PRIHLASKA VYNALEZU

zveiejnéna podle § 31 zakona &. 527/1990 Sb.

19 (22) prihlaeno: 09.10.1998
CESKA
REPUBLIKA (32) Datum podani prioritni ptihlasky:  10.10.1997 03.03.1998

(31) Cislo prioritni prihlasky: 1997/061582 1998/ 033661
(33) Zemé priority: US US

22 g Ei

(40) Datum zvetejnéni ptihlasky vyndlezu:  11.10.2000
(Véstnik & 10/2000)

(86) pcT &islo:  PCT/US98/21231
(87) PCT &islo zveteinéni: ' WO099/18856

URAD )
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2000 -1158

(13) Druh dokumentw: A3

(51) Int. C1. 7;

CO07K 7/06
C09B 11/24
C12Q 1/00
C12Q 1/70
GOIN 33/48
GOIN 33/574
C12P 17/06

CZ 2000-1158 A3

(71) Prihlaovatel:
CYTOVIA, INC., San Diego, CA, US;

(72) Pavodce:
Weber Eckard, San Diego, CA, US;
Cai Sui Xiong, Foothill Ranch, CA, US;
Keana John F. W., Eugene, OR, US;
Drewe John A., Costa Mesa, CA, US;
Zhang Han-Zhong, Irvine, CA, US;

(74) Zastupce: 5
Jirotkové Ivana Ing., Nad Stolou 12, Praha 7, 17000;
(54) Nazev prihlasky vynalezu:
Nové fluorescentni reportni molekuly a jejich
pouziti véetné testli na kaspazy

(57)Anotace:

Popisuji se nova fluorescenéni barviva, nové fluorogenni a
fluorescenéni reportni molekuly a nové zpiisoby testovéni
enzymi, které se mohou pouZit k detekei aktivity kaspaz a
jinych enzymi, které se u&astni apoptézy v celych burikach,
bunéénych liniich a ve vzorcich tkang ziskanych z Zivého
organizmu nebo organu. Reportni molekuly a zplisoby
testovani se mohou pouZit pfi testovani 1ékl za Géelem
identifikace latek, které pusobi jako inhibitory nebo induktory
kaspazové kaskady v celych buiikdch nebo tkanich. Zde
popsand &inidla a testy se mohou také pouZit pfi stanoveni
chemosenzitivity lidskych bungk zhoubného bujeni za uelem
16¢by pomoci chemoterapeutickych léki. Vynalez se také tyka
novych gluorogennich nebo fluorescenénich reportnich
molekul a novych zplisobii testovani enzymd, které se mohou
pouZit pii detekei aktivity aminopeptiddzy methioninu typ 2,
dipeptidyl-peptidazy IV, kalpainu, aminopeptidazy, protedzy
HIV, adenovirové protedzy, protedzy HSV-1, protedzy HCMV
a proteazy HCV.
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Nové fluorescentni reportni molekuly a jejich pouZiti v&etné

testl na kaspazy

Oblast vynélezu

Vynadlez 'se. tykd vnitrobunécné detekce enzymd za pouZiti
fluorogennich a fluorescenénich sond. Vyndlez se tyka novych
fluoreé%enénich barviv a jejich aplikace p#i ptripravé novych
fluorogennich nebo fluorescenénich peptidi nebo
aminokyselinovych derivati, které slouzi Jjako substraty
protedz a peptidaz. Vyndlez se 2zvlasté vztahuje k novym
fluorogennim nebo fluorescenc¢nim peptidovym derivathtm, které
tvori substraty enzymd podilejicich se na apoptdéze Jsou to
kaspadzy a z lymfocytd =ziskand serinovd protedza granzym B.
Vyndlez se také tyka zplsobu méfeni aktivity kaspadz a jinych
enzymi, ktery se UUCastni apoptézy v Zivych a mrtvych celych
bunkach, bunéénYch liniich nebo ve vzorcich tké&né ziskanych ze
zdravého, nemocného, infikovaného nebo rakovinového orgéanu
nebo tkané. Vyndlez se také tykd pouziti fluorogennich a
fluorescenCnich substrdtd v novém testovacim systému vhodném
pro zkoumani nebo detekci inhibitorl nebo induktort apoptédzy
ve sbirkdch nebo knihovnadch 1latek. Dale se vynalez tyka
pouziti fluorogennich nebo fluorescen&nich substrata pri
stanoveni citlivosti rakovinonch bunék pri oSetreni
chemoterapeutickymi  léky. Vynadlez se dale tykd novych
fluorogennich nebo fluorescencénich peptidovych derivath, které
slouZzi jako substraty exopeptiddz, jako je aminopeptidaza A a
N, aminopeptiddza methioninu a dipeptidyl-peptidaza IV,
endopeptidaz, jako je kalpain, protedz, Jjako Jjsou HIV
protedzy, HCMV protedza, HSV protedza, HCV protedza a proteaza

adenoviru.

Dosavadni stav techniky




Organizmy odstrafiuji nezZadouci bunky procesem, ktery je
znam jako regulované odumirdni bunék, programované odumirani
bun&k nebo apoptéza. K takové normdlni bunécné smrti dochéazi
v normalnim pripadé p¥i vyvoji zvirat, stejné jako pri
homeostdze a pfi stérnuti (Glucksmann, A., Biol. Rev.
‘Cambridge Philos. Soc. 26: 59-86 (1951), Glucksmann, A.,
Archives de Biologie 76: 419-437 (1965), Ellis et al., Dev.
112: 591-603 (1991), Vaux et al., Cell 76: 777-779 (1994)).
Apoptdza reguluje pocet bunék, umoZniuije morfogenezi,
odstranuje po3kozené nebo jinak abnormdlni bunky a eliminuje
bunky , které jiZ uskutecnily svou funkci. Navic apoptdza se
objevuje jako odezva pfi rlznych fyziologickych stresech, jako
je hypoxie nebo ischemie (popisuje se v dokumentu prihlaska
PCT W096/20721).

V bunkéch, které prochazi regulovanym odumiranim, dochézi
k radé morfologickych zmén. Tyto zmény zahrnuji tvoreni dutin
v plazmatické a jaderné membréané, smrstovani bunék (kondenzace
jaderné plazmy a cytoplazmy), zménu polohy organel a
zhustovani, kondenzaci chromatinu a produkci apoptickych
télisek (membrdna wuzavird cCastice obsahujici vnitrobunécny
materidl) (popisuje se v publikaci Orrenius, S., J. Internal
Medicine 237: 529-536 (1995)).

Apoptdzy je mozné dosdhnout endogennim mechanizmem bunécné
sebevrazdy (Wyllie, A. H., Cell Death 1in Biology and
Pathology, Bowen and Lockshin, eds., Chapman and Hall (1981),
pp. 9-34). Bunka aktivuje svaj vnitfné kdédovany program
odumirédni na zakladé bud vnit¥fnich nebo externich signald.
Program odumirdni se provadi aktivaci presné regulovaného
genetického programu (popisuje se v publikacich Wylie et al.,
Int. Rev. Cyt. 68: 251 (1980), Ellis et al., Ann. Rev. Cell
Biol. 7: 663 (1991)). Pfred 1lyzi Jje mozné apoptické bunky a
t&liska obvykle rozeznat a odstranit okolnimi bufikami nebo
makrofdgy. Vzhledem k tomuto c¢isticimu mechanizmu nedojde pri

odstranovéni velkého pocltu bunék k vyvoldni =zanétu (popisuje




se v publikaci Orrenius, S., J. Internal Medicine 237: 529-536
(1995)).
Orrenius, S., J. Internal Medicine 237: 529-536 (1995)).

Savei interleukin-1f mé didleZitou ulohu v rGznych
patologickych procesech. Tyto procesy =zahrnuji chronicky a
onemocnéni (popisuje se

akutni zanét a autoimunitni

v publikaci Oppenheim, J. H. et al., Immunology Today, 7, 45-
56 (1986)). IL-1f se syntetizuje Jako s buiikou spojeny
prekurzorovy polypeptid (pre-IL-1B), ktery neni schopen vazat
receptory IL-1 a neni Dbiologicky aktivni (popisuje se
v publikaci Mosley et al., J. Biol. Chem. 262: 2944 (1987)).
Inhibici konverze prekurzoru IL-1f na zraly IL-1B je moZné
inhibovat aktivitu interleukinu-1. IL-1 Jje také cytokin, ktery
zprostredkovava éiﬁoké rozmezi biologickych odezev. Mezi tyto
odezvy patri =zanét, septicky 3ok, hojeni ran, krvetvorba a
rast jistych leukémii. (popisuje se v publikaci Dinarello, C.
A., Blood 77: 1627-1652 (1991), diGiovine et al., Immunology

Today 11: 13 (1990)). Enzym ménici interleukin-1B (ICE) je

protedza odpovidajici za aktivaci interleukinu-1f (IL-1pB)
(popisuje se v publikaci Thornberry, N. A., et al., Nature,
356: 768 (1992), Yuan, J. et al., Cell 7: 641 (1993)). ICE je
substratové specifické proteaza cysteinu, ktera = 3tépi

neaktivni prointerleukin-1 za vzniku zralého IL-1. Geny, které
kéduji ICE a CPP32, jsou ¢leny savéi rodiny genl ICE/Ced-3,
kterd zahrnuje alespoil dvandct ¢&lent: ICE, CPP32/Yama/Apopain,
mICEZ, ICE4, ICH1, TX/ICH 2, MCHZ2, MCH3, MCH4,
FLICE/MACH/MCH5, ICE-LAP6 a ICErelIII. Proteolytickd aktivita
této rodiny cysteinovych proteaz, jejichz aktivni misto
cysteinového zbytku je podstatné pri apoptdze zprostredkované
ICE, se Jjevi byt kritickd pfi zprostredkovani umrti bunky
(popisuje se v publikaci Miura et al., Cell 75: 653-660
(1993)).

se v publikaci Alnernri, E. S. et al., Cell, 87: 171 (1996)).

Tato genova rodina se pojmenovala kaspadzy (popisuje
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Spousté¢ procesu odumirani, Jjako Jje nador nekrotizujici
faktor, FAS-ligand, nedostatek kysliku nebo nutrientd, viry,
toxiny, 1léky s uc¢inky proti zhoubnému bujeni atd., mohou
aktivovat kaspézy' v bunice zplUsobem podobnym kaskad&. To
znamena, Ze kaspazy na hornim konci kaskady (napriklad
FLICE/MACH/MCHS) mohou  aktivovat  kaspazy dale v kaskadé
(napriklad CPP-32/Yama/Apopain). Aktivace kaspazové kaskéady
vede k odumirani buneék.

Dostatek védeckych dikazd naznacduje, Ze u mnoha onemocnéni
se kaspdzova kaskadda aktivuje v pripadé, kdy to neni Zzadouci.
To vede k nadmérnému odumiradni bunék a porus$eni organu.
Onemocnéni zahrnujici nespravnou aktivaci kaspédzové kaskady a
nadsledné umrti bunék zahrnuje infarkt myokardu, méstnavé
srdecni selhéni, autoimunitni onemocnéhi, AIDS, virovou
infekci, selhdni ledvin, selhé&ni jater, revmatoidni artritidu,
ischemickéa mrtvice, neurodegenerativni onemocnéni,
aterosklerézu atd.. Velkym prinosem pro 1é¢bu degenerativnich
onemocnéni vét3iny, ne-li vSech, orgénovych systémi v lidském
téle by bylo objeveni novych 1ékl, které mohou blokovat nebo
inhibovat aktivaci kaspazové kaskady.

UvaZuje se, Ze kaspazy Jjsou také podstatné pri vyvoji a
1écbé zhoubného bujeni. Existuji dukazy, Ze bunky =zhoubného
bujeni, zatimco obsahuji kaspazy, neobsahuji Césti
molekuldrniho mechanizmu, které aktivuji kaspazovou kaskadu
(popisuje se v publikaci Leos et al., Blood, Vol. 90, No. 8:
3118-3129 (1997)). Tyto pripady bunék zhoubného bujeni ztrati
schopnost odumirat a stdvaji se bunkami zhoubného bujeni.

Ukdzalo se, Ze chemoterapeutické (anti-karcinogenni) 1léky
mohou donutit bunky k odumirdni opétnou aktivaci latentni
kaspadzové - kaskddy. To miZe byt kriticky aspekt =zpisobu
plsobeni vétsiny, ne-1i vSech, zndmych 1éka pusobicich proti
zhoubnému bujeni (popisuje se v publikaci Los et al., Blood,
Vol. 90, No: 8: 3118-3129 (1997), Friesen et al., Nat. Med. 2:
574 (1996) ). Chemoterapeutické 1léky se mohou 1lisit svou




kapacitou aktivovat kaspazovy systém u rdznych tfid zhoubného
bujeni. Je vS8ak pravdépodobné, Ze 1léky proti zhoubnému bujeni
se 1i31i svou schopnosti aktivovat kaspézovou kaskddu u daného
typu rakoviny 'napriklad u zhoubného bujeni plic) a u rlGznych
pacientl. Jinymi slovy existuji rozdily mezi pacienty v chemo-
citlivosti vac¢i rtznym lékim urcenym na l1écbu zhoubného bujeni
(naptriklad bunky zhoubného bujeni v plicich).

Nadmeérna axtivace kaspazové kaskaddy ma daleZitou ulohu pfi
degenerativnim onemocnéni  rlGznych orgénﬁ. V pripadé, Ze
kaspadzovy systém neni funkéni, je to charakteristicky znak pro
bunky zhoubného bujeni. Nové 1éky, které inhibuji nebo
stimuluji kaspidzovou kaskadu, mohou pravdépodobné zpusobit
pfevrat pri 1léc¢bé rady lidskych onemocnéni, jako je infekéni,
kardiovaskularni, endokrinni, ledvinové, jaterni a mozkové
onemocnéni aZz k onemocnéni imunitniho systému a zhoubnému
bujeni.

Za U¢elem najit 1léky, které inhibuji nebo stimuluji
kaspadzovou kaskddu, je nezbytné vyvinout testy pro hodnoceni
kaspézové aktivity s vysokou pruchodnosti (HTCA). Tyto testy
HTCA musi by: schopny monitorovat aktivaci a inhibici
kaspazové kaékédy uvnit¥ Zivych a celych bunék. V idedlnim
pripadé test ETCA miZe byt dostatec¢né univerzalni, aby se
mohly mérit aktivity kaspdzové kaskady uvnitf libovolné zZivé
nebo celé bunky, pri¢emZ nezavisi na plvodu bunky: bunky
zhoubného bujeni, nadorové bunky, imunitni bunky, mozkové
buriky, buniky endokrinniho systému, bunky nebo buné&né linie
z rGznych orgénovych systémd, vzorky biopsii atd.. Takové
testy HTCA by mély byt schopny mérit v Zivych a celych bunkéach
aktivaci nebo inhibici 1libovolnych kaspazovych enzymd nebo
libovolnych jinych enzym, které se GCastni v kaspézové
kaskddé. Vyvoj takovych univerzadlnich testd HTCA reprezentuje
podstatnou vyhodu v oboru testovani 1léku.

V soucasné dobé dostupné testy HTCA neumoZiujil testovani

latek uvnit? bunék, které mohou bud aktivovat nebo inhibovat
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kaspazovou kaskadu. Existuji pouze bezbuné&fné testy s vysokou

pruchodnosti, které  mohou mé&rit  aktivitu jednotlivych

izolovanych kaspazovych enzyml, nebo testy, které mohou m&?rit
aktivitu kaspdz ptri odumirani buné&k, které prochdzeji na
zakladé osmotického Soku (popisuje se naptriklad v publikaci

Los et al., 3lood, Vol. 90 8: 3118-3129 (1997)). Tyto

enzymatické testy nemohou predpové&dét ucinek latky v kaspézové

kaskadé v Zivé bunice z nésledujicich davodu:

1. Bezbunécéné testy nebo testy pouzivajici mrtvé,
permeabilizované bufiky, nemohou predpov&dét schopnost
latek prcchazet bunéénou membranu. To je kritické,
protoZe kaspazova kaskdda probihd uvnit? bunék. Za udelem
byt aktivai, nemusi 1léatka byt pouze schopna projit
nedotCenou bunéfnou membranou. Bezbune&né testy nebo
testy pouzivjici mrtvé bunfiky nejsou proto schopné
stanovit, zda latka je pouZitelnad jako 1lék.

2. Izolavané kaspazy v bezbunéénych testech Jjsou vysoce
citlivé viad¢i oxidaci a vaci latkédm, které mohou
zpusobovat oxidaci enzymd. Tato vlastnost izolovanych
kaspaz Cinni bezbunééné testy pro testovani kaspaz vysoce
citlivy viZi artefaktu a mlZe zabrédnit Usp&3nému pouZiti
téchto testh p¥i testovani kombinadnich (nebo jinych)
chemickych knihoven. Predchozi masové testovaci usili
vedlo k okjeveni fady inhibitort, které oxiduji kaspéazy.
Neobejvila se v8ak sloucenina, které je moZno pouZit jako
1ék. Podobné problémy zaznamenaly i ostatni odbornici.

3. Rada bunéé&nych receptoru, proteinu, bunécnych
konstituentd a kofaktorl, ptriCemZ fada z nich neni dosud
znédma, muZe ovlivnit kaspdzovou kaskddu v Zivych bufikach.
Bezbunééné kaspazove testy nebo testy pouzivajici
permeabilizované, mrtvé buntky neberou do uvahu uvedené
bunécné receptory a kofaktory. Vzhledem k tomu je moZné,
Zze latka identifikovand v bezbuné&Cném kaspadzovém testu

nebo v testu pouZivajicim mrtvé bunky nebude fungovat
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v zZivych Dbunkadch. Na druhou stranu latka, kterad mtze
inhibovat nebo stimulovat kaspazovou kaskddu nep#imo
prostfednictvim jednoho =z celuldrnich receptord nebo
kafaktord bude celkové chyb&t v bezbun&dném kaspazovém .
testu nebo v kaspazovém testu, kde se vyuZivaji mrtvé
bunky.

4. Je vysoce pravdépodobné, Ze kaspazova kaskdda funguje
odlisné u raznych typu bunék. PFfi pouZiti bezbuné&nych
testd nebo testd s mrtvymi bufkami je prakticky nemozné
identifikovat moduldtory kaspadzové kaskddy pro ur&ity typ

bunky nebo organ.

Potencionalné dileZitd aplikace systému testlt HTCA p¥i
méreni intracelulérnich kaspédzovych enzyml nebo jinych enzymi,
které se podileji na apoptdze, je chemosenzitivita testovéni
zhoubného bujeni wu 1lidi. Je zndmo, Ze existuje geneticky
rozdil v citlivosti lidského zhoubného bujeni va&i v této dobé
pouzivanym lékim uc¢innym proti zhoubnému bujeni. Naptiklad
bunky zhoubného bujeni plic u jednoho pacienta mohou byt
citlivé na 1lék A, zatimco =zhoubné bujeni v plicich‘ jiného
pacienta neni citlivé na lék A, ale je citlivé na 1lék B. Tento
farmakogeneticky rozdil chemosenzitivity  bunék zhoubného
bujeni u ruznych jednotlivcid je dobfe znamy jev.

V minulosti se provedl pokus stanovit chemosenzitivitu
bunék zhoubného bujeni =ziskanych od Jjednotlivych pacientt
dfive neZ se stanovil 1lécebny reZim jednim nebo vice 1léky
proti zhoubnému bujeni. Testovani chemosenzitivity se prilis
nerozsirilo, protoZe - zahrnuté procedury mely nékteré
inherentni technické obtiZe. Testovani bylo velmi <&asové
nadrocné (3est nebo vice dni na jeden test) a pfed testovénim
je nutnd kultivaci bunék. Bunécné kultury vedou k lokalni
selekci bunék a kultivované bunky pak uZ dale nepfedstavuiji
zhoubné bujeni pacienta. Testovaci systém HTCA, ktery Jje

vhodny pro rychlé méreni vnitrobunécné kaspasové aktivity, se
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miZe pouZit pri rychlém stanoveni profilu chemosenzitivity
Cerstvé ziskanych bun&k zhoubného bujeni. JestliZe testy maji
vysokou pruchodnost, je moZné testovat chemosenzitivitu vice
vzorkli odebranych ze stejného pacienta. To Jsou napfiklad
ruzné metastazy. Tato informace se pak miZe pouzit k vytvoreni
lécebného reZimu za pouziti kombinaci 1ék& proti zhoubnému
bujeni, které jsou dostupné na trhu, s témi, va¢i nimZ bunky
vykazuji nejvétdi citlivost.

Je =zrejmé, Ze Jje nutné vytvorit testy HTCA a &inidla
vhodnad pro takové testy, které se mohou pouZit p#i objevovani
lékl nebo diagnostickych postupt, za Gcelem rychlé detekce a
méreni aktivity létek, které aktivuji nebo inhibuji kaspazovou
kaskadu nebo jiné enzymy, jenZ se podileji na apoptdze uvnit#
Zivé nebo mrtvé celé buriky. Cinidlo vhodné pro tento typ testu
by mélo v idealnim pfipadé splfiovat nasledujici podminky:

a) mél by existovat velky rozdil fluorescenéniho signdlu
mezi molekulou peptidového reporteru a molekulou
reporteru po té, co amidovd vazba v peptidové
reporteru se 3Stépi kaspidzou nebo jinymi enzymy, které
se ucCastni apoptdzy. Upfednostiuje se, aby molekula
peptidového reportera nebyla fluorescendni a vice se
uprednostnuije, aby molekula peptidového reportera
nebyla fluorescenc¢ni a bezbarvi,

b) molekula peptidového reporteru by méla vstupovat do
bunky. Z toho diGvodu by mé&la 'obsahovatv v molekule
minimalni pocet hydrofilnich skupin a velikost
molekuly by méla byt s vyhodou mala,

c) molekula peptidového reporteru by neméla difundovat
vné bunky po té, co projde buné&énou membréanou,

d) reportni molekula by pfrednostné neméla difundovat vné
bunky po té, co je uvolnéna z peptidu.

Zplsob  testovédni inhibitord nebo induktord apoptédzy

v testech, kde se pouZivaji celé bunky, versus v bezbunécnych

testech se miZe také pouzit p¥i testovani inhibitorQi enzymi
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jinych nez kaspéaz. Inhibitory enzymua se nejdfive
identifikovaly v bezbunélnych enzymatickych testech. Bunédné
kultury se pak pouzily v sekundarnich testech, aby se odhadla
aktivita aktivnich latek v neporuSenych bufikdch. Buné&é&ny
permeabilni  fluorogenni nebo fluorescenéni substrat bude
schopen testovat inhibitory protedz a peptiddz a jinych enzymi
pfimo v Zivych celych bunkdch. Ve srovndni s bezbuné&&nymi
testy, testy s celymi bunkami vykazuji nékolik vyhod. Jedna
vyhoda Jje, Ze v testech s celymi bunikami musi inhibitor, aby
se mohl detekovat, proniknout do bunky. ProtoZe frada proteaz
v zivych bunkach se reguluje proteiny, receptory nebo geny,
testovani =za pouZiti Zivych bunék umoZni identifikaci malych
molekul léatek, které interferuji s bunéénymi protedzami
navazénim na aktivni misto, stejné. jako latky, které upravuiji
funkci protedz tim, Ze interferuji s transkripci, translaci,
biosyntézou, sestaveni podjednotek, s bunéénymi kofaktory nebo
signalnimi transdukénimi mechanizmy (nebo vstupem viru do
hostitelskych bunék, jak je to v pripadé virovych proteaz).
Dale, protoZe v bunkdch existuje dostatek aminopeptidéz, tyto
aminopeptiddzy se mohou wvyuzit p¥i vytvoreni fluorogenniéh
nebo fluorescenénich substratl vhodnych pro testy s celymi
bunnkami, které nebudou fungovat v bezbunéénych testech.. Proto
existuje nutnost vyvinout testy (HTS) s Vysokou pruchodnosti a
¢inidla vhodnéd pro testy s celymi butikami, které se mohou
pouZzit pri objeveni 1éku nebo pri diagnostickych postupech.
AGM-1470 (také Znamo jako TNP-470) Jje inhibitor
angiogeneze, ktery se pouzZivé pfri klinickych studiich
v pfipadé ruznych druhl zhoubného bujeni. Mechanizmus pusobeni
AGM-1470 objevily dvé nezdvislé vyzkumné skupiny (popisuje se
v publikaci Sin, N., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:
6099-6103 (1997), Griffith, E. C., et al., Chem. Biol. 4: 461-
471 (1997)). Zjistilo se, Ze AGM-1470 a jeho analogy Jjsou
inhibitory aminopeptidéazy methioninu typ 2 (MetAP-2).

V pripadé série analogu AGM-1470 se =zjistila sila inhibice
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proliferace endotelidlnich bunek a inhibice aktivity
aminopeptiddzy methioninu a stanovila se podstatnd korelace
mezi uvedenymi dvéma aktivitami.

ProtoZe inhibitory angiogeneze jsou znédmy, Ze selektivnd
usmrcujl bunky zhoubného bujeni, buné&lny test inhibitoru
MetAP-2 mnmuZe vést k objeveni novych 1ékl ur&enych proti
zhoubnému bujeni. Proto se pfi testovani inhibitor MetAP-2
v endotelidlnich bunkéach pouzily bunééné permeabilni
fluorogenni nepo fluorescenéni substraty vhodné pro MetAP-2,
coz mohlo vést k vyvoji novych ¢inidle proti zhoubnému bujeni.

Ukazalo se, Ze protedzové inhibitory HIV, Jjako je
ritonavir a viracept, Jjsou velmi U¢inné p¥i 1é&bé& pacientl
infikovanych EIV. Tyto inhibitory se vytvofily na =zaklad@
struktury HIV proteazového substratu. Aktivita téchto
inhibitord se nejdrive stanovila proti protedzédm HIV. U
aktivnich 1latek se pak testovala schopnost inhibovat HIV
infekci v bun&&né kultufre. Bunécény permeabilni fluorogenni
nebo fluorescencni substrat protedzy HIV se mohl pouZit pti
testovédni inhipitorl protedz HIV v bunkdch infikovanych HIV,
coZz by mohlo urychlit proces objeveni novych inhibitora

protedz HIV a vésti k lep$i a uc¢inné&jsi 1é&bé& infekce HIV.

ProtoZe HIV protedzy zpracovavajl virové prekurzorové proteiny.

v pozdni fdzi pri virové replikaci, miZe se také pri testovéani
latek, které inhibuji transkripci nebo translaci genl, vstup
vird nebo jinych klidovych proteind v Casné fazi infekce HIV,
pouzit bunéény permeabilni fluorogenni nebo fluorescendéni
substrat protedz HIV. Fluorogenni nebo fluorescencni substraty
se mohou také pouZit pro diagndézu infekce HIV, kterd mbzZe byt
citlivéjsi neZ soucasné dostupné metody.

Aplikaci stejného principu se mohou pouzit bunédcné
permeabilni  fluorogenni nebo fluorescenéni substraty pro
katepsin B pri testovdni inhibitortd katepsinu B. Bunécné
permeabilni fluorogenni nebo fluorescené¢ni substraty pro

dipeptidyl-peptiddzu IV se mohou pouzit prfi testovani
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inhibitort dipeptidyl-peptidazy IV. Bunécné permeabilni
fluorogenni nebo fluorescencni substrity vhodné pro renin se
mohou  pouzit pri  testovani  inhibitord reninu. Bunécné
permeabilni  fluorogenni nebo fluorescen¢ni substrdty pro
adeninovou protedzu nebo jiné virové protedzy se mohou pouzZit
k testovani inhibitord adenovirovych protedz nebo jinych
virovych proteaz.

US patenty ¢&. 4,557,862 a 4,640,893 popisujli derivaty
rodaminu 110, které slouZi jako fluorogenni substridty vhodné

pro proteindzy obecného vzorce:

R{HN l 0 O NHR,
O

0

kde symboly R; a Ry, které jsou stejné nebo odlisné, se vybraly
ze skupiny zahrnujici aminokyseliny, aminokyselinové derivaty,
chranéné aminckyseliny, chranéné aminokyselinové derivaty a
peptidy. Priklady (AA)Z—rodaminﬁ a (peptid),-rodaminu jsou (Z-
Arg),-rodamin 110, (Arg),-rodamin 110, (Z-Ala-Arg),-rodamin
110, (Z-GlN-Arg),-rodamin 110, (Z-Glu-Arg),-rodamin 110, (Z-
Gly-Arg),-rodamin 110, (Z-Leu-Arg),;-rodamin 110, (Z-Met-Arg),-
rodamin 110, (Z-Phe-Arg) ;—rodamin 110, (Z-Pro-Arg) ;-rodamin
110, (Z-Trp-Arg),-rodamin 110, (Z-Val-Arg),-rodamin 110 a (Z-
Ile-Pro-Arg):-rodamin 110.

V dokumentu WO 96/36729 se popisuji latky nebo jejich sole
pro testovani aktivity enzymu uvnitf metabolicky aktivni celé
bunky. Uvadi se, Ze testovanad latka obsahuje odstupujici
skupinu a indikdtorovou skupinu. Odstupujici skupina se
vybrala se skupiny zahrnujici aminokyseliny, peptidy,

sacharidy, sirany, fosforec¢nany, estery, fosfatované estery,




12 *

nukleotidy, polynukleotidy, nukleové kyseliny, pyrimidiny,
puriny, nukleozidy, lipody nebo smési. Indikatorova skupina se
vybrala ze skupiny zahrnujici 1l&atky, které jsou v prvni fazi
spojeny s odstupujici skupinou a ve druhém stddiu se
odstupujici skupina odstépi =z indik&torové skupiny enzymem.
Preferované indikdtorové skupiny Jjsou rodamin 110, rodol a
fluorescein a analogy téchto skupin. V patentovych dokumentech
se uvaddi rada enzymi a substrdtd enzymu.

V dokumentu US patent 5,576,424 se popisuji haloalkylové
derivaty repcrtnich molekul pouZivanych pri analyze

metabolické aktivity v bunkach obecného vzorce:

XR-SPACER~-REPORTER-BLOK

Kde -BLOK Jje skupina vybrand tak, aby byla odstranitelna

plsobenim specifického analytu za vzniku reportnich
spektralnich  vlastnosti, které se 1181 od  vlastnosti
substrdtu. -REPORTER- je molekula, kterd, kdyZ neni vézand na

BLOK wvazbou BLCK-REPORTER~, m& spektrdlni vlastnosti odlisné
od vlastnosti substratu, -SPACER- je kovalentni spojeni a XR-
je haloalkylova ¢ast, které maze kovalentné reagovat
s vnitrobunéénym thiolem =za vzniku thioceterového konjugatu.
Preferované - reportni ladtky zahrnuji . rodamin-110, rodol,

fluorescein a jiné.

Podstata vynalezu

Vyndlez popisuje fluorogenni nebo fluorescenc¢ni 1léatky
obecného vzorce I:
X-y-2 (I)
nebo biologicky pfijatelné sole nebo jeho pro-reportni
molekuly (jako Jje metylesterovd forma karboxylu obsaZeného
aminokyselinovych zbytcich), kde symbol x a z jsou stejné nebo
odlidné a tvori je peptid nebo aminokyselina nebo acylové

skupina nebo jinéd struktura tak, Ze latka obecného vzorce T
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slouzi jako substrat pro kaspazy nebo substrat pro Jiné
protedzy nebo peptiddzy nebo jiné enzymy; a kde 3tépitelnou
vazbou je pouze jedna nebo obé vazby x-y a y-z latky obecného
vzorce I v pripadé, Ze symbol x Jje stejny jako z nebo, kdyZ
Stépitelnou vazbou je pouze jedna vazba x-y nebo y-z latky
obecného vzorce I, kdy x se 1i31 od z. y je fluorogenni nebo
fluorescencni &ast.

Preferovanou latku popisuje obecny vzorec II:

R:= (AA) y—Asp-y-Asp- (AA)n—Ry (IT)
nebo jeji blologicky prijatelné sole nebo pro-reportni
molekuly (jakc je metylesterovd forma karboxylu obsaZend v
aminokyselinovi ch =zbytcich), kde R; je skupina chrédnici N-
konec, jako je t-butyloxykarbonyl, acetyl a benzyloxykarbonyl.
KaZzdé AA nezavisle znazornuje zbytek libovolné pfirozené nebo
neptrirozené o-aminokyseliny nebo B-aminokyseliny nebo derivaty
o-aminokyseliny nebo PB-aminokyseliny, pficemZ kazdy symbol n ma
nezavisle hodrotu 0 aZz 5 a symbol vy 3je fluorogenni nebo
fluorescencni Zast. Preferuije se, kdyZz y je rodamin Zahrnujici
rodamin 110, rodamin 116 a rodamin 19. Nejvice se preferuje,
kdyZz y je rodamin 110.

Zv1asté preferované latky reprezentuje obecny vzorec III:

R,~ (AA) -Asp-NH l 0 ! NH-Asp- (AA) ;-R,
B

0

(III

nebo jeji biologicky pfijatelné sole nebo reportni molekuly
(jako je metylesterova forma karboxylu obsazZeného \
aminokyselinovych zbytcich), kde R;, AA, n Jjsou definovany

shora v textu v obecném vzorci II. Preferovanym R; Jje t-
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butyloxykarbonyl, acyl a benzyloxykarbonyl. Preferované

hodnoty symbolu n jsou 1 azZ 3.
Vyndlez se také tykd zplusobu pfipravy 1latky obecného

vzorce III, ktery zahrnuje

(a) kondenzaci rodaminu s B-t-butylesterem kyseliny N-
fmoc-L-aspartové za vzniku (Fmoc-Asp (OBu-t) ) -
rodaminu,

(b) odstranéni skupiny Fmoc za vzniku Asp(OBu-t)),-
rodaminu,

(c) kondenzaci Asp (OBu-t) )2-rodaminu s Z-(AA), za

vzniku (Z-(AA),~Asp(OBu-t)),-rodaminu a

(d) odstranéni chrénici skupiny OBu-t.

V preferovaném provedeni vynédlezu - (AA), je WEH SEQ ID NO:
1, YVA SEQ ID ¥NO: 2, LEH SEQ ID NO: 3, DET SEQ ID NO: 4, DEV
SEQ ID NO: 5, DEH SEQ ID NO: 6, VEH SEQ ID NO: 7, LET SEQ ID
NO: 8, LEV SEQ ID NO: 9, SHV SEQ ID NO: 10, DEL SEQ ID NO: 11,
DGP SEQ ID NO: 12, DEP SEQ ID NO: 13, DGT SEQ ID NO: 14, DLN
SEQ ID NO: 15, DEE SEQ ID NO: 16, DSL SEQ ID NO: 17, DVP SEQ
ID NO: 18, DEA SEQ ID NO: 18, DSY SEQ.ID NO: 20, ELP SEQ ID
NO: 21, VED SEQ ID NO: 22, IEP SEQ ID NO: 23 nebo IET SEQ ID
NO: 24. Karboxyskupiny, které obsahuji aminokyseliny jsou
chradnény skupinou OBu-t, kterd se v konelném kroku odstrani.

Vyndlez déle popisuje Jjinou skupinu preferovanych 1latek
obecného vzorce I , které zahrnuji latky, kde x neni stejné
jako z. Preferované latky této skupiny zahrnuji ty, kde x je
peptid nebo jind struktura, kterd &ini tuto latku vhodnou jako
substrat pro kaspadzy nebo jako substrat pro jiné protedzy nebo
peptiddzy nebo jiné enzymy. Vazba x-y je vazba Stépitelnd za
biologickych podminek. Symbol z predstavuje chrénici skupinu a
vazba y-z v obecném vzorci I neni 3Stépitelnd =za biologickych
podminek.

Popisuji se nové fluorogenni nebo fluorescenéni reportni
latky podle vynalezu obecného vzorce V:

Ry~ (AR) 2-Asp-y-Re (V)




15 eeh o000 oe .0 [ 2] e
nebo jeji biologicky prijatelné socle nebo pro-reportni
molekuly (jako je metylesterova forma karboxylu obsazeného v

aminokyselinovych zbytcich), kde R;, AA, n a y Jjsou definovany
shora v textu v obecném vzorci II a Rg je chrénici skupina,

kterd neni aminokyselinou nebo derivatem aminokyseliny.

Zv143té preferovanym provedenim latek obecného vzorce
V jsou latky obecného vzorce VII: |
Ry~ (AA) ,~Asp-R,N l 0 l NR;-Rg
R R :
‘i!Ib 0 4 VII
0]

nebo jejl biologicky prijatelné sole nebo reportni molekuly

(jako je metylesterova forma karboxylu obsaZené %
aminokyselinovych zbytbich),

kde Ry, Rg, AA a n Jjsou definovany shora v textu v obecném
vzorci II a V.

R, a R3; jsou stejné nebo odlisné a predstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo aryl a

Ry a Rs jsou stejné nebo odlisné a pfedstavuji nezdvisle vodik

nebo alkyl.

Vyndlez popisuje Jinou skupinu preferovaného provedeni
ldtek obecného vzorce I, které reprezentuje obecny vzorec
VIIT:

VIII
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nebo jeji Dbiologicky pfijatelné sole nebo pro-reportni
molekuly (jako je metylesterovda forma karboxylu obsaZena v
aminokyselinovych zbytcich),
kde Ri, Rg, AR a n jsou definovdny shora v textu v obecném
vzorci II a V,
m predstavuje celé ¢islo od 0 do 3,
Rz a R3 jsou stejné nebo odlidné a predstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo aryl a
Ry a Rs jsou stejné nebo odlidné a predstavuji nezdvisle vodik
nebo alkyl.

Vynadlez popisuje jinou skupinu preferovaného provedeni

latek obecného vzorce I, které reprezentuje obecny vzorec IX:

nebo jejli biologicky prijatelné sole nebo reportni molekuly
(jako je metylesterova forma karboxylu obsazZend %
aminokyselinovych zbytcich),
kde Ri, Rg, AR a n Jjsou definovany shora v textu v obecném
vzorci II a V,
m predstavuje celé ¢islo od 0 do 3,
Rz a R; Jsou stejné nebo odlidné a pfedstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo aryl a
Rs a Rs jsou stejné nebo odlidné a predstavuji nezdvisle vodik
nebo alkyl.

Vynalez dale popisuje zpusob pFipravy 1latky obecného

vzorce VII, ktery zahrnuje:
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(a) reakci rodaminu s anhydridem kyseliny octové za

vzniku N-acetyl-rodaminu obecného vzorce VI,

(b)  konderzaci N-acetyl-rodaminu obecného vzorce VI s B-
t-butlesterem kyseliny N-fmoc-L-aspartové za vzniku
N- (Fmcc-Asp (OBu-t) ) -N"-acetyl-rodaminu,

(c) odstrznéni skupiny Fmoc za vzniku N-(Asp(OBu-t))-N'-

acety_-rodaminu,
(d) konder.zace N- (Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu s Z-
(AA)n za vzniku N-(Z-(AA),-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-
rodam-nu a

(e) odstrznéni chrénici skupiny OBu-t =za vzniku N-(Z-
(AA),-Asp (OBu-t) ) ~-N"-acetyl-rodaminu

nebo v jingm pripadé

(a) reakc. rodaminu s anhydridem kyseliny octové =za
vznik. N-acetyl-rodaminu obecného vzorce VI,

(b) konderzaci N-acetyl-rodaminu obecného vzorce VI s Z-
(AA)p-Asp (B-OBu-t) za wvzniku N-(Z-(AA),-Asp(OBu-t))-
N’ -acetyl-rodaminu a

(c) odstrenéni chranici skupiny OBu-t =za vzniku N-(Z-
(AA),-Asp) ~N"-acetyl-rodaminu.

