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Vynalez se tyka znacené biotinové sloudeniny,
kde biotinovou slouéeninu piedstavuje obe-
cny vzorec I, ve kterém n znamen4 1 nebo 2, R _ Dr
pfedstavuje chelatotvornou skupinu k chela-

tizaci atomu kovu a Sp je prostorova skupina,

kter4 obsahuje alespon 4 atomy vytvarejici ro-

zestup mezi NH a R a kde tato biotinova slou-

¢enina je znafena atomem kovu zvolenym ze

a/ souboru sestavajlmho z radioaktﬁrﬁich 1zo-

E)u- 9mpe  208pp BGa 57(} As,

'

IBQEI, IITmSn IZISI‘I, l27’Te lqur; 143Pl_

T ]9'8Au. 199Au 149Tb, 161 Th., 169 d, 165Dy‘

149Pm lSle SSSm 157Gd, 166H0 172Tm.

169yy, 1754y, 177Lu 105Rh 3 111Ag nebo b/
souboru sestdvajicfho z paramagnetickych
atomu kovii Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd,
Sm, Yb, Gd, Tb, Dy, Ho, a Er, pfitem? uvedeny
atom kovu je pfipojen k biotinové slouéeniné
pomoci zminéné chelatotvorné skupiny. Vy-
nalez se déle tyka farmaceutického piipravku
obsahujiciho uvedenou znadenou biotinovou
sloudeninu, pouZiti této sloudeniny pro di-
agnézu a lé¢enf a kitu pro pfipravu radi-
ofarmaceutického pfipravku.
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Radioaktivné znadené derivaty biotinu

Oblast techniky

'Tento vynalez se tykd znadenych biotinovych slouéenin,
zpusobu pfipravy téchto sloucenln farmaceutlckeho pripravku
obsahujiciho tyto sloucenlny, pouziti tohoto pfipravku pro
diagndzu a lééeni a kitu pro pfipravu radiofarmaceutického
pripravku.

Dosavadni stav techniky | .

'V oboru je dobfe znamo, e ruzné polypeptidy nebo
proteiny, jako jsou monoklondlni protilatky (MAb), se vazaji
s vysokou afinitou k antigenim spojenym s tumory. V dlsledku
toho radioaktivné znadené monoklon&lni protilatky (MAb™) jsou
Uspésné pouzivény pro lokalizaci tumord in vivo v nukledrni
mediciné. Jednou z hlavnich nevyhod pri pouziti MAb* je
jejich prodlouzena krevni clearance. Dusledkem toho je, ze se
obvykle dosahuje maly pomer tumoru a pozadi a radiacni davka
pro normalni tkané je vysoka.

Nadéjny vyvoj v aplikaci MAb* v nuklearni diagnéze je
pfedem stanovenym cilovym pristupem. Proto pro tuto metodu
podavani proteinu specifického pro tumor (protilatky) a latky
zpusobujici radioaktivitu nastava v oddélenych ¢asovych
okam21c1ch Tato metoda je moZnad pfi pouzZiti systému avidin/
blOtln Jsou dva rozdilné zakladni postupy, které se mohou
pouiivat pro lokalizaci tumord s timto pfedem stanovenym
cilovym systémem avidin/biotin [Paganelli a kol., Nucl. Med.
Commun., 12, 211-234 (1991}], a to dvoustupniovy pfistup
a trojstuphiovy pristup. PFi dvoustupriovém pristupu se
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preparat (strept)avidinu pfipraveny in vitro a polypeptid
vyhleddvajici tumor, napfiklad protilédtka, injikuji o jeden,
dva nebo tfi dny pozdeéji, po injekci radioaktivné znac¢eného
biotinu. Pfi tristuprnovém pPristupu se biotinylovana Mab
(prvni krok), (strept)avidin (druhy krok) a radioaktivné
znaéen§ biotin (tfeti krok) zavedou pacientovi injekci
postupné (v Casovém intervalu pribliZné 24 hodin). Prvni dva
kroky, stejné jako prvni krok dvoustupriového pfistupu ma za
vysledek avidinaci tumoru. Kromé toho biotinylované MAb,
které nejsou lokalizovany na tumoru, ale stale cirkuluji

Vv Krvi, jsou makroagregovéany pPfebytkem avidinu. Tyto adukty
avidin/MAb o vysoké molekularni hmotnosti jsou rychle
absorbovany a katabolizovany v jatrech. Treti krok zahrnuje
podavani in vivo radioaktivné znadeného biotinu. v disledku
rychlé krevni clearance netumorove vazaného biotinového
derivatu se oéekdvaji dobré poméry tumoru a pozadi, které se
dosahuji rychle.

Pro vizualizaci tumort se vyzaduje biotin znaceny
radionukleotidem, vyhodné radionukleotidem kovu, nebo
paramagnetickym ionem kovu. Protoze biotin mi hedostaéujici
vlastni funkéni skupiny pro stabilni vazéni kovu, vhodny
bifunkéni ligand ma byt vazan k biotinu, aby se umoZnilo
vazani s pozadovanym atomem kovu. Biotinové derivaty
s radicaktivné znacenym kovem jsou popsany v literature,
napriklad v US patentu &. 5 283 342, ve WO 93/25240, v Koch .
a Macke (Angew. Chemie, Int. Ed., 31, 1507-1509 (1509)

& Vizzi a kol. (J. Nucl. Med. 32, 920 (1991) - Proc. 3oth
Ann. Mt., No. 403) je ohodnoceno 12 raznych biotinovych
derivatl znaéenych techneciem-99m. Zavérem téchto autort je,
Ze zkoumané derivaty biotinu znacené Tc-99m projevuji
nestabilitu in vivo, jako disledek toho, Ze se v normalnich
tkanich nalézaji vysoké hladiny T¢-99m.




Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu je dosdhnout znadenou
biotinovou slouceninu, kterd ma vysokou afinitu k avidinu,
srovnafelnou s afinitou samotného biotinu, a kterd ma
zlepSenou stabllltu 1n v1vo, to znamend zlepSenou resistenci
k enzymatlckemu odbouravanl, ktera dovoluje vlastni pouZiti
v diagndze a léceni.

Tento predmét se dosahuje znacenou biotinovou slouce=-
ninou, ktera je reprezentovana obecnym vzorcem I

0 | ‘ ©n

®
ve kterém
n znamena 1 nebo 2,
R ._ pfedstavujg chelatotyorngu sgupinu-k chelatizaci atomu «
T kovu a
Sp .je prostorova skupina, ktera obsahuje alespon 4 atomy

vytvarejici rozestup mezi NH a R a

kde tato biotinova sloudenina je znadena atomem kovu zvolenym
ze '




a) souboru sestavajiciho z radioaktivnich izotopt 9ngc,
203pp, 66Ga, 67ga, 68Ga, 72pg, 1lly, 113mppy, 1lamp,  97p,

620y, 64cy, 52pg, S2myy, 5lcy, 186ge, 188p, 775g, 90y
67cu, 169gy, 117mg, 121gy  127q, 142p, 143p,, 198,
199y, 149qy, 161qy, 109p4 165p,  149py 151py,, 153gy,
157Gd"166H0' 1720y, 169y, 175Yb, 1771y, 105p, 4 11lag, nebo

b) souboru sestavajiciho z paramagnetickych atomi kovd Cr, ... .

Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm; Yb, Gd, Tb, Dy, Ho a Er,

pricemz uvedeny atom kovu je pripojen k biotinové sloucGeniné
pomoci zminéné chelatotvernéd skupiny.

Vyse definovand prostorova skupina Sp je vyhodné
skupina obecného vzorce II

—(CH)p )x —
@

ve kterém
A ‘Znamena biradikal vzorce
—NH-(CHz)m- nebo -NH-C(=X)-(CH2)x-Y-(CHz)m-C(CozH)H-,
kde ‘
X a y jsou kaZdy nezavisle na sobé& 0 nebo 1,

m je celé ¢islo od 1 do 4,

P znamena celé ¢islo od 0 do 4,




X predstavuje atom kysliku nebo siry a
Y znamena skupinu vzorce NH, CO nebo atom siry.

‘V9ée uvedena chelatotvornd skupina R je vyhodné
zvolena ze souboru sestavajlc1ho z2 NP S(4 t- q) tetra-
dentatnich chelatlzacnlch ¢inidel, kde t + g = 2 - 4 nebo ze
skupin odvozenych od kyseliny ethylendiamintetraoctové
(EDTA), kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA), kyseliny
cyklohexyl-1,2-diamintetraoctové (CDTA), kyseliny ethylen-
glykol—o,o'—bis(2—aminoethy1)—N,N,N',N'—tetraoctové (EGTA),
kyseliny‘N,N-bis(hydroxybenzyl)ethylendiamin—N,N'-dioctové
(HBED), kyseliny triethylentetraminhexaoctové {TTHA},
kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N' ,N" N"'-tri-

a -tetraoctové (DO3A a DOTA), kyseliny 1,4,7,10-tetraaza-
cyklotridékan-N,N',N",N"'—tri- a -tetraoctové (TRI3A

a TRITA), kyseliny hydroxyethyldiamintrioctové (HEDTA),
kyseliny 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-N,N',N" ,N"'-tetra-
octové (TETA), substituované DTPA, substituované EDTA nebo od
deferoxaminu (desferrioxaminu) nebo od slouéeniny obecného
vzorce III

(m)-

ve kterém

Ry ‘znamena popfipadé substituovanou uhlovodikovou skupinu
S rozveétvenym hebo nerozvétvenynm Yetézcem, pricemi

tato skupina je popfipadé prerusgena alespon jednim
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heteroatomem zvolenym z atomu dusiku, kysliku a siry
a/nebo ‘alespon jednou skupinou NH a

Q znamena  skupinu, kterd je schopna reagovat s amino-
skupinou peptidu a kterd je vyhodné vybrana ze
" souboru sestavajiciho z karbonylu, karbimidoylu,
N-(C;-Cglalkylkarbimidoylu, N-hydrqukarbimidoylu a
'N-(Cl—C6)alkoxykarbimidoylu.

Vhodné priklady NthS(4-t-q) tetradentatnich chelato-

tvornych ¢€inidel jsou vybrana ze souboru zahrnujiciho
slou¢eniny obecného vzorce IV aZ XIII
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ve Kter

R6 az R

l

X - : xin Ce (Xl

ém
50 ¢namenaji kazdy nezavisle na sobé atom vodiku nebo
alkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku, za predpo-

kladu, Ze alespon jeden z Cg az Cg znamena symbol Y,

znamena atom vodiku nebo CO,-alkylovou skupinu s 1 aZ
4 atomy uhliku v alkylové c¢asti,

24 Jsou kazdy jednotlivé alkylkarbonylova skupina s 1
az 4 atomy uhliku v alkylové &asti, benzoylova skupina
nebo benzylova skupina,

znamena 0 nebo 1,

znamena 2 nebo 3,

predstavuje skupinu vzorce CH,COOH nebo jeji funkéni
derivat,

znamenad alkylenovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku,

jestlize je Zadouci, substltuovanou C02—a1kylov0u
CH,CO-alkylovou, CONH, nebo CONHCH,CO,-alkylovou




skupinou, fenylenovou skupinu nebo fenylenovou skupinu
substituovanou CO,-alkylovou skupinou, pricemz
alkylové skupiny obsahuji 1 aZ 4 atomy uhliku,

G znamena skupinu NH nebo atom siry,

Y znamena valenéni vazbu nebo funkéni skupinu schopnou

se vazat s prostorovou skupinou a
Z ~znamend atom siry nebo kysliku.

Pokud Y znamend funkéni skupinu, Y vyhodné zahrnuje
isokyanatoskupinu, isothiokyanatoskupinu, formyl, o-
-halogennitrofenyl, diazoniovou skupinu, epoxyskupinu,
trichlor-sym.-triazinyl, ethyleniminoskupinu, chlorsulfonyl,
alkoxykarbimidoyl, (substituovany nebo nesubstituovany)
alkylkarbonyloxykarbonyl, alkylkarbonylimidazolyl nebo
sukcinimidooxykarbonyl, pfiéemz_skupina je vyhodné pfipojena
k (Cy-C;gluhlovodikovému biradikalu.

Vhodnymi priklady uhlovodikovych biradikald jsou
biradikaly odvozené od benzenu, alkani s 1 aZ 6 atomy uhliku,
alkeni se 2 aZ 6 atomy uhliku a alkylbenzenl s 1 a% 4 atomy
uhliku v alkylové ¢éasti.

Pfiklady vhodnych chelatord obecného vzorce III jsou
popsany v mezinarodni patentové prihlasce WO 89/07456, stejné
jako nesubstituované nebo substituované 2-iminothiolany’

a 2-iminothiacyklohexanony, obzvlasté 2-imino-4-merkapto-
methylthiclan,

Vyse uvedené znacené biotinové sloudeniny byly

testovany na fadé vhodnych modelovych experimentti, které




umoznuji predvidat vysledky pro aplikace in vivo. Tyto
experimenty jsou popsany v prikladech. 2 vysledki téchto
experimentd bude z¥ejmé, Ze znadené biotinové slouéeniny
podle tchoto vyndlezu maji vlastnosti, které zpusobuji, ze
jsou vhodné pro diagnostické a lécebné uéely. Pokud je
znaceno vhodnym atomem pro diagnostické uéely, znacena
biotinové,slouéenina.zﬁstévé.dostateénéddlpuho\neporuéena po-
podani, co dovoluje zobrazit cilovy tumor bez pfesentace
porusujiciho pozadi. JestliZe je znaceno vhodnym radio-
izotopem pro lécebné Gfely, takto znadené biotinové
slou¢eniny jsou nadéjné terapeutické pripravky pro odetrovani
Yady malignich tumorq.

Nové biotinové slouéeniny znacené kovem podle tohoto.
vynalezu se mohou pripravovat zpusobem, ktery je znam jako
takovy pro pribuzné slouceniny. K tomuto udelu se biotinova
molekula derivatizuje vhodnym chelatotvornym éinidlem jaké je
vymezeno vyse, napriklad NthS(4_t_q) tetradentatnin
chelatotvornym ¢inidlem nebo EDTA.

DTPA atd., po zavedeni prostorové skupiny Sp jako je
definovéna vyée, po kterém se dostane slouéenina obecného
vzorce I '

0 ©)n

g
R _Sp _NH

N 0

¥

ve kterém
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n ~ znamena 1 nebo 2,

R predstavuje chelatotvornou skupinu k chelatizaci atomu
kovu a

Sp je prostorova skupina, ktera obsahuje alespori 4 atomy

. vytvareijici rozestup mezi NH a R,

se necha reagovat s kovem, jak je zde definovan vyse, ve
formé soli nebo chelatu vdzaného k pomérné slabému chelatoru
za ucelem vytvoreni komplexu.

