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Opis wynalazku

Przedmiot wynalazku miesci sie w dziedzinie diagnostyki stanéw zapalnych toczgcych sie in vivo
w wyniku reakcji komérek immunologicznych w ognisku zapalnym oraz diagnostyki nowotwordw,
zwtaszcza nabtonkowych, jak i markeréw diagnostycznych proceséw zapalnych i markeréw diagno-
stycznych umozliwiajgcych wykrywanie, na wczesnym etapie, rozwéj nowotworéw nabtonkowych. Wy-
nalazek dotyczy zwigzkéw do zastosowania medycznego — diagnostycznego — w diagnostyce stanéw
zapalnych oraz we wczesnej diagnostyce nowotwordéw nabtonkowych, przy czym zwigzki te uzywane
sg jako zestaw diagnostyczny — markery diagnostyczne — do wykrywania procesu patofizjologicznego
w materiale biologicznym ssakéw, zwlaszcza krwi i moczu cztowieka. Wynalazek w zwigzku z tym do-
tyczy zestawu diagnostycznego zawierajgcego co najmniej dwa nowe zwigzki — odczynnik diagno-
styczny do wykrywania zmian immunologicznych w tym do predykcji rozwoju procesu nowotworzenia
z komoérek nabtonkowych na bardzo wczesnym etapie rozwoju choroby, nawet przed procesem nowo-
tworzenia, i diagnozowania procesu zapalnego, czy tez wykrywania juz rozpoczetego procesu nowo-
tworzenia z jednoczesng reakcjg zapalng, oraz odczynnik do wykrywania dodatkowych proceséw za-
palnych przy obecnos$ci nowotworu nabtonkowego np. zakazenia bakteryjnego lub wirusowego. Wyna-
lazek dotyczy réznicowania nowotworu nabtonkowego i procesu zapalnego.

Znane sg zwigzki i markery diagnostyczne do wykrywania stanu zapalnego jak i procesu nowo-
tworzenia.

Ze wzgledu na fakt, ze p6zno wykryty stan zapalny zmierzajgcy do powstania nowotworu wigze
sie ze zmniejszeniem szans na wyleczenie lub wigze sie z trudnosciami terapeutycznymi wcigz poszu-
kuje sie nowych zwigzkoéw diagnostycznych mogacych w sposéb jak najbardziej czuty i specyficzny wy-
kry¢ procesy chorobowe jak w najwczes$niejszym etapie procesu patofizjologiczne.

Przedmiotem wynalazku byto opracowanie czutego i specyficznego markera diagnostycznego,
ktéry umozliwi zdiagnozowanie nowotworu, zwtaszcza nabtonkowego, zwlaszcza raka pecherza, raka
przewodéw moczowych, raka cewki moczowej, czy tez innych nowotworéw, ktérym towarzyszy pod-
wyzszenie aktywnosci enzymow proteolitycznych, i ktérych to proces chorobowy moze by¢ obserwo-
wany w materiale biologicznym, zwtaszcza moczu pacjenta, na bardzo wczesnym etapie chorobotwor-
czym, czyli nawet na etapie reakcji zapalnej. Nieoczekiwanie okazato sie, ze opracowane nowe zwigzki
zawierajgce aminokwasy stanowig markery diagnostyczne, ktére jedynie w obecnosci enzymoéw prote-
olitycznych, ktére sg wynikiem reakcji zapalne;j i/lub nowotworu nabtonkowego, i ktére to enzymy uwal-
niane sg i obecne w materiale biologicznym, wykazujg wtasciwos$ci chromogeniczne i/lub fluorogeniczne
mierzone w zakresie fal 300-500 nm, zwfaszcza 380—430. Wtasciwosci barwne sg obserwowane pod-
czas hydrolizy enzymatycznej tych zwigzkéw w materiale biologicznym, zwtaszcza moczu i krwi pa-
cjenta, u ktérego rozwija sie lub juz rozwinat sie nowotwor nabtonkowy, w tym z towarzyszgcym proce-
sem zapalnym czy tez rozwinefa sie sama odpowiedz zapalna lub odpowiedz zapalna towarzyszgca
dodatkowo chorobie nowotworowej. W przypadku nowotworéw, proces ten wigze sie ze skutkami cho-
roby nowotworowej czyli podwyzszeniem aktywnos$ci enzymow proteolitycznych guza i okolicznych tka-
nek wynikajgcych z wielu proceséw, do ktérych zalicza sie podwyzszong angiogeneze, remodeling tka-
nek, nekroze tkanek zdrowych wskutek nacieku nowotworu a takze apoptoze komérek nowotworowych.
Cze$¢ zwigzkdw wedtug wynalazku umozliwia wykrywanie nawet juz procesu zapalnego, poprzez réw-
niez ich hydrolize, w tym za pomocg uwalnianych enzyméw z ogniska zapalnego w trakcie procesu
immunologicznego, co wigze sie z wywotaniem reakcji barwnej wykrywanej poprzez pomiar absorbancji
w zakresie fal 300-500 nm, zwtaszcza 380-430.

W trakcie badan prowadzonych w Pracowni Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej Uniwer-
sytetu Gdanskiego przeprowadzono identyfikacje zwigzkéw, ktére bylyby podatne na zwiekszong ak-
tywnosé proteolityczng w materiale biologicznym, zwtaszcza ludzkim moczu majgcych zastosowanie
jako markery diagnostyczne nowotwordéw nabtonkowych i markety diagnostyczne proceséw zapalnych,
w tym zwlaszcza nowotworu nabtonka uktadu moczowego. W trakcie badan przeprowadzono badanie
eksperymentalne na materiale biologicznym cztowieka, w tym moczu oséb chorych, u ktérych potwier-
dzono reakcje zapalng i/lub nowotwory nabtonkowe na réznym etapie rozwoju, jak i moczu oséb z wy-
kluczonym stanem zapalnym - grupie kontrolnej.

W wyniku tych badan zostaty opracowane zwigzki o sekwencji ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH;,
gdzie ABZ to kwas 2-aminobenzoesowy a ANB-NH: to amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, ANB to
kwas 5-amino-2-benzoesowy, oraz ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-pNA, gdzie pNA to para-nitroanilina. Zwigzki
te znajdujg zastosowanie jako markery juz do wykrywania procesu immunologicznego — odpowiedzi
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immunologicznej jak réwniez markery diagnostyczne nowotworéw nabtonkowych. W wyniku badania
zostat opracowany réwniez zwigzek o wzorze ABZ-Met-Lys-Val-Trp-pNA, gdzie ABZ to kwas 2-amino-
benzoesowy za$ pNA to para-nitroanilina, ktére znajdujg zastosowanie jako markery do wykrywania
nowotworu nabtonkowego. Wykrywany proces zapalny przez zwigzki wymienione jako pierwsze, moze
by¢ skorelowany réwniez w chwili pojawienia sie nowotworu, wokot ktdrego pojawia sie stan zapalny.
Wykrycie stanu zapalnego moze by¢ rowniez przydatne w przypadku zakazenia bakteriami lub wirusami
w obecnoéci lub bez obecnos$ci nowotworu nabtonkowego.

W obu diagnozowanych przez zaproponowane zwigzki procesach towarzyszy hydroliza enzyma-
tyczna tych markeréw — w wyniku uwalniania enzymoéw w trakcie proceséw immunologicznych zacho-
dzacych in vivo i/lub enzymow proteolitycznych uwalnianych w wyniku rozwoju nowotworu nabtonko-
wego. Proces ten obserwuje sie poprzez odpowiednio monitoring uwalnianej czgsteczki ANB-NH:> (amid
kwasu 5-amino-2-benzoesowego) lub pNA (p-nitroanilina) przy dtugoéci fali 300-400, korzystnie
380-430 nm, czyli hydroliza nastepuje w pozycji 5 zwigzku — po 5-tym w kolejnosci aminokwasie.

