-

CZ 2000 - 3896 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zveiejnéna podle § 31 zakona &. 527/1990 Sb.

a9 (22) Prihladeno: 22.04.1999
CESKA
REPUBLIKA (32) Datum podéni prioritni prihlasky:  22.04.1998

(31) Cislo prioritni prinlasky: 1998/9808599

(33) Zemg priority: GB

(40) Datum zvefcjnénl pfihlasky vyndlezu:  16.05.2001
(Véstnik & 5/2001)

(86) pCT ¢isto:  PCT/GB99/01221

(87) PCT &islo zvetejnéni: ' W099/53963

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2000 -3896

(13) Druh dokumentu:

(51)mnt.C1. -
A61K 49/22

A3

(71) Prihlagovatel:
NYCOMED IMAGING AS, Oslo, NO;

(72) Pavodce:
Eriksen Morten, Oslo, NO;
Tolleshaug Helge, Oslo, NO;
Skurtveit Roald, Oslo, NO;
Cuthbertson Alan, Oslo, NO;
Ostensen Jonny, Oslo, NO;
Frigstad Sigmund, Trondheim, NO;
Rongved Pal, Oslo, NO;

(74) zastupce:
Korejzova Zdetika JUDr., Spalena 29, Praha 1, 11000;

(54) Nazev prihladky vynalezu:
Kombinovany prostiedek

(57)Anotace:

Podstatu FeSeni tvofi kombinovany prostfedek pro soucasné,
oddg&lené nebo nésledné pouziti jako kontrastni prostiedek pii
zobrazovéan{ pomoci ultrazvuku, prostfedek obsahuje. (i) prvni
prostiedek, kterym je injekéni vodné prostiedi s obsahem
dispergovaného plynu a materidlu pro stabilizaci tohoto plynu
a (ii) druhy prostiedek, kterym je injek&ni emulze typu olej ve
vodé, v niZ olejova faze obsahuje difusibilni slozku, schopnou
difundovat in vivo do dispergovaného plynu a alespori
piechodné zvétiit jeho rozmér, pfitemZ tento prostiedek déle
obsahuje material pro-stabilizaci emulze, materiél, pfitomny
na povrchu dispergované plynné faze a materidl, pfitomny na
povrchu dispergované olejové faze majf vzajemnou afinitu.




Kombinovany prostfedek

Oblast techniky

Vynalez se tyka kombinovaného prostfedku pro zobrazovani
pomoci ultrazvuku zvlasté novych kontrastnich prostfedkl a jejich

pouziti pfi zobrazovani tkani, napf. zobrazovani jejich perfuse.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze kontrastni prostfedky, tvofené disperzi nebo
mikrobublinkami plynd jsou zvlasté u¢inné pfi zobrazovani ultrazvukem
vzhledem k nizké hustoté a stlagitelnosti mikrobublinek. Tyto disperze
mikrobublinek mohou pfi pfislu§né stabilizaci umoznit vysoce Ucinné
zobrazeni napf. cévniho systému véetné malych cév v tkanich, a to

gasto pfi velmi nizkych davkach.

Pouziti zobrazovani ultrazvukem pro méfeni perfuse, to
znamena pritoku krve na jednotku hmotnosti tkané, je velmi dulezité
napfiklad pfi detekci nadorl vzhledem k tomu, Ze nadorova tkan je v
typickych piipadech prokrvena jinak nez zdrava tkan a také pfi
zobrazovani srdeéniho svalu, zejména pii prikazu infarktu. Ur€itym
problémem pfi pouzivani znamych kontrastnich prostifedk( pro perfusi
srde&niho svalu je, Zze informace, ziskana timto zplsobem, je
zhordovana zeslabenim, tvofenym kontrastnim prostfedkem,

piitomnym v srdeénich komorach.

V soudasné projednavané mezinarodni patentové pfihlasce
WO-A-98/17324 téhoz piihlasovatele, se uvadi, Ze zobrazovani uréité
tkané ultrazvukem, zejména pokud jde o perfusi srde¢niho svalu a
jinych tkani, je mozno dosahnout a/nebo zlepsit pouzitim kontrastnich

prostfedkd s obsahem plynu, které umoziuj dogasné a regulovateiné




zv&tdeni plynné faze in vivo po podani prostfedku. Prostredky tohoto
typu je mozno pouzit k vyvolani fiditelné a dasové omezené retence
plynné faze napf. ve formé& mikrobublinek v malych cévach tkani, ¢imz
je mozno zvysit koncentraci plynu v takové tkani a tim i jeji

kontrastnost.

Takovéto vyuziti plynu se znaéné li8i od existujiciho vyuziti, pfi
néms se nitrozilné podavaji kontrastni latky, obsahujici mikrobublinky
plynu. V téchto béZnych prostredcich se pfedpoklada, ze je nezbytné
zabranit zvétsovani mikrobublinek tak, aby nedo$lo k nebezpecné
embolii do tkani. Z tohoto ddvodu se také omezuji podavané davky
a/nebo se uzivaji smési plyn(, volené tak, aby zvétSovani bublinek in
vivo bylo co nejmensi, zejména se brani difuze plynt z krve do
mikrobublinek, jak bylo popsano napfiklad v mezinarodnich
patentovych pfihlagskach WO-A-95/03835 a WO-A-95/16467.

Podle mezinarodni patentové pfihlas§ky WO-A-98/17324 se
naopak prostfedek, obsahujici dispergovanou plynnou fazi podava
spoleéné s prostfedkem, obsahujicim nejméné jednu latku, schopnou
vytvafet in vivo dostateény tlak plynu nebo par k vyvolani
regulovatelného rustu dispergované plynné faze vnitini difuzi molekul
plyntl nebo par, tato slozka je oznac¢ovana pro jednoduchost jako
_difusibilni slozka"“. Je v8ak ziejmé, ze postupu se mohou Gcastnit [
transportni mechanismy, odli§né od difuze, jak bude déale podrobnéji

vysvétleno.

Toto spoleéné podavani prostfedku, obsahujiciho dispergovanou
plynnou fazi a prostfedku, obsahujiciho difusibilni slozku s pfislu§nou
samotnych t&kavych latek, napf. ve formé koloidd, schopnych posunu
faze podle WO-A-94/16739. Kontrastni prostredky podle




WO-A-98/17324 umoziiuji Fidit zakladni faktory, jako jsou
pravdépodobnost a/nebo rychlost ristu dispergovaného plynu vybérem
pfislugnych slozek prostfedku, podavaného spole&né s disperzi plynu,
kdezto pfi podani samotnych svrchu uvedenych koloidl s posunem
faze, mize dojit ke vzniku mikrobublinek, ktere nekontrolovatelné
rostou a mohou rist az do rozsahu,k pfi némz alespori ¢ast téchto
bublinek muze vyvolat nebezpe&né embolie napf. v cévach srdeéniho
svalu a mozku, jak bylo popsano v Schwarz, Advances in Echo-
-Contrast 1994, 3, s. 48-49.

Bylo zji$téno, Zze ani podanim koloidi s posunem faze nemusi
vést k pfislusné volatilizaci dispergované faze in vivo a ke vzniku
mikrobublinek plynu nebo par. V publikaci Grayburn a dalsi, J. Am.
Coll. Cardiol. 26 (5), 1995, s. 1340-1347 se uvadi, ze muZe byt
zapotiebi pfedem aktivovat emulze perfluoropentanu pro dosazeni
zobrazeni srde&niho svalu u pst pii davkach dostateéné nizkych, aby
nedoslo k hemodynamickym vedlej§im Géinkdm. Aktivacni postupy pro
tyto koloidni disperze v&etné pouziti podtiaku je popsano v
mezinarodni pfihlasce WO-A-96/40282. V typickych pfipadech tato
aktivace spoéiva v tom, Ze se injekéni stfikacka castecné naplni
emulzi a pak se pohybuje pistem ve stfikacce tak, aby doslo k
pfechodnym zménam tlaku, které vyvolaji tvorbu mikrobublinek plynu v
emulzi. Jde o techniku, pomérné& nakladnou na &as, ktera pfitom

nemusi vyvolat dostate€nou aktivaci prostfedku.

V souvislosti s koloidy s posunem faze se v US-A-5536489
uvadi, Ze emulze ve vodé nerozpustnych chemickych latek,
vytvarejicich plyny, jako perfluoropentanu, je mozno pouzit jako
kontrastni prostiedky pro specifické zobrazovani tkani tak, ze tyto
emulze vytvoFi mikrobublinky plynu po aplikaci ultrazvuku na
specifické misto, které ma byt zobrazeno. Nase vlastni pokusy vSak

prokazaly, Zze pfi podani emuizi tékavych latek, jako 2-methylbutanu




nebo perfluoropentanu nedoslo k zadnému pozorovatelnému zlepSeni
kontrastnosti pfi zobrazovani ultrazvukem in vitro ani in vivo pfi Urovni
energie ultrazvuku, dostate¢né k dosazeni kontrastu pfi pouziti
dvouslozkovych kontrastnich prostfedkul, popsanych v mezinarodni
pfihlasce WO-A-98/17324.

Kombinované prostfedky podle WO-A-98/17324 jsou urCeny pro
soudasné, oddélené nebo nasledné pouZiti pfi zobrazovani
ultrazvukem a obsahuji:

(i) injek&ni vodny prostfedek s dispergovanym plynem a
(i) prostfedek, obsahujici difusibilni slozku, schopnou difuze in vivo do

dispergovaného plynu k alespofi pfechodnému zvétSeni bublinek.

Uvedené prostfedky je mozno s vyhodou pouZit pfi zobrazovani
perfuse tkani, pfic¢emz zvétSeni velikosti bublinek dispergovaného
plynu se vyuZije ke zvy$eni (€inku zobrazeni do¢asnou retenci plynu v
malych cévach tkani, ¢imZ dojde ke zvyseni kontrastnosti této tkané

pii zobrazeni pomoci ultrazvuku.

Specifickou vyhodou uvedeného prostfedku je skutecnost, ze
rist dispergované faze je mozno vyvolat nebo zvysit pGsobenim
ultrazvuku nebo jiné formy energie véetné zvuku s vyssi nebo nizsi
frekvenci, nez jaka je obvykle uzivana, maze jit o vibrace,
protiepavani, plsobeni energie elektrického pole nebo o
bombardovani &asticemi, jako neutralnimi ¢asticemi, ionty nebo
elektrony. Timto zpUsobem je moZno zvlasté ucinné Fidit rychlost ristu
dispergovanych ¢astic plynu a lokalizovat rust téchto €astic na
specifické oblasti organismu tak, aby doslo k pfechodné retenci plynu

v malych cévach cilového organu, napf. v srdeénim svalu.

Vynalez je zaloZen na zjisténi, Zze ucinnost kontrastnich
prostiedku typu, popsaneho v WO-A-98/17324 je mozno podstatne




zvy$it v pfipadé, Ze oba prostfedky jsou vytvofeny takovym zplisobem,
aby slozka s dispergovanym plynem a difusibilni sloZzka, mély k sobé
navzajem afinitu napf. v dusledku elektrostatickych sil nebo jinych
fyzikalnich nebo chemickych vazeb v&etné vazeb biologickych. Toho je
mozno dosahnout tak, Ze se sloZka s dispergovanym plynem vytvori
jako stabilizovana disperze plynu a difusibilni slozka jako stabilizovana
emulze, takze material, pfitomny na povrchu dispergovaného plynu ma
afinitu k materialu, pfitomnému na povrchu dispergovaneé difusibilni
slozky. Tyto povrchové materialy, které maji k sobé vzajemnou afinitu,
mohou byt napfiklad smacedla, stabilizujici plyn a disperzi difusibilni
slozky. Je také mozZno povrchové materialy se vzajemnou afinitou
misit, chemicky vazat nebo jinak spojit se stabilizacnimi materialy bez

afinity v uvedenych disperzich.

| kdyz neni zadouci se vazat na jakékoliv teoretické avahy, je
pravdépodobné, Ze vysledna afinita mezi dispergovanym plynem a
difusibilni slozkou zvy$uje pravd&podobnost interakce mezi témito
latkami napF; 10krat az 100krat nebo i vice, takze vétsi pocet
dispergovanych &astic plynu poroste v dané davce obou slozek ve
srovnani se situaci, kde tyto slozky nemaji vzajemnou afinitu. To muze
platit zvlasté v pfipadech, kdy se uziva aktivace ultrazvukem nebo
podobnym zpUsobem k vyvolani ristu ¢astic dispergovaného plynu. V
situacich, kde mezi obéma slozkami neni afinita, mGze pravdépodobné
ultrazvuk vést k rozpadu vétsiho podilu dispergovaného plynu, takze
dojde k taleko mensi interakci s difusibilni slozkou. Uroven interakce je
v tomto pfipadé mozno zvy$it pouZitim plynu a difusibilni sloZky se

vzajemnou afinitou.

Kontrastni prostiedky podle vynalezu je z tohoto divodu mozno
pouzit v podstatné niz$ich davkach, nez jaké jsou navrhovany v
mezinarodni pfihladce WO-A-98/17324, pfitemz dosazeny kontrast je

srovnatelny. Toto zji§té&ni je velmi cenné z hlediska bezpetnosti,




protoze mize umoznit pouziti emulzi difusibilni slozky v tak malém
mnoZstvi, ze odpada jakékoliv riziko vzniku embolie v disledku
aplikace tékavé slozky, a to i po zfedéni plyny z krve, jak bylo popsano
v publikaci J. Appl. Physiol. 40, 5, 1976, s. 745-751.

Je také moZno nebo je souc¢asné mozno sniiif i davku disperze
plynu, coZ opét zvy$uje bezpecnost a je vhodné také z hlediska
toxicity. Toto sniZeni davky muize také prodlouzit dobu mozného
zobrazeni napf. pfi echokardiografii vzhledem k tomu, Ze se
dispergovany plyn rychleji dostava z komor a tim dovoluje daleko
rychlejéi a dokonalej$i zobrazeni plynu, ktery byl zadrzen napf. v

srdeénim svalu.

Mimo to bylo zji§t&no, Ze kontrastni prostfedky podle vynalezu
mohou umoznit G&inné zobrazeni tkané&, napf. srde¢niho svalu pfi
pouziti b&znych fadovych vysetfovacich postupl, jako B-postupu. To
znamena, Zze energie ultrazvuku, vysilana pfi v‘yéetfeni timto
zplsobem je dostatecna k vyvolani rGstu dispergované faze plynu,
ktera je pak zadrzena v malych cévach tkané a muzZe poskytnout
diagnosticky uzite€nou informaci po dobu nejméné 5 az 10 minut, aniz
by pfitom doslo k rozpadu bublinek plynu. Tyto vysledky jsou zdsadné
odligné od vysledk, jakych je mozno dosahnout pfi pouZiti znamych
prostfedki, které obvykle podiéhaji relativné rychlé degradaci pfi
plUsobeni energle ultrazvuku a mohou proto vyzadovat pouziti

vvvvvv

byt dosazeno uspokopvych vysledkl.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvofi kombinovany prostfedek pro soucasné,
oddé&lené nebo nasledné pouZiti jako kontrastni prostiedek pfi

zobrazovani pomoci ultrazvuku, prostfedek obsahuje:




(i) prvni prostfedek, kterym je injek&ni vodne prostiedi s obsahem
dispergovaného plynu a materialu pro stabilizaci tohoto plynu a

(i) druhy prostfedek, kterym je injekcni emulze typu olej ve vodé, v niz
olejova faze obsahuje difusibilni slozku, schopnou difundovat in vivo
do dispergovaného plynu a alespon pifechodné zvétsit jeho rozmeér,
pficemz tento prostfedek dale obsahuje material pro stabilizaci
emulze,

material, pfitomny na povrchu dispergované plynné faze a material,
pfitomny na povrchu dispergované olejové faze méaji vzajemnou

afinitu.

Vynélez se rovnéz tyka zlepseného zpUsobu zobrazovani
lidského nebo jiného zivo&isného organismu tak, ze se
(i) do cévniho systému subjektu vstrikne prvni svrchu definovany
prostiedek,
(i) pied vstiiknutim, v prabéhu vstfikovani nebo po vstfiknuti tohoto
prvniho prostiedku se vstfikne druhy svrchu definovany prostiedek,

(i) vytvofi se zobrazeni alespon Casti organismu pomoci ultrazvuku.

Potfebné afinity mezi povrchovymi materidly prvniho a druhého
prosttedku je mozno dosahnout napfiklad pouzitim materiald s
opaénymi naboji, takZe dochazi ke vzajemné elektrostatické vazbé. To
znamena, Zze napf. jeden z povrchovych materiald mGzZe byt kationtove
smadedlo a druhy aniontové smacedlo, jak bude dale podrobné&ji
rozvedeno. Rozdil naboje mezi povrchovymi materialy maze byt také
dosazen zafazenim piislu§nych kationtovych a/nebo aniontovych
pfisad do stabilizagnich materialtl, napf. smadedel na povrchu jedné
nebo obou dispergovanych fazi obou prostfedkd. Povrchové materialy
mohou také byt tvofeny stabilizatorem nebo piisadami, které obsahuji
specifické skupiny, molekuly, ligandy nebo vektory, schopné interakce
chemickymi vazbami, jako je kovalentni vazba, vodikova vazba nebo

iontova vazba. Povrchové materialy mohou tedy napfiklad obsahovat




antigen a protilatku nebo jeji fragment, lectin a skupinu typu
uhlohydratu, avidin/streptavidin a biotin nebo biotinylovou skupinu,
a&innou latku a jeji receptor, pfenase¢ a jeho receptor, hormon a jeho
receptof, peptid nebo protein a komplementarni peptid nebo protein,
enzym nebo neaktivni enzym a analog substratu nebo inhibitor,
nukleovou kyselinu (DNA nebo RNA) a komplementéarni nukleovou
kyselinu, chelataéni latku a ligand, pficemz tento seznam zdaleka

neobsahuje véechny pouzitelné dvojice.

