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Abstrakt

V této diplomové praci byly studovany hydrogely na bazi 2-hydroxymethakrylatu
(HEMA). Bylo sledovano jejich mozné vyuziti pro studium kinetiky uvoliiovani
hydrofobniho protinadorového 1éciva paklitaxelu (PTX), s cilem ptiblizit se podminkam
simulujicich in vivo prostiedi. Paklitaxel je 1é¢ivo se silnymi vedlejSimi Gc¢inky, kterym
lze castecné zamezit vhodnou lokalni aplikaci, proto v této praci byla studovana
polylatidova (PLA) nanovldkna s inkorporovanym IéCivem. Dale byl sledovan vliv
ptidavku polyethylenglykolu (PEG) o molekulové hmotnosti 20 kDa a CD do struktury
PLA nanovldken na profily uvoliiovani PTX do riznych prostiedi simulujici in vivo
prostiedi. Pro sledovani kinetiky uvolfiovani PTX byla pouzita analyticka HPLC
metoda s UV detekci. Pridavkem PEG do PLA nanovldken bylo docileno vyrazné
vys$§iho mnozstvi uvolnéného hydrofobniho 1éciva, které se zarovein uvoliiovalo delsi
dobu, ve srovnani s vldkny obsahujici pouze PTX. Tento trend byl ziejmy jak u
experimentl sledujici uvoliiovani PTX do PBS, tak i do hydrogelovych matric. Vliv
pridavku CD na uvoliiovani PTX byl zfejmy pouze u sledovani kinetiky uvoliovani
PTX do hydrogelovych matric, kde doslo k vétSimu uvolnéni PTX z téchto vlaken. Pfi
uvoliiovani lé¢iva do hydrogelli v porovnani s uvolilovanim do PBS byl pozorovan
narust celkového uvolnéného mnozstvi PTX. Dale bylo studovano pouZiti hydrogelu
jako nosice 1éCiv pro pripadné lokalni aplikace. Byla sledovdna sorpce PTX z roztoku

PBS s 0,5% ptidavkem detergentu Tween 80 do ¢tyt druhd hydrogeli.



Abstract

In this diploma thesis, hydrogels based on 2-hydroxymethacrylate (HEMA) were
studied. Their possible use to study the release kinetics of the hydrophobic anticancer
drug paclitaxel (PTX) was investigated in order to approach the conditions simulating in
vivo environments. Paclitaxel is a drug with strong side effects, which can be partially
prevented by appropriate local application. In this work, polylatide (PLA) nanofibers
with incorporated drug was studied. Furthermore, the effect of the addition of
polyethylene glycol (PEG) with a molecular weight of 20 kDa and CD to the structure
of PLA nanofibers on the profiles of PTX release into various environments simulating
in vivo environments was studied. An analytical HPLC method with UV detection was
used to monitor the release kinetics of PTX. The addition of PEG to PLA nanofibers
resulted in a significantly higher amount of hydrophobic drug released, which was also
released over a longer period of time, compared to fibers containing only PTX. This
trend was evident in both experiments monitoring the release of PTX into PBS and into
hydrogel matrices. The effect of CD addition on PTX release was evident only in
monitoring the kinetics of PTX release into hydrogel matrices, where there was a
greater release of PTX from these fibers. An increase in the total amount of PTX
released was observed when the drug was released into the hydrogels compared to the
release into PBS. Furthermore, the use of hydrogel as a drug carrier for possible topical
applications was studied. The sorption of PTX from a PBS solution with 0.5% addition

of Tween 80 detergent to four types of hydrogels was monitored.
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Seznam zkratek a symbolu

A Median plochy piku

API Aktivni farmaceuticka substance (z angl. Active Pharmaceutical
Ingredient)

c Hmotnostni koncentrace

CD B-Cyklodextrin

DOX Doxorubicin

EDMA Ethylenglykoldimethakrylat

HEMA 2-hydroxyethylmethakrylat

hmot. % Hmotnostni procento

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

IPN Interpenetrované polymerni sité

L, Interval spolehlivosti

MA Kyselina metakrylova

PBS Fosfatovy pufr

PDLLA Poly (DL-laktid)

PEI Polyethylenimin

PGA Kyselina polyglutamova

PHEMA Poly(2-hydroxyethylmethakrylat)

PLA Polylaktid

PLGA Poly(laktid-co-glykolid)

PLLA Poly-L-laktid

PMMA Polymethylmethakrylat

PTX Paklitaxel

RES Retikuloendotelialni systémem

RSD Relativni smérodatna odchylka

Sy Smérodatna odchylka



1 Cil prace
Cilem této diplomové prace bylo studium pouziti hydrogeli na bazi
2-hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) pro sledovani uvoliiovani hydrofobniho 1é¢iva

paklitaxelu (PTX), ktery byl inkorporovan v nanovakenném materidlu zaloZeném na

polylaktidu (PLA).
Hlavni cile diplomové prace jsou:

1. Studium kinetiky uvoliiovani PTX do hydrogelti simulujicich redlnou tkan
asledovani vlivu pfidavku polyethylenglykolu (PEG) a B-cyklodextrinu

(CD) do PLA vlaken na profil uvoliovani l1é¢iva.

2. Sledovani sorpce PTX zroztoku do hydrogelii, pro pfipadné pouziti
hydrogelt jako nosie 1éCiv pro lokdlni aplikace, a nasledné sledovani

zpétného uvoliovani PTX do methanolu.

3. Studium vlivu pfidavku CD a PEG v nanovldkenném materidlu na profil

uvolnovani PTX do fosfatového pufru (PBS)

-10 -



2 Teoreticka cast

2.1 Hydrogely

Hydrogely jsou polymerni materidly. Typicka pro tyto materidly je schopnost
vysoké absorpce tekutin, pii které ovSem nedochazi k naruseni prostorové struktury
polymeru. V tivodu je potieba zminit, Ze hydrogely mohou byt jak ptirodniho, tak
syntetického ptivodu.

Habib et al. (2015) uvadéji, ze hydrogely jsou hydrofilni polymery s trojrozmérnou
strukturou sit¢ s vysokym obsahem hydrofilnich skupin. Pravé tyto skupiny jsou
odpovédné za schopnost hydrogelu pfijimat znacné mnozstvi vody. Pravé tato vlastnost

predurcila hydrogel k Sirokému Iékatrskému uplatnéni. [1]

Termin hydrogel byl poprvé pouzit Van Bemmelenem v roce 1884 [2]. K prvnimu
vétSimu vyuziti, respektive ke slibnému vyuziti, doSlo az vroce 1960, kdy Oto
Wichterle a Drahoslav Lin zafaly zkoumat vyuZiti hydrogelti v lékatstvi, zejména
v o¢nim Iékafstvi [2] a jejich pokusy byly uspésné. Od té doby se hydrogely rozsitily do
témet vSech lidskych ¢innosti. V samotném lékatstvi jejich vyuZiti roste kazdym rokem.
Struény piehled pouzivani hydrogeli v mediciné je uveden niZe spolu s piehledem

zakladnich vlastnosti hydrogelt.

2.1.1 Struktura hydrogelu

Hydrogely v pevné form¢ maji sitovou strukturu z polymernich fetézct [3]. S vyse
uvedenym souvisi i molekulova vaha hydrogeld, ktera je velmi vysoka a mize se blizit
nekonecnu [4]. Dalsi dilezitou vlastnosti, kterd ovliviiuje strukturu hydrogelu, ¢i spise
definuje strukturu hydrogelu, je stupeni sitovani, resp. délka jednotlivych polymernich
fetézc mezi uzlovymi body. Sitovani muze byt docileno pomoci chemickych
(kovalentnich) a fyzikalnich (vodikové vazby) faktort [5]. Skutecnost, Ze hydrogel je
schopny pojmout velké mnozstvi vody, je spojena s difuzi vody do hydrogelu a vazani

této vody na hydrofilni skupiny [5].
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Gibas a Janik (2010) uvadeé;ji, ze toto botnani hydrogelu probiha ve tiech fazich [6]:

1. primarni vdzana voda — molekuly vody jsou vazany na hydrofilni skupiny,
2. sekundarni vazana voda — dochazi k interakci molekul vody se stavajicimi
hydrofobnimi skupinami,

3. volnd voda — vytvotfena rovnovaha, voda vyplni veskera mozna mista.

Okay (2010) uvadi, ze rychlost botnani hydrogelu je pfimo umeérna koncentraci
polymert v hydrogelu, a tedy hustoté zesiténi. OvSem autor zaroven dodava, ze jestlize
je hustota uzlovych bodu pfili§ vysoka, snizuje se rychlost botnani hydrogelu a zvysSuje

se jeho kiehkost [7].

Obrazek 1.1: Struktura hydrogelu na molekularni Grovni. [2]
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2.1.2 Klasifikace hydrogelu

Od prvniho praktického vyuziti hydrogelti dnes existuje velké mnozstvi druht
tohoto materidlu, ktery je Casto vyuzivan v medicingé. Zakladni klasifikace hydrogell je
provadéna na zaklad¢€ [3]: zdroje, ze kterého je hydrogen pfipraven, zpiisobu ptipravy,
iontového naboje, odezvy, sitovani a fyzikalnich vlastnosti. Piehled klasifikace

hydrogelu je zobrazen na obrazku 1.2.

Hydrogel
1
T T T T T 1
. e . Vo o Degradovateln Fyzikalni
Konfigurace lontovy naboj Odpovéd vlastnosti

m  Pfirodni maHomopolymerflgd  Amorfni t Fyzikdlni Jgd Aniontovy Qg Fyzikdlni Bmdeeglz]zgiovat

Zdroj Slofeni

- Umély i Kopolymer Qg Krystalicka

Semikrystalick|
a

o Poloumély Jgd  Semi-IPN o o Beznaboje g Biochemicka

Obrazek 1.2: Klasifikace hydrogelu. [2]

Jak ukazuje obrazek 1.2, hydrogel mlze mit plivod pfirodni, synteticky c¢i
poloumély [8]. Hydrogely, které jsou vyrobené z ptirodnich zdroji, jsou biologickém
vyuziti upfednostiiovany, protoze jsou vysoce biokompatibilni. Nicmén¢, na druhou
stranu jsou tyto materidly zpravidla charakteristické hor§imi mechanickymi vlastnostmi,
nizs§i stabilitou a horsi reprodukovatelnosti pii jejich vyrobé [9]. Ptikladem ptirodnich
polymerti vyuzivanych pro tvorbu hydrogeld jsou kolagen, Zelatina, alginat a chitosan
[10]. Ptikladem umélych polymert jsou poly(etylenglykol), poly(akrylova kyselina),
poly(metakrylova kyselina) a poly(vinylalkohol) [11].

Na zaklad¢ slozeni polymeru (obrazek 1.2) 1ze hydrogel rozdélit na homopolymery,

kopolymery, semi-interpenetrovanou polymerni a interpenetrovanou polymerni sit
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(IPN). Homopolymerni hydrogely jsou sloZeny ze stejnych monomernich jednotek, kde
mohou mit zesitovanou nebo nezesiténou sitovou strukturu zalozenou na povaze
monomera a polymeracni technice. Kopolymerni hydrogel je slozeny ze dvou nebo vice
riznych monomernich jednotek s minimalné jedné hydrofilni slozce. Semi-IPN
hydrogely jsou vytvafeny priinikem jednoho linearniho polymerniho fetézce do jiné

sitované polymerni sité, a to bez vzajemnych chemickych vazeb [12].

2.1.3 Pouziti hydrogelu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, prvni praktické vyuziti hydrogelii byly me¢kké kontaktni
cocky a bylo jasné, Ze tento materidl najde v mediciné velmi Siroké uplatnéni, jak

ilustruji nékteré priklady medicinského vyuziti hydrogeld.

