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SOUHRN:

Princip fotodynamické terapie (PDT) spocivd v interakci mezi svétlem urcité vinové
délky a molekulou fotosenzibilizujici 14tky, selektivné vychytdvanou nddorovymi butika-
mi. Vysledkem této interakce je tvorba singletniho kysliku a jinych toxickych radikald,
které zplsobuji destrukci nadorovych bunék. Zasadni roli hraje volba optimalniho foto-
senzibilizatoru. V nasi praci hodnotime fototoxicky ucinek syntetického porfyrinu TPPS,
[meso-tetra (4-sulfonatophenyl) porphine] na bunky lidského urotelidinitho nadoru
(J82) a na benignf urotelidln{ buriky (UROtsa) in vitro. Fototoxicita stoupala u bunék J82
se zvysujicf se koncentraci TPPS, az do 50 ug/ml, pficemz inkubace s 50 ug/ml TPPS,
ndsledovand ozarenim ddvkou 100 J/cm’ méla za ndsledek redukei poctu Zivych bunék
na 6 % hodnoty kontroly. Nejvyssiho ucinku PDT bylo dosazeno ozadfenim vinovou dél-
kou 645 nm, kterd byla pti ddvce zareni 50 J/cm? o 36 % ucinngjsi (P < 0,001) nez
635 nm a o 32 % nez 655 nm (P < 0,001). Pri pouziti koncentrace TPPS, 50 pg/ml
a dévky zadteni 50 J/cm’ byla PDT o 33,9 % ucinngjsi u malignich bunék J82 nez
u benignich bunék UROtsa (P < 0,001).

SUMMARY:

EVALUATION OF PHOTODYNAMIC EFFECT OF SYNTHETIC PORPHINE TPPS,
[MESO-TETRA (4-SULFONATOPHENYL) PORPHINE] ON THE HUMAN BLADDER
TUMOUR CELLS IN VITRO

The principle of photodynamic therapy (PDT) is an interaction between the light of
certain wave lenght and the molecule of the photosensibilizating substance which is
selectively uptaked by tumour cells. The result of this interaction are singlent oxygen
and other toxic radicals causing destruction of tumour cells. Choice of optimal photo-
sensibilizating substance plays the basic role. In vitro phototoxic effect of synthetic por-
phine TPPS, [meso-tetra (4-sulfonatophenyl) porphine] on the human urothelial
tumour cells (J82) and benign urotelial cells (UROtsa) is evaluated in our study.
Reduction of number of living cells to 6% of control value was a result of the incuba-
tion with 50mg/ml of TPPS, followed by irradiation dose 100 J/cm’ and the higher
concentration of TPPS, up to 50mg/ml, the higher phototoxicity on J82 cells. The best
effect of PDT was obtained by irradiation of 645 nm wave lenght, which was with dose
of 50mg/ml 36% more effective (P<0,001) than 635 nm and 32% more effective than
655 nm (P<0,001). PDT using TPPS4 concentration 50mg/ml and irradiation dose
50 J/cm’ was 33,9% more effective on malignant cells J82 than on benign cells UROtsa
(P<0,001).
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UvoD:

Cilem onkologické 1écby je toxické postizeni nddorovych bunék
pti soucasném minimdlnim poSkozeni zdravych tkdni.
Nedostatecnd selektivita standardnich druhti 1écby, chemotera-pie
a aktinoterapie, nds casto nutf k redukci ddvek, coZz ma za ndsledek
snizeni protinddorového ucinku. Jednou z metod, ktera slibuje vétsi
selektivitu ucinku a kterd si postupné hleda cestu do rutinni praxe,
je fotodynamicka terapie (PDT). Princip spocivd v interakci mezi
svétlem urcité vinové délky a molekulou fotosenzibilizujici ldtky
selektivné vychytdvanou nddorovymi burikami. Vysledkem této
interakce je tvorba singletniho kysliku a jinych toxickych radikald,
které zplisobuji destrukci nddorovych bunék [1].

