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(57)  Referatas:
ISradimas skirtas medicinai, o batent - biologiSkai aktyviy medziagy, pasizyminéiy imunoreguliavimo

savybémis, gavimo budui, ir gali biti pritaikytas medicinoje, veterinarijoje, o taip pat eksperimentinéje
biochemijoje.
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ISradimo pagrinda sudaro naujo sintetinio biologikai aktyvaus peptido, pasizymincio imunoreguliavimo )
savybémis sukdrimas, kurio formulé

X-A-D-Trp-Y,
kurioje
A - D-Glu, iD-Gly,
X - Harba 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-aminobutano riigstis, £-aminokaprono ragstis;
Y - 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-aminobutano ragstis, £-aminokaprono ragstis, -OH arba pakeistasis amidas (C1-C3).

Peptido  gavimo  blda sudaro glutamino  peptidy  sintezé tirpale,  iSskleidziant
tributiloksikarbonilglutamino (D arba L) rigsties vidinj anhidridg preparato D-Trp-Y tinkama K-druska ir po to
chromatografiSkai atskiriant «- ir y-izomerus. Tolesné sintezé vykdoma auginant peptido grandine
tributiloksikarbonilamino rligsciy aktyvuotyjy esteriy pagalba.
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IsSradimas skirtas medicinai, o bdtent - biologiskai aktyviy medziaguy,
pasizyminciy imunoreguliavimo sgvybémis, gavimo badui, ir gali bati pritaikytas
medicinoje, veretrinarijoje, o taip pat eksperimentinéje biochemijoje.

Naujy, nekenksmingy imunoreguliavimo peptidy, galinéiy sustabdyti
progresuojant] tokiy susirgimy, kaip piktybiniai dariniai, sepsis, chroniskos ir
ilgalaikes infekcijos, besivystan€ios imunodeficito blsenos fone, sukdrimo
aktualuma patvirtina daugybeé tyrinéjimy, atlikty Sioje srityje.

Labiausiai paplites naujy peptidy sukidrimo bldas yra aktyviy peptido
frakcijy iSskyrimas i$ apjungty audiniy ekstrakty, frakcionavimas ir valymas,
gaunant individualig identifikuotgq medziagg (SU Nr.1600047, SU Nr.1638849,
SU Nr.1737798). Praktingje medicinoje kaip imuniniy procesy reguliatoriai gerai
zinomi timuso ekstraktai, batent, timozino 5 frakcija /Goldstein A.L., Guna A,
Latz M.M., Hardy H.A., White A/, timalinas/CH, Nr.659586/. Siuos ekstraktus
sudaro polipeptidinés prigimties medziagy kompleksas ir jy gavima i§ gamtiniy
Saltiniy riboja gamybos sudétingumas, maza aktyviy medziagy iSeiga ir didelis jy
fizikiniy-cheminiy charakteristiky, ir biologiniy sgvybiy kintamumas. Be to, timuso
gamtiniy praparaty sudetyje yra balastiniy komponenty, todél, juos vartojant,
ligoniai retkariais jauCia $alutinius poveikius. Pastaroji aplinkybé ir buvo
stimulas sukurti  sintetinius peptido preparatus. PCT WO 089/06134, SU
1541821, SU Nr.1518956, EP Nr.230052, EP Nr.406931, US Nr.5021551, US
Nr.5013723 iSradimuose apraSyti peptidy, pasizyminciy imunoreguliavimo
sqvybémis, sintezés budai. Kiekvienas gautas sintetinis peptidas, turintis ribotg
batiny sgvybiy kompleksg, yra labai aktyvus, netoksiSkas, nesukelia $alutiniy
poveikiy, apsprendzianciy jy galimg pritaikomuma medicinoje.

Sio i$radimo tikslas - sukurti naujq sintétinj biologigkai aktyvy, pasizymintj
imunorogeliavimd sgvybémis, peptidg, kurio formulé:

X-A-D-Trp-Y,
kurioje
A - D-Glu, iD-Glu;
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X - Harba 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-aminobutano ragstis, &-

aminokaprono ragstis;

Y - Gly, Ala, Ley, 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-aminobutano ragstis, &-

aminokaprono ragstis, -OH arba pakeistasis amidas (C; - Cs).

Taip pat $io iSradimo tikslas yra sukurti naujg technologinj peptido

medziagos gavimo procesa, kuris leisty nesudétingai keliy stadijy metu gauti

aukscCiau paraSytos formulés produkta.

Sio i$radimo esmg sudaro glutamilo peptidy sintezé tirpale, i§skleidziant

tributiloksikarbonilglutamino (D arba L) rigstj atitinkamu dariniu D-Trp-Y ir po to

chromotografiskai atskiriant o- ir y- izomerus. Tolesné sintezé buvo atliekama,

auginant peptido grandine tributiloksikarbonilamino ragsciy aktyvuotyjy esteriy

pagalba.

