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Kontrastné &inidlo sa pouZije na pripravu diagnostické-
ho tinidla na diagnostické zobrazovanie so zvySenym
kontrastom pomocou MRI, ultrafialového svetla, vidi-
telného svetla alebo infralerveného svetla, priom sa
monitoruje zobrazovacia signélna charakteristika kon-
trastného &inidla na stanovenie toho, ¢i je interventnd
terapia celkom skon¢end. Kontrastné tinidlo obsahuje
zobrazenie zosiliujicu skupinu (IEM) a od stavu za-
visli skupinu viaZucu sa na tkanivo (SDTBM). Tieto
kontrastné &inidla prejavuji od stavu zdvisli vazbu k
jednej alebo niekolkym zlozkdm ciel'ového tkaniva a
poskytuji detegovatel'nii zmenu v signalnych charakte-
ristikdch kontrastného &inidla, len &o je naviazané na
ciel'ové tkanivo. V désledku toho tieto tinidla prejavuji
viizbovl afinitu, a tiez obrazovy kontrast, na cielové
tkanivo, ktoré sa meni s tym, ako sa meni stav tkaniva
v priebehu terapie.
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PouZitie kontrastného &inidla

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez sa tyka pouZitia kontrastného &inidla
na pripravu diagnostického ¢&inidla na diagnostické zobrazova-
nie so zvySenym kontrastom pomocou MRI, ultrafialového svetla,
viditelného svetla alebo infraderveného svetla, pricom sa mo—.
nitoruje zobrazovacia signdlna charakteristika kontrastného
¢inidla na stanovenie toho, &i je interven&ni terapia celkom
skon&end. Kontrastné &inidlo zameriava Specifické tkanivo ale-
bo zloZku tkaniva a dovoluje monitorovat zmeny stavu cielového
tkaniva (napriklad denaturdciu, nekrézy, tkanivovi koaguléciu,
apoptdzu), ku ktorym dochddza v priebehu intervencnej terapie
alebo po interven&nej terapii. Kontrastné ¢&inidlo pouZivané
v tomto vyndleze prejavuje vdzbu na jednu alebo niekolko zlo-
Ziek cielového tkaniva, ktord je =zavisld od stavu tkaniva,
a poskytuje tak detegovatelni zmenu v charakteristik&ch signa-
lu kontrastného ¢inidla viazaného na tkanivo.

Doteraj8i stav techniky

Diagnostické zobrazovacie metdédy, ako je napriklad zobra-
zovanie pomocou magnetickej rezonancie (MRI), zobrazovanie
Réontgenovym Ziarenim, nukledrne zobrazovanie pomocou réadiofar-
miak, optické zobrazovanie (pomocou ultrafialového, viditelného
a/alebo infraferveného svetla) a ultrazvukové zobrazovania sa
pouZivaji v lekdrenskej diagnostike uZ vela rokov. V niekto-
rych pripadoch sa uZ tieZ roky pouZiva kontrastnd latka na
zlepSenie kvality zobrazenia alebo na ziskanie Specifickej in-
formadcie. V inych pripadoch, ako je napriklad optické alebo
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ultrazvukové zobrazovanie, sa kontrastné <¢inidlad pouZivajd

1A

kratko a alebo sa aZ teraz zacdinajl pouZivat.

MRI a optické zobrazovacie metédy si medzi zobrazovacimi
metédami jedine&né, pretofe poskytujid velmi komplexné signé-
ly, ktoré si citlivé na chemické prostredie a stav cielového

tkaniva. Zatial &o signdl ziskany pomocou Réntgenového Ziare-



nia alebo radionuklidov =zostéva rovnaky nezdvisle na tom, &i
je €inidlo volné v plazme alebo je viazané na proteiny alebo
zachytené v kostiach, wurdité &inidld pre MRI alebo optické
zobrazovanie poskytujd odli&né signdlne charakteristiky
v réznom fyziologickom prostredi a na rdzne patologické stavy.
Tak napriklad naviazanim na 2zloZku tkaniva kontrastné &inidlo
pre MRI mdZe ukdzat zmeny v indukovanej rychlosti relaxé&cie
alebo chemickom posune vedlaj$ich alebo prilahlych jadier. Po-
dobne optické farbivo méZe po naviazani ukidzat zmeny v absor-
bancii (pohlcovani), reflektancii (odréZavosti), fluorescen-
cii, fosforescencii, chemiluminiscencii, rozptyle alebo inych
spektrdlnych vlastnostiach.

VSeobecne je moZné povedat, Ze kontrastné &inidlo, aby
poskytlo diagnostické ddaje, musi interferovat s vlnovou
diZkou elektromagnetického %iarenia, ktoré sa pouZiva v danom
zobrazovacom spdsobe, menit fyzikilne vlastnosti tkaniva, aby
vznikol odlisny signdl, alebo ako je tomu v pripade radiofar-
mék, Cinidlo je samotné zdrojom Ziarenia. K vZeobecne pouZiva-
nym materidlom patria organické molekuly, idny kovov, soli,
cheldty, vratane cheldtov kovov, Castice (zvlast Castice Zele-
za), znacdené peptidy, protildtky, proteiny, polyméry alebo 1li-
pozémy.

Po podani niektoré &inidl4 neSpecificky difunduji telovy-
mi kompartmentami pred tym, ako si metabolizované a/alebo vy-
1G&ené, tieto ¢inidla si v3eobecne zndme ako nedpecifické &i-
nidld. Alternativne, iné ¢&inidld majd 3&pecifickd afinitu na
uréity telovy kompartment, bunku, bunkovi zloZku, orgdn alebo
tkanivo, tieto &inidli sa vZeobecne nazyvaji cielené &inidl&.

Jednou z apiikécii diagnostickych zobrazovacich metdéd je
monitorovanie interven&nych terapii. K vSeobecne znidmej inter-
vencnej terapii patri =zameranie neZiaduceho tkaniva alebo
zloZky tkaniva vysokotermidlnou energiou pomocou zaostreného
ultrazvuku (napriklad Cline et al., "MR Temperature Mapping of
Focused Ultrasound Surgery", Mag. Resn. Med. 31: 628-636,

1994), r&diofrekven&né generidtory (napriklad Rossi et al.,



Percutaneous RF Interstitial Thermal Ablation in the Treatment
of Hepatic Cancer, AJR 167: 759-768, 1996), mikrovlnné antény
(napriklad Schwarzmeier et al., Magnetic resonance Imaging of
Microwave Induced Tissue heating, Mag. Resn. Med. 33: 729-731,
1995) a lasery (napriklad Vogl et al., Reccurent Nasopharynge-
la Tumors: Preliminary Cinical Results with Interventional MR
Imaging-Controlled Laser-Induced Thermotherapy, Radiology 196:
725-733, 1995), pouZitie kryoablicie (to znamend kvapalného
dusika) a injekcie denatura®ného roztoku (napriklad etanolu,
hortGceho roztoku  soli) priamo do poZadovaného orgénu
(napriklad Nagel et al., Contrast-Enhanced MR Imaging of Hepa-
tic Lessions Treated with Percutaneous Ethanol Ablation Thera-
py, Radiology 189: 265-270, 1993 a Honda et al., Percutaneous
Hot Saline Injection Therapy for Hepatic Tumors: An Alternati-
ve to Percutaneous Ethanol Injection Therapy, Radiology 190:
53-57, 1994), injekcie chemoterapeutickych alebo chaotropnych
g¢inidiel do tkaniva (napriklad Pauser et al., Evaluation of
Efficient Chemoembolization Mixtures by Magnetic Resonance
Imaging of Therapy Monitoring: An Experimental Study on the
VX2 Tumor in the Rabbit Liver, Cancer res. 56: 1863-67, 1996),
a fotodynamickej terapie, kedy sa cytotoxické ¢&inidlo aktivuje
in vivo po oZiareni svetlom (napr. Dodd et al., MRI Monitoring
of the Effects of Photodynamic Therapy on Prostate Tumors,
Proc. Soc. Mag. Resn. 3: 1368, ISSN 1065-9889, August 19-25,
1995) . Spolo&nym cielom vSetkych takych intervencnych terapii
je takéto oSetrenie neZiaduceho tkaniva alebo tkanivovej zloz-
ky (napriklad nadorov, neoplédzickych tkaniv alebo zloZiek tka-
niv), ktoré spdsobi nekrézu, abléciu, koaguldciu alebo denatu-

riciu takého tkaniva.

Aby takdto intervenfnd terapia viedla k maximdlnemu oschu
a minimalizovali sa vedlaj$ie G&inky (napriklad poSkodenie su-
sednych tkaniv), je nevyhnutné monitorovat in vivo G&innost
terapie. A skutone, aby terapia bola G&innd, intervenéna te-
rapia musi pokradovat tak dlho, pokial poZadované tkanivo ale-
bo tkanivovi zloZka celkom a Gplne odumrie (to znamend je cel-
kom ne¥ivotnd po odstrineni alebo skon&eni terapie). Teda je

potreba nielen monitorovat presne priebeh terapie, aby sa



zabrédnilo nadbyto&nému liedeniu a s tym spojenému pripadnému
poSkadeniu susednych tkaniv, ale je tieZ potrebné presne odli-
Sovat skuto&ne nekrotické tkanivo od tkaniva, ktoré je v uréi-

tej miere poSkodené, ale napriek tomu zostdva Zivotaschopné.

Jednou z ciest, ako monitorovat d&innost interven&nej te-
rapie, je zobrazovat ne¥iaduce tkanivo alebo zloZku tkaniva
v priebehu terapie a tieZ po terapii. AvSak takdto diagnostic-
k& zobrazovacia metéda musi byt schopnd zvyZit kontrast medzi
tkanivami r&zneho patologického stavu (medzi nativnym a dena-
turovanym tkanivom, medzi Zivym a nekrotickym tkanivom), a to
takym spSsobom, aby poskytla dve zdkladné triedy informécii:

1) Detek&né data: K nim patria spektroskopické informicie
nevyhnutné na stanovenie patologického stavu zobrazovaného
tkaniva. Schopnost poskytnit tdto triedu sivisi so "Specific-

kostou" a "senzitivitou" &inidla.

2) Spétnéd vazba a rozliSenie: Tdto trieda informéicii pos-
kytuje monitorovanie intervenénych terapeutickych postupov,
ktoré vedd k likvidacii alebo degradicii tkaniva alebo zloZky
tkaniva. Je zrejmé, Ze pri niektorych interven&nych metddach
je v priebehu terapie vyhodnd spitnd vazba v redlnom <&ase
(okolo 1 aZ 10 sekiind), zatial & pri inych metdédach je posta-
Cujlice vyhodnotenie a% po terapii. Pri vSetkych interven&nych
terapidch je ale potrebné presné priestorové rozlifenie (asi
1 aZ 5 mm) oSetrovanych tkaniv a akéhokolvek G&inku na susedné

tkanivd v priebehu terapie.

Stcasné met6dy zaloZené na MRI na monitorovanie G&innosti
intervennych terapii spadaji vSeobecne do jednej z dvoch
tried: 1) metddy, kedy sa nepouZiva exogénne kontrastné &inid-
lo, ale sa spolieha na iny pozorovatelny parameter MR (pozri
skdr) a 2) metéddy, ktoré pouZivaji neSpecifické extraceluldrne -
kontrastné ¢inidlo. Tieto metddy vZak v skutodnosti neposkytu-
jd Ziadnu priamu informdciu tykajlcu sa patologického stavu
tkaniva alebo zloZky tkaniva podrobujiceho sa intervendnej te-
rapii (napriklad &i je nativna alebo denaturovand, Ziva alebo



nekrotickd) . Okrem toho sd tieto metddy silno obmedzené v pod-
state na monitorovanie termdlnej ablacnej terapie a prejavuji
len obmedzeni senzitivitu na termdlne indukované teplotné zme-
ny v tkanivach.

Niekolko z tychto metéd =zaloZenych na MRI na monitorova-
nie termdlnej abladnej terapie sa opiera o teplotne zavislé
parametre NMR ako sl relaxadné Casy (T, a/alebo T,),
frekvencia protdénovej rezonancie (PRF) vody, £fazovy posun
a difdzny koeficient. AvSak tieto metddy maji cely rad rdznych
obmedzeni.

Napriklad jedna z tychto metd6d zahfiia monitorovanie G&in-
ku teploty na relaxalny &as T, tkaniva (pozri napriklad Cline
et al., MR Temperature Mapping of Focused Ultrasound Surgery,
Mag. Resn. Med. 31: 628-636, 1994). Tento pristup je vSak ne-
dostatodny, lebo ka%dé tkanivo md ind zévislost T, na teplot-
nom profile a teda tito metdda vyZaduje kalibrdciu T, na kaZdy
typ tkaniva. Metéda zaloZend na T, je tieZ obmedzend svojou

citlivostou s tkanivovo =zéavislou zmenou Vv T, len 0,01 % aZz
1,5 % na 1°C.

K dalSej metdde pouZivajilcej meranie teploty patri moni-
torovanie G&inku teploty na frekvenciu proténovej rezonancie
(alebo chemicky posun) vody. Tdto metdda detekuje zmeny vo
vodikovej vizbe a molekuldrnom pohybe molekidl vody, ktoré si
indukované teplotnymi zmenami (pozri napriklad J.D.Poorter et
al., Noninvasive MRI Thermometry with the Proton Resonance
Frequency (PRF) Method: In Vivo Results in Human Muscle, Mag.
Resn. Med. 33: 74-81, 1995). Av3ak nizka senzitivita tejto
metddy (0,01 ppm/°C) vyzaduje pouZitie velmi silného magnetic-
kého pola (to znamend > 4,7 T), & Jje klinicky neZiaduce.
NavySe stanovenie chemického posunu vody vyZaduje absolitne
stile magnetické pole a velmi z&visi na magnetickej citlivosti °
tkaniva, ktord je velmi premenlivd pre rdzne druhy tkaniv.
TakZe aj tdto metdda, podobne ako metéda zaloZend na T,, vyZa-
duje extenzivnu kalibrdciu pre kaZdy tkanivovy typ. Nakoniec
tdto metdda taktieZ neposkytuje informiciu tykajdcu sa tepelne



indukovanej nekrézy alebo degradicie tkaniva.

Dal%ia zndma metéda vyZaduje monitorovat G&inok teploty
na difdGzny koeficient protdénu vody (pozri napriklad H.Saint
Jalmes, Precision in Temperature Measurement via Tl or Diffu-
sion Imaging, Proc. Soc. Mag. Resn. 2: 1072, ISSN 1065-9889,
August 19-25, 1995). Tidto metdéda je vSak tieZ obmedzend, lebo
difazny koeficient je citlivy na pohyb tkaniva a perfiziu.

Pri vSetkych skbér uvedenych metdéddach fyziologické zmeny
v tkanive spdsobené zvySenym prietokom krvi, tkanivovym meta-
bolizmom alebo indukovanym edémom, mdZu viest k nepredvidanym
zmendm v signdle (to 2znamend k zmene magnetickej citlivosti).
Kvoli tymto G&inkom Standardné termdlne kalibra&né krivky majd
len maly alebo v8bec Ziadny vyznam na presné monitorovanie
termédlnej abla&nej terapie.

Boli opisané sa aj iné metddy, ktoré monitorujd uGéinky
teploty na chemicky posun inych magnetickych jadier. Napriklad
NMR chemicky posun kobaltu je velmi citlivou sondou na teplo-
tu. Nizka receptivita 59¢co vyZaduje znova velmi silné pole (=
4,7 T), vysoké koncentricie a dlhé meracie &asy (pozri A.G.
Webb et al., Measurement of Microwave Induced Heating of
Breast Tumors in Animal Model Using Cobaltbased NMR, Proc.
Soc. Mag. Resn. 1: 72, ISSN 1065-9889, August 19-25, 1995).
Okrem toho toxicita kobaltového <&inidla predstavuje véZne
obmedzenie na vyuZitie in vivo.

Fluorovd (1°F) NMR sa pouzila tieZ na monitorovanie te-
plotne 2z&vislych fazovych prechodov fluorovanych uhlovodikov
enkapsulovanych v 1lipozémoch a fluorovanych polymérov (pozri
napriklad Webb et al., Microencapsulation of Fluorine
Containing Phase Transition Agents for Monitoring Temperature
Changes in vivo, Proc. Soc. Mag. Resn. 3: 1574, ISSN
1065-9889, August 6-12, 1994). Klinicky vSak metdéda s (1)
nie je uZitolni, lebo dochddza len k obmedzenej biologickej
distriblcii polymérnych fluorovangch &inidiel, a tieZ vzhladom
na z&avislost chemického posunu fluofovan?ch ¢inidiel od pH



a typu tkaniva a od potreby silného magnetického pola. Tieto
¢inidld neposkytujd informédcie o termdlne indukovanych
nekrbzach.

