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Anotace: )

Kontrastni prostfedek pro zobrazovani
ultrazvukem v lyofilizovaném stavu obsahuje
mikrobublinky a stabilizator lyofilizace v
hmotnosinim poméru k mikrobublinkam
nejméné 10 : 1, pfitemz prostfedek je tepelné
staly pil teploté vy$8i ne? 20EC. Prostfedek je
moZno ziskat tak, Ze se lyofilizuje vodna
disperze, obsahujic{ kontrastni ¢inidlo ve
formé& mikrobublinek a stabilizator lyofilizace
nebo smés stabilizatort s hodnotou Tg nejmé-
né 20°C a hodnotou Tg -37°C nebo vys&f pfi
hmotnostnim poméru  stabilizdtoru ke
kontrastnimu éinidlu ve formé mikrobublinek
nejméneé 10 : 1.
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Kontrastni prostfedek pro zobrazovani ultrazvukem a
zpuisob jeho vyroby

Oblast techniky

Vynéilez se t?ké'kontrastniho prostfedku pro zobrazo-
vani ultrazvukem, tepelnd stabilizovaného a zpusobu vyroby -
tohoto prostPedku. Prostfedek obsahuje stabilizovanou dis-
perzi mikrobublinek.

Dosavadni stav techniky

‘Mikrobublinky (tento pojem se uzivad k oznadeni unila-
melarnlch a multilamelarnich struktur, jako liposomu, micel

a mikrobublinek) jsou Casto uzivany jako nosny prostredek .

pro lé&ivé nebo diagnostické latky. P¥i zobrazovani ultra-
" zvukem je moZno pouzit mikrobublinky s obsahem ruznych ma-

teriall, plynnjych pii td3lesné teploté jako kontrastnich la-

tek, zv1aité pfi zobrazovani Gsek cévniho systému.

Kontrastni prostfedky tohoto typu se obvykle podava-
ji ve formé vodné disperze, obsahujici nizkou koncentraci -
mikrobublinek relativné k nosnému vodnému prostfedi. Z to-
hoto divodu je vyhodné skladovani a pfeprava téchto kontrast-

nich prostfedki za podminek, prfi nich? jsou mikrobublinky

ulozeny v suché formé,

Vhodn& je lyofilizace prostiedkd tohoto typu za po-
uziti pomocnych prostfedkl, které usnadfiuji vymrazovani.
Tyto pomocné prostiedky obvykle slouz{ ke dvéma Glellm.
pPredeviim se pFidavaji ¢inidla, zvySujici celkovy obsah
pevného podilu tak, aby bylo moZno ziskat produkt s vhod-
n&j&imi mechanickymi vlastnostmi. Mimoto se pPidédvaji sta-
bilizatory, které napoméhéji vzniku sklovité formy v
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prab&hu dehydratace a zvySuji fyzikélni pevnost suseneho vy-
robku. Jako pfiklady téchto’ stabilizAtord je moZno uvést
mannitol a glukosu.

Lyofilizované kontrastni prostfedky pro zobrazovani
ultrazvukem jsou vyhodné z hlediska pPepravy a skladovani
vzhledem ke sniZenému objemu ve srovnani s vodnymi prostred-
Ky, pifipravenymi pro pouziti, jsou vsak také spojeny s ur-
gitymi problémy vzhledem k tomu, e takto pPtipraveny produkt
nenl staly pri, teplotach v prubehu prepravy a skladovani a
z téchto divodi musi byt pFed dalsSim zpracovanim uchovavan
pfi niZZich teplotach, naptiklad 5 az 10 °c.

Nyni bylo neolekévané zji¥téno, Ze pfi vhodné volbé
stabilizatoru v prib&hu lyofilizace je moZno ziskat lyofili-
zované kontrastni prostfedky s obsahem mikrobublinek pros
zobrazovan1 ultrazvukem, které jsou stalé pii teplotéd okoli
a pri ponékud vySsi teploté, takie snaSeji teploty v prubéhu

pfepravy a skladovani.

Tepelné stalé lyofilizované produkty je tedy moZno
skladovat a piepravovat bez potreby pouzit Fizenou teplotu,
mimoto je moZno je dodévat i v terénu za podminek, pPi nichZ
uzivatel nema specifické prostfedky pro skladovani latek,
vyzadujicich pouZiti nizkych teplot.'

Podstata vynalezu

Podstatu vynélezu tvofi kontrastni prostfedek pro
zobrazovani ultrazvukem v lyofilizovaném stavu, obsahujici
mikrobublinky a stabilizator, staly pri teploté vy38i neZ
20 °c, s vyhodou nejméné 22 a zv143ts 25 nebo az 30, zejmé-
na nejmén& 40 nebo aZ 65 9¢ nebo vys8{. Jde tedy o kon-
trastni prostredek pro zobrazovani ultrazvuku, v lyofili-




zovaném stavu, obsahujici mikrobublinky a stabilizator a
majici teplotu skelného pPechodu Tg vy58i neZ 20, s vyho-
dou vy33i neZ 22 a zvlaste vy88i nez 25, jeSté vyhodné ji
vy838i neZ 30 a zv143té vyhodn& nejméné 40, napfiklad aZ

0 —_
65 “C nebo vyssl.

Soufast podstaty vynalezu tvoii také zplsob vyroby
tepelnd stalého lyofilizovaného kontrastniho prostredku
pro zobrazovani ultrazvukem s obsahem mikrobublinek, po--
stup spoliva v tom, Ze se lyofilizuje vodné disperze, Ob-.
sahujic{ kontrastni Cinidlo ve formé mikrobublinek a sta-
pilizator lyofilizace nebo smés stabilizatora, pPifemz
stabilizator nebo smés stabilizétord mé hodnotu Tg ne jméné
20 °c, s vyhodou nejméné 22, zv145tE nejméné 25, jedté vy-
hodnegl nejméné 30 a zv14sté vyhodné nejméné 40, napiiklad

R

a? 65 °C nebo vy38i a hodnotu Tg  -37 °¢ nebo vyssi, s vy-

hodou vy&8i nez =36 Oc a zvlastd vyhodné vys3i nez -35 C,
napiiklad -10 az -37 °c.

soudast podstaty vynalezu tvori kompresni prostredek
pro zobrazovani ultrazvukem, ktery obsahuje vodné nosné pro-
stfedi, stabilizator lyofilizace nebo smés takovych stabili-
zédtora a echogenni kontrastni <inidlo pro zobrazovani ultra-
zvukem ve formé mikrobublinek, piidemZ stabilizator nebo
smés stabilizAtord ma hodnotu Tg nejméné 20 %, s vyhodou
ne jmén& 22, zvlasté nejméné 25, jesté vyhodneji ne jméné 30
a zv1lastd vyhodné ne jméné 40, naptiklad aZ 65 °¢ nebo vyssi
a hodnotu Tg vyS3%i nez -37 C, s vyhodou vyS88i neZ -36 a
zv1aité vyhodné vy33i nez-35 C, napfiklad -10 az =37 .