Obecné je mozno uvést, Ze v prvnim prostiedku je jako plyn
mozno pouZit jakykoliv biologicky kompatibilni plyn, pfiéemz pojem
plyn“ v tomto piipadé zahrnuje jakoukoliv latku véetn& smési, ktera je
alespor éaste¢né pfitomna ve forme plyhﬁ nebo par pfi bézné télesné
teploté &lovéka, 37 °C. S pouzitelnych plynl je mozno uvést vzduch,
dusik, kyslik, oxid uhli¢ity, vodik, inertni plyny, jako helium, argon,
xenon nebo krypton, fluoridy siry, jako hexafluorid nebo dekafluorid
siry nebo pentafluorid trifluormethyl siry, hexafluorid selenu, silany,
popiipadé halogenované, jako methylsilan nebo dimethylsilan,
uhlohydraty s nizkou molekulovou hmotnosti obsahujici napf. az 7

atomd uhliku, napfiklad alkany, jako methan, ethan, propan, butan

nebo pentan, cykloalkany, jako cyklopropan, cyklobutan nebo
cyklopentan, alkeny, jako ethylen, propen, propadien nebo beten nebo
alkiny, jako acetylen nebo propin, ethery, jako dimethylether, ketony,
estery, halogenované uhlovodiky s nizkou molekulovou hmotnosti,
napf. az do 7 atomu uhliku nebo smési téchto latek. S vyhodou jsou
alespofl nékterymi atomy halogenu v halogenovanych plynech atomy
fluoru. Biologicky kompatibilni halogenované uhlovodiky je tedy napf.
mozno volit ze skupiny brom, chlor, difluormethan, chlordifluormethan,
dichlordifluormethan, bromtrifluormethan, chlortrifluormethan,
chorpentafluorethan, dichlortetrafluorethan, chlortrifluorethylen,
fluorethylen, ethylfluorid, 1,1-difluorethan a perfluorované uhlovodiky.

Reprezentativnimi perfluorovanymi uhlovodiky jsou perfluoralkany,




jako perfluorethan, perfluorpropany, perfluorbutany, jako perfluor-n-
butan, popfipadé ve smési s dal§imi isomery, jako perfluorisobutanem,
perfluorpentany, perfluorhexany nebo perfluorheptany, perfluoralkeny,
jako jsou perfluorpropen, perfluorbuteny, napf. perfluorbut-2-en,
perfluorbutadien, perfluorpenteny, jako perfluorpent-1-en, nebo
perfluor-4-methylpent-2-en, perfluoralkiny, jako perfluorbut-2-in a
perfluorcykioalkany, jako perfluorcyklobutan,
perfluormethylcyklobutan, perfluordimethylcyklobutany,
perfluortrimethylcyklobutany, perfluorcyklopentany,
perfluormethylcyklopentany, perfluordimethylcyklopentany,
perfluorcyklohexan, perfluormethylcyklohexan nebo
perfluorcykloheptan. Dal$i halogenované plyny jsou methylchlorid,
fluorované nebo perfluorované ketony, jako perfluoraceton a
fluorované nebo perfluorované ethery, jako perfluordiethylether.
Pouziti perfluorovanych plyna, napf. hexafluoridu siry nebo
perfluorovanych uhlovodiki, jako perfluorpropant, perfluorbutanu,
perfluorpentanu a perfluorhexanu muze byt zvlasté vyhodné vzhiedem
k vysoké stalosti mikrobublinek s obsahem téchto plynl v krevnim
ob&hu. Je mozno pouZit i jiné plyny s takovymi fyzikélné chemickymi
vlastnostmi, které vedou k tvorbé vysoce stalych mikrobublinek v

krevnim obéhu.

Plyn miize byt v prvnim prostiedku napfiklad ve formeé
mikrobublinek, alespori éasteéné zapouzdfenych nebo jinak
stabilizovanych stabilizaénim materialem. Stabilizaéni material mazZe
byt tvofen napf. povrchovou membranou, odolnou proti spojovani
mikrobublinek, mGzZe jit napf. o zelatinu podle WO-A-8002365,
bilkovina tvofici film, napfiklad albumin jako lidsky sérovy albumin,
napf. podle US-A-4718433, US-A-4774958, US-A-4844888, EP-A-
0359246, WO-A-9112823, WO-A-9205806, WO-A-9217213, WO-A-
0406477 nebo WO-A-9501187, dale muze jit o polymerni material,
napf. syntheticky biologicky degradovatelny polymer podle EP-A-
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0398935, elastickou syntetickou polymerni membranu podle EP-A-

0458745, mikrogasticovy biologicky degradovateiny polyaldehyd podle -

EP-A-0441468, mikrodasticovy derivat N-dikarboxylové kyseliny s
polyaminokyselinou nebo polycyklickym imidem podle EP-A-0458079
nebo biologicky degradovatelny polymer podle WO-A-9317718 nebo
WO-A-9607434, nepolymerni a nepolymerovatelny material pro tvorbu
piepazek podle WO-A-9521631 nebo smadedlo, napfiklad sledovy
kopolymer polyoxyethylenu a polyoxypropylenu, jako Pluronic,
polymerni sméadedio podle WO-A-9506518 nebo smacedlo, vytvariejici
film, napfiklad fosfolipid podle WO-A-9211873, WO-A-9217212, WO-
-A-9222247, WO-A-9428780, WO-A-9503835 nebo WO-A-9729783.

Prvni prostfedek mize byt také odvozen od pevnych systému s
obsahem plynu, muze jit napfiklad o mikro¢astice, zvlasté agregaty |
nebo shluky mikrogastic, které uzaviraji plyn mezi sebou nebo jsou
jinak vyplnény plynem, ktery maze byt napfiklad adsorbovan na
povrchu &astic, a/nebo obsazen ve §térbinach, dutinach nebo pérech,
napfiklad podle EP-A-0122624, EP-A-0123235, EP-A-0365467,
WO-A-9221382, WO-A-9300930, WO-A-9313802, WO-A-9313808
nebo WO-A-9313809. Je zfejmé, Ze echogenita takového kontrastniho
prostfedku s obsahem mikrocastic maze byt odvozena pfimo od
obsazeného plynu a/nebo od plynu, uvolnéného z pevného materialu,

napf. po rozpus$téni mikro¢asticové struktury.

Mikrobublinky plynu nebo jiné materialy, obsahujici plyn, jako
jsou mikro&astice, maji s vyhodou pog&atedni stfedni pramer
nepfevysujici 10 mikrometrd, napf. 7 mikrometrl nebo mensi tak, aby
volné prodly po podani napf. nitroZilni injekci plicnim systémem. Je
véak mozno pouzit i vétsi mikrobublinky v pfipadé, ze tyto bublinky
obsahuji jeden plyn nebo smés plynd, relativné rozpustnych v Krvi
nebo jinak difundovatelnych plynd, jako vzduchu, kysliku, dusiku nebo

oxidu uhligitého s nedifundovatelnymi plyny, jako perfluorovanymi
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uhlovodiky. Difuze rozpustnych nebo difuze schopnych plynd po
podani zplsobi rychlé zmenseni mikrobublinek na rozmér, ktery bude
uréovan mnozstvim nerozpustného nebo difuze neschopného plynu,
tento rozmér je mozno volit tak, aby vysledné mikrobublinky prosly

plicnimi kapilarami.

Vzhledem k tomu, ze bublinky dispergovaného plynu, podané
podle vynalezu se in vivo zvétsuji interakcei s difusibilni sloZkou,
mohou byt minimalni rozméry mikrobublinek pfi podani podstatné nizsi
nez rozméry, které se obvykle povazuji za nezbytné k dosazeni
interakce s ultrazvukem, coZ je typicky 1 az 5 mikrometrd pfi bézné
uzivanych zobrazovacich frekvencich. Mikrobublinky mohou mit z
tohoto diivodu napiiklad rozmér pouze 1 nm nebo jesté nizsi. To
znamena, ze vynalez dovoluje pouziti prostfedkd s obsahém plynu,
které az dosud nebylo mozno navrhovat pro zobrazovani ultrazvukem

napf. vzhledem k pfili§ malému rozméru bublinek dispergovaného

plynu.

V pfipadé, Ze se uZije prvni prostiedek s obsahem fosfolipid(,
napfiklad ve formé mikrobublinek plynu, stabilizovanych fosfolipidem,
je mozno z pouzitelnych fosfolipidl uvést lecithiny, jako
fosfatidylcholiny, muze jit napf. o pfirodni lecithiny z vaje¢ného Zloutku
nebo ze sojovych bobl, polosynteticke, napt. ¢aste¢né nebo piné
hydrogenované lecithiny a také syntetické lecithiny, jako jsou
dimyristoylfosfatidylcholin, dipalmitoylfosfatidylcholin, nebo
distearoylfosfatidylcholin, fosfatidové kyseliny, fosfatidylethanolaminy,
fostatidylseriny, fostatidylglyceroly, fosftatidylinositoly, kardiolipiny,
sfingomyeliny, fluorované analogy téchto latek, jejich smési a smési s
dalgimi lipidy, jako cholesterolem. Zvlasté vyhodné muzZe byt pouziti
fosfolipidQ, které pfevazné, napfiklad alespoti ze 70 % obsahuji
molekuly, nesouci naboj, napfiklad negativni naboj, tak jak tomu jev

ptirodnich latkach ze sojovych bobt nebo z vaje¢ného Zloutku v
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polosyntetickych latkach, napf. v ¢aste¢né nebo piné
hydrogenovanych a v syntetickych latkach typu fosfatidylserin(,
fosfatidylglyceroll, fosfatidylinositoll, fosfatidovych kyselin a/nebo
kardiolipint, popsanych napt. ve WO-A-9729783.

Reprezentativnimi pfiklady mikro¢astic s obsahem plynu,
vyuzitelnych v prvnim prostiedku podle vynalezu mohou byt
uhlohydraty, napf. hexézy jako glukoéza, fruktéza nebo galaktdza,
disacharidy, jako sacharéza, laktéza nebo maltéza, pentozy, jako
arabinéza, xyl6za nebo rib6za, alfa-, beta- a gammacyklodextriny,
polysacharidy, jako 8krob, hydroxyethylskrob, amyléza, amylopektin,
glykogen, inulin, pulullan, dextran, karboxymethyldextran,
dextranfosfat, ketodextran, aminoethyldextran, alginaty, chitin,
chitosan, kyselina hyaluronova nebo heparin a také alkoholy,
odvozené od cukrl véetné alditol(l, jako jsou manitol nebo sorbitol,
dale mGze jit o anorganické soli, jako chlorid sodny, organické soli,
jako citrat, acetat nebo tartrat sodny, kontrastni Iétky pro zobrazovani
rtg paprsky, napf. b&Zné& dodavané kontrastni latky na bazi
karboxylovych kyselin a neiontovych amidi, které obsahuji nejméné
jednu 2,4,6-trijodfenylovou skupinu s riznymi substituenty ze skupiny
karboxyl, karbamoyl, N-alkylkarbamoyl, N-hydroxyalkylkarbamoyi,
acylaminoskupina, N-alkylacylaminoskupina nebo acylaminomethyl v
poloze 3 a/nebo 5, muze tedy jit o prostfedky typu kyseliny
metrizoové, diatrizoové, iothalamové, ioxaglové nebo o prostredky
iohexol, iopentol, iopamidol, iodixamol, iopromid, metrizamid,
iodipamid, megluminiodipamid, megluminacetrizoat a
meglumindiatrizolat, pouZitelne jsou také polypeptidy a proteiny, jako

Yelatina nebo albumin, napf. lidsky sérovy albumin.

Dal$imi materaly s obsahem plynu, vyuzitelnymi v prvnim
prostfedku podle vynalezu, jsou materialy o bsahem plynu,
stabilizované pomoci kov{, napf. podle US-A-3674461 nebo US-A-
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3528809, dale materialy s obsahem plynu, stabilizované syntetickymi
polymery podle US-A-3975194 nebo podle Farnand Powder
Technology, 22 (1979), pp. 11-16, pouzitelné jsou také bézné
dodavané mikrokuli¢ky typu ExpancelR, napf. Expancel 551 DE podle
Eur. Plast. News 9(5), 1982, s. 39, Nonwovens Industry (1981), s. 21 a
Mat. Plast. Elast. 10, 1980, s. 468, dale b&éZné dodavané mikrokuliéky
typu RopaqueR podle J. Coatings Technol. 565 (707), 1983, s. 79 a také
struktury s obsahem plynu s velikosti ¢astic v mikrometrech a
nanometrech, jako jsou zeolity, anorganické nebo organické aerogely,
chemické struktury s otevienymi §t&rbinami, jako fullereny, nebo
clathraty, popsané napfiklad v G. E. Gadd, Science 277, 5328, 1997,
s. 933-936 a také mikrobublinky pfirodnich smacedel, stabilizované ve
forma disperze a popsané napf. v publikaci d'Arrigo, Stable Gas-in-
Liquid Emulsions, Studies in physical and theoretical chemistry 40 -
Elsevier, Amsterodam (1986).

Dispergovana olejova faze ve druhém prostifedku podle vynalezu
mze byt tvofena jakoukoliv pfislugnou difusibilni sloZkou, ktera je
alespofi z&asti nerozpustna ve vodé a nemisitelna s vodou. Difusibilni
slozka v takvych emulzicih je s vyhodou kapalna pfi teploté zpracovani
a skladovani, naptiklad az do -10 °C v pfipadé, vodna faze obsahuje
vhodny material proti zmrtznuti, soucasné se v8ak ma tento material
nachazet ve formé plynu nebo pary pfi teploté téla. Vhodné slouceniny
je mozno volit z celé fady emulgovatelnych kapalin s nizkou teplotou
varu, tak, jak jsou uvedeny napfiklad ve WO-A-9416379. Specifickymi
piiklady emulgovatelnych difusibilnich slozek mohou byt alifaticke
ethery jako diethylether, polycyklické oleje nebo alkoholy, jako mentol,
kafr, nebo eukalyptol, heterocyklické slou€eniny, jako furan nebo
dioxan, alifatické uhlovodiky, které mohou byt nasycené nebo
nenasycené a mohou mit pfimy nebo rozvétveny fet&zec, mlze jit
napf. o n-butan, n-pentan, 2-methylpropan, 2-methylbutan,

2 2-dimethylpropan, 2,2-dimethylbutan, 2,3-dimethylbutan, 1-buten,
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2-buten, 2-methy|pr6pen, 1,2-butadien, 1,3-butadien, 2-methyl-1-
-buten, 2-methyl-2-buten, isopren, 1-penten, 1,3-pentadien,
1,4-pentadien, butenyn, 1-butin, 2-butin nebo 1,3-butadiin,
cykloalifatické uhlovodiky, jako cyklobutan, cyklobuten,
methylcyklopropan nebo cyklopentan, halogenované uhlovodiku s
nizkou molekulovou hmotnosti, napf. s obsahem az 7 atomu uhliku.
Reprezentativnimi halogenovanymi uhlovodiky pro tofb pouziti mohou
byt dichlormethan, methylbromid, 1,2-dichlorethylen, 1,1-dichlorethan,
1-bromethylen, 1-chlorethylen, ethylbromid, ethylchlorid,
1-chlorpropen, 3-chlorpropen, 1-chlorpropan, 2-chlorpropan a
terc.butylchlorid. S vyhodou jsou alespoi né&kterymi atomy halogenu
atomy fluoru a maze tedy jit napfiklad o dichlorfluormethan,
trichlorfluormethan, 1,2-dichlor-1,2-difluorethan, 1,2-dichlor-1,1,2,2-
-tetrafluorethan, 1,1,2'-trichlor-1‘,2,2-trifluorethan, 2-brom-2-chlor-1,1,1-
-trifluorethan, 2-chlor-1,1 2-trifluorethyldifluormethylether, 1-chlor-
-2.2 2-trifluorethyldifluormethylether, ¢asteéné fluorované alkany, jako
pentafluoropropany, napf. 1H,1H,3H-pentafluorpropan,
hexafluorbutany, nonafluorbutany, jako 2H-nonafluor-terc.butan,
dekafluorpentany, jako 2H,3H-dekafluorpentan a trid‘ekaﬂuorhexany,
jako 1H-tridekafluorhexan, dale muze jit o daste¢né fluorované alkeny,
‘napt. heptafluorpenteny, jako 1H,1H,2H-heptafluorpent-1-en a
nonafluorhexeny, jako 1H,1H,2H-nonafluorhex-1-en, fluorované
ethery, napf. 1,1,2,2-tetrafluorethylmethylether, 2,2,3,3,3-
-pentafluorpropylmethylether, 1,1 .2,3,3,3-hexafluorpropylmethylether
nebo 2.2,3,3,3-pentafluorpropyldifluormethylether, jesté vyhodnéjsimi
latkami jsou perfluorované uhlovodiky. Jako priklady
t&chtoperfluorovanych uhlovodikl Ize uvest perfluorované alkany, jako
jsou perfluorbutany, perfluorpentany, perfluorhexany, jako perfluor-2-
-methylpentan, perfluorheptany, perfluoroktany, perfluornonany a
perfluordekany, dale perfluorcykloalkany, jako perfluorcykiobutan,
perfluordimethylcyklobutany, perfluorcyklopentan a

perfluormethylcyklopentan, perfluoralkeny, jako perfluorbuteny, napf.
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perfluorbut-2-en, nebo perfluorbuta-1,3-dien, perfluorpenteny, jako
perfluorpent-1-en a perfluorhexeny, jako perfluor-2-methylpent-2-en
nebo perfluor-4-methylpent-2-en, perfluorcykloalkeny, jako jsou
perfluorcyklopenten nebo perfluorcyklopentadien a perfluorované

alkoholy, jako perfluor-terc.butanol.

