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I[TEPEJIIK YMOBHHNX CKOPOYEHDb

BEPX — BucokoedekTuBHa piAMHHAa XpoMaTorpadis
r — Tpam

I'MJIC — rekcaMeTHIUCUIOKCAH

I'PX — razo-pinunnHa xpomarorpadis

DY — [lepxaBna dapmakones: YKpaiHu

JAMCO — numeruncynbpokrcu

JIM®A — numerundopmamisn

Y cnextp — iHppauyepBOHUI CHEKTP

MKJI — MIKPOJIITP

MKM — MIKpOMET]

MJT — MUTUTITP

MM — mounekysgpHa Maca

HP® - Hepyxoma pinka ¢aza

HM — HAaHOMETP

PX — pinunna xpomarorpadis

cmt — obepHEHNI CaHTUMETP

Crnextp [IMP — criekTp mpOTOHHO-MAarHiTHOTO PE30HAHCY
TMC — teTpaMeTHIICIIaH

TI'® — terpariapodypan



T. xur. — TemrnepaTypa KUMiHHS

T. 1. — remneparypa IUIaBJICHHS

YO cniextp — ynbTpadioneTOBUN CHEKTP MOTJIUHAHHS

SIMP H — cniekTp s11epHO-MArHiTHOTO PE30HaHCy TPOTOHHMIA
Alk — ankin-pagukan

Ar — apun-pagukan

BTZ - 6opte3omi6d

°C — rpanycu Llenbcis

Hal — ranoren

Heterocycl- rerepouukimiunuii pparMeHT

J, 'l — 3HaueHHs KOHCTaHTH CIIH-CIIHOBO1 B3a€MO/I1i, TepIn
Ph — denin

I-Pr — i3ompormin



BCTVII

Axmyanvuicme memu. Ilipasun Ta Horo moxigHi — OI10JOTIYHO AaKTUBHI
PEYOBHHH, AKiI MICTATHCSA Y IPUPOTHUX JDKEpeNax, MaloTh 3aCTOCYBaHHS Y MEIUIMHI
ta ¢apmarii. Hampuknaa, MeTOKCUMIpa3MHU — II€ CKJIAJOBI 3amalllHUX PEYOBUH
ropoxy, 0000BuX, coimojakoro mnepmto. Anerunmipasun TPA/TFA — xapyoBwuii
apoMaTH3aTop 13 CMakoM Ta apoMaToM CBDLKOro xii0a, ropixiB. BUKOpUCTOBYIOTH
Woro s BUIIKaHHSA XJi0a, Te4yuBa, jaecepriB, IMOupHuUX npsHukiB. Cepen
JIKapChbKUX 3aC001B MOXI1/IHI MiPa3uHYy BUKOPUCTOBYIOTHCS SK MPOTUTYOEPKYIbO3HI
nikapcbki 3acobu (Ilipazunaming), iHri6itopu moHoamiHookcumasu (Ilipainmgon,
[lipasupon), mnporunyxiuHHI Jikapcbki 3acobu (boprtezomib). bopre3omid €
1HT10ITOPOM IMYHONIPOTEACOMH Ta MPOTEACOMHU, MPUTHIYYE XIMOTPUIICUHONOAIOHY
ait0 mporeacoMu 26S y KIITHMHAX, TOMY HMOro 3aCTOCOBYIOTH IS JIIKyBaHHS
MHOKHWHHOI pEIUAUBYIOUO0] MI€IOMHU 1 TIiM(pOMHU.

JlikyBaHHs JiKapchkuM 3acob0oM boprezomio (BTZ) moke CHOpUYHHSTH
IUTYHKOBO-KUIITKOBY TOKCHYHICTh, PO3BUBAETHCS HEMPOXIMAHICTh KUIICYHUKY,
reMaToJIOTIYHI YCKJIAJHEHHS (TPOMOOIIMTOIICHIS, HEWUTPONEHII Ta aHeMid).
bopte3omib 3acTocoByroTh y kKoMOiHamii 3 Putykcumabom, Iukmodochaminom,
JlokcopyOIlIMHOM MpH JIIKyBaHHI TMAIIEHTIB 3 PEIUAUBYIOUYOI MHOXHHHOIO
miemomoro (cxema VCR-CAP). Po3BuBaeThCs cepiieBa HEAOCTATHICTD, OPYIICHHS
GyHKII HUPOK Ta MEYiHKH. BopTe3oMi0 € IMUTOTOKCHMYHHUM areHTOM Ta 37aTeH
IMIBUAKO BOWBATH MYyXJIMHHI TUIa3MaTU4HI KIITHHU. [Ipw 1IbOMy BUHUKAIOTh
YCKJIAJTHEHHS, SIKi TIOB’s13aHi 13 CHHAPOMOM JTi3UCy TyxiuHHA [1-4].

Onucano BuKopucTaHHs bopre3omiOy y JiKyBaHHA TJi00JIaCTOMH,
ocreocapkomi [5, 6].

3a ximiuHOIO Oym0BOIO bopTe3omib — 11e opraniuyHe moxinHe OOPHOI KUCTOTH.
Ximiuyna HomeHkiaTypHa HaszBa 3a [IOITAK [(1R)-3-mermi-1-({(2S)-3-denin-2-
[(mipa3un-2-inkapOoHi)amMiHO JTpOTaHo1N famMiHo )OyTIII|0OpHA KHCToTa. Takum
YUHOM, MOJIEKyJa MICTUTh TETEPOLMKIIYHUNA Mipa3uHOBUN (parMeHT, ¢eHu-

pajuKal, ankuibH1 paauKaiu, (GHKIIOHATIbHI IPYNH aMIHO-, KapOaHOiI-.



[loenHaHHs CKIIAAHOT apEH-TETEPOLUKIIUHOI XIMIYHO aKTUBHOI CTPYKTYPH Ta
BHUPAXEHOI NPOTUIYXJIMHHOT aKTUBHOCTI1 1 TOKCUYHOCTI EPETBOPIOIOTH bopTezomid
Ha CKJIaJIHY 33 CBOIM TE€XHOJIOTIYHUM PIBHEM OTPUMAHHA 00’ €KTOM, SIKHii TOTpeOye
crienuPiYHUX MIAX0IB Y (papMalieBTUUHOMY aHali31 1i€i cyOCcTaHIIii.

Monekyna bopre3omiOy MICTUTh TUKIIYHI (parMeHTH 13 JIE€JIOKaII30BaHOIO
€JIEKTPOHHOIO TYCTHHOIO, €JEKTPOHOIOHOPHI Ta EJIEKTPOHOAKIIENTOPHI TpyIH,
npocTopoBo goctynHi BuibHI rpynu —NH, —OH, sxki 31aTHi yTBOproBaTH BOAHEBI
3B’SI3KM 1 THM CaMUM JIe3aKTHBYBATH MOJICKYITY.

BpaxoBytoun 0coO0IMBOCTI MOJICKYJSIPHOI CTPYKTypu bopre3omiOy MoxkHA
nependayaTy NPUCYTHICTD Y CKiIal Horo (hapMaleBTUYHUX KOMITO3UIIIH MPOIYKTIB
BHYTPIIIHbOMOJIEKYJISIPHOT KOHJEHCAIlli, MPOAYKTIB Jerpajamii MOJeKysd, IHIINX
CYNPOBITHUX JOMIIIOK, SIK1 TPU3BOISTH JI0 CKJIAIHOTO Mepediry GapmaieBTHIHOTO
aHaJi3y i€l CIOTYKHU.

ITin ywac cunHTe3ly bopTe3oMiOy yTBOPIOIOTHCA MOOIUHI MPOAYKTH PEaKIliH,
HEMPUITYCTUMI1 JIOMIIIKH, TPUCYTHICTh SKUX BaXJMBA MiJ Yac OI[IHKH SKOCTI
cyocranilii bopre3zomily.

Tinbku TOYHUH, CEIEKTUBHUNM Ta BUCOKOUYTIUBUN IHCTPYMEHTAIBHUN METO/
JI03BOJIUTH JIOCTIAUTH YUCTOTY cyOcTaHIlii bopTe3oMiOy, mMpUCYTHICTD CYNPOBITHUX
PEUYOBUH Ta HEMPUITYCTUMHX JOMIIIOK, Ky HE periaMmentoBaHo dapmakornesmu.

Mema i  3a80anna  Odocniddcenusn. Memow — excnepumMeHmMAaIbHO2O
oocniddcenHss € po3poOka XpomatorpadiyHUX YMOB Ta METOJUK BHKOHAHHS
xpomatorpadyBantsa MeronoM BEPX 1 mpurotyBanHs BUIpPOOYBaIBHUX PO3UMHIB
JUIS. JOCHIJDKEHHST TPHCYTHOCTI CYIPOBIIHMX JOMIIIOK Yy CKilaai cyOcTaHmii
bopte3omiOy, sKi J03BOJISITH MIATBEPAUTH iX NPUCYTHICTH Ta MIATBEPIUTH
KOPEKTHICTh YMOB ITPOBEJCHHS X JTOCIIKEHb.

[Ticns anamizy pe3ynbTaTiB AOCHIKEeHb cyOcrtaniii boptezomiby meromom
pinunaHOT XpoMmartorpadii  (PX) momo imentudikanii cnenmdikoBaHUX abo0/i
Hecnen(piKOBaHUX JOMIIIOK, HAMHU 3alJIJaHOBAHO /IO BUKOHAHHS HACTYIHI

3A80AHHS OOCHIONCEHHS:



- po3pobutu ymoBu XxpomarorpadyBanHs wmerogom BEPX cyOcranmii
bopre3omiOy 3 MeTOI BH3HAYEHHS CYNPOBIIHUX PEYOBUH Ta JOMIIIOK
JIOMIIIIOK;

- po3pobutu MeTonuky Xxpomartorpadysanus wmetonoM BEPX cyGcraniii
Bopre3omiby Ta METOAMKU NMPUTOTYBAHHS CTaHAAPTHUX 1 BUMPOOYBaJIbHUX
PO3YHHIB,

- mpoBecTH xpoMmarorpadiune gocnimpkeHHs wmetogom BEPX  3paskis
cyOcranuii bopre3omiOy y TNOpIBHSHHI 31 CTaHIAPTHUMHU 3pa3KaMu
cyOcTaHIli 3a po3poOJIEHOI0 METOJMKOI0 Ta IHTEpPIpPETYyBaTH OTPUMAaHI
pe3ybTaTH.

Memoou  Oocnioaxcenns. BucokoepekTuBHa piAMHHA Xpomartorpadis Ha
xpomarorpadi Agilent 1260 Infinity Il 3 Y®-nerexkryBanusm, Y D-criekrpomerpis
(ciextpometp Shimadzu UV-vis Spectrometer 1601 PC), xomm’toTepHuii aHai3 3a
nporpamoro OpenlLab CDS.