Przedmiotem wynalazku jest zwigzek o wzorze ogélnym; ABZ'-Leu®-Glu3-Pro*-Val®-X8, gdzie:
ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, X to oznacza ANB-NH: lub pNA, przy czym ANB-NH: oznacza
amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, ANB - kwas 5-amino-2benzoesowy, a pNA oznacza 4-nitroani-
line.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zwigzek o wzorze: ABZ'-Met?-Lys>-Val*-Trp>-pNA®, gdzie:
ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, pNA oznacza 4-nitroaniline.

Przedmiotem wynalazku jest zestaw diagnostyczny do zastosowania we wczesnej diagnostyki
nowotworu, zwfaszcza nabtonkowego i/lub stanu zapalnego, i réznicowania nowotworu i stanu zapal-
nego zawierajgcy co najmniej dwa w/w/ zwigzki — zwigzek o wzorze ogolnym ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val®-
X8 i zwigzek 0 wzorze ABZ'-Met?-Lys3-Val*-Trp°-pNA, gdzie: ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,
X oznacza ANB-NH: lub pNA, przy czym ANB-NH: oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego,
pNA oznacza 4-nitroaniline.

Sposo6b diagnozowania i r6znicowania nowotworu nabtonkowego i procesu zapalnego w mate-
riale biologicznym ssaka, charakteryzuje sie tym, ze jako marker diagnostyczny stosuje sie co najmniej
jeden zwigzek o wzorze ogolnym ABZ'-Leu®-Glu3-Pro*-Val®-X®, ktéry stanowo marker odpowiedzi im-
munologicznej i dodatkowo nowotworu, oraz zwigzek o wzorze, ABZ'-Met?-Lys>-Val*-Trp>-pNA, ktory
stanowi marker nowotworu; gdzie: ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, X oznacza ANB-NH: lub
pNA, przy czym ANB-NH2 oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, pNA oznacza 4-nitroaniline.
Zwiagzki dodaje sie do materiatu biologicznego, kazdy do osobnej probki, a nastepnie dokonuje sie po-
miaru absorbanciji przy dtugosci fali w zakresie od 300 do 500 nm. Wzrost absorbancji wskazuje na
wynik pozytywny. Zabarwienie jest wynikiem hydrolizy enzymatycznej zwigzku zwtaszcza w pozycji 5 —
po pigtym z kolei aminokwasie, pod wptywem enzymow proteolitycznych obecnych w materiale biolo-
gicznym in vitro w wyniku odpowiedzi immunologicznej i/lub nowotworu in vivo. Czas odczytu absorban-
cji ustala sie w zaleznosci od ilosci dodanego zwigzku. Odczyt moze nastapié po okoto 60 minutach,

Korzystnie, pomiaru absorbancji dokonuje sie przy dtugosci fali 380—-430 nm.

Cze$¢ okreslen stosowanych powyzej oraz w opisie i zastrzezeniach patentowych, majg naste-
pujgce znaczenie:

Nowotwér nabtonkowy — czyli taki, ktébrego komérki wywodzg sie z nabtonka gruczotéw wydzie-
lania zewnetrznego i wewnetrznego oraz z przewoddw tych gruczotéw, np. nowotwdr nabtonka uktadu
moczowego.

Wiasciwosci chromogeniczne — oznaczajg powstawanie produktu barwnego

Wiasciwosci fluorogeniczne oznaczajg powstawanie produktu emitujgcego fluorescencije

NMP — N-metylopirolidon

DMF - dimetyloformamid

DCM - chlorek metylenu

pNA — 4-nitroanilina, para-nitroanilina

ABZ - kwas 2-aminobeznoesowy,

ANB-NH2 — amid kwasu 5-amino-2-benzoesowy.

Wynalazek przedstawiono blizej w przyktadach wykonania na rysunku, na ktérym:

Fig. 1 — przedstawia szybko$¢ hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH: w prébkach
moczu ze zdiagnozowanym nowotworem. Cyfry arabskie oznaczajg numer losowo wybranej probki mo-
czu.
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Fig. 2 — przedstawia szybkos$¢ hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-pNA w prébkach moczu
ze zdiagnozowanym nowotworem. Cyfry arabskie oznaczajg numer losowo wybranej probki moczu.

Fig. 3 — przedstawia szybkosci hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH2 w zaleznosci
od obecnosci inhibitora ludzkiej elastazy neutrofilnej, ktéry to enzym jest markerem stanu zapalnego,
w prébce ludzkiego moczu ze stwierdzonym stanem zapalnym i/lub nowotworem nabtonka uktadu mo-
czowego.

Fig. 4 — przedstawia zalezno$¢ stopnia hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB NH: od
Srodowiska pH.

Fig. 5 — przedstawia wydajnosci hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB NH> w zaleznoSci
od stopnia zageszczenia ludzkiego moczu ze stwierdzonym nowotworem nabtonka uktadu moczowego.

Wynalazek ilustrujg nastepujgce przyktady wykonania, nie stanowigce jego ograniczenia

Przyktad 1

Synteza zwigzku ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val>-ANB-NH-?

1. Otrzymanie peptydu chromogenicznego

a) Pierwszym etapem syntezy bylo otrzymanie peptydu chromogenicznego ktéry otrzymano

metodg syntezy w fazie statej — na nosniku statym — z wykorzystaniem chemii Fmoc/tBu, czyli
Z uzyciem oston.

Zwigzek o sekwencji ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val>-ANB-NH-®, gdzie ABZ — oznacza kwas 2-amino-
benzoesowy, a ANB-NH: to amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, zas ANB to kwas 5-amino-2-ben-
zoesowy, otrzymano na drodze syntezy chemicznej w fazie statej z wykorzystaniem nastepujgcych po-
chodnych aminokwasowych.

Boc-ABZ, Fmoc-Leu, Fmoc-Glu(Trt), Fmoc-Pro, Fmoc-Val, ANB

Synteze zwigzku czyli markera diagnostycznego do wykrywania nowotworéw nabtonkowych, kto-
rych diagnostyka jest zwigzana z hydrolizg tego zwigzku pod wptywem enzymoéw proteolitycznych pro-
wadzono na noéniku statym umozliwiajgcym przeksztaicenie kwasu 5-amino-2-beznoesowego w amid
ANB-NH:z:

— np. zywicy amidowej np. TentaGel S RAM firmy RAPP Polymere (Niemcy) np. o osadzeniu 0,23
mmol/g.

Mozliwe jest zastosowanie innej dostepnej handlowo zywicy amidowej, w tym... Rink Amide
(Niemcy).

Synteze zwigzku prowadzono w spos6b manualny z zastosowaniem wytrzgsarki laboratoryjne;j,
Przez wiekszo$¢ etapow reaktorami byfa strzykawka zakoriczona spiekiem do syntezy w fazie statej
0 pojemnosci 25 ml.

Wszystkie otrzymywane koncowe zwigzki zawieraty w swojej sekwencji w pozycji 1 czyli na
N-koncu kwas 2-aminobenzoesowy — ABZ i w pozycji 6: czgsteczke kwasu 5-amino-2-nitrobenzoeso-
wego ANB na C-konicu. ABZ pehi role donora fluorescencji, natomiast ANB — kwas 5-amino-2-benzoe-
sowy pemni role wygaszacza fluorescenciji i jednoczes$nie chromoforu. Peptydy w swojej sekwencji za-
wieraty co najmniej i korzystnie jedno miejsce reaktywne zlokalizowane pomiedzy resztami aminokwa-
sowymi Val-ANB-NH:: w pozycji 5 zwigzku. Synteze polegajgcg na przytgczaniu pochodnych amino-
kwasowych prowadzi sie od reszty 6 do 1, czyli od korica C do N.

b) Osadzenie ANB na zywicy TentaGel S RAM:

Synteze peptydéw wykonano na zywicy TentaGel S RAM firmy Rapp Polymere o osadzeniu 0,23
mmol/g. W pierwszym etapie przygotowano zywice, w tym dokonano spulchnienia zywicy poprzez cykl
przemywan. Kolejno przystgpiono do usuniecia z nosnika ostony grupy aminowej Fmoc — za pomoca
20% roztworu piperydyny w NMP.

