé gali apimti pavyzdZziui, rugi¢iy druskas,
tokias kaip druskos, sudarytos su neorganinemis rﬁg§timis, tokiomis
kaip vandenilio chlorido riigtis, vandenilio bromido ragstis, fosforo
riigitis, sieros riigStis ar perchlorato riigdtis, arba su organinemis
riigitimis, tokiomis kaip acto riigstis, oksalo rugstis, maleino rugstis,
obuoliy riigitis, vyno riigstis, citriny rigstis, gintaro riigtis ar malono
riigitis. Kitos farmaciskai priimtinos druskos apima, pavyzdZiui,
neorganinius nitratus, sulfatus, acetatus, malatus, formiatus, laktatus,
tartratus, sukcinatus, citratus, p-toluensulfonatus ir pan., iskaitant, bet
neapsiribojant, §arminiy ir Zemés Sarminiy metaly katijonus, tokius kaip
natrio, li¢io, kalio, kalcio ar magnio, taip pat netoksinius amonio,
ketvirtinio amonio ir amino Katijonus, tokius kaip amonio, metilamonio,
dimetilamonio, trimetilamonio, tetrametilamonio,  etilamonio,
trietilamonio ir tetraetilamonio katijonus.

Modifikacijos, kurios sustiprina junginio farmacing funkcija,
apima, pavyzdziui, esterinima, tokj kaip C;-Ce-alkilo esteriy, geriausia
C;-Cs-alkilo esteriy, kuriuose alkilo grupé yra linijiné ar Sakota
grandiné, susidaryma. Kiti priimtini esteriai yra, pavyzdZiui, Cs-Cs-
cikloalkilo esteriai ir arilalkilo esteriai, tokie kaip benzilo esteriai. Tokie
esteriai gali biiti susintetinti i§ Cia apraSyty junginiy, naudojant
jprastines metodikas, gerai Zinomas peptidy chemijoje.

Farmaci$kai priimtinos modifikacijos gali taip pat apimti,
pavyzdziui, peptido amidy susidaryma. Tokios modifikacijos iki amido,
kurios gali biiti atliktos su i§radimo junginiais apima, pavyzdZiui,
amonio, pirminiy C;-Cg-dialkilaminy, kuriuose alkilo grupé yra tiesi ar

$akota grandiné, arba arilaminy su jvairiais pakaitais panaudojima.
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Antriniy aminy atveju aminas taip pat gali bliti 5-nario ar 6-nario
heterociklo, turinio, pavyzdziui, azoto atoma, formoje. Tokiy amidy
sintezes biidai yra gerai Zinomi.

Kitame iSradimo jgyvendinime YIR peptidas gali biti
panaudojamas nustatant Faktoriaus Xa buvimg arba iSskiriant Faktoriy
Xa i§ esmes gryname pavidale. Pageidautina, kad iSradimo junginys
blty paZymétas, pavyzdziui, radioizotopu, o Zymétas jungihys
nustatomas jprastais metodais, biidingais konkreciai Zymei. Be to, YIR
peptidas gali biiti s€kmingai naudojamas Faktoriaus Xa buvimo vietai ar
aktyvumui nustatyti in vivo, in vitro ar ex vivo.

Suprantama, kad modifikacijos, kurios Zymiai neveikia jvairiy
iSradimo jgyvendinimo atvejy, yra jtrauktos j Cia atskleistg iSradima.
Atitinkamai, pateikti Zemiau pavyzdZiai tik iliustruoja i§radima, bet jo

neapriboja.

IPAVYZDYS

Peptidy sintezés metodikos

Sintezéje naudojamos pradinés medZziagos gautos i§ chemikalais
prekiaujanciy firmy, tokiy kaip Aldrich, Sigma, Fluka, Nova Biochem ir
Advance Chemtech. Siy junginiy sintezés metu aminoriigdéiy dariniy
funkcinés grupes buvo apsaugotos blokuojanciomis grupémis, sickiant
apsaugoti nuo pasaliniy reakcijy. Tinkamy blokuojanciy grupiy
pavyzdziai ir jy panaudojimas apradyti The Peptides, supra, 1981, ir
Vol. 9, Udenfriend and Meienhofer ed. 1987, kurie ¢ia cituojami.

ISradimo junginiams gauti buvo naudojama peptidy sintezée
kietoje fazéje. Tokie metodai apraSyti, pavyzdZiui, Stewart ir Young

(Solid Phase Peptide Synthesis (Freeman and Co., San Francisco,

© 1969), kuris ¢ia cituojamas).

Jei kitaip nepaZyméta, peptidai buvo sintetinami ant polistireno

dervos, susilitos 1 % divinilbenzenu. Riigiciai jautrus tiltelis (Rink
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Linker) buvo prijungtas prie kieto pagrindo (Rink, Tetr. Lett. 28:3787
(1987); Sieber, Tetr. Lett. 28:2107 (1987), abu Saltiniai Cia cituojami).
Prijungimas jvykdytas naudojant N,N’-diizopropilkarbodiimidg (DIC)
dalyvaujant ekvivalentiniam kiekiui HOBt. Visos prijungimo reakcijos
vykdytos arba  N,N-dimetilformamide (DMF) arba DMF ir
dichlormetano misinyje (1:1) kambario temperatiroje (RT) 40 min.
Prijungimo reakcijos pabaiga nustatoma ninhidrino testu. "

Fmoc grupés deblokavimas jvykdytas panaudojant 50%
piperiding DMF, per 10 min. I8siskyrusio Fmoc kiekis nustatytas pagal
tirpalo absorbcija ties 300 nm pasibaigus deblokavimui, praplovimo
tirpaly tiirj ir panaudotos dervos svorj. Prijungimas vykdomas antrg
karta, jei pirmg karta jis nepilnai jvyko. Prijungimo reakcijos ciklas ir

metodikos yra tokios:

Eil Operacija Reagentai ir tirpikliai
Nr.

1. 1 g peptido dervos 10 ml DMF

2. 2,4-kartinis aminoriigSties

darinio perteklius

3. 2,4 ekvivalentas DIC

4. 2,4 ekvivalentas HOBt

5. Prijungimas 40 min.

6. Praplovimas (3x8 ml)

7. Ninhidrino testas

8. Deblokavimas (10 min.) 8 ml50%
piperidinas/DMF

9. Praplovimas (6x8 ml) DMF

10. Praplovimas (2x8 ml) Dichlormetanas (DCM)

11. Ninhidrino testas

12. Pakartoti pradedant

operacija Nr.2
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Uzbaigus peptido pririSima ant dervos, atlieckamas galutinis
Fmoc deblokavimas, kurj seka jprastiniai praplovimo ciklai ir
nustatomas deblokavimo metu iSsiskyrusios Fmoc grupés kiekis. Kai
kuriais atvejais No-neapsaugotas peptidas acetilinamas, purtant
peptiding dervg 15 min. su 20-kartiniu acto riigities anhidrido/piridino
(1:1) tirpalo DMC pertekliumi. Peptidiné derva perplaunama i§ eilés
DCM, DMF ir DCM, po to i§dZiovinama vakuume.

Peptidiné derva suspenduojama 180 min. K reagento kokteilyje
(King et al, Int. J. Pept. Prot. Res. 36:255-266 (1990), kuris ¢ia

cituojamas) (5 ml/g peptidines dervos) kambario temperatiiroje, po to
atskelimo produkty miSinys nufiltruojamas j sausa dietilo eterj, iSkrites
kietas produktas atskiriamas centrifiguojant ir dZiovinamas vir§ KOH
granuliy. ISdZiovintas peptidas gryninamas HPLC, naudojant tinkama
0,1 % TFA vandenyje ir acetonitrilo (ACN) gradients. Surinkus porcija
su norimu susintetintu produktu, peptido tirpalas liofilizuojamas ir
peptidas identifikuojamas MS ir aminoriigi¢iy sekos nustatymo metody
pagalba, patvirtinant, kad susintetintas norimas junginys.

Gryninant peptidg, nevalyto liofilizuoto peptido méginys
iStirpinamas miSinyje i§ vandeninio 0,1 % TFA tirpalo, turinéio 10-50 %
ACN. Peptido tirpalas paprastai filtruojamas per §virkita, sujungta su
0,45 pm nailono “ACRODISC” 13 (Gelman Sciences; Ann Arbor MI)
filtru. Tikslus nufiltruoto peptido tirpalas jleidziamas | pusiau
preparatyving C18 kolonéle (Vydac Protein and Peptide C18,
218TP1010; The Separation Group; Hesperia CA). Eliuento (0,1 %
TFA buferio ir ACN izochorinis miSinys arba gradientas) iStekéjimo
greitis palaikomas naudojant Beckman “SYSTEM GOLD” HPLC.
Peptido elivavimas stebimas UV detektoriaus pagalba ties 230 nm

(Beckman, System Gold, programuojamas tirpiklio modulis 126 ir

programuojamas  detektoriaus modulis 166, valdomi “SYSTEM

GOLD” programinés jrangos). MS pagalba identifikavus pika,

atitinkant] susintetintg junginj, surinktas junginys liofilizuojamas ir
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biologiskai iSbandomas. MS registruojami SCIEX API III+
instrumentu. Be to, BMR spektrai registruojami General Electric
prietaisu (300 MHz), heksadeuteriodimetilsulfokside ar
deuteriochloroforme (CDCls; Aldrich).

Aminorugsciy aldehidai susintetinti pagal gerai Zinomas
metodikas. Aminoriig8¢iy ir peptidy aldehidai apraSyti, pavyzdziui,
Fehrents ir Castro, Synthesis 676 (1983); Bajusz et al.l, J. Med. Chem.
33:1729 (1990); Kawamura et al., Chem. Pharm. Bull. 17:902 (1969),
Someno et al., Chem. Pharm. Bull., 34:1748 (1986), visi §ie §altiniai Cia

cituojami. Peptidinés jungties redukavimas vyksta dipeptido molekuleje
(ty., Tyr-{¥(CH,NH) t-Ile), tirpale, po to tinkamai apsaugotas
dipeptidas prijungiamas prie likusio peptido, surito su derva, naudojant
kietafazés sintezés metodika. PrieSingai, apsaugotas aminoriigSties
aldehidas prijungiamas prie peptido, suriSto su derva pagal metodika,
apraSyta Ho et al. (Pept. Res. 6:10-12 (1993) ir ten esancios nuorodos,

visi §altiniai ¢ia cituojami).

IIPAVYZDYS
Ac-Tyr-Ile-Arg-Leu-Ala-NH, sinteze

Sintetinama pagal metodika, apraSytg auksciau, naudojant 1 g
Rink dervos (0,6 mmol NHa/g dervos).Gautas peptidas analizuojamas
MS pagalba. (M+H)" : rasta 659,4, apskaiciuota (apsk.) 659,9.

III PAVYZDYS
Ac-Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NH; sinteze

Ac-Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NH, sintetinamas pagal I pavyzdyje
apraSytg metodikg, naudojant 1 g Rink dervos (0,6 mmol NHj/g
dervos). Gautas peptidas turi (M+H)" rasta 685,4, apsk. 685,9.



10

15

20

25

30

34

LT 4218 B

IVPAVYZDYS
Ac-(i-Bu)Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NH; sinteze

Naudojama 1 g Rink dervos (0,6 mmol NHj/g dervos).
Sintetinama pagal bendra kietos fazés sintezés metodikg, nusakyts
auk$¢iau. Deblokavus Tyr ir tinkamai praplovus peptiding derva,
pridedama 50 ekvivalenty izobutilaldehido DMEF, turindiame 2 %
ledinés acto riigsties. Susidargs miSinys purtomas 4 val. kambario
temperatiiroje. Praplovus peptiding dervg DMF, turinc¢iu 2 % ledines
acto riigities (2x8 ml), pridedama 1 g NaBH3;CN 10 ml DMF su 2 %
ledinés acto riigities. Peptidiné derva purtoma 30 min.,, po to
nufiltruojama, pridedama SvieZiai pagaminto NaBH3;CN DMF/acto
riigities miSinyje ir reakcija tesiama dar 30 min.

Po to peptidiné derva praplaunama DMF/2 % acto rugsties
misiniu (2x8 ml) ir DMF (2x8 ml). Susidariusi monoalkilinto peptido
derva acetilinama acto rigsties anhidrido ir trietilamino miSiniu DMF
(30 ekvivalenty, 6 val.). Tinkamai praplovus peptiding derva, peptidas
atskeliamas ir deblokuojamas kaip apraSyta I pavyzdyje. ISgrynintas
HPLC pagalba peptidas analizuojamas MS. (M+H)" : rasta 758,4, apsk.
758,5.

V PAVYZDYS
Tfa-(iBu)Tyr-lle-Arg-Leu-Pro-NH; sinteze

Ta pati metodika, kaip apraSyta IV pavyzdyje, buvo naudota
(iBu)Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-Rink dervos sintezei. Galutinis
trifluoracetilinimas atliktas 45 min. veikiant peptiding derva 0,7 M

trifluoracto riigsties anhidridu, esant diizopropiletilaminui (DIEA) ir N-

- metilimidazolui (NMI) (1:3:0,3 ekv). Peptido atskelimas nuo dervos ir

jo isskyrimas atliktas kaip aprasyta IV pavyzdyje. I3grynintas peptidas
analizuojamas MS. (M+H)" : rasta 812,4, apsk. 812,5.
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VIPAVYZDYS
Ac-Tyr-lIle-Arg-N(CH;)O(CH3) sintezé

Boc-Arg(N'-Tos)-N(CH3)O(CH3) susintetintas pagal literatiiroje
apradyta metodika (Fehrentz and Castro, supra, 1983). 200 mg Boc-
Arg(N"-Tos)-N(CH3)O(CH3) sumaiSoma su 5 ml trifluoracto rigsties
kambario temperatiiroje ir maiSoma 20 min. Pradinés médiiagos
i¥nykimas stebimas plonasluoksnés chromatografijos (TLC) pagalba,
eliuuojant CHCI3:MeOH:CH3;COOH (90:9:1), vizualizuota
apipurskiant ninhidrinu ir ap3vieCiant UV lempa. Nugarinus likusj TFA
vakuume ir i§dziovinus vakuume vir§ KOH granuliy gauta kieta
atitinkamos masés medziaga. (M+H)" : rasta 371,2, apsk. 371,4.

Vienoje kolboje istirpinama 150 mg auk$Ciau susintetintos
medziagos 1 ml DMF, po to pridedama 57 pl trietilamino ir miSinys
atSaldomas iki 0 °C. Kitoje kolboje sausame tetrahidrofurane (THF)
idtirpinama 171 mg  Z-Tyr-Ile-OH (Biochem Bioscience Inc;
Philadelpia PA), at3aldoma iki -10 °C, azoto atmosferoje pridedama 44
pl NNM ir miSinys maiSomas 15 min.  AnksCiau pagamintas
Arg(Tos)N(CH3)OCH3 tirpalas DMF pridedamas j Z-Tyr-Ile-OH
dipeptido miSry anhidridq ir miSinys maiSomas 30 min. -10 °C
temperatiiroje, po to per naktj kambario temperatiiroje.

Apdorojus reakcijos miSinj kaip apraSyta I pavyzdyje, peptidas
iSdziovinamas vakuume ir jo maZa porcija iSgryninama HPLC bei
analizuojama MS; peptidas turi laukta molekuling mas¢ (781).
Susidargs peptidas Z-Tyr-Ile-Arg(Tos)-N(CH;3)OCH3 sumaiSomas su
500 pl anizolo ir deblokuojamas HF pagal jprasta metodika. Apdorojus,
isskirta 169 mg produkto Tyr-Ile-Arg-N(CH3;)OCHs, struktira
identifikuota MS pagalba (rasta 493,6, apsk. 494). Like¢s peptidas

istirpintas 1 ml 1 N HCl ir liofilizuotas.
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Tyr-Ile-Arg-N(CH3)OCH;.2HCI (76 mg) istirpinta ACN, tirpalas
atdaldytas iki 0 °C, pridéta 13 pl piridino, o po to 15 ul acto riigities
anhidrido. MiSinys maiSomas 3 val. 0 °C temperatiiroje, reakcijos
pabaiga nustatoma ninhidrino testu. PamaiSius kambario temperatiiroje
8 val,, reakcijos miSinys apdorojamas ir produktas Ac-Tyr-Ile-Arg-

N(CH;3)OCHj charakterizuojamas MS (rasta 535,6, apsk. 535,3).

