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PFiprava sterilnich krystal Kyseliny 5-aminolevulové a jejich derivati vyuZitelnych pro
lékaiské diagnostické a terapeutické ucely

Oblast techniky

Vynélez se tyka pfipravy sterilnich krystalg kyseliny 5—aminolevulové a Jejich derivéti, vyuzi-
telnych pro Iékaiské diagnostické a terapeutické ucely, kde vyuziti sterilnich krystalii kyseliny 5~
aminolevulové a jejich smé&si nebo sloucenin s latkami potlaGujicimi vliv singetniho kysliku jsou
zvlast’ vhodnymi diagnostickymi i lé€ebnymi prostredky v oblasti diagnostiky a Ié&eni nadoro-
vych onemocnéni, zejména pak v urologii, gynekologii, onkologii i dermatologii.

Dosavadni stav techniky

Kyselina 5—-aminolevulova (ALA) je fyziologickym zakladnim kamenem syntézy porfyrind jako
prekurzort tvorby krevniho barviva a cytochromii. Lidsky organismus vyrabi této kyseliny asi
0,5 g za 24 hodin a ta je ihned pfevadéna na dalsi produkty. Pouze za patologickych stavd, kdy je
porulena syntéza porfyrint ptikladné pfi otravé olovem nebo u akutni intermitentn; porfyrie, zis-
tavd ALA nevyuzita a je pak z téla vylu€ovéana. Standardng Ji lze vyrobit pramyslovym zpiiso-
bem a v poslednich letech se ukazuje velky vyznam vyuziti ALA jako diagnostického a 1é&ebné-
ho prosttedku pro fotodynamickou 16¢bu a fluoresceneni endoskopii. Pro diagnostické ucely
napf. v urologii je inkubovéna s roztokem kyseliny ALA sliznice mo&ového méchyie a po urgité
dob¢ je provadéna cystoskopie v modrém svétle. Toto svétlo vyvolava Eervenou fluorescenci
zpiisobenou protoporfyrinem IX v mistech nadorového bujeni a cely proces tak umozfiuje véas-
nou diagnézu nadori, které by se jinak rozpoznavaly velmi obtiZn&. Tento poznatek pinasi velky
vyznam, nebot’ Ize jeho pomoci uchrénit pacienty pfed komplikovanym chirurgickym vykonem.

Pro instalaci ALA je nutno pou%ivat sterilni roztok, nebot’ ALA je velmi nestabilni a pii neutral-
nim nebo alkalickém pH se rychle cyklizuje za tvorby Zluté zbarvenych slougenin, pfi¢emz toxi-
kologie téchto latek nebyla dosud zkoumaéna a neda se vylouditjejich neptiznivy (&inek na zdravi
pacienta,

Pfiprava a sterilizace ALA a Jeji vyuziti pro diagnostické a 16&ebné Gcely je popsana v celé fads
patentovych dokumenti, z nich# lze uvést napt. zvefejnéné némecké pfihlasky DE-OS
197 44 811 nebo DE-OS 4 228 106, americky patentovy spis US 5 856 566 a nejnovéjsi doku-
ment WO 99/11 604 Dusa Pharmaceutical, Inc., (CA), které sleduji problematiku ALA a jeji vyu-
Ziti v Iékar'ské diagnostice, aviak nejsou zde popsany otazky piicin Zlutého nebo pfipadné jinak
zbarveného provedeni krystalt ALA, u kterych nebyla spolehlivé vylougena pFitomnost cyklic-
kych derivati, jejichz toxicita neni presné znima a ktera z léka¥ského hlediska neni divéryhodns
pro bezpecnou aplikaci, zejména pak aplikaci interni.

Zpusob sterilizace krystal kyseliny 5-aminolevulové (ALA) dle WO 99/11 604 Jje provadén pi-
sobenim gama zafeni za b&¥né pokojové teploty, pFitemz dojde k zmé&né krystali z barvy bilé na
Zlutou. Jak je v dokumentu uvedeno, Zluta barva krystald Je zplisobena bodovym defektem F cen-
tra krystalické mfizky. Jeden ion Jje béhem ozafovani v krystalické miiZce vyraZen a ziistava po
ném dira s nibojem. Dojde proto ke zméng krystalické miizky. Krystaly ALA po ozafeni ziskaji
barvu, kterd u ALA neozafené znamend, Ze ALA byla degradovana, ztratila schopnost, kvili
které je pouzivéana, a mize mit i Skodlivy vliv na organizmus. Ozaiens ALA j pfi této Zluté barve
ma vlastnosti nedegradované ALA bilé a v pfipadg, Ze je uchovavana v nadobé, kters byla podro-
bena rovné radiaci, vydri v dobrém stavu a 1 rok.

