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(57) Anotace:

Toto feSeni se tyka zplisobu detekee a lokalizace malignich
tumord a jejich metastaz ve tkénich lidského t&la, které ve stavu
zdravi a pii chronickém zanétu bez neoplastickych podminek
neobsahuji vyznamna mnoZstvi neurotenzinovych receptord,
picen tento zpiisob zahrnuje /i/ podéni dotyném lovéku
prostiedku, ktery se sklada z radioaktivné znaeného peptidu v
mnozstvi dostatujicim pro externi zobrazovani zvoleného ze
skupiny zahrnujici neurotenzin /NT/, agonisty neurotenzinovych
receptort, antagonisty neurotenzinovych receptord, analoga
neurotenzinu a derivaty neurotenzinu, a nasledné /ii/ podrobeni
doty&ného ¢loveka externimu zobrazovani skenovanim
radiocaktivity nebo zobrazovéani magnetickou rezonancf, aby se
urdila cilova mista v tle dotygného Slovéka. Toto feSent se déle
tyka zplisobu terapeutické 16¢by feCenych malignich tumort
podénim vyse definovaného peptidu znateného k tomuto Gcelu a
diferencialng diagnostického stanoveni a detekoee specifického
typu tumoru /tj. karcinom vyvodu exokrinniho pankreatw/
pankreatu. Toto feSeni se také tyka farmaceutického prostiedku
pro pouziti pro detekei, farmaceutického prostiedku pro pouiti v
terapii a kitu pro pfipravu radiofarmaceutického prostredku.
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Zpisob detekce a lokalizace lidskych malignich tumoru

Oblast techniky

Tento vyndlez se tykd zplsobu detekce a lokalizace
malignich tumort a jejich metastdz ve tkénich lidského té&la.
Tento vyndlez se dale tykd terapeutického o3etfovani té&chto
naddora v té&le doty&ného <&lovéka. Tento vyndlez se také tyka

farmaceutického prost¥edku k pouZiti p¥i té&chto zplsobech.

Dosavadni stav techniky

Neurotenzin (NT) je neuropeptid, ktery zpusobuje mnoho
u¢inkl v gastrointestinalnim traktu a v mozku a je znam jiZ
mnoho let. Neurotenzin byl studovan nékolika skupinami,
pfedev3im jeho bé&zZnad funkce u teplokrevnych Zivolichi a
lidi. Dale je v oboru zndmo, Ze neurotenzinové receptory se
nachazeji u nékolika nddorovych bunék, Jjako napfiklad u
lidského karcinomu tlustého stfeva a lidskych ﬁeningom&,
umisténych v nebo kolem takovych tké&ni (tlusté strevo,
mozek), které ve stavu zdravi obsahuji neurotenzinové
receptory (viz napfiklad mezindrodni patentova pfihlaska
WO 95/22341).

Radioaktivné znaceny oktreotid obsahujici osm
aminokyselinovych zbytkl Jje posledni dobou obchodné dostupny
pod obchodnim ndzvem OctreoScan® 111. Toto diagnostikum,
zna&ené In, je specificky urdeno ke =zobrazovani tumoru,
zv145té tumorl biisSnich (MDDI Reports: The Gray Sheet, 14,
k publikovani 2.listopadu 1992).




Av3ak bylo =2zji3téno, Ze mnoho <&asto vyskytujicich se
malignich tumor®, Jjako napfiklad adenokarcinomy vyvodu
pankreatu, nelze detekovat a lokalizovat pouZitim

radicaktivné& znaleného oktreotidu.

Postata vynalezu

Cilem tohoto vynélezu je poskytnout zplusob detekce a
lokalizace 1lidskych malignich tumorl a Jejich metastaz
v lidském té&le, zv1a5té Casto se vyskytujicich tumorl vyvodu
pankreatu.

Takovy zpusob by mé&l byt G&innym prostfedkem nejen
v diagnostice té&chto tumort, ale také v podpofe jejich
u¢inné 1é¢by. Aby bylo moZné dosdhnout specifické 1éc&by
k ovlivnédni té&chto tumorl, je detekce a lokalizace téchto
tumord a 2zvla3t& Jjejich metastadz v Casném stadiu jejich
vyvoje skute&né€ nanejvyd dllezZitd. Na 1latku, kterd se

pouZiva v tomto diagnostickém zplsobu, musi byt kladeny

rizné pozZadavky, jako napfiklad netoxicnost, zadny
nepfiznivy vliv na odolnost hostitele a/nebo na
terapeutickou 1éCbu, snadna detekovatelnost a vysoka

selektivita. Tato poZadovanad vysokd selektivita znamena, :Ze
poté, co se vpravi do té&la, se diagnostickd latka musi vice
hromadit v cilovych detekovanych ¢&i zobrazovanych tumorech,
neZ v okolnich tkanich. Tato selektivita, tj. porovnatelné
3i1n&j8i koncentrace diagnostické 1latky v cilovych tumorech
ve srovnani s tkanémi necilenymi, umoZfiuje uZivateli presné
diagnostikovat malignitu. Diagnostickd 1latka by se méla
oznalit, aby byla detekovatelnd =z vnéjsSku téla, prednostné
radionuklidem nebo atomem paramagnetického kovu.

Radioaktivni =zaFeni se miZe dfivéjsim zplsobem detekovat




pouZitim vhodného (skenovaciho) detektoru. Moderni zplsoby
pouzivaji v této oblasti emisni tomografii, pouzZivaji-li se
izotopy vyzaFujici gama z&Feni, miZe se pouZit tak zvana
jednofotonovd emisni vypoletni tomografie (SPECT). Pouziti
paramagnetickych diagnostickych latek umoziiuje detekci

zobrazovanim metodou magnetické rezonance.

VysSe definovaného cile podle tohoto vyndlezu Jje moZné
dosadhnout zplsobem detekce a lokalizace malignich tumorl a
jejich metastaz ve tkénich 1lidského té&la, které ve stavu
zdravi neobsahuiji vyznamna mnozstvi neurotenzinovych

receptorl, pktilemZ tento zplsob zahrnuje

(1) podani doty&nému <&lovéku prostfedku, ktery se sklada
z peptidu v mnoZstvi dostadujicim pro externi
zobrazovani zvoleného ze skupiny zahrnujici neurotenzin
(NT), agonisty neurotenzinovych receptort, antagonisty
neurotenzinovych  receptort, analoga neurotenzinu a

derivaty neurotenzinu, p¥ifemZ Feleny peptid je znaleny

(a) radioaktivnim izotopem kovu zvolenym ze skupiny
zahrnujici °"rc, ?%pp, 8%Ga, %®ca, 'as, Yi1n,

Wnpy - 9%Ry, S%cu, %cu, %%Fe, *™Mn a °'Cr, nebo
(b) atomem paramagnetického kovu zvolenym ze skupiny
zahrnujici Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb,

Gd, Tb, Dy, Ho a Er, nebo

(¢c) radioaktivnim izotopem halogenu zvolenym z atoml

1231, 1311' 7SBr, 768]:, 77Br a 8ZBI,

a nasledné
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(ii) podrobeni doty&ného Zlovéka externimu zobrazovani
skenovanim  radioaktivniho zareni nebo zobrazovani
magnetickou rezonanci, aby se ur&ila cilovd mista
v té&le doty&ného <&lovéka ve vztahu k aktivit& pozadi,
za u&elem umoZné&ni detekce a lokalizace uvedenych

tumord v téle.

vyde uvedené znaceneé peptidy se testovaly ve vhodnych
modelovych experimentech, které predurduji k aplikaci in
vivo. V t&chto modelovych experimentech se Kk napodobeni
aplikace in vivo pouZivaji vzorky 1lidskych tkani tumord.
Experimenty Jjsou popsany Vv PFikladech. 2 vysledkl ije zFejmé,
e testované znalené peptidy majl vlastnosti, které je ¢&ini
pfednostn& vhodnymi k detekci a lokalizaci malignich tumorn
a jejich metastaz v takovych tkanich, které ve stavu zdravi
neobsahuji vyznamnad mnoZstvi neurotenzinovych receptori.