Soutast podstaty vynélezu tvori také pouZziti stabi-
lizatoru lyofilizace nebo smeési takovych stabilizéatord s
hodnotou Tg nejméné& 20 °c, s vyhodou nejméné 22, zv1A48té
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nejméné 25, je5td vyhodnéji nejméné 30 a zv145té vyhodné
nejménd 40, napiiklad a 65 °C nebo vy33{ a hodnotu Tg
-37 °C nebo vys%i, s vyhodou vy33i neZ -36 a zv143té vy-
hodné vy88i nez ~35 ¢, napifiklad -10 az -37 %¢ pro vyro-
bu kontrastniho prostifedku s obsahem mikrobublinek pro

diagnostické G&ely pFi zobrazovéni ultrazvukem.

Soud4st podstaty vyndlezu tvoPi také zpisob sklado-
vani a pPepravy kontrastnich latek pro zobrazovani ultra-
zvukem ve formé mikrobublinek, ktery spodiva v tom, Ze se -
kontrastni latka pFepravuje a skladuje v lyofilizované for-
mé s obsahem stabilizdtoru lyofilizace, piifemZ teplota

skelného piechodu Tg je nejméné& 20 %¢, s vyhodou nejménd

22.°C a prostfedek se skladuje a pFepravuje bez chlazeni.

Tato kontrastni 14tka se pak disperguje ve fyziolo-
gicky piijatelném vodném prostfedf{, vhodném pro vznik dis-

perze.

Pro jakykoliv materiidl je Tg teplota skelného precho-
du pro materidl v suchém stavu, kdeZto Tg je teplota skel-
ného pFechodu pro maximalné koncentrovany lyofilizovany

gisty vodny roztok téhoZ materialu.

Krom& zlepSeni stélostli pifi vy38i teplotd ma kon-
trastni prostfedek v lyofilizované formé& s obsahem mikrobub-
linek také prekvapujici schopnost mikrobublinek zadriet
plynné halogenované uhlovodiky a jejich prekursory, které
se bé¥nd uZivaji v kontrastnich prostifedcich pro zobrazovani

pomoci ultrazvuku.

Kontrastni latkou pro zobrazovani pomoci ultrazvuku
miZe byt jakakoliv fyziologicky pFijatelnd echogenni latka
ve formé mikrobublinek, av3ak s vyhodou budou mikrobublinky




obsahovat plyn nebo prekursor plynu, naprlklad sloufeninu
nebo smés sloudenin, kterd je v podstaté v plynne formé
{(v8etné par) pfi teploté lidského téla 37 %c. Je moZno po-=
uzit jakykoliv biokompatibilni plyn, prekursor plynu nebo

. sm&s plynd nebo prekursori. Mize jit napPfiklad o vzduch, du-
sik, kyslik, oxid uhli&ity, vodik, oxid dusnaty, inertni
plyn, jako helium, argon, xenon nebo krypton, fluoridy siry,
jako hexafluorid siry, fluorid dvojsirovy nebo pentafluorid
trifluormethylsiry, hexafluorid selenu a silany, popripadé
nalogenované, napfiklad getramethylsilan, dédle uhlovodiky .
s nizkou molekulovou hmotnosti aZz do obsahu 7 atom uhliku,
miZe jit napfiklad o alkan, jako methan, ethan, propan, bu-
tan nebo pentan, o cykloalkan, jako cyklobutan ngbo cyklo-
pentan, o alken, jako propen nebo buten, o alkin, jako ace-
tylen, dale je moZno pouzit ethery, ketohy, estery, haloge-
nované uhlovodiky s qizkou molekulovou hmotnosti do obsahu
napifiklad 7 atomi uhliku nebo smési tdchto latek. PFi nej-
mensSim ndkteré halogenované atomy Vv halogenovanych plynech

s vyhodou nesou atomy fluoru. Tyto biokompatibilni plynné
halogenované uhlovodiky se voli napfiklad ze skupiny brom-
chlordifluormethan, chlordifluormethan, dichlordifluormethan,
bromtrifluormethan, cnlortrifluormethan, chlorpentafluor-
ethan, dichlortetrafluorethan, perfluorované uhlovodiky, na-
‘pPriklad perfluoralkany, Jjako perfluormethan, perfluorethan,
perfluorpropan, perfluorbutany, naptiklad perfluor-n-butan,
popiipadé ve smési s daldimi isomery, Jjako perfluorisobu-
tanem, perfiuorpentany, perfluorhexany a perfluorheptany,
dale perfluoralkeny, napfiklad perfluorpropen, perfluorbu-
teny, napfiklad perfluorbut-2-en a perfluorbutadien, per-
fluoralkiny, jako perfluorbut-2-in a perfluoralkany, jako
perfluorcyklobutan, perfluormethylcyklobutan, perfluordi-
methylcyklobutany, perfluortrimethylcyklobutany, perfluor-
cyklopentan, perfluormethylcyklopentan, perfluordimethyl-
cyklopentany, perfluorcyklohexan, perfluormethylcyklohexan
a perfluorcykloheptan. Z dalsich halogenovanych plynu je
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mo¥no uvést fluorované, napifiklad perfluorované ketony,
jako perfluoraceton a fluorované, napfiklad perfluorované
ethery, jako perfluordiethylether.

Ve zvl1astd vyhodném provedeni obsahuji mikrobublin-
ky perfluoralkan, 1zvlaité perfluorbutan, perfluorpentan
nebo perfluorhexan a zvlAa3té vyhodné n-perfluorobutan.

