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Souhrn

Samal V, Miillerova J, Paldus V, Me¢l J. Mo-
nitorace ztraty botulinumtoxinu pfi aplikaci
do detruzoru - vysledky pilotni faze studie

Cil:

Cilem prace je dokumentovat moznou ztratu
onabotulinumtoxinu A (onaBTA), ktera vzni-
ka pti endoskopické aplikaci do detruzoru
mocového méchyte v 1é¢bé neurogenni hyper-
aktivity detruzoru.

Metoda:

Soubor byl tvofen jedenacti pacienty s neu-
rogenni hyperaktivitou detruzoru, u kterych
nebyla standardni 1écba anticholinergiky
uspésnd. Pacienti byli lé¢eni endoskopickou
aplikaci 200 U onaBTA do 30 mist detru-
zoru 23 G flexibilni endoskopickou jehlou.
K monitoraci ztraty onaBTA pti endosko-
pické aplikaci jsme pouzili barveni roztoku
léku metylenovou modfi. Po vySetfeni jsme
spektrofotometricky stanovili koncentraci
metylenové modri v lavaznim roztoku po en-
doskopické aplikaci, ze které byla vypocitana
vysledna ztrita onaBTA.

Vysledky:

U prvniho pacienta jsme provedli ovéfeni me-
tody monitorace ztraty onaBTA s prokazanou
ztratou U onaBTA 13 U. V souboru dalsich
deseti pacientd jsme prokazali pfi endoskopic-
ké aplikaci onaBTA do detruzoru ztratu 2,6 +
1,67 U onaBTA.
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Zavér:

V pilotni fazi studie jsme prokdzali, ze ztrata
onaBTA pri endoskopické aplikaci do detru-
zoru je z hlediska podané davky zanedbatelna.

Klicova slova:

botulinum toxin, onabotulinumtoxin A, ne-
urogenni mocovy méchyt, endoskopicka apli-
kace, ztrata 1éku.

Summary

Samal V, Miillerova J, Paldus V, Medl J. Mo-
nitoring the loss of botulinum toxin during
intradetrusor administration - pilot study
results

Aim:

The aim of this study was to examine the
possible loss of the onabotulinumtoxinA (ona-
BTA) in the course of endoscopic injection
into the detrusor muscle in patients with neu-
rogenic detrusor overactivity.

Methods:

The study group included 11 patients with
neurogenic detrusor overactivity who failed
standard treatment with anticholinergics. Pa-
tients were treated with endoscopic injection
of 200 U onaBTA divided into 30 injection si-

UvVOD

Aplikace botulinum neurotoxinu A (BTA) se
stala metodou volby u pacientl s neurogenni
hyperaktivitou detruzoru (NDO) refrakter-
nich na standardni terapii anticholinergiky
a rychle nardstd i pocet léCenych pacientt
s idiopatickou hyperaktivitou detruzoru.
Vysledky vyzkumu poslednich let ukazuji,
ze mechanismus G¢inku BTA na mocovy mé-
chyf je komplexni a ovliviiuje jak eferentni, tak
i aferentni nervovy prenos. Je zfejmé, ze kro-
meé pfimého vlivu na eferentni drahy blokddou
uvolnéni acetylcholinu je modulovan také ce-
lou fadou multimodalnich efektt na senzoric-
ké aferentni drdhy (1). Jednd se zejména o sni-

tes using a 23 G flexible endoscopic needle. In
order to determine the content of onaBTA lost
during endoscopic administration, methylene
blue dye was added to the solution of the drug.
The concentration of methylene blue was qu-
antified using spectrofotometry in the bladder
irrigant collected immediately after the final
intradetrusor injection. The volume of onaBTA
that was lost in the course of each procedure
was subsequently calculated based the concent-
ration of methylene blue in the solution.

Results:

In the first patient, the method for monito-
ring the loss of onaBTA was performed using
a known loss of 13 U of onaBTA. In the fol-
lowing 10 patients there was a loss of 2.6 + 1.67
U onaBTA during endoscopic administration
onaBTA to detrusor.