V tomto orovedeni vynalezu, kde (AA) zahrnuje
aminokyseliny, jako je kyselina glutamovd nebo aspartové, je
karboxylova skupina chranéna skupinou OBu-t, kterd se od3tépi
pfi poslednim kroku.

Vyndlez taxé popisuje nova fluorescenc¢ni barviva obecného
vzorce VI, které Jsou derivaty rodaminG. Tyto 1latky se
pripravujil =zavedenim chrénici skupiny Rg do Jjedné nebo dvou
aminokyselinovych skupin rodaminu. Skupina R;NH v obecném
vzorci VI poskytuje misto pripojeni pro reakci s potencidlnim
substratem enzymu, jako je karboxylové skupina peptidu
s chrédnénym N-koncem za vzniku peptid-amidové vazby. Reakce
prevede fluorescendcni molekulu obecného vzorce VI na
nefluorescencni peptidovou reportni molekulu obecného vzorce

VII-IX, které slouZi jako substrat pro protedzu a peptidéazu.
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Stépenim 3Stépitelné amidové vazby v molekule peptid-reporter
protedzami nebo peptidézami vznikd latka obecného vzorce VI
nebo VI’, kterd je fluorescencni.

Vynélez popisuje nové fluorescenéni barviva podle vyndlezu

obecného vzorce VI:

RzHN O 0 NR3-R6
&= )

nebo biologicky prfijatelné sole, kde _

R, a Rz jsou stejné nebo odli3né a predstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo aryl a

Rs predstavuje chranici skupinu, kterd neni aminokyselinou nebo
derivatem aminokyseliny,

Ry a Rs jsou stejné nebo odlidné a predstavuji nezavisle vodik
nebo alkyl skupinu.

R, a Rz s vyhodou pfedstavuji vodik, metyl nebo etyl. Rgq a
Rs s vyhodou predstavuji vodik nebo metyl.

Vynalez se ddle vztahuje ke zplasobu pouZiti reportnich
latek obecného vzorce I, za UCelem méreni aktivity
vnitrobuné&&nych kaspdz nebo jinych enzymd, které se ucastni
apoptazy v Zivych nebo mrtvych celych bunikdch nebo v tkéani.
Vyndlez se dale tyka zplsobl pouZziti latek obecného vzorce I a
zde popsanych testd vhodnych pro méfeni aktivace nebo inhibice
libovolnych kaspazovych enzyml uvnit¥ libovolné Zivé nebo
mrtvé celé bunky nebo tkdné (normdlni nebo karcinogenni)
pomoci testovaci 1latky nebo 1latek. Latky obecného vzorce I
jsou permeabilni. Mohou se tedy zavést do celych bunék nebo
vzorklt tké&ni. Latky Jjsou fluorogenni nebo fluorescenc¢ni a

mohou se vytvorit tak, aby byly specifické pro libovolny znamy
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enzym kaspdza nebo pro libovolné jiné vnitrobuné&éné enzymy,

které se ucastni apoptdzy.

V publikaci Thornberry, N. A., et al., J. Biol. Chem. 272:
17907 (1997) se popisuji optimalni sekvence riznych
kaspazovych substratd a substrdtu granzymu B. Optimdlni
substratové sekvence jsou uvedeny v tabulce &. 1.

Tabulka ¢. 1

Enzym* Optimdlni sekvencex*x*
Kaspaza-1 (ICE) WEHD SEQ ID NO: 1
Kaspédza~-2 (ICH-1, mNEDD2) DEHD SEQ ID NO: ©
Kaspaza-3 (apopain, CPP-32, DEVD SEQ ID NO: 5
YAMA)

Kaspdza~4 (ICE,.;-II, TX, ICH-2)|(W/L)EHD SEQ ID NO: 25
Kaspaza-5 (ICEy;-III, TY) (W/L)EHD SEQ ID NO: 25
Kaspaza-6 (Mch2) VEHD SEQ ID NO: 7
Kaspédza-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-|DEVD SEQ ID NO: 5

1)

Kaspdza-8 (MACH, FLICE, Mchb) LETD SEQ ID NO: 8
Kaspaza-9 (ICE-LAP6, Mché6) LEHD SEQ ID NO: 3
Granzym B IEPD SEQ ID NO: 23

*enzymy Jjsou oznaleny starym (v z&vorkédch) a novym nédzvoslovim

**Pro. oznaCenl optimalnich aminokyselinovych sekvenci se

pouZivaji standardni jednopismenné zkratky.
popsanych v publikaci
768 (1992)

substraty vhodné

sekvenci

356:

Za optimalnich

A.,

pouziti

Thornberry, N. et al., Nature, se mohou

syntetizovat fluorogenni nebo fluorescencni

pro specifické kaspazy podle zde popsaného postupu.

Je také mozZné vytvorit daldi jiné fluorogenni a
fluorescenc¢ni substraty, které jsou vhodné pro znamé nebo
neznémé kaspazy, pouzitim znamych  nebo potencionalnich
sekvenci tvoficich mista S&tépeni peptidu =ze znamych nebo
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potencionédlnich prirozenych substradtd enzymd kaspaz. Tabulka
¢. 2 =znazornuje peptidové sekvence odpovidajici zndmym nebo
potencionalnim mistim S$tépeni v proteinech, které mohou byt

prirozenymi substraty kaspéaz.

Tabulka &. 2:

Enzym Substrat Sekvence Sté&peni#

Kaspdza-3 PARP DEVD SEQ ID NO: 5
PAK2 SHVD SEQ ID NO: 10
D4-GDI DELD SEQ ID NO: 11
U1l~70kDa DGPD SEQ ID NO: 12
SREBP ’ DEPD SEQ ID NO: 13
DNA-PK DEVD SEQ ID NO: 5
Huntingtin DGTD SEQ ID NO: 14

DLND SEQ ID NO: 15
DEED SEQ ID NO: 16
DSLD SEQ ID NO: 17

mdm?2 DVPD SEQ ID NO: 18
KaspézafB a jiné|Fodrin DETD SEQ ID NO: 4
neznamé kaspazy
Pravdépodobné Rb DEAD SEQ ID NO: 19
kaspaza-3
Pravdépodobnéa Preseniliny DSYD SEQ ID NO: 21
kaspéza-3 '
? Aktin ELPD SEQ ID NO: 21
Kaspéaza-6 Lamin A VEID SEQ ID NO: 26
Kaspaza-8 CPP32 IETD SEQ ID NO: 24

* Pro oznaceni aminokyselinovych sekvenci se pouZily standardni

jednopismenné zkratky aminokyselin.

Fluorogenni nebo fluorescenc¢ni substraty se mohou také
vytvorit za GCelem mé&reni vice neZ jednoho enzymu ve stejném
okamziku. Vytvori se substraty, které Jjsou rozeznavany a

Stépeny vice neZ jednim enzymem, ktery se ucCastni kaspazové
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které

kaskady. Fluorogenni nebo fluorescenéni substraty,

vyuzivd vice Jjak Jjedna kaspéza, se mohou pouZit ve zde

popsaném testu pro meéreni aktivity zatim nezndmych kaspéaz.
Kdyz se kaspazova kaskada aktivuje stimulem vyvoléavajici

umrti buriky, popsané fluorogenni nebo fluorescenéni reportni

molekuly se  3Stépi, pricemzZ dochazi k velkému  néartstu

fluorescenc¢niho zareni. Zmény v intenzité fluorescend&niho

zafenl je mozné mérit spektrofluorimetricky. Reportni molekuly

je také moZné vyuzit k mé&feni =zdkladni aktivity kaspaz

v bunkach, které nepodléhaji apoptédze. Tento zplsob je mozné

adaptovat na testy s vysokou prlchodnosti nebo s ultra-vysokou
prichodnosti.

Testovacl systém je univerzalni. Priklady extrémni

flexibility testovaciho systému se popisuji dale v textu:
1.

test je moZné pouZit pri testovani zakladni aktivity

libovolného enzymu kaspdzy nebo libovolného jiného

enzymu Ucastnici se apoptdzy v buifice nebo v tkani.
které mohou bud

kaskadu.

Test se miZe pouzit k testovani latek,

aktivovat nebo inhibovat kaspézovou To

znamenéd, Ze test se mbZe pouZit pfi hledéni 1éku proti

degenerativnim onemocnénim nebo 1ékd proti zhoubnému

bujeni.

Test Jje moZné pouZit pri testovdni aktivace nebo

inhibice kaspdzové kaskddy v libovolnych Zivych nebo

mrtvych bunkdch nebo bunéénych 1liniich ziskanych

z organového systému téla, ktery zahrnuje, ale

neomezuje se na - vlasy, mozek, periferni nervovy

systém, o¢i, u3i, nos, dusta, mandle, =zuby, Jjicen,

srdce, krev, Zily, kostni dfen, lymfatické

brzlik,

plice,

zlazy, slezina, imunitni systénmn, jatra,

zaludek, intestindlni trakt, pankreas, Zlazy s vnit¥ni

ledviny, mocCovy méchy¥, reprodukéni
klouby,

1éku

sekreci a tkanég,

organy a zlazy, kosti a kGZe. Test se mbZe

pouzit pri testovani s potenciondlnim pouZitim
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pri  libovolném onemocnéni  libovolného  orgdnového
systému v téle, kde se vykazuje porucha kaspazové
kaskéady.

4. Test se mlZe pouZit p¥i testovani 1ékl, které mohou
upravit kaspézovou kaskddu primo nebo nepfimo. To
znamend modulaci samotnych  kaspéaz nebo modulaci
bunécnych receptori a ko-faktoru, které ovliviuji
kaspazovou kaskadu.

5. Test se mbZe pouZit pfi stanoveni mista plsobeni, ve
kterém moduldtor interferuje. To znamend, Ze test muZe
pomoci odhalit molekuldrni mechanizmy plisobeni novych
lékd, které slouzi jako moduldtory kaspazové kaskady.

Vynalez se také vztahuje k pouziti fluorogennich nebo

fluorescencnich substratd obecného vzorce I vhodnych pro

nalezenl novych latek nebo novych pouZiti zndmych latek pfi

redukci nebo 1écbé chorob, pfi kterych odumirdni bun&k e

kauzativni faktor nebo vysledek. Priklady pouZiti podle

vynalezu zahrnuje testovani latek, které mohou chranit nervovy

-systém nasledujici loZiskovou a globdlni ischemii; testovani

latek, které mohou 1léc&it neurodegenerativni poruchy, jako Je

Alzheimerova nemoc, Huﬁtingtonova nemoc, Parkinsonova nemoc,

roztrouSend sklerdéza, amyotrofni laterélni sklerdza, ataxie,

teleangiektazie a spinobulbidrni atrofie; testovdni 1latek,
které mohou 1écZit onemocnéni srdce zahrnujici infarkt
myokardu, méstnavé srdeé¢ni selhdni a kardiomyopatie; testovani
latek, které se mohou pouZit pfi .léébé poékozeﬁi sitnice;
testovani latek, které se mohou pouZit pfi 1é&b& poruch
autoimunity, které =zahrnuji 1lupus erythematodes, revmatoidni

artritida, cukrovku typu I, Sjogrentiv syndrom a

glomerulonefritidu; testovani latek, které se mohou pouZit pro

lé¢bu polycystického onemocnéni ledvin a anemie/erytropoézy;
testovani  latek, které se pouzivaji pfri 1é¢b& poruch
imunitniho systému zahrnujici AIDS a SCIDS; testovani latek,

které omezuji nebo brani poSkozeni buiky, tkané a orgadnu bé&hem
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transplantace (napriklad S$tép versus onemocnéni hostitele pti
procesu transplantace kostni drfené); testovani latek, které
omezujl nebo brani odumiréni bunék bunééné linie v primyslové
biotechnologii; testovéani 1latek, které omezuji nebo brani
vzniku alopecie (ztrdta vlasu) a testovani latek, které
redukuji odumirdni nedozradlych buné&k klzZe.

Vynalez se také tyka pouziti fluorogennich nebo
fluorescenénich substratll obecného vzorce I v testovacim
postupu, kde s= testujli znamé léky nebo kombinacni nebo jiné
knihovny latek, pfi¢emZ se vyhledavaji latky s protinddorovou
aktivitou nebc s aktivitou proti zhoubnému bujeni. Bunky
zhoubného bui=ani nebo buné&cné linie je  mozZné ziskat
z libovolného zhoubného bujeni 1libovolného vnit¥niho nebo
vnéjsSiho orgarového systému v té&le. Tento organovy systém
zahrnuje, ale nenl omezen na mozek, priferni nervovy systém,
o¢i, usi, nos, usta, mandle, zuby, jicen, plice, srdce, krev,
cévy, kostni dFen, lymfatické Zzlazy, brzlik, slezina, imunitni
systém, Jatra, Zaludek, intestindlni trakt, pankreas, Zlazy
s vnitrni sekreci a tkané, ledviny, mocovy méchy¥, reprodukdéni
organy a zlazy (napriklad prostata), klouby, kosti a klGzZe.

Vynédlez také popisuje pouZiti fluorogennich nebo
fluorescencnich substratl obecného vzorce I p¥i diagnostickych
postupech za uUlelem stanoveni chemosenzitivity nebo rezistence
bunék zhoubného bujeni odebranych ze zvirat, které se budou
l1é¢it chemoterapeutickymi 1éky. Bunky zhoubného bujeni nebo
bunécéné linie se mohou =ziskat =z libovolného =zhoubného bujeni
libovolného  vnitfniho nebo externiho orgénového systému
v téle, ktery zahrnuje, ale neni omezen na mozek, periferni
nervovy systém, oc¢i, u$i, nos, usta, mandle, zuby; jicen,
plice, srdce, krev, <cévy, kostni dfent, lymfatické Zlazy,
brzlik, slezina, imunitni systém, jatra, Zaludek, intestindlni
trakt, pankreas, Zlazy s vnit¥ni sekreci a tkéné, ledviny,
moCovy  méchyf, reprodukéni organy a zlazy (naptriklad

prostata), klouby, kosti a kaZe.
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Vynalez se dale tyka zpusobu detekce enzymu, ktery se
UCastni apoptdzové kaskddy v jedné nebo vice bufikidch a ktery
zahrnuje:
a) kontakt jedné nebo vice bunék s reportni latkou podle
vyndlezu za podminek, kdy reportni 1latka je pohlcena
jednou nebo vice bufikami a

b) zaznamenavani fluorescence uvedené jedné nebo vice
bunék, kde zména fluorescence, to 2znamena hodnoty
fluorescence (rGst) nebo vlnové délky, v jedné nebo
vice bunkach v porovnani s kontrolnimi bunkami, které
neprisly do kontaktu s reportni latkou a se znamym
kompetezivnim inhibitorem enzymu, je indikace
pritomnosti enzymu.
Vynalez taxé popisuje zplsob mé&feni aktivity enzymu, ktery
se UcCastni aportdzové kaskaddy v jedné nebo vice buﬁkéch, ktery
zahrnuje:
a) kontakt jedné nebo vice bunék s reportni latkou podle
vynalezu za podminek, pfi kterych uvedend reportni
latka je pohlcena jednou nebo vice bunkami a

b) zaznamenavani fluorescence jedné nebo vice bunék, kde
relativni zména fluorescence v jedné nebo vice buikéch
v porovaani s kontrolnimi bunkami, které neprisly do
kontaktu s reportni latkou a se znadmym kompetitivnim
inhibitorem enzymu, je mirou aktivity enzymu.

Vynédlez se tykd zplsobu stanoveni, zda testovana latka
pusobi na enzym, ktery se uCastni apoptézové kaskady v jednom
nebo vice testovanych bunék, ktery zahrnuje:

(a) kontakt jedné nebo vice testovanych bunék

s testovanou latkou a reportni l&tkou podle vyndlezu
za podminek, pfri kterych uvedend reportni latka je
pohlcena jednou nebo vice buhikami a testovanad léatka
bud interaguje s externim membranovym receptorem nebo

je pohlcena buiikou a
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zaznamenavani fluorescence testovanych bunék, kde

fluorescence, nebo

délky  bunkéach,

zména bud hodnoty fluorescence

vlinové Vv porovnéani s kontrolnimi

bunkami, které prisSly do kontaktu s reportni latkou a

nikoli s testovanou latkou, je indikace, Ze testovana

latka ma& pfimy nebo nepfimy G¢inek na testovany

apoptdzovy enzym.

Testované burntky mohou prijit do kontaktu s uvedenou

testovanou latkou pfed tim, neZ prisly do kontaktu s reportni

latkou, po nebo soucasné& s ni. Zphsob se mlZe pouZit ke
stanoveni, zda testovand 1latka stimuluje nebo inhibuje
aktivitu enzymu.

V preferovaném provedeni vynalezu, testovand bufika Jje

bunkou zhoubného bujeni nebo bunééné linie ziskané z &lovéka,

ktery potrebuje 1lécbu chemoterapeutickym 1lékem a testovana

latka je chemoterapeutické ¢inidlo nebo

chemoterapeutickych ¢inidel.

smeés

Vynalez se také vztahuje k metodé stanoveni citlivosti

zvirete se zhoubnym bujenim, aby se mohlo 1é¢it jednim nebo

vice chemoterapeutickymi ¢inidly. Tento zplsob zahrnuje:

a) kontakt bunék zhoubného bujeni odebranych z uvedenych

zvifat s jednim nebo vice chemoterapeutickych ¢&inidel

a reportni 1latkou podle vyndlezu =za podminek, pfi

kterych reportni 1latka Jje pohlcena bunikami zhoubného
bujeni, pricemZ jedna nebo vice 1ékl bud interaguji
s externim mebrénonm receptorem nebo
uvedenou bunkou a

zaznamendvani fluorescence bun&k zhoubného bujeni, kde

zména fluorescence, bud hodnota nebo vlnovd délka, u

bunék zhoubného Dbujeni ve srovnédni s kontrolnimi
bunkami, které prisly do kontaktu pouze s reportni
latkou, je indikace, Ze rakovinové bunky Jjsou

chemosenzitivni vG¢i jednomu nebo vice <&inidlim a Ze

zvite je citlivé na 1lécbu.

jsou pohlceny
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zvirete
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zpusobu monitorovani 1é&&by

1éku.

se také vztahuje ke

jednim nebo vice chemoterapeutickych Tento

zpusob zahrnuje:

a) aplikaci jednoho nebo vice chemoterapeutickych 1éku
zvireti,

b) kontakt bunék ziskanych ze =zvi¥ete po aplikaci
reportni latky podle vyndlezu =za podminek, kdy
reportni latka je pohlcena bufikami a

c) zaznamendvani fluorescence bunék, které prisly do
kontaktu s reportni latkou, kde zmé&na fluorescence,
bud  jeji hodnota nebo vlnovad délka, v bunkéch
odebranych zvifeti po aplikaci ve srovnani
s kontrolnimi burnikami, které se odebraly zvireti pred
aplikaci indikuje, Ze zvifte je citlivé vaci
chemoterapeutickému ¢inidlu. V tomto provedeni
vyndlezu zvife miZe trpé&t nemoci, kde apoptické
odumirani bunék je bud kauzativni faktor nebo je to
vysledek onemocnéni. |

Vynadlez se také wvztahuje ke zpﬁsobu stanoveni, zda

testovand latka inhibuje nebo brédni odumirani bunék v p¥ipadé

jedné nebo vice testovanych bunék. Tento zplisob zahrnuje:

a)

latkou a

kdy

kontakt testované buniky s testovanou

s reportni l&tkou podle vyndlezu =za podminek,
testovana latka bud interaguje s externim membréanovym
receptorem nebo je bunkou pohlcovana a reportni latka

je bunkou pohlcena a

zaznamenavani fluorescence testovanych buné&k, kde
zména fluorescence, bud jeji hodnota nebo vlnova
délka, v testovanych bunkach ve srovnani

které prisly do kontaktu pouze

latka

s kontrolnimi bunkami,

s reportni 1latkou indikuje, Ze testovana

inhibuje nebo brani odumirani bunék.
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Vyndlez d&le popisuje zplsob stanoveni, zda testovana
latka zplUsobuje nebo =zesiluje odumirdni bunék v jedné nebo
vice testovanych bunkdch. Tento test zahrnuje:

a) kontakt testovanych bunék s testovanou latkou a
reportni latkou podle vyndlezu za podminek, kdy
testovana latka interaguje s externim membranovym
receptorem nebo je pohlcovana bufikami. Reportni latka
je pohlcovéna burnikami.

b) zaznamenavdni fluorescence testovanych bunék, kde
zména fluorescence, bud Jjeji hodnoty nebo vlnové
délky, v testovanych burikdch ve srovnani
s kontrolnimi bunkami, které prisly do kontaktu pouze
s reportni latkou, indikuije, Ze testovana latka
zplisobuje nebo zesiluje odumiradni bunék.

Vynalez se také vztahuje ke zplsobu pouZiti reportnich
ladtek  obecného vzorce IX za GCelem méfeni aktivity
vnitrobunécénych peptidadz a protedz v Zivych celych buiikéach.
Tyto 1latky =zahrnuji, ale nejsou omezeny na aminopeptidazu
methioninu typ 2 v endotelidlnich bunkdch a HIV proteédzu
v bunkdch infikovanych HIV. Vynadlez se také tykd zplsobl
pouziti 1latek obecného vzorce IX a zde popsanych zpusobu
testovani vhodnych pro méreni inhibice nebo aktivace enzyml
uvnit? Zivych celych bunék pomoci testované latky nebo latek.
Reportni 1lAatky obecného vzorce IX Jjsou permeabilni, coz
znamena, Ze mohou vstoupit do celych bunék. Latky Jsou
fluorogenni nebo fluorescenc¢ni a mohou se vytvorit tak, Ze
jsou specifické pro znamé enzymy, Jjako Je aminopeptidaza
methioninu nebo proteédza HIV.

Vyndlez se také tykd zplsobu detekce virové proteédzy
v jedné nebo vice bunkdch. Tento zpusob zahrnuje:

a) kontakt bunék s reportni latkou podle vyndlezu za

podminek, kdy reportni latka vstupuje do bunék a
b) zaznamendvadni fluorescence uvedenych bunék, kde zména

nebo zvy3eni fluorescence v bunkdch ve srovnani
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s kontrolnimi burtikami, které neprisly do kontaktu

s reportni latkou indikuje pIitomnost virové proteédzy.

Vynélez se také vztahuje ke zplsobu mé&feni aktivity virové

protedzy v jedné nebo vice infikovanych bunkéach, ktery
zahrnuje:
a) kontakt jedné nebo vice virovych infikovanych bunék
s reportni 1latkou podle 'Vynélezu za podminek, kdy
reportni latka Jje pohlcena Jjednou nebo vice virem
infikovanymi bunkami a
b) zaznamendni fluorescence uvedené jedné nebo vice
bunék, kde zména nebo zvy3eni fluorescence v jedné
nebo vice Dbunkdch infikovanych virem ve srovnani
s kontrolnimi Dbunkami, které neprisly do kontaktu
s reportni latkou indikuje miru aktivity virové
proteazy.
Vyndlez d&le popisuje zpusob stanoveni, zda testovana

latka pusobi na aktivitu virové protedzy v jedné nebo vice

virem infiovanych bunék, ktery zahrnuje:

a) kontakt virovych infikovanych  testovanych  bunék
s testovanou latkou podle vyndlezu za podminek, kdy
uvedend reportni latka je pohlcena jednou nebo vice
infikovanych bunék a

b) zaznamenani fluorescence uvedenych testovanych bunék

ve srovnani s kontrolnimi burikami, které neprisSly do

kontaktu s reportni 1létkou, kde zména nebo. zvySeni

fluorescence v infikovanych testovanych buniikdch ve
srovnani s infikovanymi kontrolnimi bufkami indikuje,

virovou

Zze testované substance maji Gc¢inek na
protedzu.

V preferovaném provedeni vyndlezu bunkami Jsou bunky
infikované HIV a virovd protedza je HIV protedza. V jiném
preferovaném provedeni vyndlezu bunitky Jjsou bunitky infikované
adenovirem a virovd protedza je adenovirovd protedza. V jiném
preferovaném provedeni vyndlezu bunky Jjsou bunky infikované
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HSV a virovéd protedza Jje HSV protedza. V jiném preferovaném
provedeni vynédlezu bunky Jjsou bunky infikované HCMV a virova
protedza HCMV. V jiném preferovaném provedeni

proteaza je

vynalezu bunky jsou bunky infikované HCV a virovad protedza je

proteaza HCV.

Vynalez popisuje zplsob méfeni aktivity protedzy nebo

peptiddzy v bunikach, ktery zahrnuje:

a) kontakt testovanych bun€k s reportni latkou podle
vynalezu za podminek, kdy uvedend reportni latka je
pohlcena testovanymi bunkami a

b) zaznamenani fluorescence uvedenych bunék ve srovnani
s kontrolnimi bunkami, které neprisly do kontaktu

s repor-ni latkou, kde zmé€na nebo zvy3eni fluorescence

v testované bufice je mira aktivity protedz nebo
peptidéaz.

Vynadlez se také tykd zplsobu stanoveni, zda testovana
latka ma& U¢inek na aktivitu protedzy nebo peptidazy
v testovanych bunkach, ktery zahrnuje:

a) kontakt testovanych bunék s testovanou 1latkou a
reportni latkou podle vynalezu =za podminek, kdy
reportni latka vstupuje do testovanych bunék nebo
reportni latka interaguje s externi membrénovou
protedzou nebo peptidazou bunék a

b) zaznamenavani fluorescence testovanych bunék ve
srovndni s kontrolnimi bunkami, které prisly do
kontaktu pouze s reportni latkou, kde =zména nebo
zvySeni fluorescence v testovanych buttkach - ve
srovndni s kontrolnimi bunkami indikuje, Ze testovana

latka mé& UCinek na protedzu nebo peptidézu.

V preferovaném provedeni vyndlezu bunky jsou endotelidlni

bunky a peptiddza Jje aminopeptiddza metioninu typ 2. V jiném

preferovaném provedeni vynalezu bunky jsou T bunky a peptidéaza

je dipeptidylpeptiddza IV. V jiném preferovaném provedeni

vyndlezu buniky jsou neuronové bunky a proteaza je kalpain.
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Fluorogenni nebo fluorescenc¢ni substraty podle vynalezu
jsou latky obecného vzorce I:
X-y=2 (I)
nebo biologicky prijatelné sole nebo jeho pro-reportni
molekuly (jako je metylesterovd forma karboxylu obsaZend v
aminokyselinovych zbytcich), kde symboly x a 2z jsou stejné

nebo odlisné a tvofi Jje peptid nebo aminokyselina nebo acyl

nebo Jjinad struktura tak, Ze latka obecného vzorce I slouZi

jako substrat pro kaspazy nebo pro Jjiné protedzy nebo

peptidézy nebo jiné enzymy. Sté&pitelnou vazbou je pouze jedna
nebo obé vazby x-y a y-z latky obecného vzorce I, v pripadg,
Ze symbol x je stejny Jjako z nebo kdyZ Stépitelnou vazbou je
pouze jedna vazba x-y nebo y-z latky obecného vzorce I, kdy x

se 1181 od z. y je fluorogenni nebo fluorescenc¢ni &ast.

Preferované latky, které vyndlez popisuje zahrnuji létky,

kde symbol x je stejny jako z a prvni aminokyselina pripojené

kK y je Asp. Upfednostnuje se, aby x bylo stejné jako z a

s chrénénym N-
2,
DEHD SEQ

substrat

1,

kaspazy
YVAD SEQ ID NO:
S,
LEHD SEQ 1ID
NO:

predstavuje tetrapeptidovy
koncem zahrnujici WEHD SEQ ID NO:
SEQ ID NO: 3, DETD SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO:
ID NO: 6, VEHD SEQ ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8,
NO: 3, SHVD SEQ ID NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11, DGPD SEQ iD
12, 13, 14, DLND SEQ 1ID
15, 1o, 17, DVPD SEQ ID
18, 19, 20, ELPD SEQ ID

21, 26,

LEHD

NO:
NO:

DGTD SEQ ID NO:
DSLD SEQ ID NO:
DSYD SEQ ID NO:

DEPD SEQ ID NO:

DEED SEQ ID NO:

DEAD SEQ ID NO: NO:

VEID SEQ ID NO: IETD SEQ ID NO: 24 nebo tetrapeptidovy

substrat granzymu B s chrénénym N-koncem zahrnujici IEPD SEQ

ID NO: 23 a VEPD SEQ ID NO: 27 nebo symbol x je stejny jako

z a predstavuje peptid s chrénénym N-koncem, ktery odpovidéa

karboxyterminalnimu nebo aminotermindlnimu fragmentu, ktery

2 nebo 3 aminokyseliny tetrapeptidového substréatu
1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD
DEVD SEQ ID NO: 5, DEHD SEQ

zahrnuje 1,
kaspdzy zahrnujici WEHD SEQ ID NO:
3, 4,

SEQ ID NO: DETD SEQ ID NO:
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ID NO: 6, VEHD SEQ ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8, LEHD SEQ 1ID
NO: 3, SHVD SEQ ID NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11, DGPD SEQ ID NO:
12, DEPD SEQ ID NO: 13, DGTD SEQ ID NO: 14, DLND SEQ ID NO:
15, DEED SEQ ID NO: 16, DSLD SEQ ID NO: 17, DVPD SEQ ID NO:
18, DEAD SEQ ID NO: 19, DSYD SEQ ID NO: 20, ELPD SEQ ID NO:
21, VEID SEQ ID NO: 26, IETD SEQ ID NO: 24 a granzym B
zahrnujici IEPD SEQ ID NO: 23 a VEPD SEQ ID NO: 27.

Vynalez dale popisuje preferované latky obecného vzorce I
zahrnujicil latky, kde symbol y predstavuje rodamin 110.

Zvlaste preferovanym provedenim latek obecného vzorce T

jsou latky obecného vzorce II:
R:-(AA) n—Asp-y-Asp- (AA) Ry (II)

nebo jeji biologicky pfijatelné sole nebo reportni molekuly
(jako je metylesterova forma karboxylu obsaZena v
aminokyselinovych zbytcich), kde R; je skupina chrénici N-
konec, jako je t—butyloxYkarbonyl, acetyl a benzyloxykarbonyl.
Kazdé AA nezavisle zndzorfluje zbytek libovolné p¥irozené nebo
neprirozené o-aminokyseliny nebo P-aminokyseliny nebo derivaty
a-aminokyseliny nebo p-aminokyseliny. KaZdy symbol n ma
nezavisle hodnotu 0 aZz 5 a symbol y dje fluorogenni nebo
fluorescencni cast. Pfikladem pro-reportni molekuly jsou latky
obecného vzorce I1 zahrnujici aminokyselinové zbytky
obsahujici metylesterovou formu karboxylu. Jinym prikladem
pro-reportni molekuly Jjsou latky obecného vzorce II zahrnujici
aminokyselinové zbytky obsahujici acetoxymetylesterovou formu
karboxylu (AM-estery). Je zndmo, Ze latky obsahujici AM-estery
karboxylu, prochdzeji bunénou st&nou a mohou se uvnit# bundk
hydrolyzovat esterazami. Po té, co se hydrolyzuji, léatky
obsahujici kraboxyl se stévaiji nepruchodnymi bunéc¢nou
membranou a jsou uzavfeny uvnit¥ bunék (popisuje se

v publikaci Adams et al., J. Am. Chem. Soc. 111: 7957-7968

Soen
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(1989)). AM-estery se mohou pfipravit reakci odpovidajicich
latek obsahujicich karboxyskupinu s brommetylacet&tem.
Zvlasté preferované provedeni latek obecného vzorce I jsou

latky obecného vzorce III:

R,- (AA) ~Asp-NH l 0 ! NH-Asp- (AA) -R;
(3L ’

0

(ITI

nebo jeji biologicky prijatelné sole nebo reportni molekuly
(jako je netylesterovéa forma karboxylu obsazZena v
aminokyselinovych zbytcich), kde Ry, AA, n jsou definovany
shora v textu v obecném vzorci II. Preferovanym R; je t-
butyloxykarbonyl, acetyl a Dbenzyloxykarbonyl. Preferované
hodnoty symbolu n jsou 1 az 3.

Preferované latky, které vyndlez popisuje, spadaji mezi
latky obecného vzorce I, kde symbol x neni stejny Jjako =z.
Preferované latky této skupiny zahrnuji ty, kde symbol x
predstavuje peptid nebo Jjinou strukturu, kterd &ini 1latku
pouzitelnou jako substrdt kaspidz nebo jinych protedz nebo
peptidaz nebo jinych enzyml. Vazba x-y v obecném vzorci I je
Stépitelnd =za biologickych podminek. Symbol x pfedstavuje
chranici skupinu a vazba y-z obecného vzorce I neni Stépitelna
za biologickych podminek. Nejvice se uptednostiiuje, aby symbol
X predstavoval tetrapetidovy substrat kaspidz s chréné&nym N-
koncem zahrnujici WEHD SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD
SEQ ID NO: 3, DETD SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO: 5, DEHD SEQ
ID NO: o, VEHD SEQ ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8, LEHD SEQ ID
NO: 3, SHVD SEQ ID NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11, DGPD SEQ ID NO:
12, DEPD SEQ ID NO: 13, DGTD SEQ ID NO: 14, DLND SEQ ID NO:
15, DEED SEQ ID NO: 16, DSLD SEQ ID NO: 17, DVPD SEQ ID NO:
18, DEAD SEQ ID NO: 19, DSYD SEQ ID NO: 20, ELPD SEQ ID NO:
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21, VEID SEQ ID NO: 26, IETD SEQ ID NO: 24 nebo tetrapeptidovy
substrat granzymu B s chranénym N-koncem zahrnujici IEPD SEQ
ID NO: 23 a VEPD SEQ ID NO: 27. Symbol x predstavuje peptid
s chranénym N-koncem, ktery odpovidd karboxytermindlnimu nebo
aminotermindlnimu fragmentu, ktery zahrnuje 1, 2 nebo 3
aminokyseliny tetrapeptidového substrdtu kaspdzy zahrnujici
WEHD SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD SEQ ID NO: 3, DETD
SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO: 5, DEHD SEQ ID NO: 6, VEHD SEQ
ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8, LEHD SEQ ID NO: 3, SHVD SEQ ID
NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11, DGPD SEQ ID NO: 12, DEPD SEQ 1ID
NO: 13, DGTD SEQ ID NO: 14, DLND SEQ ID NO: 15, DEED SEQ ID
NO: 16, DSLD SEQ ID NO: 17, DVPD SEQ ID NO: 18, DEAD SEQ ID
NO: 19, DSYD SEQ ID NO: 20, ELPD SEQ ID NO: 21, VEID SEQ ID
NO: 26, IETD SZQ ID NO: 24 a granzym B zahrnujici IEPD SEQ ID
NO: 23 a VEPD SEQ ID NO: 27. Symbol x predstavuje peptid
s chranénym N-koncem, ktery odpovidéd karboxytermindlnimu nebo
aminotermindlnimu fragmentu, ktery =zahrnuje 1, 2, 3 nebo 4
aminokyseliny tetrapeptidového substrdtu kaspdzy =zahrnujici
WEHD SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD SEQ ID NO: 3, DETD
SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO: 5, DEHD SEQ ID NO: 6, VEHD SEQ
ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8, LEHD SEQ ID NO: 3, SHVD SEQ ID
NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11, DGPD SEQ ID NO:.lZ, DEPD SEQ ID
NO: 13, DGTD SEQ ID NO: 14( DLND SEQ ID NO: 15, DEED -SEQ 1ID
NO: 16, DSLD SEQ ID NO: 17, DVPD SEQ ID NO: 18, DEAD SEQ ID
NO: 19, DSYD SEQ ID NO: 20, ELPD SEQ ID NO:.21, VEID SEQ 1ID
NO: 26, IETD SEQ ID NO: 24 a granzym B zahrnujici IEPD SEQ ID
NO: 23 a VEPD SEQ ID NO: 27 plus 1 aZz 2 aminokyseliny
odpovidajici P; -P,"¢asti substratu kaspazy zahrnujici G, A,
GA, GG a AG.

Nové fluorogenni nebo fluorescencéni reportni 1latky podle
vyndlezu jsou latky obecného vzorce V:

R;- (ARA) ,~Asp~-y-Rg (V)
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nebo jeji biologicky prijatelné sole nebo pro-reportni
molekuly (jako Je metylesterova forma karboxylu, kterd Jje
obsaZena aminokyselinovych zbytcich), kde:

R; predstavuje  skupinu chrénici N-konec, jako je t-
butyloxykarbonyl, acetyl, oktanoyl a benzyloxykarbonyl,

kazdé AA nezavisle znazorfuje zbytek libovolné prirozené nebo
neprirozené o-aminokyseliny nebo f-aminokyseliny nebo derivat
o-aminokyseliny nebo PB-aminokyseliny,

kazdy symbol n m& hodnotu 0 az 5,

symbol y je fluorogenni nebo fluorescendéni ¢&ast,

R¢ Je chrénici skupina, ktera neni aminokyselinou nebo
derivitem aminokyseliny.

Nové fluorogenni nebo fluorescenni reportni molekuly
podle wvynalezu obecného vzorce VII aZ IX Jjsou derivaty
rodamind zahrnujici rodamin 110, rodamin 116 a rodamin 10.
Tyto nové fluorgenni nebo fluorescendéni reportni molekuly se
pripravuji tak, Ze se nejdfive zavede chranici skupina Rg na
jednu ze dvou aminoskupin rodaminu za vzniku nového
fluorescenc¢niho barviva obecného vzorce VI. Zbyvajici skupina
HNR, se pouZiva pri reakci s potencidlnim enzymovym substratem
za vzniku fluorogenniho substrdtu obecného vzorce VII aZ IX.
Chranénim jedné ze dvou aminoskupin v rodaminu se ve s rovnani
s bis-substituovanym rodaminem zmensuje velikost substrdtu. Je
dulezité, aby se chrédnici skupina vybrala.tak, Ze:

a) Jje stabilni a nebude hydrolyzovat za biologickych
podminek. Tak Jjsou vyloueny aminokyseliny, protoZe
vytvorend peptidovd vazba miZe byt potencionalné
Stépena peptidazami, které se nachédzeji v bufikach,

b) upfednostiuje se, aby chrénici skupina nebyla prilis
velkd (je naptriklad mald), aby se mohla zmen3it
velikost molekuly peptid-reporter tak, Ze bude tvofit

lep3i enzymaticky susbtrat,
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c) upfednostniuje se, aby byla pfirozen& hydrofébni tak,
aby se zvySila bunécnd permeabilita fluorogenni nebo
fluorescenc¢ni molekuly.

Preferované chranici skupiny Rg zahrnuji, ale nejsou
omezeny na Co-12 alkylkarbonylovou skupinu, jako je
metoxykarbonyl, etoxykarbonyl, - hexyloxykarbonyl,
oktyloxykarbonyl, decyloxykarbonyl a dodecyloxykarbonyl, a Cy.i,
(alkylthio) karbonylovou skupinu, jako e (etylthio) karbonyl,
(hexylthio) karbonyl, (oktylthio) karbonyl, a
arylalkyloxykarbonylovou skupinu, jako je benzyloxykarbonyl, a
C2-12 acylalkanoylovou skupinu, jako Jje acetyl a oktanoyl,
karbamyl, Jjako Je dimetylkarbamyl, N-metyl-N-hexylkarbamyl a
alkylovou, haloalkylovou nebo aralkylsulfonylovou skupinu,
jako je metansulfonyl.

