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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy zwigzek chemiczny — marker diagnostyczny — do zastosowa-
nia medycznego, dokfadniej w diagnostyce nowotworowej, w szczegoinosci w diagnostyce raka ptuca.
Przedmiotem wynalazku jest takze sposéb in vitro wykrywania aktywnosci enzymatycznej obecnej
w ptynie ustrojowym osobnika, w szczegdlnosci pochodzacej z komoérek raka ptuca, z uzyciem takiego
zwigzku, sposob in vitro diagnozowania raka ptuca, z uzyciem takiego zwigzku, zestaw zawierajacy taki
zwigzek, taki zwigzek do zastosowania do wykrywania aktywnos$ci enzymatycznej swoistej dla raka
ptuca, taki zwigzek do zastosowania do diagnozowania raka ptuca, taki zwigzek do zastosowania jako
marker diagnostyczny raka ptuca.

Stan techniki

W roku 2020 na Swiecie na raka ptuca zachorowato ponad 2,2 min pacjentéw i byt on drugim
z najczestszych diagnozowanych nowotworéw ztosliwych na Swiecie. Raka ptuca charakteryzujg pdzne
objawy, bardzo szybki postep choroby i wysoka Smiertelno$¢. W roku 2020 stat sie on przyczyng Smierci
niemal 1,8 min pacjentéw. Do roku 2030 rak ptuca pozostanie najbardziej $miertelng chorobg nowotwo-
rowq. Wczesne stadium i zmiany przedrakowe w przebiegu raka ptuca nie wywotujg objawow. Z tego
powodu wczesne wykrycie choroby jest trudne i dochodzi do niego rzadko. U wiekszoSci chorych rak
ten wykrywany jest przypadkowo jako zmiana ogniskowa w czasie zdjecia rentgenowskiego wykonywa-
nego intencjonalnie lub z innych powoddéw. Rozpoznanie wigze sie z przezyciem 5-letnim jedynie na
poziome nizszym niz 20%. Obecnie pacjenci sg diagnozowani w p6znym stadium choroby, w ktérym
leczenie jest bardzo ograniczone. Wczesne wykrycie wigze sie z poprawg rokowania. Leczenie opera-
cyjne raka ptuca jest jedyng skuteczng metodg, ktéra moze doprowadzi¢ do wyleczenia tego nowotworu.
Niestety jedynie okoto 30% pacjentéw, u ktérych zostat rozpoznany rak ptuca, kwalifikuje sie do leczenia
chirurgicznego. Piecioletnie przezycie chorych poddawanych chirurgicznemu leczeniu o zatozeniu ra-
dykalnym wynosi 50%. Nie ma zadnego badania laboratoryjnego, w tym réwniez ,markera nowotworo-
wego”, ani zestawu badan, ktére pozwalatyby na wczesne i pewne rozpoznanie raka ptuca. W celu
efektywnej diagnostyki stosowane sg metody obrazowania takie jak zdjecie rentgenowskie, tomografia
komputerowa, rezonans magnetyczny lub pozytonowy rezonans magnetyczny, a w dalszej kolejnosci
biopsja guza. Niewielka populacja pacjentéow (5-10%) wykazuje zmiany w ekspresji okreslonych genéw
co predysponuje te grupe do testow genetycznych.

Wiadomo, ze proces inicjacji, wzrostu i przerzutowania komérek nowotworu zto$liwego przebiega
przy udziale wielu czynnikéw, w tym wielu enzyméw, w szczego6lnosci enzymoéw hydrolitycznych,
zwifaszcza proteolitycznych. Takie enzymy katalizujg rozpad enzymatyczny (hydrolityczny lub proteoli-
tyczny) biatek i peptydédw na mniejsze ich fragmenty. Proces ten umozliwia komdrkom nowotworowym
rozrost przez kolonizacje nowych tkanek, wzmozenie procesu tworzenia naczyn krwiono$nych (angio-
genezy), co umozliwia efektywne dostarczanie substancji odzywczych do guza nowotworowego. Po-
nadto, enzymy te powstajg takze w wyniku obumierania komoérek zdrowych na skutek procesu rozrostu
guza. Wszystkie te procesy tworzg charakterystyczny i swoisty profil aktywno$ci enzymatycznej (prote-
olitycznej) komérek nowotworowych, charakterystyczny dla guza nowotworowego.

Znane sg w dziedzinie chromogeniczne czgsteczki peptydowe, ktére ulegajg rozpadowi enzyma-
tycznemu na mniejsze fragmenty z powstaniem zmiany lub wzrostu zabarwienia badanego roztworu.
Ten efekt chromogeniczny jest nastepstwem uwalniania chromoforu (np. 4-anilidu lub kwasu 2-amino-
benzoesowego) z chromogenicznej czgsteczki peptydowe;.

Tego typu chromogeniczne czgsteczki peptydowe i ich zastosowania znane sg, przyktadowo,
z publikacji autorstwa Erlanger BF, Kokowsky N, Cohen W., “The preparation and properties of two new
chromogenie substrates of trypsin”, Arch Biochem Biophys., listopad 1961; 95:271-8 oraz Hojo K, Ma-
eda M, Iguchi S, Smith T, Okamoto H, Kawasaki K. Amino acids and peptides. XXXV. “Facile prepara-
tion of p-nitroanilide analogs by the solid-phase method”, Chem Pharm Bull (Tokyo), listopad 2000;
48(11): 1740-4.

Jak dotad nie opisano jednak zastosowania tej klasy zwigzkdéw w diagnostyce raka ptuca. W sta-
nie techniki znane sg takze sposoby otrzymywania peptyddéw chromogenicznych polegajgce na przyta-
czaniu poszczegoinych elementéw sktadowych w odpowiednich warunkach czasowych i stechiome-
trycznych. Taki proces przytgczania sktada sie z kolejnych etapow, w ktérych poszczegdine elementy
(pochodne aminokwasowe) sg przytgczane, pozostatosci odmywane i kolejno grupy ochronne usuwane
i ponownie przemywane. Taki cykl powtarzany jest dla kazdej reszty aminokwasowej. Otrzymany peptyd
oddzielany jest od zywicy poprzez reakcje w warunkach kwasowych. Kolejno roztwér oddzielany jest od
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Zywicy w procesie sgczenia, a nastepnie z otrzymanego roztworu peptyd wytrgcany jest rozpuszczalni-
kiem niepolarnym.

W stanie techniki nie sg znane jednakze ani chromogeniczne zwigzki peptydowe odpowiednie do
swoistego i wczesnego diagnozowania raka ptuca, ani sposoby ich otrzymywania.

W dziedzinie istnieje zatem pilne zapotrzebowanie na ,marker nowotworowy” raka ptuca, ktéry
pozwalatby na wczesne, czute i swoiste rozpoznanie raka ptuca w sposéb nieinwazyjny i wiarygodny
oraz na sposoby diagnostyczne i sposoby leczenia wykorzystujgce taki marker diagnostyczny.

Celem wynalazku jest zatem dostarczenia nowego, swoistego markera diagnostycznego raka
ptuca oraz sposob6éw diagnostycznych wykorzystujgcych taki marker do bezinwazyjnego, szybkiego,
czutego, swoistego, wczesnego wykrywania raka ptuca, ktéry bytby odpowiedni takze do badan prze-
siewowych, a takze sposobdéw leczenia wykorzystujgcych taki marker. Cele te zrealizowano dzieki wy-
nalazkom zdefiniowanym w zatgczonych zastrzezeniach patentowych, przy czym korzystne jego wa-
rianty zostaty zdefiniowane w zastrzezeniach zaleznych.

Krétki opis wynalazku
Przedmiotem niniejszego wynalazku jest zwigzek o wzorze 1:

X11-Tyr2-lle3-Phe4-Arg>-X26 (wzor 1),

przy czym X1 zawiera czgsteczke C1 lub skfada sie z takiej czgsteczki, a X2 zawiera czgsteczke
C2 lub sktada sie z takiej czgsteczki,

przy czym pare czgsteczek C1 i C2 stanowi para donora fluorescencji i akceptora fluorescenciji,

i przy czym zwigzek ten ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty X1-Tyr-lle-Phe-Arg-OH
(fragment 1) oraz X2 (fragment 2) z powstawaniem mierzalnego sygnatu optycznego poprzez separacje
przestrzenng czgsteczek C1i C2.

Taki zwigzek wedtug wynalazku ulega korzystnie rozpadowi hydrolitycznemu, korzystniej proteo-
litycznemu.

Korzystnie w zwigzku wedtug wynalazku para czgsteczek C1 i C2 jest wybrana jest z grupy skfa-
dajacej si z: kwasu 2-aminobeznoesowego (ABZ)/kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (ANB),
(ABZ)/pNA, ABZ/ANB-NH2, ABZ/DNP, ABZ/EDDNP, EDANS/DABCYL, TAM/DANSYL, ABZ/Tyr(3-
-NO»), korzystniej pare C1 i C2 stanowi (ABZ)/pNA lub ABZ/ANB-NH-.