Urlité kontrastné &inidlad obsahujice komplexy paramagne-
tickych kovov sa tieZ navrhli na monitorovanie G&innosti in-
tervenénych terapii. Takéto &inidld mdZu indukovat velké zmeny
v chemickom posune proténov (20 aZ 40 ppm) chelatujiceho li-
gandu od normidlneho rozsahu frekvencie rezonancie vody. Para-
magnetickym posunom rezonancii mimo oblast hlavnej rezonancie
vody in vivo je moZné tieto rezonancie pozorovat (pozri
napriklad Aime et al., Yb(III)DOTMA as Contrast Agent in CSI
and Temperature Probe in MRS, Proc. Soc. Mag. Resn. 2: 1109,
ISSN 1065-9889, August 19-25, 1995). Aj ked tieto mimoriadne
rezonan&né posuny si zavislé od teploty, vyZaduji pouZitie vy-
sokych koncentricii paramagnetickych komplexov a klinicky
nevhodné silné magnetické pole na detekciu teplotnych zmien.
Tieto komplexy tieZ neposkytujd Ziadne informdcie o tepelno-

indukovanych nekrézach tkaniv.

Bola opisand metéda na odliZenie normdlneho a nekrotické-
ho pedefiového tkaniva (Dupoas et al., Delineation of Liver
Necrosis using Double Contrast-Enhanced MRI, J. MRI Vol. 7 no.
3, pp. 472-77, 1997). Tato metdda vSak vyZaduje pouZitie
neSpecifického kontrastného <¢inidla, ktoré obmedzuje jej
schopnost &pecificky monitorovat zmeny stavu poZadovaného
tkaniva alebo zloZky tkaniva. TakZe aj tédto metdda vyZaduje
poddvanie niekolkych kontrastnych &inidiel.

Doteraz znidme diagnostické zobrazovacie metddy  sG
obmedzené tym, Ze nemdZu poskytnit presnd informéciu o stave
Specifického tkaniva alebo zloZky tkaniva, ktoré je podrobené
interven&nej terapii (&i je tkanivo v nativnom alebo denaturo-
vanom stave, &i je tkanivo %ivé alebo nekrotické). Existuje -
teda velkd potreba diagnostickej zobrazovacej metddy, ktorad by
neinvazivnym spdsobom a presne monitorovala stav Specifického
tkaniva alebo zlotky tkaniva, a ktord by pripadne poskytovala
aj rychlu spatnid vazbu tykajicu sa tkénivovej nekrbézy v prie-



behu interven&nych terapii.

Podstata vyndlezu

PredloZeny vyndlez sa tyka pouZitia kontrastnéﬂo ¢inidla
na pripravu diagnostického ¢&inidla na diagnostické zobrazova-
nie so zvySenym kontrastom pomocou MRI, ultrafialového svetla,
viditeIného svetla alebo infra&erveného svetla, kde kontrastné
¢inidlo je schopné naviazat sa na cielové tkanivo alebo zloZku
tkaniva, ma Specifickid afinitu pre toto tkanivo alebo zloZku
tkaniva, a obsahuje skupinu 2zosilfiujGcu zobrazenie (IEM)
a skupinu viaZucu sa na tkanivo v zavislosti od jeho stavu
(SDTBM) , prifom sa monitoruje zobrazovacia signdlna charakte-
ristika kontrastného &inidla na stanovenie toho, &i je inter-
vencnd terapia celkom skondeni.

PredloZeny vyndlez sa tyka diagnostického zobrazovania so
zvySenym kontrastom, zvl48¢t MRI a optického zobrazovania,
a sice Specifického tkaniva alebo zloZky tkaniva, na ktorom sa
uskutolfiuje interven&ni terapia. Tento spdsob obsahuje kroky,
ked':

a) sa podéd pacientovi kontrastné &inidlo schopné naviazat
sa na cielové tkanivo alebo zloZku tkaniva, ktoré sa podrobuje
alebo sa podrobilo interven&nej terapii,

b) pacient sa podrobi vySetreniu jednou zo zobrazovacich
metdd MRI, pomocou ultrafialového svetla, viditelného svetla
alebo infraferveného Ziarenia, a

c) monitoruje sa zobrazovaci signdl charakteristicky pre
kontrastné <¢inidlo, aby sa stanovilo, ¢&i je intervendna
terapia celkom skon&eni.

Kontrastné ¢inidlo pouZité v predloZenom vyndleze obsahu-
je zobrazenie zosilfiujdcu (alebo signdl vytvarajdcu) skupinu
(IEM) a skupinu viaZucu sa na tkanivo v z4vislosti na jeho
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stave (SDTBM). Tieto kontrastné &inidld sd schopné prejavit na
stave zavisli vézbu na cielové tkanivo alebo zloZku tkaniva.
Takito vazba vedie k detegovatelnej zmene v signédlnych charak-
teristikdch kontrastného &inidla a teda dovoluje stanovit zme-
ny stavu cielového tkaniva (abldciu, degraddciu alebo denatu-
rdciu), ktoré sa podrobuje alebo podrobilo intervencne] tera-

pii.

V jednom aspekte predloZeného vyndlezu pouzitie kontrast-
ného &inidla dovoluje monitorovanie termdlne indukovanej nek-
rézy v redlnom &ase v priebehu termdlnej intervencnej terapie.
Tieto kontrastné &inidli vykazujd zvySeny kontrast medzi tka-



nivami rdznych stavov.
Detailny opis vyndlezu

Na 1lepSie pochopenie predloZeného vyndlezu je uvedené
nasledujice podrobnejfie vysvetlenie.

PredloZeny vynédlez sa tyka neinvazivneho spdsobu presného
monitorovania WG&innosti intervendnych terapii (to 2znameni
monitorovanie stavu neZiaduceho tkaniva alebo zloZky tkaniva).
Vyndlez konkrétne poskytuje diagnostickd zobrazovaciu metédu,
ktora zahffia pouZitie kontrastného &inidla, a toto ¢&inidlo
vykazuje vdazbu k cielovému tkanivu alebo k zloZke tkaniva
zavisld od ich stavu, pri&om signdlne charakteristiky &inidla
sa menia, ked sa naviaZe na cielové tkanivo. Zobrazovacia
metéda vhodnd na uplatnenie vyndlezu je MRI (kam patria
techniky magnetickej rezonan&nej spektroskopie) a optické
zobrazovacie metddy.

Termin "interven&ni terapia" sa tu pouZiva tak, Ze ozna-
Cuje akykolvek z mnohych spdsobov terapie, ktorych cielom je
indukovat alebo spdsobit nekrdzu, abldciu alebo koagul&ciu ne-
jakého neziaduceho (napr. rakovinového tkaniva, né&doru,
neoplédzie) tkaniva alebo zloZky tkaniva.

Termin "patologicky stav" alebo len "stav" sa tu $iroko
pouZiva na oznalenie dvoch fyziologickych stavov tkaniva alebo
zloZky tkaniva, ktoré je podrobované interven&nej terapii. Je-
den z tychto stavov je povaZovany za stav Zivy, nativny (pri-
rodzeny) alebo Zivotaschopny. Tento "zadiato&ny" stav obvykle
opisuje tkanivo pred zadatim akejkolvek interven&nej terapie,
kedy tkanivo a/élebo bunkové mechanizmy ako je metabolizmus
a respirdcia sG Gplne funk&né. "Druhy" stav, ktory opisuje
tkanivo v priebehu terapie alebo potom, &o absolvovalo tspe&ni °
interven&ni terapiu, je povaZovany za neZivy, denaturovany,
nekroticky alebo apoptoticky, kedy tkanivad a/alebo bunkové
mechanizmy sG aberantné, nefunké&éné alebo funkcie ustali.
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épésoﬁ podla vyndlezu obsahuje kroky, ked':

a) sa podd pacientovi kontrastné &inidlo schopné naviazat
sa na cielové tkanivo alebo zloZku tkaniva, ktoré sa podrobuje

alebo sa podrobilo intervenénej terapii,

b) sa pacient podrobi vySetreniu jednou zo zobrazovacich
metdd MRI, pomocou ultrafialového svetla, viditelného svetla
alebo infraderveného Ziarenia, a

c) monitoruje sa zobrazovaci signdl charakteristicky pre
kontrastné &inidlo na to, aby sa stanovilo, &i je intervencénd

terapia skoncena.

Kontrastné ¢inidlo pouZité v predloZenom vyndleze obsahu-
je zobrazenie zosilfiujdce (alebo signdl vytvarajice) skupinu
(IEM) a skupinu via%ucu sa na tkanivo v zdvislosti na jeho
stave (SDTBM). V désledku kombindcie tychto dvoch skupin, kto-
ré sd podrobnejfie opisané dalej, s kontrastné &inidld schop-
né prejavit na stave zdvisld vdzbu k cielovému tkanivu alebo
zloZzke tkaniva, a prejavuji také signdlne charakteristiky,
ktoré sa menia, ked ddjde k naviazaniu na ciel.

Vizba z4visld od stavu sa tyka relativnej afinity, ktord
vykazuje kontrastné J&inidlo k cielovému tkanivu alebo zloZke
tkaniva a ktord je zavisld od stavu cielového tkaniva. TakZe
&inidlo pou¥ité v predloZenom vyndleze mé va&Siu alebo men3iu
vazbovi afinitu k jednej alebo niekofk?m zloZkdm tkaniva v ich
denaturovanom alebo nekrotickom stave v porovnani s vazbovou
afinitou &inidla k nativnemu alebo Zivému tkanivu.

Tieto od stévu z4vislé zmeny vo vazbe vedd k lokalizdcii
¢inidla do tkaniva v jednom stave oproti tkanivu v druhom
stave a sd®asne sa menia signdlne charakteristiky &inidla,
ktoré zosilfiujd detekciu zmeny stavu, ku ktorej dochadza.
Napriklad pokial ¢&inidlo prejavuje vy38iu véazbovid afinitu
k #ivému alebo nativnemu tkanivu, ked zvySend vézbovd afinita

vedie k intenzivnejSiemu signdlu, potom Zivé tkanivo je zobra-
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zené (alebo detekované) ako hortice miesto (hot spot) .
V priebehu intervenénej terapie toto horice miesto "chladne",
ako sa Zivé tkanivo meni na nekrotické, odumreté&, lebo sa zni-
Zuje vazbovd afinita &inidla k nekrotickému tkanivu. Naopak,
ked <&inidlo prejavuje vy58iu vazbovi afinitu k nekrotickému
alebo neZivotaschopnému tkanivu, potom sa 2z tohto tkaniva
stane hot spot v priebehu interven&nej terapie.

Je vyhodné, ked od stavu zavisli vizbova afinita &inidla
vykazuje vySSiu citlivost na zmeny fyziologického stavu. Vy-
hodné ¢inidla si také, ktoré majd vazbovi afinitu a zodpoveda-
jice zmeny signdlu, ktoré si citlivo vyladené, aby zodpovedali
zmendm stavu, ktoré v tkanive alebo zloZke tkaniva prebiehajd.
Podla jedného aspektu predloZeného vyndlezu, monitorovanim
zmien v signdle v priebehu interven&nej terapie, je zlepSené
citlivé monitorovanie G&innosti a rozsahu ablécie tkaniva

v redlnom c&ase.

Struktira kontrastného &inidla

Kontrastné ¢inidld pouZité v predloZenom vyndleze musia
obsahovat prinajmenSom zobrazenie zosilfiujdcu (alebo signil
vytvadrajlcu) skupinu (IEM) a skupinu viaZucu sa na tkanivo
v zdvislosti na jeho stave (SDTBM). Pripadne sa mb%e pouZit
eSte fyziologicky kompatibilnd spédjacia skupina (L) na vzdjom-
né spojenie IEM s SDTBM. K prikladom vhodnych skupin na vytvo-
renie spojenia patria priama, rozvetvend alebo cyklickid alky-
lovéa, arylova, éterovd, polyhydroxylovd, polyéterovd, polyami-
novd, heterocyklickd, peptidovd, peptoidovd, fosfdtovd alebo
sulfdtovd skupina, alebo aj ind fyziologicky kompatibilng sku-
pina. Spdjacie skupiny mdéZu poskytnit ddleZitd fyzik&lnoche-
mickG stabilitu’ komplexu tym, Ze zvy¥ia biologicky polé&as
v krvi alebo v inych tekutinich alebo kompartmentoch. Spajacie
skupiny méZu tieZ poskytnit prostriedky na biologickid degrada-
ciu a nésledné vyld&enie &inidla.

1. Skupina zosilfiujdca zobrazenie (IEM)
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Prvou doménou kontrastného ¢&inidla pouZitého v predloze-
nom vynidleze je IEM, &o mdZe byt akdkolvek chemickad latka ale-
bo substancia pouZitd na to, aby poskytla signal alebo
kontrast pri zobrazeni. IEM musi byt schopnd tvorit rdzne sig-
nédlne charakteristiky, ked je &inidlo naviazané na tkanivo
alebo zloZku tkaniva v porovnani s volnym &inidlom. Pri optic-
kom zobrazeni to méZe byt zmena absorbancie, reflektancie,
fluorescencie, rozptylu, fosforescencie, chemiluminiscencie,
zvySenie alebo zniZenie po&tu vrcholov absorbancie alebo ak&-
kolvek zmena vlnovej diZky maxim, alebo akdkolvek ind zmena,
ktord by pri vonkajSej detekcii =zodpovedala naviazanej IEM.
Pre MRI je to zmena v indukovanej relaxadnej rychlosti proté-
nov vody (1/T1 alebo 1/T2) alebo akychkolvek blizkych jadier,
alebo posun jedného alebo niekolkych vrcholov v spektre NMR
bud IEM alebo vrcholov, ktoré pochddzajid z jadier vo vazbovom
mieste pre SDTEM.

Teda IEM md%e byt organickd molekula, kovovy ién, sol
alebo chelédt, vrdtane cheldtov kovov, kovovy klaster alebo
Castica (najmé& Zeleznd fastica), alebo znafeny peptid, prote-
in, polymér alebo lipozdém. Na optické zobrazovanie (ktoré pou-
2iva ultrafialové, viditelné alebo infradervené svetlo) mbZe
ako IEM sliZit tieZ akékolvek organické alebo anorganické far-
bivo. K prikladom vhodnych farbiv patri indokyaninovad zeleil
a fluorescein. K prikladom anorganickgych farbiv patria lumi-
niscenné kovové komplexy ako si napriklad komplex Eu(III),
Tb(III) a inych lantanidovych iénov (atdédmové <&isla 57 aZ 71)
(pozri napriklad W.Dew. Horrocks, M. Albin, Progr. Inorg.
Chem. 1984, 31, pp. 1-104).

Zv1ast uZito&né IEM predstavujd zld&eniny cheldtov kovov
obsahujice jedno alebo niekolko cyklickych alebo acyklickych
organickych chelatujlcich ¢&inidiel  vytvdrajlcich komplex
s jednym alebo niekolkymi iénmi kovu. Pre optické zobrazovanie
k vyhodnym idénom kovov patria tie, ktoré maji atbébmové &isla
13, 21 a% 31, 39 a¥ 42, 44 a% 50 alebo 57 aZ 83. Pre MRI k vy-
hodnym iénom kovov patria tie, ktoré majd atémové &isla 21 aZ
29, 42, 44 alebo 57 a% 83 a e3te vyhodnej8ie paramagnetické
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formy kovov?ch iénov s atémovymi &islami 21 aZ 29, 42, 44 ale-
bo 57 aZ 83. Ked 1IEM obsahuje cheldt paramagnetického kowvu,
vyhodny paramagneticky kov je vybrany zo skupiny obsahujdcej
Gd(III), Fe(III), Mn(II a III), Cr(III), Cu(II), Dy(III),
Tb(III a IV), Ho(III), Er(III), Pr(III) a Eu(II a III). Najvy-
hodnej8i je GA(III).

Ak je IEM cheldt kovu, nesmie vo vyznamnej miere disocio-
vat pokym ¢&inidlo prechddza organizmom, vratane cielového
tkaniva. Vyznamné uvolfiovanie volnych iénov kovu, a 2zvl&st
volné 1iény paramagnetickjch kovov, mbéZu viest k toxicite,
ktord by bola akceptovatelni len v patologickom tkanive.

VEeobecne plati, Ze stupeifi toxicity cheldtov kovov stvisi
so stupriom disocidcie in vivo pred vyld&enim. Toxicita sa v3e-
obecne zvySuje s mnoZstvom volnych idénov kovu. Pre komplexy
s vysokou kinetickou labilitou je Ziaduca vysokd termodynamic-
k& stabilita (forma&nid kon&tanta aspoil 1015 M1 3 vyhodnejsgie
aspoii 1020 M- 1) aby sa minimalizovala disocidcia a sprevadza-
jlca toxicita. Pre komplexy, kde kinetickd labilita je porov-
natelne ni%¥$ia, disocidcia méZe byt minimalizovand s ni%Sou
forma¢nou konStantou, to znamend 1010 M1 alebo vySSou.

Toxicita Jje tieZ funkciou podtu voInych koordina&nych
miest v komplexe. V3Seobecne menej koordina&nych miest vody
zniZuje tendenciu chelata&ného &inidla uvollovat paramagnetic-
ky kov. Preto je vyhodny komplex obsahujici dve, jedno alebo
Ziadne volné koordina&né miesto. Pritomnost viac ako dvoch ot-
vorenych koordina&nych miest v3eobecne v neprijatelnej miere
z2vySi toxicitu uvoliiovanim iénov kovu in vivo.