Nastepnie przeprowadzono cykl przemywan rozpuszczalnikami. W celu potwierdzenia obecnosci
wolnych grup aminowych wykonano test chloranilowy.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 1 x 10 minut

ISOH 1 x 10 minut

DCM 1 x 10 minut

Usuniecie ostony Fmoc :

DMF 1 x 5 minut

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty

20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut



PL 238 700 B1 5

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty
ISOH 3 x 2 minuty
DCM 3 x 2 minuty

c) Test chloranilowy:

Test chloranilowy polegat na przeniesieniu za pomocg topatki, kilku ziaren zywicy z reaktora —
strzykawki do szklanej amputki, do ktérej nastepnie dodano 100 pl nasyconego roztworu p-chloranilu
w toluenie i 50 pl $wiezego aldehydu octowego. Po uptywie 10 minut przeprowadzono kontrole zabar-
wienia ziaren.

Na tym etapie po przeprowadzeniu testu otrzymano zielone zabarwienie ziaren, ktére Swiadczyto
0 obecnosci wolnych grup aminowych. Po potwierdzeniu usuniecia oston 9-fluorenylometoksykarbony-
lowych z zywicy mozna byto przystgpié do kolejnego etapu, przytgczania pochodnej ANB (kwasu
5-amino-2-nitrobenozesowego)

d) Osadzenie kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego na nosniku statym

Pierwszym etapem syntezy biblioteki peptydowej — mieszaniny peptydéw, byto osadzenie ANB
na 1 g zywicy. Przed przytgczeniem chromoforu przemyto zywice uzywang do reakcji nastepujgcymi
rozpuszczalnikami: DMF, DCM i ponownie DMF, po czym usunieto ostone Fmoc- z grupy funkcyjnej
nosnika. Jeden cykl usuwania ostony Fmoc- obejmowat nastepujace etapy:

Usuniecie ostony Fmoc-:

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty
20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut
e) Przemywanie

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

f) Test chloranilowy na obecno$¢ wolnych grup aminowych

Zywice z wolng grupg aminowg przemyto 5% roztworem N-metylomorfoliny (NMM) w DMF, a na-
stepnie DMF. Procedure usuwania ostony Fmoc- oraz cykl przemywan przeprowadzono w naczynku
Merrifielda. W osobnej kolbie rozpuszczono ANB w DMF i dodano kolejno TBTU, DMAP, a na koniec
diizopropyloetyloamine (DIPEA) w nastepujgcych nadmiarach w stosunku do osadzenia polimeru:
ANB/TBTU/DMAP/DIPEA, 3:3:2:6. Tak przygotowang mieszanine dodano do zywicy i mieszano przez
3 godziny. Zywice odsgczono pod zmniejszonym cisnieniem, przemyto DMF, DCM i izopropanolem,
a calg procedure acylowania powtérzono dwa razy. Do przeprowadzenia kolejnych reakcji przytgczania
ANB do zywicy zastosowano heksafluorofosforan-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N, N’ N'-tetramelylouro-
niowy (HATU), a potem heksafluorofosforan-O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N"-tetrametylouroniowy
(HBTU). W ostatnim etapie zywice przemyto kolejno DMF, DCM oraz izopropanolem i suszono na po-
wietrzu.

g) Przylaczenie C-koncowej reszty1 aminokwasowej do ANB

Odpowiednig pochodng aminokwasowg (9-krotny nadmiar molowy w stosunku do osadzenia zy-
wicy) rozpuszczono w pirydynie i przeniesiono do kolby zawierajacej zywice z osadzonym ANB. Cato$¢
chtodzono do uzyskania temperatury -15°C (faznia lodowa: 1 cz. wagowa NH4Cl, 1 cz. wagowa NaNOs3,
1 cz. wagowa lodu). Po osiggnieciu zgdanej temperatury dodano POCIs (w stosunku 1:1 do uzytej iloSci
pochodnej aminokwasowej) i cato$¢ mieszano na mieszadle magnetycznym: 20 minut w -15°C, 30 mi-
nut w temperaturze pokojowej oraz 6 godzin w 40°C (faznia olejowa). Po zakonczeniu reakcji zywice
odsaczono pod zmniejszonym ciSnieniem, przemyto DMF oraz MeOH i zostawiono do wysuszenia.

W kolejnym etapie przytgczono reszte w pozycji P2 (proling)

Wszystkie przytgczania reszt aminokwasowych poprzedzono przemywaniem zywicy za pomocg
DMF przez 5 minut. W kolejnych przytgczaniach stosowano diisopropylokarbodiimid jako srodek sprze-
gajacy. Procedure powtarzano dwukrotnie.

Po kazdym z acylowan rozpoczynano cykl przemywan zywicy, a nastepnie wykonywano test
chloranilowy, w celu monitorowania przytgczania pochodnej aminokwasowej do wolnych grup amino-
wych zywicy.
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Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty
ISOH 3 x 2 minuty
DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

W wyniku przeprowadzonych testéw po dwoch pierwszych sprzeganiach zabarwienie ziaren naj-
pierw byto zielone, a nastepnie szare, wiec konieczne byfo przeprowadzenie kolejnego acylowania,
w wyniku ktérego ziarna zywicy badanej testem chloranilowym byly bezbarwne. Swiadczyto to przyfa-
czeniu ANB do zywicy TentaGel S RAM, co pozwolito przej$¢ do nastepnego etapu syntezy peptydu.

h) Przytgczanie kolejnych chronionych reszt aminokwasowych:

Zywice wraz z przytaczong resztg ANB znajdujaca sie w reaktorku przemyto za pomocg DMF,
a nastepnie przystgpiono do deprotekcji ostony Fmoc z grupy aminowej w celu przytgczenia chronionej
pochodnej aminokwasowej glicyny.

Usuniecie ostony Fmoc :

DMF 1 x 5 minut

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty

20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

W wyniku przeprowadzenia testu chloranilowego otrzymano wynik pozytywny, o czym Swiadczyto
zielone zabarwienie ziaren zywicy. Pozwolito to na rozpoczecie kolejnego etapu — przytaczania reszty
aminokwasowej Fmoc-Glu(Trt)-OH.

Przytgczanie pochodnej aminokwasowej:

Wykonywane sprzegania poprzedzono przemywaniem zywicy w DMF. Podczas przyfgczania
chronionej reszty kwasu glutaminowego sktad mieszaniny sprzegajacej pozostawat bez zmian.

Po zakonczeniu kazdego z acylowan stosowano cykl przemywan rozpuszczalnikami wedtug po-
danej procedury, a nastepnie przeprowadzono test chloranilowy na obecno$¢ wolnych grup aminowych
w roztworze.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

Ziarna zywicy podczas testu przeprowadzonego po drugim acylowaniu byty bezbarwne, co po-
zwolito na przejscie do kolejnego etapu syntezy, jakim byto wprowadzenie kolejnej chronionej pochodnej
aminokwasowej — leucyny i czgsteczki kwasu 2-aminobenzoesowego. Procesy sprzegania odbyty sie
zgodnie z procedurg oméwiong wczesniej.