2.1.3.1Kryty ran

Kryty ran mohou byt polymery ve formé gaz, gelti, hydrogelti, hydrokoloidi atd.
Mezi nimi jsou hydrogely nejslibnéjSim materidlem, ktery napomdha pii hojeni ran.
Hydrogely funguji jako ideélni kryty na rany, protoZze mohou poskytovat vlhké prostiedi
v misté poranéni, pomadhaji pii odstranovani exsudati z rany, zabranuji infekci

a poskytuji vhodné prostredi pro regeneraci tkani.

Réna je zranéni, ke kterému dochazi v télnich tkdnich uvniti nebo vné, hlavné na
ktzi v disledku traumatu, poranéni nebo jiného poskozeni [13]. Rdna miiZze zpUsobit
naruSeni struktury a funkce normalni tkané. Existuji dva typy ran — akutni a chronické
rany. Akutni rdna se hoji uplné za krat$i dobu, zatimco chronickd rana se hoji déle.
Proces hojeni ran zahrnuje hemostdzu, zanét, proliferaci a remodelaci [14]. Proces
hojeni ran je ovlivnén riznymi faktory, jako je infekce rany, hloubka rany, interakce
ciziho téla, stres, tlak, vék, nemoci atd. [15]. Zjizveni nastdva béhem normalniho hojeni
v dasledku uklddani kolagenovych vldken a miize pretrvavat velmi dlouho. Catanzano
et al., (2015) vyvinul slozeny hydrogel obsahujici alginat a hyaluronan pro usnadnéni
procesu hojeni ran. Algindt je polysacharid s vysokou absorpéni schopnosti, ktery
pomahd minimalizovat sekreci ran a podporuje hojeni ran udrzovanim vlhkého
prostfedi. Pomoci kyseliny hyaluronové, kterd poméaha pii migraci a proliferaci

keratinocytli, uspéSné pfipravili hydrogel alginat-hyaluronan iontovym zasitovanim
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[16]. Hydrogel na bazi polysacharidii ma vétsi potencial pfi aplikaci pro hojeni ran,
protoze ma vysokou absorpcni schopnost vody. Hydrogely hemicelul6zy, zac¢lenéné do
nanocelulozy, byly piipraveny Liu et al (2018). Tento hydrogel pomaha pti adhezi
a proliferaci fibroblastovych bunék a mize byt vhodnym hydrogelnim materialem pro

hojeni ran [15].

2.1.3.2Kosmetika

Hlavni funkci pokozky je ochrana téla pied faktory prostiedi, jako jsou
mikroorganismy a UV zafeni. Kromé& toho také pomaha pii udrZzovani télesné teploty
atélesné¢ tekutiny [17]. Hydratace pokozky je dulezitd pro udrzeni jejiho vzhledu
a struktury [18]. Genetické faktory, slune¢ni zafeni a znecisténé zivotni prostiedi, jsou
nejvyznamnéjsi faktory, které se podileji na prirozeném starnuti a poskozovani pokozky

[19]. Pravé v regeneraci pokozky mé hydrogel velky potencial.

Hydrogel lze pouZzit pro 1é€bu koznich problémd, jako je akné, celulitida, vrasky,
pigmentace, hydratace kiize a starnuti. Naptiklad se pouziva bioadhezivni hydrogel.
Prave bioadhezivni vlastnost hydrogelu poméaha pii postupném uvoliiovani kofeinu do
pokozky, ¢imz se zlepSuje vzhled a strukturu kiize [20]. Na trhu jsou k 1é¢bé problémut
souvisejicich s pokozkou dostupné hydrogelové produkty, jako je obli¢ejova maska,
maska na rty, o¢ni polStarky atd. Dal§im ptikladem muze byt kolagenovy hydrogel,
ktery pomaha regenerovat a obnovit mékkost, pruznost a hydrataci pokozky. Tento
hydrogel je tvoten kyselinou hyaluronovou a kolagenem. Kyselina hyaluronové hraje
dilezitou roli ve vlhkosti klize tim, Ze pokoZce dodava hydrataci a hydrogel tuto latku

dokaze zadrzet a postupné uvoliovat [17].
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2.1.3.3Kontaktni ¢ocky

Kontaktni ¢o¢ky jsou v pfimém kontaktu s o€ima, jejich funkci je korekce zraku,
ptipadné aplikace 1éciva pro lé€bu oc¢nich nemoci [21]. Existuji dva hlavni typy
kontaktnich ¢ocek, tuhé a mekké kontaktni coCky. Tuhé kontaktni cocky jsou vyrabény
z polymerniho polymethylmethakrylatu (PMMA). Tento material disponuje vlastnostmi
jako je smacivost povrchu, vysoky modul pruznosti a vynikajici trvanlivost. Nema vsak
propustnost pro kyslik [22]. V roce 1960 Wichterle a Lim poprvé popsali hydrogel pro
pouziti pti piipravé kontaktnich Cocek a pro dalsi aplikace [23]. Hydrogelovy systém na
bazi poly(2-hydroxyethylmethakryldtu) (PHEMA) byl prvnim hydrogelnim materidlem
pouzitym k vytvoreni kontaktni ¢ocky. Poly(vinylalkohol), polyakrylonitril aj. jsou dalsi
hydrofilni polymery, které byly také zkoumany pro vyrobu hydrogelovych kontaktnich
cocek [24]. Kromé¢ toho jsou také zkoumany kontaktni ¢ocky na bazi silikonu a fluoru.
Hydrogelové kontaktni cofky na bdzi silikonu jsou vSak dnes jednim
z nejvyznamngjSich materialti [25]. Hydrogelové kontaktni ¢o¢ky maji vysoky obsah
vody a jsou propustné pro vodu i kyslik [26]. Kyslikova propustnost je velmi dilezita
vlastnost pro spravnou funkci rohovky. ProtoZe rohovka pouzivéd kyslik ze vzduchu
k udrzeni své struktury, funkce a optickych vlastnosti [27]. Propustnost kysliku
v hydrogelovych kontaktnich ¢ockach souvisi s obsahem vody a samoziejmé tloustkou
kontaktni CoCky [28]. Tyto materidly musi byt biokompatibilni, umoziovat pohodIné
noseni a nepietrzitou tvorbu slzného filmu pro jasné vidéni, ddle musi byt propustné pro

ionty a nedrazdivé a odolné viici akumulaci slzného filmu [29].

2.1.3.4Hydrogely pro dopravu léCiv

Proces podavani léciva do téla Clovéka nebo zvifete k dosazeni poZadovaného
terapeutického ucinku je zndmy jako dodavani 1éCiva [30]. Systém dodavani 1éCiva by
mél umoznit aplikovat 1é¢ivo kontrolovanym zpiisobem a mél by uvoliovat 1é¢ivo
ucinnou rychlosti na cilové misto [31]. V posledni dobé roste zajem o pouziti hydrogelu
jako systému pro dodavani 1éciv diky jeho trojrozmémé strukturdlni siti s vysokym
obsahem vody. Tato vlastnost hydrogelu v fad¢ ptipadli umoznuje sorpci hydrofilnich
ucinnych latek a nasledné jejich uvolnéni kontrolovanym zptisobem [15]. Trvalého

uvoliovani léc¢iva je dosazeno fyzikdlnimi vlastnostmi hydrogelu, zejména jeho

-16 -



porozitoua [32]. Lék muze byt do hydrogelové matrice inkorporovan principialné
dvéma zptsoby. V prvni metod¢€ je polymer smichan s 1é¢ivem, nasleduje polymerace
spolu se zesitovacim Cinidlem. Druhd metoda spociva v tom, Ze je vytvoieny hydrogel
ponofeny do roztoku Iléc¢iva [33]. Hlavni nevyhody systému pro dodavani
hydrogelovych 1éCiv jsou jejich nizka pevnost v tahu a obtiznost pfi plnéni
hydrofobnich 1ékti [34]. Ke zvySeni ucinnosti zavadéni hydrofobnich 1é¢iv do
hydrogelové matrice je provadéna inkorporace molekul, které maji schopnost tvorit

inkluzni komplexy a inkorporace hydrofobnich skupin [35].

2.1.3.5Tkanove inzenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je interdisciplinarni obor, ktery kombinuje rizné oblasti, jako
je véda o materialu, bunécna biologie a inZenyrstvi, a jehoz cilem je oprava ¢i ndhrada
poskozenych tkani [36]. Cilem tkanového inzenyrstvi je vytvofit podplrny systém
(kostru), ktery miize napodobovat extracelularni matrici pro regeneraci tkang. Materidl
kostry by mél mit propojenou porézni strukturu pro rast bunck, transport Zzivin,
odstraniovani metabolit a mél by mit mechanickou silu napodobujici nativni tkan.
Kromé toho by kostra méla byt biokompatibilni, méla by byt biologicky rozloZitelna,
byt sterilni a poskytovat strukturdlni podporu pro bunécné pfipojeni, proliferaci
a diferenciaci [37]. Samozifejm¢ pii pouZiti musi byt sterilni. Existuji rizné pfistupy
kjeji konstrukci, které zahrnuji pfedbéZny porézni systém, decellularizovanou
extracelularni matrici, bunééné listy se sekretovanou extracelularni matrici a bunky
zapouzdiené v samostatné sestaveném hydrogelu [38]. Hydrogely ziskaly velky vyznam
pro tkdnové inZenyrstvi diky své podobnosti s pfirozenou extracelularni matrici. Pro
vyrobu hydrogelového podpirného systému existuje nékolik pfistupd, vcéetné
lyofilizace, emulgace, liti rozpoustédel, vyluhovani, plynového napénovani, mikromleti

a 3D tisku [8].

Hydrogelové systémy se pouzivaji k regeneraci srdecnich tkani, chrupavek a kosti.
Hydrogel na bazi nanocelulozy a alginatu sodného zesitovaného chloridem vépenatym
muze byt pouzit pro tkanové inZenyrstvi chrupavky [39]. Injek¢éni hydrogely jsou
vyhodnéj$i nez normalni hydrogelova leSeni, protoZe snadné&ji vypliuji nepravidelné

defekty a jejich aplikace nevyZaduje slozité chirurgické zakroky [40].
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2.2 Vyuziti hydrogelu pro simulaci tuhych nadoru

Hydrogely lze s vyhodou vyuzit pii studiu a vyvoji lé¢ebnych metod pevnych
nadord. Umélé extracelularni matrice na bazi hydrogeli jsou pro tyto ucely vhodné,
protoze nabizeji spektrum biofyzikalnich vlastnosti vhodnych k tomuto ucelu. Vyhodna
je rovnéz schopnost jejich chemické modifikace, mozna disledna kontrola struktury
a morfologie hydrogelu a schopnost navrhnout tvar a topografii hydrogelu. Proto se
hydrogely objevily jako 3D biomimeticka leSeni pro rist rakovinnych utvart a jsou
vyuzivany v zakladnim vyzkumu rakoviny a pro studium odpovédi rakovinnych utvart

na rizné typy terapii.

