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Sis idradimas yra skirtas medicinos sriiai ir gali bati naudojamas kaip medziaga, galinti reguliuoti

gliukozés kiekj gydant arba stengiantis iSvengti cukrinio diabeto. Pasillytas naujas biologiskai aktyvus
tetrapeptidas lizil-glutamil-aspartil-triptofanas, kurio bendroji formulé Lys-Glu-Asp-Trp-NH2, galintis reguliuoti
gliukozeés kiekj, ir farmakologiné medziaga, turinti efektyvy kiekj tetrapeptido lizil-glutamil-aspartil-triptofano, kurio
bendroji formulé Lys-Glu-Asp-Trp-NH,. Pasitlytas cukrinio diabeto prevencijai ir (arba) gydymui skirtas vaistas,
kuris susideda i§ $ios farmakologinés medziagos, turincios efektyvy kiekj Lys-Giu-Asp-Trp-NH2 tetrapeptido kaip



veikliojo peptidinio agento, skiriant pacientui 0,1 - 30 pg/kg kiino masés dozémis maziausiai vieng kartg per dieng
laiko tarpg, reikalinga terapiniam efektui pasieki.
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Sis iSradimas yra skirtas medicinos sriiai ir gali bati naudojamas
cukrinio diabeto gydymui kaip gliukozes koncentracijg reguliuojanti medziaga.

Kaip artimiausi simptominiai $ios medZiagos analogai yra Zinomi
insulino preparatai, naudojami 1 tipo cukriniam diabetui gydyti. Geriausias
preparatas yra rekombinantinis arba genetiskai modifikuotas trumpo veikimo
Zmogaus insulino prepatatas: aktrapidas, humulinas R, insumanas R,
biosulinas R ir prolonguoto veikimo Zmogaus insulino preparatai: protofanas,
humulinas N, insuman-basalis ir biosulinas N — trumpalaikio ir prolonguoto
veikimo Zmogaus insulino analogai. Preparatai humalogas ir novorapidas yra
ultratrumpo poveikio grupés preparatai, jie pasizymi greitu poveikiu ir Siek tiek
per trumpu maksimalios }eikémés laikotarpiu, lyginant su trumpo poveikio
insulinais; jie veiksmingai mazina gliukozés kiekj po valgio. Vis tik insulino
terapija yra pakaiting terapija, kuri gali duoti komplikacijas, tokias kaip
alerginés reakcijos, hipoglikeminés bukiés, rezistentiskumas insulinui ir
poinsulininé lipodistrofija. Antro tipo cukrinio diabeto gydymas taip pat
pasikeite, jvedus | klinikine praktikg trumpalaikio poveikio preparatus, tokius
kaip novonormas arba repaglinidas ir starliksas. Tradici$8kai yra naudojami
sulfonilkarbamidai, tokie kaip: glibenklamido grupe, glipizidas, gliklazido
grupe, glikvidonas ir amarilis (glimepiridas), kuris yra prolonguoto veikimo
preparatas ir turi daug privalumy, lyginant su kitais $ios grupés preparatais.
Diabetonas MR ir glibenez-retardas yra prolonguoto poveikio preparatai.
Reikia paZymeti, kad cukriniu diabetu sergantys pacientai daznai pasizymi
taip vadinamu antriniu rezistentiskumu sulfonilkarbamidams, kuris atsiranda
del padidintos arba liekamosios insulino sekrecijos. Sulfonilkarbamidai turi
daug Salutiniy poveikiy; vir§kinimo sutrikimus, alergines reakcijas, kauly Giulpy
funkcijos slopinima, toksinius poveikius | kepenis ir inkstus, hipoglikemija. Taip
pat yra naudojami biguanidai, tokie kaip metforminas (gliukofagas, sioforas ir
t.t), glitazonai arba insulino sensibilizatoriai: aktozé ir avandia, ir alfa-

glikozidazés inhibitoriai: akarboze ir meglitolis. Sie peroralinio vartojimo
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preparatai didina audiniy jautrumag insulinui ir turi teigiamg normalizuojantj
poveikj | angliavandeniy metabolizma. Vis tik jy naudojimas gali biti apribotas
dél mazo efektyvumo arba $alutiniy poveikiy (Balabolkin M.1., Diabetology. —
M.: Meditzina, 2000. — 672 p.: Register of Pharmaceutical Substances of
Russia. Edition 10. — RLS-2003, Moscow. — 2003. — 1438 pp.).

Yra Zinomas dekapeptidinis insulino fragmentas (Patent of Russian
Fedaration No0.2078769 “Peptide fragment, possessing biological insulin
similar activity”, International Classification of Inventions (ICl) A61 K 38/28,
1997), pasiZymintis panasiu | insuling biologiniu aktyvumu.

Yra Zinomi peptido p277 (2mogaus Siluminio $oko baltymo epitopo (hsp
60) analogai (Patent of Russian Federation No.2159250 “‘Peptide p277
analogues and pharmacological substances on its basis for treatment and
diagnostics of diabetes mellitus”, International Clasification of Inventions (ICI)
AK61 K 39/00, 2000).

Vis délto aukséiau minétuose patentuose apragytas biologinis
aktyvumas rodo $iy peptidy panasy j insulino poveikj, ir tai gali bati
naudojama sukurti peptidinéms medziagoms, skirtoms 1 tipo cukriniam
diabetui gydyti.

Yra Zinomi mazi insulino veikimg skatinantys peptidai, aprasyti patente
(EP Nr.1268518 “Insulin potentiating peptides “, International Clasification of
Inventions (ICl) CO7K5/10; AK61 K 38/07; A61K38/08, 2001), kuris buvo
paimtas prototipu farmaciniam preparatui ir cukrinio diabeto prevencijos arba
(i) gydymo badui. Sie mazi peptidai gali tarnauti peptidiniais farmaciniais
agentais, kurie gali bati naudojami cukriniam diabetui gydyti.