Zvlasté preferované chrénici skupiny R zahrnuji skupinu
CH3COOH-, CH3(CHz),0CO- (kde symbol p je 1 aZ 11), Cbz,
C13CCH20CO— (karbamdtova série); Me (OCH,CH;) OCO- (kde symbol g
je 1 aZ 4) a CH3(CHy).(OCH,CH,)s0CO- (kde symbol r je 0 a% 5,
symbol s je 1 az 4), (alkyloxyalkylkarbam&tova série); EtSCO-,
CH3 (CH2) 7SCO-, CH3(CHz)9SCO- a CH3(CHy):SCO- (kde symbol t dje 0
az 11) (thiokarbamdtovd série); Ts-, PhS0,-, CH3(CHy),S0,-
(symbol u je 0 aZz 11), . PhCH;S0,- a CF3S0,- (sulfonamidovéa
série); Mep;NCO-, Et;NCO-, a N-Me-N-CH;3(CH;),NCO (symbol v je 0
az 9) (série moCoviny) a HCO-, CH3CO-, CH;3(CH3),CO (symbol w je
0 aZ 9), PhCH,CO- a PhCO- (amidova série).

Nové fluorogenni nebo fluorescenéni reportni molekuly
obecného vzorce VII aZz IX se pripravily reakci aminoskupiny
NHR; novych  fluorescenénich barviv  obecného vzorce VI
s potencionalnim enzymovym substratem, jako je karboxylova
skupina peptidu s chrdnénym N-koncem =za vzniku peptidové
amidové vazby. Reakce  preménuje fluorescenéni  molekulu
obecného vzorce VI na nefluorescenini molekulu peptid-reporter

obecného vzorce VII aZ IX, kterd je substrat pro protedzu nebo

peptidazu. Je proto velmi dilezité, Ze chréanici skupina vazby
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R¢-N obecného vzorce VII se nemQize 3tépit a %e amidova vazba
molekuly pertid-reporter neni Stépitelnou vazbou za
biologickych podminek. Stépeni 3tépitelné amidové vazby
peptid-reporter obecného vzorce VII-IX protedzami nebo
peptidazami produkuje léatku obecného vzorce VI nebo VI, kteri
je fluorescendni.

Specialné preferovand provedeni 1latek obecného vzorce

V jsou latky obecného vzorce VII:

Ry '

R
5 o VII
0
nebo jeji biologicky pfijatelné sole nebo reportni

molekuly (jake Jje metylesterovd forma karboxylu obsaZena
v aminokyselincvych zbytcich),

Rz a R3; jsou stejné nebo odli%né a predstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo ary. a

R¢ je chranici skupina, kterou neni aminokyselina nebo derivat
aminokyseliny,

Ry a Rs Jjsou stejné nebo odlidné a pfedstavuji»nezévisle vodik
nebo alkyl.

R1 Je skupina chrénici N-konec,

kazdé AA nezdvisle zn&zornuje zbytek libovolné prirozené nebo
neprirozené o-aminokyseliny nebo B-aminokyseliny nebo derivat
a-aminokyseliny nebo P-aminokyseliny,

kazdy symbol n m& hodnotu 0 a? 5. St&pitelna vazba je vazba
Asp-N obecného vzorce VII.

Symbol Rz a Rz s vyhodou pfedstavuji vodik, metyl nebo etyl,
Symbol Ry a Rs s vyhodou predstavuji vodik nebo metyl.

sese
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Preferované aminokyseliny zahrnuji pfirozené aminokyseliny
zahrnujici tyrozin, glycin, fenylalanin, methionin, alanin,
'serin, 1izoleucin, leucin, threonin, valin, prolin, lyzin,
histidin, glutamin, kyselina glutamova, tryptofan, arginin,
kyselina  aspartova, asparagin nebo cystein. Nepfirozené
aminokyseliny zahrnuji t-butylglycin a N,N-dimetylglutamin.

Prikladem pro-reportni molekuly jsou latky obecného vzorce
VII zahrnujici aminokyselinové zbytky obsahujici
metylesterovou formu karboxylu. Jinym pfikladem pro-reportni
molekuly jsou latky obecného vzorce VII zahrnujici
aminokyselinové zbytky obsahujici acetoxymetyl (AM)esterovou
formu karboxylu.

Jind skupina preferovanych provedenich 1latek obecného

vzorce I jsou latky obecného vzorce VIII:

VIII

nebo Jjeji biologicky prijatelné sole nebo reportni molekuly
(jako Jje metylesterova forma karboxylu obsazZend
v aﬁinokyselinovych zbytcich),

kde R;, R¢, BAA a n jsou definovany shora v textu v obecném
vzorci II a V, |

m predstavuje celé ¢islo od 0 do 3,

R, a R3 jsou stejné nebo odlisné a predstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo aryl a

Ry a Rs jsou stejné nebo odlisné a predstavujl nezdvisle vodik

nebo alkyl.
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Latky obecného vzorce VIII Jjsou nové fluorogenni nebo
fluorescen¢ni substraty vhodné pro kaspazy nebo Jjiné enzymy
spojené s apopatdzou. V pripadé, Ze symbol m m& hodnotu O
Stépeni amidové vazby mezi Asp a rodaminem pfeméni fluorogenni
substrdt na  fluorescen¢ni barvivo obecného vzorce @ VI.
V pripadé, Ze symbol m ma hodnotu 0 Stépeni amidové vazby mezi
Asp a (AA)n bude Stépit rodamin pripojeny k NHy- (AA),
Zbyvajici aminokyseliny (AA), se pak odstrani aminopeptidazou
pritomnou v bunkdch za wvzniku fluorescenéniho barviva obecného
vzorce VI. (RA), se muZe vytvorit tak, aby odpovidala sekvenci
P° Stépitelného mista substrdtl kaspdz nebo enzyml spojenych
s apoptdzou. Zaclenénim sekvence P’ zndmych substrdtd kaspéz
nebo enzyml spojenych s apoptdzou se oCekdva zvySeni specifity
a afinity fluorogennich substrdtid. ProtoZe aminopeptiddzy jsou
zastoupeny v bunkéach, je moZné zaélenif sekvenci (AA)
v provedeni substratd obecného vzorce VIII vhodné pro testy
s celymi bunkami. Existuje dal$i vyhoda testl s celymi burikami
ve srovnani bezbunéénymi enzymatickymi testy. Napfiklad kdyz
(AA)n Je Gly, substrat obecného vzorce VIII bude fungovat
v testech s celymi bunakmi, ale v jiném pripadé nebude
fungovat v bezbunééném kaspazovém testu, protoZe Stépeni
amidové vazby Asp-Gly necha Gly pripojené k rodaminu, ktery
neni fluorescencni.

Prikladem pro-reportni molekuly jsou latky obecného vzorce
VIII zahrnujici aminokyselinové zbytky obsahujici metyl- nebo
etylesterovou formu karboxylu. Jinym pfikladem pro-reportni
molekuly jsou létky obecného vzorce VIII zahrnujici
aminokyselinové zbytky obsahujici acetoxymetyl (AM) - nebo
pivaloyloxymetyl (PM)esterovou formu karboxylu. Je znamo, Ze
latky obsahujici AM-estery karboxylu vstupuji do bunék a mohou
se hydrolyzovat esterdazami uvnit¥ bunék. Po té, <co se
hydrolyzuji, 1latky obsahujici kraboxylovou skupinu se stavaji
nepruchodnymi bunéfnou membrdnou a jsou uzavieny uvnitt bunék

(popisuje se v publikaci Adams et al., J. Am. Chem. Soc. 111:
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7957-7968 (1989)) . AM-estery se mohou pripravit reakci
odpovidajicich latek obsahujici karboxylovou skupinu a
brommetylacetétem.

Jinou skupinou preferovanych provedenli latek obecného

vzorce I jsou latky obecného vzorce IX:

R1~(AA)H—(AA)m-R2N

IX

nebo Jjeji bilologicky pfijatelné sole nebo pro-reportni
molekuly (jako Je metylesterovd forma karboxylu obsaZena
aminokyselinovych zbytcich),

kde Ri;, Rg, AA a n jsou definovany shora v textu v obecném
vzorci II a V,

m predstavuje celé ¢islo od 0 do 3,

R, a R3 Jsou steijné nebo odlisné a predstavuji nezavisle vodik,
alkyl nebo ary: a

R; a Rs jsou szejné nebo odlidné a predstavuji nezdvisle vodik
nebo alkyl. |

Symbol R; prfedstavuje s vyhodou t-butyloxykarbonyl, acetyl,
oktanoyl a berzyloxykarbonyl. Symboi n md s vyhodou hodnotu 1
az 4. Preferované symboly R, a Rs predstavuji nezavisle vodik,
metyl nebo etyl. Preferované symboly Ry a Rs predstavuji
nezavisle vodik nebo metyl. Preferované chradnici skupiny Rg
zahrnuji, ale nejsou omezeny na Cp-1p alkylkarbonylovou skupinu,
jako je metoxykarbonyl, etoxykarbonyl, hexyloxykarbonyl,
oktyloxykarbonyl, decyloxykarbonyl a dodecyloxykarbonyl
skupina, a C;-12 (alkylthio)karbonylovou skupinu, jako Jje

(etylthio) karbonyl, (hexylthio)karbonyl, (oktylthio) karbonyl,
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a arylalkyloxykarbonylovou skupinu, Jjako je benzyloxykarbonyl,
a Cz-1» acylalkanoylovou skupinu, Jjako je acetyl a oktanoyl,
karbamylovou skupinu, jako je dimetylkarbamyl, N-metyl-N-
hexylkarbamyl a alkylovou, haloalkylovou nebo
aralkylsulfonylovou skupinu, jako je metansulfonyl.

V obecném vzorci IX je (AA), tvoren aminokyselinou nebo
peptidem, ktery je rozezndvadn specifickou peptidazou nebo
protedzou, Jjako sekvence na strane p a bude se Stépit cilovou
peptidazou nebo proteazou. (AA)p tvori aminokyselina nebo
peptid, ktery rozeznavé specifickd peptidadza nebo proteéza,
jako sekvenci na strané& P, kterd se mlZe odstranit
aminopeptidazami pritomnymi v bunkach. V pripadé, Ze symbol R;
predstavuje N-terminalni chranici  skupinu, jako je  t-
butyloxykarbonyl, acetyl nebo Cbz, 1latky obecného vzorce IX
jsou substraty endopeptidaz, jako je katepsin D, nebo proteaz,
jakoje HIV protedza. V pripadé, Ze R; predstavuje H pak latky
obecného vzorce IX jsou substraty exopeptidéi, jako Je
aminopeptidédza methioninu.

Zv1asté 1latky obecného vzorce IX se navrhly tak, aby
tvorily substrdty pro aminopeptidazu methioninu typu 2 (MetAP-
2). Dvé nezavislé vyzkumné skupiny (popisuje se v publikaci
Sin, N., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 6099-6103
(1997), Griffith, E. C., et al., Chem. Biol. 4: 461—471

(1997) )stanovily, Ze MetAP-2 je bézny cil inhibitoru -

angiogeneze AGM-1470, coZ je 1lék proti zhoubnému bujeni, jehoz
vyvoj Jje v soulasné dobé& ve fazi klinickych testh. MetAP-2 je
bifunkéni enzym, ktery také reguluje syntézu protéinu a pﬁébbi
ve fazi fosforylace eIF-2. Popisuje se, Ze AGM-1470 pouze
inhibuje aminopeptidazovou aktivitu MetAP-2 a neplsobi na
regulaé¢ni aktivitu MetAP-2 (popisuje se v publikaci Griffith,
E. C., et al., Chem. Biol. 4: 461-471 (1997)). Protoze
inhibitor angiogeneze, jako je AGM-1470, Jje znédm, Ze Je

schopen selektivné usmrcovat bufiky zhoubného bujeni, ocekdvé
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se, Ze inhibitory MetAP-2 maji anti-angiogenni vlastnosti a
jsou potenciondlnimi novymi léky proti zhoubnému bujeni.

MetAP-2 Jje enzym =zavisly na kobaltu, ktery hydrolyzuje
aminotermindlni methionin u jistych proteinti. Jeho preferované
substraty jsou Met-X-Y. Kde symbol X predstavuje aminokyselinu
s malymi a nenabitymi vedlejsimi skupinami, jako je Gly, Ala,
Ser. Zatimco Leu, Met, Arg a Tyr vedou ke vzniku neaktivnich
susbtratl. Symbol Y miZe predstavovat Ser, Met, Gly nebo jiné
aminokyseliny (popisuje se v publikaci (Li, X. and Chang, Y.-
H., Biochem. Biophy. Res. Com. 227: 152-159 (1996)). ProtoZe
rodamin je daleko vét3i ne? aminokyselina, pak latka, kteréd
obsahuje methionin prfimo prfipojeny na rodaminu nebude
substratem vhodnym pro MetAP-2. V pripadé piitomnosti
aminopeptiddzy v celych bunikdch zaclenéni sekvence (AA), mezi
methionin a rodamin bude tvorit substrdt vhodny pro MetAP-2.
Ocekavd se, Ze tento substrat bude fungovat v testu s celymi
bunkami, ale nebude fungovat v bezbunécném testu enzymu MetAP-
2.

V pripadé latek obecného vzorce IX, které tvori substraty
MetAP-2 preferovany symbol R; predstavuje H, preferovany (AA),
je Met a preferovany (AA), je Gly, Ala, Gly-Gly, Ala-Gly nebo
Gly-Ala. Methionin se Dbude 3tépit v endotelidlnich bunkach
aminopeptidazou methioninu typ 2 za vznikuv rodaminu
ptipojeného k (AA)n. Aminopeptiddzy pfitomné uvnitf¥ bunék pak
odstrani (AA), za vzniku fluorescen&niho barviva obecného
vzorce VI. Latky obecného vzorce IX se pouZivaji k testovani
inhibitord MetAP-2 v endotelialnich  bunikéach, pticemZ se
oCekavéa, Ze tyto testy povedou k identifikaci novych 1éku
proti zhoubnému bujeni.

Latky obecného vzorce IX se mohou navrhnout tak, aby
tvorily substrdt HIV protedzy. HIV protedza Je aspartova
proteédza, kterd zpracovadvad polypeptidy prepisované z gena gag
a pol, a je podstand p¥i dozravadni infekénich virh. Proto HIV

proteaza je jednim z hlavnich cila chemoterapeutické
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intervence HIV. Ukdzalo se, Ze nékolik inhibitort HIV proteaz
vykazuji silny potencial pfri 1éc¢bé HIV a upravily se pro
obchodovani. vVétSina  téchto inhibitord HIV  proteéaz se
pripravila na zékladé struktury substrdtd protedz. Proto tyto
latky jsou bud peptidy nebo napodobuji peptidy. Oc&ekévalo se,
Zze hledani novych inhibitord HIV protedz poskytne vice G&inné
léky vhodné pro boj se smrtelnym onemocnénim.

Preferované substraty HIV protedz Jsou peptidy se
Stépitelnou hydrofdbni-hydrofdébni nebo aromatickou prolinovou
vazbou mezi P.-P;’ (popisuje se v publikaci West, M. L., and
Fairlie, D. P., Trand. Pharm. Sci. 16: 67-~74 (1995) ).
Ve virovych proteinech gag a gag-pol se zjistilo devét
rozdilnych mist, které Stépl uvedend protedza (popisuje se
v publikaci Martin, J. A., et al., Prog. Med. Chem. 32: 239-
287 (1995)). Sekvence P,-P3 'téchto deviti mist Jsou Ser-Gln-
Asn-Tyr-Pro-Ile-Val SEQ ID NO: 28, Ala-Arg-Val-Leu-Ala-Glu-Ala
SEQ ID NO: 29, Ala-Thr-Ile-Met-Met-Gln-Arg SEQ ID NO: 30, Arg-
Gln-Ala-Asn-Phe-Leu-Gly SEQ ID NO: 31,Pro-Gly-Asn-Phe-Leu-Gln-
Ser SEQ ID NO: 32, Ser-Phe-Ser-Phe-Pro-Gln-Ile SEQ ID NO: 33,
Thr-Leu-Asn-Phe-Pro-Ile-SerSEQ ID NO: 34, Ala-Glu-Thr-Phe-Tyr-
Val-Asp SEQ ID NO: 35 a Arg-Lys-Val-Leu-Phe-Leu-Asp SEQ ID NO:
36. Rada fluorogennich, radioaktivnich nebo chromogennich
substrdtd  HIV protedz se pripravila na zakladé téchto
prirozenych substrdtl testd aktivity HIV protedzy. Fluorogenni
substrat zhaSeny intramolekuldrné, jako je 2-aminobenzoyl-Thr-
Ile-Nle- (4-NO,-Phe)-Gln-Arg-NH, SEQ ID NO: 141, kde Stépitelné
vazba je Nle-(4-NO,-Phe) se pripravil na za&kladé mista Stépeni
p24/pl5 ziskaného =z hexapeptidového susbtratu (popisuje se
v publikaci Toth, M. V. and Marshall, G. R., Int. J. Pept.
Protein Res. 36: 544-550 (1990)). Fluorometricky test pro
méreni aktivity HIV protedzy za pouZiti HPLC, kde se jako
substrdt pouzZil N-Dns-Ser-Gln-Asn-Tyr-Por-Ile-Val SEQ ID NO:
28 se popisuje v publikaci Tamburini, P. P., et al., Anal.

Biochem. 186: 363-368 (1990)), kde vazba Tyr-Pro je

soese
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Stépitelnou vwvazbou. Vyvinula se Yada 3jinych substrattt HIV
proteaz zacClenujici sekvence z obou konclh P a P’'mist S&tépeni
substratl HIV protedz. Tyto substrdty zaclefiuji fluorogenni N-
alfa-benzoyl-Arg-Gly-Phe-Pro-MeO-beta-naftylamid SEQ ID NO:
37, ktery obsahuje dipeptidovou vazbu Phe-Pro, kterou
rozeznava HIV-1 protedza (popisuje se v publikaci Tyagi, S.
C., and Carter, C. A., Anal. Biochem. 200: 143-148 (1992));
radicaktivné znacCeny heptapeptidovy substrat [tyrosyl—3,5—%ﬂAc—
Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH, SEQ ID NO: 38, ktery Jje
zaloZeny na pl7-p24 misté Stépeni Tyr-Pro, které se nachdzi ve
virovém polyproteinovém susbtratu Pr55gag (popisuije se
v publikaci Hyland, L. J., et al., Anal. Biochem. 188: 408-415
(1990)); peptid zaloZeny na angiotensinu I Asp-Arg-Val-Tyr-
Ile-His-pro-Phe-His-Leu-Leu-Glu-Glu-Ser SEQ ID NO: 39, ktery
dédva vzniku angiotensinu I (Ang I) a Leu-Glu-Glu-Ser SEQ ID
NO: 40 (popisuje se v publikaci Evans, D. B., et al., Anal.
Biochem. 206, 288-292 (1992)); - substrat pro transfer
intramolekuldrni fluorescencni rezonancéni energie (FRET) 4-(4-
dimetylaminofenylazo)benzoovd kyselina (DABCYL) ~Ser-Gln-Asn-
Tyr-Pro-Ile-Val-Gln-5-[(2-aminoetyl)amino]naftalen-1 SEQ ID NO:
41 sulfonové kyselina (EDANS), kde Tyr-Pro je misto Stépeni
(popisuje se v publikaci Matayoshi, E.D. et al., Science 247:
954-958 (1990)); a chromoforni peptidové substraty H-Ser-Gln-
Asn-Leu-Phe (NO;) -Leu-Asp-Gly-NH, SEQ ID NO: 42 a acetyl-Arg-
Lys-Ile-Leu-Phe (NO;)-Leu-Asp-Gly-NH, SEQ ID NO: 43, kde amidova
vazba mezi p-nitrofenylalanylovymi a leucylovymi =zbytky Je
Stépitelna vazba. Navic v publikaci Richards te al., J. Biol.
Chem. 265: 7733-7736 se popisuje chromogenni substrdt Lys-Ala-
Arg-Val-Leu-Phe (NO;) -Glu-Ala-Met SEQ ID NO: 44, kde Leu-
Phe (NO,;) je misto Stépeni. Studie SAR zjistily, Ze substituce
zbytku Leu v P; s norleucinem, Met, Phe nebo Tyr md& minimalni
u¢inek na kinetické parametry (Kcat a Keat/Kn), Jak se stanovilo
pri ruznych hodnotdch pH, zatimco peptidy obsahujici Ile nebo

Val v P; se hydrolyzuji extrémné pomalu. V pripadé&, Ze v celych
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bunkach jsou pritomny nespecifické aminopeptidazy, fluorogenni
nebo fluorescenéni substraty HIV protedzy obecného vzorce IX
se mohou navrhnout tak, aby zaclenovaly aminokyseliny 2z obou
stran P a P’ HIV substrdtu vhodného pro aplikaci v testech
s celymi bunkami. Oclekéadva se, ze substrdt se Stépi HIV
proteazou po peptidové sekvenci na konci P a peptidova
sekvence P’se odstrani aminopeptiddzou pritomnou v burikach.

V pripad€é latek obecného vzorce IX, které se vytvorily
jako substrat vhodny pro HIV protedzu, preferovany symbol R; je
acetylova skupina nebo Cbz, preferovanym (AA), je Ser-Leu-Asn-
Phe SEQ ID NO: 54 nebo Leu-Asn-Phe a preferovanym (AA), je Pro-
Ile~Val, Pro-Ile nebo Pro, nebo Ser-Gln-Asn-Tyr SEQ ID NO: 45
nebo Gln-Asn-Gly a preferovanym (AA)p, je Pro-Ile-Val-Gln SEQ ID
NO: 46, Por-Ile-Val, Pro-Ile-Val, Pro-Val-Val-NH,, Pro-Val-NH,,
Pro-Ile nebo Pro nebo preferovanym (AA), Jje Arg-Gly-Phe a
preferovanym (AA), je Pro nebo preferovanym (AA), Jje Lys-Ala-
Arg-Val-Leu SEQ ID NO: 47, Ala-Arg-Val-Leu SEQ ID NO: 48 nebo
Arg-Val-Leu a preferovanym (AA), je Phe-Glu-Ala-Met SEQ ID NO:
49, Phe-Glu-Ala, Phe-Glu nbeo Phe nebo preferovanym:  (ARA), Jje
Pro-Phe-His-Leu SEQ ID NO: 50 nebo Phe-His-Leu a preferovanym
(AA)p je Leu-Glu-Glu-Ser SEQ ID NO: 40, Leu-Glu-Glu, Leu-Glu
nebo Leu nebo preferovanym (AA), je Ser—Gln—Asn—Leu—Phé SEQ ID
NO: 140, Gln-Asn-Leu-Phe SEQ ID NO: 51, Asn-Leu-Phe, Arg-Lys-
Ile-Leu-Phe SEQ ID NO: 52, Lys-Ile-Leu-Phe SEQ ID NO: 53 nebo
Ile-Leu-Phe a preferovanym (AA), je Leu-Asp-Gly-NH,, Leu-Asp-
NH,, nebo Leu-NH,. Vice se preferuje, jestliie (AA), je Pro-Ile-
Val, Pro-Ile nebo Pro. Vice se preferuije, kdyZ (RAA), je Argf
Gly-Phe a vice se preferuje, kdyZ (AA), je Pro.

O¢ekavad se, Ze substraty HIV protedz obecného vzorce IX
funguji v testech, kde se pouZivaiji celé bunky, ale nefunguji
v bezbun&&nych enzymatickych testech. Stépeni amidové vazby
(AA) n= (AA)n HIV protedzou v bunkdch infikovanych HIV za wvzniku
rodaminu pripojeného k (AA),. Aminopeptididza p¥ritomna uvnit?

bunék pak odstrani (AA)p, za vzniku fluorescen¢niho barviva

L4
.
L ]
.
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obecneého vzorce VI. Latky obecného vzorce IX se pouziji pro
testovani inhibitord protedzy HIV v bufikdch infikovanych HIV.
To by mélo urychlit proces vyvoje novych inhibitort proteéaz
HIV, zvlasté pak inhibitord protedz HIV, které nejdou
peptidové nebo nenapodobuji peptidy, coZ vede k objeveni
lepsich c¢inidel plsobicim proti HIV ve srovnidni se soulasné
dostupnymi 1léky. ProtoZe protedza HIV zpracovava virové
prekurzorové proteiny v pozdni fazi virové replikace miZe se
fluorogenni nebo fluorescenéni substrat vhodny pro protedzu
HIV také pouZit k testovani 1latek, které inhibuji transkripci
nebo translaci genli, vstup viru nebo jiné klicdové proteiny
v Casné féazi infekce HIV. Proto tato metoda miZe vést
k identifikaci inhibitort infekci HIV s novym mechanizmen,
které nelze identifikovat v bezbun&fném enzymatickém testu.
Navic HIV protedza v bufikdch infikovanych HIV bude 3tépit
substrat obecného vzorce IX, ktery vstupuje do bundk, za
vzniku fluorescenéniho barviva obecného vzorce VI uvnit?y
bunék. Substréty obecného vzorce V je moZné také pouZit pri
diagnostice infekce HIV.

Latky obecného vzorce IX se navrhly tak, aby mohly tvorit
substraty adenovirovych protedz. Adenovirus zplsobuje nékolik
onemocnéni, které zahrnuji fidké respiradni onemocnéni a
nakazlivé akutni respiracéni onemocné&ni, které maZe vést
k zanétu plic. Adenovirovd proteindza je cysteinovd protedza,
ktera Stépi nékolik virovych protein® je nutnd p#i dozravani
vird a infekci viry (popisuje se v publikaci Weber, J. M.
Curr. Top. Microbiol. Immunol. 199/I:227-235 (1995)).
Preferované substraty adenovirové proteazy zahrnuji
(M, L, I)XGX-G a (M,L,I)XGG-X. Specifita subtriatd® Je hlavné
urc¢ena aminokyselinami P, a Py (Diouri, M. et al., J. Biol.
Chem. 271: 32511-32514 (1996)). V poloze P, se preferuji
hydrofdébni aminokyseliny, jako Jjsou Met, Ile a Leu. Maléa
aminokyselina, jako je Gly, se preferuje v poloze P,. V poloze

P1 a P1° se také preferuje mald a hydrofébni aminokyselina,
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jako je Ala a Gly, zatimco v poloze P3; se miZe nachdzet skoro
jakakoliv aminokyselina. Tato pozorovani se podporila
stanovenim krystalické struktury lidské adenovirové proteazy
s jejim ko-faktorem tvofenym 11 aminokyselinami a Upravou
substrédtu =zaloZenou na krystalické strukture (Ding, J., et
al., EMBO J. 15: 1778-1783 (1996)). KdyZ se vyuziva vyhody
pritomnosti aminopeptidézy v celych bunkdch, mohou se vytvorit
fluorogenni nebo fluorescenéni substraty adenovirové protedzy,
které nesou aminokyseliny pouze na konci P nebo na obou
koncich P a 2 substrdtu adenovirové protedzy p#i aplikaci
testd s celymi burikami.

Latky obecného vzorce IX se mohou vytvofit tak, aby
slouzily jako substraty adenovirovych proteaz. Preferuje se,
aby symbol R; byl acetyl nebo Cbz. Preferovanym (AA), je Leu-
Arg-Gly-Gly-SEQ ID NO: 55, Met-Arg-Gly-Gly SEQ ID NO: 56, Ile-
Arg-Gly-Gly SEQ ID NO: 57, Leu-Val-Gly-Gly SEQ ID NO: 58, Met-
Val-Gly-Gly SEQ ID NO: 59 nebo Ile-Val-Gly-Gly SEQ ID NO: 60 a
preferovanym (AA), Jje Gly, Ala nebo m=0. V pripad&, Ze mn=0,
Stépenim amidové vazby (AA),-rodamin adenovirovou protedzou
vznika fluorescenéni barvivo obecného vzorce VI. KdyZ m neni
rovno O, Stépenim >amidové vazby (AA) .- (AA)n adenovirovou
protedzou v bunkdch vznikd rodamin pfipojeny na (AA) .
Aminopeptidazy pritomné uvnit¥ bunék pak odstrani (AA), =za
vzniku fluorescenéniho barviva obecného vzorce VI. Latky
obecného vzorce IX se ©pouZivaji protestovani inhibitort
adenovirovych protedz v buiikdch infikovanych adenovirem.

Latky obecného vzorce IX se mohou také navrhnout, aby
slouzily jako substraty pro protedzy viru herpes simplex typ 1
(HSV-1) . Lidsky virus herpes simplex typ 1 odpovidad za herpes
labialis (opar na rtech). Protedza HSV-1 je protedza serinu a
zodpovidéa za zpracovani sebe sama a ICP35 p?i tvofeni virového
obalu (popisuje se v publikaci Gao, M., et al., J. Virol. 68:
3702-3712 (1994)). V proteaze se identifikovaly dvé
proteolyticka mista. Jsou to Ala247 a Ser248 a Ala6l0 a Ser6ll
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(popisuje se v publikaci Dilanni, C. L., et al., J. Biol.
Chem. 268: 25449-25454 (1993)). Na3el se peptid obsahujici 8
aminokyselin se sekvenci LVLASSSF SEQ ID NO: 61, ktery se
Stépi se stejnou U&innosti jako 20-mérovy peptid mista
maturace. Sekvence P, az P; se definovala jako minim&lni oblast
substratu rozeznavand protedzou HSV-1 (popisuje se v publikaci
O'Boyle, D. R., et al., Virology 236: 338-347 (1997)). Také se
uvadi, Ze specifita zbytk( protedzy HSV-1 v oblasti P, aZ% P,
Stépicich mist (McCann, P.J., et al., J. Virol. 68: 526-529
(1994)). VyuzZivaje vyhody pritomnosti aminopeptiddzy v celych
bunikédch, fluorogennich nebo fluorescenénich substratl protedzy
HSV-1 Jjsou pripraveny tak, Ze zac¢lenuji aminokyseliny bud
pouze z polohy Py, aZz P; nebo z obou konci P, aZ P; a P substratu
protedzy HSV-1 p¥i aplikacich testl s celymi bufikami.

U latek obecného vzorce IX vytvofenych tak, aby se staly
substraty pro protedzu HSV-1 se preferuje, aby symbol R; byl
acetyl nebo Cbz. Preferovanym (AA), je Leu-Val-Leu-Ala SEQ ID
NO: 62 a preferovanym (AA), je Ser, Ser-Ser nebo m je rovno.O.
KdyZ m je rovno 0, pak S3tépenim amidové vazby (AA),-rodamin
protedzou HSV-1 wvznikd fluorescencni barvivo obecného vzorce
VI. V pripadeé, Ze m je rovno 0, Stépenim amidové vazby (AA)n-

(AA), HSV-1 v bunkdch vznikd rodamin ptfipojeny k (AA)nq.

Aminopeptidazy pritomné uvnit?¥ bunék pak odstrani (AA)n za

vzniku fluorescencniho barviva obecného vzorce VI. Latky
obecného vzorce IX se mohou pouzit p¥i testovani inhibitoru
protedzy HSV-1 v bunkdch infikovanych HSV-1.

Latky obecného vzorce IX se mohou pfipravit tak, aby
tvorily substrdty vhodné pro protedzu lidského cytomegaloviru
(HCMV) . HCMV muZe zpusobovat infekci ohroZujici lidsky Zivot u
kojencl s kogenitdlni infekci, imunokompromitovanych jedincu a
imunosupresivnich pacientu se zhoubnym bujeni a po
transplantaci. Lidské cytomegaloviry (HCMV) kéduji proteazu,
kterd se sama Stépi, a dale Stépi protein (HCMV) a je nutnd

pro replikaci viru, proto je potencidlni cil terapeutické
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Proteaza HCMV je protedza serinu. V proteaze

se

intervence.

objevily dvé mista proteolytického zpracovani v poloze Ala256-

Ser257 (misto uvolnéni) a Alacd3-Serocdd (misto zrani)
(popisuje se v publikaci Sztevens, J. T., et al., Eur. J.
Biochem. 226: 361-367 (1994)). Syntetizoval se fluorogenni
substrat se sekvenci DABCYL-Arg-Gly-Val-Val-Asn-Ala-Ser-Ser-
Arg-Leu-Ala-EDANS SEQ ID NO: 63. Zjistilo se, Ze ho Gc&inné
Stépi CMV protedza v peptidové vazbé& Ala-Ser (popisuje se
v publikaci Holskin, B. P. et al., Anal. Biochem. 227: 148-155
(1995)). Uvéadi se, ze nahrazeni sekvence Val-Val-Asn
odpovidajici zbytkim P, az P, mista maturace enzymu

optimalizovanou sekvenci Tbg-Tbg-Asn (NMe,) (Tbg, t-butylglycin)
zvysuje podstatnou afinitu substratu k protedze. Fluorogenni
substrat AMC se ©pripravil s peptidové sekvence P konce
zahrnujici tyto zdokonalené aminokyseliny (Bonneau, P. R. et
al., Anal. Biochem. 255: 59-65 (1998)).

Vyuzivaje vyhody pfitomnosti aminopeptidazy v celych
bunkach, fluorogenni nebo fluorescencni substraty protedzy

HCMV jsou pripraveny tak, Ze zacleniuji aminokyseliny bud pouze
z polohy P nebo z obou konclh P a P substrdtu protedzy HCMV pri
aplikacich testd s celymi bunikami.

aby se staly
substraty pro protedzu HCMV se preferuje, byl
(AA), je Val-Val-Asn-Ala SEQ ID
(AA)n Je

0,

U latek obecného vzorce IX vytvofenych tak,
aby symbol R;

acetyl nebo Cbz. Preferovanym

NO: 64, Tbg-Tbg-Asn-Ala SEQ ID NO: 65 a preferovanym

Ser, Ser-Ser nebo m Jje rovno 0. KdyZ m je rovno pak

Stépenim amidové vazby (AA),-rodamin protedzou HCMV vzniké

fluorescenéni barvivo obecného vzorce VI. V pripadé, Ze m Jje

rovno 0, Stépenim amidové vazby (AA),-(RAA), HCMV v bunkéach
vznika rodamin pripojeny k (AA)n. Aminopeptidazy pfitomné
uvnit¥ bunék pak odstrani (AA), za vzniku fluorescené&niho

barviva obecného vzorce VI. Latky obecného vzorce IX se mohou

pouzit p¥i testovdni inhibitord protedzy HCMV v bunikéch

infikovanych HCMV.
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Latky obecného vzorce IX se mohou pfipravit tak, aby
tvorily substrat vhodny pro protedzu viru hepatitidy C (HCV).
HCV  je hlavni kauzativni <¢inidlo parenterdln& pfenosné a
sporadické hepatitidy, kterd neni hepatitida typu A ani B.
Timto virem je odhadem infovano pfiblizZné 50 miliént 1lidi po
celém sveété. Protedza NS53 HCV a jeji proteinovy aktivator
NS4A se podilfl na =zpracovani virového polyproteinu tak, Ze
protedzovy komplex NS3/4A je atraktivni cil pro antivirovou
terapii proti ECV. HCV protedza je serinovd protedza a Cys-Ser
se identifikoval jako misto Stépeni. Zjistilo se, e jedna ze
substratovych sekvencil se sekvenci SEQ ID NO: 66 Asp-Asp-Ile-
Val-Pro-Cys-Ser-Met-Ser-Tyr a Py Cys a P3 je kriticka
(popisuje se v publikaci Zhang, R., et al., J. virol. 71:6208-
6213 (1997)). JestliZe se vyuzZivad pritomnosti aminopeptidézy
v celych bunkéch, fluorogenni nebo fluorescenc¢ni susbtraty
protedzy HCV jsou navrZeny tak, Ze nesou aminokyseliny z konce
P a P’substratu protedzy HCV, ktery je vhodny pro aplikaci
v testech s celymi butkami.

- U latek obecného vzorce IX vytvorenych tak, aby se staly
substraty pro protedzu HCV se preferuje, aby symbol R; byl
acetyl nebo Cbz. Preferovanym (AA), je Asp-Asp-Ile-Val-Pro-Cys
SEQ ID NO: 67, Asp-Ile-Val-Pro-Cys SEQ ID NO: 68 nebo Ile-Val-
Pro-Cys SEQ ID NO: 69 a preferovanym (AA), je Ser-Met-Ser-Tyr
SEQ ID NO: 70, Ser-Met-Ser, Ser-Met, Ser nebo m je rovno 0.
KdyZ m je rovno 0, pak 3tépenim amidové vazby (AA),-rodamin
protedzou HCV vznikd fluorescencé¢ni barvivo obecného vzorce VI.
V pripadé, Ze m je rovno 0, Stépenim amidové vazby (AA)n-(AR),
HCV v bunkach vznikd rodamin pfipojeny k (AA)n. Aminopeptidazy
pritomné uvnity bunék pak odstrani (ARA) za vzniku
fluorescen&niho barviva obecného vzorce VI. Latky obecného
vzorce IX se mohou pouZzit p¥i testovani inhibitord proteazy
HCV v bunkéch infikovanych HCV.

Vynédlez dé&le popisuje nové latky obecného vzorce VI, které

jsou derivaty rodaminu a je moZné je ziskat zavedenim chrénici
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skupiny Rg¢ na “ednu ze dvou aminoskupin na rodaminu. Skupina
RNH v obecném vzorci VI poskytuje bod zachyceni pro reakci
s potencionadlnin enzymatickym susbtratem, jako Jje karboxylova
skupina peptidu s chrdnénym N-koncem, za vzniku amidové vazby.
Reakce prevadi fluorescenc¢ni molekulu obecného vzorce VI na
molekulu obecnéno vzorce VII aZ IX, ktera neni fluorescenc¢ni a
produkuje molzkulu peptid-reporter, ktera funguje jako
substrat pro protedzu nebo peptidazu. Amidovd vazba v molekule
peptid-reporter obecného vzorce VII az IX je vazbou
§tépitelnou za diologickych podminek. Sté&peni Sté&pitelné vazby
peptid-reporter v molekule peptid-reporter proteazou nebo
peptidazou procikuje latku obecného vzorce VI nebo VI', ktera
je fluoreécenéii. Chrénici skupina mGzZe =zaclenit hydrofébni
skupinu. HydroZsdbni skupina se pripravila tak, aby se zvys$ila
membranova permeabilita substratid a vysledek v akumulaci
substratu Uvr.itr bunék stejné jako zvySené retence
fluorescenéni Zasti uvnit?¥ bunék po jeho Stépeni protedzou
nebo peptidazou.

Nova fluorescenc¢ni barviva podle vyndlezu Jjsou barviva

obecného vzorce VI:

R,EN l 0 ! NR;-Rg

Ry Ry © VI

S

0

nebo biologicky prijatelné sole, kde

R,-Rg jsou defirovany shora v textu s ohledem na obecny vzorec
VII.

R, a Rz s vyhodcu predstavuji vodik, metyl nebo etyl.

R; a Rs s vyhodcu pfedstavuji vodik nebo metyl.
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Latky obecného vzorce VI podle vynalezu mohou existovat
v tautomernich formach, =zvl14s5té ve form& otev¥eného kruhu
obecného vzorce VI'. Vyndlez zahrnuje v8echny tautomerni formy

zahrnujici VI & VI'.

