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Pfedkladané feSeni se tyka sloucenin, kterymi jsou estery
kyseliny 5-aminolevulové nebo jejich farmaceuticky pfijatelné
soli, véetng slougenin vzorce (I) (R?),N-CH,COCH,-CH,CO-
OR! (kde R! miiZe predstavovat alkyl popiipadé substituovany
skupinami hydroxy, alkoxy, acyloxy, alkoxykarbonyloxy,
amino, aryl, oxo nebo fluoro a popfipadé pferugeny atomy
kysliku, dusiku, siry nebo fosforu; a R?, ktery miize byt
vzhledem k R! stejny nebo rlizny, znamena atom vodiku nebo
skupinu R") pro pouZiti pfi fotochemoterapii nebo diagnéze
poruch nebo abnormalit vnéjsich nebo vnitinich télesnych
povrchi a kitd pro provedeni feSeni.
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Estery kyselin S—aminolevulovych a farmaceuticky prostiedek s jejich obsahem
Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka derivati kyseliny 5S—aminolevulové (ALA) a zv]asté estert ALA pro

pouziti jako fotosenzitizaénich prostiedkd pfi fotochemoterapii nebo diagnéze.

Dosavadni stav techniky

Vyznam fotochemoterapie, nebo fotodynamické terapie (PDT), jak se také nazyva, jako techniky
pro lé&eni riznych abnormalit nebo poruch kiZe nebo jinych epitelidrnich organt nebo sliznice,
zvlast€ karcinoml nebo prekarcinomovych zmén, stejné jako uritych nemalignich zmén,
napiiklad koznich onemocnéni, jako je lupénka, v posledni dobé roste. Fotochemoterapie
zahrnuje aplikaci fotosenzitizanich (fotochemoterapeutickych) prostfedki na postizenou oblast
té€la a nasledujici vystaveni fotoaktivujicimu svétlu, aby doslo k aktivaci fotosenzitiza¢nich
prostiedki a jejich prevedeni na cytotoxickou formu, pfi¢emZz postizené butiky jsou usmrceny
nebo je zmensen jejich proliferativni potencial.

Je znadma rada fotosenzitizaénich prostfedki, véetné zejména psoralend, porfyrind, chlorind
a ftaloxyaninu. Tyto latky se stanou toxické, kdyZ se vystavi svétlu.

Fotosenzitizaéni léky mohou projevit své G¢inky fadou mechanismi, pfimo nebo nepfimo. Tak
naptiklad urcité fotosenzitizalni latky se stanou toxickymi pfi aktivaci svétlem, zatimco jiné
plsobeni za vytvorfeni latek, napiiklad oxidaCnich latek jako je singletovy kyslik, nebo jiné
kyslikaté volné radikaly, které jsou extrémné destruktivni pro bunény material a biomolekuly,
jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. Psoraleny jsou ptikladem pfimo pisobicich
fotosenzitizaénich latek; po vystaveni svétlu vytvareji addukty a zesit€ni mezi dvéma fetézci
molekul DNA a tim inhibuji syntézu DNA. Tato terapie ma bohuzel riziko v tom, Ze se mohou
vyskytovat nezddouci mutagenni a karcinogenni vedlejsi u¢inky.

Tato nevyhoda mize byt odstranéna volbou fotosenzitiza¢nich latek s alternativnim, nepfimym
zplisobem G¢inku. Naptiklad porfyriny, které piisobi nepfimo vytvafenim toxickych kyslikatych
latek, nemaji zadné vedlej$i mutagenni GCinky a jsou nejvyznamnéj3imi kandidaty pro foto-
chemoterapii. Porfyriny jsou pfirozené se vyskytujici prekurzory pfi syntéze hemu. Konkrétné se
hem produkuje, kdy? se Zelezo (Fe’*) inkorporuje do protoporfyrinu IX (Pp) plisobenim enzymu
ferochelatazy. Pp je extrémné (&inna fotosenzitizadni latka, zatimco hem fotosenzitizaéni i€inek
nema. -

Jeden takovy na porfyrinu zalozeny lék, Photofrin, byl nedavno schvalen jako fotosenzitiza&ni
latka pfi 1é¢eni urditych karcinomi. Hlavni nevyhoda je ta, Ze protoze musi byt podavan
parenteraln€, obecné intravendzné, zpusobuje fotosenzitivaci kize, kterd mize trvat n€kolik
tydnl po i.v. injekci. Photofrin se sklada z velkych oligomeril porfyrinu a pfi mistnim podani
nesnadno prochazi kizi. Podobné problémy existuji sjinymi fotosenzitizanimi latkami
zaloZenymi na porfyrinu, jako jsou tzv. ,hematoporfyrinové derivaty” (Hpd), které byly rovnéz
ohlaseny pro poutZiti pfi fotochemoterapii karcinomi (viz naptiklad S. Dougherty, J. Natl. Cancer
Ins., 1974, 52; 1333; Kelly a Snell, J. Urol, 1976, 115: 150). Hpd je komplexni smés, ktera se
ziskava pusobenim kyseliny octové a sirové na hematoporfyrin a potom se acetylovany produkt
rozpousti v alkalii.

Pro odstranéni téchto problémi se na fotochemoterapeuticky potencial zkoumaly prekurzory Pp.
Vyzkumy ukazaly, ze zvla§té prekurzory Pp, kyselina aminolevulova (ALA), je vhodna jako
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fotochemoterapeuticky prostfedek pro urgité karcinomy kiize. ALA, ktera se vytvafi ze sukcinyl
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CoA a glycinu pfi prvnim kroku syntézy hemu je do omezené miry schopna pronikat kiizi a vede
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k lokalizovanému vytvéaieni Pp; protoze limitujicim krokem pii syntéze hemu je plsobeni
ferochelatazy (metalani enzym), pfebytek ALA vede je hromadéni Pp, fotosenzitizaénimu
prostiedku. Mistni aplikaci na koZni tumory a vystaveni tumort svétlu po nékolika hodindch
miize vést k prospé$nému fotochemotarapeutickému ucinku (viz napf. WO 91/01727), protoze
kize pokryvaji bazilomy a karcinomy dlaZdicovych bunék je snize prostupna pro ALA neZ
zdrava kuze, a protoZe koncentrace ferochelatazy je v koZnich tumorech nizka, bylo zjisténo, Ze
mistni aplikace ALA vede k selektivné zvySené produkci Pp v tumorech.

Zatimco v3ak pouziti ALA pfedstavuje v oboru vyznamny pokrok, fotochemoterapie ALA neni
vidy zcela uspokojiva. ALA neni schopna penetrovat do vSech tumorl a jinych tkani s dostate¢-
nou uginnosti pro umoznéni 1éeni Siroké $kély tumorl nebo jinych podminek a ALA mé ve
farmaceutickych prostfedcich také sklon Kk nestabilité. Existuje tedy potfeba zlepSenych
fotochemoteraeputickych prostredkii. Predkladany vynalez si vramci této potieby klade
konkrétni cil poskytnout fototerapeutické prostfedky, které jsou schopny lépe pronikat do tumoru
a jinych abnormalit, a které maji zvy3eny fototerapeuticky GCinek proti v oboru popsanym
latkam.

Podstata vynalezu

V jednom hledisku tedy pfedkladany vynalez poskytuje slouCeniny, které jsou estery kyselin
S—aminolevulovych nebo jejich farmaceuticky pfijatelnych soli pro pouZiti pfi fotochemoterapii
nebo diagndze.

V esterech podle vynalezu miZe byt 5-aminoskupina substituovana nebo nesubstituovana, ve
druhém pfipad jde o estery ALA.

Slougeninami pro pouziti podle vynalezu jsou zvlast¢ estery S—aminolevulovych kyselin s popfi-
padé¢ substituovanymi alkanoly, tj. alkylestery nebo substituovanymi alkylestery.

Databéaze Xfire, polozky 3060978, 5347132, 5499790, 5620924, 5633390, 5991317 a 6517740
(Beilstein); Cosmo Sogo Kenkyusho KK, Patent Abstracts of Japan, dil 16.; No. 156 (C-0930),
16.4.1992; EP-A-316179 (Tokuyama Soda KK); GB-A-2058077 (Hudson a dalsi)
a DE-A-2411382 (Boehringer Sohn Ingelheim) popisuji alkylesterovy derivat kyseliny S—amino-
levulové a jejich derivaty a soli a zptisoby pro jejich pfipravu.

Z jiného hlediska proto vynalez poskytuje slouCeniny vzorce I,
(R*);N-CH,COCH,~CH,CO-OR' (1)

kde R' miZe predstavovat alkyl poptipad¢ substituovany skupinami hydroxy, alkoxy, acyloxy,
alkoxykarbonyloxy, amino, aryl, oxo nebo fluoro a popiipadé pferuseny atomy kysliku, dusiku,
siry nebo fosforu; a R? je atom vodiku; pfi¢emz jakakoli pfitomna alkylova skupina obsahuje a2
do 10 atom@ uhliku a arylovou skupinou je fenyl nebo monocyklicky 5 aZ 7 ¢lenny hetero-
aromaticky kruh a jejich soli pro pouziti pti fotochemoterapii nebo diagnéze.