Korzystnie zwigzek wedfug wynalazku stanowi zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-
-NH2 (wzdér 2) lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA (wz6r 3). Korzystniej zwigzek wedtug
wynalazku ulega rozpadowi hydrolitycznemu z powstaniem nastepujgcego fragmentu 1: ABZ-Tyr-lle-
-Phe-Arg-OH oraz fragmentu 2: ANB-NHz. Przedmiotem wynalazku jest ponadto sposéb in vitro wykry-
wania aktywnosci enzymatycznej obecnej w ptynie ustrojowym osobnika, pochodzacej z komoérek raka
ptuca, obejmujgcy:

a) kontaktowanie prébki ptynu ustrojowego ze zwigzkiem o wzorze 1:

X11-Tyr2-lle3-Phe4-Arg>-X26 (wzor 1),

przy czym X1 zawiera czgsteczke C1 lub skfada sie z takiej czgsteczki, a X2 zawiera czgsteczke
C2 lub sktada sie z takiej czgsteczki,

przy czym pare czgsteczek C1 i C2 stanowi para donora fluorescencji i akceptora fluorescenciji,

i przy czym wspomniany zwigzek ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty X1-Tyr-lle-
-Phe-Arg-OH (fragment 1) oraz X2 (fragment 2), i

b) wykrywanie mierzalnego sygnatu optycznego, ktéry powstaje poprzez separacje prze-

strzenng czgsteczek C1i C2.

W takim sposobie wykrywania aktywnosci enzymatycznej wedtug wynalazku aktywno$¢ enzyma-
tyczng stanowi korzystnie aktywno$é hydrolityczna, korzystniej aktywnos$¢ proteolityczna.

W takim sposobie wykrywania aktywnosci enzymatycznej wedtug wynalazku jako wspomniany
zwigzek korzystnie stosuje sie zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH2 (wzér 2) lub zwigzek
o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA (wz6r 3).

W takim sposobie wykrywania aktywnos$ci enzymatycznej wedtug wynalazku jako wspomniany
ptyn ustrojowy stosuje sie mocz, korzystnie mocz ludzki.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposob in vitro diagnozowania raka ptuca, w ktérym wykrywa
sie obecno$é lub nieobecnosé raka ptuca u osobnika poprzez pomiar w probce ptynu ustrojowego od
osobnika badanego aktywnosSci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca, przy czym brak wspomniane;j
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aktywnoséci enzymatycznej wskazuje na nieobecnos$é¢ raka ptuca, za$ obecno$é wspomnianej aktywno-
Sci enzymatycznej wskazuje na obecno$é raka ptuca, i przy czym do pomiaru wspomnianej aktywnosci
enzymatycznej stosuje sie zwigzek o wzorze 1:

X11-Tyr2-lle3-Phe-Args-X26  (wz6r 1),

przy czym X1 zawiera czgsteczke C1 lub skfada sie z takiej czgsteczki, a X2 zawiera czgsteczke
C2 lub sktada sie z takiej czgsteczki,

przy czym pare czgsteczek C1 i C2 stanowi para donora fluorescencji i akceptora fluorescenciji,

i przy czym wspomniany zwigzek ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty X1-Tyr-lle-
-Phe-Arg-OH (fragment 1) oraz X2 (fragment 2) z powstawaniem mierzalnego sygnatu optycznego po-
przez separacje przestrzenng czgsteczek C1i C2.

W takim sposobie wykrywania/diagnozowania raka ptuca wedtug wynalazku wykrywanie aktyw-
nosci enzymatycznej przeprowadza sie sposobem wykrywania aktywnos$ci enzymatycznej jak okreslono
powyze;.

W takim sposobie wykrywania/diagnozowania raka ptuca wedtug wynalazku wspomniang prébke
ptynu ustrojowego korzystnie inkubuje sie ze wspomnianym zwigzkiem w buforze pomiarowym o pH
obojetnym lub pH zasadowym, korzystnie fizjologicznym, w zakresie proporcji 1:2 do 1:10 korzystnie
1:5 prébki do buforu pomiarowego.

W takim sposobie wykrywania/diagnozowania raka ptuca wedtug wynalazku wspomniany zwig-
zek korzystnie stosuje sie w stezeniu 0,1-10 mg/ml, w szczegd6lnosci 0,25-7,5 mg/ml. W takim sposobie
wykrywania/diagnozowania raka ptuca wedtug wynalazku jako wspomniany zwigzek korzystnie stosuje
sie zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-
-pNA

W takim sposobie wykrywania/diagnozowania raka ptuca wedtug wynalazku jako wspomniang
prébke korzystnie stosuje sie probke moczu, korzystniej moczu ludzkiego.

W takim sposobie wykrywania/diagnozowania raka ptuca wedtug wynalazku pomiar wspomnianej
aktywnoséci enzymatycznej korzystnie obejmuje pomiar intensywnos$ci absorbancji w zakresie 300—
500 nm, korzystniej 380—-430 nm, w szczegdlnosci 405 ran, w czasie 40-60 minut, w temperaturze
Z przedziatu 25-40°C, korzystniej 36—38°C. Przedmiotem wynalazku jest ponadto zestaw zawierajgcy
dowolny zwigzek wedtug wynalazku jak okreslono powyzej i bufor pomiarowy.

W takim zestawie wedtug wynalazku zwigzek korzystnie stanowi zwigzek o wzorze 2. ABZ-Tyr-
-lle-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

Przedmiotem wynalazku jest takze dowolny zwigzek wedtug wynalazku jak okreslono powyzej do
zastosowania do wykrywania aktywnosci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez z dowolny zwigzek wedtug wynalazku jak okreslono powy-
zej do zastosowania do diagnozowania raka ptuca.

Korzystnie w takim zastosowaniu diagnozowanie raka ptuca obejmuje wykrywanie pierwotnego
raka ptuca, wykrywanie choroby resztkowej po resekcji chirurgicznej raka ptuca i/lub wykrywanie
wznowy raka ptuca.

Korzystnie zwigzek w takich zastosowaniach wedtug wynalazku stanowi zwigzek o wzorze 2:
ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto dowolny zwigzek wedtug wynalazku jak okreslono powyzej
do zastosowania jako marker diagnostyczny do wykrywania raka ptuca. Korzystnie jako taki zwigzek do
zastosowania jako marker diagnostyczny wedtug wynalazku stanowi zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-
-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

Zgodnie z wynalazkiem opisano tu sposob leczenia raka ptuca, w ktérym

a) wykrywa sie obecno$é aktywnosci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca dowolnym sposo-

bem jak okreslono powyzej w prébce ptynu ustrojowego od osobnika badanego, i

b) gdy we wspomnianej prébce stwierdzi sie wystepowanie wspomnianej aktywnos$ci enzyma-

tycznej, podejmuje sie leczenie raka ptuca u osobnika.

W takim sposobie leczenia, po zakonczeniu leczenia zgodnie z punktem b), mozna przeprowa-
dzaé monitorowanie wspomnianej aktywnos$ci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca w okreslonych
odstepach czasu.

W takim sposobie leczenia jako prébke mozna stosowaé probke moczu, na przyktad moczu ludz-
kiego.
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W takim sposobie leczenia jako wspomniany zwigzek mozna stosowac¢ zwigzek o wzorze 2:
ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

Szczego6towy opis wynalazku

Nalezy rozumieé¢, ze niniejszy wynalazek jest zdefiniowany w zatgczonych zastrzezeniach.
Niniejszy opis ilustruje r6zne, nieograniczajgce, wykonania wynalazku i przyktady jego realizacji. Niniej-
szy wynalazek nie ogranicza sie do jakiejkolwiek konkretnej metodologii, protokotu czy odczynnikéw
stosowanych do jego realizaciji, o ile nie wskazano inaczej. Zastosowane pojecia oraz okre$lenia nau-
kowe i techniczne majg znaczenia powszechnie znane i stosowane przez specjalistow w dziedzinie
niniejszego wynalazku. Dla wyjasnienia jednak nastepujgce okres$lenia i skroty zastosowane w opisie
i zastrzezeniach patentowych, nalezy rozumie¢ nastepujgco:

Zwigzek chromogeniczny lub inaczej czgsteczka chromogeniczna oznacza zwigzek posiadajgcy
wiasciwosci chromogeniczne. Wtasciwosci chromogeniczne oznaczajg zdolno$¢ zwigzku do tworzenia
produktu barwnego.

Zwigzek fluorescencyjny lub inaczej czgsteczka fluorogeniczna oznacza zwigzek posiadajgcy
wiasciwosci fluorogeniczne. Wtasciwosci fluorogeniczne oznaczajg zdolno$¢ zwigzku do tworzenia pro-
duktu emitujgcego fluorescencije.

NMP to N-metylopirolidon; DMF to dimetyloformamid; DCM to chlorek metylenu, inaczej dichlo-
rometan; pNA to 4-nitroanilina, inaczej para-nitroanilina; ABZ to kwas 2-aminobeznoesowy, ANB-NH>
to amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego; Boc to grupa tert-butyloksykarbonylowa; Fmoc to grupa
9-fluorenylometoksykarbonylowa; za$ TFA to kwas trifluorooctowy.

