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(57)Anotace:

Reseni se tyka radiofarmaceutickych produkti a zpiisobi
jejich pfipravy. tyto produkty mohou byt pouZity pro ticely
techniky pulmonalni scintigrafie nebo pro terapeutické tcely.
tyto produkty zahrnuji polysacharid a sekvestra¢ni skupiny
representované vzorci R-NH., R-N=, a R-NR'"-N=, kde R
piedstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou skupinu
zahrnujici pfinejmensim jeden atom siry a R predstavuje
vodikovy atom nebo alkylovou skupinu, jako napfiklad
methylovou skupinu, kde tyto sekvestraéni skupiny vytvareji
komplex chelatového typu s radioaktivnim kovem, jako
napfiklad techneciem.
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Radiofarmaceutické produkty a zplsob jejich pripravy

Oblast techniky

Vyndlez se tyka radiofarmaceutickych produktd, které
mohou byt pouzity pro diagnostické nebo terapeutické ucely,

a dale se tyka zplsobu pfipravy téchto produktil.

Vynalez se zejména tykéd radiofarmaceutickych produktl
vytvofenych nap¥iklad ze suspenze Castic znackovanych
radioaktivnim izotopem, kde tyto produkty jsou pouzZitelné
zejména v oblasti pulmondlni scintigrafie, aby tak napifiklad
mohla byt provedena diagnéza v ptipadé, kdy se odekava

plicni embolie.

V tomto pripadé jsou tyto produkty pouzivany ve forme
Sastic, které ve vyhodném provedeni vykazuji kulovity tvar
a jejichz velikost se pohybuje v rozmezi od 10 pum do
100 pm. JelikoZ ovs$em plicni kapiladry vykazuji pramér
priblizné 7 pm, zlstavaji tyto c¢astice po jejich
intravenézni aplikaci blokovany v téchto kapilarach, coz

umoziiuje zviditelnit anomdlie v zésobovani plic krvi.

Tyto produkty musi samoziejmé vyhovét urcitému poctu
farmaceutickych omezeni. Zejména musi tyto produkty
vykazovat vhodnou in-vivo degradac¢ni rychlost, ktera je
dostatedné pomald, aby umoznila vytvoreni obrazového
zdznamu, naptiklad s pomoci zarizeni pro snimani gama
zareni, kde tato rychlost dosahuje minimdlni hodnoty
pribliZzné jedné hodiny, pificemz tato rychlost je ale
souc¢asné dostatedéné vysoka, aby tak nebylo vyvolavano trvalé

ucpavani plicnich kapilar, coZz by mohlo vést k malym
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trombézam. Tyto produkty nesmi navic byt pro organismus
toxické, musi byt sterilizovatelné, napriklad s pomoci
autoklavu nebo zatenim, musi byt schopny snadného oznaceni
radioaktivnim kovem a musi byt schopny zabaleni do podoby

stabilni znacdkovaci soupravy.

Dosavadni stav_techniky

Naptiklad francouzskd patentova piihlaska
FR-A-2 273 516 predlozena v roce 1975 spolecCnosti PHARMACIA
AKTIEBOLAG sidlici ve Svédsku popisuje pouziti kulovitych
mikro&astic amyl-pektinu sitovaného epichlorhydrinem
a znadkovaného jednoduchym smichdnim s izotopem 99me pro
pouziti v oblasti pulmonadlni perfuzni scintigrafie. Pouziti
té&chto Castic ov&em piinad$i nékolik nevyhod. Ve skutefnosti
jsou to pouze hydroxylové skupiny pouzitého amyl-pektinu,
které umozfiuji znackovani této smési, a tyto skupiny bohuzel
vytvareji pouze slabé vazby s techneciem a neumoznuji tedy
stabilni znadkovéani. Popsany zpfisob pfipravy navic pouziva
mnoho rozpoustédel a emulgadtort, které se obtizné oddéluji
od pripravenych ¢astic. U tohoto typu c¢astic nemizZe byt

navic ani presné mérena ani regulovana rychlost sitovani.

Tento dokument navic nepopisuje kit (soupravu)
vyhovujici pot¥ebam bé&ézZného pouzZiti v oblasti nuklearni
mediciny. P¥i zachdzeni s injektovatelnym pripravkem
pouzitelnym pro lidské pacienty je v praxi nezbytné provést
nékolik manipulaénich krokid, jako napfiklad pripojeni
pocinovaného uzavéru ke sterilni lahvi, odstredéni,
znovuvytvoreni suspenze, atd., kde tyto kroky nejsou

kompatibilni s poZadavkem na sterilitu.

Ziskané roztoky potom koneéné nejsou stabilni a




epichlorhydrin pouzity pro zesiténi je povaZovédn za velmi

toxickou a mutagenni latku.

Autofi vynalezu demonstrovali dal$i nedostatky téchto
kulovitych mikro¢éastic ve srovnavacich prikladech 1 a 2

uvedenych v dalSim.

Francouzska patentova piihlaska FR-A-2 285 857
predloZzenda v roce 1975 spolecnosti PHARMACIA FINE CHEMICALS
AB sidlici ve Svédsku popisuje vyuziti polysacharidovych
Sastic pfipojenych k rlznym sekvestradnim &inidlim
a znadkovanych s pomoci radioaktivnich izotopl. Tyto &astice
zahrnuji chelatujici skupiny spojené kovalentnimi vazbami,
ke kterym je radioaktivni jadro pfipojeno ve formé& komplexi
chelatového typu, které se v principu sklddaji prinejmensSim
ze &tyf¥, ve vyhodném provedeni pfinejmensim péti az osmi,
cyklickych jader s péti az Sesti skupinami obklopujicich
prislusny kov a déle ze dvou koordinac¢nich atomi kovi. Timto
polysacharidem je polysacharid zesitény chemicky, napriklad
s pomoci epichlorhydrinu nebo epibromhydrinu. Ponechédme-11i
stranou znadkovéni, potom tyto C¢astice prindsSeji stejné
problémy jako ¢astice zminéné vySe v piipadé dokumentu
FR-A-2 273 516. Tento dokument navic neuvadi zZadné piiklady
znackovani techneciem. Znadkovaci procedura zde dale
zahrnuje zahtfivani na teplotu 100 °C v pritomnosti
radioaktivniho prvku, promyvani a susSeni naslednée po
znadkovani, coz viubec neni kompatibilni s mysSlenkou vyse
zminéné znadkovaci soupravy a s omezenimi z hlediska

sterility pri pouziti.

I presto, Ze popsand metoda znackovani umozZnuje, aby
Sastice byly znackovany relativné stabilnim zpisobem, tato

metoda neumoZfiuje piipravu znadkovaci soupravy (kitu), ktera



by byla farmaceuticky prijatelna, a to zejména z toho
divodu, ze obsahuje epichlorhydrin, a kterd by byla snadno

pouzitelnd v oblasti nukledrni mediciny.

Kulovité mikrocastice popsané v téchto dvou
patentovych prihlaskach nejsou tedy adaptovany tak, aby
vyhovovaly pfislus$nym farmaceutickym omezenim a nemohou
proto byt pro dany ucel pouzity. Tyto kulovité mikrocastice
navic nebyly nikdy pouzZity pro ucely pulmonalni
scintigrafie. Od tohoto typu produktu bylo tedy posléze

upusténo.

Mnoho vyzkumnych projektd realizovanych od roku 1975 s
cilem vytvorit nové zdokonalené radiofarmaceutické produkty
bylo zaméfeno na produkty na bazi albuminového séra a jeho
derivatt. Tyto krevni produkty vyhovuji prislusSnym
farmaceutickym omezenim a mohou byt pouzZity zejména pro
u¢ely pulmondlni scintigrafie. Tyto produkty jsou v soucasné

dobé vyuzivany v oblasti nukledrni mediciny.

M. A. Davis naptfiklad v roce 1975 v dokumentu
"Radiopharmaceuticals N. Y." (1975, strany 267 aZ 281)
popisuje radioaktivni &astice urcené pro studium pulmonalni
perfiize. CAstice popsané v tomto dokumentu jsou
pfedstavovany makro-agregity albuminu ze séra znackovaného
radioaktivnim jodem (1311—MAA) nebo kulovitymi
mikrodasticemi albuminu z denaturovaného lidského séra
znac¢kovaného s pomoci technecia (99mTc-HAM). Kulovité
mikrocastice 99mTc_HAM jsou vyhodné vzhledem k jednotné
velikosti ¢astic pohybujici se v zadsadé v rozmezi od 40 um
do 50 um. Tento dokument navic popisuje obecné
charakteristiky vyzZadované pro tento typ

radiofarmaceutickych castic.



