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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zwigzek chemiczny, ktéry znajduje zastosowanie jako marker dia-
gnostyczny nowotworu trzustki, oraz sposob diagnozowania in vitro nowotworu trzustki z zastosowa-
niem takiego zwiazku.

Nowotwor trzustki nalezy do grupy nowotwordw, dla ktérych wspoétczesna medycyna wciaz po-
szukuje powszechnie dostepnych specyficznych metod diagnostycznych. Ze wzgledu na dynamike tego
nowotworu piecioletnie przypadki przezycia chorego na te chorobe nalezg do rzadkosci. Na swiecie
nowotwor trzustki diagnozuje sie u okoto 250 000 osdb, zas w Polsce u 3500 oséb. Niestety zdecydo-
wana wiekszos¢ przypadkow konczy sie $miercig (powyzej 80%).

Zwiazek chemiczny bedacy przedmiotem wynalazku nalezy do klasy peptydéw chromogenicznych.

Znany jest sposdb otrzymywania peptydéw chromogenicznych polegajacy na prowadzeniu pro-
cesu na nosniku w postaci zywicy, posiadajacej grupe Fmoc, ktdéra usuwa sie w trakcie prowadzenia
reakcji. Uzywana zywica do prowadzenia tego procesu powinna zosta¢ odpowiednio przygotowana.
Przygotowanie tej zywicy polega na zwiekszeniu jej objetosci poprzez wielokrotne przemywanie roz-
puszczalnikami hydrofobowymi. Z zywicy tej nalezy usuna¢ grupe ochronng Fmoc poprzez przemywa-
nie 20% roztworem rozpuszczalnika.

Znane procesy otrzymywania peptyddw chromogenicznych polegaja na przytaczaniu poszczegdlnych
elementéw skladowych w odpowiednich warunkach czasowych i stechiometrycznych. Ten proces przy-
taczania sktada sie z kolejnych etapow, w ktérych poszczegolne elementy (pochodne aminokwasowe)
sg przytaczane, pozostatosci odmywane, i kolejno grypy ochronne usuwane i ponownie przemywane.
Taki cykl powtarzany jest dla kazdej reszty aminokwasowej. Otrzymany peptyd oddzielany jest od zy-
wicy poprzez reakcje w warunkach kwasowych, po czym roztwér oddzielany jest od zywicy w procesie
sgczenia, a nastepnie z otrzymanego roztworu peptyd wytracany jest rozpuszczalnikiem niepolarnym.
Uzyskany w ten sposob osad peptydu jest wirowany.

Znany jest sposéb otrzymywania peptyddéw chromogenicznych polegajacy na prowadzeniu procesu
na nosniku statym i czesciowo w buforze. Jako nosnik staty stosuje sie zywice amidowa, a jako roztwor
mieszanine rozpuszczalnikow hydrofobowych.

Ze stanu techniki znane jest, Zze czasteczki peptydéw chromogenicznych rozpadaja sie pod wpty-
wem enzymow proteolitycznych, powodujgc zmiane lub wzrost zabarwienia badanego roztworu. Efekt
ten jest nastepstwem uwalniania chromoforu (4-nitroanilidu lub kwasu 5,2 amino nitro benzoesowego).

Zastosowanie tego typu pochodnych peptyddw znane jest z publikacji:

1. Erlanger BF, Kokowsky N, Cohen W., The preparation and properties of two new chromogenic
substrates of trypsin., Arch Biochem Biophys.,listopad 1961 ; 95: 271-8.

2. Hojo K, Maeda M, Iguchi S, Smith T, Okamoto H, Kawasaki K., Amino acids and peptides., XXXV.
Facile preparation of p-nitroanilide analogs by the solid-phase method., Chem Pharm Bull
(Tokyo), listopad 2000; 48(11): 1740-4.

Na podstawie tych publikacji opracowano budowe zwiazku w taki sposéb, aby obserwowany
wzrost barwy w przedziale 380-440 nm nastepowat w wyniku zmieszania/kontaktu z moczem osoby
z nowotworem trzustki, a jednoczes$nie w taki sposob, aby efekt ten nie wystepowat w reakcji z moczem
osoby zdrowej lub z diagnoza innego typu nowotworu.

Proces inicjacji, wzrostu i przerzutowania komoérek nowotworowych przebiega przy udziale wielu
czynnikéw, w tym szeregu enzymow proteolitycznych. Ta grupa biatek wykazuje zdolnos$¢ do hydrolizy
(katalizowania rozpadu) biatek i peptydéw na mniejsze fragmenty. Proces ten umozliwia komérkom no-
wotworowym rozrost przez kolonizacje nowych tkanek, wzmozenie procesu tworzenia naczyn krwiono-
$nych (angiogenenzy), co umozliwia efektywne dostarczanie substanciji odzywczych do guza. Enzymy
te powstaja takze w wyniku obumierania komérek zdrowych na skutek procesu rozrostu nowotworu.
Wszystkie te procesu tworzg charakterystyczny profil proteolityczny komérek nowotworowych.

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest zwigzek chemiczny o wzorze ogdélnym 1:
ABZ'-Thr2-Thr3-Ala*-Arg>-X8,

gdzie:

ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,

X oznacza ANB-NH: lub pNA,
przy czym ANB-NHz oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego,
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ANB oznacza kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy, a
pNA oznacza para-nitroaniline.