Substituované alkylové skupiny R' mohou byt mono nebo polysubstituované. Vhodné skupiny R'
zahrnuji napfiklad nesubstituovany alkyl, alkoxyalkyl, hydroxyalkoxyalkyl, polyhydroxyalkyl,
hydroxypolyalkylenoxyalkyl apod. Termin ,,acyl®, jako se zde pouziva, zahrnuje jak karboxylato-
vou, tak i karbonatovou skupinu, tedy acyloxylem substituované alkylové skupiny napfiklad
zahrnuji alkylkarbonyloxyalkyl. V téchto skupindch maji s vyhodou alkylenové skupiny obsah
uhlikovych atomi, definovany pro alkylové skupiny nize. Vyhodné arylové skupiny zahrnuji
fenyl a monocyklické S az 7 &lenné heteroaromatické latky, zvlasté fenyl, pfi€emz tyto skupiny
mohou byt poptipadé samy substituovany.
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Reprezentativni substituované alkylové skupiny R' zahrnuji alkoxymethylové, alkoxyethylové
a alkoxypropylové skupiny nebo acyloxymethylové, acyloxyethylové a acyloxypropylové
skupiny, napf. pivaloyloxymethyl.

Vyhodné sloudeniny pro pouziti podle vynilezu zahmuji sloudeniny, kde R' znamena
nesubstituovanou alkylovou skupinu a/nebo kazda skupina R” znamen4 atom vodiku.

Jak se zde pouziva, termin ,alkyl“ zahrnuje jakykoliv dlouhy nebo kratky fetézec, alifatickou
nasycenou nebo nenasycenou, pfimou nebo vétvenou uhlovodikovou skupinu. Nenasycené
alkylové skupiny mohou byt mono— nebo polynenasycené a zahrnuji jak alkenylové, tak
i alkynylové skupiny. Takové skupiny mohou obsahovat az do 40 atomil uhliku. Zv1ast€¢ vyhodné
jsou v3ak alkylové skupiny obsahujici az 10, napf. 8, zvlasté az 6, a zvlast€ vyhodné az 4 atomy
uhliku.

Zvlaste je treba jmenovat methylester ALA, ethylester ALA, propylester ALA, hexylester ALA,
heptylester ALA a oktylester ALA a jejich soli, které jsou vyhodnymi sloueninami pro pouZiti
podle vynalezu.

Slouceniny pro pouZiti podle vynalezu je mozno pfipravit s pouzitim standardnich zpisobii
a postupl znamych v oboru pro derivatizaci multifunkénich sloucenin a zv1adt€ esterifikaci. Jak
je voboru znamo, takova esterifikace slouenin mize zahrnovat chranéni a odstranéni
ochrannych skupin z pfislusnych skupin, takze pouze pozadované skupiny ziistanou aktivni
a UCastni se za podminek esterifikace reakce. Tak napfiklad mohou byt v pribéhu esterifikace
chranény substituenty substituovanych alkanold, pouzivanych pro pfipravu esteri. Podobné
skupina N(R?), slougeniny, pfinasejici tuto skupinu do slou¢enin vzorce 1, miize byt v pribghu
reakce chranéna a po reakci mohou byt ochranné skupiny odstranény. Takové postupy
chranéni/odstranéni ochrannych skupin jsou v oboru pro pfipravu derivéati dobfe znamy; to plati
konkrétné pro estery dobfe znamych aminokyselin, viz napfiklad Mcomie v ,,Protective Groups
in Organic Chemistry“, Plenum, 1973 a T. W. Greene v ,Protective Groups in Organic
Chemistry®, Wiley-Interscience, 1981.

Jako piiklad zpisob pfipravy slougenin pro pouZiti v rdmci vynalezu lze uvést zpisob, ktery
zahrnuje vytvofeni esteru karboxylové skupiny kyseliny S—aminolevulové.

Dal3i zpiisob pfipravy sloucenin pro pouZiti v ramci vynalezu zahrnuje reakci kyseliny 5—amino-
levulové nebo jejiho esterifikovatelného derivatu s alkanolem nebo jeho ester tvoficim derivatem.

Vyhodny je zpusob pkipravy sloucenin vzorce I, ktery zahmuje alespoil jeden z nasledujicich
kroku:

(a) reakci slou€enin vzorce II
(R*);N-CH,COCH,-CH,CO-X ()

(kde X znamena odst&pitelnou skupinu, napiiklad hydroxylovou skupinu, atom halogenu nebo
alkoxylovou skupinu nebo COX znamena skupinu anhydridu kyseliny a R’ je jak definovan vyse)

se slouéeninou vzorce 111
R'-OH (1)
(kde R' je jak definovano vyse); a

(b) pfeménu sloudeniny vzorce I na jeji farmaceuticky pfijatelnou sil.




10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 291132 B6

Reakei v kroku (a) je moZzno pohodln€ provadét v rozpoustédle nebo smési rozpoustédel, jako je
voda, aceton, diethylether, methylformamid, tetrahydrofuran apod. pfi teplotach az Kk teploté varu
smési, vyhodné pfi teplotach mistnosti.

Podminky esterifikadnich reakci budou zaviset na pouzitém alkoholu a mohou byt voleny tak,
aby byl ziskdn maximalni vytézek esteru. Protoze esterifikacni reakce jsou vratné rovnovazné
reakce, reakéni podminky se mohou volit takovym zpiisobem, aby bylo dosazeno maximalniho
vytézku esterového produktu. Téchto podminek lze dosdhnout volbou rozpoustédla, které je
schopna odstranit vodu vytvofenou pfi typické esterifika¢ni reakci vytvofeni, azeotropni smési
s vodou. priklady takovych rozpoustédel jsou aromatické uhlovodiky nebo jiné latky schopné
tvofit azeotropni smési s vodou, napfiklad nékteré chlorované uhlovodiky, jako je chloroform.
Pro vytvafeni niZich esteri 5~ALA muZe byt posunuta reakéni rovnovaha na stranu esteru
pouzitim velkého pfebytku alkoholu. V pfipadé jinych esteri miZe byt rovnovaha posunuta
smérem k esterovému produktu pouZitim velkého piebytku kyseliny.

Esterifikatni reakce jsou v oboru dobfe znamy, jak je napfiklad popisuje Saul Patai v ,,The
chemistry of the carboxylic acids and esters®, (kap. 11, str. 505, Interscience 1069) a Houban
Weyl, (Methoden der Organische Chemie, dil ES, ,,Karbonséuren und Karbonsduren-Derivate®,
str. 504, Georg Thieme Verlag, 1985). Tvorba derivati aminokyselin se popisuje v dile XI/2
stejné  fady, Houben Weyl, Methoden der Organische Chemie, dil XI/2,
»tickstoffverbindungen®, str. 269, Georg Thieme Verlag. 1958).

Reakce se bude pohodlné provadét v pfitomnosti katalyzatoru, napfiklad anorganické nebo
organické kyseliny nebo prostfedku vazajiciho kyselinu, jako napiiklad baze.

Slouceniny pouzivané jako vychozi materialy jsou z literatury znamy a v mnoha pfipadech jsou
komeréné dostupné nebo mohou byt ziskany o sobé znamymi metodami. ALA je napfiklad
dostupna od firmy Sigma nebo od firmy Photocure, Oslo, Norsko.

Jak je uvedeno vyse, slou¢eniny pro pouZiti podle vynalezu mohou byt ve formé farmaceuticky
piijatelnych soli. Takovymi solemi jsou s vyhodou kyselé adiéni soli s fyziologicky pfijatelnymi
anorganickymi nebo organickymi kyselinami. Vhodné kyseliny napfiklad zahmuji kyselinu
chlorovodikovou, bromovodikovou, sirovou, fosfore&nou, octovou, mléénou, citronovou, vinnou,
Jantarovou, maleinovou, fumarovou a askorbovou. Postupy pro tvorbu soli jsou v oboru bézné.

Jak je uvedeno vyse, sloudeniny pro pouZiti podle vynalezu a jejich soli maji cenné farmakolo-
gické vlastnosti, totiz jsou fotosenzitizaénimi prostfedky, ¢imz jsou pouzitelné jako fotochemo-
terapeutické prostiedky.

Podobné jako ALA tyto sloudeniny piisobi zvySenim produkce Pp; po podani na pozadované
misto plisobeni rozitépi hydrolytické enzymy jako esterazy, pfitomné v cilovych burikach, estery
na vychozi ALA, ktera pak vstoupi do drahy syntézy hemu a vede k vytvafeni Pp. Slougeniny pro
pouziti podle vynilezu viak maji proti samotné ALA fadu vyhod. Za prvé jsou tyto slouéeniny ve
srovnéni s ALA schopny lépe. pronikat do kiize a jinych tkani; pronikani je jak hlub3i, tak
i rychlejsi. To je dulezita vyhoda, zvlasté pro mistni podavani. Za druhé se ukazalo, Ze estery
piekvapivé vice zvySuji produkci Pp nez ALA; drovné produkce Pp podani esteri ALA jsou
vy$8i neZ po podani samotné ALA. Za tfeti vykazuji slouceniny pro pouZiti v raimci vynalezu
zlep3enou selektivitu k cilové tkani, kterd mé byt 1éCena, tj. (Cinek na zvy3eni produkce Pp je
lokalizovan do pozadované cilové 1éze a nesifi se do obklopujicich tkani. To je zvlasté ziejmé
u tumord. Koneéné se zda, Ze slougenina podle vynalezu se lépe lokalizuji do cilové tkané po
podani. To je zvlast® dilezité pro systémové aplikace, protoZe to znamena, Zze mohou byt
redukovany nebo odstranény nezadouci fotosenzitizatni u€inky, popisované v literatuie pro jiné
fotosenzitizalni latky zaloZené na porfyrinu.
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DalSim hlediskem predkladaného vynalezu je tedy poskytnuti farmaceutického prostredku,
obsahujici slouceninu jak je popsano vyse, nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil, spolu
s alespori jednim farmaceutickym nosi¢em nebo pomocnou latkou.

