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Sis isradimas yra susijes su farmacine kompozicija, skirta Alchaimerio ligos gydymui. Farmacinés
kompozicijos sudétyje veikliaja medziaga yra 2-fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onas (junginys A), kurios
veiksmingumas paremtas baltymo § -amiloido indukuoto neurony toksiSkumo sumazinimu.
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Sis i$radimas yra skirtas profilaktinei ir/arba terapinei Alchaimerio ligai
gydyti skirtai farmacinei kompozicijai, kurioje kaip veiklioji medziaga yra 2-

fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onas; be to, §i veiklioji medziaga sumazina

toksiSkumg neuronams, kurj sukelia baltymas B-amiloidas.

Kai Kuriose Salyse kaip profilaktiniai ir/farba terapiniai vaistai nuo
Alchaimerio ligos yra naudojami acetilcholinesterazes inhibitoriai, tokie kaip
pvz. fizostigminas arba tetrahidroaminoakridinas (THA). Taliau jie rezultaty
nedavé. Taip pat buvo bandyta panaudoti nervy sistemg veikianCius 5-HT-
antagonistus, bet jy poveikio mechanizmas dar néra visidkai istirtas.

Yra Zinoma (zr. S. J. Stohs, J. of Basic and Clin. Phys. and. Pharm.,
1995, 6: 205-228 apzvalga), kad su amziumi susijusiy ligy, jskaitant
Alchaimerio ligg ir Kitus neurologinius sutrikimus, patofiziologijoje didelj
vaidmenj vaidina reaktingos deguonies formos (laisvieji radikalai). Juy
metabolinéje detoksikacijoje dalyvauja fermentas - glutationperoksidaze.

Patologiniai Alchaimerio ligos poZymiai apima senilines ploksteles ir
PTH (suporuoty spiraliniy skaiduly) sankaupg smegenyse.

B-Amiloidas (toliau Zymimas AB), Kkuris yra seniliniy ploksteliy
pagrindine sudeétiné dalis, yra netirpus pebﬁdas, susidedantis i$ mazdaug 40
aminortgsCiy liekany. Buvo nustatyta, kad Af biochemidkai kenkia
neuronams ir kad §j poveik| ypatingai sukelia koaguliuotas netistirpes AB.

Todél buvo norima surasti medziaga, kuri tikty Alchaimerio tipo
senatvinés silpnaprotystés progresavimo profilaktikai ir/arba gydymui ir
sukurti kompozicija, kuri slopinty toksinio AR sukeltg neurony Zuvima, bei
neutralizuoty oksidacinio streso sukeltus laisvuosius radikalus.

Yra Zinoma, kad 2-fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onas (arba
ebselenas) in vivo pasizymi panaSiu | glutationperoksidaze aktyvumu (A.
Muller et al., Biochem. Pharmacol. 1984, 33: 3235; (A. Muller et al., Biochem.
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Pharmacol. 1985, 34: 1185; H. Sies, Free Radical. Biol. Med. 1993, 14:313) ir
gali naikinti auksSCiau minetus laisvuosius radikalus. Ebselenas veikia prie$
hipoksijos/iSemijos sukelta neurony pazeidimg (S. Knollema et al.,
Neuroscience Res. Comm., 1996, 19: 47-56), pasizymi neuroapsauginémis
savybémis prieS smegeny pazeidimus, sukeltus Ziurkéms panaudojant
trumpalaikés Zidininés smegeny iSemijos modelj (D. A. Dawson et al.,
Neurosci. Lett., 1995, 185: 65-69), sumazina kepeny intoksikacijg, hemoraginj
pankreatita (H. Johshita et al., Acta Neurochir., suppl. 1990, 51:239). PCT
paraiskoje WO 92/02221 apraSytas ebseleno panaudojimas cis-platinos
Salutiniy poveikiy (nefrotoksi8kumo ir neurotoksiSkumo) sumazinimui ir
profilaktikai.

Sio igradimo autoriai atliko du placius tyrimus, ir netikétai surado, kad
2-fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onas (ebselenas) (toliau Zymimas junginys
A) inhibuoja neurony Zuvima, kurj sukelia AB. Tokiu bldu Siame idradime
silloma panaudoti junginj A, kaip profilakting ir/arba terapine farmacine

priemone Alchaimerio ligai gydyti.