Hydrogely na bazi bilkovin, jako je kolagen [41], matrigel [42] nebo fibrin [43], se
bézné¢ pouzivaji pro 3D rakovinnou bunécnou kulturu diky svym specifickym
biofyzikalnim a bunéénym adhezivnim vlastnostem. Matrigel je povazovan za ,zlaty
standardni material pro rast rakovinnych utvard in vitro. Extrahuje se z tumort
sarkomu mysi a je sloZzen pfedevSim z lamininu, kolagenu typu IV a entaktinu, jakoz
i dalsich slozek, jako jsou proteoglykany [42]. Pii polymeraci vytvaii husty gel
s relativné malymi péry [44]. V disledku piitomnosti vice ristovych faktort, matrigel
podporuje in vitro rust rakovinnych utvara z bunécnych linii a priméarnich bun¢k [44].
Matrigel byl pouzit napfiklad pro kultivaci rakovinnych bunc¢k z rakoviny prsu,
kolorektalniho karcinomu a bunéénych linii rakoviny prostaty [45]. O rakovinnych
bunkach péstovanych v matrigelu bylo u¢inéno mnoho dilezitych zjisténi. Napiiklad
bylo zjiSténo, Ze maligni buiky rakoviny prsu mohou byt pfeménény na normalni
fenotyp prsnich epitelidlnich bunék inhibici pl integrinového receptoru nebo down-

regulaci receptoru epidermalniho ristového faktoru.

Studie rakovinnych bunék vytvofenych v biomimetickych hydrogelech urychluji
zékladni vyzkum rakoviny a poskytuji hlubsi vhled do terapeutické 1é€by nadort.
Umelé hydrogely se Sirokym spektrem vlastnosti se neustdle vyvijeji ve snaze vyrovnat
se slozitosti nativnich tkani a jiz bylo vyvinuto velké mmnoZstvi biologickych,
syntetickych a hybridnich hydrogeli pro riist rakovinnych bunék [46]. Dalsi prace by se
méla zaméfit na piesnéjSi napodobovani prostiedi in vivo pro rist nadord, lepsi
pochopeni tlohy prostiedi na osud rakovinnych bunék a ovéteni vysledkii ziskanych

pomoci modell in vitro. Mezi zakladni otazky, které je tfeba feSit, pak patii ucinek
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vlastnosti hydrogelu v pocatecni fazi rakoviny, invazi rakoviny, metastaz a déle také
odpovéd’ na terapii. Napiiklad je tfeba oddélit ucinky biofyzikédlnich vlastnosti
hydrogelu (naptiklad tuhost a propustnost) a slozeni a vlivu téchto faktorti na rakovinu.
Role morfologie hydrogelu, tj. jeho porézni vnitini struktura, anizotropie a hierarchicka
architektura, je nedostate¢n¢ zkoumana a je zadouci ji prozkoumat s ohledem na kazdy
konkrétni typ rakovinych bun¢k. Chemicka funkcionalizace umélych hydrogela pro rast
rakovinnych buné¢k mize 1épe replikovat biochemické prostiedi pro rist nadoru. Tento
pristup byl pouzit pfi navazani signalizanich faktorii bunéénych bun¢k a slozek
specifickych pro pankreatickou tkan na hydrogelové kulicky obklopujici pankreatické
bunky [47] a lze jej pouzit pti vyzkumu rakoviny. Mezi dalsi faktory, které¢ by se mély
vzit v uvahu pfi zlepSovani vlastnosti hydrogelu, patii snadnost a ndklady na jeho
ptipravu, jemné doladéni doby gelace a stabilita hydrogelu. Je prokazano, Ze degradace
a remodelace téchto materidli rakovinnymi bunkami miize vést k heterogenité
hydrogelu, coz mize vést k prostorovym zménam v hustoté a organizaci sit¢ [48]. Pfi
dalsim vyzkumii by mélo byt usili zaméfeno na pouziti hydrogeli se strukturami
charakteristickymi pro specifické typy rakoviny, naptiklad hydrogeld s fibrildrnimi

strukturami a dobfe definovaného uspofadani prostorovych nanovlaken [48].

Screening 1¢kit na bunéCnych strukturdch rostoucich na téchto hydrogelovych
leSenich miZe poskytnout uZite¢né informace, které by klinickym lékafiim umoznily
lépe se rozhodovat o nejucinnéjsi strategii 1éceni konkrétniho pacienta. Kromé¢ toho
muze tato metoda poskytnout pftilezitosti pro aplikaci novych 1é¢ebnych metod pro
pacienty, ktefi nemohou byt lé¢eni standardnimi chemoterapeutiky [49]. Hydrogely,
které podporuji rast rakovinnych bunék, které jsou izolovany z nadorovych tkéni
pacienta, jsou velmi slibné, zejména pokud jsou tyto hydrogely navrZzeny pro studie
specifického typu rakoviny. Zatim vSak potencidl této metody jesté neni zcela vyuzit

[50].

Dal§i mozné vyuziti hydrogelii pro studium tuhych nadori je jejich uziti jako
trojrozmérného testovactho média pro studium lokalni aplikace 1é¢iv pomoci
nanovldkennych nosict 1é¢iv [51-53]. Hydrogely mohou vykazovat podobné
mechanické vlastnost a mohou mit podobny obsah vody jako biologické mekké tkang.

Naprosta vétSina in vitro experimentu studujicich uvolnovani 1é¢iv probihd ve vodnych
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roztocich, coz, zejména pro hydrofobni 1é¢iva, nesimuluje in vivo prostiedi uspésné [54,

55].

2.3 Lokalni aplikace IéCiv pomoci PLA nanovlaken

PLA je hydrofobni alifaticky polyester, ktery se vyuziva v celé fad¢ lidskych
¢innosti, biomedicinské ¢innosti nevyjimaje. Existuji dvé formy PLA [56]: D-laktid

a L-laktid. Ptipad¢ jejich racemicka sm¢s.

Fyzikalni vlastnosti a biologickou rozlozitelnost PLA lze do urcité miry regulovat
pouzitim slozky komonomeru hydroxylové kyseliny nebo racemizaci D- a L-isomer
[57]. Ziska se tak semikrystalicky polymer poly-L-laktidu (PLLA) z L-laktidu. Jedna se
o tvrdy transparentni polymer se silou v tahu 45-70 MPa, nebo poly (DL-laktid)
(PDLLA), ktery je amorfnim polymerem bez bodu tani a s mnohem niz$i pevnosti v

tahu [57].

Rychlost degradace PLA pak zavisi na stupni krystalinity. Biologicka rozlozitelnost
PLA mize byt modulovana ptfimichavanim jinych latek, naptiklad polyethylenglykolu
(PEG). Jedna se o Casto pouzivany hydrofilni monomer k modifikaci hydrofobniho
PLA, pfi jeho pouziti vznikd amfifilni kopolymer PLA-PEG [58]. Dalsi uziteCnou
vlastnosti PLA je to, Ze je snadno formovatelny a umoZznuje tak vytvarovani rznych
tvar,, stejné¢ jako stavbu leSeni, materidld vyuZivanych pii Siti, micel a mikro-

a nanocastic schopnych nést u€inné 1écivé latky [58].

Velmi kratce poté, co byly latky jako PLA, PGA a PLGA objeveny, byly pouZity
v medicing. Jednim ze zplsobl uziti byla i1 1é€iva s lokdlnim a fizenym doddvanim
ucinné latky [59]. Dnes se tyto polymery, které jsou biokompatibilni, biologicky

rozlozitelné a netoxické, vyuzivaji pro celou fadu biomedicinskych tcelt.

Latky, jako PLA a PLGA, jsou pfii aplikaci 1éCiva Siroce pouzivany, protoze jsou
biologicky rozlozitelné a maji piiznivé mechanické vlastnosti, které mohou byt
libovolné nastavovany [60]. Mohou byt navrzeny a syntetizovany s riiznymi
molekulovymi hmotnostmi a poméry L:D formy pro jednotlivé aplikace s vysokou
reprodukovatelnosti za nizkou cenu. Tyto vyhody umoziuji pfipravovat napt.

mikroc¢astice a nanoc¢astice pomoci PLA a PLGA. Tyto materialy byly pouzity k vyrobé
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riznych zpiisobli podavani 1ékd s nizkou molekulovou hmotnosti, jakoz i peptidi
a proteinovych latek [61]. VétSina téchto latek s nanocasticemi na bazi PLA a PLGA

byla zamétena na dodavani 1é¢iva do cilovych nadort [62].

Jednou z vyhod pouziti PLA polymernich matric pro vyrobu mikro- a nanocastic je
flexibilita, fyzikdlni vlastnosti, jako je velikost a tvar, a chemické vlastnosti, které 1ze
snadno upravit, aby byly ziskdny zadouci farmakokinetické a biologicky rozlozitelné
vlastnosti. Céstice obvykle maji tvar koule, kapsle nebo kostky, pfipadné mohou byt
ijinych tvard [61]. Uginna latka je v nich obvykle rozptylena homogenné v celé
polymerni matrici [59].

Mikrocastice a nanocastice na bazi PLA mohou byt uzite¢né pti dodavani 1éciv

a pro dalsi biomedicinské aplikace, ale existuji také rtiznd omezeni — viz tabulka 1.1.

Tabulka 1.1: Piehled vyhod a nevyhod PLA mikro- a nanocastic. [60]

Vyhody Omezeni
Mikrocastice Aplikace injekci Vedlejsi toxické ucinky pii vysoké
Intramuskularni injekce pocatecni davce
Kontrolované uvolnéni MozZné prasknuti => plytvani
Reprodukovatelnost drahymi 1éky
Nanocastice Piima aplikace injekci do krve ~ Nepiimy odbér retikuloendotelidlnim
Lepsi odpoveéd systémem (RES)

Nanocastice jsou internalizovany v bunikach ¢aste¢né prostfednictvim tekuté faze
pinocytézy a také prostiednictvim endocytdzy zprostiedkované klathrinem [60].
Mikroc¢astice a nanocastice mohou uc¢inn¢€ zaclenit 1é¢ivo do své struktury [63].
Mikrocéstice a nanocastice s velkymi poméry povrchu k objemu poskytuji vétsi pocet
reakénich mist nez Castice makrovelikosti s mensimi povrchovymi plochami [64].
Objemové a povrchové vlastnosti 1ze snadno upravit. Metody hromadné modifikace
zahrnuji michéni s riznymi polymery, plastifikaci, kopolymeraci a zesiténi. Povrchové
zpusoby modifikace zahrnuji povrchové potahovani, zachyceni a vyuziti plazmy.

Doplnkové biomateridly, jako jsou poly(ethylenglykol), polysacharidy a proteiny byly
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pouzity pro potahovani mikro- a nanocastic PLA [59]. VSechny modifikace jsou
navrzeny tak, aby se dosdhlo vysoké ucinnosti zapouzdieni 1éku a plnéni a spravné

fizené rychlosti uvoliiovani 1éciva.

Pro ptipravu latek na bazi PLA existuje n¢kolik technik uzite¢nych pro mikro-
1 nanocastice [65]. Techniky jsou rozdé€leny do Ctyi kategorii. Kategorie 1 jsou tradi¢ni
metody zalozené na jednoduché emulzi, dvojité emulzi, pfipadné vice emulzi. Kategorie
2 jsou metody zalozené na srdZeni, expanzi superkritické tekutiny do rozpoustédla,
vysoleni a dialyze. Kategorie 3 jsou metody pfimého komponovani, jako je technika
taveni, suSeni, rozprasovani. Kategorie 4 zahrnuje nové pfistupy vcetné¢ mikrofluidni
techniky a techniky zalozené na vyuzivani Sablony/formy. Dal$i kritéria zavisi na
zpusobu zapouzdieni 1éku. Lék je bud’ uloZen uvniti tobolky, nebo dispergovan

v polymernich matricich [66].

Zvlasté ucinné jsou mikrocastice a nanocastice PLA pro oralni podavani, které maji
slouzit k aplikaci ve vodném prostfedi malo rozpustnych 1é¢iv. Predpoklada se, ze
nanocastice jsou absorbovany z gastrointestinalniho traktu. V ptipad€ malo rozpustnych
léciv se vyrab&ji vhodné 1ékové formy velmi obtizné. [67]. Nicméné pokud jsou tyto
Spatné€ rozpustné léky ve formé nanocastic na PLA, pak se jejich rozpustnost vyrazné
zvySuje a mnohem snadnéji se dostavaji na misto potieby. Tato skute¢nost je dana tim,

zZe stievo absorbuje pouze Castice urcité velikosti, a to do 100 nm [68].