Je-li to vhodné, je mozno difusibilni slozku vytvofit jako soudast
b&zné uzivané farmaceutické emulze, napf. prostiedku Intralipid®

(Pharmacia).

Podle dalgiho provedeni vynalezu mize byt olejova faze smési
dvou kapalin, pfiéemz prvni kapalinou mGze byt svrchu uvedeny
perfluorovany uhlovodik, jako perfluordimethylcyklobutan a druhou
mze byt tékavé lipofilni ,plnivo*, které ma ponékud vy$§i rozpustnost
ve vodé&, napfiklad halogenovany inhalacni anesteticky prostfedek'
nebo uhlovodik. U&elem plniva je vyvolat nespecifické zvétseni
praméru mikrobublinek. Po zahajeni rGstu dispergované plynné faze
se bublinky budou po po&ate¢nim rlstu ryche zmens$ovat v dlisledku
ztraty uvedeného plniva difusi. Zbyvajici bublinky pak budou
obsahovat pouze prvni tékavou slouceninu s nizsi rozpustnosti ve
vodé a v krevnich plynech a budou mit mensi velikost, kterou je mozno
Fidit pfislu§nou volbou pocatecniho poméru obou tékavych kapalin v
difusibilni sloZce emulze. Pomér miseni obou kapalin muze byt napf.

1:9 pro pomé&r perfluorovaného uhlovodiku a piniva.

Stabilizaéni material pro emulzi mdze v typickych pfipadech
obsahovat jedno nebo vétsi poéet smacedel. Je zfejmé, Ze povaha
takového smadedla mGze podstatné ovlivnit rizné faktory, napf.
rychlost rGstu bublinek dispergované faze plynu. Obecné je mozno
pouzit Sirokou $kalu smacedel, je napf. mozno pouzit smacedla,
podrobné uvedena v EP-A-0727225. Reprezentativnimi pfiklady

pouzitelnych smacedel mohou byt mastné kyseliny, napf. nasycené
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nebo nenasycené mastné kyseliny s pfimym fetézcem, obsahujici
napf. 10 az 20 atom( uhliku a jejich 'estery S uhlohydréty a triglyceridy,
dale fosfolipidy jako lecithin, fosfolipidy s obsahem fluoru, proteiny,
jako albuminy, napf. lidsky sérovy albumin, polyethylenglykoly
smadedla typu sledovych kopolymer(, jako jsou sledovy kopolymer .
polyoxyethylenu a polyoxypropylenu, jako Pluronics, extendované
polymery, jako acyloxyacylpolyethylenglykoly, jako
polyethylengkaomethylether-16-hexadekanoyloxyhexadekanoét, v
némz polyethylenglykolova skupina mlze mit molekulovou hmotnost
napfiklad 2300, 5000 nebo 10 000, pouZit je mozno také smacedla s
obsahem fluoru, dodavana pod obchodnimi nazvy Zonyl a Fluorad
nebo popsana ve WO-A-9639197 a kationtova smadedla, ktera mohou
obsahovat jednu nebo vétsi pocet kvarternich amoniovych skupin a
jednu nebo vétsi pocet lipidovych skupin, mazZe jit napf. o alkylové
nebo alkanoylové skupiny s dlouhym Fetézcem s obsahem 10 az 30

atomU uhliku.

Zvlasté vyhodné maze byt pouziti kationtovych latek, jako
smadedel nebo jinych stabiolizatorl nebo pfisad ke stabilizatoram v
povrchovém materialu difusibilni slozky podle vynalezu ve spojeni s
disperzi plynu, obsahujici aniontové povrchové materialy, napf.
negativné nabité fosfolipidy, jako jsou pfirodné se vyskytujici materialy
ze sojovych bobl nebo vaje€ného Zloutku, polosyntetické materialy,
napf. ¢asteéné nebo piné hydrogenované materialy nebo syntetické
materialy typu fosfolipid(, jako jsou fosfatidylseriny, fosfatidylglyceroly,
fosfatidylinositoly, fosfatidové kyseliny a kardiolipiny, divodem je

elektrostaticka interakce mezi ob&ma povrchovymi materialy.

Obecné je mozno pouzit Sirokou Skalu latek kationtové povahy,
napt. alespori ponékud hydrofobni a/nebo v podstaté ve vodé ‘
nerozpustné slouceniny s bazickym atomem dusiku, jako jsou primarni

aminy, sekundarni aminy, terciarni aminy a alkaloidy véetné

e e AR S AT 7, %
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pyrrolidinG, piperidinG, imidazold, pyridind, chinolinG a alkyl- a
arylguanidiniovych slou¢enin. Jako pfiklad reprezentativnich
kationtovych latek Ize uvést lipofilni kvarterni amoniové nebo
piridiniové soli, jako didodecyldimethylamoniumbromid,
cetyltrimethylamoniumchlorid, cetylpyridiniumchlorid,
cetyltrimethylamoniumbromid, Quaternium-26,
oleyltrimethylamoniumchlorid, cetylethyldimethylamoniumbromid, |
lapyriumchlorid, Halimid, cetalkoniumchlorid, 1,2-distearoyl-3-
-trimethylamoniumpropan, betaincetylester nebo DC-cholesterol, dale
muze jit o lipofilni sekundarni nebo terciarni aminy, jako jsou
diethylstearylamin, methylstearylamin, dimethylisfingosin, estery
mastnych alkohol( s dimethylglycinem, estery mastnych kyselin s
dimethylethanolaminem, estery mastnych alkoholl se sarkosinem
nebo estery mastnych alkoholl s N(2)- nebo N(6)- dimethyllysinem,
amidy mastnych kyselin se substituovanymi di- nebo triaminy, jako N-
-stearoyI-N’-dimethylaminopropylamin, primarni aminy, jako
stearylamin nebo dodecylamin, estery mastnych alkoholl s
aminokyselinami, jako alaninem, lysinem, serinem nebo threoninem,
napf. alanincetylester nebo lysincetylester, dale amidy mastnych
kyselin s di- nebo triaminy, jako monostearoyldiaminopropan nebo
monostearoylputrescin, nebo pozitivné nabité fosfolipidy, jako dialkyl-
-sn-glyceroethylfosfatidylcholiny nebo estery fosfatidovych kyselin,
jako jsou kyselina dipalmitoylfosfatidova nebo distearoylfosfatidova s
aminoalkoholy, jako lysinhydroxyethylamid, hydroxylysinethylester,
1,3-diamino-2-propanol nebo 2.4-diaminobenzylalkohol. Lipofilni
kationtové sloudeniny, obsahujici kladné nabity atom, odlisny od
atomu dusiku jsou rovn&z pouzitelné, mize napfiikiad jit o kladné
nabity atom siry v sulfoniovych slou¢eninach, o atom jodu v
jododiovych slou¢eninach, selenu nebo fosforu, napf. ve fosfoniovych

slougeninéch, pouzitelné jsou také komplexy kovi s kladnym nabojem.
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Vhodnymi kationtovymi latkami jsou slou¢eniny endogenniho
plvodu, jako jsou sfingosiny, DL-dihydrosfingosin, dimethylsfingosin,
fytosfingosin nebo psykosin nebo slouceniny, které se snadno
rozkladaji na endogenni sloudeniny, jako jsou estery nebo amidy
cholinu, ethanolaminu, putrescinu, lysinu, argininu, glycinu, sarkosinu,
dimethylglycinu, karnitinu, betainu nebo spermidinu, muze jit napf. o
ester cetylbetainu nebo obecné o derivaty aminokyselin. Vyhodné
m(ze byt také pouziti kationtovych sméaledel s obsahem fluoru, jako
jsou kladné& nabité fluorované fosfolipidy nebo b&zné dodavana

kationtova fluorovana smacedla, jako je Zonyl.

Druhy prostiedek mize byt vstfikovan napf. nitrozilné,
nitrosvalové nebo podkozné. Podkozni nebo nitrosvalové podani mlze
byt vyhodné v pfipadé, Ze je Zadouci omezit u&inek difusibilni slozky
na uréitou cilovou oblast. Piikladem muaze byt podkoZni injekce
prostfedku s velikosti ¢astic fadu nanometrd, tak jak se uziva pfi

zobrazeni lymfatickych cest.

Velikost ¢astic emulze, uréené pro nitrozilni podani, by s
vyhodou méla byt niz8i nez 10, napf. niz8i nez 7 mikrometr( a na
druhé strané vétsi nez 0,1 mikrometru tak, aby prostfedek mohl bez
obtizi projit plicnim systémem. Je vyhodné pouZit prvni a druhy
prostiedek s pfiblizné stejnym rozmérem dispergovanych
mikrobublinek plynu a dispergovanych kapicek difusibilni latky, napf. v

rozmezi 1 az 7, napf. 2 az 6 mikrometrd.

V ptipadé potieby mlze byt difusibilni sloZzka rovnéz zpracovana
jako emulze. Takové systémy typu mikroemuize jsou vyhodné
vzhledem k jejich thermodynamické stabilité a také ke skuteénosti, Ze
difusibilni slozka je ve vodné fazi rovnomérné rozdelena. Takova
mikroemulze ma obecné vzhled roztoku, mGze v8ak mit nékteré

vlastnosti emulze, pokud jde o parcialni tlak dispergované faze.
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Jak jiz bylo uvedeno, dovoluje vynalez pouziti podstatné nizsich
davek difusibilni slozky a emulze s obsahem této sloZky, nez bylo
dosud mozné. Kontrastni prostfedky koloidniho typu s posunem faze,
popsané napf. Ve WO-A-9416739 se typicky podavaji v mnozstvi
pfiblizn& 0,1 ml dispergované faze/kg télesné hmotnosti. Ve WO-A-
9817324 se uvadi, ze v piipadé, ze difusibilni slozkou je perfluorovany
uhlovodik ve formé emulze typu olej ve vodé, podava se tato emulze v
typickych pfipadech v davce, odpovidajici 0,2 az 1,0 mikrolitru
perfluorovaného uhiovodiku/kg hmotnosti. Vynalez dovoluje vytvaret
obrazy, srovnatelné s obrazy podle WO-A-9817324 pfi pouziti nejméneé
20krat, obecné vak az 200krat niZsi davky difusibilni slozky, napf. v
rozmezi 1 a2 100 ni difusibilni slozky/kg hmotnosti nebo az 20 nl

difusibilni sloZzky/kg hmotnosti.

Difusibilni slozka v emulzi ma pfi odpafovani schopnost zvetsit
sv(j objem nejméné 100krat, pfesto vdak v uvedenych davkach bude
celkové mnozstvi difusibilni slozky obecné nedostateéné pro vznik
rizika embolie. Mimo to jsou takové davky pod hranici, pfi niz by mohly
vznikat samovoiné bublinky plynu v ob&hu v mistech nizkého zZilniho
tlaku, napf. v duté Zzile, v pravé srde¢ni komofe a v plicni tepné v

diasledku pfesyceni krve krevnimi plyny a t&kavou difusibilni sloZzkou.

Aby bylo mozno zajistit maximalni tékavost difusibilni slozky po
podani a tak podpofit rist dispergované faze (oba pochody jsou
endothermni), mize byt vyhodné pfed podanim pozménit teplotu
prvniho a/nebo druhého prostiedku a/nebo pfidat reaktivni exothermni
slozku. Pouziti sloZek, které reaguiji exothermné vlivem ultrazvuku,

maGze byt zvlasté vyhodnée.

Rst dispergované faze in vivo mlze byt doprovazen napf.

rozepnutim zapouzdfujiciho stabilizagniho materialu v pfipadé, ze je
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tento material dostateéné elasticky a/nebo pfenesenim piebytku
smaéedla nebo jiného stabilizaéniho materialu, napf. z druhého
prostiedku na rozhrani mezi rostoucimi bublinkami plynu a kapalinou.
Je véak také mozné, Ze napnuti zapouzdiujiciho materialu a/nebo
interakce tohoto materialu s ultrazvukem podstatné zvysi jeho
poréznost. Pfi rozru$eni zapouzdfujiciho materialu bylo mozno az
dosud pozorovat rychlou ztratu kontrastu rychlou difuzi a rozpusténim
plynu, pfi podavani prostfedku podle vynalezu, je v8ak tento plyn v
podstaté stabilni. | kdyz neni zapotfebi se vazat na jakékoliv teoreticke
vypoéty, je pravdépodobné, Ze uvolnéné mikrobublinky plynu mohou
byt stabilizovany proti kolapsu ptesycenym okolnim prostiedim,
vytvofenym difusibilni slozkou, coz vytvari gradient vnitfniho tlaku,
ktery plsobi proti tendenci difuze mikrobublinek plynu. Povrch plynu, v
podstaté prosty zapouzdfujiciho materialu, muaze v tomto pfipadé
dovolit dosazeni vyjime&né piiznivych akustickych vlastnosti, zejména
odrazu a absorbce podilu s nizkou energii, takze echogenni ucinek
muze pietrvavat po pomérné dlouhou dobu i v prabéhu ozarovani

ultrazvukem.

Stabilizaédni uginek sou¢asné podavané difusi.bilni slozky mlze
tedy byt vyuZit ke zvySeni echogenity kontrastniho prostfedku i k
prodlouzeni trvani tohoto uginku v téch pfipadech, kde by uvedené
parametry byly nedostatené v pfipadé, ze by kontrastni prostfedek
byl podan sam o sobé&. Napf. trvani ucinku kontrastnich prostfedk( na
bazi albuminu je ¢asto velmi omezeno kolapsem Castic zapouzdieného
albuminu v disledku systolického tlaku v srdci nebo v Zilnim systému
nebo v dsledku ozafeni ultrazvukem, toto trvani v8ak mizZe byt
podstatné prodlouzeno sou¢asnym podavanim s difusibilni slozkou

podle vynalezu.

V reprezentatiVnim provedeni zpUsobu a prostfedku podle

vynalezu se muize volit prostfedek s dispergovanou fazi a prostredek s
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emulgovanou difusibilni sloZkou tak, Ze po nitrozilni injekci obou

slozek projde alespoii ¢ast dispergovaného plynu plicemi a pak se

‘bublinky plynu rychle zvétsuji po priichodu plicemi difuzi difusibilni

slozky, takze dojde k do¢astnému zadrzeni v srde¢nim svalu a tim se
umozni zobrazeni pratoku krve srdeénim svalem pomoci ultrazvuku.
Vzhledem k tomu, Ze tékava difusibilni slozka v krevnim proudu je

postupné odstranéna plicemi a vydechovanim, metabolismem nebo

redistribuci do jinych tkani, bude difusibilni sloZka typicky difundovat z

dispergovaného plynu a jeho bublinky se tedy zmensi na pavodni
men&i velikost, takze budou znovu volné prochazet nejmensimi cévami
a budou odstran&na retikuloendothelidinim systémem. Tento postup
prechodného zvétdeni echogenity, nasledovany postupnym vymizenim
tohoto G&inku, je znaéné odli$ny od ucinku obou latek v piipadé, Zze
jsou podany samy o sobé&. Vhodnou Upravou davky a/nebo slozeni
difusibilni slozky a zvlasté vhodnou Gpravou povahy a stupné afinity
mezi plynnou slozkou a difusibilni slozkou, je mozno Fidit trvani G¢inku

vysledné kombinace.

Podobnym zpUsobem je mozno zobrazit i jiné kapilarni systemy,
napf. v ledvinach, jatrech, slezing, &titné zlaze, kosternich svalech,

mlé&né zlaze, prostaté apod.

Obecné je tedy mozno uvést, Ze rychlost a/nebo rozsah rlstu
bublinek dispergovaného plynu je mozno Fidit volbou tohoto plynu a
volbou stabilizaéniho materialu pro tento plyn a zvlaste povahou
emulgované difusibilni slozky a zplGsobem jejiho zpracovani véetné
povahy stabilizaéniho materialu pro emulzi a velikosti &astic emulze. V

této souvislosti je mozno uvést, ze pfi daném mnozstvi emulgované

~ difusibilni slozky maze zmenseni velikosti kapek urychlit pfenos

difusibilni slozky ve srovnani s vét§imi kapkami vzhledem k tomu, ze z
malych kapi¢ek, které maji vétsi pomér povrchové plochy k objemu, se

m@ze material rychleji uvolnit. Dal§imi parametry, které dovoluji uravu,
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jsou relativni mnozstvi v némz jsou oba prostfedky podany a v pfipadé
oddé&leného podani také pofadi jejich podani, asovy interval mezi
jejich podanim a vzdalenost mista podani. V této souvislosti je zifejme,
ye difusibilnost difusibilni slozky mdZe dovolit podani této slozky na
odlignou &ast organismu odli§nym zpGsobem, napf. podkozné,

nitroziiné nebo nitrosvaloveé.