VII PAVYZDYS
Ac-Tyr-{ W(CH,NH) f-Ile-Arg-Leu-Pro-NH,

a. Fmoc-Tyr(But)-H sintezé

4,6 g (10,0 mmol) Fmoc-Tyr(But)-OH, 2,1 g (10,1 mmol)
dicikloheksilkarbodiimido  (DCC), 1,26 g (10,1  mmol)
benzilmerkaptano ir 0,12 g DMAP reaguoja DCM Kkaip aprasyta Ho ir
Ngu (J._Org. Chem. 58:2315 (1993), kuris ¢ia cituojamas). Apdorojus

reakcijos miSinj, iSskiriamas Fmoc-Tyr(But)-S-CH,C¢Hs, tioesteris
suredukuojamas maiSant su trietilsilanu ir 10% Pd/C, iSgryninus staigios
chromatografijos biidu gauna Fmoc-Tyr(But)-H 81 % iSeiga. Produkto
molekuliné masé ir BMR duomenys patvirtina laukiama struktiira.

b. Fmoc-Tyr(But)-{ W(CH,;NH) {-Ile-(O-alil) sintezé

I 0516 g (1,82 mmol) TFA.Ile-(O-alil) tirpala 2 ml DMF
pridedama 0,73 g (1,66 mmol) Fmoc-Tyr(But)-OH ir 0,209 g (3,32
mmol) NaBH;CN 20 ml 1% AcOH/DMF. Po dviejy val. reakcijos
miSinys apdorojamas ir galutinis produktas iSgryninamas staigios
chromatografijos pagalba (etilo acetatas:heksanas, 35:65), gauna aliejinj
produktg, kurio BMR ir MS duomenys atitinka laukiamg struktiira.
(M+H)" : rasta 599, apsk. 598,7.

c. Fmoc-Tyr(But)-{ WCH,NH) t-Ile-OH sintezé

I 0,467 g (0,78 mmol) Fmoc-Tyr(But)-{ W(CH,NH) {-Ile-O-alilo
tirpalg 10 ml DCM sudedama 89 p (1,56 mmol) HOAc, 20 pnl
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trietilamino (TEA) ir 0,02 g komplekso PdCly(Phs),. IS karto sudedama
231 pul (0,86 mmol) BusSnH ir miSinys maiSomas 1 val. kambario
temperatiiroje. Atitinkamai apdorojus reakcijos misinj, produktas
i$gryninamas staigios chromatografijos pagalba (CHCl3:MeOH, 20:1) ir
gaunama 0,319 g (iSeiga 69 %) laukiamo peptido. (M+H)+ : rasta 559,
apsk. 558. Fmoc-Tyr(But)-{ ¥(CH,NH) t-Ile-OH po to prijungiamas
prie Arg(Pmc)-Leu-Pro-Rink dervos pagal bendrg kietafazes sintezés
metodika, nurodyta I pavyzdyje. Peptidine derva Ac-Tyr(But)-
{W(CH,NH) {-Ile-Arg(Pmc)-Leu-Pro-Rink derva deblokuojama ir
peptidas atskeliamas jprastu biidu kaip apraSyta I pavyzdyje bei
iSgryninamas HPLC C18 koloné¢l€je.

VIII PAVYZDYS
Ac-Tyr-lle-Arg-NH-CH,(4-piridil) sinteze

Prie 0,862 g (0,6 mmol/g) oksimo dervos (DeGrado and Kaiser,
J. Org. Chem. 45:1295 (1980) ) per naktj prijungiama Boc-Arg(Tos)-
OH, dalyvaujant DIC/HOBt. Derva praplaunama DMF, po to DCM ir
acetilinama acto riigities anhidridu/DIEA (1:1 ekv) tirpalu DCM.
Praplovus derva DCM, DMF ir DCM, 30 min. deblokuojama 25 % TFA
tirpalu DCM. Deblokuota derva praplaunama DCM, izopropanoliu ir
DCM. Prie TFA.Arg(Tos)-OxmR prijungiama Boc-Ile-OH kaip
simetrinis anhidridas (3 ekv), dalyvaujant 1,5 ekv DIEA tirpalo DCM.
Praplovimo, acetilinimo ir deblokavimo ciklas, apraSytas aukiciau,
kartojamas. Po deblokavimo Boc-Tyr(2-BrZ)-OH prijungiama tokiu pat
biidu kaip Ile, tada galutiné peptidiné derva Boc-Tyr(2-BrZ)-Ile-
Arg(Tos)-OxmR deblokuojama ir acetilinama, gaunant Ac-Tyr(2-BrZ)-
Ile-Arg(Tos)-OxmR. Peptidiné derva i§dziovinama vakuume, i§ viso

gaunant 0,216 g.
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Prie 1/3 dervos pridedama 100 pl (800 upmol) 4-
(dimetilamino)piridino, 60 ul ledinés acto riigsties ir 120 ul DIEA
tirpalo 6 ml DCM. Derva purtoma per naktj kambario temperatiiroje.
Nufiltravus DCM tirpalg, derva praplaunama 3 ml DMF ir praplovimo
tirpalas sujungiamas su DCM filtratu. Nugarinus tirpiklj, likgs peptidas
deblokuojamas HF/anizolu, apdorojamas jprastiniu biidu ir gaunamas

laukiamas peptidas. MS duomenys: (M+H)" : rasta 582,3, apsk. 582.

IXPAVYZDYS
Ac-Tyr-Ile { ¥(CH,NH) ¢-Arg-Leu-Pro-NH, sintezé

a. Boc-lle-H sintezé

Aldehidas susintetintas i§ 1 g Boc-Ile-N(Me)OMe kaip aprasyta
Fehrentz ir Castro (supra, 1983). Aldehidas identifikuojamas TLC ir
BMR metodais kaip apraSyta cituojamame $altinyje.

b. Arg(Tos)-Leu-Pro-MBHA sintezé

Tripeptidiné derva susintetinta pagal bendrg kietafazés sintezés
metodika, apraSyta I pavyzdyje.

c. Boc-Ile-{ ¥(CH,NH) {-Arg(Tos)-Leu-Pro-MBHA

Boc-lle-H prijungiamas prie tripeptidinés Arg(Tos)-Leu-Pro-
MBHA dervos redukuojanc¢io amininimo biidu, naudojant NaBH;CN
tirpaly DMF, turiniame 1 % acto rugSties. Boc grupé atskeliama
iprastu biidu ir Ac-Tyr-OH prijungiama naudojant DIC/HOBt. Gauta
peptidine derva (0,7 g) deblokuojama ir peptidas atskeliamas nuo
dervos su HF/anizolo miSiniu. 19 g nevalyto Ac-Tyr-lle-{ W(CH,NH) -
Arg-Leu-Pro-NH; i8gryninama HPLC C18 kolonéléje, gaunama apie 5
mg laukiamo peptido, kurio grynumas >90 %. (M+H)" : rasta 6884,

apsk. 687,9.



10

15

20

25

30

39

LT 4218 B

X PAVYZDYS
Ac-Tyr-Tle-Dab(N'-C;H;N)-Leu-Ala-NH, sintezé

0,2 g SCAL-TG (0,23 mmol NHy/g) (Patek & Lebl, Tetr. Lett.
32:3891-3894 (1991), kuris &ia cituojamas) prijungiama prie Fmoc-Ala-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-
Tyr(But)-OH pagal metodikas, apraSytas I pavyzdyje. Ivykdiiué N-galo
acetilinima ir Soninés grandinés deblokavimg TFA, peptidineé Ac-Tyr-
Ile-Dab-Leu-Ala-SCAL-TG derva praplaunama, neutralizuojama ir 2
val. veikiama PyBroP/NMI DMF tirpale. Gautas peptidas atskeliamas
nuo dervos veikiant 1 M trifenilfosfinu/(CH3)3SiCl DCM tirpale (3x1
val.), po to 100 % TFA (1 val.). Nevalytas peptidas nusodinamas dietilo
eteriu, po to liofilizuojamas i§ 0,1 % TFA vandeninio tirpalo. Peptidas
Ac-Tyr-lle-Dab(N"-C;H7N)-Leu-Ala-NH,  igryninamas HPLC  ir
charakterizuojamas MS. (M+H)" : rasta 676,4, apsk. 676,4.

XIPAVYZDYS
Ac-Tyr-Ile-PalMe(3)-NHj; sinteze

Prie 1,0 g Rink dervos (0,48 mmol NHy/g) prijungiama Fmoc-
Pal(3)-OH, Fmoc-Ile-OH ir Fmoc-Tyr(But)-OH pagal metodika,
apraSyta 1 pavyzdyje. Prie 0,25 g gautos peptidinés dervos Fmoc-
Tyr(But)-Ile-Pal(3)-Rink pridedama 500 pl metilo jodido (Mel) tirpalo
DCM ir purtoma 6 val. Gauta peptidiné derva Fmoc-Tyr(But)-Ile-
PalMe(3)-Rink deblokuojama, acetilinama ir peptidas atskeliamas kaip
apraSyta 1 pavyzdyje. Dalis nevalyto peptido iSgryninama HPLC ir

charakterizuojama MS.
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XII PAVYZDYS
Ac-ciklo(Glu-Tyr-Ile-Arg-Leu-Lys)-NH, sinteze

Pagal I pavyzdyje apradyta metodikg 1 g SCAL-TG (0,29 mmol
NHa/g) (ziiir. X pavyzdj) sujungiama su Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Tyr(But)-OH ir
Fmoc-Glu(OtBu)-OH. PaSalinus Fmoc fragmentq,peptidiné derva
acetilinama ir perplaunama DMF, po to DCM. Peptidine derva Ac-
Glu(OtBu)-Tyr(But)-Ile-Arg(Pmc)-Leu-Lys(Boc)-SCAL-TG
deblokuojama reagentu K, praplaunama, neutralizuojama ir ciklinama,
panaudojant BOP/HOBYDIEA (5:5:5 ekv.) DMF tirpale 2 val.
Prisijungimo pabaiga stebima ninhidrino testu, kaip apraSyta Kaiser

(Kaiser et al., Anal Biochem. 34:595 (1970), kuris Cia cituojamas).

Pasibaigus ciklizacijai, peptidas atskeliamas nuo dervos, iSgryninamas
HPLC ir charakterizuojamas MS duomenimis. (M+H)" : rasta 844,5,
apsk. 844.5.

XIII PAVYZDYS
Ciklo(Gly-Tyr-Ile-Arg-Gly) sinteze

Prie 1 g oksimo dervos (ZiGr. VIII pavyzdj) (0,6 mmol NHy/g) per
naktj prijungiama Boc-Gly-OH, dalyvaujant DIC/HOBt. Derva
praplovus ir deblokavus, pagal metodikg, apraSyta VIII pavyzdyje,
prijungiama Boc-Arg(Tos)-OH, Boc-lle-OH ir Boc-Tyr(2-BrZ)-OH.
Treddalis peptidinés Boc-Tyr(2-BrZ)-Ile-Arg(Tos)-Gly-Oksimas dervos
deblokuojama ir sujungiama su Boc-Gly DIC/HOBt terpéje. Gauta
peptidiné derva deblokuojama, neutralizuojama ir per naktj ciklinama

DMF, turindiame 1 % acto rdgsties. Derva nufiltruojama ir

-praplaunama DMF, filtratai apjungiami ir organinis tirpiklis

nugarinamas vakuume. Likes peptidas deblokuojamas HF/anizolu,
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liofilizuojamas, iSgryninamas HPLC ir charakterizuojamas MS. (M+H)"

: Tasta 547,8, apsk. 547,8.

XIVPAVYZDYS
N-pakeisty glicino dariniy sintezé:

Ac-(Bzl)Gly-(Chx)Gly)-(3-guanidopropil)Gly-NH, sintezé

N-pakeisty gliciny sintezei panaudota Zuckermann et al.
metodika (J.LAm. Chem. Soc. 114:10646 (1992), kuris ¢ia cituojamas).
Prie 1 g SCAL-TG (0,29 mmol NH,/g) (ziir. X pavyzdj) DCM/DMF

tirpale per simetrinj anhidrido ry$j prijungiama bromacto riigstis.
Kiekviena prijungimo reakcija kartojama du Kartus. Prie Br-CH,CO-
SCAL-TG dervos pridedama Boc-NH-CH,CH,CH,NH, DMSO tirpale
ir purtbma 2 val. Po deblokavimo, procesas kartojamas, kaitaliojant Br-
CH,COOH prisijungimo- prie dervos ir gautos dervos reakcijos su
atitinkamu aminu stadijas. (Bz1)Gly-(Chx)Gly-(Boc-NH-(CH,)3) Gly-
SCAL-TG derva acetilinama acto riigSties anhidrido/DIEA/NMI
misiniu (1:1:0,25) DMF tirpale per naktj. Deblokavus Boc grupe, derva
Ac-(Bzl)Gly-(Chx)Gly-(3-aminopropil)Gly-SCAL-TG veikiama 1,8 M
karboksiamidinopirazolo.HCl (Bernatowicz et al., J. Org. Chem.

57:2497-2502 (1992), kuris ¢ia cituojamas) tirpalu DMF, esant DIEA

(1:1), 3 val kambario temperatiiroje. Guanilinimo pabaiga stebima
Kaiserio testu. Susidariusio peptido atskélimas ir apdorojimas
atliekamas pagal X pavyzdZio metodika, analizuojama MS. (M+H)" :
rasta 502,3, apsk. 502,3.
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XV PAVYZDYS
Diketopiperazino dariniy sinteze:

Ciklo(Ser-Ida)-Ile-Arg-Leu-Ala-NH; sintezé

Pradinis blokuotas tetrapeptidas Fmoc-Ile-Arg(Pmc)-Leu-Ala-
Rink susintetintas panaudojant Fmoc ir Rink derva (Ziar. I pavyzdj).
Atskélus Fmoc nuo peptidinés dervos, palaipsniui prijungiama Fmoc-
Ida(OMe)-OH (3 ekv., DIC, HOBt) ir Fmoc-Ser(tBu)-OH (7 ekv,,
simetrinis anhidridas). Galutinis deblokavimas ir savaiminis ciklo
susidarymas jvyksta vienu metu, laikant 1 val. 50 % piperidine/DMF.
Praplovus, susidargs peptidas atskeliamas nuo dervos ir deblokuojamas
TFA/tioanizolu/H,O (95:2,5:2,5). Gautas peptidas apdorojamas kaip
apraSyta auk3&iau ir analizuojamas HPLC (>95%) ir MS. (M+H)" :
rasta 655,4, apsk. 655,38.

XVIPAVYZDYS
Ph-C(NOCH,Ph)-CO-I-R-NH; sintezé

Prie 0,2 g Rink dervos prijungiama Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
Ile-OH, po to pasalinama apsauginé Fmoc grupé (Ziar. I pavyzdi). Prie
peptidinés dervos lle-Arg(Pmc)-Rink prijungiama Ph-C(NOCH,Ph)-
COOH naudojant DIC/HOBt kaip apraSyta auk3ciau. Gauta peptidiné
derva Ph-C(NOCH,Ph)-CO-Ile-Arg(Pmoc)-Rink apdorojama kaip
aprasyta I pavyzdyje ir analizuojama MS. (M+H)" : rasta 524,3, apsk.
524.6.

XVIIPAVYZDYS
Ac-pAph-Ile-Arg-Leu-Pro-NH; sinteze

Sintezé vykdoma ant 100 mg Rink dervos pagal I pavyzdzio
metodika, naudojant $iuos aminoriigiciy darinius: Fmoc-Pro-OH,

Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-pAph-
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(Fmoc)-OH (raceminis miSinys). Peptidas atskeliamas ir iSskiriamas
pagal I pavyzdZio metodikg. Abu stereomeriniai peptidai isskiriami RP-

HPLC pagalba ir identifikuojami MS. (M+H)" : rasta 754,4, apsk. 754,5.