Mikroc¢astice a nanocastice PLA lze vyuzit naptiklad pro systémovou aplikaci
kinadzy 1 (SIPLK1), ktera v pfipadé nanocastic na PLA vyrazné potlacuje rist nadorii
u mys$i, konkrétné¢ bunécné linie MDA-MA-435 [69]. Déle je rovnéZ mozné je vyuZzit
ipro genovou terapii v 1écbé onemocnéni srdce, jak bylo potvrzeno na in vivo

experimentech [70].

PLA bylo vyuZito naptiklad 1 v ptipadé siRNA, kterd byla soucasti systému
PEG-PLA. Tyto nanocastice uspésné vstupovaly do bun€k, coz ve svém disledku vedlo
k vyraznému zmenSeni 1éceného tumoru [70]. Ukazuje se tak, ze latky v systému PLA
jsou velmi vhodné k 1é¢bé rtiznych onkologickych onemocnéni.

Systém nanocastic PLA obsahujici polyethylenimin (PEI), ktery byl soucasti

povrchu téchto nanocastic, je casto vyuZivan pro genovou terapii. Systémy
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PEG-PLA-PEI jsou casto vyuzivané pro cilené aplikace DNA vektord a doxorubicin
(DOX). Tyto nanonosice totiz maji tu vyhodu, Ze nejsou znecisténé oxazoliny, jsou

biologicky stabilni a pro DOX zajistuji hydrofobicitu [70].

Soucasné dodani jak DNA a DOX do bunécné linie melanomu kize B16F10, vedlo
v pripad¢ mysi k vyraznému snizeni velikosti nddoru a zivotaschopnosti rakovinovych

bunck [70]. V nedavné dobé systémy dvojitého nebo vicecetného podavani ukézaly

rrrrr

Protoze pifi 1écbeé nadorovych onemocnéni v oblasti mozku ma vétSina
protirakovinovych 1€kt Spatnou permeabilitu kvili hematoencefalické bariéte, bylo
nutné rozvijet implantovatelné protinddorové ptipravky s biologicky rozlozitelnymi
polymery, které poskytuji vyhody trvalého uvoliiovéani téchto terapeutickych 1éciv.
Biodegradovatelny, biokompatibilni polymer, [bis(p-karboxyfenoxy)]propan a kyselina
sebakova v poméru 20:80 pii vyuziti PLA uvoliluje protinddorové 1é¢ivo — karmustin
[1,3bis(2-chlorethyl)-1-nitrosomocovina nebo BCNU]. Védecké studie prokazaly
bezpecnost téchto biokompatibilnich implantati a vysokou Uc¢innost v mozku hlodavct

a primata [71].

Nanocastice PLA byly pouzity k dopravé temozolomidu do hlodav¢ich gliomovych
bunék in vitro. Vysledek tohoto pokusu ukazal, Ze protinddorova tUc¢innost

temozolomidu je vétsi, pokud je vyuZito PLA nanocastic [72].

Jind studie zkoumala vliv nanocastice BIND-014. Jedn4d se o hydrofébni PLA
nanocastice, které obsahuji docataxel a hydrofilni PEG latky. Tyto castice pak byly
pouzivany k cilené akumulaci 1é¢iva (docataxelu) v nadoru prostaty. Studie potvrdila, Ze
docetaxel se dostaval rychleji do krevniho obéhu, doslo k vétSimu potlaceni rlstu
nadoru a nedochdzelo k akumulaci nezadoucich latek v jatrech, oproti situaci, kdy byl

podavan docataxel samostatné [73].

Klinickd studie ve fazi I zkoumala dva dévkovaci rezimy nanocastice BIND-014
u pacienti s pokro¢ilymi nddory. BIND-014 byl dobie tolerovan a vykazoval
farmakokineticky profil s linearni davkou pomoci prodlouzené perzistence cirkulujicich

nanocastic s docetaxelem [74].

Dalsi 1€k vyuzivany pti 1€cbé rakoviny, ktery byl podroben vyzkumu v souvislosti
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s pouzitim nanoc¢astic PLA byl tamoxifen. Jedna se o modulator estrogenového
receptoru, ktery sice ma velmi dobrou oralni dostupnost, ale v této form¢ vykazuje
dlouhodobou toxicitu. Byly proto hledany zptsoby, jak zachovat, ¢i jesté¢ zvysit jeho
dostupnost a ucinnost, ale pfitom snizit toxicitu. K tomuto ucelu byly opét vybrany
polymerni nanocastice, které obsahovaly tamoxifen. Pouziti téchto nanocastic bylo
stejné efektivni, jako pouziti 1éku samotného, navic ¢astice PLA s obsahem tamoxifenu

vykazovaly niz$i hepatoxicitu a nefrotoxicitu u pacientek s rakovinou prsu [74].

Nanocastice PLA se vSak jevi nadéjné i pii 1écbé leukémie. K nanocasticim PLA
byla pfidina BS-RNase (Bovine seminal ribonuclease) a in vivo byly prokdzany

aspermatogenni a antiembryondlni ucinky této metody [75].

Jako ucinné bylo prokazano spojeni nanovldken s tetraheptylamoniem a ¢asticemi
Fe304. Tato smés vykazovala velmi dobré vysledky pii pokusech na leukemické

lepsi absorpci 1éCiva [76].

Podobné nanokompozity vyrobené z PLA nanovldken a Au nanocastic
obohacenych daunorubicinem usnadnily absorpci tohoto 1éku do leukemickych bunék

rezistentnich na 1é¢ivo [76].

Yadav et al. (2011) provadéli experimenty s ¢asticemi PLGA, které byly obohacené
o PEG a cytarbin k 1écbé leukémie. Charakteristické pro cytarabin je to, Ze se velmi
Spatné vstiebava z gastrointestindlniho traktu a méa velmi kratkou dobu, po kterou je
schopny ucinkovat. V praxi je tak nutné tento 1€k aplikovat intravenozné, a to
v n€kolika davkach. To vSak vede k fad¢ nezadoucich projevi, jako nekroza zdravych
bun¢k. Autofi proto cytarabin aplikovali na PLGA c¢astice a pouzili na leukemické
bunky L1210 u mysi. Vysledek ukazal, Ze oproti kontrolni skupiné, ktera spocivala
pouze v poddvani samotného léku cytarabinu doSlo v piipadé¢ podavani cytarabinu
pomoci PLGA k lepS§imu t¢inku a mensim vedlejSim t¢inktm [77].

Zvlasté zajimavé je pouziti nanocastic pro metastatickou rakovinu diky jejich
mozné Siroké alokaci na rizné tkdn€ a moznosti systémového dodéani. Tyto substance

nanocastic totiz mohou byt schopny cileného navadéni na vice nddorovych mist

soucasn¢. Tim se nabizi jejich vyuziti praveé pii 1€Ebeé rakoviny, ktera jiz metastazovala.
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Podle provedenych studii navic pii pouziti této metody dochazi ke zmirnéni negativnich
dopadt 1écby na pacienta a ke zvySeni Gcinnosti 1é¢by [78]. Neni pfitom nutno dodévat,
ze v piipadé rakoviny ve form¢ metastaz je Casto Sance na vyléCeni jiz velmi nizka
a metody 1éCeni jsou Casto pro pacienta velmi naro¢né. [78]. Nicméné vyuziti nanoc¢astic
PLA je mnohem Setrnéjsi, pravé proto, ze odpadaji vedlejsi ucinky, nejsou toxické, ¢i je

jejich toxicita vyrazné¢ snizena.

Dalsi moznou aplikaci PLA v ptipad¢ boje s rakovinou je vyuziti micel. Micely jsou
koloidni ¢astice v rozmezi velikosti 5 — 100 nm. Polymerni micely jsou blokové
kopolymery s hydrofobnimi a hydrofilnimi jednotkami, které maji jedine¢nou
generovanou strukturu. Pro tuto aplikaci se vyuzivaji napt. PEG-b-PLA micely, u nichz

byla jiz prokézéna vysoka efektivita a i€¢innost pii podavani protirakovinnych 1éka [79].

V ptipadé¢ 1€kl proti rakovin€ byla zkouSena naptiklad latka Genexol-PM, ktera se
skladd z20 - 50 nm micely, kterd je vytvofena z polyethylenglykolu
a polylaktidenkapsulujiciho paklitaxelu. Studie prokazala, ze takto podana 1é¢iva latka

ma slibné Uc¢inky v pfipad€ karcinomu prsu oproti bézn¢ provadéné 1écbé [80].

Aplikace pomoci micel rovnéZz umoznuje podavat nékolik 1€kt zaroven. Jak
potvrdila studie provedend [81] pfi poddvani paklitaxelu, tanespimycin (17-AAG)
a rapamycin (RAP) pomoci micely PEG-b-PLA. Léky spolu nijak nereagovaly a jejich
podavani nemélo negativni dopady. Tato trojkombinace 1€kt byla uzita pii 1écba
rakoviny prsu. Pfi soucasném podani téchto Iéku se také neobjevovaly negativni dopady
na pacienta, tak jak tomu bylo v pfipadé¢ samotného podavani kazdého z vyse
uvedenych 1éCiv. To bylo pravdépodobné zplisobeno mnohem piesnéjSim davkovanim

a zacilenim 1éciv [81].

PLA systémy vSak najdou své vyuZziti nejen v piipadé rakoviny, ale i dalSich
nemoci. Naptiklad se jako velmi G¢inné a slibné jevi vakciny zaloZené na uziti nano- ¢i
mikrocastic [82]. V soucasné dob¢ jsou hledany vakciny proti AIDS, antraxu, SRAS,
MERS a mnoha dalSim. V pfipadé vSech vySe uvedenych nemoci, ale 1 fad¢ dalSich,
mohou pfitom nano a mikro¢astice na vhodnych nosicich ptedstavovat velmi slibné
metody, které zvysi GCinnost vakcinace, ¢i vakcinaci vibec umozni [82]. Mnoho
vyzkumnych tyma po celém svété se tak snazi vyvinout vakciny zalozené na mikro-

a nanocasticich s uzitim PLA materiala [82].
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Studie prokazala, ze T-bunky aktivované prostfednictvim antigentli, které byly
soucasti mikroc¢astic PLA, zvysily svoji ¢innost 100 az 1000krat oproti reakci na podani

samotnych antigenu [82].

Konkrétné pak ve studii, ktera se zabyva HIV, bylo zjisténo, ze HIV Gag antigen
(p24), ktery byl soucasti nanocastic s PLA a bun¢k odvozenych z monocytii (MDDCs)
z HIV 1 zvysil rast CD8+ T-bun€k ve srovnani se stimulaci samotnym antigenem p24

[83].

V soucasné dobé se stale vice dba na to, aby pacient pii [éCeni vaznych onemocnéni
byl v co nejmén¢ stresovan a aby mu aplikace 1é¢iv zptisobovala co nejméné potizi,
bolesti a omezeni. VSe vyse uvedené splituji nanocastice a aplikace 1é¢iv transdermalné.

I zde najdou vyuziti PLA nanocastice.

Transdermalni podavani 1¢kti bylo vyvinuto jako alternativa k pilulkdm a injekcim
a spoc¢iva v pomalém transportu dané 1é¢ivé latky do téla pres kazi [84]. Vyhodou je, Ze
je pro aplikaci 1éku k dispozici velka plocha pokozky, snadna dostupnost daného mista
a zejména to, ze dermdlni podavani 1éiva mize byt potencidlné bez bolesti. To jsou

jasné faktory hovofici pro transdermalni aplikaci 1é¢iv [85].