AB buvo identifikuotas kaip patologinio Alchaimerio ligos pozymio
seniliniy ploksteliy pagrindiné sudedamoji dalis. Jis susideda i§ 39-40
aminortigsciy liekanu. Be to, yra Zinoma, kad AB turi neurotoksinj poveikj ir
tuo budu sukelia Igstelés Zuvima, Visai neseniai buvo rasta, kad neurotoksinio
AB sukeltas PC12 lgsteliy Zuvimas, esaﬁt AB, slopinamas, kai jvedamas
junginys A (ebselenas). Todél galima manyti, kad junginys A yra puiki
profilaktine ir/arba terapiné priemoné Alchaimerio ligos gydymui.

Siame isradime naudojamas junginys A gali b0t susintetintas
Japonijos patente (kokoku) Nr. 2-38591 (Japonijos patentiné publikacija
(kokai) Nr. 57-67568) apraSytu badu.

Junginys A gali bdti paruo$iamas vartojimui jvairiomis vaistinemis
formomis, tokiomis, kaip pavyzdziui, tabletés, kapsulés, milteliai, granulés,
sirupai arba injekcijoms skirtos formos, panaudojant Zinomas vaisty
gaminimo metodikas ir priedus, neSiklius, risan¢ias medziagas, tabletes

ardancias medziagas bei tirpiklius.
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Toliau duodamoje lenteléje pateikiama, pavyzdziui, tabletés sudétis:
junginys A 25 mg
karboksimetilceliulioze 25 mg
krakmolas 5mg
kristaliné celiulioze 40 mg
magnio stearatas 2mg
IS viso: 122 mg

Junginys A turi auk8Ciau apraSytg poveikj bet kokiu vartojmo bldu,
pavyzdziui, jprastu peroraliniu bidu arba parenteriniu bdu, pvz. injekcijomis.

Naudojant peroraliniu bddu, junginio A dozé suaugusiam yra 100-2000
mg/dienai ribose, geriausia 200-1000 mg/dienai ribose; be to, priklausomai
nuo paciento klinikinés blklés, ji gali bdti atitinkamai padidinta arba
sumazinta.

Tiriant junginio A toksiS8kuma, buvo nustatyta LDso verté peléms ir
Ziurkems. Pagal iSradéjy duomenis nustatytos LDso vertés peléms yra >6810
mg/kg. jvedant peroraliniu badu, ir 740 mg/kg - jvedant intraperitoniniu badu.
Nustatytos LDsp vertés Ziurkéms yra 26810 mg/kg, jvedant peroraliniu bddu, ir
580 mg/kg - jvedant intraperitoniniu bldu. Sios LDso vertés rodo, kad
junginys A yra labai netoksiskas.

Taigi, kai peléms ir Ziurkems buvo duodama didelé junginio A doze,
nebuvo stebima jokiy problemas sukelianciy S$alutiniy poveikiu.

Toliau Sis iSradimas apraSytas -pavyzdziais, kurie neapriboja jo

apimties.

1 pavyzdys
Junginio A, kaip AP sukel't'o neurony zuvimo inhibitoriaus, poveikis,

esant Ap

ISaugintos PC12 Iastelés (i§ Ziurkiy, chromafininis auglys) buvo vél
auginamos 100 mm léksteléje (Corning gaminys), kuri padengta polilizinu ir
kurig jpilta DMEM terpés, turinios 10 % FCS ir 5 % arklio serumo (Sigma
produktas). Kitaip tariant, PC12 lIgstelés (1x 10° Igsteliy/lekstelei) buvo
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auginamos polilizinu padengtoje 100 mm Iéksteléje. Skirtingai nuo nurodymy
PC12 Igstelems, Sios PC12 Igstelés buvo auginamos 7 dienas DMEM terpéje,
Kurioje buvo 5 % FCS, 50 ng/ml NGF ir 1 % arklio serumo. Norint gauti
Igsteliy suspensijg, PC12 lastelés susiurbiamos pipete ir suspenduojamos
tinkamoje terpeje. Lasteliy suspensija iSpilstoma | polilizinu padengtg
plokstelg su 96 duobutémis po 1x10* Iasteliu/duobutei, | duobutes pridedama
AB (Bachem Feinchemikalien AG), kad galutine jo koncentracija bty 10 pM.
Po to pridedamas junginys A, kad jo galutine koncentracija bty 0,1, 1,0 arba
25 uM. Kaip kontroliné medziaga naudojamas junginys B (junginys A,
kuriame Se pakeistas siera, neturintis | glutationoksidaze pana3aus poveikio:
2-fenil-1,2-benzotiazol-3(2H)-onas; gautas i Nattermann) lygiai tokios padios
koncentracijos ir tokiu padiu badu. Pridéjus junginio A arba junginio B,
Iastelés buvo auginamos 48 val.

