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Je opisany sp6sob znienia alebo pokodenia ciePovych
buniek v krvnom riediti intaktného Zivo&icha, ktoré se-
lektivne akumulovali fotosenzitivne &inidlo. OZarovanie
sa aplikuje aspoil na &ast’ intaktného Zivogicha a intenzi-
tou dostato¢nou na selektivne poskodenie alebo znitenie
ciel'ovych buniek, pri¢om ponechava ostatné bunky krvi
relativne nepo3kodené. CiePovymi bunkami st leuke-
mické bunky, bunky obsahujiice virusy, parazity a iné

mikroorganizmy.
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Spésob in vivo transkutannej aktivacie fotosenzitivnych é&ini-

diel v krvi

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa vsSeobecne tyka oblasti mediciny
a farmakoterapeutik s fotosenzitivnymi ¢éinidlami. Specificky
vynalezom je metdda znic¢enia alebo poskodenia Vv krvi sa
nachadzajuicich buniek, ktoré prijali fotosenzitivne ¢inidlo,
aplikaciou oZiarenia transkutanne, pre selektivne poskodenie
alebo znicenie cielovych buniek, pric¢om necielové bunky zos-

tavaju relativne neposkodené.

Doterajsi stav techniky

Fotodynamicka terapia zahrnuje podanie fotosenzitivnej
zluceniny a nasledné ozZiarenie tkaniva, v ktorom sa fotosen-
zitivna zluéenina selektivne usadi, svetlom. Cielové tkanivo,
obsahujuce dostatocne vysokui koncentraciu fotosenzitivnej
zluceniny, selektivne absorbuje svetlo, éo vedie k poskodeniu
alebo 2zniceniu buniek v bezprostrednom okoli. US patentovy
spis €. 5095030 opisuje postupy, pri ktorych su fotosenzitiv-
ne zluceniny podavané Zivoéichom, ktoré su nasledne ozZiarené
za pouZzitia vonkajsSieho zdroja svetla. Napriklad priklad 5
tohto patentu opisuje subkutdnne injektovanie mysi nadorovymi
bunkami P815, ktoré rasti do hmatatelného tumoru. Fotosenzi-
tivne zluc¢eniny su injektované nasledne a potom su zvierata
udrzované v tme tri hodiny. Pomer prezivajucich bol u oSetre-
nych zvierat vo¢i neoSetrenej kontrole zlepsSeny. Podobne
priklad 8 tohto patentu opisuje pouzitie rhabdomyosarkémového
systému u mysSi s podobnym protokolom. Tieto priklady su teda
zamerané na oSetrenie 1lokalizovanych pevnych tumorov, kde
vonkajsie aplikované svetlo je vedené na tumor. V tychto pri-
padoch nie je cielové tkanivo obsiahnuté v krvnom prude, kde



osetrenie musi vyluc¢it poskodenie krvnych ciev a necielovych

krvnych buniek.

US patent &. 4960408 opisuje osSetrenie obsahov krvného
pridu /HIV virus a infikované T-bunky/ fotoforézou. Pri tejto
technike pacientova Kkrv prechddza mimotelovym pristrojom,
v ktorom sa frakcia bielych krviniek vystavi ultrafialovému

2iareniu pred tym, neZ sa biele krvinky vratia pacientovi.

Benzoporfyrinové derivaty /BPD/, v kombinacii s ¢ervenym
svetlom /400-900 nm/, boli opisané ako u¢inné pri odstraneni
ako volnych virusov tak aj virusmi infikovanych buniek z krv-
nych produktov a z plnej Kkrvi odobranej od viremickych ma-
¢iek. Cervené krvinky sa javia ako zivotaschopné po viruci-
ddlnom osetreni /North a spol., Blood Cells 18:129-40, 1992/.

BPD tieZ demonstruje vyssiu afinitu pre tumorové tkanivo,
zahrnujuce leukemické bunky, neZ pre normalne nemaligné bunky
/Jamieson a spol., Leukemia Res. 14:209-19, 1990/.

US patent €. 5095030, udeleny 10.marca 1992, ktory je tu
zahrnuty ako literdrny odkaz, opisuje a narokuje rézne c¢inid-
14 Specifické k réznym vlinovym dIzkam, ktoré su vseobecne
nazvané ako "zelené porfyriny". Tieto zluc¢eniny su porfyrino-
vé derivaty, ktoré si modifikované Dielsovou - Alderovou re-
akciou, ovplyviiujuice posun vlnovej dlzky absorpcie k dlhsej
vinovej dlzke. Toto vedie k o niedo lep$im vlastnostiam v po-
rovnani, napriklad s hematoporfyrinovym derivdatom, ked tieto
zluc¢eniny su pouzZivané vseobecne vo fotodynamickej terapii.
Ako je opisané v tomto patente, tieto cytotoxické ¢inidla, ak
su podavané systémovo, "sa udomacnujui" v nechcenych bunkach,
predovsSetkym v nadorovych bunkdach alebo patogénnych virusoch
a nasledné oZiarenie svetlom, ktoré tieto zluc¢eniny absorbu-

ji, spbésobi u nich taku premenu, 2e pésobia cytotoxicky.

Prihlaska v konani ¢. 07/832,542 podand 5. februara 1992



opisuje pripravu lipozémov porfyrinovych fotosenzibilatorov.

Podstata vynalezu

PredlozZeny vynadlez poskytuje spdésob zni¢enia alebo posko-
denia cielovych buniek, ktoré selektivne akumulujui fotosenzi-
tivne éinidlo, priéom cielové bunky su v krvnom prude intakt-
ného Zivoéicha. Krvny prud a Zivoéich tieZ obsahujui necielové
bunky. Spbésob zahrnuje transkutannu aplikaciu oZziarenia aspon
¢asti intaktného 2Zivoc¢icha v intenzite, ktora je uc¢inna pre
poskodenie alebo znidenie selektivne cielovych buniek a za-

nechava necielové bunky relativne neposkodené.

V inom uskutoéneni je vynalez aplikovany na cielové bun-
Ky, ktoré sa rychle mnozZia v porovnani s necielovymi bunkami.
V inom uskutoéneni mézZu byt cielové bunky leukemické bunky,
bunky, obsahujuce virus, bunky, obsahujuce parazity, bakté-
rie, volné virusy alebo iné infekéné ¢inidla v krvi.

Aj ked vyndlez poskytuje pouZitie akéhokolvek ¢inidla
citlivého na svetlo, vyhodne je ¢inidlo vybrané z chlorinov
(ako je chlorin eé6), bakteriochlorinov, ftalokyaninov, porfy-
rinov, purpurinov, merokyaninov a prekurzorov liecé¢iv ako je
delta-aminolevulova Kkyselina, ktoré mézZu produkovat liec¢iva
ako je protoporfyrin v tkanive. V inych uskutocé¢neniach su fo-
tosenzitivnymi ¢inidlami BPD-MA a porfimer-sodik.

PredlozZeny vynadlez predstavuje spdésob znié¢enia alebo pos-
kodenia krvnych cielovych buniek, ktoré selektivne akumuluju
fotosenzitivne &inidlo, zatial &o necielové bunky zostavaju
relativne neposkodené. Sposob zahrnuje aplikaciu oZiarenia
transkutdnne asponn c¢asti intaktného 2ivoc¢icha v intenzite
u¢innej pre selektivne poskodenie alebo =zniéenie cielovych
buniek.