Reikia paZzymeti, kad siGlomas peptidinis junginys yra tetrapeptidas,
kuris neturi struktariniy analogy.

Sillomas iSradimas yra skirtas naujam peptidinés prigimties biologiskai
aktyviam junginiui, reguliuojangiam gliukozes Kiekj pacienty, serganéiy 2 ir 1
tipo cukriniu diabetu, gauti.

Siame iSradime aprasomas naujas sekos 1 [SEQ ID NO:1}
tetrapeptidas lizil-glutamil-aspartil-triptofan-amidas, kurio bendroji formulé
Lys-Glu-Asp-Trp-NH,. Sis tetrapeptidas yra gautas klasikiniu peptidinés
sintezés metodu tirpale (Yakubke Kh.-D., Eshkeit Kh. Amino acids, peptides,
proteins: Translated from German. — Mir, Moscow. — 1985. — 456 pp.).
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Siame i$radime aprasomas sekos 1 [SEQ ID NO:1} tetrapeptidas lizil-
glutamil-aspartil-triptofan-amidas, kurio bendroji formulé Lys-Glu-Asp-Trp-
NHz, pasiZzymintis biologiniu aktyvumu, o batent, reguliuojantis gliukozes kieki.

Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido reguliacinis poveikis | gliukozés kiekj
kraujyje buvo parodytas eksperimentiskai aloksaninio diabeto atveju.
Manoma, kad aloksaninis diabetas yra susijgs su kasos B-lasteliy paZeidimu ir
yra lydimas iSreikstos hiperglikemijos dél insulino trikumo ir glikoneogenezés
aktyvacijos.

Eksperimentiskai jrodyta, kad Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptidas yra
netoksiskas,

Sio isradimo vaistine medziaga kaip veiklyjj peptidinj agentg turi
efektyvy kiekj sekos 1 [SEQ ID NO:1} tetrapeptido lizil-glutamil-aspartil-
triptofanamido, kurio bendroji formulé Lys-Glu-Asp-Trp-NH,, ir reguliuoja
gliukozes kiekj cukrinio diabeto atveju.

Sioje paraiSkoje naudojamas terminas “vaistine medzZiaga” reiskia
panaudojima bet kokios vaisto formds, kurioje yra bendrosios formules Lys-
Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido, galingio rasti prevencinj ir (arba) terapinj
pritaikyma medicinoje kaip medziaga, reguliuojanti gliukozes kiekj kraujyje
cukrinio diabeto atveju.

Sioje paraiS$koje naudojamas terminas “terapiSkai efektyvus kiekis”
reiSkia panaudojimg tokio veikliojo peptidinio agento kiekio, kuris atsizvelgiant
i jo aktyvumo ir toksiskumo kiekybinius rodiklius bei specialiy prieinamy Ziniy
atzvilgiu bus veiksmingas jo vaisto formoje.

Norint gauti 8io isradimo farmacines kompozicijas, pasidlytas
tetrapeptidas, kaip veiklusis ingredientas, yra sumaiSomas su farmaciniu
nesikliu pagal farmacijoje priimtus medZiagy mai$ymo metodus.

Nesiklis gali bati jvairiy formy priklausomai nuo medziagos vaisto
formos, pageidaujamos jvedimui [ organizma, pavyzdZiui parenteriniam arba
peroraliniam vartojimui.

Norint pagaminti norimos dozuotos formos vaisto kompozicijas
peroraliniam  vartojimui, gali bati naudojami visi Zinomi farmaciniai

komponentai.
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| nesiklius parenteriniam vartojimui paprastai jeina sterilus vanduo,
nors gali bati naudojami kiti ingredientai, reikalingi stabilumui arba sterilumui
palaikyti.

Pateiktame iSradime numatoma, kad geriau, jei 8i vaistiné medziaga
bus skiriama vartoti parenteriniu arba peroraliniu bldu.

Pateiktas iSradimas taip pat yra susijes su cukrinio diabeto prevencijos
ir (arba) gydymo badu, kuris susideda is skyrimo pacientui vaistinés
medziagos, turingios kaip veikliojo peptidinio agento efektyvy kiekj
tetrapeptido  Lys-Glu-Asp-Trp-NH, 0,1-30 ng/kg kino masés dozémis
maziausiai vieng karta per dieng toki laiko tarpa, kad biity gaunamas terapinis
efektas.

Cukrinio diabeto profilaktikos ir (arba) gydymo bldas susideda i
prevencinio arba gydomojo S$ios vaistines medZiagos parenterinio arba
peroralinio jvedimo.

Pateiktas tetrapeptidas yra veiklus, kai jis jvedamas 0,1-30 pg/kg kiino
masés dozémis, taliau yra leistinos ir maZesnes (didesnés) dozes
priklausomai nuo gydomo patologinio proceso charakterio ir sunkumo.

Pateikto iSradimo techninis rezultatas yra gliukozeés kiekio reguliavimas
deka insulino sekrecijos padidéjimo ir audinio jautrumo insulinui padidinimo.

Galimybé gauti objektyvy $ios iSradimo paraiskos techninj rezultatg yra
patvirtinta patikimais eksperimentiniais ir klinikiniais duomenimis, gautais Sioje
mokslo srityje priimtais metodais.

ISradimas yra pailiustruotas lentelémis.

1 lenteléje parodytas tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH, poveikis |
Ziurkiy su aloksaniniu diabetu gliukozes kiekj kraujyje (gydymas).

2 lenteléje parodytas tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH, poveikis |
Ziurkiy su aloksaniniu diabetu gliukozes kiekj kraujyje (prevencija ir gydymas).

3 lenteléje parodytas jvairiy tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH, doziy
poveikis j ziurkiy su aloksaniniu diabetu gliukozes kiekij kraujyje.