| taip apdorotas lIgsteles pridedama MTT reagento (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromido). Inkubuojama 4 val., ir lasteles lizuojamos.
Toliau apdorojama panaudojant taip vadinamg MTT blda, kuris paremtas
KolorimetriSkai nustatoma reagento redukcijos reakcija, ir i$ to jvertinamas
suspensijoje esanciy Iasteliy gyvybingumas (Behl, C. et al., Cell, 77: 817-

827).
O O
< O

Junginys A Junginys B
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1 lentelé
Junginiy A ir B poveikis | PC12 neurony lgsteliy Zuvimg
Pridéta medziaga (uM) Lasteliy
AB Junginys A | Junginys B | gyvybingumas (% T-testas
nuo kontrolés) (Stjudento)
1h.10
10 - - 15%9,5 -
10 0,1 - 45+2 1 *
10 - 0,1 14+45
10 1,0 - 59+14,5 *k
10 - 1,0 1310
10 2,5 - 66+4,5 .
10 - 25 1050

* . P<0,01, **: P<0,002,

T testas skaiCiuojamas grupéms, kuriose buvo pridétas Ap (10 uM).

**x: P<0,0001, n=6.

Kaip galima vienareikSmiskai matyti i§ 1 lentelés, neurony Zuvima
sukelé AB, be to, junginys B Zuvimo grei¢io nepaveiké. Tadiau pridéjus 0,1
#M, 1 uM arba 2,5 uM junginio A, visais atvejais Zymiai inhibuojamas neurony
Zuvimas (P<0,0082, P<0,0018ir PS0,0001)_.

2 pavyzdys

|Saugintos PC12 lasteles (iS Ziurkiy, chromafininis auglys) buvo vel
auginamos 100 mm IékSteléje (Corning gaminys), kuri padengta polilizinu ir |
Kurig jpilta DMEM terpés, turinios 10 % FCS ir 5 % arklio serumo (Sigma
produktas). Kitaip tariant, PC12 lastelés (1x 10° lasteliu/lékstelei) buvo
auginamos polilizinu padengtoje 100 mm Iéksteléje. Skirtingai nuo nurodymy
PC12 Igsteléms, Sios PC12 Igstelés buvo auginamos 7 dienas DMEM terpéje,
kurioje buvo 5 % FCS, 50 ng/ml NGF ir 1 % arklio serumo. Norint gauti

lgsteliy suspensija, PC12 Igstelés susiurbiamos pipete ir suspenduojamos
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tinkamoje terpéje. Lasteliy suspensija idpilstoma j 60 mm polilizinu padengtg
lekStele su 96 duobutémis po 1x10* Igsteliy/ducbutei. Kai Iastelés prilipo,
buvo atliktas toks bandymas.

Tokios prilipusios PC12 Igstelés patalpinamos | DMEM terpe,
pridedama 10 uM SNAP ir 2,5 uM junginio A. | kontroline grupe pridedama tik
SNAP. Kiekvienas bandinys inkubuojamas 3 val. Kiekvienas PC12 turintis
bandinys sumaiSomas su paruostu DCFH-DA tirpalu (Molecular Probes, Inc.)
OMSO (1 mg/413 ul), kad galutiné jo konvcentracija bdty 5 uM. Po to
bandiniai inkubuojami 30 min. Lastelés padalinamos panaudojant tripsina-
EDTA ir vél surenkamos centrifuguojant (1000 aps. x 5 min.) Vél surinktos
lastelés suspenduojamos 50 ul PBS(-) aldant ledu. Vidulgstelinio vandenilio
peroksido kiekis nustatomas srovés citometru. Atliekamas lgsteliy
suspensijos FACS (fluorescencinis  aktyvuoty Igsteliy rdSiavimas) ir
iISmatuojamas peroksidu oksiduotos fluorescuojanéios medziagos - 2',7'-
dichlorfluoresceino (DCFH) - kiekis. Buvo nustatyta, kad pridéjus SNAP
pasigamino 1,3-1,4 kartus daugiau vandenilio peroksido, negu tuo atveju, kai
SNAP nebuvo pridéta. Sis padidintas vandenilio peroksido susidarymas dél
SNAP pridéjimo yra ai8kiai slopinamas, Kai pridedama 2,5 uM junginio A (P <
0,0015).