Hosuszna  ma  3nauenns  odepacanux  pe3ynbmamis.  HoBuzna
eKCMEPUMEHTAILHOTO JIOCTIXKEHHS TOJISTae y CTBOPEHHI YMOB JIJISl IMIJIEMEHTAIT
metony BEPX y dapmaneBTuunmii anani3 cyocraniiii boprezomily, 1o gomomoxe
peanizyBaTu y MalOyTHROMY BHKOPHUCTOBYBATH IIeH METOJ JJISI KOHTPOJIIO SIKOCTI
cybcraniii bopre3omioy.

Anpobayis pezynemamie docniodcenns. Pe3ynbpratr 1ociiaKeHb anpoOoBaHO
Ha HAYKOBO-TIPAKTHYHIN KOH(EPEHIli 3 MiKHapoAHOW yudacTio «DapmarieBTuuHa
OCBiTa, Hayka Ta TMpaKkTUKa: CTaH, MpoOJIeMU, TEPCIEKTUBH PO3BUTKYY,
MpUCBSYCHIN 25-piudro papmaiieBTHUHOTO pakynbTeTy HarioHaabHOTO METUYHOTO
yaiBepcuteTy iMeHi O.0. boromonbis, 19-20 rpyaas 2023 p.

Ilybnixayii: 3a maTtepiamaMu TOCHTIDKEHHS ToJaHi 10 myOmikamii 1 Te3m
JOTIOBII.

Cmpykmypa pobomu. 3araibHy KIUIbKICTh CTOPiHOK — 41, KITBKICTH PO3/iJIiB

3, KUIBKICTh JTOAATKIB — 1, KiIbKiCTh BUKOpUCTaHUX mkepen — 30.



OCHOBHA YACTHHA

PO3/ILJI 1. OCOBJIMBOCTI XIMIYHOI BYJIOBU TA
BJIACTUBOCTI ITIPA3UHIB

1.1.0co0nuBoCTI XiMI4HOI OyJ0OBU Nipa3uHiB

3a xiMiuHOI0 OyA0BOIO BopTe30mMi0 BiTHOCUTHCS 10 KIIACy T€TEPOLMKIIB, a
OCHOBY XIMIYHOT CTPYKTYpH MOJIEKYJU CKJIaJa€e TMipa3vH (3a CHUCTEMaTUYHOIO
HOMEHKJIATY OO IUPAC [(1R)-3-metnn-1-({(2S)-3-penin-2-[(mipa3mn-2-

U1KapOOHLI)aMiHo JiponaHoin yamino )0yt |0opHa kuciora (puc. 1.1.1).
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Pucynok 1.1.1. Ximiuna ¢opmyna cnonyku boptezomioly.
SIKmo po3rasHyTH Moyiekyny bopre3omily, ska CKIagaeTbcs 13 TPbhOX
OCHOBHUX (hapMako(hOpHUX yrpynyBaHb, MOKHA Ha3BaTH Taki (parMeHTH:

deHinananiy, mipa3wHOBA KUCIOTA Ta JIeWnuH (puc.1.1.2).

Phenylalanine

inﬁ'

Pucynok 1.1.2. ®apmakodopHi yrpynyBaHHs MoJiekylu bopTe3omiOy.

Leucine



[Tipazunamia — ue npoTUTYOEPKYJIbO3HUIM JIKapChbKUil 3aci0, AKUH 3a

XIMI4HOIO0 OyZ0BOIO € (YHKLIOHATBHUM MOXIAHUM Mipa3uHOBOI KMCIOTH (pHC.

1.1.3).
O

Pucynok 1.1.3. Ximiuna ¢opmymna Ilipasunaminy.

Hacrynua pewoBuna 6-(5-Xnop-2-mipuann)-6,7-auriapo-7-rigpokcu-5H-
nippono [3,4-b] mipasun-5-on (CAS NO: 43200-81-3) — npoMiKHUN TPOIYKT Y
cunTe3l 3omikioHy II. 30mMIKIOH 116  CHUHTETUYHUM JIIKapChbKUM 3acid 13
IPYIU CHOJIMHMX 1 CETaTUBHUX 3aCO01B, € MOXITHUM IUKJIOMIPOJIOHY, CIIOPITHEHU N

13 moxigHUMH OeH3omiazeniny (puc. 1.1.4).

6-(5-Xuop-2-nmipuauin)-6,7-
TUT1APO- 7-TiIpoKCcH-SH-

OH
N N
Eﬁm@ mippoiio [3,4-b] mipa3un-5-
5 J—
N
0

OH

30MIKJIOH

@]
N N .
| A N\ cl (RS)-6-(5-x10pomipuauH-
N7 =
0
0

2-11)-7-0KC0-6,7-ATTiApO-

SH-mipoo[3,4-8]nipa3un-

KapOoKcuiIat

&N} 5-in-4-meTtunminepa3uH-1-
N
\

Pucynox 1.1.4. Ximiuni ¢popmynu 30MiKIOHY Ta HOTO MPOMIKHOTO MPOAYKTY Y
CHUHTE31 — MOX1IH1 Mipa3uHy.
3omikon Mae TSOKKI HeOaxaHi e(QeKTH: HIYHI KOIIMapu, MNOPYIIeHHS

CBIZIOMOCTI, arpecHBHICTb, TaJIOIMHAIl], TICUXOTUYHO-MOMI0HI CHUMIITOMH,
9


https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%BD%D0%BE%D0%B4%D1%96%D0%B9%D0%BD%D0%BE-%D1%81%D0%B5%D0%B4%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%B2%D0%BD%D1%96_%D0%B7%D0%B0%D1%81%D0%BE%D0%B1%D0%B8
https://uk.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A6%D0%B8%D0%BA%D0%BB%D0%BE%D0%BF%D1%96%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%BD&action=edit&redlink=1
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B5%D0%BD%D0%B7%D0%BE%D0%B4%D1%96%D0%B0%D0%B7%D0%B5%D0%BF%D1%96%D0%BD%D0%B8

HEaJIeKBaTHA MOBEAIHKA; 3HM)KEHHS IIBUAKOCTI peakuii, amHe31s; aHaUIaKTU4YH1
peakilii; mopymieHHs (QYHKII MEYIHKU; COMHaMOyJi3M, (i3WYHa/TICUXOJIO0T14HA
3aJIEKHICTh B1J JIIKAPCHKOT'O 3aC00Y; IPUTHIYEHHS JUXAJIbHOI () yHKIIII.
CrpykrypoBanumu aHanoramu 3omikony € 3onmigem (N,N,6-Tpumernn-2-
(4-metundenin)imigazono[ 1,2-a|mipuaua-3-aneramin) — CHOMIMHHUEA JTIKAPCHKHIA
3aci0, MOXigHE IMIAa30MipUAUHY Ta 30JEIJIOH — CHOJIMHMI JIIKapChKui 3acio,

noxiJHe mipazononipumianHis (puc.1.1.5).

A\ =N O CH,
N/ CHs T CH
H3C X ~8
0]
N~ N
H3C/ CHj; ZZ N \
. =
C
W
N
3oJtiaemM 305€e110H
(N,N,6-Tpumernn-2-(4- N-(3-(3-mianomipazono[1,5-
MeTtuadenin)imigazonol1,2- a|mipumiguH-7-11)penin)-N-
a|nipuauH-3-ameTamin) eTHJIaleTamizg

Pucynox 1.1.5. Ximiuni dopmynu 3oamigemMy Ta 30J€MIIO0HY.

SIx BUAHO 13 XIMIYHUX (OPMYI JNIKAPCHKHUX 3aC001B — MOXIAHUX Mipa3uHY,
[I€ PEYOBMHH OCHOBHOT'O XapaKTepy, MICTATh (YHKIIOHAIbHI TpynHu, TixpodoOHi
dbparmentu. 3HaueHHs pH ix po3uuniB nopiBHioe 1.23.

boptezomi6 mae mabinmbHY MOJIEKYNY 3aBASIKM BEIHKIH  KIIBKOCTI
HE3aXUIIeHUX (YHKIIOHAIBHUX TPYM, TOMY Yy PO3YMHI MOXJIUBI ii XiMiuHI
Moaudikamii: enimMiHyBaHHS OyTUIOOPHOT KUCIOTH — YTBOPEHHS AOMIIIKHU A, fiKa Yy
CBOIO Uepry HiJuIsirae TiApodi3y 3 YTBOPEHHSM JAOMIlIKU B; icHye nBa i3oMepu
oopresomidy — (R,R) — nomimka D; (S,S) — nomimka D; eximinyBanus rpynu B-

OH i3 dparmenTy OOpHOI KMCIOTH Ta i30Mepu3alisg — goMimka G; emiMiHyBaHHS
10



rpynu B-OH i3 ¢parmenty OopHOi KUCIOTH Ta 130Mepu3anis — gomimka E (puc.
Formed via

9]
IIN\])LN NH; /@
H
hydrolysis N7 © 1*
of Impurity-A Impurity-A N H N
= N "
/ [ ) H/Er | E(\‘/
o) Removal of N HO OH

butyl boronlc acid Impurity-D

N\ N OH
L "]
N Isomer of Bortezomib
Impurity-B j/LL (RR)
Bortezomib Isomer of
Bortezomib
Removal of B-OH (S, 8) [

from boronic acid
HO OH

Removal of B-OH )
from boronic acid Impurity-D
and isomerization

Impurity-E
o H
H
i
N O OH
Impurity-G

Pucynoxk 1.1.6. IIpoaykTu rizponisy Ta i3oMepu3saiiii mosiekynu boprezomioy.

1.2.biosioriyHa akTUBHICTH Mipa3UHIB
['eTeponMKIigHl CTPYKTYpH € OCHOBOIO 0aratboX [JIIOYMX aKTHBHUX
pedoBHUH JiKapchkux 3aco0iB. Li mikapcbki 3acodu micTaTh Hitporen, OkcureH ta
Cynbdyp. i atomu 31aTHI puiiMaT €NEKTPOHU, YTBOPIOBATH BOJHEBI 3B’ SI3KHU.
Taki XiMiuHI BJIACTUBOCTI TMiABUIIYIOTH 3[ATHICTh CIOJIYKH O MLIHOBOTO

3B’ sI3yBaHHS.

['eTeporukiIigHi CHOMYKA YaCTO BUKOPHCTOBYIOTHCS B CHHTE31 JKIB Ta
010JIOTIYHO aKTHUBHUX MOJEKYJ. 3Ha4YHa KUIBKICTh PEYOBHH HATYpPaIbHOTO

MTOXOJIKEHHS, TAKOK, MICTATh T'€TCPOIUKIIIYHIX CTPYKTYP.

['eTeporukiiyHe KiTbIlE Mipa3uHy — NIECTUYJICHHA apOMaTHYHA CTPYKTYpa 3
nBoMa aromaMu Hitporeny, siki po3TaiioBaHi y MojoKeHHIX 1,4 reTepoluKIiyHOro

keI (puc. 1.2.1) [7-11].