Fotodynamickd terapie je zatim metodou experimentalni
s fadou nedotesenych problémd. Jednim z nich je identifikace
optimalntho fotosenzibilizdtoru. Takovd ldtka musi byt sama
0 sobé netoxickd, musi byt selektivné vychytdvana nddorovymi
bunkami a po ozateni svétlem zpUsobovat dostatecny toxicky
efekt. K témto zdsadnim pozadavkim pristupuji i dalsi, mezi které
patti v neposledni fadé i snadna priprava a financni dostupnost.

V experimentech i klinické praxi je v soucasné dobé k PDT
pouzivan prevadzné prepardt Photofrin IIR (Johnson and Johnson,
USA). Jednd se o smés derivatd hematoporfyrini ziskanych izolaci
z biologickych materidld. Nevyhodou tohoto preparatu je neptes-
né definovand chemicka struktura, vysokd cena a hlavné netplnd
selektivita jeho akumulace v nadorové tkani [2].

Meso-tetra (4-sulfonatophenyl) porphine (TPPS,) je synteticky
porfyrin, jehoz wvyuziti k PDT bylo poprvé uvazovdno
Winkelmanem jiz v roce 1962 [3]. Jde o ldtku, kterou lze vyrobit
synteticky v libovolném mnoZstvi s podstatné mensimi financnimi
néklady, nez jsou nutné k ptipravé Photofrinu IIR [1]. Vyhodou
TPPS, je jeho chemicky presné definovana struktura a vyborna roz-
pustnost ve vodé teoreticky umoznujici parenterdlni aplikaci.
Winkelman ve své prdci prokdzal vysokou koncentraci této latky
v tkdni tumoru u krys s Walkerovym sarkomem [3], pficem?Z tyto
nadéjné vysledky byly pozdéji potvrzeny i jinymi autory [4, 5].
Rozpaky pfinesly prace poukazujici na moznou neurotoxicitu
TPPS,, které vedly ke snizeni zajmu o jeho studium [6, 7]. V nasi
studii jsme pouzili TPPS, pripravovany postupem dle Busbyho [8],
ovsem v modifikaci popsanou Jirsou a Kakdcem [9]. Tato modi-
fikace je na rozdil od klasického postupu na zdvér doplnéna
o chromatografii na Sephadexu, coz umoziiuje dosaZeni vetsi Cis-
toty vysledné substance. S timto Cisténym preparatem byly prove-
deny toxikologické studie, které prokazaly minimdlni neurotoxicitu
[10]. Vzhledem k témto skuteCnostem a k priznivym vysledkiim
PDT pomoci TPPS, u koznich malignit [11] se domnivdme, Ze je
tfeba této substanci naddle vénovat pozornost.

V nasi prdci jsme pouZili in vitro model umoznujici studium
PDT u bunék urotelidlniho nadoru mocového méchyre za presné
definovanych a reprodukovatelnych podminek. Cilem bylo posou-
dit toxicitu samotné substance, stanovit nejucinnéjsi koncentraci
TPPS,, vlnovou délku a ddvku pouzitého zdfeni pti PDT
a v neposledni tadé zhodnotit rozdil ucinku PDT na maligni
a benigni bunécnou linii.

METODIKA:
Bunécné linie a pfiprava experimentu

Ke studiu ucinku syntetického porfyrinu TPPS, jsme zvolili dvé
lidské bunécné linie. Zatimco bunécna linie J82 byla odvozena od

Spatné diferencovaného urotelidlntho nadoru [12], byly burnky
UROtsa pripraveny z normaln{ urotelidlni vystelky lidského ureteru
a svymi vlastnostmi se proto blizi benigni tkdni [13]. Jako kulti-
vacni médium jsme u obou bunécnych kment pouzili roztok RPMI
1640 bez fenolové cervené (Biochrom, Berlin, BRD), ktery byl obo-
hacen tepelné inaktivovanym fetdlnim bovinnim sérem (50 ml do
500 ml média), 1 mM pyruvdtu sodného, 4 mM L-glutaminu,
100 pg/ml streptomycinu, 100 jednotkami/ml penicilinu a 0,25
pg/ml amphotericinu B (vSe Gibco/BRL, Eggenstein, BRD).