Tento vynalez je zvlasté uzitedny k detekci a 1lécbé
adenokarcinomu vyvodu pankreatu. Adenokarcinom vyvodu
pankreatu se povaZuje za jeden z hlavnich smrtelnych
karcinomi. Je to obvykle rychle progresivni a fatalni
onemocn&ni, v&t3ina pacientl umira p&hem 6 m&sicl po
stanoveni diagnézy. Ke zlepSeni pieziti pacientt
s karcinomem pankreatu se vyZzaduje vc&asna diagnéza a
systémové& G¢inna 1lécba.

V nedavné studii, kterou provedl Ishizuka a kol.,
Annals of Surgery, 217, 439-446 (1993), se ukadzalo, Ze
lidské nadorové buiiky pankreatu MIA PaCa-2 maji
neurotenzinové receptory. Av3ak podle Yunise a kol., Int. J.
Cancer, 19, 128-135 (1977) tyto buiiky vznikaji =z buné&lné
linie nediferencovaného  karcinomu pankreatu, ktery se
histologicky a biologicky neshoduje s adenokarcinomem vyvodu
pankreatu. Dale je mo¥né vyvodit =z dfivéjsich studii na

somatostatinovych receptorech, které provedl Reubi a kol.,




Gastroenterology, 95, 760-763 (1988) a Taylor a kol.,
Peptides, 15, 1229-1236 (1994), Ze exprese receptorll na
buné&énych liniich tumoru pankreatu (krysy nebo <&lové&ka)
vibec neni uréujici pro Jjejich expresi u lidskych priméarné
exokrinnich pankreatickych karcinomd. Je potom pfekvapivym
jevemn, zZe adenokarcinom vyvodu pankreatu, zv1asté
diferencovand forma, m& velkou hustotu neurotenzinovych
receptorq, zatimco normalni zdrava pankreaticka tkan
neobsahuje vyznamné mnnoZstvi neurotenzinovych receptort.
Dale je pfekvapivé, Ze neurotenzinové receptory se
neexprimuji pEi chronické pankreatitidé, ktera je
pravd@podobnym premalignim stavem vedoucim ke karcinomim

vyvodu pankreatu, a kterd se extrémné obtiZné diferencidlné

diagnostikuje od karcinomu pankreatu.

Tento vynalez je také uzite&ny k diferenciiiné
diagnostickému rozpoznani exokrinnich karcinomt vyvodu
pankreatu v porovnani k endokrinnim karcinomlm pankreatu,
nebot ge ukazalo, ze endokrinni karcinomy pankreatu
neexprimuji neurotenzinové receptory. Tento vynadlez je tedy
velmi specificky zplsob k rozpoznidni adenokarcinoml vyvodu
pankreatu oproti karcinomim endokrinniho pankreatu nebo

chronické pankreatitid&, které by se nem&ly zviditelnit.

Dal&im «c¢ilem tohoto vynadlezu Je poskytnout zplsob
intraoperativni detekce a lokalizace urlitych  1lidskych
malignich tumorld v lidském téle, zv1la3té tumorl vyvodu

pankreatu.

Tohoto «¢ile Jje mozZné podle Jjiného aspektu tohoto
vynadlezu  dosdhnout  zpusobem intraoperativni  detekce a
lokalizace malignich tumorl ve tkanich lidského téla, které

ve stavu zdravi neobsahuji vyznamna mnoZstvi




neurotenzinovych receptort, pFidemZ tento zplsob zahrnuje

(1) podani doty&nému <&loveéku prostfedku, ktery se sklada
z peptidu v mnoZstvi dostadujicin pro detekci
detektorem gama z&feni zvoleného =ze skupiny =zahrnujici
neurotenzin (NT), agonisty neurotenzinovych receptori,
antagonisty neurotenzinovych receptort, analoga
neurotenzinu a derivaty neurotenzinu, pfiCemZ Ieleny

1231’ 1251-,

peptid se zna&i %Tb, nebo

a naslednég,

(ii) po umoZnéni navazani a vychytéani a¢inné 1latky Felenymi
tumory a po plazmatické clearance radioaktivity,
podrobeni dotyéného &lovéka radioimunodetekéni metodé
pouZitim detektoru gama za&feni v pfislu3dné oblasti té&la

doty&ného ¢&lovéka.

Je3t& dalsim cilem tohoto vyndlezu je poskytnout zplisob
selektivni terapeutické 1é&by bez destrukce vyznamné J&asti

~

okolni zdravé tkané.

Tohoto cile 1lze dosdhnout zplsobem terapeutické 1é&&by
malignich tumorl ve tkanich 1lidského té&la, které ve stavu
zdravi neobsahuji vyznamna mnozstvi neurotenzinovych
receptorli, pfricemZ tento zpusob zahrnuje poddni doty&nému
Clovéku prostfedku, ktery se skladdid =z peptidu v mnoZstvi
u¢inném k niCeni nebo omezeni tumorl zvoleného ze skupiny
zahrnujici neurotenzin (NT), agonisty neurotenzinovych
receptorll, antagonisty neurotenzinovych receptorll, analoga
neurotenzinu a derivaty neurotenzinu, pficemZ Feleny peptid
je znaleny izotopem zvolenym ze skupiny =zahrnujici atomy

186Re, 188Re’ 77AS, 90Y’ 67Cu, 169Er, 121Sn, 127Te' 142pr' 143Pr’




198Au, 199AU, 161Tb’ ]_'ngd, 165Dy, 149Pm' ISIPm' 153Sm, 157Gd' 159Gd,

IGGHO’ 172Tm, 169Yb, 175Yb, 177Lu’ 105Rh’ 111Ag, 124I a 1311‘

Znaceny peptid k pouZiti ve zpfisobu podle tohoto
vyndlezu Jje pFrednostn& odvozeny od sloueniny obecného

vzorce I

H—(((((((pGlu)m~Leu)n—Xaa)O—Glu)p—Aan)—Lysr)—Xbb)s—ch—de-
1 5

Pro-Xee-Ile-Leu-OH
10

kde

Xaa predstavuje Tyr nebo Phe,

Xbb predstavuje Gly, Lys nebo Pro,
Xcc pFedstavuje Arg, Cit nebo Lys,
Xdd pfedstavuje Arg, Cit nebo Lys,
Xee pfedstavuje Tyr, Phe nebo Trp a

mn,o,p,q,r a s maji kazZdy nezavisle hodnotu 0 nebo 1,

nebo amidu této kyseliny, vytvoteného mezi volnou
aminoskupinou zbytku aminokyseliny a sloudeninou obecné&ho

vzorce R3COOH,
kde

R: pFedstavuje alkylovou skupinu s jednim aZ tF¥emi atomy
uhliku, arylkarbonylovou  skupinu nebo aralkylovou
skupinou s jednim aZ tfemi atomy uhliku v alkylové

¢asti,




nebo jejiho laktamu, vytvo¥eného mezi volnou aminoskupinou
zbytku aminokyseliny a volnou karboxyskupinou daldiho zbytku

aminokyseliny,
nebo jejiho konjugdtu s avidinem nebo biotinem.