Testy przeprowadzone po przytgczeniu wyzej wymienionych reszt wykazaty wyniki pozytywne,
ziarna zywicy byly bezbarwne.

2. Usuwanie peptydu z no$nika

Po zakonczeniu syntezy amid peptydu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH: usunieto z no$nika wraz
Z jednoczesnym usunieciem oston bocznych za pomocg mieszaniny: TFA : fenol : woda : TIPS (88 :5:
5: 2, viviviv) w kolbie okraggtodennej na mieszadle magnetycznym.

Po uptywie 3 godzin zawarto$¢ kolby odsgczyto sie pod zmniejszonym ci$nieniem na lejkach ze
spiekiem Schotta przemywajgc eterem dietylowym. Powstaly osad odwirowano na wiréwce SIGMA
2K30 (Laboratory Centrifuges) w czasie 20 minut. Osad otrzymany po wirowaniu rozpuszcza sie w wo-
dzie przy pomocy ultradzwiekéw, a nastepnie poddano liofilizacji.

Tozsamos$é/charakterystyka nowego zwigzku — analiza HPLC, MS

HPLC warunki: kolumna RP Bio Wide Pore Supelco C8 250 mm 4 mm, uktad faz A 0,1% TFA
w wodzie, B: 80% acetonitrylu w A), przeptyw 1 ml/min, detekcja UV przy 226 nm. Potwierdzono otrzy-
manie zwigzku.
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Przyktad 2

Otrzymywanie zwigzku o wzorze zwigzku ABZ'-Leu?-Glu3-Pro“-Val>-pNAS.

Proces prowadzi sie w podobny sposo6b jak opisano w przyktadzie 1 z tym, ze wykorzystuje sie
odpowiednie pochodne aminokwasowe i dodatkowe podstawniki i proces przeprowadza sie czesciowo
w roztworze czesciowo na nosniku statym.

Otrzymanie p-nitroanilidu Val
a. Pierwszym etapem syntezy bylto otrzymanie chronionego peptydu, ktéry otrzymano metodg
syntezy w fazie statej z wykorzystaniem chemii Fmoc/tBu
Zwigzek ABZ'-Leu?-Glu(OtBu)3-Pro*-OH, gdzie ABZ- oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,
otrzymano na drodze syntezy chemicznej w fazie statej z wykorzystaniem nastepujgcych pochod-
nych aminokwasowych:
Boc-ABZ, Fmoc-Leu, Fmoc-Glu(OtBu), Fmoc-Pro.

Synteze zwigzku prowadzono na no$niku statym:

— zywica 2-chloro-chlorotytylowa np. firmy Iris BIOTECH GMBH (Niemcy) o osadzeniu grup 1,6
mmoli Cl/g

Synteze zwigzku prowadzono manualnie z zastosowaniem wytrzgsarki laboratoryjnej. Przez wszyst-
kie etapy reaktor stanowita strzykawka zakofnczona spiekiem do syntezy w fazie statej o pojemnosci 25 ml.

Synteze peptyddw wykonano na noéniku: zywicy 2-chloro-chlorotytylowa np. firmy Iris BIOTECH
GMBH (Niemcy) o osadzeniu grup 1,6 mmol Cl/g. W pierwszym etapie dokonano spulchnienia zywicy
poprzez cykl przemywan. Kolejno przystgpiono do usuniecia z nosnika ostony grupy aminowej Fmoc —
za pomocg 20% roztworu piperydyny w NMP. Nastepnie przeprowadzono cykl przemywan rozpuszczal-
nikami. W celu potwierdzenia obecnosci wolnych grup aminowych wykonano test chloranilowy.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 1x10 minut

ISOH 1 x 10 minut

DCM 1x10 minut

Usuniecie ostony Fmoc :

DMF 1 x 5 minut

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty
20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

b) Test chloranilowy:

Test chloranilowy polegat na przeniesieniu za pomocg topatki, kilku ziaren zywicy z reaktora — strzy-
kawki do szklanej amputki, do ktérej nastepnie dodano 100 pl nasyconego roztworu p-chloranilu w toluenie
i 50 pl Swiezego aldehydu octowego. Po uptywie 10 minut przeprowadzono kontrole zabarwienia ziaren.

Na tym etapie po przeprowadzeniu testu otrzymano zielone zabarwienie ziaren, ktére $wiadczyto
0 obecnosci wolnych grup aminowych. Po potwierdzeniu usuniecia oston 9-fluorenylometoksykarbony-
lowych z zywicy mozna byto przystgpi¢ do kolejnego etapu, przytgczania pochodnej Fmoc-Pro.

b. Osadzenie Fmoc-Pro na no$niku statym

Pierwszym etapem syntezy biblioteki peptydowej byto osadzenie Fmoc-Pro na 1 g zywicy. Przed przy-
faczeniem pochodnej aminokwasowej przemyto zywice uzywang do reakcji nastepujacymi rozpuszczailni-
kami: DMF (dimetyloformamid), DCM (chlorek metylenu) i ponownie DMF, po czym usunieto ostone Fmoc-
z grupy funkcyjnej nosnika. Jeden cykl usuwania ostony Fmoc- obejmowat nastepujace etapy:

Usuniecie ostony Fmoc-:

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty

20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Przemywanie

DMF 3x2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3x 2 minuty

Test chloranilowy na obecno$é wolnych grap aminowych.
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Zywice z wolng grupg aminowg przemyto DMF. W osobnej kolbie rozpuszczono Fmoc-Pro
w DMF i dodano kolejno TBTU, DMAP, a na koniec diizopropyloetyloamine (DDPEA) w nastepujgcych
nadmiarach w stosunku do osadzenia polimeru: Fmoc-Pro/TBTU/DMAP/DIPEA, 3:3:2:6. Tak przygoto-
wang mieszanine dodano do zywicy i mieszano przez 3 godziny. Zywice odsgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, przemyto DMF, DCM i izopropanolem, a catg procedure acylowania powtérzono dwa razy.
Do przeprowadzenia kolejnych reakcji przytgczania Fmoc-Pro do zywicy zastosowano heksafluorofos-
foran-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N, N, N'N'tetrametylouroniowy (HATU), a potem heksafluorofosforan-
O-(benzotriazol-1-yl) N,N,N'N-tetrametylouroniowy (HBTU). W ostatnim etapie zywice przemyto kolejno
DMF, DCM oraz izopropanolem i suszono na powietrzu.

c. Przytgczanie kolejnych chronionych reszt aminokwasowych:

Zywice wraz z przylgczong resztg Fmoc-Pro znajdujgcy sie w reaktorku przemyto za pomoca
DMF, a nastepnie przystgpiono do deprotekcji ostony Fmoc z grupy aminowej w celu przytaczenia chro-
nionej pochodnej aminokwasowej kwasu glutaminowego.

Usuniecie ostony Fmoc :

DMF 1 x 5 minut

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty
20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

W wyniku przeprowadzenia testu chloranilowego otrzymano wynik pozytywny, o czym Swiadczyto
zielone zabarwienie ziaren zywicy. Pozwolito to na rozpoczecie kolejnego etapu — przytaczania reszty
aminokwasowej Fmoc-Glu(OtBu)-OH.

Przytgczanie pochodnej aminokwasowej:

Wykonywane sprzegania poprzedzono przemywaniem zywicy w DMF. Podczas przyfgczania
chronionej reszty kwasu glutaminowego sktad mieszaniny sprzegajacej pozostawat bez zmian.