Buriky byly béhem experimentu uchovadvdny v inkubdtoru
v atmosféte vzniklé kombinaci CO, a vzduchu v poméru 5 %/95 %,
pti teploté 37 °C a témét 100% vlhkosti.

K pokusim jsme pouzili mikrotitracni desticky s 96 jamkami
(Microtiterplate). Buniky byly pipetovany do prislusnych jamek
desticky tak, aby v kazdé jamce bylo na pocatku experimentu
10.000 Zivych bunék. Po priddni média do kazdé jamky jsme
umistili desticku na 24 hodin do inkubdtoru. Po skonceni tohoto
intervalu, ktery umoznil bunikdm adherovat ke spoding, byly
ploténky pripraveny k zahdjen{ experimentu.

Pf{prava roztoku TPPS, a provedeni inkubace

K ptipravé TPPS, byl pouzit postup dle Busbyho [8], ovsem
v modifikaci popsanou Jirsou a Kakacem [9]. K experimentim byl
TPPS, rozpustén primo v kultivacnim médiu. Takto pripraveny zak-
ladn{ roztok o vysoké koncentraci byl rozdélen na mensi casti
a uskladnén v tmavém prostredi pri -20 °C. Jeho jednotlivé &asti
byly rozmraZeny tésné pred zahdjenim kazdého pokusu a zfedény
médiem na ptisluSnou koncentraci.

Inkubaci s TPPS, jsme zahdjili 24 hodin po umisténi bunék do
ptislusnych jamek desticky. Odséli jsme stavajici médium tak, aby
nebyla poskozena bunécnd vrstva na spoding, a okamzité pti-
pipetovali 100 pl média s ptislusnou koncentract TPPS,. Desticky
byly na dobu inkubace umistény zpét do inkubdtoru.

Ozareni

Jako zdroj laserovych paprskil byl pouzit argonovym laserem
stimulovany barvivovy laser (Ag-dye laser - Lambda Plus, Cohe-
rent, Dieburg, SRN) emitujici paprsky o volitelné vinové délce
v oblasti 610 az 675 nm. Vlastni ozareni bunécnych linii rostou-
cich v jamkéch mikrotitracni desticky probéhlo ve specidlnim oza-
fovacim boxu vytvoreném k témto ucelim ve vyzkumném centru
Urologické kliniky LMU v Mnichové [14]. Pro vSechny pokusy jsme
zvolili konstantni hustotu vykonu 80 mW/cm?, vinovou délku
a davku zéfen{ jsme ménili dle typu experimentu.

Na dobu ozarovani bylo kultiva¢ni médium v jamkach obsa-
hujicich buriky nahrazeno Hankovym pufrem, ktery je bezbarvy,
fotodynamicky inertn{ a nebrani tak priniku laserovych paprska.

Po ukoncen{ inkubace jsme odsdli médium s TPPS,, buriky
dvakrdt promyli Hankovym pufrem a ihned zahdjili ozafovani. Po
vyjmuti ploténky z ozafovactho boxu jsme pufr odsdli a do kazdé
jamky obsahujici bunky pipetovali ptesné 200 pl kultivacniho
média (tento objem je nutny pro ndsledné provedeni MTT testu).

V pokusech, kdy jsme hodnotili toxicky efekt TPPS, bez ndsled-
ného ozdreni (tzv. ,dark toxicity"), jsme odsdli po ukonceni
inkubace médium s TPPS,, jamky obsahujici buriky proplédchli
médiem a do kazdé z nich pipetovali presné 200 pl kultivacniho
média.
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Vyhodnoceni vysledku, MTT esej

K posouzeni fototoxického ucinku, respektive toxického ucinku
samotného TPPS, nebo samotného zdteni, byla pouZita kolorimet-
rickd MTT esej [15]. Princip metody spocivéd v enzymatické redukci
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromidu
(MTT, Sigma, Deisenhofen, SRN), ktery je ve vodé rozpustny, na
nerozpustny a tmave fialové zbarveny farmazan. Tato reakce
vznika pasobenim mitochondridlnich dehydrogendz a dochazi k ni
pouze v Zijicich, metabolicky aktivnich burnkdch. Intenzita fialového
zbarven{ je pfimo umérnd poctu Zivych bunék a jeji hodnota je
objektivizovdna stanovenim absorpce ve vlnové délce 540 nm
(méfeno pomoci ,Emax microplate reader”, Molecular Devices,
Menlo Park, USA).

