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Sis isradimas yra i§ medicinos srities, jis priklauso biologiSkai aktyviy junginiy, pasizymingiy
imunoreguliucjanéiomis savybémis, gavimo blidams ir gali rasti pritaikyma medicinoje, veterinarijoje, o taip pat
ir eksperimentinéje biochemijoje.

I8radimo tikslas - sukurti naujg sintetinj biologiskai aktyvy peptida, pasizymintj
imunoreguliuojan&iomis savybémis, kurio formulé

X-Glu-Trp-Y,
kurioje



X yra H arba Gly, Ala, Leu, lle, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu, D-lle, D-Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-
Phe, D-Trp, y-aminosviesto rigstis, e-aminoheksano rlgstis;
Y yra Gly, Ala, Lev, lle, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu, D-lle, D-Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-
Trp, y-aminosviesto rigstis e-aminoheksano rigstis, -OH, mono- arba dipakeistas amidas (C;-Ca).

Peptido sintezé vykdoma tirpale, nuosekliai ilginant grandine nuo molekulés C-galo, panaudojant
maksimalaus funkciniy grupiy blokavimo strategija, ieinant i§ aminoriigsties alkilo esterio; sintezéje
naudojamas aktyvuoty esteriy metodas ir midriy anhidridy metodas ir tret-butiloksikarbonilaminoriigstys.
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PEPTIDAS IR JO GAVIMO BUDAS

Technikos sritis

Sis isradimas yra i§ medicinos srities, jis priklauso biologiskai aktyviy
junginiy, pasizyminciy imunoreguliuojanciomis savybémis, gavimo bidams ir gali
rasti pritaikyma medicinoje, vetrinarijoje, o taip pat ir eksperimentineje

biochemijoje.

Ankstesnis technikos lygis

Praktinéje medicinoje, kaip iﬁuniniu procesy reguliatoriai, yra gerai Zinomi
~uzkricio liaukos ekstraktai, konkreciau - 5-osios frakcijos timozinas (Goldstein A.
L., Guna A., Latz M. M., Hardy H. A., White A.), timalinas (CH, Nr.659586). Sie
ekstraktai susideda i$ polipeptidinés prigimties medziagy komplekso, ir jy gavima is
gamtiniy Saltiniy riboja gamybos sudétingumas, maza veikliyjy medziagy iseiga ir
didelis jy fizikiniy-cheminiy charakteristiky bei biologiniy savybiy nevienodumas.
Be to, kadangi gamtiniuose uZkriicio liaukos preparatuose yra balastiniy
komponenty, ligoniams vartojant $iuos preparatus, daznai atsiranda paSaliniai
reiSkiniai. Si ypatybé pasitarnavo stimulu kurti sintetinius pepﬁdus. Pastaruoju metu
yra susintetinta keletas peptidy, kurie pasizymi imunoregulinojanciomis savybémis:
PCT WO 089/06134, EP Nr. 230052, US Nr.5008246, US Nr. 5013723. Visi 3ie
sintetiniai peptidai, turintys apribotg biitiny savybiy kompleksa, pasizymi dideliu
aktyvumu, maZzu toksiSkumu, jie neturi pasalinio poveikio if todel gali bati taikomi

medicinoje.

ISradimo iSaiSkinimas

ISradimo tikslas - sukurti naujg sintetinj biologiSkai aktyvy peptida,
pasiZymintj imunoreguliuojanc¢iomis savybémis, kurio formulé
X-Glu-Trp-Y,

kurioje
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X yra H arba Gly, Ala, Leu, Ile, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu,
D-Ile, D-Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminosviesto rigstis,
E-aminoheksano riigstis;

Y yra Gly, Ala, Leu, Ile, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu, D-Ile,

D- Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminosviesto riigstis, &-amino-
heksano rigstis, -OH, mono- arba dipakeistas amidas (C;-G3).