Dokument R. Guirauda "Macro-aggregates and radioactive
microspheres" (Radiopharmaceuticals, 1997, 519) popisuje
makro-agregdty albuminu (MAA) a kulovité mikrocastice
albuminu lidského séra. Tento dokument popisuje znackovani
té&chto mikro-agregatl a mikroc¢astic techneciem 99m s pomoci
roztoku chloridu cinatého. Dokument rovnéz uvadi, ZzZe
optimdlni velikost téchto mikroc¢astic ¢ini 15 £ 5 pum.

Dokument zmifiuje organické mikrocastice Skrobu.

V soucasné dobé jsou tyto makro-agregaty a
mikrodastice albuminu lidského séra znacdkované techneciem
99mre zdaleka nejvice pouZivany v oblasti nukledrni
mediciny. Tyto produké& ovsem vykazuji nékolik nevyhodnych
charakteristik. Proménlivost a kvalita Sarzi lidského
albuminu napr¥iklad nékdy ¢ini pfipravu diagnostickych
souprav obtiZnou, nebot tyto SarZe obsahuji Castice, které
mohou vykazovat proménlivou velikost a pocet. Jednou z
hlavnich nevyhod je ale lidsky plivod téchto ¢astic, coz mizZe
prinidset vazZné problémy potencialni Zivotu nebezpecné
kontaminace typu HIV, Zloutenky nebo Creutzfeld-Jakobovy

choroby.

Bylo by proto velmi zajimavé mit moznost pripravit
kulovité mikrodastice znackované techneciem 99mTc, které
nejsou lidského pGvodu, aby tak byla zajiSténa dokonala

bezpecénost.

Se zretelem na tuto skute¢nost popisuje v posledni
dob& publikovany dokument A. C. Perkinse (Nuclear Medicine
Communications, 1999, 20, 1-3) zplsoby nahrazeni
radiofarmaceutickych produktd ziskavanych z krve. Tento

dokument zejména zmifiuje vyuziti rekombinovanych materiald,



syntetickych polymert a polypeptidi. V tomto dokumentu

nejsou ov$em zminény polysacharidy.

Podstata vynalezu

Cilem tohoto vynalezu je tedy pfekondni nevyhodnych
charakteristik zminénych vys$e v souvislosti s produkty podle
dosavadniho stavu techniky, kde tohoto cile je dosaZeno
vytvorenim radiofarmaceutického produktu vykazujiciho

gngC, a

schopnost snadného znackovani, napriklad techneciem
ddle vykazujiciho velmi dobry pulmonalni zachyt, cozZ bylo
autory vynalezu demonstrovano na krysach, pricemZz tento
produkt je netoxicky, snadno biodegradovatelny, snadno
sterilizovatelny, miZe byt balen do podoby soupravy
pfipravené pro znaCkovani, je stabilni a vyhovuje
farmaceutickym omezenim platnym pro tento typ produktu. Tyto

a dalgi vyhody budou zfejmé z ddle uvedeného popisu.

Radiofarmaceuticky produkt podle tohoto vyndlezu je
charakteristicky tim, Ze obsahuje polysacharid opatreny
sekvestradénim ¢inidlem pripojenym k polysacharidu kovalentni
vazbou a vybranym ze skupiny funkénich skupin

representovanych vzorci R-NH-, R-N=, a

R—N—N=

R,

ve kterych R predstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou
skupinu obsahujici pfinejmensim jeden atom siry a R’
predstavuje vodikovy atom nebo alkylovou skupinu, jako
napriklad methylovou skupinu, kde tyto sekvestrac¢ni skupiny

vytvatreji komplex chelatového typu s radioaktivnim kovem



vybranym ze skupiny zahrnujici technecium, rhenium, méd,

yttrium, erbium, galium a samarium.

Alkylové skupiny vyuzitelné pro skupinu R’ mohou byt
linearni nebo rozvétvené a ve vyhodném provedeni obsahuji od

jednoho do péti uhlikovych atomi.

V provedeni podle vynalezu mohou byt polysacharidy
rozpustné nebo mohou byt ve formé€ mikroCastic. V provedeni
podle vynalezu mohou potom byt tyto polysacharidy vybrany ze
skupiny l4atek zahrnujici napfiklad p¥irodni S$krob, celuldzu

nebo zesitény amyl-pektin.

Timto p¥irodnim Skrobem miZe napfiklad byt kukuricny

Skrob.

Tyto polysacharidy mohou byt ve formé mikrocCastic,

napriklad ve formé& kulovitych mikrocCastic.

Autori tohoto vynalezu rovnéz prokazali, zZe
modifikovana celuléza podle vynalezu poskytuje velmi dobry
pulmonalni zachyt a niz3i rychlost eliminace nezli v piipadé
Skrobu. Modifikovana celuléza podle tohoto vyndlezu mizZe
proto byt rovnéZ pouzita pro radioterapii, napfiklad pfi
znadkovani provedeném s pomoci rhenia, meédi nebo jednoho
z vyde zminénych kovi, nebot tato celuldéza odpovida
radioterapeutické potiebé pouzit mikrocastic s delSim

poloc¢asem rozpadu.

V provedeni podle vynadlezu mohou byt sekvestracni

skupiny vybrany napifiklad ze skupin reprezentovanych vzorci:
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ve kterych:
Rl, Rz, R3, R4 a R5 predstavuji nezavisle vodikové
atomy, nasycené nebo nenasycené uhlovodikové skupiny,

karboxylové skupiny nebo aromatické skupiny,

predstavuje aromatické jadro, které

pfipadné miZe obsahovat jeden nebo né€kolik heteroatomt,

a n predstavuje celé ¢islo pohybujici se v rozmezi od

jedné do péti.

Tyto sekvestraéni skupiny mohou tedy napfiklad byt

vybrany ze skupin representovanych vzorci:
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V provedeni podle vynalezu mohou mikrocéstice,
napiiklad ve tvaru kulovitych mikrocastic, vykazovat
velikost pohybujici se v rozmezi od 0,01 um do 100 pm, ve
vyhodném provedeni v rozmezi od 10 pm do 50 um, pro pouzZiti
pri diagnéz provadéné technikou pulmondlni scintigrafie,
zatimco pro terapeutické udely se tato velikost pohybuje

v rozmezi od 0,1 pm do 5 pum.

V provedeni podle vyndlezu se mliZe zastoupeni
sekvestraénich skupin pohybovat v rozmezi od 0,1% do 50%,
pri vztaZzeni na sacharidové struktury polysacharidu, pricemz
ve vyhodném provedeni se toto zastoupeni pohybuje v rozmezi
od 2% do 15%.

V provedeni podle vyndlezu miZe v radiofarmaceutickém
produktu, zejména pokud je tento produkt urcen pro
diagnostické ucely, byt jako radioaktivni kov pouzito

technecium ?9™Tc nebo galium-67.

Tento zptsob pouziti miZe napfiklad pripadat v uvahu
tehdy, je-1li radiofarmaceuticky produkt pouzit pro techniku

pulmonalni scintigrafie.

V provedeni podle vynadlezu mizZe v radiofarmaceutickém
produktu, zejména pokud je tento produkt urcen pro
terapeutické ucely, byt jako radioaktivni kov pouzito
rhenium-186 nebo rhenium 188, méd-64 nebo méd-67,

yttrium-90, erbium-169 nebo samarium-153.

V provedeni podle vynadlezu mizZe tento
radiofarmaceuticky produkt existovat ve formé suspenze
kulovitych mikroc¢astic ve fyziologicky prijatelném kapalném

médiu nebo miZe existovat v lyofilizované formé.




Tento vyndlez se rovnéZ tyka zpusobu pripravy
radiofarmaceutického produktu podle vyndlezu, kde tento
zplsob zahrnuje nasledujici kroky:

(a) privedeni polysacharidu, jako naptiklad
polysacharidu zminé&ného vyse, k oxidaci provedené s pomoci
jodistanu,

(b) ptivedeni zoxidovaného polysacharidu k reakci se
sloudeninou obsahujici primadrni aminovou funk¢éni skupinu

nebo hydrazin reprezentovany vzorcem

R—NH2 nebo R——N——NH2

R’

(c) kde R predstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou
skupinu zahrnujici pfinejmens$im jeden atom siry, aby tak k
tomuto polysacharidu mohly byt kovalentnim zplisobem navazany
skupiny vykazujici sekvestrac¢ni schopnost vic¢i kovim
a predstavované vzorci R-NH-, R-N= nebo R-NH-N=, zatimco R’
predstavuje vodikovy atom nebo alkylovou skupinu, jako
naptiklad methylovou skupinu,

(d) privedeni polysacharidu nesouciho sekvestradni
skupiny k reakci se soli radioaktivniho kovu vybraného ze
skupiny kovl zahrnujici technecium, rhenium, méd, yttrium,

erbium a samarium.