Vhodné pfiklady soli nebo chelati poZadovaného kovu
jsou ln-citrat a -acetat, 29 _rco-tartrat a podobné. Reakce
vedouci ke vzniku komplexu se muZe obecné provadét jedno-

duchym zpisobem a za mirnych podminek.

Tento vyndlez se takeé tyka biotinové slouceniny
obecného vzorce I, jak je definovana vyse, pricemZ tato
slouéenina se miZe pouzivat pro svrchu popsany zplisob

pripravy znacdené biotinové sloudeniny.

Pritonny vynalez se ddle tyka farmaceutického priprav-
ku, obsahujiciho kromé farmaceuticky prijatelné nosné latky
a pokud je Zadouci alespon jedné farmaceuticky prijatelné
pomocné latky jako aktivni latku znacenou biotinovou

slouceninu, kterd je zde vymezena vyse.

Vyndlez Se’také tykd zpusobu detekce a lokalizace
tumorlt v téle teplokrevného zijiciho jedince, ktery spodiva
v tom, Ze se
i) podd tomuto jedinci pfipravek obsahujici (strept)avidin

ve spojeni s polypeptidem projevujicim selektivni afinitu




...ll-

k uvedenému tumoru,

ii) nacez se po avidinaci tohoto tumoru podd uvedenému
jedinci pripravek obsahujici mnoZstvi dostateéné pro vnéjsi
zobrazeni znacené biotinové slouceniny, jak je vymezena vySe,
pfiéemé biotinova sloudenina je znacena

a) radioaktivnim kovovym izotopem vybranym ze souboru
séstévajiciho z-gngc, 203Pb, 67Ga, 6863, 72As, lllIn,
113myy  97gy, 82cy, 6%cu, 52re, 52%p a lecr nebo

b) paramagnetickym atomem kovu zvolenym ze souboru sesta-
vajiciho z Cr, Mn, Fe, Co, Ni; Cu, Pr, N4, Sm, Yb, Gd, Tb,
Dy, Ho a Er, a '
iii) koneé&né podrobi tento jedinec vnéjsimu zobrazeni
cilovych mist v téle tohoto jedince ve vztahu k aktivité

pozadi.

Na misto vy$e popsaného dvoustupriového postupu se mhZe
pouzit svrchu diskutované predem cilené tristuprniové metody.
Pri této metodé se pouziva dédle popsaného postupu:

i-a) podd se uvedenému jedinci pripravek obsahujici
biotinylovany polypeptid, ktery projevuje selektivni afinitu
k tumoru,

i=-b) potom se poda pripravek obsahujici (strept)avidin,
pricemZ oba kfoky nahrazuji vyse popsany krok i).

Tento vyndlez se také tyka zpusobu intraoperativni
detekce a lokalizace tumord v téle teplokrevnych Zijicich
jedinclh, ktery zahrnuje
i) podani uvedenému -jedinci pfipravku obsahujiciho {strept)-
avidin ve spojeni s polypeptidem projevujicim selektivni
afinitu k uvedenému tumoru,

ii) poté, po avidinaci tohoto tumoru, podani uvedenému
jedinci pF¥ipravku obsahujiciho znadenou biotinovou slouceni-

nu, jak je vymezena vySe, v mnoZstvi dostateéném pro detekci
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1 zafeni sondou, pricemZ biotinovad sloudenina je znadena
161y, a
iii) koneéné poté, co se ponechd aktivni ldtka vazat
a absorbovat v tumoru a po clearanci krve od radioaktivity,
podrobeni tohoto jedince radioimunodetekéni technice
v prislusné oblasti téla tohoto jedince, za pouZiti sondy pro .

-detekci 1 zaf¥eni.

Vyse zminény radicizotop, tedy 151Tb, dovoluje pouzZit
takto znadenou peptidovou sloucdeninu v technice radioaktivné
vedené chirurgie, ve které se relevantni tkéné v téle pacien-
ta mohou detekovat a lokalizovat intraoperativné pomoci sondy
pro detekci 71 zdfeni. Chirurg miZe intraoperativné pouzit
této sondy k nalezeni poskozeni, ve kterém se nastava
absorbce slouceniny znacené uvedenym radicizotopem, co je

emitor 7 fotonl o nizké energii.

Je zrejmé, Ze na misto dvoustuprnového postupu se maze

pouzit t¥istupfiového postupu, jak je zde rozebrano vyse.

Biotinové slouceniny podle tohoto vynalezu za
predpokladu, Ze jsou radiocaktivné znaceny izotopy vhodnymi
k tomuto G&elu, se mohou pouiit pro lééebné osetrovani
tumorﬁ;‘Tak vynalez se ddale tyka zplUsobu lédebného osetrovani
tumort v téle teplokrevného Zijiciho jedince, ktery spociva
v tom, ze se |
i) poda tomuto jedinci pripravek obsahujici (streptj)avidin
ve spojeni s polypeptidem projevujicim selektivni afinitu
"k uvedenému tumoru,
ii) naceZ se po avidinaci tohoto tumoru poda uvedenému
jedinci pripravek obsahujici znacenou biotinovou sloucdeninu,
jak je vymezena vysSe, v mnozZstvi dostatecéném pro boj s tumory

nebo pro potlaceni tumoru, pricemZ znacdend biotinova
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sloucenina odpovida slouceniné zde definované vyse a tato
biotinova slouéenina je znacena kovovym izotopem zvolenym 2ze

souboru sestavajiciho z 114mIn, 186Re, 188Re, 77As, 90Y,
66ga, 67cy, 169gy, 117mgn 121g, 127p, 142p. 143p.

198Au’I199Au’ 149Tb, 161Tb, 109Pd, 1650y, 149Pm, lSle’
153Sm, lS?Gd, 159Gd, 166H0’ 172Tm, 169Yb, 175Yb, 177Lu,

105Rh a lllAg.. ) L. . ] . R

Bude zrejmé, Ze misto vyse uvedeného dvoustupriového
postupu se mlZe pouZit tristupnovy predem cileny zpusob, jak

je rozebrano vyse.

V pripadé, Ze se jako diagnosticky pripravek pouZiva
radioaktivné znaénd biotinova sloudenina, je Gasto nemozné
dat pripravek pripraveny pro okamZité pouZiti uZivateli
k jednomu pouZiti v souvislosti s casto malym Casem
skladovatelnosti radioaktivné znacené sloudeniny a/nebo
kratkym poloasem rozpadu pouzZitého radionuklidu. V takovych
ptipadech uzivatel bude provadét znacici reakci s radio-
nukleidem v klinické nemocnici nebo v laboratori. K tomuto
Géelu se potom nabizi ruzné reakcni sloZky pro uiZivatele ve
form& tak zvaného "kitu". Je zrejmé, Ze manipulace nezbytna
k provedeni pozadované reakce mad byt tak jednoducha, jak jen
je mozné, aby umoZnila uzivateli prfipravit z kitu radio-
aktivné znaceny pripravek s pouzitim zrucnosti, ktera je
nutnd pro jeho jedno pouZiti. Proto tento vynalez se také

tyka kitu pro pripravu radiofarmaceutického pripravku.