4 lenteléje parodytas tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH, poveikis |

Ziurkiy su aloksaniniu diabetu insulino kiekj kraujyje.
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5 lenteléje parodyti gliukozés toleravimo testo rezultatai bandyme su
aloksaninj diabetg turingiomis Ziurkémis (44-tg dieng po tetrapeptido Lys-Glu-
Asp-Trp-NH, kurso pabaigos).

6 lenteléje parodytas insulino poveikis | Ziurkiy su aloksaniniu diabetu
gliukozes kiekj kraujyje (28-ta dieng po tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH,
kurso pabaigos).

7 lenteléje parodytas pacienty su cukriniu diabetu pasiskirstymas
tyrimo metu.

8 lenteléje parodytas tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH, parenterinio
vartojimo efektyvumas pacientams, sergantiems 1 ir 2 tipo cukriniu diabetu,
kurie buvo gydyti insulinu.

Pateikiamas iSradimas yra iliustruojamas tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-
NH: sintezés pavyzdziu (1 pavyzdys), tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH,
biologinio aktyvumo pavyzdziais (2, 3, 4, 5, 6, 7 pavyzdziai) ir tetrapeptido
Lys-Glu-Asp-Trp-NH,  klinikinio naudojimo pavyzdziais, kurie rodo jo
farmakologines savybes ir patvirtina galimybe gauti profilaktinj arba (ir)
gydomajj poveikj (8 pavyzdys).

1 pavyzdys. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido sintezé

1. Produkto pavadinimas: lizil-glutamil-aspartil-triptofan-amidas
2. Struktiariné formulé:

Os_OH
NH
0 y O =
H-Lys-Glu-Asp-Trp-NH,  H,N N N N O
H o 0 NH,
OH
NH,

3. Molekuliné formule be jony poros: CyeH37N70s.
4. Molekuliné masé be jony poros: 575 62.

5. Jony pora: néra
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6. ISvaizda: balti amorfiniai milteliai be kvapo.
7. Sintezés metodas: Peptidas yra gautas klasikiniu sintezés metodu
tirpale pagal toliau duodamg schema;

Lys Glu Asp Trp

OBz OBzl
BOC—-0Su H—4-OH
OBzl 0Bz
BOC OH
Z OBz lTFA OBz
Z—-0Su H OH
7 OBzl OBzl

7 OH H——NH,
7 OBzl DCC/{HOBt OBz

Z NH,

l H,/Pd
Z - benziloksikarbonilo grupé;

BOC - tret.-butiloksikarbonilo grupe;
OSu - N-oksisukcinimido esteris:

OBzl - benzilo esteris;

DCC - N,N'-dicikloheksilkarbodiimidas:
HOBT - N-oksibenzotriazolas.

N,N’-dimetilformamidas buvo naudojamas kaip tirpiklis. Pridejus
asparto rugsties, «-COOH apsaugai buvo naudojamas druskos su trietilaminu
sudarymas. BOC-blokuojanti grupe buvo pasalinama trifluoracto rigsties
(TFA) tirpalu, o Z-blokuojanti grupé - katalitiSkai hidrinant. Produktas buvo
ekstrahuojamas ir gryninamas preparatine  chromatografija naudojant
normalios fazes kolonéle (silikagelis).

Galutinio produkto savybes:

* aminoragséiy analize Lys Glu Asp Trp
0,95 1,00 1,06 0,90
* peptido kiekis 97,48 % (pagal ASSCh, 220 nm)
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* plonasluoksné chromatografija (PSCh) - viena medziaga, Ri=0,64
(plokStele PTSX-P-V-UV  Sorbfil, silikagelis STX-IVE 8-12 pm,
acetonitrilas:vanduo 3:1);

e drégmeés kiekis: 7 %

¢ 0,01 % tirpalo pH: 4,05;

* UV spektras: auk3giausias smailés taskas yra ties 280 nm — triptofano
indolo Ziedas;

* Specifinio sukimo galia: [a]o*® —26,53° (c=1,0; H,0), ("Polamat A”, Carl

Zeiss Jena.
Sintezés pavyzdZiai:

1. BOC-Glu(OBzI)-Asp(0BzI)-OH (l),  N-tret.butiloksikarbonil-(y-

benzil)glutamil-(B-benzil)aspartatas

4.32 g (0.0100 mol) N-tret.butiloksikarbonil-(y-benzil)glutamo ragsties
N-oksisukcinimido esterio (BOC-Glu(OBzl)-OSu) istirpinama 20 mi
dimetiformamido, pridedama 1,72 m (0,0125 mol) trietilamino ir 2,80 g
(0,0125 mol) B-benzilaspartato. MiSinys maiSomas 24 valandas
kambario temperatiiroje. Po to produktas yra nusodinamas 0,5 N
sulfato ragsties tirpalu (150 ml), ekstrahuojamas etilacetatu (3x30 ml),
plaunamas 0,5 N sulfato rigsties tirpalu (2x20 ml), vandeniu.
Produktas dZiovinamas bevandeniu NazSO0;,. Etilacetatas
nufiltruojamas ir paSalinamas vakuume 40°C temperatiiroje, liekana
dZiovinama vakuume vir§ P,Os. Gaunama 95,68 g (=100 %) alyvos. R =
0,42 (benzenas-acetonas 2:1, Sorbfil ploksteles, silikagelis — 8-12 um,

rySkinama UV $viesa ir chloru/benzidinu).