V jesté dal$im hledisku se také poskytuje pouziti slouceniny jak je popsdno vySe nebo jeji
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro pouziti ve fotochemo-
terapii a zvIasté pro lé¢eni poruch a abnormalit vnéjSich nebo vnitinich télesnych povrchd, které
reaguji na fotochemoterapii.

Abnormality a poruchy, které mohou byt podle predkladaného vyndlezu léceny, zahrnuji
Jjakékoliv maligni, premaligni a nemaligni abnormality nebo poruchy vnimavé k fotochemo-
terapii, napfiklad tumory nebo jiné typy bujeni, poruchy kiZe jako je lupénka nebo keratozy
pusobenim svétla, odérky kiize a jind onemocnéni nebo infekce, naptiklad bakterialni, virové
nebo houbové infekce, napfiklad infekce herpetickym virem. Vynalez je zvlast€¢ vhodny pro
lé¢eni onemocnéni, poruch nebo abnormalit, kde se vytvareji drobna poskozeni, na ktera mohou
byt prostiedky pfimo nanaseny (termin poSkozeni se zde pouziva v SirSim smyslu a zahrnuje
i tumory apod.). Vnitini a vnéj3i povrchy té&la, které mohou byt 1éCeny podle vynalezu, zahrnuji
kizi a jiné epitelidlni a ser6zni povrchy, véetné napfiklad sliznice, vystelky organi naptiklad
respiraéniho, gastrointestinalniho a urogenitalniho traktu, zlazy s vyvody, které se vyprazdnuji na
tyto povrchy (napf. jatra, vlasové folikuly s mazovymi zlazami, mlééné zlazy, slinné zlazy
a semenné vacky). Navic ke kidzi zahrnuji tyto povrchy napfiklad vystelku pochvy, endometria
a urothelia. Tyto povrchy mohou zahrnovat také dutiny, vytvorené v téle po vyfiznuti nemocné
nebo karcinomové tkané, naptiklad mozkové dutiny po odstranéni tumorti, jako jsou gliomy.

Priklady takovych povrchi tedy jsou : (i) kiize a spojivky; (ii) sliznice Gst, hrtanu, jicnu, Zaludku,
stfev, rekta a analniho kanalu; (iii) vystelky nosnich priichodii, nosnich vedlej$ich dutin,
nazofaryngu, trachey, bronchli a bronchiol; (iv) vystelky mocovych cest, moCového méchyfe
a moCové trubice; (v) vystelky pochvy, délozniho kréku a délohy; (vi) parietdlni a visceralni
pohrudnice; (vii) vystelky peritonedlni a panevni dutiny a pochvy organu, obsazenych v téchto
dutinach; (viii) dura mater a meningy; (ix) jakékoliv tumory v pevnych tkéanich, které mohou byt
zpfistupnény fotoaktivaénimu svétlu, napfikiad bud’ pfimo pfi chirurgickém zakroku, nebo
optickym vlaknem, vlozenym pomoci jehly.

Prostfedky podle vynalezu mohou mit v oboru bézné sloZeni s jednim nebo vice fyziologicky
pfijatelnymi nosi¢i nebo pomocnymi latkami. Slouceniny je mozno podavat mistné, oralné nebo
systémové. Vyhodné jsou mistni prostfedky, které zahrnuji gely, krémy, masti, spreje, omyvaci
roztoky, masti na rany, naplasti, mydla, prasky, pesary, aerosoly, kapky a jakékoliv jin€ v oboru
bézné farmaceutické formy.

Masti a krémy mohou byt napfiklad vytvofeny pomoci vodného nebo olejového zakladu
s pfidavkem vhodnych zahu3tovacich a/nebo gelujicich prostfedkii. Omyvaci roztoky mohou byt
vytvofeny ve vodném nebo olejovém zékladu a budou obecné také obsahovat jeden nebo vice
emulgacnich, dispergujicich, suspendujicich, zahustujicich nebo barvicich prostfedki. Prasky
mohou byt vytvofeny pomoci jakéhokoliv vhodného praskového zékladu, Kapky mohou byt
vytvofeny ve vodném nebo nevodném zakladu, ktery obsahuje také jeden nebo vice
dispergujicich, rozpoustécich nebo suspendujicich prostfedki. Aerosolové spreje se pohodlné
nanaseji z tlakovych baleni s pouzitim vhodného hnaciho plynu.

Prostfedky mohou byt alternativné ve formé pfizpisobené pro oralni nebo parenteralni podéni,
napiiklad intradermélni, subkutinni, intraperitonealni nebo intravendézni injekci. Alternativni
farmaceutické formy tedy zahrnujic prosté nebo potahované tablety, kapsle, suspenze a roztoky,
obsahujici aktivni slozku, popiipadé spolu s jednim nebo vice béznymi nosi¢i a/nebo diluenty,
napfiklad s obilnym 3krobem, laktdzou, sacharézou, mikrokrystalickou celulézou, stearanem
hote¢natym, polyvinylpyrroludonem, kyselinou citronovou, kyselinou vinnou, vodou, smési
voda/ethanol, voda/glycerol, voda/sorbitol, voda/polyethylenglykol, propylenglykolem, stearyl-
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alkoholem, karboxymethylcelulézou nebo mastnymi latkami, jako je tuhy tuk nebo jejich vhodné
smési.

Koncentrace vySe popisovanych sloucenin v prosttedcich zavisi na povaze slouceniny, sloZeni,
zplisobu podévani a pacientovi a miize byt ménéna nebo upravovéana podle potieby. Obecné jsou
viak vhodné koncentrace vrozmezi 1 az 50 % hmotnostnich. Pro terapeutické pouziti byly
nalezeny jako vhodné koncentrace 10 az 50 % hmotnostnich, naptiklad 15 az 30 % hmotnostnich.

Po podéni na povrch se vystavi o3etfena plocha svétlu pro dosazeni fotochemoterapeutického
G¢inku. Doba po podani, po které dojde k vystaveni svétlu bude zaviset na povaze slouCeniny
a na forme podani. Obecn& bude fadove 0,5 aZ 48 hodin, napfiklad 1 az 10 hodin.

Obecné bude pouzito ozafeni v davee 40 az 200 J/em’, napt. 100 J/em’,

Vlnova délka svétla pouzitého pro ozafeni mize byt zvolena pro dosaZeni vyraznéjiiho foto-
chemoterapeutického G&inku. Obecné, pokud se pii fotochemoterapii pouzivaji porfyriny, ozafuji
se svétlem s vinovou délkou pFiblizné absorpéniho maxima porfyrinu. Napfiklad tedy v pfipadé
v oblasti 350 az 640 nm, zv143té 610 az 635 nm. Volbou $ir§iho rozmezi vinovych délek ozareni,
které zasahuji mimo absorpénimi maximum porfyrinu, miZe v3ak byt fotosenzitizani Cinek
zvysen. Aniz by bylo nutno vazat se teorii, je to pravdépodobné zplsobeno skuteénosti, ze kdyz
se Pp a jiné porfyriny vystavi svétlu svolnymi délkami uvnité jejich absorpéniho spektra,
rozpadaji se na rizné fotoprodukty veetné zvlasté fotoprotoporfyrinu (PPp). PPp je chlorin a ma
vyrazny fotosenzitizaéni U&inek; jeho absorpéni spektrum se rozprostira smérem k delSim
vinovym délkam nad vinové délky, p#i kterych absorbuje Pp, tj. az do téméf 700 nm
(Pp neabsorbuje téméi zadné svétlo nad 650 nm). PFi bézné fotochemoterapii pouzivané vinové
délky tedy neexcituji PPp a neni tedy dosazeno vyhody jeho dal3iho fotosenzitizaéniho u¢inku.
Bylo zjisténo, ze zvlasté ucinné je osvétleni vinovymi délkami svétla v rozmezi 500 az 700 nm.
Zvlase dulezité je, aby zafeni obsahovalo vinové délky 630 a 690 nm.

Slou€eniny podle vynalezu tedy mohou byt pouzity pro fotochemoterapeutické 1é€eni poruch
nebo abnormalit vnéjSich nebo vnitinich poruch téla zahrnujici podavani vySe uvedeného
prostfedku postizenym povrchiim a vystaveni uvedenych povrchii svétlu, svyhodou svétlu
s vinovymi délkami v oblasti 300 az 800 nm, naptiklad 500 az 700 nm.

Zpusoby ozafeni ruznych oblasti téla, napfiklad lampami nebo lasery, jsou v oboru dobfe znamy
(viz napfiklad Van den Bergh, Chemistry in Britain, kvéten 1986, str. 430—439).

Slouceniny pro pouziti v ramci vynalezu mohou byt v prostiedku spolu a/nebo podavany spolu
s jinymi fotosenzitizalnimi prostfedky, napf. ALA nebo Photofrinem nebo s jinymi aktivnimi
slozkami, které mohou zvysit fotochemoterapeuticky u¢inek. Mohou byt naptiklad s prospéchem
zahrnuty chelataéni prostfedky, aby doSlo ke zvySeni akumulace Pp; chelatace Zeleza
chelataénimi prostfedky zabrani jeho inkorporaci do Pp za vytvofeni hemu piisobenim enzymu
ferochelatazy, coZ vede k vytvafeni Pp. Fotosenzitizatni u€inek se tedy zvysi.