W kontekscie niniejszego wynalazku pojecie rak ptuca nalezy rozumiec¢ jako rak (nowotwor zto-
Sliwy) pierwotny ptuca rozwijajacy sie z tkanek znajdujacych sie w ptucach. Rakiem ptuca jest najcze-
Sciej rak niedrobnokomorkowy (ok. 90%); rzadziej drobnokomérkowy. Stosowane tu pojecie rak ptuca
obejmuje zatem wszelkie nowotwory zto$liwe ptuca rozwijajgce sie z tkanek znajdujgcych sie w ptucach.

W konteksScie niniejszego wynalazku pojecie diagnozowanie raka ptuca nalezy rozumie¢ jako roz-
poznanie tej choroby, w szczegdlnosci na jej wczesnym etapie, na ktérym inne metody diagnostyczne
sg zbyt mato czute lub/i swoiste. W stosowanym tu znaczeniu diagnozowanie raka ptuca obejmuje takze
wykrywanie choroby resztkowej po chirurgicznym wycieciu raka ptuca oraz wykrywanie wznowy raka
ptuca po wcze$niej zakoficzonym leczeniu raka ptuca.

W konteksScie niniejszego wynalazku pojecie leczenie raka ptuca nalezy rozumiec¢ jako leczenie
na wczesnym etapie rozwoju choroby, pozwalajgce na istotne wydtuzenie czasu przezycia oraz po-
prawe jakosci zycia chorych.

W kontekscie niniejszego wynalazku pojecie monitorowanie nalezy rozumie¢ jako diagnostyke
choroby resztkowej (ang. Minimal Residual Disease (MRD)) — obecnos$ci matej liczby przetrwatych w or-
ganizmie (w trakcie leczenia lub w remisji) komérek nowotworowych, w iloSciach niewykrywanych stan-
dardowo stosowanymi metodami diagnostycznymi.

W kontekscie niniejszego wynalazku pojecie osobnik nalezy rozumie¢ jako cztowieka lub ssaka,
u ktérego podejrzewa sie wystepowanie raka ptuca, ewentualnie jako cztowieka lub ssaka nalezgcego
do grupy zwiekszonego ryzyka wystgpienia raka ptuca, albo cztowieka lub ssaka po resekcji raka ptuca,
lub po zakonczonym leczeniu raka ptuca. Osobnikiem jest korzystnie cztowiek.

Zwigzki wedtug wynalazku majg wiasciwosci chromogeniczne dzieki obecnosci chromofora oraz
fluorogeniczne, tj. zawierajg czasteczki donora i akceptora fluorescencji. Dzieki swojej budowie, opra-
cowanej w taki sposob, ze obserwowany jest wzrost barwy w przedziale dtugoséci fali 380—440 nm swoi-
Scie w wyniku kontaktu badanej probki ptynu ustrojowego od osobnika badanego z rakiem pfuca,
a jednoczesnie nie jest obserwowany taki efekt w reakcji z probkg ptynu ustrojowego osobnika zdrowego
lub z diagnozg innego typu nowotworu, zwigzki te pozwalajg na wykrywanie aktywnos$ci enzymatycznej
swoistej dla raka ptuca, a w szczegélnosci diagnozowanie raka ptuca w sposéb swoisty i czuty, réwniez
na wczesnym etapie rozwoju tego raka. Osobnikiem badanym jest korzystnie cztowiek. Ptynem ustro-
jowym jest korzystnie mocz, korzystniej ludzki.

W pierwszym aspekcie niniejszego wynalazku dostarczony jest nowy zwigzek chemiczny o wzo-
rze 1:

X11-Tyr2-lle3-Phe4-Arg>-X26 (wzor 1),

przy czym X1 stanowi pochodna aminokwasowa lub fragment peptydowy zawierajgcy czasteczke
C1 lub X1 skfada sie z takiej czasteczki 1 a X2 stanowi pochodna aminokwasowa lub fragment pepty-
dowy zawierajacy czasteczke C2 lub X1 sktada sie z takiej czgsteczki C2, przy czym pare czgsteczek
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C1 i C2 stanowi para donora fluorescenciji i akceptora fluorescencji. Cyfry w indeksie géornym oznaczajg
kolejne pozycje reszt w zwigzku wedtug wynalazku oraz kolejno$¢ ich dotgczania podczas syntezy.
Zgodnie z niniejszym wynalazkiem mozna w tym kontek$cie wymiennie stosowaé takze zapis wzoru 1
bez podawania numeracji reszt. Rdzen wszystkich zwigzkéw wedtug wynalazku stanowi tetrapeptyd
0 wskazanej sekwencji 4 aminokwasow (Tyr-lle-Phe-Arg), ktdérg przedstawiono takze w Wykazie se-
kwencji jako sekwencje nr 1.

Zwigzek wedtug ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty X1-Tyr-lle-Phe-Arg-OH (frag-
ment 1) oraz X2 (fragment 2) z powstawaniem mierzalnego sygnatu optycznego poprzez separacje
przestrzenng czgsteczek C1 i C2. Taki mierzalny sygnat optyczny jest mierzony sposobem pomiaru
zmiany absorpcji/fluorescencji po rozpadzie enzymatycznym zwigzku. Korzystnie czgsteczki C1iC2 sg
rozdzielone od siebie nie wiecej niz 10 resztami aminokwasowymi, co zapewnia wydajne wygaszanie
donora fluorescenciji przez akceptor fluorescencji. Dla znawcy oczywistym jest, ze kluczowym czynni-
kiem jest odlegto$¢ pomiedzy donorem i akceptorem fluorescenciji. Zatem, w przypadkach, gdy sekwen-
cja aminokwasowa oddzielajgca czgsteczke C1 i C2 jest zwinieta w skrecong lub skondensowang struk-
ture drugorzedowg, skutkujgcg zblizeniem czasteczek C1 i C2 w stosunku do struktury pierwszorzedo-
wej, odlegto$¢ miedzy czgsteczkami C1 i C2 moze byé wieksza niz 10 reszt aminokwasowych.

Taki zwigzek, dzieki swoim wiasciwosciom chromogenicznym oraz posiadaniu miejsca reaktyw-
nego w pozycji 5 pozwalajgcego na rozpad enzymatyczny (korzystnie proteolityczny) na mniejsze frag-
menty, jest szczeg6lnie odpowiedni do stosowania go jako marker diagnostyczny, w szczegélnosci swo-
isty marker diagnostyczny raka ptuca, w szczeg6inos$ci do zastosowania we wczesnym wykrywaniu raka
ptuca.

W korzystnych wykonaniach zwigzek wedtug wynalazku ulega rozpadowi hydrolitycznemu, ko-
rzystniej proteolitycznemu.

W korzystnych wykonaniach para czgsteczek C1 i C2 jest wybrana jest z grupy sktadajgce;j sie z:
kwasu 2-aminobeznoesowego (ABZ)/kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (ANB), (ABZ)/pNA,
ABZ/ANB-NHz, ABZ/DNP, ABZ/EDDNP, EDANS/DABCYL, TAM/DANSYL, ABZ/Tyr(3-NO2), przy czym
korzystniej pare czasteczek C1 i C2 stanowi ABZ/pNA lub ABZ/ANB-NH>.

W korzystnych wykonaniach zwigzek wedtug wynalazku stanowi:

zwigzek o wzorze 2:

ABZ'-Tyr?-lle3-Phe*-Arg>-ANBS-NH: (wzdr 2), lub
zwigzek o wzorze 3 :
ABZ'-Tyr2-lle3-Phe?-Argd-pNA® (wzor 3),

w ktérych ABZ oznacza kwas 2-aminobenzoesowy, ANB-NH2 oznacza amid kwasu 5-amino-2-
-nitrobenzoesowego, za$ pNA oznacza 4-aniline.

Taki zwigzek ulega korzystniej rozpadowi hydrolitycznemu z powstaniem nastepujgcego frag-
mentu 1: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-OH oraz fragmentu 2: ANB-NH2 w przypadku zwigzku o wzorze 2, za$
w przypadku zwigzku o wzorze 3 z powstaniem nastepujgcego fragmentu 1: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-OH
oraz fragmentu 2: pNA. Fragmenty 2 stanowig zatem chromofory w postaci wolne;.

Separacja przestrzenna czasteczek C1 i C2 bedgca nastepstwem rozpadu enzymatycznego
zwigzku wedtug wynalazku powoduje powstanie mierzalnego sygnatu optycznego, poniewaz fluore-
scencja emitowana z donora fluorescencji nie jest juz wygaszana przez akceptor fluorescenciji. Taki
mierzalny sygnat optyczny mozna wykrywac korzystnie przy dtugosci fali 300-500 nm, korzystniej
380-430 nm.