Vitalitu bunék jsme hodnotili 24 hodin po ozdreni (u fototo-
xickych experimentl) nebo 24 hodin po ukonceni inkubace
u pokusti hodnoticich toxicitu samotného TPPS4.

Vyjédreni vysledku fototoxickych experimentti

Vzhledem k tomu, Ze ozatovaci box je schopen soucasné ozdrit
6 jamek desticky, je mozné na jedné desticce volit 6 situaci, z nichz
kazdd je ekrdt opakovédna. Ctyfi pole po 6 jamkédch predstavuiji
riizné srovndvané experimentalni podminky, naptiklad réizné kon-
centrace hodnoceného fotosenzibilizdtoru, rlzné davky zareni
a podobné. Dalsich 6 jamek slouzi jako kontrola (bunky inkubo-
vané s TPPS,, ale neozatované) a poslednich 6 jako slepé pole
(nelécené bunky v kultivatnim médiu, ke kterym bylo priddno
MTT tésné pred mérenim). Optickd hustota (tedy vyse absorpce)
kazdé jamky s experimentdlni situaci (OHe,,) je vyjddrena ve
vztahu k optické hustoté kontroly (OH, ). Pri kazdém meérent je
odeCtena absorpce pozadi (OHp,,) zpiisobend bunéénym mate-
ridlem a pridanymi substancemi, k ¢emuz slouzi jiz dfive zminéné
slepé pole.

Primeérnd optickd hustota ze Sesti méten{ v kazdém experi-
mentdlnim poli odpovidd mitochondridlni aktivité a vitalité¢ bunék
a je vyjadrena v procentech optické hustoty kontroly:

OH - OH

exp poz

OH (%) = x 100.

OHkontr - OHpoz

Cil prace a hodnocené parametry

Hlavnim cflem prdce bylo definovat situaci, pti které dosahuje
fotodynamicka terapie pomoci TPPS, nejlepsich vysledkd.
Postupné jsme proto ménili jednotlivé sledované parametry tak,
abychom nalezli nejucinnéjsi vinovou délku laserovych paprsk,
nejucinnéjsi davku zareni, optimalni koncentraci TPPS, a optimal-
ni délku inkubace s touto substanci.

Srovndn{ fototoxického ucinku na maligni (J82) a benigni
(UROtsa) bunécnou linii bylo hodnoceno pfi riiznych koncentra-
cich TPPS, (10 - 75 pg/ml) a stoupajici ddvce zateni (15 - 100 J/cm?).
V téchto experimentech byla zvolena konstantni a nejucinnéjsi
vinovd délka (645 nm) a doba inkubace s TPPS, (18 hodin).

Vyhodnocent a statistické zpracovani vysledki
Kazdy jednotlivy experiment byl opakovdn nejméné dvakrdt

a prezentované vysledky jsou tedy vysledné hodnoty nejméné dvou
nezavislych experimentl (kazdy v 6 kopiich).

Statisticka vyznamnost rozdilu vyslednych optickych hustot
v jednotlivych experimentech byla hodnocena pomoci Kruskalova
- Wallisova H testu (SPSS 8.0, SPSS, Chicago, 111]). v situacich, kdy
bylo tfeba srovnat vysledky vice nez dvou experimentd.
K porovndni vysledki u dvou rozdilné 1é¢enych bunécnych kultur byl
pouZit Mann - Whitney U test ze stejného souboru. Rozdily byly
povazovény za statisticky vyznamné pti hodnotdch P < 0,05.