2. TFA-H-Glu(OBzl)-Asp(OBzI|)-OH (M),  (y-benzil)glutamil-(p-

benzil)aspartato trifluoracetatas
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268 g (=0,01 mol) N-tret.butiloksikarbonil-(y-benzil)glutamil-(B-
benzil)aspartato (1) iStirpinama 20 mi dichlormetano-trifluoracto
ragsties misinio (3:1). Po dviejy valandy tirpiklis nugarinamas vakuume
40°C  temperatiiroje. Nugarinimas pakartojamas  pridejus kitg
dichlormetano porcijg (2x10 ml). Liekana dZiovinama vakuume vir§
NaOH. Gaunama 5,80 g (~100 %) alyvos. Ry = 0,63 (n-butanolis-
piridinas-acto ragstis-vanduo, 15:10:3:1 2).

. Z-Lys(2)-Glu(OBzI)-Asp(OBzl)-OH (Il), N,N°-

dibenziIoksikarbonillizil-(y-benzil)glutamiI-(B-benziI)aspartatas

5,65 g (0.01 mol (y-benzil)glutamil-(B-benzil)aspartato trifluoracetato (I
istirpinama 10 ml dimetilformamido, pridedama 2,80 m! (0,02 mol)
trietilamino ir 6,64 g (0,013 mol) N,N°-dibenziloksikarbonillizino N-
oksisukcinimido esterio. Reakcijos misinys mai§omas 24 valandas
kambario temperatiroje.

Produktas nusodinamas 0,5 N sulfato ragsties tirpalu (150 ml),
ekstrahuojamas etilacetatu (3x30 ml), plaunamas 0,5 N sulfato rugsties
tirpalu (2x20 ml), 5 % natrio rigsciojo karbonato tirpalu (1x20 ml),
vandeniu ir dziovinamas bevandeniu natrio sulfatu. Etilacetatas
nufiltruojamas ir pasalinamas vakuume 40°C temperatiroje. Liekana
perkristalinama  i§  etilacetato/heksano  sistemos. Produktas
nufiltruojamas ir dZiovinamas vakuume virg P20s. ISeiga yra 6,04 g (72
%). Lydymosi temperatira (Tyq) yra 142 °C. Ry = 0,60 (benzenas-
acetonas, 1:1).

. Z-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Asp(OBzl)-Pro-OBzI (Iv), 1024,15 N,N°-
dibenziloksikarbonilIizil-(y-benzil)glutamiI-(B-benziI)aspartil-

triptofanamidas

1,8 g (7.2 umol) triptofanamido hidrochlorido (HCI-H-Trp-NHy)
suspenduojama 15 ml tetrahidrofurano ir maigant pridedama 1,0 ml

(7,2 mmol) trietilamino. Per 5 minutes pridedama 4,0 g (4,8 mmol)
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N,NE-dibenziloksikarbonillizil-(y-benzil)glutamil-(B-benziI)aspartato (M) ir
0,8 g (5,8 mmol) N-oksibenzotriazolo. MiSinys atSaldomas iki 0 °C
temperatiros. Po to 1,2 g (5,8 mmol) N,N'-dicikloheksilkarbodiimido
tirpalas at$aldomas iki 0 °C ir ipilama 5 mi tetrahidrofurano. Misinys
maiSomas Sioje temperatiiroje 2 valandas ir paliekamas maisytis per
naktj kambario temperatiiroje. Reakcijos misinys supilamas i ledo-
vandens mi§inj 9150 ml), liekana sutrinama ir nufiltruojama. Liekana
suspenduojama etilacetate (200 ml) ir susidares gelis plaunamas i$
eiles 1IN H,SO vandenyje (2x100 ml), 5 % NaHCO; (2x100 ml), 1N
H2S0s (2x100 ml), vandenyje (2x100 ml), sogiame NaCl tirpale.
Tirpiklis nugarinamas vakuume ir produktas du kartus perkristalinamas
i8 izopropilo alkoholio. ISeiga 4,9 g (95%), R=0,67 (benzenas-
acetonas, 2:1).

5. H-Lys-Glu-Asp-Trp-NH, V), lizil-glutamil-aspartil-triptofan-
amidas, 575,62

4,7 g N,Ns-dikarbobenzenoksilizil-(y-benzil)glutamil-(B-benzil)aspartil-
triptofan-amido (IV) yra hidrinama metanolio/vandens (5:1) sistemoje
ant Pd/C katalizatoriaus. Deblokavomo reakcijos  pabaiga
kontroliuojama plonasluoksnés chromatografijos metodu
benzeno/acetono (2:1) ir acetonitrilo/vandens  (1:3) sistemose.
Pasibaigus reakcijai, katalizatorius nufiltruojamas, filtratas nugarinamas
vakuume, o liekana perkristalinama i§ vandens/metanolio sistemos.
Produktas dZiovinamas vakuume virs KOH. ISeiga 2,6 g (90%).
R¢=0,64 (acetonitrilas/vanduo, 1:1).

Gryninimui 2,6 g produkto istirpinama 5 ml acetonitrilo-vandens
misinio (1:3) ir suleidziama | 21x4,5 cm kolonéle su “Sigma” silikageliu,
230-400 ertmeés (40-63 p). Eliuuojama acetonitrilo-vandens (1:3)

sistema. Gauta 1 g chromatografiskai homogeninés medziagos.

6. Galutinio produkto analizé
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) Péptido kiekis buvo nustatytas didelio efektyvumo skystines
chromatografijos metodu, naudojant Nucleosil kolonéle C18
4,6x250 mm: A: 0,1% TFA: B: MeCN; gradientas B—+30% per
30 min. Srauto greitis lygus 1 mi/min. Detekcijos banga 220 nm,
skleidimas 190-600 nm srityje, meginio taris 20 pl. Peptido kiekis
-97,48 %.

* Aminorlgsgiy analizé atlikta AAA “T-339" testeriu, Praha.