Zwiagzki wedtug wynalazku mozna otrzymywaé znanymi sposobami. Przyktadowo mozna je otrzy-
mac z zastosowaniem sposobu otrzymywania peptydéw chromogenicznych polegajgcego na prowa-
dzeniu procesu na nosniku w postaci zywicy, posiadajgcej grupe Fmoc, ktérg usuwa sie w trakcie pro-
wadzenia reakcji. Przyktadowo moze to byé zywica amidowa, np. TentaGel S RAM lub RinkAmide, ale
mozna takze zastosowaé dowolng inng zywice dostepng na rynku. Uzywana zywica do prowadzenia
tego procesu powinna zosta¢ odpowiednio przygotowana. Przygotowanie tej zywicy polega na zwiek-
szeniu jej objetosci poprzez wielokrotne przemywanie rozpuszczalnikami hydrofobowymi. Korzystnie
stosuje sie zywice o0 osadzeniu 0,23 mmol/g. Z zywicy tej nalezy usungé grupe ochronng Fmoc poprzez
przemywanie 20% roztworem rozpuszczalnika.

Nastepnie, znane procesy otrzymywania peptydéw chromogenicznych obejmujg przytgczanie po-
szczegOllnych elementéw skfadowych w odpowiednich warunkach czasowych i stechiometrycznych.
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Ten proces przytgczania sktada sie z kolejnych etapéw, w ktoérych poszczegéine elementy (pochodne
aminokwasowe) sg przytaczane, pozostatosci odmywane i kolejno grupy ochronne usuwane i ponownie
przemywane. Taki cykl powtarzany jest dla kazdej reszty aminokwasowej. Otrzymany peptyd oddzie-
lany jest od zywicy poprzez reakcje w warunkach kwasowych. Nastepnie roztw6r oddzielany jest od
Zywicy w procesie sgczenia, a nastepnie z otrzymanego roztworu peptyd wytrgcany jest rozpuszczalni-
kiem niepolarnym. Uzyskany w ten sposob osad peptydu jest wirowany.

Przyktadowy, szczegétowy ale nieograniczajacy, sposob syntezy zwigzkéw wediug wynalazku

opisano ponizej i w przyktadzie 1 ponizej.

Sposbb syntezy zwigzkéw wedtug wynalazku polega na tym, ze proces prowadzi sie na nosniku

w postaci zywicy, korzystnie posiadajacej grupe Fmoc, przy czym nosnik przed rozpoczeciem procesu
przygotowuje sie poprzez zwiekszenie jego objetosci przez wielokrotne przemywanie rozpuszczalni-
kami hydrofobowymi, korzystnie dimetyloformamidem, chlorkiem metylenu lub N-metylopirolidonem,
i usuniecie grupy ochronnej Fmoc, korzystnie poprzez przemywanie 10-30% roztworem piperydyny,
w rozpuszczalnikach, takich jak dimetyloformamid, chlorek metylenu lub N-metylopirolidon. Nastepnie
przeprowadza sie sposéb w kolejnych etapach:

a) osadzenie kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego ANB (lub innego chromoforu odpowied-
niego do zastosowania zgodnie z wynalazkiem jak zdefiniowano w zastrzezeniach) na zywicy
poprzedza sie przemyciem no$nika 3—6% roztworem N-metylomorfoliny (NMM) w DMF, a na-
stepnie DMF, po czym przygotowuje sie roztwér ANB w DMF, do ktérego dodaje sie kolejno
TBTU, DMAP, a na koniec diizopropyloetyloamine (DIPEA) w nastepujgcych nadmiarach
w stosunku do osadzenia polimeru: ANB/TBTU/DMAP/DIPEA, 3:3:2:6, tak przygotowang
mieszanine dodaje sie do zywicy i miesza sie do uzyskania jednorodnos$ci, po czym zywice
odsgcza sie pod zmniejszonym ciSnieniem i przemywa rozpuszczalnikami, takimi jak DMF,
DCM i izopropanolem, a nastepnie kontynuuje sie przytaczanie ANB do zywicy poprzez za-
stosowanie heksafluorofosforanu O-(7-azabenzotriazol-1-ilo)-N,N,N’,N-tetrametylouronio-
wego (HATU), a potem heksafluorofosforanu O-(benzotriazol-1-ilo)-N,N,N’,N-tetrametylou-
roniowego (HBTU) w ilosciach nadmiarowych, a po zakonczeniu przemywa sie nos$nik kolejno
DMF, DCM oraz izopropanolem i tagodnie suszy sie;

b) przytgczanie reszty aminokwasowej do ANB prowadzi sie poprzez reakcje z pochodng ami-
nokwasowg Fmoc-Arg(Pbf)-OH, przy czym co najmniej pieciokrotny nadmiar molowy po-
chodnej aminokwasowej w stosunku do zywicy rozpuszcza sie w bezwodnej pirydynie i kon-
taktuje sie z zywicg z osadzonym ANB, po czym cato$¢ chtodzi sie do temperatury nie nizszej
niz -20°C, a nastepnie dodaje sie POCIs w stosunku 1:1 do uzytej ilodci pochodnej amino-
kwasowej i cato$¢ miesza sie, po czym proces mieszania prowadzi sie w temperaturze poko-
jowej, a nastepnie w podwyzszonej temperaturze, za$ po zakonczeniu reakcji zywice odsa-
cza sie pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywa sie DMF oraz MeOH i tagodnie suszy sie,
po czym uzyskany zwigzek przejsciowy poddaje sie procesowi acylowania przytgczajgc ko-
lejno fragment:Tyr-lle-Phe;

c) acylowanie uzyskanego zwigzku przej$ciowego prowadzi sie przy zastosowaniu pochodnej
aminokwasowej, korzystnie Fmoc-Phe-OH, i kolejno Fmoc-lle-OH, nastepnie Fmoc-Tys(tBu)-
-OH i w koncowym etapie syntezy Boc-Abz-OH, przy czym acylowanie prowadzi sie etapowo
od reszty 6 do 1 zwykorzystaniem diizopropylokarbodiimidu jako srodka sprzegajgcego, ktory
stosuje sie w nadmiarze, a po zakonczeniu kazdego etapu zywice przemywa sie DMF, i ko-
rzystnie podaje testowi chloroanilowemu (test na obecno$é wolnych grup aminowych), w kté-
rym monitoruje sie przytgczenia pochodnej aminokwasowej;

d) wusuniecie grupy ochronnej Fmoc prowadzi sie poprzez przemywanie roztworem 10-30%
piperydyny w DMF i kolejnymi przemywaniami kazdym z rozpuszczalnikéw: DMF, izopropa-
nolem i chlorkiem metylenu,

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

f) przygotowanie gotowego produktu przeprowadza sie poprzez rozpuszczenie peptydu w wo-
dzie przy pomocy ultradzwiekdéw, a nastepnie poddaje liofilizacji.



8 PL 244819 B1

W drugim aspekcie niniejszego wynalazku dostarczony jest sposéb in vitro wykrywania aktywno-
Sci enzymatycznej, korzystnie proteolitycznej, obecnej w ptynie ustrojowym osobnika, w szczego6Inosci
pochodzacej z komoérek raka ptuca, obejmujacy a) kontaktowanie probki ptynu ustrojowego ze zwigz-
kiem wedtug wynalazku i b) wykrywanie mierzalnego sygnatu optycznego, ktéry powstaje poprzez se-
paracje przestrzenng czgsteczek obecnych w zwigzku wedtug wynalazku C1 i C2. W korzystnym wyko-
naniu tego aspektu osobnikiem badanym jest w takim przypadku cztowiek. W innym korzystnym wyko-
naniu tego aspektu ptynem ustrojowym jest mocz, w szczegolnosci ludzki.

W korzystnym wykonaniu tego aspektu stosuje sie zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-
-ANB-NH:2 lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

W trzecim aspekcie niniejszego wynalazku dostarczony jest sposéb in vitro diagnozowania raka
ptuca, w ktorym wykrywa sie obecnos$¢ lub nieobecno$é raka ptuca u osobnika poprzez pomiar w prébce
ptynu ustrojowego od osobnika badanego aktywnos$ci enzymatycznej, swoistej dla raka ptuca, przy
czym brak wspomnianej aktywnos$ci enzymatycznej wskazuje na nieobecno$é raka ptuca, za$ obecnosé
wspomnianej aktywnos$ci enzymatycznej wskazuje na obecno$é raka ptuca, i przy czym do pomiaru
w probce ptynu ustrojowego od osobnika badanego aktywnos$ci enzymatycznej jak okresSlono powyzej
stosuje sie dowolny zwigzek wediug wynalazku jak okre$lono powyzej. Takie wykrywanie aktywnosSci
enzymatycznej korzystnie przeprowadza sie z zastosowaniem sposobdw wykrywania aktywnosci enzy-
matycznej jak oméwiono powyzej. W korzystnym wykonaniu tego aspektu osobnikiem jest cziowiek.
W korzystnym wykonaniu tego aspektu ptynem ustrojowym jest mocz, w szczegélnosci ludzki. W ko-
rzystnym wykonaniu tego aspektu aktywno$é enzymatyczng swoistg dla raka ptuca stanowi aktywno$é
proteolityczna. W korzystnym wykonaniu tego aspektu stosuje sie zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-
-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

Ponadto, w korzystnym wykonaniu tego aspektu pomiar wspomnianej aktywno$ci enzymatycznej
w sposobach weditug wynalazku obejmuje pomiar intensywnos$ci absorbanciji w zakresie 300-500 nm,
korzystnie 380—-430 nm, zwtaszcza 405 nm, w czasie 40-60 minut, w temperaturze w zakresie 25-40°C,
korzystnie 36-38°C. Dzieki, czemu otrzymuje sie maksymalnie intensywny mierzalny optyczny sygnat
wynikajgcy ze wzrostu absorbancji lub fluorescencji.