Zvlasteé vhodna v tomto ohledu jsou chelataéni ¢inidla na bazi aminopolykarboxylové kyseliny,
v&etné kteréhokoliv z chelatanich &inidel, popsanych v literatufe pro detoxifikaci kovii nebo pro
chelataci paramagnetickych kovovych iontli v zobrazovacich kontrastnich prostfedcich pro
magnetickou rezonanci. Zvlasté je tfeba zminit EDTA, CDTA (kyselina cyklohexandiamintetra-
octova), DTPA a DOTA. Vyhodnou slougeninou je EDTA. Pro dosaZeni chelataniho i¢inku na
Zelezo mohou byt pouZity desferiocamin a jiné siderofory, naptiklad ve spojeni s chelataénimi
¢inidly na bazi aminopolykarboxylové kyseliny, jako je EDTA.

ChelataZni prostfedek mize byt vhodné pouzit v koncentraci 1 az 20 % hmotnostnich, napfiklad
2 az 10 % hmotnostnich.
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Dale bylo zjisténo, Ze pfiznivy udinek pii zvyseni fotochemoterapeutického t¢inku mohou mit
prostiedky napomahajici pronikani z povrchu, zvlasté dialkylsulfoxidy, jako je dimethylsulfoxid
(DMSO). To se popisuje detailn& v nadi souvisejici ptihlasce No. PCT/GB 94/01951.

Prostfedkem napomahajicim penetraci do povrchu mize byt jakakoliv prostfedek napomahajici
penetraci do kiZe, popsany ve farmaceutické literatufe, naptiklad HPE-101 (firma Hisamitsu),
DMSO nebo jiné dialkylsulfoxidy, zv1asté n—decylmethylsulfoxid (NDMS), dimethylsulfacet-
amid, dimethylformamid (DMFA), dimethylacetamid, glykoly, rizné derivaty pyrroludonu
(Woodford a dalsi, J. Toxicol. Cut & Ocular Toxicology, 1986, 5: 167 az 177), a Azone®
(Stoughtona dal$i, Drug Dpv. Ind. Pharm. 1983, 9: 725 az 744) nebo jejich smési.

DMSO vsak ma fadu vyhodnych GCinki a vyrazné se mu dava ptednost. Navic k G¢inki
a vyrazné se mu dava pfednost. Navic k u¢inku napomahajicimu penetraci do povrchu (DMSO je
zv1asté ucinny pii zvétSeni hloubky pronikani aktivniho prostfedku do tkané€) ma tedy DMSO
antihistaminové a protizanétlivé Gi¢inky. Navic bylo zjisténo, Ze DMSO zvy3uje aktivitu enzymi
ALA-syntazy a ALA-dehydrogenazy (enzymy, které vytvaieji a kondenzuji ALA na
porfocilinogen) a tim zvy3uje tvorbu aktivni formy, Pp. Prostfedek pro zvySeni pronikéni
z povrchu muZe byt vyhodné ptitomen v rozmezi koncentraci od 2 do 50 % hmotnostnich,
napfiklad pfiblizné 10 % hmotnostnich.

Podle lé¢eného stavu a podle povahy prostiedku mohou byt slouéeny pro pouziti v ramci
vynélezu podavany spoledné stakovymi dal$imi ptipadnymi prostiedky, napfiklad v jediném
prostiedku, nebo mohou byt podavany postupné nebo oddélen€. V mnoha pfipadech mize byt
oviem ziskdn zvlast¢ vyhodny fotochemoterapeuticky ucinek predchozim pisobenim latky
podporujici povrchovou penetraci v oddéleném kroku, pred poddnim sloucenin pro pouZziti
vramci vynalezu. Dale mize byt v ngkterych situacich prospé$né piedchozi o3etfeni latkami
pomahajicimi penetraci do povrchu, nasledované podavani fotochemoterapeutického prostredku
ve spojeni s latkou napomahajici penetraci do povrchu. Pokud se latka pomahajici penetraci do
povrchu pouzije pro piedbézné oetfeni, miZe byt pouzita ve vysokych koncentracich, napfiklad
az do 100 % hmotnostnich. Jestlize se pouzije takového kroku predbé&zného oSetfeni, fotochemo-
terapeuticky prostiedek muze byt dale podavan az nékolik hodin po predb&zném oSetfeni,
napfiklad v intervalu 5 az 60 minut po pfedb&zném oSetieni.

Z dal3iho pohledu tedy vynalez poskytuje produkt, obsahujici slouceninu jak byla popséana vyse
nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil spolu s alespoii jednou latkou podporujici penetraci do
povrchu a popfipadé jednim nebo vice chelataénimi prostfedky jako kombinovany prostiedek pro
soucasné, oddélené nebo postupné pouziti pfi léceni poruch nebo abnormalit vnéjSich nebo
vnitinich povrchi téla, které jsou vnimavé vii¢i fotochemoterapii.

Alternativné dalsiho hledisko vynalezu také poskytuje kit pro pouZiti pfi fotochemoterapii poruch
nebo abnormalit vnéjich nebo vnitinich télesnych povrchi, ktery obsahuje:

a) prvni nadobku, obsahujici vySe popsanou slou¢eninu nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sl,

b) druhou nadobku, obsahujici alespoii jeden prostfedek podporujici penetraci do povrchu;
a popfipadé

c) jeden nebo vice chelataénich prostiedki, obsaZenych bud’ v uvedené prvni nddobce, nebo ve
treti nadobce

Tam, kde se prostiedek napomahajici penetraci do povrchu aplikuje v oddéleném kroku
pfedbézného oSetfeni, muiZe byt nanaden ve vy38ich koncentracich, napfiklad aZz do
100 % hmotnostnich.
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Je ziejmé, ze zpisob 1é&eni s pouzitim vySe popsanych sloudenin nezbytné fluorescenci 1é&ené
poruchy nebo abnormality. Zatimco intenzita této fluorescence miize byt pouZita pro odstranéni
abnormalnich bunék, umisténi fluorescence miize byt pouzito pro zviditelnéni velikosti, rozsahu
a umisténi abnormality nebo poruchy. To je moZné diky piekvapivé schopnosti esteri ALA
lokalizovat se pfednostné do nenormalni tkang.

Takto identifikovand abnormalita nebo porucha nebo na misté vy3etfeni potvrzend mizZe byt
lé¢ena alternativnimi terapeutickymi postupy, napfiklad chirurgickym nebo chemickym
zplisobem, nebo zplsobem lé¢eni podle vynalezu pokracujicim vytvafenim fluorescence nebo
dalsi aplikaci slou¢enin podle vynalezu na vhodné misto. Je zfejmé, Ze diagnostické postupy
mohou vyzadovat nizsi urovn& fluorescence pro zviditeln&ni, nez které se pouZivaji pfi
terapeutickém oSetfeni. Obecné jsou tedy vyhodné koncentrace 1 az 50 %, napfiklad 1 az 5 %
hmotnostnich. Mista, metody a zpiisoby podavani byly vzhledem k terapeutickym pouzitim
uvazovany diive a jsou aplikovatelné také na zde popsané diagnosticka pouziti. Slougeniny pro
pouziti v rdmci vynalezu mohou byt také pouzity pro diagnostické zplisoby in vitro, naptiklad pro
vySetfeni bunék, obsazenych v télesnych tekutiniach. vy38i mira fluorescence spojena
s nenormalni tkani mize byt vyhodnym znakem abnormality nebo poruchy. Tento zplsob je
vysoce citlivy a mize byt pouzit pro &asnou detekci abnormalit nebo poruch, napfiklad
karcinomu mocového méchyfe nebo plic vysetfenim epitelialnich bun&k ve vzorcich mo&i nebo
sputa. S uzitkem mohou byt navic k mo¢i a sputu pouzity pro diagndzu dalsi télesné tekutiny,
vCetné krve, semene, slin, spindlni tekutiny apod. Mohou byt rovné&Zz vyhodnocovany vzorky
tkani nebo preparaty, napiiklad tkan z biopsie nebo vzorky kostni dfené. Pfedkladany vynaélez se
tedy rozsifuje na pouziti slouenin podle vynalezu nebo jejich soli pro diagn6zu vyse uvedenymi
zplisoby pro fotochemoterapii, a vyrobky a kity pro provadéni uvedené diagnozy.

Dalsi aspekt vynalezu se tykd zpisobu diagnézy in vitro abnormalit nebo poruch testovanim
vzorku télesné tekutiny nebo tkan& pacienta, pfi€emz uvedeny zplsob zahrnuje alespoii
nasledujici kroky:

i) smiseni uvedené télesné tekutiny nebo tkané s vy3e popsanou slou€eninou,

i) vystaveni uvedené smési svétlu,

iii) uréeni miry fluorescence, a

iv) porovnani miry fluorescence s kontrolnimi hodnotami.

Vynalez bude detailnéji popisovan v nasledujicich neomezujicich ptikladech, ke kterym se

vztahuji pfipojené obrazky, jejich popis se uvadi dale.