Aby sa 1Gfinne zlepZilo zobrazenie MRI, komplex musi byt
schopny zvySit relaxadné rgchlosti 1/T; (pozdiZnou, alebo
spin-mrieZka) a/alebo 1/T, (prie&nou, alebo spin-spin) proté-'
nov vody alebo inych jadier pouZitych na zobrazenie alebo
spektroskopiu, vrdtane proténov P-31, C-13, Na-23 alebo F-19
na IEM, inych biomolekil alebo injikovanych biomarkerov. Rela-
xivity si tu definované ako schopnost zvy3it 1/T, alebo 1/T,
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na 1 mM iéhov kovu (to znamend mM~1s71). pre najobvyklejsSiu
formu klinickej MRI, MRI proténov vody, je relaxivita optimdl-
na, ked paramagneticky ién naviazany na chelatujici ligand méa
eSte jednu alebo niekolko volnych koordina&nych miest na vyme-
nu vody (R.B. Laufer, Chemical Reviews, 87, 901-927, 1987).
AvSak tato musi byt v rovnovidhe so stabilitou cheldtu kovu
(pozri skér uvedené), ktord sa v3eobecne zniZuje s rastdcim
poétom volnych koordina&nych miest. V¥hodnejSie preto komplex
obsahuje len jedno alebo dve volné koordinacné miesta.

Typ chelatujiceho ligandu md%e zna&ne ovplyvnit rgychlost
vymeny vody pri MRI &inidle. Najmi rychlost vymeny vody hra
d8leZitd Glohu pri tkanivovom kontraste vytviranom pri termdl-
nej abladnej terapii. VSeobecne vyZ%ia rgchlost vymeny vody
poskytuje vySS8ie R,,lebo vadsi po&et molekil vody reaguje
s paramagnetickym centrom, a naopak, niZfia rgchlost viymeny
vedie k niZSiemu R,. TakZe komplex cheldtu kovu, ktory ma
nizku rychlost vymeny vody (kex-298K = 500 aZ 10 000 ns) vSeo-
becne povedie k zvySeniu 1/T; (R;), ked sa bude zvy3ovat
teplota, &o bude odrd¥at pozitivny G&inok zvySeného tepelného
pohybu molekdl vody a zvySend rychlost vymeny vedy v blizkosti
paramagnetického centra, R, potom dosahuje obvykle maximdlne
kontrastné hodnoty pri teplote vyZZej ako je fyziologickd. Pri
ur&itej teplote kontrast klesne na minimum, ked je uZitoény
G¢inok zvySenej vymeny vody vyvdZeny nedostatonym Casom, kto-
r§ molekuly vody strdvia v blizkosti paramagnetického centra.

Cheldt kovu s mierne rychlou vymenou vody (kex-298 K=10
aZ 100 ns) vykazuje relativne plochd zavislost 1/T; (R;) od
teploty, ktord klesne pri urditej vy38ej teplote, znova
z ddvodu nedostato®ného &asu, ktory molekuly vody stravia
v blizkosti paramagnetického centra s tymito podmienkami.

Cheldt kovu s velmi rychlou vymenou vody (kex-298 K=0,1
aZ¥ 10 ns) pri fyziologickych a vyZZich teplotdch vykazuje zni-
Yend hodnotu 1/T;, lebo zvySeny pohyb molekdl vody dalej ob-
medzuje &as, ktory molekuly vody strédvia v blizkosti paramag-
netického centra. Av3ak taky cheldt vykazuje zvySenie hodnoty
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1/T, pri niééich teplotdch (to znamend kryogénnych) v ddsledku
zvySeného Casu, ktory molekuly vody strivia v blizkosti para-
magnetického kovu.

Ked sa spdsob podla predloZeného vyndlezu pou¥ije na mo-
nitorovanie termdlnej abladnej terapie, je v¥hodné ako IEM
pouZit cheldty so stredne rychlou vymenou vody, aby sa maxima-
lizoval kontrast medzi zaliato&nym nativnym alebo Zivym stavom

tkaniva a denaturovanym alebo nekrotickym

(Rlzaciatocny)
stavom tkaniva (Rldruhy)' Na terapiu vyuZivajicu kryogénnu
techniku je vyhodne pouZit cheldty s velmi rychlou vymenou
vody, aby sa vyuZila selektivna vyhoda zv{y3enia l/T1 (Ry), ked
sa zniZi teplota. Pri vSetkych spdsoboch intervennej terapie
je vyhodné, aby senzitivita profilu R, vzhladom na stav
tkaniva presne sledovala denaturaény profil sledovaného

tkaniva alebo jeho zloZky.

Okrem zvySenia hodndt 1/T, alebo 1/T, jadier v tkanive
prostrednictvom interakcii dipdl-dipédl, ¢inidld MRI mdZu
ovplyvnit dve dalZie magnetické vlastnosti, a byt tak klinicky
vyuZitelné: 1) Castice Zeleza alebo chelit kovu s vysokou mag-
netickou citlivostou, zv1l4%t cheldty Dy, Gd alebo Ho, md%u
zmenit intenzitu signdlu MRI tkaniva tym, Ze vytvoria
mikroskopické gradienty magnetickej citlivosti (A. Villringer
et al., Magn. Reson. Med. 6, pp. 164 - 174, 1998). Pri tejto
aplikédcii nie sG potrebné Ziadne volné koordina®né miesta che-
latu. 2) Castice ¥eleza alebo cheldt kovu sa md¥u pouZit tie¥
na posun rezonan&nej frekvencie proténov vody alebo ingch ja-
dier vyuZitych na zobrazenie alebo spektroskopiu, vritane pro-
ténov P-31, C-13, Na-23 alebo F-19 na injikovanom &inidle ale-
bo zloZke tkaniva, na ktord sa via¥u. V tomto pripade je moZné
vyuZit, v zdvislosti od jadra a pouZitej stratégie, Ziadne a%

tri volné koordina®né miesta.

Organické chelatujfice ligandy musia byt fyziologicky kom-
patibilné. Molekuldrna velkost chelatujdceho ligandu musi byt
kompatibilnd s velkostou paramagnetického kovu. Tak Gd(III)
majici kryStdlovy idénovy polomer 0,938 A, vyZaduje va&3i che-
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latujici ligand ako Fe(III), ktoré ma kryStdlovy idénovy polo-
mer 0,64 A.

V odbore je zndmych vela chelatujdcich 1ligandov pre MRI
¢inidld. Tie sa mdZu pouZit pre chelaty kovov pre ostatné for-
my biologického zobrazovania. K vyhodnym IEM patria nasleduji-

ce:
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V odbore je znédme, %e pri urditych aplikdcidch je mozZné

nahradit Gd>* ingmi kovmi.

2. Skupina viaZuca sa na tkanivo v zévislosti od jeho stawvu
(SDTBM)

Druhou doménou kontrastného &inidla pouZitého podla
predlofeného vyndlezu je skupina viaZuca sa na tkanivo
v zdvislosti od jeho stavu (SDTBM), ktord &inidlu poskytuje
zameriavaciu funkciu. SDTBM je vysoko variabilnd a zdvislad od
poZadovanej aplikdcie. TakZe BSpecifickd &truktira SDTBM je
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zavisla od gpecifického tkaniva alebo zloZky tkaniva, na ktoré
sa méd viazat. VSeobecne SDTMB musi vybavit kontrastné &inidlo
od stavu zavislou zmenou vazbovej afinity k cielovému tkaniwvu
alebo zloZke tkaniva. Od stavu zdvisla zmena védzbovej afinity
musi tieZ viest k detekovatelnej zmene v signdlnych charakte-
ristikach kontrastného &inidla. Zmena vo vazbovej afinite musi
byt dostato®ne citlivd a mno¥stvo vazbovych miest dostato&ne
velké, aby sa vytvoril kontrast, ked déjde k zmene stavov.

SDTBM mbZe obsahovat mald molekulu alebo alternativne
biomolekulu. Biomolekuly sa mdZu odliSovat &o do molekulovej
hmotnosti a velkosti, ale v8etky majd zdkladnd vlastnost,
a sice, %e sd biologicky odvodené alebo syntetizované z pri-
rodzene sa vyskytujlcich podjednotiek (to znamend aminokyselin
alebo nukleotidov). K prikladom biomolekdl patria receptory
ligandov, sacharidy, 1lipidy, hormény, peptidy, proteiny,
nukleotidy a nukleové kyseliny (DNA, RNA) a protilatky vrétane
fragmentov protildtok a ich monoklondlnych verzii alebo verzii
upravenych met6dami génového inZinierstva.

Malé molekuly sG zndme synteticky pripravené organické
molekuly s relativne nizkou molekulovou hmotnostou, ktoré sd
chemicky len mdlo podobné a alebo nie si vébec podobné biomo-
lekuldm. Malé molekuly va&8inou typicky neobsahujd podjednotky
biomolekdl a vazby (napriklad prirodzené aminokyseliny spojené
amidovymi vdzbami). K prikladom malych molekdl patria synte-
tické 1lielivd, lipofilné alebo amfifilné organické molekuly

a porfyriny.

K vyhodnejSim SDTBM patria tie, ktoré sa reverzibilne
viaZu na plazmatické proteiny, proteiny v intersticidlnom
priestore (tekutina medzi bunkami) alebo v medzibunkovom
priestore. Aj ked sa md%e pouZit akdkolvek biomolekula alebo
mald molekula, ktorid sa viaZe na protein, najuZito&nejdie sd
také, ktoré sa viaZu na proteiny, ktoré sa vyskytuja bud vo
vysokych koncentrdcidch, alebo majd vysoky po&et vézbovych
miest pre ur&ité ligandy. Nakolko nativny stav mnohych protei-

nov v tkanivédch, plazme, interstici&lnom alebo intracelulédrnom
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priestore je obvykle lepSie Struktlrne a chemicky definovany
ako v stave denaturovanom alebo rozloZenom, je vyhodnym aspek-
tom predlofeného vyndlezu navrhnit SDTBM, ktord sa viaZe
s vyS8ou afinitou k takym nativnym stavom, ako k zodpovedaji-
cim denaturovanym stavom. Tento rozdiel vo vazbovej afinite
medzi nativoym a denaturovanym stavom vedie k detekovatelnej
zmene v signdlnych charakteristikdch &inidla.

Kvantitativne meranie schopnosti kontrastného <&inidla
relaxovat protény vody a teda ovplyviiovat =zobrazenie MRI
poskytuje relaxivita. Ako uZ bolo opisané, relaxivita je
zdvislost intenzity signdlu proténov vody od koncentréicie
paramagnetického iénu kovu v roztoku. Relaxivita je definovana
ako indukovand T, alebo T, relaxdcia na jednotku &asu (R4
alebo R, jednotkach mM~1g-1) pozorovand pre kontrastné
&inidlo, ked je koncentricia &inidla vyjadrend ako milimolérna
(mM) .

Fyzikdlne vlastnosti gadoliniového komplexu ovplyviiujd
relaxivitu kontrastného &inidla. Podet molekdl vody viazanych
ku gadoliniovému komplexu, rychlost vymeny molekil vody
s okolitym roztokom, relaxa®ny <&as siedmich nespédrovanych
elektrénov a rotadny ¢&as (zndmy ako rotadny korelalny cas)
kontrastného &inidla v roztoku, prispievajd k celkove] pozoro-
vanej relaxivite. Zmeny tychto £fyzikdlnych vlastnosti mdZu
dramaticky zmenit relaxivitu. O&inok rychlosti vymeny vody na
relaxivitu sa uZ rozoberal sk6r._ Okrem toho védzba malych
cheldtov gadolinia s relativne nizkou molekulovou hmotnostou
cheldtu k velkym makromolekuldm spomaluje rota&ny Cas a zvySu-
je relaxa&né zosilnenie 3 a%¥ 10x. V&azba kontrastného &inidla
na protein spdsobuje, Ze magnetické fluktudcie medzi paramag-
netickym iénom a protémmi vody sa vyskytujd v rovnakom Casovom
meradle ako Larmorova frekvencia, & generuje naji&innejSiu
mo¥nd pozdlZnu (T;) relaxiciu a najvy38iu moZnd relaxivitu.
Tak¥e od stavu zavisld vdzba MRI kontrastného &inidla k velkym
makromolekuldm, ako st proteiny, je G&innou cestou ako zvysit
signdl MRI (a kontrast) jedného stavu proti druhému. Zobrazo-
vaci kontrast je vytvdrany medzi oblastami, ktoré prejavuja
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réznu hladinu vazby kontrastného <&inidla. Vo vyhodnom aspekte
vyndlezu je zobrazovaci kontrast vytvarany medzi oblastami
s vysokou vazbovou afinitou (nativny stav) a nizkou vdzbovou
afinitou (denaturovgn? stav) .

Na vytvorenie kontrastu medzi tkanivami alebo zloZkami
tkaniva r8zneho stavu, je potrebné, aby zmena vizbovej afinity
kontrastného ¢inidla pri zmene stavu tkaniva bola aspoii 20 %
alebo viac. Tak napriklad, ked je ginidlo na 90 % naviazané
(to znamend 10 % je volnych) na Zivy stav cielového tkaniva
alebo jeho zloZku (to znamend HSA), &inidlo by sa za rovnakych
podmienok malo viazat na 72 % alebo menej na neZivy (to zname-
nd denaturovany) stav. VAESi kontrast sa vytvori, ak rozdiel
vo vazbovej afinite bude vy38i. Je teda Ziaduce, aby vézbova
afinita kontrastného &inidla pre druhy stav tkaniva (ktory
vznikad v dosledku intervenénej terapie v jej priebehu alebo po
nej) bola 80 % alebo menej z vizbovej afinity k prvému stavu
tkaniva, vyhodne 50 % alebo menej a najvyhodnejSie 10 % alebo
menej.

V pripade, ked 1IEM je vhodny chromofor na pouZitie pri
optickom zobrazovani, vyndlez vyZaduje, aby existoval meratel-
ny rozdiel medzi optickymi vlastnostami liediva nenaviazaného
na tkanivo a kontrastného ¢&inidla naviazaného na tkanivo. Tak
napriklad maximidlna absorbancia indokyaninovej zelene sa posii-
va zo 770 aZ 780 nm na 790 aZ 805 nm po naviazani na plazmu
alebo krv. Tato, na stave zavisli vézba, sa mdZe vyuZit na de-
tekciu tkanivovej denaturicie monitorovanim posunu absorbancie
farbiva, ked sa tkanivo denaturuje a proteiny sa uZ dalej ne-
viaZu. Odbornik oceni, Ze optické &inidli uZitodné v predloZe-
nom vyndleze maji vSeobecne tendenciu poskytovat vyZ8iu citli-
vost k stavu tkaniva. Preto na vytvorenie dostato&ného kont-
rastu optické &inidlo nevyZaduje tak velky rozdiel vo vazbovej
afinite alebo tak velky rozdiel v signdle pre dva stavy tkani- °
va ako ¢inidla pre MRI podla vynidlezu.

Vazba 2zavisld od stavu musi viest k zmendm signdlnych
charakteristik kontrastného &inidla. Pri MRI sa tieto zmeny
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vlastnosti.signélu prejavia ako zmeny indukovanych relaxaénych
rychlosti (1/T; alebo 1/T,) proténov vody alebo relaxivit R,
a Ry. Podla vyhodného aspektu predloZeného vyndlezu relaxivita
¢inidla v druhom stave tkaniva (Rldruhy) je 80 ¥ alebo menej
relaxivity (Ry,;ciatocne) €inidla v za&iato&nom stave tkaniva.
Vyhodne je Rldruhy 50 ¥ alebo menej hodnoty Rqy,5~iatocne’
vyhodnej&ie 20 % alebo menej a najvyhodnejSie 10 % alebo
menej.

Je tieZ v¥hodné, aby po tom, ako sa skon¢i intervendna
terapia a cielové tkanivo sa vriati do fyziologickych podmienok
(napriklad v pripade termdlnej denaturdcie po tom, ako sa
teplota zni%i na fyziologickd teplotu) relaxivita R, &inidla
bola stdle niZZia ako relaxivita &inidla v zaliato&nom stave
vghodne 80 % (Ry, ciatocnal alebo

((Rlzaciatocna)'
niZsia, vyhodnej8ie 50 % alebo ni%3ia, eSte vfhodnejSie 20 %

tkaniva

alebo ni¥Sia a najvyhodnejSie 10 % (Ry,aciatocnal @alebo
nizZgia). Je tie%Z Ziaduce, aby sa relaxivita kontrastného
&inidla, po tom, ako je interven&nid terapia skonlend a cielové
tkanivo sa vratilo do fyziologického stavu, udrZala na relaxi-
vite &inidla meranej bezprostredne po tom, ako je intervencna
terapia skoncena.

Ako sa uviedlo skdr, 8Specifickd Struktira SDTBM bude
zdvisiet od &pecifického tkaniva alebo zloZky tkaniva, na
ktoré sa mi viazat. Teda je nevyhnutné najskér stanovit, ktoré
tkanivo alebo jeho zloZku je potrebné zamerat.