Zvlasté dulezitymi parametry difusibilni slozky je jeji rozpustnost
ve vodé a v krvi a schopnost difuse, napf. vyjadfena difusni
konstantou, ktera urduje rychlost transportu nosnou kapalinou nebo
krvi a také permeabilita jakoukoliv membranou stabilizaéniho materialu
pro zapouzdfeni dispergovaného plynu. Tlak, vytvofeny difusibilni
slozkou in vivo, tedy ovlivni rychlost difuse do dipergovaného plynu
stejné jako koncentrace této latky. Podle Fickova zakona tedy bude
koncentra&ni gradient difusibilni slozky relativné k vzajemné

vzdalenosti jednotlivych mikrobublinek plynu a kapek emulze spolu s
" osficientem difuse difusibilni slozky v okolnim kapalném prostred
uréovat rychlost pfenosu jednoduchou difusi. Koncentraéni gradient je
uréovan rozpustnosti difusibilni sloiky‘v okolnim prostfedi a
vzdalenosti mezi jednotlivymi mikrobublinkami plynu a kapickami
emulze. Podobné bude rozpustnost ve vodeé, tlak par a rozmér molekul
difusibilni slozky ovliviiovat dobu trvani expendovanych mikrobublinek
vlivem téchto parametrli na rychlost difuse difusibilni slozky. Timto
zplsobem je mozno fidit trvani kontrastniho G&inku, optimalné v

rozmezi 2 az 5 minut.

Uginnou rychlost transport difusibilni slozky je mozno Fidit
upravou viskosity prostfedku s dispergovanou plynnou fazi a/nebo
prostiedku s difusibilni slozkou. Toho je mozno dosahnout napfiklad
pfidanim biologicky kompatibilnich latek, zvy$ujicich viskozitu, napf.
kontrastnich latek pro zobrazeni pomoci rtg-zafeni nebo je moZno

zaradit jiné bézné latky, jako polyethylenglykoly, uhlohydraty, proteiny,
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polymery nebo alkoholy. Mize byt napfiklad vyhodné vstfikovat
spoleéné oba prostfedky ve formé davky s pomérné vysokym
objemem, napf. nejméné 20 ml v pfipadé &lovéka s hmotnosti 70 kg
vzhledem k tomu, Ze tento postup zpozdi upiné promiseni obou sloZzek
s krvi a tedy i nastup rustu kapicek dispergovaného plynu az do
pfivodu kapi¢ek do pravé komory srdeéni a do plicnich kapilar. Toto
zpozdéni je mozno jesté zvétsit pouzitim nosné kapaliny, ktera neni
nasycena plyny a jinymi difusibilnimi slozkami napf. v disledku sveho

predb&zného ochlazeni.

Jak jiz bylo svrchu uvedeno, je mozno pouZit pfi provadéni
vynalezu i jiného transportniho mechanismu nebo difuse. K transportu
maze dochazet také hydrodynamickym pratokem v okolnim kapalném
prostiedi. To mlze byt duleZité v cévach a kapilarach, v nichz pfi
pratoku dochazi k vysokému stiihovému namahani. K transport
difusibilni slozky do dispergovaného plynu mize také dojit v disledku
kolize mezi mikrobublinkami plynu a kapi¢kami emuize, coz mlzZe vést
k adsorbci difusibilni sloZky na povrch mikrobublinek a/nebo k praniku
difusibilni slozky do mikrobublinek napf. spojenim obou utvarl. V
téchto pfipadech ma koeficient difuse a rozpustnost difusibilni slozky
minimalni vliv na pfenos, takZe velikost ¢astic difusibiini sloZky,
napfiklad velikost kapicek v pfipadé emulze a frekvence kolize mezi
mikrobublinkami a kapiékami emulze jsou zakladnimi faktory, které fidi
rychlost a rozsah rastu mikrobublinek. Pfi daném mnoZstvi
emulgované difusibilni sloZky tedy zmenseni velikosti kapi¢ek povede
ke zvy$eni po&tu kapicek a tim i ke zvétSeni rychlosti pfenosu
zmen&enim vzdalenosti mezi mikrobublinkami plynu a kapickami
emulze a tim zvy$enim pravdépodobnosti kolize a/nebo spojeni obou
atvard. Jak jiz bylo svrchu uvedeno, mize byt rychlost pfenosu pomoci
kolize znaéné zvy$ena pfidatnym oscilaénim pohybem mikrobublinek
plynu a kapicek emulze difusibilni slozky pod viivem ultrazvuku.

Kinetika kolize, vyvolana energii ultrazvuku se muze lisit od kinetiky
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transportu difusibilni slozky v nosné kapaling a/nebo v krvi napf. tim,
se mize byt zapotiebi pouzit uritou specifickou uroveri energie k
vyvolani spojovani kolidujicich mikrobublinek plynu a kapi¢ek emulze.
Maze tedy byt vyhodné volit velikost a tim i hmotnost kapi¢ek emulze
tak, aby kolize s oscilujicimi mikrobublinkami plynu byla dostate¢na

pro spojeni obou utvard.

Jak jiz bylo uvedeno svrchu, je permeabilita jakéhokoliv
stabilizaéniho materialu pro zapouzdieni dispergované plynné faze
parametrem, ktery miZe ovlivnit rychlost rdstu plynne faze a muze
tedy byt zadouci volit difusibilni slozku s dobrou permeabilitou takovéh
zapouzdfujiciho materialu. M(ize jit napf. o membranu z polymeru
nebo smadedla, tvofenou napf. jednou vrstvou nebo vét§im poctem
vrstev nebo dvojvrstev smadedla, jako fosfolipidu. Nyni bylo zjisténo,
7e je mozno pouzit takeé v podstaté impermeabilni zapouzdfujici
material vzhledem k tomu, Ze pfivod ultrazvuku nebo jiného typu
energie mize vyvolat rdst plynné faze pres pfitomnost takového

impermeabilniho materialu.

Prestoze neni zapotfebi se vazat na jakekoliv teoretické uvahy,
je mozné, ze ultrazvuk alespofi pfechodné& meéni permeabilitu
zapouzdfujiciho materialu, schopnost difuze difuzibilni slozky v okolni
kapalné fazi a/nebo frekvenci kolizi mezi kapickami emulze a
zapouzdienymi mikrobublinkami. Tento G&inek maze byt pozorovan pfi
pouziti velmi kratkych ultrazvukovych pulzd, napf. s trvanim pfiblizné
0,3 mikrosekund pfi zobrazeni B-zplisobu nebo pfiblizné
2 mikrosekundy pfi zobrazovani pomoci Dopplerova ultrazvuku nebo
druhé harmonické, pravdépodobné vsak nejde o stalé zvétSovani
primé&ru bublinek plynu (Leighton, E. G., The Acoustic Bubbile,
Academic Press, 1994, s. 379, spise jde o jev, kdy ultrazvuk rozrusi
zapouzdrujici membranu a tak podporuje rist dispergované faze difusi

difusibilni slozky do takto oteviené plynné faze.
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V ptipadé potfeby mohou byt dispergovany plyn nebo difusibilni
slozka tvofeny azeotropni smési nebo je moZno jejich slozeni volit tak,
e se azeotropni smés tvofi in vivo pfi miseni difusibilni slozky s
dispergovanym plynem. Takovou tvorbu azeotropni smési je mozno
aginné vyuzit napf. ke zvy$eni tékavosti sloucenin s pomérné vysokou
molekulovou hmotnosti, jako jsou halogenované uhlovodiky, napf.
fluorované uhlovodiky véetn& perfluorovanych uhlovodikd, které jsou
za b&znych podminek kapalné a pfi télesnée teplot& 37 °C je mozno je
podavat jesté v kapalné formé. To ma podstatnou vyhodu vzhledem k
uginné echogenni dobé Zivotnosti kontrastnich latek s obsahem
takovych smésf in vivo vzhledem k tomu, Ze je znamo, ze rizné
parametry, jako rozpusthost ve vodé nebo tucich, difusibilnost a
odolnost proti tlaku klesa u sloucenin typu fluorovanych uhlovodikl se
zvysujici se molekulovou hmotnosti. Nékteré kontrastni latky,
obsahuijici bio_lbgicky kompatibilni azeotropni smési, plynne pfi teploté
37 °C byly, popséany ve WO-A-9847540.

Obecné& bude pfirodni odolnost azeotropnich smési vzhiedem k
oddéleni jejich slozek zvy$ovat stalost kontrastniho prostiedku, ktery
takové smési obsahuje, a to jak v prib&hu vyroby, tak v prabéhu

skladovani a nasledného podavani.

Azeotropni smési, pouZitelné pro Géely vynalezu je mozno volit
na zakladé literatury, ktera se takovych smési tyka nebo je mozno
vyuzit jednoduchych pokusl a/nebo teoretickych pfedpovédi, vsechny
tyto poznatky je mozno nalézt napf. v publikacich Tanaka, Fluid Phase
Equilibria 24, 1985, s. 187-203, Kittel, C. a Kroemer, H., kapitola 10,
publikace Thermal Physics (W. H. Freeman & Co., New York, USA,
1980) nebo Hemmer, P. C., kapitoly 16-22 publikace Statistisk
Mekanikk (Tapir, Trondheim, Norsko, 1970).
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Jednim z literarnich pfiklad( azeotropni smési, u niz Géinné
dochazi ke snizeni teploty varu slozky s vy§§i molekulovou hmotnosti
pod télesnou teplotu je smés 1,1 2-trichlor-1,2,2-trifluormethanu s
teplotou varu 47,6 °C a 1,2-difluormethanu s teplotou varu 29,6 °C v
hmotnostnim poméru 57:43, tato smés byla popsana v US-A-4055049
jako smés s teplotou varu 24,9 °C. Dali pfiklady azeotropnich smési s
obsahem halogenovanych uhlovodiki je mozno nalézt v
EP-A-0783017, US-A-5599783, US-A-5605647, US-A-5605882,
US-A-5607616, US-A-5607912, US-A-5611210, US-A-5614565 a
US-A-5616821. '

V publikaci Simons a dalsi, J. Chem. Phys. 18(3), 1950, s. 335-
346 se popisuje, ze smés perfluor-n-pentanu s teplotou varu 29 °C a
n-pentanu s teplotou varu 36 °C ma velkou pozitivni odchylku od
Raoultova zakona. Tento jev je nejvyjadienéjsi pfi pouZziti priblizné
ekvimolarni smési. Pfi praktickém provadéni je teplota varu takové
azeotropni smési pfiblizné 22 °C nebo jesté niz§i. Smési
perfluorovanych uhlovodikl a nesubstituovanych uhlovodiki mohou
obecné mit uzite&né azeotropni vlastnosti. Silné azeotropni ucinky byly
pozorovany u smési, jejich slozky maji blizké teploty varu. Jako priklad
jiné azeotropni smési s obsahem perfluorovaného uhlovodiku a
uhlovodiku je mozno uvést smési perfluor-n-hexanu s teplotou varu
59 °C a n-pentanu, azeotropni smés ma teplotu varu mezi teplotou
mistnosti a teplotou 35 °C a také smés perfluor-4-methylpent-2-enu s
teplotou varu 49 °C a n-pentanu, tato azeotropni smés ma teplotu varu
pfiblizné 25 °C.

Dal&i potencialné pouzitelné azeotropni smési zahrnuji smési
halothanu a diethyletheru a smési dvou nebo vétsiho poctu
fluorovanych plyn(, napf. perfluorpropanu a fluorethanu,
perfluorpropanu a 1,1,1-trifluorethanu nebo perfluorethanu a

difluormethanu.
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Je znamo, e fluorované plyny, napf. perfluorethan mohou tvofit
azeotropni smési s oxidem uhli¢itym, napr. podle WO-A-9502652. Pfi
podani kontrastnich latek s obsahem takovych plynd tedy mdzZe in vivo
dochazet ke tvorbé ternarnich nebo vy$sich azeotropnich smési s
krevnimi plyny, napf. s oxidem uhlicitym, ¢imz se dale zvysuje stabilita

dispergovaného plynu.

V ptipadé, ze oba prostiedky kombinovaného kontrastniho

prostfedku podle vynalezu maji byt podavany souéasné, je mozZno je

napt. podat ve formé injekce z oddé&lenych injek&nich stfikatek nebo

po ptedb&zném smiseni, s vyhodou za Fizenych podminek tak, aby

nedochazelo pfili§ brzy k ristu dispergované faze.

Prostfedky, uréené ke smiseni pred soudasnym zadanim je
mozno s vyhodou skladovat v pfisiusném obalu s dvéma oddélenymi
gastmi nebo vétsim poétem oddé&lenych &asti. V prvnim prostoru muze
byt ulozen napf. prvni prostredek s obsahem dispergovaného plynu
nebo jeho suchy prekursor, obsahujici napt. lyofilizovany zbytek
suspenze mikrobublinek plynu ve vodné prostfedi s obsahem
amfifilniho materialu, pfi¢emz tento amfifilni material je tvofen

pfevazng, tzn. nejmeéné ze 75 %, s vyhodou vyluéné fosfolipidem,

tento prostfedek je tvofen molekulami s nabojem, napf. negativnim

nabojem, prvni prostor mUZe byt napf. lahvi¢ka, k niz je oddélené
pfipojen prostor, obsahujici druhy prostfedek s difusibilni slozkou.
Vystup z injekéni stiikacky je uzavfen napf. membranou nebo zatkou
tak, aby nedoslo k pfedéasnému smiseni. Pfi pohybu pistu stiikacky
dochazi k prasknuti membrany a druhy prostiedek se smisi s prvnim
prostfedkem nebo s jeho prekursorem, pak je mozno podle potfeby
smés protiepat a/nebo fedit a pak odebrat, napf. pomoci injekéni

stiikacky a podavat.
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Oba dva prostfedky mohou byt skladovany také v jediné lahvicce
nebo injekéni stiikadce tak, Ze jsou od sebe oddéleny napf.
membranou nebo zatkou. Oba prostfedky mohou byt ulozeny za
pietlaku plynu nebo pary. Protrzenim membrany nebo zatky napf.
injekéni jehlou dojde ke smiseni obou prostiedk(, coz je mozno
urychlit ruénim protfepavanim, pak se smés odebere a podava. V dalsi
upravé mize lahvi¢ka obsahovat suchy prekursor pro prvni prostfedek
s prvni injekéni stfikackou, obsahujici kapalinu pro opétneé uvedeni
prekursoru do disperze, druha injekéni stfikacka pak obsahuje druhy
prostfedek nebo se uzije lahvigka, obsahujici druhy prostfedek,
oddéleny membranou od suchého prekursoru, pfilozena je injekeni

stiikaéka s obsahem kapaliny pro redispergovani prvniho prostfedku.

V téch provedenich vynalezu, v nichZ se oba prostiedky misi
pfed podanim v prabéhu vyroby nebo nasledné bude smés typicky
skladovany pfi zvy$eném tlaku nebo pfi snizené teploté tak, aby tlak
difusibilni slozky nebyl dostateény k vyvolani rastu bublinek
dispergovaného plynu. Aktivaci tohoto ristu je mozno vyvolat
jednoduchym uvolnénim pretlaku nebo zahtatim na télesnou teplotu, k
gemuz dojde automaticky po podani smesi nebo mize byt smés

pfedehfata tésné pred podanim.

V t&ch provedenich vynalezu, pfi nichz se oba prostfedky
podavaji oddélené, mize byt pouzito rizného &asového intervalu mezi
jejich podanim k ovlivnéni oblasti organismu, v niz pfedevsim dojde k
ristu bublinek dispergovaného plynu. Je napf. mozZné vstfiknout
nejprve druhy prostiedek a nechat difusibilni slozku koncentrovat v
jatrech, ¢imz se zlepsi obraz tohoto organu po vstfiknuti prvniho
prostiedku s obsahem dispergovaného plynu. Tam, kde to dovoluje
stalost disperze plynu, je mozno nejprve vstiiknout tuto disperzi a
nechat ji koncentrovat v jatrech, nacez se poda druhy prostfedek s

obsahem difusibilni slozky ke zlep$eni echogenity.
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Reprezentativni zpusoby zobrazovani pomoci ultrazvuku, pfi
nichz je mozno vyuzit prostiedek podle vynalezu, jsou zakladni
zobrazovani v B-zpUsobu a také harmonické zobrazovani v B-zpUsobu
véetné pfijmu subharmonickych a druhé nebo vy$si harmonicke,
Dopplerovo zobrazovani, popf. véetné selektivniho pfijmu zakladni
frekvence a harmonickych nebo subharmonickych frekvenci, barevné
Dopplerovo zobrazovani, popf. zahrnujici selektivni pfijem zakladni
frekvence a harmonickych nebo subharmonickych frekvenci,
Dopplerovo zobrazovani pfi pouziti vy$sich energii, popf. véetné
selektivniho pfijmu zakladnich, harmonickych nebo subharmonickych
frekvenci, barevné Dopplerovo zobrazovani, popt. pfi pouZziti vyssich
energil, vyuzivajici ztraty korelace nebo Dopplerova posunu,
vyvolaného zmé&nami v akustickych viastnostech mikrobublinek
kontrastniho prostiedku viivem samovolné destrukce nebo destrukce,
vyvolané plsobenim ultrazvuku, zobrazovani pfevracenim pulzu, popf.
zahrntici selektivni piijem zakladnich, harmonickych nebo
subharmonickych frekvenci véetné technik, kde poéet pulzi,
vysilanych v kazdém sméru prevySuje dva, zahrnuto je i zobrazovani
pfevracenim pulzd s vyuzitim ztraty korelace, vyvolané zménami
akustickych vlastnosti mikrobublinek kontrastniho prostfedku na
sakladé destrukce, ktera je samovolna nebo vyvolana ultrazvukem, na
zakladé fragmentace, rustu nebo splyvani bublinek, mozno je vyuzit
také zobrazovani pomoci deformace pulzu, popsané napf. v 1997
IEEE Ultrasonics Symposium, s. 1567-1570 a zobrazovani,
zalozeného na srovnavani obraz, ziskanych pfi riizné amplitudé nebo
rizném tvaru vin tak, aby bylo mozno prokazat nelinearni vlivy,

vyvolané piitomnosti mikrobublinek plynu.