Vhodné pfiklady arylovych skupin v Ry pfedstavuji
fenylovou skupinu, substituovanou fenylovou skupinu nebo
indolylovou skupinu, pfednostné  fenylovou  skupinu, 4~
fluorfenylovou skupinu, 2- nebo 4-bromfenylovou skupinu, 2-
jodfenylovou skupinu, 4-hydroxyfenylovou skupinu, 3-jod-4-
hydroxyfenylovou skupinu, 4-fluor-2-bromfenylovou skupinu a

4-fluor-2-jodfenylovou skupinu.

V pfipadé pouZiti konjugdtu peptidu s avidinem nebo
biotinem se znaceni v ptipadé peptidu konjugovaného
s avidinem nasledn& provede reakci se znalenym biotinem, jak
popsal Kalofonos a kol., J. Nucl. Med., 31, 1791 (1990),
nebo reakci se znacenym avidinem v pfipadé peptidu
konjugovaného s biotinem, jak popsal Paganelli a kol., Int.
J. Cancer, 2, 121 (1988).

Ve vySe uvedenych znalenych sloulenindch peptidl mohou
mit jedna nebo vice aminokyselin D-konfiguraci namisto
normalni L-konfigurace. Znalené slouleniny peptidd podle
tohoto vynalezu mohou také obsahovat vedle p¥irozenych
anidovych vazeb, tedy -CO-NH- vazeb, tak zZvané
pseudopeptidové vazby, tedy vazby -CH>-NH-. Tyto modifikace
aminokyselin pFirozené se vyskytujici v peptidech spadaji do

ramce tohoto vynalezu.

Vhodnymi priklady vySe definovanych peptidd, které se




po oznadeni mohou pouZit ve zpusobu tohoto vyndlezu, jsou
neurotenzin a acetylneurotenzin 8-13, niZe uvedenych vzorci

1 a2

(1) Neurotenzin
H-pGlu-Leu~-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile~Leu-OH
(2) Acetylneurotensin 8-13

Ac-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH

JestliZe se vySe definovany peptid 2znali radioaktivnim
atomem halogenu, feeny radioaktivni atom halogenu e
pfednostnd zvoleny ze skupiny zahrnujici %, g, 125 1317,
75Br, gy, sy a %%, pFiCemZz Yeleny radioaktivni izotop
atomu halogenu se pripoji k Tyr &i Trp zbytku peptidu nebo
k arylové skupiné substituentu R;.

Sloudeniny peptidd znalené radioaktivnim atomenm
halogenu se mohou p¥ipravit zplsobem znamym pro pIiislusné
slouéeniny. PFikladem takového zplsobu pripravy je reakce
vymény halogenu, kdy se neradioaktivni atom bromu nebo joédu,
napojeny na tyrosinovy  zbytek v poloze 2 fenylového
cyklického kruhu, podrobi reakci s radioaktivnim halogenidem
rozpustnym ve vodé v pFitomnosti m&dnych iontld, kyseliny
rozpustné ve vod& (napf. kyseliny citrénové) a redukéniho
¢inidla (napfiklad cinatych soli, kyseliny gentisové,
kyseliny izoaskorbové, monosacharidu a sifi¢itanu). Takové
reakce vym&ény halogenu Jje popsana v evropské patentové

pfihlasce ¢. 165 630.

JestliZe se vy3e definovany peptid zna¢i atomem kovu,

¥eleny atom kovu se prednostné& zvoli ze
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(a) skupiny zahrnujici radioaktivni izotopy S%Tc, 2me, 67Ga,
8Ga, T2ps, iy swepp SRy, 62cu, Sicy, SPre, s2myp Sley,
186Re, 188pe. s, %y, Tcu, g, i21gy 127, U2py
W3pp,  198p, 1998, 16lyy, 109p4 165y, 149ppy 181py, 183gp,

lS’TGd, 166HO, 172Tm, 169Yb, 175Yb, 177LU, IOSRh a lllAg’ nebo

(b) ze skupiny zahrnujici ionty paramagnetickych kovti Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, Gd, Tb, Dy, Ho a
Er,

pticemZ FeCeny atom kovu se pfipoji k peptidu
prostfednictvim chelata&ni skupiny, ktera chelatuje Ffeleny
atom a tato chelata&ni skupina se va%e k molekule peptidu

amidovou vazbou nebo pFes vzdalujici skupinu.

Vhodnymi chelata&nimi skupinami k chelataci Fe&eného
atomu kovu Jjsou tetragondlni chelatadni <&inidla obecného

vzorce NeSu-yy, kde t md hodnotu 2 aZ 4, nebo skupiny

odvozené od kyseliny ethylendiamintetraoctpvé (EDTA),
kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA}, kyseliny
cyklohexyl-1,2-diamintetraoctové {(CDTA), kyseliny

ethylenglykol-0,0"~bis(2~aminoethyl)~-N,N,N’,N’-tetraoctové
(EGTA), kyseliny N,N-bis(hydroxybenzyl)-ethylendiamin-N, N’ -
dioctové (HBED) , kyseliny triethylentetraaminhexaoctové
(TTHA), kyseliny 1,4,7,10~-tetraazacyklododekan-
N,N°,N"",N""“~tetraoctové (DOTA), kyseliny hydroxyethyl-
-diamintrioctové (HEDTA), kyseliny 1,4,8,11-tetraazacyklo-
-tetradekan-N,N",N"",N" " “-tetraoctové (TETA), suubstituované
DTPA, substituované EDTA nebo od sloueniny obecného vzorce
II
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S—Q
kde
Ry pledstavuje rozveétveny nebo nerozvé&tveny popFipads

substituovany uhlovodikovy zbytek, ktery niZe byt
pferuSen Jjednim nebo vice hetercatomy zvolenymi z atomu
dusiku, kysliku a siry, a/nebo Jjednou nebo vice

skupinami -NH- a

Q predstavuje skupinu, kterd Jje schopna reagovat s amino-
-skupinou peptidu, a kterd je pFednostn& zvolena ze
skupiny zahrnujici karbonylovou skupinu,
karbonimidoylovou skupinu, N=-{(C;-Cg)alkylkarbonimido-
-ylovou skupinu, N-hydroxykarbonimidoylovou skupinu a

N-{C1-Cg) alkoxykarbonimidoylovou skupinu.

Chelatac¢ni <¢inidla obecného vzorce NtSy-ty, kde t ma
hodnotu 2 aZz 4, Jsou prednostn& zvoleny ze sloudenin

obecnych vzorcl VI aZ XII

Rr. O v
>“"!/< (CHw_ o
NH HN" N
OIHN ) o g
Ri3< R
(VI)™Ma ~Rq|VII)
o) C, cl
Rg™ ZH HW’H Rie” G, ne” R
¢ Rio
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NN R M Rer
;N\ \NH 15iN '\IRfe
Ris
HN" ~8H HS/&NH Ryg” D | Rao

(Vi (IX)
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v ! (XII)

kde
Rg-Rzo kazZdy nezavisle pFedstavuje atom vodiku nebo alkylovou
skupinu s jednim aZ ¢&ty¥mi atomy uhliku, s podminkou,

Ze nejméné jeden z uhlikd 6 aZ? 9 pFfedstavuje vyraz Y,

Rz1 pFedstavuje atom vodiku nebo alkoxykarbonylovou skupinu

s jednim aZz Cty¥mi atomy uhliku v alkylové &4asti

Rzz a Rp3 kaZdy nezdvisle pfedstavuje alkylovou skupinu

s jednim aZ Cty¥fmi atomy uhliku nebo fenylovou skupinu,
v m&a hodnotu 0 nebo 1,
w md& hodnotu 2 nebo 3,