11



[Antioxidant ] [Anti—inflammatOry ] [ Antibacterial ] [ Antipyretic ] [AnticancerJ [Analgesic]

Pucynok 1.2.1. Oco61uBOCT1 XIMIYHOI CTPYKTYpH Mipa3uHy Ta ix 6ioJioriuHa
aKTHUBHICTb.
[lipazuHam  mpuTaMaHHa  AHTUOKCUIAHTHA,  NPOTU3ANaIIOBaIbHA,

KAapO3HU)KYBAJIbHA, aHTI/I6aKTepiaJ'IBHa, MMPOTHUITYXJIMHHA, AHAJITCTHYHA )111

OcHoga nipaszuny (pKa 0,65) cnabmura sk 3a mipasus (pKa 2,3). [Tipazun — 1e
PE30HAHCHUH TiOpHUI ACIKUX TUIIOBUX CTPYKTYp, SKUH Mae pEe30HAHCHY CHEPTito
24,3 KKaJI/MOJb, HYJIbOBUH JUINOJLHUNA MOMEHT, OCKUIBKH MOJICKYJa Iipa3suHy
cumerpuydHa. [Ipu domy, elekTpoHHa rycThHA aToMiB HitporeHy 3poctae, a Ha

KapOoHi 3meHnIyeThes.

[ToximHi mipa3uHy OyJIM IIMPOKO BHBYEHI SK MEIIaTOPU PO3JaIiB.
[ToBimomiisisiocst mpo mpenaparu GeHas3uHy 3 GpparMeHTaMu Mipa3uHy, SKi MalOTh
NOTCHIIHHY TEpareBTUYHY IIIHHICTh Ta BUKOPUCTOBYIOTHCS JUISI JIIKYBaHHS
3aXBOpIOBaHb o uHM. [lipa3uH Bifirpae BaXXJIMBY pPoJib Y CTBOPEHHI JIiKiB. Bipyc
rematuty C (HCV) — mne PHK-Bipyc mommproeThcsi uepe3 3apakeHy KpOB.
Binkputu cnenudiuni anocrepuuni inriditopy NS5B PHK-3anmexnoi PHK-
noJiiMepasu, kogoBanoi Bipycom BI'C. Bonu Oynu oTpuMani BBEIEHHAM Tipa3nHIB
y C-2 iHponpH1 3aMicHUKH. CHIONYKM TOKAa3alyd XOPOITy IHTIOITOPHY aKTHUBHICTH

mos10 RARp; 3am0oBinbHY MPOHUKHICTH, PO3YMHHICTH Ta JIMODITBHICTD.

bynu inentudikyBaHi moXigHI MMHHAMAT-TIpa3suHy 31 3HaueHHsIMH [C50
0,69 1 1,2 mxM. RhoA € mpeacraBaukom Rho GTPase cimericrBa mamux GTP-
3B's3yrounx OUIKiB. RhOA — me BakIuBUH perynsarop pi3HHX KIITHHHUX

CUTHAJIBHUX NUISIXIB. € BaXIMBUM Y OpraHizaiii TPaHCKPHIILII Ta PO3BUTKY
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KIITUHHOTO 1UKIy. RhOA MoXe BHUKOHYBaTd pojib TEPANEBTUYHOI MIIIEHI JJIs
JIKYBaHHS CEpLEBO-CYAMHHUX 3aXBOproBaHb. [Hridiropu RhoA MictaTh KOpUUHY
KUCI0Ty. CHHTE30BaH1 CIOJIYKH MOKAa3aJld BUCOKY IHTIOITOPHY aKTHBHICTD OO
RhoA. byna inentudikoBana cepis iHriditropiB kiHasu Pim-2  depes
BHUCOKOIPOJYKTUBHUIM CKpUHIHT. CHHTE30BaHO TMOXIJHI KOPUYHOI KHUCJIOTH-
nipa3uHy JJIs MOCUJIEHHS 1X 010JI0T14HOT aKTUBHOCT1 Y HEPBOBI1H (DYHKIIIT Ta 3aXUCTI1

HEpPBOBO-CYAMHHOT cuctemu [12-18].

3poctana mig  Ji€0  TOXIAHUX  [UHHAMAT-Mipa3uHy  aKTUBHICTH
MIKPOCYMHHOT eHA0TeManbHo1 KiaiTuHHOT JiHil moguan (HMEC-2), xaiTuHHOT
niHii HeWpoOmactomu moauHu (SH-SYS5Y) mporu moOmKoIKeHHS BUIBHUMHU
paaukanamu. CHONyKH IMOKa3aldd BHUCOKY akTUBHICTH y kiiTuHax HBMEC-2, y

kmitrHax SH-SYSY (3nauenns EC50 3,68, 3,74 1 3,62 MxM).

a F.
\ H F.
N N N o H g H
7N N N N N N
A H 2 N = N
- o} A~ OH ‘ N | H
e o} _~_ _OH W e A~ _OH
S O &
1 2 o] F 3 ©

RdRp inhibitery activity: 1G5, = 58 uM RhoA inhibitory activitie: 1Cg, = 0.68 1M RhoA inhibitory activitie ICgp = 1.2 uM
OH o
i i o%\ o NN ~
NN o £N
s OH NN . ‘ j/ OH
p = OH -
N \ > N
4 N 6
RhoA inhibitory activitie: ICag = 1.57 uM RhoA inhibitory activitie: ICsq = 1.81 M RhoA inhibitory activilie: [Csq = 1.51 kM

H

OuN No N

g i L X

OZN\C[N\IN\Q/\)LOH N/ NH |
o
NZ N it
. SHRs R
= CH 2 N

9
7 © s O OH RhoA nhibitory activitie: ICsg = 2.62 jM

RhoA inhibitery activitie: [Csy = 2.58 uM

OJL@A» W /\CE 2 oeson

RhoA inhibitory activitie: 1C5 = 3.28 uM
/I I 14, R=2,4,5-OCH,
15, R= 3,4,5-0OCH;

I i
P
Q " ) -
o0 Gl avEY ealle 19 EC. - valuas of 2 B8 UM gmmm e m e
Pim-2 kinase inhibitory: [Cgy = 12 uM SH-8Y5Y cells, 12: ECgp values of 3.68 uM H E

Pim-2 kinase inhibitory: 1C5p = 10 uM N : ' N
ry: 1Csg u Pim-1 kinase inhibitory: ICo = 13 1 SH-SY5Y cells, 13: ECsp values of 3.74 uM : :[ \]:
N

HaN,

SH-5Y5Y cells, 14: ECgq values of 3.62 uM

HBMEC-2 cells, 15 ECsy values of 3.55 uM
1 Ligustrazine
(Telramethy\pyrazme)

NN PN (:, f J\r"' ffffffffffffffffffffff
soe Wq\rlbgg“fﬁ QNLXI)\EQAA?EI

=
= 16 .

i = N
BuChE inhibitory: [C5q = 2.3 uM AchE inhibitory: ICsg = 2.6 uM Neuroprotedweactwnty ECsy = 5.44 1M Neuropmtedweactmy ECsp =368 uM

Pucynok 1.2.2. KopiuHa kucioTa — mipa3nuHOB1 NOX1HI.
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JUis  mojanblIoro  JOCHIPKEHHS ~ aHTHArperaniiHoi  aKTUBHOCTI
TPUMETHIIIPa3UH-2-KapOOHUIOKCUKOPUYHHUX KUCIIOT Ta €TEPIB CUHTE30BaHa CEPII0
HOBHUX CIOJNYK, Kl Oynu e(peKTUBHMMHM 1HTiIOITOpamMu arperauii TpOMOOLUTIB 13
BUIIMMU 3Ha4YeHHsIMH, HIXK o3arpesb (IC50 = 144,1 mxM). JlirycTpa3suH-KopuyHi
KHCJIOTH/€THUJIOBUIA €Tep Maji BHILY aKTUBHICTh, HiX Jjiryctpasun (IC50 = 83,4

MKM).

Kon’rorat panontunnny FRHA OyB cunTe3oBaHuii Ha ocHOBI (ornaTy Ta
nucynbiTHOro JIiHKEpY s BBy Ha (Qonathuii peuentop (FR). FRHA

HiATPUMY€E BUCOKY CHOPIAHEHICTh A0 FR-O3UTHBHUX KITITHH.

I[Ipu o06pobui FRHA  BiIHOBHMKOM  amiHO-TIOXiHI PaNOHTUIUHY
BUBUIBHSIFOTBCS TICJISI BITHOBJICHHSI AUCYJb(ITHUX 3B’SA3KIB y HyKieocoMi. B
ymoBax In vivo FRHA wmae crenudiydy akTUBHICTH NpOoTH FR-TO3UTHBHUX

MO}ICHGﬁ AJI0TpaHCILIaHTaTa Ta KCCHOTPAHCILJIAHTATA.

Po3pobniena cepis KOH'IOTOBaHUX TIPOJIKIB  (HOTIEBOI KUCIOTH Ta
koMOpeTtactatuny. [Iponiku 3 61UIBIIO T1APOPUIBHICTIO MiACKITIOIOTh MOTIMHAHHS
KJIITHHAMU TOBCTO1 KuIIKH. KypkymiH — 1 mosideHoJIbHa Crojiyka, ska Oyra
BHBYCHA IOJI0 IMOTEHIIMHUX MNPOTUNMYXJIUHHUX edekTiB. CHHTE30BaHO TMOXIAHI
JITYyCTpa3suHy-KYPKYMiHY IUISXOM 3 €JHAHHS MPOTUIYXJIMHHUX O10aKTUBHUX

CIIOJIYK €TEPHUMU 3B’ SI3KaMHU.

BuxopucroByBann moaudikoBaHi miaHe@poiHOM apoMaTHUHI JiraHIu Ta
koMmIiekcu Kyrpymy (II)-ctepoiniB st BUBUEHHS aHTUMIKPOOHOT CTIHKOCTI TPOTH
Staphylococcus aureus Ta wmetuITiH-pe3ucTerTHoro Staphylococcus aureus
(MRSA). IloximHe TeCTOCTEpOHY IMOKa3aj0 HAWCHIBHIMMNN IHTIOyrounid edexr.

[ToximHe ecTpamiony MPOJEMOHCTPYBAJIO HANCWIBHIMNKA 1HTIOyIOUHi eeKT Ha

MRSA.

Bbynu cuHTe30BaH1 TMOXiAHI TayAaTUH-TIIpa3uHy Ta JOCIKEHa iX
aKTUBHICTH mpoTH Bipycy rematuty B (HBV) y xmitnnax HepG-2. Cnomyku He

Tubku 1Hri0yBanu cexkpeuiro HBsAg ta HBeAg, ane, #, pemnikanio JJIHK HBV.
14



byna pocnimxeHna HelporpoTekTopHa Aisi crodyk Ha kimituan SH-SYSY 13

3aXMCHOIO aKTHBHICTIO KIIITUH 22,3%, 1110 MEpEeBUILYE AKTUBHICTD TIOCTEHIHY.