Tu pouzity vyraz "cielové bunky" zahrhuje tie bunky, kto-
ré maju byt poskodené alebo znicené tymto spdsobom oSetrenia.
Cielové bunky prijimaji fotosenzitivne ¢inidlo. Ak je potom
aplikované dostatoéné ozZiarenie, su cielové bunky poskodené
alebo zniéené. Cielovymi bunkami mdézu byt akékolvek z buniek,
nachadzajucich sa v krvi.Cielové bunky zahrnujui, ale nie su
tym obmedzené, leukemické bunky, bunky, obsahujuce virus,
a bunky, obsahujluce parazity. Medzi cielové bunky patria bun-
ky, ktoré prechddzaju rychlym delenim v porovnani s necielo-
vymi bunkami. Vyraz "cielové bunky" tiez zahrnuje, ale nie je
tym obmedzeny, mikroorganizmy, ako su baktérie, virusy, para-
zity a iné infekéné ¢inidla. Vyraz "cielové bunky" tak nie je
obmedzeny na Z2ijuce bunky, ale zahrnuje tiez infekéné castice
ako su virusy.

"Necielové bunky" su vSetky bunky intaktného zivoé¢icha,
ktoré nie si zamyslané pre to, aby boli poskodené alebo zni-
¢ené lieCebnou metddou. Tieto necielové bunky zahrnujua, ale
nie su tak obmedzené, zdravé krvné bunky, normalne bunky krv-
ného rieciska, podrobené oZiareniu, bunky tkaniva pod alebo

nad krvnym riec¢iskom podrobené oZiareniu.

"Znicenie" tu znamena usmrtenie cielovej bunky. "PosSkode-
nie" znamena zmenu cielovej bunky takym spésobom, ktory sa
dotyka jej funkcie. Napriklad North a spol. pozorovali, Ze po
vystaveni BPD-oSetrenych, virusom infikovanych T buniek svet-
lu, sa objavuju v T bunkovej membrane otvory, ktorych velkost
sa zvacsovala, az bola membrana celkom rozlozZend (Blood Cells
18:129-40, 1992). Cielové bunky prechadzaju poskodenim alebo
znicenim i ked su cielové bunky okamZite vystavené makrofa-
gom.

"Fotosenzitivne ¢inidlo" je chemicka zluc¢enina, ktora sa
usadl v jednom alebo viacerych typoch vybranych cielovych bu-
niek a, ak Jje vystavend oZiareniu, absorbuje svetlo, ¢&im

dochadza k poskodeniu alebo destrukcii cielovych buniek.



Vlastne mbéZe byt akakolvek zluéenina, ktora sa usadi
vo zvolenom cieli a absorbuje svetlo, pouZitd v predloZenom
vynaleze. Vyhodne je chemickou zluc¢eninou zluéenina netoxicka
pre Zivo¢icha, ktorému je poddavana, alebo je schopna byt up-
ravena do netoxického pripravku. Vyhodne je chemicka zluéeni-
na vo svojej fotodegradovanej forme tieZ netoxicka. Zoznam
takychto fotosenzitivnych chemikalii je moZné najst v praci
Kreimera-Birnbauma, Sem.Hematol. 26:157-73, 1989. Fotosenzi-
tivne zluCeniny zahrnuju, ale nie si tak obmedzené, chloriny,
bakteriochloriny, ftalokyaniny, porfyriny, purpuriny, meroky-
aniny, psoralény a prekurzory liecéiv ako je Kkyselina
delta-aminolevulova, ktoré produkuju liec¢iva ako je protopor-
fyrin. Preferované su benzoporfyrinové derivaty /BPD/ a por-
fimer-sodik. Najvyhodnej$i je benzoporfyrinovy derivat mono-
kyselinového kruhu A "benzoporphyrine derivative monoacid
ring A" (BPD-MA).

"OzZiarenie", ako je tu uvedené, =zahrriuje vsetky vlnové
dlzky. Vyhodne je vlnova diika oziarenia vybrana tak, ze je
to vlnova dizka (vlnové dizky), ktoré excituje fotosenzitivna
zlic¢enina. Vyhodnejsie je vlnova dlzka oziarenia vlnovou
dizkou pésobiacou excitaciu fotosenzitivnej zluéeniny a ma
mall absorpciu necielovymi bunkami a zbytkom intaktného Zivo-
¢icha, véitane krvnych proteinov. Napriklad je preferovanou
vlnovou dizkou pre BPD-MA rozmedzie 600 az 900 nm.

Oziarenie je dalej definované v tomto vynaleze svojou in-
tenzitou, trvanim a nac¢asovanim s ohladom na davkovanie foto-
senzitivneho ¢inidla. Intenzita musi byt postacujuca pre to,
aby oZiarenie penetrovalo koZou a dosiahlo krvné cielové bun-
ky. Trvanie musi byt postadujice pre fotoaktivaciu fotosenzi-
tivneho ¢inidla tak, aby pésobilo v cielovych bunkach. Ako
intenzita, tak trvanie musia byt obmedzené, aby sa zabranilo
nadmernému osSetreniu Zivo¢icha. Nac¢asovanie s ohladom na dav-
kovanie fotosenzitivneho ¢inidla je délezité, pretoze 1) po-

davané fotosenzitivne ¢inidlo vyzZaduje uréiti dobu pre to,



aby sa usadilo v cielovych bunkach a 2) hladina mnohych foto-
senzitivnych ¢éinidiel v krvi sa rychlo 2zniZuje v zavislosti

na case.

Tento vyndlez poskytuje spdsob osSetrenia zivoc¢ichov, kto-
ry zahriiuje, ale nie je tym obmedzeny, Iudi a inych cicavcov.
Vyraz "cicavce" tiez zahrnuje polnohospodarske zvierata ako
su Kkravy, osipané a ovce, ako aj domdcich milac¢ikov alebo

Sportové zvierata ako su kone, psi a macéky.

"Intaktnym Zivocichom" je mienené, Ze cely, nedeleny zZi-
vocich je schopny byt vystaveny oZiareniu. Ziadna éast Zivo-
¢icha nie je odstranend pre separatne oZiarenie, na rozdiel
od fotoforézy, v ktorej krv cirkuluje mimo jeho tela preto,
aby bola vystavena oziareniu. Cely Zivoc¢ich nemusi byt vysta-
veny oZiareniu. Iba ¢&ast intaktného Zivoéicha méZe alebo musi
byt vystavena oZiareniu. Prakticky povedané, mézZe byt prefe-
rované oziarenie pléch s krvnymi rieciskom tesne pod povrchom
pre selektivne oZiarenie.

"Transkutédnne" ako Jje tu pouZité, znamenda cez kozu
/kozou/ zivoc¢icha.

Strucne vyjadrené je fotosenzitivne éinidlo vsSeobecne po-
davané Zivo¢ichovi pred tym, neZ je tento podrobeny ozZiare-
niu.

Preferované fotosenzitivne <¢inidla zahrnujui, ale nie su
tym obmedzené, chloriny, bakteriochloriny, ftalokyaniny, por-
fyriny, purpuriny, merokyaniny, psoralény a prekurzory lieciv
ako je delta-aminolevulovd Kkyselina, ktoré produkuju lie&iva
ako je protoporfyrin. Preferovanejsie su benzoporfyrinové de-
rivaty /BPD/ a porfimer-sodik. Najpreferovanejsi je benzopor-
fyrinovy derivat monokyselinového kruhu A (BPD-MA).