Oxidace provedena s pomoci jodistanu mizZe byt
predstavovana procesem popsanym napiiklad v publikaci C. L.
Mehltrettera "Methods in Carbohydrate Chemistry" (Vol. IV,
1964) a pouzivanym zejména pro oxidaci Skrobu, dextranu nebo
celulézy. Tento proces je pouzit v prikladech uvedenych

v dalsim.



V provedeni podle vyndlezu miZe sloucenina obsahujici

primdrni aminovou funkéni skupinu odpovidat vzorci

NH,- (CH,) ,~-SH, kde n pfedstavuje celé ¢islo pohybujici se v

rozmezi od jedné do pé&ti, pridemz v ramci daného procesu

miZe byt mezi krokem (b) a krokem (c) zahrnut dodatecny krok

redukce této sloudeniny provedeny s pomoci

tetrahydridoboritanu sodného.

V provedeni podle vyndlezu mizZe slouCenina navazana na

polysacharid odpovidat napfiklad jednomu z nasledujicich

vzorcl:

|
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|

.

S
Z
NH2— N —C ’
| SCH,
CH,
S
=
NH, — NH —C ,
N NHCH,
S
=

NH — CH,CH=CH,



V provedeni podle vynalezu miiZe byt obsah

sekvestradnich skupin fixovanych na polysacharidu regulovan

fizenim drovné oxidace polysacharidu ve vysSe zminéném kroku

(a). Tato
pohybovat
skupin se
15%.

Pro
vynalezu,

pouzivaji

troven oxidace polysacharidu se napriklad mize
v rozmezi od 10% do 50%. Obsah sekvestracnich

potom mizZe napriklad pohybovat v rozmezi od 2% do

realizaci procesu znackovani polysacharidu podle

gngC,

napriklad techneciem proto tedy autori

dvoustupriovy transformacni postup.

Prvni krok uskuteé¢nény v ramci tohoto postupu spocCiva

v ¥izené oxidaci polysacharidu provedené s pomoci jodistanu.

Na kazdé jednotce zoxidované glukézy tedy dojde k vytvoreni

dvou aldehydovych skupin v sousednich pozicich, kde tato

chemicka reakce probiha podle niZe uvedeného reakcniho

schematu:
— CH,OH |
CH,OH T 2
0 10,- ©
o— OH - —_— 0 —
prirodni glukosidovy zoxidovany glukosidovy

monomexr monomer



Uroveri oxidace polysacharidu miZe byt proménnd a mizZe
byt snadno nastavena. Vyté&€Zek této oxidac¢ni reakce je ve
skutedénosti blizky 100% a uroveil oxidace miiZze byt tedy
vypo¢itiana na zédkladé mnoZstvi pridaného jodistanu. Obecné
jsou pouzivany urovné oxidace nizs$i nez 50%, aby tak
struktura makromolekuly byla modifikovéna pouze mirne.
Skuted¢na uroveri oxidace, ktera se tedy miZe pohybovat v
rozmezi od 1% do 100%, miZe byt snadno urcena s pomoci

kolorimetrické metody.

Ve druhém kroku je potom zoxidovany polysacharid
pitiveden k reakci s molekulou obsahujici aminovou nebo
hydrazinovou skupinu a odpovidajici obecnému vzorci RNH,
nebo RNHNH,, aby tak byla vytvofena chelatadni skupina
schopnéd sekvestrovat technecium. Timto zplisobem je tedy

ziskan ligand typu Schiffovy badze nebo thiosemikarbazon.

Tento druhy krok mizZe byt sumarizovdn nasledujicim

zplsobem:



\ 0
T + R —— NE,
H
aldehydova skupina amin nebo hydrazin

funkcionalizovand aldehydova skupina

kde:

1. R=NR1(C=S)SR2 (Schiffovy baze pochazejici z
dithiokarbazatu)
R=NR (C=S)NR,R3 (thiosemikarbazony)

3. R = aromatické skupiny (aromatické Schiffovy béze)

R = alkylové skupiny (alkylové Schiffovy béaze), v tomto
pripadé nejsou Schiffovy béze stabilni a je tedy s pomoci
tetrahydridoboritanu proveden druhy stupen redukce C=N
vazby, aby tak byla dosaZena jeji stabilizace, a poté je

ziskana aminova vazba C-NHR.

V provedeni podle vynadlezu mize krok (c) napriklad

spod¢ivat v privedeni kulovitych mikroc¢dstic polysacharidu



zahrnujiciho sekvestraéni skupiny do kontaktu napfiklad s
roztokem technecistanu 99mTcO4' v pfitomnosti redukcniho

¢inidla, jako napfiklad chloridu cinatého.

V provedeni podle vyndlezu mohou tedy byt
mikrodastice, napriklad kulovité mikrocCdstice, napriklad
kukufid&ného $krobu nebo Skrobu na bazi zesiténého
amyl-pektinu oxidovany a poté spojeny do molekuly obsahujici
aminovou nebo hydrazinovou funkéni skupinu, napriklad
S-methyldithiokarbazat. Castice modifikované timto zpisobem

mohou byt snadno znadkovany napfiklad s pomoci technecia

gngC .

Tento vynalez té&y zejména poskytuje mikrocastice
prtipravené napiiklad na bazi $krobovych &astic, kde tyto
mikrodastice nevykazuji nevyhodné charakteristiky zminéné
vySe v souvislosti s albuminem. Skrob je navic v lékopisech
popisovan jako vehikulum. Je tedy snadno dostupny pfi

nizkych nakladech.

Mikrodédstice podle tohoto vyndlezu rovnéZ prinasSeji
vyhodu spodivajici ve skutenosti, Ze tyto Castice mohou byt
snadno sterilizovéany, napfiklad procesem ozafeni, a rovnez
mohou byt snadno zpracovany do formy soupravy pifipravené pro

znackovani.

Autori vynalezu navic demonstrovali, Ze v provedeni
podle vynalezu miZe byt rychlost pulmondlniho procisténi
modifikovana v zavislosti na drovni oxidace mikrocastic
pouzitych v ramci tohoto vyndlezu, coz napiiklad neni mozné
v pripadé kulovitych mikroc¢éastic pfipravenych s pomoci

lidského albuminu.



Dal$i vyhoda provedeni podle vynalezu spociva
v jednoduchosti provedeni dané procedury, kde reakcéni
podminky jsou velmi Setrné - reakce probihaji za teploty
okoli, ve vodném médiu, pri dosaZeni kvazikvantitativnich
vyt&zkt. Sekvestradni reakce, napriklad s techneciem, jsou
navic kvantitativni, pricemz tyto reakce probihaji pri
pokojové teploté a bez koncového ¢isténi, coz umozZiiuje
adaptaci na poZzadavky sterility a jednoduchosti pifipravy

nezbytné pro pouziti souprav na bazi technecia v nemocnicnim

prostredi.

Tento vyndlez rovnéZ poskytuje diagnosticky kit
(soupravu), ktery mize byt pouzit napfiklad pro ucely
pulmonalni scintigrafie. Tato souprava zahrnuje prvni léahev
obsahujici polysacharid podle vyndlezu, tedy polysacharid
opatfeny sekvestra¢nimi skupinami pfipojenymi k tomuto
polysacharidu kovalentnimi vazbami a vybranymi mezi

skupinami reprezentovanymi vzorci

R-NH-, R-N= a R-N-N=

R,

kde R pfedstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou skupinu
zahrnujici pfinejmen$im jeden atom siry a R’ pfedstavuje
vodikovy atom nebo alkylovou skupinu, jako napfiklad

methylovou skupinu.

V provedeni podle vyndlezu miZe tento polysacharid
existovat naptiklad ve formé& mikrocCastic, které mohou
napriklad zaujimat tvar kulovitych mikroc¢astic, kde tyto
mikrodastice vykazuji schopnost existovat v lyofilizované

formé nebo v suspenzi ve farmaceuticky prijatelné kapaliné.



Kit podle tohoto vynalezu mize dale zahrnovat druhou
léhev obsahujici chlorid cinaty, ktery ve vyhodném provedeni
je v lyofilizované formé, nebo potom v pripade, kdy je
polysacharid v prvni 1ldhvi pfitomen v lyofilizované forme,
napriklad ve formé& mikroé¢astic, miZe tato prvni lahev dale

obsahovat lyofilizovany chlorid cinaty.

Kity (soupravy) podle tohoto vynalezu jsou stabilni
prinejmengim po dobu dvandcti mé€sich, jak bude demonstrovano

v pfikladech uvedenych v dalSim.

Radiofarmaceuticky produkt podle tohoto vyndlezu tedy
presentuje veskeré kvality vyZzadované pfi pouziti v oblasti
radiofarmaceutickych aplikaci, jako napriklad v oblasti

scintigrafie pulmonalni perfize nebo pii radioterapii.
Dal$i vyhodné charakteristiky budou potom ziejmé pii
sledovani nasledujicich prikladd tykajicich se tohoto

vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

V dal$im bude podstata vyndlezu blizZe objasnéna
s pomoci konkrétnich pfikladl provedeni, pricemz ovsem jsou
tyto priklady pouze ilustrativni a nijak neomezuji rozsah

vynalezu.