Lys Glu Asp Trp
095 1,00 1,06 0,90

* Plonasluoksné chromatografija: viena medZiaga, R=0,64
(acetonitrilas/vanduo, 3:1, Sorbfil ploksteles, 8-12 um silikagelis,
rySkinant chloru/benzidinu ir UV).

o Drégmes kiekis: 7 % (gravimetriniu blGdu, pagal masés
sumazejimg dZiovinant, - 20 mg 100°C temperatroje)

* 0,01 % tirpalo pH: 4,05 (potenciometriskai).

* Specifinio sukimo rodiklis: [o]p?%:-26,53° (c=1,0 H,0), “Polamat
A", Carl Zeiss Jena.

* UV spektras: smailés maksimumas 280 nm — triptofano indolo
Ziedas, “Beckman DU 650", 0,001% vandeninis tirpalas.

2 pavyzdys. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido poveikis j
aloksaninio diabeto eigq bandyme su Ziurkémis (gydymo

variantas)

Tyrimas buvo atliekamas su 21 baltosios maisytos veislés
Ziurkiy patinéliu, kuriy vidutingé kino masé 375+35 g. Nustacius
gliukozés koncentracijg kraujyje, visi gyvlnai buvo atsitiktinai padalinti
[ 2 grupes. Tada visiems gyvinams buvo duota vienkartine intraveniné
aloksano tirplalo (“Spofa”) injekcija, imant 35 mg/kg doze. Penkiolikos
dieny begyje kontroliniams gyviinams buvo suleidZiama | pilvapléve
vieng kartg 0,3 ml 0,9 % NaCl tirpalo, o pagrindinés grupés Ziurkés
gavo 3 ug (0,3 ml 0,9 % NaCl tirpale) Lys-Glu-Asp-Trp-NH, doze vienai
Ziurkei 11 dieny.
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1 lenteléje pateikti $io tyrimo rezultatai, kurie rodo, kad Lys-Glu-
Asp-Trp-NH; tetrapeptido vartojimas dave patikimg gyvany gliukozés
kiekio kraujyje sumazejima viso tyrimo eigoje 38,4 % (30-47,7%). Su
Lys-Glu-Asp-Trp-NH; tetrapeptido gliukozés kiekio sumazinimu
koreliuojasi gyvany mir§tamumo sumazejimas pagrindinéje grupéje.
PavyzdZiui, kontrolinés grupes gyvuny mirStamumas tyrimo pabaigoje
(pragjus 84 dienoms po aloksano ivedimo) buvo 70 %, tuo tarpu kai
Ziurkiy, gavusiy Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptida — 36,4 %. Taigi, Lys-
Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido vartojimas du kartus sumazino
aloksaninj diabetg turingiy gyviny mirStamuma.

3 pavyzdys. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, poveikis j aloksaninio
diabeto eiga bandyme su Ziurkémis (profilaktikos ir
gydymo variantas)

Tyrimas buvo atliekamas su 15 baltosios maisytos veislés
Ziurkiy patinéliy, kuriy vidutiné kiino masé 375+35 g. Gyvinai buvo
atsitiktinai padalinti | 2 grupes. Kontroliniai gyvunai gavo vieng kartg
per dieng intravenine 0,3 ml 0,9 % NaCl tirpalo injekcija, o pagrindines
grupes gyvlnai gavo 3 ug (0,3 ml 0,9 % NaCl tirpale) Lys-Glu-Asp-Trp-
NH; tetrapeptido doze vienai Ziurkei 7 dienas. Po to visiems gyvinams
buvo vieng kartg suleista | vena 1 ml aloksano tirpalo (“Spofa”) 35
mg/kg doze. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptidas buvo leidziamas tris
dienas po aloksano jvedimo. Po to kontrolinems Ziurkéms buvo duotas
antras Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido kursas nuo 18 iki 28 dienos
(viso 11 dieny), imant tg padig doze.

Tyrimo rezultatai parodyti 2 lenteléje. Pirmiausia reikia paminéti,
kad sveikiems gyviinams Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptidas nemazina
gliukozés kiekio kraujyje. Kontroliniai gyvlnai viso eksperimento metu
po alkoksano jvedimo rode cukrinio diabeto vystymasi, lydimg
gliukozés koncentracijos kraujyje didejimo 1,9 - 4,9 kartus, lyginant su
pradiniu  kiekiu. Ziurkés, gavusios vieng Lys-Glu-Asp-Trp-NH;
tetrapeptido kursg, turéjo sumazintg gliukozes kiekj kraujyje 22-30 %,
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lyginant su kontrole. Po antrojo Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido
kurso Sie gyviinai rode visiska gliukozes kiekio kraujyje normalizacijg
visais eksperimento laikotarpiais (28-tg, 33-ig, 40-tg dieng), tuo tarpu
kai kontrolines grupes gyvuny gliukozés kiekis kraujyje buvo
atitinkamai padidintas 2, 4,2, 3,8 kartus.

Reikia pazymeéti, kad tik 2 Ziurkes i% 8 gydyty Lys-Glu-Asp-Trp-
NH; tetrapeptidu turéjo sunky cukrinj diabeta, tuo tarpu kontrolingje
grupéje buvo 5 i§ 7, taigi kontrolingje grupéje Sis rodiklis buvo 2,9 karto
didesnis.

Pabaigus tyrimg (40-tg dieng po aloksano jvedimo) iSgyveno
57,1 % kontroliniy gyvany, ir 75 % gyvuny, gydyty Lys-Glu-Asp-Trp-
NH, tetrapeptidu.

Sio tyrimo rezultatai rodo, kad Lys-Glu-Asp-Trp-NH,
tetrapeptidas duoda jnasa | gliukozés kiekio normalizacijg aloksaninio
diabeto Ziurky atveju, ir jg lydi mirétamumo sumazéjimas.