Ptehled obrazki na vykresech

Obr. 1 ukazuje intenzitu fluorescence (relativni jednotky proti vinové délce (nm) PpIX
v normalni kiiZi my3i po mistnim podani

(A) volného ALA

(B) methylesteru ALA
(C) ethylesteru ALA
(D) propylesteru ALA

po 0,5, 1,1,5,2,5,3, 3,5 a 14 hodinach po podani;
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Obr. 2 ukazuje distribuci PpIX méfenou jako intenzitu fluorescence (relativni jednotjky proti
vinové délce (nm)) v mozku, dermis, uchu, jatrech a svalu 14 hodin po mistnim podanim na
normalni kizi mysi:

(A) volného ALA

(B) methylesteru ALA
(C) ethylesteru ALA
(D) propylesteru ALA;

Obr. 3 ukazuje fluorescenci PpIX (intenzita fluorescence, relativni jednotky proti vinové délce
(nm)) vkdzi mySi 15min, 1,4 a 10 hodin po intraperitonedlni injekci methylesteru ALA
(150 mg/kg);

Obr. 4 ukazuje fluorescenci PpIX (intenzita fluorescence, relativni jednotky proti vinové délce
(nm)) (A) 1,5 hodiny a (B) 4 hodiny po mistnim podani methylesteru ALA na lézi karcinomu
bazalnich bunék (BCC) kiize pacienta ¢lovéka (— tumor; — — — normalni kiize);

Obr. 5 ukazuje fluorescenci PpIX (intenzita fluorescence, relativni jednotky proti vinové délce
(nm)) (A) 1,5 hodiny a (B) 4 hodiny po mistnim podani ethylesteru ALA karcinomu bazélnich
bunék (BCC) kize pacienta ¢lovéka (- tumor; — — — normélni kiize);

Obr. 6 ukazuje fluorescenci PpIX (intenzita fluorescence, relativni jednotky proti vinové délce
(nm)) (A) 1,5 hodiny a (B) 4 hodiny po mistnim podéani propylesteru ALA karcinomu bazalnich
bunék (BCC) kiize pacienta ¢lovéka (— tumor; — — — normalni kize);

Obr. 7 ukazuje fluorescenci PpIX (intenzita fluorescence, relativni jednotky proti vinové délce
(nm)) (A) 1,5 hodiny a (B) 4 hodiny po mistnim podéni ALA karcinomu bazéalnich bunék (BCC)
kize pacienta ¢lovéka (— tumor; — — — normalni kize);

Obr. 8 ukazuje méfeni tvorby PpIX po mistnim podani methylesteru ALA v lidském BCC
a obklopujici normalni kazi CDD mikroskopii biopsii (A) grafické vyjadieni intenzity
fluorescence proti hloubce (um) a (B) mikrografie;

Obr. 9 ukazuje méfeni produkce PpIX po mistni aplikaci ALA u lidského BCC a sousedici
normélni pokozky CDD mikroskopii biopsii (A) grafické vyjadieni ukazujici intenzitu
fluorescence proti hloubce (um) a (B) mikrofotografie;

Obr. 10 ukazuje fluorescence PpIX (intenzita fluorescence v relativnich jednotkach proti vinové
délce (nm)) 24 hodin po mistnim podani methylesteru ALA na poSkozeni BCC a na normalni
klzi pacienta ¢lovéka.

Obr. 11 ukazuje fluorescence PpIX (intenzita fluorescence v relativnich jednotkach proti vinové
délce (nm)) 24 hodin po mistnim podani ALA na poskozeni BCC a na norméini kiizi pacienta
¢loveka.

Obr. 12 ukazuje méfeni produkce PpIX 4,5 h po mistni aplikaci methylesteru ALA u lidského
BCC CDD mikroskopii biopsii (A) grafické znazornéni ukazujici intenzitu fluorescence proti
hloubce (um) a (B) mikrofotografie.

Obr. 13 ukazuje méfeni produkce PpIX 4,5 h po mistni aplikaci methylesteru ALA u lidské
normalni kiize CCD mikroskopii biopsii (A) grafické znazoréni ukazujici intenzitu fluorescence
proti hloubce (um) a (B) mikrofotografie.
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Obr. 14 ukazuje mé&feni produkce PpIX 24 h po mistni aplikaci methylesteru ALA u lidského
BCC CCD mikroskopii biopsii (A) grafické znazornéni ukazujici intenzitu fluorescence proti
hloubce (um) a (B) mikrofotografie.

Obr. 15 ukazuje méfeni produkce PpIX 24 h po mistni aplikaci methylesteru ALA u lidské
normélni kiize CCD mikroskopii biopsii (A) grafické zndzornéni ukazujici intenzitu fluorescence
proti hloubce (um) a (B) mikrofotografie.

Obr. 16 ukazuje méfeni produkce PpIX 24 h po mistni aplikaci volné ALA u lidské BCC CCD

mikroskopii biopsii (A) grafické znazornéni ukazujici intenzitu fluorescence proti hloubce (pm)
a (B) mikrofotografie.

Obr. 17 ukazuje mé&feni produkce PpIX 24 h po mistni aplikaci volné ALA u lidské normalni
kize CCD mikroskopii biopsii (A) grafické zndzornéni ukazujici intenzitu fluorescence proti
hloubce (um) a (B) mikrofotografie.

Obr. 18 ukazuje méfeni produkce PpIX 4,5 h po mistni aplikaci volné ALA a 20 % DMSO
u lidského BCC CCD mikroskopii biopsii (A) grafické znézornéni ukazujici intenzitu
fluorescence proti hloubce (um) a (B) mikrofotografie.

Obr. 19 ukazuje méfeni produkce PpIX 4,5 h po mistni aplikaci volné ALA a 20 % DMSO
u lidské normalni kiize CCD mikroskopii biopsii (A) grafické zndzornéni ukazujici intenzitu
fluorescence proti hloubce (um) a (B) mikrofotografie.

Obr. 20 ukazuje &asovy pribéh (intenzita fluorescence v relativnich jednotkdch proti Casu
(hodiny)) fluorescence, indukované methylesterem ALA (PpIX) v kiizi my3i po mistni aplikaci
methylesteru ALA samotného (-@-), methylesteru ALA + DMSO (—A-), methylesteru
ALA + desferioxaminu (DF) (-l) nebo methylesteru ALA + DF a DMSO (—¥-). Kazdy bod je - -
sttedni hodnota méfeni od alespoii tfi mysi;

Obr. 21 ukazuje fluorescenéni fotografie kiize mysi 1 h po mistni aplikaci volné ALA samotné
(A), methylesteru ALA (B), ethylesteru ALA (C) a propylesteru ALA (D), na kterych je vidét
fluorescence epidermis (Ep), epiteliarnich vlasovych folikulech a mazovych Zlazach (Sipky), ale
ne v dermis (De). Piivodni zvétSeni je 250 x.

Obr. 22 je graf ukazujici relativni objem tumoru proti ¢asu (dny) po oSetfeni lidského karcinomu
tlustého streva WiDr, transplantovaného podkozné¢ nahé mySi ALA nebo methylesterem
ALA + DF; (—A-) kontrola; (-¥-) samotny DF; (-l-) ALA + DF + DMSO; (—@-) methylester
ALA + DF + DMSO.

Obr. 23 ukazuje poméry fluorescence mezi poskozenim BCC a okolni normélni kizi po mistni
aplikaci ALA nebo jejich esterii.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Priprava hydrochloridu methyl-5-aminolevulatu
Do 500 ml sklenéného reaktoru s obsahem 200 ml methanolu byl pfidan 1 g hydrochloridu

kyseliny 5—-aminolevulové a 1 kapka koncentrované HCIl. Reak¢ni smés potom byla pies noc
michana pii 60 °C. Postup esterifikace byl sledovan 'H-NMR. Ptebytek methanolu byl odstran&n
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destilaci a produkt byl pod vakuem dale susen pti 30 az 40 °C za poskytnuti hydrochloridu
methyl-5-aminolevulatu. Struktura byla potvrzena pomoci 'H-NMR v DMSO-ds.

Priklad 2
Priprava hydrochloridu ethyl-5—aminolevulatu (ethylesteru ALA)

Jeden gram hydrochloridu kyseliny 5—-aminolevulové byl ptidan do 200 ml suchého ethanolu,
obsahujiciho 1 az 2 kapky koncentrovaného chlorovodiku v 250 ml sklenéném reaktoru,
opatfeném michadlem, zpétnym chladi¢em a teplomérem. Esterifikace byla provadéna pies noc
pod zpétnym chladi¢em (70 az 80 °C). Po ukonéeni reakce byl ethanol odstranén pod vakuem.
Nakonec byl produkt suSen pod vysokym vakuem pii 30 az 40°C za poskytnuti 0,94 g
hydrochloridu ethyl-5-aminolevulatu. Potvrzeni struktury bylo provedeno pomoci 'H-NMR
v DMSO-dg.

Priklad 3
Pfiprava hydrochloridu n—propyl-5—-aminolevulatu (propylesteru ALA)

Ve 100 ml suchého n—propanol, obsahujiciho 1 az 2 kapky koncentrovaného chlorovodiku bylo v
250 ml sklenéném reaktoru opatieném michadlem, zpétnym chladicem a teplomérem
rozpousténo 0,5 g hydrochloridu kyseliny 5—aminolevulové. Reakéni smés byla pti 70 az 80 °C
michana pfiblizné 20 hodin. Po pfemé&né veskeré kyseliny S—aminolevulové ne jeji n—propylester
(sledovano pomoci 'H-NMR) byl piebytek propanolu odstranén a produkt susen pod vysokym
vakuem (<100 Pa) pti teplot¢ 40 az 50°C. Reakce poskytla 0,49 g hydrochloridu
propyl-S—aminolevulatu. Struktura byla potvrzena 'H-NMR v DMSO—de.

Priklad 4
Pfiprava hydrochloridu n-hexyl-5—aminolevulatu (hexylesteru ALA)

2 g hydrochloridu kyseliny 5-aminolevulové bylo rozpus$téno ve 25 g suchého n-hexanolu
s pfidanymi 5 az 6 kapkami koncentrovaného chlorovodiku v 50 ml sklenéném reaktoru,
opatfeném zpétnym chladi¢em a teplomérem. Reakéni smés byla udrzovana pfiblizné 3 dny pfi
50 az 60 °C. Pfebytek n-hexanolu byl odstranén pod vakuem a produkt nakonec suSen pod
vysokym vakuem za poskytnuti 2,4 g hydrochloridu n—hexyl-5-aminolevulatu. Struktura byla
potvrzena spektroskopii 'H-NMR v DMSO—dj.