Transdermalné je 1éCivo nejCasteji aplikovano prostiednictvim naplasti, které jsou
Casto vyrobeny z polymeru, obsahuji 1€¢ivo a adhezivni vrstvu a zajiStuji stabilni fizené
dodéavani 1éciva [84]. Vzhledem k bariérovym vlastnostem pokozky a jejich vrstev
dochdzi k transportu pouze malych lipofilnich molekul rozpustnych v oleji. CoZ zatim

omezuje moznd podavana lé€iva touto formou na maly okruh latek [85].

Dnes je pro tyto Gcely vyvinuta celd fada ptipravki, 1écivych néplasti, které jsou
tvofeny mikro jehlami s u¢innou latkou, které bezbolestné propichnout kiizi a postupné
danou tc¢innou latku aplikuji [86].

Tyto mikro jehly jsou nejcastéji vyrabéné z materidlu PLA, PGA a PLGA, pravé
kvili jejich biokompatibility, vysoké efektivity a mechanické pevnosti. Pravé
mechanické vlastnosti a schopnosti transportovat danou 1é¢ivou slouceninu jsou velmi

dualezité a stale se zdokonaluji [86].

Prostup pies kiizi pak probiha na zakladé molekularni difize. Usp&snost celého

procesu, tedy cesty 1éCivé latky az do svého mista urceni tak zavisi pravé na nastaveni
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pole mikro jehel, na typu a druhu materidlu, ze kterého jsou tyto jehly vyrobené a také
na samotné 1é¢ivé latce a jejich vlastnostech [66]. Tento zplsob aplikace 1écivé latky
byl zkouSen 1 v pfipadé genové terapie a imunizace. Naptiklad autofi Chen et al. (2013)
pouzili tuto metodu pro imunizaci krys pomoci ovalbuminu. U oSetfenych krys se
objevila specifickd odpovéd’ organismu, kterd vydrzela po dobu 6 tydnti oproti tomu,

kdy byla tato latka poddna samostatné [87].

2.4 Paklitaxel

Na konci padesatych let zahajil americky Narodni onkologicky tistav program pro
zkoumani extraktli z vice nez 12 000 rostlin pro jejich protinadorovou aktivitu. [88,89]
Zacatkem Sedesatych let byl zkouman extrakt z klry tisu zadpadoamerického, Taxus
brevifolia, kdy se v preklinickych studiich zjistilo, ze ma cytotoxickou aktivitu.
Paklitaxal byl izolovan v ¢isté formé v roce 1969, avsak kvili jeho malému mnozstvi

a slozitosti molekuly byla jeho struktura popséna az v roce 1971 [90].

2.4.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti paklitaxelu

Paklitaxel, jehoz struktura je zndzornéna na obrazku 1.3, je diterpenoid, ktery ve své
molekule obsahuje strukturu taxanu (obrazek 1.4). Jednd se tedy o pseudoalkaloid. Bylo
prokézéano, Ze pro protinadorovou aktivitu je nutné, aby byla pfitomnd cela molekula
taxanu. Produkty vzniklé nizkoteplotnim S$tépenim, ester a tetraol paklitaxelu, jsou

v podstaté neaktivni [91].

Obrazek 1.3: Struktura paklitaxelu
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CHj

Obrazek 1.4: Struktura taxanového jadra

Paklitaxel je hydrofobni latka, ktera je obecné Spatn€é rozpustnd ve vodném
prostiedi. Navic paklitaxel nemize za fyziologickych podminek ionizovat, tudiz
manipulaci pH nelze ovlivnit jeho rozpustnost. [89] Pro laboratorni studie se jako
medium pro uvoliiovani paklitaxalu pouziva fosfatovy pufr (PBS, pH = 7,4). Déle byla
zkoumana jeho stabilita v riznych typech rozpoustédel a bylo zjisténo, Ze v nepolarnich
a polarnich organickych rozpoustédlech je PTX stabilni, ale ve vodném prostiedi
dochazi k jeho degradaci hydrolyzou jeho esterovych skupin a dochazi k epimerizaci
jeho chirdlniho centra. [92]. Na jeho stabilitu ve vodnych rozpoustédlech ma kladny

vliv ptidavek PEG, ethanolu, methanolu ¢i detergentu Tween 80. [93]

2.4.2 Terapeutické vyuziti paklitaxelu

Paklitaxel je jeden z nejucinngjSich 1€kl pouzivanych v chemoterapii rakoviny prsu,
dale se hojné vyuziva k 1€cb¢ rakoviny vajecnikli a plic. Jeho cytostaticka aktivita je
zpiisobena tim, Ze podporuje stabilitu miktotubuld, sloZzenych z dimeru tubulinu,
a zabranuje jejich depolymeraci. Stabilita vede k naruSeni normalni reorganizace sité
mikrotubuld, ktera je Zivotné dilezitd pro déleni bunék [94]. U 1écby tuhych nadord se

dale vyuziva jeho antiangiogenniho Uc¢inu, kdy potlaci rast krevniho fecisté [95].

2.4.3 Metody stanoveni paklitaxelu

Nejbéznéji se paklitaxel stanovuje prostfednictvim HPLC s hmotnostni nebo UV
detekci. Nejcastéji se pouzivaji kolony s oktadecylovou [96-99] nebo s oktylovou
stacionarni fazi [100]. Jako mobilni faze se pii pouziti UV detekce nejbeznéji pouziva

smés acetonitril/voda v riznych pomérech [96, 99, 100], nebo acetonitril/acetatovy pufr
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[101]. Pro hmotnostni detekci se jako mobilni fize bézn¢ pouzivd smés acetonitril/
mraven¢i kyselina [102], anebo smés methanol/ mravenéi kyselina [103]. Pii
stanovenich PTX pomoci UV detekce se nejCastéji métfi absorbance pii vinové délce
227 nm [97-99, 101], vinova délka 230 nm byla pouzita pro sledovani PTX ve vzorcich
krevni plasmy [100]. Pro sledovani kinetiky uvoliiovani paklitaxalu z nanovladken byla

zvolena vinova délka 270 nm [24].

2.5 Elektrospinning

Elektrospinnig je technika pro pfipravu nanovlaken, ktera vyuziva elektrostatickych
sil k vytvafeni vldken malych priméri z polymerniho roztoku. Mensi primér vldken
umoznuje konstruovani nanovlaken s vétsi mérnou povrchovou plochou, diky které jsou

ucinngjs$imi nosici aktivnich slozek, nebot’ je jejich povrch snaze dostupny [104].

Zatizeni pouzivané pro elektrospinning je konstrukéné velmi jednoduché
a adaptabilni, sklada se ze zdroje vysokého napéti, elektrody vysokého napéti, kterd je
spojena s polymernim roztokem, injekéni pumpy a elektrody opacného naboje slouzici

také jako kolektor [105].

Polymerni roztok, na ktery je vklddano vysoké napéti, je protlacen skrze
zvlaknovaci trysku, kterd je ukoncena kapilarou, tak aby na Spicce kapilary vznikla
pfevisla kapka polymerniho roztoku. Vysoké napéti je aplikovano na roztok uvnitf
stiikacky, ¢imZ se vroztoku indukuje volny néboj. Tyto nabité ionty se vlivem
elektrického pole pohybuji ke kolektoru a ptendseji tahové sily na polymerni roztok. Na
Spicce kapilary ma previsla kapka vlivem elektrického pole konicky tvar (Taylortv
kuzel). V momenté, kdy intenzita elektrostatického pole piekond povrchové napéti
roztoku, je kapalina vypuzena ze Spi¢ky kuZelu smérem ke kolektoru. Jak tryska
prochazi atmosférou, dochazi k odpafovani rozpousStédla a vzniklé nabité vldkno

sméiuje ke kolektoru [106].

Pfi tomto uspofadani muze soucasné vznikat pouze jedno nanovldkno, coz omezuje
produktivitu tohoto procesu a eventualni moznost pro komeréni vyuziti. Pro ptipravu
vétSitho mnozstvi nanovlaken byla vyvinuta metoda bezjehlového elektrospinningu, kdy

pramyslové ptistroje jsou schopny vytvaret nanovlakenné textilie o §ifi az 1,6 metri.
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2.5.1 Nanospider™

Principem této metody, taktéZze nazyvané jako bezjehlovy elektrospinning, je
kontinualni pfivod polymerniho roztoku, ktery se do elektrického pole pro zvlaknovani
piivadi povrchem otacejici se kladn€ nabité elektrody. Kladna elektroda tvaru valce je
¢astecn¢ ponofena do polymerniho roztoku, jejim otaCenim na jejim povrchu ziistava
tenka vrstva roztoku, ktera je vlivem elektrostatického pole schopna vytvaret Taylorovy
kuzely. Vznikajici nanovldkna jsou vlivem elektrického pole a proudu vzduchu unasena
k elektrodé¢ opacného napéti, a pied ni se ukladaji na podplrnou textilii, kterd je
propustnd pro vzduch, a vytvaii na ni vrstvu nanovldken. Podkladova tkanina se
posouva v protisméru otaceni valcové elektrody, rychlosti posunu se dé snadno
ovliviovat tloustka vznikajici vlakenné textilie [107]. Schéma zatizeni pro bezjehlovy

elektrospinning se zndzornéno na obrazku 1.5.

82

Obrazek 1.5: Schéma znazoriujici fez zatizeni Nanospider'™ [107]. 1 zasobnik
polymerniho roztoku; 2 polymerni roztok; 3 oto¢na valcova elektroda; 4 protielektroda;
5 podtlakova komora; 6 zdroj podtlaku; 7 podkladovy materidl; 8.1 odvijeci zafizeni;
8.2 navijeci zafizeni; 9 suSici vzduch; 10 nové formovand nanovldkna; 11 ptivod

polymerni smési; 12 odvod polymerni smési.
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3 Experimentalni ¢cast
3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie

e paklitaxel, standard (LC Laboratories, USA, Woburn, MA)

e acetonitril, LC-MS CHROMASOLV"™ (Sigma-Aldrich, Némecko)

e deionizovana voda

e methanol, LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich, Némecko)

o fosfatovy pufr, tablety (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Tween® 80 (Sigma-Aldrich, Némecko)

e 2-hydroxyethylmethakrylat (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

o cthylenglykoldimethakrylat (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

e kyselina metakrylova (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

e 2-hydroxy-2-methylpropiofenon (Darocur 1173) (Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika)

e hydrogen uhlicitan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e HEMA hydrogely sobsahem EDMA 0,3, 0,7 a 0,9 hmot. % (Ustav
Makromolekularni Chemie AV CR, v.v.i.)

3.1.2 PLA nanovlakna

PLA nanovldkna byla piipravena spole¢nosti NANOVIA s.r.o. (Litvinov, Ceska
republika) metodou bezjehlového elektrospinnigu za pouZiti technologie Nanospider™.
Nejprve byl PLA (M=420,000 g/mol, koeficient polydisperzity 1,5; Nature Works,
LLC, USA, Minnetonka, MN) rozpustén v chloroformu (PENTA, Praha, Ceska
republika), tak aby obsah PLA byl 54 hmot. %, néasledné byl piidan 1,2-dichlorethan
(PENTA, Praha, Ceska republika), tak Ze celkovy obsah PLA v roztoku byl 29 hmot. %,
nakonec byl piidan ethylacetat (PENTA, Praha, Ceska republika), tim bylo celkové

mnozstvi PLA v roztoky 10 hmot. %. SloZeni roztoku k elektrospinningu pro jednotlivé
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typy nanovlaken je uvedeno v tabulce 3.1. Parametry elektrospinningu byly nésledijici:
vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem 22 cm, napéti mezi elektrodami 20 - 60 kV,
relativni vlhkost 25 - 30 % a teplota 20 °C. Pfipravend nanovldkna byla néasledné
charakterizovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu pro zkouméani
morfologie vliken, 'H NMR spektroskopie pro ovéfeni slozeni nanovliken. Pro uréeni
specifické plochy povrchu nanovldken byla méfena metodou BET a teplotni vlastnosti

nanovlaken byly zkoumany pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie [108].