Kit podle tohoto vynalezu mﬂéé obsahovat
a) pripravek obsahujici (strept)avidin ve spojeni s poly-
peptidem projevujicim selektivni afinitu k tumoru,
b) biotinovou slouceninu obecného vzorce I zndzornéného vyse,

ve kterém symboly maji svrchu uvedeny vyznam, Ke Kterézito
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sloucenineé, pokud je to Zadouci, je pridéna inertni farma-
ceuticky prijatelnd nosnd latka a/nebo formulaéni prosttedek
a/nebo pomocna latka,

c¢) roztok soli nebo chelatu kovového izotopu vybraného ze

souboru sestavajiciho z 203Pb, 66Ga, 67Ga, 68Ga, 72As,
lllIn, ll3mIn, 114mIn, 97Ru, 62Cu, gngC, 186Re, 188Re,

64cy, S%pe, 22Mn, lcr, 77ps, %9y, 67cy, 16%gy, 117Mg,,
121g, 127p, 142p, 143p, 198, 1994, 149, 16lgy,
109pq, 165py, 149p, 15lpy 153gy 157qq 166y, 172y

lngb, 175Yb, 177Lu, 105Rh a lllAg, a
d} instrukce pro pouzZitl s predpisem pro reakci sloZek

pritomnych v kitu.

'Vyhodné biotinova sloudenina uré&end k pouziti jako
slozka vy3e uvedeného kitu je modifikovéna prostorovou
skupinou Sp a chelatotvornym &inidlem R, jak je uvedeno vyse.
Vyslednd biotinova sloudenina usnadiiuje stéle pr¥ipojeni
radionuklidu jednoduchym zptisobem. Vhodn& chelatotvorna
¢inidla pro modifikaci biotinové molekuly jsou zde popséna
podrobnéji vyse. Nths(4-t-q) tetradentatni chelatotvorna
¢inidla, dusik obsahujiei di- nebo polyoctové kyseliny nebo
jejich derivaty, stejné jako slouceniny uvedené vysSe,
poskytuji p¥edem neobydejné vhodné pripojeni riznych kovovych
radionuklida, jako **lrn a 113Mrp, k molekule biotinu. Kit
k dodani pro uZivatele mazZe také zahrnovat sloZku (sloZky)
definované pod a) a b) vyse, spole¢né s instrukcemi pro
pouziti, zatimco roztok soli nebo chelatu radionuklidu,

- definovany pod c) vyse, ktery md omezeny polocCas skladovani,

se muZe dodavat pro uzZivatele oddélené.

Vyse uvedeny kit je uréen pro pouzZiti ve dvoustupnovém
predpisu. Pokud na misto toho se md pouzit tristupnovy predem

cileny zplsob, jak bylo uvedeno vyse, je vhodny ddle uvedeny
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kit:

a-i) pripravek obsahujici biotinylovany polypeptid, ktery
projevuje selektivni afinitu k tumoru a

a-ii) pfipravek obsahujici (strept)avidin, pricemZ oba
pripravky nahrazuji vy$e uvedeny pfiprévek a).

"V pfipadé, Ze kit slouZi. k pripravé. radiofarma-. .
ceutického pripravku, ktery je znacen 99, 186Re nebo
lSBRe, takovy kit podle tohoto vynalezu miZe zahrnovat;'kromé
slozky (slozek) definovanych pod a) a b) vyse,
¢} redukéni &inidlo a pokud je to Zadouci, chelator a
d} instrukce pro pouZiti s predpisem pro reakci sloZek kitu
s 99Mpe ve formé technecistanového roztoku nebo s 186pe nebo

-188Re ve formé rhenistanového roztoku.

Jestlize je to Zadouci, urcité slozky kitu mohou byt
kombinovany za predpokladu, Ze jsou kompatibilni. Techneci-
stanovy nebo rhenistanovy roztok miZe jednodude dostat

uzivatel z vhodného vyrobniho zarizeni.

Pokud radionuklid je sam pritomen v Kkitu, reakce
tvorici komplex s biotinovou slouc¢eninou obecného vzorce
I uvedenou vySe se miZe jednoduse dosdhnout spojenim sloZek
v neutradlnim nebo pufrovaném prostfedi a vyvolanim jejich
reakce. Pro tento ucel mize byt radionuklid dodan biotinové
sloucdeniné ve formé chelatové vazby ke srovnatelné slabému

chelatoru, jak jé zde popsdno vyse.

Pokud kit zahrnuje biotinovou slouéeninu, jak je zde
vymezena vy$e, a je urcen pro pfipravu radiofarmaceutickeho
pripravku, ktery je znacen 99mTc, 186Re nebo 188Re,
radionuklid bude vyhodné pfidan oddélené ve formé techneci-

stanového nebo rhenistanového roztoku. V tomto pripadé kit
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bude obsahovat vhodné redukéni éinidlo a pokud je to Zadouci,
chelator, pricemZ redukéni ¢inidlo ma redukovat technecistan
nebo rhenistan. Jako redukéni éinidlo se mliZe pouZit
napfiklad ditioniéitan nebo kovové redukéni ¢inidlo. Jako
redukéni ¢inidlo pro vySe uvedené kity se vyhodné pouziva
kovové redukéni ¢inidlo, napriklad Sn(II), Ce(III)}, Fe(II),
Cu(I), Ti(III) nebo Sb(III), pric¢emz Sn(IIL) je mimoradné -
vhodny. Priklady vhodnych slouéenin dvojmoéného-cinu jsou
chlorid cinaty, vinan cinaty, fosfonat nebo difosforeénan
cinaty a glukohepotonat cinaty. Modifikovana biotinova sloika
vySe uvedenych kitdl, to znamena vyhodné biotinova sloucenina,
se miZe dodadvat jako roztok, napfikléd ve forme fyzidlogic—
kého roztoku na bazi chloridu sodného, nebo nékterého
pufrovaného roztoku, nebo miZe byt pritomna ve vysuseném
stavu, napfiklad za lyofilizovanych podminek. Pokud se
pouZiva jako slozka pro injekéni kapalinu, ma byt sterilni,
pricemz v pripadé kdy je sloZka v suchém stavu, uzivatel ma
vyhodné pouzit sterilni fyziologicky roztok na bdzi chloridu
sodného jako rozpoustédlo. Jestlize je to Zadouci, vyse
zminénd slozka muZe byt stabilizovdna obvyklym zpUsobem
pomoci vhodnych stabilizatord, napriklad kyseliny askorbové,
kyseliny gentisové nebo jejich soli, nebo miZe obsahovat jiné
pomocné prostredky, napfiklad plniva, jako je glukéza,
laktdza, mannitol a podobné.

Priklady provedeni vyndlezu

Vynédlez bude nyni podrobnéji popsan v souvislosti
s dale zarazenymi zvlastnimi priklady.

Priklad 1

Zpusob syntézy 6~[N~(biotinylsulfoxid)-p-aminobenzyl]-

A
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-1,4,8,11-tetraazaundekanu (6)
(obr. 1)

H,N /_B§

H,N

HN

Obr. 1: biotinsulfoxid-N4

Biotinsulfoxid -se syntetizuje jak popsal Melville [D.
B. Melville, J. Biol. Chem., 208, 495 (1954)]. Sulfoxid
existuje ve dvou izomernich formdch: a-(+)-biofinsulfoxid
a B-(-)-biofinsulfoxid (obr. 2).