Piiklad 5
Pfiprava hydrochloridu n—heptyl-5—aminolevulatu (heptylester ALA)

Ke 30 g n-heptanolu, obsahujicim 5 kapek koncentrovaného chlorovodiku bylo ve 100 ml
sklenéném reaktoru, opatfeném michadlem, zpétnym chladi¢em a teplomérem, pfidano 0,5 g
hydrochloridu kyseliny 5—aminolevulové. Po rozpusténi veskeré kyseliny S—aminolevulové byla
reakéni smés michéna pfi 70 az 80 °C pfiblizn€ 48 hodin. Po pfevedeni kyseliny 5-amino-
levulové ne jeji n-heptylester (sledovano pomoci 'H-NMR) byl odstranén ptebytek alkoholu
a produkt susen pod vysokym vakuem (< 100 Pa) pfi 70 °C. Reakce poskytla 1,5 g hydrochloridu
n-heptyl-S—aminolevulatu. Struktura byla potvrzena pomoci 'H-NMR v DMSO—de.
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Piiklad 6
Priprava hydrochloridu n—oktyl-5—-aminolevulatu (oktylester ALA)

1 g hydrochloridu kyseliny 5-aminolevulové byl pfidin do 30g suchého n-oktanolu
obsahujictho 5 aZ 6 kapek koncentrovaného chlorovodiku v 50 ml sklenéném reaktoru,
opatfeném zpétnym chladi¢em, michadlem a teplomérem, Reakéni smés byla michéna pfiblizné
dva dny pfi 65 az 70 °C. Pebytek n—oktanolu byl odstranén pod vakuem a produkt byl nakonec
suen pod vysokym vakuem za poskytnuti 1,5 g hydrochloridu n—oktyl-5—aminolevulatu.
Struktura byla potvrzena spektroskopii 'H-NMR v DMSO—d;.

Ptiklad 7
Farmaceuticky prostiedek

Smisenim aktivni sloZky, tj. ALA, methylesteru ALA, ethylesteru ALA nebo propylesteru ALA
(ptipravenych podle pfikladi 1-3) s krémovou bazi ,,Unguentum Merck“ (dostupnou od firmy
Merck), které se sklada z oxidu kfemiditého, parafinového oleje, bilé vazeliny, cetostearolu, poly-
sorbanu 40, glycerolmonostearatu smési rostlinnych mastnych kyselin Miglyol® 812, poly-
propylenglykol a ¢&isténé vody, byly pfipraveny 20 % krémy. Byly rovnéz ptipraveny
odpovidajici krémy obsahujici navic 3 az 20 % DMSO.

Ptiklad 8
Stanoveni produkce protoporfyrinu IX v kiizi my$i CCD mikroskopii biopsii

Komeréni krém typu olej ve vodé, obsahujici (v koncentraci 20 % hmotnostnich) jednu
z chemikalii (volnd ALA, methylester ALA, ethylester ALA a propylester ALA, viz piiklad 1)
byl mistné aplikovan na normalni ki nahé my3i nu/nu po dobu 0,5, 1, 3 a 6 hodin a potom byla
provedena biopsie, kterda byla vyhodnocena pomoci mikroskopické fluorescenéni fotometrie
s pouzitim termoelektricky chlazené CCD kamery (charge coupled device). Vysledky ukazuji, ze:
volna ALS a jeji tii esterové derivaty jsou absorbovany kozni tkani, esterifikované derivaty ALA
se v kazi deesterifikuji a 0,5 h po mistni aplikaci se pfeméiuji na protoporfyrin IX (PpIX).
Intenzita fluorescence PplX v kiiZi stoupla s dobou aplikace a maximélni fluorescence byla ve
viech piipadech pozorovana pfiblizné 6 hodin (posledni sledovany €as) po naneseni.

Ptiklad 9
Méfeni produkce protoporfyrinu IX v kiizi mysi systémem, zalozenym na optickém vlaknu

Cilem této studie byl vyzkum vytvafeni fluorescence porfyrini, indukované esterifikovanym
esterem ALA v normélni kizi nahé mysi in vivo po mistnim nebo systémovém podani esterovych
derivati ALA.

Materialy a metody

Chemikalie. Methyl-, ethyl- a propylestery kyseliny S—aminolevulové (ALA) (H,N-CH,C-
OOCH,-CH,COO-R; R miZze byt CH;, CH,~CHyCH;) byly pfipraveny podle popisu
v ptikladech 1 aZz 3 laboratofi Norsk Hydro Research Center (Porsgrunn, Norsko). Volny
hydrochlorid ALA a desferioxamin mesylat (DF) byly ziskany od firmy Sigma Chemical
Company (St. Louis, Mo, USA). Dimethylsulfoxid (DMSO) byl ziskan od firmy Janssen Chimica
(Geel, Belgie). Komeréni krémy olej—voda (Unguentum Merck, Darmstadt, Némecko),
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obsahujici 20 % hmotnostnich jednoho z esterovych derivati ALA, 20 % hmotnostnich volné
ALA, 20 % hmotnostnich methylesteru ALA + 5% hmotnostnich DF, 20 % hmotnostnich
methylesteru ALA + 20 % hmotnostnich DMSO, nebo 20 % hmotnostnich methylesteru
ALA + 5% hmotnostnich DF a 20 % hmotnostnich DMSO byly &erstvé pripraveny pred
pouzitim. VSechny krémy byly vyrobeny lékarnou v nemocnici Norwegian Radium Hospital. Pro
intraperitonealni injekce byla ALA a jeji methylester Cerstvé rozpustény ve fyziologickém

vvvvv

Zvirata. Samice bezthymové nahé mysi Balb/c nu/nu byly ziskdny ze zvéfince Animal
Laboratory nemocnice Norwegian Radium Hospital a byly udrZzovany za specifickych
bezpatogennich podminek. Na zagatku experimenti byly mysi staré 6 az 7 tydnt a vazily 18 az
24 g. V priib¢hu experimentu byly v kleci vzdy tfi mysi, pfi¢emZ klec méla autoklavované viko
a byla umisténa v temné mistnosti.

Postup oSetieni. Jeden z krémi byl natfen u ka?dé mys$i na normalni kizi v oblasti pravého boku
a piekryt polopropustnym obvazem (3M, pied fluorescenénimi méfenimi in situ nebo
mikroskopickym fluorescen&nim zobrazovanim po biopsiich. Na pfiblizné 2,25 cm” kiize bylo
naneseno pfiblizné 0,2 g krému. V piipadé i. p. injekce byla ALA nebo jeji methylester podana
mysi v davce 150 mg/kg. Pro kazdé pokusné podminky bylo pouZito alespori tfi mysi.

Fluorescen¢né-spektoskopicka méfeni in situ. Bylo pouzito fluorescencniho spektrometru Perkin
Elmer LS-50, vybaveného fotonasobi¢em citlivym k ¢ervené barvé (Hamamatsu R 928). Jako
zdroj svétla v pfistroji pouZita pulzni xenonova obloukova lampa s fazovou detekci, takze mohla
byt fluorescence snadno métena. Cast excitaéniho paprsku (pro fluorescenéni méfeni nastavena
vlnova délka na 408 nm) byla pro aplikaci na pokusny subjekt pomoci ru¢ni sondy odrazeny
pomoci zrcatka do kiemenného multimodového optického vlakna s primérem jadra 600 um
(No. 3501 393, Dornier Medizintechnik, GmbH, Germering, Némecko). Emise v oblasti
vlnovych délek 550 az 750 nm byla méfena pomoci v sondé umisténych vlaken, uréenych pro
shromazd’ovani emisnich informaci.

Fluorescen¢éni mikroskopie. Po mistni aplikaci krémi na kazi mysi byla v ur¢itych casech (jak je
uvedeno vySe) provedena biopsie kiize a zmrazené ¢asti tkan€ byly roziezany kryostatem na
tloustku 8 um. Byla provedena fluorescenéni mikroskopie s pouzitim mikroskopu Axioplan
(Zeiss, Némecko) se 100 W rtutovou lampou. Fluorescenéni obrazy byly zaznamenany svétlo-
citlivou termoelektricky chlazenou CCD kamerou (rozliSeni: 385 x 578 bodli s dynamickym
rozsahem 16 bitt na bod) (Astromed CCD 3200, Cambridge, Anglie) v vytiSténé obrazky byly
pofizeny na videotiskarné (Sony multiscan video printer UP-930). Kombinace filtrii, pouZita pro
detekci fluorescence porfyrinu sestivala z excitaéniho filtru 390 az 440 nm, rozdé€lovace paprsku
(beam solitter) 460 nm a emisniho filtru > 600 nm.