Kitas iSradimo tikslas yra sukurti i§ esmés nauja peptidinés prigimties
medziagy technologinj g'aw'/imo biida, kuris, esant minimaliam kiekiui paprasty
stadijy, duoty galimybe gauti auksciau duotos formulés produkta geromis iSeigomis.

Naujojo gamybos bldo esme¢ sudaro peptido sinteze tirpale, nuosekliai
ilginant granding nuo molekules C-galo, panaudojant maksimalaus funkciniy grupiy
~blokavimo strategija, iSeinant i§ aminortgsties alkilo esterio; sintezéje naudojamas
aktyvuoty esteriy metodas ir miSriy anhidridy metodas ir tret-
butiloksikarbonilaminoriigstys.

1-je lenteleje duotos kai kuriy naujojo peptido junginiy Rp (chloroformo-
metanolio-32% acto rigsties = 60:45:20 sistemoje) ir Ry (butanolio-piridino-

vandens-acto rigsties = 5:5:4:1 sistemoje) reikSmeés.

1 lentele

Peptidas Ri ' Re
Abu-Glu-Trp-OH 0,40 0,56
Aca-Glu-Trp-OH 0,41 0,57
Ala-Glu-Trp-NH; 0,40 0,51
Arg-Glu-Trp-OH 0,26 0,48
D-Ala-Glu-Trp-OH 0,37 0,55
D-Ile-Glu-Trp-D-Phe 0,71 0,77
D-Ile-Glu-Trp-OH 0,39 0,54
D-Leu-Glu-Trp-NH> 0,35 0,56-
D-Leu-Glu-Trp-OH 0,37 0,57
D-NVal-Glu-Trp-OH ‘ 0,38 . 0,56
D-Phe-Glu-Trp-Ala 0,69 ’ 0,76
D-Pro-Glu-Trp-OH 0,58 0,72
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1 lentelé (tesinys)

Peptidas Ra Rp
D-Trp-Glu-Trp-OH 0,47 0,56
D-Tyr-Glu-Trp-OH 0,45 0,57
D-Val-Glu-Trp-NH> 0,43 0,53

Gly-Glu-Trp-Gly 0,44 0,49
Gly-Glu-Trp-OH 0,42 0,56
H-Glu-Trp-Abu 0,49 0,54
H-Glu-Trp-Aca- 0,51 0,56
H-Glu-Trp-Arg 0,28 0,40
H-Glu-Trp-D-Ala 0,61 0,70
H-Glu-Trp-D-Ile 0,63 0,71
H-Glu-Trp-D-Leu 0,64 0,72
H-Glu-Trp-D-NVal 0,65 0,69
H-Glu-Trp-D-Pro 0,66 0,69
H-Glu-Trp-D-Trp 0,63 0,66
H-Glu-trp-D-Tyr 0,61 0,66
H-Glu-Trp-D-Val 0,65 0,71
H-Glu-Trp-Ile 0,64 0,68
H-Glu-Trp-Gly 0,54 0,58
H-Glu-Trp-NH2 0,42 0,55
H-Glu-Trp-N,Hj3; 0,32 0,41
H-Glu-Trp-NVal 0,67 0,71
H-Glu-Trp-Trp 0,64 0,67
H-Glu-Trp-Tyr 0,62 0,66
H-Glu-Trp-Val 0,66 0,71
His-Glu-Trp-OH 0,31 0,58
Ile-Glu-Trp-Phe 0,71 0,78
Ile-Glu-Trp-OH 0,38 0,54
Ile-Glu-Trp-Phe 0,72 0,78
Ile-Glu-Trp-Pro 0,68 0,81
Leu-Glu-Trp-OH 0,39 0,56
Lys-Glu-Trp-OH 0,30 0,51
Lys-Glu-Trp-Tyr 0,32 0,50
NVal-Glu-Trp-OH 0,37 0,55
Phe-Glu-Trp-NH2 0,53 0,62
Pro-Glu-Trp-Leu 0,67 0,75
Pro-Glu-Trp-OH 0,59 0,72
Trp-Glu-Trp-OH 0,48 0,59
Tyr-Glu-Trp-OH 0,46 0,58
Val-Glu-Trp-Ala 0,61 0,71
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1 lentelé (tgsinys)
Peptidas Re Re
Val-Glu-Trp-NH2 0,38 0,52
Val-Glu-Trp-OH 0,36 0,51
Val-Glu-Trp-Tyr 0,59 0,61

