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(57) ReBen{ se tykd argininovych peptidd
vzorce X - A - B - C - Arg - Arg - Y, kde
zna&i:

X atom vodiku,(y)-karboxyalkanoyl s 3 aZ

5 atomy uhliku nebo acyl s 2 a¥ 5 atomy
uhl{ku,

zbytek glycinu, alaninu, leucinu nebo
fenylalaninu,

totéZ co A nebo jednoduchou vazbu,
zbytek alaninu, leucinu, prolinu nebe
jednoducheu vazdbu,

fluoregenni zbytek 7-amino-4-methylku-
marinu, .

Tyto slouZeniny jsou vysoce citlivé fluo-
rogenni substrdty pro proteolytické enzymy,
které mohou bft peuZitelné v klinické pra-
xi, zejména k dlkazu a/nebo staneveni ka-
thepsind ¥ady B pfi diagnestice a/nebo
therapii neoplasii.
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Vyndlez se tfké a;'gininovich peptidd obecnéhe vzorce
X-A-B-C-Arg- Arg - ¥

kde zpalf: X - atom vod{ku,(J-karboxyalkanoyl s 3 a% 5 atomy uhlfku nebo acyl s 2 aZ
5 atomy uhlfku, A - zbytek glycinu, alaninu, leucinu nebe fenylalaninu,

B - totéZ% co A nebe jednoduchou vazbu, C - zbytek alaninu, leucinu, prelinu nebe jed-
neduchou vazbu, Y - fluorogenni zbytek l-amino-4-methylkumarinu.

Tyto nové tri- a¥ pentapeptidy pFedstavuj{ skupinu vysoke citlivych flueregennich
substrdri pro proteolytické enzymy, pouZitelnfeh v klinické praxi, zejména k dbkezu-
a/nebe stanoveni kathepsinfi ¥ady B p¥i disgnostice a/nebe therapii neoplasif.

Je zndmo, . Ze proteolytické enzymy zhoubn¥ch nddort maji efekterevé a regula®ni funk-
ce v pochedech jg#jich ristu, diferenciace, invase a metastagevédn{ (Geldfarb R. H. & Li-
otta L. A.: Seminars Thremb. Hemostas., 12, 294 (1986); Scher W.: Lab. Invest., 57, 607
(1987): Zucker S.: Cancer Invest., 6, 219 (1988); Duffy M. J.: Eur. J. Cancer. Clin.
Cncol., 23, 583 (1987)). Kathepsin B (EC 3.4,22.1), cysteinevd proteinass, hraje vfznam—
nou ilohu v preliferaci ndderevfch bunsk (Sylvén B.et al., Virchews Arch B, 17, 97 (1974);
Pietras R.J. et al., Histechem. Cytochem., 29, Suppl. A3, 440 (1981), v destrukei kompé-
nent extraceluldrnf matrix pFi invasi ndderevych bunsk (Sleane B. F, et al., In: Cysteine
Proteinases and their Inhibiters, Turk V., ed., Gruyter, Berlin 1986, 129) a v agregaci
ktrevnich destifek nddorovimi bunkami (Henn K. V. et al., Science 217, 540 (1982); Cava-
naugh P.G. et al., Clin. Expl., Metastas., 1, 297 (1983)). Aktivita kathepsinu B sdruZe-
néd s plazmatickou membrdneu ndderevich bunik kofeluje s jejich metastatickim petencid-
lem (Sleane B. F. et al., Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 83, 2483 (1986); Rnzhin J. et al.,
Cancer Res., 47, 6620 (1987)). Aktivita kathepsinu B v krevn{ plazm® je zv’i%ens u nemoec-
nfch s pregradujfcimi a metastasujfcimi zhoubnymi nddory (Assfalg-Machleidt I. et al.,
Biol. Chem, Hoppe-Seyler, 369, Suppl., 263 (1988)). Proto argininevé peptidy pedle wy-
nédlezu p¥edstavujl specifické substrdty pre kathepsin B, a ti{m vhednd diagnestika ndde~
rd (tabulka 1).

B1i%3{ podrebnosti pFipravy argininovich peptidd vypl¥vajf z ndsledujicich p¥{fkladt
provedeni.
Pozndmka k prikladfim: VeXkeré odpaifevdni reztokidl bylo provdd&no za sni¥enéhe tlaku. Sle-
Zen{ vyvijecich soustav v chrematografii na tenké vrastvé: Sl = n-butanel - kyselina oc-
tovd - voda (4 : 1 : 1), S5, = n-butanel - kyselina octovd - pyridin - veda (15 : 3 : 10
© s 6).