Obr. 2: Dvé izomerni formy biotinsulfoxidu

Tyto izomerni formy se mohou oddélit frakcionovanou
krystalizaci a/nebo chromatografii na silikagelu.

6-(p-Nitrobenzyl)-1,4,8,11~tetraaza-5,7-dioxoundekan (1}
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1,07 g (4 mmol) diethylesteru kyseliny p-nitrobenzyl-
malonové [G. Ruser a kol., Bioconj. Chem., 2, 345 (1990)] se
suspenduje ve 40 ml methanolu a k suspenzi se prida 5,3 ml
(80 mmol) ethylendiaminu. Smés se vari pod zpétnym chladidenm
po dobu 12 hodin. Rozpou$tédlo a prebytek ethylendiaminu se
odpafi a surovy produkt se éisti chromatografii na silikagelu
(CHCl,/MeOH/NH,(25%) = 5:5:1, R¢ = 0,3). Vytézek odpovida
1,4 g.

MS (FAB) m/z (relativni intenzita): 324 (MHT, 100);

1H-NMR (300 MHz; dg-DMSO): 8,14 (d, 2H, o-Ar-H-),
8,04 (t, 2H, CH,-NH-CO), 7,46 (d, 2H, m-Ar-H), 3,45 (t, 1H,
CH-CH,-Ar), 3,15 (d, 2H, CH,-Ar), 3,05 (m, 4H, CH,-NH-),
2,50 (m, 4H, CH-NH,); |

13c-NMR (90 MHz, d -DMSO): 168,25 (2C, C=0), 147,71
(1c, C(Ar)-No,), 145,86 (1C, CH,-C(Ar)), 129,95 (2C, Ar),
123,06 (2C, Ar), 54,00 (1C, CH-CH,-Ar), 41,93 (2c,
CH,-NH(CO)), 40,86 (2C, CH,-NH,), 34,48 (1C, CH,-Ar).

Elementdrni analyza odpovida Cp,H,{Ng0,.

6~ (p-Nitrobenzyl)-1,4,8,11-tetraazaundekan (2)

480 mg (1,48 mmol) surové slouceniny (1) se necha
reagovat za teploty mistnosti s 30 ml (20 ekvivalentd) 1M
boranu v tetrahydrofuranovém roztoku a reakéni smés se vari
pod zpétnym chladicem po dobu 60 hodin. K rozlozZeni prebytku
boranu se opatrné prikape prebytek methanolu k reakéni smési,
kterd se predem ochladila na teplotu 0 ©C. Methanol se odpafi
za sniZeného tlaku a odparek se suspenduje v ethanolu
a vystévi~pﬁsobeni ultrazvuku béhem nékolika minut.
Nerozpustény podil se odfiltruje a do filtratu se zavadi
plynny chlorovodik po dobu 20 minut. Vznikla sraZenina se

zachyti a ddle ¢isti sloupcovou chromatografii (silikagel,



CHC13/MeOH/NH3(25%) = 5:15:2). Vysledny vy&istény amin se
rozpusti v ethanolu a dostane. se odpovidajici hydrochloridova
sul jako bila tuhd latka zavadénim plynného choroveodiku do
tohoto roztoku (460 mg). Pri jiném provedeni se sraZenina
pfimo rekrystaluje z methanolu nasyceneho plynnym chloro-
vodikem, bez predchoziho &¢isténi chromatografii.

Vytézek odpovida 70 %;

‘Rg = 0,36 (510,, CHCl,/MeOH/NH,(25%) = 5:5:2);

MS‘(FAB) m/z (relativni intenzita): 296 (MH+, 100);

1H-NMR (360 MHz, dg-DMSO) (hydrochlorid): 8,21 (a,
2H, O-Ar-NO,),'7,68 (d, 2H, m-Ar-NO,), 3,50-2,64 (m, 15H);

~ Mc-NMR (90 MHz, dg-DMSO): 146,29 (2¢, c(Ar)wo,,

CHp-Ar), 130,46 (2¢, Ar), 123,36 (2C, Ar), 47,56, 44,68,
35,04, 34,97.

Elementarni analyza je v souladu s Cl4cl4H29N502.

N,N,N';N“'—Tetabutoxykarbonyl-e-(p—nitrobenzyl)-1,4,8,11—
-tetraazaundekan (3)

1,5 9 (3,5 mmol) sloudeniny (2) se suspenduje v 5 ml
dioxanu a k suspenzi se pfidavad 1IN roztok hydroxidu sodného
az do hodnoty pH 12. K reakéni smési se pPri teploté tani ledu
prida 4,5 ml (21 mmol, 6 ekvivalentd) di-terc.-butyldi-
karbonatu ve 30 ml dioxanu a 40 ml 1N roztoku hydroxidu
sodného. Smés se michi za teploty mistnosti pres noc. Ke
smési se potom pfidd 100 ml dietﬁylétheru a 50 ml vody.
Etherové vrstva se oddéli a &tyrikrat extrahuje vidy 30 ml
vody, vysuSi sirdnem sodnym a odpafZi. Vysledny olej se nemize
krystalovat, ale ukazuje strukturu potvrzujici FAB-MS (m/z:
696) a je ¢isty podle chromatografie na tenké vrstva
(silikagel, Reg = 0,5, smés ethylacetdtu a hexanu v poméru
9:1). Vytézek 2,2 g, to jest 90 %. FAB-MS: m/z: 696. 1r-NMR
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and IC jsou v souladu se strukturou.

N,N',N",N"'-Tetrabutoxykarbonyl-6-(p-aminobenzyl)-1,4,8,11-
-tetraazaundekan (4)

1,3 g (1,9 mmol) slou¢eniny (3) se rozpusti ve 40 ml
80% methanolu, k .roztoku se prida 150 mg 10% palladia na uhli
a hydrogenace se provadi po dobu 3 hodin. za teploty
mistnosti. Katalyzdtor se odfiltruje, smés se odpafi
a chromatografii na silikagelu se dostane ¢istd latka (Silica
gel 60, kolona 32 x 2 cm, eluent: smés hexanu a ethylacetatu
vV poméru 2:3). VytéZek odpovidd 0,53 g (43 %). Sloudenina se
¢isti chromatografii na tenké vrstvé a vysokoué&innou
kapalinovou chromatografii a je charakterizovéna FAB-MS (m/z
= 666) a ‘H-NMR.

6—[N—(Biotinylsulfoxid)-p-aminobénzyl]-N,N",N"'-tgtrabutoxy—
karbonyl-1,4,8,11-tetraazaundekan (5)

34,4 mg a-(+)-biotinsulfoxidu se rozpusti v 700 ul
dimethylformamidu, k roztoku se prida 42,5 mg O-(7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluor-
fosfatu (HATU) a 23 pl diisopropylethylaminu (Hiinigova béze)
a smés se necha za teploty mistnosti po dobu 10 minut. Poté
se prida 88 mg slouceniny (4) a 23 pl Hinigovy bédze v 1 ml
dlmethylformamldu. V michdni reak¢ni smési se pokracuje po
dobu 20 minut. Reakéni smés se pridd ke 2 ml ethylacetatu
a 2 ml 5% roztoku hydrogenuhlié¢itanu sodného. Organicka
vrstva se dvakrat promyje roztokem hydrogenuhliditanu sodného
a nasycenym roztokem chloridu sodného, vysusi siranem sodnym,‘
odpafi a krystaluje ze systému diethylether, isopropylether
a hexan. Vytézek: 96 mg (80 %). Sloucenina se éisti chromato-
graficky a charakterizuje FAB-MS (m/z = 908).