Auksgiau duotos formulés peptidas, gautas apraSytu biidu, yra balti milteliai,

tirplis vandenyje, maZai tirpis alkoholyje ir praktiSkai netirplis chloroforme.

Geriausi iSradimo jgyvendinimo variantai

ISradimg iliustuoja toliau duodamas pavyzdys.
Pavyzdys . .
Siame pavyzdyje apraSytas peptido, kurio formulé H-Ile-Glu-Trp-OH,
gavimo biidas.

1. Boc-Ile-OPFP gavimas

46,0 g (0,2 mol) Boc-Ile-OH ir 40,5 g (0,22 mol) pentafluorfenolio misinys
100 ml etilacetato atSaldomas iki -5 °C ir pridedama 45,3 g (0,22 mol) N,N-
dicikloheksilkarbodiimido. Reakcijos miSinys maiSomas 3 valandas kambario
temperatiiroje, dicikloheksilkarbamidas nufiltruojamas, tirpikliai nugarinami
vakuume ir liekana perkristalinama i§ etilacetato ir heksaﬁo miSinio. I8kritusios
nuosedos nufiltruojamos. Iseiga: 71,3 g (90 %).

2. Boc-Ile-Glu-Trp-OH gavimas

19,8 g (0,05 mol) Boc-Ile-OPFP istirpinama 100 m! dimetilformamido ir
maiSant supilamas 20 g (0,06 mol) Glu-Trp ir 5,0 g (0,06 mol) NaHCO; tirpalas
vandenyje. Tirpalas maiSomas 20 val. kambario temperatiiroje, po to tirpikliai
nugarinami vakuume. ] liekang jpilama 200 ml etilacetato ir 200 ml 2 % sieros
rugsties tirpalo ir‘p‘ama'iﬁoma. Organinis ‘sluoksnis plaunamas sieros rugsties tirpalu
(2x 1‘00 ml), so¢iu NaCl tirpalu iki pH = 7, dziovinamas bevandeniu natrio sulfatu,
ir tirpiklis nugarinamas vakuume. Liekana perkristalinama iS etilacetato ir heksano

misinio, nuosédos nufiltruojamos ir dziovinamos vakuume. ISeiga: 20,5 g (75 %).
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3. H-Ile-Glu-Trp-OH gavimas
20,5 g Boc-Ile-Glu-Trp-OH istirpinama 150 ml skruzdZiy riigsties,
pamaiSoma 3,5 val. 45 °C temperatiiroje, ir tirpiklis nugarinamas vakuume. | liekang
jpilama 200 ml vandens ir dar karta nugarinama vakuume. | liekang jpilama 300 ml
izopropanolio, 200 m! eterio ir laikoma 10 val. Nuosedos nufiltruojamos ir
dziovinamos vakuume. ISeiga: 15,3 g (75 %).
Peptidas valomas atvirkstiniy faziy chromatografijos metodu, panaudojant
acetonitrilo - 0,1 % trifluoracto riigities sistemga. I3eiga: 13 g (85 %).
Tiriant peptido fizikines-chemines savybes, gautos tokios jo charakteristikos:
pirminé struktiira - H-Ile-Glu-Trp-OH;
Bruto formulé - C24I-I30N4O4;
molekuliné masé - 446,5 Da;
iSvaizda - balti su Siek tiek gelsvu atspalviu arba pilki milteliai;
tirpumas - tirpus vandenyje, praktiskai netirpus chloroforme;
UV spektro 250-300 nm srityje yra maksimumas ties 280+2 nm ir iSlinkimas
ties 287+2 nm.
Naujojo peptido biologinis aktyvumas buvo tirtas su jiry kiaulytémis,
panaudojant bendrai priimta E-rozeiy susidarymo testa. 2-je lenteléje duoti
uzkrii€io liaukos preparaty ir $io iSradimo peptido poveikio j jiry kiauly¢iy limfocity

E-rozeciy susidarymo, apdorojus tripsinu, procesg palyginamieji duomenys.