VYSLEDKY:
Toxicita TPPS, bez nasledného ozétent (tzv.,dark toxicity")

K posouzeni toxicity TPPS4 bez ndsledné expozice svétla jsme
hodnotili procentudlni preziti bunék UROtsa i J82 inkubovanych
18 hodin se stoupajicimi koncentracemi TPPS,. Ani u jedné
bunécné linie jsme nezaznamenali signifikantni toxicitu v koncen-
tracich pouzivanych k fototoxickym experimentim (obr. 1).
V pripadé kmene J82 byla LD10 (koncentrace vedouci k usmrceni
10 % bunék) dosazena pti koncentraci 136 pg/ml a i maximalni
koncentrace 2 000 pg/ml redukovala pocet Zivych bunék pouze na
55 % hodnoty kontroly.

Hodnoty LD10 proUROtsa buriky bylo dosaZzeno pfi koncen-
traci 306 pg/ml a maximdlni koncentrace vedla k redukci mito-
chondridlni aktivity na 24 % kontroly.

Toxicky dcinek samotného svétla

K vyloucen{ toxického ucinku samotného laseru jsme hodnotili
vitalitu bunék 24 hodin po ozareni ddvkami pouzitymi pti fototo-
xickych experimentech (15, 25, 50 a 100 J/cm?) pti vinové délce
645 nm bez predchozi inkubace s TPPS4. U zddného
z bunéénych kmend jsme nezaznamenali toxicky dcinek samot-
ného zateni (konkrétni data nejsou uvedena).

Optimdlni vinova délka

K definici optimdln{ vinové délky jsme pouzili buriky J82, které
jsme inkubovali 18 hodin s TPPS4 v koncentraci 50 pg/ml a nésled-
né ozatovali barvivovym laserem pti vinovych délkdch mezi 625
a 665 nm.

Na zakladé hodnoceni pomoci MTT eseje 24 hodin po ukonceni
ozateni bylo dosazeno nejvyssi fototoxicity ucinkem iradiace ve
vlnové délce 645 nm. Vinova délka 645 nm byla pti ddvce zareni
50 J/cm? 0 36 % ucinngjsi (P < 0,001) nez 635 nm a o 32 % nez
655 nm (P < 0,001) (obr. 2).

Zévislost fototoxického tcinku na koncentraci TPPS,

K rozpoznani zavislosti koncentrace TPPS4 a intenzity vysled-
ného fototoxického ucinku jsme inkubovali buriky J82 po dobu
18 hodin postupné s 10, 25, 50 a 75 pg/ml TPPS4. Po ukoncent
inkubace byly burtiky ozatovdny ddvkami 15-100 J/cm’ pfi vinové
délce 645 nm.

Fotodynamicka ucinnost stoupala se zvysujici se koncentraci
TPPS4 az do 50 pg/ml (obr. 3, 4). Dalsi zvysen{ koncentrace na
75 pg/ml vedlo dokonce ke snizeni efektivity. Koncentrace
50 pg/ml byla pti ozdten{ 50 J/cm’ 0 35 % ucinnéjsi nez 25 pg/ml
(P <0,001) a 048 %nez 10 pg/ml (P <0,001) (obr. 4).

K redukei poctu Zivych bunék pod 50 % kontroly bylo nutné
pouzit koncentraci 50 pg/ml a ozéreni davkou 25 J/cm?, zatimco
pri nizsi koncentraci 25 pg/ml musela k dosazeni stejného ucinku
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Obr. 1: Toxicita TPPS, bez ndsledného ozérent.
Linie jsou matematicky odvozeny z hodnot jednotlivych méteni dle
vzorce f=y0+a/(1+exp(-(x-x0)/b)).
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Obr. 2: Vitalita bunék J82 v zdvislosti na vinové délce pouzitého svétla
Plnd ¢dra je matematicky odvozena dle Voigtova vzorce a vychdzi z
hodnot jednotlivych méreni.
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Obr. 3: Vitalita bunék J82 v zdvislosti na koncentraci TPPS,

a ddvce zaren.
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Obr. 4: Vitalita bunék J82 v zavislosti na koncentraci TPPS, pti
ozareni davkou 50 J/cm’.
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Obr. 5: Vitalita bunék J82 v zdvislosti na délce inkubace s 50 pg/ml

TPPS, pti ddvce zareni 50 J/cm’ Plnd cdra je matematicky
odvozend dle vzorce (f=yO+a/(1+exp(-(x-x0)/b))"\c))).