6-[N—(Biotinylsulfoxid)-p-aminobenzyl]—1,4,8,ll-tetraaza-
undekan (6}
(Obr. 1)

96 mg slouceniny (5) se rozpusti ve 2 ml kyseliny
trifluoroctové, thioanisolu a vody v poméru 96:2:2 a ponecha
Po dobu 2 hodin za teploty mistnosti. Poté se latka vysrazi
pridanim 2 ml diethyletheru a vysusi za vysokého vakua.
Vytézek odpovida 96 mg. K odstranéni malého mnoz2stvi necdistot
a zbyvajiciho thioanisolu se sloudenina &isti Cl8-HPIC.
FAB-MS: m/z = 508.

Priklad 2
99M1c znaceni slouceniny (6)

50 ug sloucCeniny (6), ziskané jak je popsano
v pfikladu 1, se rozpusti ve 300 kl vodného roztoku (5 mg)
dihydratu citratu sodného. K tomuto roztoku se prida 200 az
400 pl (1000 az 2000 MBq) 2?™rco,” (eludtové vyvijeni) a 20
l (20 pg) cerstve pripraveného 10 mg roztoku dihydratu
chloridu cinatého profouknutého dusikem (10 mg/10 ml 0,1M
kyseliny‘ghlorovodikové); Hodnota pH se upravi na 10 roztokem
hydroxidu sodného. Reakéni smés se udrzuje za teploty
mistnosti po dobu 30 minut. Vytézek komplexovani je vy33i nez
97 %. Na koloné Hamilton PRP-1 (10pm, 4,1 x 150 mm) a pri
isokratické eluci s 10 mM 100% fosfatového pufru (hodnota pH
7, 0 az 5 minut), s nasledujicim lineadrnim gradientem (5 az
10 minut, 20% MeCN a 80% fosfatovy pufr) a isokratickou eluci
az do 15 minut se dostanou °?™Pc komplexni eluty za 10 min
4 s (prutok: 1,5 ml/min). Za stejnych podminek se eluuji
(99mTc)-6-(p-aminobenzyl)—1,4,8,11-tetraazaundekanové eluty




za 8 min 45 s. Komplex je stabilni v citratu a fosfdtovém
pufru po dobu alespofi 10 hodin.

Priklad 3
Vézéni'(sngc)—slouéeniny (6) k avidinu

‘“(99mTc)~slouéenina (6), ziskdna jak je popsano
v prikladu 2, se umisti na kolonu avidinu kondenzovaného ke
kulickam agardzy, které se predem trikrat zpracovaly vidy
s 1,5 ml fosfatového pufru (hodnota pH 8,9). Kolona se
pétkrat promyje vidy 1,5 ml pufru. Zustatkova aktivita na
koloné ¢ini 97 = 3 % (n = 3). Pokud se kolona pfedem nasyti
studenym biotinem, zachovd se méné neZ 2 % aktivity. Zavérem

tak je, Ze vazani avidinu je specifické.
Priklad 4
Stabilita (gngc)-slouéeniny (6) v lidském seru

' Biotinidaza je enzym nachdzejici se v rlznych organech
a v lidském seru, kde funguje jako biotin-amid amidohydro-
laza, napfiklad hydrolyzuje kyselinu N-(d-biotinyl)-p-amino-
benzoovou a biocytin. Studuje se stabilita amidové vazby
v Cerstvém lidském seru. VSe se ponechd béhem 4 hodin a poté

se dostane mnoZstvi neporudené (99mTc)-slouéeniny (6),

R} LN

ziskané v prikladu 2, které pokleslo pribliZné o 15 #* 2 %, Co
je daleko lep$i neZ u odpovidajiciho konjugdtu s biotinem.
Dusledkem toho je skutec¢nost, Ze optimdlni doba scintigrafie
s konjugatem biotinu znacdenym 99M_mc je za 2 hodiny po
injekci, prigemz stabilita (2°™rc)-sloudeniny (6) v lidském
seru je priméfend pro studii na lidech.
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PATENTOVE NAROKY

1. Znac¢end biotinova sloucenina, kde tato biotinova

sloucenina je predstavovana obecnym vzorcem I

R _Sp _NH
Ko
‘ve kterém
n znamepé 1 nebo 2,
R pfedstavuje chelatotvornou skupinu k chelatizaci atomu
kovu a
Sp Je prostorovd skupina, ktera obsahuje alespon 4latomy '

vytvarejici rozestup mezi NH a R a

kde tato biotinova sloudenina je znadena atomem kovu Zvolenym
ze ) |

a) souboru sestavajiciho z radioaktivnich izotopt ?9Mpc,
203pp, 66Ga, 67Ga, $8ga, 72as, lllpp, 113mp, 14ng, 97py,
62Cu, 64Cu, 52Fe, SZmMn' SlCr, 186Re, 188Re, 77As, 90Y,

67Cu, 169Er, 117msn’ 121Sn’ 127Te, 142Pr, 143Pr, 198Au,
;99Au, 149Tb, lelTb, 109Pd, 165Dy, 149Pm, lSle' 153Sm,

157Gd, 166HO, 172Tm, 169Yb, 175Yb'~177Lu, lOSRh a lllAgl nebo

b) souboru sestavajiciho z paramagnetickych atomd kovu Cr,



Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, Gd, Tb, Dy, Ho a Er,

pric¢emz uvedeny atom kovu je pripojen k biotinové slouceniné
pomoci zminéné chelatotvorné skupiny.

2. Znacenéd biotinovd slouéenina podle naroku 1, kde
prostorovou skupinou Sp je skupina obecného vzorce II

—{CH 2)p )x —
)
ve kterém
A znamena biradikal onrce
-NH-(CH, ) - nebo -NH-C(=x)-(CH;)xfy-(CHz)m-c(cozﬁ)H-,
kde
X a y jsou kaZdy nezavisle na sobé 0 nebo 1,
m je celé ¢islo od 1 do 4,
p znamena celé ¢&islo odHO do 4,
X predstavuje atom kysliku nebo siry a
Yhinamené skupinu vzorce NH, CO nebo atom siry.

3. ZnaCenad biotinovd sloucenina podle ndroku 1 nebo
2, kde chelatotvornd skupina R je zvolena ze souboru
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sestdvajiciho z NthS(4 ) tetradentatnich chelatizacnich

-t~
¢inidel, kde t + g = 2 - 4qnebo ze skupin odvozenych od
kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), kyseliny
diethylentriaminpentaoctové (DTPA), Kyseliny
cyklohexyl-1,2-diamintetraoctové (CDTA), kyseliny ethylen-
glykol-0,0'-bis(2-aminoethyl)~N,N,N' ,N'-tetraoctové {EGTA),
kyseliny N,N-bis(hydroxybenzyl)ethylendiamin-N,N'-dioctové
(HBED), kyseliny triethylentetraminhexaoctové (TTHA),
kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N', N" N"'~tri-

a -tetraoctové (DO3A a DOTA), kyseliny 1,4,7,l0-tetraaza-
cyklotridekan-N,N' N" ,N"'~-tri- a -tetraoctové (TRI3A

a TRITA)}, kyseliny hydroxyethyldiamintrioctové (HEDTA),
kyseliny 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-N,N', N" N"'-tetra-'
octové (TETA), substituované DTPA, substituované EDTA nebo od

deferoxaminu nebo od slouéeniny obecného vzorce III

ain

ve kterém

Ry znamena popripadé substituovanou uhlovodikovou skupinu
s rozvétvenym nebo nerozvétvenym retézcem, pricemz
-tato skupina je popripadé prerusSena alespon jednim
heterocatomen zvolenym z atomu dusiku, kysliku a siry

a/nebo alespon jednou skupinou NH a

Q znamend skupinu, ktera je schopna reagovat s amino-
skupinou peptidu a ktera je vyhodné vybrédna ze
souboru sestavajiciho z karbonylu, karbimidoylu,
N-{Cy~Cglalkylkarbimidoylu, N-hydroxykarbimidoylu a
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N—(Cl-cs)alkoxykarbimidoylu.