Takox, Oyna BHBYEHAa TepreH-mipa3uHoBa ridpunu3anis. IloxigHe
JIrycTpazuHy 3 OETYJIIHOBOIO KHCJIOTOIO MPOJEMOHCTPYBAJO MPOTUIYXJIUHHY
aktuBHicTh (IC50 4,19, 5,23, 4,48, 4,23 i 4,34 mxM npotu BEL-7402, HT-29,
HepG-2, MCF-7 i HeLa kimitunn).

CenekTUBHUI aHaJI3 MMOKA3aB, CIOJYKU MaJil HU3bKY IUTOTOKCUYHICTD JIJIS
kiitud MDCK. ®@nyopecuenTtHe hapOyBaHHS Ta aHai3 TPOTOYHOIO IIUTOMETPIEIO
MOKa3aJiv, U0 JEsIKI 13 CAHTE30BaHUX CIOJYK 1HAYKYIOTh anonTto3 kinitud HepG-2.
IngykoBanuit  amonTo3  OyB  pe3ylbTaroM  JENOJsSpH3allii  MOTEHI[aTy
MITOXOH/IP1aJIbHOT MEMOPAHU Ta MMiJIBUILIEHHS BHYTPIIIHbOKIITUHHOT KOHIIEHTpAIlii

BinbHOro Ca?*[19-21].

v

N7

~_ N Comp. ICsq (uM)
O
‘)T/ BEL-7402 HT-29 HepG-2 MCF-7 Hela
270 419 5.23 4.48 423 434
Betulinicacid ~ >20 >20 >20 =20 >20
Cisplatin 5.91 5.28 4.57 517 6.22
Ligustrazine >20 >20 >20 20 >20
N/k\(
H ‘){TN Comp. ICs (uM)
BEL-7402 HepG-2 HT-29 HelLa BCG-823
271 4065 8475 1361 4419 10.88
Betulinic acid - - - 6.275 6.819
Cisplatin 7602 9.829 1986 1282 -

VY
- Comp. 1Csq (uM)

N
~_N
o] HepG-2 HT-29 Hela BGC-823 A549 MDCK
272, R;=L-Gly, R=L-Pro 379 570 741 800 687 356 1820
273, Ry= L-Ala, Ry=L-Gly 575 527 337 738 207 302 2064
R | s12.278 274,Ry= L-Ala, R;=L-Sar 573 217 438 557 143 245 >40
5 274 309 170 174 179 325 1084
Cisplatin 342 41 560 4.25 3.85 1238

Pucynox 1.2.3. betyninoBa KucioTa — mipa3nuHOBI MOX1THI..

[ToximHa GeTyniHOBOT KUCIOTH MPUTHIYYBaJa AU(EPEHITIIOBAHHS
octeoknacTiB KIiTHH RAW, innykoBane RANKL. PiBensb 1Hri0yBaHHs csiraB

100%. AxTUBHICTH OCTYIIIHOBOT KUCIIOTH OyIia BUIIOO [22].
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PO3LI 2. OCOBJIMBOCTI CUHTE3Y TA ®PAPMALNEBTUYHOI'O
AHAIJI3Y BOPTE3OMIBY

2.1.Cunrtes, ¢papmakoneiHi BUMOTH J0 aHaTI3y AKOCTI 6opTe30Mi0y

IcHye GaraTo METOZIB OPraHIYHOIO CHHTE3y Mipa3uHy Ta WOTo MOXIAHHX.
[cCHYIOTH KJTACMYH1 METOAM CUHTE3Y MIPa3uHOBUX CIONYK Ta Cy4acH1 METOJIH.

[Tipazun cuntesyerbest 3a metogoMm llrtepens-Pyreiimepa B3aemopiero 2-
XJI0OpaleTo(heHOH 3 aMOHIEM J0 aMiHOKeTOHY. [1oTiM mpOXoauTh KOHJIEHCallis Ta

OKHCJICHHS 3 YTBOPEHH:M mipa3uny (2.1.1).
R N_ R
~N
LT - X T
O HN R N~ R
Pucynok 2.1.1. Cunre3 nipazuny 3a meroaom lltenens-Pyreiimepa.

CunTe3 mipa3uHy 3a MeToJIOM [ 'yTKHEeXTa 3aCHOBaHWN Ha CaMOKOHJIeHcAIlil

(puc.2.1.2).

S|03K
NC N—H
O.__R
j/ + HCI, oxidation
o L
H—I}I CN
SOK

Pucynok 2.1.2. Cunre3 nipa3uHy 3a MeToAoM [ 'yTKHeXTa.

[Tpu koHAEHC AT ABOX MOJIEKYJ aMiHOKapOOHLIIB, 3 HACTYITHUM

TiJIPOJTiI30M Ta OKUCHEHHSM YTBOPIOIOTHCS TOX1IHI mipasuny (puc. 2.1.3) [23-24].
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N

/O HsN _ /N
/[ + }Rz ﬂ,/{}mi,/[}m .

= — =

R1 NH, 0] R1 N

R1 N

X XR1)= OH ~ XR1)= H

H,N

H 0 N
n ~ -3 H,0 =
OH + NH; + R2 —= 2y R2 B
~ >~
*‘H R1 o) o) R1 N
£
R1 0

R1, R2=

n=0-3 0 NH, o N
X = HIOH X ] Z
. j 3 H0 /I: }OH c
~ o~
NH, O R” N
N._cH, O 5 el
A A — N N
I (D —
N CH3 0
-B
n-Bu / =
cl ¢l N 7
(B) N>/ \<N Pd(O) Cu(), / CuCl
\—/ =——nBu \—/ Et;N-DMA30%

86%

- MeOOC
Br

(©) C@(\COOE — COOMe \\ 74 [
N~
CHZCE?;@COS N N"“coort
(1]

Pucynok 2.1.3. CuHTe3 MOXiTHUX Tipa3uHy.

Po3pobneno 3pydHMii, €KOJOTTYHO UYHUCTUHA METOJ[ CHHTE3y CTPYKTYpPHO
PI3HOMAHITHUX TOXIHMX XIHOKCAJIHY 3a JOIMOMOIOK PEaKIii KOHACHCAIlil
noximaux  1,2-miaminoOen3zony Ta  1,2-mukapOoOHUTIB 3  BUKOPUCTAHHSIM
KaTalITUIHOI KUTHKOCTI KaM(OpHOI Cynb()OHOBOI KHCIOTH. 3a TaKUX K€ YMOB

cuHTe3oBaHo auOeH3o[fh]mipumo[2,3-b]xiHokcanin Ta 10-6Gpomanenadro[l,2-
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b]nipuno[2,3-e]nipa3ux

3a

JOTIOMOTOI0  peakulii

nipuanuH-2,3-/11aM1HIB

¢denantpen-9,10-xiony abo anenadtuien-1,2-miony (puc. 2.1.4) [25].

o}

i

(o)

7\

20 mol% CSA

EtOH:H,0 (1:1), RT

0 0

Q/ &

20 mol% CSA

EtOHH;0 (1:1), RT

2~ N2 o 0
L1 — 4
5 A
X7 NH, AN
X=CH,N NN
20 mol% CSA

EtOH:H0 (1:1), RT

Pucynok 2.1.4. CunTe3 noxXifHUX NIPUIUHO-TIIPA3UHY.

Ta

Peakmissmu koHjeHcanii apomatuuHux 1,2-miamino- Ta 1,2-TUKETOHOBUX

CIIOJIYK CHHTE30BaHO OPOMOBMICHI

CuHTE30BaHI

CIIOJIYKH

e MPOMDKHI

XiHOKcalliHK Ta Tipuao[2,3-b]mipa3unu.

NPOJIYKTH Il TTOCTKOHJEHCAIIMHOT

moaudikailii 3a gomomoroto peakiiii Cy3yki—-Missypu 3 yTBOpeHHsSM mipuao[2,3-

b]mipasunis (puc. 2.1.5) [26-28].

oS,

Yield 91 %

Br
Di
?\Il; BAHC

BAHC

S
1!

0 S

‘i NHz R =Br

X=N

Br

|,

Br Br

G

Yield 92 %

w0

Yleld 93 %

a”
- N-\.

1.
e
3

Yield 92 %

Br

Pucynok 2.1.5. Cunre3 noxinHux mipasuny 3a merogom Cy3yki-Misypu.
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bopTe3omi0 CMHTE3YI0Th KaTalITUYHUM aMiHYBaHHSAM Mipa3uHKapOOHOBOI

KHUCJIOTU Ta METUJIOBOTO ecTepy L-deninananiny (puc.2.1.6).

K\/ N . .
pyrazinecarboxylic Q ," & H {?H “.
: B '
acid 41 N\ N oL ! N\ N N\,/B"OH '
I H Al H : |

L7 0 /
N SN \( ;
o 43 Y 44 /
‘\\ Bortezomib ,/
Ph/\HJ\O/ . . P i

NH Tt ==
L-phenylalanine
methyl ester 42

Pucynok 2.1.6. Cunre3 6opre3omioy.

SIxmo posrisaaty 30MIKJIOH SK JIIKAPChKY PEUYOBUHY — CYOCTAHIIIO JJIs
npoBeleHHs (apMaleBTUYHOIO aHaji3y, TO Ile — OUIMIA 3 KOBTYBATHM IOPOIIOK,
AKUW HE PO3UMHSAETHCA Y TMOJSIPHUX PO3UYMHHUKAX (Boja, eTaHo’d). Bin
JETKOPO3YMHHUN y XJIOPMETaHi, IOMIpHO pO3YMHHMH B ametoHi. JloOpe
PO3UHMHSIETHCS y PO3BEICHUX MIHEPATBHUX KUCIOTax. Y D-CHeKTp Mae€ MaKCUMyM
NOTIMHAHHS: Amax = 303 HM (y 0,05% po3unHI KHCIOTH XJIOPOBOAHEBOT). 30MIKIOH
(cyOcTanIio) imeHTUdIKYIOTh 32 Tp,; 3HAYEHHSM MUTOMOTO OOEpTaHHS PO3UYUHY;
[U-cniextpom nornuHauHs. s metony nocnimkenss THIX (3 Yd-onpomineHHIM)
omHcaHa CHCTEeMa CIIOEHTIB: TPUETHIIaMIH — areToH — etuyanerar (2:50:50).

[IMP-cniektp 60pTe3omioy (CHD,CN, HOD). Mictuts curnanu npu & 9.38
(I1H,d.J = 15Hz),8.73 (1H, d; J = 2.6 Hz), 8.48 (1H, m), 8.28 (1H, bs), 8.02
(1H, bs), 7.26 (5H, m), 5.36 (1H, dd; J= 7,5.5Hz),4.70 (1H, dd; J= 5.1, 9.0 Hz),
3.20 (1H, dd; J = 14,5.1),3.02 (1H, dd; J = 14,9.1),1.71 (1H, dd; J= 7, 14.4),
1.66 (1H, dd; J = 5.5, 14.4), 1.52 (1H, m), and 0.98 (6H, d) (puc.2.1.7).
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HOD CHD,CN

______________________________

______________________________

Pucynok 2.1.7. TIMP-cniekTp 60pTe3omidy.