Pfriklad 1

Byla pripravena suspenze 10 gram kukuric¢ného Skrobu
z lékopisu, ptedtim pfesetého na sitech o velikosti oka

10 um a 40 pm, kde tato suspenze obsahovala pfiblizné 10%



vody, tedy 0,055 molu glukézy ve 100 mililitrech vody. Dale
bylo p¥idéno 0,0168 molu jodistanu sodného (0,3 ekvivalentu)
(NalOy4), tedy 3,6 gramu, kde toto mnoZstvi bylo rozpusténo
v 100 mililitrech vody. Tato suspenze byla poté michana pfi
pokojové teploté& po dobu 18 hodin. Vytvofeny roztok byl
zfiltrovan a zoxidovany $krob byl pétkrat proplachnut 20
mililitry vody a poté dvakrat proplachnut 50 mililitry
acetonu. Ziskany S$krob byl vysu$en za vakua, ¢imz bylo

ziskéno 10 gram® $krobu zoxidovaného na 30% (vytézek 100%) .

Déale byla pripravena suspenze 10 grami Skrobu
zoxidovaného na 30% v 60 mililitrd smési voda/ethanol
o objemovém pom&ru 2/1. Poté bylo pfidano 0,1 ekvivalentu
(0,1 x 0,055 x 2), tedy 0,011 molu, S-methyldithiokarbazatu
(NH,NH(C=S)SCH3), M = 122, tedy 1,34 gramu, kde toto
mnozstvi bylo rozpusténo v 10 mililitrech ethanolu.
Vytvofeni suspenze byla michdna pti pokojové teploté po dobu
18 hodin. Vytvoreny roztok byl zfiltrovidn a modifikovany
$krob byl tifikrat proplachnut 20 mililitry ethanolu a poté
vysu$en za vakua. Timto zpisobem bylo ziskano priblizne 10
grami modifikovaného Skrobu. Elementarni analyza
praskovitého produktu ukdzala obsah siry 5,4%, coz odpovida
sedmiprocentni urovni navédzéni S-methyldithiokarbazatu
(DTCZ) (7 jednotek dithiokarbazatu na 100 teoretickych
aldehydovych funk&nich skupin, tedy 14 dithiokarbazatovych
jednotek na 100 jednotek glukézy). VytéZek navazani tedy
&inil 70%. Timto zplscbem bylo tedy ziskdno 10 gramil Skrobu
zoxidovaného na 30% a ze 7% navazaného na DTCZ.

Znackovaci reakce s 99mTc:

Pt#i realizaci znackovaci reakce s techneciem 99mTc
bylo 10 miligram® modifikovaného Skrobu umisténo do lahve

penicilinového typu. Poté byly pfidany 4 mililitry
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fyziologického séra, coZ bylo nadsledovano pridanim 10 pg
SnCl,.2H,0 (20 ul roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml
pripraveného v 0,1 N HCl). Poté byl pfidan 1 mililitr
roztoku 99mTcO4" (5mc) . Takto vytvoreny roztok byl michan po
dobu 15 minut a kontrola radiochemické ¢istoty (RCP) byla
provedena zfiltrovanim 1 mililitr roztoku pfes Millipore
filtr o porozité& 0,22 pm, coZ bylo nasledovéno proplachnutim
filtru s pomoci 2 mililitrd fyziologického séra. Znackované
kulovité mikrocdastice byly zadrZeny na filtru na rozdil od
radioaktivnich ned¢istot nenavazanych na tyto mikrocastice,
které byly zjistény ve filtratu. Radiochemicka Cistota potom

odpovida vztahu:
RCP = (aktivita na filtru/celkova aktivita) x 100.

V tomto piipadé dosahovala radiochemicka Cistota

hodnoty 98,9%.
P¥riklad 2

Modifikace sSkrobu:

Pi*i modifikaci Skrobu zde byl aplikovéan obdobny postup
jako v prikladu 1, pfic¢emz ale v prbéhu oxidac¢ni reakce
bylo pouzito 0,2 ekvivalentu jodistanu. Timto zplisobem byl

ziskdn Skrob zoxidovany na 20%.

Adiéni reakce byla rovnéZz provedena stejnym zplsobem
jako v prikladu 1 a byl tedy ziskan Skrob zoxidovany na 20%
a ze 7% navazany na S-methyldithiokarbazat (DTCZ).
Znackovaci reakce s 99mre .
Znackovaci reakce s techneciem Mo 2de byla rovnéz

provedena obdobnym zplisobem jako v ptrikladu 1. Radiochemicka



Gistota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 99%.
Priklad 3

Modifikace Skrobu:

P¥i modifikaci $krobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v prikladu 1, pricemz ale v pribéhu oxidacni reakce
bylo pouzito 0,1 ekvivalentu jodistanu. Timto zpUsobem byl

ziskan $krob zoxidovany na 10%.

Adiéni reakce byla rovnéZz provedena stejnym zpusobem
jako v prikladu 1 a byl tedy ziskan sSkrob zoxidovany na 10%
a ze 7% navazany na S-methyldithiokarbazat (DTCZ).

Znackovaci reakce s 9ngc:

Znadkovaci reakce s techneciem I9mre zde byla rovnéz
provedena obdobnym zplisobem jako v prikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 98,8%.
Pr¥riklad 4

P#i modifikaci S$krobu zde byl aplikovéan obdobny postup
jako v prikladu 1, aby tak byl ziskan Skrob zoxidovany na
30%. Byla pripravena suspenze 10 graml S$krobu zoxidovaného
na 30% v 60 mililitrech smési voda/ethanol o objemovém
poméru 2/1. Poté bylo pridédno 0,1 ekvivalentu
(0,1 x 0,055 x 2), tedy 0,011 molu,
N-methyl-S-methyldithiokarbazatu (NH2N(CH3)(C=S)SCH3),

M = 136, tedy 1,50 gramu, kde toto mnozstvi bylo rozpusteéno
v 10 mililitrech ethanolu. Vytvofena suspenze byla michana
p¥i pokojové teploté po dobu 18 hodin. Vytvoreny roztok byl
zfiltrovan a modifikovany $krob byl t¥ikrat proplachnut 20

mililitry ethanolu a poté vysusen za vakua. Timto zplsobem
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bylo ziskano pribliZné 10 grami modifikovaného Skrobu.
Elementarni analyza praskovitého produktu ukdzala obsah siry
5%, coz odpovidéd drovni navazani
N-methyl-S-methyldithiokarbazatu 6,5% (6,5 jednotek
dithiokarbazatu na 100 teoretickych aldehydovych funkénich
skupin, tedy 13 dithiokarbazatovych jednotek na 100 jednotek
glukézy) . VytéZek navazédni tedy ¢inil 65%.
Znadkovaci reakce s °°™Tc:

Znackovaci reakce s techneciem 99mTe zde byla rovnéz
provedena obdobnym zpisobem jako v prikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pfipadé dosahovala hodnoty 95%.
Pr¥riklad 5

Modifikace sSkrobu:

P¥i modifikaci $krobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v prikladu 1, aby tak byl ziskan Skrob zoxidovany na
30%. Byla pripravena suspenze 10 grami Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 ml smé&si voda/ethanol o objemovém poméru 2/1.
Poté bylo pridano 0,1 ekvivalentu (0,1 x 0,055 x 2), tedy
0,011 molu, 4-fenyl-3-thiosemikarbazidu
(NHZNH)(C=S)NH(C6H5), M =167, tedy 1,83 gramu, kde toto
mnozstvi bylo rozpusténo v 10 mililitrech ethanolu.
Vytvofend suspenze byla michédna pri pokojové teplote po dobu
18 hodin. Vytvoreny roztok byl zfiltrovidn a modifikovany
gkrob byl t¥ikrat proplachnut 20 mililitrech ethanolu a poté
vysu$en za vakua. Timto zplsobem bylo ziskéno pfibliZné 10
grami modifikovaného S$krobu. Elementarni analyza
praskovitého produktu ukadzala obsah siry 3,16%, cozZ odpovida
drovni navazani 4-fenyl-3-thiosemikarbazidu 8% (8 jednotek
thiosemikarbazidu na 100 teoretickych aldehydovych funkcnich

skupin, tedy 16 thiosemikarbazonovych jednotek na 100
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jednotek glukodzy). Vytézek navazani tedy cinil 80%.
Znackovaci reakce s 99mrc

Znadkovaci reakce s techneciem °°"Tc zde byla rovnéz
provedena obdobnym zpisobem jako v prikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pripade€ dosahovala hodnoty 98%.