Tabulka 3.1: Slozeni smési urcené k elektrospinningu pro rtzny typ PLA

nanovlaken. Hodnoty obsahu jednotlivych slozek jsou vztazeny na obsah PLA.

Obsah PTX Obsah PEG(20) Obsah CD
Typ nanovlaken
hmot. %
PLA-PTX(10) 10 - -
PLA-PTX(10)-PEG(20) 10 15 -
PLA-PTX(10)-CD 10 - 13,3

3.2 HPLC metoda pro stanoveni PTX

K stanoveni koncentrace PTX byla pouzita metoda HPLC s UV detekci.
K HPLC-UV analyzam byl pouzit vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf Agilent 1260
Infinity Quarternary LC (Agilent Technologies, Némecko, Waldbronn) sloZeny
z vysokotlaké pumpy mobilni faze (Agilent Technologies 1260 Infinity), automatického
davkovace s termostatem (Agilent Technologies 1260 Infinity), termostatu pro ohfev
kolony (Agilent Technologies 1200 Series) a detektoru s diodovym polem (Agilent
Technologies 1200 Series). Pro sbér dat a jejich vyhodnoceni byl pouzit software
Agilent OpenLab CDS ChemStation (Agilent Technologies).

Pro stanoveni PTX byla pouzita kolona Astentic Express CI18 (150 x 3,0 mm,
s velikosti ¢astic 5 um) od firmy Sigma-Aldrich (Némecko, Darmstadt). Teplota kolony

byla udrzovéana na 35 °C. Teplota v davkovacim zafizeni byla 25 °C. Objem nastiiku
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vzorku byl 5 mm’. Pro detekci PTX byla nastavena vinova délka 227 nm. Jako mobilni
faze byla pouzita smés acetonitril/voda (50/50, v/v). Pratok mobilni fdze byl nastaven na
0,5 cm’/min [109]. Takto nastavena separaéni metoda poskytla pfijatelny retenéni &as

PTX (3,7 min) a pik PTX vykazoval gaussovsky tvar.

Zasobni roztok PTX byl pfipraven navazenim 10,0 mg PTX a jeho naslednym
rozpu$ténim v 10 cm’ methanolu. Takto ptipraveny roztok byl skladovan pfi teploté -
20 °C, aby nedochazelo k degradaci PTX. Z tohoto roztoku byla nésledné pfipravena
methanolicka fada kalibra¢nich roztokl o koncentraci 100, 1000, 5000, 10000 ng/cm3
PTX. Pro sledovéni uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken do PBS byl pfipraven pracovni
roztok PTX o koncentraci 100 pg/em’ ze zasobniho roztoku PTX smichanim
s roztokem PBS s0,5% pifidavkem detergentu Tween 80. Z tohoto roztoku byla
nasledné pfipravena kalibracni série pro stanoveni PTX v PBS s ptidavkem 0,5 %

Tween 80 o koncentraci 100, 1000, 5000, 10000 ng/cm3 PTX.

3.3 Stanoveni celkového mnozstvi PTX v PLA vlaknech

Stanoveni celkového mnozZstvi PTX v rtiznych typech nanovlaken bylo provedeno
metodou extrakce PTX do methanolu. Experiment byl proveden v temperované tiepacce
(Orbital Shaker-Incubator ES20, Biosan, LotySsko, Riga) pii teploté¢ 25 °C a pii
140 ot/min.

Pro kazdy pokus bylo ze studovanych PLA nanovldken vyrazeno pét kruhovych
terCiki o priméru 12,5 mm, ty byly nasledné¢ zvdzeny, pro zjiSténi celkového
teoretického mnozstvi PTX v nanovlaknech. Nanovlakna se nasledn& vlozila do 10 cm’
methanolu a byla umisténa do termostatované ttepacky. Odbér vzorky byl proveden po
1, 2 a24 hodindch od ponofeni ter¢iki. Pro analyzu bylo odebrano vzdy 100 mm’
alikvotu. Tyto vzorky byly nejprve 10krat ziedény a poté v nich bylo stanoveno

mnozstvi PTX pomoci HPLC-UV metody.

Stanoveni celkového mnozstvi PTX bylo provedeno na v§ech PLA nanovldknech

v triplikatu. Vysledky byly nasledné statisticky zpracovany.
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3.4 Extrakce PTX z nanovlaken do PBS v rezimu postupné
vymeény pufru
Sledovani profilu uvoliiovani PTX do PBS bylo provedeno v temperované tiepacce
(Orbital Shaker-Incubator ES20, Biosan, LotySsko, Riga) pii teploté¢ 37 °C a pii
140 ot/min.

Pro kazdy experiment bylo z PLA nanovldken obsahujicich PTX vyrazeno pét
kruhovych teréikli o priiméru 12,5 mm, ty byly néasledné zvazeny pro zjisténi celkového
mnozstvi PTX. Teréiky byly vloZeny do 5 cm’ roztoku PBS s 0,5 % Tween 80. V dobg
odbéru vzorku byl z roztoku odebran 1 ecm’ roztoku pro stanoveni koncentrace PTX
a naslednd byl do extrakéni cely ptidan 1 cm® Gerstvého PBS s 0,5 % Tween 80. Odbér
vzorku byl proveden v 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 a 72 hodin od ponofeni ter¢iku
do roztoku. Ve vzorcich byla nasledné stanovena koncentrace PTX metodou

HPLC-UV.

Studium kinetiky bylo provedeno na vSech PLA nanovldknech a v triplikatu.
Vysledky byly nésledné statisticky zpracovany.
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3.5 Priprava a stanoveni stupné zbobtnani hydrogell
V rovnovazném stavu

Obrazek 3.1: Schéma formy pro pfipravu hydrogeld [109]; (1) polypropylenovy
blok — 100x100x25 mm, (2) polypropylenova podlozka, (3) silikonové tésnéni, (4)
sklenéna desticka — 100x100x4 mm, (5) silikonové té€snéni, (6) hlinikovy ram —

120x120x20 mm.

3.5.1 Priprava HEMA hydrogel(

K ptipravé HEMA hydrogela byla pouzita radikélova polymerizace iniciovana UV
zafenim. Nejprve byla pfipravena polymerizani smés sloZzend ze smési
HEMA/deionizovand voda v poméru 60/40 (w/w), 0,5 % sitovaciho €inidla EDMA,
vzhledem k celkovému mnozstvi HEMA) a 0,5 % iniciatoru polymerizace Darocur
1173 (vzhledem k celkovému mnozstvi HEMA a EDMA). Z polymeriza¢ni smési byl
nasledn¢ odstranén probubldnim dusikem po dobu 10minut kyslik, ktery inhibuje

radikdlovou reakci. Polymeriza¢ni smés byla vpravena pomoci injekéni stiikacky do
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sestavené formy urcené k polymerizaci. Schéma formy je znazornéno na obrazku 3.1.
obrazek az za textTloustku vzniklého hydrogelu urcovala tloustka silikonového tésnéni
mezi polypropylenovou podlozkou a sklenénou destickou. Pro piipravu HEMA
hydrogelit byla zvolena tloustka 0,1 cm. Po naplnéni formy byly vzorky
polymerizovéany po dobu 30 minut za pouziti 60W UV lampy ReptiGlo 8.0. Po skon¢eni
polymerizace byly vznikl¢ hydrogelové folie vyjmuty z formy a byly umistény do
destilované vody po dobu jednoho tydne, aby se dosahlo rovnovazného stavu zbotnani
adoslo k vymyti nizkomolekularnich rezidui po polymeraci. Nasledné¢ byly folie
umistény do roztoku PBS s 0,5 % ptidavkem Tween 80 po dobu dalsiho tydne. Nakonec
byly folie upraveny na prouzky o rozmérech 2,5 x 7 cm a opét byly uchovany v roztoku
PBS s pfidavkem Tween 80. Takto pfipravené hydrogely byly nasledné pouzity pro

dalsi experimenty.

3.5.2 Priprava HEMA-MA kopolymerniho hydrogelu

Dalsi hydrogel, na kterém byly provadény experimenty, byl kopolymer HEMA
a MA. Nejprve byla pfipravena polymerizaéni smés slozena z HEMA, dale bylo do
smési pfidano 1 hmot. % MA a 0,5 hmot. % EDMA vzhledem k celkovému mnozZstvi
HEMA, a nakonec byl do roztoku pfidan UV inicidtor Darocur 1173 o 0,5 hmot. %
vzhledem k celkovému mnozstvi polymeriza¢ni smési. Roztok byl probublan dusikem
po dobu Sminut a smés byla vpravena injekéni stiikackou do formy. Tloustka
hydrogelu HEMA-MA byla zvolena 0,05 cm. Nasledné byly vzorky polymerizovany
30 minut pomovi 60W UV lampy ReptiGlo 8.0. Po skonceni polymerizace byly folie
vyjmuty z formy a byly vloZeny do destilované vody po dobu jednoho tydne. Dale byly
hydrogely ptebotnany do 0,5% roztoku hydrogen uhli¢itanu sodného, aby byl hydrogel
pfeveden do sodné formy. Nakonec byly hydrogely umistény do roztoku PBS s 0,5 %
ptidavkem Tween 80 po dobu dalsiho tydne. Nakonec byly folie upraveny na prouzky
o rozmérech 2,5 x 7 cm a opét byly uchovany v roztoku PBS s pfidavkem Tween 80.

Takto ptipravené hydrogely byly nasledné pouZity pro dalsi experimenty.
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3.5.3 Stanoveni stupné zbobtnani hydrogell

Pro stanoveni stupné zbotnani byly z hydrogelt vysttizeny tfi ctverce o velikosti 2 x
2 cm, ze kterych byla definovanym zptisobem odstranéna povrchova voda. Ctverce byly
nasledn¢ zvéazeny a poté vysuSeny do konstantni hmotnosti ve vakuové susSarné.
Nakonec se vypocetlo mnozstvi vody v zbotnalém stavu a vysledky se statisticky

zpracovaly.

3.6 Méreni uvolfiovani PTX do hydrogell

Pro studium uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken do hydrogeli bylo nejprve
vyrazeno pét tercika z listu PLA nanovldken o pruméru 12,5 mm, které byly nasledné
zvazeny pro urceni teoretického mmnozstvi PTX. Z povrchu hydrogelu byla pomoci
filtra¢niho papiru odstranéna voda. Mezi dva platky hydrogelu byly umistény terciky
PLA. Hydrogely s teré¢iky byly vlozeny do plastovych sack a poté do vodni lazné
v inkubatoru (Orbital Shaker-Incubator ES20, Biosan, LotySsko, Riga) pfi teploté 37 °C
po dobu 0,5, 2, 4 a 8 h. Pti kazdém ¢asovém tseku byly hydrogely vyménény za nové.
Schéma experimentu je znazornéno na obrazku 3.2. Po ukonceni uvoliiovani PTX do
hydrogelu byly teréiky umistény do 10 cm’ methanolu a zbytkovy PTX byl
kvantitativné pieveden do roztoku. Extrakce PTX do methanolu byla provedena
v temperované tfepacce (Orbital Shaker-Incubator ES20, Biosan, LotySsko, Riga) pii
teploté 25 °C a pii 140 ot/min po dobu 24 hodin. Tyto roztoky byly nejprve 10krat
ziedény a nasledné v nich bylo stanoveno metodou HPLC-UV zbytkové mnozstvi PTX.
Nésledné bylo vypocteno celkové uvolnéné mnozstvi PTX do hydrogelu. Dale bylo
sledovano kumulativni mnoZstvi PTX, které se uvolni do jedné série hydrogelovych
platkl (bez postupné vymény hydrogeli). VSechna méteni byla provedena v triplikatu.