Conclusions:

In this pilot study, we demonstrated that com-
pared to the total injected volume, the loss
onaBTA during endoscopic injection in the
detrusor was negligible.

Key words:

botulinum neurotoxin, onabotulinumtoxinA,
neurogenic detrusor overactivity, endoscopic
administration, detrusor injection.

zené uvolnovani ATP, substance P a sniZzenou
axondln{ expresi vaniloidnich a purinergnich
receptorti. Kombinaci uvedenych mechanis-
mu dochazi k dlouhodobé inhibici eferentni-
ho i aferentniho nervového prenosu, které se
vyuziva k 1écbé NDO (2, 3). Pravé ovlivnéni
aferentniho nervového prenosu je pravdépo-
dobné pii¢inou dlouhodobého uéinku BTA
na detruzor.

Z dosavadnich vyzkumd je zfejmé, zZe exis-
tuje korelace mezi davkou BTA a intenzitou
ucinku, jak prokazal Dressler (4). Korela¢ni
vztah funguje pouze pro nizké davky BTA,
ktivka ma polynomicky charakter. Stejné tak



existuje vztah mezi davkou a délkou trvani
efektu 1é¢by, pro ktery plati obdobna zjisténi
jako pro intenzitu uéinku (4, 5).

Endoskopickou aplikaci BTA si zkuSeny
urolog rychle osvoji. Doposud neni pfesné
znamo, jak velkou ztratou Iéku je aplikace za-
tizena. Existuji pouze dil¢i informace o tom,
kolik BTA se dostava mimo cilovy distribu¢ni
prostor — detruzor - do perivezikdlni tukové
tkané (6). Metylenova modr je latka se silnou
barvici schopnosti i v nizkych koncentracich.
Pfi priichodu svétla roztokem se cast svétla
pohlti v roztoku - dochézi k jeho absorpci.
Absorbance je sou¢inem extenéniho koefici-
entu (g), délky kyvety pouzité pro méfeni (1)
a koncentrace roztoku (c). Exten¢ni koeficient
neni v praxi ¢asto znamy, a proto se pred mére-
nim provadi sestrojeni kalibra¢niho grafu, kdy
se zméri absorbance série roztokdi o znamé
koncentraci. Pro metylenovou modf ma kfiv-
ka v zakladni ¢asti prakticky linedrni charakter
(R*=0,9999). Pri zméfeni absorbance roztoku
o neznamé koncentraci lze koncentraci mety-
lenové modti odecist z grafu pti pouziti rov-
nice kiivky.

METODIKA

Do pilotni faze sledovani jsme zaradili jede-
nact pacientt s NDO v disledku spinalniho
poranéni nebo roztrousené sklerdzy refrak-
ternich na standardni terapii anticholinergiky.
Jednalo se o deset muzii a jednu Zenu, priamér-
ny vék byl 36,7 roki.

K [é¢bé jsme pouzili onabotulinumtoxin
A (onaBTA) v davce 200 U, ktery jsme apliko-
vali do 30 mist moc¢ového méchyte (6,7 U/ml).
K fedéni onaBTA jsme pouzili zdsobni roztok
2ml 2,5% metylenové modri ve 100 ml fyzio-
logického roztoku. Davku 200 U onaBTA jsme
nafedili do 12 ml fyziologického roztoku a roz-
delili do tf{ 10 ml stiikacek po 4ml. Do kazdé
sttikacky jsme doplnili 6 ml zasobniho roztoku
metylenové modri.

Vykon jsme provadéli v celkové nebo re-
gionalni anestezii pti standardni ndplni moco-
vého méchyte 150-200 ml. K cystoskopii jsme
pouzili rigidni 21 FR cystoskop a k aplikaci
flexibilni endoskopickou jehlu 23 G. Provedli
jsme aplikaci onaBTA mimo oblast trigona tak,
aby byla vytvofena rovnomérné rozprostiend
sit mist, kam byl onaBTA aplikovan. Aplika-
ci jsme provedli formou intramurélni injekce
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2
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Graf 1. Kalibracni graf metylenové modri
Graph 1. Calibration graph of methylen blue

do detruzoru. Pfi této technice jsme zavadéli
jehlu kolmo ke sténé mocového méchyie v ra-
didlnim sméru do hloubky 4 mm, bez moznos-
ti opticky kontrolovat misto aplikace.