Nevyhoda tohoto uvedeného zpisobu pifpravy ALA spoiva vtom, Ze nelze jiz vizualng kontro-
lovat skute¢nou degradaci ALA, coZ se mize pfihodit pfi nevhodném uchovani pfipravku nebo
pfi styku s latkou zptisobujici degradaci ptipravku. Mie tak dojit k pouziti degradovaného ptip-
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ravku pii diagnostice a nasledn& k chybnym diagnostickym a léCebnym vysledkim. Nevyhodou
Jje i to, Ze uchovavani pfipravku je nutno provadét pouze v ozafené schrance, co? vytvaii problé-
my po rozd€leni piipravku a jeho vyuzivani na odlisnych diagnostickych a lécebnych pracovis-
tich. Nevyhodou je i to, %e i pres uchovani v ozétené schrance vydrzi ALA v dobrém stavu maxi-
malné 12 mésica.

Utelem vynélezu je ptiprava sterilizovanych krystali ALA v bezpetné &istoté s mizivou toxici-
tou, které jsou v dimenzionalni trovni vhodné pro diagnostiku a jsou anizotropni s rovnob&Znym
zhaSenim v polarizovaném svétle a které vykazuji dlouhodobou stabilitu pfi uchovéavani &i skla-
dovani tak, aby byly kdykoli okamit& pouZitelné pro sledovany tigel a zirovefi je telem vynéle-
zu ziskani velmi presnych diagnostickych vysledki véetnd jeho hlavnich sledovanych hodnot
a veli¢in a diivéryhodného, zabarveni diagnostikovaného mista pfi osvitu, které je jednim ze zak-
ladnich sledovanych identifika&nich znaks pro usp&sné vyhodnoceni Iékar'ské diagndzy.

Podstata vynalezu

Shora uvedené nevyhody stavajicich zpiisobd piipravy sterilizovanych krystali ALA odstrariuje
a (el vynélezu ve velké mire spliiuje pfiprava sterilnich krystalti kyseliny 5-aminolevulové a je-
Jich derivatd vyuzitelnych pro lékatské diagnostické a terapeutické Ulely, kde krystaly kyseliny
5—aminolevulové ziskdvané standardni primyslovou metodou jsou ozafovany zatenim gama pod-
le vynélezu, jehoZ podstata spoCiva v tom, Ze krystaly kyseliny 5—-aminolevulové velikosti 0,1 az
0,8 mm, coz je velikost postihujici pfevazné mnozstvi vyrobenych krystalt, jsou ozafovany cel-
kovou davkou 15 kGy az 30 kGy gama zéfeni po dobu 13 az 19 hodin. Krystaly kyseliny 5—
aminolevulové jsou jak pied ozafovéanim, tak i po ozafovani uchovavény v hlubokopodchlazeném
stavu za teploty —25 °C az—30 °C. Hlubsi podchlazeni je sice G&inné ale ji¥ neekonomicke.

Vyhodné je, ze jsou pfidavany latky, snizujici Gginek singetniho kysliku a volnych radikald. Tyto
latky lze pridavat jak pt¥i diagnostickém nebo 1é&ebném procesu, tak i pfi ptipravé sterilnich krys-
tald pro nasledné vyuziti. Svoji vlastni oxidaci pii léeni a diagnostice prodluzuji Zivotnost mole-
kul ALA a udrzuji G&innost pripravku pfi légebnych a diagnostickych procesech.

Zpusob upravy ALA dle prihlaSeného feseni doséhne po ozafeni takového vysledku, Ze ALA
nezméni barvu ani vlastnosti a ponecha si vechny atributy ALA erstve vyrobené, v&etné& shodné
krystalické miizky, ktera Je naruSena jen nepatrng, co¥ nevede ke zméné barvy krystald. Je tak
stanovena moZnost kontroly v p¥ipads Jjeji degradace nevhodnym uloZenim nebo stykem s latkou
zpusobujici degradaci a zamezi se na zakladé pouhé zrakové kontroly vadnému uziti této latky.
NemizZe tudiz dojit k chybg pfi diagnostice, zavada se projevi pravé zménou barvy z bilé na lu-
tou. Toto je prva vyhoda feseni dle piihlasky vynalezu.