Priklad 6

Modifikace Skrobu:

Pri modifikaci Skrobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v prikladu 1, aby tak byl ziskadn Skrob zoxidovany na
30%. Byla pripravena suspenze 10 gramil Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 ml smé&si voda/ethanol o objemovém poméru 2/1.
Poté bylo piidano 0,1 ekvivalentu (0,1 x 0,055 x 2), tedy
0,011 molu, 4-methyl-3-thiosemikarbazidu
(NHZNH)(C=S)NH(CH3), M = 105, tedy 1,15 gramu, kde toto
mnozstvi bylo rozpu$téno v 10 mililitrech ethanolu.
Vytvoiend suspenze byla trepdna pfi pokojové teploté po dobu
18 hodin. Vytvofeny roztok byl zfiltrovan a modifikovany
$krob byl trikrat proplachnut 20 mililitrt ethanolu a poté
vysusen za vakua. Timto zplsobem bylo ziskano pfiblizZné 10
gramt modifikovaného Skrobu. Elementarni analyza
praskovitého produktu ukédzala obsah siry 2,9%, coZz odpovida
trovni navazani 4-methyl-3-thiosemikarbazidu 7,3% (7,3
jednotek thiosemikarbazidu na 100 teoretickych aldehydovych
funkénich skupin, tedy 14,6 thiosemikarbazonovych jednotek
na 100 jednotek glukézy). VytéZzek navazéni tedy Cinil 73%.
Znackovaci reakce s 99mre .

Znackovaci reakce s techneciem 99T zde byla rovnéz
provedena obdobnym zplsobem jako v prikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 97%.
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Prfriklad 7

Modifikace Skrobu:

Pri modifikaci Skrobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v prikladu 1, aby tak byl ziskan Skrob zoxidovany na
30%. Byla pripravena suspenze 10 gramid Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 mililitrech smési voda/ethanol o objemovém
pom&ru 2/1. Poté bylo pridéno 0,1 ekvivalentu
(0,1 x 0,055 x 2), tedy 0,011 molu,
4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazidu (NH,NH) (C=S)N(CHj3),,

M = 119, tedy 1,30 gramu, kde toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 10 mililitrech ethanolu. Vytvorenad suspenze byla michana
pri pokojové teploté po dobu 18 hodin. Vytvoreny roztok byl
2filtrovan a modifikovany $krob byl tiikrat proplachnut 20
mililitry ethanolu a poté vysuSen za vakua. Timto zplsobem
bylo ziskano priblizné& 10 grami modifikovaného Skrobu.
Elementarni analyza praskovitého produktu ukdzala obsah siry
3%, coZ odpovida urovni navazani
4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazonu 7,5% (7,5 jednotek
thiosemikarbazidu na 100 teoretickych aldehydovych funkénich
skupin, tedy 15 thiosemikarbazonovych jednotek na 100
jednotek glukézy). VytéZek navdzéani tedy Cinil 75%.
Znackovaci reakce s 99mr

Znackovaci reakce s techneciem 99mrc zde byla rovnéz
provedena obdobnym zpisobem jako v prikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 96%.
P¥riklad 8
Modifikace Skrobu:

Pti modifikaci $krobu zde byl aplikovan obdobny postup

jako v ptikladu 1, aby tak byl ziskan Skrob zoxidovany na
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30%. Byla pripravena suspenze 10 graml Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 ml smé&si voda/ethanol o objemovém poméru 2/1.
Poté bylo pridéano 0,1 ekvivalentu (0,1 x 0,055 x 2), tedy
0,011 molu, 4-allyl-3-thiosemikarbazidu
(NHZNH)(C=S)NH(CH2CH=CH2), M = 131, tedy 1,44 gramu, kde
toto mnozstvi bylo rozpusténo v 10 mililitrech ethanolu.
Vytvofend suspenze byla michidna pri pokojové teploté po dobu
18 hodin. Vytvoreny roztok byl zfiltrovdn a modifikovany
gkrob byl t¥ikrat proplachnut 20 ml ethanolu a poté vysusSen
za vakua. Timto zptsobem bylo ziskéno prfibliZzné 10 grami
modifikovaného S$krobu. Elementarni analyza préaskovitého
produktu ukazala obsah siry 3%, coZ odpovida trovni navazani
4-allyl-3-thiosemikarbazonu 7,5% (7,5 jednotek
thiosemikarbazidu na 100 teoretickych aldehydovych funkcnich
skupin, tedy 15 thiosemikarbazonovych jednotek na 100
jednotek glukézy). VytézZek navazédni tedy &inil 75%.
Znac¢kovaci reakce s 99mre .

Znackovaci reakce s techneciem 99mre Zde byla rovnéz
provedena obdobnym zptsobem jako v pfikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 98%.
P¥riklad 9

Modifikace Skrobu:

P#i modifikaci Skrobu zde byl aplikovéan obdobny postup
jako v ptikladu 1, aby tak byl ziskdn $krob zoxidovany na
30%. Byla pifipravena suspenze 10 grami S$krobu zoxidovaného
na 30% v 60 ml smési voda/ethanol o objemovém poméru 2/1..
Poté bylo ptidéano 0,1 ekvivalentu (0,1 x 0,055 x 2), tedy
0,011 molu, 3-thiosemikarbazidu (NHZNH)(C=S)NH2, M = 91,
tedy 1 gramu, kde toto mnozstvi bylo rozpusténo v 10

mililitrech ethanolu. Vytvofena suspenze byla michdna pri
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pokojové teploté po dobu 18 hodin. Vytvoreny roztok byl
zfiltrovan a modifikovany Skrob byl trikrat proplachnut 20
ml ethanolu a poté vysuSen za vakua. Timto zpisobem bylo
ziskano p¥ibliZzné& 10 grami modifikovaného Skrobu.
Elementiarni analyza pra$kovitého produktu ukédzala obsah siry
2,9%, coz odpovida drovni navazani 3-thiosemikarbazonu 7,3%
(7,3 jednotek thiosemikarbazidu na 100 teoretickych
aldehydovych funkénich skupin, tedy 14,6
thiosemikarbazonovych jednotek na 100 jednotek glukoézy).
Vytézek navazani tedy ¢inil 73%.
Znac¢kovaci reakce s 99mre .

Znackovaci reakce s techneciem 99m1e zde byla rovnéz
provedena obdobnym zplisobem jako v pfikladu 1. Radiochemicka

&istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 95%.
P¥riklad 10

Modifikace sSkrobu:

P#i modifikaci skrobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v prikladu 1, aby tak byl ziskan Skrob zoxidovany na
30%. Byla pripravena suspenze 10 grami Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 mililitrech smési voda/ethanol o objemovém
poméru 2/1. Poté bylo pridano 0,1 ekvivalentu
(0,1 x 0,055 x 2), tedy 0,011 molu, 2-aminothiofenolu
(C6H4)(NH2)(SH), M = 125, tedy 1,37 gramu, kde toto mnozstvi
bylo rozpu$téno v 10 mililitrech ethanolu. Vytvorena
suspenze byla michana pii pokojové teploté po dobu 18 hodin.
Vytvoreny roztok byl zfiltrovéan a modifikovany Skrob byl
t#ikrat propléachnut 20 mililitry ethanolu a poté vysuSen za
vakua. Timto zplGsobem bylo ziskéno priblizne 10 gram(
modifikovaného Skrobu. Elementarni analyza praskovitého

produktu ukdzala obsah siry 3%, coz odpovidé drovni navazani
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2-aminothiofenolu 7,5% (7,5 jednotek aminothiofenolu na 100
teoretickych aldehydovych funkénich skupin, tedy 15
aminothiofenolovych jednotek na 100 jednotek glukézy).
Vytézek navazani tedy ¢inil 75%.
Znadkovaci reakce s °O™Tc:

Znadkovaci reakce s techneciem 99mre de byla rovnéz
provedena obdobnym zplsobem jako v prikladu 1. Radiochemicka

¢istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 94%.
Priklad 11

P¥i modifikaci Skrobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v prikladu 1, aby tak byl ziskan Skrob zoxidovany na
30%. Byla ptipravena suspenze 10 gramii Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 ml smési voda/ethanol o objemovém poméru 2/1.
Poté bylo pitidéno 0,1 ekvivalentu (0,1 x 0,055 x 2), tedy
0,011 molu, 2-merkaptoethylaminu (nebo 2-aminoethanthiolu)
(NH,CH,CH,SH) , M = 91, tedy 1 gram, kde toto mnozstvi bylo
rozpu$téno v 10 mililitrech ethanolu. Vytvofena suspenze
byla michdna pi#i pokojové teploté po dobu 18 hodin. V dalSim
kroku bylo ptidano 0,015 molu tetrahydridoboritanu sodného
(NaBH,), aby tak doslo k redukci vytvofené Schiffovy baze
a jeji stabilizaci (nearomatické Schiffovy baze nejsou
stabilni) a smés byla ponechana reagovat po dobu jedné
hodiny. Vytvoreny roztok byl zfiltrovan a modifikovany skrob
byl tfikrat proplachnut 20 mililitry ethanolu a poté vysuSen
za vakua. Timto zplsobem bylo ziskéno priblizné 10 grami
modifikovaného $krobu. Elementarni analyza praskovitého
produktu ukazala obsah siry 3,4%, coz odpovid4d urovni
navazani 2-merkaptoethylaminu 8,5% (8,5 jednotek
2-merkaptoethylaminu na 100 teoretickych aldehydovych
funk&nich skupin, tedy 17 2-merkaptoethylaminovych jednotek



na 100 jednotek glukézy). Vytézek navazani tedy ¢inil 85%.
Znackovaci reakce s 99mre .