Fotosenzitivne ¢inidlo je podavané lokdlne alebo systémo-



vo. Fotosenzitivne ¢inidlo je podavané oralne alebo injekci-
ou, ktora méze byt intravendézna, subkutanna, intramuskularna
alebo intraperitonedlna. Fotosenzitivne c¢inidlo tieZ méze byt

podané enteralne alebo topicky cez naplaste alebo implantaty.

Fotosenzitivne ¢inidlo mdézZe byt syntetizované ako dimér,
aby absorbovalo viacej svetla na mélovej baze. Fotosenzitivne
¢inidlo méze tieZ byt konjugované ku $pecifickym ligandom re-
agujucim s cielom, ako su receptorové ligandy alebo imunoglo-
buliny alebo imunospecifické c¢asti imunoglobulinov, ¢o im
umozZniuje, aby boli viac koncentrované v poZadovanej cielovej
bunke alebo mikroorganizme. Tato konjugacia méZe umoznit zni-
Zenie pozZadovane]j davkovej hladiny, pretoZe materidal je se-
lektivnejsie cieleny a ma mensie straty pri distribucii do
inych tkaniv, ktorych destrukciu je nutné vyluéit.

Fotosenzitivne ¢inidlo méze byt podavané v suchom prip-
ravku, ako su piluly, kapsle, capiky alebo ndplaste. Fotosen-
zitivne ¢inidlo tieZ mézZe byt podané v kvapalnych priprav-
koch, bud samotné s vodou, alebo farmaceuticky prijatelnymi
prisadami, ako su opisané v Remington s Pharmaceutical Scien-
ces. Kvapalny pripravok méze byt tieZ suspenzia alebo emulzi-
a. Najviac su Ziaduce 1lipozomdlne alebo lipofilné pripravky.
Ak su ako suspenzie alebo emulzie, zahriuju vhodné prisady
vodu, salinicky roztok, dextrdézu, glycerin a podobne. Tieto
pripravky méZu obsahovat malé mnoistvad netoxickych pomocnych
substancii ako su zmacacie alebo emulgaéné &inidla, antioxi-
danty, pH pufrovacie ¢inidla a podobne.

Davka fotosenzitivneho ¢inidla sa bude menit s cielovymi
bunkami, optimdlnou hladinou v krvi a nac¢asovanim oziarenia.
Podla pouzitého fotosenzitivneho ¢&inidla sa stanovi zodpove-
dajuca optimalna terapeuticka hladina. Vyhodne sa davka vypo-
¢ita tak, aby bola dosiahnuta hladina v krvi asi 0,01 az 100
ug/ml. Vyhodne bude ddvka poskytovat krvni hladinu medzi asi
0,01 a 10 ug/ml. Ak je fotosenzitivnym ¢inidlom BPD-MA, je



krvna hladina vyhodne medzi asi 0,01 a 4 ug/ml. Vyhodnejsie
je BPD-MA krvnd hladina udrzZovana na asi 0,01 aZ 2 ug/ml.

Intenzita oziarenia v krvnom prude je vyhodne medzi asi
2 a 150 mW/cm?2. Vyhodnejsia je intenzita oZiarenia v krvnom
prude medzi asi 15 a 70 mw/cmz.

Doba trvania oZarovania je vyhodne medzi asi 0,25 min
a 24 hodinami. Vyhodnejsie trva oZarovanie medzi asi 0,25 min
a 6 hodinami. Najvyhodnejs$ie trva ozZarovanie medzi asi 0,25
min a 2 hodinami.

Bez akéhokolvek obmedzovania tedriou vyndlezca predpokla-
da, ze BPD mdézZu byt v podstate fotoaktivované v krvi v rela-
tivne kratkej dobe a bez nadbytocénej toxicity. Terapeuticka
volba sa tak javi byt vymedzend davkou BPD a davkou oZiare-
nia. Tvorba fotodegradaénych produktov BPD bola pouzita ako
indikator fotoaktivacie. Fotoaktivdcia BPD bola postulovana
vyvolanim tvorby radikalového kyslika, ktory ma cytotoxicky
u¢inok. Z hladiska problémov spojenych s bud extrakorporalnym
oSetrenim krvi alebo s intravenéznou svetelnou aktivaciou po-
mocou optickych vlakien, sa javi uvedené oziarenie celého te-
la v "16Zku ¢erveného svetla" u pacientov injektovanych BPD
ako atraktivne riesenie pre 1liecbu infekénych ¢inidiel
v krvi.

Prehlad obrdazkov na vykresoch

Obr. 1A predstavuje spektrum svetla dodavaného zo svetel-
ného zdroja, a obr. 1B predstavuje spektrum svetla, ktoré ak-
tivuje BPD.

Obr. 2 predstavuje koncentraciu BPD v mysSej plazme
v réznych ¢&asoch po injekcii lipozomdlneho BPD v davke 20
ug/mys (0,9 mg/kg).



Obr. 3 predstavuje koncentraciu BPD v mysej plazme
v réznych ¢&asoch po injekcii lipozomalneho BPD v davke 20
ug/mys (0,9 mg/Kg) na my$s vystaveni svetlu a kontrolni mys
udrzZovanu v tme.

Obr. 4 predstavuje 1iIn vitro fotodegradaciu BPD /1
ug/ml) v mySej Kkrvi vystavenej svetlu pocas réznej doby.

Obr. 5 predstavuje percentudalne grafické vyjadrenie BPD
fotodegradovaného v mysej krvi in vivo a in vitro vystavenim

svetlu v porovnani s nevystavenou krvou.

Obr. 6 je grafickym znazornenim (pg/ml) BPD fotodegrado-
vaného v my$ej krvi vystavenej cervenému svetlu /600 az 900
nm/ in vitro a in vivo /oziarenie celého tela/ v porovnani
s nevystavenou krvou.

Priklady uskutoénenia vynadlezu

Priklady, ktoré nasleduji, su mienené ako dokladujuce
u¢innost vyndlezu a pre pribliZenie praktického uskutoénenia
vynalezu. Nasledujuce priklady uvadzaju jedno z fotosenzitiv-
nych ¢inidiel a poskytuju prostriedky pre vyhladavanie inych
fotosenzitivnych ¢inidiel alebo novych zludenin pre pouZitie
v spbésobe podla vynalezu. Nasledujuce priklady su mienené iba
ako priklady a v Ziadnom pripade predloZeny vynalez nijako
neobmedzuju.

VSeobecna poznamka

Nasledujuce vsSeobecné poznamky, tykajlice sa materidlov
a postupov, su aplikované v prikladoch 1 aZ 4, pokial nie je
uvedené inak.
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Materialy

BPD-MA bol syntetizovany ako je opisané v US patente ¢.
4,920,143 a 4,883,790. BPD-MA bol ziskany od Quadralogic
Technologies, 1Inc. a wuchovavany rozpusteny v DMSO /4,5
mg/ml/ pri -70 °C. Lipozomalny BPD /4,95 mg/ml/ bol priprave-
ny ako je opisané v US patentove]j prihlaske ¢. 07/832542, po-
danej 5.februara 1992.