Ponadto, w korzystnych wykonaniach wspomnianych sposobdéw wedtug wynalazku prowadzi sie
pomiar wspomnianej aktywnos$ci enzymatycznej z zastosowaniem zwigzku wedtug wynalazku w zakre-
sie stezen 0,1-10 mg/ml, korzystniej w stezeniu 1 mg/ml. w korzystnych wykonaniach wspomnianych
sposobéw wedtug wynalazku badang probke inkubuje sie ze zwigzkiem wediug wynalazku w buforze
pomiarowym o pH obojetnym lub zasadowym, korzystnie fizjologicznym, z prébkg ptynu ustrojowego,
korzystnie ludzkiego moczu, w zakresie proporcji 1:2 do 1:10, korzystnie 1:5 prébki (np. moczu) do
buforu pomiarowego. Prébka korzystnie pochodzi od osoby skierowanej do diagnozy raka ptuca. Ko-
rzystnie mierzy sie intensywnos$¢ absorbancji w zakresie 300—500 nm, korzystnie 380-430 nm, zwiasz-
cza 405 nm, w czasie 40-60 minut, w temperaturze w zakresie 25-40°C, korzystnie 36-38°C. W po-
wyzszych warunkach otrzymujemy maksymalnie intensywny mierzalny sygnat optyczny wynikajgcy ze
wzrostu absorbancji lub fluorescencji.

W czwartym aspekcie niniejszy wynalazek dostarcza zestaw zawierajgcy dowolny zwigzek we-
dtug wynalazku i bufor pomiarowy. Bufory pomiarowe znane sg w dziedzinie, przy czym odpowiedni do
zastosowania w zestawie wedtug wynalazku bufor to na przyktad, ale nieograniczajaco, bufor Tris-HCI.
W korzystnym wykonaniu w takim zestawie wedtug wynalazku wspomniany zwigzek stanowi zwigzek
o0 wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA.

W pigtym aspekcie niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek wedtug wynalazku do zastosowania
do wykrywania aktywnosci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca. W szdstym aspekcie niniejszy wyna-
lazek dostarcza zwigzek wedtug wynalazku do zastosowania do diagnozowania raka ptuca. Korzystnie
diagnozowanie raka ptuca obejmuje zgodnie z wynalazkiem wykrywanie pierwotnego raka ptuca, wy-
krywanie choroby resztkowej po resekcji chirurgicznej raka ptuca i/lub wykrywanie wznowy raka ptuca
po zakonczonym wczesniej leczeniu raka ptuca.

W sibdmym aspekcie niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek wedtug wynalazku do zastosowania
jako marker diagnostyczny do wykrywania raka ptuca. W korzystnych wykonaniach tego aspektu takim
zwigzkiem jest zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-
-lle-Phe-Arg-pNA
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Opisano tu rowniez sposéb leczenia raka ptuca, w ktérym

a) wykrywa sie obecno$é aktywnos$ci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca dowolnym sposo-
bem wedtug wynalazku jak okre$lono powyzej w prébce ptynu ustrojowego od osobnika ba-
danego, i

b) gdy we wspomnianej prébce stwierdzi sie wystepowanie wspomnianej aktywnos$ci enzyma-

tycznej, podejmuje sie leczenie raka ptuca u osobnika.

W jednym wariancie takiego sposobu leczenia po zakonczeniu leczenia zgodnie z punktem b),
mozna przeprowadzaé monitorowanie wspomnianej aktywnosci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca
w okre$lonych odstepach czasu jak wiadomo w dziedzinie, np. co tydzien, co kilka tygodni, co miesigc,
co kilka miesiecy, co rok lub w dowolnych innych odstepach uznanych przez specjaliste za stosowne,
celem wykrywania choroby resztkowej po resekcji chirurgicznej raka ptuca lub pojawienia sie wznowy.
Ponadto, w jednym wariancie takiego sposobu leczenia jako prébke do badania mozna stosowac probke
moczu, korzystnie moczu ludzkiego. W innym wariancie takiego sposobu leczenia jako wspomniany
zwigzek mozna stosowaé zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: (wzér 2) lub zwigzek
o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA (wz6r 3).

Zalety niniejszego wynalazku polegajg na dostarczeniu nowego zwigzku chemicznego o wtasci-
woséciach sprawiajgcych, ze nadaje sie on do zastosowania do czutego i swoistego wykrywania aktyw-
nosci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca, do zastosowania jako biomarker diagnostyczny do wykry-
wania raka ptuca, do zastosowania do szybkiego, bezinwazyjnego diagnozowania raka ptuca, pozwa-
lajacego przy tym na wykrywanie raka ptuca na wczesnym etapie jego rozwoju. Kolejng zaletg jest to,
ze sposoby diagnostyczne wedtug wynalazku mogg byé z powodzeniem stosowane w badaniach prze-
siewowych. Daje to mozliwo$é wykonania petnej diagnostyki na wczesnym etapie rozwoju nowotworu
i w konsekwencji skuteczniejszego leczenia. Wczesne rozpoznanie daje mozliwo$é leczenia operacyj-
nego, ktére znaczgco wydtuza przezycie pacjenta. Jest to takze istotne w przypadku monitorowania
skutecznoéci przeprowadzonego leczenia chirurgicznego i/lub chemioterapeutycznego raka ptuca,
dzieki mozliwosci wykrywania choroby resztkowej lub ewentualnej wznowy.

Niniejszy wynalazek zostanie teraz zilustrowany na ponizszych figurach i w ponizszych przykta-
dach, ktére jednak nie majg na celu ograniczenia w zaden spos6b zakresu wynalazku zdefiniowanego
w zastrzezeniach patentowych.

Kroétki opis figur

Fig. 1 przedstawia wyniki analizy chromatograficznej rozpadu substratu, tj. ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-
ANB-NH2, w prébce moczu od osobnika z rakiem ptuca.

Fig. 2 przedstawia stopien hydrolizy substratu — ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH> — w probkach
moczu ze zdiagnozowanym rakiem ptuca (prébki 1-50) i moczu pochodzacych od oséb zdrowych
(1Z2-25Z2). Cyfry arabskie oznaczajg numer wybranej prébki moczu.

Fig. 3 przedstawia selektywno$é hydrolizy substratu — ABZ'-Tyr2-1le3-Phe“-Arg5-ANBS-NH: (tj.
zwigzku o wzorze 2) w probkach moczu ze zdiagnozowanym rakiem ptuca (prébka 1) i moczu pocho-
dzacym od o0séb z diagnozg innej choroby nowotworowej (probki 2—9). Cyfry arabskie oznaczajg numery
poszczegbinych rodzajow nowotworéw. Badane prébki dla kazdego rodzaju nowotworu pochodzity od
réznych pacjentéow dla kazdego z badanych nowotworéw. Wyniki oznaczajg Srednie wartosci dla po-
szczegOlnych rodzajéw nowotwordw. Wyniki te wykazujg selektywnos$¢ rozpadu substratu wobec moczu
pacjentéw z rakiem ptuca wzgledem prébek moczu od pacjentéw chorych na inne nowotwory.

Fig. 4 przedstawia zalezno$¢ stopnia hydrolizy substratu, tj. ABZ'-Tyr2-1le3-Phe*-Arg5-ANB®-NHz,
od $rodowiska pH.

Przyktady

Wynalazek ilustrujg nastepujgce przyktady wykonania, niestanowigce jednak jego ograniczenia.
O ile nie wskazano inaczej, w ponizszych przyktadach stosowano znane i/lub komercyjnie dostepne
urzadzenia, metody, warunki reakcji, odczynniki i zestawy, takie jakie powszechnie stosuje sie w dzie-
dzinie, do ktérej nalezy niniejszy wynalazek i jakie sg zalecane przez wytwércéw odpowiednich odczyn-
nikéw i zestawow.

Przyktad 1: Synteza zwigzku wedtug wynalazku

W przyktadzie tym przedstawiono synteze reprezentatywnego zwigzku wedtug niniejszego wyna-
lazku, mianowicie zwigzku: ABZ'-Tyr2-1le3-Phe“-Arg5-ANB®-NH,. Pozostate peptydy wedtug wynalazku
mozna zsyntetyzowaé w analogiczny sposob. Cyfry w indeksie gérnym oznaczajg kolejne pozycje reszt
w zwigzku wedtug wynalazku oraz kolejno$¢ ich dotgczania podczas syntezy. Zwigzki wedtug wynalazku
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mozna zamiennie przedstawiaé analogicznym wzorem bez podawania pozycji reszt, co nie zmienia ko-
lejnosci reszt w zwigzkach wedtug wynalazku, gdyz pozostaje ona bez zmian.

1. Otrzymanie peptydu chromogenicznego

a) Pierwszym etapem syntezy byto otrzymanie peptydu chromogenicznego ktéry otrzymano me-
todg syntezy w fazie statej — na no$niku statym — z wykorzystaniem chemii Fmoc/tBu, czyli z uzyciem
oston.