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest takze sposéb diagnozowania in vitro nowotworu trzustki,
polegajacy na tym, ze zwigzek chemiczny o wzorze ogélnym 1, jak zdefiniowano powyzej, inkubuije sie,
w przedziale stezen 0,1-10 mg/ml, korzystnie w stezeniu 1 mg/ml, w buforze pomiarowym o pH obojetnym
lub zasadowym, korzystnie fizjologicznym, z niewielkg iloscia ludzkiego moczu, w zakresie proporcji 1 :2
do 1:10, korzystnie 1 :5, probki moczu do buforu pomiarowego, i mierzy sie intensywnos¢ absorbancii
w zakresie 300-500 nm, korzystnie 380—-430 nm, w czasie 40—60 minut, w temperaturze z przedziatu
25-40°C, korzystnie 36—38°C, przy czym wzrost intensywnosci absorbancji w badanej probce wskazuje
na obecnos¢ nowotworu trzustki.

Zgodnie z wynalazkiem opracowano réwniez sposob otrzymywania zwigzku chemicznego
o wzorze 2:

ABZ'-Thr2-Thr3-Ala*-Arg>-ANB-NH-®,
gdzie:
ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, a
ANB-NH:z oznacza amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego.

Sposob ten polega na tym, ze proces prowadzi sie na nosniku w postaci zywicy, korzystnie po-
siadajacej grupe Fmoc, przy czym noénik przed rozpoczeciem procesu przygotowuje sie poprzez zwiek-
szenie jego objetosci poprzez wielokrotne przemywanie rozpuszczalnikami hydrofobowymi, korzystnie
dimetyloformamidem, chlorkiem metylenu lub N-metylopirolidonm, i usuniecie grupy ochronnej Fmoc,
korzystnie poprzez przemywanie 10-30% roztworem piperydyny w rozpuszczalnikach, takich jak dime-
tyloformamid, chlorek metylenu lub N-metylopirolidon, po czym proces realizuje sie w kolejnych etapach:

a) osadzenie kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (ANB) na zywicy poprzedza sie przemyciem
nosnika 3—6% roztworem N-metylomorfoliny (NMM) w DMF, a nastepnie DMF, po czym przygotowuje
sie roztwor ANB w DMF, do ktérego dodaje sie kolejno TBTU, DMAP, a na koniec diizopropyloetylo-
amine (DIPEA), w nastepujacych nadmiarach w stosunku do osadzenia polimeru:
ANB/TBTU/DMAP/DIPEA, 3 : 3 : 2 : 6, po czym tak przygotowang mieszanine dodaje sie do zywicy
i miesza sie do uzyskania jednorodnosci, po czym zywice odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem,
i przemywa rozpuszczalnikami, takimi jak DMF, DCM i izopropanol, a nastepnie kontynuuje sie
przytaczanie ANB do zywicy poprzez zastosowanie heksafluorofosforanu O-(7-azabenzotriazol-1-
ilo)-N,N,N’,N’-tetrametylouroniowego (HATU), a potem heksafluorofosforanu O-(benzotriazol-1-ilo)-
N,N,N’,N -tetrametylouroniowego (HBTU) w ilosciach nadmiarowych, a po zakonczeniu przemywa sie
nosnik kolejno DMF, DCM oraz izopropanolem i tagodnie suszy sie;

b) przytaczanie reszty aminokwasowej do ANB prowadzi sie poprzez reakcje z pochodng aminokwa-
sowg Fmoc-Arg(Pbf)-OH, przy czym co najmniej pieciokrotny nadmiar molowy pochodnej aminokwaso-
wej w stosunku do zywicy rozpuszcza sie w bezwodne] pirydynie i kontaktuje sie z zywica z osadzonym
ANB, po czym cato$¢ chiodzi sie do temperatury nie nizszej niz -20°C, a nastepnie dodaje sie POClIs
w stosunku 1 :1 do uzytej ilosci pochodnej aminokwasowej i cato$¢ miesza sie, po czym proces mie-
szania prowadzi sie w temperaturze pokojowej, a nastepnie w podwyzszonej temperaturze, za$ po za-
konczeniu reakcji zywice odsacza sie pod zmniejszonym cisnieniem, przemywa sie DMF oraz MeOH
i tagodnie suszy sie, po czym uzyskany zwiazek przejSciowy poddaje sie procesowi acylowania;

c) acylowanie uzyskanego zwigzku przej$ciowego prowadzi sie przy zastosowaniu pochodnej
aminokwasowej, korzystnie Fmoc-Ala-OH, i kolejno Fmoc-Thr(tBu)-OH, nastepnie Fmoc-Thr(tBu)-OH
i w koncowym etapie syntezy Boc-Abz-OH, przy czym acylowanie prowadzi sie etapowo od reszty 6
do 1 z wykorzystaniem jako srodka sprzegajacego diizopropylokarbodiimidu, ktory stosuje sie w nad-
miarze, a po zakohczeniu kazdego etapu zywice przemywa sie DMF, i korzystnie podaje testowi chlo-
roanilowemu, w ktdrym monitoruje sie przytaczenia pochodnej aminokwasowej;

d) usuniecie grupy ochronnej Fmoc prowadzi sie poprzez przemywanie roztworem 10-30% pipery-
dyny w DMF i kolejnymi przemywaniami kazdym z rozpuszczalnikéw: DMF, izopropanolem i chlor-
kiem metylenu;

e) odszczepianie peptydu od zywicy przeprowadza sie, stosujac mieszanine TFA :fe-
nol :woda : TIPS, przy zachowaniu stosunkéw odpowiednio 88 :5:5:2 v/v/v/v, przy czym mieszanine
miesza sie przez okres co najmniej jednej godziny, korzystnie trzy godziny, a uzyskany osad odsacza sie
pod zmniejszonym cisnieniem, po czym przemywa sie eterem dietylowym i uzyskany peptyd odwirowuije sie;