Pro danou davku disperze plynu a difusibilni slozky bylo
prokazano, Ze pfi pouziti barevného Dopplerova zobrazovani pro rast

bublinek dispergovaného plynu, je mozno dosahnout silngjsiho
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kontrastu pfi nasledném zobrazovani B-zpisobem, pravdépodobné v

dusledku vy$sich pouzitych intenzit ultrazvuku. Aby byio mozno snizit

vlivy pohyb(, je mozno shromazdit postupné obrazy tkani, napf. srdce

nebo ledvin pfi pouziti vhodné synchronizaéni techniky, napf.

napojenim na EKG nebo zaznamenanim dychacich pohyb( subjektu. :
M&feni zmé&n rezonanénich frekvenci nebo absorbovanych frekvenci,

které doprovazi rist bublinek dispergovaného plynu, maze byt také

velmi uziteéné.

Je ziejmé, Ze obsah dispergovaného plynu v kombinovaném
kontrastnim prostfedku podle vynélezu bude doCasné zadrzen ve
tkanich v koncentracich, které jsou pfimoumé&rné rychlosti perfuse této
tkan&. To znamena, e pii pouziti napfiklad bézného nebo
harmonického B-zplisobu zobrazovani, kde se obraz odvozuje pfimo
od intenzity vracejiciho se signalu, je mozno interpretovat obraz
takové tkané jako perfusni mapu, v niz je intenzita signalu funkci
krevniho zasobeni. To je rozdil proti obraziim, které je mozno ziskat
pii pouziti béznych kontrastnich prostiedki, kde koncentrace
kontrastniho prostiedku v oblasti a odpovidajici intenzita vracejiciho
se signalu zavisi na okamzitém obsahu krve a nikoliv na rychlosti

perfuse dané tkané.

P¥i zobrazovani srdce, kde perfusni mapy jsou odvozeny od
intenzity vracejiciho se signalu podle tohoto provedeni vynalezu, mlze
byt vyhodné podrobit nemocného télesné namaze nebo
farmakologické zat&zi tak, aby tento vliv byl je$té zvySen a bylo tak
mozno rozeznat rozdil mezi intenzitou zobrazeni normaine
zasobeného srde&niho svalu a t&ch oblasti srde¢niho svalu, které jsou
zasobeny zuzenymi tepnami. Jak je znamo ze zobrazovani srdce
pomoci znagenych izotopd, télesna namaha pCisobi rozsifeni cév a

zvy$uje pritok krve ve zdravém srdeénim svalu, kdeZzto pratok krve v
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oblasti, zasobené zuzenou tepnou zlstane beze zmény, protoze

kapacita pro rozsifeni cév je jiz vyCerpana soucdasnym stavem.

Aplikace t&lesné namahy nebo farmakologické zatéze podanim
adrenergnich agonistl mlze vyvolat bolest na hrudniku u nemocnych, .
trpicich srdeé¢nimi chorobami a je tedy vyhodnéjsi zvysit pratok krve ve
zdravé tkani podanim latky, rozsifujici cévy. Z té€chto latek, vhodnych
pro pouziti pro Ggely vynalezu, je mozno uvest endogenni a
metabolické vasodilataéni latky, jako jsou kyselina miécna,
adenosintrifosfat, adenosindifosfat, adenosinmonofosfat, adenosin,
oxid dusiény a latky, vyvolavajici hypercapnii, hypoxii a hypoxemii
nebo hyperemii, dale je mozno pouzit inhibitory fosfodiesterazy, jako
dipyridamol a sildenafil, inhibitory sympatiku jako jsou clonidin a
methyldopa, latky, uvolfiujici hladke svaly, jako papaverin, hydrolazin,
dihydrolazin a nitroprusid, agonisty beta-receptor(, jako dopamin,
dobutamin, arbutamin, albuterol, salmeterol a isoproterenol,
antagonisty alfa-receptoril, jako doxazosin, terazosin a prazosin,
organické nitraty, jako glyceryltrinitrat, isosorbitdinitrat a
isosorbitmononitrat, inhibitory enzymu pro pfeménu angiotensinu,
ACE, jako benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, quinapril
a ramipril, latky, antagonizujici angiotensin |l nebo receptor AT1, jako
valsartan, losartan a candesartan, blokatory vapnikovych kanald, jako
amlodipin, nicardipin, nimodipin, felodipin, isradipin, diltiazem,
verapamil a nifedipin, prostaglandiny, jako alprostadil a vasodilatacni

latky, zavislé na endothelu.

Pouziti adenosinu je zvlasté vyhodné vzhledem k tomu, Ze jde o
endogenni latku, ktera ma rychly, ale kratky vasodilatagni tuc¢inek. Tyto
vlastnosti je mozno potvrdit skute€nosti, ze polo¢as v kravnim obéhu
je pouze né&kolik sekund. Z tohoto divodu jsou snizeny vedlej$i G4cinky,
pocitované nemocnym. Rozsifeni cév, vyvolané adenosinem, je

nejvétsi v srdeénim svalu vzhledem k tomu, Ze G¢inna latka se
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dostane do vzdalengj§ich tkani jiz v dobé, ktera je delsi nez doba
uginnosti, takze tam jiz nedosahne farmakologicky u¢inné
koncentrace. Tato latka je tedy nejvyhodnéjsi pro zobrazeni srdce pfi

pouziti prostfedku podle vynalezu.

Kromé z(zeni tepen je mozno pfi pouziti prostfedku podle
vynalezu prokazat jesté dalsi abnormality tkani a prokrveni tkani. Je
napf. znamo, ze cévy v oblasti zhoubného bujeni jsou mélo
diferencované a mohou tedy reagovat jinak na vasokonstrik&ni latky
nes normalni tkan. Podobny nedostatek reakce na vazokonstrikeni
latky je mozno pozorovat i v oblasti zavaznych zanét(. Pozorovani
odpovédi na podani vazokonstrikeni latky muze tedy poskytnout
uziteénou diagnostickou informaci. Z vazokonstrikénich latek,
pouzitelnych pro tento ucel Ize uvest isoprenalin, epinefrin,
norepinefrin, dopamin, metaraminol, prena|fero|, ergotamin,
dihydroergotamin, methysergid a inhibitory produkce kyseliny dusicne,
jako analogy L-argininu. Tyto latky je mozno podat mistné nebo také

systemicky.

Pro nékteré ugely mize byt vyhodné podani dvou nebo vétdiho
podtu latek s UCinkem na cévy, a to zaroven nebo postupné. V pfipadé
podani dvou takovych latek mohou obé latky roz$ifovat cévy nebo je
smr&tovat nebo mize jedna z latek cévy rozsifovat a druha cévy
smrétovat. V pfipadé, Ze se uZiji dvé vazodilataéni nebo dvé
vazokonstrikéni latky, mély by se od sebe liit alespori jednou ze
svych vlastnosti, napf. specifiénosti pro tkaf nebo mechanismem
plGsobeni tak, aby v pribéhu jediného vysetieni bylo mozno pozorovat
mistni rozdily v intenzité signalu. Pfi oddéleném podani je mozno
podat nejprve vazokonstrikéni latku a pak vazodilataéni latku nebo

také obracené.
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Podani adenosinu miZe u zdravého srdeéniho svalu vést az ke
4nasobnému zvyseni pritoku krve koronarnimi cévami, ¢imz se
vysoce zvy$uje pfijem a doasna retence kontrastnich latek v
prostiedku podle vynalezu a soudasné se také zvySuje rozdil v
intenzité vracejiciho se signalu mezi'normalni a Spatné prokrvenou
srdeéni tkani. Vzhledem k tomu, Ze se kontrastni prostfedek zadrzuje
fyzikalnim zplsobem, je jeho retence vysoce aéinna, napft. ve srovnani
pfijmu radioaktivné znagenych latek, jako je thalium 201 a technecium,
zadrzeni t&chto latek je omezeno nizkou dobou styku mezi znacenou
latkou a tkani, takze mdze byt zapotfebi udrzet rozsifené cévy pro
deldi tasové obdobi, napf. 4 aZz 6 minut v pfipadé scintigrafie thaliem

pro dosaZeni optiméalniho ucinku.

Kontrastni prostfedky podle vynalezu netrpi takovym omezenim
difuse nebo transportu a vzhledem k tomu, Ze jejich retence v srdedni
tkani m@ze byt také rychle ukonéena, napf. pieruenim ultrazvuku,
ktery vyvolava rist bublinek, muze byt doba vasodilatace, nezbytna
pro dosaZeni zobrazeni prokrveni srde&ni tkané timto zplisobem velmi
kratka, napf. kratdi nez jedna minuta. Timto zplisobem je mozno
podstatné zkratit nepohodli, ktere je nemocnému zplsobeno podanim

vazodilataénich latek.

Je ziejmé, Ze vzhledem ke kratkému poloc¢asu adenosinu v
krevnim ob&hu, mizZe byt nezbytné v prib&hu vysetieni srdce injekci
nebo infusi opakovat. Je napf. mozno podat na zacatku 150 png/kg
adenosinu v podstaté sou¢asné s podanim kontrastniho prostfedku a
po 10 sekundach jesté pomalu podat dal$ich 150 uk/kg napf. v
pribéhu 20 sekund. Je také mozno pouzit infusi adenosinu stalou
rychlosti v pribé&hu ¢asového intervalu, prekryvajiciho vstiiknuti a

ukladani kontrastniho prostfedku do srde€niho svalu.

o S N e
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Kontrastni prostfedky podle vynalezu je s vyhodou mozno pouZzit
také jako nosné prostiedi pro biologicky tcinné skupiny, napf. l1é&iva,
tzn. latky s pfiznivym téinkem na specifické onemocnéni u ¢lovéka
nebo jiného Zivogicha. Tato léiva mohou byt pfitomna v prvnim
prostfedku, napf. v dispergovaném plynu a vazana na &ast
stabiliza&niho materialu napf¥. kovalentni nebo iontovou vazbou, popf.
prostfednictvim vazného fetézce, nebo mohou byt fyzikalné smisena
se stabilizadnim materialem. Fyzikalni smiseni je zviasté pouZitelne v
pfipadé&, ze lédivo a stabilizaéni material maji podobnou polaritu nebo

rozpustnost.

Rizenim ristu bublinek dispergovaného plynu je moZno zajistit
pfechodnou retenci plynu v malych cévach cilové oblasti. Zvlasté
vyhodné je pouziti ultrazvuku k vyvolani tohoto rlistu a tim i k retenci
plynu spolu s pfidruzenym léCivem v cilové struktufe. K témuz acelu je
mozno pouzit také mistni injekci prvniho prostfedku s obsahem plynu

nebo s vyhodou difusibilni slozky ve druhém prostiedku.

Pouzité légivo, které mlze byt popf. vazano na specificky vektor
s afinitou pro specifické buriky, struktury nebo patologické atvary,
mze byt uvolnéno napf. v dusledku rozruseni stabilizaéniho materialu
pro plyn ristem bublinek dispergovaného plynu, solubilizaci
stabilizaéniho materialu nebo desintegraci mikrobublinek nebo
mikro&astic s obsahem plynu pGsobenim ultrazvuku nebo zménou
koncentraéniho gradientu difusibilni slozky v cilové oblasti. V pfipadé,
e |égivo je chemicky vazano na stabilizacni material pro plyn, mize
toto spojeni nebo jakykoliv vazny retézec obsahovat jednu nebo vétsi
podet labilnich skupin, které se snadno od$§tépi a uvolni léivo. Z
t&chto od&t&pitelnych skupin lze uvést zejména amidové, imidove,
iminové, esterové, anhydridové, acetolove, karbamatové, karbonatové
a disulfidové skupiny, které jsou in vivo biologicky degradovatelné

napf. hydrolyzou a/nebo plisobenim enzymd.
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Jako pfiklad lé&ivych latek, pouzitelnych v tomto smyslu, je
mozno uvést antineoplastické latky, jako jsou vincristin, vinblastin,
vindesin, busulfan, chlorambucil, spiroplatin, cisplatin, carboplatin,
methotrexat, adriamycin, mitomycin, bleomycin, cytosin arabinosid,
arabinosyl adenin, merkaptopurin, mitotan, procarbazin, dactinomycin
(antinomycin D), daunorubicin, doxorubicinhydrochlorid, taxol,
plicamycin, aminoglutethimid, estramustin, flutamid, leuprolid,
megestrolacetat, tamoxifen, testolacton, trilostan, amsacrin (m-AMSA),
asparaginaza (L-asparaginaza), etoposid, interferon, a-2a a 2b, krevni
produkty, jako hematoporfyriny nebo jejich derivaty, modifikatory
biologické odpovédi, jako muramylpeptidy, latky s acéinnosti proti
houbam, jako jsou ketoconazol, nystatin, griseofulvin, flucytosin,
miconazol nebo amfotericin B, hormony nebo analogy hormon(, jako
jsou rustovy hormon, hormon, stimulujici melanocyty, estradiol,
beclomethasondipropionat, betamethason, cortisonacetat,
dexamethason, flunisolid, hydrocortison, methylprednisolon,
paramethasonacetat, prednisolon, prednison, triamcinolon nebo
fludrocortisonacetat, vitaminy jako kyanokobalamin nebo retinoidy,
enzymy, jako jsou alkalicka fosfataza nebo dismutaza superoxidu
manganu, antialergické latky, jako amelexanox, antikoagulaéni €inidlo,
jako warfarin, phenprocoumon nebo heparin, antithrombotické latky,
lé&iva pro ob&hovy systém, jako propranolol, potenciatory
metabolismu, jako glutathion, an‘tituberkulotické latky, jako jsou
kyselina p-aminosalicylova, isoniazid, capreomycinsulfat, cyclosexin,
ethambutol, ethionamid, pyrazinamid, rifampin nebo
streptomycinsulfat, protivirové latky, jako acyclovir, amantadin,
azidothymidin, ribavirin nebo vidarabin, latky, dilatujici krevni cévy,
jako diltiazem, nifedipin, verapamil, erythritoltetranitrat,
isosorbiddinitrat, nitroglycerin nebo pentaerythritoltetranitrat,
antibiotika, jako dapson, chloramfenikol, neomycin, cefaclor,

cefadroxil, cefalexin, cefradin, erythromycin, clindamycin, lincomycin,
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amoxicillin, ampicillin, bacampicillin, carbenicillin, dicloxacillin,
cyclacillin, picloxacillin, hetacillin, methicillin, nafcillin, penicillin nebo
tetracyklin, profizénétlivé latky, jako diflunisal, ibuprofen,
indomethacin, meclefenamat, kyselina mefanamova, naproxen,
fenylbutazon, piroxicam, tolmetin, aspirin nebo salicylaty, latky s .
uginnosti proti prvokim, jako chlorochin, metranidazol, chinin nebo
megluminantimonat, protirevmatické latky, jako penicillamin, narkotika,
jako paregoric, opiaty, jako kodein, morfin nebo opium, srde¢ni
glykosidy, jako deslanesid, digitoxin, digoxin, digitalin nebo digitalis,
blokatory nervosvalového pfenosu, jako atracuriummesylat,
gallamintriethiodid, hexafluorenium bromid, metocurinjodid,
pancuroniumbromid, sukcinyicholinchlorid, tubocurarinchlorid nebo
vecuronium bromid, sedativa, jako amobarbital a jeho sodna sul,
aprobarbital, sodna sUl butabarbitalu, chloralhydrat, ethchlorvynol,
ethinamat, flurazepamhydrochlorid, glutethimid,
methotrimeprazinhydrochlorid, methyprylon, midazolamhydrochlorid,
paraldehyd, pentobarbital, sodna sul sekobarbitalu, talbutal,
temazepam nebo triazolam, mistni anestetika, jako bupivacain,
chloroprocain, etidocain, lidocain, mepivacain, procain nebo tetracain,
obecné anestetické latky, jako droperidol, etomidat, fentanylcitrat s
droperidolem, ketaminhydrochlorid, sodna sl methohexitalu nebo
thiopental a jeho farmaceuticky pfijatelné soli, napf. adiéni soli s
kyselinami, jako hydrochloridy nebo hydrobromidy nebo soli s bazemi,
jako sodné soli nebo soli vapenaté nebo hofe¢naté nebo derivaty,
napf. acetaty, dale je mozno pouzit radiocherhické latky, obsahujici
napt. latky, vysilajici zafeni beta. Zvlasté dalezité jsou
antithrombotické latky, jako heparin a latky s podobnym uginkem, jako
antithrombin I, dalteparin a enoxaparin, inhibitory shlukovani
krevnich desti¢ek, jako ticlopidin, aspirin, dipyridamol, iloprost a
abciximab, a thrombolytické enzymy, jako streptokinéza a aktivatory
plasminogenu. Dal$imi pfiklady |é€iv mohou byt genetické materialy,

napf. nukleové kyseliny, RNA a DNA pfirodniho nebo syntetického
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ptvodu véetné rekombinantni RNA a DNA. Kédova DNA pro urcite
proteiny mlze byt pouzita pfi 1é¢eni rGznych onemocnéni. Je napf.
mozno dodéavat faktor nekrézy nadord nebo interleukin-2 k 1éCeni
pokrogilych zhoubnych nador(, thymidinkinazu je mozno podavat K
l&&eni nadort vajeéniki nebo mozkovych nadord, interleukin-2 je
mozno podavat k Ié&eni neuroblastomu, zhoubného melanomu a
ledvinovych nadord a interleukin-4 je obecné mozno podavat k |é€eni

zhoubnych nadord.