Bolo pouzZité nasledujuce zloZenie:

Zlozka Mnozstvo
BPD-MA 4,95
dimyristoyl-fosfatidyl cholin 23,27
vajeény fosfatidyl glycerol 16,09
laktéza alebo trehalédza 148,50
askorbylpalmitat 0,05
butylovany hydroxytoluén 0,005
voda pre injekcie q.s.

Lipozomalny BPD bol susSeny a uchovavany zmrazeny pri
-20 °C po 1 ml podieloch. Vhodny pocet podielov bol roztopeny
bezprostredne pred pouZitim a zriedeny 5 % dextrdézou vo vode

pre injekcie pre Zivocéichy.

V tychto pokusoch boli pouziti samci mysi Balb/c /7-11
tyZdnov stari, Charles River, Kanada/, pokial nie je uvedené
inak. Mysi Balb/c boli zvolené pre tieto Studie, pretoze ne-
maju na svojej koZi pigment. Oholenie a depilac¢né odstranenie
chlpov je velmi uc¢inné po celom tele s vynimkou hlavy. Potom
sa koza mysi javi ako transparentnd. Vnutorné organy, predov-
Setkym tmavoéervené organy ako su peden a slezina, su kozou
viditeIné. Mys$i boli oholené a zbavené chipkov komercne dos-
tupnym depilatorom /NeetR alebo NairR/ 5 dani pred tym, nez
boli pouZité v tychto experimentoch. Kontrolné mysi, injekto-
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vané BPD, ale nevystavené svetlu, neboli oholené. Po injekcii
boli my$i udrZované v tme poc¢as rbézne dlhej doby, ako je uve-
dené dalej.Pred a po pokusoch boli my$i udrzZované v ustajneni
s 12 hodinami svetla a 12 hodinami tmy. Po pokusoch, za uce-
lom zniZenia mnoZstva svetla, dopadajuceho na mys$, boli ich

klietky umiestnené ¢o najniZsie a prikryté hlinikovou féliou.

Svetelny box bol vyrobeny v dielnach University of Bri-
tish Columbia. Bol zloZeny z dvoch vrstiev 14 75 W reflekto-
rov volfram-halogén /General Electric/, ktoré osvetluju oset-
rovanui plochu zhora a zospodu. Svetlo bolo filtrované 1/ sa-
dou filtrov, obsahujucich 21lté a cervené plastové fdélie, kto-
ré absorbuji vaé&sinu svetla s vlinovymi dlzkami krats$imi nez
600 nma 2/ 15 mm silnymi vodnymi filtrami, ktoré absorbuju
svetlo nad 900 nm. Chladenie bolo uskutoénované trvalym prie-
tokom studenej vody vo vodnych filtroch a usporiadanim 5 ven-
tilatorov. Svetelna intenzita bola merand na pristroji IL
1350 Photometer /International Light/.

Svetelné spektrum dodavané zo svetelného boxu je uvedené
na obr. 1. Pre porovnanie je absorpéné spektrum BPD uvedené
na obr. 1B. Zhruba 1/3 dodavaného svetla bola v rozsahu spek-
tra, aktivujuceho BPD.

Intenzita svetla dodavaného vrchnymi a spodnymi sadami
ziaroviek nebola jednotnd. Spodnid cast dodavala 33 a2 40
mw/cm2 merané v hladine podlahy ozZarovanej komérky, zatial ¢&o
horna sada dodavala 27 aZ 33 mW/cm2 merané na povrchu koze
chrbata zvierat. Uvedeny rozsah vznikol 2z nekonzistentného
ovplyviovania v horizontalnej rovine ozarovania. NavysSe sa
mysi pohybuju poc¢as oZarovania svetlom, takzZe rdézne éasti ich
tela su oZarované rdéznymi davkami svetla. Preto davky dodava-
né na povrch koZe mysi musia byt aproximované a vypocéty boli

ZzaloZzené na intenzite 30 mW/cmZ.
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Postupy

Krvné testy:

Krv bola odobrana do striekaciek, obsahujuicich 50 pl he-
parinu /1000 jednotiek/ml salinického roztoku/. Krvné vzorky
/0,45 ml/ od najmenej 1 myS$i na casovy bod, boli zaslané do
diagnostického laboratdéria University Hospital, University of
British Columbia, na analyzu pomocou Coulter Counter. Krvna
morfoldégia bola stanovenda na Kkrvnych filmoch pripravenych zo

zvolenych vzoriek laborantom.

Stanovenie koncentracie BPD v plazme:

Vzorky plazmy boli ziskané odstredenim krvi odobranej my-
Siam a boli uloZené zmrazené na -20 °C do pouzitia. Koncent-
racia BPD vo vzorkach bola stanovend fluorometricky s pouzi-
tim spektrofluorometra Jasco Model FP-77 /Japan Spectroscopic
Co./ a mikrokyvety /Far UV Quartz Cell, Starna Cells Inc./.
Excitaéné a emisné vlnové dizky su 439 a 699 nm. Vzorky plaz-
my boli zriedené 20 nasobne s PBS obsahujicim 1% TritonuR
X-100 bezprostredne pred stanovenim fluorescencie. BPD &tan-
dardy boli pripravené v 5% mysej plazme v PBS s 1% Tritonu
R x-100. za tychto podmienok bol vztah medzi koncentraciou
BPD a jednotkami fluorescencie linearny /korelac¢ny koeficient
> 0,99/ pre Kkoncentracie medzi 0,1 ng/ml a 1 ug/ml. Hranica
stanovenia bola pod 0,1 ng/ml vzorky, ¢o zodpoveda 2 ng/ml
plazmy. Maximdlna plazmova autofluorescencia bola pozorovana
pri 520 nm. 699 nm fluorescencny pik BPD bol vlastne zbaveny
akejkolvek interferencie.

Priklad 1

Testy fotosenzitivity koZe



Sest Balb/c mysi /22+1 g hmotnost/ bolo pripravenych ako
je opisané vyssie. Pat mySi bolo dvakrat injektovanych /24
hodinovy interval/ BPD 2z DMSO zasobného roztoku /nelipozo-
malny BPD/ a vystavenych svetlu po dobu 1 hodiny po injekcii.
Jedna mys$ nebola injektovana, ale bola vystavena svetlu
/kontrola - iba svetlo/. Pocas prvého osSetrenia boli mysi in-
jektované 15 pug BPD/mys v 200 pl PBS. Pocas druhého osSetrenia
boli my$i injektované 20 pug BPD/my$ /0,9 mg/kKg/. Jedna nys
bola pouzitd ako kontrola v oboch oSetreniach.

Ihned po injekcii /v oboch pripadoch/ boli zvierata udr-
2ované 1 hodinu vo tme a potom boli umiestnené do individual-
nych plastovych kontajnerov /9 x 4 x 5 cm/, Ktoré boli umies-
tnené vo svetelnom boxe a vystavené svetlu. Jednotlivo boli
my$i odstranované zo svetelného boxu v réznych intervaloch:
15, 30, 45, 60 a 75 min. Svetelné davky dodané na povrch koie
boli 27, 54,81, 108 a 135 J/cm2.V druhom pripade boli pouzité
rovnaké svetelné davky, avsak my$i, ktoré dostali vyssie sve-
telné davky prvy den, dostali niZSie davky druhy den. Kont-
rolnd my$ bola vystavena svetlu po dobu 60 min v oboch pripa-
doch. Vysledky su zhrnuté v tabulke 1. Po¢as vystavenia svet-
lu boli mysi nepretriite pozorované z hladiska prejavov nepo-
hodlia alebo svrbenia. Po druhom vystaveni svetlu bola u mysi

pozorovana denne po dobu 2 tyZdnov pokoZka a spravanie sa.

