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Lééivo pro omezeni nebo prevenci idinki zanéti v tkani

Oblast techni

Vynélez se obecné tyka oblasti farmakoterapie a pouZiti fotodynamické terapie (photodynamic
therapy, ,,PDT*) k oslabovani nebo prevenci zanéti v disledku poranéni tkané, at’ uz vnittniho,
napiiklad pii chirurgickém zékroku, nebo néhodného, jako jsou trzné rany, poranéni kloubd
a §lach, a pii 1éb& obéti popalenin. Ve vyhodném provedeni se vynalez tykd pouZiti ,,nizkych
davek” PDT k 1é¢b& o¢ni tkang, kde dochazi k zan&tim vlivem manipulace s o¢ni tkani, zejména
pokud z4nét predstavuje komplikaci pfi zotavovéni pacienta po nezbytném zdkroku. Bézné apli-
kace zahrnuji zanétlivé onemocnéni o&i a riizné typy oéni chirurgie nebo laserového zakroku,
jako je transplantace a filtraéni o¢ni chirurgie, pouZivand obvykle pfi 1€cb¢ glaukomu. Ve zvlaste
vyhodném provedeni se vynélez tyka prodlouZeni preZitifiltratni vzduchové bubliny pro zlep3eni
vysledku filtraéni chirurgie.

Dosavadni stav techniky

Z4nét obecné:

Ctyfi hlavni pfiznaky, obvykle souvisejici se zanétem, jsou 1) zarudnuti, 2) otok, 3) teplo a 4)
bolest, a pfipadnym patym hlavnim p¥iznakem byva ztrita funkce napadené &asti. Zatimco pora-
néni spousti sloZitou fadu d&ji, z nichz k mnohym dochézi soucasné a jsou navzdjem rdznym
zpiisobem svéazany, je znamo, Ze pii vyvolani zanétu se vyznamnym zplsobem podileji malé
cévy. Zandt je ve skute¢nosti jednim z cennych obrannych mechanizmii téla a obvykle se soudi,
Ye ma tii faze: degenerativni fazi, vaskularni fzi a fazi hojeni; viz Klein, ,Defense Reactions
in Action®, Immunology, The Science of Self-Nonself Discrimination, kap. 14, 57784 (1982).

Konkrétng dochédzi v degenerativni fazi k otoku napadenych bunék, primarné epiderméilnich
bungk a fibroblastd, pri¢emZ se vakuolizuje jejich cytoplasma a jejich jadra se zvétSuji
a fragmentuji. Nékteré z destiCek v poskozenych cévach dezintegruji a uvoliiuji serotonin a jiné
mediatory, pasobici na zakondeni sympatického nervu.

Vaskularni faze je charakterizovana zm&nami cév, intenzivni migraci a aktivitou tzv. zanétlivych
bun&k (granulocyty — zejména neutrofily, lymfocyty, monocyty a makrofagy) a mizeni degenero-
vanych bunék a zbytkd bungk. Dochdzi kzaplaveni, ucpani a pfepln€ni kapilarni sité
a postkapilarnich Zilek pfi aktivni hyperémii. ProtoZe vzriista také pocet kapilér, je pozorovano
nadervenalé zbarveni zanicené tkané, nazyvané také ,,zarudnuti“. ZvétSeny pritok krve také zpQ-
sobuje, Ze teplota zanicené tkang, nazyvané také ,,zarudnuti“. ZvétSeny pritok krve také zpiso-
buje, Ze teplota zanicené oblasti se piibliZuje teploté aortalni krve, teplejsi oproti okolni normalni
tkani, coz dava pocit tepla.

Pti poranéni uvolfiuje poskozena tkail latky, zndmé jako ptibuzné histaminu, nazyvané H sub-
stance, které jsou smés{ histaminu a serotoninu, uvolnéného z rozpadlych Zirnych bunék tkané. H
substance zpiisobuji aktivni dilataci cév a endotelidlni butiky dilatované cévy se navzijem
oddg&luji, &imz se zvétSuji mezery mezi nimi. Endotelova vystelka cév se postupné pokryva
leukocyty, pri¢emz dochézi k vytladovani &asti tekutiny do okolni tkan€. Tekutina bohata na
proteiny, ktera unika z cévy do okolni tkang, zpiisobuje otok tkané€. Unikajici tekutina obsahuje
rovné latky, které neutralizuji bakterialni toxiny a napomahaji destrukci pivodce zanétu.

Leukocyty, zejména neutrofily a monocyty, se pohybuji v cévach, dokud nenaleznou vhodnou
skupinu, kterou by mohly piejit do perivaskularnich struktur a prostorli tkané. Leukocyty napa-
daji mrtvé a umirajici butiky, travi je intracelularné pomoci fagocytosy nebo extracelularné
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pomoci proteolytickych enzymd, které uvoliiuji po své smrti z lysozymli. M4 se za to, Ze stimuly
pro migraci leukocyti pfichézeji z poranéné tkané ve formé chemotaktickych faktord.

Jinymi typy bungk, siln& ovlivnénych poranénim tkané, jsou krevni destiCky. Kratce po poranéni
dochézi k prilnuti destigek, jednotlivych nebo ve shlucich, ke sténdm cév. Soucasné se zaCinaji
objevovat fibrinové vlakna, tvofici jemné sito, které pomaha buiiky zachycovat. Vznikla sraze-
nina spojuje navzajem okraje porusené tkané.

Intra— a extracelularnim travenim nekrotické tkané neutrofily a monocyty vznika tekutina, ktera
se spojuje se seréznim materidlem vytlaGovanym z cév. Vznikne-li absces, je dutina vystlana
pyrogenni membranou, ktera u ran infikovanych bakteriemi brani Sifeni a mnoZeni patogennich
mikroorganizmu do krve.

V prvnich dvou fazich zané&tlivého procesu dojde bud’ ke zniceni ciziho télesa, napfiklad je-li
timto t8lesem organizmus, nebo k uvolnéni okolni tkéné, je-li cizim t€lesem naptiklad tlomek.
Ve fazi hojeni za&in zan&t ustupovat, jednotlivé cévy a vaskularni systémy se stavaji opét nor-
mélnimi a za¢ina hojeni rény. Proces hojeni ma tfi hlavni déje: 1) tvorbu nové pojivové tkang
proliferujicimi fibroblasty, 2) regeneraci epitelu a 3) vybudovani novych kapilar.

Jiz pred tstupem zan&tu se do poranéné oblasti zalinaji stahovat fibroblasty z okolni normalni
tkang, kde obvykle existuji v klidovém stavu. Pohybuji se améboidnim pohybem podél vlaken
fibrinu a rozptyluji se po oblasti hojeni. Jakmile jsou fixovany v urcité poloze v poranéné tkani,
zadinaji syntetizovat a vyluSovat kolagen, ktery se uspofadava do vlaken. Vldkna se orientuj
s podélnou osou ve sméru nejvétsiho naméhani. Jak ziskavaji kolagenové svazky na pevnosti,
fibroblasty postupné degeneruji a pevné se na tyto svaky uchycuji, a tak se poran€na oblast pre-
méiiuje na tkan jizvy.

Soudasné s tvorbou tkang jizvy zadinaji intaktni epidermalni butiky na okraji rany proliferovat
a pohybuji se jako jedna vrstva ke stfedu poranéné oblasti. Jak zanét ustupuje, vzrista potieba
ptimé dodavky krve a do rany zaCinaji vriistat nové cévy.

Je znamo, %e v molekularnim pohledu na zanét je spolu navzajem sloZitym zpiisobem v interakci
mnoZstvi G&innych sloudenin. Mezi butiky poskozené poranénim patfi Zirné buiiky, které uvoliiuji
meditory spoustéjici asnou fazi vasodilatace, doprovazenou oddélovanim bunék endotelu
a obnazenim kolagenovych vlaken v subendotelialni vrstvé. Vlakna v mezibun&énych mezerach,
kterd se tvoi{ v cévach, zachycuji krevni desti€ky a spoustdji uvoliiovani mediatorl z téchto
bungk.

Kromé& krevnich desti¢ek interaguji obnaZena kolagenova vldkna také s bilkovinami plasmy,
které pronikaji pory stény rozsifené cévy, véetné spoustéciho faktoru kaskady sraZeni krve. Tyto
proteiny iniciuji rovn&z kaskadu kinin—bradykinin, produkujici bradykinin, ktery se (i¢astni vaso-
dilatace, zvySovani prichodnosti cév a chemotaxi.

Ctvrty molekularni systém, komplementarni kaskdda, muZe byt aktivovan nékolika stimuly:
poskozenymi cévami, proteolytickymi enzymy uvoliiovanymi z poSkozenych bun€k, membrano-
vymi slozkami pfitomnych bakterii a komplexy antigen—protilatka. Nékteré z aktivovanych slo-
7ek komplementu piisobi jako chemotaktické faktory, odpovédné za pristup leukocytii do zani-
cené oblasti. Jiné usnadtiuji fagocytdzu a Gcastni se bunééné lyze.

O&ni zanét

Glaukom je o&ni onemocnéni, pfi kterém vysoky nitrooéni tlak zpiisobuje poruchu vidéni jednot-
livee. V normalnim oku je epitelidlnimi butikami fasnatého téliska, které je umisténo kolem
vnitintho obvodu duhovky (smérem dovnitf oéni bulvy), produkovéna tekutina. Funkce této teku-
tiny zahrnuji vyZivovani bungk v oku a udrzovéni pozitivniho tlaku v oéni bulvé, ktery je nezbyt-
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ny k udr¥eni spravného prostorového rozloZeni zrakovych orgdni nutnych pro tvorbu obrazu,
podobng jako je tomu u nosné konstrukce kamerového télesa u fotografického pfistroje.

Tekutina je normalng z oka odstratiovana filtraci pfes trabekularni tkan, coZ je kruhové tleso
umisténé po obvodu v thlu mezi duhovkou a rohovkou v pfedni asti oka. Tekutina typicky
odchazi mikroskopickymi otvory v trabekularni tkani do Schlemmova kanéalu a pak do kolekto-
rovych kanald, které ji vedou do episkleralnich cév a ven z oka. V patologii glaukomu je odtok
tekutiny z oka snizen, coz ma za nésledek ostry vzrist nitroo¢niho tlaku, poskozeni vnitinich
tkani oka a nakonec uplnou ztratu zraku.

Terapeuticky cil pti 168b& glaukomu je vZdy tentyZ, tj. snizeni nitroo&niho tlaku, a to bud’ sniZe-
nim produkce tekutiny, nebo zvySenim jejiho odtoku nebo ,filtrace” ven z oka. Existuje mnoho
zpisobi, jak tohoto cile dosahnout, ale na prvnim misté je vZdy medikace. Neni-li medikace pfi
regulaci zvySeného nitrooéniho tlaku dsp&sna, pouZzivaji se jiné, invazivnéj$i metody, jako je
oSetfeni laserem nebo chirurgicky zakrok.

Laserové metody zahrnuji trabekuloplastiku, pfi niZ se pouZzivd laseru kvypaleni otvord
v trabekularni tkani. Chirurgické metody zahrnuji 1) trabekulotomii, kde se pouZiva kovova
sonda nebo trabekulotom™ k vytvoteni otvoru mezi Schlemmovym kandlem a piedni komorou
oka po zhruba jedné tieting obvodu normélniho vytokového tihlu, 2) trabekulektomii, pfi niz se
provede fez trabekularni tkani, a 3) iridektomii, pfi niZ se vyfezavaji €asti duhovky. Sklerostomie
zahrnuje fez b&limou bud’ laserem, nebo chirurgickym nastrojem. Trabekulektomie, iridektomie
i sklerostomie jsou spojeny s vytvofenim filtraéniho ,,puchyiku, tj. vacku, do n€hoZ se svadi
prebytedna o&ni tekutina a tak se urychluje jeji odchod z oka.

Chirurgicka naprava filtrace pfi glaukomu je obvykle doporucovana pro pacienty, ktefi maji pro-
gresivni glaukomat6zni poskozeni, a pro ty, ktefi pfi své soucasné tirovni o¢niho tlaku nesou
vyznamné riziko postupu onemocnéni. U pacientli s vaZznym poSkozenim se zlepsi dlouhodoba
prognéza, je-li mozno nitroo¢ni tlak (intraocular pressure, IOP) sniZit na méné nez 20 mm Hg
a udrZovat jej pod touto trovni. Filtraéni chirurgie se tedy silné doporu€uje u pacientii s pokro-
Cilym poskozenim a oénim tlakem nad 18 az 20mm Hg.