Kontrastni prostfedky podle vynalezu je mozno pouZit jako
nosna prostiedi pro zvyseni kontrastu pfi zobrazovani i jinym
zpUsobem neZ pomoci ultrazvuku, napf. pfi pouziti rtg-zareni,
magnetické rezonance a s vyhodou pfi scintigrafii. Rizeny rust
dispergovanych &astic plynu je mozno vyuzit k umisténi uvedenych
prostfedkli do pozadovanych oblasti v organismu, napf. s pouzitim
ozafeni ultrazvukem cilového organu nebo tkané k vyvolani
pozadovaného fizeného rustu a tim i do¢asné retence prostfedku tak,

aby bylo mozno vytvofit pfislusny obraz.

Kontrastni prostfedky podle vynalezu je moZno vyuZit jako
nosna prostfedi také pro lé¢ivé latky, které nemusi byt nezbytné
uvolnény z prostfedkl k dosaZeni lé¢ebného aginku. Tyto prostfedky
mohou napf. obsahovat radioaktivni atomy nebo ionty a vysilat napf.
zafeni beta, ¢imz muiZe dochazet k mistnimu ozéafeni po rdstu
dispergované plynné faze pfi do¢asné retenci prostfedku v cilove
oblasti. Je zfejmé, Ze tyto 1éCivé latky by mély byt zarazeny do
prostiedkd tak, aby nedo$lo ke smrsténi a ukonceni retence
dispergovaného plynu dfive nez by bylo dosazeno Ié8ebné ozafovaci

davky.

Kontrastni prostfedky podle vynalezu mohou mimo to mit samy

o sobé léebné vlastnosti. Je napf. mozno tyto prostfedky pouZzit k

(XXX N ]
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[6&ebnému Gdelu tak, Ze se nitrozilné vstiikne vétsi davka prostfedku a

pak se tepna, ktera vede k nadoru mistné ozari ultrazvukem. Rostouci

plynna faze v tomto pfipadé mize blokovat pfivod krve k nadoru. Je

tedy mozno pouzit lokalizovanou energii ultrazvuku k dosazeni fizené

mistni embolié, coz maze byt dllezité ve spojeni s dal$imi lé€ebnymi :
zakroky. Koncentrace dispergovaného plynu v kapilarach maze rovnez

zlepsit absorbci ultrazvukové energie pri hyperthermickém [é&eni napf.

v pfipadé jaternich nadord. Dalsi tkané, které je mozno légit timto

zplsobem zahrnuji mlé€nou zlazu, stitnou Zl4zu a prostatu. PFi téchto
lé&ebnych zakrocich se uziva cileny paprsek ultrazvuku s vysokou

energii, napf. 5 W, napf. pfi frekvenci 1,5 MHz.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi

priklady, které v8ak nemaji slouzit k omezeni rozsahu vynalezu.

Pfikladv provedeni vynalezu

Pfiprava 1
Disperze perfluorbutanu pfi pouziti materialu s negativnim nabojem

Hydrogenovany fosfatidylserin (5 mg/ml ve formé roztoku
propylenglykolu v ¢i§téné vode s koncentraci 1 % hmotnostni) a plynny
perfluorbutan se homogenizuji pfi 7800 otacékach za minutu a teploté
pfiblizn& 40 °C za vzniku krémové bilé disperze mikrobublinek. Tato
disperze se podrobi frakcionaci k odstranéni pfili§ malych
mikrobublinek s velikosti mensi nez 2 um a objem disperze se upravi
na pozadovanou koncentraci mikrobublinek ptidanim vodného roztoku
sacharozy k dosaZeni koncentrace sachardzy 92 mg/ml. Pak se podily
vysledné disperze po 2 ml pIni do lahviéek s objemem 10 ml s plochym
dnem, zvlasté uzpisobenych pro lyofilizaci a obsah se lyofilizuje za

vzniku bilého porézniho materialu. Lyofilizaéni komora se pak napini
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perfluorbutanem a lahvicky se tésné uzaviou. Pfed pouzitim se do
lahvi¢ek pfida voda a obsah se ru¢né jemné protfepava nekolik
sekund za vzniku disperze mikrobublinek perfluorbutanu. Koncentrace
mikrobublinek v disperzi byla 1,1 % objemovych pfi stfednim praméru

mikrobublinek 2,7 % pm. .

Piiprava 2
Disperze perfluorbutanu pfi pouziti kladné& nabitého materialu

1 ml disperze 1,2-distearoyl-3-trimethylamoniumpropanu s

koncentraci 1 mg/ml a distearoylfosfatidylcholinu v mnozstvi 4 mg/ml v

roztoku propylenglykolu v ¢isténé vodé s koncentraci 2 g/100 ml se
. vlozi do lahvi¢ky s obsahem 2 ml. Zbyvajici prostor se promyje
perfluorbutanem a pak se lahviéka uzavie a protfepava 45 sekund pfi
pouZiti zubolékafského misiciho zafizeni Espe CapMix®. Vysledna
mlé&né bila disperze mikrobublinek se 3krat promyje odstfedénim a
odstranénim infranatantu a pak se pfida stejny objem gisténé vody.
Koncentrace mikrobublinek ve vysledné disperzi bylo 4,9 %

objemovych pfi stfednim prameéru mikrobublinek 3,2 pm.
Pfiprava 3
Disperze perfluorbutanu pfi pouziti biotinylovaného materialu

4,5 mg distearoylfosfatidylserinu a 0,5 mg biotin-
-dipalmitoylfosfatidylethanolaminu se navazi do disté lahvicky a pak se
pfida 1,0 ml roztoku s obsahem 1,4 % propylenglykolu a 2,4 %
glycerolu. Po zahtati na 78 °C se smés zchladi na teplotu mistnosti a
zbyvajici prostor v lahvice se promyje plynnym perfluorbutanem. Pak
se lahvi&ka uzavie, protfepava 45 sekund pfi pouZziti zafizeni Espe

CapMixR, na&e? se ulozi na 16 hodin na tfepaci stdl. Vysledna
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disperze mikrobublinek se pak dikladné promyje deionizovanou

vodou.
Ptiprava 4

Emulze perfluordimethylcyklobutanu pfi pouziti materialu s kladnym

nabojem.

Jeden ml disperze didodecyldimethylammoniumbromidu s
koncentraci 5 mg/ml v &i§téné vodé se ulozi do lahviky s objemem
2 m! a pak se pfida 100 pl perfluordimethylcyklobutanu s teplotou varu
45 °C. Lahvi¢ka se uzavie a pak se protiepava 75 sekund pfi pouziti
zafizeni Espe CapMixR, &imz vznikne emulze difusibilni slozky, ktera
se az do pouziti skladuje pfi teploté 0 °C. Emulze se tfikrat promyje s
odstfedénim a infranatant se odstrani, natez se pfida ekvivalentni
mnozstvi &isténé vody. Koncentrace kapi¢ek v emuizi je 6,2 %

objemovych pfi stfednim priméru kapicek 2,3 um.
Priprava 5
Emulze perfluorhexanu s pouzitim kladné& nabitého materialu

1 ml disperze 1,2-distearoyl-3-trimethylamoniumpropanu s
koncentraci 1 mg/ml a distearoylfosfatidylcholinu s koncentraci
4 mg/ml v &isténé vodé se vloZi do lahvicky s objemem 2 ml a pfida se
100 pl perfluorhexanu s teplotou varu 57 °C. Lahvi¢ka se uzavie a
protfepava 75 sekund pfi pouZiti zafizeni Espe CapMixR, ¢imz vznikne
emulze difusibilni slozky, ktera se az do pouziti ulozi pfi teploté 0 °C.
Emulze se 3krat promyje za odstfedéni a odstranéni infranatantu,
na&e se pfida ekvivalentni objem ¢isténé vody. Koncentrace kapi¢ek

v emulzi byla 2,9 % objemovych pfi stfednim priméru kapek 2,9 pm.
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Ptiprava 6

Emulze perfluordimethylcyklobutanu s pouZitim materialu s negativnim

nabojem

1 mi disperze hydrogenovaného fosfatidylserinu s koncentraci
5 mg/ml v &i§téné vodé se vlozi do lahvicky s objemem 2 mi a pfida se
100 pl perfluordimethylcyklobutanu s teplotou varu 45 °C. Lahvicka se
uzavie a protfepava 75 sekund pfi pouZziti zarizeni Expe CapMixR,
&imz vznikne emulze difusibilni slozky, ktera se skladuje az do pouZziti
pfi teploté 0 °C. Emulze se 3krat promyje odstfedénim a odstranénim
infranatantu a pak se pfida ekvivalentni objem gisténé vody.

Koncentrace kapi¢ek v emulzi byla 6,9 % objemovych pfi stfednim

priméru kapiek 2,7 pm.
Priprava 7

Emulze perfluordimethycyklobutanu s pouzitim avidinylovaného

materialu

4,5 mg distearoylfosfatidylserinu a 0,5 mg biotin-
dipalmitoylfosfadidylethanolaminu se navazi do gisté lahvicky a pfida
se 1,0 ml 2% roztoku propylenglykolu. Po zahtati na 80 °C se smés
zchladi na teplotu mistnosti. Pfida se 100 l
perfluordimethylcyklobutanu, lahvi¢ka se uzavie a protiepava 75
sekund pfi pouziti zafizeni Espe CapMix®, 8imz vznikne emulze
difusibilni slozky. Zfedény vzorek emulze, 100 ul emulze v 1 ml vody
se inkubuje s pfebytkem avidinu a ulozi na tiepaci stal. Pak se

sFed&na emulze dukliadné promyje vodou a koncentruje odstfedénim.
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Pfiprava 8

Emulze perfluordimethylcyklobutanu s pouzitim materialu s kladnym

nabojem

73 mg 1,2-distearoyl-3-trimethylamoniumpropanu a 641 'mg
distearoylfosfatidylcholinu se uloZi do lahviCky s okrouhlym dnem s
objemem 250 ml a piida se 100 ml chloroformu. Lahvi¢ka se pak |
zahfiva pod teplovou vodou z vodovodniho kohoutku az do ziskani
girého roztoku, naez se umisti na rotaéni odpafovac a chloroform se
odstrani odparenim pfi tlaku 35 kPa a pfi teploté lazné& 45 °C. Aby bylo
mozno odstranit zbyvajici stopy rozpoustédla, ulozi se vzorek pfes noc
pfi tlaku 2 kPa. Pak se bfidé 143 ml vody MilliQ a lahvicka se opét
ulozi na rotaéni odpafovac a otadi se pinou rychlosti pfi ponofeni do -
vody s teplotou 80 °C. Pfiblizné po 25 minutach se vzorek pfenese do

vhodné lahviéky a ulozi do lednice pfes noc.

Podily po 1 ml byly pfeneseny do chromatografickych nadobek s
objemem 2 ml a do kazdé nadobky bylo pfidano 100 pl
perﬂuordimethylcyklobutahu s teplotou varu 45 °C. Lahvicky byly
protfepavany na zafizeni Espe CapMixR celkem 75 sekund a pak byly
okamzité ulozeny do ledu. Obsah lahvicek byl slit do vétsi Iahviéky a
byly stanoveny vlastnosti emulze, pokud jde o distribuci velikosti éastic
a celkovy objem &astic pfi pouziti zafizeni Coulter counter. Stfedni
primér &astic byl 2,67 um a emulze tedy byla pfijateina pro injekeni
podani. Koncentrace ¢astic byla upravena na pfiblizné 1 % objemove
dispergované faze pfidanim vody MilliQ. Pak byla emulze uloZena do

lednice az do pouZiti.
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Priprava 9

Emulze perfluormethylcyklopentanu s pouzitim materialu s kladnym

nabojem

Opakuje se zpusob podle piipravy 8 s tim rozdilem, Ze se misto
perfluordimethylcyklobutanu uZzije perfluormethylcyklopentan s teplotou
varu 48 °C. Analyza na zafizeni Coulter counter prokazala stfedni

primér ¢astic emulze 2,63 pm.
Pfiprava 10

Emulze perfluor-2-methylpentanu s pouZitim materialu s kladnym

nabojem

Opakuje se Zpﬁsob podle pfipravy 8 s tim rozdilem, Ze se misto
perfluordimethyicyklobutanu uZije perfluor-2-methylpentan s teplotou

varu 50 az 57 °C. Analyza pfi pouziti zafizeni Coulter counter

prokazala, Ze stfedni primér Castic emulze je 2,72 um.

Piiprava 11

Emulze perfluorhexanu s pouzitim materialu s kladnym nabojem
Opakuje se zpisob podle pfipravy 8 s tim rozdilem, ze se misto

perfluordimethylcyklobutanu uZije perfluorhexan s teplotou varu 58 az

60 °C. Analyza pfi pouziti zafizeni Coulter counter prokazala, ze

stfedni pramér ¢astic je 2,54 um.
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Pfiprava 12

Syntéza pozitivné nabitého lipopeptidu: palmitoyl-Lys(palmitoyl)-Lys-
-Lys-Ahx-Lys-Arg-Lys-Arg-Lys-Arg-NHa, kde Ahx = kyselina

aminohexanova

Lipopeptid byl syntetizovan na automatickém zafizeni ABl 433A
pro syntézu peptidi, syntéza byla zahajena s pouzitim amidové
pryskyfice (Rink) v mnoZzstvi 0,25 mmol pfi pouziti vzdy 1 mmol
pfisludné aminokyseliny. Vsechny aminokyseliny a palmitova kyselina
byly pfedem aktivovany plsobenim O-benzatriazol-1-yI-N,N,N’,N'-
-tetramethyluroniumhexafluorofosfatu HBTU. Soudasné odstranéni
peptidu a ochrannych skupin postranniho fetézce bylo uskutec¢néno
plsobenim kyseliny trifluoroctové TFA, obsahujici 5 % fenolu, 5 %
triisopropylsilanu a 5 % vody po dobu 2 hodin, &imz byl ziskan surovy
produkt v mnoZstvi 150 mg. Tento produkt byl &ist&n preparativni
HPLC pfi pouZiti sloupce Vydac 218TP1022 a pfii pouziti 30 mg
surového materialu a gradientu 70 az 100 % B v prabéhu 40 minut (A
= 0,1% TFA ve vodé, B = acetonitril), rychlost pritoku 9 ml/min. Po
lyofilizaci bylo ziskano 19 mg Sistého materialu, jak bylo prokazano
analytickou HPLC: gradient 70 az 100 % B, kde B = acetonitril a A =
0,01% TFA ve vodé, sloupec Vydac 218TP54, detekce uv 214 nm,
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doba retence produktu 11 minut. Dal$i vlastnosti produktu byly
prokazovany s pouzitim hmotové spektrometrie (MALDI), teoreticka
hodnota M+H = 1845, nalezeno 1850.

Pfiprava 13

Syntéza kladné nabitého lipopeptidu: palmitoyl-Dpr(palmitoyl)-Arg-Arg-
Lys-NH,, kde Dpr = kyselina diaminopropionova

N N NH,
: NH
, o ’ o
n¢ﬁén¢u£~m
OHN} CE ©
NV\W 0 \LNH
BTN

: : HN” ~NH,

Lipopeptid byl syntetizovan na automatickém zafizeni ABI 433A
pro syntézu peptid(, syntéza byla zahajena s pouzitim amidove
pryskyfice (Rink) v mnozstvi 0,25 mmol pfi pouziti vzdy 1 mmol
pfisluné aminokyseliny. V8echny aminokyseliny a paimitové kyselina
byly pfedem aktivovany pUsobenim O-benzatriazol-1-yl-N,N,N’,N'-
-tetramethyluroniumhexafluorofosfétu HBTU. Sou&asné odstranéni
peptidu a ochrannych skupin postranniho fetézce bylo uskutecneno
pGsobenim kyseliny trifluoroctové TFA, obsahujici 5 % fenolu, 5 %
triisopropylsilanu a 5 % vody po dobu 2 hodin, &imz byl ziskan surovy
produkt v mnozstvi 150 mg. Tento produkt byl Cistén preparativni
HPLC pfi pouziti sloupce Vydac 218TP1022 s pouzitim gradientu 90
az 100 % B v pribé&hu 40 minut (A = 0,1 % TFA ve vod&, B=0,1%
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TFA v acetonitrilu), rychlost pritoku 9 ml/min. Po lyofilizaci bylo
ziskano 5 mg &istého materialu a byla provedena analyticka HPLC pfi
gradientu 80 aZ 100 % B, kde A = 0,1 % TFA ve vodé a B = 0,1 % TFA
v acetonitrilu, sloupec Vydac 218TP54, detekce UV 214 nm, doba
retence produktu 15 minut. Daldi vlastnosti produktu byly stanoveny
hmotovou spektrometrii (MALDI), teoretickd hodnota M+H = 1021,

nalezeno 1022.
Pfiprava 14
a) 2-terc.butoxykarbonylaminoethylester kyseliny hexadekanoveé

1,6 g, 10 mmol N-Boc-ethanolaminu a 3,28 g, 12 mmol
palmitoylchloridu se rozpusti ve 25 ml dichlormethanu a za michani se
pfida 1,68 ml, 12 mmol triethylaminu. Reak&ni smés se micha pres
noc pfi teploté mistnosti. Pak se reakéni smés zfedi na 100 ml
dichlormethanem, ptenese se do extrakéni nadoby, promyje se 1krat
10 ml 1 M hydrogenuhlicitanu sodného a 2krat 25 ml vody, vysusi se a
rozpous$tédlo se odpafi ve vakuu. Surovy produkt se Gisti
chromatografii na sloupci oxidu kfemicitého. Identita slou¢eniny byla

ovéfena pomoci TLC (jedna skvrna) a spektrometrii MALDI (M+1).
b) 2-aminoethylesterhydrochlorid kyseliny hexanové

1,1g, 2,7 mmol 2-terc.butoxykarbonylaminoethylesteru kyseliny
hexadekanové ze stupné (a) se rozpusti v 10 ml 4 M chlorovodiku v
dioxanu za stalého michani. Po nékolika minutach se poéne tvofit bila
srazenina. Pomoci TLC je po 30 minutach mozno prokazat plnou
pfeménu vychoziho materidlu. Bila srazenina se odfiltruje, na filtru se
promyje dioxanem a su$i ve vakuu. ldentita latky byla prokazana
pomoci TLC (1 skrvna) a MALDI (M+1).
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Pfiprava 15
a) terc.butylester kyseliny 4-hexadekanoylaminobutylkarbamové

1 g, 5,3 mmol Boc-1,4-diaminobutanu a 1,64 g, 6 mmol
palmitoylchloridu se rozpusti ve 25 ml dichlormethanu. Ptida se
0,64 ml, 6 mmol triethylaminu a reakéni smés se micha pfes noc a pak
se ztedi dichlormethanem na 150 ml, pfenese se do extrakZni nalevky,
promyje se 1krat 10 ml 1 M hydrogenuhli¢itanu sodného a 2krat 25 ml
vody a pak se vysusi a rozpous$tédlo se odpafi ve vakuu. Surovy
produkt se rozpusti ve 25 ml chloroformu a uloZzi pfes noc do lednice.
Pak se surovy produkt oddéli ve formé lepivych krystalk(. Totoznost
latky byla ovéfena pomoci TLC (1 skvrna) a MALDI (M+1).

b) hydrochlorid 4-aminobutylamidu kyseliny hexadekanové

1 g, 2,3 mmol terc.butylesteru kyseliny
4-hexadekanoylaminobutylkarbamové ze stupné (a) se rozpusti v
10 m| smési 4 M chlorovodiku v dioxanu za stalého michani. Po
nékolika minutach se poéne tvofit bila krystalicka srazenina. Reakeni
smés se zfedi 10 ml dioxanu a smés se micha jesté 4 hodiny, po této
dobé& je mozno pomoci TLC prokazat plnou pfeménu vychoziho
materialu. Bila srazenina se odfiltruje, na filtru se promyje dioxanem a
su&i ve vakuu. Totoznost latky byla ov&fena pomoci TLC (1 skvrna) a
MALDI (M+1).