V textové ¥dsti jsou pouZivdny ndslédujfci symboly aminekyselin, chrdnfcich a flue-
rogennich skupin:
Ala = alanin, Arg = arginin, Arg (NOZ) = M8_nitrearginin, Phe = fenylalanin, Gly = gly-
cein, Leu = leuein, Pro = prolin, Glt = 4-kerbexybutanoyl, Ac = acetyl, 2 = benzylexy-
karbonyl, Bec = terc.-butylexykarbonyl, MCU = 7_amino-4-methylkumarin.

Tabulks 1

Aktivita kathepsinu B v homogendtu nddort plic & nermdlni plicni tkén& u nemocn¥ch e-
perovanfich pre tumer plic

Axtivita kathapsinu P
(nkat/g Serstvé tkdn¥)

Histelogickd * - .
Nemocny & Stadium tkén normé.lni plient Pomér )
(-g) dimgnesa nddoru  .ioenxnf  ndderu (1) tkén () aktivit T/P
2 E 11 19,1 6,2 , - 3,1
3 E 11 68,3 9,8 7,0

6 E I 51,0 10,4 4,9
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pokratovédni tadbulky 1

111 19,5 6,0

1 E 19,9
E I 14,8 5,0 3,0

12 E III 112,0 19,0 5,9
15 E I 45,0 14,8 3,0
18 E 11 64,7 : 9,3 1,0
20 B I 3,5 5,6 5,6
25 E 1 262,2 30,2 8,7
26 E I 86,6 15,8 5,5
27 E 111 45,8 18,2 2,5
13 A I 117,3 46,8 2,5
17 A 111 261,8 34,4 7,6
24 A II 89,0 16,2 5,5
29 A I 114,8 41,8 2,7
14 E+A ©oIII 151,0 62,2 2,4
23 B B ¢ 31,3 10,0 3,7
28 s I 36,3 8,0 3,8
5 nGr - Nn,8 7,7 11,9
21 nCaVU - 83,0 19,7 4,2

%E = epidermoidn{ karcinem plicj A = adenckarcinom plic; E+A = smfZeny typ epidermeidn{-
he karcinemu plic & adenekarcinemu plic;,B = bronchielealveoldrnf karcinom plic; S = ma-
lobun&&ny karcinom plic; mGr = selitdrn{ plicni metastasa Grawitzova karcinemu ledviny;
mCaVU = solitdrn{ plicni metastasa karcinomu meSevého michffe.

bAktivita kathepsinu B atanovena kinetickou metodou s fluorogennim substrétem Ac-Leu-
-Arg-Arg-MCU,

P¥iklad 1

Z-Arg(NO,)-MCU

2)
K roztoku MCU (17,6 g; 100.mmol6) v pyridinu (600 ml), ochlazenéhe na -30 °C, byl pi¥i-

ddn predchlazeny roztok chloridu fesforitého.(4,5 ml) v pyridinu (50 ml). ReakZn{ rez~

tok byl ponechdn 30 minut p¥i -30 °C & potom 30 minut pFi teplet¥ mistnosti. Petom byl

k reaknimu rezteku priddn Z-Arg(NOZ) (35,3; 100 mmolfl). Vznikly reakin{ roztek byl po-
nechén 3 dny p¥i teplots mistnesti, edpafen, nekrystalickf odparek byl rezpuitén v di-

methylformamidu (70 ml) a predukt byl krystalovdn pFidavkem 2-propanoclu (720 ml). Byle

ziskédno 36,6 g (72 %) preduktu o 139 a¥ 142 °C.

Arg( NOZ)-MCU

K roztoku Z-Arg(NO,)-MCU (10,2 g; 20 mmolt) v ledové kyselin¥ octevé (20 ml) byl pFiddn
36 % (v/0) bromovediku v ledevé kyselin¥ octové (20 ml). Po 1 hod. stdn{ p¥i teplot¥
mistnosti byl k vzniklé suspenzi p¥iddn ether (150 ml) a vyleuZeny krystalickf hydrobro-
mid edfiltrovdn, promyt etherem a 12 h sufien ve vakuu nad hydroiy&em dodnfm a kysli¥n{i-
kem fosforeinjm. Potom byl hydrebremid respult¥n v 50% (o/0) vodném 2-prepanelu (200 ml);
po ochlazeni cca na 50 °C byla base uvolnina pridavkem kenc. smoniaku (7 ml) a predukt-
vylouZen pF{davkem vedy (50 ml). Po 12 h stdn{ p¥i +3 °C byl predukt edfiltrovén, pro-
myt vodou a sufen do konstantn{ véhy. Bylo zfskdno 6,3 g (89 %) e t. t. 221 a¥ 224 *c.