2 lentele
E-POK kiekis (%)

Fonas, Po Po poveikio tripsinu ir preparatu, kurio

Preparatas nepa\t'exkt.l pO.VCI.k]O = konc. mg/ml

gyvuliukai | tripsinu
10° ] 107 | 10° | 10® | 107 | 10" | 107
'Timalinas 66,5 36,1 57,0 1 40,1 { 37,01 353 | 37,4 | 36,5 | 34,7
‘Timozinas, 54ji 66,5 36,1 60,3 | 35,4 | 33,4 | 39,5 39,1 | 33,7 | 35,8
frakcija

Ile-Glu-Trp 66,5 36,1 61,4 | 63,9 | 64,8 60,2 | 37,5 | 40,0 | 34,3

* Kiekviena koncentracija buvo tirta su 5 gyvuliukais. Patikimu buvo
laikomas 50 % E-POK padidéjimas, lyginant su kontrole, ty. iki 55 % ir

daugiau.
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Nustatyta, kad $io i§radimo peptidas in vitro yra 10° karty aktyvesnis uz
Zinomus preparatus.

Norint istirti Sio peptido nekenksminguma, buvo atliekami jo @maus
toksiSkumo tyrimai. Umus toksiskumas buvo tirtas pagal Rusijos Federacijos
Farmakologijos  Komiteto  metodines rekomendacijas  “Trebovanija  k
dokliniéeskomu izuceniju ob3cetoksicnogo deistvija novych farmakologiceskich
veitestv’, M., 1985 m. ,

Rezultaty tyrimai parodé, kad 1000 karty didesnés peptido dozes suleidimas j

pilva nerodé imaus toksiSkumo ir esant tokioms dozéms negalima pasiekti jo LDso.

Pramoninis pritaikymas

Sis biologiskai aktyvus peptidas gali rasti platy pritaikyma medicinoje ir

veterinarijoje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Péptidas, kurio formule
X-Glu-Trp-Y,

kurioje

X

yra H arba Gly, Ala, Leu, Ile, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu,
D-Ile, D-Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminosviesto ragstis,
£-aminoheksano rﬁgétis;

yra Gly, Ala, Leu, Ile, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu, D-Ile,

Y

D- Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminosviesto rigstis, £-amino-
heksano riigdtis, -OH, mono- arba dipakeistas amidas (C1-C3).
2. Peptido, kurio formule

X-Glu-Trp-Y,

kurioje

X yra H arba Gly, Ala, Leu, Ile, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu,
D-Ile, D-Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminosviesto riigstis,
&-aminoheksano riigstis;

Y yra Gly, Ala, Leu, Ile, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu, D-Ile,

D- Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminosviesto riigstis; £-amino-

heksano riigstis, -OH, mono- arba dipakeistas amidas (C;-Cs),

gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad tirpale vykdo aminorfigsties alkilo esterio

reakcija su tret-butiloksikarbonilaminoriig§timi, po to nuosekliai ilgina peptiding

granding aktyvuoty esteriy metodu ir miSriy anhidridy metodu vieng po kitos

prijungia tret-butiloksikarbonilaminoriigstis, prie$ tai atskele kiekvienoje stadijoje

tret-butiloksikarbonilo grupe, apdorodami reakcijos misinj skruzdziy riigstimi, ir po

to iSvalydami tarpiniué produktus perkristalinimo budu, ir gauna X—Glu-Trp-Y ’

formulés produkta, kurj iSvalo atvirkstiniy faziy chromatografijos metodu.
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