Pfiprava 16
a) hexadecylester kyseliny terc.butoxykarbonylaminoctove

1,74 g, 10 mmol Boc-Gly-OHa 2,5 g 10 mmol 1-hexadekanolu
se rozpusti ve 30 ml dichlormethanu a pfida se katalytickeé mnozstvi 30
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mg dimethylaminopyridinu. Pak se po kapkach a za michani v pribéhu

10 min pfida roztok 2,1 g, 10 mmol dicyklohexylkarbodiimidu v 10 ml
dichlormethanu a reak&ni smés se micha pfes noc pfi teploté

mistnosti. Vysrazena dicyklohexylmodovina se odfiltruje a organicka

faze se zfedi dichlormethanem na 150 ml. Organicka faze se extrahuje .
1krat 5 ml 1 M hydrogenuhli¢itanu sodného a 2krat 10 ml vody a

vysusi, nacez se rozpoustédlo odpaii ve vakuu. Surovy produkt se

uzije v nasledujicim stupni bez dal$iho &isténi. Totoznost produktu

byla ovéFena pomoci TLC (1 skvrna) a MALDI (M+1).

b) hydrochlorid hexadecylesteru kyseliny aminooctoveé

2 g, 5 mmol hexadecylesteru kyseliny
terc.butoxykarbonylaminooctové ze stupné (a) se rozpusti ve 20 ml
dioxanu. Pak se pfida 10 ml 4 M roztoku chlorovodiku v dioxanu a
reakéni smés se micha pfi teplot& mistnosti. Po 30 minutach se poéne
vytvaret bila sraZenina. P¥ida se 50 ml diethyletheru a reakéni smés se
micha pfes noc pfi teploté mistnosti, pak se srazenina odfiltruje a
promyje se diethyletherem. Pomoci TLC je mozno prokazat uplnou
pfeménu vychoziho materialu, produkt je vdak zneci§tén malym
mnozstvim 1-hexadekanolu. Cisty produkt se ziska chromatografii na
sloupci oxidu kfemigitého. Jeho totoZnost byla ovérena pomoci TLC (1
skvrna) a MALDI (M+1).

Pfiprava 17
Hydrochlorid hexadecylesteru kyseliny methylaminooctové

10 ml 4 M roztoku chlorovodiku v dioxanu se pfida do reakéni
nadoby, ktera obsahuje 100 mg, 1,1 mmol N-methylglycinua 1 g,

4.1 mmol 1-hexadekanolu. Vznikia suspenze se micha nékolik dnd pfi

teploté mistnosti. Po 4 dnech byla reakeni smé&s homogenni a pomoci
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TLC bylo mozno prokazat Uplnou pfeménu aminokyseliny.
Rozpoustédlo bylo odpafeno ve vakuu a surovy produkt byl gistén
chromatografii na sloupci oxidu kiemiéitého. TotoZnost produktu byla
ovéfena pomoci TLC (1 skvrna) a MALDI (M+1).‘

Pfiprava 18
Hydrochlorid hexadecylesteru kyseliny dimethylaminooctové

10 ml, 4 M roztoku chlorovodiku dioxanu se pfida do reakéni
nadoby, ktera obsahuje 150 mg, 1,1 mmol N,N- |
-dimethylglycinhydrochloridu a 1,33 g, 5,5 mmol 1-hexadekanolu.
Vznikla suspenze se micha pfi teploté mistnosti. Po tfech tydnech je
reakéni smés homogenni a pomoci TLC je mozno prokézat uplnou
pfemé&nu aminokyseliny. Rozpoustédlo se odpafi ve vakuu a surovy
produkt se &isti chromatografii na oxidu kfemicitém. TotoZnost
produktu byla prokazana pomoci TLC (1 skvrna) a MALDI (M+1).

Pfipravy 19 aZ 36
Emulze s kladné& nabitym materialem

90 mg distearoylfosfatidylcholinu a 10 mg kationtové pfisady z
nésledujiéi tabulky 1 se vlozi do lahvi¢ky s objemem 50 ml s
okrouhlym dnem a pfida se 10 ml chloroformu. (PFi pfiprave 31 se
pfida k choroformu 1 ml methanolu k rozpusténi v8ech slozek.) Pak se
lahviéka zahfiva pod proudem teplé vody z vodovodu az do vytvofeni
girého roztoku, pak se lahvi¢ka ulozi do rotaéniho odpafovace a
chloroform se odpafi za tlaku 35 kPa pfi teploté 1azné 45 °C. Aby bylo
dosaZeno odstranéni véech zbytki rozpoustédia, byl vzorek ponechan
pfes noc ve vakuu pfi tlaku 2 kPa. Pak bylo pfidano 20 ml vody MilliQ

a lahvi¢ka byla znovu umisténa do rotaéniho odpafovace pfi plném
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po&tu otdéek a pfi ponofeni do vodni lazné s teplotou 80 °C. Po dobé
pfiblizné 10 minut byl vzorek pfenesen do vhodné lahvi¢ky a ulozen

pfes noc do lednice.

Podily produktd s objemem 1 ml byly pfeneseny do
chromatografickych nadobek s objemem 2 ml a do kazdé nadobky bylo
pfidano 100 pi perfluordimethylcyklobutanu. Lahvicky byly
protfepavany 75 sekund na zafizeni Espe CapMix” a pak byly vzorky
okamzité zchlazeny ulozenim do ledu. Emulze byly pfeneseny do
vétsich nadobek a byla uréena distribuce velikosti ¢astic a celkovy
objem &astic pfi pouziti zafizeni Coulter counter. Stfedni primér kapek
je uveden v nasledujici tabulce 1. Objemy Eastic byly pouzity k Gpraveé
koncentrace kazdé emulze na pfiblizné 1 % objemové dispergovane
faze ptidanim vody MilliQ. Emulze pak byly aZ do pouziti ulozeny do

lednice.
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Tabulka 1
Pfiprava |Kationtova pfisada Stiedni pramér
¢. ¢astic (um)
19 DC-cholesterol 3
20 1,2-distearoylethylfosfocholin 2,4
21 benzylcetyldimethylamoniumchorid 2,4
22 cetyltrimethylamoniumbromid 2,6
23 cetylpyridiniumchlorid 2,5
24 Palmitoyl-Dpr(palmitoyl)-Arg-Arg-Lys-NH; 3,6
(pF.13)
25 myristoylcholinchlorid 2,9
26 2-aminoethylester kyseliny hexadekanové 2,5
(pt. 14)
27 4-aminobutylamid kyseliny hexadekanove 2,3
(pf. 15)
28 hexadecylester kyseliny aminooctové (pf. 2,4
16)
29 cetylkarnitinester 2,4
30 psycosin 2,5
31 D-sfingosinsulfat 2,7
32 fytosfingosin 2,4
33 DL-dihydrosfingosin 2,9
34 didodecyldimethylamoniumbromid 2,4
35 hexadecylester kyseliny methylaminooctové |3,1
(pt.17)
36 hexadecylester kyseliny 3,5
dimethylaminooctové (pf. 18)
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Pfiprava 37

Emulze perfluordimethylcyklobutanu, obsahujici kladné nabity
lipopeptid palmitoyI-Lys(palmitoyl)-Lys-Lys—Ahx-Lys-Arg-Lys-Arg-NHg,

kde Ahx = kyselina aminohexanova

90 mg distearoylfosfatidylcholinu a 10 mg kladné nabitého
lipopeptidu palmitoyI—Lys(paImitoyl)—Lys-Lys-Ahx-Lys-Arg-Lys-Arg—NHz,
z pfipravy 12, se ulozi do lahvicky s okrouhlym dnem s objemem 50 ml
a piida se 10 ml chloroformu. Lahvi¢ka se zahfiva pod proudem tepié
vody z vodovodniho kohoutku tak dlouho, az se vytvofi giry roztok. Pak
se lahviéka ulozi do rotaéniho odpafovace a chloroform se odstrani
odpafenim. Aby bylo moZno odstranit zbyvajici stopy rozpoustédia, je
mozno smés uloZit pfes noc ve vakuu. Pak se pfida 20 ml vody MilliQ
a lahviéka se znovu uloZi do rotaéniho odpafovace pfi piné rychlosti za
soudasného ponofeni do vodni 1azné s teplotou 80 °C. Po dobé
pfiblizné 10 minut se vzorek pfinese do vhodné lahvi¢ky a uloZi pfes

noc do lednice.

Podily smési s objemem 1 ml se pfenesou do
chromatografickych nadobek s objemem 2 mi a do kazdé nadobky se
pfida 100 pl perfluordimethycyklobutanu. Nadobky se pak protfepavaji
75 sekund na zafizeni Espe CapMix", nagez se vzorky okamzité
zchladi v ledu. Obsahy nadobek se spoji do vétsi nadobky a emulze se
charakterizuji ke stanoveni distribuce velikosti gastic a celkového
objemu &astic pfi pouziti zafizeni Coulter counter. Zjisténi objen’iové
koncentrace ¢astic se uzije pro upravu koncentrace dispergované faze
na pfiblizn& 1 % objemové pfidanim vody MilliQ. Pak se emulze az do

pouZiti ulozi do lednice.
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Piiklad 1 .
Zobrazeni srdce psa in vivo

Negistokrevny pes s hmotnosti 20 kg byl anestetizovan, ve
stfedni &are byla provedena sternotomie a byla odstranéna pfedni ¢ast
osrdeéniku. Pak bylo provedeno zobrazeni srdce ve sméru kratké osy
pfi pouziti B-zpUsobu zafizenim ATL HDI-3000 pfi pouziti sondy ze
silikonové pryze s primérem 30 mm s malym zeslabenim, zafizeni
bylo opatfeno pfevadétem P3-2. Pouzita rychlost mfizky byla

40 Hz a mechanicky index 1,1.

a) (srovnavaci) zobrazeni bylo provedeno pfi pouZiti disperze
plynného perfluorbutanu s negativnim nabojem a negativné nabité

emulze perfluordimethylcyklobutanu

Psovi bylo sougasné nitroZilné vstiknuto mnozstvi plynné
disperze perfluorbutanu z pfipravy 1, odpovidajici 0,2 pl plynu/kg
télesné hmotnosti a mnozstvi emulze perfluordimethylcyklobutanu z
pfipravy 6, odpovidajici 0,4 mikrolitrdim perfluordimethylcyklobutanu/kg
t&lesné hmotnosti. Bylo mozno pozorovat podstatny vzestup odrazu ze
srde&niho svalu od 20 sekund po injekci, toto zesileni mélo trvani 10
minut. Vymyti kontrastniho prostfedku z krevniho ob&hu bylo mozno

pozorovat dfive neZ pokles kontrastniho G&inku v srde¢nim svalu.

b) zobrazeni pfi pouziti plynné disperze perfluorbutanu s negativnim
nabojem a kladné nabité emulze perfluordimethylcyklobutanu ve

vysoké davce

Psovi bylo sougasné nitroZilné podano mnozstvi disperze
plynného perfluorbutanu z pfipravy 1, odpovidajici 0,2 pl plynu/kg

t&lesné hmotnosti a mnozstvi emulze perfluordimethylcyklobutanu z
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pfiravy 4, odpovidajici 0,1 ul perfluordimethylcyklobutanu/kg télesné
hmotnosti. Vysledny kontrastni efekt v srde¢nim svalu byl daleko

vyjadrené&j§i nez pfi pokusu (a) a trval 20 minut.

c) zobrazeni pfi pouziti plynné disperze perfluorbutanu s negativnim
nabojem a pozitivné nabité emulze perfluordimethylcyklobutanu v

nizké davce

Byl opakovéan postup z pfikladu 1 (b) s tim rozdilem, Zze davka
emulze perfluordimethylcykliobutanu byla snizena na mnoZstvi,
odpovidajici 0,02 pl perfluordimethylcykliobutanu/kg télesné hmotnosti.
Vysledny kontrastni G¢inek v srdeénim svalu byl srovnatelny s

aginkem, pozorovanym v pfikiadu 1 (a).
Priklad 2

Zobrazeni psiho srdce in vivo pfi pouZziti nizké davky kontrastniho

prostfedku

a) zobrazenf pfi pouZziti disperze plynného perfluorbutanu s negativnim

nabojem a pozitivné nabité emulze perfluorhexanu.

Byl opakovan zplsob podle pfikladu 1 (b) s tim rozdilem, Ze
emulze perfluormethylcyklobutanu byla nahrazena mnoZstvim emulze
perfluorhexanu z pfipravy 5, které odpovida davce 0,02 pl
perfluorhexanu/kg télesné hmotnosti. Vysledny kontrastni u¢inek v

srdeénim svalu byl srovnatelny s ucinkem, pozorovanym v pfikladu 1

(a).

b) (srovnavaci) zobrazeni pfi pouziti disperze plynného perfluorbutanu
s negativnim nabojem a negativné nabité emulze

perfluordimethylcyklobutanu
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Byl opakovan zpusob podle pfikladu 1 (a) s tim rozdilem, Ze
davka emulze perfluordimethylcyklobutanu byla snizena na mnozstvi,
odpovidajici 0,02 pl perfluordimethylcyklobutanu/kg télesné hmotnosti.
Bylo mozno pozorovat pouze slabé kontrastni G&inky pfi zobrazeni

srdeéniho svalu.

c) (srovnavaci) zobrazeni s pouzitim disperze plynného perfiuorbutanu

s kladnym nabojem a kladné& nabité emulize perfluorhexanu

Psovi bylo sou¢asné nitroZilné podano mnozstvi disperze
plynného perfluorbutanu z pfipravy 2, odpovidajici 0,2 ul plynu/kg
t&lesné hmotnosti a mnozstvi emulze perfluorhexanu z pfipravy 5,
odpovidajici 0,02 ul perfluorhexanu/kg télesné hmostnosti, naceZ bylo
provedeno zobrazeni stejnym zplisobem jako v pfikiadu 1. Bylo mozno

pozorovat jen slaby kontrastni adinek v srde¢nim svalu.

d) zobrazeni s pouZitim disperze plynného perfluorbutanu s kladnym

nabojem a negativné nabité emulze perfluordimethylcyklobutanu

Psovi bylo sou¢asné nitrozilné podano mnozstvi disperze
plynného perfluorbutanu z pfipravy 2, odpovidajici 0,2 ul plynu/kg
télesné hmotnosti a mnozstvi emulze perfluordimethylcyklobutanu z
pfipravy 6, odpovidajici 0,02 pl perfluorhexanu/kg télesné hmotnosti,
nadez bylo provedeno zobrazeni stejnym zplsobem jako v piikladu 1.
Vysledny kontrastni uginek v srdeénim svalu byl srovnatelny s

uginkem, pozorovanym v pfikladu 1 (a).
P¥iklad 3 (srovnavaci)

Zobrazeni psiho srdce pouze pfi pouZiti kladné& nabité emulze

perfluorhexanu
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Psovi bylo nitroZiln& podano mnoZstvi emulze perfluorhexanu z
pfipravy 5, odpovidajici 0,02 pl perfluorhexanu/kg télesné hmotnosti,
na&ez bylo provedeno zobrazeni stejnym zpUsobem jako v pfikladu 1.
Nebylo moZno pozorovat zadny kontrastni G&inek v srdeénim svalu ani

v krevnim proudu.
Pfiklad 4 (srovnavaci)
Zobrazeni psiho srdce bez pfedb&zného plisobeni ultrazvuku

Byl opakovan zplsob podle pfikladu 1 (c) s tim rozdilem, ze
generator ultrazvuku byl prvni 2 minuty po vstfiknuti kontrastniho
prostfedku nitroZilni injekci vypnut. Po opé&tném zapnuti pfistroje bylo
mozno pozorovat po kratké dobé v srdecnim svalu kontrastni ucinek,
srovnatelny s G&inkem, ktery bylo moZno pozorovat po téZze dobé pfi
pouziti téhoz zafizeni v pfipadé, zZe byla vstfiknuta pouze disperze

plynného perfluorbutanu.
Priklad

Zobrazeni psiho srdce pfi pouziti disperze plynného biotinylovaného

perfluorbutanu a emulze avidinylovaného perfluordimethylcyklobutanu

Psovi bylo sougasné nitroZilné vstfiknuto mnozstvi disperze
plynného perfluorbutanu z pfipravy 3, odpovidajici 0,02 ul plynu/kg
t&lesné hmotnosti a mnozstvi emulze perfluordimethylcyklobutanu z
pfipravy 7, odpovidajici 0,02 mikrolitri perfluordimethylcyklobutanu/kg

télesné hmotnosti.