1 lenteléje pateiktos peptido junginiy analogy reik§més Ry (chloroformas-

metanolis-32 % acto ragstis=60:45:20) ir Ry (butanolis-piridinas-vanduo-acto

ragstis=5:5:4:1) sistefnoje.

1 lentelé

Peptidas R¢ Rp
Abu-D-Glu-D-Trp-OH 0,32 0,53
Abu-iD-Glu-D-Trp-OH 0,29 0,49
Aca-D-Glu-D-Trp-OH 0,31 0,562
Aca-iD-Glu-D-Trp-OH 0,28 0,49
Ala-D-Glu-D-Trp-OH 0,34 0,61
Ala-iD-Glu-D-Trp-OH 0,32 0,55
D-Ala-D-Glu-D-Trp-D-Ala 0,22 0,41
D-Ala-D-Glu-D-Trp-OH 0,26 0,51
D-Ala-iD-Glu-D-Trp-D-Ala 0,25 0,50
D-Ala-D-Glu-D-Trp-OH 0,25 0,51
D-lle-D-Glu-D-Trp-D-Leu 0,35 0,53
D-lle-D-Glu-D-Trp-OH 0,36 0,54
D-lle-iD-Glu-D-Trp-D-Leu 0,34 0,53
D-lle-iD-Glu-D-Trp-OH 0,27 0,52
D-Leu-D-Glu-D-Trp-OH 0,36 0,53
D-Leu-iD-Glu-D-Trp-OH 0,35 0,52
D-NVal-D-Glu-D-Trp-OH 0,33 0,51
D-NVal-iD-Glu-D-Trp-OH 0,32 0,51
D-Phe-D-Glu-D-Trp-Ala 0,37 0,56
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D-Phe-iD-Glu-D-Trp-Ala - 0,36 0,55
D-Pro-D-Glu-D-Trp-OH 0,38 0,58
D-Pro-iD-Glu-D-Trp-OH 0,37 0,58
D-Trp-D-Glu-D-Trp-OH 0,41 0,59
D-Trp-iD-Glu-D-Trp-OH 0,40 0,59
D-Tyr-D-Glu-D-Trp-D-Tyr 0,39 0,58
D-Tyr-ID-Glu-D-Trp-D-Tyr 0,38 0,58
D-Val-D-Glu-D-Trp-OH 0,34 0,51
D-Val-iD-Glu-D-Trp-OH 0,33 0,50
Gly-D-Glu-D-Trp-NVal 0,29 0,51
Gly-D-Glu-D-Trp-OH 0,30 0,54
Gly-iD-Glu-D-Trp-NVal 0,32 0,53
Gly-iD-Glu-D-Trp-OH 0,29 0,53
H-D-Glu-D-Trp-Abu 0,33 0,52
H-D-Glu-D-Trp-Aca 0,30 0,53
H-D-Glu-D-Trp-D-Ide 0,35 0,58
H-D-Glu-D-Trp-D-Pro 0,37 0,61
H-D-Glu-D-Trp-Gly 0,29 0,54
H-D-Glu-D-Trp-lle 0,36 0,58
H-D-Glu-D-Trp-Leu 0,36 0,59
H-D-Glu-D-Trp-Lys 0,28 0,47
H-D-Glu-D-Trp-OH 0,36 0,56
H-D-Glu-D-Trp-Phe 0,39 0,61
H-D-Glu-D-Trp-Pro 0,38 0,59
H-D-Glu-D-Trp-Tyr 0,37 0,58
H-D-Glu-D-Trp-Val 0,38 0,61
H-iD-Glu-D-Trp-Abu 0,34 0,51
H-iD-Glu-D-Trp-Aca 0,33 0,50
H-iD-Glu-D-Trp-D-lle 0,34 0,55
H-iD-Glu-D-Trp-D-Pro 0,36 0,58
H-iD-Glu-D-Trp-Gly 0,28 0,52
H-iD-Glu-D-Trp-lle. 0,34 0,57
| H-ID-Glu-D-Trp-Leu 0,35 0,58 L
H-1D-GIu-D-Trp-Lys 0,27 0,45 ’
H-iD-Glu-D-Trp-OH 0,30 0,52
H-iD-Glu-D-Trp-Phe 0,38 0,61
H-iD-Glu-D-Trp-Pro 0,37 0,60
H-iD-Glu-D-Trp-Tyr 0,35 0,58
H-iD-Glu-D-Trp-Val 0,36 0,60
lle-D-Glu-D-Trp-D-Phe 0,42 0,68
lle-D-Glu-D-Trp-OH 0,38 0,56
lle-iD-Glu-D-Trp-D-Phe 0,40 0,67
lle-iD-Glu-D-Trp-OH 0,37 0,55
Leu-D-Glu-D-Trp-OH 0,35 0,62
Leu-iD-Glu-D-Trp-OH 0,27 0,57
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1 lentelés tesinys