Znadkovaci reakce s techneciem I9mTe zde byla rovnéz
provedena obdobnym zplsobem jako v ptikladu 1. Radiochemicka

&istota (RCP) v tomto ptripadé dosahovala hodnoty 95%.
Priklad 12

Modifikace Skrobu:

P#i modifikaci $krobu zde byl aplikovan obdobny postup
jako v ptikladu 1, aby tak byl ziskéan Skrob zoxidovany na
30%. Byla pripravena suspenze 10 grami Skrobu zoxidovaného
na 30% v 60 mililitrech smési voda/ethanol o objemovém
poméru 2/1. Poté bylo pridéano 0,1 ekvivalentu
(0,1 x 0,055 x 2), tedy 0,011 molu,
2-amino-4-merkaptotriazolu (C4N2H)(SH)(NH2), M = 116, tedy
1,27 gramu, kde toto mnozstvi bylo rozpusténo v 10
mililitrech ethanolu. Vytvotena suspenze byla michéna pfi
pokojové teploté po dobu 18 hodin. Vytvofeny roztok byl
zfiltrovan a modifikovany $krob byl tfikréat proplachnut 20
ml ethanolu a poté vysu$en za vakua. Timto zpasobem bylo
ziskdno pf¥iblizné& 10 graml modifikovaného Skrobu.
Elementiarni analyza préa$kovitého produktu ukazala obsah siry
2,8%, coz odpovida urovni navézéni
2-amino-4-merkaptotriazolu 7% (7 jednotek merkaptotriazolu
na 100 teoretickych aldehydovych funkénich skupin, tedy 14
merkaptotriazolovych jednotek na 100 jednotek glukézy) .
Vytézek navéazani tedy &inil 75%.

Znackovaci reakce s 99mye .
Znadkovaci reakce s techneciem I9Mmre zde byla rovnéz

provedena obdobnym zplsobem jako v prikladu 1. Radiochemicka



Cistota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 85%.
Srovmnéavaci priklad 1

Bylo pouZito 10 graml prosetého lékopisného
kukutfi¢ného S$krobu, ktery neprosel chemickou transformaci
a pro znadkovani tohoto $krobu techneciem 99myo byla pouzita

stejna procedura jako v prikladu 1.

Radiochemicka &istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala
hodnoty 19%.

Tento piiklad je tedy dobrou demonstraci skutecCnosti,
e chemicka modifikace (fixace sekvestracnich skupin)
provedena zpiisobem podle tohoto vyndlezu je nezbytna pro

umoznéni znadkovani techneciem 99mTc.

Pokud jsou
mikrod¢astice znadkovany bez predchozi chemické transformace,
potom navic neni mozné dosdhnout trvalejSiho pulmonalniho
zdchytu, v protikladu s pouzitim produktu v provedeni podle
tohoto vynalezu. Tyto vysledky jsou proto v rozporu se

zjisténim, které je popsédno v dokumentu FR-A-2 273 516.
Priklad 13

Celulozova modifikace:

P¥i modifikaci celulézy zde byl aplikovéan obdobny
postup jako v prikladu 1, pric¢emz ale byla pouZita celuldza
presetd mezi sity o velikosti oka 10 pm a 40 pm. Timto
zpisobem bylo tedy ziskéno 10 grami celulozy zoxidované na
30% a ze 7% navazaného na DTCZ.

Znackovaci reakce s 99mT, .

Znac¢kovaci reakce s techneciem 99mre Zde byla rovnéz
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provedena obdobnym zplisobem jako v ptfikladu 1. Radiochemicka

&istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 99,1%.
Pfriklad 14

Experimentalni krysy typu Sprague Dawley o hmotnosti
pfiblizn& 200 grami byly anestetizovdny s pomoci thiopentalu
sodného a poté jim byly intravenéznim zplsobem aplikovany
rizné roztoky kulovitych mikrocastic znackovanych techneciem
99m1e podle prikladt 1 az 9 a prikladu 13. Kazdému zvifeti
bylo aplikovéno 0,2 mililitru roztoku do Zily penisu, tedy
0,2 mc na jedno zvife. Zvifata byla poté umisténa pod v
zatizeni pro snimdni gama zadfeni a po dobu 3 hodin byly
postupné ziskavany statické snimky. Timto zp@sobem byly
ziskény po sobé& nasledujici snimky, pricemz na jeden snimek
bylo pouZzito 15 000 zobrazeni. Poté byly manudlné definovany
z4djmové zény, aby tak mohla byt odhadnuta aktivita pritomna
v riznych organech 15 minut nasledné po intraven6zni

aplikaci. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I: Vysledky

% aktivity
15 minut po Pr. 1 Pr. 2 Pr. 3 Pr. 4 Pr. S
aplikaci

% pulmon.
aktivity 90% 85% 80% 80% 85%

% hepat.
aktivity < 5% < 5% < 5% < 10% < 10%

pulmon.
polocas
rozpadu 2 hod. 1 hod. 30 min.| 2 hod. 2 hod.




% aktivity
15 minut po Pr. 6 Pr. 7 Pr. 8 Pr. 9 P¥. 10
aplikaci

% pulmon.

aktivity 85% 85% 85% 85% 90%

% hepat.

aktivity < 5% < 5% < 5% < 5% < 5%
pulmon.

polocas

rozpadu 2 hod. 2 hod. 2 hod 2 hod. |> 4 hod.

Je tedy ztejmé, ze modifikované kulovité mikrocastice
vykazuji velmi dobry pulmonalni zachyt. Navic je mozné
modulovat rychlost pulmonalni eliminace tim, Ze jsou
provadény zmény v urovni oxidace, jak je ukdzano v
prikladech 1, 2 a 3 (oxidac¢ni tdrovné 30%, 20% a 10%) .

Pouziti celuldzy umozfiuje znaéné prodlouzeni rychlosti

eliminace (priklad 10, polocas rozpadu > 4 hodiny).

Srovnavaci priklad 2

V tomto prikladu nebyl pouzit prirodni Skrob, ale
kulovité mikrodastice piipravené z amyl-pektinu zesiténého

epichlorhydrinem, jak je popséno v patentu FR-A-2 273 516.

Priprava zesiténych mikrokulicek Skrobu:

Pri ptipravé zesiténych Skrobovych mikroclastic bylo
rozpusténo 8 gram kukufiéného amyl-pektinu ve 40 mililitrd
roztoku obsahujiciho 4 gram NaOH a 0,15 gramu
tetrahydridoboritanu sodného. Amyl-pektin byl ponechan
k rozpusténi po dobu 24 hodin. Nasledné byla michanim 60 ml

tekutého parafinu a 1,6 gramu sojového lecitinu rozpusténého




ve 4 mililitrech hexanu pripravena emulze, kde toto michani
bylo provadéno pfi rychlosti 800 otacek za minutu. Poté byla
p¥iddna vodné féze obsahujici amyl-pektin, coz bylo
nédsledovano pfidanim 3,2 mililitru epichlorhydrinu.
Vytvotenid emulze byla po dobu 4 hodin zahfivdna na teplotu
55 °C a poté pies noc ponechdna v michaném stavu. Ziskané
kulovité mikrodastice vykazujici velikost p¥iblizné 50 pm
byly t¥ikrat proplachnuty 250 mililitry acetonu, vysusSeny
a posléze lyofilizovany.
Znackovaci reakce s 9me .

Znackovaci reakce s techneciem I9Mre zde byla rovnéz
provedena obdobnym zplsobem jako v prikladu 1, ale
s pouzitim 1 miligramﬁ—SnC12.H20. Radiochemicka cistota

(RCP) v tomto ptipadé dosahovala hodnoty 90%.

Modifikace sSkrobu:

P¥i modifikaci S$krobu zde byl
jako v prikladu 1, pricemz bylo ale
kulovitych mikro¢astic amylopektinu

pripravenym epichlorhydrinem. Timto

aplikovan obdobny postup
pouzito 10 grami
zesiténého drive

zptisobem bylo tedy

ziskano 10 gram@ kulovitych mikrodastic amyl-pektinu
zoxidovaného na 30% a ze 7% navazaného na DTCZ.
Znadkovaci reakce s 99me .