Dva tyZdne po osSetreni boli ziskané vzorky krvi srdecénou
punktirou pri anestézii halotanom. Potom boli mySi usmrtené
a bola uskutoénena autopsia. Ich slezina, peéen a ladviny bo-

1li zvazZené.

BPD-injektované mySi dostali vsetky davky svetla /27,
54, 81, 108 a 135 J/cmz/ a opakované osSetrenie taktiez. Oba
dni oSetrenia sa chovali normdalne za svetla, bez znamok nepo-
hodlia, s vynimkou ob&asného Skrabania sa, ktoré mohlo byt

spbsobené pdsobenim liec¢iva na koZu. Neboli pozorované Ziadne



- 14 -

velké zmeny na mySej kozi ani ihned po vystaveni alebo pocas
nasledujicej dvojtyzZdennej periddy. Neboli takisto pozorované
Ziadne zmeny v spravani sa. S prekvapenim mys, ktora vykazo-
vala znamky nepohodlia vo forme otacania a skrabania sa, bola
myS zo svetelne]j kontroly. Preto bola udrZovana iba 60 min na
svetle /nie 75 min ako bolo pévodne zamyslané/.

Pocet mysi bol prilis$ maly pre urobenie definitivnych za-
verov pokial ide o vplyv lieéby na vnutorné organy ako su pe-
¢eni, slezina a ladviny, predsa vs$ak v testovanej skupine,
ktora bola skudsana 2 tyZdne po dvojitom osetreni, boli morfo-
légia rastu a hmotnosti normalne.Hmotnost celého tela a zod-

povedajuice hmotnosti organov su uvedené v tabulke 2.

Tabulka 3 predstavuje parametre mysej krvi dva tyzZdne po
osetreni, zahrnujuce pocet bielych krviniek /WBC/, pocdet cer-
venych Kkrviniek /RBC/, hemoglobin /HB/, hematokryt /Hct/,
priemerny korpuskularny objem /MCV/ a pocet dosticéiek /PLT/.
Morfoldégia ¢ervenych krviniek, stanovena 2 tyzZdne po osSetre-
ni, je uvedena v tabulke 4. Vsetky hodnoty su v normdlnom
rozsahu. Agregacia dostic¢iek bola pri¢itand o nieéo nizsiemu
poc¢tu dostic¢iek a vysSSiemu poctu WBC.

Tabulka 1
Denn 1 (15 ug/mys Den 2 (20 ug/mys$
0.68 mg/kqg) 0.9 mg/kg)

MysS BPD Svetlo BPD Svetlo
c. mg/kg J/cm2 mg/kg J/cm2
1 0,75 27 1,0 135
2 0,71 54 0,95 108
3 0,71 81 0,95 81
4 0,63 108 0,87 54
5 0,71 135 0,95 27
6 0 108 0 108
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Tabulka 2
Hmotnost (g)

celkova pecen slezina ladviny
Mys hmotnost

22 1,105 0,077 0,172(1)

23 1,190 0,106 0,343
Liek + 24 1,208 0,094 0,380
svetlo 25 1,348 0,108 0,396

21 0,958 0,078 0,310
Iba
Svetlo 22 1,125 0,05 0,371
Tabulka 3
MysS WBC RBC HB Hct MCV PLT
&. 10%/m1 102 /m1 g/1 £1 10%/m1
1 4,0 7,11 122 0,352 49,5 328
2 14,7% 7,76 126 0,382 49,2 274
3 8,2 7,46 124 0,365 48,9 119
4 7,6 7,65 123 0,364 47,6 438
S5k % 2,9 6,47 108 0,316 48,8 134
6% k% 5,3 5,97 109 0,297 49,8 388

* k tomuto éislu méZe byt priradena dostidkova agregacia

*%* krv bola zriedena dvojnasobnym objemom heparinu

*%x%* kontrola - iba svetlo
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Tabulka 4
% WBC
MysS granulocyty lymfocyty monocyty
c.
1 9 90 1
2 11 88 1
3 19 78 3
4 36 62 2
5 7 92 1
normalny
(rozsah) 12-15 65-85 N/A
Priklad 2

Farmakokinetické (PK) studie

Za ucelom stanovenia hladiny BPD v plazme poc¢as osetrenia
svetlom, bol uskuto¢neny nasledujuci pokus. Strnast mysi
Balb/c (22 * 1 g hmotnosti) bolo injektovanych lipozomdlnym
BPD v davke 20 upg/mys /0,9 mg/kg/ v 200 pl PBS na mys. Vzorky
krvi boli ziskané srdec¢nou punktiurou v réznych c¢asovych in-
tervaloch medzi 15 min a 2 hodinami po injekcii. Vystavenie
svetlu zac¢alo 15 min po injekcii u niektorych mysi. BPD kon-
centracia v plazme bola stanovena ako je opisané vyssie. Vys-

ledky su zhrnuté v tabulke 5 a obr. 2.

Tieto udaje boli pouZité pre test ucinnosti nac¢asovania
vystavenia svetlu. 2 hodiny po injekcii tj. v dobe zodpoveda-
juicej koncu 1 hodiny vystavenia svetlu /108 J/cm2/ v prvom
priklade, bola hladina BPD v plazme 2,44 pg/ml. Na zaciatku
vystavenia svetlu v rovnakom priklade bola hladina BPD asi

4 pyg/ml. Pre dalsie hodnotenie fotosenzitivity v tychto niz-
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kych hladinach boli mys$i vystavené svetlu v ¢o najkratsej do-
be po injekcii, tj. asi po 15 min, ked hladina BPD v plazme
bola 6,32 ug/ml. AvSak mySi, ktoré boli vystavené svetlu po
15 min boli vaésinou nespokojné a uhynuli po 30 min od vysta-
venia /54 J/cmz/. Toto naznacuje, Ze pociato¢na hladina BPD
v plazme asi 6,5 pg/ml a svetelné vystavenie asi 50 J/cm2
oziarenim celého tela boli pre mys$i letdalne. Predsa vsak ako
je demonstrované v priklade 1, ak su hladiny v plazme nizsie,
je rovnaka svetelna davka zrejme neskodna.

Tabulka 5

Mys Davka BPD Doba po injekcii Konc.v plazme
¢. mg/kg ng/ml
1 0,87 15 min 6,32
2 0,83 20 min 4,68
3 0,95 1 h 23 min 3,26
4 0,91 1 h 24 min 2,92
5 0,91 1 h 32 min 2,98
6 0,87 1 h 38 min 1,80
7 0,87 1 h 42 min 3,22
8 0,83 2 h 5 min 2,44
Priklad 3

Transkutanna aktivacia BPD

Strnast mys$i bolo pouZitych (hmotnost 22 + 1 g) v tejto
$tidii. Dvanast mysi bolo injektovanych 20 pg /0,9 mg/kg/ li-
pozomalneho BPD /v 200 pl/ a wudrZovanych v tme 1 hodinu pred
vystavenim svetlu. Kazda mys bola vystavena svetlu na 30 min,
1 h alebo 1,5 hodiny, ktoré dodavalo svetelné davky na povrch



koZe 54, 108 a 162 J/cm?. Ihned po vystaveni svetlu boli
odobrané vzorky krvi. V zodpovedajucich ¢asoch boli odobrané
vzorky krvi od dvoch mysi injektovanych BPD, ale nevystave-
nych svetlu. Dve dalsSie mys$i boli testované jednu hodinu po

injekcii.