Je mo¥né uvaZovat o celom rade vézbovych miest. K takym
vazbovym miestam patria nukleové kyseliny, glykozaminoglykény
(skdr zndme ako kyslé mukopolysacharidy), kalcifikované tkani-
vo, kost, tuk, synovidlna tekutina, bunkové membrény, protei-
ny, lipoproteiny, enzymy, proteoglykdny, amyloidy a ceroidy.
Vy¥hodné vézbové miesta poskytuji proteiny, prifom najvyhodnej-
Sie s proteiny séra a Struktirne/spojivové proteiny.

Ked je cielom protein, potom k vhodn§m proteinom patria
Yudsk¢y sérovy albumin (HSA, 0,7 mM v plazme, niZSia koncentra-
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cia v intefsticiélnom priestore), protein viaZuci mastné kyse-
liny. (FABP, 2znimy tie¥ ako Z-protein alebo protein A, asi
0,1 mM v primdrnych bunkdch pefene, ladvindch, srdci a ingch
tkanivach), glutation-S-transferdza (GST, znéma tieZ ako li-
gandin, asi 0,1 mM v primdrnych bunké&ch pedene, ladvinich,
srdci a inych tkanivach), o-1-kysly glykoprotein (AAG, m.h.
41000, 0,55 a%Z 1,4 g/l1) a tieZ 1lipoproteiny (napriklad také,
ktoré sa koncentruji v aterosklerotickych plitoch). K dalZim
prikladom patria Strukturdlne proteiny medzibunkovej hmoty
(kolagény, laminin, elastin, fibronektin, entaktin, vitronek-
tin), amyloid (vrdtane B-2-amyloidového proteinu (A4) pri Alz-
heimerovej chorobe), ceroid (alebo lipofuscin) a glykoproptei-
ny (napriklad osteonektin, tenascin a trombospondin).

V¥hodnym proteinovim cielom pre pozitivne nabité kon-
trastné ¢inidld alebo kontrastné &inidl&d obsahujice zisadité
SDTBM je a-1-kysly glykoprotein (AAG). Plazmatické hladiny
tohto pozitivneho proteinu akitnej £fézy sa vyznamne lidia
v zédvislosti od stavu ochorenia. Napriklad koncentricia AAG sa
zvySuje dvakrat aZz Styrikrdt v dbésledku zdpalového podnetu
a plazmatickd hladina AAG sa navrhla ako prognosticki pombcka
pre glidm, metastdzy karcindému prsnika aj inych, neonatélna
infekcia a chronické bolesti. ZvySené hladiny sa pozorovali
pri ateroskleréze, Crohnovej chorobe, infarkte myokardu,
nefritide a bakteridlnych, virusovych alebo postopera&nych
infekcidch. Vysoko rozpustny AAG m& jediny polypeptidovy reta-
zec velkosti 183 amindkyselin a charakterizuje ho niekolko
neobvyklych vlastnosti, vrédtane vysokého obsahu sacharidov
a sialovej kyseliny (45 % a 12 %, v uvedenom poradi) a nizkeho
izoelektrického bodu pH 2,7. a-l-glykoprotein sa zd&astiiuje
vdzby mnohych 1lie&iv, ako je napriklad propranolol (Ka = 11,
3x10°), imipramin (Ka = 2,4x10°%) a chlérpromazin (Ka = 35,
4x10°) . Percento volného lidokafinu korelovalo s koncentriciou
AAG u pacientov (0,4 a%Z 3 g/l), & znamenalo, %e je moZné
dosiahnut selektivnu vézbu k AAG v porovnani s inymi proteinmi
v plazme (napriklad HSA) pri pouZiti metéd raciondlneho navrhu
lieéiv.
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Ligandy pre HSA, FABP a GST si vyhodnejsie SDTBM, lebo si
to negativne nabité molekuly alebo majd tendenciu byt neutril-
ne s d&iastkovymi negativne nabitymi skupinami (napriklad es-
ter, amid alebo karbonylovy kyslik ketdénu), také zlG&eniny sid
vS8eobecne povaZované za menej toxické ako pozitivne nabité mo-
lekuly. Z tychto troch proteinov Jje v niektorych pripadoch
najvyhodnejSi HSA, lebo ligandy pre FABP a GST vyZadujd urdity
intraceluldrny prijem pred naviazanim. VSeobecne sa pri kont-
rastnych ¢inidlach intraceluldrnemu prijmu brani (s vynimkou
pedene), aby sa minimalizovala toxicita. HSA Jje pritomny
v podstatnych mnoZstvdch vo viacerych extraceluldrnych tekuti-
nadch vratane plazmy, intersticidlneho priestoru v normdlnom aj
rakovinovom tkanive, synovifdlnej tekutine, cerebrospinalnom
moku a tieZ v infiltrdte v z4pale alebo abscese. Vo viacerych
patologickych tkanivach ako sG nddory, zédpaly, aterosklerotic-
ké platy alebo steny aterosklerotickych artérii, presakuji ka-
pildry, & vedie k eSte vy33im hladindm HSA. To mdZe zvy3it
ufito&nost &inidla podla predlofeného vyndlezu, lebo velk§y po-
et intervenénych terapii sa zameriava na takéto choré tkani-

va.

HSA je vyhodny tieZ preto, Ze je zndmy dobrou afinitou
a vysokou vézbovou kapacitou pre Siroké spektrum Struktirne
nie podobnych molekiil, a to obvykle vo velkom po&te vazbovych
miest. Teda pri névrhu kontrastného ¢&inidla existuje znadna
flexibilita.

Pre vézbu k nativnemu stavu HSA je ako SDTBM uZito&ny ce-
1y rad hydrofébnych alebo amfifilnych latok (U. Kragh-Hansen,
Pharm. rev. 33, pp. 17-53, 1981, X.M. He et al., Nature 358,
209-215, 1992, D.C.Carter, Adv. Protein. Chem. 45, 153-203,
1994) . Patria k nim, bez toho aby tento vypo&et bol obmedzuji-
ci, malé molekuly obsahujidce aspoti jednu alifatickd skupinu,
alkoxyskupinu, alkyltioskupinu, alkylkarbonylovi skupinu, al-
kylkarbonyloxyskupinu, arylovi alebo heterocyklickd skupinu
s 1 a% 60 atémami uhlika a pripadne obsahujice jeden alebo
niekolko atémov dusika, kyslika, siry, halogénovych prvkov,
alifatickych amidov, estersulfénamidov alebo acylovych, sulfo-
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nidtovych, fosfiatovych, hydroxylovych skupin alebo organockovo-
vych. substituentov. Alternativne, ale menej vyhodne, SDTBM
méZe byt biomolekula ako je peptid obsahujdci hydrofdébne ami-
nokyselinové zvysky a/alebo substituenty bud s alebo bez hyd-
rofébnych alebo hydrofilnych koncovych skupin.

Ako sa skOr uviedlo, pre vézbu k HSA existuje cely rad
hydrofébnych zld&enin vhodnych ako SDTBM. VEeobecne viazbovi
afinita k HSA a pripadne ingm proteinom rastie so zvi&3ujicou
sa hydrofobicitou SDTBM. Teoretické stanovenie hydrofobicity
substituentov ako je SDTBM je moZné ziskat vypo&tom prispevku
k log oktanol-voda (alebo oktanol-pufor) rozdelovacieho koefi-
cienta (logP) pre samotné TBM pouZitim Hansovej 1 konZtanty
pre substituenty (pozri A. Leo a C. Hansch, Partition Coeffi-
ciients and Their Uses, Chemical Reviews 71, E525-616, 1971,
K.C.Chu, The Quantitative BAnalysis of Sructure-Activity Rela-
tionships, Burger's Medicinal Chemistry, Part 1, s. 393-418,
4th ed., 1980). Vazbova afinita bude narastat so zvy3ujicim sa
prispevkom k logP. Napriklad pre substituenty na alifatickych
skupindch sa pouZijd nasledujice 1 konZtanty:

skupina l-alifatické
CH3 0,50
fenylova 2,15

Pre substituenty na arylovych skupindch sa pouZijd nasle-
dujidce 1 konStanty:

skupina l-alifaticka
CH3 0,56
CH,CH, 1,02
fenylova 1,96

TakZe prispevok logP pre p-metylbenzylovi skupinu navia-
zan@ na IEM sa vypo&ita nasledovne (poufitim hodnoty
l-alifatickd pre CHy ako odhad pre skupinu -CH,-):
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prispevok logP = 0,50 + 2,15 + 0,56 = 3,2.

Pri vézbe na HSA je potrebn¥y minimdlny prispevok logP
v hodnote 2 (ekvivalent 4 skupin CH; alebo jedného fenylového
kruhu), aby sa dosiahla v¥yznamnid vizba. V§hodnejS8i je prispe-
vok logP 3 a eSte vyhodnejSia je hodnota logP 4.

Vézba na HSA sa mdZe vyhodnotit pomocou rovnovaZnej dia-
lyzy alebo ultrafiltrdcie pouZitim 4,5 % HSA (hmotn./objem)
v pufri s pH 7,4. Vfhodne aspoii 10 %, vyhodnejsie aspoil 50 %,
eSte vyhodnejSie aspoii 80 ¥ a najvyhodnejSie aspoii 95 %
kontrastného &inidla sa viaZe na nativny stav HSA vo fyziolo-
gicky relevantnych koncentricidch (0,01 aZ 10 mM v plazme pre
MRI a optické zobrazovanie). Pri tomto spdsobe merania percen-
ta naviazaného kontrastného ¢&inidla na HSA je s chybou +/-
5 %. Viézba proteinu na iné proteiny alebo v sére sa mdZe hod-
notit podobnym sp&sobom.

Pripojenie lipofilnych skupin ku kontrastnému &inidlu
pravdepodobne zni¥i rozpustnost &inidla. Aby sa udrZala G&innd
rozpustnost kontrastného &inidla v klinicky G&innej davke ale-
bo vy3Sej, je vyhodne vniest do SDTBM jednu alebo niekolko
skupin viaZucich vodik (kyslik, dusiky a pod.).

Cisto alifatické * skupiny sa mdéZu pouZit ako SDTBM, ale
nie sG tak vyhodné ako zmieZané alifaticko-arylové skupiny
alebo &isto arylové skupiny. Zv1&8t ked je pripojeny negativny
ndboj k &isto alifatickym skupindm, najmé& k dlhym a flexibil-
nym, kontrastné &inidlo potom mbéfe interferovat s metabolizmom
endogénnych molekidl ako si mastné kyseliny alebo s interakcia-
mi medzi membranovymi proteinmi a lipidmi. To md%e zvySovat
toxicitu &inidla. Je teda vyhodné, ked SDTBM obsahuje aspoil
jeden arylovy kruh.

V pripade &inidla pre MRI viaZuceho sa na nativny stav
HSA na zvyraznenie nddoru alebo tkaniva, je zvlast vyhodné,
aby kontrastné &inidlo obsahovalo dve alebo viac odlifnych
lipofilnych skupin na Gplnd imobilizdciu &inidla po naviazani
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na protein. Tieto skupiny méZu byt na jednom SDTBM, alebo ako
dve alebo aj viac oddelenych chemickych skupin naviazanych na
kontrastné ¢inidlo. Vzhladom na ich rozmernost a rigiditu je
vyhodné, ked dve alebo viac skupin, kaZdid obsahuje aromaticky
kruh s dvoma alebo viacerymi kruhmi v celej molekule usporia-

danymi v rigidnej, priestorovej (nie rovinnej) orientécii.

Magnetickd G&innost alebo relaxivita &inidla pre MRI je
vieobecne vyS8ia, ked m& ¢&inidlo rotadny koreladny d&as
pribliZne rovnaky s HSA (R.B. Laufer, Chemical Reviews, 87,
901-927, 1987). Zatial ¢&o malid molekula ako je napriklad
GA-DTPA ma& rotal&ny korelaény &as 0,1 nanosekind (ns), HSA m&
rotaény korelaény <&as dlh3i ako 5 a% 10 ns, ak md taky dlhy
koreladny &as cheldt, magnetické fluktudcie medzi paramagne-
tickym idénom a proténom vody sa objavuji v rovnakom Easovom
meradle ako je Larmorova frekvencia a vytvirajd najiGéinnejSiu
longitudindlnu (T1) relaxdciu, akd je moZnd a teda najvy5Siu
moZnd relaxivitu. Ak&kolvek flexibilita cheldtu, ked je navia-
zany na protein, podla od&akdvania zni%uje G&inny &as rotadnej
koreladcie a teda zniZuje relaxivitu. Nakolko jedna strana spo-
jenia s proteinom stdle mdZe poskytovat flexibilitu v niekol-
kych smeroch, sG vyhodné dalfie miesta na naviazanie.

Ako uZ bolo uvedené, vadzba 2zivisld od stavu musi tie¥
viest k zmendm charakteristik signdlu kontrastného &inidla.
Pri MRI sa tdto =zmena signdlu z&visld od stavu prejavuje
zmenou indukovanej r@chlosti (1/T1 alebo 1/T2) proténov vody
alebo relaxivit R; a R,. TakZe pokial je cielom HSA stupeii,
v akom sa ¢inidlo vyladilo na maximdlnu relaxivitu, méZe sa
vyhodnotit meranim od stavu zivislej viazanej relaxivity
(Ryyiazana! V Pritomnosti HSA v jeho dvoch fyziologickych
stavoch: nativnom a denaturovanom. Podla vfhodného aspektu
predloZeného vyndlezu je Ziaduce, aby relaxivita <&inidla _
v druhom stave tkaniva (Rldruhy) bola 80 % alebo menej z rela-
xivity (Rlzaciatocne) ¢inidla v zadiatolnom stave tkaniva.
Vyhodne je Rldruhy 50 ¥ alebo menej z Ry, ciatocner VYyhodnej-

Sie 20 % alebo menej a najvyhodnejSie 10 % alebo menej.
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VyZaduje to meranie relaxivity volného chelédtu (Rl—volny)
a tieZ relaxivity (Rlpozorovana) a percenta vazby ¢inidla v 4,
5 ¥ HSA v obidvoch jeho fyziologickych stavoch. Vo vyhodnom
aspekte predloZeného vynédlezu R1_volny zodpovedad hodnote
Rl—pozorovany v denaturovanom stave. Rl-pozorovany je priemer

Rl-volny a Rl-viazany vadZeny moldrnym zlomkom:

(zlomok +

Rl-pozorovany = -volny * Rl-volny)

+ (zlomok_viazany * R1-viazany)

&ize

Ri-viazany = (Ri-pozorovany - (zlomok_yoiny * Rl—volny))/

/zlomok_volny

Vazba na HA zavisli od stavu

Ako sa skbr uviedlo, vyhodnym cielovym proteinom, ktory
sa mdZfe vyuZit pre kontrastné &inidli podla predloZeného vyné-
lezu, je HSA. Pre také aplikdcie je Ziaduce, aby kontrastné
¢inidlo vykazovalo zvySen§y pol&as v krvi, aby sa 2zvy3il &as,
podas ktorého &inidlo zostdva v krvi (to znamend naviazané na
HSA) a je dostupné v priebehu interven&nej terapie. Predi¥eny
poléas v krvi je moZné dosiahnut vloZenim spdjacej skupiny
(L), ktord dG&inkuje ako "skupina predlZujica pol&as v krvi"
(BHEM) , ktord zniZuje rychlost prijmu kontrastného &inidla he-
patocytmi (pozri patentovd prihlaZka US 08/382 317, podana 1.
februdra 1995, na ktord sa odkazuje). Skupiny BHEM si
mimoriadne hydrofilné skupiny, ktoré vytviraji vodikové vazby
s vodou. Pritomnost hydrofilnych BHEM na kontrastnom €inidle

zniZuje prijem tohto &inidla hepatocytmi.

K prikladom chemickych skupin, ktoré mdZu sldZit ako
BHEM, patria atémy uhlika, fosforu, wolfridmu, molybdénu alebo
siry majice naviazané nabité alebo neutrdlne heteroatdémy ako
kyslik, dusik, siru alebo halogénové prvky (najmd fludr),
ktoré maji dva alebo viac volngch elektrédnovych parov (to zna-
mend plny alebo &iasto&ny negativny ndboj) alebo elektropozi-
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tivne atémy vodika (to znamend protdnovany amin) pre vodikové
mostiky s vodou. Patria sem skupiny ako je skupina sulfénovai,
éterévé, moCovinova, tiomodovinovid, aminsulfénamidovi, karba-
mitova, peptidova, esterovd, karbondtovd a acetilové skupiny.
K vyhodnym skupindm patria také, ktoré maji jeden alebo
niekolko <&iastodnych alebo Ttplnych negativnych né&bojov vo
vodnom roztoku pri fyziologickom pH, ked negativne nabité
atémy nemdZu byt &iastofne alebo celkom neutralizované kova-
lentnou alebo koordina&ne kovalentnou v&zbou na IEM. K prikla-
dom takychto vyhodnych skupin BHEM patria negativne nabité
skupiny ako fosfatmonoesterovad, fosfitdiesterovd, karboxyl&ito-
vd a sulfondtovi skupina. Vyhodnej¥ie si také skupiny, ktoré
majd fosfatové skupiny alebo akékolvek ich esterové formy.
ESte vyhodnejfie sd fosfitdiesterové skupiny, lebo a) sd
vysoko hydrofilné s kyslikmi so #tyrmi vodikovymi mostikmi, b)
relativne Yahko sa syntetizujd pomocou v odbore zn&mych
technik, c) sldZia ako vynikajlce spdjacie skupiny medzi IEM
a SDTBM a d) pretoZe fosfatové zldfeniny existujd a si priro-
dzene metabolizované v organizme, je moZné odakavat, Ze kon-
trastné ¢inidlo obsahujice fosfitdiestery nebude toxické.