Znadkovaci reakce s techneciem 99mre zde byla rovnéz
provedena obdobnym zplsobem jako v prikladu 1. Radiochemicka
&istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala hodnoty 99%.
Prfriklad 15
Zde byl sledovan stejny postup provedeni jako v

prikladu 14, aby tak byly testovany kulovité mikrodéastice
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zesiténého amylopektinu znackované techneciem 99mre podle

srovnavaciho p#ikladu 2. Ziskané vysledky jsou uvedeny Vv

tabulce II1.

Tabulka I1I

% aktivity
15 minut po
aplikaci

Srovnavaci
priklad 2

Priklad 17

% pulmon.
aktivity

< 10%

85%

% hepat.

< 5%

aktivity 70%

pulmon.
polocas
rozpadu - 2 hod.

Je tedy zfejmé, Ze v rozporu s popisem uvedenym v
dokumentu FR-A-2 273 516 byly mikroc¢astice zesiténého,
chemicky nemodifikovaného amyl-pektinu znackovény techneciem
99mTc, ale nevykazovaly zadny pulmondlni zachyt, kde |
prid¢inou byla bezpochyby slabd vazba mezi techneciem 99mre
a témito mikrodasticemi. Tyto mikroc¢astice, které byly ovsem
chemicky transformovany postupem podle vyndlezu, potom na

druhé strané ukazaly dobrou troveil pulmondlniho zachytu.
P¥riklad 16

Kulovité mikrodastice S$krobu pripravené postupem podle
p¥ikladu 1 (8krob zoxidovany na 30% a ze 7% navazany na
DTCZ) byly pouzity pro vytvofeni sterilni znackovaci

soupravy a byly pfipraveny pro znackovani techneciem 99mre
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Sterilizace mikrokulicek:

Pii sterilizaci mikroc¢astic bylo 10 grami téchto
mikroc¢astic umisténo do zuzZené lahve a poté ozarovano, kde
jako zdroj zatfeni byl pouzit kobalt-60. Tyto mikrocastice
obdrzely v pribé&hu 20 hodin celkovou davku gama zarfeni
25 kGy.

Pfi pripravé souprav bylo 200 miligramd
sterilizovanych mikrodéastic sterilnim zplsobem umisténo do
reaktoru obsahujiciho 20 mililitrd NaCl 9/1000. Tento roztok
byl odvzdu$nén probublavanim dusiku a poté bylo pridano
400 pl sterilniho roztoku SnCl,.2H,0 p¥i koncentraci
0,5 mg/ml v 0,1N HCl. Poté byl oddélen 1 mililitr tohoto
roztoku pro kazdou z dvaceti lahvi, které byly nasledné

lyofilizovany a umistény do dusikové atmosféry.

Kazda z téchto lahvi tedy obsahovala:

10 mg modifikovanych kulovitych mikrocastic
10 pg SnCl,.2H50

9 mg NaCl

Znackovaci reakce s 99mTc:

Pfi provadéni znadkovaci reakce s techneciem 99mre
bylo 5 ml roztoku TcO4~ (5 mc) pridano do lahve

v lyofilizované formé& a ponechdno reagovat po dobu 15 minut.
Dale bylo postupovéano obdobnym zplisobem jako v prikladu 1.
Radiochemicka ¢istota (RCP) v tomto pripadé dosahovala

hodnoty 98,7%.

Testovani stability kitu:
Pri testovani stability kitu (soupravy) byly
znadkovaci kity pripravené vysSe specifikovanym zplsobem

pfechovavany pri ritznych teplotédch a poté byla testovana



znackovaci reakce s techneciem 99mTc, aby tak byla
vyhodnocena stabilita téchto souprav. Ziskané vysledky jsou

uvedeny v tabulce III:

Tabulka III: RCP (%)

Teplota pifechovavani 6 mésict 12 mésict
2 - 8°C 98,5% 98,4%
25°C 97% 96%
45°C 94% 90%

Z uvedenych vysledkil je zfejmid velmi vysoka stabilita
soupravy pirechovavané pii teploté pohybujici se v rozmezi od
2 °C do 8 °C.

Priklad 17

Experimentdlni krysy typu Sprague Dawley o hmotnosti
pribliZné& 200 grami byly anestetizovany s pomoci thiopentalu
sodného a poté jim byly intravenoznim zplsobem aplikovany
rtizné roztoky kulovitych mikroc¢astic znacdkovanych techneciem
99m1e obdobné jako v prikladu 14. Kazdému zvifeti bylo
aplikovano 0,2 ml roztoku do zily penisu, tedy 0,2 mc na
jedno zvife. Zvirata byla 15 minut po aplikaci usmrcena.
Poté byly ziskany ri@izné orgéany, bylo provedeno méreni trovne
radioaktivity pritomné v kazdém orgdnu a byl urcen
procentualni podil aktivity pfitomné v kazdém organu.

Zjisténé vysledky jsou ukdzany v tabulce IV:



Tabulka IV: Procentudalni podil aplikované davky 15 minut po

aplikaci
Organ Priklad 1 Priklad 13
Krev (1 ml) | 0,1% 0,2%
Jatra 2,2% 5,6%
Ledviny 0,4% 0,4%
Plice 91% 82%
Slezina 0,1% 0,1%
Strevo 1,5% 0,7%
Moc¢ovy méchy¥ 0,1% 1,3%

Z uvedenych vysledkl je tedy pro mikrocastice
prirodniho S$krobu, stejné jako pro zesiténé mikrocastice na
bazi Skrobu, zrejmy velmi vysoky pulmonalni zachyt, zatimco
zachyt v ostatnich orgéanech byl slaby. Sterilni produkt
pfipraveny ve formé soupravy se tedy zda byt zcela adaptovan
na pouziti jako radiofarmaceuticky produkt pro oblast
pulmonalni perfize, kde mize nahradit albumin, a také prol

oblast radioterapie.
Priklad 18

V tomto prikladu byla pouzZita celuldza zoxidovanad na
30% a ze 7% navazana na DTCZ obdobné jako v prikladu 13.
Takto modifikovana celuldza byla znackovana s pomoci rhenia
186, aby tak byla ilustrovadna pouzZitelnost nosného materialu

podle vynalezu pro terapeutické ucely.

Pri realizaci znackovaci reakce s rheniem 186 bylo 10



miligramt modifikované celulézy umisténo do léhve
penicilinového typu. Poté byly pridany 2 mililitry
fyziologického séra, coz bylo ndsledovéano piridanim
20 miligrami kyseliny citronové a posléze pridanim
1 miligram SnCl,.2H,0 (100 pl roztoku o koncentraci
10 mg/ml piipraveného v 0,1 N HCl).

Poté bylo k obsahu lahve pfidéano 0,1 mililitru roztoku
ReOy ™, odpovidajiciho aktivité 2 mc. Lahev byla poté po dobu
30 minut zahfivana na vodni lazni pfi teploté 100 °C.
Radiochemicka &istota (RCP) byla urcéena zfiltrovanim pres
Millipore filtr obdobné jako v pifikladu 1. V tomto pripadée
dosahovala radiochemicka ¢istota hodnoty 92%.

Pro posouzeni stability vazby mezi rheniem 186
a mikrocasticemi celulézy byl proveden test stability

v uspofadani in vitro.

Vytvotend smés byla inkubovéna s pomoci HSA (albumin
lidského séra) pi¥i koncentraci 20 mg/ml pri teploté 37 °C.

Timto zpGsobem byly ziskany vysledky ukazané v nasledujici

tabulce:

Inkubacni

doba 0 2 hod 6 hod 24 hod 48 hod

RCP 92% 92% 91% 89% 90%

Uvedené vysledky prokazaly velmi vysokou stabilitu
znadkovani celuldézovych mikroc¢astic rheniem 186 a vysokou

stabilitu mikroc¢astic samotnych.

Pro odbornika pracujiciho v daném oboru je zrejmé, Ze




tyto vysledky mohou byt extrapolovany smérem K vyuziti
rhenia 188.

Priklad 19

Experimentalni krysy typu Sprague Dawley o hmotnosti
pribliZzné& 200 gramd byly anestetizovany a poté bylo kazdému
zvireti aplikovéano 0,2 mililitru (0,1 mc) roztoku
celulbézovych mikro¢astic znackovanych rheniem Re 186 obdobne

jako v pfikladu 18.

Zvitata byla poté umisténa pod zarizeni pro snimani
gama zafeni a po dobu 48 hodin byly ziskavany snimky.
Aktivity pritomné v zajmovych zénach byly poté

vypoditany obdobnym zpisobem jako v prikladu 14.

cas po 1 hod 2 hod 6 hod 24 hod 48 hod
aplikaci

% pulmon.

aktivity 80% 85% 85% 85% 90%
% hepat.
aktivity < 5% < 5% < 5% < 5% < 5%

Tyto vysledky tedy dokazuji, Ze aktivita zhstava
blokovana na pulmondlni drovni prinejmensim po dobu 48
hodin. Tento typ kulovitych mikrocédstic tedy mizZe byt pouZit

pro terapeutické ucely.