V mikrobublinkich miZe byt membréna vytvofena z ja-
kéhokoliv fyziologicky pPfijatelného materialu pro tvorbu
membran, miZe jit napfiklad o fosfolipidy, které mohou,
aviak nemusi byt zesitdny. Zv14a5té vyhodné jsou membrany ,
tvorené smési fosfolipidd s nabojem a bez ndboje a ve zvlas-
t& vyhodném provedeni by mély mikrobublinky nést zcela ur-
8ity definovany povrchovy néboj, s vyhodou negativni. Tako-
vé fosfolipidové mikrobublinky maji.zvl&3té vyhodnou dobu,

po ni% pPetrvavaji v krevnim obéhu.

Mikrobublinky mohou dile obsahovat &inidlo, prodlu-
fujfici dobu jejich pobytu v krevnim ob&hu, toto &inidlo je
mo¥no konjugovat s membranou nebo s lipofilni skupinou, za-
kotvenou v membréné, Z latek, prodluZujicich dobu pobytu’
mikrobublinek v krevnim ob&hu je moZno uvést polyalkylen-
oxidy, naptiklad polyethylenglykol, které prodluzuji dobu
prijmu mikrobublinek z krevnich cév do retikuloendotheliil-
niho systému.

Je Zadouci, aby alespofi 75 % a s vyhodou veSkery
fosfolipidovy materidl v kontrastnim prost¥edku byl tvofen
molekulami, které za podminek pripravy a/nebo pouziti jed-
notlivé nesou urdity néboj, ktery miZe byt positivni, avSak
s vfhodou je negativni. Jako pf¥iklad positivné nabitych fos-
folipidh je moZno uvést estery fosfatidovych kyselin, napri-
klad estery dipalmitoylfosfatidové kyseliny nebo disteroyl-




fosfatidové kyseliny s aminoalkoholy, napriklad s hydroij-
ethylendiaminem. Jako pPiklad negativné nabitych fosfolipi=-
dd je moZno uvést pPirozené se vyskytujici (nap#iklad v so-
ji nebo vaje&ném Zloutku), polosyntetické (napfiklad d4stel-
‘né nebo zcela hydrogenované) a syntetické fosfatidylseriny,

- fosfatidylglyceroly, fosfatidylinositoly, fosfatidové kyse-
liny a kardiolipiny. Acylové skupiny mastnych kyselin v téch-
to fosfolipidech budou typicky obsahovat 14 az 22 atomi uhli-
ku a miZe napPiklad jit o palmitoylovou nebo stearoylovou
skupinu. PouZitelné Jsou také lysoformy nabitych fosfolipi-..
da, pridemZz pojem vlyso" oznafuje fosfollpidy, které obsahu-
ji acylovou skupinu pouze jedné mastné.kyseliny,,které je

s vyhodou vazéna esterovou vazbou na uhlikovy atom v poloze

1 glycerylové skupiny. Takové lysoformy nabitych fosfolipi-
dd je s vyhodou moZno uiit ve smési s nabitymi fosfolipidy,
obsahujicimi dvé acylové skupiny mastnych kyselin. '

Fosfatidylseriny pPedstavuji zvlasté vyhodnou skupi-
nu fosfolipidd pro pouZiti v kontrastnich prostfedcich po-
dle vyndlezu a s vyhodou tvori podstatnou &ast, napriklad
ne jménd 80 % pocateniho obsahu fosfolipidd v téchto prostred-
cich, napfiklad 85 aZ 92 %, prestoZe toto mnoZstvi miZe byt
pondkud sniZeno v pribé&hu nasledného zpracovéani, napiiklad
pfi sterilizaci plsobenim tepla, napriklad na pribliZné 70 %.
I kdy? neni Zadouci se vézat na teoretické Gvahy, je pravdé-
podobné, Ze iontové sily mezi karboxylovou skupinou a amino-
skupinami pfilehlych serinovych skupin prispivaji ke stabi-
11té tdchto systémi. Vyhodnymi fosfatidylseriny jsou napfi-
klad nasycené (napiiklad hydrogenované nebo syntetické) pii-
rodni fosfatidylseriny a syntetické nebo polosyntetické di-
alkanoylfosfatidylseriny, jako distearoylfosfatidylserin,
dipalmitoylfosfatidylserin a diarachiodylfosfatidylserin.

Dhle?ita vyhoda pouZiti kontrastnich prostifedkl na
pazi fosfatidylserind spoliva v tom, Ze 1lidsky organismus
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rozpoznavai staré Gervené krvinky a ‘destidky podle vysokych
koncentraci fosfatidylserinu na jejich povrchu, takZe muZe
odstranit uvedené kontrastni prostfedky z krevniho objemu
podobnym- zpisobem, jako staré krevni elementy. Mimoto vzhle-
dem k tomu, Ze povrch takového kontrastniho prostfedku maZe
byt vniman jako organismu vlastni, nemusi dojit k nepfizni-
vym systemickym G&ink(m, napiiklad- hemodynamickym ' G&inkdm

a dal8im anafylaktickym reakcim, které mohou doprovizet po-
davani ndkterych prostfedkd typu liposomi, jak je uvedeno
napfiklad ve WO-A-95/12386. | o

B T PN T SN BT SR EVET

Liposomalni kontrastni prostiedky pro zobrazovani po-
moci ultrazvuku je moZno pi#ipravit zplsobem, ktery byl v
literatule popsan, nalp.i';"iklad”v dokumentech WO~A-92/22247,
W0-A-94/28780, W0-A-93/05819, W0-A-95/16467, PCT/GB96/01361 4
a Unger a dal8i, Invest. Radiol., 29, Suppl. 2), 134-136, 1994. - .