4 PL 241 174 B1

f) przygotowanie gotowego produktu przeprowadza sie poprzez rozpuszczenie peptydu w wodzie
przy pomocy ultradzwiekow, a nastepnie poddaje sie liofilizacji.

Zgodnie z wynalazkiem opracowano réwniez sposob otrzymywania zwigzku chemicznego
o wzorze 3:

ABZ'-Thr2-Thr3-Ala*-Arg>-pNAS,
gdzie:
ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, a
pNA oznacza paranitroanilid.

Sposob ten polega na tym, ze proces prowadzi sie na nosniku w postaci zywicy, korzystnie po-
siadajacej grupe Fmoc, przy czym nosnik przed rozpoczeciem procesu przygotowuje sie poprzez zwiek-
szenie jego objetosci poprzez wielokrotne przemywanie rozpuszczalnikami hydrofobowymi, korzystnie
dimetyloformamidem, chlorkiem metylenu lub N-metylopirolidonem, i usuniecie grupy ochronnej Fmoc, ko-
rzystnie poprzez przemywanie 10-30% roztworem piperydyny w rozpuszczalnikach, takich jak dimetylofor-
mamid, chlorek metylenu lub N-metylopirolidon, po czym proces dalej realizuje sie w kolejnych etapach:

a) przytaczenie trzeciej reszty aminokwasowej (Fmoc-Ala) do zywicy dokonuje sie przy wykorzy-
staniu odpowiedniej pochodnej aminokwasowej przy 9-krotnym nadmiarze molowym w stosunku
do osadzenia zywicy, ktéra rozpuszcza sie w bezwodnym chlorku metylenu, po czym mieszanine mie-
sza sie przez co najmniej dwie godziny w temperaturze pokojowej, zas po zakohczeniu reakcji zywice
odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem i przemywa sie DMF oraz MeOH, po czym suszy sie;

b) w kolejnych etapach wykonuje sie przytaczania reszty aminokwasowej, nazywane dalej acy-
lowaniem, przy czym stosuje sie pochodna Fmoc-Thr(tBu)-OH i kolejno Fmoc-Thr(tBu)-OH
oraz Boc-ABZ-OH, przy czym kazdy z etapow poprzedza sie przemywaniem zywicy za pomocg DMF,
korzystnie przez 5 minut, w kolejnych przytaczeniach stosuje sie srodek sprzegajacy, korzystnie w po-
staci diizopropylokarbodiimidu, ktéry stosuje sie w nadmiarze, przy czym procedure te powtarza sie
dwukrotnie, a po zakonczeniu kazdego etapu zywice przemywa sie DMF, i korzystnie podaje testowi
chloroanilowemu, w ktérym monitoruje sie przytaczenia pochodnej aminokwasowej;

C) usuniecie grupy ochronnej Fmoc prowadzi sie poprzez przemywanie roztworem 10-30% pipery-
dyny w DMF i kolejne przemywania kazdym z rozpuszczalnikéw: DMF, izopropanolem i chlorkiem metylenu.

d) powtarzanie etapow od b) do c), az do momentu uzyskania zwiazku (ABZ'-Thr(tBu)?-Thr(tBu)3-Ala*-
OH), przy czym synteze prowadzi sie od reszty 6 do 3, a nastepnie odszczepia sie otrzymany zwiazek od no-
$nika, stosujac mieszanine TFA : fenol : woda : TIPS, w proporcjach odpowiednio 88 : 5 : 5 : 2, v/viviv,
w trakcie mieszania, po czym po uptywie co najmniej dwdch godzin zawarto$¢ kolby odsacza sie
pod zmniejszonym cisnieniem, a osad przemywa sie eterem dietylowym, po czym osad odwirowuje sie,
korzystnie w czasie 20 minut, a nastepnie osad rozpuszcza sie w wodzie przy pomocy ultradzwiekdw,
po czym poddaje sie liofilizacji;

e) synteze Fmoc-Arg(Pbf)-pNA przeprowadza sie etapowo, przy czym w pierwszym etapie 2 mmole
Fmoc-Arg(Pbf) rozpuszcza sie w bezwodnym tetrahydrofuranie (THF) w obecnosci 2 mmoli N-metylomorfo-
liny (NMM) i aktywuje sie grupe karboksylowa pochodnej aminokwasowej 2 mmolami chlorku izobutylu,
po czym po 10 minutach aktywacji dodaje sie 3 mmmole p-nitroaniliny, za$ reakcje korzystnie prowadzi
sie przez 2 godziny, korzystnie w temperaturze -15°C, a nastepnie dobe w temperaturze pokojowe;j,
a po skonhczonej reakcji rozpuszczalnik odparowuje sie, a sucha pozostatos¢ rozpuszcza sie w octanie
etylu, po czym otrzymany roztwér przemywa sie kolejno nasyconym wodnym roztworem NaCl,
10% kwasem cytrynowym, 5% wodoroweglanem sodu i suszy sie nad bezwodnym siarczanem sodu,
zas octan etylu oddestylowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem, a sucha pozostatos¢ suszy sie;