Tato chirurgie obecné spada do dvou kategorii: 1) postupy v celé tloustce nebo 2) postupy

v chranéném kanalku. Typicky postup v chranéném kanélku, ktery je z obou jednodussi, zahr-
nuje:

a) odtaZeni vicka,

b) penetraci limbu (prisvitna tkaf, kterd predstavuje pfechod mezi neprihlednou bélimou
a &irou rohovkou) za ucelem vytvofeni otvoru do predni komory (ohrani¢eného barevnou
duhovkou a &irou rohovkou pokryvajici duhovku) z vnéjsku piedni ¢asti oka,

¢) odhrnuti vn&jsich vrstev spojivky v misté pod duhovkou a vyfiznuti trojahelnikového béli-
mového laloku se zdkladnou trojihelniku na limbu,

d) vniknuti do predni komory ze zakladny trojihelnikového bélimového laloku,

€) vyfiznuti &asti vespod leZici trabekularni tkané pro vytvofeni spojovaciho kanalku,

f)  vyfiznuti malé ¢asti duhovky skrze kanalek,

g) uzavfeni bélimového laloku Sitim,

h) uzavieni spojivky Sitim a

i) injekeni aplikaci fyziologicky pfijatelné tekutiny, jako je zakladni solny roztok (basic salt
solution, BSS) do pfedni komory vn&jsim otvorem prochézejicim limbem, ktery byl vytvo-
fen v kroku b), pro vyzdvihnuti va¢ku podél limbu za uelem ovéfeni, Ze kanalek neni ucpan
a ze vacek neunika.
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Postup v celé tloustce se lisi v tom, Ze se pro spojeni predni komory se subkonjunktivalnim pro-
storem pfes limbus vytvori pfimy otvor bez bélimového laloku. Po odtaZeni vnéjSich vrstev spo-
jivky se kanalek vytvoii sklerotomii (vyfiznuti okraje tkané z bélimy na limbu), tepelnou
sklerostomii (vytiznuti mélké drazky v bélim€ rovnobéZné spovrchem limbu), laserovou
sklerostomii nebo trepanaci; viz Stewart, ,Filtering Surgery — Techniques and Operative

Complications®, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 10, 333-61 (1990).

Po chirurgickém vykonu se pravideln& kontroluje stav filtraéniho vacku. Zpocatku je kandlek
obvykle dosti vysoko nad b&limou. O&i mnoha pacienti vykazuji prvni den po operaci zaCinajici
oblast avaskularity ve spojivce, obvykle kolem mista kanalku. Avaskularni oblast je identifiko-
véana jako lokalizovany bytek kapilar a cévek. Pii vySetfeni pfedni komory vSak miize byt pri-
tomno mensi zarudnuti ukazujici na zanét. IOP v prvnim tydnu po operaci je obvykle nizsi nez
5 mm Hg, ale miZe byt i vrozmezi 6 az 10 mm Hg. Po poCateCnim vySetieni se u pacienta
obvykle zahajuje 1é¢ba kombinaci antibiotik a steroidli; viz Stewart, ,Postoperative
Complications of Filtering Surgery*, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 11, 363-90 (1990).

Ve druhém aZ &tvrtém tydnu po operaci se snizuje zanét spojivky a vacku a pfedni komora se
s poklesem zarudnuti ,,uklidituje®. Jako disledek zajizveni se také vacek obvykle ponékud zmen-
Suje. Navic vagek obvykle dale vykazuje avaskularni oblast, jejiz velikost se mize zvétsit. IOP ve
druhém aZ &tvrtém tydnu po operaci obvykle stoupne na 10 mm Hg nebo vice; viz Stewart,
,Postoperative Complications of Filtering Surgery”, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 11,
363-90 (1990).

Po &tyfech tydnech po operaci bez komplikaci méa obvykle spojivka pouze maly nebo Zadny
zanét. Dobfe fungujici vadek si typicky uchovava avaskularni oblast a miize byt umistén bud’
minimalng, nebo v dostateéné vysce nad bélimou. IOP se navic béhem této doby stabilizuje,
idealné mezi 10 a 15 mm Hg. Topické postoperativni steroidy se pomalu snizuji v zavislosti na
velikosti zanétu ve filtratnim vaku a piedni komote. Pokud zistdva vacek vaskularni
a zanétlivy, davky steroidi se obvykle udrzuji a nékdy zvy3uji pro uspiSeni zmizeni zanétu jaké-
hokoli predniho segmentu, a tudiz omezeni tvorby jizev; viz Stewart, ,Postoperative
Complications of Filtering Surgery*, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 11, 363-90 (1990).

Béhem &asné pooperaéni doby po filtradni chirurgii mohou u pacienta bohuZel nastat rizné kom-
plikace, z nichZ jednou je selhani vacku. U mnoha pacientl dochéazi béhem 1 aZ 6 postoperacnich
mésict k selhani vacku a nakonec vagek oéni tlak nekontroluje. Klinicky maji $patné fungujici
vagky maly objem, nejsou dost vysoko a dochazi u nich alespoii k ¢aste¢né vaskularizaci a [OP
se opét zvysi nad normalni rozsah; viz Stewart, ,Postoperative Complications of Filtering
Surgery®, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 11, 363-90 (1990).

Uspéch filtraéni chirurgie zavisi na tom, jak dlouho po chirurgickém zakroku ziistane vacek
funkéni. Selhani va¢ku u pacientii obvykle vznika bud’ po ucpani mista kanalku, nebo po zajiz-
veni rozhrani mezi spojivkou a b&limou. Je-li blokovano misto kanélku, je moZno pouZit jednu
z nékolika metod laserové terapie. I kdyz se tak v3ak otevie kanalek, miiZze byt odtok vody ome-
zen v disledku ptedchoziho zajizveni vacku do bélimy. Pokud tyto postupy selzou a IOP
pacienta nelze omezit maximalni medikaci, mize byt nutno provést dalsi filtraéni chirurgii
v jiném misté. Zistava-li kanalek otevieny, ale vadek je maly, je zvySeny IOP pravdépodobné
disledkem zajizveni mezi spojivkou a bélimou, coZ je nejobvyklejsi pfi¢ina selhani vacku; viz
Stewart, ,,Postoperative Complications of Filtering Surgery, Clinical Practice of Glaucoma,
kap. 11, 363-90 (1990).

Manipulace s oénimi tkdnémi, zv1asté spojivkou, pfi filtratni chirurgii nutn€ zplsobuje zanét
a nakonec zajizveni. Obecné &im je manipulace vétsi, tim je kratSi doba pieZiti vacku. ProtoZe
filtratni chirurgie u pacientil s vysokym rizikem glaukomu Casto vyusti v selhani jako vysledek
pooperaéniho zjizveni, zd4 se, Ze v tomto procesu hraji kritickou roli fibroblasty; viz Katz a spol.,
,Mitomycin C versus 5-Fluorouracil in High-risk Glaucoma Filtering Surgery*, Ophthalmology,
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102-9, 1263-68 (1995). Jednim z primarnich divodt selhani pfi filtrani chirurgii glaukomu je
pritomnost fibroblastii v subkonjunktivalni tkdni (Berlin a spol., ,,The Role of Laser Sclerostomy
in Glaucoma Surgery“, Current Opinion in Ophthalmology, 6:102-114 (1995)) a kdyz operace
selZe, je to obvykle proto, Ze ve filtradnim misté doslo k proliferaci fibroblasti a zajizveni (Mora
a spol., ,Trabeculectomy with Intraoperative Sponge S-Fluorouracil®, Ophthalmology,
103:963-70 (1996)).

U tav. ,,vysoce rizikovych“ pacientt, kde dochazi k velkému procentu selhéni vacku vlivem
fibrézy, nékdy pomaha sttidani chirurgie s Ié¢bou pro prodlouZeni pieziti filtracniho vacku. Ke
snizeni zanétu a zajizveni bylo navrZzeno mnoho metod, které prodluzuji funkei filtra¢niho vacku
vytvoreného filtradni chirurgii, jako je jednoduchd masaZ oka prsty, provadéna periodicky po
dobu asi &tyf tydnt po operaci. '

Byly vyzkouseny rovné&Z farmakologické metody k omezeni zajizvovani pomoci inhibice zanét-
livé odpovédi a prevence tvorby kolagenu v ur€itych stupnich jeho syntézy. Pro lepsi prevenci
zajizveni vaku inhibici zanétlivé odpovédi a proliferace fibroblastl se Casto pouzivaji kortiko-
steroidy, bud’ topicky jako kapky, nebo jako subkonjunktivalni injekce; viz Stewart, ,,Filtering
Surgery — Techniques and Operative Complications®, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 10,
333-61 (1990). V topickém podéavani steroidti se obvykle pokracuje, dokud nezanikne zanét
predniho segmentu; viz Stewart, ,,Postoperative Complications of Filtering Surgery®, Clinical
Practice of Glaucoma, kap. 11, 363-90 (1990). Typicky program lécby by mohl piedepisovat
postoperativni topickou aplikaci kazdé tii hodiny s rychlym sniZovanim b&hem 20 dni apod.; viz
Araujo a spol., ,,A Ten—year Follow—up on a Prospective, Randomized Trial of Postoperative
Corticosteroids after Trabeculectomy, Ophthalmology,102:1753-59 (1995).

5-Fluorouracil (,,5-FU*) je fluorovany pyrimidinovy analog s antimetabolickou aktivitou (kom-
petitivni inhibitor thymidylatsynthasy), ktery také vykazuje antifibroticky €inek pii sniZovani
proliferace fibroblastd, a tak brani vzniku jizev filtra¢niho vacku. 5-FU se typicky pouZivé v pfi-
padech se $patnou prognézou chirurgie. Pfi kontrole po 2 letech vykéazal 5-FU uspé&Snost pfi
filtradni chirurgii mezi 60 a 70 %. 5-FU se obvykle podava v fad€ subkonjunktivalnich injekci.

Kromé& nepiijemnosti a nepohodli &astych a opakovanych pooperacnich injekci byly u sub-
konjunktivalniho 5-FU hlaSeny etné vazné komplikace, zahrnujici epitelidlni defekty, sub-
epitelialni zjizveni, rohovkové viedy, Ginik z poranéné spojivky, unik z vaCku, suprachoroidélni
krvaceni, odchlipeni rohovky a endoftalmitis. I kdyZ tedy 5-FU miZe prodlouZit Zivotnost vacku,
zistava diky obecné toxicité tohoto prostiedku vysoky i vyskyt epitelidlnich defektii rohovky,
zjizveni a vaskularizace; viz Stewart, ,Filtering Surgery — Techniques and Operative
Complications®, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 10, 333-61 (1990), dile Khaw a spol.,
,Five-minute Treatments with Fluorouracil, Floxuridine, and Mitomycin Have
Long-term Effect on Human Tenon's Capsule Fibroblasts Arch. Ophthalmol., 110:1150-54
(1992), Kupin a spol., ,,Adjunctive Mitomycin C in Primary Trabeculectomy in Phakic Eyes®,
Am. J. of Ophthalmology, 119:30-39 (1995), a Katz a spol., ,Mitomycin C versus 5-Fluorouracil
in High-risk Glaucoma Filtering Surgery“, Ophthalmology, 102:9, 1263-69 (1995), dile Kay
a spol., ,,Delivery of Antifibrolast Agents as Adjuncts to Filtration Surgery — Part II: Delivery
of 5-Fluorouracil and Bleomycin in a Collagen Implant: Pilot Study in the Rabbit“, Ophthalmic
Surg., 17:796-801 (1986), a Khaw a spol., ,,Effects of Inoperative 5-Fluorouracil or Mitomycin
C on Glaucoma Filtration Surgery in the Rabbit“, Ophthalmology, 100:367-72 (1993).

Nékteii autofi uvadgji, Ze otoku rohovky vlivem neumyslné nitrooéni expozice je mozno zabranit
pouZitim niz3i koncentrace 5-FU, napfiklad 0,5 ml 10 mg/ml 5-FU, pfi obvyklych subkonjunkti-
valnich injekcich; viz Chalfin a spol., ,,Corneal Endothelial Toxic Effect Secondary to
Fluorouracil Needle Bleb Revision“, Arch. Ophthalmol., 113:1093-94 (1993). Jini uvadéji, ze
nasaklé 50 mg/ml sloudeniny a jejim kontaktem s mistem vacku po kratkou dobu; viz Mora
aspol., ,Trabeculectomy with Intraoperative Sponge S-Fluorouracil, Ophthalmology,
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103:963-970 (1996). 1 tehdy jsou vSak v nékterych pfipadech nutné dodatecné postoperativni
injekce, které jsou stale spojeny s nezadoucim vysokym vyskytem poSkozeni epitelu rohovky.

Desoxyribosylovany cukr fluoruracilu, floxuridin, je pfi dlouhodobé inhibici oénich fibroblasti
asi 100krat u¢innéjsi nez fluoruracil a miZe byt proto podavan v jedné davce. Rozdil v piipadé
usmrceni bundk misto jejich inhibice je viak relativn€ maly. Proto je v piipadé pouZiti
floxuridinu nebezpeéni expozice normalnich tkani relativné vysokym ddvkam potencidlné cyto-
toxick}’/ch latek; viz Khaw a spol., ,,Five-minute Treatments with Fluorouracil, Floxuridine, and

Mitomycin Have Long—term Effects on Human Tenon’s Capsule Fibroblasts®, Arch Ophthalmol.,
110:1150-54 (1992).

Podobné t&inky byly pozorovany u mitomycinu nebo mitomycinu C (,, MMC*). ProtoZe je i¢in-
n&j$i nez 5-FU, miZe byt mitomycin rovnéZ podan v jedné intraoperativni aplikaci, typicky
s dobou kontaktu asi 1 aZ 5 min s naslednym hojnym vyplachem. MMC je alkyla¢ni antiprolife-
rativni prostiedek, izolovany z fermentaéniho filtratu uréitého druhu Streptomyces. Jedna se o
antifibrotické antineoplastické antibiotikum, které brani zajizvent filtracnich vackil tim, Ze inhi-
buje proliferaci fibroblasti. Je obvykle G&inné pii sniZovani postoperativni subkonjunktivalni
fibrozy, a tudiz vede k prodlouzeni doby preZiti filtratnich vacki a ke sniZeni IOP.