Stabilizdtor, pouZity v prostfedcich podle vynalezu L
miZe byt jakykoliv fyziologicky piijatelny stabilizator lyo-
filizace nebo smés takovych stabilizdtord s teplotou skelné-
ho prechodu Tg vysS8i nez 20 °c, napifiklad v rozmezi 25 aZ
70 %C a s teplotou Tg°~ -37 °C nebo vy&&i. Jako pFiklady
vhodnych stabilizétorl je moZno uvést sacharosu, maltosu,
trehalosu, rafinosu a stachyosu. Zv1aS8té vyhodnd je sacharo-
sa, popfipadé ve smési s mendim mnoZstvim (napitiklad aZ 20 %
hmotnostnich, s vyhodou aZ 10 % hmotnostnich) jinych stabi-
lizatord. |

Obecné je moZno uvést, Ze stabilizitor bude ve smési,
kterd ma byt lyofilizovéana pritomen v koncentraci, ktera
podstatné prevy3uje koncentraci kontrastniho prostfedku ve
formé mikrobublinek, napfiklad v hmotnostnim poméru nejméné
10 : 1, s vyhodou 20 : 1, optimdln& 200 : 1, napfiklad

»

5000 : 1 nebo i vy38i. V disledku toho je prispévek mikro-
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bublinek k teplotéd skelného pFechodu Tg suchého produktu
pomérné nezavisly a zavisi pfevainé na stabilizétbru, tak-
fe je stabilizatory snadno moZno zkoudet bé&Znym zplsobem a
zjistit, zda mohou v kombinaci s ostatnimi pomocnymi latka-
mi ve vodném nosném prostifedi vytvorit produkt, Ktery ma
po usudeni teplotu skelného pFechodu Tg vy3si neZ 20 .

Obvykle mhZe byt stabilizator piitomen v mnoZstvi
1 a¥ 50, s vyhodou 5 a%Z 30 a zv1a5té 10 az 20 % hmotnost-
nich lyofilizované smési. Koncentrace stabilizatord mdZe . ..
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by v pripadd potfeby znadn& vy33i neZ isotonickd koncentra-
ce vzhledem k tomu, Ze po rekonstituci po lyofilizaci Je
mo%no produkt Pedit. SloZka mikrobublinek bude pFitomna v
rozmezi 0,01 a% 5, s vyhodou 0,1 aZ 3 a zv14asté 0,5 az 1,5 %
hmotnostnich, jako hmotnost této sloZky se uvazuje pouze
hmotnost materiilu, tvoficiho membranu. MnoZstvi stabili- R
zAtory relativné k mnoZstvi kapaliny, uZité pFi rekonsti--
tuci tak, aby byla z lyofilizovaného produktu p¥ipravena
disperze, kterou je moZno podévat, bude ziviset na zobra-
zované oblasti organismu nebo na zobrazovaném organu a na B
zvoleném zpisobu podani. MiZe napiiklad jit o dvo jnasobek
mnoZstvi{ prostifedku, pouzitého k lyofilizaci.

PFi zobrazovani pomoci ultrazvuku, naptfiklad pfi
echokardiografii je vhodné, aby mikrobublinky volné prochéa-
zely plicnim systémem a soufasn& bylo dosaZeno vyhodnych
frekvenci pro zobrazovani v rozmezi 0,1 aZ 15 MHz a je te-
dy vhodné uzit mikrobublinky se stfednim primdrem 0,1 aZ 10,
napfiklad 1 aZ 7 mikrometrd. Mikrobublinky mohou byt pfipra-
veny pfi velmi Gzkém rozmezi distribuce primé&rd v oblasti,
vyhodné pro echokardiografii, &¢im? je moZno podstatné zvy-
it jejich odraz ultrazvuku a soulasné také bezpelnost je-

jich pouZiti in vivo, takZe tyto kontrastni prostiedky ma-
ji zvlastni vyhodu pii nékterych typech pouziti, napfriklad
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mé¥eni krevniho tlaku, méfeni prutoku krve a pii ultrazvu-.
kové tomografii. Timto zpisobem je moZno ziskat dobré vy-
sledky zv14%t& pPi pouZiti produktl, v nichZ vice neZ 90 %
mikrobublinek (nap?iklad nejmén& 95 a s vyhodou nejméné

98 %) ma primér v rozmezi 1 aZ 7 mikrometrl a méné neZ 5 %
mikrobublinek (napfiklad nejvySe 3 a s vyhodou nejvyse 2 %)

maji primér vy$8{ neZ 7 mikrometru.

Kontrasﬁni prostiedky pro zobrazovani ultrazvukem

je napiklad moZno poddvat v takovych davkach, Ze mnozstvi
pouZitého materidlu pro tvorbu membran, napfiklad fosfoli-
pidu je v rozmezi 0,1 aZ 10, s vyhodou 1 aZ 5 mikrogrami na
kg t8lesné hmotnosti. Je zFejmé, Ze pouZziti takovych nizkych
davek materiadlu pro tvorbu membrén znameni podstatnou vyho=
du zejména v tom, Ze se na co nejmen3i miru sniZuje moZnost
vyskytu toxickych vedlejSich G€inkda.

Celkova koncentrace materialu pro tvorbu membréan v
prostiedku, pfipraveném pro pouziti ze suSeného produktu
podle vyndlezu se bude s vyhodou pohybovat v rozmezi 0,0l
a?Z 5, zvlasté vyhodné.0,0S a? 2,0 % hmotnostnich, velmi vy-
hodny je zejména prostiedek s obsahem 0,3 % hmotnostnich
tohoto materialu.

Prostiedek, ktery je podroben lyofilizaci by mél ob-
sahovat ve vyhodném provedeni nejmén& jedno &inidlo pro zvy-
geni objemu, napfiklad polyol, zejména s obsahem t¥i hydro-
xylovych skupin, jako glycerol nebo propylenglykol nebo po-
lysacharid, nap#iklad dextran, nebo také polyglykol, Jjako
polyethylenglykol nebo sm&s téchto latek. V typickych pii-
padech miZe byt toto &inidlo pouZito v koncentracich podob-
nych nebo ponékud niZ8ich neZ jsou koncentrace pouzitého
stabilizatoru, napfiklad 3 aZ 10, s vyhodou 5 % hmotnostnich.
Cinidla pro zvySeni objemu by méla mit schopnost krystalizace
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v prubéhu lyofilizace, protoZe pouze Vv této formd maji ne-
utralni Gdinek na stalost produktu. 7im se 1i%i od stabili-
zatordl, které by mély byt v pribéhu lyofilizace piitomny Vv

amorfnim stavu.

Ve smési, urfené k lyofilizaci je moZno pouzit takeé
dalgi pomocné latky nebo je moZno takové . latky pfidavat do
prostifedku, pripraveného pro podani. MiZe jit napiiklad o
latky pro Upravu pH, osmotického tlaku nebo viskosity, ne=
bo také o emulgatory, tyto latky se uzivaji v obvyklych

mnozstvich.