Rz¢ predstavuje zbytek kyseliny octové nebo jejiho funk&niho

derivatu,

A predstavuje alkylenovou skupinu s jednim aZ Ctyimi atomy

uhliku, je-11i to zadouci, substituovanou




alkoxykarbonylovou skupinou, CHy;COalkylovou skupinou,
karbamoylovou skupinou, CONHCH,CO,alkylovou skupinou,
fenylenovou skupinu, fenylenovou skupinu substituovanou
alkyloxykarbonylovou skupinou, s jednim aZz &ty¥fmi atomy

uhliku v alkylové ¢&asti,
G pfedstavuje skupinu -NH- nebo atom siry,

Y pfedstavuje funk&ni skupinu schopnou vazby s volnou

aminoskupinou peptidu nebo se vzdalujici skupinou a
Z predstavuje atom siry nebo atom kysliku.
Recena funk&ni skupina Y prednostné zahrnuje

isokyanatoskupinu, isothiokyanatoskupinu, formyl, o-

halogennitrofenyl, diazonium, epoxyskupinu, trichlor-s-

triazinyl, ethyleniminoskupinu, chlorsulfonyl,
alkoxykarbonimidoyl, substituovany ¢i nesubstituovany
alkykarbonyloxykarbonyl, alkylkarbonimidazolyl,

sukcinimidoxykarbonyl, ptric¢emZ recend skupina Jje pFfipojena
k bifunkénimu uhlovodikovému zbytku s jednim aZz deseti atomy
uhliku.

Vhodnymi ptfiklady uhlovodikovych bifunk&nich zbytka
jsou bifunk&ni zbytky odvozené od benzenu, alkand s jednim
az Sesti atomy uhliku, alkenl se dvéma az Sesti atomy uhliku

a alkylbenzenl s jednim aZ ¢&tyfmi atomy uhliku.

Priklady vhodnych chelatacé¢nich ¢&inidel obecného vzorce
II jsou popsany v mezindrodni patentové pfihléasce
WO 89/07456, jako napriklad nesubstituované nebo
substituované 2-iminothiolany a 2-iminothiacyklohexany,
zvla3té 2-imino-4-merkaptomethylthiolan.

Upfednostiiovanymi chelata¢nimi skupinami jsou skupiny
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odvozené od kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) nebo

1,4,7,10—tetraazacyklododekan—N,N’,N",N"’—tetra—
-octove (DOTA), jak je zminé&no vyse.

kyseliny

Vhodnymi pfiklady vzdalujicich skupin, jsou-li pFitomny

v peptidové molekule zna&ené atomem

obecného vzorce III nebo IV

O
i —CE NH—X—
—NH—Rs=C— HZO |

(IIT)

kovu, Jsou skupiny

(IV)

kde

Ry predstavuje alkylenovou skupinu s jednim aZ deseti atomy

uhliku, alkylidenovou skupinu se dvéma a2 deseti atomy
uhliku a

X pfedstavuje thiokarbonylovou skupinu nebo skupinu
obecného vzorce V

il
I
—C—CHy~S—(CHp)z-C—

kde z md hodnotu 1 az 5.

Konjugadty s avidinem nebo biotinem se Vytvori zpusobem,
'ktery popsali  Paganelli a kol., Int. J.

Cancer, 2,
121 (1988), Kalofonos a kol.,

J. Nucl. Med., 31, 1791 (1990)

a Anderson a kol., FEBS LETT., 282(1), 35 - 40 (1991).

Peptidy znacené kovem podle tohoto vynadlezu se mohou




pfipravit zpusobem dobfe znamym pro pfislu3né slouceniny a
pro nékterd ztélesnéni popsand v mezindrodni patantové
pfihldsce WO 95/22341 a francouzském patentu ¢&. 2 687 680-
Al. Za timto uUcelem se molekula peptidu derivatizuje
poZzadovanym chelataénim <cinidlem, Jjak se definuje vyse,
napfiklad ¢inidlem obecného vzorce N¢S( -4y, EDTA, DTPA, DOTA
atd., pfimo nebo po zavedeni vzdalujici skupiny, 3jak se
definuje vySe, po némZ se ziskand sloulenina necha& reagovat
s lzotopem kovu, jak se definuje vy3e, ktery je ve formé
soli nebo cheldtu véazanému k  porovnatelné slabSimu

chelataénimu ¢inidlu, aby se vytvoril komplex.

Vhodnymi pfiklady soli nebo cheldth poZadovanych atomi
kovl jsou: Witn_oxinat, °™rc-tartrat, atd. Reakce, kterou se
vytvafri komplex, se miZe obvykle uskutecnit jednoduchym

zpusobem a v podminkdch, které nejsou Skodlivé pro peptid.

Vynadlez se také tykd pouZiti znaceného peptidu obecného
vzorce I, Jjak je definovadn vy3e, k pIipravé diagnostického
prostfedku pro detekci nebo lokalizaci nebo k terapeutické
1lé&b& malignich lidskych tumord v&etné jejich metastdz ve
tkdnich 1lidského téla, které ve stavu zdravi neobsahuji

vyznamnad mnozstvi neurotenzinovych receptora.

Vynélez se dadle tyka farmaceutického  prostredku
pro pouziti k vyse definovanému zplsobu, ktery kromé
farmaceuticky pFijatelné nosné latky a 3je-li to 2Zadouci,
nejméné jednoho farmaceuticky prijatelného adjuvans,
obsahuje jako G¢innou 1léatku v mnoZstvi dostacujicim pro
externi zobrazovani, pro detekci detektorem gama zafreni
nebo  pro niceni nebo omezeni  tumoru znaleny  peptid
definovany vySe obecnym vzorcem I, s podminkou, Ze r a s ve

vzorci maji hodnotu 1.
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Casto neni moZné podat k disposici uZivateli prostfedek

prfipraveny k pouZiti, v souvislosti s malou trvanlivosti
radioaktivné znac¢ené slouceniny a/nebo kratkym poloCasem
pouzitého radionuklidu. V takovych ptipadech uzivatel
provede reakci znaceni radionuklidem na klinice nebo
v klinické laboratofi. K tomuto Gc¢elu Jjsou potom rlzné
reakéni slozky wuZivateli nabizeny ve formé tak zvanych
Lkita™. Je z¥tejme, Ze manipulace nutné k provedeni

poZadované reakce by mély byt co nejjednodussi,

ma

aby pouZitim

uzivateli

usnadnéni, které k disposici, umoznily

pfipravit z kitu radiocaktivné znaceny prostfedek.

Takovy kit podle tohoto vynalezu k pripravé

radiofarmaceutického prost¥edku pro detekci a lokalizaci

malignich tumord a Jjejich metastdz ve tkénich, které ve

stavu zdravi neobsahuji vyznamnd mnoZstvi neurotenzinovych

receptorl, zahrnuje

(i) derivatizovany peptid obecného vzorce I, Jjak Jje

definovan vySe, s podminkou, Ze r a s ve vzorci I maji

hodnotu 1, pficemZ k tomuto derivatizovanému peptidu,

pozaduje-1li se, se pfidaji inertni farmaceuticky

pfijatelnd nosnad latka a/nebo formulac¢ni 1lé&tky a/nebo

adjuvancia,

(11) roztok soli nebo <cheldtu izotopu kovu =zvoleného
ze skupiny =zahrnujici 2%pb, ¢'Ga, ®Ga, ’?as, l'in,
Winpy - 97py Slcy, 9%MTe, 86Re, 1%8Re, ficy, S2Fe, Simyup,
Slce, "as, %%, cu, %°gr, '?!sn, 127pg  M2py - 143py 199,
1990y, lTp, 109pg, 165py, 4%pm, Slpm, %3sm, *7Gd, ¢°Ho,

172Tm, 169Yb, 175Yb, 177LL1, 105Rh a lllAg a




(1ii) navod k pouZiti s predpisem k reakci sloZek pfitomnych

v kitu.