2-Arg(NO,)-Arg(NO,)-MCU

K roztoku Z-Arg(NO,)-MCU (3,9 g 11 mmold) v dimethylformamidu (25 ml) a F-ethylpiperi
dinu (1,55 ml; 11 mmold), echlazenému na -20 °C, byl pFidén chlormravenZan ethylnatf
(1,1 mlj 11 mmeld). Po 10 minutevém michdn{ a chlazeni (-5 °C) byl k reakinfmu resztoku
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pFiddn roztok Arg(NO,)-MCU (3,8 g; 10 mmold) v dimethylformamidu (50 ml). Po 12 h std-
ni pfi teplet¥ mistnosti byl reakini roztok odpafen, k nekrystalickému odparku byla
¥id4na 1M HC1 a vylou¥ens krystalicky produkt byl postupnd (3krdt) rozetfrdn 5% hy-
drogen-uhli¥itanem sedn’m, nakonec s vodou a krystalovdn ze sm¥si dimethylformamidu
(30 m1) & 2-propanclu {250 ml). Bylo ziskdne 3,95 g (56 %) o.t. t. 152 a% 155 °C.

Pro C30837%11911 (711,7) byle vypotteno: 50,63 % C, 5,24 % H, 21,65 % N; nalezeno:
49,96 # C, 5,45 ¥ R a 21,14 % N,

Arg(NO,)-Arg(N0,)-MCU

K roztoku Z-Arg(N0,)-arg(¥0,)-MCU (10,7 g; 15 mmold) v ledové kysaling ectové (100 ml)
byl pFiddn 36% bremoved{ik v ledové kyselin¥ octové (30 ml). Po 3 hodinovém mfchdn{ p#i
teplotd mistnosti byl vylouZen?¥ krystalicky hydro%romid%odfiltrovén, promyt etherem a

su¥en v exaikdtoru nad kysli¥nfkem fosfore¥nym & hydroxydem sodnym. Bylo zfskdne 5,4 g
(62 #) o t. t. 183 a% 186 °C. R, = 0,46/S, ; 0,64/5,.

K roztoku hydrobromidu (3,3 g; 5 mmold) v dimethylformamidu (10 ml) byl p*idédn 5% hy-

drogen-uhli¥itan sodny (30 ml), vylouZens base byla odfiltrovdna a promyta vedou. Kry-
stalizac{ z dimethylformamidu & octanu ehtylnatého dylo ziskdno 1,9 g (68 %) produktu

o t. t. 178 a3 181 °c, ‘

Boc-Arg(NOZ)_Arg(NOZ)-MCU

K roztoku Boc-Arg(NOZ) (4,15 g; 13 mmol#t) v dimethylformamigu (30 ml) byl p*iddn N-hy-
droxysukcinimid(1,5 g) a N,N dicyklohexylkarbodiimid (4,9 g) p¥i teplotd O °C. Po 1 he-
dinovém michdn{ pFi tepletd mistnesti byl k reakdn{ suspenzi p¥iddn Arg(NOZ)-MCU (4,9
g 13 mmolf) v roztoku dimethylformamidu (100 ml), Druhy den byla vyloudena N,Nidicy-
klohexylmoZovina odfiltrovéna, f£iltrdt byl odpafen a nekrystalicky odparek byl vysrd-
Zan vodou, postupnd rozetirdn s 1% kyselinou citronoveu, vedeu, 5% hydrogen-uhlifita-
nem sodn¥m, vedou & vysuSen do konstantnf{ véhy pFi teplotd mistnoesti. Bylo z{skdne 8,6
g (97T %) o t. t. 171 a% 174 °C; natdvd 165 °C,

Arg(NO,)-Arg(NO,)-}CU

K Boc—Arg(N02)—Arg(N02)—MCU (3,75 g; 5 mmold) byla priddna kyselina triflucroctovd

(5 ml)} vznikl{ suspenze po 30 minutovém michdn{ pfi teplot¥ mistnesti se roapustila

& vznikl¥ roztek byl ddle michdn 2,5 hodiny. P¥{davkem etheru (30 ml) vylouZeny trifluor-
acetdt byl odfiltrovén, promyt etherem a 12 hodin su¥en nad kysli¥nikem fosforelnim a
hydroxydem sednym. UvolnZn{ base bylo provedeno obdobnym zpiisobem jako u odpevidajfcfhe
hydrobromidu. Bylo z{skdno 2,1 g (72 %) produktm o t. t. 129 a% 182 °c,