f) taczenie chronionego peptydu ABZ'-Thr(tBu)2-Thr(tBu)3-Ala*-OH z paranitroanilidem Arg(Pbf)
polega na tym, ze chroniony peptyd ABZ'-Thr(tBu)2-Thr(tBu)3-Ala*-OH rozpuszcza sie w niewielkiej
ilosci DCM, a nastepnie kolejno aktywuje sie za pomocg TFFH (tetrametylofluoroformamidu), ko-
rzystnie przez 30 minut, korzystnie w temperaturze 0°C, po czym dodaje sie katalityczng ilos¢
DMAP oraz Fmoc-Arg(Pbf)*>-pNA®, przy czym korzystnie reakcje prowadzi sie przez 24 godziny, ko-
rzystnie w temperaturze pokojowej, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik, zas otrzymany roztwor
zalewa sie mieszaning $ciagajaca ostony boczne: TFA :fenol :woda : TIPS (88 :5:5:2, v/v/v/v), i miesza
sie, korzystnie przez 3 godziny.

g) przygotowanie gotowego produktu przeprowadza sie poprzez rozpuszczenie peptydu w wodzie
przy pomocy ultradzwiekow, a nastepnie poddaje sie liofilizacji.
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Zastosowane w opisie | zastrzezeniach patentowych okreslenia i skroty nalezy rozumie¢ nastepujaco:

Wiasciwosci chromogeniczne — oznaczaja powstawanie produktu barwnego
Wriasciwosci fluorogeniczne — oznaczajg powstawanie produktu emitujgcego fluorescencije
NMP — N-metylopirolidon
DMF — dimetyloformamid
DCM — chlorek metylenu
pNA - 4-nitroanilina, para-nitroanilina
ABZ - kwas 2-aminobenzoesowy,
ANB-NH:z — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego,
Boc — grupa tert-butyloksykarbonylowa
Fmoc — grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
TFA - kwas trifluorooctowy.

Korzysci wynikajace z wykorzystania niniejszego wynalazku polegaja na stworzeniu szybkiego
i bezinwazyjnego sposobu diagnostycznego, umozliwiajacego wczesne wykrycie nowotworu trzustki.
Ponadto niniejszy wynalazek z powodzeniem moze stuzy¢ do wykonywania badan przesiewowych. Ni-
niejszy wynalazek daje mozliwos¢ wykonania petnej diagnostyki na wczesnym etapie rozwoju nowo-
tworu i skuteczniejszego leczenia. Wczesne rozpoznanie daje mozliwos¢ leczenia operacyjnego,
ktére znaczaco wydtuza przezycie pacjenta.

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

Fig. 1 przedstawia stopien hydrolizy substratu (1), tj. zwigzku o wzorze 2: ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB-
NH2 w probkach moczu pochodzacych od osob ze zdiagnozowanym nowotworem trzustki (probki 1-10)
i probkach moczu pochodzacych od oséb zdrowych (11-25). Cyfry arabskie oznaczajg numer wybrane;
prébki moczu.

Fig. 2 przedstawia stopien hydrolizy substratu (2), {j. zwiazku o wzorze 3: ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-pNA
w probkach moczu pochodzacych od oséb ze zdiagnozowanym nowotworem trzustki (probki 1-10)
i probkach moczu pochodzacych od oséb zdrowych (11-25). Cyfry arabskie oznaczajg numer wybrane;
prébki moczu.

Fig. 3 przedstawia zalezno$¢ stopnia hydrolizy substratu (1) ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB NH2
od srodowiska pH. Wartosci wskazane na osi X oznaczaja pH srodowiska.

Fig. 4 przedstawia wyniki analizy hydrolizy (rozpadu) substratu, tj. ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB-NH:
w prébce moczu od osobnika ze zdiagnozowanym nowotworem trzustki.

Wynalazek ilustrujg nastepujace przyktady wykonania, ktére nie stanowia jego ograniczenia.

Przyktad 1
Synteza nowego zwigzku o wzorze: ABZ'-Thr2-Thr3-Ala*-Arg5-ANB-NH28(wzér 2)

1. Otrzymanie peptydu chromogenicznego
a) Pierwszym etapem syntezy byto otrzymanie peptydu chromogenicznego, ktéry otrzymano metoda
syntezy w fazie statej — na nosniku statym — z wykorzystaniem chemii Fmoc/tBu, czyli z uzyciem oston.

Zwiazek o sekwencji: ABZ'-Thr2-Thr3-Ala*-Arg®>-ANB-NH2%, gdzie ABZ oznacza kwas 2-amino-
benzoesowy, a ANB-NH2 oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, zas ANB oznacza kwas
5-amino-2-benzoesowy, otrzymano na drodze syntezy chemicznej w fazie statej z wykorzystaniem na-
stepujacych pochodnych aminokwasowych:

Boc-ABZ, Fmoc-Thr(tBu), Fmoc-Ala, Fmoc-Arg(Pbf), ANB.