Po zakonczeniu kazdego z acylowan stosowano cykl przemywan rozpuszczalnikami wedtug po-
danej procedury, a nastepnie przeprowadzono test chloranilowy na obecno$é wolnych grup aminowych
w roztworze.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty
ISOH 3 x 2 minuty
DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

Ziarna zywicy podczas testu przeprowadzonego po drugim acylowaniu byty bezbarwne, co po-
zwolito na przejscie do kolejnego etapu syntezy, jakim byto wprowadzenie kolejnej chronionej pochodnej
aminokwasowej — leucyny i czgsteczki kwasu 2-aminobenzoesowego. Procesy sprzegania odbyty sie
zgodnie z procedurg oméwiong wczesniej.

Testy przeprowadzone po przytgczeniu wyzej wymienionych reszt wykazaty wyniki pozytywne,
ziarna zywicy byly bezbarwne.

d. Usuwanie peptydu z no$niku z zachowaniem oston grup bocznych

Po zakonczeniu syntezy chroniony peptyd ABZ-Leu-Glu(OtBu)-Pro-OH usunieto z no$nika wraz
z zachowaniem oston bocznych za pomoca mieszaniny: kwas octowy: TFE (trifluoroetanol):DCM (2:2:6,
viviv) w kolbie okrggtodennej na mieszadle magnetycznym.

Po uptywie 2 godzin zawarto$¢ kolby odsgczyto sie pod zmniejszonym ci$nieniem na lejkach ze
spiekiem Schotta przemywajgc mieszaning $ciggajgcg. Roztwér przemyto heksanem (1:10 v/v), odpa-
rowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie poddano liofilizacji.

e. Chemiczna synteza pochodnych paranitroanilidu Val

Do syntezy Fmoc-Val-pNA wykorzystano metode mieszanych bezwodnikéw. W pierwszym
etapie 2 mmole Fmoc-Val rozpuszczono w bezwodnym tetrahydrofuranie (THF) w obecnosci 2
mmoli N-metylomorfoliny (NMM). Grupa karboksylowa pochodnej aminokwasowej byta aktywowana
2 mmolami chlorku izobutylu. Po 10 minutach aktywacji dodano 3 mmmole p-nitroaniliny. Reakcje
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prowadzono przez 2 godziny w temperaturze -15°C, a nastepnie dobe w temperaturze pokojowe;j.
Po skonczonej reakcji rozpuszczalnik odparowano, a suchg pozostato$é rozpuszczono w octanie
etylu. Otrzymany roztwér przemywano kolejno nasyconym wodnym roztworem NaCl, 10% kwasem
cytrynowym, 5% wodoroweglanem sodu. Otrzymany roztwér wysuszono nad bezwodnym siarcza-
nem sodu, octan etylu oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a suchg pozostato$¢ suszono
w eksykatorze prézniowym nad P20s i KOH.

f. Sprzeganie chronionego peptydu z paranitroanilidem Val

Chroniony peptyd ABZ'-Leu?-Glu(OtBu)*-Pro*-OH rozpuszczono w niewielkiej ilosci DCM, ko-
lejno aktywowano za pomocg TFFH (tetrametylofluoroformamid) przez 30 minut w temperaturze 0°C,
Nastepnie dodano katalityczng ilo§¢ DMAP oraz Fmoc-Val-pNA. Reakcje prowadzono przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej, po czym odparowano rozpuszczalnik. Otrzymany roztwér zalano mieszaning
Sciggajgcg ostony boczne: TFA : fenol : woda : TIPS (88 : 5: 5 : 2, viviviv) i mieszano w kolbie okragto-
dennej na mieszadle magnetycznym przez 3 godziny.

Po tym czasie do kolby dodano zimny eter dietylowy, a powstaty osad odwirowano na wiréwce
SIGMA 2K30 (Laboratory Centrifuges) w czasie 20 minut. Osad otrzymany po wirowaniu rozpuszcza
sie w wodzie przy pomocy ultradzwiekéw, a nastepnie poddano liofilizaciji.

Tozsamos$é/charakterystyka nowego zwigzku — analiza HPLC, MS

HPLC warunki : kolumna RP Bio Wide Pore Supelco C8 250 mm 4 mm, ukfad faz A 0,1% TFA
w wodzie. B: 80% acetonitrylu w A), przeptyw 1 mi/min, detekcja UV przy 226 nm.

Potwierdzono otrzymanie zwigzku.

Przyktad 3

Badanie zastosowania nowych zwigzkéw otrzymanych wedtug przyktadu 1 i 2 w diagnostyce sta-
néw zapalnych i diagnostyce nowotworéw nabtonkowych.

Badanie wykonano, na grupie 130 chorych — nowotwory nabtonkowe / stan zapalny, 430 0s6b
bez choroby nowotworowej w postaci kontroli.

Inkubacja zwigzku o strukturze ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH2 / ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-pNA w ni-
zej opisanych warunkach;

- 80 pl moczu pacjentéw z diagnoza nowotworu nabtonka uktadu moczowego lub mocz od

grupy kontrolnej

- 100 pl buforu (50 mM Tris-HCI, pH 8.3)

- 20 pl substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB NH2 -NH2 (0,5 mg/ml DMSO - dimetylosulfotle-

nek) lub ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-pNA (0,5 mg/ml DMSO - dimetylosulfotlenek)

- Czas inkubacji 60 minut

- Temperatura 37°C

Przeprowadzono réwniez badanie zastosowania markera diagnostycznego otrzymanego wedtug
przyktadu 1 lub 2 do wykrywania stanu zapalnego. W tym celu marker dodawano do moczu ze zdiagno-
zowanym stanem zapalnym, potwierdzonym wykryciem markera, stanu zapalnego jakim jest elastaza
neutrofilna. W wyniku badan wykazano, ze marker ten moze zosta¢ zastosowany jako marker stanu
zapalnego, jak réwniez marker stanu zapalanego i nowotworu nabtonkowego, w przypadku obecnosci
i nowotworu i potwierdzonego stanu zapalenia. W obu przypadkach obserwowano zabarwienie — odczyt
absorbancji przy diugosci fali okoto 410 nm — w zakresie 380—-430 nm.

W wyniku inkubacji otrzymano nastepujace wyniki, ktérych przyktady przedstawiono i opisano
ponizej.

Przeprowadzono réwniez badania uzycia tych zwigzkéw do wykrywania stanu zapalnego i nowo-
tworu nabtonkowego w prébkach krwi pacjentéw z rozpoznanym stanem zapalnym / nowotworem na-
btonkowym. Proces pomiaru absorbancji przeprowadza sie w analogiczny sposéb jak opisano dla pré-
bek moczu. Wstepne wyniki badan potwierdzajg ich zastosowanie diagnostyczne réwniez dla tego ma-
teriatu biologicznego — osocza lub surowicy.
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Analiza HPLC:

Substrat ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB NH2
w buforze o skfadzie 50 mM Tris-HCI, pH 8.3

ABZ-Leu-Glu-Pro-Voi-ANB-NH ., 1,=22.89
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Aktywnos¢ proteolityczna enzymow obecnych w badanym materiale biologicznym (prébki moczu
ze zdiagnozowanym nowotworem) jest proporcjonalna do intensywnos$ci obserwowanego sygnatu ab-
sorbancji, uwalnianego w wyniku hydrolizy wigzania peptydowego ANB. Analiza potwierdzita, ze w przy-
padku badanych probek hydroliza substratu ABZ'-Leu?-Glu3-Pro“-Val>-ANB-NH:® nastepuje w pozyciji
5, gdzie otrzymujemy ABZ'-Leu?-Glu®-Pro“-Val® oraz ANB-NH®. Analogicznemu procesowi ulega zwig-
zek ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val®>-pNA® ktory uwalnia wolng czgsteczke pNA i fragment ABZ'-Leu?-Glu®-
-Pro“-Val®-OH.