Dalsi podstatnou vyhodou je to, e pfipravené sterilni krystaly ALA dle prihl4Seného feSeni si
kvalitni vlastnosti Serstve vyrobené ALA udrzi n&kolik let. Zatim z divodu viceleté zkugenostise
zda, Ze tento zplisob vyfesil Zivotnost pfipravené ALA pro dlouhodobé uloFen;. Zivotnost ALA
zajisténa dle prihléSeného zpiisobu pusobi podstatng déle nezli sterilizovana ALA dle zndmého
stavu techniky i presto, Ze je uchovavéna v b&znych neozéarenych schrankach, neni tedy nutno

~ 3

vytvafet centralni banku p¥ipravku a na jednotliva diagnostick4 a 1é¢ebna pracovisté jej slozits

Piiklad provedeni vynalezu 1

Pfiprava sterilnich krystald kyseliny 5-aminolevulové byla provedena ozafenim v celkové davce
25 kGy gama zateni po dobu 16 hodin. Krystaly o velikosti v rozmezi 0,1 az 0,8 mm byly v pod-
chlazeném stavu po celou dobu ozafovani v rozmezf -25 °C az 28 °C. Krystaly ALA byly po
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ozafeni Cisté a prihledné a stejnych tvarg Jako pred ozafenim v Sesterecné, Ctverecné, kosodtve-
re€né nebo jednoklonné soustavé a vykazovaly anizotropni vlastnosti s rovnomérnym zhasenim
v preruSovaném svétle pti diagnostickém procesu pod osvitem fluorescenéni lampou. Pfi vlast-
nim diagnostickém procesu byl jako latka sniZujici G¢inky singetniho kysliku a volnych radikal
zvolen tokoferol.

Piiklad provedeni vynalezu 2

Ve druhém ptipadé probihalo ozafovani stejnych sterilnich krystali ALA v celkové davce
25 kGy gama zéfeni po dobu 19 hodin o teploté krystali ALA —30 °C, které byly pied ozaiova-
nim v této teplotd uchovavany velmi dlouhou dobu a bylo zjisténo, Ze krystaly ALA vykazuji
shodné vlastnosti v &isté a prahledné podobg a jejich tvar byl Jehlicovy nebo &tvercovy. Pii diag-
nostickém procesu pod osvitem bylo znat zietelné Servend zabarveni v z6né diagnostikovaného
mista s vysoce pfesnym ohranienim. Je zfejmé, Ze pfi jestd hlub$im podchlazeni dosdhneme
stejn€ kvalitnich vlastnosti pfipravku, takové podchlazeni je v3ak jiz neekonomické. Pfidavanim
tokoferolu potladujicim G&inky singetniho kysliku byl zjevng diagnosticky proces usnadnén.

Ptiklad provedeni vynalezu 3

Krystaly ALA byly ozafeny celkovou davkou 15 kGy gama zafeni po dobu 13 hodin, p¥i¢emz
krystaly ALA byly podchlazeny kratce pfed ozafovanim na teplotu-25 °C. Vysledn4 charakteris-
tika sterilizovanych krystali vykazovala o poznani horsi Cistotu a prithlednost, co¥ miize pred-
pokladat horsi vysledky p#i vlastnim diagnostickém procesu, ktery timto nebyl nijak vyrazng
v realizaci omezen, avsak p¥inesl hor$i celkové vyhodnoceni.

Jak z uvedenych piikladi tykajicich se pfipravy sterilnich krystal kyseliny ALA vyplyva, je
podminkou spolehlivé diagnostiky véetns ochrany pacienta aplikace vysoce Cistych krystalt
ALA nejlépe ve spojeni s aplikaci latek potlacujicich vliv singetniho kysliku. Ukazuje se, e za-
sadnim prosttedkem pro pfesnou diagnostiku je potfebné uchovani krystald ALA v hlubokopod-
chlazeném stavu pred ozafovanim, v dobé& ozafovani i po jeho ukondeni.

PATENTOVE NAROKY

1. Pfiprava sterilnich krystala kyseliny 5-aminolevulové a Jejich derivatd, vyuzitelnych pro lé-
karské diagnostické a terapeutické ucely, kde krystaly kyseliny 5—aminolevulové ziskavané stan-
dardni primyslovou metodou jsou ozafovany zifenim gama, vyznaéu jici se tim, e
krystaly kyseliny 5—aminolevulové o velikost 0,1az0,8 mm jsou ozafovany celkovou davkou
15 kGy az 30 kGy gama zafeni po dobu 13 az 19 hodin, p¥icemz krystaly kyseliny 5—aminolevu-
lové jsou jak pred ozafovanim, tak i po ozafovani uchovavany v hlubokopodchlazeném stavu za
teploty —25 °C az 30 °C.

2. Pfiprava sterilnich krystalt dle naroku I, vyznadujici se tim, ze Jjsou pridavany
latky, snizujici Gi&inek singetniho kysliku a volnych radikali.

Konec dokumentu
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