Ac-Leu-Arg(N0,)-Arg(NO,)-MCU

K rozteku Ac-Leu (257 mg; 1,49 mmolfl) v dimethylfermamidu (15 ml) a N-hydrexysukeinimi-
du (170 mg), ochlazenému ma O °C byl priddn N,NZdicyklohexylkarbediimid, (327 mg) a po

1 hodinovém michdn{ pfi teploté mistnosti byl Xk vzniklé suspenzi pFiddn reztek Arg(NOZ)-
_Arg(Noz).MCU (780 mg; 1,35 mmold) v Qimethylformemidu (15 ml). Pe 12 hodinovém stdnf

pfi teplotd misfnosti byla vyloudend N,Nidicyklehexylmoﬁovina odfiltrovdna, filtrdt byl
odpaten a produkt byl vysrd¥en vedou. Postupnym roztirdnim s 1% kyselinou citrenevou,
vodou, 5% hydrogen-uhliZitanem sodn¥m, vodou a krystalizaci z kyseliny octové (10 ml)

a etheru (100 ml) bylo zfskdno 650 mg (66 %) produktu o t. t. 165 a¥ 168 °C,

Ac—Leu-Arg-Arg-MCU.ZAcOH

Suspenze Ac—Leu—Arg(NOZ)-Arg(NOZ)-MCU (2,3 gt3,1 mmolu) v ledové kyselin® octevé (100 ml)
byla tlakov& (5 MPa) hydregenelyzovéna v pritomnosti 5% Pa/C. /FLUKA/ (1,8 g). Po 5 hedi-
ndeh byl katalyzdtor odfiltrovdn, £iltrdt byl odpafen a nekrystalicky edparek byl &istién
gelovou filtrac{ na Sephadexu G15 v 0,2 M kysélin¥ octové; byle zfskdno 620 mg lyofili-
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zovaného preduktu, elektroforeticky homogenniho (pufr pyridin-kyselina ectovd pH 5 7),
p¥i potencidlnin spdda 8 V/em.

Pro Cy,Hg,N) 00, 0. 2Ac0H, 2H,0 (798,9) vyle vygoéteno- 51,12 % C, 7,32 % H, 17 53 % N} na-
lezeno: 50,90 % C, 7 »16 f Ha 17 99 % NJ?{P -47 8°(c=0,2 nothanol)

Pr{klad 2 .
Z-Aln~A1&-Arg(N02)-Arg(N02);MCU

K roztoku Z-Ala-Ala (294 mg, 1 mmol) v dimethylformamidu (15 ml) a N-hydroxysukeinimidu
(115 mg), -eshlagenému na O-°C, byl priadn N. N—dicyklchoxylkarhodiimid (220 mg) a po 1
hedinevém Michéni pFi teplots mistnesti byl k vzniklé suspenzi pr¥iddn resztok Arg(Noz)-
-Arg(NO,)-MCU (577 mg; 1 mmol) v dimethylformamidu (10 ml). Dals{ zpracovdni obdobné,
jako je uvedene v 'pfikladu 1. Bylo ziskdno 560 mg (66 % produktu o t. t. 165 a¥ 168 °c,
Pro CyeH Ny 40)5.H0 (871,9) bylo vypeXtene: 49,59 % C, 5,66 % H,,20,88 % N; nalezeno:
49,83 % C; 5,79 4 H a 21,12 $ N,

Ala-Ala-Arg-Arg.MCU-3Ac0H.2H20

Suspenze Z—Ala-Ala—Arg(N02)-Arng02)-MCU (435 mg; 0,5 mmolu) v kyselind octové byla tla-
kovE hydrogenelyzovédna (5 MPa) a zpracovdna, jak je uvedeno v p¥ikladu 1. u analegu
Ac-Leu-Arg-Arg-MCU. Bylo ziskéno 220 mg produktu.

R, = 0,05/8;; 0,40/8,.

P¥{klad 3

Z-Ala-Ala-Ala-Arg(NO,)-Arg(NO,)-NCU

K roztoku 2-Ala-Ala-Ala (365 mg; 1 mmol) v dimethylformamidu (15 ml) a N-hydrexysukci-
rimidu (115 mg), ochlazenému na O °C.byl p¥iddn N,NZdicyklohexylkarbodiimid (220 mg) a
po 1 hodin¥ byl pfiddn rozitek Arg(N02)—Arg(N02)-MCU (577 mgi 1 mmol) & dal¥%{ zpracovi-
ni{ byle obdobné, jak je uvedeno v pFikladu 1. Bylo z{skdno 640 mg (69 %), T. t. 158 a%
161 °c.