Z wykresu — Fig. 1 odczyta¢ mozemy, ze w przypadku probek 148, 305, i 233 rozpad substratu
ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH: zachodzi wydajniej niz w przypadku materiatow 89, 42 czy 117. Taki
rezultat moze by¢ spowodowany réznicg w aktywnosci, jak i ilosci enzymoéw odpowiedzialnych za pro-
teolize. Identyczny obraz otrzymujemy przy zastosowaniu substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-pNA - Fig.2.
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T ab ela Rodzaje inhibitoréw, mechanizm ich dziatania oraz zastosowane stezenie efektywne

Inhibitor Rodzaj inhibitora Klasa hamowanych | Stezenie
enzymow [M]

Carfilzomib Nieodwracalny proteinazy treoninowe | 1,000 x 105
{aktywnosé

chymotrypsynowa
ludzkiego proteasomu

208)
AHX-VYDnV¥(C H,Cl), nieodwracalny . proteinazy serynowe | 4,625 x 107
Bt-NI(OBzl)YDA'(C.H:Ci)2 nicodwracalny proteinazy serynowe | 3,215 x 107
E-64 nieodwracalny proteinazy cysteinowe | 3,495 x 107

Aktywnos¢ proteolityczna jest zalezna od obecnosci okre$lonych zwigzkéw nazywanych inhibito-
rami (enzymow proteolitycznych). Ich inkubacja z danym materiatem biologicznym pozwala nam wstep-
nie okresli¢ klase enzymow obecnych w badanych probkach. W tym celu do potgczonych probek moczu
0s06b chorych (nowotwdr nabtonka uktadu moczowego) dodaliSmy efektywne stezenia hamujgce okre-
Slone klasy enzyméw proteolitycznych. Wynik tego eksperymentu przedstawia.

Na aktywno$é enzymatyczng wptywa wiele czynnikow, sposrod ktérych jednym jest pH $rodowi-
ska reakcji. Przeprowadzony eksperyment moze wskazywaé, ze w badanym moczu znajdujg sie en-
zymy preferujgce odmienne warunki. Obserwujemy jedno maksimum aktywnosci proteolitycznej, co su-
geruje na obecnos$¢ proteinaz przeprowadzajgcych hydrolize w warunkach zasadowych (fig. 3).

Uzycie inhibitoréw réznych klas enzymoéw nie spowodowato spadku aktywnosci proteolityczne;.
Jedynie inkubacja moczu z AHX-VYDnVPQ(C4H2Cl). skutkowata catkowitym wyhamowaniem hydrolizy
(fig. 4). Taki wynik mégtby sugerowacé obecnos$¢ proteinaz serynowych, a doktadniej tych o specyficz-
nosci elastazowej. WykonaliSmy dodatkowy eksperyment, ktéry potwierdzit, ze stosowany przez nas
zwigzek ABZ-Leu-Glu-PrO-Val-ANB-NH: jest hydrolizowany przez elastaze, podczas gdy proteinaza 3
nie powoduje proteolizy. Obserwowana aktywno$¢ moze Swiadczyé o stanie zapalnym towarzyszacym
chorobie nowotworowej, jako ze elastaza jest uwalniana przez neutrofile jako odpowiedz immunolo-
giczna na stan zapalny. Carfizomib takze w pewnym stopniu hamuje proteolize, stgd nasuwa sie wnio-
sek, ze za aktywnos$é enzymatyczng w moczu 0séb ze zdiagnozowang chorobg nowotworowg pecherza
moczowego odpowiada(jg) enzym(y) nalezgcy(e) do innego rodzaju niz wymienione w powyzszej tabeli.

Aby zwiekszy¢ czuto$¢ metody detekcji otrzymany materiat biologiczny (ludzki mocz ze stwier-
dzonym nowotworem nabtonka uktadu moczowego) zostat zageszczony. W tym celu uzyto kolumn fil-
tracyjnych Amicon. W wyniku tego procesu otrzymaliSmy czterokrotnie krotnie zageszczony materiat
o aktywnosci okoto 2 krotnie wyzszej niz materiat wyjsciowy (fig. 5). Fakt liniowej odpowiedzi na wzra-
stajgce stezenie enzymu potwierdza selektywno$¢ otrzymanego przez nas zwigzku.

Podsumowanie

Analiza potwierdzita zastosowanie zwigzkéw wedtug przyktadu 1 i 2 w diagnostyce stanéw
zapalnych i w diagnostyce nowotworu nabtonkowego. Wstepne wyniki wskazujg, ze zwigzki te mogg
mieé zastosowanie do rozpoznania stanu zapalnego — odpowiedzi immunologicznej, ktory towarzy-
szy nowotworowi nabtonkowego jak réwniez do rozpoznania dodatkowego stanu zapalnego np.
wywotanego zakazeniem ktére towarzyszy nowotworowi lub przy braku obecnos$ci nowotworu, czyli
rozpoznania samej odpowiedzi immunologicznej, ktéra np. moze prowadzié do procesu chorobo-
wego w tym nowotworzenia.

Mechanizm dziatania nowych zwigzkéw — markeréw diagnostycznych wedtug wynalazku polega
na hydrolizie enzymatycznej w takim miejscu peptydu, w wyniku czego uwalnia sie¢ ANB-NHz — amid
kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego lub pNA, ktéry wykazuje absorbancije przy dtugosci fali 300-500
nm, zwiaszcza 380-430 nm.

Przyktad 4
Otrzymywanie zwigzku ABZ'-Met?-Lys3-Val*Trp>-pNA®
gdzie:

ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,
pNA oznacza 4-nitroaniline.
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Proces prowadzi sie analogicznie do przyktadu 2 i podobnie do przyktadu 1, stosujgc odpowiednie
inne pochodne aminokwasowe niz w przyktadzie 2 1.

Otrzymanie p-nitroanilidu Trp

a. Pierwszym etapem syntezy bylo otrzymanie chronionego peptydu, ktéry otrzymano metodg

syntezy w fazie statej z wykorzystaniem chemii Fmoc/tBu

Zwigzek ABZ'-Mer?-Lys(Boc)3-Val‘-OH, gdzie ABZ — oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, otrzy-
mano na drodze syntezy chemicznej w fazie statej z wykorzystaniem nastepujgcych pochodnych ami-
nokwasowych:

Boc-ABZ, Fmoc-Met, Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Val.

Synteze zwigzku prowadzono na no$niku statym:

— zywica 2-chloro-chlorotytylowa np. firmy Iris BIOTECH GMBH (Niemcy) o osadzeniu grup 1,6
mmol Cl/g

Synteze zwigzku prowadzono manualnie z zastosowaniem wytrzgsarki laboratoryjnej. Przez
wszystkie etapy reaktor stanowita strzykawka zakonczona spiekiem do syntezy w fazie statej o pojem-
nosci 25 ml.

Synteze peptydéw wykonano na zywicy 2-chloro-chlorotytylowa firmy Iris BIOTECH GMBH
(Niemcy) o osadzeniu grup 1,6 mmol Cl/g. W pierwszym etapie dokonano spulchnienia zywicy poprzez
cykl przemywan. Kolejno przystgpiono do usuniecia z nosSnika ostony grupy aminowej Fmoc — za po-
mocg 20% roztworu piperydyny w NMP. Nastepnie przeprowadzono cykl przemywan rozpuszczalni-
kami. W celu potwierdzenia obecnosci wolnych grup aminowych wykonano test chloranilowy.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 1 x 10 minut

ISOH 1 x 10 minut

DCM 1 x 10 minut

Usuniecie ostony Fmoc :

DMF 1 x 5 minut

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty
20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

b) Test chloranilowy:

Test chloranilowy polegat na przeniesieniu za pomocg fopatki, kilku ziaren zywicy z reaktora —
strzykawki do szklanej amputki, do ktérej nastepnie dodano 100 pl nasyconego roztworu p-chloranilu
w toluenie i 50 pl $wiezego aldehydu octowego. Po uptywie 10 minut przeprowadzono kontrole zabar-
wienia ziaren.