MMC je viak ve vysokych koncentracich také cytoidni a vyvolava az u 1/3 oSetienych pacientl
nezadouci oéni hypotonii (IOP nizsi nez 5 nebo 6 mm Hg). Dal§imi neZidoucimi vedlejSimi
¢inky jsou tinik ranou ve spojivce, odchlipeni cévnatky a hypotonickd makulopatie s asi 25%
pravdépodobnosti pozdniho nastupl unikd z vacku; viz Khaw a spol., ,,Five-minute Treatments
with Fluorouracil, Floxuridine, and Mitomycin Have Long-term Effects on Human Tenon's
Capsule Fibroblasts“, Arch Ophthalmol., 110:1150-54 (1992), Zacharia a spol., ,,Ocular
Hypotony after Trabeculectomy with Mitomycin C“, Am. J. of Ophthalmology, 116:314-26
(1993), Kupin a spol., ,,Adjunctive Mitomycin C in Primary Trabeculectomy in Phakic Eyes®,
Am. J. of Ophthalmology, 119:30-39 (1995), Katz a spol., ,Mitomycin C versus 5-Fluorouracil
in High-risk Glaucoma Filtering Surgery*, Ophthalmology, 102:9, 1263-69 (1995), Shin a spol.,
,Adjunctive Subconjunctival Mitomycin C in Glaucoma Triple Procedure®, Ophthalmolog,
102:10, 1550-58 (1995), Nouri-Mahdavi a spol., ,,Outcomes of Trabeculectomy for Primary
Open—angle Glaucoma®, Ophthalmology, 102:12, 1760-69 (1995) a Mora a spol,
,Trabeculectomy with Intraoperative Sponge S5-Fluorouracil®, Ophthalmology, 103:963-70
(1996). Jedna skupina vyzkumnikd zaznamenala po topickém oSetieni MMC b&hem
trabekulektomie dokonce zvySeny vyskyt skleritidy doprovézené intenzivni bolesti a zarudnutim
b&limy; viz Fourman, ,Scleritis after Glaucoma Filtering Surgery with mitomycin C*,
Ophthalmology, 102:10, 156971 (1995), dale Liang a spol., ,,Comparison of Mitomycin C and
5-Flourouracil on Filtration Surgery Success in Rabbit Eyes®, J. Glaucoma, 1:87-93 (1992).

Dal§i védci popsali pouziti laserové sklerostomie spolu s aplikaci bud’ 5-FU, nebo MMC.
Zatimco pouziti 5-FU, aplikovaného b&hem dvou tydnii po laserovém oSetfeni, bylo popséno
jako Gisp&$né, viz Berlin a spol., ,,The Role of Laser Sclerostomy in Glaucoma Surgery®, Current
Opinion in Ophthalmology, 6:11, 102-114 (1995), bylo pfedpokladano, Ze pouZziti MMC apliko-
vaného riznymi kanaly (subkonjunktivalni injekce, subkonjunktivalni gelovd péna, topické
kapky nebo absorp&ni houbitka) spolu s laserovym oSetfenim mize byt jeSté u€inn&jsi. Byly vSak
také zaznamenany obvyklé komplikace, tj. kornedlni toxicita, unik z rany, chronicka hypotonie,
odchlipeni cévnatky a hypotonické makulopatie.

K inhibici sitovani kolagenovych vlaken se pouziva beta—aminopropionitril (,BAPN®)
a D—penicilamin, které mohou napomoci udrZovat kolagen po filtratni chirurgii v nezralém stavu
a tak omezit zajizvovani valku. Pogatedni zprava o postoperativni aplikaci topické masti BAPN
uvadi, Ze u 74 % pacientii byl IOP udrZen pod 22 mm Hg. Studie na zvifatech s pouZitim jak
BAPN, tak D-penicilaminu v3ak vykézaly pouze omezenou G¢innost; viz Stewart, ,Filtering
Surgery — Techniques and Operative Complications®, Clinical Practice of Glaucoma, kap. 10,
333-61 (1990).
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Diskuzi k bleomycinu viz Khaw a spol., ,,Effects of Inoperative 5S—Fluorouracil or Mitomycin C
on Glaucoma Filtration Surgery in the Rabbit“, Ophthalmology, 100:367-72 (1993). Diskuzi
k polymerim impregnovanych cytosinarabinosidem viz Lee a spol., ,Effects of Cytosine
Arabinoside—impregnated Bioerodible Polymers on Glaucoma Filtration Surgery in Rabbits®,
J. Glaucoma, 2:96-100 (1993).

Fotodynamicka terapie

Fotodynamické terapie (photodynamic therapy, ,,PDT*) je znama jako uznivana metoda lécby
nadord, kterd miize byt pouZita pro mnoho uceld, jako je 1é¢ba solidnich tumord (naptiklad
patenty US 4 932 934 a 5 283 255), rozru$ovani cili v krvi, jako jsou leukemické buiiky, imuno-
reaktivni bufiky patent US 5776 966, patent US 5 807 881, patent US 5789433 a patent
US 5 868 695) a nezddouci mikroorganizmy (patent US 5 360 734), prevence restenozy (patent
US 5 422362); diagnostika a 1éba urditych neovaskularnich o&nich poruch (patent
US 5 707 986, patent US 5 798 349 a patent US 5 756 541); odstratiovani aterosklerotickych
plath (patent US 5 834 503) a prevence odmitani transplantatii (mezindrodni pfihlaSka zvefejnéna
pod &islem WO 96/21 466).

PDT spog¢iva v lokalni nebo systémové aplikaci fotosensitivniho prostredku absorbujiciho svétlo,
obvykle porfyrinového derivatu, ktery se selektivné hromadi v cilovych tkanich. Pfi ozéafeni
viditelnym svétlem o aktivagni vinové délce vznikaji v buiikach obsahujicich fotosenzibilizator
reaktivni kyslikaté latky, které podporuji odumirani bunék. Napiiklad pfi 1é¢bé nadord se ma za
to, %e proces fotosenzibilizace vede ke vzniku singletového kysliku, coZ je aktivovany derivat
molekularniho kysliku, ktery miize oxidativné reagovat s riznymi specifickymi misty v butikdch
a ve tkanich. V disledku toho dochazi k ireversibilnimu poskozeni nddorovych buné€k na
subcelularni Grovni, zejména v buné&éné membrané a mitochondriich. Destrukce nadorti in vivo je
vysledkem sloZité souhry nékolika faktord ovliviiujicich kostru pojivové tkané, kterd fyzicky
podepira tram&inu nadoru a vaskularni tkafi, kterd vyzivuje nador; viz Zhou, ,Mechanisms
of Tumor Necrosis Induced by Photodynamic Therapy“, J. of Photochem. and. Photobiol.,
B: Biology, 3, 229-318 (1989).

Je ziejmé, Ze fotosenzibilizatory jsou pfednostné pohlcovany nadorovou tkani a hromadi se v ni
a Ze uréitd nekréza bun&k naddorové traméiny je selektivné a piimo vyvolavana PDT. Pfi nekroti-
zaénim procesu vnadoru vyvolaném PDT vSak také dochdzi k vaskuldrnimu poSkozeni
a nasledné anoxii nadorovych bun&k. Zejména v tomto poslednim piipadé se nekréza nadord
sténg. Rychly pokles davky krve, stejné jako nastup otoku v nadoru, vede khypoxii nebo
dokonce k anoxii neoplastickych bun&k poskozenych svétlem, které nakonec podléhaji nekréze.
Celkovy destrukéni proces je nasoben uvolilovanim vasoaktivnich nebo tkdfi rozkladajicich latek,
jako je histamin, proteasy a kyselé fosfatazy ze svétlem poskozenych Zirnych bunék a neutrofili
v traméiné nadoru, které jsou také spojeny se zanétlivymi procesy; viz Zhou, ,Mechanisms
of Tumor Necrosis Induced by Photodynamic Therapy“, J. of Photochem. and Photobiol.,
B: Biology, 3, 299-318 (1989).

JN0 78 B4

16¢by nadord, je dvojsednd zbrail. Studium experimentalnich modeli nadori ukazalo, Ze po apli-
kaci PDT pronika do extracelularnich bungk exsudat bohaty na proteiny a neutrdlni lipidy
a hromadi se u ,,stény* z perinekrotickych Zivych bunék (,.hypoxické buiiky*), které jsou nalepo-
vany na ,,duchy*““ nekrotickych bunék. Z hlediska pozitivni perspektivy 1écby nadori mize
zénétlivy exsudat napomoci dopravé fotosenzibilizatori vazanych na proteiny do vnitfnich
oblasti nadoru, kterych by jinak bylo obtizné dosdhnout. Na druhé strané miZe toto proudéni
zé4nétlivého exsudatu také piinaset kyslik a jiné Ziviny a tak pomahat vyZivovat buiiky ucastnici
se procesti hojeni ran. Vyskyt zanétlivého stavu spojeného s PDT se proto povaZuje za Zivotni
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skute¢nost, ktera &asto komplikuje 1é¢bu rakovinnych nadort; viz Freitas, ,Inflammation and
Photodynamic Therapy*, J. Photochem. and Photobiol., B: Biology, 8: 340-41 (1991).

PDT byla podrobena vyzkumim za ulelem dosaZeni antifibrézniho acinku v souvislosti
s filtradni chirurgii glaukomu s pouZitim cinethyletiopurpurinu (,,SnET2%) jako fotosenzibiliz-
toru. Konkrétn& byli kralici, ktefi dostavali subkonjunktivalni injekce SnET2, podrobeni filtraéni
chirurgii s naslednym pooperaénim ozafenim svétlem; viz Hill a spol., ,,Photodynamic Therapy
with Tin Ethyl Etiopurpurin as an Alternative Anti-fibrotic Treatment Following Glaucoma
Filterin Surgery“, Photochem. Photobiol, 61 dod., 68S, TPM-E9 (1995), aHill a spol,
,Photodynamic Therapy (PDT) for Antifibrosis in a Rabbit Model of Filtration Surgery“,
Investigative Ophthalmology and Visual Science, 36:4 S877 (1995). V téchto pfedchozich pra-
cich viak autofi neuvadgji zadné kontrolni Gdaje, takZe je obtizné zjistit, nakolik oSetfeni podle
Hilla a spol. skute&n& prodlouZilo Zivotnost filtraéniho vatku oproti neoSetfenym vackim.

Hill a spol. krom& toho uvadgji, Ze po injekci fotosensitivniho prostfedku ub&hly vice nez tfi
hodiny neZ byl vykonan chirurgicky zakrok a ozafovani, coz mohlo poskytnout dost Casu
k absorpci fotosenzibilizatoru tkanémi souvisejicimi s poranénim, ale mohlo také umoZnit foto-
senzibilizaénimu prostiedku rozsifit se do jinych necilovych oblasti oka. ProtoZe autofi uvadéji,
7e vzniky velké prechodné oblasti avaskularni spojivky, pfi¢emZ avaskuldrni oblast byla omezena
na filtradni vacek aZ po &tyfech tydnech od zakroku, je ziejmé, Ze oSetfenim byly neziadoucim
zplsobem zasaZeny velké oblasti oka. Vzhledem ke znAmému potencialng destruktivnimu nekro-
tickému uginku PDT v jinych aplikacich existuje potieba sniZzeni nebo prevence zanétu takovym
zptisobem, aby bylo moZno spolehlivé kontrolovat stupeti a rozsah farmakologické aktivity.

Podstata vynalezu

Nyni bylo piekvapivé zjisténo, Ze pii vhodném vybéru fotosenzibilizatniho prostfedku, ktery je
rychle absorbovan poskozenymi tkanémi, ale v nepfitomnosti svétla je netoxicky, mize mit PDT
predvidatelny a prosp&ny protizanétlivy u¢inek, ktery je pfiznivy i pro choulostivé tkang, jako je
teénosti odpovédna za vyvolani zanétlivych odpovédi misto aby je sniZzovala nebo jim zamezo-
vala.

Konkrétné bylo nyni zji§téno, Ze uginky zanétu vznikajiciho v poranéni tkani mohou byt ome-
zeny nebo jim miiZe byt zabranéno aplikaci nizkych davek PDT.

Vynélez se tyka pouziti fotosenzibilizaéniho prostiedku pro vyrobu léciva pro omezeni nebo pre-
venci G&inkd zanétu vznikajiciho v poranéni tkani uvedenim poranéné tkané€ nebo tkané pred
poskozenim do kontaktu s fotosenzibilizaénim prostiedkem a vystavenim tkdné svétlu o vinové
délce absorbované fotosenzibilizanim prostiedkem.

Pouziti podle vynalezu je zv1asté vyhodné, je-li poranéna tkafi vysoce citliva vii€i dal$imi posko-
zeni nebo zandtu, jako je odni tkam, protoze pfisluiné fotosenzibilizitory nemaji samy o sobé
v nepiitomnosti aktivainiho zéafeni antiproliferativni nebo cytotoxicky ¢inek viici jemnym tké-
nim. ProtoZe je dale vétSina fotosenzibilizatnich prostiedki netoxicka pro lidskou tkafi, pokud
nejsou aktivovany svétlem, a protoZe fotosenzibiliza¢ni prostfedek podle vynalezu je schopen
pomémé rychlé penetrace do pokozené tkang, da se stupeti farmakologické i¢innosti snadno
kontrolovat jak rozsahem ozéfent, tak bud’ rozsahem fyzikalniho kontaktu s fotosenzibilizatorem,
nebo jeho koncentraci, napiiklad v krevnim fecisti, v dobé& ozafeni. V disledku toho se terapeu-
ticky ucinek vynalezu reguluje snadn&ji neZ v piipadé znamych farmakologickych antifibrotic-
kych metod.