Synteze zwiazku, czyli markera diagnostycznego do wykrywania nowotworu trzustki, ktérego dia-
gnostyka jest zwigzana z hydrolizg tego zwigzku pod wptywem enzymaow proteolitycznych, prowadzono
na nosniku statym umozliwiajacym przeksztatcenie kwasu S-amino-2-benzoesowego w amid ANB-NHz,
np. zywicy amidowej, np. TentaGel S RAM firmy RAPP Polymere (Niemcy), np. o osadzeniu 0,23 mmol/g.
Mozliwe jest zastosowanie innej dostepnej handlowo zywicy amidowej, w tym Rink Amide (Niemcy).

Synteze zwigzku prowadzono w sposob manualny z zastosowaniem wytrzasarki laboratoryjne;.
Przez wiekszo$¢ etapdw reaktorami byta strzykawka o pojemnosci 25 ml, zakonczona spiekiem do syn-
tezy w fazie statej.

Wszystkie otrzymywane koncowe zwiazki zawieraty w swojej sekwencji w pozycji 1, czyli na N-kohcu,
kwas 2-aminobenzoesowy (ABZ), a w pozycji 6, czyli na C-koncu, czasteczke kwasu 5-amino-2-nitro-
benzoesowego (ANB). ABZ petni role donora fluorescenciji, natomiast ANB petni role wygaszacza fluo-
rescencji i jednoczesnie chromoforu. Peptydy w swojej sekwencji zawieraty co najmniej i korzystnie
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jedno miejsce reaktywne zlokalizowane pomiedzy resztami aminokwasowymi Arg-ANB-NHz, tj. w pozy-
cji 5 zwiazku. Synteze polegajaca na przytaczaniu pochodnych aminokwasowych prowadzi sie od reszty 6
do 1, czyli od korica C do N.

b) Osadzenie ANB na zywicy TentaGel S RAM:

Synteze peptydow wykonano na zywicy TentaGel S RAM firmy Rapp Polymere o osadze-
niu 0,23 mmol/g. W pierwszym etapie przygotowano zywice, w tym dokonano spulchnienia zywicy poprzez
cykl przemywan. Kolejno przystapiono do usuniecia z nosnika ostony grupy aminowej Fmoc — za pomoca
20% roztworu piperydyny w NMP. Nastepnie przeprowadzono cykl przemywan rozpuszczalnikami.
W celu potwierdzenia obecnosci wolnych grup aminowych wykonano test chloranilowy.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 1 x 10 minut, IsOH 1 x 10 minut, DCM 1 x 10 minut.

Usuniecie ostony Fmoc:

DMF 1 x 5 minut, 20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty, 20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut.
Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.

c) Test chloranilowy:

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

Na tym etapie, po przeprowadzeniu testu, otrzymano zielone zabarwienie ziaren, ktére swiad-
czyto o obecnosci wolnych grup aminowych. Po potwierdzeniu usuniecia oston 9-fluorenylometoksykar-
bonylowych z zywicy mozna byto przystapi¢ do kolejnego etapu, przytaczania pochodnej ANB (kwasu
5-amino-2-nitrobenozesowego).

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

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

Usuniecie ostony Fmoc-:

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

e) Przemywanie:
DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.
f) Test chloranilowy na obecnos$¢ wolnych grup aminowych:

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

g) Przytaczenie C-koncowej reszty aminokwasowej do ANB:

Odpowiednia pochodng aminokwasowag (9-krotny nadmiar molowy w stosunku do osadzenia zy-
wicy) rozpuszczono w pirydynie i przeniesiono do kolby zawierajacej zywice z osadzonym ANB. Catos¢
chtodzono do uzyskania temperatury -15°C (taznia lodowa: 1 cz. wagowa NH4Cl, 1 cz. wagowa NaNOs3,
1 cz. wagowa lodu). Po osiagnieciu zadanej temperatury dodano POCI3 (w stosunku 1:1 do uzytej ilosci
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pochodnej aminokwasowej) i cato$¢ mieszano na mieszadle magnetycznym: 20 minut w -15°C, 30 mi-
nut w temperaturze pokojowej oraz 6 godzin w 40°C (taznia olejowa). Po zakonczeniu reakcji zywice
odsgczono pod zmniejszonym cisnieniem, przemyto DMF oraz MeOH i zostawiono do wysuszenia.

W kolejnym etapie przytaczono reszte w pozycji P2 (alanine).

Wszystkie przytaczania reszt aminokwasowych poprzedzono przemywaniem zywicy za pomoca
DMF przez 5 minut. W kolejnych przytgczaniach jako srodek sprzegajacy stosowano diizopropylokar-
bodiimid. Procedure powtarzano dwukrotnie.