Pti vlastnim vykonu jsme po provedené
cystoskopii pred zacitkem aplikace zcela vy-
prazdnili mocovy meéchyf. Béhem nasledné
aplikace jsme jiz vSechnu tekutinu vypusté-
nou cystoskopem z mocového méchyre mé-
fili, na konci vykonu jsme provedli vyplach
mocového méchyte 200 ml lavédzniho roztoku
(fyziologicky roztok). Po skonceni vykonu
jsme zméfili objem lavazni tekutiny pouzity
pfi aplikaci onaBTA. Koncentrace metylenové
modfi ve vzorku lavézni tekutiny byla stano-
vena UV-VIS spektrofotometrii na piistroji
UV-VIS Cintra 202 v 1cm dlouhé kfemen-
né kyveté. Pti nizké koncentraci metylenové
modrfi ve vzorku jsme pouzili 5cm dlouhou
kyvetu a vyslednd koncentrace byla prepoci-
tana dle Lambert-Beerova zdkona. Pfi znalos-
ti absorbance se koncentrace roztoku odecte
z kalibra¢niho grafu (graf 1). Rovnice kiiv-
ky kalibra¢niho grafu byla v nadem piipadé
y =0,1788x + 0,0211.

Permanentni mocovy katétr jsme pone-
chali po vykonu zavedeny po dobu 24 hodin
a po jeho odstranéni se pacienti vraceli k tech-
nice intermitentni autokatetrizace.

Studie byla schvélena Etickou komisi Kraj-
ské nemocnice Liberec, a.s.

Vysledky jsou uvadény jako naméfené hod-
noty, jejich pramér a SD. K ovéfeni hypotézy
byl pouzit t-test.
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Tab. 1. Vysledky

Table 1. Results
Pacient Objem vyplachu Absorbance | S Ve vyplachu | Ztrata MM | Ztrata onaBTA Primér + SD
(ml) (mg/ml) (mg) (V)
1% 748 0,160 0,782 0,585 13,0
2 605 0297 0,29% 0,175 39
3 240 0475 0,508* 0,122 2,7
4 410 0257 0,264* 0,108 24
5 480 0,395 0,324* 0,156 35
6 912 0,190 0,094* 0,086 19
26+167
7 370 0,162 0,063* 0,023 05
8 255 0,185 0,088* 0,022 05
9 535 0,070 0,2718*% 0,145 3,2
10 580 0,037 0,0889* 0,052 1,1
11 572 0,104 0463 0,265 59
C, — koncentrace metylenové modfi
*— prepocitdno z 5 cm kyvety
**—u 1. pacienta jsme ovéfovali metodu
13,0 1
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i
i
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1
1
: 5.9
i 39
' 35
1 4 3,2
l ﬂ T 1,9 4
l ’
0,5 0,5
Ll AN N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
¢islo pacienta
*u 1. pacienta jsme ovéfovali metodu
Graf 2. RozloZeni ztrdaty onaBTA (U)
Graph 2. The distribution of loss of onaBTA
Stanovili jsme si ztratu do 2% podané dav- | znamenali Zddné komplikace. Na 5% hladiné

ky jako tispé$nou aplikaci. vyznamnosti (p-value = 0,012) neptesahuje
ztrata onaBTA pfi endoskopické aplikaci 2%

podané davky.