Vysledky byly nasledné statisticky zpracovany.
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Po 0,5 h byly teréiky
pi‘eneseny na Zerstvé ’ Analyza teréiki po 0,5 h
hydrogely

Po 1.5 h (celkovy &as 2 h)

byly teréiky pieneseny na ‘ Analyza teré¢iki po 2 h
Cerstvé hydrogely

Po dalsich 2 h (celkovy ¢as 4 h) byly . .
* ter¢iky pieneseny na Cerstvé hydrogely * Aualyza terciki po 4 b

* Analyza ter¢iki po 8 h

Obrazek 3.2: Schéma experimentu pro sledovani postupného uvoliiovani PTX do

hydrogelt.
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3.7 Sorpce PTX do hydrogelt

Pro studium sorpce PTX do hydrogeli byl vzdy z hydrogelovych placek vyrazen
ter¢ik o priméru 12,5 mm, ktery byl nasledné zvazen. Z terciku byla definovanym
zpusobem odstranéna povrchova voda, stejné jako pfi studiu uvoliiovani PTX do
hydrogel®, a nasledné byl hydrogel vloZzen do roztoku PTX o koncentraci 10 pg/cm’
pfipravené¢ho v PBS s ptidavkem 0,5 % Tween 80. Terciky v roztoku byly umistény
v temperované tiepacce (Orbital Shaker-Incubator ES20, Biosan, LotySsko, Riga) pfi
teploté 25 °C a pfi 140 ot/min a v danych Casovych usecich 10, 20, 40, 60, 120, 240,
480 a 1440 minut bylo z roztoku odebrano 80 mm® vzorku, ve kterém bylo nasledn&
stanoveno mnozstvi PTX HPLC-UV metodou. Po 24 hodinach byl tercik osuSen
a ponofen do 3 cm’ methanolu po dobu 24 hodin. Nakonec bylo stanoveno mnozstvi
PTX uvolnéného do methanolu. Pro kazdy hydrogel bylo méfeni provedeno v triplikatu

a vysledky byly nasledné statisticky zpracovany.
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4 Vysledky

4.1 Kvantitativni hodnoceni HPLC-UV analyz PTX

4.1.1 Kalibra¢ni kfivka v methanolu

Za separacnich podminek, které jsou uvedeny v kapitole 3.2, byla promeéiena
kalibrac¢ni zavislost ploch piki na koncentraci PTX v roztoku methanolu. Kalibracni
zévislost byla zméfena pro &tyfi koncentrace: 100, 1000, 5000 a 10000 ng/cm’. Na

obrazku 4.1 je zndzornén graf kalibracni zavislosti ploch piku na koncentraci PTX.
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Obrazek 4.1: Kalibra¢ni zavislost PTX v methanolu vyhodnocena z plochy piku.

Mobilni faze: Acetonitril/voda (50/50, v/v) s prutokem 0,5 cm’/min.

-40 -



Kazdy kalibra¢ni bod byl zméfen trikrat a vysledky byly statisticky zpracovany. Pfi
statistickém zpracovani byl zvolen koeficient spolehlivosti 0,95, neboli vysledky byly
vyhodnoceny na hladiné vyznamnosti 0,05. V tabulce 4,1 jsou statisticky zpracované

plochy pikti analyzovaného PTX.

Pouzita metoda poskytuje linedrni odezvu v celém uvedeném rozsahu koncentraci.

Smérodatné odchylky byly v rozmezi od 0,49 do 1,55 %.

Tabulka 4.1: Statistické vyhodnocen kalibracni zavislosti plochy piku PTX
v methanolu, kde ¢ je koncentrace PTX, 4 stfedni hodnota plochy piku, s smérodatna

odchylka, RSD relativni smérodatna odchylka a L, interval spolehlivosti (n = 3).

c (PTX) A S RSD L,
ng/cm3 mAUmin mAUmin % mAU-min
10000 193,60 0,95 0,49 1,24
5000 98,20 0,72 0,73 0,94
1000 18,90 0,20 1,06 0,26
100 1,97 0,03 1,55 0,04

4.1.2 Kalibra¢ni kfivka ve fosfatovém pufru

Dale za separacnich podminek, které jsou uvedeny v kapitole 3.2, byla proméfena
kalibracni zavislost ploch pikii na koncentraci PTX v roztoku PBS s 0,5% ptidavkem
detergentu Tween 80. Kalibrac¢ni zavislost byla zmétena pro Ctyfi koncentrace: 100,
1000, 5000 a 10000 ng/cm’. Na obrazku 4.2 je znézornén graf kalibratni zavislosti
ploch piku na koncentraci PTX.

Kazdy kalibra¢ni bod byl zméten tiikrat a vysledky byly statisticky zpracovany. Pti
statistickém zpracovani byl zvolen koeficient spolehlivosti 0,95, neboli vysledky byly

vyhodnoceny na hladiné vyznamnosti 0,05. V tabulce 4.2 jsou statisticky zpracované

plochy pikii analyzovaného PTX.
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Pouzita metoda poskytuje linedrni odezvu v celém uvedeném rozsahu koncentraci.

Smérodatné odchylky byly v rozmezi od 0,48 do 1,99 %.
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Obrazek 4.2: Kalibra¢ni zavislost PTX v PBS sdetergentem Tween 80
vyhodnocena z plochy piku. Mobilni faze: Acetonitril/voda (50/50, v/v) s pritokem

0,5 cm’/min.
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Tabulka 4.2: Statistické vyhodnocen kalibracni zavislosti plochy piku PTX v PBS
s 0,5 % pridavkem Tween 80, kde c je koncentrace PTX, 4 stiedni hodnota plochy piku,
s smérodatnd odchylka, RSD relativni smérodatna odchylka a L, interval spolehlivosti

(n=23).

¢ (PTX) A Sy RSD Ly,
ng/cm’ mAU'min mAU'min % mAU'min
10000 192,63 1,16 0,60 1,51
5000 99,37 0,48 0,48 0,62
1000 18,75 0,35 1,87 0,46
100 1,99 0,04 1,99 0,05

4.2 Stanoveni celkového mnozstvi PTX v PLA vlaknech

Mnozstvi uvolnéného PTX zriznych druhu PLA nanovldken jsou uvedena
v tabulce 4.3. Timto experimentem bylo potvrzeno, ze mnoZstvi PTX ptfidané do
polymerizaéni smési, pro pfipravu PLA nanovladken, bylo uspé€$né inkorporovano do
vlakenné struktury. Celkovd mnoZstvi PTX v PLA nanovldknech ziskana v téchto
experimentech byla pouzita pro vypocet teoretického mnozstvi PTX v dalSich méfenich

sledujicich uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken.

Pro kazda PLA nanovldkna byla provedena tii méfeni a vysledky byly statisticky
zpracovany. Pfi statistickém zpracovani byl zvolen koeficient spolehlivosti 0,95, neboli

vysledky byly vyhodnoceny na hladiné vyznamnosti 0,05.
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Tabulka 4.3: Skute¢né mnozstvi PTX v PLA nanovldkenech obsahujicich
10 hmot. % PTX, 15 hmot % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a 13,3 hmot. % CD

(n=23).
Teoretické Mnozstvi MnoZstvi MnoZzstvi

Typ vlaken

mnozstvi PTX PTXpolh PTXpo2h PTXpo24h
% % % %

PLA-PTX(10) 10 9,38 £ 0,03 9,76 = 0,08 10,49 + 0,05
PLA-PTX(10)-PEG(20) 10 9,16 £0,05 9,54 £ 0,05 10,05 + 0,03
PLA-PTX(10)-CD 10 10,16 = 0,05 10,19 + 0,07 10,31 + 0,03

4.3 Extrakce PTX z nanovlaken do PBS v rezimu postupné
vymeny pufru

Z vypoctenych rychlosti uvoliiovani, které jsou uvedeny v tabulce 4.4, je patrné, ze
z nanovlaken obsahujici PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa bylo uvolnéno vyznamné
vy$$i mnozstvi PTX a také dochazi k prodluZzovani doby uvoliiovani lé¢iva v porovnani
s nanovlakny obsahujici pouze 10 hmot. % PTX. Nanovldkna, kterd obsahovala
13,3 hmot. % CD, vykazovala obdobnou rychlost uvoliiovani PTX jako nanovlakna,
ktera obsahuji pouze 10 hmot. % PTX. Je ziejmé, ze pfitomnost CD nema vliv na

uvolnovani PTX do PBS.

-44 -



Tabulka 4.4: Porovnani kinetiky uvoliiovani PTX z PLA nanovldken obsahujicich

10 hmot. % PTX, 15 hmot % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a 13,3 hmot. % CD

do PBS.
Doba
Rychlost uvoliiovani PTX
uvolfiovani
ng/h
h
PLA-PTX(10) PLA-PTX(10)-CD PLA-PTX(10)-PEG(20)
0-0,5 11251 17886 120656
0,5-1 717 1042 17480
1-2 432 627 11557
2-4 252 356 6350
4-8 118 181 3209
8-24 28 62 1142
24-48 20 28 334
48-72 9 12 95

Dale byla ur¢ena mnozstvi PTX uvolnéného v jednotlivych krocich, kterd jsou

zobrazena na obrazku 4.3, a absolutni mnozstvi uvolnéného PTX, znazornéna na

obrazku 4.4. Z kinetickych profild je ziejmé, Ze dochazi nejprve k pocatecnimu

rychlému uvoliovani PTX, které bylo nasledn€é nahrazeno jeho konstantnim pomalym

uvoliovanim. U PLA vlaken obsahujicich PEG lze pozorovat vyssi uvoliovani PTX

oproti ostatnim typim nanovldken. Tento Uc¢inek je mozné vysvétlit vymyvanim PEG

z nanovlaken, ¢imz dojde k zvySeni plochy mezi vldky a okolnim médiem.
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Obrazek 4.3: Mnozstvi uvolnéného PTX v jednotlivych ¢asovych usecich do PBS
s 0,5 % Tween 80 v rezimu postupné vymény pufru z PLA nanovlaken obsahujicich
10 hmot. % PTX, 15 hmot % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a 13,3 hmot. % CD
meéfené pomoci HPLC-UV.
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Obrazek 4.4: Absolutni mnozstvi uvolnéného PTX do PBS s 0,5 % Tween 80
v rezimu postupné vymény pufru z PLA nanovldken obsahujicich 10 hmot. % PTX,
15 hmot % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a 13,3 hmot. % CD métené pomoci

HPLC-UV. Chybov¢ tsecky byly sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).

4.4 Méreni uvoliovani PTX do hydrogelu

Po experimentech orientovanych na stanoveni celkového mnozstvi PTX a na
sledovani uvoliovani PTX do PBS byla dale sledovana kinetika uvoltiovani PTX z PLA
nanovlaken do hydrogeld na bazi HEMA.