Po kazdym z acylowan rozpoczynano cykl przemywan zywicy, a nastepnie wykonywano test
chloranilowy, w celu monitorowania przytaczania pochodnej aminokwasowej do wolnych grup amino-
wych zywicy.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.
Test chloranilowy:

W wyniku przeprowadzonych testoéw po dwdch pierwszych sprzeganiach zabarwienie ziaren naj-
pierw byio zielone, a nastepnie szare, wiec konieczne byto przeprowadzenie kolejnego acylowania,
w wyniku ktérego ziarna zywicy badanej testem chloranilowym byty bezbarwne. Swiadczyto to o przy-
taczeniu ANB do zywicy TentaGel S RAM, co pozwolito przej$¢ do nastepnego etapu syntezy peptydu.

h) Przytaczanie kolejnych chronionych reszt aminokwasowych:

Znajdujacy sie w reaktorku zywice wraz z przytgczona resztga ANB przemyto za pomocg DMF,
a nastepnie przystapiono do deprotekcji ostony Fmoc z grupy aminowej, w celu przytaczenia chronionej
pochodnej aminokwasowej alaniny.

Usuniecie ostony Fmoc:

DMF 1 x 5 minut, 20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty, 20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut.
Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.

Test chloranilowy:

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

Przytaczanie pochodnej aminokwasowe;j:

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

Po zakonhczeniu kazdego z acylowah stosowano cykl przemywan rozpuszczalnikami wedtug po-
danej procedury, a nastepnie przeprowadzono test chloranilowy na obecnos¢ wolnych grup aminowych
w roztworze.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.
Test chloranilowy:

Podczas testu przeprowadzonego po drugim acylowaniu ziarna zywicy byly bezbarwne, co po-
zwolito na przejscie do kolejnego etapu syntezy, jakim byto wprowadzenie kolejnej chronionej pochodne;
aminokwasowej — treoniny i czgsteczki kwasu 2-aminobenzoesowego. Procesy sprzegania odbyly sie
zgodnie z procedurg oméwiona wczesnie;j.

Testy przeprowadzone po przytaczeniu wyzej wymienionych reszt wykazaty wyniki pozytywne,
ziarna zywicy byty bezbarwne.

2. Usuwanie peptydu z nosnika

Po zakonczeniu syntezy amid peptydu ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB-NH2 usunieto z nosnika
wraz z jednoczesnym usunieciem oston bocznych za pomoca mieszaniny: TFA :fenol : woda : TIPS
(88:5:5:2, v/viviv) w kolbie okragtodennej na mieszadle magnetycznym.

Po uptywie 3 godzin zawartos¢ kolby odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem na lejkach
ze spiekiem Schotta z przemywaniem eterem dietylowym. Powstaty osad odwirowano na wiréwce
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SIGMA 2K30 (Laboratory Centrifuges) w czasie 20 minut. Osad otrzymany po wirowaniu rozpuszczono
w wodzie przy pomocy ultradzwiekdéw, a nastepnie poddano liofilizacji.

Tozsamoscé/charakterystyka nowego zwiazku — analiza HPLC, MS

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

Potwierdzono otrzymanie zwiazku.

Przyktad 2
Otrzymywanie zwiazku o wzorze: ABZ'-Thr?-Thr3-Ala*-Arg5-pNA8 (wzor 3).
Proces prowadzono w podobny sposéb jak opisano w przykfadzie 1, z tym, ze wykorzystano

odpowiednie pochodne aminokwasowe i dodatkowe podstawniki, a proces przeprowadzano czesciowo
w roztworze, a czesciowo na nosniku statym.

Otrzymanie p-nitroanilidu Ala

a) Pierwszym etapem syntezy byto otrzymanie chronionego peptydu, ktéry otrzymano metodg syn-
tezy w fazie statej z wykorzystaniem chemii Fmoc/tBu.

Zwiazek ABZ'-Thr(tBu)?-Thr(tBu)3-Ala*-OH, gdzie ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,
otrzymano na drodze syntezy chemicznej w fazie statej z wykorzystaniem nastepujgcych pochodnych
aminokwasowych:

Boc-ABZ, Fmoc-Thr(tBu), Fmoc-Ala.

Synteze zwigzku prowadzono na nosniku statym, zywicy 2-chloro-chlorotytylowej, np. firmy lIris
BIOTECH GMBH (Niemcy), o osadzeniu grup 1,6 mmol Cl/g.

Synteze zwigzku prowadzono manualnie z zastosowaniem wytrzasarki laboratoryjnej.
Przez wszystkie etapy reaktor stanowita strzykawka o pojemnosci 25 ml, zakoriczona spiekiem do syn-
tezy w fazie statej.

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

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 1 x 10 minut, IsOH 1 x 10 minut, DCM 1 x 10 minut.

Usuniecie ostony Fmoc:

DMF 1 x 5 minut, 20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty, 20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut.
Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.