NVal-D-Glu-D-Trp-OH 0,35 0,61
NVal-iD-Glu-D-Trp-OH 0,34 0,60
Phe-D-Glu-D-Trp-OH 0,41 0,63
Phe-iD-Glu-D-Trp-OH 0,40 0,62
Pro-D-Glu-D-Trp-OH 0,43 0,63
Pro-iD-Glu-D-Trp-OH 0,42 0,62
Trp-D-Glu-D-Trp-OH 0,45 0,68
Trp-iD-Glu-D-Trp-OH 0,44 0,67
Tyr-D-Glu-D-Trp-OH 0,42 0,64
Tyr-iD-Glu-D-Trp-OH 0,41 0,63
Val-D-Glu-D-Trp-D-Val 0,46 0,68
Val-D-Glu-D-Trp-OH 0,33 0,50
Val-iD-Glu-D-Trp-D-Val 0,44 0,66
Val-iD-Glu-D-Trp-OH 0,34 0,52

ISradimas iliustruojamas pateiktu pavyzdzZiu.
Pavyzdys.
H-D-Glu-D-Trp-OH ir H-iD-Glu-D-Trp-OH

1. Boc-D-Glu-OH gavimas.

14,7 g (0,1 molio) H-D-Glu-OH buvo iStirpinta 200 ml distiliuoto vandens,
vienmolio KOH tirpalo pagalba pH buvo nustatytas iki 10,2, intensyviai maigant
buvo pridéta 33,0 g (0,3 molio) BOC,O0 tirpalo dicksane. Buvo stebimas pH dydis
pH-metre. Pasibaigus reakcijai, misinys buvo patalpintas | dalijamajj piltuva, i$
Sarminés terpés ekstraguotas etilacetatu 3x150 ml, vandens fazé buvo i§ léto
rigstinama 0,2% sieros ragsties tirpalu iki pH=3,0 ir Boc-D-Glu-OH ekstraguotas
| organine fazg (3x200 ml). Organinis sluoksnis buvo praplautas 3x200 ml
soCiuoju Na;SQ, tirpaluy, gaunant neutralig terpg, dzZiovintas Na,SO,, ganntas
vakuume iki aliejaus bavio. ISeiga: 16,7 g {68%).

2. Boc-D-Glu-D-Trp-OH ir Boc-iD-Glu-D-Trp-OH misinio gavimas.

1‘6,7 g (0,068 molio) Boc-D-GIu-OH buvo iStirpinta ‘200 mi
dimetilformafnide, tirpalas buvo at$aldytas iki 0°C ir maigant pridéta 20,6 g (0,1
molio) N,N'-dicikloheksilkarbodiimido, istirpinto 100 ml dimetilformamido, tirpalo.
Misinys buvo maiSomas 4 val. +4°C temperatUroje, ir paliktas 8 val. nusistoveéti
kambario temperatlroje. I8kritusios dicikloheksilkarbamido nuosédos buvo
nufiltruotos, praplautos 2x50 ml dimetilformamidu, filtratas buvo garintas

vakuume, sumazinant jo tdrj perpus, ir, $aldant iki +4°C temperatiros bei
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intensyviai maisant, buvo pridéta 24,3 g (0,1 molio) H-D-Trp-OK. Misinys buvo
paliktas palaipsniui Silti iki kambario temperatlros. Apie reakcijos pabaigg
spresta pagal plonasiuoksnés chromotografijos  duomenis sistemoje
(chloroformas:etilacetatas:metanolis 6:3:1) ki iSnykstant ragsties vidinio
anhidrido Boc-D-Glu démei. Dicikloheksilkarbamido liekanos buvo nufiltruotos,
dimetilformamidas garintas vakuume. | aliejaus pavidalo liekang buvo pridéta
200 mi etilacetato ir 200 ml 0,2% sieros ragsties tirpalo. Organinis sluoksnis
buvo atskirtas, praplautas, neutralizuojant ji sogiuoju Na,SO, tirpalu, dziovintas
Na;SO., etilacetato tirpalas garintas vakuume. Taip buvo gautos aliejaus
pavidalo nuosédos, kurias sudare Boc-D-Glu-D-Trp-OH ir Boc-iD-Glu-D-Trp-OH
misinys. Bendra maseés i$eiga sudaré 25 4 g (70%).