N O O O NR3_R6
N
Rs Ry

0

VI

Preferované fluorogenni nebo fluorescenéni substraty podle
vyndlezu jsou _atky obecného vzorce II a zahrnuji, ale nejsou

omezeny na:

(Z-WEHD) o-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
(Z=YVAD) ;—rodam:in 110, SEQ ID NO: 2
(Z-DETD) ;~rodam:n 110, SEQ ID NO: 4
(Z-DEVD) ,~rodam:n 110, SEQ ID NO: 5
(2Z-DEHD) ;—-rodam:n 110, SEQ ID NO: 6
(Z-VEHD) ;—rodamin 110, SEQ ID NO: 7
(Z-LETD) s-rodamin 110, SEQ ID NO: 8
(Z-LEHD) ;-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
(Z-LEVD) ;—-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
(Z-IEPD) ;-rodamin 110, SEQ ID NO: 23
(Z—VEPD)zfrodamin 110, SEQ ID NO: 27
(Z-SHVD) ;-rodamin 110, SEQ ID NO: 10
(2-DELD) s~rodamin 110, SEQ ID NO: 11
(Z-DGPD) ~rodamin 110, SEQ ID NO: 12
(Z-DEPD) ,—~rodamin 110, SEQ ID NO: 13
(Z-DGTD) ,-rodamin 110, SEQ ID NO: 14
(Z-DLND) ;—rodamin 110, SEQ ID NO: 15
(Z-DEED) ;-rodamin 110, SEQ ID NO: 16



(2-DSLD) o-rodamin
(Z-DVPD) o~rodamin
(Z-DEAD) »—rodamin
(Z-DSYD) ,—rodamin
(Z-ELPD) ;-rodamin
(Z-VEID),~rodamin
(Z-TIETD) ,~rodamin
(2-VD),-rodamin 11
(Z~TD) ,—rodamin 11
(Z-AD),~rodamin 11
(Z-VAD),—-rodamin 1

(Boc-WEHD) ,~rodamin
(Boc-YVAD) »-rodamin
b(Boc—DETD)z—rodamin
(Boc~DEVD) s~rodamin
(Boc-DEHD) ,—rodamin
(Boc-VEHD) ,-rodamin

(Ac-YVAD) ;—rodamin
(Ac~LETD) ;—rodamin
(Ac-LEHD) ;-rodamin
(Ac-DEVD) ,—rodamin
(Ac-LEVD) ;-rodamin
(Ac-IEPD),-rodamin
(Ac-VEPD) ;—rodamin
(Ac-VD),-rodamin 1
(Ac-TD) ,-rodamin 1
(Ac—-AD) ,~rodamin 1
(Ac-VAD) ,~rodamin
(Z2-YVAD) ,—rodamin
(Z-LEHD) ,~rodamin
(Z-DETD) ,—rodamin
(Z-DEVD) ,—rodamin
(Z-YVAD) ,—rodamin
(Z-LEHD) ,—~rodamin

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
0,
0,
0,
10,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
10,
10,
10,
110,
116,
11¢,
116,
11e,
19,
19,

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

17
18
19
20
21
26
24

~N oYy O N

N NOw oW o N

~ W

Or s W N




53

(2-DETD) ;~rodamin 19,
(Z-DEVD) ,~rodamin 19,

SEQ

ID NO: 4

SEQ ID NO:

5

(Z-YVAD (OAM) ) ,~rodamin 110,

SEQ

ID NO:

2

(Z-LE (OAM) HD (OAM) ) ,-rodamin 110,

SEQ ID NO:

3

(Z-D(OAM) E (OAM) TD (OAM) ) p-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
(Z-D(OAM) E (OAM) VD (OAM) ) ,-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
(Z-D(OMe) E (OMe ) VD (OAM) ) ,~rodamin 110, SEQ ID NO: 5
(Z-D(OMe) E (OMe) VD) y-rodamin 110, SEQ ID NO: 5

Preferované fluorogenni a fluorescenéni substraty podle

vyndlezu jsou latky obecného vzorce VII a zahrnuji, ale nejsou

omezeny na:

N-(Z-WEHD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Z-YVAD) -N " -acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N-(Z-LEHD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
N-(Z-LEVD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
N-(Z-DETD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
N-(Z-DEVD) -N'-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N-(Z-DEHD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 6
N-(Z-VEHD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 7
N-(Z-LETD) -N"~acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 8
N-(Z-IEPD) -N"~acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 23
N-(Z-VEPD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 27
N—(Z—SHVD)-N’facetyl—fodamin 110, SEQ ID NO: 10
N-(Z-DELD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 11
N-(Z-DGPD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 12
N-(Z-DEPD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 13
N-(Z-DGTD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 14
N-(Z-DLND) -N " -acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 15
N-(Z-DEED) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 16
N-(Z-DSLD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 17
N-(Z-DVPD)-N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 18
N- (Z-DEAD) -N"~acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 19
N- (Z-DSYD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 20
N-(Z-ELPD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 21
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N~ (Z-VEID)-N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-IETD)~-N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-VD)~-N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-TD)-N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-AD)-N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-VAD)-N"-acetyl~-rodamin 110,

SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 2

N-(Boc-WEHD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N- (Boc—-YVAD)-N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N- (Ac-LETD)~N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N- (Ac-LEHD) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N-(Z-DEVD) -N"-rmetoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N-(Z-YVAD) -N’"-retoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N-(Z-LEVD) -N'~restoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N-(Z-LEHD) -N"-rmatoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N- (Ac-WEHD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N-(Ac-YVAD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N- (Ac-DEVD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N- (Ac-DEHD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N- (Ac-DETD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N-(Ac~LEVD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N- (Ac-LEHD) -N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N- (Ac-LETD) -N'-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ
N—(Ac—VEHD)—N’—metoxykarbbnyl—rodamin 110, SEQ
N-(Ac-IEPD)-N"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ

6
4

1

2
8
3
ID NO:
ID NO:
ID NO:

w o N wm

ID NO:
ID NO:

NO:
NO:

ID

gD

ID
ID NO:
ID NO:
ID NO:
NO:
NO:
NO:

NO:

ID
ID
ID
ID

N 1 o W W S

N- (Z-WEHD) -N"~etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N-(Z-DEVD) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

1
N-(Z-YVAD) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
5
9

N-(Z-LEVD)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac~-WEHD) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N- (Ac-YVAD) -N"~-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N- (Ac-DEVD) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N~ (Ac-DEHD) ~-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 6
N- (Ac-DETD) -N"~etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
N- (Ac-LEVD) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
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N-(Ac-LEHD) ~-N’'-etoxykarbonyl-rodamin 11
N- (Ac-LETD) -N"~etoxykarbonyl-rodamin 11
N-(Ac-VEHD) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 11
N- (Ac-IEPD)-N"~etoxykarbonyl-rodamin 11

0, SEQ ID
0, SEQ ID
0, SEQ ID
0, SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:

7
23

N-(Z-WEHD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO:

N-(Z-YVAD)-N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Z-DEVD) -N"~hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Z2-LEVD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-WEHD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-YVAD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-DEVD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-DEHD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N~ (Ac-DETD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-LEVD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-LEHD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-LETD) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-VEHD) -N"~-hexyloxykarbonyl-rodamin
N—(Ac—IEPD)—N’—hexylokykarbonyl—rodamin

110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ

ID
ID
D
ID
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

N-(Z-WEHD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N=-(Z-YVAD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N~ (Z-DEVD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N-(Z-LEVD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N~ (Ac-WEHD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-YVAD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEVD) -N"~oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEHD) -N’"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-DETD) ~-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-LEVD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-LEHD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-LETD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-VEHD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-IEPD)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin

110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ
110, SEQ

D
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

O NN

N~ (Z-WEHD) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1

N-(Z-YVAD) -N"~-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2

N 2 0o W w & o U N
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N-(Z-DEVD) -N’-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5

N-(Z-LEVD) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9

N- (Ac-WEHD) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N- (Ac-YVAD)-N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N- (Ac-DEVD) -N"~-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N- (Ac-DEHD) -N"~decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 6
N- (Ac-DETD) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
N- (Ac-LEVD)-N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
N- (Ac-LEHD) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
N- (Ac-LETD) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 8
N- (Ac-VEHD) ~-N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 7
N- (Ac-IEPD)-N"-decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 23
N- (Z-WEHD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Z-YVAD)-N"~dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N- (Z-DEVAD) -N"~-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N-(Z-LEVD)-N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
N- (Ac-WEHD) -N"~dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Ac-YVAD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N- (Ac-DEVD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N- (Ac-DEHD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 6
N- (Ac~-DETD) -N"~-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
N-(Ac-LEVD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
N- (Ac-LEHD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
N- (Ac~-LETD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 8
N- (Ac-VEHD) -N"~-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 7
N- (Ac-IEPD)-N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N-(Z-DEVD)-N"-(metylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N-(Z-YVAD) -N"- (metylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N-(Z~LEVD)-N"~(metylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
N- (Z-LEHD)-N"- (metylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3

N- (Ac-WEHD) -N" - (metylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac-DEVD) -N"- (metylthio) karbonyl-rodamin 110,
N- (Ac-DEHD)-N"-(metylthio) karbonyl-rodamin 110,
N-(Ac-DETD) -N"-(metylthio) karbonyl-rodamin 110,

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

1
5
6
4
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N- (Ac-LEVD)-N"-(metylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-LEHD) -N"-(metylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-LETD) -N"~ (metylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-VEHD) -N"-(metylthio) karbonyl-rodamin

N- (Ac-IEPD)-N"~-(metylthio) karbonyl-rodamin

N-(Z-WEHD) -N"~ (etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N-(Z-YVAD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

N- (Z-DEVD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 1
N-(Z-LEVD)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 1
N- (Ac-WEHD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N—(Ac—DEVD)—N’—(etylthio)karbonyl—rodamin
N~ (Ac-YVAD)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-DEHD)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-DETD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-LEVD)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-LEHD) -N"~-(etylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-LETD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-VEHD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N~ (Ac-IEPD)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin
N~ (Z-WEHD) -N"- (hexylthio) karbonyl~rodamin
N~ (Z-YVAD) -N"~- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N-(Z-DEVD) -N"- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N-(Z-LEVD) -N"- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-WEHD) -N"- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-YVAD) -N"- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-DEVD) -N"~- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-DEHD) -N"~ (hexylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-DETD) -N" - (hexylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-LEVD) -N’~ (hexylthio) karbonyl-rodamin
N~ (Ac-LEHD) -N"- (hexylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac~-LETD) -N" - (hexylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-VEHD) -N" - (hexylthio) karbonyl-rodamin
N-(Ac-IEPD)-N’"-(hexylthio) karbonyl-rodamin

110,
110,
110,
110,
110,

10,
10,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,

SEQ
SEQ
SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID
ID
ID

ID
ID
ID
ID
1D
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

1
2
5
9
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

NO:
NO:

NO:

SEQ ID NO:

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

"NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

1
5
2
6
4
9
3
8
7
2
1
2
5
9

N-(2-WEHD) -N"- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1

3

1
2
5
6
4
9
3
8
7
2
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N-(Z-YVAD) -N’'-{oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N-(Z-DEVD) -N"-{oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5

N-(Z-LEVD) -N’"-{oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9

N—(Ac—WEHD)—N’—(oktylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Ac-YVAD)-N"- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N—(Ac—DEVD)—N’-(oktylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N- (Ac-DEHD) -N"- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 6
N-(Ac-DETD) -N"- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
N-(Ac-LEVD) -N’"- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
N- (Ac-LEHD) -N"- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
N- (Ac-LETD) -N"~- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 8
N-(Ac-VEHD) -N"-(oktylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ -ID NO: 7
N—(AC*LEVD)—N’—(oktylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 23
N~ (Z-WEHD) -N"- decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Z-YVAD) -N"- decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N~ (Z-DEVD) -N"- 'decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N—(Z—LEVD)—N’*{decylthio)karbonyl—rodémin 110, SEQ ID NO: 9
N—(Ac—WEHD)—N’—(decylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N—(Ac—YVAD)—N’—(decylthio)karbonyl—rodamin 110, éEQ ID NO: 2
N—(Ac—DEVD)—N'—(decylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N- (Ac-DEHD) -N"~(decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 6
N~ (Ac-DETD)-N"~(decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 4
N-(Ac-LEVD) -N"-(decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 9
N-(Ac-LEHD) -N"- (decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3
N-(Ac-LETD) -N"-(decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 8
N- (Ac-WEHD) -N"- (decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 7
N~ (Ac-IEPD)-N"-(decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 23
N-(Z-WEHD) -N "~ (dodecylthio) karbonyl~-rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Z-YVAD) ~N"-(dodecylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N-(Z-DEVD) -N"~ (dodecylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5
N—(Z—LEVD)—N'—(dodecylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 9

N—(Ac—WEHD)—N’—(dodecylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 1
N-(Ac—YVAD)—N’—(dodecylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N—(Ac—DEVD)—N’—(dodecylthio)karbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 5




23

N~ (Z-LEVD) -N

N-(Z-WEHD) -N"- (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin 110, SEQ

NO:

N-(Z-YVAD) -N"~- (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO:

N-(Z-DEVD) -N" - (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO:

N-(Z-1EVD) -N'~ (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO:

N- (Ac-WEHD) -N"- (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin 110, SEQ

NO:

N- (Ac-YVAD) -N"~ (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO:

1

2

5

9

1

2
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N- (Ac-DEHD) -N"- (dodecylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-DETD) -N"-(dodecylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-LEVD) -N"-(dodecylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-LEHD) -N" - (dodecylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-LETD) -N"~ (dodecylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-VEHD) -N’" - (dodecylthio) karbonyl-rodamin
N- (Ac-IEPD)-N"-(dodecylthio) karbonyl-rodamin
N-(Z-WEHD) -N" - (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N-(Z-YVAD)-N"-(dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N-(Z-DEVD) -N" - (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,

“-(dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N- (Ac-WEHD) -N" - (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N-(Ac-YVAD) =N’ - (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N- (Ac-DEVD) -N"-{(dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N-(Ac-DEHD) -N"~ (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N—(Ac—DETD)-N’—(dimetylkarbamyl)—rodamin 110,
N- (Ac-LEVD) -N"- (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N-(Ac-LEHD) -N" - (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N- (Ac-LETD) -N" - (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N- (Ac-VEHD) -N"~- (dimetylkarbamyl)-rodamin 110,
N-(Ac-IEPD)-N"-(dimetylkarbamyl)-rodamin 110,

110, SEQ ID NO: 6
110, SEQ ID NO: 4
110, SEQ ID NO: 9
110, SEQ ID NO: 3
110, SEQ ID NO: 8
110, SEQ ID NO: 7
110, 'SEQ ID NO:
SEQ ID NO: 1
SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 5
SEQ ID NO: 9
SEQ ID NO: 1
SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 5
SEQ ID NO: 6
SEQ ID NO: 4
SEQ ID NO: 9
SEQ ID NO: 6
SEQ ID NO: 8
SEQ ID NO: 7
SEQ ID NO: 23
ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
ID
110, SEQ 1ID




N- (Ac-DVED) -N" - (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 5

N- (Ac-DEHD) -N" - (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 6

N-(Ac-DETD) -N" - (N~hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 4

N- (Ac-LEVD) -N" - (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 9

N- (Ac-LEHD) -N" - (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 3

N- (Ac~-LETD) -N"- (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 8

N- (Ac-VEHD) -N" - (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 7

N- (Ac-IEPD)-N"~(N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin

NO: 23

60

110,

110,

110,

110,

110,

110,

110,

110,

N~ (Z=-DVED) -N’-metansulfonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5

N- (Z-YVAD)-N"-metansulfonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2

N-(Z-DVED) -N"~acetyl~-rodamin 110,
N- (Z-YVAD) -N"-metansulfonyl-rodamin 110,

N-(Z-DVED) -N"-acetyl-rodamin 19,

N-(Z-YVAD) -N"-metansulfonyl-rodamin 19,
N-(Z-YVAD (OAM) ) -N"~acetyl-rodamin 110,

SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 2

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

N- (Z-LE (OAM) HD (OAM) ) -N* —acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 3

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

N—(Z—D(OAM)E(OAM)TD(OAM))—N’—acetyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 4

N-(Z-D(OAM) E (OAM) VD (OAM) ) -N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-D(OMe)E (OMe) VD (OAM) ) -N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-D(OMe)E (OMe) VD) -N"-acetyl-rodamin 110,

SEQ ID
SEQ ID NO:

N-(Z-VD(OAM) ) -N"-acetyl~-rodamin 110, a

N-(Z-E (OAM) VD (OAM) ) -N"~acetyl-rodamin 110.

NO:
5

SEQ ID NO: 5

5

Jiné preferované fluorogenni nebo fluorescen&ni susbtraty

podle vynalezu jsou l&tky obecného vzorce VII a zahrnuji,

nejsou omezeny na:

N- (Z-WEHDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 71

ale
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N-(Z-YVADG)-N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID
N-(Z2-LEHDG)-N"~acetyl-rodamin 110, SEQ ID
N-(Z-LEVDG)-N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID
N-(Z-DETDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID
N-(Z-DEVDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID

NO: 72
NO: 73
NO: 74
NO: 75
NO: 76

N-(Ac-LETDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 77

N- (Ac-LEHDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 73

N- (Ac-WEHDG) -N'-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac-YVADG) -N’"-metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac-DEVDG) -N " -metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac-DEHDG) -N " -metoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N-(Z-WEHDGG) -N " ~etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N-(Z-YVADG)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,
N-(Z-DEVDG) -N"~stoxykarbonyl-rodamin 110,
N~(Z;LEVDG)—N’~etoxykarbonyl—rodamin 110,
N-(Z-WEHDG) -N"-~etoxykarbonyl-rodamin 110,

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

N- (Ac-YVADG) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac-DEVDG) -N"~etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N- (Ac-DEHDG) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

N-(Ac-WEHDG) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-YVADG) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEVDG) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N-(Ac-DEHDG) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-WEHDG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-YVADG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEVDG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEHDG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-WEHDG) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-YVADG) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEVDG) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin
N- (Ac-DEHDG) -N"-decyloxykarbonyl-rodamin

N- (Ac-WEHDG) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110,

110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID
110, SEQ ID

7
12
76
74
71

71
72
76
78
9

12

7
7

6
8

NO:
NO:

NO:
NO:
NO:

NO:

71
12
76
78
71
72
76
78
71
72
76
78

SEQ ID NO:

71

N- (Ac-YVADG) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 72

N- (Ac-DEVDG) ~N"~-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 76




N- (Ac-DEHDG) -N
N- (Ac-WEHDG) -N
N- (Ac-YVADG) -N
N- (Ac-DEVDG) -N
N- (Ac-DEHDG) -N
N- (Ac-WEHDG) -N
N- (Ac~YVADG) -N
N- (Ac-DEVDG) ~N
N- (Ac-DEHDG) -N
N- (Ac-WEHDG) ~N
N- (Ac-YVADG) -N
N- (Ac-DEVDG) -N
N- (Ac-DEHDG) -N
N- (Ac-WEHDG) ~N
N- (Ac-YVADGG) -
142

N- (Ac-DEVDG) -N
N- (Ac-DEHDG) =N
N- (Ac-WEHDG) ~N
71

N- (Ac-YVADG) =N
12

N- (Ac-DEVDG) -N
76

N- (Ac-DEHDG) -N
78

N- (Ac~-WEHDG) -N
N- (Ac-YVADG) -N
N- (Ac-DEVDG) ~N
N- (Ac-DEHDG) -N
N- (Ac-WEHDG) -N

NO: 71
N- (Ac-YVADG) -N
NO: 72

62

‘—dodecyloxykarbonyl-rodamin
"~ (etylthio) karbonyl-rodamin
"—(etylthio) karbonyl-rodamin
"—-(etylthio) karbonyl-rodamin
"~ (etylthio) karbonyl-rodamin

"= (hexylthio) karbonyl-rodamin
‘- (hexylthio) karbonyl-rodamin
"—(hexylthio)karbonyl-rodamin
"-(hexylthio) karbonyl-rodamin
‘- (oktylthio) karbonyl-rodamin
"~ (oktylthio) karbonyl-rodamin
"~ (oktylthio) karbonyl-rodamin
"—(oktylthio) karbonyl-rodamin
‘- (decylthio) karbonyl-rodamin
11"~ (decylthio) karbonyl-rodamin

ID

110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,
110,

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID

ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

110,

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
b
ID

SEQ

‘- (decylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID
SEQ ID NO:

"-(decylthio) karbonyl-rodamin 110,

"-(dodecylthio) karbonyl-rodamin 110,

"-(dodecylthio) karbonyl-rodamin 110,

SEQ

SEQ

‘- (dodecylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ

‘- (dodecylthio) karbonyl-rodamin 110,

‘- (dimetylkarbamyl)-rodamin
‘- (dimetylkarbamyl)-rodamin
‘- (dimetylkarbamyl)-rodamin

"-(dimetylkarbamyl)-rodamin

110,
110,
110,
110,

SEQ

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
ID

NO:

ID

ID

ID

ID

71

76

78

NO:

NO:

NO:

NO:

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID NO:
ID NO:
ID NO:
ID NO:

"-(N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin 110,

"~ (N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin 110,

72
76
78
SEQ 1ID

SEQ ID
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N—(Ac—DEVDG)—N’—(N—hexyl—N-metylkarbamyl)—rodamin 110, SEQ 1ID

NO: 76

N—(Ac—DEHDG)—N’—(N—hexyl—N—metylkarbamyl)—rodamin 110,

78
N-(Z-DEVDG) -N"-metansul fonyl~rodamin 110, SEQ

NO:

N—(Z—YVADG)—N’—metansulfonyl—rodamin 110, SEO
N-(Z-DEVDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N—(Z—YVADG)—N’—metansulfonyl~rodamin 110, SEQ
N-(Z-DEVDG) -N"-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
N—(Z—YVADG)—N’—metansulfonyl—rodamin 110, SEQ

ID
ID
76
ID
76
ID

SEQ 1ID

NO: 76
NO: 72
NO: 72
NO: 72.

Jiné preferované fluorogenni nebo fluorescené&ni substraty

podle vynalezu jsou latky obecného vzorce IX a zahrnuji, ale

nejsou omezeny na:
N-(GP)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(GPG) -N"~oktvloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(GP) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,
N-(GP)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,

N- (GPA) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,
N-(GP)-N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(GP) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(GP)-N"-(etylthio) karbonyl~rodamin 110,
N—(GPG)—N’—(etylthio)karbonyl—rodamin-110,
N-(MG)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N~ (MA)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N- (MGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N- (MGA) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(MAG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-G-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(MG) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,
N-(MA) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,
N—G—N’—etoxykarbonyl;rodamin 110,

N-(MG) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-(MA) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,
N-G-N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,
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N-(MG) -N" - (etylthio) karbonyl-rodamin 110,

N-G-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110,

N-(Boc-LM) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,

N- (Ac-LM) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110,

N-(Boc-LM) -N’"-etoxykarbonyl-rodamin 110,

N- (Ac-LM) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110,

N- (Boc-LM) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,

N- (Ac-LM) -N"-hexyloxykarbonyl-rodamin 110,

N-(Boc-LM) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110,

N- (Ac-LM)-N"=- (etylthio) karbonyl-rodamin 110,

N~ (Ac-SLNFPIV)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 80
N- (Ac-SLNFPI)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 81
N~ (Ac~SLNFP) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 82
N- (Ac-SLNFPV) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 83
N-(Ac-LNFPI)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 84
N-(Ac-LNFP) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 85
N- (Ac-RGFP) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 37
N-(Z—LNFEIV)—N’—oktyloxykarbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 83
N- (Z-LNFPI)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 84
N-(Z2-LNFP)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 85
N-(Z2-RGFP) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 37

N- (Z-RQANFLG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 31
N-(Z-RQANFL) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 86
N~ (Z-RQANF) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 87
N- (Z-RKVLFLD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 36
N-(Z-RKVLFL) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 88
N-(Z-RKVLF) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 89
N-(Z-ARVLFLG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 90
N- (Z-ARVLFL) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 91
N-(Z-ARVLF) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 92
N-(Z-SQNYFLG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 93
N-(Z-SQNYFL) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 94
N-(Z-SQNYF) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 95
N- (Ac-SLNFPIV)-N"~etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 80

%o
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N-(Ac-SLNFPI)-N'-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 81

N- (Ac-SLNFP)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 82

N- (Ac-RGFP) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 37

N- (Ac-SLNFPIV)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
80

N~ (Ac-SLNFPI)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 81
N- (Ac-SLNFP)-N"~(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 82
N- (Ac-RGFP)-N"-(etylthio)karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 37
N- (Ac-MRGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 96
N-(Ac-IRGGG)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 97

N- (Ac-LVGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 98

N- (Ac-MVGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 99

N- (Ac-IVGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 100
N- (Ac-LRGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 101
N- (Ac-LRGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 102
N- (Ac-LRGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 55
N-(Z-LRGGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 101
N-(Z-LRGGA) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 102
N-(Z-LRGG) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 55

N- (Ac-LRGGG) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 101

N- (Ac-LRGGA) -N " -etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 102

N- (Ac-LRGG) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 55
N-(Ac-LRGGG) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 101
N- (Ac-LRGGA) -N" - (etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 102
N-(Ac-LRGG) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 55
N- (Ac-LVLASSS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 103
N- (Ac-LVLASS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 104
N- (Ac-LVLAS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 105
N-(Ac-LVLA) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 62
N-(Z-LVLASSS)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 103
N-(Z-LVLASS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 104
N-(Z2-LVLAS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 105
N-(Z-LVLA) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 62

N- (Ac-LVLASSS) -N"~etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 104
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N- (Ac-LVLAS)-N’'-etoxkarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 105
N-(Ac-LVLA) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 62

N- (Ac-LVLASSS) -N"~-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
104

N- (Ac-LVLAS)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 105
N-(Ac-LVLA)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 62

N- (Ac-VVNASSS)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 106
N- (Ac-VVNAS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 107

N- (Ac-VVNA) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 64
N-(Ac-Tbg-Tbg-NASSS)-N'-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ 1ID
NO: 108

N-(Ac-Tbg-Tbg-NAS) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
109 |
N- (Ac-Tbg-Tbg-NA) -N'-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
110

N~ (Z2-Tbg-Tbg-NASS) ~-N'-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
108

N-(Z-Thbg-Tbg-NAS) -N’-oktyloxykarbonyl~-rodamin 110, SEQ ID NO:
109

N-(Z-Tbg-Tbg-NA) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
110 ,

N- (Ac-Tbg-Tbg~-NASS) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
108

N- (Ac-Tbg-Tbg-NAS) ~-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
109

N- (Ac-Tbg-Tbg-NA) -N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 110
N-(Ac-Tbg-Tbg-NASS)-N"~(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ 1ID
NO: 108

N- (Ac-Tbg-Tbg-NAS)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ 1ID
NO: 109

N- (Ac-Tbg-Tbg-NA)-N"- (etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ 1ID
NO: 110

N- (Ac-DDIVPCSMST) ~-N"-oktyloxykarbonyl~rodamin 110, SEQ ID NO:
111
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N- (Ac-DDIVPCSMST) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
111

N- (Ac-DIVPCSMST)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
112

N- (Ac-IVPCSMST, -N'-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
113

N- (Ac-IVPCSMS)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 114
N- (Ac-IVPCSM) -Il"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 115
N- (Ac-IVPCS)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 116
N- (Ac-IVPC)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 69
N-(Z-IVPCSMST)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 113
N-(Z-IVPCSMS) -I."-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 1124
N-(Z-IVPCSM)-N -oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 115
N-(Z-IVPCS)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 116

N- (Ac-IVPCSMS)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 114

N- (Ac-IVPCSM) -I"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 115

N- (Ac-IVPCS)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 116

N- (Ac-IVPCSMS)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
114

N- (Ac-IVPCSM)-N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
115

N-(Ac-IVPCS)-N"-(etylthio)karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 116
kde symbol Z pfedstavuje benzyloxykarbonyl, BOC je tercidlni
butoxykarbonyl, Ac je acetyl, Tbg je t—butylglycih a AM Jje
acetoxymetyl.

Preferovani nové fluorescenc¢ni barviva podle vynédlezu jsou
latky obecného vzorce VI a zahrnuji a nejsou omezeny na:
N-formyl-rodamin 110
N-acetyl-rodamin 110
N~hexanoyl-rodamin 110
N-oktanoyl-rodamin 110
N-dekanoyl-rodamin 110
N-dodekanoyl-~rcdamin 110

N-metoxykarbonyl-rodamin 110
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N-etoxykarbonyl-rodamin 110
N-butoxykarbonyl-rodamin 110
N-hexyloxykarbcenyl-rodamin 110
N-oktyloxykarbcnyl-rodamin 110
N-decyloxykarbenyl-rodamin 110
N-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110
N-benzyloxykarktonyl-rodamin 110
N-(2-butoxyetoxykarbonyl)-rodamin 110
N-(2,5,8-trioxadecyloxykarbonyl)-rodamin 110
N-(metylthio) karbonyl-rodamin 110
N-(etylthio) karbonyl-rodamin 110

N~ (butylthio) karbonyl-rodamin 110
N-(hexylthio) karbonyl-rodamin 110
N-(oktylthio)kerbonyl-rodamin 110
N-(decylthio) karbonyl-rodamin 110

N- (dodecylthio) karbonyl-rodamin 110
N-metansulfonyl-rodamin 110
N-etansulfonyl-rodamin 110
N-metansulfonyl-rodamin 110
N-hexansulfonyl-rodamin 110
N-oktansulfonyl-rodamin 110
N-dekansulfonyl-rodamin 110
N-dodecansulfonyl-rodamin 110
N-trifluormetansulfonyl-rodamin 110
N-dimetylkarbamyl-rodamin 110
N-dietylkarbamyl-rodamin 110
N-(N-metyl-N-hexylkarbamyl-rodamin 110
N-(N-metyl-N-oktylkarbamyl-rodamin 110
N- (N-metyl-N-decylkarbamyl-rodamin 110
N-acetyl-rodamin 116
N-metoxykarbonyl-rodamin 116
N-etoxykarbonyl-rodamin 116
N-oktyloxykarbonyl-rodamin 116
N-hexyloxykarbonyl-rodamin 116
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N-benzyloxykarbonyl-rodamin 116
N-metansulfonyl-rodamin 116
N-trifluormetansulfonyl-rodamin 116
N—oktansulfonyl—rodamin 116
N-acetyl-rodamin 19
N-etoxykarbonyl-rodamin 19
N-oktyloxykarbonyl-rodamin 19
N-metoxykarbonyl-rodamin 19
N-metansulfonyl-rodamin 19.

Typické arylové skupiny jsou arylové skupiny s Ce-10
zahrnujici fenyl, naftyl, fluorenyl a podobn&. Libovolna
z nich se miZe susbtituovat halovou nebo alkylovou skupinou.

Typické alkyly jsou alkyly s Cji-19 zahrnujici metyl, etyl,
propyl, butyl, pentyl, hexyl, heptyl, oktyl, nonyl, decyl a
jejich vétvené izoméry.

Typickymi acyl (alkanoyl) jsou alkanoyl s Cy.io , jako je
acetyl, propionyl, butanoyi, hexanoyl a podobné, stejné& jako
jejich vétvené retézcové izoméry.

Typickymi biologicky p#ijatelnymi solemi latek podle
vynalezu jsou sole sodiku, drasliku, amonia, TRIS a podobné.

Jisté latky podle vynadlezu se mohou vyskytovat
v tautomernich formdch, zv1ast& &asti obecného vzorce I.
Vynalez zahrnuje v3echny takové tautoméry. Vyndlez také
popisuje stereoizoméry, racemické sm&si takovych stereoizoméri
stejné jako jednotlivé entantioméry, které se mohou separovat
podle metod, které jsou dob¥e znadmy v oboru.

Latky podle vyndlezu se mohou pfipravovat za pouZiti metod
dobfe znamych v oboru. ZzZv143té latky obecného vzorce I az III
se mohou pripravovat jak ukazuji priklady reakci schéma 1 az
5. '

Schéma 1 zndzornuje pereferovany zplsob, protozZe
odstranéni ochrany HBr/HOAc vede k odstrané&ni t-butoxyskupiny
a benzyloxykarbonylové skupina (Z), kterd &ini dalsi kuplovaci

reakci sloZitéjsi. Tam, kde je t-butoxyskupina nutnd, musi se
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znova zavést. V pfipadé&, Ze se jako ochranna skupina N-konce

pouziva skupina N-(9-fluorenylmetoxykarbonyl)- (fmoc) (schéma
2), mbtZe se selektivné odstranit morfolinem, piperidinem nebo
jinou aminovou bazi, aniz se odstrani ochranng t-

butoxyskupina, coZz umozni zavedeni daldich Z-chranénych
aminokyselin nebo peptidd (schéma 2 aZ 4). U konecnych 2z-
chréanénych litek se mlZe selektivné odstranit ochrana
kyselinou trifluoroctovou (TFA), ¢imz se odstrani t-

butoxyskupina, aniZ se odstrani Z skupina.
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Schéma 2
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Schéma 3
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Schéma 4
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Schéma 5

H,N o) NH,* C1”
O = ‘
O CO,H

Z2-Asp (OBu~-t)-Glu(OBu-t) -Val-Asp(OBu-t)
EDC/ pyridin. DMF

(Z-Asp (OBu-t)~Glu (OBu-t) -Val-Asp (OBu-t)),-Rhdamin

J TFA

Z-Asp-Glu-Val-Asp-NH l 0 ! NH-Asp-Val-Glu-Asp-2
BN

¢

Vynalez také popisuje zplsob ptripravy 1létky ~obecného
vzorce III, zarrnujici
(a) kondenzaci rodaminu 110 s P-t-butylesterem kyseliny
N-fmoc-L-aspartové za vzniku (Fmoc-Asp (OBu-t) )a-
rodarin 110,
(b) odstranéni skupiny Fmoc =za vzniku (Asp{(OBu-t)),-
rodamin 110,
(c) kondenzaci (Asp(OBu-t)),-rodaminu 110 s Z-(AA), za
vzniku (Z-(RA),-Asp (OBu-t)),~-rodaminu 110 a
(d) odstranéni chranici skupiny OBu-t.
V preferovaném provedeni vyndlezu -(AA), predstavuje WEH,
YVA, LEH, DET, DEV, DEH, VEH, LET, SHV, DEL, DGP, DEP, DGT,
DLN, DEE, DSL, DVP, DEA, DSY, ELP, VED, IEP nebo IET. Kde

aminokyselina se substituovala karboxylovou skupinou. Je

(X3
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chréanéna chrénici skupinou OBu-t, kterd se v poslednim kroku
odstrani.

Kondenzacni reakce probiha za pouziti bézZného
kondenza¢niho <&inidla, které se pouZivd pri syntéza peptidu.
V preferovaném provedeni vyndlezu kondenzadéni ¢inidlo je 1-(3-
dimetylaminoprcpyl) -3-etylkarbodiimid  (EDC) nebo 2-etoxy-1-
etoxykarbonyl-_,2-dihydrochinolin (EEDQ). P¥i reakci se djako
rozpousStédlo miZe pouzit pyridin nebo dimetylformamid (DMF).
Reakce v obecném pripadé probihd pri teploté mistnosti. Pomér
kondenzac¢niho <Zinidla k rodaminu mGZe byt p¥ribliZné 10: 1 a
pomér chranéné aminokyseliny nebo peptidu k rodaminu nebo k
Asp (OBu-t}),-rcdamin 110 je také priblizZné 10:1.

Skupina =fmoc se Vv obecném pripadé odstrani oSetfenim

s morfolinem, viperidinem nebo Jjinou aminovou bazi v poldrnim -

aprotickém rozoou3tédle, jako Jje DMF. V obecném ptipadé se
morfolin pridéd v nadbytku a reakce probihd ©pri teploté
mistnosti. o,cu~-dimetyl-3,5-dimetoxybenzyloxykarbonyl (Ddz) je
" jind chrédnici skupina N-konce, kterd se mAZe pouzZit na misté
fmoc. Tak PB-t-butylester kyseliny N-Ddz-L-aspartové se miZe
pouzZzit na misté p-t-butylesteru kyseliny N-fmoc-L-aspartové.
Ddz se muZe selektivné Stépit v pritomnosti t-butoxyskupiny 1%
TFA v metylenchloridu.

Skupina OBu-t se odstranila kyselinou trifluoroctovou
v aprotickém rozpoustédle, jako je metylenchlorid pri teploté
mistnosti. _

Latky obecného vzorce VI se mohou ptripravit podle reakce

uvedené na schématu 6.



Schéma 6

77

+  (CH,C0),0

NH, O 0 O NH-COCH,

L4 *n LRd o0 cee .o
. L] L] L] LR 4 L4 . e .
L] L] L ] e o0 L ] L R ] .
. L e o e ¢ & 0 LN -
] ] . s 0 . . . .
ese 0009 ae ce LR .0

(i-Pr),NEt

DMF




Latky obecného vzorce VII a? IX se

78

jsou uvedeny na schématech 7 aZ 10.

Schéma 7
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Schéma 8
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Schéma 10
NK, uli o ! NH,
Q o + Etococl (i-Pr),NEL
DM
Y F
EDC, pyridi
«  z-NHT COLH S pyridin
DMF
Z-Gly-UH 0 ﬁ\1f,osc
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Z-Gly-Pro-Gly-NH o ¥W0Et .
O O o HBr /ACOH
L
0 .
HE:liH.-Gly-Pro-Gly-NH
Vynédlez také popisuje zplsob pFipravy latky obecného

vzorce VII, ktery zahrnuje:

a) reakci rodaminu s anhydridem kyseliny octové za vzniku

N-acetyl-rodaminu
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b) kondenzaci N-acetyl-rodaminu spolu s p-t-butylesterem
kyseliny N-fmoc-L-aspartové za vzniku N-(Fmoc-Asp (OBu-
t))-N"-acetyl-rodaminu,

c) odstranéni skupiny Fmoc za vzniku N-(Asp(OBu-t))-N'-
acetyl-rodaminu,

d) kondenzaci N-(Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu s Z-(AA),,
za vzniku N-(Z-(AA),-Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodamin a

e) odstranéni chranici skupiny OBu-t za vzniku N-(Z- (AA),-

Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu

nebo v jiném pfipadé zahrnuje:

a) reakci rodaminu s anhydridem kyseliny octové za vzniku
N-acetyl-rodaminu

b) kondenzace N-acetyl-rodaminu spolu s Z-(AA),-Asp (OBu-t)
za vzniku N-(Z-(AA),~-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu, a

c) odstranéni chréanici skupiny OBu-:t za vzniku N-(Z- (AA),~

Asp)-N"-acetyl-rodaminu.
V preferovaném provedeni vynalezu -(AAR), je WEH, YVA, LEH,
SHV, DGP, DGT, DLN, DEE,
IEP nebo IET.

DET, DEV, DEH, VEH, LET, DEL, DEP,

bsL, Dvp, DEA, DSY, ELP, VED,

Latky obecného vzorce VII se také pripravuji pouZitim

acyl (alkanoyl)chloridu misto anhydridu kyseliny octové.

Takovym  acylchloridem je acetylchlorid, hexanoylchlorid,

oktanoylchlorid a dekanoylchlorid. Misto anhydridu se mohou

pouzivat jind ¢inidla, kterd zahrnuji, ale nejsou omezena na

karbamylchlorid, jako je dimetylkarbamylchlorid,

dietylkarbamylchlorid a N-metyl-N-hexylkarbamylchlorid,

etylchloroformat,
2,5,8~

chloroformdt, jako Jje metylchloroforméat,

oktylchloroformat, 2-butoxyetylchloroformat a

trioxadecylchloroformat, chlorothiolformét, jako

metylchlorothioforméat, etylchlorothiolformét,

oktylchlorothioforméat, alkyl-, haloalkyl- a
aralalkylsulfonylhalidy, jako Jje metansulfonylchlorid,
aktansulfonylchlorid, trifluormetansulfonylchlorid a
tosylchlorid. Reakce probihéd v pfitomnosti béaze, jako Jje

je
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(Bt)sN, (i-Pr),-Net nebo pyridin. Preferované rozpoudtédlo je
DMF. Reakce v obecném pripadé probihd p¥i teploté mistnosti.