XVII PAVYZDYS
Ac-Tyr-Chg-Arg-olio sintezé

Peptidiné seka konstruojama ant 0,25 g Fmoc-Arg(Pmc)-Sasrin
dervos (0,5 mmol NHy/g dervos; Bachem Bioscience) pagal metodika,
apraSytag I pavyzdyje. Po N-galo Fmoc deblokavimo ir acetilinimo,
apsaugotas peptidas redukuojant atskeliamas nuo dervos C-galo
alkoholio pavidale (Mergler et al., Peptides p.177-178 (eds. Schneider
and Eberle; Leiden 1993), kuris ¢ia cituojamas). Peptidiné derva 24 val.
purtoma su NaBHy (4 ekv.) tirpalu 2 ml THF:EtOH (6:1). Po atskélimo
reakcijos derva praplaunama DCM, atskélimo reakcijos ir praplovimo
tirpalai  sujungiami  ir  liofilizuojami.  Liofilizuotas  peptidas
deblokuojamas 2 val. veikiant TFA/vandeniu/tioanizolu (90:5:5) ir
i8skiriamas nusodinant. ISgrynintas HPLC peptidas analizuojamas MS.
(M+H)" : rasta 505,3, apsk. 505,3.

XIXPAVYZDYS
Ac-Tyr-Chg-Arg-olio acetato sintezé

Apsaugotas peptido alkoholis susintetintas kaip apraSyta XVIII
pavyzdyje. 10 mg nevalytos medziagos iStirpinama DCM/ACN ir 20
min. veikiama acto riigsties anhidridu (2 mmol), esant 2,4 mmol TEA.
Tirpalas nufiltruojamas, nugarinamas ir peptidas deblokuojamas kaip
apraSyta aukSCiau. ISgrynintas HPLC peptidas analizuojamas MS.
(M+H)" : rasta 547,3, apsk. 547,3.
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XX PAVYZDYS
Ac-Phe(pNH,)-Chg-Orn(C(NH)CH3)-Leu-Pro-NH; sinteze

Prie 1 g “TENTAGEL S” NH; dervos (0,28 mmol NH,/g dervos;
Rapp Polymer; Tubingen Germany) prijungiamas SCAL tiltelis kaip
apradyta X pavyzdyje ir prijungiamos Sios aminoriigstys: Fmoc-Pro-OH;
Fmoc-Leu-OH; Fmoc-Orn(Boc)-OH ir Fmoc-Chg-OH. Peptidiné derva
Fmoc-Chg-Orn(Boc)-Leu-Pro-SCAL-TG veikiama 50 % DIEA DCM
tirpale (2x30 s) ir du kartus DCM. Prie peptidinés dervos pridedamas
1,5 g etilacetimidato hidrochlorido (Aldrich) tirpalas 4 ml
piridino:DIEA ir 3 ml DMF ir prijungimas tgsiamas per naktj kambario
temperatiiroje. |

Peptidiné derva Fmoc-Chg-Orn(C(NH)CHj3)-Leu-Pro-SCAL-
TG deblokuojama 20 % piperidino tirpalu DMF 12 val, 4 kartus
praplaunama DMF, 4 kartus DCM ir prijungiama Fmoc-Phe(pNH-
BOC)-OH, naudojant DIC/HOBt DMF tirpale. Deblokavus Fmoc ir
suacetilinus acto riig§ties anhidrido:piridino misiniu (1:1) 20 min,,
gaunama peptidiné derva Ac-Phe(pNH-BOC)-Chg-Orn(C(NH)CH3)-
Leu-Pro-SCAL-TG. SCAL tiltelis suhidrinamas, peptidas atskeliamas,
igryninamas HPLC ir gaunamas laukiamas junginys. (M+H)" : rasta

740,2, apsk. 740,48.

XXIPAVYZDYS
Ac-Phe(pNHz)-Chg-Dap(NB-CsHllN)-Leu-Pro-NHz sinteze

Prie 0,5 g SCAL-Tg (0,32 mmol NHy/g) prijungiama Fmoc-Pro-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Dap(Boc)-OH ir Fmoc-Chg-OH. Boc grupé

Soninéje grandinéje paSalinama veikiant 50 % TFA 20 min., peptidiné

" derva neutralizuojama praplaunant 10 % DIEA/DCM. Laisva amino

grupé Soninéje grandinéje paverCiama j dimetilamidinio grupg,

paveikus peptiding derva 0,3 M PyBroP/NMI DMF tirpale 20 min.
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Deblokuojant Fmoc grupg 50 % piperidino/DMF 60 min., Soningje Dap
grandingje dimetilamidinio grupé pakei¢iama piperidinio grupe. Seka
papildoma  prijungiant Fmoc-Phe(Boc)-OH, Fmoc  grupé
deblokuojama. Peptidas acetilinamas ir atskeliamas kaip apragyta X
pavyzdyje. Isvalytas HPLC peptidas analizuojamas MS. (M+H)" : rasta
752,4, apsk. 752,4.

XXII PAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH; sintezé

Raceminis H-Phe(pCN)-OH susintetintas pagal
acetamidomalonato metodg (Wagner et al., VDR patentas Nr. 155954,
1982.07.21; perziurétas 1988.11.08, kuris ¢ia cituojamas). Raceminis
Ac-pAph-OH susintetintas atitinkamo metiltioimidato, gauto ciano
grupes reakcijoje su vandenilio sulfidu, amonolizés pagalba, po to
metilinant Mel.

Peptido sintezei naudota 1 g “TENTAGEL” dervos (pakaity
kiekis = 0,21 mmol NHy/g dervos) ir Knorr tiltelis (Bernatowicz et al.,
Tetr. Lett. 30:4645 (1989), kuris &ia cituojamas). Dipeptidas Fmoc-Chg-
Pal-Knorr-TG ~ konstruojamas  kaip apraSyta 1 pavyzdyje. 3-
Piridilalaninas po to metilinamas 1 ml Mel per naktj DCM tirpale.
Atskelus Fmoc, Ac-pAph-OH prijungiamas panaudojant DIC/HOBt ir
peptidas apdorojamas Kaip aprasyta I pavyzdyje. (M+H)" : rasta 550,3,
apsk. 550,31.

XXIIIPAVYZDYS
Ac-Tyr-Chg-pAph-Leu-Pro-NHj sintezé

Pentapeptidas Ac-Tyr(But)-Chg-Phe(pCN)-Leu-Pro-Knorr-TG
konstruojamas ant 0,4 g “TENTAGEL” (pakaity kiekis = 0,2 mmol
NHy/g dervos) kaip apradyta I pavyzdyje. Derva veikiama per naktj
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uzdarame inde 8 ml piridino/trietilamino miSiniu (75:25), prisotintu
HS,S. Prie dervos prijungtas tioamidas 30 min. metilinamas 0,5 ml Mel 8
ml acetono 50 °C temperatiiroje, po to praplaunamas acetonu ir
metanoliu. Kad gauty galutinj produkta, metiltioimidui leidZia reaguoti
su amonio acetatu metanolyje 3 val. 55 °C temperatiiroje, po to
produktas atskeliamas nuo dervos ir iSgryninamas kaip apraSyta

auksciau. (M+H)" : rasta 761,4, apsk. 760,43.

XXIVPAVYZDYS
Ac-Phe(pCH;NH;)-Chg-Arg-Leu-Pro-NHj; sintezé

Ac-DL-Phe(pCN)-Chg-Arg-Leu-Pro-NH; (nevalytas peptidas)
sintetinamas ant 1 g Rink dervos (0,6 mmol NH,/g dervos) kaip
aprasyta I pavyzdyje. 125 mg nevalyto peptido iStirpinama 50 ml MeOH
ir pridedama 0,5 ml René¢jaus nikelio suspensijos (Aldrich). Peptido ir
katalizatoriaus miSinys hidrinamas 35 psi (240,3 kPa) slegyje 4 val.
kambario temperatiiroje. Katalizatorius nufiltruojamas, o tirpalas
iSgarinamas iki sausumo. Liekana liofilizuojama i§ 0,1 % vandeninio
TFA, turinCio 30% ACN. I8dziovintas nevalytas produktas iSgryninamas
HPLCir analizuojamas MS. (M+H)" : rasta 741,4, apsk. 741,7.

XXV PAVYZDYS
Ac-Phe(pC(NOH)NH,)-Chg-Arg-Leu-Pro-NHj sintezé

21,1 mg nevalyto peptido, gauto XXIV pavyzdyje, sumaiSoma su
60,3 mg NH,OH.HCI (Aldrich) miSinyje i§ 1,5 ml metanolio, 0,7 ml
piridino ir 0,5 ml TEA. MiSinys maiSomas 72 val. kambario

temperatiiroje, po to tirpiklis ir lakios medZiagos nugarinamos

“vakuume. Peptidas i§gryninamas HPLC ir analizuojamas MS. (M+H)" :

rasta 770,4, apsk. 770,3.
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XXVIPAVYZDYS
Al-A2-B junginiy sintezé

Al-A2-B junginiai, t.y., A1-A2-(A3),-B junginiai, kuriuose m yra
0, sintetinami kaip parodyta Fig. 3. Trumpai tariant, racemino N-acetil-
4-cianofenilalanino reakcijoje su L-cikloheksilglicino. metilo esteriu
gaunamas dviejy stereomeriniy dipeptidy misinys, kuris isskirstomas
chromatografi$kai. Raceminis N-acetil-4-cianofenilalaninas dalinai
iSskirstomas sudarant druska su L-cikloheksilglicino metilo esteriu.
MaZiau tirpi D,L-druska lengvai iSsikristalina ir tolimesnis prijungimas
duoda Ac-F(pCN)-Chg-OMe gana gryname pavidale. “Motininiai
tirpalai” yra praturtinti L L-druska ir prijungimas duoda nevalytg Ac-
F(pCN)-Chg-OMe, kuris toliau gryninamas chromatografuojant per
silikagelj. Sie dipeptido esteriai lid¢io hidroksidu metanolio/vandens
tirpale kambario temperatiiroje hidrolizuojami iki atitinkamy riig§éiy.
Abi dipeptido riigitys paverdiamos j pakeistus amidus jprastiniu biidu
prijungiant atitinkamus aminus RNH,. Aminai, kuriy néra prekyboje,
susintetinti pagal standartines metodikas.

Ciano grupés pavertimas | atitinkamus amidinus atliekamas
pagal standartines chemines metodikas, arba per tioamidg ir
metiltioamidat, arba hidrinant atitinkamg amidoksimg (XXV
pavyzdys). Pastarasis gaunamas reaguojant nitrilui su hidroksilaminu.
Zemiau apragyti pavyzdziai iliustruoja pavadinime nurodyty junginiy
gavimg pagal §ias parinktas metodikas. Aiku, kad iSradimo junginiai
gali buti susintetinti, naudojant jvairias kitas metodikas ir &a pateikti

pavyzdZiai yra parinkti patogumui.
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XXVIIPAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-NHCH;-(4-metilpiridinio) sintezé

Ac-pAph-Chg-NHCHS,-(4-metilpiridinio) sintezé atlikta pagal
XXII pavyzdzio metodikas i§ Ac-F(pCN)-Chg-NHCH,-(4-piridil).
Gautas junginys i$grynintas HPLC kaip apraSyta I pavyzdyje. MS
duomenys: (M+H)" rasta 493,3, apsk. 493,29. :

Pradiné medziaga susintetinta tokiu bidu:

a) 2,32 g (10 mmol) Ac-(D, L)-F(pCN) Sildant iStirpinta 75 ml
etanolio. Pridedama 1,75 g (10 mmol) L-cikloheksilglicino metilo
esterio ir miinys 2 val. maiSomas kambario temperatiiroje.
I3sikristaling kristalai nufiltruojami ir i8dZiovinus gaunama 1,55 g D,L-
druskos. Filtratas dalinai nugarinamas ir praskiedZiamas eteriu.
Atskyrus kristalus ir i§dZiovinus gaunama 2,1 g L,L-druskos, uZterStos
D,L-druska. Nevalyta L,L-druska uzpilama 20 ml DMF, 0,71 g HOBt ir
1,18 g DCC. MiSinys maiSomas kambario temperatiiroje 24 val
Karbamidas nufiltruojamas, ir filtratas iSgarinamas. Liekana i3tirpinama
metileno chloride ir tirpalas praplaunamas 1 N HCI ir soiu natrio
bikarbonato tirpalu. Organinis sluoksnis iSdziovinamas ir nugarinamas.
Liekana chromatografuojama per 60 g silikagelio, naudojant 20 %
acetong metileno chloride kaip eliuenta. ISkristalinus sujungtas grynas
frakcijas i§ metileno chlorido/eterio/heksano gauta 1,6 g bespalviy Ac-
F(pCN)-Chg-OMe kristaly, kuriy lydymosi temperatiira (l.temp) 178-
180 °C.

b) 1,93 g (5 mmol) Ac-F(pCN)-Chg-OMe (gautas XXVII
pavyzdyje, zitr. auks¢iau), 100 ml metanolio, 10 ml vandens ir 0,75 g
li¢éio hidroksido hidrato 24 val. maiSoma azoto atmosferoje kambario

temperatiiroje. Pridéjus 2 ml acto riigsties, tirpikliai nugarinami, o

‘liekana paskirstoma tarp metileno chlorido, turin¢io 20 % izopropanolio

ir IN HCL. Organinis sluoksnis iSdZiovinamas ir nugarinamas, liekang
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iSkristalinus i§ metileno chlorido/eterio/heksano gaunama 1,6 g Ac-
F(pCN)-Chg-OH bespalviy kristaly pavidale; L.temp. 216-218 °C.

¢) 150 mg (0,4 mmol) Ac-F(pCN)-Chg-OH (Ziiir. aukiciau), 65
mg (0,6 mmol) 4-aminometilpiridino, 124 mg (0,6 mmol) DCC, 60 mg
(0,44 mmol) HOBt ir 5 ml DMF maiSoma 20 val. kambario
temperatliroje. Karbamidas paSalinamas filtruojant, o filtratas
nugarinamas. Liekana uZpilama metanoliu, netfrpus prbduktas
nufiltruojamas ir gaunama 140 mg bespalvio Ac-F(pCN)-Chg-
NHCH(4-piridil). ~ Analitikai ~ grynas  pavyzdys  gaunamas
chromatografuojant per silikagelj, eliuuojant acetono:metileno
chlorido:metanolio miSiniu (4:5:1). Kristalinés kietos medziagos l.temp

> 250 °C.

XXVIII PAVYZDYS
Ac-F(4-amidino)-Chg-NHCH,(4-metilpiridinio) sintezé

Sis junginys gaunamas reaguojant 150 mg Ac-F(pCN)-Chg-
NHCH,(4-piridil) (Zzidr. auk3¢iau) su vandenilio sulfidu, po to su metilo
jodidu ir amonio acetatu. Produktas i$skirtas HPLC kaip homogeniska
medziaga. MS analizé: (M+H)" : rasta 493,3, apsk. 493,29.

Pradiné medziaga susintetinta tokiu bidu:

a) 2,8 g Ac-F(pCN), (L)-cikloheksilglicino metilo esteris, 940 mg
HOBt, 1,57 g DCC ir 30 ml DMF maiSoma 2 dienas kambario
temperataroje. ~ Karbamidas  paSalinamas filtruojant, filtratas
nugarinamas. Liekana iStirpinama metileno chloride, tirpalas
praplaunamas 1 N HCl ir 10 % vandeniniu natrio karbonato tirpalu.
Organiné faze i8dziovinama ir nugarinama. ISkristalinus liekang i§
metileno chlorido/eterio/heksano gaunama 2,05 g bespalvio Ac-
F(pCN)-Chg-OMe, l.temp. 181-183 °C.

b) 1,93 g Ac-F(pCN)-Chg-OMe (Zitir. auk3¢iau) hidrolizuojama

su 0,75 g licio hidroksido monohidrato 100 ml metanolio ir 10 ml
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vandens kaip aprasyta L,L-izomero atveju XXVII pavyzdyje auksciau.
Iskristalinus i§ metileno chlorido/eterio, gauta 1,65 g Ac-F(pCN)-Chg-
OH, l.temp. 180-182 °C.