Diivodem sledovani kinetiky uvoliiovani PTX z vlakennych nosi¢it do hydrogelt
byla snaha pftiblizit podminky redlnému prostiedi organismu. Na rozdil od kapalnych
medii, které byly pouzity v pfedchozich experimentech, byla snaha potlacit vliv latkové

konvekce vodného média, které se naléza v okoli nanovladkenych nosicl pfi ttepani.
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4.4.1 HEMA

Nejprve byla sledovana kinetika uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken do HEMA
hydrogeld, pripravenych s pfidavkem 0,5 hmot. % EDMA. Jesté pred méteni profilt
uvoliiovani PTX bylo stanoveno mnozstvi vodné slozky v rovnovazném zbotnalém
stavu hydrogelu. Bylo zjisténo, ze HEMA hydrogel obsahuje ve své struktuie
37,45+ 0,26 % vody. Ziskané profily uvoliiovani PTX do HEMA hydrogelu v rezimu

postupné vymeény i kumulativnim moédu jsou znazornény na obrazku 4.5.

Z PLA nanovlaken, které obsahuji pouze 10 hmot. % PTX doSlo béhem prvni ptl
hodiny k rychlému uvolnéni PTX. V dalSich ¢asovych tsecich nebylo pozorovano dalsi
uvoliiovani PTX z nanovldken. Oproti tomu u PLA nanovldken obsahujicich PEG

o molekulové hmotnosti 20 kDa a CD dochazelo ke kontinualnimu uvoltiovani PTX.

I PLA-PTX(10) [l PLA-PTX(10)-CD [l PLA-PTX(10)-PEG(20)

20

Absolutni mnozstvi uvolnéného PTX, %

0.5 2 4 8 8 kumu.
Cas, h

Obrazek 4.5: Porovnani uvoliovani PTX z PLA nanovldken obsahujicich
10 hmot. % PTX, 15 hmot % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a 13,3 hmot. % CD
do HEMA hydrogeli s postupnou vyménou medii a kumulativnim modu. Chybové

usecky byly sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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Pritomnost PEG zaroven zvysila celkové mnozstvi uvolnéného PTX oproti vlaknim
obsahujicich pouze PTX. U PLA nanovlédken obsahujicich CD bylo celkové uvolnéné
mnozstvi obdobné jako u vldken pouze s PTX. Z profilti uvoliiovani je ziejmé rychlé
pocatecni uvolitovani PTX, které je pravdépodobné zpiisobeno jeho difuzi do vodného

média, které vypliuje prostory mezi vlaky, a nasledné do hydrogelové matrice.

Srovnanim celkového uvolnéného mnozstvi PTX zvldken mezi experimenty
s postupnou vyménnou hydrogelti a kumulativnim mddem je patrné, Ze u experiment

s postupnou vyménou bylo dosazeno mirn¢ vyssiho uvolnéni 1é¢iva z PLA nanovlaken.

4.4.2 HEMA-MA

Druhym hydrogelem pouzitym ke sledovani kinetiky uvoltovani PTX z PLA
nanovlaken byl kopolymer HEMA-MA, ktery obsahuje 1 hmot. % MA a 0,5 hmot. %
zesitovaciho ¢inidla EDMA. Jesté pied méfeni profilti uvoliiovani PTX bylo stanoveno
mnozstvi vodné slozky v rovnovazném zbotnalém stavu hydrogelu. Bylo zjisténo, ze
HEMA-MA hydrogel obsahuje ve své struktute 44,05 = 0,56 % vody. Ziskané profily
uvoliiovani PTX do HEMA-MA hydrogelu jsou znazornény na obrazku 4.6.

U PLA vléken obsahujicich PEG o molekulové hmotnost 20 kDa a obsahujicich CD
muzeme z profilu uvoliovani PTX pozorovat podobny prib¢h jako pti uvoliiovani PTX
do HEMA. U PLA nanovldken obsahujicich pouze 10 hmot. % PTX milZeme také

pozorovat kontinualni uvoliiovani PTX po cely prubéh experimentu.

Pouzitim HEMA-MA oproti HEMA se z PLA nanovlédken uvolnilo vyrazné vice
PTX jak je patrné u vSech druht PLA vlaken.

Srovnanim celkového uvolnéného mnozstvi PTX zvldken mezi experimenty
s postupnou vyménnou hydrogelt a kumulativnim moddem se opét potvrdilo, Ze

u experimentd s postupnou vyménou bylo dosazeno vyssiho uvolnéni 1é¢iva.
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Obrazek 4.6: Porovnani uvoliovani PTX z PLA nanovldken obsahujicich
10 hmot. % PTX, 15 hmot % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a 13,3 hmot. % CD
do HEMA-MA kopolymernich hydrogelti s postupnou vyménou médii. Chybové
useCky byly sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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4.5 Sorpce PTX do hydrogelu

Nakonec byla studovana moznost pouziti hydrogelti jako nosic¢e 1éCiv pro jejich
lokéalni aplikace. Hodnoty celkové sorpéni kapacity hydrogelli a ndsledného uvolnéného
mnozstvi PTX jsou uvedeny v tabulce 4.5. Profily sorpce PTX do jednotlivych
hydrogelii jsou znazornény na obrazku 4.7—4.9. Pro snadn¢jsi porovnavani vlivu slozeni

hydrogelu byly hodnoty vztaZzeny na hmotnost zbotnalého hydrogelu.

Kazdy experiment byl proveden tiikrat a vysledky byly statisticky zpracovany. Pfi
statistickém zpracovani byl zvolen koeficient spolehlivosti 0,95, neboli vysledky byly

vyhodnoceny na hladin€ vyznamnosti 0,05.

U hydrogeli obsahujicich EDMA v rizném hmotnostnim zastoupeni nebyly
pozorovany vyznamné rozdily jak v priabéhu sorpce PTX, tak i v nasledném uvolnéném
mnozstvi PTX. Z profilu sorpce PTX do kopolymerniho hydrogelu HEMA-MA je
ziejmé, ze dochazi k pocatecni rychlé sorpci PTX do hydrogelu, a tento typ hydrgelu

vykazuje pro PTX také mirn€ vyssi sorp¢ni kapacitu.

Jak je patrné z tabulky 4.5, tak pfi desorpci PTX do methanolu se u vSech hydrogel
nepodafilo uvolnit pfiblizn€ 20 pg PTX na jeden gram zbotnalého hydrogelu. Paklitaxel

se s nejvetsi pravdépodobnosti ¢astecné ireverzibilné vaze ve struktufe hydrogelu.

Tabulka 4.5: Porovnani hodnot sorp¢nich kapacit PTX a nasledné uvolnéné
mnozstvi PTX rtznych typt hydrogelti vztazené na hmotnost zbotnalého hydrogelu.

(n=3)

Typ hydrogelu Sorpéni kapacita Uvolnéné mnozstvi PTX
ng/g ng/g
HEMA-EDMA(0,3%) 62,93 +£3,14 41,90 + 2,50
HEMA-EDMA(0,7%) 67,74 + 2,98 42,57 + 2,00
HEMA-EDMA(0,9%) 67,03 £4,13 39,87 +£2,87
HEMA-EDMA(0,5%)-MA(1%) 71,77 £ 2,67 54,89 £5,51
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Obrazek 4.7: Sorbované mnozstvi PTX do teréiku HEMA s 0,3 hmot. %
zesitovaciho ¢inidla EDMA zroztoku PTX o koncentraci 10 ug/crn3 ptipravené¢ho
v PBS s ptidavkem 0,5 % Tween 80 vztazené na hmotnost zbotnalého hydrogelu.

Chybové tsecky byly sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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Obrazek 4.8: Sorbované mnozstvi PTX do teréiku HEMA s 0,7 hmot. %
zesitovaciho &inidla EDMA zroztoku PTX o koncentraci 10 pg/cm’ pfipraveného
v PBS s ptidavkem 0,5 % Tween 80 vztaZzené na hmotnost zbotnalého hydrogelu.

Chybové tsecky byly sestrojeny pomoci smerodatnych odchylek (n = 3).

-53-



©
o

g/g
o
T
1

X

o)

a

LI
-
P T

A OO0 0O O ~
o O o1 O o
L LA DL L |
|
1 1 1 1

w b

o O

T T
il

1 1

Absolutni sorbované mnozstvi
= =2 NN W
o 01 ©O o O
T T EI T
| ]
1 1 1 1

(&)
T
1

o

0 500 1000 1500
Cas, min

Obrazek 4.9: Sorbované mnozstvi PTX do teréiku HEMA s0,9 hmot. %
zesitovaciho &inidla EDMA zroztoku PTX o koncentraci 10 pg/cm’ pfipraveného
v PBS s ptidavkem 0,5 % Tween 80 vztazené¢ na hmotnost zbotnalého hydrogelu.

Chybové tsecky byly sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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Obrazek 4.9: Sorbované mnozstvi PTX do ter¢iku HEMA-MA kopolymerniho
hydrogelu z roztoku PTX o koncentraci 10 pg/cm’ piipraveného v PBS s piidavkem 0,5
% Tween 80 vztazené na hmotnost zbotnalého hydrogelu. Chybové useCky byly

sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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5 Zaver

Vtéto diplomové praci bylo studovano pouziti hydrogeli na bazi
2-hydroxyethylmethakrylatu pro sledovéani uvoliiovani hydrofobniho 1é¢iva paklitaxelu,
ktery byl inkorporovan v nanovdkenném materidlu zalozeném na polylaktidu. Pro
stanoveni PTX byla pouzita HPLC metoda s UV detekci pii 227 nm. Separace byla
provedena za pomoci kolony Astentic Express C18 a jako mobilni faze byla pouzita
smés acetonitril/voda (50/50, v/). Pro experimenty byly pouzity tfi druhy PLA
nanovldken s 10 hmot. % PTX, a to PLA nanovldkna obsahujici pouze 10 hmot. %
PTX, PLA nanovldkna obsahujici 10 hmot. % PTX s 15 hmot. % ptidavkem PEG
o molekulové hmotnosti 20 kDa a PLA nanovldkna obsahujici 10 hmot. % PTX
s 13,3 hmot. % pridavkem CD.

Nejprve bylo sledovdno uvoliiovani PTX z PLA nanovldken do PBS s0,5%
pridavkem Tween 80.Vldkna, kterd obsahovala PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa,

uvolnila vyrazné vétsi mnozstvi PTX a vykazovala delsi dobu uvoliiovani 1é¢iva.

Studium kinetiky uvolfiovani PTX do hydrogelii, bylo provedeno na dvou typech
hydrogelovych matric zalozenych na HEMA. Z vysledki je patrny rozdil mezi
uvoliiovani PTX do PBS a do hydrogelovych matric. TudiZ na uvoliovani PTX z PLA
nanovlaken nema vliv jenom ptipadnd modifikace vldken samotnych, ale dilezitou roli
hraje 1 typ prostfedi. Spravnou volbou hydrogelu 1ze dobfe simulovat in vivo prostiedi.
Také 1ze konstatovat, ze nanovlakna, kterd byla modifikovana pomoci PEG, uvoliuji
vyrazné vyssi mnozstvi hydrofobniho 1é¢iva. Tento trend je zfejmy jak u experimentl
sledujici uvolitovani PTX do PBS tak i do hydrogelovych matric. Vliv pfidavku CD na
uvoliovani PTX byl zfejmy pouze u sledovani kinetiky uvoltovani PTX do

hydrogelovych matric, kde dochazelo k vétsimu uvoliiovani PTX z téchto vldken.

Nakonec bylo studovéano pouziti hydrogelu jako nosice 1é€iv pro piipadné lokalni
aplikace. Byla sledovana sorpce PTX zroztoku PBS s0,5% piidavkem detergentu
Tween 80 do ctyf druhG hydrogelti. Tti znich byly hydrogely HEMA s riznym
obsahem EDMA a ctvrty byl kopolymerni hydrogel HEMA-MA. Vys$s§i sorpéni
kapacitu pro PTX wvykazoval kopolymerni hydrogel, sorp¢ni kapacita hydrogeli
HEMA-EDMA byla srovnatelna.
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