SusSeny produkt bude obvykle mit formu prééku, ktery
se snadno rozpoudti ve vodé, miZe vSak jit také o vodny roz-
_ tok nebo o roztok ve fyziologickém roztoku tak, aby vstiiko-
vany injekéni roztok nebyl hypotonicky, nebo miZe jit o roz-
tok s obsahem ndkolika soli pro upravu osmotického tlaku,

- ma¥e jit napiiklad o b&Zné kationty krevni plasmy a odpovi-
dajici fyziologicky pfijatelné anionty, prostiedek miZe ta-
ké obsahovat cukry, alkoholy odvozené od cukria, glykoly a
dal3i neiontové materialy typu polyoll, napifiklad glukosu,
sacharosu, sorbitol, mannitol, glycerol, polyethylenglykoly,
propylenglykoly a podobné&. Rekonstituce obvykle vyZaduje jen
mirné michani, obvykle stali ruéni protiepavani. Rozmér tak-
to vytvorenych mikrobublinek je dobre reprodukovatelny a
prakticky nezavisly na mnostvi energie, pouZité pri pro-
tfepavani vzhledem k tomu, Ze je urdovan rozmérem mikrobu-
‘'blinek v podatedni disperzi. Je neodekavané, Ze uvedeny roz-
mér je v podstaté staly v lyofilizovaném i rekonstituovaném
produktu. Vzhledem k tomu, 3e rozmdr mikrobublinek v pola-
tedni disperzi je moZno snadno fidit parametry pouzitého po-
stupu, jako je rychlost a délka michani, je moZno snadno Fi-
dit také konedny rozmér mikrobublinek.
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Objem a koncentrace rekonstituované kapaliny mohou
byt vyvaZeny tak, ahy vysledny pPipravek, uréeny pro primé
pouziti byl v podstaté isotonicky. Objem a koncentrace ka-
paliny bude tedy zAviset také na typu a mnoZstvi stabili-
zatoru a dalSich latek pro zvySeni objemu, pritomnych v
lyofilizovaném produktu.

Bylo prokazano, Ze lyofilizované produkty podle vy-
nalezu jsou stalé pil skladovani nékolik mésicl za béZnych
podminek, Disperze mikrobublinek, vznikajicl po rekonstitu-—
ci ve vodé nebo jiné kapaliné, jak bylo:uvedeno svrchﬁ, ma-
Ze byt jedté stdld po pomérnéd dlouhou dobu, napifiklad nej-
méné 12 hodin, takZe neni nutno pospichat s vySetienim po
rekonstituci suchého produktu pied podanim injekce.

V piipadé, Ze v rekonstituované kapaliné je pouzito 7
pro upravu osmotického tlaku téZe latky, ktera byla uZita
jako stabilizétor pPfi lyofilizaci, stali, aby mnoZstvi pri-
tomného stabilizidtoru bylo dostate&né pro optimalni stabi-
lizaci v pribéhu lyofilizace. Isotonicity koneéného produk- = -
tu je moZno dosdhnout vybérem pFisluiného mnoZstvi a koncen-
trace kapaliny pro rekonstituci. Je tedy moZno ménit v Siro- -
kém rozmezi koncentraci i typ léatek, uZitych jako stabiliza-
tory v prubdhu lyofilizace i koncentraci a typ latek v kapa-
1iné pro rekonstituci, pfidemZ je stdle jeSté moZno ziskat
staly rekonstituovany produkt.

Lyofilizaci podle vyndlezu je moZno uskuteénit béz-
nym zpusobem, i kdyZ vyhodné stabilizAtory podle vynilezu
mohou mit tu dalSi vyhodu, Ze prostfedek mé& pied lyofili-
zaci obecné vy$Si teplotu Tg' neZ ekvivalentni prostiedky
s obsahem jinych ochrannych liatek, jako jsou glukosa a man-
nitol, takZe je moZno uZit krat3ich cykll v prubéhu lyofili-

zace.




Vynalez byl popsén s ohledem na ﬁfostfedky ve formé
mikrobublinek pro zvyZeni kontrastu pfi zobrazovani pomoci
ultrazvuku. Vyndlez je vSak moZno aplikovat také na kon-
trastni prostifedky ve formé mikrobublinek, uriené pro zo-
brazovani jinymi postupy, napPfiklad MRI, rtg-paprsky,. SPECT,
‘PET,-magnetografické zobrazovéani .a pod.

Praktické provedeni vynadlezu bude osvétleno nasledu-

jicimi pPiklady, které vSak nemaji slouZit k omezeni rozsa-

hu vynalezu.

PFiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
pfiprava lyofilizovaného prosuktu

500,4 mg hydrogenovaného vaje&ného fosfatidylserinu
se prida ke 100 ml vody, obsahujici 5,4 % hmotnostni smési
propylenglykolu a glycerolu v nmotnostnim poméru 3 : 10,
Smés se protifepe a pak se 5 minut zahPiva na 80 °C, nale?
se neché‘zchlaanut na teplotu mistnosti, znovu se protre-

pe a pak se nechi stit pres noc az do pouziti.

50 ml vysledného roztoku se prenese do bafiky s
okrouhlym dnem a konickym hrdlem. Baiika se opat?i sklené-
nou manetou se vstupem a vystupem, napojenymi na vodni
lazeil, udrZovanou na teploté 25 9c. Do roztoku se ponofi
michadlo a aby nedochéazelo k Gniku plynu mezi sté&nou hrd-
la a hifidelem michadla, utdsni se prislusny prostor kovo-
vou zéatkou, opatfenou vstupem a vystupem pro plyn, aby bylo
mo¥no upravovat obsah plynu a Fidit tlak. Vystup plynu se
spoji s vakuovym Cerpadlem a roztok se 1 minutu_zbavuje
plynt. Pak se pfivodem pro plyn pFivede plynny perfluor-n-
-butan. )
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Roztok se homogenizuje 10 minut pri 23 000 ot/min,

' piridem# se hifidel michadla uloZi tak, aby otvory byly po-
nékud nad povrchem kapaliny. Vytvori se xrémovita disperze,
kterad se pPfenese do tésné uzaviratelné nadoby a propléchne
perfluor-n-butanem. Disperze se pak prenese do délici nalev-
Ky a odstifed{ 30 minut pri 12 000 ot/min, &imZ se ziskad hor-
ni krémova vrstva bublinek a spodni zakalena vrstva kapali-
ny. Tato kapalina se odstrani a nahradi se vodou. Odstfedé&-
ni{ se dvakrait opakuje, avSak uZije se 12 000 otadek po dobu