4 pavyzdys. Skirtingy Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido doziy
poveikis j aloksaninio diabeto eigg bandyme su Ziurkémis

Tyrimas buvo atliekamas su 23 baltosios maisytos veislés Ziurkiy
patineliais, kuriy vidutiné kiino maseé 375+35 g. Visi gyvinai gavo
vienkarting intravenine 1 ml aloksano tirpalo (“Spofa”) 35 ng/kg doze.

Tada S8ie gydnai buvo atsitiktinai padalinti | 3 grupes.
Kontroliniams gyviinams buvo leid¥iama i pilvg 0,3 ml 0,9% NaCl
tirpalo vieng kartg per dieng. Antrosios ir tregiosios grupes Ziurkés
gavo 1 ug (0,1 ml 0,9% NaCi tirpale) ir 10 pg (0,1 ml 0,9% NaCl tirpale)
Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido doze vienai Ziurkei 7 dienas.

3 lenteléje parodyti Sio eksperimento rezultatai Lys-Glu-Asp-
Trp-NH; tetrapeptido jvedimas Ziurkéms, imant 1 ug doze, dave
padidintg gliukozes kiekj 1-g ir 4-tg dienomis po tetrapeptido kurso
atitinkamai 17,3 ir 12,3 % lyginant su kontrolémis. Duodant Lys-Glu-
Asp-Trp-NH; tetrapeptidg Ziurkems 10 ng doze, gaunamas dar labiau

iSreikStas  gliukozés kiekio sumazéjimas 30, 23,8, 26, 12,7 %
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atitinkamai 1, 4, 7, 17-t3 dienomis. Sie duomenys rodo, kad Lys-Glu-
Asp-Trp-NH, tetrapeptido dozés padidéjimas pastebimai veikia
gliukozes kiekj gyviny kraujyje.

5 pavyzdys. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido poveikis j
aloksaninj diabetq turinéiy Ziurkiy gliukozés kiekj kraujyje

Tyrimas buvo atliekamas su 18 b altosios maisytos veislés Ziurkiy
patinéliy, kuriy vidutiné kiino masé 375+35 g. Nustadius gliukozés
koncentracijq kraujyje, visi gyvinai buvo atsitiktinai padalinti | 2
grupes. Tada visiems gyviinams buvo duota vienkartiné intraveniné
aloksano tirplalo (“Spofa”) injekcija, imant 35 mg/kg doze. Penkiolikos
dieny bégyje kontroliniams gyvinams  buvo  suleidZziama
intraperitoni§kai vieng karta per dieng 0,3 ml 0,9 % NaCl tirpalo, o
pagrindinés grupés Ziurkés gavo 3 g (0,3 ml 0,9 % NaCl tirpale) vienai
Ziurkei Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido doze 11 dieny.

Bandymo rezultatai pateikti 4 lenteléje, kurie rodo, kad 15-t3 dieng
po aloksano jvedimo gyvinai jgavo cukrinj diabeta. Ziurkiy, kurioms
buvo duodamas Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptidas, insulino kiekis
kraujyje 8 dieny bégyje po medziagos jvedimo buvo 3,9 kartus didesnis
nei kontrolines gupés Ziurkiy. Visi tolimesni eksperimento metu vykdyti
tyrimai rode tam tikrg insulino kiekj Ziurkiy kraujyje (13-18 %), tuo tarpu
kai kontroliniy gyviiny kraujyje insulino i§ viso nebuvo. Pabaigus
eksperimentg (70-ta dieng po aloksano jvedimo), 62,5 % kontroliniy
gyviny buvo gyvi, gyvany, gavusiy Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido
gyvy buvo 70 %.

Sio eksperimento rezultaty analize rodo, kad Lys-Glu-Asp-Trp-
NH; tetrapeptido jvedimas gyvinams su aloksaniniy diabetu palaiko
insulino  kiekj kraujyje, kuris gali atsirasti del dalinio insuling

produkuojanéiy Iasteliy struktdros ir funkcijos palaikymo.
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6 pavyzdys. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido poveikis j
aloksaninj diabetq turinéiy Ziurkiy cukraus kreivés rodiklius

(gydymo variantas)

Tyrimas buvo atliekamas su 13 Ziurkiy patinéliy, jtraukty |
ankstesnius tyrimus (gydymo variantai — pragjus 44 dienoms po to, kai
buvo baigtas Lys-Glu-Asp-Trp-NH; tetrapeptido panaudojimas). Atskirg
grupe sudaré 7 sveikos Ziurkés, turingios tokig padig kino mase.
Visiems gyviinams intraveniniu badu, prie$ tai nustadius gliukozés
koncentracijg kraujyje, buvo suleista 1 ml 2 % gliukozes tirpalo.

S lenteléje parodyti bandymo rezultatai, kurie rodo, kad sveikoms
Ziurkéms po gliukozés suleidimo jos koncentracija po 5 min. buvo —
203,9%, 30 min - 156,3%, 60 min. — 124,6 %, 120 min. — 114.5 %
lyginant su pradiniu kiekiu (100%). Kontroliniuose gyvlanuose Sis
rodiklis buvo atitinkamai 129,8, 127,5, 123,5, 121,1 %. Sie duomenys
rodo stiprig kasos funkcijos supresijg po pazeidimo aloksanu. Tas pats
rodiklis ~ Ziurkéms, kurios buvo gydytos Lys-Glu-Asp-Trp-NH;
tetrapeptidu, buvo 142,9, 97,3, 95,6, 77,9 %. Sio tyrimo rezultatai rodo,
kad Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptidas gali stimuliuoti Ziurkiy,
kenciangiy nuo aloksaninio diabeto, kasos funkcija.