Zwigzek o sekwenciji ABZ'-Tyr2-lle3-Phe*-Arg>-ANBS-NH>, gdzie ABZ oznacza kwas 2-aminoben-
zoesowy, a ANB-NH: oznacza amid kwasu 5-amino-2-benzoesowego, zas ANB to kwas 5-amino-2-
-benzoesowy, otrzymano na drodze syntezy chemicznej w fazie statej z wykorzystaniem nastepujgcych
pochodnych aminokwasowych.

Boc-ABZ, Fmoc-Tyr(tBU), Fmoc-lle, Fmoc-Phe, Fmoc-Arg(Pbf).

Synteze zwigzku wedtug wynalazku, czyli markera diagnostycznego do wykrywania raka ptuca,
prowadzono na no$niku statym umozliwiajgcym przeksztatcenie kwasu 5-amino-2-beznoesowego
w amid ANB-NH2, mianowicie zywicy amidowej TentaGel S RAM firmy RAPP Polymere (Niemcy)
0 osadzeniu 0,23 mmol/g. Mozna jednakze zastosowaé dowolng inng zywice amidowa, np. Rink Amide
(Niemcy).

Synteze zwigzku prowadzono w spos6b manualny z zastosowaniem wytrzgsarki laboratoryjnej.
Przez wiekszo$¢ etapow reaktorami byta strzykawka zakonczona spiekiem do syntezy w fazie statej
0 pojemnosci 25 ml.

Wszystkie otrzymywane koncowe zwigzki zawieraty w swojej sekwencji w pozycji 1, czyli na
N-koncu, kwas 2-aminobenzoesowy (ABZ), za§ w pozycji 6, czyli na C-koncu, czasteczke kwasu
5-amino-2-nitrobenzoesowego (ANB). ABZ petni tu role donora fluorescencji, natomiast ANB — kwas
5-amino-2-benzoesowy peti role wygaszacza fluorescenciji i jednoczes$nie chromoforu. Peptydy w swo-
jej sekwencji zawieraty co najmniej i korzystnie jedno miejsce reaktywne zlokalizowane pomiedzy resz-
tami aminokwasowymi Asp-ANB-NH>, tj. w pozycji 5 zwigzku. Synteze polegajgca na przytgczaniu po-
chodnych aminokwasowych prowadzi sie od reszty 6 do 1, czyli od korica C do N.

b) Osadzenie ANB na zywicy TentaGel S RAM:

Synteze peptydéw wykonano na zywicy TentaGel S RAM firmy Rapp Polymere o osadzeniu
0,23 mmol/g. W pierwszym etapie przygotowano zywice, w tym dokonano spulchnienia zywicy poprzez
cykl przemywan. Kolejno przystgpiono do usuniecia z no$nika ostony grupy aminowej Fmoc za pomocg
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 —
strzykawki — do szklanej amputki, do ktérej nastepnie dodano 100 ul 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 Swiadczyto
0 obecnosci wolnych grup aminowych. Po potwierdzeniu usuniecia oston 9-fluorenylometoksykarbony-
lowych z zywicy mozna byto przystgpi¢ do kolejnego etapu, przytaczania pochodnej ANB (kwasu
5-amino-2-nitrobenozesowego).

d) Osadzenie kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego na no$niku statym:

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

Usuniecie ostony Fmoc-:
20% piperydyna w NMP 1 x 3 minuty; 20% piperydyna w NMP 1 x 8 minut.
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e) Przemywanie

DMF 3 x 2 minuty; ISOH 3 x 2 minuty; DCM 3 x 2 minuty.

f) Test chloranilowy:

Zywice z wolng grupg aminowg przemyto 5% roztworem N-metylomorfoliny (NMM) w DMF, a na-
stepnie DMF. Procedure usuwania ostony Fmoc- oraz cykl przemywan przeprowadzono w naczynku
Merrifielda. W osobnej kolbie rozpuszczono ANB w DMF i dodawano kolejno TBTU, DMAP, a na koniec
diizopropyloetyloamine (DIPEA) w nastepujgcych nadmiarach w stosunku do osadzenia polimeru:
ANB/TBTU/DMAP/DIPEA, 3:3:2:6 v/v/v/v. Tak przygotowang mieszanine dodano do zywicy i mieszano
przez 3 godziny. Zywice odsgczono pod zmniejszonym ci$nieniem, przemyto DMF, DCM i izopropano-
lem, a catg procedure acylowania powtdrzono dwa razy. Do przeprowadzenia kolejnych reakcji przyta-
czania ANB do zywicy zastosowano heksafluorofosforan-O-(7- azabenzotriazol-1-ilo)-N,N,N’,N-tetra-
metylouroniowy (HATU), a potem heksafluorofosforan-O-(benzotriazol-1-ilo)-N,N,N’,N'-tetrametylouro-
niowy (HBTU). W ostatnim etapie zywice przemyto kolejno DMF, DCM oraz izopropanolem i suszono
na powietrzu.

g) Przylaczenie C-koncowej reszty aminokwasowej (Fmoc-Asp(OtBu)) do ANB:

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

W kolejnym etapie przytaczono reszte w pozycji P2(Fmoc-Phe).

Wszystkie przytgczania reszt aminokwasowych poprzedzono przemywaniem zywicy za pomocg
DMF przez 5 minut. W kolejnych przytagczaniach stosowano diizopropylokarbodiimid jako $rodek sprze-
gajacy. Procedure powtarzano dwukrotnie.

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

Cykl przemywan rozpuszczalnikami:

DMF 3 x 2 minuty; ISOH 3 x 2 minuty; DCM 3 x 2 minuty.

Test chloranilowy:

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

h) Przytgczanie kolejnych chronionych reszt aminokwasowych:

Zywice wraz z przylgczonym fragmentem ANB-Arg(Pbf) — znajdujaca sie w reaktorku przemyto
za pomocg DMF, a nastepnie przystapiono do deprotekcji ostony Fmoc z grupy aminowej w celu przy-
faczenia chronionej pochodnej aminokwasowej Phe.

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 $wiadczyto
zielone zabarwienie ziaren zywicy. Pozwolito to na rozpoczecie kolejnego etapu — przytgczania reszty
aminokwasowej Fmoc-lle-OH.

Przytagczanie pochodnej aminokwasowej

Wykonywane sprzegania poprzedzono przemywaniem zywicy w DMF. Podczas przytgczania
chronionej reszty seryny sktad mieszaniny sprzegajacej pozostawat bez zmian. Po zakonczeniu kaz-
dego z acylowan stosowano cykl przemywan rozpuszczalnikami wedtug podanej procedury, a nastepnie
przeprowadzono test chloranilowy na obecno$é wolnych grup aminowych w roztworze.

Cykl przemywan rozpuszczalnikami
DMF 3 x 2 minuty; ISOH 3 x 2 minuty; DCM 3 x 2 minuty.
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Test chloranilowy:

Ziarna zywicy podczas testu przeprowadzonego po drugim acylowaniu byty bezbarwne, co po-
zwolito na przejScie do kolejnego etapu syntezy, jakim byto wprowadzenie kolejnej chronionej pochodnej
aminokwasowej — Fmoc-Tyr(tBu) i czasteczki kwasu 2-aminobenzoesowego. Procesy sprzegania od-
byly sie zgodnie z procedurg oméwiong wczesniej.

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

2. Usuwanie peptydu z no$nika

Po zakonczeniu syntezy amid peptydu ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH: usunieto z no$nika wraz
Z jednoczesnym usunieciem osfon bocznych za pomocg mieszaniny: TFA:fenol:.woda: TIPS (88:5:5:2,
viviviv) w kolbie okragtodennej na mieszadle magnetycznym.

Po uptywie 3 godzin zawarto$¢ kolby odsgczono pod zmniejszonym ciSnieniem na lejkach ze
spiekiem Schotta przemywajgc eterem dietylowym. Powstaty osad odwirowano na wirédwce SIGMA
2K30 (Laboratory Centrifuges) w czasie 20 minut. Osad otrzymany po wirowaniu rozpuszczano w wo-
dzie przy pomocy ultradzwiekdw, a nastepnie poddano liofilizacji. W analogiczny sposéb mozna prze-
prowadzi¢ otrzymywanie pozostatych zwigzkéw wedtug niniejszego wynalazku.

Potwierdzenie tozsamosci/charakterystyke nowego zwigzku wedtug wynalazku przeprowadzono
z zastosowaniem analizy HPLC. Warunki tej analizy HPLC byly nastepujgce: 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. Przeprowadzona analiza potwierdzita otrzymanie zwigzku wedtug
wynalazku.