[U-cnextp Oopte3omiOy. [Y-crektp Oopre3omiOy (cyOcraHIiii) MICTUTH
HeXapaKTepPUCTHYHI IOMIpHi cMyry AedopMaliiiHuX KonuBaHb dny pu 1600 cm?,

XapaKTEePUCTUYHI CMyTH BAaICHTHMX KOJMBaHb Vc-o pu 1715 em™,

[ToasiitHi -C=C- 3B’A3kM y NHUKIIYHUX CHCTeMaXx IATBEPIKYIOThCS

1 a ix medopmaniiini

XapakTePUCTUUHUMU cMmyramMu ve=c npu 3000-3100 cm
KONUBAHHSA dc—c npu 650-750 cm™ s nmc-izomepis, npu 960-970 cm ans Tpanc-

130MepiB.

BanenTni konmuBanHus C-C- 3B’513K1B apOMaTUYHOTO SIpa YTBOPIOIOTh CMYTH
nomipui npu 1585-1600 cm* Ta 1400-1500 cm?. Ix mespyuHo imenTudixysarty,
OCKLITBKH 1151 0071aCTh OJM3bKA 10 KOJIMBAHb 1HIINX 3B’ s13KiB. KonMuBaHHS Vel apeHiB

3HaxoAATheA B oomacti npu 3020-3100 cm™.

B IY-cnektpi mpucyTHI 1HTEHCHUBHI CMYTH HEIUIACKUX nedopmariiiHux
xommBanb C-H B o6macti 650-900cm™. SIkio cunbHi cMyry y 1iii o6nacTi BincyTHi

MO>KHA TOBOPUTH TIPO BIICYTHICTh aDOMATHYHOTO SIpa.
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PO3JLI 3. EKCIIEPUMEHTAJIbHA YACTUHA

JlepxaBHa @apmaxkores Ykpainu He peryiamentye [29] anamiz BTZ, ognaxk,
CTaHJApTU30BaHI METOJAM aHaji3y ILi€i PEYOBHMHM ONUCAaHO Yy EBponenchbKii
dapmaxkornei [30].

Eur.Ph. pernamentye meronu anamizy umcrotu cyocranuii BTZ ta BMicT
criopimiHeHuX pedoBuH 1 gomimok. Cy6ctanuis BTZ € axkTuBHOWO Ait040i
PEYOBHHOIO JiKapchkoro 3aco0y mo3zerpokcy. CyOcranuis BTZ mae mpuponmy
CUHTETUYHOTO TTOXOIKEHHSI.

bopre3omi6 — pedoBHHa OLIOrO0 KOJBLOPY, MOPOIIOK, SIKUH Mae pI3HY
PO3YMHHICTB: PO3UMHHMH y eTanonl (35 mr/mi), no6pe pozunnuuii y IAMCO (50
mr/min). MonekynsipHa maca 384.2 r/monb. Temneparypa miaBieHHs CyOCTaHIIIl
139-143°C.

Cy6craniis 36epiraetscst y excukatopi npu — 20 °C mpotsirom 2 pokiB, y
BUrIsA1 po3unHy npu — 20 °C 3 micsii.

Yucrorta. >99%  (miprBepmxenHss MerogoM  BEPX),  cTtpykrtypa
(miaTBepmxeHHs metoaoMm [IMP).

InenTudikailis NpoBOAUTHCS 3a BH3HAUCHHSIM TEMIIEpATypH ILUIABIICHHS, 3a
[U-cnektpom ta [IMP-criektpoM. TlopiBHssHHS TpoBOIUTHCS 3 OopTe3omidoom CRS.
JInst nociiiKeHHs CyOCTaHIIi0 po3YuHAIOTh y eTanoii abo JIMCO.

CropigHeH1 CHOJIYKH JOCITIDKYIOTBCS METOAOM pPIAMHHOI XpomaTorpadii
(PX), (2.2.29). TectoBi Ta pedepeHTHI po3urHU OOPTE30MiI0y TOTYIOTh Y CyMIIlli
aneToHITpUA + KUciaoTa MypamuHa. JleTekTyBaHHA BHUKOHYeTbcs Y D-
cnexktpodoroMerpudHo mpu 270 HM.

MobinbHa ¢aza A roTyeThes 13: ameroHiTpmwiry R1, Bomm s
xpomatorpadyBanHa R ta mypammnoi kuciotu. MobGutpHa (aza B roryerscs i3:
anetoniTpuiny R1, Bogu ans xpomartorpadyBanas R Ta MypammHoi KUCIOTH.

Bopte3omib moxke matu 6 cympoBigHux pedoBuH: A, B, D (2 i3omepn), E, G.

Hns  cnenudikoBaHUX Ta Hecmenu@iKoBaHUX JOMIMIOK OopTe3oMi0y
BCTaHOBIIIOIOThCA JiMiTOBaH1 KiibkocTi: E, G —0.4%; A, B —0,3%; D —0.2%. [dnx
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HecreunpikoBaHUX JTOMIMIOK BcTaHoBieHO miMiT 0.10%. Beboro nomyckaerbes
MPUCYTHICTh TOMIIIOK HE Ounblie, HiK 1.5%.

CrneundikoBani AOMIMIKK y cKiaal 00pTe30MiOy 11€HTH(PIKOBAHO: MICI
eNiMiHyBaHHS (pparMeHTy OyTUIOOPHOI KUCIOTH — TOMIIIKa A, SKa T1IpOJI3y€eThCs
3 YTBOPEHHSAM JoMimku B; nBa isomepu 6opte3omiby — (R,R) — nowmimka D; (S,S)
— nomimka D; mpu eniminyBanHi rpynu B-OH 13 ¢pparmenty O0opHOi KUCIOTH Ta
13oMepu3anii — nomimka G; npu eniminyBanHi rpynu B-OH 13 ¢parmenty 6opHoi

KHCJIOTH Ta i3oMepu3aiii — qomimka E (puc. 3.1).

9]
N, N MNH»
Formed via E _ H o

hydrolysis M e]

:OH
of Impurity-A Impurity-A N N,
= N g
/ [ P H/Ir ,ﬁ
Removal of N HO" CH

butyl boromc acid Impurity-D

Iscrmer of Bortezomib
Impurity-B j)-L (RR)
Bortezomib lsomer of
Bortezomib
Removal of B-OH (8, 9) [

from boronic acid

Removal of B-OH )
from boronic acid Impurity-D
and isomerization

Impurity-E
Q H
H
N/ O OH
Impurity-G

Pucynoxk 3.1. CneuudikoBani qomimku cybcraniii boprezomily.

Bukonano mocmimkenHs meronomM BEPX, ske He ommcano B miTepaTypi ais
BopTe3omiby cyOcTanIlii, sk CynmpoBigHOT JOMIIIKH Y CKJIai MO3ETPOKCY.

BukopucroByBanmu xpomartorpad Agilent 1260 Infinity 11 3 Y® nerexropom
(Y®-nerextyBanns npoBoausiu npu 270 HM).

Hactynni ymoBu BEPX xpomartorpadyBants Oyiau 3anporoHOBaHi:

- kononka — Symmetry 300 C18, 250x4,6x3;
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- TeMmImeparypa KonoHku — 25°C;

- 1otok — 1,0 Mi1/XB;

- 00’eM 1xkeKIil — 20 MKII;

- TemmepaTypa 3pa3ka — KIMHaTHa,

- Pyxoma ¢asza A — 300 mn aueronitpuiy, 300 ma Boau, 1 MI KUCIOTH
MypamuHoOi,

- Pyxoma ¢asza B — 800 mn aueronitpuiy, 200 ma Boau, | MI KUCIOTH
MypaIInuHol.

- Yac na xpomarorpadyBaHHs — 55 xB.

Cxema npuroTyBaHHs TpaJIEHTIB peacTaBieHa y Tadmui 3.1.

Ta6mums 3.1. ['panienTu Ta iX po3BEICHHS.

Yac Pyxoma ¢aza A Pyxoma ¢aza B
(% 06/00) (% 06/006)

0 100 0

15 100 0

30 0 100

45 0 100

47 100 0

55 100 0

Memoouka npucomyeanHs po3uuHy NOPiGHHHS.

[IpurotyBaHHs pPO3UMHY TOPIBHSHHS — PO3YMHSIOTH B pyXxomid ¢aszi A
dapmakoneitnuii  craHgapTHHiA  3pa3ok  JlepkaBHoi @Dapmaxomnei  Ykpainu
O0opTe3omiOy 3 KOHIIEHTpaIlier 1 Mr/m.

Memoouka npucomyseanms 6unpoOysaibHO20 POZUUHY .

[TpuroryBanHs BUIIPOOYBaJIBLHOTO PO3UYHMHY — PO3UMHSAIOTH B pyXOoMii ¢hasi

A cyOcTan1io 3 koHieHTpaiiero 200 mr/mia 6opre3omily.
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Memoouka npucomyeanHs po3uuHy NpPUOAMHOCMI XPOMAmMocpagiuHoi
cucmemu.

[IpurotyBaHHsi pO3YMHY NPHUAATHOCTI XpoMarorpadiyHoi cucremMu —
PO3UMHSIOTH B pyxXoMiil (a3l A ¢papmakoneiiHuil craniapTHul 3pa3ok Jlep:xaBHOI
®dapmaxonei Ykpainu 60pTe30Mi0y Ta CyIpOBIIHOI JOMIIMIKK A 3 KOHLIEHTPALIAMU
1 mr/mi.

[TpoBeneHHs KOMIT FOTEPHOTO aHami3y — 3a mporpamoro OpenLab CDS.

Peazenmu:

3ae0anns — eusHayeHHs CIMOPOHHIX OOMIULOK.

Jlns BU3HAYEHHS CTOPOHHIX Aomimok merogom BEPX BukopucroByBanu
pEaKTUBH:

- anetoHiTpua (uuctotu aius BEPX),
- Boay (uucrotu a1 BEPX),

- MypalluHy KUCIOTy (urctoTH it BEPX).