VloZenie BHEM do kontrastného &inidla podla predloZeného
vyndlezu vedie k predi¥eniu retencie &inidla v krvi. Retencia
v kxrvi sa vyhodne ur&uje tak, Ze sa na zdklade farmakokinetic-
kého experimentu s plazmou potkana vypo&ita plocha pod krivkou
zdvislosti koncentrédcie v plazme na &ase (plocha pod krivkou,
AUC-konc.) pre Specifické &asové obdobie (napriklad 0 aZ 10
mintGt, 0 aZ 30 mindt, 0 a%Z 60 minGt, 0 a% 120 mindt, 0 aZ ne-
kone¢no) . Retencia v krvi (meranid ako AUC-konc.) sa mbZe vy-
hodnotit experimentdlne poddvanim kontrastného &inidla potka-
nom, krilikom alebo vy38im cicavcom. Pozorovalo sa, Ze poldas
v krvi je va&s8i u krdlikov a vy3Sich cicavcov ako u potkanov.
V tejto prihl&d3ke si uvedené didta z experimentov merani pol&a-
su v krvi ako AUC-konc. u potkanov. Chyba tychto dit je asi
+/-10 %.

Dévod, prefo nie je pouZité priamo samotné meranie polda-
su je ten, %e matematickd definicia tejto kvantity je &asto
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nejasnid a vysledné stanovenia siG asto rdzne v z&vislosti od
pouiitého farmakokinetického modelu a ¢&asovych intervalov,
v ktorych sa ziskali vzorky krvi.

Napriklad priemerni plazmatickd koncentracia pozorovand
po injekcii davky 0,1 mmol/kg GAd-DTPA znaleného pomocou Gals3
do Zily chvostu u dvoch potkanov je ukdzand na obrézku uvede-
nom dalej. Pomocou programového vybavenia KaleidaGraph pre po-
¢itade Macintosh sa vypo&itala hodnota AUC-konc. pre 0 aZ
10 mindt na 3,5 mM min..

Gd-DTPA; 0.1 mmolkg; n=2

AUC-conc, 0-10 min. = 3.5 mM min.
0.4 /

N
0.2%

T B
0 5 0 15 20 25 30

Plazmaticka koncetracia (mM)

Cas (min)

Kontrastné &inidlo podla predloZeného vyndlezu, uZitolné
v zamerani na sérové proteiny, ako jé napriklad HSA, vykazuje
zvySenie hodnoty AUC-konc. najmenej o 20 % ked sa pridd BHEM
k IEM a SDTBM. Vyhodne vykazujd zv¢Senie hodnoty AUC-konc.
najmenej o 40 %, vyhodnej%ie o 70 % a najvyhodnejSie o 100 %.
V8eobecne je zv?éenie AUC-konc. spdsobené BHEM vy#Zou, ked je
vyznamni vizba na plazmu, napriklad 20 aZ 50 % alebo vyZSia.
Vypo&itané percentudlne zvySenie AUC-konc. md%e byt rdzne na -
stanovenie AUC-konc. pre rdzne dlhy &as. VSeobecne je percen-
tudlne zvyZenie hodnoty AUC-konc. sp&sobené BHEM vyZZim na me-
ranie AUC-konc. dlh8i &as, napriklad 0 aZ 30 minit, ako na me-

ranie 0 aZ 10 mindt.



29

PretoZe ¥truktira a fyzikdlne vlastnosti celej molekuly
kontrastného ¢inidla rozhoduji o jej vé&zbe v plazme, je ddle-
zité vybrat také skupiny IEM a BHEM, ktoré si kompatibilné
s poZadovanou vdzbou. Tak napriklad, aby sa dosiahla vézba na
pozitivne nabité vazbové miesta na HSA, je vyhodné vybrat IEM
a BHEM s Cistym neutrdlnym alebo &istym negativnym nédbojom,
aby sa zniZila moZnost, Ze d&jde k repulzii alebo dokonca
zvySeniu véazbovej afinity. Pre vdzbu k a kyslému glykoproteinu
by aspofi nejaki &ast kontrastného &inidla mala byt pozitivne
nabitd. Pre vazbu na globuliny by aspoii nejakd &ast kontrast-
ného ¢&inidla mala byt steroidnej povahy. Pre naviazanie na
lipoproteiny by aspoil nejakid &ast kontrastného &inidla mala
byt lipofilni alebo podobnd mastnym kyseliném.

Je moZné si predstavit, %e BHEM mbé%Zu byt usporiadané vo
viacerych réznych poziciidch vzhladom k IEM a SDTBM. AvSak po-
zicia skupin by nemala byt taki, aby jedna skupina ruZila mys-
lend funkciu druhej. Tak napriklad v kontrastnom &inidle via-
Zucom sa na HSA umiestnenie skupiny BHEM nesmie blokovat
schopnost SDTBM viazat &inidlo na HSA. PretoZe hlavné viazbové
miesta v HSA sd "ponoZkovitého tvaru" (X.M.He et al., Nature
358, 209-215, 1992, D.C.Carter, Adv. Protein Chem. 45,
153-203, 1994, s hydrofébnym vnitrajskom (zvl1a3t v blizkosti
oblasti T"prstov") a pozitivne nabitou oblastou "&lenka",
vézbovad afinita SDTBM by sa zniZila, ak by distdlna &ast SDTBM
bola extrémne hydrofilnid. Ako ilustrativny priklad je moZné
uviest, ak SDTBM je fenylovy kruh, najvyhodnejfou poziciou
BHEM na kruhu je orto a potom hned meta, zatial &o hydrofilni
skupina v polohe para by redukovala vizbovi afinitu SDTBM
k HSA.

Pre IEM, ktoré si cheldtmi kovov, je vyhodné, ked skupiny
BHEM a SDTBM nie si pripojené k IEM, aby neredukovali silu
vazby medzi kovovym iénom a chelatujdcim ligandom. Napriklad .
ked je chelatujdcou skupinou acetdtovd skupina, vyhodné je,
ked ani BHEM ani SDTBM nie st naviazané na acetdtovy kyslik.

DalSou po%iadavkou tykajlcou sa pozicie je, aby negativne
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nabité atémy BHEM nemohli byt ani &iasto&ne ani celkom neutra-
lizované kovalentnou alebo koordina&ne kovalentnou vazbou na
LEM, a to zabezpeluje, Ze vo vodnom systéme aj velmi hydrofil-
né atémy BHEM s silno solvatované. Napriklad ked je IEM
cheldt kovu, je db6leZité umiestnit negativne nabité atémy BHEM
tak, aby nemohli byt neutralizované pozitivne nabitym idénom
kovu (M™*) 2z IEM koordinadne kovalentnou vizbou prostrednic-
tvom vytvorenia cheldtovych kruhov s 5 alebo 6 ¢&lenmi, o st
najstabilnejie velkosti tychto kruhov. PretoZe péitélenné
alebo Sestl&lenné cheldtové kruhy sd najstabilnejie formy pre
kovové idény zaujimavé pre IEM (ako je napriklad gadolinium) je
najd8leZitej&ie zabrdnit ich vytvoreniu. BAko je vidiet na
nasledujicich obréazkoch, fosfinatova (-PO,-) alebo fosfondtova
(-PO3-) BHEM nemd%e byt naviazand na atém dusika v aminokarbo-
xyldtovom chelatujlicom ¢inidle prostrednictvom spojky -CHy-,
lebo by to viedlo k vytvoreniu velmi stabilného pé&t&lenného
cheldtového kruhu. Podobne fosfodiesterovd (-OPO,) BHEM nemdZe
byt naviazand na atém dusika v aminokarboxyldtovom chelatuja-
com &inidle prostrednictvom spojky -CH,-, lebo by to viedlo
k vytvoreniu velmi stabilného Sest&lenného cheldtového kruhu.
Av8ak obidve tieto BHEM mé%u byt naviazané na iné polohy, ako
je napriklad etylénovd kostra ligandu. V niektorych pripadoch,
ako je vidiet, je vyhodné zva&sit dlZku spdjacej skupiny, aby
bolo isté, ¥e sa nemdZe vytvorit pat&lenny ani Sestllenny
kruh.

Fosfinatové BHEM

Velmi nevyhodny
T~N—-=CH; (pdt&lenny cheldtovy kruh,
e \ o nédboj neutralizovany)
M. ¥

“,

o /" Nevghodng
: (Sest&lenny cheldtovy kruh,
/'\o' nédboj neutralizovany)
CH,
NN
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Je moZné uvaZovat, Ze skupiny podla predloZeného vyndlezu
mdéZu byt umiestnené v kontrastnom &inidle tak, £e vzniknd
nasledujice Struktdry:

1) IEM - [(L)m - {(BHEM)g - (SDTBM),} g
2) IEM - [(SDTBM),
(BHEM) o] ..

3) IEM - (SDTBM)o

(L) p- (BHEM) ¢

kde m je rovné 0 aZ 4,
s, o a p mdZu byt rovnaké alebo rdzne a rovné 1 aZ 4, a

r a g si rovné najmenej 1.

Ked s skupiny podla vynidlezu umiestnené v kontrastnom
ginidle, ako je to v  Struktdre 1) skbér uvedenej, BHEM je
vyhodne sulfénovd, mo&ovinovd, tiomo&ovinova, aminovi, sulfé-
namidova, karbamidtovd, peptidovi, esterova, karbonatovi,

acetidlova skupina a e3te vyhodnejsie

vl
I

y3-z-v4

Y2-R2 alebo esterové formy, kde

Z = P, W, Mo alebo S,
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vl, v2 = 0 alebo s,

3, vt O alebo S alebo nie si pritomné a

x
N
I

= H, alkylova skupina s 1 aZ 6 atémami uhlika alebo nie

je pritomn&.
Najvyhodnej8ie BHEM je fosfdtovd skupina.

Ak sd skupiny podla vyndlezu umiestnené v kontrastnom &i-
nidle podla #truktiry 2) uvedenej skbér, BHEM je vyhodne sulfé-
novd, mocovinova, tiomofovinovd, aminovd, sulfénamidova, kar-
bamatova, peptidova, esterovd, karbonatova, acetdlovad skupina

a eSte vyhodnej8ie md BHEM nasledujiici vzorec

vl
Y3-z-v4

|

y2-Rr2 alebo esterové formy, kde
Z = P, W, alebo Mo,
Yl, ¥v2 = 0 alebo s,
Y3, ¥? = 0 alebo S alebo nie si pritomné a
R2 = H, alkylovi skupina s 1 aZ 6 atdémami uhlika alebo nie

je pritomnia.
NajvyhodnejSie BHEM je fosfatovad skupina.

Ak skupiny podla vyndlezu si umiestnené v kontrastnom &i-
nidle podla Struktiry 3) uvedenej skdr, BHEM je vyhodne s03-
alebo esterové formy, sulfénovd, modovinovd, tiomolovinovi,
aminovd, sulfénamidovi, karbamitova, peptidovd, esterova, kar-
bonidtova, acetdlovd skupina a eSte vyhodnejSie

¥l
I
y3.z-y4

y2-r? alebo esterové formy, kde
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Z = P, W, Mo alebo S,

Yl, Y2 = 0 alebo s,

¥3, v¥ = 0 alebo S alebo nie sd pritomné a

R2 = H, alkylova skupina s 1 aZ 6 atémami uhlika alebo nie

je pritomna.
Najvyhodnej%ie BHEM je fosfdtovd skupina.
Je moZné uvaZovat, Ze ak skupiny podla vyndlezu sd

umiestnené v kontrastnom &inidle ako v Struktire 3) uvedenej

skbr, vyhodné kontrastné &inidla majd nasledujici vzorec:

» )h—
>—<

Rs

el
> .

Ry RZ

\
/

\\,4?

y

alebo
c—-K )—coz'
R3
i:[:: Gd3+
4

n£:/ \\T——co{

Re Rs Ri1-

kde RY, R2, Rr3, r%, RS, RS, R7, R8, RY, R0, R11 5 R16
méZu byt rovnaké alebo rbzne a sl vybrané zo skupiny obsahuji-
cej H, SDTBM, BHEM a alkylovi skupinu s 1 a% 6 atdédmami uhlika,
s predpokladom, Ze aspoii jedna z tgchto R skupin je SDTBM
a aspoii jedna dalZia skupina je BHEM,

r12 gl3 , gl4

a méZu byt rovnaké alebo rdzne a sd vybrané

zo skupiny obsahujdcej 0~ alebo N(H)R7,
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RS - H, CH2CH(OH)CH3, hydroxyalkylovd skupina alebo

cH(RY®)cor1? 3

R17 = ¥ alebo alkylovd skupina s 1 aZ 6 atbémami uhlika.

Pre kontrastné &inidla obsahujice skbxr uvedené vzorce je
BHEM vyhodne sulfénovid, é&terova, molovinovi, tiomoéovinové{
aminovd, amidova, sulfénamidova, karbamdtova, peptidovad, este-
rovad, karbondtovi, acetdlovid skupina a eSte vyhodnejsSie COO~

alebo esterové formy, S03~ alebo esterové formy a

yl
I
y3-z-v4

y2-R2 alebo esterové formy, kde

Z = P, W, Mo alebo S,

Yl, Y2 = 0O alebo S,

¥Y3, Y* = 0 alebo S alebo-nie si pritomné a

R2 = H, alkylovd skupina s 1 a% 6 atdémami uhlika alebo nie

je pritomna.

V pripade kontrastného &inidla viaZuceho sa na HSA mbZe
byt BHEM umiestnena "medzi IEM a SDTBM, ako je vidiet
v #truktdre 1), alebo na IEM vzdialenej od SDTBM, ako je
vidiet v &StruktiGre 3). T§ymto spdsobom sa mdéfe prejavit plnyg
vazbovy potencidl hydrofébnych skupin SDTBM bez ruSenia
vplyvom hydrofilnych skupin BHEM.

Kontrastné &inidld uZitodné podla predloZeného vyndlezu,
ktoré prejavuji na stave zivisld vidzbu na HSA, si uvedené
v patentovej prihlagke U.S. 08/382 317, podanej 1. februara
1995. Priklady uZito®nych &inidiel st uvedené dalej:
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OR OR
oM
o} (goz'
. . g——\ 7\ CcO;
S:"—\r;"'\/'““coz 0L, N N o
\—co, 0, G

kde R obsahuje alifatickd skupinu a/alebo aspoii arylovy
kruh, alebo obsahuje peptid obsahujici hydrofébne aminokyseli-
nové zvysSky a/alebo substituenty bud s alebo bez pritomnosti
hydrofébnych alebo hydrofilnych koncovych skupin. Vyhodné kon-
trastné ¢inidld podla predloZeného vyndlezu si nasledujice:

o/\/\/\/\ 0
O=p—0" c—;::/o'\/\/\O
AOERN gﬂl;ﬂ o N, (mz v

- ozc_/ \co, 'o,c—/ \_c or
Gd3+ Gd3+
Ms-315 MS-217
?‘ \/4 ’ z : O/V\/\/\/\D
o=f—o’ o=t—o"
o :
.OQC—\ gj /—CO;- 'Ozc-\ g_\,;'j /_coz
'o,c—/ \—co,' “0,¢— Gd3+ Mcoz
MS-322
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fh
h
? {
O==p=—0" o—T—o
[o]
0 cor” coy
OzC-\ g—\(/——\ /‘CO{ O;C—\N ’>——\ /_\N /—C01
N N N
-O;C——/ Gd3+ \—'COz- .OQC—/ Gd3+ \-COZ
MS-325 M5-326

Vyhodnej$ie kontrastné &inidld s vazbou zdvislou na stave
HSA sG MS-317, MS-322, MS-325 a MS-328. NajvyhodnejSie je
MS-325. '
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PouZitie kontrastnych &inidiel

"Cinidl4 pouZité v tomto vynileze sG definované tak, aby
zahffiali tieZ svoje farmaceuticky prijatelné derivaty. Farma-
ceuticky prijatelny derivat znamenid kaZdd farmaceuticky prija-
telnd sol, ester, sol esteru, alebo ing derivéit zlG&eniny toh-
to vyndlezu, ktory je pri poddvani prijemcovi schopny poskyt-
nit (priamo alebo nepriamo) zlG&eninu tohto vyndlezu alebo jej
inhibi¢ne aktivny metabolit alebo zvySok. Konkrétne vyhodné si
tie, ktoré zvySujd biologickd dostupnost zlG&enin tohto vyné&-
lezu, ked si tieto zlG&eniny podidvané cicavcovi (napriklad
tak, Ze umoZnia, ¥e perordlne poddvanad zlGdenina je YahZie ab-
sorbovand do , krvi) alebo ktoré zosilfiuji poddvanie zidkladnej
zliCeniny do biologického kompartmentu (napriklad mozgu alebo
lymfatického systému) .