3. H-D-Glu-D-Trp-OH ir H-iD-Glu-D-Trp-OH gavimas.

25,4 g (0,048 molio) misinio buvo istirpinta 200 ml skruzdziy rhgsties,
maidyta 1 val 40°C temperatGroje ir garinta vakuume iki aliejaus bavio. Peptidy
atskyrlmas ir valymas jony mainy chromotografijos pagalba buvo atliktas
kolonéléje su Sefadeksu piridinacetatinio buferio gradiente 0,01-0,2 M. I$eiga:
3,7 g (35%) H-D-Glu-D-Trp-OH ir 5,7 g (35%) H-iD-Glu-D-Trp-OH.

Istyrus fizikines-chemines peptido savybes, gautos sekantios jo
charakteristikos:

Pirmine struktara - H-D-Glu-D-Trp-OH ir H-iD-Glu-D-Trp-OH

Bruto formulé - CygHN305

Molekulinis svoris - 334,35

ISvaizda - balti su gelsvu atspalviu arba pilki milteliai.

Tirpumas - lengvai tirpstantis vandenyje rlbotal - splnte netlrpus
chloroforme

Ultravioletinis spektras yra 250-360 nm srityje, maksimumas - 280+2 nm,
petys - 28742 nm.

Biologinis naujojo peptido aktyvumas buvo iSbandytas ant Balb/c linijos
peliy. Peliy bluznies lastelés buvo suspenduotos RPMI 1640 terpéje su 2 ml
glutamino ir 5% neaktyvuoto fetalinio serumo ir 100 ul buvo jvesta |
plokscCiadugnes plansetes po 200000 lasteliy | kiekvieng duobute atitinkamai.

Tiriamasis preparatas buvo jvestas kultivavimo pradzioje. Kaip mitogenas buvo
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panaudotas konkanavalinas A, kurio galutiné koncentracija sudare 2 Hug |
kiekvieng duobute. Plansetés buvo inkubuotos 48 val, esant 37°C temperatdraij ir
5% CO,. Lasteliy proliferacija buvo jvertinta pagal 3H-timidino, kurio 5 mkg/mi
dozé buvo jvesta, likus 24 val iki kultivavimo pabaigos, jsisavinima, apskaiciuotg
scintiliacinio skaitiklio pagalba, ir idreiksta skilimy kiekiu per minute (CPM). Gauti

rezultatai pateikti 2 lentelgje.

2 lentele

Peliy bluznies Igsteliy proliferacija

CPMI*
Preparatas Preparato doze (mkg/ml)

1 5 10 20
iD-Glu-D-Trp 68594 63428 20043 13222
Ciklosporinas A 67649 2698 574 569
Kontrolinis 61467

* - trijy reik$miy vidurkis

Nustatyta, kad naujasis peptidas pasizymi savybe slopinti bluznies Igsteliy
proliferacija. 4

Siekiant i§siaiskinti ar naujasis peptidas yra nekenksmingas, buvo atliktas
jo Umaus toksiskumo jvertinimas. Sis ivertinimas buvo atliktas pagal Rusijos
Federacijos farmakologijos komiteto metodines rekomendacijas “‘Naujy
farmakologiniy medziagy bendro toksinio poveikio priesklinikinio tyringjimo
reikalavimai”, M., 1985,

Tyrimy rezultatai parodé, kad, jvedus 1000 peptido doziy | pilvapleve, jis
nesukéle astraus toksinio poveike ir, esant tokioms dozéms, buvo nejmanoma
pasiekti jy LDsp. ’

Biologiskai aktyvus pebtidas gali bdti pladiai pritaikytas medicinoje ir

veterinarijoje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Peptidas, kurio formule
X-A-D-Trp-Y,

kurioje

A - D-Glu, iD-Gly;

X - 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-aminobutano ragstis,
&-aminokaprono ragstis;

Y - 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-aminobutano rtigstis, E-aminokaprono
ragstis, -OH arba pakeistasis amidas (Cy - Ca).

2. Peptido, kurio formule
X-A-D-Trp-Y,

kurioje

A - D-Glu, iD-Glu;

X - H arba Gly, Ala, Leu, lle, Val, NVal, Pro, Tyr, Phe, Trp, D-Ala, D-Leu, D-lie,
D-Val, D-NVal, D-Pro, D-Tyr, D-Phe, D-Trp, y-aminobutano  r{igstis,
£-aminokaprono ragstis;

Y - 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-aminobutano rlgstis, €-aminokaprono
ragstis, -OH arba pakeistasis amidas (C1-C3), gavimo badas
besiskiriantis tuo, kad peptido sinteze- vykdo tirbale, atidarant
tributiloksikarbonilglutamino (D ar L) ragsties vidinj anhidridg D-Trp-Y
K-druskos pagalba, po to augina peptido grandine aktyvuotyjy esteriy ir
misriyjy anhidridy badais, pries tai atskelus tributiloksikarbonilo grupe

skruzdziy ragstimi, ir chromotografidkai atskiriant a- ir y- izomerus.
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