VYSLEDKY
DISKUSE

Zhodnotili jsme vzorky lavazni tekutiny
po provedené endoskopické aplikaci onaBTA

do detruzoru u jedenacti pacientd. U prvniho
pacienta jsme pii ovéfeni metody méfeni méli
ztratu 13 U onaBTA. U dal$ich deseti provede-
nych aplikaci byla priimeérna ztrata 2,6 + 1,67 U
onaBTA. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 1 a grafu 2. Béhem studie jsme neza-

Aplikace BTA do detruzoru formou intramu-
ralni injekce je standardni metodou aplikace
BTA a naprostd vétSina autoru referuje své
zkuSenosti a vysledky pravé s touto formou
aplikace BTA (7-10). Aplikace do detruzoru
mocového méchyte ptijeho variabilni sile s se-



bou prinasi riziko podani BTA mimo detruzor
mocového méchyte nebo riziko systémového
podani v pripadé aplikace do cévy ve svaloviné
(vyznamné zvy$uje mozny systémovy neza-
douci t¢inek léku). Variabilita sily detruzoru
je zavisla predev$im na pohlavi, véku, naplni
mocového méchyfte a pritomnosti neurogenni
léze ¢i obstrukce.

Morfologickym zhodnocenim distribu-
ce BTA v detruzoru se zabyvali Mehnert et
al,, ktefi ve své pilotni praci hodnotili u Sesti
pacientt distribuci BTA v detruzoru (6). K1é¢-
bé pouzili standardné cystoskopicky apliko-
vany BTA s pridanim magnetické kontrastni
latky gadopentatu. Thned po aplikaci provedli
magnetickou rezonanci. Prokazali, Ze pouze
82,4 % podané latky je v detruzoru, zbyla ¢ast
byla v perivezikalni tukové tkdni. Zajimavé
je, ze i pfi zna¢ném uniku BTA mimo cilovy
distribu¢ni prostor nezaznamenali zadné ne-
zadouci ucinky.

K uréitému tdniku BTA mutze po aplikaci
dojit také mistem vpichu po odstranéni jehly.
Predpoklada se, Ze toto mnozstvi je velice malé
a odpovidd malému préiméru jehly. Pti pouziti
barviva methylen blue k obarveni roztoku léku
a fotometrickém hodnoceni lavazni tekutiny
po cystoskopické aplikaci udaval Madersba-
cher po aplikaci onaBTA v ddvce 170-400 U
pramérnou ztratu 1,96-19,2 U (median 5,5 U),
coz bylo vzhledem k aplikované davce zane-
dbatelné. Vysledky tohoto pozorovani nebyly
samostatné publikovany.

Dalsim faktorem, ktery vyznamné ovliviiu-
je ztrétu, je doba, po kterou je injekce provadé-
na a po kterou je ponechdna jehla v detruzoru.
Pokud je injekce provedena rychle a jehla poté
ihned odstranéna, odchdzi otvorem po vpichu
velké mnozstvi modfe zbarveného léku. Toto
pozorovani bylo patrné zejména u prvniho
pacienta, kde jsme ovéfovali metodu. Pokud
byla jehla u dalsich pacientd po vpichu nékolik
sekund ponechana v misté aplikace, aby moh-
lo dojit k difuzi 1éku do svaloviny, byl unik léku
jiz minimalni. Problematickd je aplikace BTA
do detruzoru zejména u pacientil s vyraznou
trabekularni hypertrofii svaloviny detruzo-
ru, kde jsou vytvoreny hypertrofické svalové
trimce s mnoZstvim pseudodivertikla s ten-
kou sténou mezi nimi. Pravé v téchto pripa-
dech je riziko podani BTA mimo sténu detru-
zoru vysoké.

Subslizni¢ni aplikace onaBTA je alterna-
tivou ke klasickému podani onaBTA do de-
truzoru. Poddni do subslizni¢niho prostoru

lze endoskopicky vizualné dobie kontrolovat,
protoze se pti ném vytvari typicky ,,bulking®
sliznice. Tato metoda se jevi také bezpecnéj-
§i, protoze odpada riziko ndhodného podani
do drobnych cév v detruzoru s rizikem systé-
movych nezadoucich u¢inkd. Dosavadni zku-
$enosti ukazuji na stejnou efektivitu lécby pri
aplikaci onaBTA subslizni¢né nebo do detru-
zoru (11, 12). Zatim nejsou zkusenosti s mo-
nitoraci ztraty onaBTA pii subslizni¢nim po-
dani.