Pro CygHg,N;,0,5.2H,0 (961,0) byle vypoZteno: 48, 75 %cC, 5, 87 % H, 20,41 % N; nalezeno:
48,68 % c 5,51 % H a 21, 07 % N.

Ala-Ala-Ala-Arg-Arg-MCU.3AcOH

Suspenze Z-Ala-Ala-Ala—Arg(N02)-Arg(N02)-MCU(480 ng; 0,5 mmolu) v kyeelin¥ octevé byla
tlakové hydrogenolyzovéna (5 MPa), jak je uvedeno v p¥ikladu 1. Bylo ziskdne 245 mg proe-
duktu.

Ry = 0,05/5); 0,38/5,

Pr{ixlad 4
Boc-Phe-Arg(NOZ)—Arg(Noz)_MCU

Byl pfipraven karbediimidovou methedou z Boc-Fhe a Arg(NOz)-Arg(ﬁOZ)-MCU obdobnym zpi-
sobem jako Bec-derivdt uvedeny v pfikladu 2 ve vyt¥Zku 72 % a t. t. 161 a¥ 164 °c.
Vzorek k analfze byl krystalevdn z dimethylfermamidu & 2-propancluj t. t. byla nezmin¥-
na. Pro CygH,gN,,0,,.2H,0 (824,87) byle vypettene: 50,23 % C, 6,09 % H, 19,52 % ¥;
nalezeno: 50,39 # C, 6,17 % H a 19,52 % N,

?he—Arg(NOZ)-Arg(Noz)-MCU

Roztok Boo-Phe-Arg(F0,)-Arg(NO,)-MCU (990 mg; 1,2 mmoldl) v kyselin¥ trifluorectevé (2 m1)
byl ponechdn p¥i teplotd mfstnosti 1 hodinu & vznikl¥ trifluoracetdt byl vysrdZen p¥i-
davkem etheru, petom byl edfiltrevdn a suZen ve vakuu nad kysli¥nfkem fesforeinfm & hy-
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droxydem sednfm. Base produktu byla ziskéna rezpu¥t¥nfm triflueracetdtu v dimethylfor-
mamidu (5 ml) & vysrdZenim pr{davkem 5% hydrogen-uhliditanu sedného (10 mi). Potom byla
base odfiltrovdna, promyta vedou & pFesrd¥ena z dimethylformamidu a 2-prepanelu: byle
z{skdno 520 mg.

R = 0,66/31; 0,82/s,

G1T-Phe-Arg(NO,)-Arg(NO,)-MCU

Reztok Phe-Arg(NO,)-Arg(N0,)-MCU (435 mg; 0,6 mmeld) & anhydridu kyseliny glutarevé
(103 mg) v dimethylformamidu (3 ml) byl zabh¥{vén 2 hodiny pFi teplet® 80 °C. Petom byl
reakini roztek edpafen, produkt byl vysrdZen vedou, edfiltrovén a krystalizaci z dime-
thylfermamidu & 2-propenolu byle zf{skéno 510 mgj t. t. 179 a¥ 182 °c.

G1t-Phe-Arg-Arg-MCU, AcOH

Sugpenze Glt-Phe-Arg(N02)-1rg(N02)-MCU (420 mg; 0,5 mmelu) v kyselin¥ ectové byla tda-
kovE hydrogenelysovdna (5 MPa) stejnfm zplieobem, jak je uvedene v p¥ikladu 1 a 2.

Byle ziskdno 38C mg preduktu elektroforeticky & chromatograficky hemogennihe.

Re = 0,16/S, j 0,64/5,. ~ :

PREDMET VYNALEZU
Argininové peptidy obecného vzerce

X~A-BoCo-Arg - Arg - Y,

kde znadi: X - atom vod{ku,l)-karboxyalkanoyl s 3 af 5 atomy uhlfiku

nebe scyl s 2 &% 5 atomy uhliku, A - zbytek glycinu, alaninu, leucinu nebo fenylalani-
nu,

B - toté% co A nebo jednoduchou vazbu, C - zbytek alaninu, leucinu, prolinu nebe jed-

noduchou vazbu,
Y - fluoregenn{ zbytek T-amino-4-methylkumarinu.
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