V daldim provedeni se vynalez tyka pouZiti fotosenzibilizatniho prostfedku pro pfipravu 1éciva
pro omezeni nebo prevenci u¢inki zanétu vzniklého v poranéné tkani, zahrnujiciho




10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 295734 B6

a) asi | ug/ml az asi 2 mg/ml fotosenzibilizainiho prostfedku schopného proniknout do pora-
néné tkand nebo do tkan& pred poranénim s disledkem poZadovaného stupn€ biodistribuce
za méné nez 1 hodinu a

b) farmaceuticky pfijatelny nosic.

V dal$im provedeni se vynalez tyka nastroje pro omezeni nebo prevenci uginki zan€tu vzniklého
v poranéné tkani, zahrnujiciho

a) fotosenzibilizadni prostiedek schopny proniknout do poranéné tkané nebo do tkané pied
poranénim s déisledkem pozadovaného stupn& biodistribuce za méné nez 1 hodinu a

b) absorpéni aplikator.

Prehled obrizkd na vykresech

Obr.1 graficky znazoriiuje procenticky podil preZiti filtracnich vacki u kralikd v kazdé ze Ctyf
skupin.

Obr.2 graficky znazorfiuje rozdily mezi skupinami s ohledem na rozsah véacku kazdy den
vySetfeni aZ do 12. pooperacniho dne.

Obr.3 graficky znazorfiuje rozdily mezi skupinami s ohledem na vySku vacku kazdy den
vySetieni aZ do 12. pooperaéniho dne.

Obr.4  graficky znazorfiuje rozdily v erythemu spojivky nad filtra¢nim vackem kazdy den
vySetfeni aZ do 12. poopera¢niho dne.

Obr.5  znazoriiuje vzorce typickych zelenych porfyrinii vhodnych pro zpisoby, ptipravky
a nastroje podle vynélezu.

Obr. 6  znézoriiuje strukturu &ty sloudenin typu BPD zvlasté vhodnych jako fotosenzibiliza¢ni
prostiedky podle vynalezu.

Vyraz ,,zanét“ se zde vztahuje na fadu zmén, ktera probiha v Zivém organizmu po poranéni. Pora-
néni mize byt zptisobeno fyzikalnimi prostfedky, jako je nadmérné horko nebo chlad, tlak, ultra-
fialové nebo ionizujici zafeni, fezné rény nebo odérky; riznymi anorganickymi nebo organic-
kymi chemickymi latkami nebo biologickymi ¢initeli jako jsou viry, bakterie a dal3i parazite.

Fotosenzibilizaéni prostiedek

. Fotosenzibiliza¢ni prostfedek“ je chemicka sloudenina, ktera, je-li vystavena svétlu o vinové
délce, kterd mize byt fotosenzibilizdtorem absorbovana, absorbuje svételnou energii, coz vede
k #adoucimu fyziologickému G&inku, napfiklad k fizenému protizanétlivému G¢inku. Fotosenzibi-
lizaéni prostiedky podle vynélezu maji vyhodng absorpéni spektrum v rozmezi vinovych délek
mezi 350 a 1200 mm, p¥i¢emZ toto spektrum miiZe byt zndmym zpilisobem upraveno na pozado-
vanou penetraci, vyhodné mezi asi 400 a 900 nm, zejména mezi 600 a 800 mm.

Dalsi vlastnosti obecné fotosenzibilizatord, ktera ma prakticky vyznam pfi provadéni vynélezu, je
relativni absence toxicity vG&i bufikdm v nepfitomnosti fotochemického efektu a snadni
clearance z tkani v nepfitomnosti cilové specifické interakce mezi jednotlivymi buiikami a foto-
senzibilizatorem.

Fotosenzibilizatorem podle vynalezu miZe byt jakykoli fotosenzibilizatni prostfedek vhodny pro
fotodynamickou terapii (,PDT*), ktery je schopen proniknout do poskozené tkané€, ktera ma byt
oSetfena, a vyvolat poZadovany stupefi biodistribuce za méné nez 1 hodinu. Zda je u potencial-
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niho fotosenzibilizatoru toto kriterium spinéno, lze snadno a rychle zjistit timto jednoduchym
testem:

1. Pfipravit Zivou kulturu bunék (vyhodné ze suspenzné€ péstované kultury; vhodna je jakakoli
bunééna linie).

2. Piidat testovany fotosenzibilizator k butikdm v koncentraci 1 az 3 pg/ml v pfitomnosti 10 %
séra.

3. Odstranit odstiedénim piebyteény fotosenzibilizatni prostfedek po riznych dobach inkubace
(napfiklad 5, 15, 30 a 60 min).

4. Promyt buiiky fosfatem tlumenym fyziologickym roztokem a lyzovat je zmrazenim a roz-
mrazenim.

5. Stanovit koncentraci testovaného fotosenzibilizatoru v buné¢nych lyzatech na zakladg fluo-
rescence proti vhodnym standardim.

Zvlasté uginna skupina fotosenzibilizatori zahrnuje zelené porfyriny, které jsou podrobné
popsany v patentu US 5 171 749 (Levy a spol.), vydaném 15. 12. 1992. Vyraz ,,zelené porfyriny*
se vztahuje na porfyrinové derivaty, ziskané reakci porfyrinového jadra salkinem reakci
Diels—Alderova typu za vzniku monohydrobenzoporfyrinu. Typicky se zelené porfyriny voli ze
skupiny porfyrinovych derivati ziskavanych Diels—Alderovymi reakcemi acetylenovych derivat
s protoporfyrinem za podminek, které podporuji reakci na pouze jedné ze dvou dostupnych kon-
jugovanych nearomatickych dienovych struktur pfitomnych vkruhovych systémech proto-
porfyrinu IX (kruhy A a B).

Nekolik struktur typickych zelenych porfyrini je znazornéno na obr. 5. Diels—Alderova reakce
vede nejprve ke vzniku cyklohexadienu — oznaovaného zde jako hydrobenzo® — konjugovaného
k pyrrolovému kruhu A nebo B, jak zndzortiuji vzorce 1 a 2 na obr. 5. Pfesmyk n systému
v hexadienovym kruhu vede ke vzniku sloudenin vzorce 3 a 4 a redukci vzniknou slouCeniny
vzorce 5 a 6. Z praktickych divodu se vSak slouceniny vzorce 5 a 6 vyrab&ji vySe uvedenou
Diels—Alderovou reakci tak, Ze obvykla acetylenova sloucenina je nahrazena odpovidajicim ole-
finem a vznika vice redukovana verze vysledné struktury porfyrinového kruhu. Tyto slouceniny
jsou znazornény vzorci 1 aZ 6, pfi¢emz dusiky vnitfniho kruhu okupuje vodik. Je vSak nutno mit
na paméti, Ze je moZno pouZivat i formy, kde je jeden nebo oba tyto vodiky nahrazeny kovovym
kationtem. Pfiprava zelenych porfyrinovych sloucenin vhodnych pro provedeni vynélezu je
podrobné popsana v patentu US 5 095 030.

Z dtivodu pohodli se pro oznadeni sloudenin vzorce 3 a 4 na obr. 5 obvykle pouZiva zkratka ter-
minu hydromonobenzoporfyrinového derivatu — ,,BPD“. Slouceniny vzorcii 3 a 4 a jejich smési
jsou zvlast’ vyhodné.

Jak je patrné z obr. 5, R', R%, R* a R? jsou neinterferujici substituenty, které vyznamné neovliv-
fiuji G¢innost sloudeniny ve zpusobu a piipravku podle vynalezu. Konkrétné se vyraz ,neinter-
ferujici substituenty* pouZzivad k oznaleni substituentli, které nenaruSuji schopnost zeleného
porfyrinu plsobit jako fotosenzibilizator schopny absorpce poskozenou tkéni a vyvolani farma-
kologického i¢inku za méné nez 1 hodinu. Pro slou¢eniny na obr. 5 a 6 obecné predstavuji sub-
stituenty R' a R? kazdy nezévisle substituent odebirajici elektrony nebo jakykoli jiny aktivujici
substituent, ktery odebira elektrony dostate¢né na to, aby zvySoval rychlost Diels—Alderovy
reakce, kterd miiZe probihat jak na kruhu A, tak B, ale pfednostné probiha pouze v jednom kruhu.
Jako piiklady vhodnych skupin R' a R? je mozno uvést karbalkoxy (2-6C), alkyl (1-6C),
sulfonyl nebo aryl(6-10C)sulfonyl, aryl(6-10C)kyan a CONR’CO-, kde R’ je aryl
(6-10C) nebo alkyl (1-6C). Jednim ze substituentd R' a R* miize byt také vodik, pokud druhym
je elektrony odnimajici substituent o sile dostadujici k usnadnéni Diels—Alderovy reakcee.
Obvykle predstavuji R' a R* karbalkoxyskupiny, vyhodng methyl- nebo ethylkarboxyestery.
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Vyhodné jsou ty sloudeniny, kde R! a R? jsou stejné a predstavuji karbalkoxy, zejména
karbethoxy.

Zde pouiivany vyraz ,karboxy“ ma obvykly vyznam, tj. -COOH, zatimco ,karbalkoxy* pfedsta-
vuje -COOR, kde R je alkyl. ,,Karboxyalkyl“ oznacuje substituent -R'-COOH, kde R’ je alkylen
a R je alkyl nebo alkanol. ,,Alkyl“ obecné piedstavuje nasycenou uhlovodikovou skupinu s pii-
mym nebo rozvétvenym fetézcem o 1 az 6 uhlikovych atomech, jako je methyl, n-hexyl,
2-methylpentyl, terc.butyl, n—propyl atd. ,,Alkylen je totéZ co alkyl s tou vyhradou, Ze tato
skupina je dvojvazné a nikoli jednovazna. ,,Aryl“ pfedstavuje aromatickou cyklickou skupinu,
jako je fenyl, naftyl, pyridyl apod. Arylova skupina podle vyndlezu je popiipad€ substituovana 1
aZ 3 substituenty, které mohou byt nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici halogen, jako je fluor,
chlor, brom nebo jod, niz3i alkyl (1-4C) a nizsi alkoxy (1-4C). , Aryl- nebo ,alkylsulfonylové”
skupiny maji vzorec —~SO,R, kde R je alkyl nebo aryl, jak jsou definovany vyse.

R’ nezavisle predstavuje w-karboxyalkylovou skupinu (2-6C) nebo jeji sill, amid, ester nebo
acylhydrazon, a nebo znamena alkyl (1-6C). Vyhodné piedstavuje R? 2-karboxyethyl nebo jeho
alkyl- nebo alkanolester a R* je vinyl. V&t3ing z téchto provedeni se viak davé piednost z diivodu
dostupnosti pfirodnich porfyrini spiSe neZ na zédkladé Gvah o biologické Ulinnosti. Jak je
znazornéno na obr. 5, adukty vzniklé reakci R'~C=C-R’ s kruhovym systémem protoporfyrinu
IX (kde R’ je chranéna forma 2-karboxyethylu, jako je 2-karbomethoxyethyl nebo 2-karbo-
ethoxyethyl, a R* je -CH=CH,) jsou slougeniny vzorci 1 a 2. Slougeniny vzorce 1 vznikaji adici
na kruh A a sloudeniny vzorce 2 vznikaji adici na kruh B.

Vyhodné Vych021 latky pro zelené porfyriny podle vynalezu zahrnuji v pfirodé se vyskytujici
porfyriny, kde R’ je bud’ -CH,CH,COOH, —-CH,CHRCONR,, nebo ~CH,CHRCOOR, kde R je
alkyl (1-6C) nebo zbytek ,alkanolu (1-6C). Pfesnd povaha. R’, pokud oviem neobsahuje
n—vazbu konjugovanou s kruhovou 7—vazbou, obvykle neni relevantni pro pribéh Diels—
Alderovy reakce nebo pro uéinnost vzniklého produktu. R® tedy miiZe znamenat kteroukoli
z rozmanitych skupin, jako je napiiklad niz8i alkyl (1-4C) a o—karboxyalkyl (2-6C) a jeho estery
a amidy. Substituent R* miiZe byt také substituovan hydroxyskupinou, halogenem jako je fluor,
chlor, brom nebo jod, nebo jinymi nereaktivnimi substituenty.

Pokud R® predstavuje -CH,CHR-COOR, ukézalo se vyhodnym esterifikovanou karboxyskupmu
hydrolyzovat nebo parcialné hydrolyzovat. Typicky problha hydrolyza v poloze R* vyhodné
mnohem vétsi rychlosti neZ u esterovych skupin R' nebo R’ Rozpustnost a biodistribuce
u vyslednych sloudenin maji navic vice Zadouci charakteristiky neZ u nehydrolyzované formy.
Produkty hydrolyzy jsou dikyseliny nebo monokyseliny (nebo jejich soli).