Prednostné se sloucenina peptidu k pouZiti jako sloZka
vySe uvedeného kitu derivatizuje reakci s vySe definovanym
chelataCnim <cinidlem. Vysledny konjugdt peptidu poskytuje
usnadnéni pro pevné pfipojeni radionuklidu jednoduchym
zplsobem. Vhodn& chelata¢ni <¢inidla k modifikaci tohoto
peptidu Jsou detailné popsana vySe. Di- nebo polyoctové
kyseliny nebo Jjejich derivaty, obsahujici dusik, Jjako
napfiklad sloucCeniny zminéné vySe, se ukdzaly byt prednostné
vhodnymi k pfipojeni réznych radionuklidd kovli k molekuldm

H3mrn, . Kit, ktery se ma

peptid, Jjako nap¥riklad !*'In a
dodat wuZivateli, mlZe také obsahovat slozZku/y, ktera/které
je/jsou definovadna/y vysSe pod (1), spolu s navodem
k pouZiti, zatimco roztok soli nebo cheldtu radionuklidu
definovany vySe pod (ii), ktery md& omezenou trvanlivost, se

miZze dat k disposici uzZivateli oddélené.

V pfipadég, Ze kit slouzi k pripravé
radiofarmaceutického prostfedku znaceného 9omp - 186Re, 188pe,
miZe takovy kit podle tohoto vyndlezu obsahovat kromé
sloZek/y definované/ych vysSe pod (i), (ii) redukéni &inidlo
a poZaduje-li se, chelatac¢ni c¢inidlo a (iii) navod k pouZiti
s predpisem k reakci slozek kitu s °™Tc ve formé& roztoku
technecistanu, nebo s 1%6pe  nebo '°®Re ve form& roztoku
rhenistanu. PoZaduje-li se, sloZky kitu se mohou smisit, za
pfedpokladu, Ze Jjsou kompatibilni. Kit by mél obsahovat
reduk¢éni ¢&inidlo k redukci technecistanu nebo rhenistanu,
jako naptiklad dithioni&itan, kovova redukéni ¢&inidla nebo
komplex stabilizujici redukéni ¢inidla, napfiklad SnCl,,
Sn''-tartrat, Sn'’-fosfondt nebo Sn'’-pyrofosfat, nebo Snti-

glukoheptonan. Roztok technecistanu nebo rhenistanu se mbZe




uZivatelem ziskat jednoduchym zplsobem z vhodného

generatoru.

Je-1li radionuklid pfitomen v kitu samostatn&, miZe se
komplexni reakce s derivatizovanym peptidem jednoduse
provést tak, Ze se sloZzky sloud¢i v neutralnim prostfedi a
privedou k reakci. K tomuto Ufelu se miZe radionuklid pridat
k derivatizovanému peptidu ve formé& cheldtu vazanému k
porovnatelné slabsimu chelatac¢nimu ¢&inidlu, jak Jje popséano

vySe.

Obsahuje-1i kit derivatizovany peptid, jak je definovan
vySe, a je-11 urcen k pfipravé  radiofarmaceutického
prostfedku znaeného °™Tc, %°Re nebo '*Re, jak je definovéan
vyS8e, prida se radionuklid pfednostné oddélené& ve formé
roztoku technecistanu nebo rhenistanu. V takovém pripadé
bude kit obsahovat vhodné redukéni ¢inidlo a poZaduje-1li se,
chelata¢ni ¢&inidle, k redukci roztoku technecistanu nebo
rhenistanu. Jako redukéni ¢&inidlo se mbZe pouzZit nap#iklad
dithioni¢itan nebo kovové redukéni ¢inidlo. SloZky se mohou
nezdvisle misit za podminky, Ze jsou kompatibilni. Takovy
monokomponentni kit, ve kterém se sluCované sloZky vyhodné
lyofilizuji, se vyborné& hodi k tomu, aby uii?atel provedl
reakci téchto sloZek s roztokem radionuklidu. Jako reduké&ni
¢inidlo pro vy3e zminéné kity se vyhodné pouZiva kovové
reduk&ni ¢&inidlo, napriklad Sn'f, ce!'?, re!l, cu', Ti'' nebo
Sb'™!; vyborn& se hodi Sn''. Peptidovad slozka vy$e zmin&nych
kitd, tj. vyhodné derivatizovany peptid, se miaZe dodat jako
roztok, napfiklad ve formé& izotonického roztoku chloridu
sodného, nebo v nékterém roztoku pufru, ale upfednostiuje se
v suchém stavu, napfriklad v lyofilizovaném stavu. PouzZiva-1li
se jako soucCadst injek&niho roztoku, mél by byt sterilni a

je-1li slozka v suchém stavu, uZivatel by mé&l pfednostné
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pouzit jako rozpouStédlo sterilni izotonicky roztok chloridu
sodného. PozZaduje-1li se, mlZe se vySe zminénd konstitudni
pomocnd latka obvyklym zplUsobem stabilizovat vhodnymi
stabilizatory, napfiklad kyselinou askorbovou, kyselinou
gentisovou nebo solemi téchto kyselin, nebo mohou byt
zahrnuty jiné pomocné  latky, napfiklad plniva, jako

naptriklad glukdza, laktdza, manitol a podobné.

Vynadlez bude nyni zeSiroka ©popsdn s odkazem na

nasledujici konkrétni priklad.

Priklady provedeni vynalezu

PRIKLAD 1

Receptorovd autoradiografie se provddi na 10 a 20 mm
tenkych kryostatickych Yezech rlznych vzorkd tumord, jak
popsal Reubi a kol., Cancer Res., 50, 5969 - 5977 (1990).

Neznaceny neurotenzin, neurotenzin 1-11 a
acetylneurotenzin 8-13 se ziskaly od Bachem AG, Bubendorf,
Switzerland.

Peptidy znadené '?°I se pripravi zptsobem joda&ni reakce
s chloraminem T podle zpusobu, které dfive publikoval
Greenwood a kol., Biochemical Journal, 89, 114 - 123 (1963).

Neurotenzin zna&eny ?*°I se odd&li HPLC chromatografii s
pouzitim kolony RCyg s reverznimi fazemi a kyseliny
butansulfonové jako eluentu. Monojodovand sloudenina '#°I
(pGlu-Leu-'?°I-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ileu-Ileu)
se HPLC eluuje Jjako Jjeden pik a analyzuje hmotnostni
spektrofotometrii. Specifickd aktivita: (2000 Ci/mmol, tj.

7,4.10" Bg/mmol). Tkan& se rozfe?ou v kryostatu, upevni na

mikroskopicka skla, a potom se nejméné 3 dny skladuji pfi
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-20 °C, aby se zlep3ila adheze tka&né& na kryci sklo. Rezy
upevnéné na skla se nechaji dosdhnout teploty mistnosti. Pak
se skla po dobu 60 min p#i 4 °C inkubuji v roztoku
40,000 dpm/100 ul (dpm = pfemén za minutu) monojod['**I]Tyr3-
neurotenzinu (2000 Ci/mmol, tj 7,4.10%° Bg/mmol) v roztoku
50mM Tris-HCl pufru s hodnotou pH 7,6, obsahujicim 5 mM
MgCl,, 0,2 % Dbovinniho sérového albuminu a 5.107° uM
bacitracinu. Dal3i *fezy se inkubuji v pfitomnosti 0,5 uM
nativniho neurotenzinu k uréeni nespecifické vazby. Po
inkubaci se fezy pfi 4 °C 8 min postupné promyvaji c&ty¥fmi
l4dzné&ni obsahujicimi 50mM Tris-HCl pufr s hodnotu pH 7,6,
pono¥i se do ledové vody a potom se rychle vysusi v lednici
proudem chladného Vzduchu. Rezy se potom na 1 tyden vystavi
34-Ultrofilmu, aby se ptresn& ur&ilo umisté&ni radioaktivity.