Pomér anhydridu nebo acylchloridu k rodaminu je p¥iblizné& 1:1.

Kondenzacni reakce miZe probihat za pouziti libovolného
béZného kondenza&niho ¢&inidla, které se pouZivad p#i syntéza
peptidu. V preferovaném provedeni vynadlezu kondenzacnim

¢inidlem je EDC nebo EEDQ a rozpousStédlo vhodné pro reakci je

pyridin nebo dimetylformamid (DMF). Reakce se v obecném

pripadé provadi pri teploté mistnosti. Pomé&r kondenzad&niho

¢inidla k N-acetyl-rodaminu je priblizné 3:1 a pomé&r chranéné

aminokyseliny nebo peptidu k N-acetyl-rodaminu nebo N-

(Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu je pfiblizné& 3:1.
]

Preferovanym postupem Jje kondenzace N-acetyl-rodaminu

peptidem, jako Jje Z-(RAA),-Asp(OBu-t), za vzniku N-(Z-(AA),~
Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu v jednostupiiové reakci. Latky
obencého vzorce VI poskytuji fluorescenéni barviva, ktera
mohou kondenzovat s libovolnym peptidem nebo S jinou
strukturou vhodnou pro pripravu fluorogennich nebo
fluorescencnich latek, které Jsou substrdty protedz nebo
peptidéz.

Latky obecného vzorce VII se mohou pripravovat nejdiive

kondenzaci peptidu s rodaminem za vzniku N-peptid-rodaminu,

reaguje N-peptid-rodamin jinym

pak s acetylanhydridem nebo

acetylaé¢nim ¢&inidlem za vzniku napriklad N-acetyl-N"-peptid-
peptidy Jjsou vSak obecné daleko draZ3i nezZ

b)

rodaminu. Av3ak a)

acylchloridy nebo anhydridy, kondenzac&ni reakce mezi

peptidem a rodaminem neni Géinnou reakci. Z téchto divodd se

preferuje pripojeni peptidu k N-acetyl-rodaminu spise nez
p¥ipojeni acylové skupiny k N-peptid-rodaminu.
Dale vyndlez popisuje zplsob stanoveni, zda testovana

latka ma uc¢inek na enzym, ktery se Ucastni apoptdzové kaskady

v testované buiice. Tento zplsob zahrnuje:

(a) latkou

a

kdy

kontakt testované bunky s testovanou

s reportni latkou podle vyndlezu za podminek,
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testovana latka bud interaguje s externim mebranovym
receptorem bunky nebo Jje bunkou pohlcena a reportni
latka je také bunkou pohlcena a
(b) sledovdni fluorescence v testovanych buniikdch, kde
zména fluorescence, bud hodnoty nebo vlnové délky,
v testované bufice v porovnadni s uvedenou kontrolni
bunkou, ktera prisla do kontaktu pouze s reportni
latkou a nikoli s testovanou léatkou, je indikaci, Ze
testovanad latka vykazuje UCinek na uvedeny enzym.
Vysledky ziskané uvedenou metodou se mohou porovhnat
s vysledky =ziskanymi s testovanymi latkami, které jsou znamy,
ze ovlivinuji enzymy, které se GCastni apoptdzové kaskady
v bunkéach, pricem?z zndzornuje miru relativni ucinnosti
testované latky. Latky, které se mohou pouzZit, zahrnuji znémé
aktivdtory a inhibitory enzymd, které se uUCastni apoptdzové
kaskaddy. Aktivatory, pusobici bud pfimym nebo nepfimym
mechanizmem, enzym, které se GCastni apoptdzové kaskéady,
zahrnuji, ale nejsou omezeny na znadmd chemoterapeuticka
¢inidla, takovd jako je etopozid (Yoon HJ, Choi IY, Kang MR,
Kim SS, Muller MT, Spitzner JR, Chung IK (1998), Biochim
Biophys Acta 1395:110-120) a doxorubikin (popisuje se
v publikaci (Gamen S., Anel A, Lasierra P, Alava MA, Martinez-
Lorenzo MJ, Pineiro A, Naval J (1997), FEBS Lett 417: 360-
364), které inhibitory topoizomerazy - II (Maldonado 'V,
Melendez-Zajgla J, Ortega A (1997), Mutat Res 381:67-75),
chlorambucil (Hickman JA. (1992), Cancer Metastasis Rev. 11:
121-139), které je alkylac¢nim ¢&inidlem, a fluorouracil, ktery
je metabolit RNA/DNA (Hickman JA. (1992), Cancer Metastasis
Rev. 11:121-139). Tyto aktivatory apoptdézy se mohou také
pouzit pfi indukci apoptdzy, kdy hledéni inhibitoru apoptédzy
v celych bunkadch. Deaktivatory, které plhsobi bud pfimymi nebo
neprimymi mechanizmy, enzyml, které se Ucastni apoptdzové
kaskaddy =zahrnuji, ale nejsou omezeny na endogenni proteiny

zahrnujici Bcl-2 (Joensuu H, Pylkkanen L, Toikkanen S (1994),
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Am. J. Pathol. 5: 1191-1198), virem produkované ¢inidlo p35
(popisuje se v publikaci Miller LK (1997), J. Cell Physiol.
173: 178-182) a synteticky inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK
(popisuje se v publikaci An S, Knox KA (1996), FEBS Lett.
386:115-122).

Vyndlez zvlasté popisuje pouZiti reportnich latek obecného
vzorce I aZz III, V, VII a VIII v testech s celymi buikami za
pouziti celych bunék nebo vzrokd tk&n€, u kterych se miZe
indukovat apoptéza, za uCelem hledani 1latek, které inhibuji
bud pfimo nebo nepfimo enzym nebo enzymy zahrnuté v apoptdze
(programované odumirani bunék). Ocekdvad se, Ze tyto testy za
pouziti 1latek obecného vzorce I aZz III, V, VII a VIII vedou
k objeveni ncovych 1ékd nebo nového pouZiti 1éku, které
zpomalujl nebc blokuji odumir&dni bunék za raznych klinickych
podminek, p¥fi kterych dochdzi ke ztraté bunék, tka&né nebo
celych orgént.

Reportni latky obecného vzorce I aZ III, V, VIII a testy
podle vynalezu se mohou pouZit k identifikaci 1éku, které
redukuji nebo brani odumirdni bunék v nervovém systému (mozek,
padtefr a periferni nervovy systém) za ruznych stavi ischemie a
ekcitotoxicity, které =zahrnuji, ale nejsou omezeny fokalni
ischemii zpusobujici mrtvici a globdlni ischemii zplsobujici
zdstavu srdce. Tyto testy se mohou pouzit k identifikaci
latek, které redukuji nebo brani odumirdni bunék v nervovém
systému zplsobeném poranénim (jako Jje poranéni hlavy a
poranéni péatefe), virovou infekci nebo odumirdni nervovych

bunék zplsobené za&Y¥enim (napfiklad p¥i vedlejsich uc¢incich

zpusobenych radioterapii zhoubného bujeni) nebo toxicitou
prostredi (napriklad plsobenim jistych halogenovanych
uhlovodikll) . Tyto testy se mohou také pouzZit p#¥i identifikaci

inhibitord odumirdni bunék, které se mohou pouzit p#i redukci
nebo prevenci odumiréani bunék pri neurodegenerativnich
poruchach, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na Alzheimerovu

nemoc, Huntingtonovu nemoc, Parkinsonovu nemoc, roztrouSenou

LA A2
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sklerdzu, amyotrofni lateralni sklerodzu a spinobulbarni
atrofii.

Testy podle vyndlezu se mohou pouzit k identifikaci latek,
které brani odumirdni bunék za libovolnych podminek, které
vedou k odumiréni srde&niho svalstva. Tyto poruchy =zahrnuji
infarkt myokardu, méstnavé srdec¢ni selhdni a kardiomyopatie.
Jeden zplsob aplikace testu Jje identifikace 1latek, které
redukuji nebo bréni odumirdni bunék myokardia, které se
vyskytuji pfri jistych virovych infekcich srdce.

Testy podle vynalezu se mohou pouzZit pri identifikaci
ladtek, které brani odumiradni bunék retindlnich neuront, které
se objevuji pfi poruchach spojenych se zvySujicim se
nitroo¢nim tlakem (jako je zeleny =zakal) nebo poruch sitnice
spojenych s procesem starnuti (jako Jje degenerace makuly
spojena se starnutim). Tyto testy se mohou pouzit
k identifikaci latek, které 1éc¢i dédicéné degenerativni poruchy
sitnice, jako je pigmentova zvrhlost sitnice.

Testy podle vyndlezu se mohou také pouZzit k identifikaci
inhibitor® odumirdni bunék, které se mohou pouZit pri redukci
nebo prevenci odumirdni nezralych bunék v imunnim systému a
jsou zvlasté pouZitelné pri identifikaci inhibitorf, které
jsou pouzZitelné pri 1écbé poruch imunitni nedostatecénosti,
jako Jje syndrom ziskaného selh&ni imunity (AIDS), syndrom
téZkého kombinovaného selhdni imunitniho systému (SCIDS) a
pfibuzné onemocnéni. Testy podle vyndlezu se mohou také
pouzivat k identifikaci inhibitort odumirani bunék, které se
mohou pouzZit pri 1lécbé potlaceni imunity vyvolané radiaci.

Testy podle vyndlezu se mohou také pouZzit k identifikaci
1ékt pouZitelnych p¥i transplantacich orgént. Transplantace
lidskych organd a tkani Je Dbé&Znad 1éc¢ba p¥i selhdni orgénu.
Béhem procesu transplantace je vSak darovany organ nebo tkan
riskantni pro odumirdni bunék, protoZe Jje zbaven normalniho
zdsobovani krvi pred tim, neZ se implantuje hostiteli. Toto

ischemické stadium se d& oSetf¥it inhibitory odumirdni buné&k
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infuzi do donorového organu nepbo tkané nebo pfimym pifidanim

inhibitort odumirédni buneék do kultivac¢niho média, ve kterém se

uchovdvad orgdn nebo tkan. Takové inhibitory odumirdni buné&k se

mohou identifikovat za pouziti testu podle vynalezu.

Inhibitory odumirani bunék se mohou také pouZit pri redukci a

prevenci odumirédni bunék v darovaném orgdnu nebo tkani po jeho

transplantaci, aby se prede3lo ucinklim imunitnich bunék
hostitele, které usmrcuji své cile vyvoléanim apoptdzy. Testy
podle vyndlezu se mohou pouzit pri identifikaci inhibitort
odumirdni bunék pouZitelnych pfri ochrané transplantovanych
organa pred odmitnutim. Cytoprotektivni uc¢inky inhibitorta
odumirdni bunék se mohou také vyuZit pfi prevenci odumiréani

lidského nebo zvireciho spermatu a vajicek pouZivanych pfi

postupu in vitro oplodnéni. Tyto inhibitory se mohou pouZit

b&hem postupu sklizné a mohou se také pridat do média vhodného

pro uchovavani. Inhibitory odumirdni bunék pouZitelné prfi

aplikacich v procesech fertilizace se mohou identifikovat =za
pouziti testovacich metod podle vyndlezu. |

SavZéi bunééné linie a bunky kvasinek se mohou béiZné pouzZit
pr¥i produkci velkého mnoZstvi rekombinantnich proteint (jako

jsou protildtky, enzymy nebo hormony) pro pouZiti v primyslu

nebo v mediciné&. Zivotnost né&kterych uvedenych buné&énych linii

je omezena podminkami rustu, podstatou exprimovanych

rekombinantnich molekul (nékteré Jjsou . toxické) a Jjinymi

neznédmymi faktory. Zivotnost né&kterych primyslové vyuZitelnych
bun&nych 1linii lze prodlouzit pridanim inhibitord odumiréni
bunék do

pouZitelné pri prodlouzZeni Zivotnosti bunécnych linii je moZné

kultivaéniho média. Inhibitory odumirani bunék

identifikovat pouZitim testd podle vynalezu.

Faktory regulujici rust a ztrdtu vlast nejsou znamy.
Existuji nékteré dikazy avS3ak regrese vlasovych folikul
(katagen) mbzZe byt zplsobena, alespon castecné, apoptdzou.

Proto je mozné, Ze inhibitory odumirdni bunék se mohou pouZit

pri 1éc¢b& ztraty vlasl, kterd se objevuje p¥i ruznych stavech,
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které =zahrnuji, ale nejsou omezeny na muZskou holohlavost,

ztratu vlasu vyvolanou radiaci nebo chemoterapii a ztratu

vlasl zpusobenou emocidlnim stresem. Existuje také dukaz, e

apoptdéza miZe hrat roli pri ztrdté barvy vlasi. Proto je

mozZné, Ze inhibitory odumirdni bunék se mohou také pouzit pri

lécbé pripadd pred¢asného Sedivéni. Inhibitory buné&éného

odumirani pouzitelné pfi 1éE&bé& nebo prevenci ztraty vlasd nebo

Sedivéni vlasl se mohou identifikovat za pouZiti testu podle

vynalezu.
Odumirani epitelidlnich bunék kiZe se mlZe objevit po
ozareni, silném zahrdti nebo aplikaci chemik&lii. Je moZné, Ze

inhibitory odumirdni bunék se mohou pouZit p#i redukci nebo

prevenci tohoto typu posSkozeni bunék. PFi jedné aplikaci

inhibitory odumirdni bunék se mohou aplikovat v podobé& masti
pri 1lécCbeé akutnich slunecnich spalenin a p#i prevenci tvorby

puchyfi a loupdni kGZe. Inhibitory odumirani bun&k, které Fe

mozné pouzZit pri 1é¢bé a prevencli odumirani bunék kUZe se

mohou identifikovat za pouzZiti testd podle vynalezu.

Vynédlez dé&le popisuje pouziti reportnich latek obecného

vzorce I az III, V, VII a VIII v testu s celymi bunkami =za

pouziti Zivych nebo mrtvych celych bunék nebo vzorkl tkan& pri

testovani léatek, které stimuluji bud pfimo nebo nepifimo enzym

nebo enzymy, které se podili na apoptédze. OCekdvad se, Ze testy

pouzivajici 1latky obecného vzorce I az III, V, VII a VIII

povedou k objeveni novych 1ékd nebo nového pouZiti znamych

1ékld, které plsobi proti zhoubnému bujeni p¥i onemocnéni, jako

je zhoubné bujeni, né&dory a buné&&né hyperplazie atd. Latky,

které se mohou identifikovat za pouZiti testh a ¢&inidel podle

vynadlezu je moZné pouzit pfi 1é¢bé zhoubného bujeni, néadorh
nebo hyperplazii tkéné&, které zahrnuji, ale nejsou vdak
omezeny na zhoubné bujeni nebo n&dory mozku, periferniho
nervového systému, o¢i, usi, nosu, ust, mandli, =zubd, Jjicnu,
plic, srdce, krve, krevnich cév, kostni dfen&, lymfatickych
Zlédz, brzliku, sleziny, imunitniho systému, jater, Zaludku,
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stfev, pankreasu, endokrinnich Zl14z a tk&n& ledvin, mocového
méchyre, reprodukénich orgdni a Z14z, kloubli, kosti a klzZe.
Vynalez d&le popisuje pouzZiti reportnich latek obecného

vzorce I az III, V, VIII v testech s celymi buikami za pouZiti
kvasinek nebo jinych hub a bakterii k testovani knihoven latek
které pusobi proti houbdm nebo proti bakteriim. Tyto

bud

pro léky,

latky plasobi tak, Ze indukuji pfimo nebo nepfimo

kaspazovou kaskaddu nebo jiné enzymy, které se ucastni apoptédzy
v téchto bunkéach.

Dale vynédlez popisuje pouZiti reportnich l4tek obecného
vzorce I az III, V, VII a VIII p¥i monitorovdni terapeutickych
U¢inkd terapeutickych ¢&inidel pfi 1é¢b& aplikované pacienttm

s cilem redukovat, pfedchéazet a 1écit onemocnéni, kde

apoptické odumirdni bunék je pricinou nebo disledek.
Dale vynalez popisuje pouZiti reportnich 1latek obecného

vzorce IX pri testovdni protedzovych inhibitord v buRkach

infikovanych HIV, které zahrnuje:
latkou a

kdy

a) kontakt testované bunky s testovanou
s reportni léatkou podle vyndlezu =za podminek,
testované latka bud interaguje s receptorem externi
membrany nebo je bufikou pohlcena a reportni létké je
pohlcena bunkou a

zaznamenavani fluorescence testované buiky,

bud

kde zména

fluorescence hodnoty nebo vlnové délky

v testované Dbunice v porovnadni s kontrolni butikou,

ktera prisla do kontaktu pouze s reportni 1latkou a
nikoli s testovanou 1léatkou, ukazuje, :Ze testovana
latka m& inhibd&ni G¢inek na protedzu HIV.
Vynalez dale popisuje pouZiti reportnich latek obecného
vzorce IX pri diagnostice infekce HIV, které zahrnuje
a) kontakt testované bunky pochdzejici z jedince, ktery je
s reportni latkou podle

pravdépodobné infikovéan HIV,

vynadlezu za podminek, kdy reportni 1latka je pohlcena

bunkou a




90

b) sledovani testované buniky, kde zmé&na fluorescence, bud

hodnoty nebo vlnové délky, v testované bufice ve

srovnadni s kontrolni bufikou, kterd prisla do kontaktu

s reportni 1latkou, Jje indikaci, Ze uvedend testovana

burika se infikovala virem HIV a Ze také jednotlivec je
infikovan HIV.
inhibitora

stejného postupu pfi testovani

HIV

Pri aplikaci

protedz HIV v buikdch infikovanych se mohou pouzit

reportni latky obecného vzorce IX podle vyndlezu k testovani

inhibitora adenovirové proteazy v bunkéch infikovanych

adenovirem. Reportni 1latky obecného vzorce IX podle vynélezu

se mohou pouzit k testovani inhibitord protedz viru herpes

simplex typ 1 (HSV-1) v bunikdch infikovanych HSV-1. Reportni

latky se také mohou pouZit p¥i testovani inhibitor(l proteaz

lidského cytomegaloviru (HCMV) v  bunikach

Dadle se mohou pouzit pfi testovani inhibitord protedz viru

hepatitidy C (HCV) v bunkdch infikovanych HCV a k testovani

inhibitort DPP-IV v T-butikdch stejné jako k testovéani

inhibitort aminopeptidazy methioninu typu 2 (MetAP-2)

v endotelialnich bunkéach.

Navic pfi pouzZiti stejného postupu pifi diagnostice infekci .

HIV reportni 1latky obecného vzorce IX podle vyndlezu se mohou
pouzit pri diagnostikovéni adenoviru, viru herpes simplex typ-
1, lidského cytomegaloviru a viru hepatitidy C.

Kompozice podle vynalezu zahrnuje vSechny kompozice, kde

fluorogenni nebo fluorescenéni 1l4tky podle vyndlezu Jjsou

Obsazeny v mnoZstvi, které je G¢inné k dosazZeni daného ucelu.
odbornik mazZe

kazdého

Zatimco mnozZstvi mbZe kolisat od testu k testu,

stanovit optimdlni rozmezi uc¢inného mnozstvi

komponentu. V typickém ptipadé fluorogenni nebo fluorescendéni

substratové latky se mohou aplikovat na bufiky nebo buné&dné

linie savcl, napfriklad 1idi nebo Jjinych zvifat inkubaci

bunék

ze

nebo  tkdné& obsahujici buiitky s fluorogennim nebo

fluorescenénim substratem pfi pfribliZné koncentraci 0,01 nM azZ

infikovanych HCMV. :
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1 M nebo s ekvivalentnim mnoZstvim sole nebo jeji reportni
molekuly ve fyziologicky kompatibilnim pufru. Takové pufry
zahrnuji bunécna kultivaéni média. Prikladem je médium vhodné
pro bunky ziskané z leukémie, coZ je RPMI-1640 s 10 % fetalnim
bovinnim sérem nebo bez né&ho. Jiné zndmé pufry vhodné pro
inkubaci bunék mohou =zahrnovat izotonické roztoky pufrované
bud  fosforefnanem nebo  HEPES. Odbornik muzZe rutinnimi
experimenty identifikovat 3jiné vhodné pufry. Bufiky se mohou
ziskat z libovolného orgdnu nebo organového systému, pro ktery
je nutné ziskat, pouzZitim testl podle vyndlezu, 1léky, které se
mohou pouzit pfi 1éc¢bé& poruch zprostfedkovanych apoptdzou. Je
to napriklad odumirani neuronli, onemocné&ni srdce, onemocnéni
jater, poruchy na sitnici, onemocnéni ledvin, kloubd nebo
kosti, poruchy imunitniho  systému, rakovina, nadory a
hyperplazie tkané atd.

Vhodné solubiliz&tory se mohou pouZit p#i prezentaci
fluorogennich nebo fluorescenénich 1latek podle vyndlezu na
tkan&, bunky nebo bunééné linie. Vhodné solubilizéry =zahrnuji
vodné roztoky aktivnich latek ve formé& rozpustné ve vod&. Jsou
to napfriklad ve vodé rozpustné sole a alkalické roztoky. Dale
se mohou pouzit v pritomnosti bunék a tkani suspenze 1latek,
jako jsou vhodné olejové suspenze. Vhodné lipofilni
rozpoudtédla a vehikly zahrnuji oleje, Jjako Jje naptiklad
sezamovy olej nebo syntetické estery mastnych kyselin, jéko je
napriklad etylolejat nebo triglyceridy nebo polyetylenglykol-
400 (latky Jsou rozpustné v PEG-400) nebo v dimetylsulfoxid
(DMSO) nebo v jiné vhodné rozpou$tédlo. V optimdlnim pripadé&
suspenze nebo roztoky mohou také obsahovat stabilizatory.
Elektrdporace nebo prezentace reportnich molekul v lipozomech
nebo v detergentech se mlZe pouZit ke zvySenl prostupnosti
bunék fluorogennimi nebo fluorescenénimi reportnimi

molekulami.
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V typickém piripad€ se Dbuilky kontaktuji s reportnimi
latkami podle vyndlezu a s testovanou latkou po dobu p¥iblizZné&
30 minut aZz 5 hodin. Nejvice se preferuje doba 1 hodiny.

Vynalez se také tykd pro-reportnich derivatli latek podle
vynalezu. Takové pro-reportni derivaty zahrnuji 1latky, které
se Stepl in situ endogennimi enzymy za zvniku latek obecného
vzorce I az III, V a VII az IX. Takové pro-reportni derivaty
zahrnuji niZsi alkylestery aminokyselinovych zbytka, které
obsahuji karboxylovou skupinu, Jjako je Asp a Glu. Zv1asté
preferované pro-reportni derivaty zahrnuji metylestery a
acetoxymetyl (AM)estery latek obsahujicich Asp a Glu.

Nasledujici pfiklady popisuji pouZiti vyndlezu p¥i mérfeni
aktivity enzymu kaspdaz a jinych enzyml, které se ucastni pfi
apoptéze bunék a tkéni. Priklady demonstruji pouziti vyndlezu
pri testech 1ék0, které se mohou pouZit p#i hledani zesilovadl
nebo inhibitord apoptdzy. Tyto priklady popisuji zpusob a
kompozice podle vynadlezu. Jiné vhodné modifikace a adaptace
riznych podminek a parametrt, které se normaln& pouZivaji
v testech in vitro, pri testovani 1ékd nebo pti diagnostice,

pric¢emZ tyto metody jsou dobfe znadmy v oboru.

Pfehled obrazkl na vykrese

Na obrazku ¢. 1 jsou fotografie buné&k HL-60 barvené N-

oktyloxykarbonyl-rodaminem 110 (obrazek  ¢&. 1a), "N-
decyloxykarbonyl-rodaminem 110 (obrazek c. 1B), N-
dodecyloxykarbonyl-rodaminem-110 (obrazek ¢. 1C), N-
hexyloxykarbonyl-rodaminem 110 (obrazek ¢ 1D), N-

(etylthio) karbonyl-rodaminem 110 (obrazek ¢&. 1E) a rodaminem
110 (obrazek ¢. 1F).

Na obrazku ¢&. 2A aZ 2L Jje sloupcové grafy S&tépeni
kaspazovych substratd N-Z-VD-N’'-etoxykarbonyl-R110, N-Z-EVD-
N’-etoxykarbonyl-R110, N-Z-DEVD-N'-etoxykarbonyl-R110 SEQ 1ID
NO: 5, N-Ac-DEVD-N’-etoxykarbonyl-R110 SEQ ID NO: 5, N-Ac-




93 .

DEVD~N"~oktyloxykarbonyl-R110 SEQ ID NO: 5, N-Ac-DEVD-N" -
hexyloxykarbonyl-R110 SEQ ID NO: 5 a N-Z-DEVD-N" -
(etylthio) karbonyl-R110 SEQ ID NO: 5 r-kaspdzou-3 (obrazek &.
21, 2B, 2D, 2G a 2J) a bunélné lyzaty HL-60 oSetfené
vinblastinem (obrdzek ¢&. 2C, 2E, 2H a 2K) ve srovnani
s kontrolnimi lyzaty HL-60 (oSetfenymi DMSO) (obrédzek &. 2F,
21 a 2L).

Obrazky ¢. 3A az 3E zndzorfuji fotografie bunék obarvenych
inkubaci s N-Ac-DEVD-N’'-oktylkarbonyl-R110 SEQ ID NO: 5. Do
testu se pridaly buiky HL-60 oSetfené vinblastem (obrazek &.
3A) a DMSO (obrézek ¢&. 3B), vinblastem o3etfené buliky s N-Ac-
DEVD-CHO SEQ iD NO: 5 (obrazek ¢&. 3C), Jurkatovy buniky
oSetfené antiFas (obrézek ¢&. 3D) a PBS (obrazek &. 3E).

Obrazek <¢. 4 znazorfiuje graf ukazujici vysledky testu
Stépeni  N-Ac-DEVD-N'-oktyloxykarbonyl-R110 SEQ ID NO: 5
Jurkatovymi bunkami oSetfenymi antiFas a PBS.

Obrazek ¢&. 5 zndzorfnuje sloupcovy graf znazorhujici
vysledky testu Stépeni N-Ac-LEVD-N'-etoxykarbonyl-R110 SEQ ID
NO: 5 kaspéazou-3, -6, -7 a -8.

Obrazek ¢. 6 znazorniuje sloupcovy graf s vysledky testu
Stépeni N-Z-G-N"-oktyloxykarbonyl-R110 a N-G-N"-
oktyloxykarbonyl-R110 pomoci lyzatu bunék HL-60.

Obrézek ¢. 7TA aZ B zndzornuje fotografie buné&k HL-60
oSetfenych N-Z-G-N"-oktyloxykarbonyl-R110 a N-G-N"~
oktyloxykarbonyl-R110 (B).

Priklady provedeni vynalezu:

Priklad 1: (Fmoc-Asp(OBu-t)),-rodamin 110

Do roztoku B-t-butylesteru kyseliny Fmoc—L—aspartové (4,9
g, 11,91 mmol) rozpusténého v nevodné smési 1:1
dimetylformamidu a pyridinu (30 ml) p#i teplot& 0 °C se prida
EDC (2,28 g, 11,91 mmol). Roztok se michd po dobu 45 minut a
pak se prida roztok rodaminu 110 HC1l (0,44 g, 1,19 mmol) ve

[ XXX
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stejném rozpoustédle (2 ml). ReakEni smé&s se micha pri teploté

mistnosti po dobu 60 hodin a jeji koncentrace se zvy3ila
v podminkach vakua na pfibliZné 10 ml. Zbytek se pak Fedil 100
ml vody a extrahoval se etylacetdtem (3 x 50 ml). Organicka
faze se promyla IN HCl (2 x 50 ml) a vodou (2 x 50 ml). Roztok
se su3il na NaySO; a jeho koncentrace se zvy3ila. Tak wvznikl
surovy produkt, ktery se <&istil kolonovou chromatografii
(CH2Clp/EtOAc 10:1) a wvzniklo 0,89 g (67 %) latky uvedené

v nazvu prikladu. Jde o bezbarvou, pevnou latku. Teplota tani

je 156 az 158 °C. 'H NMR (CDCls): & 8,75 (bs, 2 H), 8,02 (d,
J=9,3 Hz, 2H), 7,80-6,70 (m, 26H), 6,12 (bs, 2H), 4,64 (bs,
2H), 4,46 (d, J=6,8 Hz, 4H), 4,22 (t, J=6,8 Hz, 2H), 2,82 (m,
4H), 1,45 (s, 18H).

Priklad 2: (Asp(OBu—t))z—rodamin 110 2HC1

Vychlazeny roztok DMF/morfolin (3 ml, 1:1) se pfidaval po
kapkdch do michaného roztoku (Fmoc—Asp(OBu—t))z—rodamin 110
(150 mg, 0,13 mmol) v dimetylformamidu (3 ml). Roztok se
michal po dobu 20 minut a nalil se na vodu s ledem (100 ml) a
extrahoval se etylacetdtem (2 x 100 ml). Organickd faze se
promyla vodou (3 x 100ml) a su8ila se na Na,S0O,;. Do roztoku se
pfidalo 1IN HCl v eteru (0,39 ml) a zakoncentroval se za zvniku
Cervené pevné latky. Cervend pevnd latka se shroméidila a
rozpustila se v metanolu (1 ml) a srédZela se eterem (50 ml) =za
vzniku léatky uvedené v nazvu prikladu (65 mg,” 77 %) v podobé

Cervené pevné latky. Bod téni této latky je 200 °C.

Priklad 3: (Z-Ala-Asp(OBu-t)),-rodamin 110

Z benzyloxykarbonyl-L-alaninu (376 mg, 1,69 mmol), EDC
(258 mg, 1,35 mmol) a (Asp(OBu-t)),-rodamin 110 2HC1l (50 mg,
0,072 mmol) v bezvodé smési (1 : 1) DMF/pyridin (10 ml) pfri
teploté 0 °C se =ziskalo 63 mg (86%) latky uvedené v nazvu

v podobé& pevné 1latky s bodem tani 124 aZ 126 °C. *H NMR
(CDCl3): o 8,85 (d, 2 H), 7,90(m, 2H), 7,60 (m, 4H), 7,32 (m,
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10H), 7,10 (m, 2H), 6,68 (m, 2H), 5,20 (s, Z2H), 5,10 (d, 4H),
4,90 (s, 2H), 4,18 (m, 2H), 2,82 (m, 4H), 1,42 (m, 24 H)
Priklad 4: (Z-Ala-Asp),-rodamin 110

K chlazenému roztoku (teplota 0 °C) (Z-Ala-Asp(OBu-t)),-
rodamin 110 (41 mg, 0,038 mmol) v metylenchloridu (5 ml) se
pridalo 10 % kyseliny trifluoroctové v metylenchloridu (16
ml). Roztok se zbarvil do oranZova a michal se pri teploté

mistnosti po dobu 3 hodin. Odstranilo se rozpoudtédlo a surovy

'produkt se Cistil kolonovou chromatografii (EtOAc/CF3COH = 20

0,5). Ziskd se 34 mg (91 %) latky uvedené v ndzvu vyndlezu.

'H NMR (CDCl;): & 8,02 (d, J=8,1 Hz, 1H), 7,85 (s, 2H) 7,73 (t,

J=7,5 Hz, 2H), 7,34-6,60 (m, 15H), 5,08 (d, 4H), 4,05 (m, 2H),
2,95 (m, 4H), 1,38 (d, J=6,4 Hz, 6H).
Priklad 5: (Z-Asp(OBu-t))z-rodamin 110

Z B-t-butylesteru kyseliny ‘beniyloxykarbonyl—L—aspartové
(4,41, 13,63 mmol), (2,61 g,
(0,50 g,
(40 ml) pri teplot& 0 °C se ziskalo 1,09 g (82%) latky uvedené

a rodaminu 110

1)

EDC 13,63 mmol)

HC1 1,36 mmol) v bezvodé smési (1 DMF/pyridin

v nazvu v podobé& pevné latky s bodem tani 127 aZ 129 °C. 'H NMR
(CDCl3): & 8,75 (bs, 2 H), 8,06(d, J=6,3 Hz, 2H), 7,68 7,56
(m, 4H), 7,40 - 6,60 (m, 15H), 6,12 (bs; 2H), 5,16 (s, 4H),

4,62 (bs, 2H), 2,97 (dd, Jl= 17,1 Hz, J2= 3,3 Hi, 2H), 2,69

(dd, Ji= 17,3, J2= 6,9 Hz, 2H), 1,44 (s, 18H).

Priklad 6: (Asp),-rodamin 110 ZHbr

o)

1°3

‘Chlazeny roztok 30 % Hbr v kyseliné octové (5 ml) se

pridal po kapkdch do michaného roztoku (Z—Asp(OBu—t))g—rodamin

110 (200 mg, 0,21 mmol) v kyseliné octové (2 ml). Roztok se-

michal p¥i teploté mistnosti po dobu jedné hodiny a jeho

koncentrace se zvySila p¥ri podminkdch vakua. Ke =zbytku se

za vzniku cervené sraZeniny,

(78 %)

pfidalo 100 ml bezvodého eteru

kterd se izolovala po centrifugaci za vzniku 118 mg
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pevné latky. Bod té&ni této latky je 130 °C. 'H NMR (DMSO-dg): &
10,81 (s, 2 H), 8,35(bs, 6H), 8,05 - 6,79 (m, 10H), 4,25 (bs,
2H), 2,96 (m, 4H).

Priklad 7: (Z-Val-Asp),-rodamin 110

Z benzyloxykarbonyl-L-alaninu (628 mg, 2,5 mmol), EDC (383
mg, 2 mmol) a (Asp)z-rodamin 110 2HBr (72 mg, 0,1 mmol)
v bezvodé smési (1 : 1) DME/pyridin (12 ml) p#¥i teploté& 0 °C
se ziskalo 38 mg (37%) latky uvedené v nazvu v podob& pevné
létky s bodem té&ni 169 az 171 °C. 'H NMR (CDCls): & 8,70 (d, 2
H), 8,04(d, J°7,5 Hz, 1H), 7,80 (m, 2H), 7,48-7,20 (m, 11H),
7,05 (m, 2H), 5,02 (m, 2H), 4,70 (m, 2H), 3,8 (t, 2H), 3,20
(m, 2H), 2,60 (m, 2H), 2,05 (bs, 2H), 0,85 (t, 12 H).

Priklad 8: (Z-Val-Ala-Asp),-rodamin 110

Z benzyloxykarbonyl-L-Val-L-Ala (200 mg, 0,62 mmol), EDC
(110 mg, 0,57 mmol) a ((Asp(OBu-t),-rodamin 110 2HCr (31 mng,
0,043 mmol) v bezvédé smé&si (1 : 1) DMF/pyridin p¥i teploté& 0
°C se ziskalo 45 mg (85%) latky uvedené v ndzvu v podobé& pevné
latky s bodem tani 85 aZ 87 °C. 'H NMR (CDCls): & 9,10 (bs, 1
H), 8,90(bs, 1H), 8,80 (d, 1H), 7,80-6,60 (m, 19H), 5,42 (bs,
2H), 5,10 (bs, 4H), 4,90 (s, 2H), 4,00 (d, 2H), 2,90 (m, 4H),
2,12 (m, 2H), 1,35 (s, 18H), 1,30 (d, J=6,4 Hz, 6 H), 0,92 (m,
12H) .

Priklad 9: (Z-Val-Ala-Asp),-rodamin 110

Z (Z-Ala-Asp(OBu-t)),-rodamin 110 (28 mg, 0,022 mmol) a 50
% kyseliny trifluoroctové v metylenchloridu (30 ml pf¥i teploté
0°C se ziskalo 23 mg (88 %) latky uvedené v nazvu pfikladu. 'H
NMR (CD3;OD): 6 8,00 (s, 1H), 7,92 (bs, 1H) 7,86 (bs, 1H), 7,70
(m, 2H), 7,40-7,21 (m, 13H), 6,70 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 5,08
(d, 4H), 4,22 (m, 2H), 3,90 (m, 2H), 2,92 (m, 4H), 2,06 (m,
2H), 1,34 (d, J= 6,4 Hz, 6H), 0,95 (m, 12H).
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Priklad 10: (Z-Tyr-Val-Ala-Asp),-rodamin 110 SEQ ID NO: 2

Z benzyloxykarbonyl-L-Tyr-L-Val-L-Ala (339 mg, 0,70 mmol),
EDC (122 mg, 0,64 mmol) a ((Asp(OBu-t),-rodamin 110 2HCl (39
mg, 0,058 mmol) v bezvodé smé&si (1 : 1) DMF/pyridin p¥Fi
teplot&é 0 °C se =ziskalo 61 mg (65%) 1latky uvedené v nazvu
v podob& pevné latky s bodem té&ni 155 a? 157 °c. 'H NMR
(Cbs0D): & 8,02-6,60 (m, 28 H), 5,02 (bs, 4H), 4,92 (t, 2H),
4,80 (t, 2H), 4,38 (m, 2H), 4,22 (m, 2H), 3,05-2,62 (m, 8H),
2,02 (m, 2H), 1,42 (s, 18H), 1,32 (d, J=6,6 Hz, 6H), 0,92 (m,
12H) .

Priklad 11: (Z-Tyr-Val-Ala-Asp),-rodamin 110 SEQ ID NO: 2

Z (Z-Tyr-Val-Ala-Asp(OBu~t)),~rodamin 110 SEQ ID NO: 2 (47
mg, 0,029 mmol) a 50 % kyseliny trifluoroctové
v metylenchloridu (30 ml) p¥i teploté 0°C se ziskalo 36 mg (82
%) latky uvedené v nazvu prikladu. Bod tani je 115 °C. *H NMR
(CDsOD): & 8,02 (bs, 2H), 7,82 (bs, 2H), 7,70 (m, 2H), 7,40~
6,60 (m, 22H), 5,02 (bs, 4H), 4,80 (m, 2H), 4,38 (m, 2H), 4,22
(m, 2H), 4,10 (m, 2H), 3,10-2,60 (m, 6H), 2,06 (m, 2H), 1,36
(d, J= 7,2 Hz, 6H), 0,91 (m, J=7,5 Hz, 12H).

Priklad 12: N-acetyl-rodamin 110

K roztoku rodaminu 110 (500 mg, 1,36 mmol) rozpusSténém
v DMF (20 ml) pri teploté 0°c se = ptidal N, N-
diizopropyletylamin (176 mg, 1,36 mmol) a pak se po kapkach
priddval anhydrid kyseliny octové (167 mg, 1,64 mmol). Reakéni
smés se michala pf¥i teploté mistnosti po dobu 24 hodin a pak
se zredila 100 ml vody a extrahovala se etylacetdtem (3 x 50
ml). Organické fdze se promyla vodou (2 x 100 ml), susila se
na Na,SO, a =zakoncentrovala se za vzniku surového produktu,
ktery se Cistil kolonovou chromatografii (hexan/EtOAc 1:1) za
vzniku 210 mg (41 %) latky uvedené v ndzvu prikladu. Latka je

ve formé& bezbarvé pevné latky a teplota téni Je 179 °C. R¢=

0,36 (EtOAc/CH,Cl,= 1:1). 'H NMR (CDCl3): & 8,00 (d, J=6,7 Hz,
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i8), 7,78-7,52 (m, 4H), 7,14 (d, J= 6,7 Hz, 1H), 6,93 (d, 6,7
Hz, 1H), 6,64 (d, J=7,9 Hz, 1H), 6,54-6,28 (m, 3H), 3,86 (bs,
2H), 2,15 (s, 3H).