Je tieZ zamySlané, Ze &€inidld pouZité v tomto vyndleze
zahffiajd farmaceuticky prijatelnd sol. Farmaceuticky prijatel'-
né soli tohto vyndlezu zah#Hajd soli pochiddzajlce z anorganic-
kych alebo organickych kyselin a z&sad. K takymto kyslym
soliam patria nasledujice: acetdt, adipat, alginit, aspartét,
benzodt, benzénsulfonit, bisulfdt, butyrdt, citrit, gifrat,
gaforsulfondt, cyklopentdnpropioniat, diglukondt, dodecylsul-
fat, etdnsulfondt, fumardt, glukoheptanodt, glycerofosfit,
hemisulfdt, heptanodt, hexanodt, hydrochlorid, hydrobromid,
hydrojodid, 2-hydroxye£énsulfonét, laktat, maledt, meténsulfo-
ndt, 2-naftalénsulfonit, nikotindt, oxaldt, pamoit, pektinat,
persulfat, 3-fenyl-propionit, pikrat, pivaladt, propionit,
sukcindt, tartrdt, tiokyanit, tozyldt a undekanodt. Zasadité
soli zahfflaji soli aménne, soli alkalickych kovov, ako sd soli
sodné a draselné, soli kovov alkalickych zemin, ako sd soli
vdpenaté, hore&naté a zino&naté, soli s organickymi z&sadami,
ako sd soli dicyklohexylaminové, soli N-metyl-G-glukaminu
a soli s aminokyselinami, ako si arginin, lyzin atd.. TieZ
zédsadité skupiny obsahujlice dusik méZu byt kvarternizované
takymi &inidlami, ako sG halogenidy ni¥Zich alkylovych skupin,
ako sG metyl-, etyl-, propyl- a butylchlorid, -bromidy
a -jodidy, dialkylsulfity, ako sid dimetyl-, dietyl-, dibutyl-
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a diamylsulfdty, halogenidy s dlhym refazcom, ako sid decyl-,
lauryl-, myristyl- a stearylchloridy, -bromidy a -jodidy,
aralkylové halogenidy, ako si benzyl- a fenetylbromidy
a dalSie. Ziskajd sa tak produkty rozpustné vo vode alebo
v oleji alebo produkty, ktoré je moZné dispergovat. Vyhodné
soli tohto vyndlezu sd soli N-metyl-D-glukaminu, vipenaté
a sodné soli.

Farmaceutické pripravky tohto vynédlezu zahfifiajd ktorykol-
vek z komplexov predloZeného vyndlezu alebo jeho farmaceuticky
prijatelnych soli, spolu s akymkolvek farmaceuticky prijatel-
nym nosifom, adjuvans alebo vehikulom. Farmaceuticky prijatel-
né nosice, adjuvans a vehikuld, ktoré méZu byt pouZité vo far-
maceutickych pripravkoch tohto vyndlezu zahfiiajd, ale nie sd
obmedzené na idénomenife, oxid hlinity, steardt hlinity, leci-
tin, sérové proteiny, ako je Iudsky sérovy albumin, pufrovacie
latky, ako si fosfaty, glycin, kyselina sorbovd, sorbit dra-
selny, TRIS (tris(hydroxymetyl)amino-metén), &iasto&ne glyce-
ridové zmesi saturovanych mastnych kyselin rastlinného pévodu,
voda, soli alebo elektrolyty, ako je protaminsulfit, hydrogen-
fosfat sodny, hydrogenfosfit draselny, chlorid sodny, zinkové
soli, koloidny silik&t, trisilik&t horeénaty, polyvinylpyroli-
dén, latky zaloZené na celuldze, polyetylénglykol, karboxyme-
tylceluldéza sodnd, polyakryléaty, vosky, blokové polyméry
polyetylén-polyoxypropylénu, polyetylénglykol a tuk z oviej
vliny.

Podla tohto vynidlezu mé%u byt farmaceutické pripravky vo
forme sterilného pripravku pre injekcie, napriklad sterilna
vodnd alebo olejnatd suspenzia pre injekcie. Tdto suspenzia
mdZe byt formulovani podla technik v odbore znimych s pouZitim
vhodnych dispergujlcich alebo zma&acich &inidiel a suspenduji-
cich &inidiel. Sterilny pripravok pre injekcie mdZe byt tieZ
sterilny injikovatelny roztok alebo suspenzia v netoxickom pa-
renterdlne prijatelnom riedidle alebo rozpidstadle, napriklad
ako je roztok v 1,3-buténdiole. Prijatelné vehikuld a rozpis-
tadld, ktoré sa mbé%u pouZit, si voda, Ringerov roztok a izoto-
nicky roztok chloridu sodného. Naviac si obvykle ako rozpis-
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tadlo alebo suspendujice &inidlo pouZité sterilné stéle oleje.
Na tento ciel sa mé%e pouZit akgkolvek zmesovy stdly olej,
vréténe syntetickych mono- alebo diglyceridov. Mastné kyseli-
ny, ako je kyselina olejovd a jej glyceridové derivaty, sd
pouZitelné v priprave pripravkov pre injekcie, ako st
prirodzené farmaceuticky prijatelné oleje, ako je olivovy
olej, alebo ricinovy olej, najmid vo svojich polyoxyetylovangch
variantoch. Tieto olejové roztoky alebo suspenzie méZu tieZ
obsahovat ako riedidlo alebo ako dispergujlce &inidlo alkohol
s dlhym retazcom, ako je Ph. Helv. alebo podobny alkohol.

PretoZe kontrastné &inidld tohto vyndlezu sa m8%u viazat
na plazmatické proteiny, v niektorych pripadoch v zivislosti
na davke a rychlosti injekcie, mdZu sa vazbové miesta na plaz-
matickych proteinoch saturovat. Vedie to k zni¥enej vézbe &i-
nidla a mé%Ze byt zni%eny pol&as alebo tolerancia. MdZe byt tak
Ziaduce injikovat &inidlo vopred viazané na steriln§ albumin
alebo ndhradny roztok plazmy. Alebo sa mdZe pouZit
pristroj/striekadka, ktory obsahuje kontrastné &inidlo a zmie-
S8a ho s krvou odobranou do striekadky, ktord je potom podan&
injekciou naspiat pacientovi.

Z1G&eniny a farmaceutické pripravky predloZeného vyndlezu
sa mbZu podivat perordlne, parenterdlne, inhaladnym sprejom,
topicky, rektdlne, nazédlne, bukdlne, vagindlne alebo prostred-
nictvom liekovej formy v implantovanom z&sobniku obsahujidcom
obvyklé netoxické farmaceuticky prijatelné noside, adjuvans
a vehikuld. Termin ‘"parenterdlny", ako sa tu pouZiva, zahfiia
subkuténne, intravenézne, intramuskuldrne, intraartikulédrne,
intrasynovidlne, intrasterndlne, intratekdlne, intrahepat&lne,
intrakranidlne injekcie a injekcie do rany, alebo infdzne
techniky. '

Ked sa podavajli perordlne, md¥u byt Ffarmaceutické
pripravky podla tohto vyndlezu poddvané formulované v akejkol-
vek perordlne prijatelnej diavkovej forme vritane, ale bez ob-
medzenia, toboliek, tabliet, vodnfyich suspenzii alebo roztokov.
V pripade tabliet na perorédlne pouiitie si vSeobecne pouZiva-
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né nosie, ' ktoré zahfifiajd laktézu a kukuri&ny Zkrob. Typicky
sl tieZ priddvané lubrika®né ¢&inidls, ako je stearit hored&na-
ty. Na perordlne poddvanie vo forme tobolky pouZitelné riedid-
14 =zahfifiaji laktézu a kukuri&ny Skrob. Ked sid na perordlne
pouZivanie Ziaduce vodné suspenzie, aktivna zloZka je spojené
s emulgujldcimi a suspendujicimi &inidlami. Ak je Ziaduce, mbéZu
byt tie% pridané ur&ité sladidld, prichute alebo farbiva.

Alternativne, pri podédvani vo forme <&apikov na rektdlne
poddvanie, sa mdé%u farmaceutické pripravky tohto vyndlezu
pripravit zmieSanim &inidla s vhodnym nedrdZdivym excipientom,
ktory je pri teplote miestnosti v pevnom stave, ale pri rek-
tdlnej teplote je kvapalny, a teda v rekte sa bude topit
s uvolnenim lie&iva. Takéto latky zahffiaji kakaové maslo, vie-

1li vosk a polyetylénglykoly.

Ako uZ bolo uvedené, farmaceutické pripravky tohto vyné-
lezu sa mbZu podivat tieZ lokdlne, najmid ked ciel oSetrenia
zahflia oblasti alebo orgdny lahko dostupné lokdlnej aplikécii
vrédtane oka, koZe alebo dolnej &asti za%ivacieho traktu. Pre
kaZdd z tychto oblasti alebo orgédnov je lahké pripravit vhodné
lokédlne pripravky.

Lokdlne aplikdcie pre dolnid fast zaZivacieho traktu sa
méZu uskutoénit v pripravku vo forme rektdlneho &apika (pozri
uvedené skér) alebo v pripravku v podobe vhodného klystiru.
MOZu sa tieZ pouZit lokdlne-transdermdlne ndplasti.

Na lokdlne aplikicie mé2u byt farmaceutické pripravky
formulované vo vhodnej masti obsahujlicej aktivnu zloZku
suspendovani alebo rozpustend v jednom alebo viacerych
nosioch. Nosi&e na lokdlne podivanie zld&enin tohto vyndlezu
zahffiajd, ale nie sl na ne obmedzené, minerdlny olej, tekuté
petrolatum, biele petrolatum, propylénglykol, polyoxyetylén,
polyoxypropylénové zld€eniny, emulgujici vosk a vodu. Alterna-
tivne m8Zu byt farmaceutické pripravky formulované vo vhodnom
lotione alebo kréme obsahujicom aktivne =zloZky suspendované
alebo rozpustené v  jednom alebo Qiacer?ch farmaceuticky
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prijatelnych nosi&och. Vhodné nosife zahffiajd, ale nie si na
ne obmedzené, minerilny olej, sorbitanmonostearit, polysorbat
60, vosk cetylesterov, cetearylalkohol, 2-oktyldodekanol,
benzylalkohol a vodu.

Na oftalmologické pouzZitie méZu byt farmaceutické
pripravky formulované ako mikronizované suspenzie v izotonic-
kom sterilnom fyziologickom roztoku s upravenym pH, alebo vy-
hodne ako roztoky v izotonickom sterilnom fyziologickom rozto-
ku s upravenym pH, bud s konzervadnym &inidlom alebo bez neho,
ako je benzylalkéniumchlorid. Alternativne na oftalmologické
poufitie md%u byt farmaceutické pripravky formulované v masti

ako je petrolatum.

Na poddvanie nosnym aerosolom alebo inhalédciou sG farma-
ceutické pripravky tohto vyndlezu pripravené podYa technik
zndmych v odbore farmaceutickych pripravkov a méZu byt pripra-
vené ako roztoky vo fyziologickom roztoku, s pouZitim
benzylalkoholu alebo inych vhodnych konzerva&nych ¢&inidiel,
absorpénych prométorov na zvySenie biologickej dostupnosti,
fluorovanych uhlovodikov, a/alebo daldich obvyklych solubili-
zadnych alebo dispergujicich ¢inidiel.

Davkovanie zdvisi od citlivosti diagnostickej zobrazova-
cej pristrojovej techniky, a tieZ od pripravku kontrastného
¢inidla. Napriklad na zobrazovanie MRI, kontrastné ¢inidlo ob-
sahujlce vysoko paramagnetickd 1l&tku, napriklad gadolinium
(III), vSeobecne vyfaduje ni%%ie divkovanie, ako kontrastné
¢inidlo obsahuj@ce paramagnetickd latku s menSim magnetickjm
momentom, napriklad Zelezo (III). Vyhodne je davkovanie v roz-
sahu asi 0,001 a% 1 mmol/kg telesnej hmotnosti denne aktivneho
komplexu kov-ligénd. Vy¥hodnejSie je davkovanie v rozsahu asi
0,005 aZ 0,05 mmol/kg telesnej hmotnosti denne.

V pripade, %e sa pouZije optické zobrazenie na monitoro-
vanie intervendnej terapie, sd davky &inidla asi rovnaké ako
ddvky pre MRI (0,001-10 mmol/kg). TieZ ako pri kontrastnych
¢inidlach pre MRI, je podavanie optick?ch ¢inidiel v odbore
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dobre zname.

Potrebné je rozumiet, Ze Specificky reZim davkovania na
kaZdého jednotlivého pacienta zAvisi tieZ od celého radu
faktorov, vrdtane veku, telesnej hmotnosti, celkovom zdravi,
pohlavi, diéte, &ase podania, rychlosti vylufovania, kombina-

cii liekov a Gsudku oSetrujiceho lekéra.

Po podani prisluZnej davky kontrastného ¢inidla je potom
pacient podrobeny vySetreniu bud MRI alebo optickym zobrazova-
cim systémom (zobrazenie ultrafialovym, viditelnym alebo
infra&ervenym svetlom). PrisluZné nastavenie a zobrazovacie
parametre na uskuto&fiovanie tychto zobrazovacich technik,
a tieZ zber dat a analyza (to znamend monitorovanie signdlnych
charakteristik &inidla) sd dobre zndme alebo zahfiiaji v3eobec-
ne prijaté principy.

Kone&ny krok spdsobu podla tohto vyndlezu je monitorova-
nie zobrazovacich signdlnych charakteristik poddvaného kont-
rastného &inidla. Na optické zobrazovanie tieto signdlne cha-
rakteristiky zahffiajd absorbanciu, odrédZavost, £fluorescenciu
alebo fosforescenciu a/alebo ich pol&as, chemiluminiscenciu,
rozptyl alebo dalfie spektrdlne vlastnosti. Na zobrazovanie
MRI tieto signdlne charakteristiky =zahfflaji relaxivity R4
a Ry (1/T1 a 1/T2, v prisluSnom poradi) .

Vo vyhodnej%om aspekte tohto vyndlezu je moZné monitoro-
vanie v "redlnom Zase", kedy vzniki obraz a teda signdlna cha-
rakteristika je monitorovand periodicky pofas celého priebehu
intervennej terapie. Poletnost, s ktorou obrazy vznikajd a sd

monitorované, zdvisi na type a trvani terapie.

Aby bol tento vyndlez lep3ie vysvetleny, si uvedené
nasledujlice priklady, ktoré sliZia len na ilustrdciu a nemaji .
byt povaZované ¥iadnym spdsobom za obmedzujlGce rozsah vyndle-

Zu.
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PrehYad obrizkov na vykresoch

Obr. 1 je grafické zndzornenie experimentdlnych dit G&in-
kov, ktoré majd zmeny teploty na pozorovani relaxivitu (Rq)
pre roztok HSA s pouZitim kontrastného &inidla alebo bez neho.

Obr. 2 je grafické zndzornenie experimentd&lnych dit stra-
ty intenzity signdlu ROI v priebehu &asu pri zobrazovani MRI
generovanom pouZitim roztoku HSA s pouZitim kontrastného &i-
nidla alebo bez neho.

Obr. 3 je grafické zndzornenie experimentdlnych dit G&in-
kov, ktoré maji zmeny v koncentridcii etanolu na pozorovand re-
laxivitu (R;) pre roztok HSA s pouZitim kontrastného &inidla
alebo bez neho.

Priklady uskuto®nenia vynidlezu

Nasleduje schéma syntézy vyhodngch kontrastnych &inidiel
pouZitelnych v spdsobe podla vyndlezu, a najmi MS-325. Pozri
patentovd prihlaSku U.S. 08/833 745, podand 11. aprila, 1997,
a zahrnutd tu do odkazov. Dalfia pouZitelnd, aj ked nie tak
vyhodnd, schéma syntézy pre tieto kontrastné &inidla je opisa-
néd v patentovej prihlaske U.S. 08/382 317, podanej 1.februira,
1995, a zahrnutd tu do odkazov.

Najskdr alkohol ROH reaguje s 'PC13, vyhodne v mol&rnom

pomere 1:1, pridom vznikd reak&ny produkt dichlérfosfinu (I):

PCl5, rozpGstadlo
ROH > ROPC1, (I)

Skupina R mbéZe byt priama, rozvetveni alebo cyklicki ali- .
faticka skupina, arylovd, heterocyklickd, peptidova, peptoido-
véd, deoxyribo- alebo ribonukleotidovi alebo nukleozidova, ale-
bo cyklickd alebo acyklicki skupina organického chelata&ného
C¢inidla, ktord mdZe byt volitelne substituované jednym alebo
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viacerymi atémami dusika, kyslika, siry, halogénového prvku,
alebo alifatickou skupinou, amidovou, esterovou, sulfdnamido-
vou, arylovou, acylovou, sulfondtovou, fosfatovou, hydroxylo-

vou skupinou alebo organokovovymi substituentami.