Vysledky

Fluorescence PpIX byla méfena in situ systémem vyuzivajicim optickych vlaken u normélni kiize
nahé mysi 0,5, 1, 1,5, 2,5, 3, 3,5 a 14 hodin po mistni aplikaci volné ALA nebo jednoho z jejich
esterovych derivati, jak je popsano vyse. Jak je ukdzano v obr. 1, fluorescence PpIX se vytvofila
jiz 1 hodinu po mistni aplikaci u v§ech pouzitych derivati, zatimco po mistni aplikaci volné ALA
byla fluorescence pozorovana 1,5 hodin po aplikaci. Maximélni intenzita fluorescence byla
zjidténa ve vech pfipadech 14 hodin po aplikaci, ale fluorescence PpIX indukovana v kizi estery
ALA byla silngjsi, nez fluorescence z volné ALA. Navic, jak lze vidét na obr. 2,14 hodin po
aplikaci nebyla detekovana v jinych oblastech kiZe a v nitfnich organi véetng ucha, svalu,
mozku a jater Zadna fluorescence PpIX, indukovana estery ALA. V piipadé volné ALA vSak byla
pozorovana silné fluorescence také v uchu stejn& jako v jinych oblastech kiize. Po mistni aplikaci
byl tedy PpIX indukovany estery ALA zjistén v kizi mistn&, zatimco PpIX indukovany volnou
ALA byl distribuovan nejen mistn&,ale také do jinych oblasti kize. Autofi vyndlezu proto
navrhuji vysvétleni, Ze ALA je transportovana do krve a potom se PpIX nasledné vytvafi ve
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viech organech, které obsahuji enzymy drahy syntézy hemu a/nebo Zze PpIX se vytvafi v kiizi
apotom se transportuje krevnim ob&hem do jinych tkani. Druhd situace milze vést
k fotosenzitivité kiZe v oblastech, kde neni ALA mistné aplikovana. Navic po intraperitonealni
injekci methylesteru ALA v davce 150 mg/kg vznikla fluorescence PpIX v kiizi mySi 15 min po
injekci a maximalni hodnota byla nalezena pfiblizné po 4 hodinach, a fluorescence zmizela
v prabéhu 10 hodin po injekci (obr. 3). Kinetika je podobna kinetice fluorescence porfyrin,
indukovanych volnou ALA v kizi po ip. injekci stejné davky, av3ak v pfipadé esteru klesla
intenzita fluorescence rychleji nez v ptipadé volné ALA.

Priklad 10

Méfeni vytvafeni protoporfyrinu IX v lidském karcinomu bazélnich buné¢k (BCC) a okolni
normalni kiizi systém zalozenym na optickych vlaknech

Fluorescence PpIX v lézich BCC a okolni normalni kuZi u lidi byla mé&fena v riiznych ¢asovych
intervalech po mistni aplikaci 20 % volné ALA a jejich derivati systémem, zaloZzenym na
optickych vlaknech.

Obr. 4, 5, 6 a 7 ukazuji, Ze ve srovnani s volnou ALA se v lézich BCC vytvarel PpIX indukovany
derivaty ALA rychleji, ve vét$im mnoZstvi a se selektivn&jsi lokalizaci (tj. mnohem mensi
fluorescence v okolni normalni kizi), zviasté v pfipadé methylesteru ALA.

Priklad 11

Povrchova fluorescenéni méfeni produkce PpIX u lidského BCC a okolni normalni kiiZi in vivo
CCD mikroskopii biopsii

78 lety kavkazsky muZ s mnoholetnymi ulcero—nodularnimi zménami BCC byl o3etfen
komerénimi krémy typu olej ve vodg, obsahujicimi bud’ samotny ALA (20 % hmotnostnich),
nebo methylester ALA (20 % hmotnostnich) (jak bylo popsano v pfikladu 7) a oSetfena mista
byla na 24 hodin pokryta polopropustnym obvazem. Po odstranéni obvazii a krému byla méfena
fluorescence in vivo na povrchu tumorové tkané a sousedici normalni kiZe pomoci spektro-
fluorometru. byly pofizeny vpichové biopsie stejnych oblasti a vzorky byly ihned ponofeny do
kapalného dusiku. Vzorky tkan& byly roziezany kryostatickym mikrotomem na tloustku 8 um.
Obrazec rozmisténi fluorescence porfyrinu v Usecich tkan€ byl pfimo pozorovan pomoci
fluorescenéni mikroskopie. Stejné zmrazené useky byly potom barveny rutinnim barvenim H&E
pro histologickou indentifikaci. Stejné Gseky byly potom barveny rutinnim barvenim H&E pro
histologickou indentifikaci. Fluorescen&ni mikroskopie byla provadéna mikroskopem Axioplan
(Zeiss, Némecko). Fluorescenéni zobrazeni a fluorescenéni méfeni byla provadéna na svétlo
citlivou termoelektricky chlazenou CCD kamerou (Astromed CCD 3200, Cambridge, Anglie)
a jednotkou zpracovéni obrazu (Astromed/Visilog, PC 486DX2 66 MHz VL). Hlavnim G&elem
téchto kvantitativnich méfenti je pfesné uréeni penetrace ALA—indukovanych porfyrinii z povrchu
tkan& do spodnich vrstev karcinomovych poskozeni. Vysledky jsou ukazany v obrazku 8 a 9, kde
je intenzita fluorescence vyjadiena jako funkce hloubky karcinomové zmény.

Jak je vidét v obrazcich 8 a 9, po pouZiti bud’ volné ALA, nebo jejiho methylesteru dojde
k homogenni distribuci fluorescence PpIX od horni &asti aZ je spodni ¢asti celkovych zmén BCC.
To ukazuje na to, Ze z hlediska penetrace a produkce PpIX vlézi BCC je methylester ALA
alespoti tak dobry jako volnd ALA. Navic po mistni aplikaci methylesteru ALA nebyla viditelna

nnnnn

ALA se vysoce selektivné vyskytuje pouze v poskozeni BCC.
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Fluorescence in vivo po 24 hodinach ukézala pro vybrané tumory alespoii zdvojeni intenzity
fluorescence v pfipadé methylesteru ALA ve srovnani s ALA a pfirustek rovnéz v odpovidajicich
normalnich tkénich, v tomto pripadé v3ak pouze 50 %. Pomé&r mezi tumorovou a normalni tkani
byl pro ALA pfiblizné 1,2 : 1 a pro methylester ALA 2 : 1. Vysledky jsou ukazany v obrazcich
10all.

Pii kontrole 1 tyden po o3etfeni byla ve viech oSetfenych oblastech ptitomna centralni nekroticka
oblast, odpovidajici tumoru. V sousedni normalni kizi vystavené krému a mirnému ozafeni, bylo
pozorovano vyznafené zarudnuti kize v pfipadé ALA, zatimco pro methylester ALA bylo
pozorovéano pouze mirné zarudnuti.

Priklad 12

Fluorescenéni povrchova méfeni produkce PplX u lidského BCC a okolni normalni kizi in vivo
CCD mikroskopii biopsii

Predkladana data ukazuji obrazce rozmisténi a produkce porfyrind (zejména protoporfyrinu 9
(PpIX) po mistni aplikaci samotné ALA a jednoho zjejich derivati (methylesteru) pro 4,5
a 24 hodin u nodularnich karcinomii bazalnich bunék (BCC) a okolni normdlni kuzi pacientd.
Testy byly provadény jak je popsano v ptikladé 11. Nasledujici obrazky vzdy ukazuji jak (B)
fluorescencni obrazy ukazany (A), k¥ivky, ukazujici intenzitu fluorescence jako funkci hloubky
u poskozeni BCC nebo normalni kiize.

Obrazek 12 ukazuje homogenni distribuci fluorescence PpIX vytvofené methylesterem ALA ve
spodni vrstvé BCC 4,5 h po mistni aplikaci. V okolni normalni kGzi je rovnéz pritomna urcita
fluorescence porfyrinu (obr. 13). Pomér intenzity fluorescence mezi BCC a normalni kizi je
pfiblizné 2. Navic je absolutni mnoZstvi fluorescence indukované methylesterem ALA po mistni
aplikaci pro 4,5 h vy38i nez mnoZstvi fluorescence indukované ALA a 20 % DMSO, jak je
ukazano nize.

Obrazky 14 a 15 ukazuji stejnomérné rozdéleni porfyrinové fluorescence, indukované mistni
aplikaci methylesteru ALA, pro 24 hodin ve spodni vrstv€ BCC a okolni normalni kazi. Navic je
intenzita fluorescence porfyrini indukovanych methylesterem ALA v BCC pro 24 hodin
priblizné dvakrat tak vysoka jako intenzita v BCC po mistnim podéani samotné volné ALA, jak je
ukazano nize.

Obrazky 16 a 17 ukazuji homogenni rozdéleni porfyrini indukovanych volnou ALA ve spodni
vrstvé poskozeni BCC a okolni normalni kiZi 24 hodin po mistnim podani. Pomér intenzity
fluorescence mezi BCC a normalni kiZi je pfiblizné 1, coZ naznaCuje nizkou selektivitu tohoto
plsobeni. navic je vytvéafeni porfyrini v BCC pro ALA mensi, nez v pfipad€ methylesteru ALA.

Obrazky 18 a 19 ukazuji homogenni rozdéleni porfyrini indukovanych ALA ve spodni vrstvé
BCC a okolni normélni kizi pro 4,5 h po mistnim podani volné ALA a 20 % DMSO. Pomér
intenzity fluorescence mezi BCC a normalni kiiZi je pouze mirn€ vy33i nez 1, coz ukazuje, Ze
DMSO pravdépodobné redukuje tumorovou selektivitu vytvarenych porfyrinii. Navic i v tomto
pfipadé se vytvaii v BCC méné porfyrini, nez v pfipadé methylesteru ALA.

Priklad 13

Vyzkum éinku chelataéniho prostfedku desferioxaminu (DF) a/nebo DMSO na fluorescenci
kize
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I.  Vriaznych ¢asech po mistnim podani methylesteru ALA byl zji§tovan u¢inek DF a/nebo
DMSO na vytvéreni fluorescence v normalni kizi mysi in situ. Méfeni byla provadéna, jak se
popisuje v pfikladu 9.

Vysledky

Mistni naneseni samotného krému obsahujiciho pouze DMSO neukézalo v normélni kiizi mysi
Z&dnou fluorescenci; urgita fluorescence PpIX viak byla pfitomna po aplikaci samotného DF. DF
nebo DF + DMSO (znamy prostiedek pro zvySovani penetrace kiizi) vyrazné zvysil vytvafeni
PpIX, indukované methylesterem ALA.