120

100 +

Vitalita bungk (%)

40

20 —.-

120

Davka zafeni (Jiem?)

Obr. 6: Srovnani mitochondridlni aktivity bunék J82 a UROtsa
inkubovanych s 50 pg/ml TPPS, a ozdrenych barvivovym laserem
v ddvce 15-100 J/cm?. S = signifikantni rozdil.
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nasledovat maximdlni ddvka zdreni 100 J/cm?. Inkubace s TPPS,
o koncentraci 50 pg/ml nésledovana ozarenim dédvkou 100 J/cm’
méla za ndsledek redukci poctu Zivych bunék J82 na 6 % hodnoty
kontroly.

Zavislost fototoxického Ucinku na davce zareni

Zvyseni davky zareni vedlo k témér linedrnimu vzestupu foto-
toxického ucinku pfi vSech pouzitych koncentracich TPPS, (obr. 3).
Ozéten{ ddvkou 100 J/cm’ po predchozi inkubaci s 50 pg/ml TPPS,
bylo o 62 % ucinnégjsi nez ozdreni 15 J/cm? (P < 0,001)
a 0 18 % ucinngjsi nez ozdren{ 50 J/cm’ (P < 0,001).

Zavislost fototoxického ucinku na délce inkubace

Buriky byly proto pred ozdfenim inkubovdny po dobu 3 az
30 hodin s TPPS,. V téchto experimentech jsme zvolili konstatntni
koncentraci 50 pg/ml TPPS, a vinovou délku ozdfeni 645 nm.
Vysledky byly hodnoceny na zakladé MTT eseje provedené 24 ho-
din po ukoncent iradiace. Prodluzujici se inkubace vedla az do 18 ho-
din k zvySeni fototoxického poskozeni, zatimco jeji dalsi
prodlouzeni nemd za ndsledek dalsi vzestup fotoxicity. Napiiklad
pti dédvce zdteni 50 J/cm? byla osmndctihodinovd inkubace sig-
nifikantné ucinngjsi nez dvandctihodinovd (P = 0,002). Jeji pro-
dlouzeni na 24 hodin (P = 0,156) a na 30 hodin (P = 0,579) jiz ne-
vedlo k signifikantnimu zvyseni ucinku (obr. 5).

Srovnani fototoxického ucinku na nadorové (J82)
a benigni (UROtsa) buriky

Obrézek cislo 6 ukazuje srovnani fotoxického ucinku ozareni
laserovym svétlem vinové délky 645 nm po predchozi inkubaci
s 50 pg/ml TPPS,. Pfi pouziti ddvky zdreni 50 J/cm’ byla PDT
0 33,9 % ucinnéjsi u malignich bunék J82 neZ u benignich bunék
UROtsa (P < 0,001).

DISKUSE:

Urotelidlni nddory mocového méchyte predstavuji v Ceské
republice 6. nejCastéjsi malignitu u muzQ a 13. u Zen, pficemz jejich
incidence trvale stoupd [16]. Odhadujeme, Ze se na svété objevi
kazdorocné 200.000 - 250.000 novych ptipadil [17]. Zhruba 70 -
80 % z celkového poctu tvor{ povrchové nddory, mezi které rfadime
malignity klasifikované jako Ta, T1 a Tis dle TNM Kklasifikace [18].
Povrchové nddory je mozné odstranit transuretrdlni resekci,
nemocného vsak ohrozuji vznikem recidiv, jeZ se pfi dlouhodobém
sledovani objevuji az v 88 % [19].