7 pavyzdys. Insulino poveikis j aloksaninj diabeta turinciy
Ziurkiy gliukozés kiekj kraujyje po Lys-Glu-Asp-Trp-NH,
tetrapeptido vartojimo

Tyrimas buvo atliekamas su 13 Ziurkiy patinéliy, jtraukty |
ankstesnius tyrimus (gydymo variantas — pragéjus 28 dienoms po to, kai
buvo baigtas Lys-Glu-Asp-Trp-NH; tetrapeptido panaudojimas). Atskirg
grupe sudare 7 sveikos Ziurkes, turinGios panasia kiino mase. Visiems
gyvinams intraveniniu badu buvo suleista insulino (0,3 vienetai) ir po
to buvo nustatyta gliukozés koncentracija jy kraujyje.

6 lenteléje parodyti bandymo rezultatai. Sveiki gyvinai rode didelj
fiziologinj gliukozés kiekio sumaZzéjima, tuo tarpu kontroliniy gyviny

(serganciy aloksaniniu diabetu) $is rodiklis buvo 2,8 karto maZesnis.
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Aloksaninj diabetg turintys gyvinai, paveikti Lys-Glu-Asp-Trp-NH,
tetrapeptidu, aiskiai rodé, kad gliukozes kiekis sumazéjo po insulino
[vedimo beveik 2 kartus, lyginant su kontroline grupe. Sie duomenys
rodo Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido sugebejima palaikyti dideliu
laipsniu audinio jautruma insulinui.

Sio tyrimo metu nustatytos Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido
savybés duoda pargindo rekomenduoti ji naudoti profilaktikoje ir
gydymui kaip medziaga, reguliuojancia gliukozes kiekj kraujyje gydant
cukrinj diabetg.

Zemiau parodyti pasillyto tetrapeptido klinikiniy tyrimy rezultatai rodo jo
farmakologines savybes ir patvirtina iradimo igyvendinimo galimybe.

8 pavyzdys. Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido vartojimo
efektyvumas pacientams, turintiems cukrinj diabeta

Tyrimas buvo atliekamas su 36 pacientais nuo 16 iki 83 mety (7
vyrai, 29 moterys). Dvidesimt trims paciéntams buvo diagnozuotas 1 tipo
cukrinis diabetas, 13 pacienty -2 tipo diabetas. Ligos trukmé svyravo nuo 1
iki 30 mety. 32 pacientai gavo insuling. Dauguma sergangiujy cukriniu
diabetu pacienty turéjo hospitaline dekompensacija. Siy pacienty gliukozés
kiekis nevalgius syravo nuo 9,5 iki 27 um/l; glikozilinto hemoglobino — nuo
7,8 iki 12,7 %. Visiems $iems pacientams buvo skirta griezta dieta. Visi
pacientai buvo atsitiktinai suskirstyti | 2 grupes, nepriklausomai nuo
amziaus, lyties, ligos trukmes ir stadijos (7 lentele). Kartu su standartiniu
gydymo bldu 16 pacienty buvo paskirta 10 ug (1 mt 0,9 % NaCl tirpale) Lys-
Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido dozé vieng kartg dienoje 10 dieny. Keturiems
pacientams, sergantiems 2 tipo cukriniu diabetu kartu su standartiniu
gydymo kursu buvo paskirta 100 g (1 tableté) Lys-Glu-Asp-Trp-NH,
tetrapeptido doze du kartus per dieng pries valgj 10 dieny. Kontrolings
grupes pacientai gavo 1 ml 0,9 % NaCl tirpalo kaip placebo pagal tg padig

schema.
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Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido efektyvumo tyrimo rezultatai
parodyti 8 lenteléje. Adtuoniems pacientams (i8 16 gydyty insulinu) Lys-Glu-
Asp-Trp-NH; tetrapeptido kursas dave insulino dienos dozés sumazéjima
vidutiniskai 8 vienetais, ir tai leido pasiekti kompensacija.

Sesiems pacientams insulino dozé liko nepakitusi ir buvo registruota
kompensacija. Tik 2 pacientams, norint pasiekti kompensacija, insulino dozé
buvo padidinta: 1-am pacientui — 4 vienetais, 2-am pacientui — 14 vienety.
Tuo patiu metu kontrolingje grupeje (16 insuling gaunandiy pacienty) tik 2
pacientams doze liko nepakitusi, 14 pacienty, norint pasiekti kompensacija,
insulino dozé buvo padidinta 4-8 vienetais.

Pagrindinés grupés pacientams, turintiems 2 tipo cukrinj diabetg (1
pacientas) ir 1 tipo cukrinj diabeta (3 pacientai), kurie gavo Lys-Glu-Asp-Trp-
NH; tetrapeptidg tabletémis kasdien, insulino dozé buvo sumaginta 25
vienetais, o pacientams, kurie buvo veikti peroraliniu prieSdiabetiniu vaistu,
buvo pasiekta visiska kompensacija ir preparaty dozé buvo sumaZinta
praktiskai du kartus.

Tokiu badu Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido vartojimas pacientams,
sergantiems cukriniu diabetu, davé audiniy jautrumo padidéjimg insulino
atzvilgiu ir tam tikru dydZiu kasos funkcijos atsistatyma. Reikia pazymeti,
kad buvo uZregistruotas gana didelis Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptido
efektyvumas, kuris buvo patvirtintas 50 % pagrindinés grupés pacienty
insuliné kiekio sumazejimu, tu tarpu kai kontrolingje grupéje tokio poveikio
nebuvo nei vienam pacientui.

Auks§Ciau pateiktam apragymui patvirtinti mes pateikiame 3 trumpus
iSraSus i$ ligy istorijy.

ISradas is ligos istorijos Nr.1

Pacienteé K., 69 mety amziaus, 2 grupés invalidé. Pacienté serga
cukriniu diabetu 17 mety. Nuo 1986 m. ji gavo prieSdiabetinj vaistg
tabletémis, nuo 1996 m. $ie vaistai buvo pakeisti insulinu. Pacientes apzilra
parodeé velyvas diabetines komplikacijas.