Na tym etapie po przeprowadzeniu testu otrzymano zielone zabarwienie ziaren, ktére $wiadczyto
0 obecnosci wolnych grup aminowych. Po potwierdzeniu usuniecia oston 9-fluorenylometoksykarbony-
lowych z zywicy mozna byto przystgpi¢ do kolejnego etapu, przytgczania pochodnej Fmoc-Val.

b. Osadzenie Fmoc-Val na no$niku statym

Pierwszym etapem syntezy biblioteki peptydowej byto osadzenie Fmoc-Val na1 g zywicy. Przed
przytaczeniem pochodnej aminokwasowej przemyto zywice uzywang do reakcji nastepujgcymi rozpusz-
czalnikami: DMF (dimetyloformamid), DCM (chlorek metylenu) i ponownie DMF, po czym usunieto
ostone Fmoc- z grupy funkcyjnej nosnika. Jeden cykl usuwania ostony Fmoc- obejmowat nastepujgce
etapy:

Usuniecie ostony Fmoc:

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty

20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Przemywanie

DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy na obecno$é wolnych grup aminowych.
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Zywice z wolng grupg aminowg przemyto DMF. W osobnej kolbie rozpuszczono Fmoc-Pro
w DMF i dodano kolejno TBTU, DMAP, a na koniec diizopropyloetyloamine (DIPEA) w nastepujacych
nadmiarach w stosunku do osadzenia polimeru: Fmoc-Pro/TBTU/DMAP/DIPEA, 3:3:2:6. Tak przygoto-
wang mieszanine dodano do zywicy i mieszano przez 3 godziny. Zywice odsgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, przemyto DMF, DCM i izopropanolem, a catg procedure acylowania powtdérzono dwa razy.
Do przeprowadzenia kolejnych reakcji przytgczania Fmoc-Pro do zywicy zastosowano heksafluorofos-
foran-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’, N’-tetrametylouroniowy (HATU), a potem heksafluorofosforan-
-O-(berizotriazol-1-yl)-N,N,N’, N’-tetrametylouroniowy (HBTU). W ostatnim etapie zywice przemyto ko-
lejno DMF, DCM oraz izopropanolem i suszono na powietrzu.

c. Przytaczanie kolejnych chronionych reszt aminokwasowych:

Zywice wraz z przylgczong resztg Fmoc-Val znajdujgcg sie w reaktorku przemyto za pomocg
DMF, a nastepnie przystgpiono do deprotekcji ostony Fmoc z grupy aminowej w celu przytgczenia chro-
nionej pochodnej aminokwasowej kwasu glutaminowego.

Usuniecie ostony Fmoc:

DMF 1 x 5 minut

20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty
20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty

ISOH 3 x 2 minuty

DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

W wyniku przeprowadzenia testu chloranilowego otrzymano wynik pozytywny, o czym Swiadczyto
zielone zabarwienie ziaren zywicy. Pozwolito to na rozpoczecie kolejnego etapu — przytaczania reszty
aminokwasowej Fmoc-Lys(Boc)-OH.

Przytgczanie pochodnej aminokwasowej :

Wykonywane sprzegania poprzedzono przemywaniem zywicy w DMF. Podczas przyfgczania
chronionej reszty kwasu glutaminowego sktad mieszaniny sprzegajacej pozostawat bez zmian.

Po zakonczeniu kazdego z acylowan stosowano cykl przemywan rozpuszczalnikami wedtug po-
danej procedury, a nastepnie przeprowadzono test chloranilowy na obecno$¢ wolnych grup aminowych
w roztworze.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty
ISOH 3 x 2 minuty
DCM 3 x 2 minuty

Test chloranilowy:

Ziarna zywicy podczas testu przeprowadzonego po drugim acylowaniu byty bezbarwne, co po-
zwolito na przejécie do kolejnego, etapu syntezy, jakim byto wprowadzenie kolejnej chronionej pochod-
nej aminokwasowej — metioniny i czgsteczki kwasu 2-aminobenzoesowego. Procesy sprzegania odbyty
sie zgodnie z procedurg oméwiong wczesniej.

Testy przeprowadzone po przytgczeniu wyzej wymienionych reszt wykazaty wyniki pozytywne,
ziarna zywicy byly bezbarwne.

d. Usuwanie peptydu z no$niku z zachowaniem oston grup bocznych

Po zakonczeniu syntezy chroniony peptyd ABZ-Met-Lys(Boc)-Val-OH usunieto z no$nika wraz
z zachowaniem oston bocznych za pomocg mieszaniny; kwas octowy: TFE (trifluoroetanol) : DCM
(2:2:6. viviv) w kolbie okragtodennej na mieszadle magnetycznym.

Po uptywie 2 godzin zawarto$¢ kolby odsgczyto sie pod zmniejszonym ci$nieniem na lejkach ze
spiekiem Schotta przemywajgc mieszaning $ciggajacg. Roztwor przemyto heksanem (1:10 v/v), odpa-
rowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie poddano liofilizacji.

e. Chemiczna synteza pochodnych paranitroanilidu Trp

Do syntezy Fmoc-Trp-pNA wykorzystano metode mieszanych bezwodnikéw. W pierwszym etapie
2 mmole Fmoc-Trp rozpuszczono w bezwodnym tetrahydrofuranie (THF) w obecno$ci 2 mmoli N-me-
tylomorfoliny (NMM). Grupa karboksylowa pochodnej aminokwasowej byta aktywowana 2 mmolami
chlorku izobutylu. Po 10 minutach aktywacji dodano 3 mmmole p-nitroaniliny. Reakcje prowadzono



14 PL 238 700 B1

przez 2 godziny w temperaturze -15°C, a nastepnie dobe w temperaturze pokojowej. Po skofnczonej
reakcji rozpuszczalnik odparowano, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu. Otrzymany roz-
twor przemywano kolejno nasyconym wodnym roztworem NaCl, 10% kwasem cytrynowym, 5% wodo-
roweglanem sodu. Otrzymany roztwér wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu, octan etylu odde-
stylowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a suchg pozostato$¢ suszono w eksykatorze prézniowym nad
P20s i KOH.

f. Sprzeganie chronionego peptydu z paranitroanilidem Trp

Chroniony peptyd ABZ'-Met?-Lys(Boc)3-Val*-OH rozpuszczono w niewielkiej ilosci DCM, kolejno
aktywowano za pomocg TFFH (tetrametylofluoroformamid) przez 30 minut w temperaturze 0°C. Na-
stepnie dodano katalityczng ilo§¢ DMAP oraz Fmoc-Trp-pNA. Reakcje prowadzono przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej, po czym odparowano rozpuszczalnik. Otrzymany roztwér zalano miesza-
ning Sciggajagca ostony boczne: TFA : fenol : woda : TIPS (88:5:5:2, v/iviv/iv) i mieszano w kolbie okra-
gtodennej na mieszadle magnetycznymi przez 3 godziny.

Po tym czasie do kolby dodano zimny eter dietylowy, a powstaty osad odwirowano na wiréwce
SIGMA 2K30 (Laboratory Centrifuges) w czasie 20 minut. Osad otrzymany po wirowaniu rozpuszcza
sie w wodzie przy pomocy ultradzwiekéw, a nastepnie poddano liofilizaciji.

Tozsamos$é/charakterystyka nowego zwigzku — analiza HPLC, MS

HPLC warunki: kolumna RP Bio Wide Pore Supelco C8 250 mm 4 mm, uktad faz A 0,1% TFA
w wodzie, B: 80% acetonitrylu w A), przeptyw 1 ml/min, detekcja LTV przy 226 nm. Potwierdzono otrzy-
manie zwigzku.