¢) 225 mg Ac-F(pCN)-Chg-OH (Zilir. auki¢iau), 100 mg 4-
aminometilpiridino, 90 mg HOBt, 180 mg DCC ir 6 ml DMF maiSoma
per savaitgalj kambario temperatiiroje. Karbamidas nufiltruojamas, o
filtratas nugarinamas. Lickana maiSoma su metanoliu, kietas nuosédas
nufiltravus gaunama 190 g kristalinio Ac-F(pCN)-Chg-NHCH,(4-
piridil), Ltemp. > 250 °C.

XXIX PAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-NHCH,CH,(3-metilpiridinio) sinteze

125 mg Ac-F(pCN)-Chg-NHCH,CH,(3-piridil), 2 ml DMSO, 10
ml piridino ir 5 ml trietilamino prisotinama vandenilio sulfidu, Saldant
vandens/ledo misinyje. Pamaisius uZlydytame inde per naktj kambario
temperatiiroje, tirpikliai nugarinami, lickana  iStirpinama
acetone/eteryje, i§dziovinus gauna 125 mg tioamido. Si medziaga
uZpilama 2 ml DMSO, 5 ml acetono ir 0,75 ml metilo jodido ir maiSoma
uzlydytame inde per naktj kambario temperatiiroje. Praskiedus toluenu,
tirpikliai nugarinami ir lickana maiSoma su eteriu. Eteris
nudekantuojamas, vél uZpilama $vieZiu eteriu ir maiSoma, kol tasi
medziaga sukietéja, tada likgs eteris nufiltruojamas, o liekana
iSdziovinama.

Susidariusi lickana iStirpinama 20 ml metanolio ir veikiama 0,3
ml acto riigties ir 0,4 g amonio acetato. MiSinys kaitinamas 2,5 val. iki
55-60 °C, po to tirpikliai nugarinami. Liekana iStirpinama

vandens/ACN/TFA miSinyje ir liofilizuojama. Produktas gryninamas

"HPLC. MS duomenys: (M+H)" : rasta 507,3, apsk. 507,31.

Pradiné medZiaga gaunama tokiu budu:
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150 mg (0,4 mmol) Ac-F(pCN)-Chg-OH, 120 mg (0,6 mmol) 2-
(3-piridil)etilamino hidrochlorido, 125 mg DCC, 60 mg HOBt, 0,5 ml
diizopropiletilamino ir 10 ml DMF maiSoma 24 val. kambario
temperatiroje. Nugarinus tirpiklj, lickana maiSoma su metanoliu,
netirpus produktas nufiltruojamas, praplaunamas metanoliu ir eteriu ir
gaunama 110 mg bespalviy kristaly. Filtratas nugarinamas, o lickana
iStirpinama metileno chloride/izopropanolyje. Sis tirpalés praplaunamas
10 % vandeniniu natrio bikarbonato tirpalu, iS§dZiovinamas ir
nugarinamas. Liekana chromatografuojama per 14 g silikagelio,
eliuuojant metileno chlorido:acetono:metanolio misiniu 5:4:1, gaunama
40 mg Ac-F(pCN)-Chg-NHCH,CH,(3-piridil), l.temp. 265-268 °C.

b)  2-(3-piridil)etilamino dichidrochloridas gaunamas tokiu
biidu: miSinys i§ 1,3 g 3-piridilacetonitrilo, apytikriai 3 g Renéjaus
nikelio ir 30 ml metanolio, turinéio 10 tiirio % amoniako hidrinama 20
val. Paro hidrinimo aparate 35 psi (240 kPa) slégyje. Katalizatorius
nufiltruojamas per celita, o filtratas nugarinmas. Lickana 1Stirpinama
metileno chloride, i8dZiovinama magnio sulfatu, nufiltruojama ir
nugarinama. Produktas paver¢iamas | dihidrochlorida vandenilio
chloridu dioksane. ISkristalinus i§ metanolio/eterio, gauta 1,4 g

bespalviy kristaly, l.temp 145-148 °C.

XXX PAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-NHCH,CH,(4-metilpiridinio) sintezé

Sis junginys susintetintas pagal aukSCiau apraSytas metodikas
reaguojant  Ac-F(pCN)-Chg-NHCH,CH,(4-piridil) su  vandenilio
sulfidy, po to metilinant metilo jodidu ir reaguojant su amonio acetatu.

Produktas iSgryninamas HPLC. MS duomenys: (M+H)* :rasta 507,3,
apsk. 507,31.
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Pradiné medziaga gaunama reaguojant Ac-F(pCN)-Chg-OH su
2-(4-piridil)etilamino dihidrochloridu kaip apraSyta XXIX pavyzdyje
auksciau.

2-(4-Piridil)etilamino  dihidrochloridas sintetinamas  pagal
metodika, apraSyta 2-(3-piridil)etilamino dihidrochloridui, hidrinant
piridil-4-acetonitrily  vir§  Ren¢jaus nikelio, esant :arnoniakui.

Dihidrochlorido 1.temp 220 °C.

XXXI PAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-NHCH,(4-amidinofenil) sintezé

Sis junginys susintetintas panasiu biidu kaip aprasyta auksciau,
veikiant Ac-F(pCN)-Chg-NHCH;(4-cianofenil) ~vandenilio sulfidu
DMSO, piridino ir trietilamino tirpale. Gautas bis-tioamidas
metilinamas metilo jodidu DMSO/acetone, po to produktas reaguoja su
amonio acetatu, kaip aprayta auk$¢iau. Produktas gryninamas HPLC.
MS duomenys: (M+H)" : rasta 520,3, apsk. 520,30.

Pradiné medZiaga gaunama tokiu blidu: 75 mg (0,2)mmol) Ac-
F(pCN)-Chg-OH, 50 mg (0,3 mmol) (4-cianofenil)metilamino
hidrochlorido, 62 mg DCC, 30 mg HOBt, 0,2 ml DIEA ir 2 ml DMF
maiSoma kambario temperatiiroje 24 val. Nufiltravus, tirpiklis
nugarinamés, o liekana i§tirpinama metileno chloride, turin¢iame 20 %
izopropanolio. Tirpalas praplaunamas IN HCl ir 10 % vandeniniu
natrio karbonato tirpalu, po to i§dZiovinamas ir nugarinamas. Liekana
maiSoma su maZu kiekiu metanolio/vandens miSinio, iSsiskyrusios
nuosédos atskiriamos ir i§dziovinamos, gaunama 80 mg Ac-F(pCN)-
Chg-NHCH;(4-cianofenil).

(4-cianofenil)metilamino hidrochloridas gaunamas tokiu blidu: 2

" g (10 mmol) o-brom-p-toluenonitrilo, 2 g (10,8 mmol) kalio ftalimido ir

30 ml DMF virinama su grjztamu $aldytuvu 1 min. AtSaldZius, misinys

pariigitinamas acto riigStimi ir, praskiedus vandeniu, produktas
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i$sikristalina. Kristalai nufiltruojami, praplaunami vandeniu, isdziovinus
gaunama 2,24 g bespalvio N-(4-cianofenil)metilftalimido, 1.temp. 182-
184 °C.

1,5 g N-(4-cianofenil)metilftalimido suspenduojama 50 ml
verdanCio metanolio ir veiidama 1 ml hidrazino hidrato. Tirpalas
pasidaro skaidrus po 5 min. Metanolis nugarinamas, o lickana veikiama
2 N HCl. Suspensija kaitinama iki virimo, po to atSaldoma ledu.
Nuosedos nufiltruojamos, filtratas nugarinamas. Liekana i§tirpinama
vandenyje. Tirpalas vél uZkaitinamas iki virimo, atfaldomas ir
nufiltruojamas. Filtratas paSarminamas natrio Sarmu ir ekstrahuojamas
metileno chloridu, turinéiu izopropanolio. Organiné fazé i§dziovinama
ir nugarinama, liekana paverc¢iama j hidrochlorido druska, iskristalinus
i§ izopropanolio/eterio gaunama 0,43 g bespalviy kristaly, Ltemp > 260
°C.

(3-Cianofenil)metilamino hidrochloridas gautas reaguojant -
brom-m-toluenonitrilui  su  kalio ftalimidu, gaunama N-(3-
cianofenil)metilftalimidas, Ltemp. 147-148 °C. Siai medZiagai
sureagavus su hidrazino hidratu ir produkta pavertus j hidrochlorida,
kaip apraSyta auksCiau, gaunama (3-cianofenil)metilaminas, Ltemp 223-
226 °C.

XXXITPAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-NHCH;(3-amidinofenil) sintezé

Sis junginys gautas pagal metodikas, apraSytas auks$éiau. Ac-
F(pCN)-Chg-NHCH;(3-cianofenil)  veikiamas vandenilio sulfidu
DMSO, piridino ir trietilamino miSinyje. Gautas bis-tioamidas
metilinamas metilo jodidu DMSO/acetone, produktas po to reaguoja su
amonio acetatu, kaip apradyta aukséiau. Produktas gryninamas HPLC.
MS duomenys: (M+H)" : rasta 520,3, apsk. 520,30.
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Pradiné medZiaga gaunama tokiu biidu: 300 mg (0,8 mmol) Ac-
F(pCN)-Chg-OH, 200 mg (1,2 mmol) (3-cianofenil)metilamino
hidrochlorido, 250 mg DCC, 120 mg HOBt, 0,8 ml DIEA ir 10 ml DMF
maioma kambario temperatiroje 24 val. Nufiltravus, tirpiklis
nugarinamas, o liekana iStirpinama dideliame tiiryje metileno chlorido,
turindio 20 % izopropanolio. Tirpalas praplaunamas 1 N HCl ir 10 %
vandeniniu natrio karbonato tirpalu, i§dZiovinamas ir nugarinamas.
Liekana maiSoma su izopropanoliu/eteriu ir atskirtos nuosedos

i¥dziovinamos; gauna 400 mg Ac-F(pCN)-Chg-NHCH,(3-cianofenil).

XXXIII PAVYZDYS
Ac-pAph-Chg-NHCH(Me)(4-metilpiridinio) sintezé

Pavadinime nurodyto junginio diastereomery misinys gaunamas
reaguojant dviejy stereomeriniy Ac-F(pCN)-Chg-NHCH(Me)(4-piridil)
miSinivi su vandenilio sulfidu, po to su Mel ir amonio acetatu.
Diastereomerai atskiriami HPLC. MS duomenys: (M+H)" :rasta 507,3,
apsk. 507,31.

Pradiné medZiaga susintetinama tokiu biidu: 150 mg (0,4 mmol)
Ac-F(pCN)-Chg-OH, 120 mg (0,6 mmol) raceminio 1-(4-
piridil)etilamino hidrochlorido, 125 mg DCC, 60 mg HOBt, 0,5 ml
DIEA ir 10 ml DMF maiSoma kambario temperatiiroje 24 val.
Nufiltravus, tirpiklis nugarinamas ir liekana iStirpinama dideliame turyje
metileno chlorido, turinéio 20 % izopropanolio. Tirpalas praplaunamas
10 % vandeniniu natrio karbonatu, i$dZiovinamas ir nugarinamas.
Liekana maiSoma su izopropanoliu/eteriu, atskirtos nuosédos
i§dziovinamos ir gaunama 125 mg Ac-F(pCN)-Chg-NHCH(Me)(4-
piridil) dviejy diastereomery miSinys.

Raceminis 1-(4-piridil)etilamino dihidrochloridas sintetinamas 1
g 4-acetilpiridino-N-oksido, 2 g Renéjaus nikelio ir 30 ml metanolio,

turinéio 20 tiirio % amoniako, hidrinant 30 psi (205,95 kPa) slégyje 24
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val. Katalizatorius pa3alinamas filtruojant per celita, filtratas
nugarinamas. Lickana iStirpinama metileno chloride, nufiltruojama ir
i§garinama. Liekana iStirpinama izopropanolyje ir veikiama vandenilio
chloridu eteryje. ISkritg kristalai atskiriami ir iSdziovinami, gauna 0,9 g

medziagos, l.temp. 198-200 °C.

XXXIV PAVYZDYS
DIPA(m)pAph-Chg-Arg-Leu-Pro-NH; sintezé

a. (p-cianobenzil)malono riigities (DIPA(m)Phe(pCN))-OH
N,N-diizopropilamido sintezé

2-(p-cianobenzil)malono riigitis susintetinta pagal modifikuota
metodikg (Zitr. Pinori et al., JAV patentas Nr. 5061911 (1991), kuris ¢ia
cituojamas). ] 3,8 g 2,2-dimetil-1,3-dioksan-4,6-diono (Meldrumo
rigstis, Aldrich) ir 1,12 g NaCNBHj (Aldrich) tirpala 25 ml DMF
pridedama 2,3 g p-cianobenzaldehido (Aldrich) ir miSinys maiSomas
kambario temperatiiroje 2 val. | reakcijos miSinj jpilama 400 ml
vandens, tirpalas atSaldomas ledo vonioje ir pariig§tinamas iki pH 3,8-4
laSinant 20 % vandeninj HCI tirpala. Baltos nuosédos surenkamos ant
Biuchnerio piltuvo ir praplaunamos $altu vandeniu. Surinktos nuosédos
dziovinamos vakuume vir§ CaCl, 24 val. Kietos medziagos BMR
spektras  (CDCI; tirpale) patvirtino 2,2-dimetil-5-(p-ciano)benzil-1,3--
dioksan-4,6-diono (DCBD) struktiirg. Junginio Ltemp. 135-142 °C ir R;
0,45 (CHCl3:MeOH:acto riigstis - 95:4:1).

I 1,5 ml diizopropilamino 45 ml DCM pridedama 3 ml N,0O-
bis(trimetilsilil)acetamido (BSA) ir tirpalas virinamas kolboje su
magnetine maiSykle ir CaCl, vamzdeliu apsaugotu grjZtamu $aldytuvu 7
val. AtSaldZius reakcijos miSinj iki kambario temperatiiros, pridedama
0,8 g DCBD ir reakcijos miinys virinamas su griztamu 3aldytuvu, kol
TLC parodo pilng produkto susidaryma. Atsaldzius reakcijos misini,
atsargiai pridedama 5-8 ml 20 % vandeninio HCI tirpalo. Atskyrus
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sluoksnius, organinis sluoksnis praplaunamas vandeniu, iSdZiovinamas
MgSO, ir sausai iSgarinamas, gaunamas Svarus produktas, kuris
naudojamas kitoje stadijoje be jokio valymo. Junginiai identifikuojami
BMR spektrais (CDCls) ir MS.

b. DIPA(m)pAph-Chg-Arg-Leu-Pro-NH; sinteze

Peptidiné derva DIPA(m)Phe(pCN)-Chg-Arg(PMC)-Leu-Pro-
Rink susintetinta pagal metodika, apraSyta I pavyzdyje. Gauta peptiditné
derva veikiama hidroksilamino hidrochloridu, kaip apraSyta XXV
pavyzdyje ir gaunama DIPA(m)Phe(pC(NOH)NH;)-Chg-Arg(PMC)-
Leu-Pro-Rink. Atskélus peptida nuo dervos ir liofilizavus, nevalytas
produktas (120 mg) iStirpinamas 80 ml MeOH ir 10 ml sotaus NH;
tirpalo MeOH. | reakcijos misinj pridedama 0,25 ml Ren¢jaus nikelio
suspensijos (Aldrich) ir miSinys hidrinamas 45 psi (308,9 kPa) slegyje 24
val. Katalizatorius nufiltruojamas, tirpiklis nugarinamas iki sausumo ir
liekana liofilizuojama i3 1:1 tirpiklio i 0,1 % vandeninio TFA tirpalo ir
ACN. Peptidas iSgryninamas HPLC ir identifikuojamas MS. (M+H)" :
rasta 824,2, apsk. 824,5.