2 lentelé

Junginio A poveikis, mazinant NO sukelto vandenilio peroksido kiekio

susidaryma (sumaisytose su SNAP PC12 [gstelése)

Paveikta: . Gautas H,0; kiekis

(% log fluorescencija pagal kontrolg)

SNAP (uM) Junginys A *
0 0 100,0
10 0 135,8 £5,25
10 2,5 45,7+6,03

SNAP: S-nitrozo-N-acetil-DL-penicilinaminas
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«x. P <0,0015 [pagal Stjudento t-testa SNAP (10 uM) atzvilgiu; n=3].

Cia turima omenyje tai, kad i§ Ap atsirades NO pagreitina vandenilio
peroksido susidaryma. Taciau, kaip matyti i$ 2 lentelés, vandenilio peroksido
susidarymas yra gana gerai slopinamas pridéjus 2,5 uM junginio A.

Neseniai buvo pabréziama, kad esant Alchaimerio ligai, apoptoze turi
rysj su neurony Zuvimu. Dél to véliau buvo teigiama, kad AB sukelia neurony
zuvimg ir kad vandenilio peroksido susidarymas yra neurotoksiSkumo
priezastis (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 90: 7951-7955, 1993).

Kaip apradyta auksciau, AB sukeltas vandenilio peroksido susidarymas
yra aiskiai slopinamas, pridéjus junginio A. Todél galima teigti, kad junginys
A turi tureti puiky profilaktinj arba terapinj poveikj gydant Alchaimerio liga.
Taigi, Siame iSradime aptariamas junginys A yra ypatingai tinkamas
profilaktinei arba terapinei kompozicijai, skirtai senatvinés silpnaprotystés,

ypac¢ Alchaimerio ligos, gydymui gauti.

ISradimo aprasyme naudojami tokie sutrumpinimai:
Polilizinas - lizino polipeptidas, turintis jvairaus ilgio grandines;
DMEM - Delbecco modifikuota Eagle terpé;
DCFH - 2',7'-dichlorfluoresceinas;
FCS - fetalinis verSiuko serumas;
DMSO - dimetilsulfoksidas; 7
Tripsino EDTA - kompleksas etilendiamindtetraacto rugsties pagrindu;

NO - azoto oksidas.

Taigi, Sis iSradimas yra skirtas farmacinei kompozicijai Alchaimerio
ligos gydymui. ISradime siGlomoje farmacinéje kompozicijoje, kaip veiklioji
medzZiaga, yra 2-fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onas (junginys A), Kkurio

poveikis pagrjstas B-amiloido sukelto neurotoksiSkumo sumazinimu.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. 2-Fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-ono panaudojimas farmacinei
kompozicijai, skirtai silpnaprotystés profilaktikai ir/arba gydymui, pagaminti.

2. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad §i
farmacine kompozicija yra skirta senatvinés silpnaprotystés profilaktikai
irfarba gydymui.

3. Panaudojimas pagal 1 arba 2 punktg, besiskiriantis tuo,
kad Si farmaciné kompozicija yra skirta Alchaimerio tipo senatvinés
silpnaprotystés profilaktikai ir/arba gydymui.

4. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje kaip
veiklioji medziaga yra 2-fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onas, ir  Si
kompozicija yra skirta Alchaimerio ligos profilaktikai ir/arba gydymui.

5. Vaistas pagal bet kurj i$ auk$ciau apibré?ty punkty, besiski
riantis tuo, kad jis yra vartojamas tablediy, kapsuliy, milteliy, granuliu,

sirupo arba injekcijoms skirty vaistiniy formy pavidalu.
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