Vytéstiovaci  experimenty pouzZivajici postupné fezy
tumory se provedou s rostoucimi koncentracemi ruznych
biologicky aktivnich nebo inaktivnich peptidad (viz vy3e
zmin&na publikace Reubi a kol.). K porovnani s neurotenzinem
se pouZiji neurotenzin 1-11 a acetylneurotenzin 8-13.

PriloZeny obrazek 1 ukazuje vytésnovacil kfivky vazby
[125I]-neurotenzinu k tkanovym Ffezlm lidskym diferencovanym
adenokarcinomem vyvodu pankreatu. Tkanové fezy se inkubuji
40,000 dpm/100 ul [12°T]-neurotensinu a vzristajicimi
koncentracemi neznadeného neurotenzinu, neurotenzinu 1-11 a
acetylneurotenzinu 8-13. KaZdy bod pfedstavuje optickou
hustotu vazby m&F¥enou v oblasti tumoru. Od vSech hodnot se
odedte nespecifickd vazba. Kompletniho vytésnéni ligandu se
dosdhne neurotenzinem nebo acetylneurotenzinem 8-13, zatimco
neurotenzin 1-11 je v rozmezi nanomol® inaktivni.

Tento experiment ukazuje, Ze adenokarcinomy vyvodu
pankreatu maji neurotenzinové receptory s vysokou afinitou

pouze k biologicky aktivnim analoglm neurotenzinu.
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PRIKLAD 2

Receptorovd autoradiografie se ©provede na rlznych
tkanich pankreatu pomoci ['*°I] znadenyého neurotenzinu, jak
se popisuje v p¥ikladu 1. Hustota neurotenzinovych receptoru
se méri metodou konstrukce obrazu pocitadovym systémem, jak
popsal Reubi a kol., Cancer Res., 50, 5969-5977 (1990), s
pouzitim tkéflovych standardd pro jodované slouceniny podle
Amershama. Hustota receptorl se vyjadfi v poltu pfemén za
minutu na mg (dpm/mg) tkané.

PriloZeny obrdzek 2 ukazuje hustotu neurotenzinovych

receptorl
A) na adenokarcinomech vyvodu pankreatu (n = 24), v 18
pfipadech jsou tumory diferencované (¢) (stupné I nebo

II), v Sesti ptripadech jsou hufe diferencované nadory

(¢) (stupné II-III nebo III).

B) na karcinomech endokrinniho pankreatu (n = 20)
C) pfi chronické pankreatitis (n = 18)
D) na normalnim pankreatu (n = 10)

Tento pfiklad ukazuje, Ze neurotenzinové receptory jsou
exprimovany u 75 % lidskych karcinomi pankreatu'(A), zatimco
u normalnich lidskych  pankreatt (D), pri chronické
pankreatitis (C) a karcinomd endokrinniho pankreatu (B)
uplné chybi. Dale se zda, Ze diferencované tumory (stupné I
nebo II) jsou na neurotenzinové receptory pozitivni castéji

neZ malo diferencované tumory {(stupné II-IITI a III).
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Obrazek 1: Karcinom Vvyvodu pankreatu

Specificka vazba Z*TI-neurotenzinu [8]
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Obrizek 2: Karcinom vyvodu pankreatu
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Pfehled sekvenci

(1)

(1)

(iv)

(1ii)

Obecné informace

PfihlasSovatel
(A) JMENO: Mallinckrod Mediéal,
(B) ULICE: 675 McDonnel Blvd.
(C) MESTO: St. Luis
(D) STAT: Missouri
(E) OBEC: USA
(F) POSTOVNI KOD (ZIP):631 34
(G) TELEFON: 1(0)314 654 8955
(H) TELEFAX: 1(0)314 654 3156

Inc.

(ii) Nazev vynalezu: Zpusob detekce a lokalizace

lidskych malignich tumorl

Polet sekvenci: 2

Politacové snimatelné z:

(A) TYP MEDIA: disketa

(B) POCITAC: IBM PC kompatibilni

(C)OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE:

#1.30 (EPO)

Patentové vydani #1,0, verze
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(2) Informace pro sekvenci uvedenou pod &islem 1:

(i) Charakteristika sekvence:
(A)DELKA: 13 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C)STOCENT:
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) Typ molekuly: peptid

(1ii) Hypoteticky: ne

(iv) Protiklad: ne

(ix) Vyznak:

(A)NAZEV/KLIC: modifikovand poloha
(B)UMISTENT: 1

(C) JINE INFORMACE: /produkt =

+JINYY/poznamka

nXaa predstavuije kyselinu

pyroglutamovou™

(ix) Vyznak:
(A)NAZEV/KLIC: modifikovana poloha
1,13

(C)JINE INFORMACE: /produkt =

(B)UMISTENT:

,JINY“/poznamka

»Peptid znaCeny radionuklidem

je

nebo izotopem paramagnetického

kovu."
(x1)

Popis sekvence uvedené pod &islem 1:

Xaa-Leu-Tyr-Glu-Asn-Leu-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu
1 5 10
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(2) Informace pro sekvenci uvedenou pod &islem 2:

(1) Charakteristika sekvence
(A)DELKA: 6 aminokyselin
(B)TYP: aminokyselina
(C) STOCENT :

(D) TOPOLOGIE: lineé&rni

(ii) Typ molekuly: peptid

(1iii) Hypoteticky: ne

(iv) Protiklad: ne

(ix) Vyznak:

(A)NAZEV/KLIC: modifikovand poloha
(B)uMISTENT: 1
(C) JINE INFORMACE:

/produkt = ,JINY“/poznamka
~Arginin v poloze 1 je acetylovan.™
(ix)Vyznak:
(A)NAZEV/KLIC: modifikovand poloha

(B)yUMISTENL: 1,6

(C)JINE INFORMACE: /produkt = ,JINY“/poznémka =
~Peptid Jje znaceny radionuklidem
nebo izotopem paramagnetického
kovu.

(xi) Popis sekvence uvedené pod c¢islem 2:

Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu
1 5




sl

PATENTOVE NAROKY

1. ZpUsob detekce a lokalizace tumord vyvodu exokrinniho
pankreatu a jejich metastaz ve tkénich lidského té&la, které
ve stavu zdravi a pri chronickém zanétu bez neoplastickych
podminek neobsahuji  vyznamnd mnoZstvi neurotenzinovych

receptorl, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje

(i) podani doty&nému Cclovéku prosttedku, ktery se sklada
z peptidu v mno#stvi dostacujicim pro externi
zobrazovani zvoleného ze skupiny zahrnujici neurotenzin
(NT), agonisty neurotenzinovych receptoru, antagonisty
neurotenzinovych receptoru, analoga neurotenzinu a

derivaty neurotenzinu, pficemZz releny peptid je znaceny

(a) radioaktivnim izotopem kovu zvolenym ze skupiny
zahrnujici 99mTC, 203Pb, 67Ga, 68Ga, 72AS, lllIn, ll3mIn'

Ru, %%cu, ®'cu, %%Fe, **™Mn a °!Cr, nebo
(b) atomem paramagnetického kovu zvolenym ze skhpiny
zahrnujici Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, Gd,

Tb, Dy, Ho a Er, nebo

(c) radiocaktivnim izotopem halogenu zvolenym z atomi

1231, 1247 1251’ 131y By, 76Br’ Ry a 2By,
a nasledné

(ii) podrobeni dotycného <¢lovéka externimu zobrazovani

skenovanim radioaktivity nebo magnetickou rezonanci,




aby se urc¢ila cilovd mista v téle dotyéného Clové&ka ve
vztahu k aktivité pozadi, za Géelem umozZnéni detekce a

lokalizace uvedenych nadort v té&le.