T&to reakcia prebieha v pritomnosti é&terického alebo
uhlYovodikového rozpadtadla a uskutodfiuje sa pri teplote od asi
-50°C do asi 15°C, vyhodne od asi -10°C do asi -5°C, od asi
30 mindt do asi 3 hodin, vyhodne od 1 do 1,5 hodiny. RozpiS-
tadlo mdé%e byt akékolvek éterické alebo uhlovodikové rozpis-
tadlo a vyhodne mdfe byt vybrané zo skupiny skladajicej sa
z hepténov, metal-t-butyl éterov, diox&nov, tetrahydrofurénov,
dietyléterov a etylénglykoldialkyléterov. VyhodnejSie je roz-
pistadlo tetrahydrofurén.

Dichlérfosfin (I) potom reaguje s asi 5 aZ asi 6 ekviva-
lentami aminovej zdsady pridom vznikd bis(amin)fosfinovy reak-
&ny produkt (II):

Aminova zasada, rozpiitadlo amin
ROPC12 > ROP,

(II)

Této reakcia tie¥ prebieha v pritomnosti éterického alebo
uhYovodikového rozpaitadla, ako je opisané skér, a uskuto&iiuje
sa pri teplote od asi -50°C do asi 15°C, vyhodne od asi -10°C
do asi -5°C, od asi 30 minGt do asi 3 hodin, v§hodne od 15 do
30 mindt. Z&sada pouZitd na vytvorenie reak&ného produktu (I1)
md%e byt akdkolvek aminovd zésada, vyhodne zésada majlica hod-
notu pKa od asi 5 do asi 11 a vyhodnejSie vybranad zo skupiny
cskladajicej sa z imidazolu, 2,4-dimetylimidazolu, 1H-tetrazo-
lu, dialkylaminov (metyl, etyl, butyl), pyridinu, piperazinu,
piperidfinu, pyrolu, 1H-1,2,3-triazolu a 1,2,4-triazolu. Vo vy-

hodnejSom uskutolneni je zésada imidazol.

Bis (amin) fosfinovd zldG&enina (II) potom reaguje s asi
0,75 aZ asi 1,0 ekvivalentom druhého alkoholu RloH, kde R
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méZe byt akykolvek zo substituentov definovanych skér pre sku-
pinu R, prifom vznika (amin)fosfinovy reakény produkt (III):

fan¥
ox
*

rozpisStadlo amin

ROP (amin), + RYOH > ROP (ITI1)

Ta&to reakcia prebieha v pritomnosti éterického alebo
uhlovodikového rozpistadla a uskutod&fiuje sa pri teplote od asi
-50°C do asi 15°C, vyhodne od asi -10°C do asi -5°C, od asi
30 minit do asi 3 hodin, vyhodne od 1 do 1,5 hodiny. Rozpis-
tadlo mé%e byt akékolvek é&terické alebo uhlovodikové rozpis-
tadlo a vyhodne md%fe byt vybrané zo skupiny skladajicej sa
z hepténov, metal-t-butyl éterov, dioxdnov, tetrahydrofurénov,
1,3-dioxolénov, diglymov, dietyléterov, dialkyléterov a ety-
lénglykoldialkyléterov. V§hodnejfie je rozpi3tadlo tetrahydro-
furén.

Nakoniec (amin)fosfinovd zld&enina (III) reaguje s asi
jednym ekvivalentom kyslej vody, vyhodne majicej pH asi 2,5 aZ
asi 5, a asi 1 alebo viac ekvivalentov oxida&ného &inidla pri-

Com vznikd poZadovanid fosfodiesterova zldG&enina (IV):

voda, oxida&né &inidlo, 0
amin rozpistadlo I
ROP =~ > R-0-P-0-R! (IV)
~~or! |
OH

Oxidacné ¢inidlo mdéZe byt akékolvek oxidadné &inidlo pe-
roxidového typu a vyhodne vybrané zo skupiny skladajicej sa
z jodistanov. Vyhodnej$ie je oxida&né &inidlo jodistan sodny.

Skdr uvedend hydrolyza a oxiddcia sa uskuto&fiuji v zmesi
rozpisStadla pri teplote od asi -15°C do asi 25°C, vyhodne od |
asi 0°C do asi 2°C, od asi 10 hodin do asi 2 hodin, vyhodne od
10 do 15 hodin. Zmes rozpGitadla zahfiia akidkolvek kombindciu
rozpistadiel vybranych zo skupiny skladajicej sa z &terickych
alebo uhlovodikovych rozpistadiel. V§hodne zmes rozpiaitadiel
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obsahuje tetrahydrofuridn, heptdn a toluén v objemovom pomere
10:10:1.

V silade s touto syntetickou schémou je chelata&ny ligand
v komplexe MS-325 pripraveny takto.

Priprava kyseliny [(4,4-difenylcyklohexyl) fosfooxymetyl]di-

etyléntriaminpentaoctovej

Priprava chelata&ného ligandu pouZitého v komplexe MS-325
je uvedend dalej v schéme I:
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Do jednej reaké&nej nadoby, ktorad obsahovala roztok
chloridu fosforitého (13,2 ml, 0,151 mol) v tetrahydrofurine
(202 ml) sa pridal roztok 4,4-difenylcyklohexanolu (1) (38,
34 g, 0,152 mol) v tetrahydrofur@ne (243 ml) za mieSania
a udrZiavania vnitornej teploty -6,2°C a%¥ -~5,3°C polas 1,5
hodiny. Zmes sa potom mieSala dalSich 34 mindt pridom vznikol
dichlérfosfinovy reak&ny produkt (2), ktory mal 31p  NMR
chemicky posun 174,23 ppm. '

K roztoku sa pridal imidazol (51,34 g, 0,753 mol) v tet-
rahydrofurdne (243 ml) za mieSania a udrZiavania vnitornej
teploty -7,8°C aZ -3,6°C podas 37 mindt. Vysledni zmes sa po-
tom mieSala dalSich 20 mindt pri&om vznikol roztok bis(amin) -
fosfinovy reakény produkt (3), ktory mal 31p NMR chemicky po-
sun 106,36 ppm.

K tejto 2zmesi sa pridal roztok skladajlci sa z kyseliny
2- (R) ~hydroxymetyldietyléntriaminpentaoctovej, penta-t-butyl
esteru (4) (160,0 g, 0,128 mol, &istota: 56,32 % (hmotnost-
nych)) v hepténe (114 ml) za mieSania a udrZiavania vnitornej
teploty -6,8°C aZ -4,8°C pofas 1 hodiny a 6 mindt. Zmes sa po-
tom miefala dalfich 23 mindt pri&om vznikol roztok (5), ktory
mal 31p NMR chemicky posun 123,8 ppm.

Nakoniec sa pofas asi 1 minGty priddvala voda (202 ml)
pri udrZziavani vnﬁtornéj teploty -6,5°C aZ 6,5°C. Zmes sa po-
tom mieSala 5 minGt, potom sa v priebehu 5 minit pridal heptén
(620 ml), toluén (70 ml) a SN wvodnd kyselina chlorovodikovad
(202 ml) pri udrZiavani vndtornej teploty 1,0°C aZ 12,1°C. Po-
tom sa po¢as 3 mindt priddval jodistan sodny (22,6 g,
0,106 mol) pri udrZiavani vnitornej teploty 10,5°C. Reakéna
zmes sa zohriala® na teplotu miestnosti v priebehu 35 minit a
mieSala sa dal%ie 2,5 hodiny prifom vznikol roztok (6) s 31p
NMR chemicky posun 4,27 ppm. Vrstvy sa oddelili a organické_
vrstva sa premyla 10 % vodnym tiosulfitom sodnym (2 x 809 ml).

K uvedenej organickej vrstve sa pridal bromid tetra-
oktylaménny (8,21 g, 0,015 mol). Potom sa pocCas 22 mindt
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priddvala koncentrovanid kyselina chlorovodikovd (11,51 M,
450 ml) pri udrZiavani vnitornej teploty 22,8°C aZz 25,0°C.
Tdto zmes sa mieSala 16,0 hodin pridom vznikla zlG&enina (7)
s 31p NMR chemicky posun 7,78 ppm. Vrstvy sa oddelili a orga-

nicka vrstva sa odstrénila.

K uvedenej vodnej vrstve sa pridal 8M vodny hydroxid
sodny (630 ml) pokial sa nezaznamenalo pH 6,56. Roztok sa
koncentroval za zniZeného tlaku (50°C aZ 55°C, véakuum
85 mm Hg) pokial sa neodobralo 400 ml rozpdstadla (asi 1
hodina) . Roztok sa ochladil na teplotu miestnosti a pridala sa
amberlitovd Zivica XAD-4 (92,0 g). Suspenzia sa mieSala 50
mindt pri teplote miestnosti a filtrovala, pricom vznikol
Tahko 21ty vodny roztok (1,1 1).

Uvedeny roztok sa naniesol na silikagél C-18 s obratenym
pomerom fdz (271 g, baleny vlhky v metanole a potom premyty
800 ml metanolu, 800 ml metanol/voda, 1:1 a 800 ml vody)
a eluoval vodou. Prvy odobrany eluent v mnoZstve 1,0 1 sa
odstranil a dal8i odobrany eluent v mnoZstve 1,3 1 sa zacho-
val. K zachovanému roztoku sa pridala 6N vodnid kyselina
chlorovodikovd (60 ml k pH = 2,15) a 3N vodnd kyselina chloro-
vodikovad (30 ml k pH = 1,63). KaSovitd hmota sa mieSala 1,25
hodiny a filtrovala sa. Pevnid lidtka sa omyla vodnym roztokom
s pH 1,67 (500 ml) a usu$ila (48-50°C, 4-6 mm Hg) na konStan-
tnd hmotnost (18,0 hodin) pri&om vznikla &pinavo biela pevnd

latka zlGCeniny vzorca:

N/

nooc/\N {1/_-\ /—COOH

N
mx’] amHL*”m*

H
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(65,5 g, vytaZok: 68,89 %, <&istota: 99,45 % (hmotnostnych),
98,98 % (plochy), 3,02 % voda a 97,81 % chelatovatelnych) .

Ako konkrétne priklady uskuto&nenia vyndlezu sa pripravi-
1i a vyhodnotili tri typy vzoriek. Prvéd bola kontrolnd vzorka
obsahujtdca Iudsky sérovy albumin (HSA) bez kontrastného &inid-
la. DalSie dve vzorky obsahovali HSA a neSpecifické ¢&inidlo
Gd-DTPA a HSA-&Zpecifické &inidlo MS-325.

V tychto prikladoch sa monitorovali priebeZné relaxivity
(Rq, mM~1s™1) a ziskavali sa v 20 Mhz urd&ovanim relaxaénej
rychlosti (1/T;) proténov vody vo fyziologickom roztoku
pufrovanom fosf4tmi (PBS, 150 mM NaCl, 10 mM fosfat, pH 7,4),
v roztokoch PBS obsahujdcich 4,5 % (hmotnostnych) HSA alebo
v géloch obsahujlicich 4,5 % (hmotnostnych) HSA a 1 % agar. Za-
vislost teploty na relaxivite (R;) sa sledovala pozmeiiovanim
teploty vzoriek pomocou cirkulujdceho vodného kipela a monito-

rovanim teploty vzorky termoelektrickym &lankom.
Priklad 1

Monitorovanie termélnej nekrdzy 4,5 % HSA

Pripravili sa nasledujice tri vzorky v roztokoch 4,5 %
HSA: 1) kontrolni vzorka bez kontrastného &inidla, 2) kompara-
tivna vzorka s GA-DTPA a 3) vzorka s MS-325. Vzorky s Gd-DTPA
a MS-325 sa pripravili pridanim vodného pripravku (pH = 7) ob-
sahujdceho bud Gd-DTPA alebo MS-325 "k roztoku 4,5 % HSA. Vys-
ledné zmesi mali koncentrdciu 0,3 mM Gd-DTPA a 0,1 mM MS-325.

Tieto tri vzorky sa potom poufili na monitorovanie tepel-

nej denaturdcie roztokov 4,5 % HSA. S tymto cielom sa zbierali
ddta T; (a teda ddta R (=1/T,)) pre ka¥dd vzorku v 20 MHz
v priebehu teplotného rozsahu 20-60°C. KaZdad vzorka sa potom
odstranila z NMR a zohrievala v 85°C po&as 15 minit, aby sa
vyvolala tepelnd denaturédcia HSA. Potom sa vzorky vratili do
NMR a zbierali sa dita T, pri tejto vysokej teplote, pozri ta-

bulku 1 dalej a obrdzok 1.
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Ako ukazujG tabulka 1 a obré&zok 1, po tepelnej denaturi-
cii troch roztokov obsahujicich HSA sa pri vzorke, ktord obsa-
hovala tieZ HSA-Specifické kontrastné &inidlo MS-325, prejavi-
lo vyznamné zniZenie v pozorovanej R, (strata 26,7 mM~1s™1)
v priebehu denaturicie HSA, ako sa meralo od okamihu tesne
pred denaturdciou (56,2°C) po okamih tesne po denaturéicii
(85°C) . Ale vzorka, ktorid obsahovala neSpecifické kontrastné
¢inidlo Gd-DTPA, dokonca aj v koncentrdcii trikrit vadSej ako
v koncentricii pouZitej na vzorku MS-325, vykazovala v priebe-
hu denaturidcie malé zmeny v R, (strata len 0,1 mM~1s71). To

ukazuje, Ze Gd-DTPA neviaZe ani nativny ani denaturovany HSA.

Tabulka 1

Teplota (°C) Rl 4,5 % HSA Rl GAd-DTPA Rl MS-325
7,3 0,396 9,4556 31,2
11,7 0,319 8,8125 33,4
16,2 0,246 8,0690 36,0
20,6 0,181 7,4182 38,6
25,0 0,123 6,7426 40,6
29,5 0,072 6,2117 42,0
33,9 0,033 5,7089 42,8
38,4 0,000 5,2984 42,4
42,8 -0,026 4,8917 42,3
47,3 -0,041 4,5992 41,3
51,7 -0,045 4,3083 39,5
56,2 -0,056 4,0592 37,5
60,6 -0, 065 3,8806 33,3
85,0 0,084 4,2102 10,8

Potom, ako sa ziskali sk8r uvedené dita, denaturované
vzorky sa nechali vychladnit na fyziologickid teplotu (37°C)
a znova sa zbierali T, data. Vzorka s MS-325 udrZiavala vyz-
namni stratu v Ry (&istd strata 25 mM'ls'l), zatial &o vzorka
8 Gd-DTPA vykazovala len malé zmeny vV R, (&istd strata
0,5 mM~ 171y,

Priklad 2

Zobrazovanie MRI tepelnej denaturdcie HSA v 1,0 Tesla
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V 1 % géle obsahujicom 4,5 %
ce vzorky:

HSA sa pripravili nasledujiG-
1) kontrolnid vzorka bez kontrastného &inidla, 2)
komparativna vzorka s Gd-DTPA a 3) vzorka s MS-325. Kontrastné
¢inidl4 sa pridali v mnoZstve postadujicom tak, Ze koncentra-
cie GA-DTPA a MS-325 boli 0,3 mM Gd-DTPA a 0,1 mM MS-325. Tie-
to agarové gély obsahujice 4,5 % HSA sa nazyvali "fantomy".

Potom sa ziskali vychodiskové MRI obrazy agarovych fanté-
mov s vaZenymi Tl (FISP-3D, TR=15, TE=4, «=30) v 1,0 Tesla pri
teplote asi 25°C. Tieto vychodiskové obrazy odhalili, Ze fan-
témy obsahujice MS-325 ako fantémy obsahujtce
Gd-DTPA 4,5 % HSA
(kontrolni vzorka), tento vysledok sa odakdval kvéli Specific-
kej wvazbe MS-325 na HSA.

si jasnej8ie

(komparativna vzorka) alebo samotny

Fantémy sa potom zohriali v cirkulujicom vodnom kipeli

s dal3imi MRI obrazmi s vadZenymi T, ziskanymi v priebehu &asu.

Ako sa zvySovala teplota, fantdmy obsahujice MS-325 zostéavali

ovela jasnejSie (menSia strata intenzity signdlu ako merané

v % straty ROI (oblast zdujmu)) ako fantémy obsahujlce Gd-DTPA

alebo samotny 4,5 % HSA, pozri tabulka 2 dalej a obrazok 2.