Przykfad 2: Badanie wiasciwosci peptydu wedtug wynalazku jako markera nowotworowego

Badanie aktywno$ci nowych zwigzkéw wedtug wynalazku wykonano na grupie 20 chorych z dia-
gnoza raka ptuca z wykorzystaniem reprezentatywnego zwigzku wedtug wynalazku. Mechanizm dzia-
fania zwigzkéw wedtug wynalazku, w tym reprezentatywnego zwigzku o wzorze 2, polega na swoistym
rozpadzie enzymatycznym, doktadniej hydrolizie enzymatycznej, w takim miejscu, ktére prowadzi do
uwolnienia wolnych czgsteczek chromoforéw, odpowiednio, ANB-NH> (amidu kwasu 5-amino-2-nitro-
benzoesowego) w przypadku zwigzku o wzorze 2 lub pNA (para nitroanilidu) w przypadku zwigzku
o wzorze 3, ktore wykazujg absorbancje przy dtugosci fali 320-480 nm, zwtaszcza 380—-430 nm,
w szczegollnosci 405 nm. Pozostate zwigzki wedtug wynalazku cechujg sie analogicznym mechani-
zmem dziatania. W tym celu reprezentatywny zwigzek wedtug wynalazku, ABZ'-Tyr?-lle3-Phe*-Arg>-
ANBS-NHz2, rozpuszczono w dimetylosuflotlenku (w stezeniu 0,5 mg/ml), a nastepnie 50 ul takiego roz-
tworu zmieszano z 120 pl buforu (200 mM Tris-HCI, pH 8,0) i 80 yul moczu osoby chorej na raka ptuca.
Pomiar wykonano w ptytce 96 dotkowej przeznaczonej do pomiaru absorbanc;ji, a kazdg prébke anali-
zowano w trzech powtdérzeniach w temperaturze 37°C. Czas trwania pomiaru wynosit 60 minut. W cza-
sie pomiaru monitorowano dtugo$¢ fali charakterystyczng dla uwalniajgcego sie chromoforu (ANB-NH>)
przy diugosci fali 405 nm (zakres 380-430 nm).

Jak pokazano na Fig. 1 analiza RP HPLC losowo wybranego systemu zawierajgcego mocz po-
chodzgcy od osoby z diagnozg raka ptuca wskazuje na to, ze zwigzek wedtug wynalazku rozpada sie
na fragment peptydowy ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-OH i grupe chromoforowg zwigzku (ANB-NH>).

W wyniku pomiaru wzrost zabarwienia roztworu w czasie zaobserwowano we wszystkich prob-
kach moczu pochodzacych od 0s6b z diagnozg raka ptuca. Obserwowana wielko$¢ wzrostu absorbanc;i
w czasie jest r6zna dla kazdej z badanych prébek. Odmienny efekt uzyskano dla 20 prébek os6b zdro-
wych, gdyz w zadnym z 20 badanych prébek moczu nie zaobserwowano wzrostu absorbancji w zakresie
diagnostycznym.

Przeprowadzane badania wskazujg, ze wszystkie probki 1-50 od osdb chorych na raka ptuca
ulegly rozpadowi, lecz w przypadku prébek 7 i 16 rozpad substratu, tj. ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NHz,
zachodzit mniej wydajnie niz w przypadku prébek 50 czy 42 (Fig. 2). Taki rezultat moze by¢ spowodo-
wany réznicg w aktywnosci, jak i ilosci enzymdw odpowiedzialnych za rozpad enzymatyczny (proteo-
lize). Ponadto wyniki przedstawione w ponizszej Tabeli 1 wskazuja, ze inkubacja roztworu substratu —
zwigzku wedtug wynalazku — z prébkami moczu pochodzgcymi od oséb zdrowych (bez zdiagnozowa-
nego nowotworu, oznaczone cyframi arabskimi kolejno od 1Z do25Z) nie prowadzi do wzrostu absor-
bancji, a zatem nie zachodzi hydroliza badanego zwigzku. Rezultat wskazuje na brak obecnosci enzy-
mow proteolitycznych swoistych / charakterystycznych dla raka ptuca.
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Tabela 1. Wyniki analizy absorbancji

1 0,027400 [ 0,026000 | 0,02650
2 0,039100 | 0,038900 | 0,04120
3 0,015200 | 0,016600 | 0,01560
4 0,009900 | 0,010300 | 0,01060
5 0,015200 | 0,015500 | 0,01600
6 0,013700 | 0,024600 | 0,02420
7 0,001500 | 0,001700 | 0,00200
8 0,003200 | 0,003100 | 0,00360
9 0,026000 | 0,029400 | 0,02500
10 0,040300 | 0,073800 | 0,05600
11 0,019500 | 0,019000 | 0,01880
12 0,005600 | 0,006800 | 0,00620
13 0,063000 | 0,063300 | 0,06320
14 0,018000 | 0,017600 | 0,01790
15 0,015000 | 0,013900 | 0,01460
16 0,001500 | 0,001600 | 0,00200
17 0,009600 | 0,009500 | 0,01020
18 0,010400 | 0,019000 | 0,01560
19 0,004000 | 0,001200 | 0,00360
20 0,044300 | 0,029960 | 0,03600
21 0,021500 | 0,022000 | 0,02560
22 0,030100 | 0,034900 | 0,03500
23 0,073200 | 0,048300 | 0,06500
24 0,006400 | 0,002600 | 0,00490
25 0,070300 | 0,054900 | 0,06200
26 0,149000 | 0,104900 | 0,10300
27 0,100500 | 0,107800 | 0,10600
28 0,061300 | 0,076500 | 0,07200
29 0,020300 | 0,021800 | 0,02500
30 0,159500 | 0,154300 | 0,15600
3] 0,034600 | 0,030600 | 0,03600
32 0,014570 | 0,018600 | 0,01590

13
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33 0,070000 | 0,062500 | 0,06870
34 0,042100 | 0,024300 | 0,03600
35 0,040200 {0,071400 | 0,06320
36 0,004600 | 0,005700 | 0,00498
37 0,058000 | 0,065000 | 0,06200
38 0,019400 | 0,017410 | 0,01850
39 0,055900 | 0,018000 | 0,03650
40 0,057200 | 0,030850 | 0,04690
4] 0,013800 | 0,016300 | 0,01560
42 0,154300 | 0,197600 | 0,17500
43 0,036600 | 0,046500 | 0,04260
44 0,077300 | 0,040500 | 0,05600
45 0,098300 | 0,149600 | 0,11200
46 0,022900 | 0,021100 | 0,02360
47 0,110800 | 0,109400 | 0,10960
48 0,011600 | 0,015400 | 0,01430
49 0,071400 | 0,081200 | 0,07900
50 0,158800 | 0,186700 | 0,01760
12 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
2Z 0,000000 ! 0,000000 | 0,00000
3Z 0,000000 | 0,600000 | 0,00000
47 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
hY4 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
6Z 0,000000 | 0,000000 ( 0,00000
72 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
87. 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
97 0,000000 1 0,000000 | 0,00000
10Z 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
117 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
127 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
132 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
147. 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
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152 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
162 0,00000¢ | 0,000000 | 0,00000
172 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
182 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
192 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
20Z 0,000000 [ 0,000000 | 0,00000
217 0,000000 { 0,000000 | 0,00000
224 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
237 0,0600000 | 0,000000 | 0,00000
247 0,000000 | 0,000000 | 0,00000
257. 0,000000 | 0,000000 | 0,00000

Ponadto, przeprowadzano badania selektywnos$ci rozpadu substratu, tj. zwigzku wedtug wyna-
lazku, w zalezno$ci od badanego raka. Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono na Fig. 3
i wskazujg one, ze badany substrat, tj. ABZ'-Tyr2-1le3-Phe*-Arg>-ANBS-NH>, inkubowany z prébkami po-
chodzgcymi od pacjentéw z diagnozg poszczegdinych nowotworéw: raka jadra, jelita, nerki, prostaty,
trzustki, drég zo6tciowych, ptuca, jajnika odbytnicy nie rozpada sie i nie powoduje wzrostu absorbancji
we wskazanym zakresie. Badane prébki kazdorazowo stanowity mieszanine 20 prébek otrzymanych
dla kazdego z badanych nowotworéw. Wskazuje to na selektywno$¢ rozpadu zwigzkéw wedtug wyna-
lazku, ktéra sprawia, ze nadajg sie one do swoistego wykrywania aktywnos$ci enzymatycznej swoistej
wobec raka ptuca oraz swoistego diagnozowania raka ptuca.

W tabeli 2 ponizej przedstawiono wyniki pomiaréw uzyskane dla trzech powtdrzen kazdej z probek.

Tabela 2. Wyniki analizy selektywno$ci rozpadu

zoladek 0 0 0
jelito grube 0 0 0
nerka 0 0 0
prostata 0 0 0
pecherz moczowy 0 0 0
trzustka 0 0 0
jajnik 0 0 0
watroba 0 0 0
ptuco 0,05416 | 0,06476 0,0487

Ponadto przeprowadzono pomiary zaleznoSci aktywnoSci proteolitycznej reprezentatywnego
zwigzku wedtug wynalazku od odczynu Srodowiska reakcji. W wyniku tego eksperymentu stwierdzono,
ze w badanym materiale wystepuje co najmniej jeden enzym wykazujgcy maksimum aktywnosci w pH
zasadowym (Fig. 4).