Test chloranilowy:

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

Na tym etapie, po przeprowadzeniu testu, otrzymano zielone zabarwienie ziaren, ktére swiad-
czyto o obecnosci wolnych grup aminowych. Po potwierdzeniu usuniecia oston 9-fluorenylometoksykar-
bonylowych z Zywicy mozna byto przystapi¢ do kolejnego etapu, przytaczania pochodnej Fmoc-Ala.

b) Osadzenie Fmoc-Ala na nosniku statym

Pierwszym etapem syntezy biblioteki peptydowej bylo osadzenie Fmoc-Ala na 1 g zywicy.
Przed przylaczeniem pochodnej aminokwasowej przemyto zywice uzywana do reakcji nastepujgcymi
rozpuszczalnikami: DMF (dimetyloformamid), DCM (chlorek metylenu) i ponownie DMF, po czym usu-
nieto ostone Fmoc- z grupy funkcyjnej nosnika. Jeden cykl usuwania ostony Fmoc- obejmowat naste-
pujace etapy:

Usuniecie ostony Fmoc-:
20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty, 20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut.
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Przemywanie:
DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.
Test chloranilowy na obecnos$¢ wolnych grup aminowych:

Zywice z wolna grupg aminowg przemyto DMF. W osobnej kolbie rozpuszczono Fmoc-Ala w DMF
i dodano kolejno TBTU, DMAP, a na koniec diizopropyloetyloamine (DIPEA) w nastepujacych nadmia-
rach w stosunku do osadzenia polimeru: Fmoc-Pro/TBTU/DMAP/DEPEA, 3 :3:2:6. Tak przygotowana
mieszanine dodano do zywicy i mieszano przez 3 godziny. Zywice odsgczono pod zmniejszonym ci-
$nieniem, przemyto DMF, DCM i izopropanolem, a catg procedure acylowania powtérzono dwa razy.
Do przeprowadzenia kolejnych reakcji przytaczania Fmoc-Pro do zywicy zastosowano heksafluorofos-
foran O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N-tetrametylouroniowy (HATU), a potem heksafluorofosforan
O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetrametylouroniowy (HBTU). W ostatnim etapie zywice przemyto ko-
lejno DMF, DCM oraz izopropanolem i suszono na powietrzu.

c) Przytaczanie kolejnych chronionych reszt aminokwasowych:

Zywice wraz z przytgczong reszta Fmoc-Ala znajdujaca sie w reaktorku przemyto za po-
moca DMF, a nastepnie przystapiono do deprotekcji ostony Fmoc z grupy aminowej w celu przytaczenia
chronionej pochodnej aminokwasowej treoniny.

Usuniecie ostony Fmoc:

DMF 1 x 5 minut, 20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty, 20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut.
Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.

Test chloranilowy:

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

Przytaczanie pochodnej aminokwasowej:

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

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

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:
DMF 3 x 2 minuty, IsOH 3 x 2 minuty, DCM 3 x 2 minuty.
Test chloranilowy:

Ziarna zywicy podczas testu przeprowadzonego po drugim acylowaniu byty bezbarwne, co po-
zwolito na przejscie do kolejnego etapu syntezy, jakim byto wprowadzenie kolejnej chronionej pochodne;
aminokwasowej — treoniny i czasteczki kwasu 2-aminobenzoesowego. Procesy sprzegania odbyly sie
zgodnie z procedurg oméwiona wczesnie;j.

Testy przeprowadzone po przytaczeniu wyzej wymienionych reszt wykazaty wyniki pozytywne,
ziarna zywicy byty bezbarwne.

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

Po zakonczeniu syntezy chroniony peptyd ABZ-Thr(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH usunieto z nosnika
wraz z zachowaniem oston bocznych za pomocg mieszaniny: kwas octowy : TFE (trifluoroetanol) : DCM
(2:2:6, viviv) w kolbie okragtodennej na mieszadle magnetycznym.

Po uptywie 2 godzin zawartos¢ kolby odsgczono pod zmniejszonym ci$nieniem na lejkach
ze spiekiem Schotta z przemywaniem mieszaning $ciagajaca. Roztwor przemyto heksanem (1:10 v/v),
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie poddano liofilizacji.

e) Chemiczna synteza pochodnych paranitroanilidu Arg

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

f) Sprzeganie chronionego peptydu z para-nitroanilidem Arg(Pbf)

Chroniony peptyd ABZ'-Thr(tBu)?-Thr(tBu)*-Ala*-OH rozpuszczono w niewielkiej ilosci DCM,
po czym aktywowano za pomoca TFFH (tetrametylofluoroformamid) przez 30 minut w temperatu-
rze 0°C. Nastepnie dodano katalityczng ilos¢ DMAP oraz Arg(Pbf)-pNA. Reakcje prowadzono
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej, po czym odparowano rozpuszczalnik. Otrzymany roztwoér
zalano mieszaning $ciagajaca ostony boczne: TFA :fenol :woda : TIPS (88:5:5:2, v/v/v/v) i mieszano
w kolbie okragtodennej na mieszadle magnetycznym przez 3 godziny.

Po tym czasie do kolby dodano zimny eter dietylowy, a powstaty osad odwirowano na wiréwce
wysokoobrotowej przy 5 tys. obrotdw na minute w czasie 20 minut. Osad otrzymany po wirowaniu roz-
puszczono w wodzie przy pomocy ultradzwiekdéw, a nastepnie poddano liofilizacji.