Tabulka 2
Cas Teplota|% straty ROI, |% straty ROI, % straty ROI,
(min.) (°C) 4,5 % HSA 0,3 mM GA-DTPA |0,1 mM MS-325
v 4,5 % HSA v 4,5 % HSA
0 25,3 -0,41519 -0,24557 0,0000
10 29,6 -4,2635 -5,1875 -4,4755
20 38,3 -6,8972 -12,806 -6,4144
30 45,0 -10,360 -18,985 -11,241
40 53,0 -15,205 -30,964 -26,153
50 64,7 -20,250 -43,833 -49,262
60 72,8 -20,667 -46,086 -69,499
70 87,1 -20,953 -47,529 -76,469
120 35,5 -4,9098 -10,190 -31,869
Ked sa fantémy zohriali na viac ako 50-60°C, ich farba
tmavla, & zodpovedalo tepelnej denaturdcii HSA. V tom istom

tase, ako ukazuje tabulka 2 a obrazok 2, sa pozorovala prekva-

pujiica strata intenzity signdlu pri fantdmoch, ktoré obsahova-
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1i MS-325 (76 % strata intenzity). Ale fantdémy, ktoré obsaho-
vali Gd-DTPA alebo samotny HSA, vykdzali len miernu zmenu
v intenzite signdlu. Fantémy GA-DTPA, dokonca aj v koncentra-
cii Gd-DTPA, ktord bola trikrét vys8ia ako koncentricia pouZi-
td pre fantémy MS-325, =zostdvali ako nemenné tmavé obrazy
v priebehu MRI skenovania po tepelnej denaturécii.

Potom, ako sa ziskali uZ uvedené data, denaturované
vzorky sa nechali vychladnit na normdlnu fyziologickd teplotu
(37°C) . Fantémy obsahujice MS-325 si ponechdvali svoju stratu
intenzity signdlu (32 % strata). Kontrolné fantémy a fantémy
obsahujlce Gd-DTPA stdle vykazovali len 5 % a 10 % zniZenie
intenzity signdlu po denaturicii.

PodYa tychto vysledkov md%u kontrastné &inidl& pouZitelné
v spdsobe podla tohto vyndlezu poskytnit velmi citlivd indika-
ciu tepelnej denaturdcie HSA. Dokonca aj ked sa pouZila troj-
ndsobnd koncentricia iného kontrastného &inidla, nemohla t&to
vy88ia koncentrdcia poskytnit citlivost vyZadovand na monito-
rovanie tepelnej denaturdcie HSA.

Priklad 3

Etanolovd denaturdcia HSA

Pripravili sa nasledujdce tri vzorky v roztokoch 4,5 %
HSA: 1) kontrolnd vzorka bez kontrastného &inidla, 2) kompara-
tivna vzorka s GA-DTPA a 3) vzorka s MS-325. Vzorky s Gd-DTPA
a MS-325 sa pripravili pridanim vodného pripravku (pH=7) obsa-
hujtGceho bud Gd-DTPA alebo MS-325 k roztoku 4,5 % HSA. Vysled-

né zmesi mali koncentrdciu 0,31 mM Gd-DTPA a 0,08 mM MS-325.

Ku kaZdej vzorke sa potom titroval absolitny etanol. .
Zbierali sa data T, (teda data Ry (=1/Tl)) v 20 MHz a 37°C po
kaZdom pridani etanolu, pozri tabulku 3 dalej a obrazok 3.
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Tabulka 3
Etanol R4 Etanol R4 Etanol R4
(%) 4,5% HSA (%) 0,31 mM (%) 0,08 mM
pre GAd-DTPA Gd-DTPA |pre MS-325 MS-325
0,0000| 0,000 0,0 4,1737 0,0 42,216
8,7382| 0,030 16,1 4,7191 0,9 40,848
16,072 0,060 27,8 5,0021 1,9 39,541
22,315 0,090 36,6 4,9347 2,8 38,423
27,693| 0,109 43,5 4,7997 3,7 37,064
32,375| 0,125 49,0 4,4623 4,5 36,375
36,487| 0,128 5,4 35,234
40,128)] 0,142 6,2 34,576
43,375| 0,153 7,1 33,895
46,287| 0,168 7,9 33,099
8,7 32,224
10,2 31,689
11,7 30,403
-16,4 26,939
22,8 21,456
28,3 17,428
33,1 14,082
37,3 11,187
41,0 9,6943
44,2 8,9506
47,2 8,7970

Ako ukazuje

ablicie roztokov 4,5 % HSA vzorka obsahujica MS-325 vykdzala
(33 mM~1s™1)

a umoZnila detekciu nekrdzy indukovanej etanolom. AvSak vzorka

vyznamné

obsahujtiica GAd-DTPA (dokonca Vv takmer Ztvorndsobnej koncentré-
cii MS-325)

(0,3 mM~1s71).

zniZenie v

tabulka 3 a obrazok

pozorovanej

relaxivite

3 v priebehu etanolovej

vykdzala len mald zmenu Vv pozorovanej relaxivite
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie kontrastného &inidla na pripravu diagnostic-
kého €inidla na diagnostické zobrazovanie so zvySenym kontras-
tom pomocou MRI, ultrafialového svetla, viditelného svetla
alebo infralerveného svetla, kde kontrastné &inidlo je schopné
naviazat sa na cielové tkanivo alebo zloZku tkaniva, na ktorom’
sa uskutoliiuje alebo sa uZ uskuto®nila intervednd terapia,
a ktoré md Specifickd afinitu pre toto tkanivo alebo zloZku
tkaniva, pridom kontrastné &inidlo obsahuje skupinu zosilfujd-
cu zobrazenie (IEM) a skupinu viaZucu sa na tkanivo v zavis-
losti od jeho stavu (SDTBM), priom sa monitoruje zobrazovacia
signdlna charakteristika kontrastného &inidla na stanovenie
toho, ¢i je interven&nd terapia celkom skondeni.

2. PouZitie podla ndroku 1, vy znadujidce s a
t ¥ m, Ze IEM je vybrand zo skupiny obsahujicej organické mo-
lekuly, idény, soli a chelaty kovov, &astice, klustre, &astice
Zeleza, znafené peptidy, proteiny, polyméry, 1lipozémy, orga-
nické farbivad a anorganické farbivi.

3. PouZitie podla ndroku 1, vy znad&ujidce s a
t ¥y m, Ze IEM obsahuje fyziologicky kompatibilné chel&ty ob-
sahujlice aspoll jedno cyklické alebo acyklické organické chela-
tujdce <¢inidlo komplexované s jednym alebo niekolkymi iénmi
kovu s atdmovymi &islami 13, 21 aZ 34, 39 a% 42, 44 aZ 50 ale-
bo 57 aZ 83.

4. PouZitie podla ndroku 3, vy znad&ujidce s a
t ¥ m, Ze kovovym idénom je paramagneticky kov s atémovym &is-
lom 21 a% 29, 42, 44 alebo 57 a% 83.

5. PouZitie podla ndroku 4, vy znadujilice s a
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t ¥ m,” Ze paramagneticky kovovy ién je vybrany zo skupiny ob-
sahujdcej GA(III), Fe(III), Mn(II), Mn(III), Cr(III), Cu(II),
Dy(IIi), Tb(III), Ho(III), Exr(III) a Eu(III).

6. PouZitie podla ndroku 5, vy znac¢ujilGce sa
t ¥ m, Ze kovovym iénom je GdA(III).

7. PouZitie podla ndroku 5, vy znadujlce sa
t ¥ m, Ze chelatujice &inidlo je vybrané zo skupiny obsahuji-
cej DTPA, DOTA, DTPA-BMA a HP-DO3A.

8. PouZitie podla ndroku 1, vy znadc¢ujilGce sa
t ¥ m, Ze IEM obsahuje luminiscen&ny komplex kovu.

9. PouZitie podla ndroku 1, vy znadcdujdce s a
t ¥ m, Ze IEM obsahuje &asticu Zeleza alebo cheldt kovu zo

skupiny Dy, Gd a Ho.

10. PouZitie podla ndroku 1, vy znacujdce sa
t ¥ m, Ze SDTBM je vybrand zo skupiny obsahujlicej malé mole-
kuly alebo biomolekuly.

11. PouZitie podla néroku 10, vy zna c¢ujldce sa
t ¥ m, Ze SDTBM obsahuje mald molekulu obsahujicu aspoii jednu
alifatickd skupinu, alkoxyskupinu, alkyltioskupinu, alkylkar-
bonylovi skupinu, alkylkarbonyloxyskupinu, arylovid skupinu
alebo heterocyklickd skupinu s 1 a% 60 atémami uhlika a voli-
telne jeden alebo niekolko dusikovych, kyslikovych, sirovych,
halogénovych, alifatickych amidovy§ch, estersulfénamidovych,
acylovych, sulfondtovych, fosfatovych, hydroxylovych alebo or-
ganokovovych substituentov.
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12. PouZitie podla ndroku 11, vy zna cujdce s a
t ¥ m, Ze SDTBM obsahuje aspori jeden arylovy kruh.

13. PouZitie podla nédroku 12, vy zna ujlce sa

-

t ¥y m, Ze SDTBM obsahuje aspoil dva arylové kruhy.

14. PouZitie podla ndroku 13, vy zna c¢ujidce sa
t ¥ m, Ze kontrastné &inidlo ma Struktiru:

1
o—T—o

' 0
02
% N

°zC ca?

Ms-325
15. PouZitie podla ndroku 14, vy zna ujidce s a
t ¥y m, Ze =zobrazovacou metddou je zobrazovanie so zvySenym
kontrastom pomocou MRI.

16. PouZitie podla ndroku 14, vy zna ¢ ujildce sa
t ¥ m, Ze intervenénou terapiou je terapia pomocou zaostreného
ultrazvuku.

17. PouZitie podla nédroku 10, vy zna ¢ ujidce sa
t ¥y m, Ze SDTBM obsahuje biomolekulu, ktorad obsahuje peptid
obsahujici 2zvyZky hydrofébnych aminokyselin a/alebo substi-
tuenty bud s alebo bez hydrofébnych alebo hydrofilngch konco-
vych skupin.

18. PouZitie podY¥a niroku 1, vy znadujidce sa
t ¥ m, Ze kontrastné &inidlo prejavuje vdazbovi afinitu, ktora
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je zavislad od stavu, k tkanivu alebo zloZke tkaniva v plazme,
intersticidlnom priestore, synoviédlnej tekutine, mozgovo-
-miechovom moku, zdpalovom vypotku, tekutine v abscese alebo v
intraceluldrnom priestore.

19. Pou¥itie podla ndroku 1, vy znacdujldce sa
t ¥ m, 7e kontrastné ¢&inidlo prejavuje mna stave z&vislG
vdzbovi afinitu k proteinu vybranému zo skupiny obsahujiice]
Tudsky sérovy albumin, vézbovy protein mastnych kyselin,
glutation-S-transferdzu a lipoproteiny.

20. PouZzitie podla niroku 1, vy znac¢ujildce sa
t ¥ m, Ze kontrastné &inidlo eSte obsahuje skupinu predlZuja-
cu pol&as v krvi (BHEM), ktord mi jeden alebo niekolko idplnych
alebo parcidlnych negativnych ndbojov vo vodnom roztoku pri
fyziologickom pH, ked negativny ndboj nemdZe byt ani parcidlne
ani celkom neutralizovany kovalentnou alebo koordina&ne kova-
lentnou vazbou k IEM.

21. PouZitie podla néroku 20, vy znadcdujiGce sa
t ¥ m, %e kontrastné &inidlo prejavuje od stavu zavisld afi-
nitu k Yudskému sérovému albuminu.

22. PouZitie podla ndroku 21, vy znadcdujiaace sa
t ¥ m, %e najmenej 10 % &inidla sa viaZe k Yudskému sérovému

albuminu v jeho nativnom stave.

23. PouZitie podla néroku 22, vy znacdujidce sa
t ¥ m, %e najmenej 50 % &inidla sa viaZe k ludskému sérovému

albuminu v jeho nativnom stave.

24. PouZitie podla nédroku 23, vy znacd¢ujidce sa

t ¥ m, %e najmenej 80 % &inidla sa viaZe k ludskému sérovému
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albuminu v jeho nativnom stave.

25. PouZitie podla ndroku 24, vy znacd¢ujiuce s a
t ¢ m Ze najmenej 95 % &inidla sa viaZe k Judskému sérovému

albuminu v jeho nativnom stave.

26. PouZitie podla ndroku 21, vyznacujildce s a
t ¥ m, Ze kontrastné &inidlo prejavuje vézbovi afinitu k lud-
skému sérovému albuminu v jeho denaturovanom stave, ktord je
mensSia ako 80 % vazbovej afinity kontrastného ¢&inidla

k Yudskému sérovému albuminu v jeho nativnom stave.

27. PouZitie podla néroku 26, vy zna c¢u jildce sa
t ¥ m, Ze kontrastné ¢&inidlo prejavuje vazbovi afinitu
k Iudskému sérovému albuminu v jeho denaturovanom stave, ktoréd
je menSia ako 50 % v&azbovej afinity kontrastného &inidla
k Iudskému sérovému albuminu v jeho nativnom stave.

28. PouZitie podla ndroku 27, vy znacujlGce sa
t ¥ m, Ze kontrastné ¢inidlo prejavuje vazbovi afinitu
k Tudskému sérovému albuminu v jeho denaturovanom stave, ktord
je menSia ako 20 % véazbovej afinity kontrastného ¢inidla

k ludskému sérovému albuminu v jeho nativnom stave.

29. PouZitie podla néroku 28, vy zna &ujidce s a
t ¥ m, Ze kontrastné ¢inidlo prejavuje védzbovi afinitu
k lIudskému sérovému albuminu v jeho denaturovanom stave, ktord
je men3ia ako 10 % vazbovej afinity kontrastného &inidla

k Yudskému sérovému albuminu v jeho nativnom stave.

30. PouZitie podla nédroku 1 alebo 18, vy znadu -

jdce sa t¢m Ze kontrastné &inidlo, ked je naviazané
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na tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho denaturovanom stave, ma
relaxivitu R;, ktord je menSia ako 80 % relaxivity R; kontras-
tného‘éinidla, ked je naviazané na tkanivo alebo zloZku tkani-
va v jeho nativnom stave.

31. PouZitie podla nédroku 30, vy znadujidce sa
t ¥ m, Ze kontrastné &inidlo, ked je naviazané na tkanivo
alebo zloZku tkaniva v jeho denaturovanom stave, mad relaxivitu
R,, ktord je menSia ako 50 % relaxivity R, kontrastného &inid-
la, ked je naviazané na tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho

nativnom stave.

32. PouZitie podla nédroku 31, vy znadujlGce sa
t ¥m, Ye kontrastné ¢&inidlo, ked je naviazané na tkanivo
alebo zloZku tkaniva v jeho denaturovanom stave, md relaxivitu
R,, ktord je menSia ako 20 % relaxivity R, kontrastného ¢inid-
la, ked je naviazané na tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho

nativnom stave.

33. PouZitie podla néroku 32, vy znacujice sa
t ym, Ye kontrastné ¢&inidlo, ked je naviazané na tkanivo
alebo zlo%ku tkaniva v jeho denaturovanom stave, md relaxivitu
R,, ktoréd je menZia ako 10 % relaxivity Rq kontrastného &inid-
la, ked je naviazané na tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho

nativnom stave.

34, PouZitie podla ndroku 1 alebo 18, vy zn a & u -
jdce sa tym Ze kontrastné &inidlo, ked je interven-
&nd terapia skondend a cielové tkanivo alebo zloZka tkaniva sa
vratilo do fyziologického stavu, md relaxivitu Rq, ktord je
men3ia ako 80 % relaxivity R, kontrastného &inidla, ked je na-

viazané na tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho nativnom stave.
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35. Spdsob podla nédroku 34, vy znadujidce sa
t ym, Ze kontrastné <&inidlo, ked je interven&nd terapia
skonlend a cielové tkanivo alebo zloZka tkaniva sa vratilo do
fyziologického stavu, méd relaxivitu R,, ktord je menSia ako
50 % relaxivity R, kontrastného &inidla, ked je naviazané na

tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho nativnom stave.

36. PouZitie podla ndroku 35, vy znaddujlice s a
t ym, Ze kontrastné <&inidlo, ked je interven&nd terapia
skon&end a cielové tkanivo alebo zloZka tkaniva sa vratilo do
fyziologického stavu, md relaxivitu R,, ktord je mensSia ako
20 % relaxivity R, kontrastného &inidla, ked je naviazané na

tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho nativnom stave.

37. PouZitie podla néroku 36, vy znadujidce s a
t ¥ m, Ze kontrastné &inidlo, ked je interven®nid terapia
skonend a cielové tkanivo alebo =zloZka tkaniva sa vrétilo do
fyziologického stavu, mé relaxivitu R,, ktord je menZia ako
10 % relaxivity R, kontrastného &inidla, ked je naviazané na

tkanivo alebo zloZku tkaniva v jeho nativnom stave.

38. PouZitie kontrastného &inidla na pripravu diagnostic-
kého ¢inidla na diagnostické zobrazovanie so zvySenym kontras-
tom Specifického tkaniva alebo zloZky tkaniva, na ktorom sa
uskutocltiuje alebo sa uZ uskuto&nila intervenénid terapia, pomo-
cou MRI, ultrafialového svetla, viditelného svetla alebo in-
fracerveného svetla, vy znadujdce sa t¢¥n, Ze

kontrastné ¢inidlo md jednu z nasledujlcich Struktdr:
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kde n ﬁé hodnotu 1 aZ 4 a R obsahuje alifaticki skupinu
a/alebo aspoifli jeden arylovy kruh, prifom monitoruji sa zobra-
zovacie signdlne charakteristiky kontrastného &inidla na sta-
novenie toho, &i je interven&nd terapia celkom skon&eni.
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