Diagnoze: 2 tipo cukrinis diabetas, antrinis rezistentiskumas insulinui,
diabetine retinopatija, polineuropatija, diabetine nefropatija, simptominé

hipertenzija.
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Priemus gydyti: gliukozés kiekis kraujyje — 10 umol/l, dvi valandos po
valgio - 14 pmol/l. Kraujo klinikiné analize — normali, proteinuria — iki 0,66
g/l, EKG - kairiojo Sirdies skilvelio hipertrofija. Insulino dienos doze — 82
vienetai.

Gydymas: dieta, B grupés vitaminai, berlitionas, parenterine
farmacinés kompozicijos, turingios Lys-Glu-Asp-Trp-NH; tetrapeptido, forma,
10 ug | raumenis 10 dieny laikotarpyje.

ISrasant i§ ligoninés 18-tg dieng; gliukozés kiekis kraujyje nevalgius —
9,9 pumol/l. Insulino dienos dozé — 56 vienetai (sumazéjo 26 vienetais
lyginant su pradiniu kiekiu). Aiskiai pagerinti koaguliacijos rodikliai.

ISradas i$ ligos istorijos Nr.2

Pacientas M., 40 mety amziaus, 2 grupes invalidas. Jis serga cukriniu
diabetu 13 mety ir nuo pat ligos pradzios gydytas insulinu.

Diagnoze: 1 tipo cukrinis diabetas, vidutine stadija, diabetiné
retinopatija, polineuropatija, encefalopatija.

Priemus gydyti: gliukozés kiekis kraujyje nevalgius — 17,8 pmolll.
Kraujo ir $lapimo klinikine analizé — normali. Insulino dienos doze - 40
vienety.

Gydymas: dieta, B grupés vitaminai, parenteriné farmacinés
kompozicijos, turin&ios Lys-Glu-Asp-Trp-NH; tetrapeptido, forma, 10 ug i
raumenis 10 dieny laikotarpyje.

ISradant i$ ligoninés 15-tg diena: gliukozés kiekis kraujyje nevalgius —
3,4 umol/l. Insulino dienos norma — 32 vienetai (sumazéjo 8 vienetais
lyginant su pradiniu kiekiu).

ISradas i$ ligos istorijos Nr.3

Pacienté L., 83 mety amziaus. Ji serga cukriniu diabetu 25 metus,
buvo gydyta jvairiomis priesdiabetinemis piliulemis. Laikosi grieztos dietos,
dabartiné pacientés bakle patenkinama.

Diagnozeé: 2 tipo cukrinis diabetas, diabetine retinopatija.

Priémus gydyti: gliukozés kiekis kraujyje nevalgius — 11 pmol/l. Kraujo
ir Slapimo klinikiné analizé — normali. Naudoja 2 diabetono tabletes kasdien.
Kadangi pacienté parode rezistentiSkumg priesdiabetiniams piliuliniams

preparatams, jai buvo rekomenduota naudoti insuling. Bet paciente atsisake
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gydytis insulinu, todél jai buvo paskirta peroraliné farmacines kompozicijos,
turinCios Lys-Glu-Asp-Trp-NH; tetrapeptido, forma, 100 nug (1 tableté) du
kartus per dieng pries valgj 10 dieny laikotarpyje kartu su 2 diabetono
tabletémis. Antrajg dieng gliukozes kiekis kraujyje nevalgius buvo 6 pmolll.
Tada diabetono dozé buvo sumazinta du kartus. Pabaigus gydymo kursg
Lys-Glu-Asp-Trp-NH, tetrapeptidu, gliukozes kiekis kraujyje buvo normos
ribose, Dabartiné pacientés bkl patenkinama.
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ISRADIMO APIBREZTIS

. Tetrapeptidas lizil-glutamil-aspartil-triptofan-amidas, kurio bendroji
formulé Lys-Glu-Asp-Trp-NH, [SEQ D NO:1].

. Sekos [SEQ D NO:1] tetrapeptidas lizil-glutamil-aspartil-triptofan-
amidas, kurio bendroji formulé Lys-Glu-Asp-Trp-NH,, pasiZzymintis

gliukozés kiekio reguliavimo biologiniu aktyvumu.

. Peptidinés prigimties vaistinés medziagos kompozicija, galinti reguliuoti
gliukozés kiekj, turinti veiklyjj peptidin{ agenta ir farmaciniu poZidriu
priimting nedikl, besiskirianti tuo, kad joje kaip veiklusis
pagrindas yra efektyvus kiekis tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NHo.

. Medziaga pagal 3 punktg, besiskirianti tuo, kad mineta

medziaga yra pateikta peroraliniam vartojimui tinkamoje formoje.

. MedZiaga pagal 3 punktg, besiskirianti tuo, kad mineta

medziaga yra pateikta parenteriniam vartojimui tinkamoje formoje.

. Farmakologinés medziagos, turin€ios kaip veiklyji peptidinj agentg
efektyvy kiekj tetrapeptido Lys-Glu-Asp-Trp-NH;, panaudojimas
gamybai vaisto, skirto cukrinio diabeto profilaktikai arba gydymui,
skiriant pacientui 0,1-30 pg/kg kiino masés dozémis bent vieng kartg

per dieng laikotarpj, reikalingg terapiniam efektui pasiekti.

. Farmakologinés medziagos panaudojimas pagal 6 punktg gamybai

vaisto, skirto parenteriniam vartojimui.

. Farmakologinés medziagos panaudojimas pagal 6 punktg gamybai

vaisto, skirto peroraliniam vartojimui.

. Farmakologinés medziagos panaudojimas pagal 7 punkta, kur minéta
farmakologiné medziaga pagal 3-5 punktus yra veikli, kai ji yra

vartojama 0,1-30 pug/kg kino masés dozemis.
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