V nas$i préaci jsme pouzili koncentraci BTA
a pocet injekci ptivodné popsanou Schurchem
(7). Je prokazano, ze pfi vys$im fedénim se
muze zvysit difuze BTA, a tim zvysit tera-
peuticky efekt. MiZe to mit také vliv na vys$si
vyskyt nezadoucich ucinku. K prokdzani opti-
malni koncentrace BTA neexistuji validni stu-
die a je znac¢nd variabilita aplika¢nich proto-
kold, tj. v mnozstvi roztoku, do kterého se redi
BTA, poctu injekei a objemu jednotlivé injekce
(13). U¢inna dévka BTA by méla byt podavéna
v co nejmensim objemu, tkanové difuze BTA
roste s klesajici koncentraci. Pfi bézné kon-
centraci 10 U onaBTA/1ml dochézi k difuzi
léku v praméru 1-3 cm kolem mista vpichu.
Dilezité je dosdhnout vysoké koncentrace
v misté aplikace s poklesem gradientu smérem
od mista vpichu (14).

Dukaz o tom, jakou roli hraje objem jed-
notlivé injekce, tj. koncentrace BTA, pfinesli
recentné Coelho et al. (15). V experimentu
na prasatech testovali davku 2 U onaBTA/2 pl
vs. davku 2 U onaBTA/20 ul. Distribu¢ni
prostor onaBTA po aplikaci jedné injekce mé-
fili pomoci znadené protilatky proti SNAP-25.
Prokazali signifikantné vét$i imunoreaktivitu
po injekei aplikované ve 20 pl. Imunoreakti-
vitu po injekei v tomto objemu prokazali do-
konce i na protilehlé sténé mocového méchyte
a dominantné byla v 85 % reaktivni cholinerg-
ni vlakna. Pfi instila¢ni 1é¢bé pouzili davku
50 U onaBTA/2ml vs. placebo. Pfi hodnoceni
nenalezli imunoreaktivitu vldken v detruzoru
ani subslizni¢nim prostoru, ackoliv v jinych
studiich vykazovala instila¢ni 1écba jistou
miru efektivity (16). Z této studie vyplyva, ze
stejna davka fedéna do vétsiho objemu obsadi
vice SNAP 25 ve vétsim distribuénim prostoru
(15).

Objem roztoku, do kterého se redi BTA, je
v rozpéti od 3ml do nejcastéji 30 ml. Koncen-
trace 10U onaBTA na 1 ml pro jednu jednotli-
vou injekci je nejcastéjsi, ale existuji zkusenos-
ti s mens$im aplika¢nim objemem 10 U/0,5ml

Ces Urol 2014; 18(1): 33-39
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(17), 10 U/0,2ml (18) nebo s objemem
10 U/0,1ml (19). Posledni velké studie pracuji
s koncentraci onaBTA 6,7 U/ ml (9, 10).

Pocet injekei pri aplikaci BTA také neni
ustdleny a pohybuje se mezi 10-40 injekce-
zoru, jak ve své ptivodni praci popsali Stohrer
a Schurch (7), Del Popolo et al. popisuji vy-
sledky s aplikaci do 20 mist detruzoru (20).
Pouze jedna studie porovnava na malém po-
¢tu pacientd vysledky pti aplikaci do 10 nebo
30 mist detruzoru bez prokazatelného rozdilu
(21). V soucasné dobé lze povazovat za zlaty
standard aplikaci roztoku 30ml BTA do 30
mist detruzoru s 1 ml na jednotlivou aplikaci.
Pfi soucasné schvalené davce 200 U onaBTA

pro lécbu NDO je potom koncentrace jednot-
livé injekce 6,7 U onaBTA/I ml (pti predpo-
kladaném poctu 30 aplikaci).

ZAVER

V pilotni fazi studie jsme prokdzali, ze ztrata
onaBTA pri endoskopické aplikaci do detru-
zoru je minimélni. U naseho souboru nepre-
kro¢ila 2 % podavané davky.

Podékovani
Autoti dékuji za pomoc se statistickym zpra-
covanim dat Mgr. Hané Kolarové, Ph.D.
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