Cielom tejto Studie bolo stanovit svetelnu penetraciu do
tkaniv pre aktivaciu BPD. Bolo zistené, Ze podstatna fotodeg-
raddcia BPD v krvi by mala predstavovat podstatnu aktivaciu
BPD.

Koncentracia BPD v plazme potom bola stanovena fluores-
cencne. Koncentracia nezmeneného BPD Vv plazme vystavenej
a nevystavenej kontrolnej my$i boli porovnané. Vysledky /ta-
bulka 6 a obr. 3/ ukazuju, Ze 36 az 76 % BPD bolo fotodegra-
dovanych svetelnymi davkami 54 az 162 J/cmz. Takyto rozsah
fotodegraddcie naznacuje, Ze svetlo dostatoéne penetruje tka-
nivom a aktivuje a tym degraduje BPD v krvnych cievach. Déle-
zité je, Ze tieto vystavenia svetlu a davkam liec¢iva nespdso-
buju citlivost koZe na svetlo, ¢o potvrdzuje bezpecnost zis-
teni v priklade 1. Naviac neboli pozorované Ziadne akutne

vplyvy na krvné parametre /tabulka 7/.
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Tabulka 6
Svetelnad Doba po  BPD Priemer Fotodegra-
davka injekcii v plazme +SD dacia BPD
Skupina J/cm? ug/ml . (%)
1,428
0Oh-2C 0 1h 1,058 1,243 + 0,262 -
30 min 0,618
-C 0 1,5 h 1,242 0,930 = 0,441 -
0,646
l1h-¢C 0 2 h 1,242 0,944 * 0,421 -
1,5h 0,724
- C 0 2,5h 0,656 0,690 *+ 0,048 -
0,566
30 min 54 1,5 h 0,626 0,596 + 0,042 36
0,258
1h 108 2 h 0,344 0,301 £ 0,061 68
0,191
1,5 h 162 2,5 h 0,145 0,168 * 0,033 76
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Tabulka 7
BPD Svetlo| Doba po .Krvné parametre
mg/kg| J/cm2 injekcii| WBC RB HB MCV | PLT
10°/ml| 10°/ml| g/1 | Hct f1 ]10°/ml
0 0 - 4,5 6,58 113 |0,326]| 49,5 | 417
0 0 - 2,3 7,53 127 (0,370 49,1 | 399
0 0 - 6,0 7,61 132 {0,378] 49,7 | 498
0 0 - 7,3 7,64 133 (0,382} 50,0 | 613
0,87 0 1h 5,5 7,61 124 [0,368] 48,4 | 608
0,87 0 1,5h 4,4 6,77 117 |0,329] 48,7 | 428
0,93 0 2 h 11,4 7,79 129 10,382f 49,1 | 475
0,87 0 2,5h 3,9 7,68 129 (0,372| 48,5 | 447
0,95 54 1,5 h 7,0 7,28 127 [0,363| 49,9 | 613
0,95 108 2 h 8,5 7,53 131 {0,378] 50,1 | 440
0,93 162 2,5h 4,9 7,17 116 0,353| 49,2 | 506
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Udaje ziskané v tomto priklade boli porovnané s Gdajmi,
ktoré boli predtym publikované v Studiach /Photochen.
Photobiol.(1991)53/ po prepoc¢te svetelnej dozimetrie na rov-
naky fotometer, ktory bol pouzity v predloZenej sStudii.
V predtym publikovanych $&tuidiach boli mysSi DBA/2 /oholené
a zbavené chlpov/ injektované 4 mg/kg a boli vystavené lokal-
ne 153 J/cm2 Sirokospektralneho svetla /intenzita 170
mW/cmZ/ 3 hodiny po injekcii. Extrapolaciou z obr.2 bol zis-
kany vysledok maxima koncentracie v plazme po 3 hodinach
/za¢iatok 30 min od vystavenia svetlu/ 2,987+0,312 /SD/
wg/ml. Vysledkom je, 2e i ked neboli pozorované ihned po vys-
taveni na kozZi Ziadne zmeny,po¢as prvych 24 hodin po vystave-
ni, sa u my$i vyvinulo niekolko koinych nekréz, ktoré sa roz-
vijali poc¢as 96 hodin a nasledovala periéda uzdravovania.
Pripadné rany sa zahojili a znovu narastli chlpy.

V predlozZenej studii koncentracie BPD v plazme na zadiat-
ku vystavenia svetlu boli nad 3 pg/ml a este nebola pozorova-
na zZiadna zmena na koZi ani bezprostredne ani poc¢as 2 tyzdiov
po vystaveni. Rozdiely medzi predchadzajucimi a suéasnymi
studiami zahrniuju 1/vyss$iu maximdlnu koncentraciu v plazme
vdaka vyssej davke BPD /4 mg/kg oproti 0,9 mg/kg/, 2/ dlhsiu
dobu medzi injekciou a vystavenim svetlu /3 hodiny oproti 1
hodine/, ¢o umozZiiuje akumulaciu BPD v koZi /BPD sa zjavne
akumuluje v koZi az do 5 hodin/ a 3/ vyssSiu intenzitu svetla
(170 mW/cm? oproti 30 mW/cm?). Tieto hodnoty potvrdzuju, Ze
vSetky tieto faktory musia byt zahrnuté v definicii terapeu-
tického okna pre oZiarenie celého tela.

Priklad 4

In vitro aktivadcia BPD v mySej krvi

Za ucelom vyhodnotenia mnoZstva svetla penetrujiceho tka-
nivami, boli uskutoénené in vitro pokusy s mySou krvou.Bol
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pouzity rovnaky svetelny 2zdroj, preto bolo spektrum svetla
rovnaké. Svetelné davky boli v tomto pokuse 2zvolené tak, ze

napodobnovali davky v pokusoch in vivo.

Lipozomalny BPD bol pridany k cerstvo ziskanej heparini-
zovanej mysej Kkrvi tak, aby bola dosiahnuta koncentracia 1
pug/ml, a potom boli odobrané podiely 0,85 ul do Petriho mi-
siek s priemerom 35 mm. Misky boli umiestnené do svetelného
boxu a vystavené c¢ervenému svetlu. Misky boli oZarované vo
svetelnom boxe iba zdola. Tri rézne svetelné davky, s vysta-
venim 30 min, 1 h a 1,5 h, boli 63, 126 a 189 J/cm2. Duplika-
ty misiek boli prikryté hlinikovou féliou. Ihned po svetelnom
vystaveni bola krv z misiek odobrana. Potom bola plazma odde-
lend odstredenim. Kontrolné nevystavené vzorky boli spracova-

né v rovnakych casoch ako vzorky vystavené svetlu.

Koncentracia BPD v plazme oddelenej 2z krvi vystavenej
svetlu a krvi nevystavenej, bola stanovena fluorescenciou.
Vysledky sui uvedené v tabulke 8 a na obr. 4. Asi 51 az 83 %

BPD bolo degradovanych v rozmedzi pouZitej svetelnej davky.