Ve sloudeninach vzorce 1 a 2 predstavuje R* obvykle alespon z pocatku —CH=CH,, ale tato
vinylovéa skupina je snadno derivatizovéna na jina provedem R* adici nebo oxidaci vinylového
substituentu v kruhu B nebo A ve vzorci 1, resp. 2. R* tedy milize znamenat kterykoli z riznych
substituenti, které jsou konsistentni se Vznlkem snadnou adi¢ni reakci. Exemplarni adi¢ni ¢inidlo
muiZe byt naptiklad ve formé HX, kde H je adovan na uhlik sousedici s kruhem, pfi€emZ v poloze
R’ vznikne struktura

-CHCH;

X

V jednom provedeni je tedy jednim z adovanych substituentii vodik a druhy je vybran ze skupiny
zahrnujici vodik, halogen, jako je fluor, chlor, brom nebo jod, hydroxy, nizsi alkoxy, amino,
amid, sulfhydryl nebo organosulfid. Naptiklad Markovnikovova adice vody poskytuje v relevant-
nim kruhu strukturu substituentl analogickou hematoporfyrinovému kruhovému systému. Je také
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mo¥no vinylovou skupinu oxidovat a ziskat jako substituent v poloze R* skupinu
—CH,OH, —CHO nebo —COOH nebo jeji soli nebo estery. Adi¢ni nebo oxida¢ni produkty samy
mohou byt také substituovany, jsou-li adovanymi substituenty funkéni odstupujici skupiny.
Napiiklad je-li substituentem Br, miize byt nahrazen takovymi skupinami, jako je~OH, ~OR, kde
R je vyse uvedeny alkyl (1-6C), halogen, —-NHj, -NHR, -NR; apod.

Obecné tedy R* predstavuje jakykoli substituent, v n&jZ se snadno pfeméni vinylova skupina
—CH=CH, odst&penim nebo adici, a dal3i substituenty vzniklé reakci dobfe odstupujicich skupin
s dal§imi skupinami. Vyhodné viak R* predstavuje vinyl (-CH=CH,, —CHOR*, kde R* je H nebo
alkyl (1-6C), popiipadé substituovany hydrofilnim substituentem, jako je —CH,OH, -CHO,
_COOR*, jako je COOH nebo -COOCH,, -CH(OR*)CH,, jako je —-CH(OH)CHj; nebo
—CH(OCH,)CH,, -CH(OR*)CH,OR*, -CH(OH)CH,OH, -CH(SR*)CH;, jako je
~CH(SCH;)CH; a jeho disulfid, -CH(NR*)CH;, ~CH(CN)CH;, ~CH(pyridiniumbromid)CHj,
~CH(COOR*)CH;, —CH(COOCR*)CHs;, -CHy(halo)CHs, jako je -CHBrCH;, nebo
—CH(halo)CH,(halo). Alternativné¢ miZe byt R* organicka skupina s mén& nez 12 uhlikovymi
atomy vznikla p¥imou nebo nepfimou derivatizaci vinylu. R* miZe také poskytovat dalsi
porfyrinovy nebo piibuzny kruhovy systém, jako je skupina obsahujici 1 az 3 jadra dale defino-
vaného tetrapyrrolového typu vzorce —L-P. Vyhodné jsou slouCeniny, kde R* je ~CH=CH,,
—CH(OH)CH;, —CH(halo)CH; nebo skupina obsahujici 1 az 3 jadra dale definovaného tetra-
pyrrolového typu vzorce —L-P.

Zde pouzivany vyraz ,jadro tetrapyrrolového typu“ predstavuje Ctyfkruhovy systém se skeletem

Ma

Me

Me— Me

CO H ?ZOQH

ktery je siln& konjugovany, nebo jeho sil, ester, amid nebo acylhydrazon. Zahrnuje porfyrinovy
systém, coZ je ve skute¢nosti kompletn& konjugovany systém, chlorinovy systém, coz je vlastn€
dihydroforma porfyrinu, a redukovany chlorinovy systém, coZ je tetrahydroforma konjugovaného
porfyrinového systému. Je-li uveden konkrétng ,,porfyrin®, ma se na mysli kompletn€ konjugova-
ny systém. Zelené porfyriny jsou ve skute¢nosti dihydroforma porfyrinového systému.

V jednom provedeni zahrnuje substituent R* alespoii jedno dalsi jadro tetrapyrrolového typu.
Vysledné slougeniny podle vynélezu jsou dimery nebo oligomery, v nichZ alespoii jeden kruhovy
systém tetrapyrrolového typu je zeleny porfyrin. Vazba mezi skupinou zeleného porfyrinu
v poloze R* a dalsim kruhem tetrapyrrolového typu miize byt etherova, aminové nebo vinylicka.
Porfyrinové kruhové systémy majici dvé polohy dostupné pro substituci (v kruhu A i B)
odpovidajici R* mohou byt dale derivatizovany, jak je vysvétleno niZe.

Jestlize R* znamend ,,—L-P*, je vyznam —L— vybran ze skupiny zahrnujici

a)
-CH-O-CH-

|

CH; CH;
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b) - -CHNHCH-
|
CH; CH;
) -CH=CH-CH-
|
CH,
d) -CH-CH=CH-
|
CH;
€) =CH-C-CH- a
I
O CH;
£ -CH-C-CH=
[l
CH; O

a P je porfyrinova struktura nebo druhy zeleny porfyrin vzorce 1 aZ 6, znazornéného na obr. 5,
s tou vyhradou, Ze jakékoli druha skupina R? je nahrazena vy$e uvedenou skupinou.

(Je dale nutno zdiiraznit, Ze ma-li -L— vy$e uvedeny vzorec (e) nebo (f), ma kruhovy systém, na
n&jz je vazana dvojna vazba, resonan¢ni systém odpovidajici

V

v kruhu, na néjZ je vazana dvojna vazba.)

Hydro-monobenzoporfyriny, které vznikaji pfimo vySe popsanou Diels—-Alderovou reakci,
mohou byt izomerizovany na BPD sloudeniny vzorce 3 a 4 na obr. 5. Znazornéni slouCenin 3 a 4
na obr. 5 neukazuje relativni polohu exocyklické methylové skupiny (kruh A ve vzorci 3
a kruh B ve vzorci 4) vzhledem k substituentu R, Dostupné jsou oba izomery. Slougeniny vzorce
3 a 4 jsou pro zpisoby a piipravky podle vynalezu zvIast vyhodné.
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Diels—Alderovy produkty mohou byt dale selektivné redukovany ptisobenim vodiku v pfitom-
nosti katalyzétoru, jako je palladium na aktivnim uhli, za vzniku analogl s nasycenym kruhem,
znazornénych vzorci 5 a 6 na obr. 5, které odpovidaji pfisluSnym Diels—-Alderovym produktim
kruht A a B. Jak je vysvétleno vySe, je viak v praxi obvyklejsi provadét Diels—-Alderovu reakci
s olefinickou vychozi latkou misto obvyklé acetylenické vychozi latky za UCelem ziskéni vice
redukované formy vzniklého porfyrinového kruhového systému. Popis uvedeny vyse pro slouce-
niny vzorct 1 a 2, tykajici se derivatizace pfemé&nou zbylého vinylového substituentu RY a
s ohledem na variabilitu R’, se vztahuje také na sloudeniny vzorcd 3, 4, 5 a 6.

Vyhodn4 provedeni zelenych porfyrini podle vynalezu jsou ta, v nichz je Diels—-Alderiv produkt
podroben pfesmyku a &astend hydrolyzovan. Jesté vyhodnéjsi jsou slouceniny vzorci 3 a 4
(BPD), kde karbalkoxyskupiny v polohach R’ byly také hydrolyzovany nebo &astednd
hydrolyzovany. Sloueniny podle vynalezu, které obsahuji ~COOH mohou byt pfipraveny bud’

jako volna kyselina, nebo ve formé soli s organickymi nebo anorganickymi bazemi.

Obr. 6 znazorfiuje &tyfi zvIasts vyhodné sloudeniny podle vynalezu pokryté vzorci 3 a 4, které se
souhrnné oznaduji jako derivaty benzoporfyrinu, tj. BPD-DA, BPD-DB, BPD-MA a BPD-MB.
Jsou to hydrolyzované nebo &aste¢né hydrolyzované formy pfesmyknutych produkti vzorce 3
a 4, kde byla jedna nebo byly obé chranéné karboxylové skupiny R’ hydrolyzovany. Esterové
skupiny v R' a R? hydrolyzuji relativng pomalu, takZe konverze na formy znizornéné na obr. 6
probiha snadno. Nejvyhodn&jsi z téchto zelenych porfyrinovych slou€enin je BPD-MA.

Na obr. 6 je R*> -CH,CH,COOR?, kde R* se v jednotlivych sloudeninéch li§i. Konkrétnd
v BPD-DA jsou R' a R? karbalkoxy, R*je vodik a derivatizace je na kruhu A. BPD-DN je
odpovidajici sloudenina s derivatizaci v kruhu B. BPD-MA piedstavuje ¢asteéné hydrolyzovanou
formu BPD-DA a BPD-MB ¢&astené hydrolyzovanou formu BPD-DB. V téchto posledné
uvedenych sloudeninach je tedy R' a R? karbalkoxy, jedno R* je vodik a druhé R* je alkyl
(1-6C).

Slougeniny vzorci BPD-MA a BPD-MB mohou byt homogenni, kde je hydrolyzovan pouze
karbalkoxyethyl kruhu C nebo karbalkoxyethyl kruhu D, nebo se mize jednat o smési hydrolyza-
ti substituentt kruhti C a D. Ve zplsobech a pfipravcich podle vynélezu mohou byt kromé toho
pouZivany smési kterychkoli dvou nebo vice slou¢enin BPD-MA, -MB, -DA a -DB.

Je nutno upozornit, Z¢ mnohé ze sloudenin na obr. 5 obsahuji alespoti jedno centrum chirality
a tudiz mohou existovat jako optické izomery. Zplisob podle vynalezu mize pouZivat slouc¢enin
s obéma konfiguracemi na chiralnim uhliku, at’ jsou dodavany jako izolaty jediného stereoizome-
ru nebo jde o smési enantiomer a/nebo diastereomeri. Déleni smési diastereomerd mize
probihat jakymkoli konvenénim zpiisobem. Smési enantiomeri mohou byt déleny jakoukoli
obvyklou metodou, napiiklad reakci s opticky aktivnim pfipravkem a rozdélenim vzniklych
diastereomerd.

Dile je nutno upozornit, Ze reakénimi produkty mohou byt nerozdélené smési aduktd na kruhu A
a B, napiiklad smé&si slou€enin vzorcli 1 a 2 nebo 3 a 4 nebo 5 a 6. Ve zpiisobech a pfipravcich
podle vynéalezu mohou byt pouZivany jak rozdé€lené formy, napfiklad samotna slouenina vzorce
3 nebo 4, nebo jejich smési v jakémkoli pomé&ru.

Déle mohou byt pouzivany dimerni formy zeleného porfyrinu a dimerni nebo multimerni formy
kombinaci zeleny porfyrin/porfyrin za (i¢elem absorpce vétsiho mnoZstvi svétla na mol. Dimerni
a oligomerni slou¢eniny podle vynalezu mohou byt pfipravovéany s pouZitim analogickym reakci
jako v piipadé dimerizace a oligomerizace porfyrini jako takovych. Zelené porfyriny nebo
spojeni zeleny porfyrin/porfyrin mohou byt ziskavana pfimo nebo se mize provadét kondenzace
snaslednou Diels—Alderovou reakci jednoho nebo obou koncovych porfyrinti za dcelem
konverze na odpovidajici zelené porfyriny.
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Farmaceutické pripravky

Fotosenzibilizujici ¢inidlo podle vynalezu je nejéastéji formulovano do farmaceutického piiprav-
ku smichanim fotosenzibilizaéniho &inidla, typicky pii teploté okoli, vhodném pH a pozadova-
ném stupni &istoty, s jednim nebo vice fyziologicky pfijatelnymi nosici, tj. nosici, které jsou pro
pifjemce v pouzitych davkach a koncentracich netoxické. Vhodné piipravky jsou ty urcené pro
systémové nebo topické podavani, véetnd piipravkl pro injekce, transmukosélni aplikaci nebo
transdermalni aplikaci.

Piipraven podle vynalezu vyhodné zahrnuje asi 1 pg/ml aZ asi 2 mg/ml fotosenzibiliza¢niho
prosttedku v zavislosti priméarné na zpsobu podavani. Pro topickou aplikaci se vyhodné pouZiva
asi 0,1 aZ asi 2,0 mg/ml. Pro systémovou aplikaci, napfiklad intravenézni injekce, se koncentrace
fotosenzibilizaéniho prostiedku vyhodné pohybuje od asi 0,3 do asi 0,5 mg/ml.