Nejvyznamn&js$im klinickym vyuzitim miZe byt lécba
jaternich nadort nasledné po injek¢éni aplikaci, nikoli
intravenéznim zpusobem, ale pfimo do jaterni artérie

(metabolicka radioterapie).




Dal$i moZny zplsob vyuziti spo¢iva v podkozni injekcéni
aplikaci tohoto typu ¢astic do prsniho nadoru. Castice
migrujici lymfatickym systémem mohou umoZiiovat 1écbu uzlin

napadenych rakovinnymi butkami.



PATENTOVE NAROKY

1. Radiofarmaceuticky produkt vyznacdujici se tim, zZe
zahrnuje polysacharid opatfeny sekvestracnimi skupinami
p¥ipojenymi k tomuto polysacharidu kovalentnimi vazbami
a vybranym ze skupiny funkénich skupin representovanych
vzorci

R-NH- , R-N= , a R-N-N

R,

ve kterych:

R pfedstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou skupinu
zahrnujici pfinejmensim jeden atom siry a

R’ predstavuje vodikovy atom nebo alkylovou skupinu
nebo methylovou skupinu,
kde tyto sekvestradni skupiny vytvareji komplex chelatového
typu s radioaktivnim kovem vybranym ze skupiny zahrnujici
technecium, rhenium, méd, yttrium, erbium, galium
a samarium, kde tento polysacharid je pfitomen ve forme

mikrodastic.

2. Radiofarmaceuticky produkt podle naroku 1
vyznadujici se tim, Ze tyto sekvestraéni skupiny jsou

vybrany ze souboru reprezentovaného obecnymi vzorci:

SR? l
R R?

g s SH ”
“ 7w
=Ng —N—2C , =—N-—N—C / 6 '
l \\ \\‘N ' N=—=
\R3
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kde R1, Rz, R3, R a RO predstavuji nezavisle vodikové
atomy, nasycené nebo nenasycené uhlovodikové skupiny,

karboxylové skupiny nebo aromatické skupiny,

<:::> predstavuje aromatické jadro, které

pripadné miZe obsahovat jeden nebo nékolik heteroatomil,
a
n predstavuje celé ¢islo pohybujici se v rozmezi od

jedné do péti.

3. Radiofarmaceuticky produkt podle naroku 2
vyznadujici se tim, Ze tyto sekvestracni skupiny jsou

vybrany ze skupin reprezentovanych obecnymi vzorci:

=z ° = °
—_—N —NH— Z —=— N — N —C/
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4. Radiofarmaceuticky produkt podle kteréhokoli
z naroktt 1 az 3 vyznacujici se tim, Ze polysacharid je
vybréan ze skupiny latek zahrnujici prfirodni Skrob, celuldzu

a zesitény amyl-pektin.

5. Radiofarmaceuticky produkt podle kteréhokoli
z narokt 1 az 5 vyznacujici se tim, Ze mikrocéastice vykazuji

velikost pohybujici se v rozmezi od 0,01 pm do 100 um.



6. Radiofarmaceuticky produkt podle kteréhokoli z
nadroktt 1 az 5 vyznacdujici se tim, Ze zastoupeni
sekvestradénich skupin se pri vztaZeni na sacharidové

struktury polysacharidu pohybuje v rozmezi od 0,1% do 50%.

7. Pouziti radiofarmaceutického produktu podle
kteréhokoli z naroktl 1 aZ 6, ve kterém jako radioaktivni kov
je pouzito technecium 99mTc nebo galium 67Ga, aby tak byl

piipraven produkt urcéeny pro diagnostické ucely.

8. Pouziti radiofarmaceutického produktu podle
kteréhokoli z narokll 1 az 6, ve kterém jako radioaktivni kov
je pouzito rhenium-186 nebo rhenium-188, meéd-64 nebo
m&d-67, yttrium-90, erbium-169 nebo samarium-153, aby tak

bylo pripraveno 1lécivo.

9. Pouziti radiofarmaceutického produktu podle
kteréhokoli z narokd 1 az 7, ve kterém jako radioaktivni kov

99mTC ,

je pouzZito technecium aby tak byl pripraven produkt

uré¢eny pro techniku pulmonalni scintigrafie.

10. Radiofarmaceuticky produkt podle kteréhokoli =z
narokt 1 az 6 vyznacdujici se tim, Ze existuje ve forme
suspenze kulovitych mikroc¢astic ve fyziologicky pfijatelném

kapalném médiu nebo v lyofilizované forme.

11. Zpusob prfipravy radiofarmaceutického produktu
podle kteréhokoli z naroki 1 az 6 vyznmaCujici se tim, Ze
zahrnuje nasledujici kroky:

(a) privedeni polysacharidu k oxidaci provedené
s pomoci jodistanu,

(b) ptivedeni zoxidovaného polysacharidu k reakci se



sloud¢eninou obsahujici primdrni aminovou funkcéni skupinu

nebo hydrazin representovany vzorcem

R-NH2 nebo R-N-NH2

R’

kde R predstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou skupinu
zahrnujici prinejmens$im jeden atom siry,
aby tak k tomuto polysacharidu mohly byt kovalentnim
zplsobem navazany skupiny vykazujici sekvestracni schopnost
vici kovim a predstavované vzorci R-NH-, R-N= nebo R-NH-N=,
zatimco R’ pfedstavuje vodikovy atom nebo alkylovou skupinu
nebo methylovou skupinu,

(c) pfivedeni polysacharidu nesouciho sekvestracni
skupiny k reakci se soli radioaktivniho kovu vybraného ze
skupiny kovl zahrnujici technecium, rhenium, méd, yttrium,

erbium a samarium.

12. ZplGsob podle naroku 11 vyznacdujici se tim, Ze
sloudenina obsahujici primarni aminovou funkéni skupinu
odpovida vzorci NHZ—(CHZ)H—SH, kde n predstavuje celé c&islo
pohybujici se v rozmezi od jedné do péti, pricemz v réamci
daného zptsobu miZe byt mezi krokem (b) a krokem (c) zahrnut
dodatedny krok redukce této slouceniny provedeny s pomoci

tetrahydridoboritanu sodného.

13. Zplsob podle naroku 11 vyznacdujici se tim, Ze
sloud¢enina navadzand na zoxidovany polysacharid odpovida

jednomu z nasledujicich vzorcih:
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14. Zptsob podle kteréhokoli z narokti 11 az 13
vyznadujici se tim, Ze obsah sekvestracnich skupin
fixovanych na polysacharidu je regulovadn fizenim drovné

oxidace polysacharidu ve vys$e zminéném kroku (a).

15. Zptsob podle naroku 14 vyznacujici se tim, Ze
troveni oxidace polysacharidu se pohybuje v rozmezi od 10% do

50%.
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16. Zpusob podle naroku 14 vyznacdujici se tim, Ze
obsah sekvestrad¢nich skupin se pohybuje v rozmezi od 2% do
15%.

17. Zptsob podle kteréhokoli z narokd 10 az 16
vyznadujici se tim, Ze krok (c) spoc¢iva v privedeni
kulovitych mikroc¢astic polysacharidu zahrnujiciho
sekvestrac¢ni skupiny do kontaktu s roztokem technecistanu

99mTc04' v pritomnosti reduk&éniho &inidla.

18. Diagnosticky kit pouzitelny pro techniku
pulmondlni scintigrafie vyznacujici se tim, Ze zahrnuje
prvni lahev obsahujici polysacharid opatfeny sekvestrac¢nimi
skupinami pfipojenymi k tomuto polysacharidu kovalentnimi

vazbami a vybranymi mezi skupinami representovanymi vzorci

R-NH-, R-N= a R-N-N=

R,

kde R predstavuje uhlovodikovou nebo aromatickou skupinu
zahrnujici prinejmensim jeden atom siry a R’ predstavuje
vodikovy atom nebo alkylovou skupinu nebo methylovou
skupinu, pricdemz tento polysacharid existuje ve formée
lyofilizovanych mikrocastic nebo v suspenzi ve farmaceuticky

prijatelné kapaliné.

19. Kit podle naroku 18 vyznacujici se tim, Ze dale
zahrnuje druhou lahev obsahujici chlorid cinaty

v lyofilizované formé.

20. Kit podle naroku 18 vyznacujici se tim, Ze tento
polysacharid je pritomen ve formé lyofilizovanych

mikroC¢astic v prvni 1lahvi, kde tato prvni lahev rovnéz



obsahuje lyofilizovany chlorid cinaty.
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