Rozsah fotodegradacie in vitro BPD bol porovnany s iIn vi-
vo degradaciou pre vyhodnotenie mnoZstva svetla aktudlne pe-
netrujuceho tkanivami a dosahujiceho BPD v krvnom riecé¢isku.
Ak mnoZstva forodegradovaného BPD v oboch pokusoch su vyjad-
rené ako percentd degradacie vo vztahu k mnoZstvu nezmeneného
BPD pritomného v plazme za nepritomnosti svetla, su percenta
stanovené in vitro a in vivo relativne rovnaké /tabulka 9,
obr. 5/. Avsak ak sa mnoistvo degradovaného BPD vyjadri ako
ug fotodegradovaného BPD na ml plazmy, porovnanim sa zisti,
Ze asi 65 % svetelnej davky dodanej na povrch koZe in vivo
dosiahlo aktualne BPD v krvnom rieé¢isku /tabulka 9, obr. 6/.
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Tabulka 8
Cas Svetelna davka BPD davka Fotodegradovany
J/cm2 Hg/ml BPD %
0,760 -
,5 h 0,806 -
,5 h 63 0,394 51 %
0 0,810 -
126 0,220 73 %
,5 h 0 0,830 -
1,5 h 189 0,144 83 %
Tabulka 9
IN VITRO IN VIVO
Svetlo Fotode- Davka Svetlo Fotode- Davka
(J/cm2) grada- ng/ml (J/cm2) grada- ug/ml
cia % cia %
63 51 0,412 54 36 0,334
126 73 0,590 108 68 0,643 (?)
189 83 0,686 162 76 0,522

Za ucelom stanovenia hladiny BPD v plazme pocas oSetrenia

svetlOm, bol uskutoc¢neny nasledujuci pokus.

Vysledky predchadzajucich pokusov naznaéuju, Ze je tu te-

rapeutické okno pre aktivaciu BPD v Krvi prostrednictvom ozi-

arenia celého tela. Po vystaveni mysi
az 900 nm/ po dobu
mg/kg, Vv rozmedzi

svetelne]j

1 hodiny po injekcii

davky medzi

¢ervenému svetlu /600

BPD v davke 0,9
27 az 135 J/cm?



/intenzita svetla na urovni koZe bola asi 30 mw/cmz), nevyka-
zovala my$ Ziadne znaky citlivosti koZe na svetlo poc¢as dvoch
tyzZdnov po osetreni. Naviac nebola detegovana Ziadna toxicita
poc¢as pokusu u pecene, sleziny a ladvin, alebo zmeny krvnych
parametrov ako bolo stanovené 2 tyZdne po oSetreni. Priblizné

hladiny v plazme poc¢as vystavenia svetlu boli medzi 2,5 a 4
Hg/ml.

NajvysSia koncentracia BPD v plazme /6,3 pg/ml ihned po
podani) v kombindcii s 54 J/cm? svetla bola pre mys smrtelna.
Vystavenie svetlu in vivo vedie ku 36 aZz 76 % fotodegradacii
BPD v Krvi. Porovnanie s in vitro fotodegradaciou BPD v mysej
krvi indikuje, 2e pribliZne 65 % davky dodanej na povrch ko3ze
penetruje mysim tkanivom a dosahuje BPD v krvnom riec¢isku.
Porovnanie tychto uUdajov s predtym publikovanymi s$tudiami in-
dikuje, Ze fotosenzitivita koZe je determinovana maximalnou
koncentraciou v plazme, dobou vystavenia svetlu vzhladom

k injekcii a intenzitou svetla.

Priklad 5

Dospelé samce DBA/2 a Balb/c my$i boli injektované intra-
venézne P815 a L1210 bunkami, preinkubovanymi po 1 h s BPD
/lipozomédlnou/ v davke 100 ng/ml. Bezprostredne pred injekci-
ou bol do striekacdky, obsahujucej bunky pridany dalsi BPD
v mnoZstve 2 pug. Koncentracia potom Jje 1 pg BPD/ml mysSe]
plazmy bezprostredne po injekcii /sucet celkového objemu my-
Sej krvi je asi 2 ml/. Jedna skupina mysi /oholenda a zbavena
chlpov/ bola vystavend ihned éervenému svetlu /600 az 900
nm/ vo svetelnom boxe po dobu 1,5 hodiny /162 J/cm2/, dalsia

skupina bola udrzovana v tme ako kontrola.

Ihned po vystaveni svetlu boli odobrané krvné vzorky sr-
de¢nou punkciou 2a halotanovej anestézy. Koncentracia BPD

v plazme svetlu vystavenych a kontrolnych my$i bola stanovena
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fluorescenciou. Pocet klonogénnych tumorovych buniek v mysSej
krvi bol stanoveny kultivaciou krvnych vzoriek v kultivac¢nom
médiu doplnenom s 10 % hovadzieho séra, za pouzitia protokolu
obmedzeného riedenia. Po osSetreni boli my$i ako z kontrolnej
tak aj oSetrenej skupiny pozorované ‘' z hladiska zmien na kozi
a celkového spravania sa po dobu dvoch tyzdnov. Vysledky su
zhrnuté v tabulke 10 a 11.

Tabulka 10
Balb/c mysi injektované L1210 bunkami
1 hodina s BPD lipozdmami

BPD koncentracia v _plazme
Osetrenie ng/ml %
kontrola v tme 126,45 100 %
vystavené svetlu 52,23 41 %
Percentd fotodegradacie 59 %

Prezivajice bunky v krvi/priemer 3 mysi/skupina/:
kontrola v tme: 234 L1210 bunky /2 ml Krvi/mys
vystavené svetlu: 21 L1210 bunky/2 ml Kkrvi/mys
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Tabulka 11
DBA/2 mySi injektované P815 bunkami
BPD v piazme
Osetrenie ng/ml %
Kontrola v tme 94,09 ;;;_%
Vystavené svetlu 58,14 62 %
Percentda fotodegradacie 38 %

PreZivajuice bunky v krvi/priemer 3 mysi/skupina/:
kontrola v tme: 50 P 815 bunky /2 ml Krvi/mys
vystavené svetlu: 8 P815 bunky/2 ml krvi/mys

Vysledky z predchadzajucich prikladov ukazuju, Ze ak sa
celé telo vystavi ¢ervenému svetlu, po injekcii BPD, spbsobi
aktivaciu BPD v krvi. Vysledkom je, 2e ¢ast BPD je fotodegra-
dovana a sucéasne bol zniéeny velky po¢et BPD zatazZenych tumo-
rovych buniek. Po osSetreni nebola pozorovand ani citlivost na
svetlo u pokoZky ani zmena v chovani zvierat /maximalna doba
pozorovania bola 2 tyZdne/. Vysledky naznac¢uju existenciu te-
rapeutického okna, kde je moZna terapeuticka kontrola v krvi
obsiahnutych infekénych ¢inidiel, bez poskodenie Kkrvného rie-

¢iska a koze.