OTpumani pe3yjabTaTn:

ITpu gocnimkenHi ctangapTHUX 3paskiB JJdY 6opre3omid +momimka A
OTPUMAHO HACTYMHI pe3ynbTaTH (Tadi. 3.2).
Cmanoapmmui 3pasxu: bopre3omio, romimka A

bopmeszomio (Cmanoapm, y cknaoi nioginizamy mozempoxcy)

3HavueHHs Rt 3HaxXoauThCs B iHTepBaii 8,703-8,728 xB,;

- cepenHe 3HaueHHs Rt craHmapTiB 3HaX0IUThCA B iHTEpBati 8,719 xB;

- cepenHs pi3HUIl 3HaYeHb Rt 3Hax0oauThes B iHTepBati 0,009 xB.;

- RSD ne nepesumtye 5%: 0,10%;

- IUIONIMHA TIIKa Ha XpomaTrorpami KOJWBaeThcsi B iHTepBami 117,879-
122,867;

- CepelHE 3HAa4YeHHS IUIONIMHU TMIKy Ha XpoMaTorpami CTaHIapTHOTO
3pa3ky 118,939;

- RSD ne nepesuntye 5%: 2,40%.
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Tabmuusa 3.2. XpomatorpadiuHi XapaKTepUCTUKH CTaHAAPTHUX PEYOBUH

Boptezomiby Ta nomimku A (BEPX) - 3HaueHHs, cepeani 3HaueHHs Rt, mionmHu

niky, RSD.
MoseTpokc, Jgioginizar
CynpoBiaHi goMimku
Cmanoapmmuuii po3uun
RT Area N (=1000)
8,703 | 117,879 5245
8,720 | 119,918 5388
8,721 120,425 5296
8,721 | 114,408 5465
8,723 | 122,867 5243
8,728 | 118,136 5302
Cepenne 8,719 | 118,939 5323
SD 0,009 2,860
RSD(<5.0%) | 0,10% | 2,40%

Ilpuoamnicmo xpomamoepaghiunoi cucmemu (Cmanoapm) (maba. 3.3).
- 3HayeHHsA Rt 6opre3omiOy 3HaxX0AUTHCS MpHU 8,624 XB,;
- 3HadyeHHsa Rt momimku A 3naxoautses npu 11,601 xB;
- 3HadenHsa R (>4,0) = 6,9;

Tabmuns 3.3. [IpunatHicTh XxpoMaTorpadiuHoi CUCTEMHU.

IIpupatHicTs XxpoMaTorpagivHoi cucTeMu

BopTte3omid OMillIKAa
P a R (>4.0)
A
RT 8,624 11,601 6,9
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Locnioocysanuii 3pazok. Jliodinizat mo3zetpokca (Tadm. 3.4).

Bbopte3omib.

3HaueHHs Rt 3HaxonuThes B iHTEpBai 8,713-8,727 xB;

cepenHe 3HaueHHs Rt ctanaapTiB 3HaXOAUTHCA B iHTEpBai 8,721 XB;
cepeaHs pi3HUIl 3HaUeHb Rt 3HaxoauThes B iHTepBani 0,014 xa.;

RSD ne nepesuntye 5%: 0,10%;

IUIOLIMHA TKa Ha XpomaTorpami KOJIMBaeTbcs B 1HTepBaii 26143,301-
26156,640;

CepellHE 3HAYEHHS IUIONIMHM MKy Ha XpomaTorpami CTaHIapTHOTO
3pazky 26151,285;

RSD ne nepesuiye 5%: 2,40%.

Jlomiwxa A.

3HavueHHs Rt 3HaxoauThes B iHTepBaii 11,701-11,717 xs;

cepeaHe 3HaueHHs Rt ctangapTiB 3HaXoauThes B iHTepBai 11,708 XB;
cepeaHs pi3HMIIA 3HaUYeHb Rt 3HaxoauThes B iHTepBaii 0,016 xa.;

RSD ne nepesutye 5%: 0,10%;

IUIOIIMHA ITIKa Ha XpOMaTorpami KOJUBAa€EThCs B iHTepBaii 24,202-24,792;
cepeHE 3HAYCHHS IUIONIMHU IIIKYy Ha XpoMarTorpami CTaHJapTHOTO
3pasky 24,488;

RSD ne nepesumrye 5%: 2,40%.

Jomiwka C

3HavueHHs Rt 3HaxoauThes B iHTepBani 4,804-4,810 xa,;

cepenHe 3HaueHHs Rt ctanmapTiB 3HaX0AUTHCS B iHTepBaii 4,808 xB;
cepeaHs pi3HMIA 3Ha4YeHb Rt 3HaxoauThes B iHTepBaii 0,006 xB.;
RSD we nepesuntye 5%: 0,10%:;

TJIONTMHA TTiKa Ha XpoMaTorpami KOJIMBaeThes B iHTepBati 16,011-16,642;
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3pa3ky 16,642;
- RSD ne nepesurye 5%: 2,40%.

Homiwxa D

- 3HayeHHsa Rt 3HaxonuThes B iHTEpBai 6,725-6,734 XB;

- cepenHe 3HaYeHHs Rt craHmapTiB 3HAXOAUTHCS B iHTEpBai 6,731 xB;

- cepenHs pizHull 3HaueHb Rt 3HaxoauThes B iHTepBasi 0,009 xB.;

- RSD ne nepesutye 5%: 0,10%;

- IUIONIMHA TiKa Ha XpoMaTorpami KOJUBaeThCs B iHTepBaii 7,808-9,094;

CepelHE 3HAYEHHS IUIOIIMHM MKy Ha XpomaTorpami CTaHAapTHOrO

- CCpCAHE 3HAYUCHHS IUIOIIWHU Hle Ha XpOMaTOFpaMi CTaHIapTHOT'O

3pa3ky 8,471,

RSD ne nepesuiye 5%: 2,40%.

Tabmums 3.4. Xpomartorpadiudi XapakTEPUCTUKH JOCTIIKYBAaHOI PEYOBUHU

Boprezomiby Ta momimok (BEPX) - 3HaueHHsi, cepenHi 3HadueHHs Ri, rmomuHu

niky, RSD.
Ilpooa A
Homimuka C  Jomiwka D bopmeszomio Homimka A
RT | Area | RT | Area | RT Area RT Area
4,804 | 16,011 | 6,725 | 7,808 | 8,713 | 26156,640 | 11,701 | 24,202
4,810 | 16,185 | 6,734 | 9,094 | 8,723 | 26143,301 | 11,706 | 24,792
4,810 | 16,642 | 6,733 | 8,510 | 8,727 | 26153,915 | 11,717 | 24,471
Cepenne | 4,808 | 16,279 | 6,731 | 8,471 | 8,721 | 26151,285 | 11,708 | 24,488

Taxum anHOM, IMix ac pociimkeHHs MetogqoM BEPX cranmapTHOro 3pasky

BUSBIICHI 00pTe30Mi0, momimka A.

[Tix gac gochimxenns metogom BEPX Hamanoro Ha JOCHIIKEHHS 3pa3Ky

nio¢uIi3aTy BUSABICHO: 00pTe30Mi0, 3 Hecnenr(piKOBaHUX JOMIIIKH.
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XpoMaTorpaMmu, 3arvcaHi i yac BAKOHAHHS JOCIiKeHb (puc. 3.2-3.4).

Ha pucynky 3.2 mpenacraBieHO XpoMarorpamy, siKa OTpUMaHa METOJIOM
BEPX Ta nemMoHCTpy€e NpHUIaTHICTh XpoMaTorpapiyHOi CUCTEMHU AOCTIIKYBAaHOIO
CTaHJIAPTHOTO 3pa3ky Oopte3omiOy cyOctaniii (Rt=8,924) Tta cnemnudikoBaHoi
aomimka A (Rt=11,601) i HecmernudikoBaHO/HE 1IeHTHU(IKOBAHOT JOMINIKH

(Rt=15,578).

DAD1A,Sig=270,4 Ref=off
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Pucynok 3.2. Xpomarorpama NpHAATHOCTI xpoMmaTorpadidHoi cHCTEeMHU
CTaHJApTHOTO 3pa3Ky Oopte3omiOy cyoctaniii (Rt=8,924) ta cneumdikoBaHOi
gomimkd A (Rt=11,601) i mecmemnudikoBaHoi/He imeHTH(IKOBAHOT TOMIIIKH

(Rt=15,578).

Ha pucynky 3.3 mpeacTtaBieHO XpoMmaTorpamy CTaHIApTHOTO 3pasKy, sKa
orpumana MetogoM BEPX Ta gemoHCTpye mpucyTHICTH O0pTe30Mi0y cyOcTaHIii
(Rt=8,703) ta HecnenudikoBaHUX/HE IMCHTH(IKOBAHUX TOMIMIOK 3 HEYITKUM

BIIHECEHHSIM 3HAa4YeHb Rt.
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Pucynox 3.3. Xpomarorpama CcTaHAapTHOTO 3pa3Ky, CUTHaI OOpTe30Mi0y

705
BortezamiQ

cyocranmii (Rt=8,703) Ta Hecneuu@ikoBaHUX/HE 1ACHTHU(PIKOBAHUX JIOMIIIOK 3
HEYITKUM BITHECEHHSIM 3HaueHb Rt.

Ha pucynky 3.4 mpejicTaBieHO XpoMaTorpaMmy BUIIPOOYBAaHOTO 3pa3Ky, sKa
orpumana metogoM BEPX Ta nemoHcTpye mpucytHicTh GopTe3oMiOy cyOcTaHIi
(Rt=8,713), cnerudikosanoi gomimku A (Rt=11,701), 1Box HecneudpikoBaHUX/HE
inentudikoBanux gomimrok: gomimka C (Rt=4,804), momimka D (Rt=6,725).
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Pucynok 3.4. Xpomarorpama BUIIpoOyBaHOTO 3pa3Ky: 00pTe3omiby cyOcTaHIii
(Rt=8,713), cnermudikoBana gominiku A (Rt=11,701), HecniernudikoBaHuX/HE

inenrudikoBani gomimku: gomimka C (Rt=4,804), nomimka D (Rt=6,725).
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Cmanoapmui 3pasku, BunpoOyBanuii 3pa3ox,

nioginizam mo3empoxcy: nioginizam mo3empoxcy:
Bopte3omib bopre3omid
Bopte3omibd bopre3omid

3HaueHHd Rt  3HaxomuTbecs B | 3HaueHHs Rt 3Haxomutbes B
inTepBani 8,703-8,728 xB; iHTepBaii 8,713-8,727 xB;

cepenHe 3HaueHHs Rt crangapriB | cepenHe 3HaueHHs Rt cranpaprtiB
3HaXOAuThCA B iHTEepBaii 8,719 xB; | 3HaxoauThCs B iHTEpBadi 8,721 XB;
cepenHs pi3HMIS 3HayeHb Rt | cepenHs pi3Huusg 3HaueHb Rt
3HaxoauThes B iHTepBati 0,009 xB.; | 3HaxoauThes B iHTEpBaii 0,014 xB.;
RSD ne nepesuttye 5%: 0,10%; RSD ne nepesutnrye 5%: 0,10%;
IUIOIIMHA TMKa HAa XpoMaTorpami B | IUIONIMHA IiKa HA XpoMaTrorpami B
iaTepBani 117,879-122,867, aTepBani 26143,301-26156,640;
CepelIHE 3HaYEHHS TUIONIUHHU ITIKY Ha | CepeHE 3HAUYCHHS IUIOMIMHH TIKY
XpoMaTorpami CTaHIapTHOTO 3pa3Ky | HA XpoMaTorpaMmi CTaHAAPTHOTO
118,939; 3pazky 26151,285;

RSD ne nepesutye 5%: 2,40%. RSD ne niepeButrye 5%: 2,40%.

Bboptezomib (3mMiHM, 1m0 BiaOymucs y XxpomaTorpadiuaiii KapTuHi):
3nauenHs Rt cranmapty 3HaxomuThcs B iHTepBami 8,703-8,728 xB — y
JOCIIHKYBAHOTO 3pa3Ky 3HaueHHs Rt 3MimtyeThes y intepBan 8,713-8,727 xB.