Pfriklad 13: N-(Fmoc-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodamin 110

Z t-butylesteru kyseliny Fmoc-L-aspartové (739 mg, 1,79
mmol), EDC (302 mg, 1,57 mmol) a N-acetyl-rodaminu 110 (160
mg, 0,43 mmol) v bezvodé smési (1 : 1) DMF/pyridin (8 ml) p¥i
teploté 0 °C se ziskalo 276 mg (84 %) latky uvedené v nazvu
v podobé& pevné a bezbarvé latky. Re= 0,75 (EtOAc/CH,Cl,= 1:1).
'H NMR (CDCl;3): & 8,72 (bs, 1H), 8,02 (d, J= 6,3 Hz, 1H), 7,80-
6,68 (m, 17H), 6,12 (bs, 1H), 4,63 (bs, 1H), 4,47 (d, J= 5,5
Hz, 2H), 4,22 (t, J= 7,2 Hz, 1H), 2,96 (m, 1H), 2,68 (m, 1H),
2,20 (s, 3H), 1,46 (s, 9H).

Priklad 14: N-(Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodamin 110

Z chlazeného roztoku DMF/morfolin (3 ml, 1:1) a N-(Fmoc-
Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu 110 (100 mg, 0,13 mmol) se
ziskala latka uvedend v ndzvu pfikladu (67 mg, 95 %) djako
pevnd latka. Teplota téani je 131 az 133 °C. 'H NMR (CDCl3): &
9,73 (s, 1H), 8,01 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,72 (s, 1H), 7,70-
6,65 (m, 9H), 3,80 (m, 1H), 2,88 (d, J= 16,5 Hz, 1H), 2,70 (m,
1), 2,17 (s, 3H), 1,90 (bs, 2H), 1,44 (s, 9H).

Priklad 15: N-(Z-Ala-Asp(OBu~-t))-N"-acetyl-rodamin 110

Z benzyloxykarbonyl-L-alaninu (43 mg, 0,19 mmol), EDC (37
mg, 0,19 mmol) a N-Asp(OBu-t)-N'-acetyl-rodamin 110 (30 mg,
0,055 mmol) v bezvodé smési (1 : 1) DMF/pyridin p#i teploté& 0
°C se ziskalo 38 mg (92%) latky uvedené v nazvu prikladu
v podob& pevné latky s bodem tani 138 aZ 140 °C. Re= 0,42
(EtOAc/hexan 4:1). 'H NMR (CDCls): & 8,82 (bs, 1H), 8,01 (d, J=
6,6 Hz, 1H), 7,70-6,67 (m, 14H), 5,20 (m, 1H), 5,16 (bs, 2H),
4,90 (m, 1H), 4,20 (m, 1H), 3,12 (m, 1H), 2,61 (m, 1H), 2,19
(s, 3H), 1,56 (bs, 3H), 1,43 (s, 9H).
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Priklad 16: N-(Z-Ala-Asp))-N"-acetyl-rodamin 110

Z N-(Z-Ala-Asp(OBu-t))-N’"-acetyl-rodaminu 110 (38 g,
0,052 mmol) a 50 % kyseliny trifluoroctové v metylchloridu (3
ml) pri teploté 0 °C se ziskalo 34 mg (96 %) latky uvedené
v ndzvu prikladu. Re= 0,6 (10 ml EtOAc s 5 kapkami CF;CO,H). IH
NMR (CD3OD): 6 8,02 (d, J=7,5 Hz, 1H) 7,80-6,69 (m, 14 H), 5,10
(bs, 2H), 2,92 (m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,37 (d, J=7,5 Hz, 3H).

Priklad 17: N-(Z-Val-Asp))-N"-acetyl-rodamin 110

Z benzyloxykarbonyl-L-valinu (49 mg, 0,19 mmol), EDC (37
ng, 0,19 mmol) a N-Asp(OBu-t)-N"-acetyl-rodamin 110 (30 mg,
0,055 mmol) v bezvodé smési (1 : 1) DMF/pyridin p¥i teploté& 0
°C se ziskalo 40 mg (94%) latky uvedené v ndzvu v podobé& pevné
latky s bodem tani 155 a% 17 °C. Re= 0,5 (EtOAc/hexan 4:1). 'H
NMR (CDCl3): & 8,87 (bs, 1H), 8,01 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,64-
6,66(m, 14H), 5,32 (bs, 1H), 5,11 (d, J= 3,3 Hz, 2H), 4,92 (m,
1H), 4,02 (m, 1H), 3,06 (d, J= 1,6 Hz, 1H), 2,62 (m, J=15,8
Hz, 1H), 2,20 (s, 3H), 1,43 (s, 9H), 1,26 (bs, 1H), 0,96 (m,
6H) .

Priklad 18: N-(Z-Val-Asp)-N'-acetyl-rodamin 110

Z N-(Z-Val-Asp(OBu-t))-N"-rodamin 110 (40 mg, 0,051 mmol)
a 50 % kyseliny trifluoroctové v metylenchloridu (3 ml) pfFi
teploté 0°C se =ziskalo 37 mg (99 %) latky uvedené v nazvu
prikladu. Re= 0,6 (10 ml EtOAc s 5 kapkami CF3CO,H). 'H NMR
(Cbs0D): & 8,01 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,78-6,60 (m, 14H), 5,08
(d, J= 6,5 Hz, 2H), 4,83 (m, 1H), 3,89 (d, J= 5,7 Hz, 1H),
3,02 (m, 1H), 2,85 (m, 1lH), 2,14 (s, 3H), 1,25 (m, 1H), 0,97
(bs, 6H).

Priklad 19: N-(Z-Val-Ala-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodamin 110
Z benzyloxykarbonyl-L-valin-L-alaninu (63 mg, 0,019 mmol),
EDC (37 mg, 0,019 mmol) a N-Asp(OBu-t)-N"-acetyl-rodamin 110
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(30 mg, 0,052 mmol) v bezvodé smési (1 : 1) DMF/pyridin pfi
teploté& 0 °C se ziskalo 40 mg (97%) 1latky uvedené v nazvu
v podob& pevné latky s bodem téani 101 az 103 °C. Re= 0,35
(EtOAc/hexan 6:1). *H NMR (CDCls3): & 7,99 (d, J= 8,4 Hz), 7,80-
6,62 (m, 14H), 5,42 (m, 1H), 5,11 (bs, 2H), 4,90 (m, 1H), 4,40
(bs, 1H), 4,08 (m, 1H), 3,68 (bs, 2H), 3,50 (m, 1H), 2,90 (m,
2H), 2,16 (bs, 3H), 1,41 (s, 9H), 1,26 (d, J=6,3 Hz, 3H), 1,25
(m, 1H), 0,93 (m, ©oH).

Priklad 20: N-(Z-Val-Asp)-N'-acetyl-rodamin 110

Z N-(Z-Val-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodamin 110 (36 mg, 0,043
mmol) a 50 % kyseliny trifluoroctové V metylenchloridu (4 ml)
pri teploté& 0°C se ziskalo 35 mg (100 %) latky uvedené v nézvu
prikladu. Re= 0,4 (10 ml EtOAc s 4 kapkami CF3CO,H). 'H NMR
(Chs0D): & 8,02 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,95-7,12 (m, 12H), 6,71
(s, 1H), 6,68 (s, 1H), 5,09 (bs, 2H), 4,82 /m, 1H), 4,25 (m,
1H), 3,88 (m, 1H), 3,64 (bs, 1H), 2,94 (m, 2H), 2,14 (s, 3H),
1,30 (d, J=6,0 Hz, 3H), 0,95 (d, J=6,9 Hz, 6H).

Priklad 21: N-(Z-Tyr-Val-Ala-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodamin 110
SEQ ID NO: 2

Z benzyloxykarbonyl-L-tyrosin-L-valin-L-alaninu (119 mg,
0,25 mmol), EDC (47 mg, 0,25 mmol) a N-Asp(OBu-t)-N'-acetyl-
rodamin 110 (30 mg, 0,055 mmol) v bezvodé smési (1 : 1)
DMF/pyridin pfi teploté& 0 °C se ziskalo 50 mg (95%) 1latky. Re=
0,5 (BEtOAc). 'H NMR (CD;OD): & 8,02 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 7,82-
6,58 (m, 18H), 4,90 (m, 2H), 4,35 (m, 1H), 4,24 (m, 1lH), 4,08
(m, 1H), 2,93 (m, 1H), 2,73 (m, 1H), 2,13 (s, 3H), 1,43 (s,
9H), 1,37 (d, J= 7,2 Hz, 3H), 1,29 (bs, 1H), 0,91 (m, 6H).

Priklad 22: N-(Z-Tyr-Val-Ala-Asp)-N"-acetyl-rodamin 110 SEQ ID
NO: 2

Z N-(Z-Tyr-Val-Ala-Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodamin 110 SEQ
ID NO: 2 (49 mg, 0,049 mmol) a 50 % kyseliny trifluoroctové
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v metylenchloridu (4 ml) pri teploté& 0°C se ziskalo 42 mg (89
%) latky uvedené v nazvu prikladu. Re= 0,62 (10 ml EtOAc s 5§
kapkami CF3CO,H). 'H NMR (CDsOD): & 8,02 (d, J= 7,2 Hz, 1H),
7,84-6,56 (m, 18H), 4,99 (bs, 2H), 4,80 (m, 1H), 4,32 (m, 1H),
4,23 (m, 1H), 4,10 (m, 1H), 2,97 (m, 2H), 2,13 (s, 3H), 1,37
(d, J= 6,9 Hz, 3H), 1,23 (m, 1H), 0,90 (m, 6H).

Priklad 23: N-(Z-Asp (OBu-t)-Glu (OBu-t)-Val-Asp (OBu-t))-N"-
acetyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5
Z benzylcxykarbonyl-L-Asp (OBu-t)-L-Glu(OBu-t)-L-Val-L-

Asp (OBu-t) (1¢2 mg, 0,34 mmol), EDC (65 mg, 0,34 mmol) a N-
acetyl-rodamir 110 (30 mg, 0,08 mmol) v bezvodé smési (1 : 1)
DMF/pyridin (< ml) pri teploté 0 °C se ziskalo 73 mg (81%)
latky uvedené v nazvu prikladu. Teplota téni je 127 az 129°C.
Re= 0,69 (EtORCc/CH,Cl,= 1:1). 'H NMR (CDCl3): & 9,05 (s, 1H),
8,79 (d4, J= 10,8 Hz, 1H), 8,38 (bs, 1H), 8,01-6,65 (m, 15H),
6,10 (m, 1H), 5,14 (m, 2H), 4,92 (bs, 1H), 4,52 (m, 1H), 4,42
(m, 1H), 4,18 (m, 1H), 3,92 (m, 1H), 3,10-2,64 (m, 4H), 2,48
(m, 2H), 2,17 (bs, 3H), 1,40 (m, 27H), 0,99 (bs, 6H).

Priklad 24: N-(Z-Asp-Glu-Val-Asp)-N’"-acetyl-rodamin 110 SEQ ID
NO: 5
Z N-(Z-Aso(OBu-t)-Glu(OBu~t)-Val-Asp (OBu-t))-N"-acetyl-

rodaminv 110 SEQ ID NO: 5 (49 mg, 0,043 mmol) a 50 % kyseliny
trifluoroctové v metylenchloridu (5 ml) pfi teploté& 0°C se
ziskalo 38 mg (92 %) latky uvedené v nédzvu prikladu. Re= 0,52
(10 ml EtOAc s 5 kapkami CF3CO,H). 'H NMR (CD;OD): & 8,04-6,63
(m, 15H), 5,05 (m, 2H), 4,50 (m, 1H), 4,40 (m, 1H), 4,05 (m,
1H), 3,93 (4, J= 7,9 Hz, 1H), 3,10-2,61 (m, 4H), 2,37 (m, 2H),
2,13 (s, 3H), 0,97 (m, 6H).

Priklad 25: N-etoxykarbonyl-rodamin 110
K roztoku rodaminu 110 (3,00 g, 8,18 mmol) rozpu$téném

v dimetylformamidu (140 ml) p¥i teplotd& -50 °C se p¥idal N,N-
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diizopropyletylamin (1,27 g, 1,2 mmol), pak se pridal po
kapkach etylchloroformat (1,07 g, 9,81 mmol). Reak&ni roztok
se pak pomalu zahfival na teplotu mistnosti a uchovaval se za
stalého michédni po dobu 5 hodin. Pak se redil 200 ml vodou
chlazenou ledem a extrahoval se s etylacetatem (3 x 50 ml).
Organicka féaze se promyla vodou (3 x 100 ml), su3ila se na
Na,S04 a koncentrovala se za vzniku surového produktu, ktery se
Cistil kolonovou chromatografii (hexan/EtOAc 3:1) za vzniku
1,31 g (40 %) latky uvedené v nézvu pfikladu ve formé& bezbarvé
a pevné latky. Re= 0,4 (EtOAc/hexan= 2:1). 'H NMR (CDCls): &
8,00 (d, J= 6,9 Hz, 1H), 7,65-7,50 (m, 4H), 7,15 (d, J= 7,2
Hz, 1H), 6,88-5,32 (m, 8H), 4,24 (q, J= 7,2 Hz, 2H), 3,92 (bs,
2H), 1,33 (t, J= 7,2 Hz, 3H).

Priklad 26: N-(Cbz-Val-Asp (OBu-t))-N"-etoxykarbonyl-rodamin
110

Z Cbz-Val-Asp(OBu-t) (197 mg, 0,47 mmol), EDC (89,53 mg,
0,47 mmol) a N-etoxykarbonyl-rodamin 110 (47 mg, 0,12 mmol)
(Jak se popisuje v pfikladu 1) se ziskalo 47 mg (50%) latky
uvedené v nazvu prikladu v podob& pevné latky. 'H NMR (CDC13):
8 9,04 (bs, 1H), 8,00 (d, J=6,9 Hz, 1H), 7,82-6,62 (m, 15H),
5,30 (bs, 1H), 5,20-5,11 (m, 2H), 4,98 (m, 1H), 4,23 (g, J=
6,9 Hz, 2H), 3,74 (t, 1H), 3,15 (d, J= 16,5 Hz, 1H), 2,59 (m,
1H), 2,10 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,32 (t, J= 6,9 Hz, 3H), 1,01
{m, 6H).

Priklad 27: N-(Cbz-Val-Asp)-N’-etoxykarbonyl-rodamin 110

Z N-(Z-Val-Asp(OBu-t))-N’"-etoxykarbonyl-rodaminu 110 (20
mg, 0,025 mmol) v 50 % kyseliné trifluoroctové
v metylenchloridu (2 ml) se ziskalo 15 mg (80 %) latky uvedené
v ndzvu pfikladu. 'H NMR (CDsOD): & 8,02 (d, J=6,6 Hz, 1H),
7,86-6,59 (m, 14H), 5,10 (m, 2H), 4,97 (m, 1H), 4,20 (g, J=
6,9 Hz, 2H), 3,77 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 3,04 (m, 1H), 2,76 (m,
14), 2,00 (m, 1H), 1,32 (t, J= 7,2 Hz, 3H), 1,02 (m, 6H).
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Priklad 28: N-(Cbz-Asp (OBu-t)-Glu(OBu-t)-Val-Asp (OBu-t))-N'-
etoxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Z Cbz-Asp(OBu-t)-Glu(OBu-t) SEQ ID NO: 5 (374 mg, 0,48
mmol), EDC (92 mg, 0,48 mmol) a N-etoxykarbonyl-rodaminu 110
(48,28 mg, 0,12 mmol) (jak se popisuje v pfikladu 1) se
ziskalo 81 mg (58%) latky uvedené v ndzvu pfikladu v podobé
pevné latky. 'H NMR (CDCls;): & 9,02 (bs, 1H), 8,80 (d, 1H),
8,00-6,78 (m, 15H), 6,18-6,02 (m, 1H), 5,13 (bs, 2H), 4,94
(bs, 1H), 4,60 (bs, 1H), 4,44 (bs, 1H), 4,22 (m, 2H), 3,89 (m,
14), 3,15-2,00 (m, 8H), 1,46-1,31 (m, 27H), 1,26 (m, 1H),
1,05-0,98 (m, SH). |

Priklad 29: : N-(Cbz-Asp-Glu-Val-Asp)-N'-etoxykarbonyl-rodamin
110 SEQ ID NO: 5
Z N—(Z—Asp(OBu—t)—Glu(OBu—t)—Val—Asp(OBu—t))—N’—

etoxykarbonyl-rodaminu 110 SEQ ID NO: 5 (100 mg, 0,086 mmol) a
50 % kyseliny trifluoroctové v metylenchloridu (3 ml) (jak se
popisuje v prikladu 4) se ziskalo 85 mg (99 %) latky uvedené
v nazvu prikladu. 'H NMR (CDsOD): & 8,02-6,63 (m, 15H), 5,08-
5,04 (d, 2H), 4,48-3,92 (m, ©H), 3,10-1,95 (m, 8H), 1,31 (t,
J= 7,2 Hz, 3H), 1,05-0,96 (m, 9H).

Priklad 30: N-{(Ac-Asp (OBu-t)-Glu (OBu-t)~Val-Asp (OBu-t))-N"-
etoxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Z Ac-Asp (OBu-t)-Glu(OBu-t)-Val-Asp(OBu-t) SEQ ID NO: 5
(307,6 mg, 0,45 mmol), EDC (86 mg, 0,45 mmol) a N-
etoxykarbonyl-rodaminu 110 (60 mg, 0,15 mmol) (jak se popisuje
v pfikladu 1) se ziskalo 128 mg (80%) latky uvedené v nazvu
prikladu v podob& pevné latky. Rge= 0,35 (EtOAc/CH,Cl,). 'H NMR
(CbClz): & 9,00 (4, J= 7,5 Hz), 8,80-8,54 (m, 2H), 8,05-6,90
(m, 9H), 6,72 (s, 1H), 6,69 (s, 1H), 4,93-4,02 (m, 6H), 3,09-
2,30 (m, 6H), 2,10 (s, 3H), 2,05 (m, 2H), 1,48-1,30 (m, 29H),
1,06-0,96 (m, 6H).
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Priklad 31: N- (Ac-Asp-Glu-Val-Asp) -N'-etoxykarbonyl-rodamin
110 SEQ ID NO: 5
Z N-(Ac—-Asp(OBu-t)-Glu(OBu-t)-Val-Asp(OBu-t))-N"-

etoxykarbonyl-rodaminu 110 SEQ ID NO: 5 (90 mg, 0,084 mmol) a
50 % kyseliny trifluoroctové v metylenchloridu (2 ml) se
ziskalo 65 mg (86 %) latky uvedené v ndzvu p¥rikladu. 'H NMR
(CDsOD): & 8,12-7,26 (m, 9H), 7,21 (d, J-7,2 Hz, 1H), 7,08-7,05
(m, 1H), 6,79-6,64 (m, 2H), 4,67 (m, 1H), 4,40 (m, 1H), 4,20
(g, J= 6,9 Hz, 2H), 4,07-3,52 (m, 2H), 3,07-2,68 (m, 4H), 2,38
(m, 2H), 2,13 (m, 2H), 1,98-1,94 (t, 3H), 1,32 (t, J= 6,9 Hz,
3H), 1,04-0,9 (m, 6H).

Priklad 32: N—oktyloxykarbonyl—rodamin 110

Z rodaminu 110 (500 mng, 1,36 mmol), N, N-
diizopropyletylaminu (351,6 mg, 2,76 mmol) a
oktylchloroformdtu (316 mg, 1,64 mmol) (jak se popisuje

v pfikladu 25) se ziskalo 182 mg (28 %) latky uvedené v nazvu
prikladu jako bezbarvd a pevnd latka. Rg= 0,7 (EtOAc/hexan 1:
1). 'H NMR (CDCl3): & 7,99 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 7,65-7,56 (m,
2d), 7,52 (bs, 1H), 7,15 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 6,88-6,32 (m,
6H), 4,17 (t, J= 6,6 Hz, 2H), 3,9 (2H), 1,68 (m, 2H), 1,42-
1,26 (m, 8H), 0,89 (t, J= 6,3 Ha, 3H). |

Priklad 33: N- (Ac-Asp (OBu-t)-Glu (OBu-t)~-Val-Asp (OBu-t))-N"-
oktyloxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Z Ac—Asp(OBu—t)—Glu(OBu~t)~Val-Asp(OBu—t) SEQ ID NO: 5
(123,7 mg, 0,18 mmol), EDC (34,5 mg, 0,18 mmol) a N-
oktyloxykarbonyl-rodaminu 110 (29 mg, 0,06 mmol) (jak se
popisuje v pfikladu 1) se =ziskalo 43 mg (62%) latky uvedené
v ndzvu prikladu v podob& pevné latky. 'H NMR (CDCls): & 9,01-
8,53 (m, 3H), 8,07-7,99 (m, 1H), 7,77-6,78 (m, 9H), 6,72 (s,
1H), 6,69 (s, 1H), 4,93 (m, 1H), 4,76-4,64 (m, 1H), 4,39 (m,
1H), 4,16 (m, 2H), 4,06 (m, 1H), 3,08-2,02 (m, 9H), 2,10 (s,
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3H) 1,47-1,29 (m, 39H), 1,05-0,96 (m, 6H), 0,88 (t, J= 5,7 Hz,
3H) .

Priklad 34: N-(Ac-Asp-Glu-Val-Asp)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin
110 SEQ ID NO: 5
Z N-(Z-Asp (OBu-t)-Glu(OBu-t)-Val-Asp (OBu-t))-N"-

oktyloxykarbonyl-rodaminu 110 SEQ ID NO: 5 a 50 % kyseliny
trifluoroctové v metylenchloridu (2 ml) se ziskalo 16,5 mg
(100 %) latky uvedené v nazvu prikladu. Rs= 0,46 (10 ml EtOAc s
5 kapkami CFsCO,H). 'H NMR (CDsOD): & 8,02-7,04 (m, 8H), 6,79-
6,64 (m, 2H), 4,67 (m, 1H), 4,67 (m, 1H), 4,40 (m, 1H), 4,15
(t, J=6,6 Hz, 2H), 4,15—3,94 m, 2H), 3,10- 2,10 (m, 6H), 2,01-
1,94 (m, 3H), 1,69 (m, 2H), 1,29 (bs, 10H), 1,05-0,86 (m, 9H).

Priklad 35: N-metoxykarbonyl-rodamin 110

Z rodaminu 110 (600 mg, 1,064 mmol), N, N~
diizopropyletylaminu (254 mg, 1,96 mmol) a metylchloroformétu
(201 mg, 2,13 mmol) (jak se popisuje v pfikladu 25) se ziskalo
28 mg (4,4 %) latky uvedené v ndzvu pfikladu jako bezbarva a
pevnad latka. Rge= 0,77 (EtOAc/hexan 3: 1). 'H NMR (CDCl3): &
8,10-6,53 (m, 9H), 6,35 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 3,90 (bs, 2H),
3,80 (s, 3H). |

Pfriklad 36: N-metylsulfonyl-rodamin 110

Z rodaminu 110 (500 ng, 1,36 mmol), N, N-
diizopropyletylaminu (211 mg, 1,64 mmol) a
metylsulfonylchloridu (187 mg, 1,64 mmol) (jak se popisuje
v prikladu 25) se =ziskalo 42,1 mg (9,4 %) 1latky uvedené
v nazvu prikladu. 'H NMR (CDCl;): & 8,02 (d, J= 7,5 Hz, 1H),
7,71—7,62 (m, 3H), 7,24-6,36 (m, 7H), 3,95 (bs, 2H), 3,18 (s,
3H) .

Priklad 37: N-acetyl-rodamin 116
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Z rodaminu 116 (458, 8 ng, 1,0 mmol), N, N-

diizopropyletylaminu (129,3 mg, 1,0 mmol) a anhydridu kyseliny
octové (122 mg, 1,2 mmol) (jak se popisuje v prikladu 25) se
ziskalo 141 mg (9,4 %) latky uvedené v nazvu pfikladu ve formé
bezbarvé a pevné latky. 'H NMR (CDCls): & 8,01 (d, J= 7,5 Hz,
lH), 7,69-7,62 (m, 3H), 7,24-6,36 (m, 7H), 3,95 (bs, 2H), 3,28
(s, 3H), 2,87 (s, 3H), 1,95 (bs, 3H).

Priklad 38: N-dimetylkarbamyl-rodamin 110

Z rodaminu 110 (1,0 g, 2,73 mmol) , N, N-
diizopropyletylaminu (0,42 g, 3,27 mmol) a
dimetylkarbamylchloridu (0,35 g, 3,27 mmol) (jak se popisuje
v prikladu 25) se ziskalo 10 mg (1 %) latky ve form& pevné
latky. Re= 0,3 (EtOAc). 'H NMR (CDsOD): & 8,00 (d, J= 7,2 Hz,
14), 7,80-7,64 (m, 3H), 7,55 (d, J=2,1 Hz, 1H), 7,21-6,40 (m,
6HU, 3,03 (s, 6H).

Priklad 39: N-hexyloxykarbonyl-rodamin 110

Z rodaminu 110, diizopropyletylaminu (0,24 ml, 2,52 mmol)
a hexylchloroformatu (0,27 ml, 1,64 mmol) (jak se popisuje
v pfikladu 25) se ziskalo 80 mg (13 %) latky ve form& oranZové
pevné latky. 1H’NMR (CD3OD): & 7,99 (d, J= 6,6, 1H), 7,67-7,56
(m, 2H), 7,51 (s, 1H), 7,14 (d, J= 7,5, 1H), 6,87 (dd, J= 1,8,
8,7, 1H), 6,79 (s, 1H), 6,66 (d, J= 8,7, 1H), 6,54-6,50 (m,
2H), 6,33 (dd, J= 2,1, 8,7, 1H), 4,17 (t, J= 6,6, 2H), 3,92
(s, 2H), 1,68 (m, 2H), 1,34 (br s, 6H), 0,91 (t, J= 6,0, 3H).

Priklad 40: N—decyloxykarbonyl—rodamin 110

Latka uvedend v néazvu prikladu se ptripravila zpusobem
popsanym v p¥ikladu 25. *H NMR (CDCl3): & 7,98 (d, J= 7,2, 1H),
1,67-7,56 (m, 2H), 7,51 (s, 1H), 7,14 (d, J= 7,5, 1H), 6,89-
6,87 (m, 2H), 6,66 (d, J= 8,4, 1H), 6,3-6,49 (m, 2H), 6,32 (d,
J= 8,4, 1H), 4,17 (t, J= 6,6, 2H), 3,93 (s, 2H), 1,27 (br s,
14H), 0,89 (t, J= 6,9, 3H).
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Priklad 41: N-dodecylkarbonyl-rodamin 110

Latka wuvedend v ndzvu prikladu se pripravila zpusobem
popsanym v pfikladu 25. 'H NMR (CDCls): & 8,00 (d, J= 6,9, 1H),
7,68-7,57 (m, 2H), 7,51 (s, 1H), 7,16 (d, J= 6,9, 1H), 6,86
(d, J=8,4, 1H), 6,89-6,53 (m, 4H), 6,35 (d, J= 7,1, 1H), 4,17
(t, J= 6,3, 2H), 3,89 (s, 2H), 1,67 (m, 2H), 1,27 (br s, 18H),
0,89 (t, J= 5,7, 3H).

Priklad 42 : N- (Ac-Asp (OBu-t)-Glu (OBu-t)-Val-Asp (OBu-t)-N"-
hexyloxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Z N-(Ac-Asp (OBu-t)-Glu(OBu-t)-Val-Asp (OBu-t)-OH SEQ ID NO:
5 (263 mg, 0,383 mmol), EDC (74 mg, 0,39 mmol) a N-
hexyloxykarbonyl-rodaminu 110 (44 mg, 0,096 mmol) (podle
prikladu 1) se =ziskalo 30 mg (28 %) latky uvedené v nazvu
prikladu jako bild pevnad léatka. 'y NMR (CDCls): & 8,99 (d, J=
6,9, 1H), 8,78 (d, Jg= 11,7, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,06-6,69 (m,
13H), 4,97-4,01 (m, 6H), 3,08-2,04 (m, 12H), 1,70-1,34 (m,
39H), 1,04-0,89 (m, 9H).

Priklad 43: N~ (Ac—-Asp (OBu-t)~Glu(OBu~t)-Val-Asp (OBu-t))-N"-
decyloxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Latka uvedend v ndzvu pfrikladu se pripravila zpusobem
popsanym v p¥ikladu 1. 'H NMR (CDCls): & 9,01—8,76 (m, 3H), 8,51
(s, 1H), 8,02-6,69 (m, 13H), 4,97-4,01 (m, 6H), 3,08-2,04 (m,
12H), 1,70-1,34 (m, 47H), 1,04-0,88 (m, 9H).

Pfiklad  44:  N-(Ac-Asp(OBu-t)=-Glu(OBu-t)-Val-Asp(OBu-t))-N"-
dodecyloxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Latka wuvedend v nazvu ptrikladu se pfipravila zpusobem
popsanym v prikladu 1. ' NMR (CDCl3): & 9,01-8,76 (m, 3H), 8,51
(s, 1H), 8,02-6,69 (m, 13H), 4,97-4,01 (m, 6H), 3,08-2,04 (m,
124), 1,70-1,34 (m, 51H), 1,04-0,88 (m, 9H).
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Priklad 45: N-(Ac-Asp-Glu-Val-Asp)-N"-hexyloxykarbonyl-rodamin
110 SEQ ID NO: 5
Z N-(Ac-Asp(OBu-t)-Glu(OBu-t)~-Val-Asp (OBu-t))-N"-

hexyloxykarbonyl-rodaminu 110 SEQ ID NO: 5 (30 mg, 0,027 mmol)
a kyseliny trifluoroctové (2 ml) se ziskala latka uvedena
v nazvu ptikladu ve formé& Zluté a pevné latky (22 mg, 85 %). H
NMR (CDsOD): & 8,13-7,32 (m, 8H), 7,26 (d, J= 6,6, 1H), 7,12
(d, J=8,7, 1H), 6,83-6,69 (m, 2H), 4,72 (m, 1H), 4,44-3,99 (m,
SH), 3,11-2,77 (m, 3H), 2,43 (m, 2H), 2,17 (m, 2H), 2,03-1,98
(m, 5H), 1,73 (m, 2H), 1,49-1,34 (m, 8H), 1,04-0,97 (m, 9H).

Priklad 46: N-(Ac-Asp-Glu-Val-Asp)-N’"-decyloxykarbonyl-rodamin
110 SEQ ID NO: 5

Latka wuvedend v ndzvu ptrikladu se prfipravila zpasobem
popsanym v prikladu 45. 'H NMR (CDsOD): & 8,13-7,32 (m, 8H),
7,26 (4, J= 17,8, 1H), 7,12 (d, J=8,1, 1H), 6,83-6,69 (m, 2H),
4,72 (m, 1H), 4,44-3,99 (m, 5H), 3,11-2,77 (m, 3H), 2,45 (m,
2H), 2,22-2,10 (m, 2H), 2,05-1,98 (m, 5H), 1,73 (m, 2H), 1,49-
1,26 (m, 14H), 1,06-0,92 (m, 9H).

Priklad 47 N- (Ac-Asp-Glu-Val-Asp)-N"~dodecyloxykarbonyl-
rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Latka wuvedend v ndzvu pfikladu se pripravila zpusobem
popsanym v prikladu 45. 'H NMR (CDs;OD): & 8,07-7,08 (m, 10H),
6,81-6,68 (m, 2H), 4,73 (m, 1H), 4,44-3,35 (m, 5H), 3,26-2,02
(m, 12H), 1,73 (m, 2H), 1,49-1,29 (m, 18H), 1,06-0,92 (m, 9H).

Priklad 48: N-(etylthio)karbonyl-rodamin 110

K roztoku rodaminu 110 (500 mg, 1,36 mmol) rozpudténém
v dimetylformamidu (12 ml) p#i teplot& -61 °C se p¥ridal N,N-
diizopropyletylamin (264 mg, 2,04 mmol), pak se p¥idal po
kapkach etylchloroformat (204 mg, 1,64 mmol). Reakéni roztok
se pak pomalu zah¥ival na teplotu mistnosti a uchovaval se =za

stalého michani po dobu 1 hodiny. Pak se fedil 100 ml vody
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chlazené ledem a extrahoval se etylacetdtem (3 x 30 ml).
Organickéd faze se promyla pramenitou vodou (2 x 50 ml), sudila
se na Nap,SOs a koncentrovala se za vzniku surového produktu,
ktery se c&istil kolonovou chromatografii (hexan/EtOAc 2:1) za
vzniku 238 mg (42 %) latky uvedené v nazvu ptrikladu ve formé
bezbarvé a pevné latky. Re= 0,6 (EtOAc/hexan= 1:1). 'H NMR
(CDC13): & 8,01 (d, J= 6,9 Hz, 1H), 7,68-7,57 (m, 3H), 7,21
(bs, 1H), 7,14 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 6,88 (dd, Jl= 8,4 Hz, J2=
2,1 Hz, 1H), 6,68 (d, 1H), 6,56-6,50 (m, 2H), 6,34 (dd, Jl=
8,4 Hz, J2= 2,1 Hz, 1H), 3,91 (s, 2H), 3,00 (g, J= 7,5 Hz,
2H), 1,36 (t, J= 7,5 Hz, 3H).

Priklad 49: N- (Ac-Asp (OBu-t)-Glu (OBu-t)-Val-Asp (OBu-t))-N"-
(etylthio) karbonyl~rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Latka uvedend v ndzvu ptrikladu se pripravila zptsobenm
popsanym v pfikladu 1. Rg= 0,56 (EtOAc/ CHpClp= 2:1). 'H NMR
(CDC13): &6 9,04-8,46 (m, 3H), 8,01-6,68 (m, 11H), 4,93-3,86 (m,
4H), 3,15-1,85 (m, 8H), 2,14 (d, 3H), 1,48-1,33 (m, 29H),
1,06-0,98 (m, 6H).

Priklad 50: N-(Ac-Asp-Glu-Val-Asp)-N"-(etylthio)karbonyl-
rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Létka uvedend v nazvu prikladu se pFfipravila zplsobem
popsanym v p¥ikladu 45. 'H NMR (CDsOD): & 8,12-7,09 (m, 11H),
6,79-6,66 (m, 2H), 4,67-3,93 (m, 4H), 3,08-2,68 (m, 6H), 2,38
(m, 2H), 2,12 (m, 2H), 1,99-1,94 (t, 3H), 1,32 (t, J= 7,5 Hz,
3H), 1,04-0,94 (m, 6H).

Priklad 51: 2,5,8-trioxadecylchloroforméat

Roztok trietylenglykolmonometyleteru (2 g, 12,2 mmol)
v eteru (15 ml) se po kapkdch po dobu trvajici déle neZz 20
minut pridaval k michanému, na ledu chlazenému 20 % fosfogenu
v toluenu (11,36 ml, 21,92 mmol). Reakd&ni sm&s umozZiovala

zahrfatli na teplotu mistnosti a michani pokracovalo po dobu 15

seee ¥
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hodin. Odparenim rozpoustédla vzniklo 2,63 g (95 %) 1latky
uvedené v ndzvu prikladu. 'H NMR (CDCls): & 4,44 (m, 2H), 3,37
(m, 2H), 3,68-3,63 (m, 6H), 3,55 (m, 2H), 3,38 (s, 3H).

Priklad 52: N-(2,5,8-trioxadecyloxykarbonyl)-rodamin 110

Z rodaminu 110 (500 mg, 1,30 mmol), N, N-
diizopropyletylaminu (317 mg, 2,45 mmol) a 2,5,8-
trioxadecylchloroformatu (371 mg, 1,64 mmol) se ziskalo 261 mg
(37 %) latky uvedené v nazvu prikladu ve formé& pevné 1latky. Rg=
0,52 (EtOAc/ hexan= 4:1). 'H NMR (CDCl3): & 8,00 (d, J=6,6 Hz,
1H), 7,66-7,58 (m, 3H), 7,49 (s, 1H), 7,26 (bs, 1H), 6,88 (d,
J= 9,0 Hz, 1H), 6,65 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 6,54-6,31 (m, 3H),
4,33 (t, J= 4,2 Hz, 2H), 3,93 (bs, 2H), 3,74 (t, J= 3,3 Hz,
2H), 3,70-3,64 (m, 6H), 3,55 (m, 2H), 3,37 (bs, 3H).

Priklad 53: N-(Ac~Leu-Glu(OBu-t)-Val-Asp(OBu-t))-~N"-
etoxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 9

Z Ac-Leu-Glu(CBu-t)-Val-Asp(OBu-t) (189 mg, 0,3 mmol) SEQ
ID NO: 9, EDC (57,5 mg, 0,3 mmol) a N-etoxykarbonyl-rodaminu
110 (40 mg, 0,1 mmol) (podle prikladu 1) se ziskalo 48 mg (47
%) latky uvedené v ndzvu ptrikladu jako pevnd 1latka. Rg= 0,35
(EtOAc/ CHpClp= 1:1). 'H NMR (CD30D): & 8,02-7,04, 6,79-6,93 (m,
2H), 4,35 (m, 2H), 4,20 (g, J= 6,9, 2H), 4,11 (m, 1H), 3,94
(d, J= 6,3 Hz), 3,00-2,65 (m, 2H), 2,30 (bs, 2H), 2,00 (m,
2H), 1,98-1,95 (d, 3H), 1,62-1,28 (m, 25H), 1,04-0,82 (m,
12H) .

Priklad 54: : N-(Ac-Leu-Glu-Val-Asp)-N"-etoxykarbonyl-rodamin
110 SEQ ID NO: 9 '

Latka wuvedend v nazvu prikladu se pripravila zpUsobem
popsanym v prikladu 45. 'H NMR (CDsOD): & 8,40-7,05 (m} 9H),
6,79-6,63 (m, 2H), 4,37 (m, 1H), 4,31 (m, 1H), 4,20 (g, J= 6,9
Hz, 2H), 4,11 (m, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,07-2,68 (m, 2H), 2,38
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(m, 2H), 2,08 (m, 2H), 1,99-1,95 (t, 3H), 1,68-1,48 (m, 3H),
1,31 (¢, J= 6,9 Hz, 3H), 1,040-0,80 (m, 12H).

Priklad 55: N-(Cbz-Gly-Pro)-N’"-etoxykarbonyl-rodamin 110

Zz Cbz-Gly-Pro (91,8 mg, 0,3 mmol), EDC (57,5 mg, 0,3 mmol)
a N-etoxykarbonyl-rodaminy 110 (40,2 mg, 0,1 mmol) (podle
prikladu 1) se =ziskalo 68 mg (98 %) latky uvedené v nézvu
pfikladu jako pevnad latka. Re= 0,6 (EtOAc/ CH,Cl,= 4:1). 'H NMR
(CDC1l3): o 9,45 (s, 1H), 8,00 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 7,61-6,91 (m,
8H), 6,68-6,63 (m, 2H), 5,69 (bs, 1H), 5,11 (s, 2H), 4,72 (d,
1H), 4,22 (g, J= 6,9 HZ, 2H), 4,03 (bs, H), 3,58 (1H), 3,43
(m, 1H), 2,49-1,90 (m, 4H), 2,42 (bs, 1H), 2,18-1,95 (m, 3H),
1,31 (t, J= 6,9 Hz, 3H).

Priklad 56: N-(Gly-Pro)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110.Hbr

'H NMR (CDsOD): & 8,11 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 8,00 (bs, 1H),
7,84-7,72 (m, 3H), 7,32-7,15 (m, 3H), 6,95-6,87 (m, 2H), 4,64
(m, 1H), 4,23 (q, J= 6,9 Hz, 2H), 3,96 (s, 2H), 3,68 (m, 2H),
2,35-2,05 (m, 4H), 1,33 (t, J= 6,9 Hz, 3H).