Fotosenzibilizani prostfedek se vyhodné podava v kapalném, gelovém nebo Zelatin6znim pev-
ném farmaceutickém piipravku, bud’ samotny s vodou, nebo spolu s jinymi farmaceuticky pfija-
telnymi excipienty, jaké jsou popsany napiiklad v Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton Pennsylvania (ed. Gennaro, 1990). Je-li farmaceuticky pfipravek obsahu-
jici fotosenzibilizator kapalny, miiZe se jednat o suspenzi nebo emulzi. Casto jsou Zadouci zejmé-
na liposomaélni nebo lipofilni formulace. Fotosenzibiliza¢ni prostiedek podle vyndlezu miize byt
v liposomech zabudovan, nanesen na jejich povrchu nebo obéma zplisoby. Vhodné metody pro
ptipravu liposomit jsou znamy. Zabudovani zelenych porfyrinii v takovychto pfipraveich je
popsano napiiklad v patentu US 5 214 036 (Allison a spol.), vydaném 25. 5. 1993, a v patentu US
6 074 666 (Desai a spol.), vydaném 13. 6. 1995. Pokud se pouZivaji suspenze nebo emulze, jsou
vhodnymi excipienty voda, fyziologicky roztok, dextréza, glycerol apod. Tyto farmaceutické
piipravky mohou dale obsahovat mensi mnoZstvi netoxickych pomocnych latek, jako jsou
smadedla nebo emulgatory, antioxidanty, tlumice pH apod.

Hodnota pH p¥ipravku zavisi hlavné na konkrétnim pouZiti a koncentraci fotosenzibilizatoru, ale
vyhodné se pohybuje od asi 3 do asi 8. Vyhodné se fotosenzibilizator udrZzuje na neutralnim pH
(naptiklad asi 6,5 aZ asi 7,5), aby nedochézelo k jeho adhezi na nadoby, kam je ukladén, jak tomu
byva pii hodnotach pH piiblizujicich se fyziologické hlading, a aby byla zajiSténa aktivace
fotosenzibilizatoru. Vhodnym provedenim je tedy formulace fotosenzibilizitoru v roztoku
elektrolytu obsahujicim vyvéaZeny solny pufr o pH 6,5, ale bez fetlniho hovéziho séra (,,FBS®).
Diivodem vynechani FBS je jeho obsah antigennich slozek, které by mohly aktivizovat
zéndtlivou reakci. Pokud dojde k adhezi fotosenzibiliza¢niho prostfedku na nadoby, v nichz je
uchovavan farmaceuticky pfipravek jej obsahujici, je moZno popfipad€ piidavat vhodnou
neantigenni pfisadu, jako je lidsky sérovy albumin, v mnoZstvi, které neinterferuje s adhezi foto-
senzibilizaniho prostfedku na o$etfovanou poranénou tkar.

Fotosenzibilizadni prostfedek miize byt kombinovan s jednim nebo vice imunosupresivy pro
vztahuje na sloudeniny, které puisobi tak, Ze potladuji nebo maskuji reakce T-lymfocyti. Patfi
sem sloudeniny, které potlatuji produkci cytokinu, snizuji nebo potlaCuji expresi autoantigenii
nebo maskuji antigeny MHC.

Jako ptiklady je moZno uvést 2—amino—6-aryl-5-substituované pyrimidiny, azathioprin nebo
cyklofosfamid, bromokryptin, glutaraldehyd, antiidiotypické protildtky pro antigeny MHC,
cyklosporin A, jeden nebo nékolik steroidd, vyhodné kortikosteroidy a glukokortikosteroidy jako
je prednison, methyl prednisolon a dexamethason, protilatky proti interferonu gamma, protilatky
proti o faktoru tumorové nekrézy, protilatky proti  faktoru tumorové nekrézy, protilatky proti
interleukinu—2, protilatky proti cytokinovym receptorim, napiiklad anti—-IL-2 protilatky, hetero-
logni anti-lymfocytovy globulin, pan-T protilatky, vyhodné OKT-3 monoklonalni protilatky,
protilatky k CD4, streptokinaza, streptodornaza nebo RNA nebo DNA z hostitele.
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Toto imunosupresivum miZe dopliiovat nebo byt pouzivano v kombinaci ve stejném davkovani
jako fotosenzibilizalni prostfedek nebo ve snizeném davkovani, a miZe byt podavéno soucasné
nebo zvlast, systémové nebo lokélné. U&inné mnozstvi téchto dalich prostiedki je do znaéné
miry na terapeutické tivaze a zavisi na mnozstvi fotosenzibilizaéniho prostiedku pfitomného ve
formulaci, typu poranéni, typu imunosupresiva, mist¢ dodani, zpisobu aplikace, rezimu aplikace
a dalsich faktorech znamych odbornikiim. Nicméné je v§ak mnozstvi imunosupresiva vhodné pro
pouZiti podle vynalezu typicky nizsi nez mnozstvi obvykle doporu¢ované pro oSetfeni podobné
poranéné tkang.

Pouziva-li se imunosupresivum, miZe byt podavano do poranéné tkané jakymkoli vhodnym
zpiisobem v&etnd parenteralni aplikace, a je-li to Zadouci pro mistni imunosupresi, intra-
lesionalng, tj. topicky. Parenteralni infuse zahrnuje intramuskularni, intravenézni, intraarterialni,
intraperitonealni, subkutanni a subkonjunktivéalni aplikaci.

Ma-li se farmaceuticky pfipravek podle vynalezu aplikovan topicky, napfiklad ma-li byt natiran
na poranénou tkaf, miize byt vyhodné pouzit viskézni roztok, jako je gel, spiSe nez nevisk6zni
roztok. Tento gel miZe byt pfipraven napiiklad smisenim roztoku fotosenzibiliza¢niho
prostiedku s Zelatinadnim prostiedkem, jako je polysacharid, vyhodn€ ve vodé rozpustny
polysacharid, napiiklad kyselina hyaluronova, $kroby a derivaty celulézy (jako je methyl-
celuléza, hydroxyethylceluloza a karboxymethylceluléza). Je-li v gelové formulaci piitomen
polysacharid, je pfitomné mnoZzstvi obvykle v rozmezi asi 1 az 90 % hmotn., vyhodné asi 1 az 20
% hmotn. gelu. Pfiklady dalsich vhodnych polysacharidi pro tento el a stanoveni rozpustnosti
polysacharidi Ize nalézt v EP 267 017, zvefejnéném 11. 5. 1988.

Mezi vhodné povrchové aktivni latky patfi poloxamerové povrchové aktivni latky, které
predstavuji fadu molekul, tvofenych blokovymi kopolymery ethylenoxidu a propylenoxidu, bud’
samotné, nebo ve smési s fosfolipidem, jako je vajecny lecithin. Jinym piikladem emulze,
komeréng dostupné od Green Cross, je Fluosol-DA 20%, ktery obsahuje perfluordekalin
a perfluortripropylamin, emulgované poloxamerovou povrchové aktivni latkou Pluronic F-68.
Emulze perfluorovanych sloudenin a jejich t¢inky na savce jsou UpIn€ji popsiny v Bollands
a spol., J. Pharm. Pharmacol., 39:1021-24 (1987).

Farmaceuticky p¥ipravek podle vynélezu je vyhodné sterilni. Sterility se snadno dosahne sterilni
filtraci pfes membrany 0,2 pm. Po formulaci a sterilizaci nemusi byt ptipravek staly vici oxida-
tivni denaturaci. Pro skladovani jsou vSak vhodné lyofilizované formulace pro rekonstituci,
obsahujici BPD.

Zpusob uvadéni tkané do styku s fotosenzibilizatorem

Omezovani nebo prevence zanéti podle vynalezu se provadi relativn€ pfimocarym zpisobem
uvedenim poranéné tkan& (nebo tkang, kterd ma byt poranéna nebo u které dochézi k poranéni)
do styku s fotosenzibilizaénim prostfedkem za podminek, které umoziiuji vznik silné asociace
mezi fotosenzibilizaénim prostiedkem a cilovou tkani za soucasné minimalizace koncentrace
fotosenzibilizatoru, a pokud je to mozné, lokalizace oblasti kontaktu na cilovou poranénou tkan.

Jsou-li buiiky, které maji byt chranény, obsaZeny v Zivém neporanéném Zivo€ichovi, mize byt
fotosenzibilizator podavan lokalné nebo systémové. Pfitom mize byt aplikovéan injekéné, pokud
konkrétni provedeni injekce umoZiiuje rychlou clearanci fotosenzibilizatoru z organizmu. Alter-
nativné miZe byt fotosenzibilizator aplikovan topicky nebo enterdlné€, napiiklad natfenim nebo
nastiikanim na povrch oSetfované tkan€, nebo pomoci naplasti nebo implantati, které jsou
nejéastéji odstranitelné po skondeni pfedem stanovené kontaktni doby.

Jsou-li cilovou tkéni, kterda ma byt chranéna pied zandtem, choulostivé ofni tkang, dava se

prednost topické aplikaci, pfi které je povaha kontaktu s okem lokalizovana a zvétSuje tak bez-
pednostni faktor. Ve zvIast vyhodném provedeni se fotosenzibilizator aplikuje nastrojem podle
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vynalezu, ktery zahrnuje fotosenzibilizator a absorpéni aplikator. Absorpéni aplikator zahrnuje
jakykoli absorbujici material, ktery je sterilni nebo schopny sterilizace, ktery snadno uvoliiuje
fotosenzibilizator pfi styku s poranénymi tkanémi a ktery chemicky nereaguje s fotosenzibilizac-
nim prostiedkem. Piiklady vhodnych absorpénich aplikatori jsou houby a ohebné tkaniny
nepoustéjici vlas. Vyhodnym absorpénim aplikatorem je houba, naptiklad typu Weck cell. Pokud
se pouziva takovy aplikator, je vyhodné nasycen farmaceutickym pfipravkem podle vynélezu a
topicky aplikovan na cilové tkan& béhem nebo kratce po vyskytu poranéné, napiiklad béhem
chirurgického postupu.

Stupeti uvadéni do styku miZe probihat za riznych teplot pouze krom¢ téch, které jsou dost
vysoké, aby dochézelo k denaturaci nebo jinému poskozeni poranéné tkang, nebo dost nizké, aby
minimalizovaly pfijem fotosenzibilizatoru butikami. Vyhodné se kontaktni stupel provadi pii
teploté v rozmezi asi 5 aZ asi 40 °C, vyhodné asi 15 aZ asi 37 °C a zejména pfi teploté okoli.

Davkovani

V provedeni zplisobu podle vynalezu se subjektu v jedné nebo n€kolika ddvkéch podéava urcité
mnozstvi fotosenzibilizatoru nebo smési fotosenzibilizator. Fotosenzibiliza¢ni prostfedky podle
vynélezu se davkuji zpisobem konzistentnim s béZnou lékai'skou praxi, pfi¢emz se bere v ivahu
charakter zanétu, kterému se ma predchazet nebo ktery méa byt redukovan, biologicky druh
a zdravotni stav subjektu, pfitomnost jiného 1édiva v téle subjektu, istota a chemicka forma
fotosenzibilizatoru, zpiisob aplikace, oéekavana rychlost a stupeii absorpce a dalsi faktory, znamé
odbornikiim. Terapeuticky u¢inné mnozstvi fotosenzibilizatoru je mnoZstvi, které pii vystaveni
svétlu vyznamnym zplsobem 0¢inné omezuje proliferaci fibroblasti, a tak zlepSuje zanétlivou
odpovéd’ a neZadouci G&inky, které mohou se zanétem souviset, jako je zvySend vaskularita
a/nebo tvorba jizevnaté tkang.

Davka fotosenzibilizaéniho prostiedku se méni podle cilové tkéné, a podava-li se intraven6zné
nebo systémové, je omezena hmotnosti a optimalni hladinou v krvi subjektu. Vhodné systémové
mnoZstvi v davce je typicky mensi neZ asi 0,1 mg/kg télesné hmotnosti, vyhodné v rozmezi asi
0,25 az 0,75 mg/kg na davku a zejména asi 0,15 az asi 0,50 mg/kg na davku. Systémova davka
BPD jako fotosenzibilizatoru prekraduje 0,3 mg/kg pouze za neobvyklych okolnosti. Tato
davkovaci rozmezi je nutno povazovat za doporu¢ena a nikoli nutné jako omezujici, protoZe se
mohou také lisit individualni reakce jednotlivych subjekti.

V zavislosti na fotosenzibilizalnim prostiedku a zpisobu aplikace je mozno stanovit ekvivalentni
optimalni systémovou hladinu v krvi, ale je to obtizné, protoze fotosenzibilizitor vyhodn¢ velmi
rychle z organizmu mizi. MiiZe tedy byt dramaticky rozdil mezi koncentraci fotosenzibilizatoru
vkrvi v okamZiku injekce a koncentraci v dobé ozafeni svétlem. Napfiklad koncentrace BPD
v okamziku intravendzni injekce miiZe byt v rozmezi asi 1 az 10 mg/ml, zatimco v dobé€ vystave-
ni svétlu miZe byt pouze v rozmezi 0,5 az 0,05 pug/ml. Jde-li o topickou aplikaci, neni fotosenzi-
bilizator v krvi detekovatelny vibec.

Provadi-li se aplikace topicky nebo systémové, definuje se davka nejlépe pomoci koncentrace
piipravku a délky doby kontaktu s cilovou tkani. Utinné rozmezi koncentraci pro fotosenzibili-
zalni prostiedek je obecné asi 0,1 aZ asi 10 mg/ml, vyhodné asi 0,1 aZ asi 5 mg/ml a zejména si
0,25 az asi 2,0 mg/ml. Kontakt vyhodné zahrnuje naneseni ptipravku na jeden nebo vice povrchi
poranéné tkané s farmaceutickym pfipravkem podle vynalezu. Topicky kontakt s fotosenzibiliza-
torem probiha obecné alespoti po dobu 1 min, vyhodné pod 5 min a zejména asi 1 aZ 2 min. Doba
kontaktu zAvisi na takovych faktorech, jako je koncentrace fotosenzibilizadniho prostiedku
v ptipravku, oSetfovana tkar a konkrétni typ ptipravku.