2. Zpusob intraoperativni detekce a lokalizace tumora
vyvodu exokrinniho pankreatu ve tkénich lidského té&la, které
ve stavu zdravli a p¥i chronickém z&nétu bez neoplastickych
podminek neobsahuji vyznamnd mnoZstvi neurotenzinovych

receptorll, vyznacdujici se tim, Ze zahrnuje

(1) podani dotycnému clovéku prosttedku, ktery se skléada
z peptidu vbmnoéstvi dostadujicim pro detekci
detektorem gama z&feni zvoleného ze skupiny zahrnujici
neurotenzin (NT), agonisty neurotenzinovych receptorq,
antagonisty neurotenzinovych receptorq, analoga

neurotenzinu a derivaty neurotenzinu, pricemZ feceny

123I, JZSI’

peptid je znaceny élry, nebo

a nasledné

(ii) po wumozZnéni navazadni a vychytdni ucinné latky
v tecenych tumorech a po plazmatické clearance
radioaktivity podrobeni dotyé&ného ¢lovéka
radioimunodetekéni metodé pouZitim detektoru gama

zad¥eni v prislusné oblasti téla dotyéného clovéka.

3. Zplsob terapeutické 1écby tumorl vyvodu exokrinniho
pankreatu ve tkanich lidského téla, které ve stavu zdravi a
pri chronickém zanétu bez neoplastickych podminek neobsahuji
vyznamnd mnozstvi neurotenzinovych receptorll, vyznacdujici se

tim, Ze zahrnuje podani dotycénému c&lovéku prostredku, ktery




se skladd z peptidu v mnoZstvi U¢inném k niceni nebo omezeni
tumorl zvoleného ze skupiny =zahrnujici neurotenzin (NT),
agonisty neurotenzinovych receptort, antagonisty
neurotenzinovych receptorli, analoga neurotenzinu a derivaty
neurotenzinu, pricemZz FfeCeny peptid Jje znaceny izotopem
zvolenym ze skupiny zahrnujici **°Re, %®re, "'As, *°y, cu,
1695, l2lgy  127pg  lé2py  3pp  198p,  199p,  16lpp,  109py  lesp
199py - 5lpy  1S3gy 187Gy 159Gq, 166hg 172y, 189yp  17Syp  177p,

lOSRh, 111Ag, 124I- a 1311.

4. Zpusob podle nékterého z predchédzejicich narokl
vyznadujici se tim, Ze tumory vyvodu exokrinniho pankreatu k

detekci nebo regulaci jsou ve tkdni pankreatu.

5. Zpusob podle ndroku 4 vyznadujici se tim, Ze karcinom
vyvodu exokrinniho pankreatu se diferencialné detekuje od

karcinomu endokrinniho pankreatu.

6. Zpasob podle nékterého z predchazejicich narokl
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje podéni dotyénému clovéku
prostfedku, obsahujiciho znaceny peptid odvozeny od

slouCeniny obecného vzorce I

H-( ((((((pGlu)p—Leu)p~Xaa),—Glu)p—Asng) -Lys,) -Xbb) s-Xcc-Xdd-
8. 5

Pro—-Xee~-Ile-Leu-0OH
10




kde

Xaa predstavuje Tyr nebo Phe,

Xbb predstavuje Gly, Lys nebo Pro,
Xcc predstavuje Arg, Cit nebo Lys,
Xdd predstavuje Arg, Cit nebo Lys,
Xee predstavuje Tyr, Phe nebo Trp a

m,a,o0,p,q,r a s maji kazdy nezavisle hodnotu 0 nebo 1,

nebo amidu této kyseliny, vytvofeného mezi volnou
aminoskupinou zbytku aminokyseliny a slouleninou obecného

vzorce R;COOH,
kde

Ry predstavuje alkylovou skupinu s jednim aZ tfemi atomy
uhliku, arylkarbonylovou skupinu nebo aralkylovou
skupinu s jednim aZ tfemi atomy uhliku v alkylové

Casti,

nebo jejiho laktamu, vytvofeného mezi volnou aminoskupinou
zbytku aminokyseliny a volnou karboxyskupinou dal$iho zbytku

aminokyseliny,

nebo jejiho konjugdtu s avidinem nebo biotinem.

7. Zplsob podle nékterého z predchazejicich naroku
vyznadujici se tim, Ze =zahrnuje podani dotyc¢nému <cloveéku
prostfedku obsahujiciho znaceny peptid, Jjak Jje definovan
v tfe&enych ptredchazejicich nérocich, kdy reCeny peptid je
znadeny radioaktivnim izotopem halogenu zvolenym ze skupiny

oz . 77 v~ - ;
zahrnujici 123I, 1“1, 1%1, 1“I, 75Br, 76Br, Br a 82Br, receny




radioaktivni izotop halogenu je pfipojen ke zbytku Tyr ¢&i

Trp peptidu nebo k arylové skupiné substituentu R;.

8. Zplsob podle nékterého z pfedchdzejicich nérokd 1 az 6
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje poddni doty&nému <&lovéku
prostfedku obsahujiciho znaCeny peptid, Jjak Jje definovan
v felenych ptredchézejicich nérocich, kdy feleny peptid je

znaceny atomem kovu zvolenym ze

(a) skupiny, kterd se skladdd z radiocaktivnich izotopa 9%Tc,
203pp,, 66Ga, %7Ga, 68Ga, '%as, !!lIn, 1i3ngy 114mIn, 97Ru,
620y, ®cu, S%re, s2mvin, Slcr, !8Re, 188pe, "as, %%y, S'cu,
169y llmgp - 12lgp, 127pg ~ 142pp  143pp 1980y, 199y, 49Tp,
6lpp,  109pg, 165Dy, W9py  18lpy  183gp 15764, 66ho, 1727q,

169y, 178vp, Ly, 105ph & 111Ag, nebo

(b) ze skupiny zahrnujici atomy paramagnetickych kova Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, Gd, Tb, Dy, Ho a
Er, pricemZ feleny atom kovu se pfipojuje k peptidu
prost¥fednictvim chelataéni skupiny, kterd chelatuje
YeCeny atom, a tato chelatadni skupina se vaZe
k molekule peptidu amidovou vazbou nebo pfés vzdalujici

skupinu.