Priklad 57: l-hexylchlorothiolformét

Roztok 1l-hexanthiolu (3,72 g, 31,5 mmol) v eteru (15 ml)
se pridéval po kapkdch do michaného, ledem chlazeného roztoku
20 % fosfogenu v toluenu (25 ml, 47 mmol) po dobu vice jak 20
minut. Smés se zahtfdla na teplotu mistnosti a michéni
pokracovalo po dobu 15 hod. Odpafenim rozpoustédla vzniklo 6,1
g (98 %) 1latky. 'H NMR (CDCls): & 2,96 (t, J= 7,2 Hz, 2H),
1,64-1,24 (m, 8H), 0,91 (t, J= 6,3 Hz, 3H).

Priklad 58: N-(hexylthio)karbonyl-rodamin 110

Latka uvedend v ndzvu ptrikladu se pripravila zplsobem
popsanym v prikladu 25. Re= 0,8 (EtOAc/Hexan = 1:1). 'H NMR
(CbCls): & 8,00 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 7,65-7,58 (m, 3H), 7,24
(bs, 1H), 7,14 (d, 1H), 6,87 (dd, 1H), 6,68-6,32 (m, 4H), 3,92
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(bs, 2H), 2,99 (t, J= 6,9 Hz, 2H), 1,68 (m, 2H), 1,42 (m, 2h),
1,34-1,26 (m, 4H), 0,90 (t, J= 7,2 Hz, 3H).

Priklad 59: 2-butoxyetanolchloroformat
Z 2-butoxyetanolu (3,72 g, 31,5 mmol) a 20 % fosgenu
v toluenu (25 ml, 47 mmol) se ziskalo 4,51 g (79 %) latky

uvedené v nadpise p¥ikladu. 'H NMR (CDCls): & 4,46 (t, 2H),
3,70 (m, 2H), 3,51 (t, J= 6,6 Hz, 1H), 1,56 (m, 2H), 1,40 (m,
2H), 0,94 (t, J= 6,9 Hz, 3H).

Priklad 60: N-(2-butoxyetoxykarbonyl)-rodamin 110

Latka wuvedend v ndzvu prikladu se prFipravila zptsobem
popsanym v p¥ikladu 25. Re= 0,58 (EtOAc/Hexan = 1:1). 'H NMR
(CDC1l3): 6 8,00 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,67-7,49 (m, 3H), 7,15 (d,
J= 7,8 Hz, 1H), 6,89-6,32 (m, 6H), 4,34 (m, 2H), 3,91 (bs,
2H), 3,68 (m, 2H) 3,50 (t, J= 6,6 Hz), 1,59 (m, 2H), 1,39 (m,
2H), 0,93 (t, J= 7,2 Hz, 3H).

Priklad 61: N—(Cbz?Asp(OEt)—Glu(OEt)—Val—Asp(OEt))—N'—
etoxykarbonyl-rodamin 110 SEQ ID NO: 5

Z Cbz-Asp(OEt)-Glu(OEt)-Val-Asp(OEt)) SEQ ID NO: 5 (181
mg, 0,3 mmel), EDC (57,5 mg, 0,3 mmol) a N-etoxykarbonyl-
rodaminull0 (40 mg, 0,1 mmol) (podle pfikladu 1) se ziskalo 71
mg (72 %) latky uvedené v ndzvu prikladu jako pevnd latka. Re=
0,3 (EtOAc/ CH,Clp= 4:1). 'H NMR (CDCl3): & 9,00 (bs, 1H), 8,76
(d, 1H), 8,43 (bs, 1H), 8,14-6,90 (m, 10H), 6,80-6,62 (m, 2H),
5,1-3,8 (m, 6H), 3,2-2,0 (m, 1H), 1,35-1,22 (m, 12H), 1,12-
0,84 (m, 7H).

Pfriklad 62: N-(Ac-Leu-Glu(OBu-t)-Val-Asp (OBu-t))-N'~-
oktyloxykarbonyl~-rodamin 110 SEQ ID NO: 9

Latka wuvedend v nazvu p#ikladu se pripravila zptsobem
popsanym v pfikladu 1. Rg= 0,65 (EtOAc/ CH,Cl, = 1:1). 'H NMR

(CD3OD): o6 8,02-7,04 (m, 8H), 6,79-6,93 (m, 2H), 6,20 ( bs,
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lH)I 4195 (bS/ 1H)/ 4152—4120 (m/ 5H)/ 3115—2100 (ml 9H)I 1/68
(m, 2H), 1,48 (s, 9H), 1,45 (s, 9H), 1,41-1,29 (m, 12H), 1,18-
0,88 (m, 15H).

Priklad 63: N-(Z-Gly)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110

Ze Z-glycinu (284 mg, 1,356 mmol), EDC (260 mg, 1,356
mmol) a N-etoxykarbonyl-rodamin 110 (58 mg, 0,135 mmol) (podle
prikladu 1) se ziskalo 70 mg (83 %) latky uvedené v ndzvu
prikladu jako pevnd léatka. 'H NMR (CDClz): & 8,95 (bs, 1H),
7,98 (s, 2H), 7,53 (m, 8H), 7,30 (s, 5H), 7,05 (m, 2H), 6,63
(dd, 2H, J= 8,4, 11,4 Hz), 5,09 (s, 2H), 4,19 (g, 2H, J= 7,5
Hz), 1,27 (t, 3H, J= 7,5 Hz).

Priklad 64: N—Gly—N’—etoxykarbonyl—rodamin 110 Hbr

Latka wuvedend v ndzvu prikladu se pripravila zpasobem
popsanym v pfikladu 6. 'H NMR (CDCls): & 9,41 (bs, 1H), 9,20
(s, H), 8,04 (m, 1H), 7,62 (m, 3H), 7,33 (m, 2H), 7,12 (m,
2H), 6,97 (m, 2H), 6,74 (m, 2H), 4,25 (g, 2H, J= 6,9), 1,33
(t, 3H, J= 6,9 Hz). |

Priklad 65: N-(Z-Gly-Pro-Gly)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110

Ze Z-glycin-prolinu (315 mg, 1,03 mmol), EDC (197 mg, 1,03
mmol) a N-Gly-N’'-etoxykarbonyl-rodaminu 110 (50 mg, 0,103
mmol) (podle pfikladu 1) se ziskalo 70 mg (96 %) 1latky uvedené
v nadzvu prikladu jako pevnd 1léatka. Rege= 0,3 (EtOAc/ CH,Cl,=
4:1). H NMR (CDC1l3): & 9,00 2 Cbz-Asp(OEt)-Glu(OEt)-Val-
Asp (OEt)) SEQ ID NO: 5 (181 mg, 0,3 mmol), EDC (57,5 mg, 0,3
mmol) a N-etoxykarbonyl-rodamin 110 (40 mg, 0,1 mmol) (podle
prikladu 1) se ziskalo 71 mg (72 %) latky uvedené v nazvu
prikladu jako svétle Zlutad pevna latka. 'H NMR (CDCl3): & 8,97
(bs, 1H), 7,94 (4, 1H, J= 7,8 Hz), 7,77 (d, 1H, J= 15 Hz),
7,52 (m, 4H), 7,32 (s, 5H), 7,22 (m, 2H), 7,15 (m, 2H), 6,64
(m, 1H), 5,92 (bs, 2H), 5,78 (bs, 1H), 5,57 (bs, 1H), 5,09 (s,
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2H), 4,95 (m, 2H), 4,74 (m, 2H), 4,16 (m, 2H), 3,62 (m, 1H),
3,46 (m, 1H) 1,98 (m, 4H), 1,26 {(m, 3H).

Priklad 66: N-(Gly-Pro-Gly)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110 Hbr

'"H NMR (CDsOD): & 8,02 (d, 1H, J= 7,8 Hz), 7,71 (m, 3H),
7,28 (m, 2H), 7,19 (m, 1H), 7,01 (m, 1H), 6,71 (m, 2H), 4,48
(m, 1H), 4,19 (g, 2H, J= 7,2 Hz), 4,05 (m, 2H), 3,94 (m, 2H),
3,61 (m, 2H), 2,12 (m, 4H), 1,30 (t, 3H, J= 7,2 Hz).

Priklad 67: N-nexyl-N-metylkarbamylchlorid
Roztok 0,35 ml
C

(1-Pr),Net v 10 ml dietyleteru se pridal
(1,06 ml, 1,93 M
(0,31 ml, 2,05 mnM).

pri teploté °C k fosfogenu roztok v

toluenu) a N-hexylmetylaminu Smés se

zahtdla na teplotu 25 °C a miché&ni pokra&ovalo po dobu 14 hod.

pfi teploté 25 °C. Smé&s se filtrovala a rozpoudté&dlo se

odstranilo v podminkdch wvakua. Produkt se pouzZil bez daldiho

isténi v daldim stupni reakce. 'H NMR (CDCls): & 3,42 (m, 2H),
3,07 (s, 3H), 1,59 (m, 2H), 1,31 (m, 6H), 0,90 (m, 3H).
Priklad 68: N-{N-hexyl-N-metylkarbamyl)-rodamin 110

K roztoku rodaminu 110 (0,5 g, 1,36 mmol) v DMF (15 ml)
pfi teploté 61 °C se pfridal N,N-diizopropyletylamin (0,25 ml)
a N—hexyl~N—metylkarbamylchlorid v DMF (2,05 mmol). Reakéni
smés se michala pfi teploté -61 °C po dobu 1 hodiny, pak se

zahrfala na teplotu mistnosti. Reaklni smés se dale michala pri
teploté mistnosti po dobu 14 hodin a pak se délila mezi vodny
saturovany roztok NH4Cl a etylacetat (2 x 50 ml).

(100 ml)

Organicky

roztok se promyl pramenitou vodou a su3il se na

Na;S0O4. Odstranilo se rozpoustédlo a surovy produkt se &istil
chromatografii (hexan EtOAc, 1:1). Ziskalo se 115 mg (18%)
latky uvedené v nazvu prikladu, kterad je v pevné formé&. *H NMR
(CDCl3): & 7,97 (d, 1H, J= 7,2 Hz), 7,59 (m, 3H), 7,12 (d, 1H,
J= 7,5 Hz), 6,85 (dd, 1H, J= 8,4, 2, 1Hz), 6,60 (dd, 2H, J=
5,1, 3,3 Hz), 6,48 (dd, 2H, J= 8,4, 2,1 Hz), 6,31 (dd, 1H, J=
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8,4, 2,4 Hz), 3,93 (bs, 2H), 3,33 (t, 2H, J= 6,9 Hz), 2,79 (s,
3H), 1,56 (m, 2H), 1,30 (m, 6H), 0,88 (t, 3H, J= 6,6 Hz).

Priklad 69: N-(oktylthio)karbonyl-rodamin 110

Latka wuvesdend v nédzvu prikladu se pripravila zpasobem
popsanym v prikladu 25. 'H NMR (CDCls): & 7,99 (bs, 1H, J= 17,5
Hz), 7,59 (m, 3H), 7,11 (dd, 1H, J= 6,9, 0,9 Hz), 6,89 (dd,
1H, J= 8,4, 2,1 Hz), 6,64 (d, 1H, J= 8,4 Hz), 6,48 (dd, 2H, J=
8,4, 2,1 Hz), 6,31 (dd, 1H, J= 8,4, 2,4 Hz), 3?97 (bs, 2H),
2,95 (m, 2H), 1,67 (m, 2H), 1,29 (m, 10 H), 0,88 (t, 3H, J=
6,6 Hz).

Priklad 70: N-(Z-Gly)-N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110

Latka wuvadend v ndzvu ptrikladu se pfipravila zplsobem
popsanym v pfikladu 1. 'H NMR (CDClj3): & 8,22 (s, 1H), 7,11 (d,
J= 7,5, 1H), 7,04-6,97 (m, 2H), 6,85 (s, 1H), 6,70 (dd, J=
7,5, 7,5, 2H), 5,57 (s, 1H), 5,16 (s, 2H), 4,18 (t, J= 6,6,
2H), 4,01 (d, J= 5,7, 1H), 1,68 (g, J= 6,6, 2H), 1,29 (br s,
10H), 0,89 (t, J= 6,9, 3H).

Priklad 71: N-3ly~-N'-oktyloxykarbonyl-rodamin 110 Hbr

Latka wuvadend v nazvu ptrikladu se pfipravila zplUsobem
popsanym v p¥ikladu 6. 'H NMR (CDsOD): & 8,10 (d, J= 6,9, 1H),
7,93 (4, J= 2,4, 1H), 7,86-7,75 (m, 3H), 7,28-7,24 (m, 2H),
7,11 (dd, J= 2,4, 9,0, 1H), 6,85 (d, J= 9,0, 1H), 6,78 (d, J=
9,0, 1H), 4,23 (t, J= 66, 2H), 3,94 (s, 2H), 1,74 (m, 2H),
1,50-1,30 (br m 10H), 0,94 (t, J= 6,6, 3H).

Priklad 72: Fluorescence a stabilita N-acetyl-rodaminu 110 ve
srovnani s rodaminem 110

Aktivita rodaminu 110 a N-acetyl-rodaminu 110 Jjako
fluorescencni Zasti v pripadé syntetickych substratd se mé&rila
za pouziti fluorometrického testu. Fluorescenéni signdl se

odecital na spektrofluorometru nebo na odeitacim za¥izeni pro
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mikrotitraéni plotny p¥i excita¢ni vlnové délce 485 a emisi
530. Za pouZiti uvedeného testu se stanovila hodnota relativni
fluorescence dvou fluorescendnich &asti.

Fluorescence se mé&fila za pouZiti nédsledujiciho pufru: 100
mM HEPES pH 7,5 s 10 % sachardzou, 1 % CHAPS, 5 mM glutathion
a 1 az 200 nM testovand latka. Test pro stanoveni stability se
provadi pti teploté& 37 °C po dobu 2 dni.

Pomér fluorescenéniho signalu byl 10,2 (rodamin 110/N-
acetyl-rodamin 110) v Case 0 a 10,1 po dvou dnech inkubace pti
teploté& 37 °C. Vysledky ukazuiji, Ze podobn&, jako rodamin 110,
také N-acetyl-rodamin 110 je stabilni a U&inny fluorescenéni

indikator.

Priklad 73: Fluorescence modifikovaného barviva rodaminu
Modifikovana barviva rodaminu se hodnotila za pouZiti

béZné spektrometrie a spektrofluorometrie. V pripad& obou typt

analyz se barviva rozpustila bud v metanolu nebo v 50 mM Tris,

pricemZz konecnéd koncentrace barviva je v rozmezi 10 nM a? 100

uM. Pro kaZdé barvivo 'se stanovilo absorbanéni spektrum pti
vlinovych délkach 200 nm aZ 700 nm za pouZiti spektrofotometru
Beckman DU-7000. VSechna barviva vykazovala maximdlni
absorbanci pri vlnové délce okolo 470 aZ 480 nm. Tato vlnova
délka se vybrala jako vlnovad délka excitace fluorescence a
stanovilo se plné spektrum emise fluorescence za pouZiti
spektrofluorometru Hitachi F-2000. V pfipadé& kaZdého barviva
se dosahlo maximdlni emise p¥i vlnové délce okolo 520 nm a
intenzita fluorescence se méfila za testovanych podminek

(uvadi se v tabulce &. 1).

Tabulka ¢. 3 Fluorescence modifikovanych barviv rodaminu

latka Test. |Rozpou3té [Vlnovéa Vlnova Amplituda
konc. |dlo délka ptri|délka pri|signalu
(uUM) maximalni |maximalni
ekcitaci |emisi

esess
o8 e
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N_
oktyloxykarbon
yl-rodamin 110

MaOH

470

520

850

N._
metoxykarbonyl

-rodamin 110

0,1

Tris

470

520

254

N_
etoxykarbonyl-

rodamin 110

Tris

485

520

3 070

Rodamin 110

0,01

Tris

490

520

284

N._
decyloxykarbon
yl-rodamin 110

MeOH

475

520

827

N_.
dodecyloxykarb
onyl-rodamin

110

MeOH

480

520

640

N_
hexyloxykarbon
yl-rodamin 110

MeOH

465

520

109

N_
(etylthio) karb
onyl-rodamin

110

Tris

490

520

2 430

N_
(hexylthio) kar
bonyl-rodamin

110

MeOH

490

530

650

N_
(oktylthio) kar
bonyl-rodamin

110

MeOH

470

520

471

N-(2-
butoxyetoxy) ka

Tris

470

520

2 047
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rbonyl-rodamin
110
N-(2,5,8- 1 Tris 485 520 2 841

trioxadecyloxy
) karbonyl-

rodamin 110

N-acetyl-~ 1 Tris 470 530 644

rodamin 116
N- 1 Tris 485 520 988

metylsulfonyl-
rodamin 110

N- 0,1 |Tris 490 520 146

dimetylkarbamy

l-rodamin 110

N-(N-hexyl-N- |1 Tris 470 520 1 466
metylkarbamyl)

~rodamin 110

Priklad 74: Pohlceni a retence upravenych barviv rodaminu
bunkami HL-60
Bunky HL-60 se umistily do 5 ml Iscova kultivaéniho média

(bez séra nebo fenolové Cervené), které obsahuje 10 uM nebo 50

MM N-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, N-decyloxykarbonyl-rodamin
110, N-dodecyloxykarbonyl-rodamin-110, N-hexyloxykarbonyl-
rodamin 110, N-(etylthio)karbonyl-rodamin 110 nebo rodamin
110. Bunky se inkubovaly po rGznou dobu pf#i teploté& 37 °C
v inkubdtoru s atmosférou CO2. Bunky se ziskaly centrifugaci a

promyly se 50 ml ledem chlazenym kultivadnim médiem. Bufiky se

centrifugovaly a konelny pelet se opét rozmichal v 50 pul
Cerstvého kultivaéniho média. Alikvoty kaZdé buné&éné suspenze
se umistily na podloZni sklic¢ka a sledovaly se na inverznim
mikroskopu s epifluorescenéni iluminaci. Na obrdzcich &. 1A a?%

1F jsou zobrazeny bunky HL-60 siln& obarvené barvivem N-
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oktyloxykarbonyl-rodamin 110 (obrazek c. 1a), N-
decyloxykarbonyl-rodamin 110 (obrazek c. 1B) a N-

dodecyloxykarbonyl-rodamin 110 (obrazek ¢. 1C). Nedos$lo

k podstatnému uniku barviva do média. Buiiky HL-60 se barvivem

N-hexyloxykarbonyl-rodamin 110 obarvily méné& siln& (zobrazeno
na obrazku ¢. 1D), ale jsou stéle dobte rozeznatelné. Barvivo
N-(etylthio) karbonyl-rodamin 110 (na obrazku ¢&. 1E) poskytuije

stfedni, ale stéle dobfe detekovatelné barveni, ackoli dodlo

ke slabému uniku barviva do kultiva&niho média. Rodaminem 110

(obrazek ¢&. 1F) obarvil bufiky rychle, ale barvivo rychle

unikalo mimo buifiky. Vysledkem je nizkd intenzita bun&&ného

barveni a vysoky stupefi fluorescence v kultivadnim médiu,

které obsahuje builky. Proto upravend barviva rodaminu Jsou

110,

pohlcovany bunkami HL-60 a zGstavaji v builkdch po dobu alespon

lepsi neZ rodamin vzhledem k tomu, Ze Jjsou ochotné

30 minut.
Priklad 75: Enzymatickd aktivita susbtratt

Fluorometrickym enzymatickym testem se m&fily aktivity N-
(Z-VD) -N"-acetyl-rodaminu 110, N-(Z-VAD)-N"~acetyl-rodaminu
110, N-(Z-VED)-N"-acetyl-rodaminu 110 SEQ ID NO: 5, N-(2Z-
YVAD) -N-acetyl-rodaminu 110 SEQ ID NO: 2, (Z-VAD),-rodaminu 110
a (Z-YVAD),-rodaminu 110 SEQ ID NO: 2 - jako " syntetického

substrdtu pro rekombinantni CPP32 a ICE. Rekombinantni proteinb
CPP32 a protein ICE se pripravil expresi klond DNA kédujicich

enzymy v hmyzich hostitelskych buiikdch (buiky sf9), kdy se

Jako vektor pouZivaji bakuloviry (popisuje se v publikaci

Webb, N. R. et al., ,Expression of proteins using recombinant

Baculovirus," Techniques 2: 173-188 (1990) . Sté&peni

syntetickych substrati enzymem vede k fluorescen&nimu signalu,
ktery se odecitd na spektrofluorometru nebo na fluorometrickém

odec¢itacim zarizeni mikrotitradnich destidek. Za pouziti

testu se stanovily hodnoty Knp a Vgax kazdy

uvedeného pro

substrat bud enzymem CPP32 nebo ICE.
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Stépeni CPP32 a ICE zAavislé na substratu se m&rilo za
pouZziti néasledujiciho pufru: 100 mM HEPES pH 7,5 s 10 ¢
sacahrdézou, 1 % CHAPS, 5 mM glutathionu a 1 a% 100 puM
testovaného substratu. Nespecifické enzymatické 3té&peni se

stanovilo za pouziti inhibitorG specifickych pro CPP32 a ICE,
které obsahujil oligomér se sekvenci Asp-Glu-Val-Asp nebo Tyr-

Val-Ala-Asp s aldehydovou skupinou spojenou s C-koncem. Test

enzymatickeé aktivity se v typickém pfiklad® provad&l pri

teploté 37 °C po dobu 60 minut.

V Tabulce ¢. 4 se uvadéji hodnoty Ky a Vmax pro N-(Z-VD)-
N-(Z-
N-(Z-YVAD)-N-acetyl-
(Z-YVAD) ,-

N-(Z-VAD)-N"-acetyl-rodamin 110,
5,
(Z-VAD) ;—rodamin 110 a

N'-acetyl~-rodamin 110,
DEVD) -N"-acetyl-rodamin 110 SEQ ID NO:
110 SEQ ID NO: 2,
2 jako substraty pro CPP32 a ICE.

rodamin

rodamin 110 SEQ ID NO:

Tabulka &. 4: St&peni susbtratu CPP32 a ICE
Enzym
CPP32 ICE
Ko (UM) | Vmax Kn Viax
(nmol (UM) (nmol/
/min) min)
N-(Z-VD)-N"-Ac-rodamin 110 60 11 NA
N- (Z-VAD) -N"-Ac-rodamin 110 NA 70 4
N-(Z-DEVD)-N"-Ac-rodamin 110 SEQ|154 160 12 9
ID NO: 5
N-(Z-YVAD)~-N"-Ac-rodamin 110 SEQ|NA 32 96
ID NO: 2
(Z-VAD) ;—rodamin 110 NA 21 9
(2-VAD) ;-rodamin 110 SEQ ID NO: 2 |NA 6 14

NA= Zzadn& pozorovand aktivita pfi koncentraci susbtratu 1 aZ
100 puM, pri teploté& 37 °C a po 3 hodinach inkubace

Vysledky zobrazené v tabulce &. 4 ukazuji, Ze N-(Z-VD)-N'-

Ac-rodamin 110 SEQ ID NO: 5 je uc¢inny substrdt pro oba enzymy

ICE a CPP32. Také ukazuji, Ze N-(Z-VD)-N"-acetyl-rodamin 110
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Je ucinny susbtrat pro CPP32 a nikoli pro ICE a Ze N-(Z-VAD)-

N’-acetyl-rodamin 110, N-(Z-YVAD)-N’-acetyl-rodamin 110 SEQ ID

NO: 2, (Z-VAD),-rodamin 110 a (Z-YVAD),-rodamin 110 SEQ ID NO:

2 Jjsou ucinné substrdty pro enzym ICE nikoli pro enzym CPP32.
Priklad 76: Sté&peni substratl kaspaz-3 rekombinantni lidskou
kaspazou-3 a apoptickymi lyzaty bun&k HL-60.

Kaspazové substraty se testovaly rekombinantni kaspazou-3
z apoptickych bunék HL-60. Testy se

a lyzaty pripravenymi

probihaly pfi teploté 37 °C na destickdch s 96 prohlubnémi.
Objem smé&si je 100 pl a obsahuje 30 pul ptipravku kaspazy-3 nebo

bunécného lyzatu, 10 nebo 50 uM susbtrat a kaspazovy testovaci

pufr (40 mM 1,4-piperazin-bis-etansulfonovad kyselina) (PIPES,
Aldrich Chemical Company) pH 7,2, 100 mM NaCl, 10 % sacharéza,
0,1 % CHAPS, 1 mM EDTA, 10 mM DTT). Nakonec doby inkubace se

mérila fluorescence na odeéitacim zafizeni pro mikrodestidky
za pouziti ekcitadnich a emisnich vlnovych délek 485 a 530 nm.
1) vzorek obsahujici

2)

SouCasné probihaly dvé kontrolni mé&feni:

substrat, ale nikoliv enzym nebo buné&ny lyzat, vzorek

obsahujici inhibitor kaspaz, kterym je Ac-DEVD-CHO

(koncentrace 10 uM). Tabulka ¢&. 5 udava& souhrn vysledkt

ziskanych s témito substréaty.

Tabulka ¢. 5: Sté&peni substratu kaspazou-3 a lyzaty

latka St&peni Stépeni

kaspazou-3 apoptickymi

lyzaty

N-Z-VD-N"-etoxykarbonyl-R110 Slabé Slabé

N-Z-DEVD-N"-etoxykarbonyl-R110 dobré Dobré

SEQ ID NO: 5

N-Z-EVD-N"~etoxykarbonyl-R110 silné Silné

N-Ac-DEVD-N"-etoxykarbonyl-R110 dobré Dobré

SEQ ID NO: 5
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N~Ac-DEVD-N'-oktyloxykarbonyl- dobré Dobré

R110 SEQ ID NO: 5

N-Ac-DEVD-N’-hexyloxykarbonyl- dobré Dobré

R110 SEQ ID NO: 5

N-Ac~-DEVD-N"-(etylthio) karbonyl- |dobré Dobré

R110 SEQ ID NO: 5

Jak ukazuje obrazek &. 2A, 3té&peni dipeptidového susbtratu
N-Z-VD-N"-etoxykarbonyl-R110 vyzaduje extrémné vysoké
koncentrace rekombinantni kaspazy-3 (50-krdt v&t3i mnoZstvi
enzymu nez je nutné v pripadé tri- a tetrapeptidového
susbtratu). Dokonce i v pritomnosti tak velkého mnoZstvi
enzymu je signal slaby. Naopak tripeptidovy susbtrat NQZ—EVD—
N'-etoxykarbonyl-R110 (obrazek &. 2A) a vSechny tripeptidové
susbtraty (obrazky ¢. 2B aZ 2L) se 5té&pily s vysokoﬁ U¢innosti

kaspazou-3 a apoptickymi lyzaty.

P¥iklad 77: Barveni  apoptickych bunék HL-60 substratem
kaspézy-3 N-Ac-DEVD-N'-oktylkarbonyl R110

Schopnost N-Ac-DEVD-N'-oktyloxykarbonyl-R110 SEQ ID NO: 5
detekovat aktivaci kaspdz v neporuSenych butikdch se testovala
za pouZiti apoptickych bunék HL-60 a Jurkatovych bunék. Tyto
testy s celymi bunkami se provadd&ji ve dvou fazich: 1) indukce
apoptdézy, 2) inkubace se substratem. V pripadé& bunék HL-60 se
apopptdéza indukovala oSet¥enim 10’ug/ml vinblastinu po dobu 4
hodin. Kontrolni vzorky se oSetfily DMSO. V pripadé
Jurkatovych bunék se apoptdéza indukovala oSetfenim 500 ng/ml
agonistickych protildtek anti-Fas po dobu 2 hodin. Kontrolni
vzorky se oSetfily PBS. Po indukci apoptézy se buiiky
inkubovaly 50 pM N-Ac-DEVD-N'-oktyloxykarbonyl-R110 SEQ ID NO:
5 v pufru vhodném pro kaspdzovy test (40 mM PIPES, pH 7,4, 100
mM NaCl, 10 % sachardéza, 1 mM EDTA, 10 mM DTT). Bufiky se pak
pfenesly na sklené&né podloZni sklid¢ko a prohlizely se

inverznim mikroskopem Nikon s epifluorescené¢ni iluminaci. Jak
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ukazuje obrazek ¢&. 3A buniky oSetfené vinblastinem se silné
obarvily N-Ac-DEVD-N"-oktyloxykarbonylem R110 SEQ ID NO: 5.
Bunky oSetfené DMSO také vwvykazuji obarveni (obrazek ¢&. 3B),
ackoli intenzita signadlu je podstatné men3i neZ Jje u bunék
oSetrenych vinblastinem. Bunky HL-60 oSetfené 50 puM Ac-DEVD-CHO
SEQ ID NO: 5 nevykazuji béhem testu skoro Zadny fluorescencni
signdl (obrézek ¢&. 3), coz ukazuje, Ze obarveni pozorované
v bunkdch oSetfenych vinblastinem je ve€tSinou zcela zpUsobeno
Stépenim zprostredkované kaspazou. Jurkatovy bunky, u kterych
se vyvolala apoptdza pomocil protilatek ant-Fas (obrézek &. 3D)
také vykazuji silné zbarveni N-Ac-DEVD-N"-oktyloxykarbonylem
R110 SEQ ID NO: 5, =zatimco kontrolni bunky wvykazuji pouze
slabé obarveni (obrazek ¢&. 3F). Tyto experimenty ukazuji, zZe
N-Ac-DEVD-N’-oktyloxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 5,se miZe pouZit
pri mé&feni apoptdzy v neporudenych bunkdch a Ze signdl =ziskany
v pripadé N-Ac-DEVD-N’'-oktyloxykarbonylem R110 SEQ ID NO: 5 je

zavisly na kaspaze.

Priklad 78: Stépeni substratu kaspazy-3 . N-Ac-DEVD-N' -
oktylkarbonyl R110 SEQ ID NO: 5 celymi apoptickymi Jurkatovymi
bunkami

Za ucelem kvantifikovat Stépeni N-Ac~DEVD-N"-
oktyloxykarbonylu R110 SEQ ID NO: 5 celymi bunkami se provedl
test, ve kterém se fluorescenc¢ni signdl vytvoreny =z tohoto
substratu apoptickymi Jurkatovymi bunkami mé&ril na odecitacim
spektrofluorometrickém za¥izeni v hodném pro desticky.
Jurkatovy bunky se inkubovaly po rlznou dobu na plotnach s 96
prohlubnémi s protiladtkami anti-Fas v koncentraci 500 ng/ml za
vzniku apoptdzy. Kontrolni bunitky se inkubovaly v pufru PBS.
Nakonec doby oSetfeni se buniky shromdZzdily centrifugaci ve
zkumavce o objemu 1,5 ml a resuspendovaly se v médiu o objemu
25 pl, které obsahuje 1 % FBS. Dale se pfidalo 25 ul
kaspédzového  pufru, ktery obsahuje 50 uM  N-Ac-DEVD-N'-
oktyloxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 5 a bunky se inkubovaly po
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dobu jedné hodiny. Na konec doby inkubace se t¥i alikvoty o

objemu 5 pl odebrané v uréitém c¢ase umistily do titra&nich
desticek s 96 prohlubnémi a méfila se fluorescence p¥i vlnové
délce ekcitace/emise 485/530 nm. Obrdzek &. 4 ukazuje, 3Ze
bunky oSetrené PBS davaji wvzniku slabému fluorescendnimu
signalu, ktery se bé&hem doby o3etfeni nezesiluje. Av3ak bunky
oSetfené protilatkami anti-Fas vykazuji detekovatelny
fluorescencni signdl p¥ibliZné jednu hodinu po vyvolani
apoptdzy a signadl pokracuje po dobu dvou hodin. Pom&r signal
k pozadi je 7. Tento experiment ukazuje, 2Ze N-Ac-DEVD-N'-
oktyloxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 5 zpusobuje silny signal
v celych apoptickych bunkdch a mlZe se proto pouZit ke
kvantitativnimu méreni apoptézy zprosttedkované kaspazou

v testu zaloZeném na bunkach.

P¥iklad 79: Sté&peni substratu kaspazy-8 N-Ac-LEVD-N" -
etoxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 9 rekombinantni lidskou kaspézou
3, 6, 7 a 8

N-Ac-LEVD-N'-akrbonyl R110 SEQ ID NO: 9 se testoval
rekombinatni lidskou kaspazou-3, 6, 7 a 8. Test se provedl pFi
teploté 37 °C na destiCkdch s 96 prohlubnémi p¥i objemu

inkubace 100 pl, kde je obsaZena rekombinantni lidskd kaspéaza,

10 puM N-Ac-LEVD-N"-etoxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 9 a pufr
vhodny pro kaspédzovy test (40 mM PIPES, pH 7,2, 100 mM NaCl,
10 % sacharéza, 0,1 % CHAPS, 1 mM EDTA, 10 mM DTT). Na konci
doby inkubace se intenzita fluorescence stanovila zafizenim
odec¢itajicicm fluorescenci na mikrotitradnich destidkdch Bio-
Tek FL500 za ©pouziti vlnovych délek ekcitace/emise 485
respektive 530 nm. Za ucelem upravit endogenni fluorescenci
nestépeného substratu, probéhl také kontrolni 'experiment,
ktery zahrnuje vzorky obsahujici 10 uM N-Ac-LEVD-N"-
etoxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 9 nikoliv enzym. Dal8i kontroly
zahrnuji vzorky obsahujici kaspédzovy inhibitor Ac-DEVD-CHO SEQ

ID NO: 5. Jak ukazuje obrazek ¢&. 5, kaspdza 6 a kaspaza 8
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Stépli N-Ac-LEVD-N"-etoxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 9 za wvzniku
jednoduSe méfitelného fluorescené¢niho signdlu (pomér signal
k pozadi je pfibliZné 13 v ptipadé kaspazy-6 a pribliZné& 26
v pripadé kaspézy 8). Kaspéaza-3 Stépi N-Ac-LEVD-N" -
etoxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 9 s men$i uc¢innosti. Vznika
signal, ktery Je ptribliZzné 5 krat wvy$3i neZ je hodnota
kontrolniho stanoveni, které neobsahuje enzym. Kaspéza-7
nevykazuje 2Z&dny signdl. Tyto experimenty ukazuji, Ze N-Ac-
LEVD-N"-etoxykarbonyl R110 SEQ ID NO: 9 se mbZe Stépit Cleny
podrodiny kaspé&z 8 a Ze se mohou pouzZit ke sledovani aktivity

tohoto typu kaspéaz.

Priklad 80: St&peni aminopeptidazového susbtratu N-G-N'-
oktyloxykarbonyl R110 lyzatu bunék HL-60

Aminopeptiddzy jsou pritomné v mnoha bunkdch a postupné
z peptidli odstranuji nechranéné aminokyselinové =zbytky, coZ
zaCind na N-konci. Peptidy s blokavanymi amino-konci se
nedtépi. Lyzaty HL-60 se pfipravily homogenizaci bunék HL-60
v kaspdzovém pufru a schopnost téchto lyzatl Stépit N-Z-G-N'"-
oktyloxykarbonyl R110 a N-G-N"-oktyloxykarbonyl R110 se
testovala v testu na mikrotitracnich destickéch. Obrézek ¢&. 6
ukazuje, Ze lyzaty bunék HL-60 ochotné 3tépi N-G-N'-
oktyloxykarbonyl R110 a sila signdlu zavisi na koncentraci
substratu. Naopak Zadny signdl nevznikl plsobenim lyzatu bunék

HL-60 na N-Z-G-N'-oktyloxykarbonyl R110.

Priklad 81: PouZiti testu fluorescence pri testovani 1éku,
které stimuluji kaspéazovou kaskéadu.

Léky, které stimuluji kaspdzovou kaskddu v nepritomnosti
ligandu Fas, se mohou pouzZit naptriklad jako chemoterapeutické
¢inidla proti zhoubnému bujeni. Test popsany v prikladu 78 se
miZe pouZit k testovani 1ékl, které stimuluji kaspézovou
kaskddu v probihajicim testu za podobnych podminek, jako se

popisuji v prikladu 78 mimo toho, Ze zndm& nebo neznamé& létka
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vykazujici  znamou nebo neznamou anti-nadorovou aktivitu

nahradi ¢inidlo Fas ligand.

Priklad 82: PouZiti fluorescenéniho testu k testovani 1ékuy,
které inhibuji nebo posiluji kaspadzovou kaskadu stimulovanou
ligandem Fas nebo jinym indukénim &inidlem apoptdzy.

Léky, které inhibuji kaspazovou kaskadu jsou pouZitelné
pfi oSetfeni degenerativniho nebo jiného onemocnéni, které je
zplisobeno nebo je spojeno s neadekvatni aktivaci kaspazové
kaskady. Léky, které zesiluji plisobeni jiného kaspazového
stimulatoru, jako je napfiklad 1ligand Fas nebo 1ék nebo
Cinidlo pusobici proti zhoubnému bujeni miZe byt vhodné
k 1léché zhoubného bujeni nebo nadorn zpusobenych  nebo
spojenych s nesprdvnou funkci kaspazové kaskady. Testy a
¢inidla popsand v tomto vyndlezu se mohou pouzit k testovani
1ékh, které bud inhibuji nebo =zesiluji kaspazovou kaskadu
v bunkach, provedenim testu, jak se popisuje v prikladu 78 za
pouziti ligandu Fas nebo libovolného jiného &inidla, které
stimuluje  kaspdzovou kaskddu nebo Jjinou dréhu apoptdzy
v pritomnosti <testované latky, ktera inhibuje nebo zesiluije
nebo pusobi synergicky spolu s plisobenim prvni apoptdzy nebo

induktoru kaspdzové kaskady.

Priklad 83: PouZiti fluorescen&niho testu p#i testovani vzorkd
rakovinovych buné&k =ziskanych =z pacientd za udelem stanoveni
chemosenzitivity k 1lékim proti zhoubnému bujeni.

Je znamo, Ze stejné zhoubné bujeni u rlznych pacientd
vykazuje velkou rozdilnost pf#i 1é8b& 1léky proti zhoubnému

bujeni. Proto je velmi obtiZné predpovédét, dfive ne? se zalne

s lécCbou, zda zhoubné bujeni u pacienta je lécCitelné uréitym

léekem proti zhoubnému bujeni. Testy fluorescence popsané
v tomto vynadlezu umoZhiuji testovani chemosenzitivity nebo
rezistence zhoubného bujeni nebo néddorovych buné&k nebo vzorkd

tkané odebranych jednotlivym pacienttm trpicim  zhoubnym
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bujenim nebo nadorem vG&i 1lékim. Aby se uskutednil test
chemosenzitivity, fluorescen¢ni test Jje moZné provést za
pouziti rakovinovych buné&k nebo vzorkd tkané& odebranych
z pacienta, Jjak se popisuje v pfikladu 78. PouZitim uvedeného
pfistupu se mluZe testovat kapacita stimulace kaspdzové kaskady
riznych 1ékd se zndmou nebo nezndmou chemoterapeutickou
aktivitou. Vysledky ziskané v tomto testu poskytuji informace,
které se mohou pouzit k navrZeni optimdlniho reZimu 1é&&by

pacienta chemoterapeutickym lékem.