PredloZeny vyndlez bol opisany Vv opise a prikladoch. Ako
je wuvedené vyssie, su priklady mienené iba ako priklady
a v Ziadnom smere predloZeny vyndlez nijako neobmedzuju. Da-
lej odbornik po prestudovani opisu a narokov, ktoré nasledu-
jui, bude schopny posudit skutoc¢nost, 2Ze v rozsahu narokov su
mozZné ekvivalenty. Pripadné ekvivalenty riesenia spadaju tak-
tiez do rozsahu predloZeného vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY
Spbésob zniéenia alebo poskodenia cielovych buniek;, ktoré
selektivne akumulujui fotoaktivne ¢inidlo, kde cielové
bunky si v krvnom prude intaktného 2Zivocé¢icha, pric¢om krv-
ny prud a Zivoéich dalej obsahuju necielové bunky, vyzna-
cujuci sa tym, Ze zahrniuje transkutdnne oZiarenie aspon
casti uvedeného intaktného Zivoc¢icha intenzitou uc¢innou
pre poskodenie alebo zniéenie selektivne cielovych bu-
niek, ponechanie necielovych buniek relativne neposkode-
nych, a tym zni¢enie alebo poskodenie uvedenych cielovych

buniek.

Spbésob zniéenia alebo poskodenia cielovych buniek v krvi
Zivocicha, vyznacéujici sa tym, Ze zahrnuje

a/ podanie fotoaktivneho ¢inidla v davke takej, Ze uvede-

né cielové bunky selektivne akumuluju uvedené ¢inidlo a

b/ ozZiarenie aspon casti uvedeného 2Zivoc¢icha svetlom
s intenzitou uéinnou pre zniéenie alebo poskodenie selek-
tivne cielovych buniek, zatial ¢o ostatné bunky zostavaju

relativne neposkodené,

a tym znicenie alebo poskodenie uvedenych cielovych bu-
niek.

Spésob podla nadroku 1 alebo 2, vyznadujuci sa tym, Ze
uvedené cielové bunky su aktivované bunky, ktoré sa rych-
lo delia v porovnani s necielovymi bunkami, alebo su to
bunky, obsahujuce virus, bunky, obsahujuce parazity alebo
mikroorganizmy a/alebo kde uvedenym fotoaktivaé&nym &inid-
lom je chlorin, bakteriochlorin, ftalokyanin, porfyrin,
purpurin, merokyanin alebo psoralén.
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Spoésob podla naroku 3, vyznadujici sa tym, Ze chlorinom
je chlorin e6, porfyrinom je BPD alebo porfimer-sodik
a/alebo cielovymi bunkami su leukemické bunky.

Spdésob podla naroku 4, vyznacéujuici sa tym, zZe BPD je
BPD~-MA.

Spdésob podla naroku 1, vyznacujici sa tym, Ze dalej zahr-
nje podanie prekurzoru liec¢iva intaktnému Zivoc¢ichovi,
kde tento prekurzor 1liec¢iva sa premiena na fotoaktivne

¢inidlo v zivoéichovi.

Spdésob podla ndroku 6, vyznacujuici sa tym, Ze prekurzorom

lie¢iva je Kkyselina delta-aminolevulova.

Spésob podla ktoréhokolvek z ndarokov 1 az 7, vyznaéujici

sa tym, Ze Zivoc¢ichom je cicavec.

Spésob podla naroku 8, vyznadujuci sa tym, Ze cicavcom je
clovek.

Spésob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 9, vyznadujuici
sa tym, 2Ze fotoaktivne ¢inidlo ma koncentraciu v krvnom

prude 0,01 aZ2 4 pg/ml a/alebo kde intenzita ozZiarenia
v krvnom prude je 15 az 100 mW/cmz.

Spbésob zni¢enia alebo poskodenia cielovych buniek v krvi
Zivoc¢icha, obsahujicej uvedené cielové bunky a necielové
bunky, vyznaéujuici sa tym, Ze zahrnuje
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a/ kontakt krvi s fotoaktivnym ¢éinidlom tak, Ze uvedené
cielové bunky selektivne akumuluju fotoaktivne ¢inidlo a

b/ ozZiarenie krvi cez kutannu vrstvu svetlom s intenzitou
U¢innou pre poskodenie alebo znic¢enie selektivne cielo-
vych buniek, zatial ¢o ostatné bunky zostavaju relativne

neposkodené,

¢éim sa znic¢ia alebo poskodia uvedené cielové bunky.

Spésob podla naroku 11, vyznadujlici sa tym, Ze uvedené
cielové bunky su aktivované bunky, ktoré sa rychlo delia
v porovnani s necielovymi bunkami, alebo su to bunky, ob-
sahujice virus, bunky obsahujlice parazity alebo mikroor-
ganizmy a/alebo kde uvedenym fotoaktiva¢nym cinidlom je
chlorin, bakteriochlorin, ftalokyanin, porfyrin, purpu-
rin, merokyanin alebo psoralén.

Spésob podla naroku 12, vyznaéujuici sa tym,, Ze chlorinom
je chlorin e6, porfyrinom je BPD alebo porfimer-sodik
a/alebo cielovymi bunkami su leukemické bunky.

Spésob podla naroku 13, vyznadujuici sa tym, 3Ze BPD je
BPD-MA.

Spésob podla ktoréhokolvek z narokov 11 aZ 14, vyznaduju-
ci sa tym, Ze fotoaktivne ¢inidlo md koncentraciu v krvi
0,01 az 4 ug/ml a/alebo kde intenzita oZiarenia v krvi je
15 aZ 100 mW/cm2.

PouzZitie fotoaktivneho ¢inidla pre pripravu 1lieéiva pre
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pouzitie pri kontakte krvi Zivo¢icha s uvedenym liecivom
tak, Ze cielové bunky obsiahnuté v krvi uvedeného Zivo-
¢icha selektivne akumulujui fotoaktivne ¢&inidlo a oZiare-~
nim krvi cez kutannu vrstvu svetlom s intenzitou ué¢innou
pre poskodenie alebo znidenie selektivne cielovych bu-
niek, zatial &o ostatné bunky su ponechané relativne ne-

poskodené.

Pouzitie podla naroku 16, kde uvedenym fotoaktivaénym &i-
nidlom je chlorin, bakteriochlorin, ftalokyanin, porfy-

rin, purpurin, merokyanin alebo psoralén.

Pouzitie podla naroku 17, kde chlorinom je chlorin es6,

porfyrinom je BPD alebo porfimer-sodik.

Pouzitie podla naroku 18, kde BPD je BPD-MA.

Pripravok pre pouZitie v spbsobe zni¢enia alebo poskode-
nia cielovych buniek v krvi Zivo&icha, obsahujicej uvede-
né cielové bunky a necielové bunky, kde tento spésob za-

hrnuje

a/ kontakt krvi s fotoaktivnym éinidlom tak, Ze uvedené

cielové bunky selektivne akumuluju fotoaktivne ¢&inidlo a

b/ oZiarenie uvedenej Kkrvi cez kutdnnu vrstvu svetlom
s intenzitou u¢innou pre poskodenie alebo znicéenie selek-
tivne cielovych buniek, zatial &o ostatné bunky zostavaiju
relativne neposkodené,

kde pripravkom je fotoaktivne ¢inidlo.
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Pripravok podla naroku 20, kde uvedenym fotoaktivaénym
¢inidlom je chlorin, bakteriochlorin, ftalokyanin, porfy-

rin, purpurin, merokyanin alebo psoralén.

Pripravok podla naroku 20, kde chlorinom je chlorin e6,
porfyrinom je BPD alebo porfimer-sodik.

Pripravok podla ndroku 20,kde BPD je BPD-MA.
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