Po ptedem stanovené dob& kontaktu s fotosenzibilizatorem se vyhodné z oblasti oSetfeni odstrani

piebytedny fotosenzibilizitor. Podava-li se fotosenzibilizator systémové, voli se tak, aby mél
nejen rychlé farmakokinetické charakteristiky, ale i schopnost rychlé clearance z organizmu.
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Podava-li se fotosenzibilizator topicky, odstrani se pfebytek vyhodné oplachnutim fyziologicky
piijatelnou chemicky inertni kapalinou, jako je fyziologicky roztok nebo BSS (;basic salt
solution), nebo vodou nebo jinym rozpoustédlem. Tento postup opét nelze povazovat vzhledem
k §iti jeho moznych variaci za omezujici.

Poté, co prob&hl kontakt poranéné tkané nebo tkané pied poranénim s pfipravkem obsahujicim
fotosenzibilizator podle vynalezu, se tkaii vystavi pisobeni svétla o vinové délce, kterou absor-
buje fotosenzibilizalni prostiedek a kterd vede k redukci nebo prevenci zan&tu. Zde pouZivany
vyraz ,nizkd diavka PDT“ se vztahuje na davku, ktera nezplsobuje zjevné poSkozeni bunék,
nekrézu nebo erythem, ale vykazuje pouze protizanétlivy ucinek. ProtoZe celkovéa davka PDT
zavisi na kombinaci davky fotosenzibilizaéniho prostiedku a ddvce svételného zafeni, miZe byt
nizkd davka PDT podavéna vkombinacich relativné vysokych davek fotosenzibilizatoru
a relativng nizkych davek svétla nebo naopak v kombinacich relativn€ nizkych davek fotosenzibi-
lizatoru a vysokych davek svétla. Posledng uvedenou kombinaci je také moZno ziskat podavanim
relativng vysoké davky fotosenzibilizatoru s neobvykle dlouhou ,,inkubacni* dobou pied ozéfe-
nim svétlem. Pro provedeni vynalezu jsou tedy vhodné rozmanité podminky, které vSechny
vedou k relativné nizké celkové davce PDT.

Podobné jsou vhodné rozmanité rizné kombinace davek fotosenzibilizdtoru, kontaktnich dob
a zptisobli podévani. Je viak mozno aplikovat nasledujici hruba pravidla. Kratka kontaktni doba
(méné neZ 1 h) s vysokou davkou fotosenzibilizatoru, napiiklad 2 mg/ml, aplikovanou topicky, je
obecné ekvivalentni nizké davce fotosenzibilizatoru, naptiklad 0,15 mg/kg, podavané intra-
vendzndé. Avsak odloZeni ozafovani na pozdé&jsi dobu, naptiklad vice nez 3 h, po podani
fotosenzibiliza&niho prostiedku miZe mit i po vysoké intravenézni davce fotosenzibilizatoru za
nasledek nizkou davku PDT, protoZe je-li fotosenzibilizator schopen rychlé clearance, mize byt
ve tkanich po tfech hodinach pfitomen jen ve velmi malém mnoZstvi.

Jako konkrétni ptiklady ,,nizké davky PDT“ je moZno uvést:

—  topickou aplikaci nebo lokalizovanou injekci méné neZ 2 mg/ml benzoporfyrinového
derivatu (,,BPD*) jako fotosenzibilizatoru, ktery se ponechd ve styku s cilovou tkani po
dobu mensi nez 10 min,

—  intravenézni aplikaci méné nez 0,15 mg/kg BPD s ozéafenim kdykoli po aplikaci BPD
nebo

—  intravendzni aplikaci 0,15 aZ 0,50 mg/kg BPD s ozafenim pod obé vice nez 6 h po
podani PBD

ve spojeni s ozafovanim za téchto podminek:

—  méné& nez 15 J/em® aplikovano v dobé 0 aZ 3 h po podéni fotosenzibilizatoru nebo
—  aZ 100 J/em® aplikovano pozd&ji nez 6 h po podéni fotosenzibilizatoru.

Béhem ozafovaciho stupné je moZno pouZit jakéhokoli zafeni, které je absorbovano fotosenzibili-
zatorem a které je vhodné pro pouZiti pro poranénou tkard, napfiklad asi 380 az asi 850 nm,
v zavislosti na fotosenzibilizatoru a na pozadované hloubce penetrace tkdn€, zejména asi 400 aZz
asi 700 nm. Pro obecné protizanétlivé aplikace je moZno pouzit svétlo ve viditelné Casti
elektromagnetického spektra, naptiklad Cervené svétlo, modré svétlo nebo i UVA zéfeni. Svétlo
o vinové délce niz3i nez 400 nm je piijatelné, ale nikoli vyhodné v disledku potencialné
Skodlivych G¢inkd UVA zafeni. Svétlo o vinové délce delsi neZ 700 nm je také piijatelné, ale
neni zvIa$t vyhodné proto, Ze je obtizné viditelné a tak téméf znemoZiluje visualni kontrolu
ozatovani, pro oéni aplikace se preferuje ervené svétlo, protoze eliminuje pfipadné potencidlné
$kodlivé uginky spektralniho rozmezi modrého svétla a UVA zéfeni na citlivou oni sitnici.

Piikladem zv14sté vyhodného postupu, pouZivaného b&hem filtraCni chirurgie, je:
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nasyceni houby vodnou disperzi liposomalniho BPD o koncentraci 2 mg/ml,
2. umisténi nasycené houby do styku s oSetfovanou tkdni na dobu 2 min,

odstranéni piebytku BPD oplachnutim hojnym mnoZstvim sterilniho fyziologického roztoku
nebo vyvazeného solného roztoku a

4. vystaveni tkang osetfené BPD svétlu asi 7 a7 12 Jent'.

V soudasnosti se zadny postup nejevi zadouci pro vsechny ptipady. Typické postupy vsak
zahrnuji bud’ jediné oSetieni, nebo pocatedni oSetfeni a dalsi 1 az 4 oSetfeni. Lokélni oSetfeni
topickou aplikaci fotosenzibilizatoru se mize opakovat kazdé 3 nebo 4 dny. Pfi systémové
aplikaci fotosenzibilizatoru je vSak mezi opakovanymi oSetfenimi obvykle rozestup asi tyden
nebo déle, aby se predeslo nezadoucim u¢inkim akumulace piebytecného fotosenzibiliztoru.

Ptiklady provedeni vynalezu

Pro ilustraci, aviak nikoli pro omezeni vynalezu, jsou uvedeny priklady provedeni.

Priklad 1
Davkovani svétla

Na oku u $esti normélnich kraliki byla provedena filtratni chirurgie. Houba Weck cell byla
nasycena vodnym roztokem fotosenzibilizujictho benzoporfyrinového derivatu — monokyseliny
kruhu A (BPD-MA, znidmy také jako ,BPD-verteporfin“) o koncentraci 2 mg/ml. B¢hem
chirurgického zdkroku byl BPD-MA pomoci houby Weck cell nanesen na 2 min topicky na
bélimu a spojivku v oblasti zakroku. Po vyplachnuti pfebytku 1é¢iva s pouZitim BSS byla bélima
i spojivka vystavena Servenému svétlu o vinové délce asi 690 nm, které bylo vydavano svétlo
emitujici diodou (,,LED*), umisténou ve vzdalenosti asi 1 cm od ozafované tkané. Kazdy ze Sesti
kralikt, pouZitych v tomto experimentu, obdrZel rozdilnou davku svétla, a to 0, 3, 6, 12, 18
a 24 J/em® po dobu 30 s az 4 min. OSetieni kralici byli sledovani 11 aZ 12 dni po zakroku a byla
zji$tovana vyska filtralniho valku, vaskularita vacku (indikace zdnétu) a snizeni nitrooEniho
tlaku (,,JOP*). Udaje ziskané 5. a 11. den jsou uvedeny v tabulce 1A, resp. 1B.

Tabulka 1A. Vysledky pilotniho BPD-MA pro davky svétla 5. den po operaci

kralik ¢. doba ozafovani  pokles IOP (mm Hg) vy$ka va€ku  vaskularita vacku
1 0 (bez BPD) 2-3 stfedni vaskulami
2 30s. minimalni mala vaskularni
3 1 min >20 maximalni avaskularni
4 2 min 20 maximalni avaskularni
5 3 min 2,5 malé vaskularni
6 4 min 0-4 mala az stiedni vaskularni

Tabulka 1B. Vysledky pilotniho BPD-MA pro déavky svétla 11. den po operaci

kralik &. doba ozafovani pokles TOP (mm Hg) vyska vaéku  vaskularita vacku
1 0 (bez BPD) 34 stedni vaskularni
2 30 s. 2,3 minimalni vaskularni
3 1 min >20 maximalni avaskularni
4 2 min >20 maximalni avaskularni
5 3 min 34 nizka vaskularni
6 4 min utracen — selhani vacku
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Vysledky ukazuji, ze preZiti filtraéniho vacku bylo nejdelsi u oéi osetfenych svétlem ve sttednim
rozsahu davek, tj. s relativné nizkymi davkami léCiva i svétla (,,nizkd davka PDT*). Z udaji
vyplyva, Ze je nutna uréita hladina PDT, vyssi davky jsou vSak obecné méné G¢inné nez niZsi.
Neo&ekavalo se, ¥e kombinace kratké inkubaéni doby s BPD a nizkou dévkou svétla 12 J/em’
ofetfené butiky pfili¥ poskodi. OgSetfeni nicméné mélo jednoznacny farmakologicky ucinek.
PieZiti vagku bylo spojeno s absenci zanétu, coz demonstruje avaskularita a bledé zbarveny
vadek.

Na druhé strang byla sniZena vyska vacku a velikost snizeného nitroo¢niho tlaku u pfili§ nizkych
nebo piili§ vysokych davkach svétla. Selhdni vacku bylo spojeno se zanétem.

Odpovidajici filtraéni vacky byly porovnany. U kontrolniho (neoSetfeného) vacku byla 3. den po
zékroku patrnd vaskularita. U vacku oSetfeného PDT byla 4 dny po zakroku pozorovana
minimalni vaskularita a velké zvySeni.

Piiklad 2
Doba aplikace PDT

Fotosenzibilizator pouZity v tomto pfikladu byl pfipraven nasledujicim zpiisobem: liposomalné
formulovany derivit benzoporfyrinu — monokyselina na kruhu A (BPD-MA (ili
BPD-verteporfin) byl dod4n z QLT PhotoTherapeutics, Inc., jako lyofilizovany prasek a byl
kratce pred pouZitim rekonstituovan sterilni destilovanou vodou. BPD byl rekonstituovén na
1,98 mg/ml a pouzit k nasyceni 3 mm odfezku houby Weck cell. V kontrolnich skupinach byla
houba nasycena zikladnim roztokem (,,BSS*).

Nulty den byla provedena filtratni chirurgie v plné tloustce na jednom néhodné vybraném oku
48 kralikd, rozdélenych do skupin po 12. NeoSetiené oko slouzilo u kazdého kralika jako
kontrola. Filtraéni postup byl proveden timto zpisobem: Kazdé zvife bylo anestetizovano smési
ketaminu a xylazinu. K oddgleni vitek bylo pouzito draténé spekulum. V hornim nasélnim nebo
hornim temporéalnim kvadrantu byl vytvofen spojivkovy lalok se zdkladnou v klenbé. Po jeho
vytvofeni byla na b&limu za limbus, kde mél byt vytvofen kanalek, umisténa houba Weck cell
nasycend BPD-MA (nebo BSS jako placebem). Pfes houbu byla pretazena spojivka. Houba tak
spodivala mezi spojivkou a b&limou a byla rovnéz po dobu 2 min v kontaktu s episklerou
a Tenonovym pouzdrem. Nastroje a rukavice byly pied vniknutim do oka rovnéz oplachnuty
a pro vstup do pfedni komory byl pouzit 1,0 mm trepan.

Spojivkova lalok pak byl upevnén k limbu s pouzitim dvou 7-0 vicrylovych $vii. Bezprostiedné
po zakroku byl kazdy kralik po dobu 2 min vystaven svétlu o vlnové délce 690 nm, pfi¢emZ byl
1 cm pied oko umistén svételny zdroj uvedeny v pfikladu 1 (Quantum Devices, Inc.). Byl pouZit
maximalni vykon svételného zdroje (100 W/cm®), ktery poskytl celkovou davku p¥iblizng 7,2 J.

Po chirurgickém zékroku pak byla do kaZdého oka vkapnuta jedna kapka tobramycinu. Po dobu
jednoho tydne po zakroku byl do obou o&i étyfikrat denné kapan tobramycin a prednisolon acetat.