Priklad 84: Pohlceni a Stépeni aminopeptidézového susbtratu N-
G-N"-oktyloxykarbonyl R110 burikami HL-60

Bunky HL-60 se umistily do Iskova kultivaéniho média o
objemu 5 ml (bez séra nebo bez fenolové d&ervenéd), které
obsahuje 10 puM N-G-N'-oktyloxykarbonylu R110 nebo 10 uM N-Z-G-
N"-oktyloxykarbonylu R110. Tri milidény  bunék  HL-60 se
inkubovaly po dobu 3 hodin p¥i teploté 37 °C v inkubatoru
s atmosférou CO,. Buiiky se ziskaly centrifugaci a promyly se v

50 pl ledem chlazeného média. Bunky se znova centrifugovaly a

kone&ny pelet se resuspendoval v Certvém médiu o objemu 50 pl.
Alikvoty kaZdé bunééné suspenze se nanesly na desticky s 96
prohlubnémi a hodnotily se na odelitacim zarizeni na
mikrotitracnich destic¢kdch Wallac 1420 p¥#i vlinové délce
ekcitace 485 nm a emise 525 nm. Alikvoty kazZdé buné&&né
suspenze se také nanesly na podlozni sklicka a prohliZely se
na inverznim mikroskopu Nikon s epifluorescenc¢ni iluminaci.
Jak se uvadi v tabulce &. 6, pouze buiiky inkubované s 10 uM N-
G-N"-oktyloxykarbonylu R110 vykazuji signdl. Zadny signal
nevykazuji bunky inkubované s 10 uM N-Z-G-N'-oktyloxykarbonylu
R110. Podobné, fluorescenci pod mikroskopem vykazuji pouze
bunky inkubované s vykazuji N-G-N'-oktyloxykarbonylu R110 a
zadny fluorescen¢ni signdl se nepozoroval u buné&k inkubovanych

s N-Z-G-N"-oktyloxykarbonylu R110 (obrazky &. 7A aZ 7B).




Tabulka &. 6: Stépeni N-G-N'-oktylkarbonyl-R110 bufkami HL-60
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substrat

Odhad/pg proteinu

N-Z-G-N"-oktyloxykarbonyl R110

0

N-G-N"-oktyloxykarbonylu R110

12,98
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PATENTOVE NAROKY
Reportni sloucenina obecného vzorce II:
Ry~ (AR) n-Asp-y~Asp- (AR) n-Ry (II)

nebo jeji biologicky pfijatelnd stl nebo jeji pro-reportni
molekula,

kde R; je skupina chrénici N-konec,

kazdé AA nezdvisle predstavuje zbytek a-aminokyseliny nebo

f-aminokyseliny nebo derivdtu o-aminokyseliny nebo fB-

aminokyseliny,
kazdy symbol n méd nezdvisle hodnotu 0 aZ 5 a
symbol y je fluorogenni nebo fluorescencni Cast.
Slouéenina.podle nadroku 1, kde R;-(RA),~Asp je tetrapeptid
s chranénym N-koncem, ktery je substratem enzymu kaspazy.
kde uvedeny i

SlouCenina podle né&roku 2, tetrapeptid je WEHD

e A AN A T A o

LR N

SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD SEQ ID NO: 3, DETD
SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO: 5, DEHD SEQ ID NO: 6, VEHD
SEQ ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8, LEHD SEQ ID NO: 3, SHVD
SEQ ID NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11, DGPD SEQ ID NO: 12, DEPD
SEQ ID NO: 13, DGTD SEQ ID NO: 14, DLND SEQ ID NO: 15, DEED
SEQ ID NO: 16, DSLD SEQ ID NO: 17, DVPD SEQ ID NO: 18, DEAD
SEQ ID NO: 19, DSYD SEQ ID NO: 20, ELPD SEQ ID NO: 21, VEID
SEQ ID NO:- 26 nebo IETD SEQ ID NO: 24.

Slouc¢enina podle naroku 1,
s chranénym N-koncem,

Sloucenina podle naroku 4,

VEPD.

Slouéenina

podle

naroku

1,

kde

s chrdnénym N-koncem obsahujici

nebo 3

aminokyseliny peptidového

Ry— (AA) n“Asp

retézce

je

ktery je substritem granzymu B.

kde R3~-(AA),~Asp Jje tetrapetid

kde R;-(AA),-Asp Jje IEPD nebo

peptid

C-termindlni Asp a

vybraného

1, 2

ze
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11.
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skupiny zahrnujici WEHD SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2,
LEHD SEQ ID NO: 3, DETD SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO: 5,
DEHD SEQ iD NO: 6, VEHD SEQ ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8,
LEHD SEQ ID NO: 3, SHVD SEQ ID NO: 10, DELD SEQ ID NO: 11,
DGPD SEQ ID NO: 12, DEPD SEQ ID NO: 13, DGTD SEQ Ib NO: 14,
DLND SEQ ID NO: 15, DEED SEQ ID NO: 16, DSLD SEQ ID NO: 17,
DVPD SEQ ID NO: 18, DEAD SEQ ID NO: 19, DSYD SEQ ID NO: 20,
ELPD SEQ ID NO: 21, VEID SEQ ID NO: 26 nebo IETD SEQ ID NO:
24, IEPD SEQ ID NO: 23 a VEPD SEQ ID NO: 27.

SlouCenina podle naroku 1, kde symbol y pfedstavuje rodamin
110 a pro-reportni molekula Jje nizZsi alkylester nebo
acetoxymetyl (AM) ester slouceniny obsahujici Asp nebo Glu.

SLou¢enina. podle nadroku 1 obecného vzorce III:

R,~ (AA) ,~Asp-NH [ 0 l NH-Asp- (AA) ;-R,
O

0]

(III

Sloudenina podle naroku 8, kde R; Jje t-butyloxykarbonyl,
acetyl, hexanoyl, oktanoyl nebo benzyloxykarbonyl.
Slouenina podle néroku 8, kde —-(AA), je WEH, YVA, LEH, DET,
DEV, DEH, VEH, LET, SHV, DEL, DGP, DEP, DGT, DLN, DEE, DSL,
DVP, DEA, DSY, ELP, VED, IEP nebo IET.

Slou&enina podle naroku 1, vybrand ze skupiny zahrnujici
(Z-YVAD) p-rodamin 110, SEQ ID NO: 2

(Z2-DEVD) ,-rodamin 110, SEQ ID NO: 5

(Z-VAD),-rodamin 110,

(Z-YVAD (OAM) ) y—~rodamin 110, SEQ ID NO: 2

(Z-LE (OAM) HD (OAM) ) ,~rodamin 110, SEQ ID NO: 3
(Z-D(OAM) E (OAM) TD (OAM) ) ,—rodamin 110, SEQ ID NO: 4

(Z-D (OAM) E (OAM) VD (OAM) ) ,~rodamin 110, SEQ ID NO: 5
(Z-D(OMe) E (OMe) VD (OAM) ) ~rodamin 110, SEQ ID NO: 5 a
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(Z-D(OMe) E (OMe) VD) p—rodamin 110, SEQ ID NO: 5.
12.Zplsob prfipravy slouceniny podle naroku 8,
vyznadcujici se tim Z e zahrnuje:

a) kondenzaci rodaminu 110 s B-t-butylesterem kyseliny N-fmoc-
L-aspartové za vzniku (Fmoc-Asp(OBu-t))j,~rodaminu 110,

b) odstranéni vzniku (Asp(OBu-t)),-rodaminu

110,

c) kondenzaci (Asp (OBu-t)),-rodaminu 110 s Z-(AA), za vzniku (Z-

skupiny Fmoc za

(AA)n~Asp(OBu—t))2—rodaminu 110 a

d) odstranéni chrédnici skupiny OBu-t.

13.ZpGsob podle néroku 12, vyznacuijici s e
t im, Z e -(AA), pfedstavuje WEH, YVA, LEH, DET, DEV, DEH,
VEH, LET, SHV, DEL, DGP, DEP, DGT, DLN, DEE, DSL, DVP, DEA,
DSy, ELP, VED, IEP nebo IET.

14 .Reportni slouCenina obecného vzorce V:

Ri= (AA) n~ASp-yY-Re (V)

nebo jeji biologicky pfijatelnd stl nebo jeji pro-reportni
molekula, kde '
R; je skupina chrénici N-konec,
Re chréanici kterd neni aminokyselinou nebo

je skupina,

derivatem aminokyseliny,

kazdé AA nezavisle predstavuje zbytek a-aminokyseliny nebo

B-aminokyseliny nebo derivdtu a-aminokyseliny nebo -

aminokyseliny,

kazdy symbol n mé& nezdvisle hodnotu 0 aZ 5 a

symbol y je fluorogenni nebo fluorescencéni Cést. ,
15.Slouc¢enina podle naroku 14, kde R;-(AA),~Asp je tetrapetid

s chranénym N-koncem, ktery je substrdtem enzymu kaspéazy.

16.Sloucenina podle naroku 15, kde uvedeny tetrapeptid je WEHD
SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD SEQ ID NO: 3, DETD
SEQ ID NO: 4, DEVD SEQ ID NO: 5, DEHD SEQ ID NO: 6, VEHD
SEQ ID NO: 7, LETD SEQ ID NO: 8, LEHD SEQ ID NO: 3, SHVD




17.

18.

19.

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

Sloucenina podle néaroku 14,
s chranénym N-koncem,

Slouc¢enina podle naroku 17,

ID
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

10,
13,
le,
19,
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DELD SEQ ID NO:
DGTD SEQ ID NO:
DSLD SEQ ID NO:
DSYD SEQ ID NO:

11,
14,
17,
20,

DGPD
DLND
DVPD
ELPD

26 nebo IETD SEQ ID NO: 24.

VEPD s chranénym N-koncem.

Sloucenina

s chranénym N-koncem tvofeny C-termindlnim Asp a 1,

podle

naroku 14,

kde

Ri— (AA) y—Asp

SEQ ID NO: 12, DEPD
SEQ ID NO: 15, DEED
SEQ ID NO:.18, DEAD
SEQ ID NO: 21, VEID

kde R;—-(AA),-Asp je tetrapetid
ktery je substratem granzymu B.

kde R;-(AA)p-Asp Jje IEPD nebo

Jje peptid

2 nebo

3 aminokyselinami s peptidovym fetézcem vybranym ze skupiny

zahrnujici WEHD SEQ ID NO: 1, YVAD SEQ ID NO: 2, LEHD SEQ

ID

NO:
NO:
NO:
NO:

NO:
6,
3,
11,
14,

3,

DETD SEQ ID NO:

4,

DEVD SEQ ID NO:

VEHD SEQ ID NO:
LEVD SEQ ID NO:
DGPD SEQ ID NO:
DLND SEQ ID NO:

1,
9
12

LETD SEQ ID NO:
SHVD SEQ ID NO:
, DEPD SEQ ID NO:

5,
8,
10,

13,

DEHD SEQ ID

LEHD SEQ
DELD SEQ
DGTD SEQ

15, DEED SEQ ID NO: 16, DSLD SEQ

ID
ID
ID
ID

DSYD SEQ ID
26 nebo IETD

27.

NO: 17,
NO: 20,
SEQ ID NO:

DVPD SEQ ID NO: 18, DEAD SEQ ID NO: 19,
ELPD SEQ ID NO: 21, VEID SEQ ID NO:
24, IEPD SEQ ID NO: 23 a VEPD SEQ ID NO:

.Slouc¢enina podle naroku 14, kde symbol y prfedstavuje

rodamin 110.

.SlouCenina podle naroku 14, kde R¢ je skupina CH30CO-, Cbz,

C13CCH,0C0-, PhCH,CH,0C0O-, nebo CH3(CHﬁpOCO—, kde symbol p méa
hodnotu 1 azZz 11.

.Slou¢enina podle naroku 14, kde R¢ je skupina Me,NCO-,

Et,;NCO- nebo N-Me-N-CHj3(CH;)NCO, prticemz symbol v ma& hodnotu
0 az 9.
PhS0,-,

.SlouCenina podle naroku 14, kde Rg je skupina Ts-,

MeSO,- PhCH,;S0,-, CF3S0O;- nebo CHj3(CH;),S0,-, pricemZ symbol u

ma& hodnotu 0 az 11.
nebo

.SlouCenina. podle néaroku 14, kde R¢ je skupina CH3SCO-

CH3 (CHy) +SCO-, pficemZ symbol t m& hodnotu 0 az 11.




25.

26.

27.

28.

29

30.
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SloucCenina podle naroku 14, kde R¢ je skupina HCO-, CH;CO-,
PhCH,CO-, PhCO- nebo CH3(CH;),CO-, pric¢emZ symbol w ma
hodnotu 0 aZ 11.

Sloucenina podle naroku 14, kde Rg je skupina
CH3 (OCH,CH2) (OCO- nebo CH3z(CHj) » (OCH2CHz) sOCO—-, pricemZ symbol
q ma hodnotu 1 azZ 4, symbol r m& hodnotu 0 aZ 5 a symbol
s mad hodnotu 1 az 4.

SloucCenina podle naroku 14 obecného vzorce VII:

Rl"' (AA) n_ASp"RzN O 0 O NR3-R6
Rs R4
! 0 VII
(o)

nebo jeji biologicky pfijatelnd sGl nebo jeji pro-reportni

molekula, kde ‘

R, a Ry predstavuji nezavisle vodik, metyl nebo etyl a

Ry a Rs predstavuji nezdvisle vodik nebo metyl.
SloucCenina podle néaroku 27, kde R; je t-butyloxykarbonyl,
acetyl, hexanoyl, oktanoyl nebo benzyloxykarbonyl a Rz, Rj,

Ry a Rs jsou vodik.

.Sloucenina podle naroku 27, kde -(AA), predstavuje WEH, YVA,

LEH, DET, DEV, DEH, VEH, LET, LEV, SHV, DEL, DGP, DEP, DGT,
DLN, DEE, DSL, DVP, DEA, DSY, ELP, VED, IEP nebo IET.
SlouCenina podle ndroku 14, vybrand ze skupiny zahrnujici
N-(Z-YVAD)-N'-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 2
N- (Z-DEVD) -N’-acetyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5

N-(Z-VD)~N"-acetyl-rodamin 110,

N-(Z-AD)~N"-acetyl-rodamin 110,
N-(Z-VAD)-N'-acetyl-rodamin 110,

N- (Z-DEVD) -N’-etoxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5,
N—(Ac—DEVD)—N’—etoxykarbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 5,
N—(Ac—DEVD)—N’—hexyloxykarbonyl—rodamin 110, SEQ ID NO: 5,
N- (Ac-DEVD) -N"-oktyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5,
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N—(Ac—DEVD)—N’—decyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO: 5,

N-(Ac-DEVD) -N"-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:

5 a ‘
N- (Ac-DEVD) -N"-(etylthio) karbonyl-rodamin 110, SEQ ID NO:
5.

31.Zpusob ptipravy slouceniny podle naroku 27,

vyznacujici se tim, Z e zahrnuje:
a) reakci rodaminu s anhydridem kyseliny octové za vzniku N-

acetyl-rodaminu,

b) kondenzaci N-acetyl-rodaminu s fB-t-butylesterem kyseliny N-
fmoc-L-aspartové za vzniku N-(Fmoc-Asp(OBu-t))-N"-acetyl-
rodaminu,

c) odstranéni skupiny Fmoc za vzniku N-(Asp(OBu-t))-N -acetyl-
rodaminu, _

d) kondenzaci N-(Asp(OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu s Z-(AA), =za
vzniku N-(Z-(AA),-Asp(OBu-t))~-N"-acetyl-rodaminu a

e) odstranéni chréanici skupiny OBu-t za vzniku N-(Z-(AA),-Asp)-
N’ -acetyl-rodaminu.

32.Zplsob pripravy slouceniny podle naroku 27,
vyznadcujici se tim, Z e zahrnuje:

a) reakci rodaminu s anhydridem kyseliny octové za vzniku N-
acetyl—rodéminu,

b) kondenzaci N-acetyl-rodaminu s Z-(AA),-Asp(OBu-t) =za vzniku
N-(Z- (AA)p—-Asp (OBu-t))-N"-acetyl-rodaminu a 4

c) odstranéni chrénici skupiny OBu-t za vzniku N-(Z-(AR),-Asp)-
N’ -acetyl-rodaminu. |

33.Zpusob podle ndroku 31 nebo 32, vyznaduijici se
t im, Z e -(AA), je WEH, YVA, LEH, DET, DEV, DEH, VEH,
LET, LEV, SHV, DEL, DGP, DEP, DGT, DLN, DEE, DSL, DVP, DEA,
DSY, ELP, VED, IEP nebo IET.

34.Sloucenina podle néroku 1 obecného vzorce IX:

(XXX ]
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35.
36.

37.

38.

39

Ry~ (A3) - (AA) m-R,N

° | IX

nebo jeji biologicky pfijatelnd sil nebo pro-reportni
molekula, kde

R; je vodik nebo skupina chrénici N-konec,

R¢ Jje chranici skupina, kterd neni aminokyselinou nebo
derivatem aminokyseliny,

kazdé AA nezavisle predstavuje zbytek o-aminokyseliny nebo

B-aminokyseliny nebo derivdtu o-aminokyseliny nebo -
aminokyseliny,

n je celé c¢islo 0 azZ 5,

m predstavuje celé ¢islo od 0 do 3,

Ry a R3 pfedstavuji nezdvisle vodik, metyl nebo etyl a

Ry a Rs predstavuji nezivisle vodik nebo metyl.

Slouc¢enina podle né&roku 34, kde Rz, R3, Ry a Rs je vodik.
SloucCenina podle néaroku 34, R; je H, n=1, (AA), je M, m je
celé Cislo 1 az 2 a (AA)n je vybrano ze skupiny zahrnujici
GG, GA, AG, G a A.

Sloucenina podle ndroku 34, vybrand ze skupiny zahrnujici
N-(GP)-N"-etoxykarbonyl-rodamin 110

N-(GPG) -N"~etoxykarbonyl-rodamin 110 a
N—G—N'—oktyloxykarbonyl—rodamin 110.

SlouCenina podle naroku 34, kde R; pfedstavuje chranici
skupinu N-konce vybranou ze skupiny zahrnujici t-
butyloxykarbonyl, acetyl, hexanoyl, oktanoyl, dodekanoyl a
benzyloxykarbonyl.

.SlouCenina podle néaroku 34, kde (AA),-(ARA)n je vybrédno ze

skupiny zahrnujici SQNY-PIV SEQ ID NO: 28, ARVL-AEA SEQ ID
NO: 29, ATIM-MQR SEQ ID NO: 30, RQAN-FLG SEQ ID NO: 31,
PGNF-LQS SEQ ID NO: 32, SFSF-PQI SEQ ID NO: 33, TLNF-PIS
SEQ ID NO: 34, AETF-YVD SEQ ID NO: 35 nebo RKVL-FLD SEQ ID
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41.

42.

43
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NO: 36, SQNY—PI SEQ ID NO: 117, ARVL-AE SEQ ID NO: 118,
ATIM-MQ SEQ ID NO: 119, RQAN-FL SEQ ID NO: 120, PGNF-LQ SEQ
ID NO: 121, SFSF-PQ SEQ ID NO: 122, TLNF-PI SEQ ID NO: 123,
AETF-YV SEQ ID NO: 124 nebo RKVL-FL SEQ ID NO: 125, SQNY-P
SEQ iD NO: 126, ARVL-A SEQ ID NO: 127, ATIM-M SEQ ID NO:
128, RQAN-F SEQ ID NO: 129, PGNF-L SEQ ID NO: 130, SFSF-P
SEQ ID NO: 131, TLNF-P SEQ ID NO: 132, AETF-Y SEQ ID NO:
133 a RKVL-F SEQ ID NO: 134.

.SlouCenina podle naroku 34, kde (AA),-(AA)n je vybréano ze

skupiny zarnujici LRGGG SEQ ID NO: 101, LRGGA SEQ ID NO:
102, MRGGG SEQ ID NO: 96, MRGGA SEQ ID NO: 135, IRGGG SEQ
ID NO: 97, IRGGA SEQ ID NO: 136, LVGGG SEQ ID NO: 98, LVGGA
SEQ ID NO: 137, MVGGG SEQ ID NO: 99, MVGGA SEQ ID NO: 138,
IVGGG SEQ ID NO: 100, IVGGA SEQ ID NO: 139, LRGG SEQ ID NO:
55, MRGG SEQ ID NO: 56, IRGG SEQ ID NO: 57, LVGG SEQ ID NO:
58, MVGG SEQ ID NO: 59 a IVGG SEQ ID NO: 60.

Slouc¢enina obecného vzorce VI:

R,HN ! o) i NR3-Rg
R Ry
5 i o VI

o

nebo jeji biologicky pfijatelnd stl, kde

R, a R3 predstavuji nezdvisle vodik, metyl nebo etyl a

Ry a Rs predstavuji nezavisle vodik nebo metyl,

R¢ je <chrédnici skupina, kterd neni aminokyselinou nebo
derivdtem aminokyseliny.

SlouCenina podle naroku 41, kde Ry, R3;, Rs a Rs predstavuji

vodik.

.Slou¢enina podle naroku 41, kde R; a R; je metyl a Ry a Rs

pfedstavuji vodik.
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44.Sloudenina podle naroku 41, kde Rz a Rz je etyl a Ry a Rs
predstavuji metyl.

45.Sloudenina podle naroku 41, vybrand ze skupiny zahrnujici
N-metoxykarbonyl-rodamin 110
N-etoxykarbonyl-rodamin 110
N-hexyloxykarbonyl-rodamin 110
N-oktyloxykarbonyl-rodamin 110
N-decyloxykarbonyl-rodamin 110 a
N-dodecyloxykarbonyl-rodamin 110.

46.Sloudenina podle naroku 41, vybranad ze skupiny zahrnujici
N-dimetylkarbamyl-rodamin 110,
N- (N-metyl-N-hexylkarbamyl)-rodamin 110
N-metansulfonyl-rodamin 110,
N-(etylthio) karbonyl-rodamin 110,
N- (hexylthio) karbonyl-rodamin 110,
N- (oktylthio) karbonyl-rodamin 110,
N-acetyl-rodamin 110,
N-acetyl-rodamin 116,
N-(2, 5, 8-trioxadecyloxykarbonyl)-rodamin 110 a
N- (2-butoxyetoxykarbonyl)-rodamin 110.

47.Zpusob detekce enzymu uUCastniciho se v apoptézove kaské&adé
v jedné nebo vice buitkkdch, v yznacujic i s e
t im, Z e zahrnuje

a) kontakt uvedené jedné nebo vice buné&k s reportni slouceninou
podle né&roku 1 nebo 14 za podminek, kdy uvedend reportni
sloudenina je pohlcena jednou nebo vice uvednymi bunkami a

b) zaznameﬁévéni fluorescence uvedené jedné nebo vice bunék,
kde zm&na fluorescence v uvedené jedné nebo vice bufikach
v porovnani s kontrolnimi bufikami, které se nedostaly do
takového kontaktu, je indikaci pfitomnosti enzymu.

48.zZptsob podle néaroku 47, vyznacuijilci s e

t 1 m, 2 e uvedeny enzym je vnitrobun&cna kaspaza.
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49.Zpusob m&feni aktivity enzymu, ktery se uastni apoptdzové
kaskddy v jedné nebo vice butikdch, vy znaduijici
s e tim, Z e zahrnuje
a) kontakt uvedené jedné nebo vice bunék s reportni
slouceninou podle naroku 1 nebo 14 za podminek, kdy uvedena
reportni sloucenina je pohlcena uvedenou jednou nebo vice
bunkami a

b) zaznamenavani fluorescence uvedené jedné nebo vice bunék,
kde relativni zména fluorescence v uvedené jedné nebo vice
buitkdch ve srovnani s kontrolnimi bufikami, které neptisly
do takového kontaktu, je mira aktivity enzymu.

50.Zpusob podle né&roku 49, vyznadcuijicli s e
t im Z e uvedeny enzym je vnitrobun&&na kaspéaza.

51.Zplsob stanoveni, =zda testovand sloudenina mé& u&inek na
enzym, ktery se uUcCastni apoptdézové kaskddy v jedné nebo
vice testovanych  buiikéch, vyznacuijic i s e
t im, Z e zahrnuje:

a) kontakt uvedené jedné nebo vice testovanych buné&k s uvedenou
testovanou latkou a reportni slouleninou podle naroku 1 nebo
14 za podminek, kdy uvedend testovand latka bud interaguje
s externim receptorem nebo je pohlcena uvedenou jednou nebo
vice bufikami a uvedend reportni sloudenina je ' pohlcena
uvedenou jednou nebo vice buifikami a

b) zaznamendvani fluorescence uvedené jedné nebo vice
testovanych bunék, ve srovnani s kontrolnimi bufikami, které
nepfisly do kontaktu s uvedenou reportni slou&eninou, kde
zména fluorescence v uvedené jedné nebo vice bunikdch ve

srovnani s kontrolnimi butikami ukazuje, Ze uvedenid testovana

latka vykazuje G&inek na uvedeny enzym.

52.zpisob  podle néaroku 51, vyznadcuijici s e
t im, 2Z e uvedeny enzym je vnitrobuné&&na kaspaza.
53.ZpGsob podle néroku 51, vyznacuijici s e

t im, Z e jedna nebo vice testovanych bun&k se uvadi do




54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

6l.

62.
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kontaktu s uvedenou testovanou latkou dfive nezZ se
kontaktuji s uvedenou reportni sloudeninou.

Zpisob podle nadroku 51, vyznadcuijicdi s e
t im Z e jedna nebo vice testovanych bun&k se uvadi do
kontaktu s uvedenou testovanou latkou po kontaktu
s uvedenou reportni sloudeninou.

Zplisob  podle naroku 51, vyznacuijici s e
tim, 2 é jedna nebo vice testovanych bun&k se uvadi do
kontaktu v podstaté soudasné s uvedenou testovanou latkou a
s uvedenou reportni sloucdeninou. '

Zplsob podle naroku 51, vyznadcuijici s e
tim, Z e spoCivd ve stanoveni, zda uvedenid testovana
létka stimuluje aktivitu uvedeného enzymu.

Zpisob podle néroku 51, vyznadcuijici s e
t 1im, Z e stanovuje, zda uvedend testovand latka inhibuje
aktivitu uvedeného enzymu.

Zpisob  podle né&roku 51, vyznadcuijici s e
t im Z e krok kontaktu dale zahrnuje kontakt uvedené
jedné nebo vice testovanych bun&k alespoi s jednou
sekundarni testovanou 1latkou v pFritomnosti uvedené prvni
testované latky.

Zpusob podle naroku 51, vyznadcuijici s e
t im Z e uvedend jedna nebo vice testovanych buné&k je
ziskdna z jednobun&é&ného organizmu.

Zpisob podle naroku 51, vyznacuijici s e
t im Z e uvedend jedna nebo vice testovanych bun&k je
ziskédna z mnohobunécného organizmu.

Zpusob podle naroku 60, vyznadcuijilcli s e

t im Z e uvedeny mnohobuné&ény organizmus je vybran ze

skupiny zahrnujici savce, bezobratlého Zivo&icha, hmyz a

rostlinu.
Zpusob podle néaroku 51, vyznadcuijilcli s e

t im Z e jedna nebo vice testovanych a kontrolnich bunék

je zisk&no ze skupiny zahrnujici vlasy, srst, mozek,
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periferni nervovy systém, oc&¢i, u8i, nos, usta, mandle,
zuby, Jjicen, plice, prsy, srdce, krev, krevni cévy, kostni
dfen, lymfatické uzliny, brzlik, slezinu, imunitni systém,
jatra, Zaludek, strevni trakt, pankreas, Z2lazy a tkané
s vnitfni sekreci, ledviny, molovy mé&chy¥, reprodukéni
organy nebo Zlazy, klouby, kosti a kGZi uvedeného
mnohobuné&ného organizmu.

63.Zplsob podle néaroku 51, vyznadcuijici s e
t im, Z e jedna nebo vice testovanych bun&k jsou buiky
zhoubného bujeni.

64.Zpasob podle naroku 63, vyznadcuijiec i s e
t im, Z e uvedend Jjedna nebo vice testovanych buné&k
zhoubného bujeni je ziskdno ze skupiny zahrnujici mozek,
periferni nervovy systém, oc¢i, u$i, nos, usta, mandle,
zuby, Jjicen, plice, pfsy, srdce, krev, krevni cévy, kostni
dfen, lymfatické uzliny, brzlik, slezinu, imunitni systém,
jatra, Zaludek, stfevni trakt, pankreas, Zlazy a tkané
s vnit¥ni sekreci, ledviny, molovy mé&chy¥, reprodukéni
orgdny nebo Zlazy, klouby, kosti a kGzZi uvedeného
mnohobunéé&ného organizmu.

65.Zpasob podle naroku 63, vyznadcuijici s e
t im, Z e uvedend jedna nebo vice testovanych buné&k
zhoubného bujeni je ziskdno od Clovéka potfebujiciho 1lécbu
chemoterapeutickem a uvedena testovana latka je
chemoterapeutické ¢inidlo.

z

66.Zplsob podle ndroku 51, vyznaduijici s e

t 1 m, Z e testovand latka je chemoterapeutické &inidlo. -
67.Zplisob podle né&roku 51, vyznac¢cuijici s e

~

t im, Z e testovand 1latka Je smés chemoterapeutickych
Ginidel.

68.Zpusob stanoveni citlivosti Zivolicha se =zhoubnym bujenim
k 1é&b& jednim nebo vice chemoterapeutickymi ~ &inidly,

] .

vyznacujici se tim % e zahrnuje:

[ 2 X 24
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kontakt bun&k zhoubného ©bujeni =ziskanych 2z uvedeného
ZivoCicha s uvedenym jednim nebo vice chemoterapeutickymi
¢inidly a reportni slouceninou podle naroku 1 nebo 14 =za
podminek, kdy wuvedené Jjedno nebo vice <¢&inidel bud
interaguje s externim receptorem nebo je  pohlceno
uvedenymi bufikami zhoubného bujeni a

zaznamenavani fluorescence uvedenych bunék  zhoubného
bujeni ve srovnéni s kontrolnimi bufikami, které p¥isly do
kontaktu pouze s uvedenou reportni sloudeninou, kde zména
fluorescence v uvedenych bunikdch zhoubného bujeni ve
srovnani s kontrolnimi bufikami ukazuje, Ze uvedené buiky
zhoubného bujeni jsou chemosenzitivni vG&i jednomu nebo
vice chemoterapeutickych &inidel a Ze uvedeny Zivo&ich je

citlivy vacéi uvedené 1écCbé.

69.Zpusob podle naroku 68, vyznacuijici s e

t im, Z e uvedenym Zivolichem je &lové&k.

70.Zplsob sledovani lé&by Zivo&icha, které se 1é&i jednim nebo

a)

b)

c)

vice chemoterapeutickymi  &inidly, vyznadcuijici
s e tim Z e zahrnuje:

aplikaci wuvedeného jednoho nebo vice 'chemoterapeutickYCh
¢inidel uvedenému Zivod&ichu,

kontakt buné&k ziskanych ze Zivolicha po uvedené aplikaci
reportni slouleniny podle n&roku 1 nebo 14 za podminek, kdy
uvedend reportni sloucenina je pohlcena uvedenymi bufikami a
zaznamenavani fluorescence uvedenych bunék, které pfisly do
kontaktu s reportni slouceninou, ve srovnani s kontrolnimi
bunkami, které se odebraly uvedenému Zivoclichu p¥ed uvedenou
aplikaci, kde zm&na fluorescence v uvedenych  bunkach
odebranych uvedenému Zivocichu ve srovnadni s uvedenymi
kontrolnimi bufikami ukazuje, Ze uvedeny Zivoclich je citlivy

0 M b

va€i chemoterapeutickym ¢inidlém.

Z

71.Zpasob  podle néaroku 70, vyznadcuijici s e

tim Z e wuvedeny Zivodéich trpi onemocnénim, které

souvisi s apoptickym odumiréani bunék.

oo e
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72.Zpusob  stanoveni, zda testovand lé&tka inhibuje nebo

zamezuje odumirani bun€k v jedné nebo vice testovanych
bufikdéch, vy znac¢ujici se tim Z e zahrnuje:

a)

73.Zpuasob

74, Zplsob

75.Zplsob

a)

kontakt Jjedné nebo vice testovanych bun&k s uvedenou

testovanou latkou a reportni sloudeninou podle néaroku 1

nebo 14 za podminek, kdy uvedend reportni slou&enina je

pohlcena uvedenou jednou nebo vice bunkami a

zaznamendvani fluorescence uvedené jedné nebo vice

testovanych bunék ve srovndni s kontrolnimi bufikami, které

pfisly do kontaktu pouze s uvedenou reportni slou&eninou,
kde

testovanych bunkdch ve srovnani

pokles fluorescence v uvedené jedné nebo vice

s uvedenymi kontrolnimi

bunkami indikuje, Ze uvedend testovand latka inhibuje nebo

zamezuje odumirdni buné&k.

podle naroku 72, vyznacuijicli s e

t im, Z e uvedend jedna nebo vice testovanych bun&k jsou

nervové bunky.

’

podle néaroku 72, vyznacuijicli s e

t 1m Z e uvedend jedna nebo vice testovanych bun&k je

vybrédna ze skupiny zahrnujici bufiky srdedniho svalu,

imunitni buniky, butky organu, ktery bude transplantovan,

spermatozoa, vajicko, bunécéné linie, které produkuji

rekombinantni protein, vlasové bunky, buiky kZe a nervové

bunky.

stanoveni, zda testovand 1latka zpusobuje nebo

z z

zesiluje odumirdni bunék u jedné nebo vice testovanych

t im, Z e zahrnuje:

bunék

bunék, vy znadujici se

kontakt uvedené Jjedné nebo vice testovanych

s uvedenou testovanou latkou a reportni sloudeninou podle
14 kdy

slouc¢enina je pohlcena uvedenou jednou nebo vice bunkami a

ndroku 1 nebo za podminek, uvedend reportni

zaznamenavani  fluorescence uvedené jedné nebo vice

testovanych bunék ve srovndni s kontrolnimi bufkami, které

pfisly do kontaktu pouze s uvedenou reportni sloudeninou,




76.Zpuasob
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pficemZz zvySeni fluorescence v uvedené 3jedné nebo vice

testovanych bunikdch ve srovndni s uvedenymi kontrolnimi

burikami ukazuje, Ze uvedend testovanad latka zpusobuje nebo
zesiluje odumirdni bunék.
75,

Z e uvedend jedna nebo vice testovanych bunék jsou

podle ndroku vyznadcuijici s e

t im,

bunky zhoubného bujeni, kvasinky, houby nebo bakterie.

77.Zpusob detekce virové protedzy v jedné nebo vice bunkach,

a)

b)

vyznacujici se tim % e zahrnuje:

kontakt uvedenych buné&k s reportni sloucdeninou podle naroku

34 za podminek, kdy reportni sloudenina je pohlcena bufikami

a

2 <

zaznamenavani kde

fluorescence uvedenych bunék, zmeéna

fluorescence v bunkidch ve srovndni s kontrolnimi bufkami,
které nebyly takto kontaktovany, indikuje pfitomnost virové

protedzy.

78.Zpusob mé&feni aktivity virové protedzy v jedné nebo vice

a)

b)

79.Zpusob stanoveni

a)

2

virem infikovanych butikdch, v yzna &ujici s e

t im, Z e zahrnuje

kontakt uvedené jedné nebo vice virem infikovanych bunék

s reportni sloucCeninou podle néroku 34 za podminek, kdy

reportni slou¢enina je pohlcena uvedenou jednou nebo vice
virem infikovanymi buiikami a
zaznamenavani fluorescence uvedené jedné nebo vice bunék,:

kde zména fluorescence uvedené jedné nebo vice virem

infikovanych bunék ve srovndni s kontrolnimi butikami, které

nebyly takto kontaktovany, je mirou aktivity virové

protedzy.
zda testovand 1lé&tka vykazuje ucinek na

virové protedzy v jedné nebo vice virem

bunikach,

aktivitu

z

infikovanych vyznadcuijici s e

t im, Z e zahrnuje:
kontakt uvedenych virem infikovanych testovanych bunék

s uvedenou testovanou latkou a reportni sloueninou podle
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nadroku 34 za podminek, kdy uvedend reportni sloucenina je

pohlcena uvedenymi infikovanymi testovanymi bunkami a

zaznamendvani fluorescence uvedenych infikovanych

testovanych bunék ve srovndni s infikovanymi kontrolnimi

bunkami, které priSly do kontaktu pouze s uvedenou reportni

sloueninou, pricemz zména fluorescence v uvedenych

infikovanych testovanych buitkdch ve srovnadni s uvedenymi

infikovanymi kontrolnimi buifikami je indikace, Ze uvedena

testovana latka vykazuje G¢inek na virovou protedzu.

Zplsob podle libovolného z naroku 77 az 79,

vyznacujici se tim Z e uvedené buliky jsou

bunky infikované HIV a virova protedza je protedza HIV.

Zplhsob podle libovolného z naroka 77 az 79,

vyznacujici se tim, % e uvedené buiky jsou

bunky infikované adenovirem a virovéd protedza je proteaza

adenoviru.
Zpusob podle libovolného z naroku 77 az 79,
vyznacujici se tim Z e uvedené bufiky jsou

buriky infikované HSV a virova protedza je protedza HSV.

Zpusob podle libovolného z n&roka 77 az 79,

vyznacujici se tim % e uvedené buiiky jsou

bunky infikované HCMV a virova protedza je protedza HCMV.

ZplUsob podle libovolného z ndrokua 77 ‘az 79,

vyznac¢ujici se tim Z e uvedené buiky jsou

bunky infikované HCV a virova protedza je protedza HCV.
Zpuisob méreni aktivity protedzy nebo peptidazy v bunkach,

vyznacujici se tim Z e zahrnuje:

kontakt testovanych bunék s reportni sloudeninou podle

naroku 34 za podminek, kdy reportni slouéenina je pohlcena

uvedenymi testovanymi buifikami nebo reportni slou&enina

interaguje s proteazou nebo peptidazou vnéj3i membrany

uvedenych bunék a

Z

zaznamenavani fluorescence uvedenych bunék, pridemZ zména

fluorescence v uvedené testované burice ve srovnani




86.

87.

88.

89.

90.

ede
eswe

145 eon o:QG L) .o (34 L4

s kontrolnimi bunikami, které se nedostaly do takového
kontaktu, je mirou aktivity uvedené protedzy nebo
peptidazy.

Zpisob stanoveni, zda testovanad latka vykazuje u&inek na
aktivitu proteézy nebo peptiddzy v testovanych bunkéach,
vyznacujici se tim Z e zahrnuje:

kontakt uvedenych testovanych bun&k s uvedenou testovanou
latkou a reportni sloueninou podle nadroku 34 za podminek,
kdy uvedend reportni sloudenina je pohlcena uvedenymi
testovanymi bufikami nebo reportni sloucenina interaguije
s proteédzou nebo peptididzou vnéj3i membrany uvedenych bunék
a

zaznamendvani fluorescence uvedenych testovanych bun&k ve
srovnani s kontrolnimi bunikami, které se dostaly do
kontaktu pouze s uvedenou reporthi slouc¢eninou, pricemz
zména fluorescence v testovanych bufikdch ve srovnani
s uvedenymi  kontrolnimi  butfikami  indikuje, Ze uvedené
testovana latka vykazuje uU¢inek na uvedenou protedzu nebo
peptidazu.

ZplUsob podle libovolného z narokl 85 az 86,
vyznacujici se tim Z e uvedené buiky jsou
endotelidlni buniky a peptiddza je aminopeptiddza methioninu
typ 2.

Zpuisob podle libovolného z narokl 85 az 86,
vyznacujici se tim, Z e uvedené buiky jsou
T bunky a peptidaza je dipeptidylpeptidaza-IV.

ZplGsob bodle libovolného z narokt 85 az 86,
vyznacujici se tim Z e uvedené buiky jsou
neuronové bunky a protedza je kalpain. '

Zplsob podle libovolného z narokt 85 .ai 86,
vyznadcujici S e t im Z e uvedend peptidaza

je aminopeptidéaza.
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