BinnoBigHo BimOyBaeThCs 3MIIIEHHS CepeIHbOTO 3HaUeHHS Rt cranmapry 3
8,719 xB 110 8,721 xB (BUIPOOYBaHOTO 3pa3Ky).

3HaueHHs TUIONIMHHU MKy Ha XpOMaTorpaMi CTaHAApPTy KOJWBAETHCS B
iHTepBam 117,879-122,867, 3nadeHHs IUIOMIMHY TIKY BUIPOOYBAHOTO 3pa3Ky Ha
XpomaTorpami 3MmimyeThes y inTepBan 26143,301-26156,640.

BignoBigHO BiAOYBa€ThCs 3MIIIEHHS CEPEHHOTO 3HAUYCHHS IUIONIWHM IIKY

crangapTy 3 118,939 no 26143,301-26156,640 (BunipoOyBaHOTO 3pa3Ky).
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Cmanoapmui 3pasku, nioghinizam BunpoOyBanuii 3pa3ox,

MO3empoKcy: ToMika A nioginizam mo3empoxcy:
Jomimka A
3HaueHHs Rt 3HAXOAUTHCS TNpuU 3HaueHHs Rt  3HaxomuThcs B
11,601xs.. iHTepBani 11,701-11,717 xB;

cepeqHe 3HaueHHsS Rt craHgaptis
3HaxoJuThcA B iHTepBaii 11,708 xB;
cepedHsi  pi3HUI  3HaueHb Rt
3HaxoAuThes B iHTepBaii 0,016 xB.;
RSD ne nepesutntye 5%: 0,10%;
IUIOIIMHA TIKa Ha XpoMarorpami
KOJIMBA€ThCS B 1HTepBaii 24,202-
24,792;

Cepe/IHE 3HaYEHHS TUIOMIMHH MIKY Ha
XpoMaTorpami CTaHAAPTHOTO 3pa3Ky
24,488;

RSD ne nepeButiye 5%: 2,40%.

Jowmimka A (3MiHH, 1O BIAOyJIHCs y XpoMaTorpadidHiil KapTHHI):
3navenHs Rt cranmapry 3Haxoauthes npu 11,601 XB — y TOCTIIHKYBAHOTO 3pa3Ky
3HaueHHs Rt 3mimyeTses y intepBan 11,701-11,717 xB;

BinnoBigHo BimOyBaeThcs 3MIIIEHHS CepeIHbOTO 3HaUeHHS Rt cranmapry 3
11,600 xB 1o 11,701-11,717 xB (BUnipoOyBaHOTO 3pa3Ky).
3MiHa ITUX TapaMeTPiB BKa3ye HA MPUCYTHICTh HecTenn(iKOBaHUX HETIPUITYCTUMHUX
JOMIIIOK Yy CKJIaJl JoCTHiKyBaHoi cyOocTantii: Jomiwxa C 3 Rty intepsani 4,804-

4,810 xB; [Jomiwra D 3 Rty itaTepBaini 6,725-6,734 xs.
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Y ®-criekTp morauHaHHS AOCIIIKYBAHOTO 3pa3Ky cyOcTaHIlli 6opTe3omioy,
20 mr/n (y eranoni) (cmekrpomerp Shimadzu UV-vis Spectrometer 1601 PC)

MPEJICTABIECHO HA PUCYHKY 3.5.

YO-cnexktp AOCHiKyBaHOi cyOcTaHuii OopTe3omMi0y Mae MaKCUMyM
nornuaanusg A = 270 um (Clark, A 1%, 1 cm=275).
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Pucynok 3.5. YO-cnektp 60pTezomilOy cybcraHiii.

3MilmeHHd curHaiiB Ha Y®-cnekTpi AOBOJUTH NPHUCYTHICTh Yy CKJIaji
cybcranmii HecnmenudikoBaHUX JOMINIOK, fAKi OyJo BHSBIEHO IijJ dac
xpomatorpadyBanus metogom BEPX. Otpumani pe3ynbTaTu J03BOISIOTH 3pOOUTH
BHCHOBOK IIOJI0 CTYNEHIO OYUCTKH CcyOcTaHIii OOpTe30Mi0y Ta TOTOBHOCTI ii
BUKOPHUCTAHHS JUTsI TIOJAIBIIINX TEXHOJIOTTYHUX MPOTIEAYD.

Jlomimku xnacudikyroTs Ha ineHTH(IKOBaHI 200 HeimeHTU(IKOBaH1

» cneyugirxosani (mexunonoeiyni) — BKazaHi y crerugikarii mpoayKTH pO3KIaay
JiKapchKoi cyOcTaHIlii, mpu 30epiranHi (CymapHuii BMIicT He niepeBuiiye 2%,

JA®Y, Eur.Ph);

32



» necneyughikoeani oomiwkuy (MPOAYKTH PO3KIAAY) — YCTAHOBIIOIOTH MEXI B
crenudikailii, OHaAK HE YKa3ylOTh OKPEMO 3 YCTAHOBJICHHSIM CHEIlaJIbHUX
KpUTEPIiB MPUHHATHOCTI.

CymapHuii BMICT CYIyTHIX IOMILIOK HE MOBUHEH NepeBuIyBatu 2%. Akino
KOHIIEHTpatliss gomimok mnepeuinye 0,1%, To ix HE0OXimHO 11eHTU(IKYBaATH.
KoHTposib BUKOHYIOTH 3a po3AuIoM «cymyTHi gomimku» (AHJI) 13 3a3HaueHHSIM
CTPYKTYPHHX Ta MOJICKYJIIPHUX (popMyII i Mac.

MoHorpadiss mae Tect «KOHKpPETHO 3a3HauyBaHI JOMIIIKKA», 33 SKHM
KOHTPOJIFOIOTh BUCOKOTOKCUYH1 JOMIIIKH, SIKIIO TaKi MPUCYTHI.

CynpoBinHI JOMIIIKK JOCHUIKYIOTh XpoMarorpadiuHuMH METOAaMH,
CHEKTPAITBHUMH METOJIAMHU.

BupoOuuku mikapcbkoi cyOCTaHIli TMOBHHHI OOIPYHTOBYBaTH BMICT
JIOMIIIIOK, HAaBOJsIuM (hapMakosoriuHi abo TOKCUKOJIOTTYHI JaHi. SAKino cyocTaHIis
MICTHUTB 11 aHTaroHICTH, TO 11€ BBAXKAETHCA HEMIPUITYCTUMHM, a JOMIIIKH HA3UBAIOTh
HENPUITYCTUMHUMHU.

Merton persaMeHTOBaHOTO KOHTPOJIIO HEeCTIeU(PIUHUX TOMIIIOK HA3UBAIOTh
IPaHIYHUM BMICTOM JIOMIIIOK Yy JIKApChbKUX cyOcTaHIisax. Jis BUKOHAHHS
I'PAHIYHOTO BMICTY JOMIIIOK BUOMPAIOTh KOHTPOJIbOBAaHI KaTiOHU Ta aHIOHU. Takui
BHUOIp OOTPYHTOBYETHCS TEXHOJIOTTYHUM TporiecoM. KOHTpoJIb KaTiOHIB Ta aHIOHIB,
SIK1 BXOSATH JI0 CKJIay JIIF0Y0i peYOBHUHH, HE 31HCHIOI0TH. KOIleHTpaIliro po34nHiB
a00 KUTBKICTh PEYOBHHM JIJIs1 BUTTPOOYBaHb 3a3HAYAIOTH Y MOHOTpadii Ha JTIKAPChKY
cyOcranIito. Pe3ynprar MeTony BUIpOOyBaHHS Ha TOMIIIKA OIIHIOIOTH MTOPIBHSIHO
3 €TaJJOHHUMM PO3YMHAMU, HaBeaeHUMU y 1DV

BupoOuuku mikapcbkoi cyOCTaHIli TMOBHHHI OOIPYHTOBYBAaTH BMICT
JIOMIIIIOK, HaBOJSYM (hapMaKoIoridHi a00 TOKCHKOJIOTIYHI AaHi. SKmo cyocTaHIis
MICTHUTB 11 aHTArOHICTH, TO 1€ BBAKAETHCSI HEPUITYCTUMUM, a JIOMIIITKA HA3UBAIOTh

HENPUITYCTUMHUMU.
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BUCHOBKH

1. Po3pobaeHo ymoBu XpomaTtorpadiqHoro pociimkeHHs Mmerogom BEPX
OPUIATHOCT1 XpoMaTorpadiuHoi CUCTEMH, AOCIIIKYBAHOI'O CTaHJAPTHOTO
3pa3Ky 1 BUIIPOOYBAHOTrO 3pa3Ky OopTe30Mi0y cyOcTaHIii y Jiodirizati siK
AKTUBHOI J10401 pEYOBUHU MO3ETPOKCY.

2. Po3pobneno meronuku xpomatorpadysanHsi metogom BEPX, meronuku
OPUTOTYBaHHS BHUIPOOYBAJIBHUX PO3YMHIB CyOcTaHLii OopTe3omidy y
miodimizaTi, migidpaHo YMOBU BUKOHAHHS, a came: Pyxoma ¢aza A — 300 mn
anetoHiTpuiy, 300 mu Boau, 1 M KucaoTH MypamuHoi; Pyxoma ¢asa B —
800 mur anieToniTpuity, 200 M1 BoaM, 1 MIT KHCJIOTH MYpaIInHO1.

3. TlpoBenene Y®-cnekrpanpHe Ta XpoMarorpadidyHe AOCIIIKEHHS METOI0M
BEPX cyOcranmii 6opre3omiby cyOctanIii y iodiaizari mokasanio, IIo
JOCITIJDKYBaHa cyOcTaHIlisg 0opTre3omiOy mae 3HaueHHsa Rt=8,713 ta A = 270
HM, crnenudikoBana nomimka A — Rt=11,701, omnak cyOCTaHIliS MICTUTD
HecnienudikoBani/He imentudikoBani gomimku: gomimka C  (Rt=4,804),

aomimika D (Rt=6,725), BMICT SKUX BILIUBA€ Ha SIKICTh CyOCTaHIII.
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SUMMARY

Lesyk Lyudmila
CHROMATOGRAPHIC STUDY OF THE DEGREE OF PURITY OF
BORTEZOMIB - THE ACTIVE SUBSTANCE OF THE DRUG MOZETROX BY HPLC.

The department of medicinal chemistry and toxicology

Scientific supervisor: as. But 1.0.;
doctor of medicalsciences, professor Nizhenkovska 1.V.

Keywords: Bortezomib, pyrazine, HPLC, pharmaceutical analysis.

Introduction. According to the chemical structure, Bortezomib is an organic derivative of
boric acid. Chemical nomenclature name according to IUPAC [(1R)-3-methyl-1-({(2S)-3-
phenyl-2-[(pyrazyl-2-ylcarbonyl)amino]propanoyl}amino)butyl]boric acid. Thus, the molecule
contains a heterocyclic pyrazine fragment, a phenyl radical, alkyl radicals, amino-, carbanoyl-
functional groups. The combination of a complex arene-heterocyclic chemically active structure
and pronounced antitumor activity and toxicity make Bortezomib a complex object in terms of its
technological level of production, which requires specific approaches in the pharmaceutical
analysis of this substance.