4. ZnaCend biotinova slou¢enina podle naroku 3, kde
chelatotvornd skupina R je vybrana ze souboru zahrnujiciho

obecné vzorce IV aZ XIII

Ry _O (CH/L

Hy .~
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ve kterém

Rg aZ R,y 2znamenaji kaZdy nezdvisle na sobe atom vodiku nebo

alkylovou skupinu s 1 aZz 4 atomy uhliku, za predpo-

vt kladu, e alespoii” jeden 'z Cg aZ Cq znamend symbol"Y, =" "'~

Roq znamena atom vodiku nebo CO,-alkylovou skupinu s 1 az
4 atomy uhliku v alkylové casti,

Ry5 @& Ry3 Jsou kazdy jednotlivé alkylkarbonylova skupina s 1
az 4 atomy uhliku v alkylové &asti, benzoylovd skupina

nebo benzylova skupina,

v znamena 0 nebo 1,

S znamena 2 nebo 3,

Roy pfedstavuje skupinu vzorce CH,COOH nebo jeji funkéni
derivat,

A znamend alkylenovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku,

jestlizZe je Zadouci, substituovanou CO,-alkylovou,
CH,CO-alkylovou, CONH, nebo CONHCH,CO5-alkylovou
'skupinou, fenylenovou skupinu nebo fenylenovou skupinu
substituovanou CO,-alkylovou skupinou, pricemZ
‘alkylové skupiny'obsahuji 1 az 4 atomy uhliku,

I

G znamena skupinu NH nebo atom siry,

Y znamena valenc¢ni vazbu nebo funkéni skupinu schopnou
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se vazat s prostorovou skupinou a
VA znamena atom siry nebo kysliku.

5. Zpusob pripravy znacené biotinové sloucdeniny podle
narokull, vyznacujici s e tim, Ze se
biotinova sloucenina obecného vzorce I zndzornéného v naroku

717" kde symboly maji ‘vyznam uVedeny v ndroku 1, nechd reagovat
s atomem kovu, jak je definovan v naroku 1, ve formé soli
nebo chelatu vazaného k pomérné slabému chelatoru k vytvoreni
komplexu. )

6. Biotinova sloudenina k pouZiti podle naroku 5,
kterd md obecny vzorec I

0 @a
ﬂ
R _Sp _NH
HN
Y
0
ve kterém
n znamena 1 nebo 2,
R . pfedétavuje chelatotvornou skupinﬁ k chelatizaci atomu
kovu a -
Sp je prostorovéd skupina, kterd obsahuje alespon 4 atomy

vytvarejici rozestup mezi NH a R.

7. Farmaceuticky pripravek, vy zna ¢uijici




s e t 1 m, Ze obsahuje kromé farmaceuticky pfijatelné nosné
latky a pokud je Zadouci alespon jedné farmaceuticky
prijatelné pomocné latky jako aktivni latku znadenou
biotinovou sloudeninu podle naroku 1, 2, 3 nebo 4.

‘8. Zpusob detekce a lokalizace tumorl v téle
teplokrevného Zijiciho jedince, vy zna ¢ u j ici s e
t'im, Ze se
i) podd tomuto jedinci pripravek obsahujici (strept)avidin
ve spojeni s polypeptidem projevujicim selektivni afinitu
k uvedenému tumoru,

ii) nac¢ez se po avidinaci tohoto tumoru podd uvedenému
jedinci pripravek obsahujici mnoZstvi dostatec¢né pro vnéjsi
zobrazéni znacené biotinové slouceniny podle naroku 1, 2, 3
nebo 4, pricemZ biotinovéd sloucenina je znacena

a) radioaktivnim kovovym izotopem vybranym ze souboru
sestavajiciho z 290pc, 203py, 67ga, 68gy, 72p5, 11llyy,
113mry  97gy, %2cyu, ®4cu, 2re, ®?™n a 3lcr nebo

b) paramagnetickym atomem kovu zvolenym ze souboru sestéd-
vajiciho z Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, G4, Tb,
Dy, Ho a Er, a

iii) konec¢né podrobi tento jedinec vnéj$imu zobrazeni ke
stanoveni cilovych mist v téle tohoto jedince ve vztahu

k aktivité pozadi.

9. Zpusob detekce a lokalizace tumorl v téle
teplokrevného Zijicihe jedince, vy zna é¢ujici se
t im, Ze se
i) poda uvedenému jedinci pfipravek obsahujici biotinylovany
polypeptid, ktery projevuje selektivni afinitu k tumoru,

ii) potom poda pripravek obsahujici (strept)avidin,
1ii) nageZ se po avidinaci tohoto tumoru poda uvedenému

jedincli pripravek obsahujici mnoZstvi dostatecné pro vnéjsi



zobrazeni znacené biotinové slouceniny podle naroku 1, 2, 3
nebo 4, pricemi biotinova sloucdenina je znacena

a) radioaktivnim kovovym izotopem vybranym ze souboru
sestavajiciho z 99mTc, 203Pb, 67Ga, 68Ga, 72As, 111In,
113mryn, 27Ru, %2cu, %%cu, 32Fe, °?™wn a >lcr nebo

b) paramagnetickym atomem kovu zvolenym ze souboru sesta-
vajiciho z Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pr, Nd, Sm, Yb, G4, Tb,
"Dy, Ho a Er, a C B ‘ . S

iv) koneéné podrobi tento jedinec vnéjsimu zobrazeni ke
stanoveni cilovych mist v téle tohoto jedince ve vztahu

k aktivité pozadi.

10. Zplsob intraoperativni detekce a lokalizace tumord
v téle teplokrevnych Zijicich jedincd, vy znac¢cujici
s e t 1m, Ze se
i) podd uvedenému jedinci pfipravek obsahujici (strept)-
avidin ve spojeni s polypeptidem projevujicim selektivni
afinitu k uvedenému tumoru,
ii) poté, po avidinaci tohoto tumoru, poda ﬁvedenému jedinci
pripravek obsahujici zna¢enou biotinovou slouéeninu podle
naroku 1, 2, 3 nebo 4, v mnoZstvi dostateéném pro detekci 1
zéfeni sondou, pridem? biotinova sloudenina je znacéena
161Tb, a
iii) koneéné poté, co se ponechd aktivni latka vazat
a absorbovat v tumoru a po clearanci krve od radioaktivity,
podrobi tento jedinec radioimunodetekéni technice v prislugné
"oblasti téla tohoto jedince, za pouZiti sondy pro detekci 7
zareni. '
11. Zpusob intraoperativni detekce a lokalizace tumoru
v téle teplokrevnych Zijicich jedinca, vy zna c¢uijici
s e t I m, Ze se

i) poda uvedenému jedinci pripravek obsahujici biotinylovany
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polypeptid, ktery projevuje selektivni afinitu k tumoru,

ii) potom podd pripravek obsahujici (strept)avidin,

iii) poté, po avidinaci tohoto tumoru, podd uvedenému jedinci
pripravek obsahujici znacenou biotinovou sloucéeninu podle
naroku 1, 2, 3 nebo 4, v mnozstvi dostateéném pro detekci 7
zareni sondou, priCemZ biotinova sloudenina je znacena

161Tb, a

iv) koneéné poté, co se poneécha aktivni latka vazat

a absorbovat v tumoru a po clearanci krve od radioaktivity,
podrobl tento jedinec radioimunodetekéni technice v prisludné
oblasti téla tohoto jedince, za pouZiti sondy pro detekci 7

zareni.