XXXV PAVYZDYS
Susintetinti junginiai su daugeliu pakaity, pastebeti kaip stipriis

Faktoriaus Xa inhibitoriai

Junginys Apsk. Rasta
Ac-(2-CF;Bzl)-Y-I-R-L-P-NH, 860,5 860,3
Ac-(CH,CH,CH,(CH3)CH,)-Y-I-R-L-P-  786,5 786,5
NH,

CH30CO-Y-I-R-L-P-NH; 7424 742,4
"Ac-Y-Chg-R-NH; 518,2 518,2
Nal(2)-Cha-R-D(O-alil)-NH; 679,4 679,4

y-Tle-R-Nle-P-NH; 660,4 660,4
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Phe(pF)-I-R-L-P-NH 662,3
Ac-(D)Tic(OH)-I-R-L-P-NH, 714,4
Ac-Phe(pCN)-I-R-L-P-NH, 711,4
Ac-Phe(pCONH;)-Chg-R-L-P-NH, 755,4
y-Chg-R-NH,; 476,2
Ac-W-Chg-R-L-P-NH; 751,3
Ac-Y-I-R-NH-CH(CH3)-(CH;),-CH3 562,3
Ac-Y-Pgl-R-L-P-NH; 722,2
Ac-Y-Chg-R-Ina-NH, 629,4
Ac-Tza-Chg-R-NH; 509,3
Ac-Y-Chg-R-Pip-NH; 629,4
Ac-Phe(pNH;)-Chg-R-NH; 517,2
Ac-(Bzl)G-(Chx)Gly-(3-guanidopropil)G-  502,3
NH, |
Ac-Y-Chg-R-ol.acetatas 5473
Ac-Y-Chg-R-OCH3 5333
Ac-Y-Chg-R-OH 519,3
Bz-Y-Chg-R-NH; 532,2
XXXVIPAVYZDYS

LT 4218 B

662,3
714,4
711,4
755,4
476,2
751,3
562,3
7222
629,4
509,3
629,4
517,2
502,3

5473
533,3
519,3
532,2

Deriniai cheminiy pakaity, kurie kiekvienas atskirai neveikia

aktyvumo, gali padidinti aktyvuma

Buvo matuojamas Faktoriaus Xa aktyvumo inhibavimas. Taciau

iSradimo peptido aktyvumo matu gali biiti apibiidintas bet koks

tinkamas biologinio aktyvumo matas, toks kaip iSradimo YIR peptido

jtaka koaguliacijai, veikimo in vivo stiprumas, skilimo in vivo

pusperiodis, peroralinis biologinis jsisavinimas, peroralinis veikimo

stiprumas ar skilimo pusperiodis.

Apradyta daug konkre¢iy pakeitimy. PavyzdZiui du pakaitai

jvedami kartu, siekiant pademonstruoti, kad tokiu biidu padidinamas
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aktyvumas, netgi kur pradiniai pavieniai pakaitai Zymiau nepadidina
aktyvumo. Vienas cheminis pakeitimas duoda junginj Ac-Y-I-R-L-P,
kurio K; = 0,49 uM, ir junginj (iBu)Y-I-R-L-P, kurio Ki = 2,6 pM,
palyginus su pradiniu junginiu Y-I-R-L-P, kurio Kj = 5,3 uM. Ivede
Siuos abu pakaitus, gauname junginj Ac-(iBu)Y-I-R-L-P-NHa, kurio K;
= 0,04 uM. Taigi, $ie rezultatai parodo, kad iSradimo peptidas, turintis
dviejy cheminiy pakaity derinj, gali turéti Zymiai didesnj inhibavirﬁo
aktyvuma, palyginus su tais vieng pakaita turinéiais analogais, netgi kai
vienas junginys, kaip (iBu)Y-I-R-L-P-NH: neturi Zymiai padidinto
aktyvumo , lyginant su pradiniu Y-I-R-L-P-NH, junginiu.

3 lenteléje pateikiamos cheminés modifikacijos, duodancios

junginius, kuriy K; yra tarp 100 uM ir 1 pM Faktoriaus Xa inhibavimo

reakcijoje.
3 lentelé. Faktoriaus Xa inhibitoriat, kuriy K; < 100 pM
Struktiira MS* AA*
(2,2-DiMe-propil) Y-I-R-L-P-NH; OK OK
(2-CF3-Bzl) Y-I-R-L-P-NH; OK OK
(2-Et-nBu) Y-I-R-L-P-NH; OK OK
(2-Me-Bzl) Y-I-R-L-P-NH; OK OK
(2-Me-nBu) Y-I-R-L-P-NH; OK OK
(2-Me-n-pentil) Y-I-R-L-P-NH; OK OK
(3,3-DiMe-nBu) Y-I-R-L-P-NH, OK OK
3-fenoksipropionil-Y-Chg-R-NH; OK OK
5-Bzim-CO-Chg-R-L-P-NH; OK OK
5-Bzim-Co-F(pNH,)Chg-R-L-P-NH; OK OK
y(3,5-Br)- I-R-L-P-NH; OK OK
Y(3,5-1) I-R-L-P-NH, OK OK
(Chx-CH,) Y- I-R -L-P-NH; OK OK
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(iBu) Y- I-R-OH

(iBu) Y- I-R-L-A-NH,

(iBu) Y- I-R-L-P-NH,

(Me)y- I-R-L-A-NH,

(Me)Y I-R-L-A-NH,

(Me)y I-R-L-P-NH,

(Me)Y I-R-L-P-NH,

5-Hic-Chg-R-NH,
Ac-(1,2,3,6-4H-Bz])Y(SOsH)-I-R-L-P-NH,
Ac-(1,2,3,6-4H-Bzl) Y- I-R-L-P-NH,
Ac-(2,3-DiMe-n-pentil) Y(SO;H)-I-R-L-P-NH,
Ac-(2,3-DiMe-n-pentil) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(2-CF3)-Bzl)Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(2-CFs)-Bzl) Y-I-R-L-P-NH,
Ac(2Et-nBu)Y-I-R-L-P-NH,
Ac(2-Me-Bzl)Y(SO;H)-I-R-L-P-NH,
Ac(2-Me-Bzl) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(2-Me-nBu)Y(SO;H)-I-R-L-P-NH,
Ac-(2-Me-nBu)Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(2-Me-n-pentil) Y(SO;H)-I-R-L-P-NH,
Ac-(2-Me-n-pentil) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(3,3-DiMe-nBu) Y(SOsH)-I-R-L-P-NH,
Ac-(3,3-DiMe-nBu) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(3,3-DiMe-n-pentil) Y(SO;H)-I-R-L-P-NH,
Ac~(3,5,5-Me-3-n-heksil) Y-I-R-NH,
Ac-(3,5,5-Me-3-n-heksil) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(4-piridil)-CH,-) Y-I-R-NH,
Ac-(4-MeO-Bzl) Y-I-R-NH,

Ac-(Bzl) Y-I-R-NH,

Ac-(Chx-CH2) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(cikopropil-CH,)Y(SO3;H)-I-R-L-P-NH,

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
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Ac-(cikopropil-CH;) Y-I-R-L-P-NH;
Ac-(Et-CH=C(CH3-CH,)Y(SOsH)-I-R-L-P-
NH;

Ac-(Et-CH=C(CH3-CH>) Y-I-R-L-P-NH;
Ac-(iBu)F(pNH,)-Chg-R-NH; -
Ac-(iBu)F(pNH;)-Chg-R-L-P-NH,
Ac-(iBu)Nal(2)-Chg-R-L-P-NH;
Ac-(iBu)Y-Chg-R-NH;
Ac-(iBu)Y-Chg-R-L-P-NH;
Ac-(iBu)Y-I-Dab(N'-C3H7)-L-P-NH,
Ac-(iBu) Y-I-Orn(N°-C;H;N)-L-P-NH;
Ac-(iBu)Y-I-R-NH;,
Ac-(iBu)Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(Me)Y-Chg-R-L-P-NH;
Ac-(Me)Y-I-R-L-A-NH;

Ac-(Me) Y-I-R-L-P-NH,
Ac-(nBu)Y-I-R-NH;
Ac-(trans-CH3;-CH=C(CH3;)-CH;)Y-I-R-L-P-
NH;

Ac-Tyr(3,5-NO,)-I-R-L-P-NH;
Ac-(Bzl)G-(Chx)Gly-(3-guanidopropil) G-NH;
Ac-BAla-Y-I-R-G-NH;
Ac-E-Y-I-R-L-K-NH,
Ac-E-Y-I-R-L-P-K-NH; **
Ac-F(pCONH_)-Chg-R-L-P-NH;
Ac-F(pCONH,) -I-R-L-P-NH,
Ac-F(pF)-I-R-L-P-NH,
Ac-f(pF)-I-R-L-P-NH;
Ac-F(pCN)-I-R-L-P-NH;,
Ac-F(pNH;)-Chg-R-NH;
Ac-F(pNH,)-Chg-R-L-P-NH;

OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
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Ac-F(pNH,)- I- R-L-P-NH, OK OK
Ac-F(pNH;)-Chg-R-(Bzl)G-G-OH OK OK
Ac-F(pNH;)-Chg-R-(Chx)G-G-OH OK OK
Ac-F(pNH;)-Chg-R-(CH3CH,CH,(CH3))G-G- OK OK
OH

Ac-G-G-Y-I-R-G-NH; OK OK
Ac-G-Y-Nle-R-L-NH, OK  OK
Ac-G-Y Nle-R-L-NH; OK OK
Ac-G-Y-I-R-G-NH; OK OK
Ac-G-Y-I-R-L-NH, OK OK
Ac-Nal(1)-I-R-L-P- NH; OK OK
Ac-Nal(2)-Cha-R-D(O-alil)- NH; OK OK
Ac-Nal(2)-Cha-R-L-P-NH; OK OK
Ac-Nal(2)-Chg-R-NH OK OK
Ac-Nal(2)-Chg-R-L-P-NH; OK OK
Ac-Nal(2) -I-R-L-P-NH; OK OK
Ac-Pgl(OH)-I-R-L-NH; OK OK
Ac-pAph-Chg-R-L-P-NH, OK OK
Ac-pAph-I-R-L-P-NH, OK OK
Ac-Phe(pGua)-I-R-L-P-NH; OK OK
Ac-S-Y-I-R-L-P-NH, OK OK
Ac-W-Chg-R-L-P-NH; OK OK
Ac-W-L-R-L-A-NH; OK OK
Ac-Y(Me)- I-R-L-A-NH, OK OK
Ac-Y(Me)- I-R-L-P-NH; OK OK
Ac-Y-(allo-1)-R-L-P-NH, OK OK
Ac-Y-Cha-R-L-P-NH; OK OK
Ac-Y-Chg-R-NH; OK OK
Ac-Y-Chg-R-NH-CH,CH,-N(CH3)4 OK OK
Ac-Y-Chg-R-NH-Bzl-4-OMe OK OK

Ac-Y-Chg-R-NH-CH,-Chx OK OK
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Ac-Y-Chg-R-NH-CH,CH,-O-CH;
Ac-Y-Chg-R-NH-CH,CH,-COOH
Ac-Y-Chg-R-NH-Chx
Ac-Y-Chg-R-NH-CH,(2-(1-Et)pirolidinil)
Ac-Y-Chg-R-NH-CH,(2-(6-EtO)benziltiazolil)
Ac-Y-Chg- R-L-P -NH;
Ac-Y-Chg-R(NO,)-{ ¥(CH,NH) {-L-NH,
Ac-Y-Chg-R-NH-CH,CH,-N-(CH3),
Ac-Y-Nva-R-NH,
Ac-Y-Pen(Me)-R-L-P-NH;
Ac-Y-Pgl-R-L-P -NH,
Ac-Y-{W(CH,N(AC)) t-I-R-L-P -NH;
Ac-Y-{ W(CH,NH) {-I-R-L-P- NH,
Ac-Y-I-R-{ W(COCH,) {-G-P- NH,
Ac-Y-I-Dab(Ny-CsH;N)-L-A- NH;
Ac-Y-I-hR-L-A- NH,

Ac-Y-I-hR-L-A- NH,

Ac-Y-1-PalMe(3)- NH;
Ac-Y-I-PalMe(3)-L-P- NH,

Ac-Y-I-{ ¥(CH,NH) ;-R-L-P-NH,
Ac-y-I-R-NH;

Ac-Y-I-R-NH;,

Ac-Y-I-R-N(Me)O-CHj
Ac-Y-I-R-NH-CH,-4-piridil
Ac-Y-I-R-NH-CH,CH,-N(CHjs),
Ac-Y-I-R-NH-4-morfolinil
Ac-Y-I-R-NH-OCH;

Ac-Y-I-R-Nle-Hyp

Ac-Y-I-R-Nle-A%p

Ac-Y-I-R-piperidil
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Ac-Y-I-R-1-P

Ac-Y-I-R-L

Ac-y-I-R-L-A

Ac-Y-I-R-L-A
Ac-Y-I-R-L-A-A-F-T-NH;
Ac-y-I-R-L-P-NH;
Ac-Y-I-R-L-P-NH;
Ac-Y-I-R-L-P-Dab(Ac-Y-I-R-L-P(G-A);)-OH
Ac-Y-I-R-L-P-Dab(Ac-Y-I-R-L-P(G-A)s)-OH
Ac-Y-I-R-L-P-Dab(Ac-Y-I-R-L-P)-OH
Ac-Y-I-R-L-P-NH,;
Ac-Y-K-R-L-E-NH,
Ac-Y-N-R-L-NH;
Ac-Y-N-R-L-P-NH,
Ac-Y-T(Me)-R-L-P-NH,
BAla-Y-I-R-G
BAla-Y-I-R-G-NH;
Caff-I-R-NH;

Cbz-1-R-L-NH,
Cbz-Y-I-R-NH;
CCIF,-CO-Y-I-R-L-P-NH;
CF,H-CO-Y-I-R-L-P-NH;
CF;-CF,-CO-Y-I-R-L-P-NH;
CH;-CHCI-CO-Y-I-R-L-P-NH;
CH;-O-CO-Y-I-R-L-P-NH;
CH;3-SO,-Y-I-R-L-P-NH,
CH3CH,-O-CO-Y-I-R-L-P-NH;
CLL,CHCO-Y-I-R-L-P-NH;
CICH,CO-Y-I-R-NH;
C-Y-I-R-L-C-NH,
D-Tic-I-R-L-A-A-F-T-NH;
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Et(Et)Y-I-R-L-P-NH,
E-Y-I-R-K-NH,
E-Y-I-R-L-K-NH,
E-Y-I-R-L-P-K-NH,
F(pCl)-I-R-I-Sar-NH,
F(pF)-I-R-L-P-NH,
f(pF)-I-R-L-P-NH,
F(pNH,)-I-R-L-A-NH,
F(pNO,)-I-R-L-A-NH,
f-1-R-F-P-NH,
f-I-R-I-P-NH,
F-I-R-L-NH,
F-I-R-L-P-H-Y-G-NH,
F-I-R-L-Y-V-W-N-NH,
For-y-I-R-L-P-NH,
For-Y-I-R-L-P-NH,
G-G-Y-I-R-G-NH,
G-Y-I-R-D-NH,
G-Y-I-R-F-NH,
G-Y-I-R-G-NH,
G-Y-I-R-G
G-Y-I-R-H-NH,
G-Y-I-R-I-NH,
G-Y-I-R-K-NH,
G-Y-I-R-L-P-NH,
G-Y-I-R-L-P-A-M-NH,
G-Y-I-R-L-P-P-V-NH,
G-Y-I-R-L-P-Q-T-NH,
G-Y-I-R-L-P-S-Q-NH,
G-Y-I-R-S-NH;
G-Y-I-R-T-V-NH,
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G-Y-I-R-V-NH;
G-Y-I-R-W-NH;
G-Y-I-R-Y-NH;
G-Y-I-R-L-NH;

(pOH)CsH,-CH,CH,(OH)-CO-I-R-L-Sar-NH,

(pOH)C¢H4-CH,CH, CO-I-R-L-A-NH,
(pOH)CsH,-CH,CH,CO-1-R-L-P-NH;
(pOH)C¢H4-CH,CHOH-CO-I-R-L-P-NH;
(pOH)CsH4-OCH(CHj3) CO-I-R-L-P-NH,
(pOH)C¢H4-OCH,CO-I-R-L-P-NH,
I-H-L-W-Y-I-R-L-P-NH;
I-H-L-W-y-I-R-L-P-NH,
I-Q-L-G-Y-I-R-L-P-NH;
4-MeO-CgH4-CO-1-R-L-P-NH,
N-morfolinil-CO-F-I-R-L-P-NH;
Nal(2) -Cha-R-D(O-alil)-NH;