Tozsamosé/charakterystyka nowego zwiazku — analiza HPLC, MS

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

Przyktad 3

Badanie zastosowania nowych zwigzkéw wykonano na grupie 10 chorych z diagnozg nowotworu
trzustki. W tym celu zwigzek o wzorze 2: ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB-NH: lub o wzorze 3: ABZ-Thr-Thr-
Ala-Arg-pNA rozpuszczono w dimetylosuflotienku (w stezeniu 0,5 mg/ml), a nastepnie 50 pl takiego
roztworu zmieszano z 120 pl buforu (200 mM Tris-HCI, pH 8,0) i 80 pl moczu osoby chorej na nowotwor
(raka) trzustki. Pomiar wykonano w ptytce 96 dotkowej przeznaczonej do pomiaru absorbancji, a kazda
probke analizowano w temperaturze 37°C w trzech powtdrzeniach. Czas trwania pomiaru wynosit 60 mi-
nut. W czasie pomiaru monitorowano dtugos¢ fali charakterystyczna dla uwalniajacego sie chromoforu
(ANB-NH:2 lub pNA) — przy dtugosci fali 405 nm (zakres 380—-430 nm).

W wyniku pomiaru zaobserwowano wzrost zabarwienia roztworu w czasie we wszystkich préb-
kach moczu pochodzacych od oséb z diagnoza nowotworu trzustki. Obserwowana wielkos¢ wzrostu
absorbancji w czasie jest rozna dla kazdej z badanych probek. Odmienny efekt uzyskano dla 15 probek
0soOb zdrowych, gdyz w zadnej z tych 15 badanych probek moczu nie zaobserwowano wzrostu absor-
bancji w zakresie diagnostycznym.

Jak pokazano na Figurze 4 analiza RP HPLC losowo wybranego systemu zawierajacego mocz
pochodzacego od osoby z diagnoza nowotworu trzustki wskazuje na to, ze zaréwno zwigzek o wzorze 2,
jak i o wzorze 3, rozpada sie na fragment peptydowy ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg i grupy chromoforowe,
w przypadku zwigzku o wzorze 2 — ANB-NH2, a w przypadku zwigzku o wzorze 3 — pNA. Analiza HPLC:
Substrat ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB-NH2 w buforze o sktadzie 200 mM Tris-HCI, pH 8,0. Wyniki tej ana-
lizy badanego zwigzku przedstawiono na Figurze 4.

Figura 1 wskazuje, ze wszystkie probki 1-10 ulegty rozpadowi, lecz w przypadku prébek 3
i 10 rozpad substratu, tj. zwiazku ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-ANB-NHz, zachodzi wydajniej niz w przy-
padku materiatéw 2 czy 9. Taki rezultat moze by¢ spowodowany réznicg w aktywnosci, jak i iloci
enzyméw odpowiedzialnych za proteolize. Ponadto Figura 1 wskazuje, 2e inkubacja roztworu
zwigzku o wzorze 2 z prébkami moczu pochodzacymi od oséb zdrowych (bez zdiagnozowanego
nowotworu) nie prowadzi do wzrostu absorbancji, a zatem nie zachodzi hydroliza badanego
zwiazku. Rezultat wskazuje na brak obecnosci enzyméw proteolitycznych charakterystycznych
dla nowotworu trzustki.

Podobny obraz otrzymano przy zastosowaniu zwigzku o wzorze 3: ABZ-Thr-Thr-Ala-Arg-pNA — zo-
bacz Figura 2.

Przeprowadzono pomiary zaleznoéci aktywnosci proteolitycznej od odczynu $srodowiska reakcji.

W wyniku tego eksperymentu stwierdzono, Ze w badanym materiale wystepuje co najmniej jeden enzym
wykazujacy maksimum aktywnosci w pH zasadowym (Fig. 3).
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Podsumowanie

Analiza potwierdzita przydatnos¢ zastosowania zwiazkéw wedtug przyktadéw w diagnostyce no-
wotworu trzustki. Mechanizm dziatania nowego zwiazku polega na jego hydrolizie enzymatycznej w ta-
kim miejscu, ktére prowadzi do uwolnienia wolnych czasteczek chromoforéw, odpowiednio ANB-NH:2
(amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego) lub pNA (para-nitroaniliny), ktére wykazuja absorbancije
przy dtugosci fali 320—480 nm, zwtaszcza 380-430 nm.

1.

Zastrzezenia patentowe

Zwiazek chemiczny — marker diagnostyczny — o wzorze ogélinym 1:
ABZ'-Thr2-Thr3-Ala*-Arg>-X8,

gdzie:

ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy,

X oznacza ANB-NH: lub pNA.

przy czym ANB-NHz oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego,

ANB oznacza kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy, a

pNA oznacza para-nitroaniline.

Sposoéb diagnozowania in vitro nowotworu trzustki, znamienny tym, ze zwigzek chemiczny

o wzorze ogolnym 1 jak zdefiniowano w zastrz. 1 inkubuje sie, w przedziale stezen 0,1-10 mg/ml,

korzystnie w stezeniu 1 mg/ml, w buforze pomiarowym o pH obojetnym lub zasadowym, korzystnie

fizjologicznym, z niewielka iloscia ludzkiego moczu, w zakresie proporcji 1:2 do 1:10,

korzystnie 1 :5, probki moczu do buforu pomiarowego, i mierzy sie intensywnos$¢ absorbanciji

w zakresie 300-500 nm, korzystnie 380—430 nm, w czasie 40—60 minut, w temperaturze

z przedziatu 25-40°C, korzystnie 36—38°C, przy czym wzrost intensywnosci absorbancji w ba-

danej prdobce wskazuje na obecnosé nowotworu trzustki.
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