Przeprowadzone analizy potwierdzity przydatno$¢ zwigzkéw wedtug wynalazku w czutym i swoi-
stym wykrywaniu aktywnosci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca, a tym samym ich przydatnosci
takze do swoistego diagnozowania raka ptuca, jak rébwniez jako markera diagnostycznego raka ptuca.
Mechanizm dziatania zwigzkéw wedtug wynalazku polega na ich swoistym rozpadzie enzymatycznym
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w takiej pozyciji, ktéra prowadzi do uwolnienia wolnych czgsteczek chromo foréw, co powoduje powsta-
nie mierzalnego sygnatu optycznego, ktéry mozna wykorzystywaé do celéw diagnostycznych, w szcze-
golnosci w diagnozowaniu raka ptuca zgodnie z niniejszym wynalazkiem.

WYKAZ SEKWENCJI
<110> URTESTE S.A.
<120> Nowy marker diagnostyczny raka ptuca
<130> 17P49597PL00
<160> 1
<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1

2l1>4

<212> PRT

<212> Homo sapicns
<400> °

Tyr lle Phe Arg

Zastrzezenia patentowe

1. Zwigzek o wzorze 1:
X1'-Tyr2-lle3-Phe*-Arg>-X26 (wzér 1),

przy czym X1 zawiera czgsteczke C1 lub sktada sie z takiej czgsteczki, a X2 zawiera czg-
steczke C2 lub sktada sie z takiej czgsteczki,

przy czym pare czasteczek C1 i C2 stanowi para donora fluorescencji i akceptora fluorescen-
Cji, i przy czym zwigzek ten ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty X1-Tyr-lle-Phe-
-Arg-OH (fragment 1) oraz X2 (fragment 2) z powstawaniem mierzalnego sygnatu optycznego
poprzez separacje przestrzenng czgsteczek C1i C2.

2. Zwigzek wedtug zastrz. 1, ktory to zwigzek ulega rozpadowi hydrolitycznemu, korzystnie pro-
teolitycznemu.

3. Zwigzek wedtug zastrz. 1 albo 2, w ktérym to zwigzku para czgsteczek C1 i C2 jest wybrana
jest z grupy skfadajgcej sie z: kwasu 2-aminobeznoesowego (ABZ)/kwasu 5-amino-2-nitrobenzo-
esowego (ANB), (ABZ)/pNA, ABZ/ANB-NH:, ABZ/DNP, ABZ/EDDNP, EDANS/DABCYL,
TAM/DANSYL, ABZ/Tyr(3-NO»), korzystnie pare C1 i C2 stanowi ABZ/pNA lub ABZ/ANB-NH.

4. Zwigzek wedtug jednego z zastrzezen 1 do 3, ktéry to zwigzek stanowi zwigzek wzorze 2:
ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH2 (wz6r 2) lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA
(wzor 3).

5. Zwigzek wedtug zastrz. 4, ktéry to zwigzek ulega rozpadowi hydrolitycznemu z powstaniem
nastepujagcego fragmentu 1: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-OH oraz fragmentu 2: ANB-NHo.

6. Sposob in vitro wykrywania aktywnos$ci enzymatycznej obecnej w ptynie ustrojowym osobnika,
pochodzacej z komdrek raka ptuca, obejmujgcy:

a) kontaktowanie probki ptynu ustrojowego ze zwigzkiem o wzorze 1:

X11-Tyr2-lle*-Phe-Args-X28  (wz6r 1),
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przy czym X1 zawiera czasteczke C1 lub skfada sie z takiej czgsteczki, a X2 zawiera
czasteczke C2 lub sktada sie z takiej czgsteczki,
przy czym pare czasteczek C1 i C2 stanowi para donora fluorescenciji i akceptora fluore-
scencji,
i przy czym wspomniany zwigzek ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty
X1-Tyr-lle-Phe-Arg-OH (fragment 1) oraz X2 (fragment 2), i
b) wykrywanie mierzalnego sygnatu optycznego, ktéry powstaje poprzez separacje prze-
strzenng czgsteczek C1i C2.
Sposob in vitro wedtug zastrz. 6, w ktérym aktywno$é enzymatyczng stanowi aktywnos$é hy-
drolityczna, korzystnie aktywnos$¢ proteolityczna.
Sposob in vitro wedtug zastrz. 6 albo 7, w ktérym jako wspomniany zwigzek stosuje sie zwig-
zek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH:2 (wzér 2) lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-
-Phe-Arg-pNA (wz6r 3).
Sposo6b wedtug jednego z zastrz. 6 do 8, w ktérym jako wspomniany ptyn ustrojowy stosuje
sie mocz, korzystnie mocz ludzki.
Sposab in vitro diagnozowania raka ptuca, w ktérym wykrywa sie obecnos$¢ lub nieobecnos$é
raka ptuca u osobnika poprzez pomiar w prébce ptynu ustrojowego od osobnika badanego
aktywnos$ci enzymatycznej swoistej dla raka ptuca, przy czym brak wspomnianej aktywnosci
enzymatycznej wskazuje na nieobecnos¢ raka ptuca, za$ obecnosé wspomnianej aktywnosci
enzymatycznej wskazuje na obecno$é raka ptuca, i przy czym do pomiaru wspomnianej ak-
tywnosci enzymatycznej stosuje sie zwigzek o wzorze 1:

X1'-Tyr2-lle3-Phe*-Arg>-X2°8 (wzér 1),

przy czym X1 zawiera czgsteczke C1 lub sktada sie z takiej czgsteczki, a X2 zawiera czg-
steczke C2 lub sktada sie z takiej czgsteczki,

przy czym pare czasteczek C1 i C2 stanowi para donora fluorescencji i akceptora fluorescen-
cji,

i przy czym wspomniany zwigzek ulega rozpadowi enzymatycznemu na fragmenty X1-Tyr-lle-
-Phe-Arg-OH (fragment 1) oraz X2 (fragment 2) z powstawaniem mierzalnego sygnatu optycz-
nego poprzez separacje przestrzenng czgsteczek C1i C2.

Sposo6b wedtug zastrz. 10, w wykrywanie aktywnos$ci enzymatycznej przeprowadza sie spo-
sobem jak okreslono w jednym z zastrz. 6 do 9.

Sposo6b wedtug jednego z zastrz. 10 do 11, w ktérym wspomniang probke ptynu ustrojowego
inkubuje sie ze wspomnianym zwigzkiem w buforze pomiarowym o pH obojetnym lub pH za-
sadowym, korzystnie fizjologicznym, w zakresie proporcji 1:2 do 1:10 korzystnie 1:5 probki do
buforu pomiarowego.

Sposo6b wedtug jednego z zastrz. 10 do 12, w ktérym wspomniany zwigzek stosuje sie w ste-
zeniu 0,1-10 mg/ml, w szczegéblnosci 0,25-7,5 mg/ml.

Sposob wedtug zastrz. 10 do 13, w ktérym jako wspomniany zwigzek stosuje sie zwigzek
o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH:2 (wzér 2) lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-
Arg-pNA(wzor 3).

Sposo6b wedtug jednego z zastrz. 10 do 14, w ktdérym jako wspomniang probke stosuje sie
probke moczu, korzystnie moczu ludzkiego.

Sposob, wedtug jednego z zastrz. 10 do, 15, w ktérym pomiar wspomnianej aktywnos$ci enzy-
matycznej obejmuje pomiar intensywnosci absorbancji w zakresie 300-500 nm, korzystnie
380-430 nm, w szczego6Inosci 405 nm, w czasie 40-60 minut, w temperaturze z przedziatu
25-40°C, korzystnie 36-38°C.

Zestaw zawierajgcy zwigzek jak okreslono w jednym z zastrz. 1 do 5 i bufor pomiarowy.
Zestaw wedtug zastrz. 17, w ktérym zwigzek stanowi zwigzek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-
-Arg-ANB-NH2 (wz6r 2) lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA (wzér 3).

Zwigzek jak okreslono w jednym z zastrz. 1 do 5 do zastosowania do wykrywania aktywnosci
enzymatycznej swoistej dla raka ptuca.

Zwigzek jak okreslono w jednym z zastrz. 1 do 5, do zastosowania do diagnozowania raka
ptuca.
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Zwigzek do zastosowania wedtug zastrz. 20, w ktérym diagnozowanie raka ptuca obejmuje
wykrywanie pierwotnego raka ptuca, wykrywanie choroby resztkowej po resekgji chirurgiczne;j
raka ptuc i/lub wykrywanie wznowy raka ptuca.

Zwigzek do zastosowania wedtug jednego z zastrz. 19 do 21, w ktérym zwigzek stanowi zwig-
zek o wzorze 2: ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-ANB-NH:2 (wzér 2) lub zwigzek o wzorze 3: ABZ-Tyr-lle-
-Phe-Arg-pNA (wz6r 3).

Zwigzek jak okreslono w jednym z zastrz. 1 do 5 do zastosowania jako marker diagnostyczny
do wykrywania raka ptuca.

Zwigzek do zastosowania wedtug zastrz. 23, ktéry to zwigzek stanowi zwigzek o wzorze 2:
ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg ANB-NH:z (wzér 2) lub zwigzek o wzorze 3. ABZ-Tyr-lle-Phe-Arg-pNA
(wzor 3).
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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