Typickym rysem povrchovych nddorli mocového meéchyre je
nalez mnohocetnych tumord, ktery zachytime u vice nez 20 %
pacientdl [20]. Kromé makroskopicky mnohocetnych néadort se
Casto setkdvdme i s lozZisky intraepitelidlnich zmén charakteru dys-
pldzie nebo carcinoma in situ (Tis), kterd nejsou prostym okem
viditelnd a kterd vedou k ¢asnym recidivim onemocnént. Likvidace
téchto lozisek je hlavnim cilem intravezikdlni imunoterapie
a chemoterapie, ani ty vsak nejsou ve vsech pripadech ucinné [21].
Velmi slibnou metodou se v této indikaci zdd byt PDT. Jeji prvni
vysledky po parenterdln{ aplikaci Photofrinu IR naznacuji dobry
protinddorovy Ucinek [22 - 24], jsou vSak provédzeny kozn{ fotosen-
zibilizaci a lokdln{mi vedlejSimi ucinky [25 - 26].

Slibny princip PDT a rozporuplné prvni klinické vysledky jsou
podnétem k intenzivnimu vyzkumu v této oblasti. Predpokladem

budouci klinické aplikace vsech novych fotosenzibilizatori jsou
pokusy in vitro na bunécnych kulturdch, ackoliv jsme si védomi
urcitych nepresnosti pti extrapolaci vysledki in vitro do podminek
in vivo. V ptipadé tumoru in situ mocového méchyre vsak mohou
byt pokusy na burkdch rostoucich v jedné vrstvé mnohem bliZze
praktické realité neZ pokusy na vaskularizované tkdni s lokdlnimi
rozdily v prokrveni.

V nasi préci se nam podafrilo prokdzat nizkou toxicitu TPPS, bez
ndsledného ozdreni a definovat optimdlni parametry PDT
u malignich bunék J82.

Nejucinnéjsi vinovd délka pouZitého svétla mus{ byt stanovena
pro kazdy fotosenzibilizdtor individudlng, protoZe se jeji hodnota
Casto vyznamne lisi. Zavisi na schopnosti latky absorbovat svétlo pfis-
lusné vinové délky i na dalSich faktorech, jako je jeji intraceluldrni dis-
tribuce nebo konfigurace pti riiznych hodnotach pH.

Nejucinnéjsi vinovd délka dosahla u TPPS, hodnoty 645 nm
a byla tedy vyssi nez u Photofrinu 1IR, kde je pouZivdno ozdfeni
630 nm. Vyssi vinova délka pouzitého svétla je z klinického pohle-
du ptizniva a zddouci, protoze vede k hlubsimu priiniku paprski do
tkdneé.

Méne priznivé byly pomérné vysoké koncentrace TPPS,
a davky zateni nutné k dosazeni fototoxického ucinku. Prokdze-li se
tato skutecnost i u dalSich bunécnych linif a v pokusech na zvitat-
ech, mize se stat prekazkou budouciho klinického vyuziti.

Experimenty ukazaly, ze PDT je signifikantné ucinnéjsi
u malignich bunék J82 nez u benignich bunék UROtsa. Toto ,tera-
peutické okno" bylo nejvyznamnéjsi pti ozareni dévkou 50 J/cm’
pti vsech koncentracich TPPS, (konkrétni data uvddime jen pro
koncentraci 50 pg/ml), zatimco dalsi zvySeni ddvky vede naopak
k jeho zmenseni. Vyznam této skutecnosti pro klinické vyuziti musi
prinést dalsi préace.

Nase studie predstavuje pouze prvni krok k pouziti TPPS,
v 1écbé povrchovych nddori mocového méchyre. Teprve podrobné
hodnoceni farmakokinetiky a fotodynamické ucinnosti na zvirate-
ch umozni uvaZovat o jeho klinickém vyuZiti.

ZAVER:

Studie prokézala fototoxicky dcinek TPPS, na burky Spatné
diferencovaného nddoru mocového méchyte in vitro. Tento Uci-
nek byl signifikantné vétsi nez u benignich urotelidlnich bunék.
Podarilo se definovat optimalni koncentraci fotosenzibilizatoru,
délku inkubace, ddvku zateni i vinovou délku pouzitého svétla.
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