15 minut. Po poslednim odstfed#ni se supernatant nahradfi .-

roztokem sacharosy s koncentraci 10 % hmotnostnich. Podily
vysledné disperze po 2 ml se rozdéli do lékovek s objemem

10 ml s plochym dnem, zv1asté upravenych pro lyofilizaci,
lékovky se zchladi na -47 °Ca obsah se lyofilizuje pFibliz-
n& 48 hodin, &imZ se ziska bild vlolkovita pevné latka. Lé-
kovky se prenesou do podtlakové komory, vzduch se vyierpa
vakuovym Gerpadlem a nahradi se plynnym perfluer-n-butanem.
Pred dalZim pouZitim se pifidd voda a obsah l1ékovek se opatr-
né ruiné protfepavé ndkolik sekund, TimZ se ziska disperze
mikrobublinek, vhodna pro pou¥iti jako kontrastni prostiedek
pro zobrazovani pomoci ultrazvuku.

Vlastnosti materialu

Stredni primér mikrobublinek a jejich ob jemova kon-
centrace byly méfeny zaPfizenim Coulter Counter Mark II s
otvorem 50 mikrometr a m&fenym rozsahem 1 aZ 30 mikrometra.
Vzorky s objemem 20 mikrolitrd byly zfedény ve 200 ml fyzio-
logického roztoku chloridu sodného, nasyceného vzduchem pF¥i
teploté mistnosti, pfed mé&fenim byly vzorky ponechany 3 mi-
nuty k dosaZeni rovnovainého stavu.
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Charakteristika p?i prichodu ultrazvuku byla provede-
na na prislusném pokusném zarizeni modifikovanym zpusobem
podle publikace Jong N. a Hoff, Ultrasonics, 31, 175 az 181,
1993. Timto zaPizenim je moZno m&Fit zeslabeni energie ultra-
zvuku ve frakvenéni oblasti 2 aZz 8 MHz ve ziedéné suspenzi .
kontrastniho prostPedku. Pfed m&Fenim se provadi jedté test
na stalost pri vy$Zim tlaku tak, Ze se vzorek podrobi na
90 sekund pfetlaku 120 mm rtuti. V typickém provedeni se 2

a2

a? 3 mikrolitry vzorku zFedi 55 ml prostfedku Isoton II a
zFeddna suspenze vzorku se michd 3 minuty pred provedenim

méfeni. Jako primarni parametr pro odpovéd bylo ufito zesla-

RO T TN

beni energie p¥i 3,5 MHz spolu s navratem k normalnimu sta-
vu rovnd% pii 3,5 MHz po odstranéni pFetlaku.

-Byla provedena charakterizace disperze mikrobublinek ,
ziskané podle prikladu 1 in vitro. V nasledujici tabulce jsou -

uvedeny ziskané hodnoty pro koncentraci a stfedni objemovy
ppﬁmér dastic, akustické vlastnosti byly méfeny svrchu uve-

denym zpusobem.

Tabulka 1

&iselna objemova objemovy zeslabeni zlUstatek frekvence
konc. ~ konc. ~ stfedni pPFi 3,5 po uziti pfri max.
106/ml : % prumér MHz pretlaku zeslabeni
um dB/cm % MHz
10518 6,51 3,16 150,4 96 4,3

Priklad 2

Plyn v pdti vzorcich, pfipravenych podle pfikladu 1
byl nahrazen vzduchem, perfluorbutanem, fluoridem sirovym,
pentafluoridem q:ifluormethylsiry nebo tetramethylsilanem
nasledujicim zpusobem:
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Dva vzorky s obsahem lyofiliqovaného produktu z pii-
kladu 1 byly uloZeny do desikatoru se vstupem a vystupem
pro plyn. Desikator byl népojen na zatizeni Biichi 168, dovo-
lujici #izeny podtlak a pfivod zvoleného plynu. Plyn nad
vzorky byl vy&erpéan 5 minut aZ do dosaZeni tlaku pPibliZné
1 kPa, nadeZ byl tlak opét zvysen na atmosféricky tlak pii-
vodem zvoleného plynu, pak byly lékovky pedlivé uzavieny.
Postup byl opakovan vZdy se dv8ma vzorky pro kaZdy ze zvo-
lenych plynu.

Do ka¥dé lékovky byly pFidany pPed pouZitim 2 ml
destilované vody a obsah byl opatrnd ruiné protiepén. Vy-
sledna disperze mikrobublinek byla charakterizovana ste jnym
zptsobem jako v piikladu 1. Vysledky jsou shrnuty v nasledu-

jici tabulce 2.

Tabulka 2

plyn giselna &iselny objemova objemovy

konc. stfedni konc. stifedni
106/ml prumér % prumér
perfluorbutan 9756 1,8 4,9 5,8

pentafluorid tri- .
fluormethyl siry 10243 1,9 5,9 3,5

fluorid sirovy 9927 1,9 5,7 3,2
tetramethylsilan 9947 1,9 - 6,1 3,7

vzduch ' 9909 - 1,9 6,4 4,0
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Jak je ze svrchu uvedenych vysledki ztejmé, nedocha-
zi pii vyméné& plynu k Zadnym podstatnym zméndm v rozmérech
mikrobublinek, co? prokazuje, Ze vytvofeny rozmér mikrobub-
linek ztstava v podstatd zachovéan v prubdhu lyofilizace 1

rekonstitucé.

Vysledky in vivo

Vzorek, pPipraveny s pouZitim kaZdého z péti uvedenjg&w
plenfi byl vyhodnocen in vivo na Dopplerovo zesileni pri 10
MHz. Disperze byly podany ve formé injekce kralikim do usni
3{ly a méfeni bylo provadéno Dopplerovou technikou, pfi niz
_se ultrazvukovd sonda uloZi primo na krkavici. Zaznamenava
se intenzita a trvani signalu a vypo&ité se integral Dopple-
rovy kiivky. Ziskané vysledky, které ‘jsou shrnuty v néasledu-
jici tabulce 3 prokazuji, Ze mikrobublinky s obsahem per-
fluorbutanu zajisti nejniz$i Dopplerovo zesileni. Mikrobub-.
linky s obsahem fluoridu.sirového, pentafluoridu trifluor-
methylsiry nebo tetramethylsilanu jsou pondkud méné G&inné e
ne? mikrobublinky obsahujici perfluorbutan, integraly pro

tyto latky jsou 60 a? 80 % hodnot pro perfluorbutan.