Nal(2) -Cha-R-D(O-alil)-Sar-NH;
Nal(2)-Chg-R-L-P-NH;
Nal(2)-I-R-C(Me)-P-NH;
N-G-Y-I-R-L-I-H-NH;
pal-C(SBut)-R-L-P-NH,
pal-I-R-C-(SBut)-Hyp-NH,
pal-I-R-C(SBut)-P-NH;
Pgl(OH)-I-R-L-NH,;
Ph-C(NOCH,Ph)-CO-1-R-NH;
Ph-CH=CH-CO-I-R-L-A-NH,
Ph-CH,CH,CH,-CO-I-R-L-A-NH;
Ph-CH,;CH,-CO-I-R-L-A-NH;
Pth-Y-I-R-L-P-NH,

S-Y-I-R-L-P- NH;
Tfa-(iBu)F(pNH,)-Chg-R-NH;
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Tfa-(iBu)F(pNH;)-Chg-R-L-P-NH,
Tfa-(iBu)Nal(2) -Chg-R-L-P-NH;
Tfa-(iBu)Y-Chg-R-NH;
Tfa-(iBu)Y- Chg-R-L-P-NH;
Tfa-(iBu)Y-I-Dab(N'-CsH;N)-L-P-NH,
Tfa-(iBu)Y-I-Orn(N°-C3H;N)-L-P-NH,
Tfa-(iBu)Y-I-PalMe(3)-NH;
Tfa-(iBu)Y-I-R-NH;
Tfa-(iBu)Y-I-R-OH
Tfa-(iBu)Y-I-R-G-NH;
Tfa-(iBu)Y-I-R-L-P-NH;
Tfa-(Me)Y-I-R-L-A-NH,
Tfa-Y(Me)-I-R-L-P-NH;
Tfa-Y-Chg-R-NH;
Tfa-Y-Chg-R-L-P-NH,
Tfa-y-I-R-L-P-NH,
Tfa-Y-I-R-L-P- NH;
T-F-G-Y-I-R-K-A-NH,
Tos-Y-I-R-NH;

Tos-G-I-R-NH;
Tyr(Me)-I-R-L-A-W-L-R-NH,
W-F-R-E-M-G-G-G-G-G-W-L-R-NH,;
W-I-R-E-K-NH;

W-I-R-N-P-NH;

W-I-R-T-P- NH,

w-L-R-L-A-NH;

W-L-R-L-A-NH,
W-L-R-L-A-G-G-G-G-G-NH;
W-L-R-V-A-NH;

w-L-R-V-A-NH;
W-L-R-V-A-G-G-G-G-G-NH;

66

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

LT 4218 B



67

y(Me)-I-R-L-P-NH,
y-Chg-R-NH, |
y-Chg-R-L-NH;
y-Chg-R-L-P- NH,
y-Tle-R-Nle-P- NH,
y-Tle-R-Nle-A’P- NH;
Y-I-(nR)-L-A-NH,
y-I-R-(COCH,)-G-P-NH,
y-I-R-NH,

Y-I-R-NH;
Y-I-R-E-F-S-D-Y-NH;
Y-I-R-G-A-NH,
Y-I-R-I-NH;,
Y-I-R-I-Y-NH,
Y-I-R-I-Y-E-R-E-NH;
Y-I-R-L-NH;
y-I-R-L-A-NH,
y-I-R-L-a-NH,;
Y-I-R-L-A-NH;
Y-I-R-L-A-A-NH,
Y-I-R-L-A-A-F-NH,
Y-I-R-L-A-A-F-T-NH;
y-I-R-L-P-NH;
Y-I-R-L-P-NH,
Y-I-R-L-P-G-L-L-NH,
Y-I-R-L-T-K-M-W-NH,
Y-I-R-L-M-E-M-T-NH,
Y-I-R-V-A-Q-L-Y-NH,
Y-I-R-V-M-N-H-R-NH,
Y-I-R-Y-R-N-P-I-NH,
Y-R-Y-P-R-D-R-N-NH,
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Y-L-R-F-P-NH; OK OK
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* MS, masiy spektrometrija; AA, aminoriig3ciy analize.

** - pabraukta cikliné peptido dalis.

XXXVII PAVYZDYS _
Kai kuriy iSgryninty kreS¢jimo fermenty ir kity serino proteaziy

inhibavimas in vitro

ISradimo junginio sugebe¢jimas inhibuoti Faktoriy Xa, trombina,
plazming, elastazg ir tripsing jvertintas nustatant YIR peptido
koncentracija, kuriai esant fermento aktyvumas inhibuojamas 50 %
(ICsp). ISgryninti fermentai naudoti chromogenin€je analizéje. Norint
nustatyti inhibicijos konstanta, ICsy dydzZiui jvedama pataisa dél
konkurencijos su substratu, panaudojant formule:

K =ICsp X (141 + ((substrato koncentracija)/(substrato Kq) )

(Chen ir Prusoff, Biochem. Pharmacol. 22:3099-3018 (1973),

kuris ¢ia cituojamas).

a. Faktoriaus Xa analize

Sioje analizéje naudojama TBS-P buferis (50 mM Tris-Cl, pH
7,8, 200mM NaCl, 0,05 % (svoris/tiiris) PEG-8000, 0,02 % (svoris/tiiris)
NaNj). ICsp nustatomas supilant j atitinkamas duobutes Costar
mikrotitravimo plokSteleje 25 pl Zmogaus Faktoriaus Xa (Enzyme
Research Laboratories , Inc.; South Bend IN) TBS-P buferyje; 40 pl
10% (tiiris/tiris) DMSO TBS-P buferyje (neinhibuojamas kontrolinis
pavyzdys) arba jvairias tiriamo peptido koncentracijas, praskiestas 10 %
(turis/tiris) DMSO TBS-P buferyje; ir substrata S-2765 (No-
benziloksikarbonil-D-Arg-Gly-L-Arg-p-nitroanilida; Kabi Pharmacia,

Inc.; Franklin OH) TBS-P buferyje.
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Prie§ analiz¢ peptido inhibitorius inkubuojamas su fermentu 10
min., tada reakcija inicijuojama pridedant tiek substrato, kad bendras
taris bty 100 pl. Chromogeninio substrato hidrolizés pradinis greitis
matuojamas i§ absorbcijos ties 405 nm, naudojant Bio-tek Instruments
kinetikos priedélj (Ceres 900HDi) 25 °C temperatiiroje tiesialinijinéje
kreives priklausomybés nuo laiko dalyje (paprastai iki 1-5 min. po
substrato pridéjimo). Inhibitoriaus koncentracija, kuri Squgotq
substrato hidrolixés greiCio sumazéjimg 50 %, nustatoma i§ linijinés
regresijos, atidéjus santykinio reakcijos grei¢io (lyginant su
neinhibuojamu  Kontroliniu pavyzdziu) priklausomybg nuo peptido
koncentracijos logaritmo. Fermento koncentracija yra 0,5 nM |
substrato koncentracija 140 uM.

b. Trombino analize

Naudojamas TBS-P buferis. ICsy nustatoma taip, kaip aprasyta
XXXVIla pavyzdyje, i8skyrus tai, kad substratas yra S-2366 (L-
PyroGlu-L-Pro-L-Arg-p-nitroanilidas; Kabi), o fermentas - Zmogaus
trombinas (Enzyme Research Laboratories, Inc.; South Bend IN).
Fermento koncentracija yra 1 nM, substrato koncentracija 175 pM.

c. Plazmino analize

Naudojamas TBS-P buferis. ICsy nustatoma taip, kaip aprasyta
XXXVIl.a pavyzdyje, iSskyrus tai, kad substratas yra S-2251 ((D)-Val-
L-Leu-L-Lys-p-nitroanilidas; Kabi), o fermentas - Zmogaus plazminas
(Kabi). Fermento koncentracija 5 nM, o substrato koncentracija 300
pM.

d. Tripsino analizé

Naudojamas TBS-P buferis, turintis 10 mM CaCl,. ICs
nustatoma taip, kaip apraSyta XXXVIIL.a pavyzdyje, i§skyrus tai, kad
substratas yra BAPNA (benzoil-L-Arg-p-nitroanilidas; Sigma Chemical
Co.; St. Louis MO), o fermentas - jau€io kasos tripsinas (tipas XIII,
paveiktas TPCK; Sigma). Fermento koncentracija 50 nM, substrato

koncentracija 300 pM.
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e. Elastazes analizé

Naudojamas Tris-Cl buferis, pH 7,4, turintis 300 mM NaCl, 2 %
(tiris/tiris) N-metilpirolidono, 0,01 % (svoris/tiiris) NaN;. ICsg
nustatoma taip, kaip apraSyta XXXVIl.a pavyzdyje, iSskyrus tai, kad
substratas yra sukcinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilidas (Calbiochem-Nova
Biochem Corp.; San Diego CA), fermentas - Zmogaus neutrofily
elastazé (Athens Research and Tecnology, Inc.; Athens GA). Fermento
koncentracija 75 nM, substrato koncentracija 600 pM.

Parinkty tiriamy junginiy K; dydziai, palyginus su kohtroliniu
junginiu  “TENSTOP” (N-oa-tozil-Gly-p-amidinofenilalanino metilo
esteris; American Diagnostica, Inc.; Greenvich CT), kuris yra grjZtamas
Faktoriaus Xa inhibitorius (Sturzebecher et al., Thromb. Res. 54:245-
252 (1989); Hauptman et al., Thromb. Haem. 63:220-223 (1990), kurie

¢ia cituojami) pateikti 2 lenteléje, auks$Ciau. Rezultatai rodo, kad
iSradimo YIR peptidai inhibuoja Faktoriaus Xa aktyvumg, bet Zymiau
neinhibuoja jvairiy kity serino proteaziy , jskaitant trombing ir
plazming, kurie dalyvauja kraujo kres$éjimo ir fibrinolizés procesuose,

aktyvumo.

XXXVIII PAVYZDYS

Kres¢jimo inhibavimo nustatymas

ISradimo junginiai jvertinti pagal tai, kaip jie inhibuoja
Faktoriaus Xa aktyvuma. Jvairiy junginiy efektyvumas jvertintas pagal
protrombino laiko (PT) analize¢ in vitro, naudojant apjungtg donory
(Zmoniy) plazma. Taip pat naudota ex vivo metodika, pagal kurig
plazma biidavo paimama pracjus jvairiems laiko tarpams po to, kai

junginys intraveniniu biidu jvedamas Ziurkéms ir triuSiams arba

‘intraduodenaliai Ziurkéms, ir atlickama PT analize, siekiant nustatyti

skilimo plazmoje pusperiodj. PT analizé inicijuojama praskiedZiant

tromboplastinu, kad gauty iSpléstg ir atsikartojancia kre$¢jimo pabaiga,
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vadinama “praskiesto PT analiz¢” apraSyta Zemiau. Jvairiy junginiy
efektyvumas taip pat nustatytas naudojant trombozes arterioveninio

Suntavimo modelj ziurkéms in vivo.

a. Praskiesto protrombino laiko analizé in vitro.

[ fibrometro (Baxter Diagnostics., Inc., McGaw Park IL) indelj
jpilama 100 pl paSidytos (37 °C) apjungtos Zmoniy .plazmos, beveik
neturindios trombocity (PPP). Pridedama 50 pl tiriamo junginio jvairios
kancentracijos tirpalo TBS-BSA buferyje su kalciu (50 mM Tris-Cl, 100
mM NaCl, 0,1 % (svoris/tiiris) jau¢io serumo albumino, 20 mM CaCly).
Kontroliniame eksperimente pridedama TBS-BSA su kalciu be tiriamo
junginio ir iSmatuojamas neinhibuoto kreSéjimo laikas. ] fibrometro
indelj pridedama 150 pl praskiesto paSildyto triuio tromboplastino
(Baxter) su kalciu ir paleidziamas fibrometro taimeris. TriuSio
tromboplastino praskiedimo kreivé gaunama prie§ junginio tyrima ir
naudojama  parinkti tokj praskiedimg, kad neinhibuotame
kontroliniame bandyme PT laikas biity apie 30 s. Eksperimentiné
koncentracija, duodanti kreS¢jimo inhibavimag 50 %, apskaiciuojama i3
praskiedimo kreivés laiky.

Arba praskiesto protrombinolaiko analizé atliekama naudojant
“tyrimo” rezima Instrumentation Laboratories (IL) ACL3000-plus
automatiniame  kre$éjimo instrumente (IL; Milanas, Italija).
Tromboplastinas skiedZiamas, kol gaunamas 30-35 sekundziy kres¢jimo
laikas. Sis kreséjimo laikas laikomas 100 % aktyvumu. Standartiné
kalibracijos kreivé gaunama keleta karty skiedZiant du kartus praskiestg
tromboplastino reagenta (triuSio smegeny IL-markées tromboplastinas).
Analizés metu 50 pl pavyzdzio (plazma atskirta centrifiiguojant)
sumaiSoma su 100 pl trombOpla.stino reagento ir nefelometriniai

parodymai uZraSomi kas 169 s. Kre$¢jimo laikas nustatomas i$
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maksimalaus Sviesos iSbarstymo pokycio greiCio. Inhibavimas

iSreiSkiamas procentiniu aktyvumu, lyginant su kalibracine kreive.

b. Praskiesto protrombino laiko analizé ex vivo.

Tiriamas junginys jvedamas intraveniSkai arba j uodegos veng
(Ziurkems), arba j ausies veng (triuSiams) pagal aprobuotg protokola.
Vieno ml kraujo meéginiai paimami kas tam tikrg laika po tiriamo
junginio jvedimo i§ miego arterijos (Ziurkéms) arba i§ ausies arterijos
(triusiams). Centrifiiguojama, kad gauty PPP, ir plazma i§ karto
padedama ant ledo arba uz§aldoma.

Praskiesto protrombino laiko nustatymui plazma paSildoma ir
analizuojama kaip apraSyta auk3ciau. Procentinis inhibavimas
apskai¢iuojamas i§ tromboplastino praskiedimo kreivés, kuri gaunama
kiekvienoje pavyzdziy serijoje ir naudojama nustatyti laikui, per kurj
plazmoje islieka apytikriai 50 % pradinio antikoaguliacinio aktyvumo
(T1z). Sio eksperimento rezultatai rodo, kad iSradimo YIR peptidai

inhibuoja kraujo kre$¢jima in vitro ir in vivo (Zitir. 4 lentelg).

4 lentelé. Parinkty inhibitoriy aktyvumai ir skilimo pusperiodziai

ECso Tin
Struktiira Apjungta Ziurke, Triusis,

Zmogaus ex vivo ex vivo

plazma,

in vitro
Ac-Y-Chg-R-NH; 2,5 uM 5 min. 5 min.
Ac-Y-Chg-R-L-P-NH, 225 oM 5 min. 5 min.
Ac-Nal(2)-Chg-R-L-P-NH; 140 nM 6 min. 5 min.

Tfa-(iBu)Y-Chg-R-L-P-NH, 300 nM 15 min. 10 min.
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Ivairiy junginiy antikoaguliacinis aktyvumas, jvedus juos
jvairiomis dozémis Ziurkéms boliuso pavidale taip pat buvo istirtas
naudojant praskiesto protrombino laiko analiz¢ ex vivo. Junginiai,
i$vardinti 5 lenteléje, rodé maziausiai 30 % inhibavimg po 10 min.
jvedus < 2 mg/kg tiriamo junginio. Sie rezultatai rodo, kad jvairiis
isradimo YIR peptidai turi Zymy antikoaguliacinj aktyvumg. Visy
junginiy, iSvardinty 5 lenteléje, struktlira patvirtinta MS ir AA. |

5 lentelé.

Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-CH,Chx

" Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-2CMT
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-Chx
Ac-F(pNH,)-Chg-Dab(Ny-C3H7)L-P-NH;
Bz-F(pNH,)-Chg-R-L-P-NH;
Tos-F(pNH3)- Chg-R-L-P-NH;
Ac-Y(3-I)- Chg-R-L-P-NH;
Ac-pAph-Chg-AMP(4)
y-Chg-R-L-NH;
Ac-F(pNH;)-Chg-R-ol
Ciklopentil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
3-Iqc- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Bzf- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
3-Iqc-F(pNH,;)-Chg-R-L-P-NH;
Ac-F(pNH,)-Chg-R-tiazolil
2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Ac-Nal(2)-Chg-R-tiazolil
2-Bzf-f(pNH;) -Chg-R-L-P-NH;
Ac-pAph-Chg-Dab(N"-C;Hy7)-L-P-NH2
Ac-Orn-Nal(2)-Chg-PalMe(3)-Sar-E-NH;*




22.
23.
24.
25.
26.
27.

28

29.
30.
31.
32.
33.
34,
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42,
43,
44,
45,
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Ac-Phe(3-1,4-NH;)-Chg-R-L-P-NH,
Ac-(iBu)pAph- Chg-R-L-P- NH;
Ac-pAph-Chg-R-Gla-P- NH;
Ac-pAph-Chg-R-Pen(CH,COOH)-P- NH;
Ac-pAph-Chg-R-L-P-NH;
Ac-F(pNH;)-Chg-R-(Me)L-P-NH;

Ac- F(pNH;y)- Chg-R-OEt
Ac-F(pNH,)-Chg-Orn(N°-C;H;N)-L-P-NH,
Ac-F(pNH>)- Chg-R-L-P- NH;
Ac-Nal(2)Chg-R-L-P-NH;
Ac-pAph-Chg-Dab(N'-C;Hy)
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NH;
Ac-pAph-Chg-R-NH;
Ac-pAph-Chg-R-OH
Ac-Y-Chg-R-NH-Nip-NH;
Ac-K-Nal(2)-Chg-R-Hyp-E-NH;
DIPA-pAph- Chg-R-L-P- NH,
DIPAmF(pNH;)-Chg-R-L-P- NH;
Isn-F(pNH,)-Chg-R-L-P- NH,
Pza-F(NH,)- Chg-R-L-P- NH,
Tfa-(iBu)F(pNHy)-Chg-R-L-P-NH;
Tfa-(iBu)Y-Chg-R-L-P-NH;

Tfa-(iBu) Y-I-Orn-(N°-C3H;N)-L-P-NH;

* - pabraukta cikliné peptido dalis

Kai kuriuose eksperimentuose tiriami junginiai buvo jvedami

‘Ziurkéms intraduodenaliai. Sprague-Dawley Ziurkiy patinéliai,
sveriantys apie 300 g, anestezuojami po oda ketamino - ksilazino

miSiniu pagal aprobuotg protokola. ] kairiaja miego arterijg jvedamos
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kaniulés kraujo paémimui. Atlieckama laparotomija ir | dvylikapirste
7arng jvedamas adatos pavidalo Kateteris su rezervuaru ir jtvirtinamas
taip, kad siiilé biity | iSorg nuo jtvirtinimo. Dar vienas raistis perriSamas
proksimaliai, kad iSvengty skrandZio turinio pratekéjimo. Siiilés
efektyvumas nepraleidziant junginio iki jtvirtinimo vietos kiekviename
eksperimente iSbandomas slégiu. Jtvirtinimo vieta buvo apie 4 cm nuo
dvylikapirités Zarnos-skrandZio jungties. Junginiai ivedarﬁi 1ml
fiziologiniame tirpale. 0,7 ml kraujo méginiai paimami prie§ jvedant
tiriama junginj ir praéjus 15, 30, 60, 90, 120 min. po jvedimo. Plazma
atskiriama centrifiguojant ir tiramas kraujo kre$€jimo inhibavimas
pagal praskiesto protrombino laiko metodika. Sie junginiai, jvedus jy
doze <50 mg/kg intraduodenaliai, rodé maZiausiai 30 % inhibavima
pagal praskiesto protrombino laiko analizés duomenis:
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-CH,-Chx;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH -Chx;
Bzf-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;;
Ac-F(pNH2)-Chg-R-L-P-NHp;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NHy;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Ac-Aph-Chg-AMP(4),
Ciklopentil-CO-pAph-Chg-Pal(Me3)-NH;
3-Iqc-pAph-Chg-PalMe(3)-NHy;
2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NHp;
5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NHo;
Ac-Y(3-1)-Chg-R-L-P-NHy;
Ac-F(pNH2)-Chg-R-ol;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-ol.

¢. Ziurkiy trombozés arterioveninio Sunto modelis
[vairiy i$radimo junginiy anti-trombinis efektyvumas jvertintas

naudojant Ziurkéms ekstrakorporinj arterioveninj (AV) Sunta. AV
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Sunto grandiné susideda i§ 20 cm ilgio vamzdelio i§ polietileno 60 (PE),
Jstatyto j deSing¢ miego arterija, 6 cm PE 160 vamzdelio, turinéio 6,5 cm
ilgio medvilnini sitilg (5 cm iSsikiSusj i§ vamzdelio, kad tekéty kraujas) ir
20 cm ilgio PE 60 vamzdelj, sujungiantj granding per kairiaja kaklo
vena.

Tiriami junginiai jvedami nepertraukiamos infuzijos biidu |
uodegos vena, naudojant §virksta ir kateterj (infuzijos tiiris 1,02 ml/val.).
Junginys leidZiamas 30 min., po to Suntas atidaromas ir kraujui
leidZiama tekéti 15 min. (i§ viso 45 min. infuzijos). Pasibaigus 15 min.
periodui, Suntas suverZiamas ir siiilas atsargiai itraukiamas ir
pasveriamas analitinémis svarstyklémis. Procentinis tromby susidarymo
inhibavimas apskai¢iuojamas panaudojant trombo, gauto kontrolinése
Ziurkése, kurioms buvo leidZiamas fiziologinis tirpalas, svori.

Zemiau pateikti junginiai inhibavo tromby susidaryma
maziausiai 30 %, jvedus infuzijos biidu jy doze¢ <33 pg/kg/min.:

Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-CH,Chx;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-Chx;
Ciklopentil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;;
3-Iqc- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;;

Bzf- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;.
Ac-pAph-Chg-Amp(4);
2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NHo;
5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NHj;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NHy;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NHj;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-ol;
Tos-F(pNHZ2)-Chg-R-L-P-NH2.

Nors iSradimas apraSytas nurodant atskleistus jgyvendinimus, tos
srities specialistas sutiks, kad smulkiai apradyti specifiniai eksperimentai

tik iliustruoja iSradimag Suprantama, kad jmanomos jvairios
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modifikacijos, nenukrypstant nuo i§radimo dvasios. Atitinkamai,

iSradimas ribojamas tik pateikiama apibréZtimi.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Junginys, specifiSkai inhibuojantis Faktoriaus Xa aktyvuma,
kurio bendra formulé A1-A2-(A3)n-B, kurioje m yra 0 arba 1

Kurioje Al yra Ri-Ry-Rs, A2 yra Ry-Rs-Rg ir A3 yra Ro-Rg-Ro;

kur R, yra parinktas i§ grupés, susidedancéios 13:

1) 1-20 aminoragséiy;

if)
o)

Ry — C——

iif)

kurioje X yra parinktas i§ grupés, susidedandios i§ N, CH ir
NC=0, ir

kurioje Ry’ ir R;” nepriklausomai vienas nuo kito yra parinktos i$
grupes, susidedancios i§ H, alkilo, acilo, arilo, arilalkilo ir aminogrupe
blokuojancios grupeés, ir kurioje R; gali turéti pakaita;

R; yra -CRg9Rg0-, kur Rgg ir Rygg nepriklausomai vienas nuo kito
yra parinktti i§ grupés, susidedancios i§ H, alkilo, arilalkilo,
heteroarilalkilo ir heteroarilo, ir kur Rgg ir Ripo nepriklausomai gali
tureti pakaity,

R3 yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§ -C(O)-, -CH,-,

-CHRy-C(O)- ir -C(O)-NRj35-CH,-C(O)-, kurioje Rjs yra CHRs;s
grupe, priklausanti tilteliui -C(O)-CRss-;
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R, yra parinktas i§ grupes, susidedanéios i§ -CH,- ir -NRso-,
kurioje Rsp yra parinktas i§ grupés, susidedancios i3 H, alkilo, arilalkilo
ir heterociklo;

Rs yra -CRyoRap, kurioje Ragr ir Ry nepriklausomai yra
parinktas i§ grupes, susidedancios i§ H, alkilo, arilo, ir arilalkilo, ir
kurioje Ryoy ir Ragz nepriklausomai gali biiti pakeisti;

Rg yra parinktas i§ grupés, susidedantios i§ -C(O)-, -CHp- ir
-CHRgy-C(O)-;

R7 yra parinktas i§ grupes, susidedandios i§ -CH»- ir NRs;-, kur
Rs; yra H, alkilas, arilalkilas, heteroalkilas ir heteroarilalkilas ir bet kuri
i§ §iy grupiy turi pakaita, parinktg i§ grupés, susidedancios i§ Q ir
-(CH2)»-Q, kur n yra nuo 1 iki 5 ir Q yra parinktas i§ grupés,
susidedanéios i§ amino, amidino, imidazolo ir guanidino grupiy, kurios
gali biiti pakeistos, ir jy farmaciSkai priimtinos mono-, di-, tri- ar tetra-
amonio druskos, izoureidai ar izotioureidai;

Rs yra -CRy10R211-, kurioje Raig ir Rz nepriklausomai vienas
nuo kito yra parinkti i§ grupés, susidedancios i§ H, alkilo, alkilarilo ir
heterociklo, o bet kuris i§ jy turi pakaita, parinktg 1§
grupés,susidedancios 1§ Q ir -(CH;),-Q, kur n yra nuo 1 iki 5 ir Q yra
parinktas i§ grupés, susidedancios i§ amino, amidino, imidazolo ir
guanidino grupiy, kurios gali turéti pakaitg, ir jy farmaciskai priimtiny
mono-, di-, tri- ir tetra-amonio drusky, izoureidy ar izotioureidy;

Ry yra parinktas i§ grupés, susidedancios i8 -C(O)-, -CHy- ir
-CHRgg-C(O)-; ir

kurioje, kai m yra 1, B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ 1-
20 aminoriigséiy, -NHRs;, -NRgoRg1, -OR7o ir -CHRgoR61,

kurioje Rs» yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, alkilo,
arilalkilo, heteroarilalkilo ir heteroarilo; kurioje

Rgo ir Rg; nepriklausomai vienas nuo kito yra parinkti 1§ grupes,
susidedancios i§ H, alkilo, arilalkilo, arilo, heteroarilalkilo ir heteroarilo,

ir
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kurioje Ry yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§ H, acilo,
alkilo, arilalkilo ir heteroarilalkilo,

ir kurioje, kai m yra 0, B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§
1-20 aminorigiciy, -OR7, -NHRs; ir -NRgoRs1, kurie yra prijungti prie
R¢ amidiniu arba esteriniu rysiu;

kurioje B gali biiti pakeistas,

su salyga, kad, kai R3 yra -CH;- ar -CHRg9-C(O)-, R4 yfa NRso;

kai R4 yra -CHj-, R3 yra -C(QO)- arba -CHRg9-C(O)-;

kai R¢ yra -CH»-, Ry yra -NHRs;-;

kai Ry yra CH;, R¢ yra -C(O)- arba -CHRge-C(O)-;

kai R4 yra -NRsp- ir Ry yra

RY
™~

X ——
R

Rsp ir Ry’ paimti kartu, sudaro formulés -C(O)CHRs;s- tiltelj,
kuriame R;’ reiskia C(O) ir R3s reiSkia CHRss;

b

R”; ir Rss nepriklausomai yra H, C;-Cs alkilas arba arilalkilas;

ir kai R3 yra -C(O)-NR35-CH-C(O)-, R4 yra -NRsp-, Ry yra

R, ~
X —
R,” / , R35 ir R’y, paimti kartu, sudaro
formulés -C(O)-CHRss tiltelj,
kuriame C(O) atitinka R’;, o CHRss atitinka R3s; R”1 ir Rss
nepriklausomai vienas nuo kito yra H arba C;-Cs-alkilas.
2. Junginys pagal 1 punkta,besiskiriantis tuo, kad
R4 yra -NRso-,
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R’y
R; yra \X —_—
R”l/
Rsp ir Ry, paimti kartu, sudaro formulés -C(O)-CHRs; tiltelj,
kuriame Rss yra H;
R, yra H arba metilas;
Rgo ir Rygo nepriklausomai yra parinkti i§ grupés, susidedancios
i§ H, arilalkilo, alkilo ir heteroalkilo, arba nuo 1 iki 3 anglies atomy,
ir kurioje R ir Rygo savo ruoZtu gali bati prijungti prie
struktiirinio vieneto, parinkto i§ grupés, susidedancios i$ fenilo, tienilo,
tiazolilo, piridilo, naftilo, tionaftilo, indolilo arba sotaus alkilo,
alkoksilo, monoalkilamino, dialkilamino, tetraalkilamonio,
arilalkilamino, aminoalkilarilo, karboksilo, halogeno, hidroksilo, amino,

amido, amidino, guanidino, triazolilo ir sulfonilo,

ir R3 yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -C(O)- ir -C(O)-

NR35-CH,-C(O)-.

3. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi
tiltelj tarp dviejy struktiiriniy vienety, parinkty i§ grupes, susidedancios
i§ Rygir Ry, Rgir Ry, Rgir Ry, Rsir Ry, Rsir Ry, R5 ir Rg, Rsir Ry,

kur minétas tiltelis turi struktiirg -CRupoR410(X-Y)-Rs00Rs510C-;
kurioje Rago, Ra10, Rsoo ir Rs1g yra parinkti i§ grupés, susidedancios i§ H,
alkilo, cikloalkilo, arilalkilo ir arilo, ir

X ir Y nepriklausomai vienas nuo Kito yra parinkti i§ grupes,
susidedancios i§ anglies, azoto, deguonies, sieros, -CO-NH-, -CH,-O-
CH,; ir jy funkciniy ekvivalenty; ir

kurioje Rapo, Ra10, Rsoo, Rsio gali biiti pakeisti struktiriniu
vienetu, parinktu i§ grupés, susidedancios i§ alkilo grupés ir
heteroatomo.

4. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantistuo, kad R’ ir

R”; nepriklausomai vienas nuo Kkito turi pakaitus, parinktus i$ grupes,
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susidedancios i§ C;-Cg-alkilo, -OCH;-, -SCH;-, >N-CHo-,
>NC(0)-, -CO- arba -NY-CO-NZ,

kur Y ir Z nepriklausomai vienas nuo kito yra parinkti i§ grupés,
susidedancios i§ H, C;-Cg-alkilo, Cs-Cy,-arilalkilo arba heteroarilalkilo.

5. Junginys pagal 1 punktag, besiskiriantis tuo, kad R, turi
pakaitg, parinktg i§ grupés, susidedancios i§ fenilo, tienilo, tiazolilo,
piridilo, naftilo, tionaftilo, indolilo, alkilo, alkoksilo, monoalkilamino,
dialkilamino, tetraalkilamonio, arilalkilamino, aminoalkilarilo ir
karboksilo.

6. Junginys pagal 1 punktg, besiskiriantistuo, kad R; turi
nuo 1 iki 5 pakaity, parinkty i§ grupés, susidedancios i§ alkilo, alkoksilo,
monoalkilamino, dialkilamino, tetraalkilamonio, arilalkilamino,
aminoalkilarilo, karboksilo, halogeny, hidroksilo, amino, amido,
amidino, guanidino, triazolilo arba sulfonilo.

7. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad Ryg

yra H ir Rgg yra parinktas i§ grupes, susidedancios i$

QOO O

kur W yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, amino,
Zzemesniojo alkilo, pasirinktinai pakeisto aminu, amidu, hidroksilu,
karboksilu ir amidino grupe; ir

J yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ O, S, NH ir NR, kur R
yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ C;-Cg-alkilo, Cs-Cy,-arilalkilo,
C:-Cs-alkanoilo ir Cs-Cyp-ariloilo.

8. Junginys pagal 1 punkta,besiskiriantistuo, kad Ry, turi

‘pakaita, parinktg i§ grupés, susidedangios i§ N-, O- ir S-turinciy

struktiiry.
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9. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad Rsp yra
parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, alkilo, arialkilo ir
heteroarilalkilo.

10. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad Ryy ir
Ryp> turi pakaitus, parinktus i§ grupes, susidedancios i§ N-, O- ir
S-turinéiy struktiiry. A |

11. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad Ry

yra H, o Ryo; yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§

XR XR

<

kur X yra C, N arba S; R yra parinktas i§ grupés, susidedancios
iS H ir alkilo, kuris gali biiti pakeistas heteroatomu, ir n yra 1-5.

12. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantistuo, kad Rs;
turi pakaita, parinkta i§ grupés, susidedancios i§ N-, O- ir S-turinéiy
struktiiry

13. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad Ry
ar Rop; turi pakaitg, parinkta i grupés, susidedancios i§ Q ir (CH»),-Q,
kur nyra 1-5.

14. Junginys pagal 1 punkta,besiskiriantis tuo, kad Ry,
turi pakaitg, parinkta i§ grupés, susidedancios i§ N-, O- ir S-turinéiy
struktdry.

15. Junginys pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad Regir
Rs1 nepriklausomai vienas nuo kito yra pakeisti alkilu.

16. Junginys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad Ry
yra pakeistas alkilu.

17. Junginys pagal 1 punkta,besiskiriantis tuo, kad

R; yra



10

15

20

25

30

84

LT 4218 B

R’
N .
R /

R’y yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, -CO-R,, -SO;,-R,,

aminogrupe blokuojancios grupés, 1-6 aminorugi¢iy, kurios gali biiti
pakeistos, kur minety 1-6 aminoriigiciy N-galas turi pakaita, parinkta i3
grupés, susidedancios i§ H, -CO-R, , -SO,-R, ir aminogrupe¢
blokuojancios grupés; ir

kur R; yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ alkilo, arilo ir
heteroalkilo;

R”y yra parinktas i§ grupés, susidedandios i§ H, acilo ir alkilo;

XyraN;

R; yra -CHRGys-, kur Ry yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i$
alkilo, arilo, arilalkilo, heteroalkilo ir heteroarilo, kurie gali turéti
pakaita, parinktg i§ grupés, susidedancios i§ 1-6 fluoro , chloro, bromo,
jodo, amino, nitro, amidino, amido, karboksilo, esterio, eterio ir
hidroksilo grupiy;

R3 yra -C(O)-;

R4 yra -NH-;

R;s yra -CHRy01-, kur Ry, yra alkilas;

Rg yra -C(O)-;

R yra -NH-;

Rg yra -CHR3ip-, kur Ry yra heteroalkilas, turintis bent viena
formaliai teigiama kriivj, kur heteroatomas yra 1-6 azoto atomai;

Ry yra -C(O)-; ir

B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -OR, ir -N-R Ry,

kur Ry, yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, alkilo ir
karboksilg blokuojanéios grupés,

R, yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H ir alkilo, ir
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R4 yra parinktas i§ grupés, susidedancios i alkilo, heteroalkilo ir
1-20 aminoriigsciy, kurie gali turéti pakaita,

kur minimo junginio C-galas gali biiti modifikuotas karboksila
blokuojanéia grupe, pirminio amido grupe arba dalimi ciklinio peptido,
turinCia pavidalg antrinés arba tretinés amido grupeés, sudarytos su R;
aminogrupe. _.

18. Junginys pagal 17 punktg, besiskiriantis tuo, kad Al
yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ Tyr, F(pNH;), mAph, pAph ir
Nal(2).

19. Junginys pagal 17 punktg, besiskiriantis tuo, kad turi
aminogrupe blokuojancia grupg.

20. Junginys pagal 17 punkta,besiskiriantis tuo, kad A2
yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ Ile ir Chg.

21. Junginys pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad A3
yra parinktas i§ grupés, susidedanios i§ Arg, PalMe(3),
Dab(N'-C;H;N), Dap(NP-C;H;N) ir Orn(N°-C3HsN).

22. Junginys pagal 17 punktg, besiskiriantis tuo, kad

Al yra parinktas i§ grupés, susidedanios i§ Tyr, F(pNH,),
mAph, pAph ir Nal(2), kurie turi 0 arba 1 aminogrupg blokuojancia
grupe;

A2 yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ Ile ir Chg;

A3 yraparinktas i§ grupés, susidedanCios i§ Arg, PalMe(3),
Dab(N'-C;H;N), Dap(NP-C3H;N) ir Orn(N°-C3H;N); ir

B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -H, -OH, -NH,, 1-5
aminoriigs¢iy arba jy funkciniy ekvivalenty ir karboksilg blokuojancios
grupes.

23. Junginys pagal 22 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra
parinktas i§ grupés, susidedancios is:

Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-CH,Chx
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-2CMT
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-Chx
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Ac-F(pNH;)-Chg-Dab(Ny-C;H7)L-P-NH,

Bz-F(pNH;)-Chg-R-L-P-NH,
Tos-F(pNH,)- Chg-R-L-P-NH,
Ac-Y(3-I)- Chg-R-L-P-NH,
y-Chg-R-L-NH;

Ac-F(pNH,)-Chg-R-ol
Ciklopentil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
3-Iqc- pAph-Chg-PalMe(3)-NH,

Bzf- pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
3-Iqc-F(pNH;)-Chg-R-L-P-NH,
Ac-F(pNH,)-Chg-R-tiazolil
2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Ac-Nal(2)-Chg-R-tiazolil

2-Bzf-f(pNH;) -Chg-R-L-P-NH,
Ac-pAph-Chg-Dab(N'-C;H7)-L-P-NH,
Ac-(iBu)pAph- Chg-R-L-P- NH;
Ac-pAph-Chg-R-Gla-P- NH,
Ac-pAph-Chg-R-Pen(CH,COOH)-P- NH,
Ac-pAph-Chg-R-L-P-NH,
Ac-F(pNH;)-Chg-R-(Me)L-P-NH,

Ac- F(pNH,)- Chg-R-OEt

Ac-F(pNH,)-Chg-Orn(N°-C3H;N)-L-P-NH,

Ac-F(pNH;)- Chg-R-L-P- NH,
Ac-Nal(2)Chg-R-L-P-NH,
Ac-pAph-Chg-Dab(N'-C;H>)
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NH,
Ac-pAph-Chg-R-NH,
Ac-pAph-Chg-R-OH
Ac-pAph-Chg-R-OH

LT 4218 B
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DIPA-pAph- Chg-R-L-P- NH;
DIPAmF(pNH,)-Chg-R-L-P- NH;
Isn-F(pNH,)-Chg-R-L-P- NH;
Pza-F(NH,)- Chg-R-L-P- NH
Tfa-(iBu)Y-Chg-R-L-P-NH>
Tfa-(iBu)Y-I-Orn-(N°-C;H;N)-L-P-NH;
24. Junginys pagal 22 punkta, besiskiriantis tuo; kad jis
yra parinktas i§ grupés, susidedancios is:
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-CH,Chx
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-Chx
Ciklopentil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
3-Iqc- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Bzf- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NH;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-ol.
25. Junginys pagal 1 punkta,besiskiriantistuo, kad myra

26. Junginys pagal 25 punkta,besiskiriantistuo, kad Byra
heteroarilalkilas.

27. Junginys pagal 26 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas heteroarilalkilas yra parinktas i§ grupés, susidedancios is:

(4-(N-metilpiridinium)metil;

2-(3-(N-metilpiridinium))et-1-il;

1-(4-(N-metilpiridinium)et-1-il;

(p-amidino)benzil;

2-(4-(N-metilpiridinium)prop-2-il; ir

2-(4-(N-metilpiridinium))et-1-il.
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28. Junginys pagal 26 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
yra parinktas i§ grupés, susidedancios is:

Ac-pAph-Chg-AMP(4) ir

Ac-pAph-Chg-AEMP(4).

29. Ne gamtoje randamas junginys, specifiSkai inhibuojantis
Faktoriaus Xa aktyvumg, kurio bendra formulé yra X;-YIR-X,,

kurioje X; yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i H, acilo,
alkilo, acilalkilo, arilalkilo ir 1-20 aminoriigiciy, ir

X, yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i§ modifikuotos
C-galinés grupés, vienos arba keliy karboksigrupg blokuojanéiy grupiy
ir 1-20 aminoragsciy,

kur minétas junginys gali turéti pakaitg.

30. Junginys pagal 29 punkta, besiskiriantis tuo, kad X;
yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, 1 aminoriigities ir 2
aminoriigSties ir X; yra parinktas i§ grupés, susidedancios i3
modifikuotos C-galinés grupés, vienos arba keleto karboksigrupe
blokuojanciy grupiy ir 1-17 aminoriigsiciy.

31. Junginys pagal 29 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis
yra tiesios grandinés junginys.

32. Junginys pagal 29 punkta, besiskirian tis tuo, kad jis
yra ciklinis.

33. Junginys pagal 32 punkta, besiskiriantis tuo, kad
ciklizacija vyksta per tiltelj, esantj uz YIR motyvo riby.

34. Junginys pagal 33 punkta, besiskiriantis tuo, kad
ciklizacija apima tiltelj su Ile lickana, esan¢ia YIR motyvo viduje.

35. Junginys pagal 29 punktg,besiskiriantis tuo, kad yra
parinktas i§ grupés, susidedancios is:

Ac-Tyr-lle-Arg-Leu-Ala-NH;;

Ac-Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NHo;

Ac-(iBu)Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NH;;

Ac-Tyr-Ile-Arg-N(CH3)O(CH3);
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Ac-Tyr-{ W(CH,NH) t-Ile-Arg-Leu-Pro-NHy;

Ac-Tyr-lle-Arg-NH-CH;(4-piridil);

Ac-Tyr-lle-$ ¥(CH,NH) -Arg-Leu-Pro-NHy;

Ac-Tyr-Chg-Arg(NO,)-4 ¥(CH,NH) r-Leu-NH;

Ac-Tyr-lle-Arg-4 W(COCH,) t-Gly-Pro-NHy;

Ac-Tyr-Ile- Dab(N'-C3H7N)-Leu-Ala-NHy;

Ac-Tyr-Ile-PalMe(3)-NHa;

Tyr-Ile-Arg-NHp;

D-Tyr-Ile-Arg-Leu-Pro-NHp;

Ac-(Bzl)Gly-(Chx)Gly-(3-guanidopropil) Gly-NH,;

ciklo(Gly-Tyr-Ile-Arg-Gly);

Tfa-(iBu) Tyr-Chg-Arg-Leu-Pro-NHp;

Ac-pAph-Chg-Arg-Leu-Pro-NHoy;

Ac-Nal(2)-Chg-Arg-Leu-Pro-NH;;

Ac-pAph-Chg-PalMe-NH»Z‘;

ir jy farmacijoje priimtinos druskos, amidai, esteriai, alkoholiai ir
aldehidai.

36. Faktoriaus Xa specifinio inhibavimo biidas,besiskiria-
ntis tuo, kad apima Faktoriaus Xa sgveikavima su junginiu pagal 1
punkta.

37. Biidas pagal 36 punkta,besiskiriantistuo, kad Ry yra

R’
NG .
R /

R’; yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, -CO-R,, -SO»2-R,,

aminogrupe blokuojanéios grupés, 1-6 aminorfigi¢iy, kurios gali buti
pakeistos, kur minéty 1-6 aminorigs¢iy N-galas turi pakaitg, parinktg i3
grupés, susidedan¢ios i§ H, -CO-R,, -SOx-R, ir aminogrupg
blokuojancios grupés; ir

kur R, yra parinktas i§ grupes, susidedancios i§ alkilo, arilo ir

heteroalkilo;
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R”; yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ H, acilo ir alkilo;

XyraN;

Rz- yra -CHRgs-, kur Ry yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§
alkilo, arilo, arilalkilo, heteroalkilo ir heteroarilo, kurie gali turéti
pakaita, parinktg i§ grupés, susidedangios i§ 1-6 fluoro , chloro, bromo,
jodo, amino, nitro, amidino, amido, karboksilo, esterio, eterio ir
hidroksilo grupiy; (

R3yra -C(O)-;

R4 yra -NH-;

Rs yra -CHR291-, kur Ry yra alkilas;

Rg yra -C(O)-;

R7yra -NH-;

Rg yra -CHR210-, kur Ry1g yra heteroalkilas, turintis bent vieng
formaliai teigiama kriivj, kur heteroatomas yra 1-6 azoto atomai;

Ry yra -C(O)-; ir

B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -ORy, ir -N-R.Ry,

kur Ry yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i§ H, alkilo ir
karboksilg blokuojancios grupés,

Rc yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i$ H ir alkilo;

Ry yra parinktas i§ grupés, susidedancios i$ alkilo, heteroalkilo ir
1-20 aminortgs¢iy, kurie gali turéti pakaita,

kur minimo junginio C-galas gali biiti modifikuotas karboksilg
blokuojancia grupe, pirminio amido grupe arba dalimi ciklinio peptido,
turinCia pavidala antrinés arba tretinés amido grupés, sudarytos su R,
aminogrupe arba redukuojant iki alkoholio.

38. Biidas pagal 37 punkta, besiskiriantis tuo, kad

Al yra parinktas i§ grupés, susidedan(':iosv 18 Tyr, F(pNH,),
mAph, pAph ir Nal(2), kurie turi 0 arba 1 aminogrupe blokuojancig
grupg;

A2 yra parinktas i§ grupés, susidedangios i§ Ile ir Chg;
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A3 yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ Arg,paiMe(3),
Dab(N'-C3H;N), Dap(N P.C;HyN) ir Orn(N*-C;HyN); ir
B yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ -H, -OH, -NH,, 1-5
aminoriigiéiy arba jy funkciniy ekvivalenty ir C-gala blokuojantios
grupes.
39. Biidas pagal 38 punkta, besiskiriantis tuo, kad
junginys yra parinktas i§ grupés, susidedancios is : | ’
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-CHChx
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH-Chx
Ciklopentil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
3-Igc- pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Bzf- pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
2-furoil-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
5-Me-tienil-CO-pAph-Chg-PalMe(3)-NH,
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-NH;
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-L-P-NH>
Ac-pAph-Chg-PalMe(3)-ol,
40. Biidas pagal 38 punkta, besiskiriantis tuo, kad
junginys yra parinktas i§ grupés, susidedancios i§ :
Ac-Y-I-R-L-A-NH,,
Ac-Y-I-R-L-P-NH;,
Ac-(iBu)Y-I-R-L-P-NH,,
Ac-Y-I-R-N(CH3)O(CHs),
Ac-Y-{ W(CH,NH) t-I-R-L-P-NH;,
Ac-Y-I-R-NH-CH;(4-piridil),
Ac-Y-I-{¥(CH,NH) {-R-L-P-NH,,
Ac-Y-Chg-R(NO,) -{ W¥(CH,NH) {-L-NHo,
Ac-Y-I-R-{¥(COCH,) t-G-P-NH,,
Ac-Y-1-Dab(N'-C;H;N)-L-A-NH,,
Ac-Y-I-PalMe(3)NH,,
Y-I-R-NH,,
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D-Y-I-R-L-P-NH,,
Ac-(Bzl)Gly-(Chx)Gly-(3-guanidopropil) Gly-NH,,
ciklo(G-Y-1I-R-G),

Tfa-(iBu)Y-Chg-R-L-P-NH;,

Ac-pAph-Chg-R-L-P-NH;,

Ac-Nal(2)-Chg-R-L-P-NH,, _

ir jy farmaciskai priimtinos druskos, amidai, esteﬁai, alkoholiai ir
aldehidai.

41. Junginys pagal 1 punkta, skirtas kraujo kres$¢jimo inhibavimui
individe.

42. Faktoriaus Xa kiekio méginyje nustatymo biidas,besiski -
riantis tuo, kad méginys saveikauja su junginiu pagal 1 punkta ir
nustatomas suriSimo kiekis.

43, Faktoriaus Xa kiekio méginyje nustatymo budas,besiski -
riantis tuo, kad méginys sgveikauja su junginiu pagal 1 punkts ir

nustatomas Faktoriaus Xa fermentinis aktyvumas.
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