Na kontrolni o&i byl subkonjunktivalng aplikovan stejny fotosenzibilizator a ozafovani jako u oci
chirurgicky oSetfenych, avSak bez vytvofeni kanalku. Kontrolni oko bylo pouZzito k testovéni
toxicity a jako zdklad pro zji§téni poklesu IOP v oku chirurgicky oSetfeném. Doba, kdy byl
aplikovan BPD-MA, se ménila nésledujicim zpiisobem:
Skupina 1: b&hem zakroku oetieni placebem

48 h po zékroku oSetfeni placebem

Skupina 2: béhem zakroku oSetfeni BPD
48 h po zékroku oSetfeni placebem
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Skupina 3: b&hem zikroku oSetfeni placebem
48 h po zakroku oSetieni BPD

Skupina 4: b&hem zakroku oSetfeni BPD
48 h po zékroku oSetieni BPD

Osetieni BPD 48 h po zakroku spoivalo v aplikaci 3 mm sefiznutého konce houby Weck cell,
nasycené vodnym roztokem BPD-MA 2 mg/ml (nebo placebem), polozené na dobu 2 min na
spojivku nad filtraénim va¢kem, oplachnuti piebyteéného fotosenzibilizatoru a vystaveni na dobu
1 min &ervenému LED svétlu o vinové délce 688 nm.

V nulty a kazdy druhy den po operaci byli krélici vySetfovani biomikroskopicky se Stérbinovou
lampou a byla zjisfovana velikost filtraéniho vacku, vyska filtraéniho vaCku, erythem spojivky
nad vatkem, zarudnuti dutiny ptedni komory a hloubka piedni komory. IOP byl méfen v lokalni
anestesii aplanaénim tonometrem. Bylo rovn&Z provedeno hodnoceni subjektivniho diskomfortu
na zakladé zjistovani zvyki zvitete p¥i odpo&inku a jidle podle nésledujici stupnice:

0: normalni chovani

1: potiasani hlavou, naklanéni hlavy, Silhani oCima
2: sahani packou do oka

3: piisobeni $kody/sebeposkozovani (drapy)

Preziti va&ku bylo hodnoceno podle rozsahu a vysky vaéku a podle IOP ve srovnéni s kontrolnim
okem. Stupeii zanétlivé odpov&di byl stanoven podle erythemu nad filtratnim vackem
a hodnocen stupnici 0-3. Kralici byli utraceni, bylo zaznamenano selhani vacku, tj. kdyz byl
nitrooéni tlak v chirurgicky oSetfeném oku stejny jako v kontrolnim oku a filtraéni vacek byl
plochy.

Graf na obr. 1 znazoriiuje procento preZiti filtratnich vackl u kralikd v kazdé ze &tyf skupin
hodnocenych v této studii. St¥edni doba pteZiti (+ standardni odchylka) byla:

Skupina 1: 10,3 £ 8 dni
Skupina 2: 23,8 + 12 dni
Skupina 3: 10,1 £ 9 dni
Skupina 4: 23,2 + 8 dni

Statisticky rozdil byl pozorovan mezi vét$inou skupin (P < 0,001), ale nikoli mezi skupinami 2
a4 (P < 0,005). O3etieni BDP a svétlem béhem zdkroku (skupiny 2 a 4) mélo za nasledek
prodlouZenou Zivotnost valku v porovnani s kontrolou s placebem (skupina 1) nebo s oSetfenim
aZ 48 h po zakroku (skupina 3). Nezdalo se, Ze by druhé oSetfeni BPD a svétlem po 48 h (skupina
4) mélo n&jaky ucinek navic. K hodnoceni rozdili v dobé Zivotnosti filtratnich vacki mezi
skupinami byl pouZit Kruskal-Wallisiiv test pro neparametrickou analyzu.

IOP byl hodnocen testem ANOVA a byl pozorovan trend k niz§imu IOP, pokud byl BPD
podavan béhem operace (P = 0,057). V disledku problémii stonometrem pfi méfeni [OP
u kralika viak byly nejspolehliv&j§imi parametry rozsah (obr. 2) a vySka (obr. 3) vacku, které oba
demonstruji 0&innost o3etfeni nizkymi davkami PDT b&hem chirurgického zdkroku. Méfeni
erythemu nad vackem (znazornéno na obr. 4) demonstruje vy3si zanétlivou reakci ve skupinach
1 a 3, u nichz doslo k selhani vatku kratce po zakroku. Na obr. 2, 3 a 4 byl mezi skupinami
pozorovan statisticky rozdil (P 0,001). Vyska a rozsah vacku, stejn€ jako dal3i charakteristicky
$térbinové lampy, byly analyzovany statistikou metodou chi &tvercii (,,chisquare®). Nepiiznivé
ptipady byly rovn&z analyzovany touto metodou. Pomoci modelu Coxova proporcionalniho
hazardu byly stanoveny ty parametry, které nejpfesnéji pfedpovidaly pieZiti filtratniho vacku

kazdy den vySetieni.
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V porovnani s diivéj$imi studiemi na kralicich, zabyvajicimi se pfidavnou medikaci pro
trabekulektomii, a které jsou shrnuty v tabulce 2, vysledky ukézaly, Ze BPD prodluZuje pieziti
filtra¢niho vagku oproti normalni kontrole, Ara—A a 5—fluorouracilu.

Tabulka 2

bez 1é6iva

5—fluorouracil

Bleomycin

Mitomycin—C

Ara—A

pieziti filtraéniho vacku
antifibroticka terapie (stfed dny + SD [rozmezi] ~dokumenty

12,6 + 6,2 (6-23,2)

19,5 + 5,5 (14-25)

25,5 + 14,5 (21-50)

34,8 + 28,8 (6-23,2)

152+1,8
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Study in the Rabbit“, Opthalmic Surg., 17:
796-801 (1986); Khaw a spol., ,,Effects of
Inoperative 5—Fluorouracil or mitomycin C
on Glaucoma Filtration Surgery in the
Rabbit“, Opthalmology 100: 367-72 (1993);
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Vysledky dale ukazaly, ze BPS prodluzuje Zivotnost filtratniho vacku u kraliki o vice nez
u nékterych kralikd, jimZ byl podavan mitomycin C. Stfedni doba preZiti ve studiich s Mitomyci-
nem C byla del3i, coz je konzistentni s hypotézou, ze PDT klinicky pravdépodobné zpisobuje
mensi nadmérnou filtraci neZ mitomycin C, ale ma podobné snadnou aplikaci s vétsi bezpe€nosti.

Ziskané udaje jasn& ukazuji, Ze deldi pfeziti vacku je spojeno s minimalnim nebo Zadnym
erythemem a tudiZ s omezenim zanétlivé reakce. Vyplyva z nich dale, Ze oSetfeni pomoci BPD
a svétla v relativné nizkém rozmezi davek zamezuje vyvoj zanétu, zejména aplikuje-li se béhem
zékroku.

Nepiiznivé vysledky byly nepodetné a netykaly se konkrétné pouZziti fotosenzibilizatoru.
Fibrinova zitka béhem prvnich &tyf dni byla pozorovéna u Sesti kralikd, z nichZ tfi byli ze
skupiny 2 a t¥i ze skupiny 3. V kazdém piipadé se fibrin do konce prvniho tydne rozpustil bez
nasledkt. Jeden kralik uhynul nulty den, coZ bylo zifejmé zpiisobeno komplikacemi pfi anestesii.
Jiné netispésné pripady nebyly zaznamenany.

Sedmy den byl utracen jeden kralik z kazdé skupiny a po selhani vacku dva kralici z kazdé
skupiny za i¢elem histologickych testil a analyzy transmisni elektronovou mikroskopii (,, TEM*).
Histologické hodnoceni bylo provedeno poté, co byly o€i usmrceného zvifete nejprve promyty
neutralnim roztokem formalinu s 10 % pufru. O&i byly zpracovany, roziezany a barveny
hematoxylinem a eosinem stejné jako Massonovym trichromem. Vzorky byly hodnoceny jako
maskované a nezavislym pozorovatelem.

P¥i transmisni elektronové mikroskopii byly tkafiové vzorky fixovany v 2,5% glutaraldehydu,
tlumeném 0,1 M kakodylatem s obsahem 7 % sachar6zy. Nasledna fixace byla provadéna 1 h 2%
oxidem osmitelym, nadeZ byla tkai dehydratovana stoupajici koncentraci alkoholu do 100%
ethanolu. Tkatiové bloky 2x5mm byly nasidknuty katalyzovanou epoxypryskyiici. Byly
zhotoveny tlusté fezy (0,5 um), barveny toluidinovou modfi a pfislusné oblasti byly urovany
své&tlou mikroskopii. Pak byly zhotoveny tenké fezy (80 nm), vybrany na médénou sitku a pro
TEm mikroskopii barveny uranylacettem a citrdtem olovnatym. Ke zkoumani téchto fezi byl
pouZit transmisni elektronovy mikroskop Hitachi H7000.

Svételna mikroskopie, provadéna 7. den po operaci na filtraénich véa&eich, které byly pfi zakroku
oSetiovany BPD a nikoli placebem, ukazala, Ze u kraliku, ktefi dostavali placebo v nulty 1 druhy
den, byly pfitomny fibroblasty a mirna lymfocytova reakce. Kromé toho 7. den vykazaly tyto oci
uréitou vaskularni proliferaci a nové ukladani kolagenu.

Naproti tomu kralici, ktera dostali BPD jen druhy den (skupina 3), vykazovali krom¢ fibroblasti
zvétSené lymfatické kanalky, ale Zadnou vaskularni proliferaci. U obou oi, které dostavaly pfi
zékroku BPD, byla u filtraéniho va¢ku zaznamenana mirnd lymfocytova reakce. Nebyly vSak
zaznamenany Z4adné fibroblasty, vzrist vaskularity nebo priristek lymfocytickych kanalki. Na
konci studie (tfi tydni po operaci) bylo u o¢nich kanélkd, které byly oSetfeny BPD, zaznamenano
pouze malo lymfocytd a Zadna proliferace cév vkanalku.

Ve skupinach 2 a 4 byl jak 7. den, tak pfi utraceni pozorovan ztencely epitel. M4 se v3ak za to, Ze
se jedna o dusledek zvySeného vacku a stim spojeného pieruseni slzného filmu spiSe nez
o toxicky ucinek osetieni BPD.

U kontrolniho oka nebyl pii vySetieni pfedniho segmentu zaznamenén rozdil mezi okem oSetre-
nym placebem a PBD, coZ klinicky demonstruje absenci toxicity u zplisobu nebo pfipravku podle
vyndlezu (P > 0,05). Histologické a transmisni elektronové mikroskopické vySetieni navic nepro-
kazalo toxicitu nebo zanét mimo misto filtrace ani v operovaném ani v kontrolnim oku. Nebyly
tedy klinicky, histologicky ani mikroskopicky pozorovana toxicita v diisledku BPD.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti fotosenzibilizaéniho prostiedku pro vyrobu Ié¢iva pro omezeni nebo prevenci G¢inku
zénétu vznikajiciho v poranéné tkani uvedenim poranéné tkané nebo tkané pied poskozenim do
kontaktu s fotosenzibilizaénim prostfedkem a vystavenim tkan¢€ svétlu o vinové délce absorbova-
né fotosenzibilizaénim prostfedkem.

2. Pouziti podle naroku 1, pfiéemz 1é¢ivo je upraveno pro oSetiovéani oéni tkané.

3. Pouziti podle naroku 1, kde lé¢ivo zahrnuje jako fotosenzibilizaéni prostfedek jednu nebo
vice mnohydrobenzoporfyrinovych sloucenin.

4. Pouziti podle naroku 1, pfiCemz lé¢iva zahrnuje jako fotosenzibilizaCni prostfedek benzo-
porfyrinovy derivat vzorce BPD-MA

(BPD-MA).

5. Pouziti podle naroku 1, kde 1é¢ivo je upraveno pro topickou aplikaci.

6. Pouziti podle naroku 5, kde 1é€ivo je upraveno pro aplikaci ve formé roztoku fotosenzibili-
za&niho prostiedku o koncentraci 2 mg/ml nebo nizsi.

7. Pouziti podle naroku 5, kde 1é¢ivo je upraveno pro aplikaci uvedenim do styku s houbou
nasaklou lé¢ivem.

8. Pouziti podle naroku 5, kde 1é€ivo je upraveno pro uvadéni do styku s poranénou tkani po
dobu krat$i nez 5 min.

9. Poutziti podle naroku 1, kde 1é¢ivo je upraveno pro systémovou aplikaci.
10. Pouziti podle naroku 9, kde 1é¢ivo je upraveno pro aplikaci v davce nizsi nez 0,30 mg/kg.

11. Pouziti podle naroku 1, kde ptebyteény fotosenzibilizatni prostiedek je odstranén po styku
s poranénou tkani.

12. Pouziti podle naroku 11, kde pfebyteny fotosenzibiliza¢ni prostiedek je odstranén sterilnim
fyziologickym nebo vyvazenym solnym roztokem.

13. Pouziti podle naroku 1, kde alespoii ¢ast vinové délky svétla je v oblasti viditelného elektro-
magnetického spekitra.
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14. Pouziti podle naroku 1, kde 1éCivo je upraveno pro vystaveni zafeni v davce niZ$i nez
100 J/em’.

15. Pouziti podle naroku 1, kde 1é¢ivo je upraveno pro vystaveni zafeni po dobu az 3 hodin
v davee nizsi nez 15 J/em’.

16. Pouziti podle naroku 15, kde 1é¢ivo je upraveno pro vystaveni zafeni v davce nizsi nez 7 az
12 J/m’.

17. Pouziti podle naroku 1, kde 1éivo je upraveno pro vystaveni zafeni po dobu vétSi nez
6 hodin v dévce 15 az 100 J/cm’.

6 vykresii
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