Przyktad 5

Zastosowanie zwigzku otrzymanego wedtug przyktadu 4 do diagnostyki nowotworu nabtonko-
wego in vitro w prébkach biologicznych.

Zwigzek ABZ-Met-Lys-Val-Trp-pNA analizowano pod kgtem zastosowania w diagnostyce nowo-
tworéw nabtonkowych podobnie jak opisano w przyktadzie 3. Analize przeprowadzono poprzez ocene
aktywnosci protolitycznej ludzkiego moczu w probkach oséb chorych: z potwierdzonym nowotworem
nabtonkowym i w grupie kontrolnej: bez stanu zapalnego i nowotworu.

Procedura

do 80 pl moczu pacjentéw z diagnoza nowotworu nabtonka uktadu moczowego lub mocz od pa-
cjenta zdrowego

- 100 pl buforu (50 mM Tris-HCI, pH 8.3)

- 20 pl substratu ABZ-Met-Lys-Val-Trp-pNA (0,5 mg/ml DMSO - dimetylosulfotlenek)

- Temperatura 37°C

- Pomiar wzrostu absorbacji monitorowano w zakresie 380—-430 nm przez 60 minut.

W wyniku inkubacji odpowiednio zarejestrowano wzrost absorbacji w mierzalnym zakresie dla
probek oséb chorych, brak wzrostu absorbacji dla probek 0s6b zdrowych, podobnie jak przedstawiono
na fig. 1. Wstepne wyniki badan wskazujg ze zwigzek wedtug przyktadu 2 umozliwia wykrycie odpowie-
dzi zapalnej, ktorej towarzyszy wydzielanie enzymow proteolitycznych obecnych w badanym materiale
biologicznym i ten proces immunologiczny moze wspottowarzyszyé nowotworowi nabtonkowemu.
W przypadku zwigzkéw wedtug przyktadu 4, wstepne wyniki badan wskazujg, ze umozliwiajg one dia-
gnostyke nowotworu nabtonkowego.

Przyktad 6

Diagnostyka standéw zapalnych i nowotwordéw nabtonkowych — zestaw diagnostyczny

Zestaw diagnostyczny zawiera co najmniej dwa zwigzki: markery, ktére opisano w powyz-
szych przyktadach z tym, ze zestaw zawiera co najmniej jeden zwigzek A — marker stanu zapalnego
i nowotworu nabtonkowego o wzorze ogélnym ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val®>-X® i zwigzek B — marker
nowotworu nabtonkowego o wzorze ABZ'-Met?-Lys3-Val*-Trp3-pNA, gdzie: ABZ oznacza kwas 2-
aminobenzoesowy, X to oznacza ANB-NH: lub pNA, przy czym ANB-NH2 oznacza amid kwasu 5-
amino-2-benzoesowego, pNA oznacza p-nitroaniline. Zwigzki te ulegajgce hydrolizie pod wptywem
enzymoéw proteolitycznych — markeréw stanu zapalnego i/lub choroby nowotworowej. Ze wzgledu
na wspotistnienie procesu nowotworzenia i wywotanej powyzszy odpowiedzi immunologicznej (stan
zapalny) dwa rodzaje opracowanych zwigzkéw zastosowano w diagnostyce réznicowej tych dwéch
standw.
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Uzyto zwigzkéw w nastepujgcej procedurze:

- do 80 pl i moczu pacjentéw z diagnozg nowotworu nabtonka uktadu moczowego / stanem

zapalnym lub mocz od pacjenta zdrowego

- 100 pl buforu (50 mM Tns-HCI, pH 8.3)

- 20 pl substratu — odpowiednio opisanego markera A i B dodanego osobno do innej
prébki tego samego materiatu biologicznego ABZ-Met-Lys-Val-Trp-pNA (0,5 mg/ml
DMSO - dimetylosulfotlenek)

- Temperatura 37°C

- Pomiar wzrostu absorbancji monitorowano w zakresie 380—-430 nm przez 60 minut.

Wozrost absorbancji przy uzyciu zwigzku A w zakresie opisanym wyzej w probkach jedynie ze
stanem zapalnym i ze stanem zapalnym i potwierdzonym nowotworem nabtonkowym wskazuje na
obecno$¢ enzymu ludzkich neutrofili $cisle zwigzanych z stanem zapalnym. Ich obecno$¢ zwigzana jest
takze z odpowiedzig immunologiczng wywotang w niektérych badanych probkach obecnoscig komoérek
rakowych.

Badania eksperymentalne wskazujg rowniez, ze w przypadku braku wykazania zabarwienia —
hydrolizy dodanego markera B — w prébce materiatu biologicznego za$ obecnosé absorbancji w tej
samej probce przy obecnosci markera A, mozna zdiagnozowac obecno$¢ stanu zapalnego np. zakaze-
nia bakteryjnego lub wirusowego. Wstepne wyniki badan wskazujg, ze zwigzki bedgce przedmiotem
wynalazku majg wiele mozliwosci zastosowania w diagnostyce proceséw immunologicznych i nowotwo-
réw zwlaszcza nabtonkowych.

Zastrzezenia patentowe

1. Zestaw diagnostyczny do zastosowania wczesnej diagnostyki nowotworu nabtonkowego i/lub
stanu zapalnego, zawierajgcy zwigzek o wzorze ogolnym ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val>-X® i zwia-
zek o wzorze ABZ'-Met?-Lys3-Val*-TrpS-pNA
gdzie:

ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,
X oznacza ANB-NH: lub-pNA, przy czym
ANB-NH2 oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, pNA oznacza 4-nitroaniline.

2. Sposdéb diagnozowania i réznicowania nowotworu nabtonkowego i procesu zapalnego w ma-
teriale biologicznym ssaka, znamienny tym, ze jako marker diagnostyczny stosuje sie co naj-
mniej jeden zwigzek o wzorze ogélinym ABZ'-Leu?-Glu3-Pro*-Val’-X® i jeden zwigzek o wzorze
ABZ'-Met?-Lys>-Val*-Trp>-pNA, gdzie: ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, X oznacza
ANB-NH:2 lub pNA, przy czym ANB-NH2 oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, pNA
oznacza 4-nitroaniline, przy czym zwigzki dodaje sie do materiatu biologicznego, a nastepnie
dokonuje sie pomiaru absorbanc;ji przy dtugosci fali w zakresie od 300 do 500 nm.

3. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze pomiaru absorbancji dokonuje sie przy dtugosci
fali 380—430 nm.
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Fig.1 - przedstawia szybko$¢ hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH, w
probkach moczu ze zdiagnozowanym nowotworem. Cyfry arabskie oznaczaja numer

losowo wybranej prébki moczu.
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Fig.2 - przedstawia szybkos¢ hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-pNA w probkach
moczu ze zdiagnozowanym nowotworem. Cyfry arabskie oznaczaja numer losowo

wybranej probki moczu.
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Fig.3 — przedstawia szybkosci hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH, w
zaleznosci od obecnosci inhibitora ludzkiej elstazy neutrofilnej, ktéry to enzym jest
markerem stanu zaplanego, w probce ludzkiego moczu ze stwierdzonym stanem zapalnym

1/lub nowotworem nabtonka uktadu moczowego.
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Fig.4 — przedstawia zalezmos¢ stopnia hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB
NH; od srodowiska pH
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Fig.5 — przedstawia wydajnosci hydrolizy substratu ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB NH, w
zaleznosci od stopnia zageszczenia ludzkiego moczu ze stwierdzonym nowotworem

nabtonka uktadu moczowego.
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