Zobrazeni srdce bylo uskute&néno pfi pouZiti zafizeni Vingmed
CFM-750 pfi pouziti projekce ve stfedni kratké ose. Zafizeni bylo
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upraveno tak, aby zobrazena tkan v dané oblasti byla maximalné
vystavena pUsobeni ultrazvuku pfi pouziti kombinace zvySeného
vykonu (7 na stupnici v rozsahu 0 az 7) pfi vysoké rychlosti mfizky. Po
vstriknuti bylo mozno nejprve pozorovat zesileni kontrastu v obou
srdeé&nich komorach. Staly vzestup zlep$eni kontrastu bylo mozno
pozorovat ve viech oblastech srdecniho svalu az do maximalniho
zvy$eni na displeji. Trvani kontrastu bylo pfiblizné 30 minut, i kdyz
kontrastni G&inek v krevnim-proudu byl jiz po 5 minutach po injekci
snizen témérF na zakladni hodnotu, takZze bylo mozno pozorovat uplné
a velmi jasné zesileni obvodovych kontur srdeéniho svalu. Kontrastni
aginky v srdeénim svalu v blizkosti pfevad&de nebyly sniZeny pfes

plisobeni vysoké intenzity ultrazvuku po celou dobu zobrazeni.

Pfiklady 6 az 9

Zobrazovani psiho srdce s pouzitim disperze plynného perfluorbutanu

s negativnim nabojem a pozitivné nabitych emulzi z pfiprav 8 az 11.

Ned&istokrevny pes s hmotnosti 19 kg byl anestetizovan, byla
provedena sternotomie ve stredni gafe a byla odstranéna pfedni Cast
osrdeéniku. Pak bylo provedeno zobrazeni B-zpisobem ve sméru
kratké osy pfi pouziti sondy ze silikonoveé pryze s prdmérem 30 mm s
malym zeslabenim, dale bylo pouZito zafizeni ATL HDI-3000, opatiené
pifevadétem P3-2. Rychlost mfizky byla 40 Hz a mechanicky index 1,1.
Mnozstvi disperze plynného perfluorbutanu z pfipravy 1 odpovidalo
0,2 ul plynu/kg télesné hmotnosti a bylo podano nitrozilné soutasné s
takovym mnoZstvim nékteré z emulzi z pfiprav 8 az 11, ktere
odpovidalo 0,02 ul tékavého oleje/kg télesné hmotnosti. V kazdém
pfipadé bylo moZno pozorovat podstatny vzestup kontrastnosti
srdeéniho svalu od 20 sekund po injekci, nejvy$si intenzita odpovidala

intenzité, pozorované v pfikladu 1 (a).
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Intenzita ultrazvuku v srdeénim svalu 90 sekund po injekci byla
opravena s ohledem na zékladni hodnotu a vysledné zesileni
kontrastu v srdeénim svalu (MCE), ziskané uvedenym zplsobem je

shrnuto v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2

Piiklad &. |Difusibilni slozka MCE s opravou na
zakladni hodnotu (dB)

6 perfluordimethylcyklobutan 7,9

7 perfluormethycyklopentan 4,8

8 perfluor-2-methylpentan 6,6

9 perfluorhexan 7,5

Podstatny vzestup kontrastnosti srde¢niho svalu bylo mozno
pozorovat v dobé&, kdy komory jiz témeérf neobsahovaly kontrastni
prostiedek, coz prokazuje, ze pozorované zesileni kontrastu je
vyvolano pfitomnosti mikrobublinek, zadrzenych v srdeénim svalu.
Trvani kontrastniho G&inku bylo v rozsahu 5 aZz 20 minut a bylo zavislé
na rdznych faktorech, napf. na rozpustnosti tékavého oleje ve vode a
na tlaku jeho par. V nasledujici tabulce 3 jsou uvedeny polo¢asy MCE

pro kazdy z pokusd.

Tabulka 3

Piiklad &. |Difusibilni slozka MCE polo¢as (min)
6 perfluordimethylcyklobutan 2,9

7 perfluormethycyklopentan 1,9

8 perfluor-2-methylpentan 6,9

9 perfluorhexan 7,4

*primér ze dvou méfenipo 2,3a 3,4 minutach
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Priklady 10 az 27

Zobrazeni psiho srdce pfi pouZiti disperze plynného perfluorbutanu s

negativnim nabojem a pozitivné nabite emulze podle pfiprav 19 az 36.

Ned&istokrevny pes s hmotnosti 24 kg byl anestetizovan, byla
provedena sternotomie ve stfedni ¢are a byla odstranéna predni ¢ast
osrdeé&niku. Pak bylo provedeno zobrazeni srdce B-zplisobem podle
kratké osy pfi pouziti sondy ze silikonové pryze s pramérem 30 mm a
zatizeni ATL HDI-3000, vybaveného pfevadécem P3-2. Rychlost
miizky byla 40 Hz a mechanicky index 1,1. Psovi bylo sou¢asné
nitrozilné podano mnozstvi disperze plynného perfluorbutanu z
piipravy 1, odpovidajici 0,2 pl plynu/kg t&lesné hmotnosti a mnozstvi
perfluordimethylcyklobutanové emulze, odpovidajici 0,02 pl
perfluordimethylcyklobutanu/kg télesné hmotnosti v pfipadé pouZiti
emulzi z pfiprav 19 az 28. V pfipadé kontrastnich prostiedkd,
obsahujicich emulzi z pfiprav 29 az 36 byly odpovidajici davky 0,35 ul
plynu/ml a 0,04 ul/mi perfluordimethylcyklobutanu. Od 20 sekund po
provedeni injekce bylo mozno pozorovat podstatny vzestup
kontrastnosti srdeéniho svalu, tento vzestup trval pfiblizné 10 minut a
v kazdém piipadé byla maximalini intenzita vy$si, nez jakou bylo

mozno pozorovat v pfikladu 1 (a).

Kontrastnost srde&niho svalu pfiblizné 2 minuty po vstiiknuti
kontrastniho prostiedku byla opravena s ohledem na zakladni
hodnotu, takto ziskané zesileni kontrastu srdeéniho svalu, MCE, je
shrnuto v nasledujici tabulce 4. Podstatny vzestup bylo mozno
pozorovat jiz v dobé, kdy srdecni komory témeér neobsahovaly
kontrastni prostfedek, coz prokazuje, Zze pozorované zesileni kontrastu

bylo vyvolano mikrobublinkami plynu, zadrzenymi v srde¢nim svalu.
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Tabulka 4
Pfiklad |Kationtovéa pfisada MCE s opravou na
¢. zakladni hodnotu
(dB)
10 DC-cholesterol 11,78
11 1,2-distearoylethylfosfocholin 17,03
12 benzylcetyldimethylamoniumchorid 10,43
13 cetyltrimethylamoniumbromid 11,46
14 cetylpyridiniumchlorid | 11,16
15 Palmitoyl-Dpr(palmitoyl)-Arg-Arg-Lys-NH; | 10,64
16 myristoylcholinchlorid 10,29
17 2-aminoethylester kyseliny 14,41
hexadekanové
18 4-aminobutylamid kyseliny hexadekanove | 12,74
19 hexadecylester kyseliny aminooctové 16,14
20 cetylkarnitinester 12,11
21 psycosin 13,56
22 D-sfingosinsulfat 13,44
23 fytosfingosin 13,56
24 DL-dihydrosfingosin 17,05
25 didodecyldimethylamoniumbromid 9,54
26 hexadecylester kyseliny 15,50
methylaminooctove
27 hexadecylester kyseliny 15,33
dimethylaminooctove
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PfFiklad 28

Zobrazeni psiho srdce pfi pouZiti disperze plynného perfluorbutanu s

negativnim nabojem a kladné nabité emulze z pfipravy 37.

Negistokrevny pes s hmotnosti 20 kg byl anestetizovan, byla
provedena sternotomie ve stfedni ¢afe a byla odstranéna pfedni éé’st
ordeéniku. Pak bylo provedeno zobrazeni érdce B-zplUsobem ve sméru
kratké osy pfi pouziti sondy ze silikonove pryze z pridmérem 30 mm a
zatizeni ATL HDI-3000, vybaveného pfevadéfem P3-2. Rychlost
mfizky byla 40 Hz a mechanicky index 1,1. Psovi bylo soucasné
nitroziln& podano mnozstvi disperze plynného perfluorbutanu z
pfipravy 1, odpovidajici 0,1 pl plynu/kg télesné hmotnosti a mnozstvi
perfluordimethylcyklobutanové emulze z pfipravy 37, odpovidajici
0,04 pl perfluordimethylcyklobutanu/kg télesné hmotnosti. Pak byl
méfen vzestup kontrastnosti srdeéniho svalu a trvani tohoto jevu.

' Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Kombinovany prostfedek pro sou¢asné, oddélene nebo
nasledné pouziti jako kontrastni prostfedek pfi zobrazovani pomoci
ultrazvuku, prostfedek obsahuje: S
(i) prvni prostfedek, kterym je injekéni vodné prostfedi s obsahem
dispergovaného plynu a materiélu pro stabilizaci tohoto plynu a

(i) druhy prostiedek, kterym je injekéni emulze typu olej ve vodé, v niz
olejova faze obsahuje difusibilni slozku, schopnou difundovat in vivo
do dispergovaného plynu a alespoii pfechodné zvetsit jeho rozmer,
pti¢emz tento prostfedek dale obsahuje material pro stabilizaci
emulze,vyznadéujici se tim,ze

material, pfitomny na povrchu dispergované plynné faze a material,
pfitomny na povrchu dispergované olejové faze maji vzajemnou

afinitu.

2. Kombinovany prostfedek podle naroku 1,vyznacuj ici se
t i m, ze jako dispergovany plyn obsahuje vzduch, dusik, kyslik, oxid
uhligity, vodik, inertni plyn, fluorid siry, fluorid selenovy, silan,
pfipadné& halogenovany, uhlovodik s nizkou molekulovou hmotnosti,

popf. halogenovany, keton, ester nebo jakoukoliv smés uvedenych

plynd.

3. Kombinovany prostfedek podle naroku 2, vy zna cujici se
t i m, e jako plyn obsahuje fluorid sirovy nebo perfluorovany

uhlovodik.

4. Kombinovany prostiedek podle naroku 3, vyznacu jici se
t i m, ze jako perfluorovany uhlovodik obsahuje perfluorpropan,

perfluorbutan nebo perfluorpentan.
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5. Kombinovany prostfedek podle nékterého z narokd 1 az 4,
vyznadujici se tim,Ze dispergovany plyn je stabilizovan
pouzitim povrchové membrany, odolné proti spojovani bublinek plynu,
proteinem, vytvafejicim plyn, polymernim materialem, nepolymernim a
nepolymerovatelnym materidlem, vytvarejicim pfepazky nebo

smacedlem.

6. Kombinovany prostFedek podle ndroku 5, vyznacujici se

t i m, ze jako sméacedlo obsahuje alesporn jeden fosfolipid.

7. Kombinovany prostfedek podle naroku 6, vyzna¢ ujici se
t i m, ze alespofi 75 % smacedla je tvofeno molekulami fosfolipidu,

nesoucimi naboj.

8. Kombinovany prostfedek podle naroku 7, vyznadujici se
t i m, ze alespofi 75 % smadedla je tvofeno jednim nebo vétsim
mnozstvim fosfolipidtl ze skupiny fosfatidylserinu, fosfatidylglycerold,

fosfatidylinositolt, fosfatidovych kyselin a cardiolipin.

9. Kombinovany prostfedek podle naroku 8,vyznacu jici se

t i m, ze nejméné 80 % fosfolipidl je tvofeno fosfatidylseriny.

10. Kombinovany prostfedek podle nékterého z narok( 1 az 9,
vyznadujici se tim,Zedifusibilni slozka je tvofena
alifatickym étherem, polycyklickym olejem, polycyklickym alkoholem,
heterocyklickou slou¢eninou, alifatickym uhlovodikem, cykloalifatickym
uhlovodikem nebo halogenovanym uhlovodikem s nizkou molekulovou

hmotnosti nebo jde o smés kterychkoliv z uvedenych sloucenin.

11. Kombinovany prostfedek podle naroku 10,vyznac ujici
se tim, ze difusibilni sloZka je tvofena jednim nebo vét§im podtem

perfluorovanych uhlovodika.
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12. Kombinovany prostfedek podle naroku 11, vyznacujici
se tim, ze perfluorované uhlovodiky jsou tvofeny jednou nebo
vétsim podétem sloudenin ze skupiny perfluoralkany, perfluoralkeny,
perfluorcykloalkany, perfluorcykloalkeny a/nebo perfluorované

alkoholy.

13. Kombinovany prostfedek podle naroku 12, vyznacujici
se tim, ze difusibilni sloZka je tvofena jednou nebo vétsim poctem
slouéenin ze skupiny perfluorpentany, perfluorhexany,

perfluordimethylcyklobutany a/nebo perfluormethylcyklopentany.

14. Kombinovany prostfedek podle néktereho z narokd 1 az 13,
vyznadujici se tim,zeemulzesobsahem difusibilni sloZky

je stabilizovana fosfolipidovym nebo lipopeptidovym smadedlem.

15. Kombinovany prostiedek podle nékterého z narokt 1 az 14,
vyznadujici se tim,zeprvniadruhy prostifedek obsahuji

povrchové aktivni materialy s opaénym nabojem.

16. Kombinovany prostfedek podle naroku 15, vyznadcujici
s e tim,Ze prvni prostiedek obsahuje aniontove smadedlo a druhy

prostfedek obsahuje kationtovy povrchové aktivni material.

17. Kombinovany prostiedek podle naroku 16, vyznacu jici

s e tim,ze aniontovym materialem je fosfolipid, nesouci negativni
naboj a kationtovym materialem je lipofilni kvarterni amoniova sl
lipofilni pyridiniova sdl, lipofilni primarni, sekundarni nebo terciarni
amin, amid mastné kyseliny, vytvofeny s diaminem nebo triaminem,
popf. substituovanym, ester mastného alkoholu s aminokyselinou nebo

fosfolipid nebo lipopeptid s kladnym nabojem.
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18. Kombinovany prostfedek podle naroku 17, vyznadcujici
se tim,ze kationtovy material je pfitomen jako pfisada ke

stabiliza&nimu materialu druhého prostfedku.

19. Kombinovany prostifedek podle néktereho z narokd 1 az 18,
vyznadujici se tim, Zedale obsahuje latku, rozsifujici

a/nebo zuzujici cévy.

20. Kombinovany prostfedek podle naroku 19, vy zna Cujici

se tim, ze jako latku, rozsifujici cévy obsahuje adenosin.

21. Kombinovany prostiedek podle nékterého z narokll 1 az 18,

vyznadujici se t i m, Zze dale obsahuje |éCivo.

22 Kombinovany prostfedek podie nékterého z naroklt 1 az 18,
vyznadujici se tim, Zedale obsahuje skupiny, zvy$ujici

kontrast pfi jiném zpUsobu zobrazeni nez s pouzitim ultrazvuku.

23. Zplisob vytvareni zlepSenych obrazll lidského nebo jiného
yivodigného organismu,vyznadcujici se t im, ze se

(i) do cévniho systému subjektu vstfikne prvni prostfedek, definovany
v naroku 1,

(ii) pfed vstiiknutim tohoto prostfedku, v pribé&hu jeho vstfikovani
nebo po jeho vstfiknuti, se vstfikne druhy prostfedek, definovany v
naroku 1,

(i) vytvofi se ultrazvukovy obraz alespoii &asti organismu uvedeného

subjektu.

24. Zptsob podle naroku 23, vyznadujici se t i m, Ze rlst
mikrobublinek kontrastniho prostfedku se aktivuje v organismu zevnimi

prostiedky.
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25. Zpi’lsobpodlenéroku24,vyznac":ujici se 'tim,iese

aktivace uskuteéni pomoci ozafeni ultrazvukem.

26. ZpUsob podle nékterého z narokti 23 az25,vyznadujici
se tim,ze se soutasné podava latka, roz§ifujici nebo zuzujici

krevni cévy.

27. Zpusob podle naroku 26,vyznadujici se tim, zese
jako latka, rozsifujici cévy uzije adenosin.
Zastupuje:
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