9. Zplisob podle naroku 8 vyznadujici se tim, Ze Ffeleny
prostfedek se skl&dd z peptidu znaCeného atomem kovu
chelatovanym tetragondlnim chelataénim ¢inidlem obecného
vzorce N¢S-tj, kde t predstavuje 2 aZ 4, nebo chelatacni
skupinou odvozenou od kyseliny ethylendiamintetraoctové
(EDTA), kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA),
kyseliny cyklohexyl-1,2-diamintetraoctové (CDTA), kyseliny
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2thylenglvkol-0,0 -bis(2-amincethyl)-N,N,N ,N -tetraoctové

(EGTA), k7/seliny N, N-bis(nydroxykenzyl)-sthylendiamin-N,N" -
dioctové (HERED), <vseliny tristhylentetraaminhexaoctové
{TTHA), kyzeliny 1,4,7,10-tetraszacvkledodeakan-
N,MT,NTT,NT T T =tetracctova (DOTR), <v3eliny
hydroxyethyldiamintrioctové {HEDTA}, xyseliny 1,4,8

tatraazacyklotetradekan-N,N",N° " ,N" " “~tetraoctcve (TETA),

suubstituované DTPA, substituované EDTA, nebo od
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obecneho vzorce I

kde

38 pfedstavuie rozvdtveny nebo nerozvétveny popfipads
substituovany uhlovodikovy  Eetdzec, ktery miZe byt
pferuden jednim nebo vice hetercatomy zvolenymi z atomu
dusiku, kysliku a siry, a/nebo  jadnou nsbe  vice
skuginami -NH- a

o predstzvuje skuplnu, kterd Jje schopna reaxce s aminoskupl-
12 zvolena zZe skuplny

zahraujici karoonylovou skupinu, Xarbonimidesxupinu, N-

\'1—:5)3lkylkarbon1mlrn Kupinu, N-hydroxykarkonimido-
-3KU Dan a N-{C1-Cs} 2 lkox"‘arhonlmldoskuquu,

a kde popPipads pfitomna vzdalujici skupina je biotinylovy




Sl ISP P L
P IR SR R
Q
NN s
=" (III) nebo (IV)

kde

R; pfedstavuje alkylenovou skupinu s Jednim aZ deseti atomy
uhliku, alkylidenovou skupinu se dvéma a? deseti atomy
uhliku nebo alkenylenovou skupinu se dvéma aZ deseti

atomy uhliku a

X ptedstavuje thiokarbonylovou skupinu nebo skupinu obecného

vzorce

kde

z ma hodnotu 1 aZ 5.

10. PouzZiti znaCeného  peptidu zvoleného ze skupiny
zahrnujici  neurotenzin  (NT), agonisty neurotenzinovych
receptortd, antagonisty neurotenzinovych receptortd, analoga
neurotenzinu a derivdty neurotenzinu, pFidem? feCeny peptid

je znaceny

(a) radioaktivnim izotopem kovu zvolenym ze skupiny
zahrnujici *"rc, *%pb, ¢'Ga, %%Ga, "as, 1!n, 1mpp,

*'Ru, ®%¢u, ®'cu, **re, ®™Mp a %Cr, nebo




(b) atomem paramagnetického kovu zvolenym ze skupiny
zahrnujici Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, Gd,
Tb, Dy, Ho a Er, nebo

(c) radioaktivnim izotopem halogenu zvolenym z atoml 1237,

124 125 1 7 7
I, I, 31I, 75Br, 6Br, "Br a 82Br,

k priprave diagnostického prostredku pro detekci a
lokalizaci lidskych malignich tumorl vcetné& jejich metastéa:z
ve tkanich 1lidského téla, které ve stavu zdravi a p#i
chronickém zanétu bez neoplastickych podminek neobsahuji

vyznamnad mnozstvi neurotenzinovych receptort.

11. PouZiti znaceného peptidu zvoleného ze skupiny
zahrnujici  neurotenzin (NT), agonisty neurotenzinovych
receptort, antagonisty neurotenzinovych receptorll, analoga
neurotenzinu a derivaty neurotenzinu, pricemZ recleny peptid

lBGRe'

je znaceny izotopem zvolenym =ze skupiny =zahrnujici

188pe, 7as, ¢, S'cu, ®pr, lgn, 1271e, l2py, M3py 198,
7

199Au’ 161Tb, 109Pd, 165Dy’ 149?1’{1, 151Pm, 1538m, 15 Gd, 159Gd, lGGHO’

172Tm, 169Yb, 175Yb, 177Lu, 105Rh’ lllAg, 124I a 13lI

, k ptripravé
farmaceutického prostfedku pro terapeutickou 1é&bu lidskych
tumord vyvodu exokrinniho pankreatu véetné Jjejich metastéaz
ve tkénich lidského téla, které ve stavu zdravi a pri
chronickém zanétu bez neoplastickych podminek neobsahuji

vyznamnad mnozstvi neurotenzinovych receptora.

12. Farmaceuticky prostfedek k pouZiti ve zplsobu, ktery je
nidrokovan v néroku 1,2 nebo 3, vyznadujici se tim, Ze kromé&
farmaceuticky pfijatelné nosné 1l&tky a, je-li to Z&douci,

nejméné jednoho farmaceuticky p¥rijatelného adjuvancia,




35,

obsahuje Jjako G¢innou sloZku znaleny peptid, jak Jje
definovdn v naroku 6, s podminkou, Ze r a s v obecném vzorci

I maji hodnotu 1.

13. Kit pro ptipravu radiofarmaceutického prostfedku pro
detekci a lokalizaci nebo k terapeutické 1éCbé tumord vyvodu
exokrinniho pankreatu a jejich metastdz ve tkénich, které ve
stavu zdravi a pri chronickém =zané&tu bez neoplastickych
podminek neobsahuji vyznamnd mnoZstvi  neurotenzinovych

receptorl, vyznadujici se tim, Ze se sklada

(1) z peptidu, jak je definovén v ndroku 6 s podminkou, :Ze
r a s ve vzorci I maji hodnotu 1, a k tomuto
derivatizovanému peptidu, je-11i to zadouci, se
pridd/ptidaji inertni farmaceuticky pfijatelnd nosna

latka a/nebo formulaéni latky a/nebo adjuvancia,

(ii) =z roztoku soli nebo cheldtu izotopu kovu zvoleného ze
skupiny zahrnujici radioaktivni izotopy ?%Pb, °®Ga,
Ga, %%Ga, '?As, in, Hmpn, Mnpy YRy, fcy,  99mrc,

186pe, %8Rs, Scyu, S%re, Sn, Slcr, "as, v, ®'cu, ¢°Er,

Sn, l2'gn, 7re, M2py, M3pp, 19%py, 199ay, Morp, 16lrp,

109Pd, 165Dy, 149Pm’ 151Pm, lSBSm, 157Gd’ 166HO, 172Tm, 169Yb,

(iii) z navodu k pouzZiti s pfedpisem k provedeni reakce

slozek pritomnych v kitu.

14. Kit k ©ptipravé radiofarmaceutického prostfedku pro
detekci a lokalizaci nebo k terapeutické 1éZ&bé tumort vyvodu

exokrinniho pankreatu a jejich metastédz ve tkanich, které ve
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stavu zdravi a pfi chronickém zadnétu Dbez neoplastickych
podminek  neobsahuji vyznamnd mnoZstvi neurotenzinovych

receptorll, vyznacdujici se tim, Ze se sklada

(1) z peptidu, jak je narokovan v ndroku 13, pFidemzZ
k tomuto peptidu se, Je-1li to Zadouci, ptidad/pridaji
inertni farmaceuticky prijatelnd nosnd latka a/nebo

formulac¢ni latky a/nebo adjuvancie,

(i1) z redukéniho ¢inidla a, je-li to Zadouci, chelata&niho
¢inidla, pricemZ fecené slozZzky (i) a (ii) se poptripadé&

kombinuiji, a

(iii) z névodu k pouZiti s predpisem k provedeni reakce
slozek kitu s °Tc ve form& roztoku technecistanu, nebo

s ®%Re nebo '®®Re ve form& roztoku rhenistanu.

PETR KALENSKY
i ATTORNEY AT LAW

L ZELenY SV
A PARTNERI

190 00 Praha 2, Halkova 2
Geska republika




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