V tabulce 3 jsou uvedény vysledky pro prostiedky z-
pPikladu 2 po jejich nitroZilnim vstfiknuti kralikdm, Hod-
noty jsou opraveny s ohledem na posun zakladni ¢ary. Dopple-
rova jednotka je definovéana jako vzestup Dopplerova signdlu

ve srovnani se signalem krve.
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Tabulka 3

plyn ' integral Dopplerova zesileni
: v tepnd (NDU.s)

perfl_.uorbutanx o 10361
) pentafiuorid trifluormethylsiry . 8006
é tetramethylsilan 6370
% " fluorid sirovy ) S | 6297 o
vzduch - R - 1024

prumér ze dvou injekci.

Pfiklad 3

‘Lékovka, obsahujici lyofilizovany material v atmosfé-
fe perfluorbutanu se pfipravi zplisobem podle pfikladu 1. T&s-
né pred pouzitim se do lékovky pfida voda, &imZ vznikne, sus-

penze mikrobublinek.

200 ml kapaliny Isoton II se necha stdt nékolik dnt
na vzduchu pii teplotd mistnosti, aby byl roztok zcela na-
sycen vzduchem. DalSich 200 ml kapaliny se zbavi plynu ve
vakuové bafice pri 60 °C po dobu jedné hodiny a pak se zchla-
ci na teplotu mistnosti pFl zachovani podtlaku. Vzduch se
do nadoby vpusti a? tdsnd pfed pouzitim.

Ke ka?dé z obou kapalin se piida 10 mikrolitrd sus-
penze mikrobublinek a vysledné smési se inkubuj{ % minut,
nade# se provadi stejné méreni rozm&rd jako svrchu p¥i po-
uziti pPistroje Coulter Multisizer Mark II.
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V prostiedi, zbaveném plynl, kde nebyla ofekéavana
#4dna difuze plenl do mikrobublinek, byl stiedni primér
mikrobublinek 1,77 mikrometra, p#icemZ 0,25 % mikrobubli-
nek mélo primér v&t3i neZ 5 mikrometrd. V kapaliné, nasyce-
né vzduchem byly odpovidajici hodnoty 2,43 mikrometri a
0,67 %. Opakované méifeni, provedené po ‘dalSich 5 minutéach
prokazalo, Ze rozmdr mikrobublinek je staly.

Tyto vysledky ukazuji, Ze stfedni prim&r mikrobubli-
: nek se zvét3i pouze o 37 % v pfipadé, Ze mikrobublinky jsou™ ~
: " uloZeny do. kapaliny, nasycené vzduchem, kterd .je tak analo-
gicka tepenné krvi, prilemZz jen vglmi‘maly,poéet mikrobubli-
nek dosahne rozmdru, dostadujiciho k blokovani. kapilérnich
cév. Toto zjiZtdni kontrastuje se zdvojnasobenim rozmEru }
‘mikrobublinek s obsahem smési vzduchu a perfluorhexanu v g
obdobném prostredi, vysoce zfedéné disperzi mikrobublinek
ve vodd s obsahem rozpudtdného vzduchu podle pfikladu II
mezinarodni patentové piihlasky W0-A-95/03835.

Pfriklad 4

Byl opakovén zpusob podle pPfikladu 1, pridemZz super-
natant byl pfed lyofilizaci nahrazen nésledujicim materialem:

Rl

% a) 65 mg/ml sacharosy a 65 mg/ml mannitolu,
‘1 b) 100 mg/ml mannitolu ; 50 mg/ml glukosy,
c) 20 mg/ml sacharosy, 76 mg/mi mannitolu a 38 mg/ml
glukosy a | | -
d) 90 mg/ml sacharosy.

V nasledujici tabulce 4 jsou uvedeny hodnoty Tg a
Tg pro suchy a rozpudtény produkt.
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Tabulka 4

Prostiedek Tg Tg

a) -38 % 19 %
b) -43 % 14 ¢
c) | -42 ¢ 12 %¢ -
d) | ' -32 % 66 °C

Prostredky a) aZ c) vyZaduji del3i lyofilizalni
cykly neZ prostiedek d) a mimoto musi byt skladovany pii
-nizsich teplotach, aby byla zachovana jejich integrita.

Pfiklad 5
Retence plynu

Materiidl byl pripraven obdobnym zpusobem jako v pfi-
kladu 1, avsak bylo.pouiito a) 10 % hmotnostnich sacharosy,
b) S % hmotnostnich PEG 3000, ¢) 2 % hmotnostni mannitolu
a 1 % hmotnostni glukosy a d) 5 % hmotnostnich trehalosy
k nahrads supernatantu prfed lyofilizaci, pak byly materialy
dikladné& promyty dusikem, vystaveny opakované poddtlaku a
drceny, aby bylé'zjiéténa schopnost produktu udrZet per-
fluorbutan. Po provedeni zkouSek byl stanoven zbyvajici ob-
sah perfluorbutanu. Ziskané vysledky jsou shrnuty v nasledu-
jici tabulce 5.
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Tabulka 5

stabilizator mg PFB/g produktu
sacharosa 0,69+0,10

PEG 3000 . £0,05
mannitol + glukosa _ - 0,2910,10.
trehalosa . 1,2410,38

Vv pPedchozich pfikladech je mozno pouzit vy35i mnoZ-
stvi stabilizétoru, napPiklad 20 % misto 10 % nebo jinou
xapalinu pro rekonstituci ne® vodu, napbiklad fyziologicky
roztok chloridu sodného nebo roztok polyolu, - jak bylo uve-
deno svrchu. Také lyofilizované mnozstvi maiZe byt vySsi,
napfiklad 4 ml misto 2 ml, lyofiliza&ni nadobky mohou byt
vétsi, napifiklad 20 ml a lyofilizace maZe probihat déle,
napiiklad 60 hodin.

' Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

' 1. Kontrastni prostiedek pro zobrazovani ultrazvukem
v lyofilizovaném stavu, obsahujici mikrobublinky a stabili-
zator lyofilizace, vyznadujic i se tim, Ze
obsahuje stabilizéAtor lyofilizace v nmotnostnim poméru k mik-
robublinkam nejménd 10 : 1, pfifemZ prostiedek je tepelné
staly pri teplotd vy38i neZ 20 °c. '

2. Kontrastni prostfedek podle naroku 1, vy zna -
Bujici se tim, Ze jeho teplota skelného piechodu
Tg je vy338i nez 20 .

3. Kontrastni prostPfedek podle naroku 1l nebo 2,v
vyznadujici se tim, Ze se stabilizé%or vo-
1i ze skupiny sacharosa,.maltosa.Hzo, trehalosa,. rafinosa
a stachyosa.

4. Kontrastni prostfedek podle naroku 1 nebo 2,

vyznad&ujici se tim, Ze jako stabilizator
obsahuje sacharosu.

5. Kontrastni prostifedek podle nékterého z naroku 1-
a3 4, vyznadujici se tim, Ze hmotnostni po-=
f mér stabilizatoru k mikrobublinkdm je nejméné 20 : 1.

6. Kontrastni prosttedek podle nékterého z naroki 1
a3 5, vyznadujici se tim, Ze mikrobublinky
obsahuji plynny halogenovany uhlovodik nebo jeho prekursor.

+

7. Kontrastni prostfedek podle naroku 6, vy z n a-

Egujici se tim: Ze mikrobublinky obsahuji
perfluoralkan.
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8. Kontrastni prostfedek podle naroku 6, v y -
. : znadujici se tim, Ze mikrobublinky obsahu-
ji jako perfluoralkan perfluorbutan a perfluorpentan.

9. Kontrastni prostifedek podle nékterého z naroka 1
a7 8, vyznadujici se tim ,- Ze membrana mikro-

bublinek je tvofena fosfolipidem.

) 10. ZplGsob vyroby tepeln& stalého lyofilizovaného
prostfedku .pro zobrazovani ultrazvukem ‘s obsahem mikro- . —
bublinek, vyznadujici se ¢t im, Ze se lyo-
filizuje vodna disperze, obsahujici kontrastni ¢inidlo

e Ty

ve formé mikrobublinek pro zobrazovani ultrazvukem a sta-

bilizator lyofilizace nebo smés stabilizatord, pfidemZ

stabilizator nebo smés stabilizitortd m& hodnotu Tg ne jmé- vy
né 20 °¢c a hodnotu Tg~ -37 °C nebo vy38i a hmotnostni po- |

mér stabilizétoru nebo smési stabilizédtorl v disperzi ke
kontrastnimu &inidlu ve formé mikrobublinek je nejméné 10:1.

11. Zptsob podle naroku 10, vy zn a & u j ici
se tim, %e vodna disperze obsahuje 1 aZ 50 % hmotnost-

nich stabilizatoru.

N 12. Zpusob podle naroku 10 a 11, vy z n a &g u-
jici se tim, Ze kontrastni &inidlo ve formé mikro-
bublinek obsahuje plynny halogenovany uhlovodik nebo Jjeho

prekursor.

13. Zpusob podle naroku 12, vy zn a ¢ u J fci
s e tim, e mikrobublinky obsahuji halogenovany uhlo-
vodik ze skupiny perfluorbutan a perfluopentan. '

14. Zpisob podle ndkterého z nérokua 10 aZ 13,

vyznadujici se tim, e vodna disperze da-
le obsahuje &inidlo pro zvétSeni objemu.
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15, Zplsob podle naroku 14, vy znadu jic i
se tim, ?e vodna disperze jako ¢inidlo pro zvétieni
objemu obsahuje polyol se 3 atomy uhliku.

16. Zpusob podle néroku 14 nebo 15, vy zn a &du -
jici se tim, Ze vodna disperze obsahuje 3 aZ 10 %
nmotnostnich &inidla pro zvét3eni objemu.

17. Kontrastni prostiedek pro zobrazovani pomoci
ultrazvuku, obsahujici vodné nosné prostfedi, stabilizé-
tor lyofilizace nebo smés stabilizétoru a kontrastni &i-
nidlo pro zobrazovani pomoci ultrazvuku ve formé mikrobub-
linek, vyznadujici se tim, Ze stabilizator
nebo smés stabilizatord ma hodnotu Tg nejméné 20 °¢ a hod-
notu Tg~ -37 °C nebo vy3si, prifemi stabilizator nebo smés
stabilizatord v prostiedi je v hmotnostnim poméru ke kon-
trastnimu &inidlu pro zobrazovani pomoci ultrazvuku ve for-
mé mikrobublinek nejméné& 10 : 1.

18, PouZiti stabilizatoru lyofilizace nebo smési
stabilizatort s hodnotou Tg nejménd 20 °C a hodnotou Tg~
-37 °C nebo vy38i pro vyrobu kontrastniho prostredku s
obsahem mikrobublinek pro zobrazovani pomoci ultrazvuku,
‘ptidemZ tento prostiedek obsahuje stabilizator nebo smés
stabilizatord v hmotnostnim pom3ru k mikrobublinkam nej-
méné 10 : 1 a je urden pro diagnostické Glely vietné diag-
nostického zobrazovani pomoci ultrazvuku.

19. Zplsob skladovani a prepravy kontrastniho pro-
styredku ve form& mikrobublinek pro zobrazovéni pomoci ultra-
zvuku, vyznadujici se tim Ze se kontrastni
ginidlo uzije v lyofilizované formé s obsahem stabilizatoru
lyofilizace v hmotnostnim pom&ru vzhledem k mikrobublinkam
nejménd 10 : 1, pfifemZ teplota skelného prechodu Tg Je
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ne jméné 20 oC, skladovani a pfeprava kontrastniho pro-
stifedku probihd bez pouZiti chlazeni.

20. Zpusob vyroby kontrastniho prostredku pro zob-
razovani pomoci ultrazvuku s obsahem mikrobublinek, v y -
znadujici se tim, Ze se lyofilizovany kon-
trastni prostfedek podle nékterého z naroku 1 .aZ 19.dis-
perguje ve fyziologicky piijatelném vodném prostfedi pro

pfipravu disperze.

Zastupuje:
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