12. Zptsob lécebného osSetrfovani tumord v téle
teplokrevného zijiciho jedince, vy znac¢ujici se
t im, Ze se
i) poda tomuto jedinci pfipravek obsahujici (strept)avidin
ve spojeni s polypeptidem projevujicim selektivni afinitu

“k uvedenému tumoru,

ii) nage? se po avidinaci tohoto tumoru podd uvedenému
jedinci pripravek obsahujici znadenou biotinovou slouéeninu
podle néroku‘l, 2, 3 nebo 4, v mnoistvi dostateéném pro boj
s tumory nebo pro potlaceni tumor(, pric¢emz biotinova
sloucCenina je znaéena kovovym izotopem zvolenym ze souboru

sestavajiciho z 1140rn, 186gq 188py 775, 90y 66g, 67(y,
169g,, 117mg, 121g, 127p, 142p, 143p, 198, 199,

149qy, 161qy, 109py, 165y, 149py 151py 1535y 157a4
15954, 166y,, 172qy, 169y, 175y, 1771, 105g, , 111

13. Zpisob lécebného osetFovani tumorl v téle
teplokrevného Zijiciho jedince, vy znac¢ujici se
t 1m, Ze se

i) podad uvedenému jedinci pripravek obsahujici biotinylovany
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polypeptid, ktery projevuje selektivni afinitu k tumoru,
ii) potom podd pripravek obsahujici (strept)avidin,

iii) naceZ se po avidinaci tohoto tumoru podd uvedenému
jedinci pripravek obsahujici znacenou biotinovou slouceninu
podle naroku 1, 2, 3 nebo 4, v mnozstvi dostateéném pro boj
s tumory nebo pro potlafeni tumort, pricemZ biotinova
slouc¢enina je znacena kovovym izotopem zvolenym ze souboru

" sestéavajiciho z llamyy, . l"%Re, 188ge, 77As, 90Y,‘66Ga, 67¢u,
169y, 1l7mgy 121g,  127p  142p, 143py 1983, 199,

149y, 161y, 109p4 165p, 149py 15lpy 153gy 15754
159cq, 166y, 172qy 169yy, 175y 177p, 105gy , 111y,

14. Kit pro pripravu radiofarmaceutického pripravku,

vyznaéuijici se tim, Ze obsahuje

a) pripravek obsahujici (strept)avidin ve spojeni s poly-
peptidem projevujicim selektivni afinitu k tumorim,

b) biotinovou sloudeninu obecného vzorce I znazornéného

v naroku 1, kde symboly majl vyznam uvedeny Vv naroku 1, ke
kterézto slouceniné, pokud je to Zadouci, je pridéana inertni
farmaceuticky pfijatelnd nosnd latka a/nebo formulacéni
prostfedek a/nebo pomocna latka,

¢) roztok soli nebo chelatu kovového izotopu vybraného ze

souboru sestdvajiciho z 203Pb, 66Ga, 67Ga, 68Ga,

111y, 113mg,  1lmp, 97gy  62g,, 99Mpe
640y, 52pe, 52Myy Sloy 77ag, 90y, 67¢y,
121gy 127, 142py  143p,. 198y, 199,
109pq  165p,  149p,  151py 1835, 157g4.
169y 175y, 177p, 105p, o 111pg 4

186Re,
169Er,
149Tb,

166H0:

72As,
188Re,

117m5n
'

161y,
1720y

d) instrukce pro pouZiti s predpisem pro reakci slozek

pritomnych v Kkitu.

15. Kit pro pripravu radiofarmaceutického pfipravku,

vyznadc¢ujici se

t i m, Ze obsahuje
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a) pripravek zahrnujici biotinylovany polypeptid, ktery
pfojevuje selektivni afinitu k tumorim,

b) pripravek obsahujici (strept)avidin,

¢} biotinovou slouceninu obecného vzorce I znizornéného

v naroku 1, kde symboly maji vyznam uvedeny v naroku 1, ke
kteréito slouceniné, pokud je to Zadouci, je prfidana inertni
farmaceuticky prijatelnd nosna latka a/nebo formulaéni

- prosttfedek a/nebo pomocna létka,“' - S '

d) roztok soli nebo chelatu kovového izotopu vybraného ze

souboru sestdvajiciho z 2°3Pb, 66Ga, 67Ga, 68Ga, 72As,

64cy, S2pe, 52Myy, Sley, 77pg, 90y, 67¢y, 169g, 1l7ng,
121gy  127q,  142p, 143p, 198y, 199, 149q, 16lqy,
109pgq, 165p, 149py  15lpy 153gy, 15754 166y, 1720,

169y, 175yy,, 1771y, 105pp 5 1llag
e) instrukce pro pouzZiti s predpisem pro reakci slozek

pritomnych v kitu.

16. Kit pro pripravu radiofarmacedtického pripravku,
vyznadcujicl se tim, zZe obsahuje
a) pripravek obsahujici (strept)avidin ve spojeni s poly-
peptidem projevujicim selektivni afinitu k tumorium,
b) biotinovo@ slouc¢eninu obecného vzorce I znazornéného
v naroku 1, kde symboly maji vyznam uvedeny v naroku 1, ke
kterézto slouceniné, pokud je to 2&douci, je pridana inertni
farmaceuticky prijatelna nosna latka a/nebo formulaéni
prostfedek a/nebo pomocnd latka,
c) redukéni &inidlo a pokud je to Zadouci, chelator a
d) instrukce pro pouZiti s predpisem pro reakci slozZek kitu
s 99Mpe ve formé technecistanového roztoku nebo s 18%Re nebo
188pe ve formé rhenistanového roztoku.

17. Kit pro pripravu radiofarmaceutického pripravku,
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vyznacujici se tim Ze obsahuje

a) pripravek zahrnujici biotinylovany polypeptid, ktery

" projevuje selektivni afinitu X tumorim,

b) pfipravek obsahujici (strept)avidin,

c) biotinovou sloudeninu obecného vzorce I zndzornéného

v naroku 1, kde symboly maji vyznam uvedeny v naroku 1, ke

kterézito sloucéeniné, pokud je to Zadouci, je pridana inertni

farmaceuticky prijatelna nosnad latka-a/nebo formulacéni

prostredek a/nebo pomocna latka,

d) redukéni ¢inidlo a pokud je to Zadoucl, chelator a

e) instrukce pro pouziti s predpisem pro: reakci
s gngc ve formé technecistanového roztoku nebo

188Re ve formé rhenistanového roztoku.

.8loZek kitu

s 186Re nebo
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