Materials and methods. Research object is bortezomib substance, standard samples.
Research subject: implementation of HPLC method to pharmaceutical analysis of paclitaxel
substance. Methods: HPLC (Agilent 1260 Infinity 11 chromatograph with UV detector), UV-
spectrophotometry (Shimadzu UV-vis Spectrometer 1601 PC), computer analysis using the
OpenLab CDS program.

Results. The conditions for a chromatographic study by the HPLC method of the suitability
of the chromatographic system, the tested standard sample and the tested sample of bortezomib
substance in the lyophilisate as the active active substance of mozetrox have been developed.
HPLC chromatography methods, methods of preparing test solutions of the bortezomib substance
in the lyophilizate were developed, the conditions of performance were selected, namely: Mobile
phase A - 300 ml of acetonitrile, 300 ml of water, 1 ml of formic acid; Mobile phase B — 800 ml
of acetonitrile, 200 ml of water, 1 ml of formic acid.

Conclusions. The conducted UV-spectral and HPLC chromatographic study of the
bortezomib substance in the lyophilisate showed that the bortezomib substance under study has
Rt=8.713 and A = 270 nm, specified impurity A — Rt=11.701, however, the substance contains
unspecified/unidentified impurities: impurity C (Rt=4.804), impurity D (Rt=6.725), the content of
which affects the quality of the substance.
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	Мета і завдання дослідження. Метою експериментального дослідження є розробка хроматографічних умов та методик виконання хроматографування методом ВЕРХ і приготування випробувальних розчинів для дослідження присутності супровідних домішок у складі субс...
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	Наступна речовина 6-(5-Хлор-2-піридил)-6,7-дигідро-7-гідрокси-5H-пірроло [3,4-b] піразин-5-он (CAS NO: 43200-81-3) – проміжний продукт у синтезі зопіклону ІІ. Зопіклон це  синтетичний лікарський засіб із групи снодійних і седативних засобів, є похідни...
	Рисунок 1.1.4. Хімічні формули Зопіклону та його проміжного продукту у синтезі – похідні піразину.
	Зопікол має тяжкі небажані ефекти: нічні кошмари, порушення свідомості, агресивність, галюцинації; психотично-подібні симптоми, неадекватна поведінка; зниження швидкості реакції, амнезія; анафілактичні реакції; порушення функції печінки; сомнамбулізм,...
	Структурованими аналогами Зопіколу є Золпідем (N,N,6-Триметил-2-(4-метилфеніл)імідазоло[1,2-a]піридин-3-ацетамід) – снодійний лікарський засіб, похідне імідазопіридину та Золеплон – снодійний лікарський засіб, похідне піразолопіримідинів (рис.1.1.5).
	Рисунок 1.1.5. Хімічні формули Золпідему та Золеплону.
	Як видно із хімічних формул лікарських засобів – похідних піразину, це речовини основного характеру, містять функціональні групи, гідрофобні фрагменти. Значення рН їх розчинів дорівнює 1.23.
	Бортезоміб має лабільну молекулу завдяки великій кількості незахищених функціональних груп, тому у розчині можливі її хімічні модифікації: елімінування бутилборної кислоти – утворення домішки А, яка у свою чергу підлягає гідролізу з утворенням домішки...
	Рисунок 1.1.6. Продукти гідролізу та ізомеризації молекули Бортезомібу.
	1.2.Біологічна активність піразинів
	Рисунок 1.2.1. Особливості хімічної структури піразину та їх біологічна активність.
	Рисунок 1.2.2. Корічна кислота – піразинові похідні.
	Рисунок 1.2.3. Бетулінова кислота – піразинові похідні..
	Похідна бетулінової кислоти пригнічувала диференціювання остеокластів клітин RAW, індуковане RANKL. Рівень інгібування сягав 100%. Активність бетулінової кислоти була вищою [22].
	РОЗДІЛ 2. ОСОБЛИВОСТІ  СИНТЕЗУ ТА ФАРМАЦЕВТИЧНОГО АНАЛІЗУ БОРТЕЗОМІБУ
	2.1.Синтез, фармакопейні вимоги до аналізу якості бортезомібу
	Існує багато методів органічного синтезу піразину та його похідних. Існують класичні методи синтезу піразинових сполук та сучасні методи.
	Піразин синтезується за методом Штеделя-Ругеймера взаємодією 2-хлорацетофенон з амонієм до амінокетону. Потім проходить конденсація та окислення з утворенням піразину (2.1.1).
	Рисунок 2.1.1. Синтез піразину за методом Штеделя-Ругеймера.
	Синтез піразину за методом Гуткнехта заснований на самоконденсації (рис.2.1.2).
	Рисунок 2.1.2. Синтез піразину за методом Гуткнехта.
	При конденсації двох молекул амінокарбонілів, з наступним гідролізом та окисненням утворюються похідні піразину (рис. 2.1.3) [23-24].
	Рисунок 2.1.3. Синтез похідних піразину.
	Якщо розглядати Зопіклон як лікарську речовину – субстанцію для проведення фармацевтичного аналізу, то це –  білий з жовтуватим порошок, який не розчиняється у полярних розчинниках (вода, етанол). Він легкорозчинний у хлорметані, помірно розчинний в а...
	ПМР-спектр бортезомібу (CHD2CN, HOD). Містить сигнали при δ9.38 (1H, d. J=1.5 Hz), 8.73 (1H, d; J =2.6 Hz), 8.48 (1H, m), 8.28 (1H, bs), 8.02 (1H, bs), 7.26 (5H, m), 5.36 (1H, dd; J =7, 5.5 Hz), 4.70 (1H, dd; J =5.1, 9.0 Hz), 3.20 (1H, dd; J =14, 5.1)...
	Рисунок 2.1.7. ПМР-спектр бортезомібу.
	РОЗДІЛ 3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
	Державна Фармакопея України не регламентує [29] аналіз BTZ, однак, стандартизовані методи аналізу цієї речовини описано у Європейській Фармакопеї [30].
	Eur.Ph. регламентує методи аналізу чистоти субстанції BTZ та вміст споріднених речовин і домішок. Субстанція BTZ є активною діючої речовиною лікарського засобу мозетроксу. Субстанція BTZ має природу синтетичного походження.
	Бортезоміб – речовина білого кольору, порошок, який має різну розчинність: розчинний у етанолі (35 мг/мл), добре розчинний у ДМСО (50 мг/мл). Молекулярна маса 384.2 г/моль. Температура плавлення субстанції 139-143оС.
	Субстанція зберігається у ексикаторі при – 20 оС протягом 2 років, у вигляді розчину при – 20 оС 3 місяці.
	Чистота. >99% (підтвердження методом ВЕРХ), структура (підтвердження методом ПМР).
	Ідентифікація проводиться за визначенням температури плавлення, за ІЧ-спектром та ПМР-спектром. Порівняння проводиться з бортезомібом CRS.
	Для дослідження субстанцію розчиняють у етанолі або ДМСО.
	Споріднені сполуки досліджуються методом рідинної хроматографії (РХ), (2.2.29). Тестові та референтні розчини бортезомібу готують у суміші ацетонітрил + кислота мурашина. Детектування виконується УФ-спектрофотометрично при 270 нм.
	Мобільна фаза А готується із: ацетонітрилу R1, води для хроматографування R та мурашиної кислоти. Мобільна фаза В готується із: ацетонітрилу R1, води для хроматографування R та мурашиної кислоти.
	Бортезоміб може мати 6 супровідних речовин: А, В, D (2 ізомери), E, G.
	Для специфікованих та неспецифікованих домішок бортезомібу встановлюються лімітовані кількості: E, G – 0.4%; A, B – 0,3%;  D – 0.2%. Для неспецифікованих домішок встановлено ліміт 0.10%. Всього допускається присутність домішок не більше, ніж 1.5%.
	Специфіковані домішки у складі бортезомібу ідентифіковано: після елімінування фрагменту бутилборної кислоти – домішка А, яка гідролізується з утворенням домішки В; два ізомери бортезомібу – (R,R) – домішка D; (S,S) – домішка D; при елімінуванні групи ...
	Рисунок 3.1. Специфіковані домішки субстанції Бортезомібу.
	Виконано дослідження методом ВЕРХ, яке не описано в літературі для Бортезомібу субстанції, як супровідної домішки у складі мозетроксу.
	Використовували хроматограф Agilent 1260 Infinity II з УФ детектором (УФ-детектування проводили при 270 нм).
	Наступні умови ВЕРХ хроматографування були запропоновані:
	Рисунок 3.2. Хроматограма придатності хроматографічної системи стандартного зразку бортезомібу субстанції (Rt=8,924) та специфікованої домішки А (Rt=11,601) і неспецифікованої/не ідентифікованої домішки (Rt=15,578).
	Рисунок 3.3. Хроматограма стандартного зразку, сигнал бортезомібу субстанції (Rt=8,703) та неспецифікованих/не ідентифікованих домішок з нечітким віднесенням значень Rt.
	Рисунок 3.4. Хроматограма випробуваного зразку: бортезомібу субстанції (Rt=8,713), специфікована домішки А (Rt=11,701), неспецифікованих/не ідентифіковані домішки: домішка С  (Rt=4,804),  домішка D (Rt=6,725).
	Рисунок 3.5. УФ-спектр бортезомібу субстанції.
	Зміщення сигналів на УФ-спектрі доводить присутність у складі субстанції неспецифікованих домішок, які було виявлено під час хроматографування методом ВЕРХ.  Отримані результати дозволяють зробити висновок щодо ступеню очистки субстанції бортезомібу т...
	Сумарний вміст супутніх домішок не повинен перевищувати 2%. Якщо концентрація домішок перевищує 0,1%, то їх необхідно ідентифікувати. Контроль виконують за розділом «супутні домішки» (АНД) із зазначенням структурних та молекулярних формул і мас.
	Монографія має тест «Конкретно зазначувані домішки», за яким контролюють високотоксичні домішки, якщо такі присутні.
	Супровідні домішки досліджують хроматографічними методами, спектральними методами.
	Виробники лікарської субстанції повинні обґрунтовувати вміст домішок, наводячи  фармакологічні або токсикологічні дані. Якщо субстанція містить її антагоністи, то це вважається неприпустимим, а домішки називають неприпустимими.
	Метод регламентованого контролю неспецифічних домішок називають гранічним вмістом домішок у лікарських субстанціях. Для виконання гранічного вмісту домішок вибирають контрольовані катіони та аніони. Такий вибір обґрунтовується технологічним процесом. ...
	Виробники лікарської субстанції повинні обґрунтовувати вміст домішок, наводячи  фармакологічні або токсикологічні дані. Якщо субстанція містить її антагоністи, то це вважається неприпустимим, а домішки називають неприпустимими. (1)
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