II. Fluorescenéni zobrazeni kiize, oSetfené tfemi derivaty (provedeno jak je popsano v pfikladu
9) ukézalo fluorescenci porfyrini indukovanych esterovym derivatem v epidermis, epiteliarnich
vlasovych folikulech a mazovych Zlazach 1 hodinu po mistni aplikaci (obr.21). Intenzita
fluorescence porfyrini stoupala po naneseni s &asem.

Souhm

V nasi nemocnici byl v prib&hu uplynulych let oSetfen vétdi pocet pacientii s karcinomy
bazalnich bun¢k (BCC), u kterych bylo provedeno mistni oSetfeni PDT na bazi ALA; u vice nez
90 % povrchovych BCC nastala Giplna regrese. Nodularni BCC vSak mély nizkou kompletni
odezvu kvili Spatnému zadrzovani ALA a ztoho vyplyvajici nizké produkce porfyrinu
indukovaného ALA v hlubokych vrstvach poskozeni. Aby bylo dosaZeno zlep$eni této techniky,
namisto volné ALA bylo pouzito esterovych derivati ALA. V souCasnosti ziskana data uvadéna
v tomto piikladu a v prikladu 9 jak prostiednictvim fluorescen&nich spektroskopickych méfeni
in situ, tak i fluorescenéni mikroskopii tkafiovych biopsii, Ze vSechny tfi studované esterové
derivity byly absorbovéany, deesterifikovany a koneéné v epidermis, epitelidlnich vlasovych

folikulech a mazovych Zlazach nahé mysi, prem&nény na porfyriny pii vyssi produkei porfyrinu, =

nez je tomu v pfipad€ volné ALA. To je v souladu s pfedchazejicimi pfiklady tykajicimi se studia -

lidskych nodularnich karcinomi bazéilnich bunék, které ukazuje, Ze v poSkozenich se vytvarela
fluorescence porfyrini indukovanych estery ALA rychleji, s vy3si intenzitou a s homogenné&j$im
rozdélenim nez fluorescence porfyrini, indukovana volnou ALA.

Predkladané studie také ukazuji, Ze u normalni kize mysi po mistni aplikaci ma DF vyznamny
vliv na zvySeni produkce PplX, odvozeného z methylesteru ALA. Je zajimavé, Ze silnd
fluorescence porfyrini indukovanych volnou ALA byla nalezena v oblastech kiize mimo oblast,
na kterou byl krém mistné nanesen (obr. 2). To ukazuje, Ze volna ALA je po mistni aplikaci
transportovana do krve a porfyriny se nasledné vytvareji ve viech organech obsahujicich enzymy
drahy syntézy hemu, nebo se porfyriny na po¢atku vytvareji v kizi a/nebo jatrech a potom se
transportuji krevnim ob&hem do jinych tkani. To mize vést k fotocitlivosti kiize i v oblastech,
kde volna ALA nebyla aplikovana mistné. Naproti tomu Zidny ze studovanych esterovych
derivatii neindukoval fluorescenci v jinych &astech kiize.

Priklad 14

Utinky methylesteru ALA nebo ALA, DF a DMSO PDT na riist tumoru u lidského karcinomu
tlustého stfeva WiDr transplantovaného nahé mysi

Nahé mysi byly subkutanni injekci do oblasti pravého boku transplantovany buiiky lidského
karcinomu tlustého stteva WiDr. Na misto tumoru byly naneseny nasledujici krémy, vytvofené
podle popisu v pfedchazejicich ptikladech: 10 % DF samotny; 20 % ALA + 10 % DF + 20 %
DMSO; nebo 20 % methylester ALA + 10 % DF + 20 % DMSO a o 14 hodin pozdgji bylo
provedeno ozafeni laserem (632 nm, 150 mW/cm?, 15 min). Jako kontrola slouzila oddé&lend
skupina zvifat se stejnym modelem tumoru, ale bez mistni aplikace krému. Odpovédi oSetfenych
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tumort byly vyhodnoceny jako regrese tumoru/as nového ristu. Kdyz tumory dosahly objemu
pétinasobného nez v den ozafeni svétlem, mysi byly usmrceny. Vysledky jsou ukdzany na obr. 22
(Usec":ky znamenaji standardni chybu stfedni hodnoty (SEM), vztazenou na 3 az 5 jednotlivych
zvifat v kazdé skuping). Vysledky ukazuji, Ze tumorim oSetfenym methylesterem ALA + DF +
DMSO trvalo dosazeni pétinasobného objemu nez byl objem b den pravé pied ozafenim svétlem
34 dnti, zatimco v pfipadé volné ALA + DF + DMSO trval rist na pétinasobnou velikost
oSetfenym tumorim 24 dnli. Methylester ALA je tedy pfi zpomalovani nového ristu tumoru
u¢innéj8i nez ALA.

Priklad 15
Selektivita esteri ALA (methyl, hexyl, heptyl a oktyl) pro nenormalni tkané

Vy3e popsanymi metodami byly vy3etfovany pomeéry fluorescence v PpIX mezi zménami BCC
a okolni normalni kiZi po mistnim podani ALA nebo jejich esterl (20 %, 4 hodiny). Vysledky
Jsou ukézany na obr.23 a je znich zfejmé, ze viechny estery mohou indukovat PpIX
v poskozenich BCC selektivnéji nez volna ALA, zv1ast€ v pfipadé methylesteru ALA a hexyl-
esteru ALA.

PATENTOVE NAROKY

1. Estery kyseliny 5—aminolevulové vzorce 1,
(R%),N-CH,COCH,~CH,CO-OR! (N

kde R' znamena alkyl popfipadé substituovany skupinami hydroxy, alkoxy, acyloxy, alkoxy-
karbonyloxy, amino, aryl, oxo nebo fluoro a popfipadé pieruSeny atomy kysliku, dusiku, siry
nebo fosforu; a R* znamena atom vodiku; pfi¢emz jakakoli pfitomna alkylova skupina obsahuje
az do 10 atomu uhliku a arylovou skupinou je fenyl;

nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli pro pouziti pii fotochemoterapii nebo diagnéze.

2. Estery kyseliny 5-aminolevulové podle naroku 1, kde R' znamen4 nesubstituovanou alkylo-
vou skupinu.

3. Estery kyseliny 5-aminolevulové podle nékterého z naroku 1 nebo 2, kterymi jsou methyl-
ester kyseliny 5—aminolevulové, ethylester kyseliny S—aminolevulové, propylester kyseliny
5-aminolevulové, hexylester kyseliny 5—aminolevulové, heptylester kyseliny 5—aminolevulové
nebo oktylester kyseliny S—aminolevulové nebo jejich soli.

4. Farmaceuticky prostfedek pro diagnézu nebo fotochemoterapii poruch nebo abnormalit
vnéjsich nebo vnitinich povrchii téla, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje ester kyseliny
S5—aminolevulové podle nékterého z naroki 1 az 3 nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou stil spolu
s alespori jednim farmaceutickym nosi¢em nebo pomocnou latkou.

5. Pouziti esterii kyseliny 5-aminolevulové podle n€kterého znarokdi 1 aZz 3 nebo jejich

farmaceuticky prijatelné soli pro vyrobu terapeutického prostfedku pro pouziti pfi fotochemo-
terapii nebo diagnostického prostfedku pro pouziti v diagnostice.
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6. Pouziti podle naroku 5, kde fotochemoterapie nebo diagnéza se provadi u poruch nebo
abnormalit vnéj$ich nebo vniténich povrchi téla, které odpovidaji na fotochemoterapii.

7. Farmaceuticky prostfedek pro diagnézu nebo fotochemoterapii poruch nebo abnormalit
vnéjSich nebo vnitinich povrchii téla, vyznadujici se tim, Ze obsahuje ester kyseliny
S—aminolevulové podle nékterého z narokd 1 az 3 nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou stil spolu
s alespoii jednim prostfedkem napomahajicim penetraci do povrchu a popfipad€ s jednim nebo
vice chelatatnimi prostfedky, jako kombinovany prostiedek pro soucasné, oddélené nebo
postupné pouZziti pii lé€eni nebo diagnéze poruch nebo abnormalit vnéjsich nebo vnitinich
povrchil téla, vnimavych k fotochemoterapii.

8. Farmaceuticky prostfedek podle niaroku 7, vyznadujici se tim, Ze prostiedkem
napomahajicim penetraci do povrchu je dimethylsulfoxid.

9. Zpisob diagnozy abnormalit nebo poruch in vitro testovanim vzorku télesné tekutiny nebo
tkan€ pacienta,vyznadujici se tim, ?e zahruje alespoil nasledujici kroky:

i) télesné tekutiny nebo tkané se smisi s esterem kyseliny 5—aminolevulové podle nékterého
znaroku 1 az 3,

ii) ziskana smés se vystavi svétlu,
iii) stanova se mira fluorescence, a
iv) mira fluorescence se porovna s kontrolnimi hodnotami.

10. Kit pro pouziti pii diagndze nebo fotochemoterapii poruch nebo abnormalit vn&jSich nebo
vnitinich povrchii téla,vyznaéujici se tim, Ze obsahuje:

a) prvni nadobku, obsahujici ester kyseliny S—aminolevulové podle nékterého z narokt 1 az 3
nebo jeho farmaceuticky piijatelnou sil,

b) druhou nadobku, obsahujici alespoii jeden prostfedek podporujici penetraci do povrchu;
a popiipadé

c) jeden nebo vice chelatadnich prostredkil, obsaZenych bud’ v uvedené prvni nadobce, nebo ve
tieti nadobce.

23 vykresu
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