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Abstrakt

V této bakalaiské praci byly pfipraveny a charakterizovany hydrogely na
bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu a kyseliny methakrylové (pHEMA-MA).
Hydrogely by mohly slouzit jako testovaci médium pii vyvoji nanovldkennych
polylaktidovych (PLA) syst¢émt pro lokalni aplikaci paklitaxelu (PTX). Toto
médium bylo studovédno ve snaze vytvoiit podminky, které I1épe odpovidaji
skutecnému prostiedi lidského téla nez bézn¢ pouzivana kapalna média. Lokalni
aplikace cytostatik u 1é¢by pevnych nadort ma ftadu vyhod. PTX je
predstavitelem hydrofobniho protinddorového 1é¢iva s vaznymi vedlej$imi
ucinky. Lokalni aplikaci tohoto 1é¢iva pomoci PLA nanovldkennych nosicli by
bylo mozné vedlejsi ucinky znaéné¢ omezit a pii tom zvysit jeho koncentraci
a dobu piisobeni v cilovych nddorovych tkanich. Déle byl zkouman vliv ptidavku
polyethylenglykolu (PEG) o molekulové hmotnosti 20 kDa a B-cyklodextrinu
(CD) do struktury nanovldken pro optimalizaci uvoliiovani inkorporované¢ho
1é¢iva.

Kinetika uvoliovani PTX z PLA nanovlaken do pHEMA-MA hydrogelt
byla sledovana analytickou metodou HPLC s UV detekci. Experiment byl také
proveden za pouZziti vodného roztoku PBS jako uvoliiovacitho média pro
porovnani profilli uvoliovani PTX. Za pouziti metody HPLC s UV detekci byla
testovana také sorpce PTX do pHEMA a pHEMA-MA hydrogeli o rizném
obsahu MA z roztoku PTX v PBS s Tween 80.

Bylo prokazéano, Ze z nanovlaken se do pHEMA-MA hydrogeld uvolnilo
vyrazné vice PTX nez do PBS. Pfi experimentech uvolfiovani PTX z nanovldken
do hydrogelii 1 do PBS bylo potvrzeno, Ze ptidavek PEG do struktury nanovlaken
vyrazné zvySuje mnoZzstvi uvolnéného 1é€iva a zaroven také prodluzuje dobu, po
kterou se lécivo uvolnuje. PEG se ukézal byt vhodnym modifikaénim ¢inidlem
pro PTX ke zvyseni jeho uvoliiovani do vodného prostiedi. Vliv ptidavku CD do
struktury nanovldken nebyl pii uvoliovani 1é¢iva do PBS vyznamny. Pfi
experimentu uvoliiovani PTX z PLA-PTX-CD do hydrogeli dokonce doslo
k uvolnéni niz§iho mnozstvi PTX, nez v ptfipadé PLA nanovldken obsahujicich

pouze PTX.



Abstract

In present bachelor thesis, hydrogels based on 2-hydroxyethyl
methacrylate and methacrylic acid (pHEMA-MA) were prepared and
characterized. Hydrogels could serve as a testing medium in the development of
nanofiber polylactide (PLA) systems for local application of paclitaxel (PTX).
This medium has been studied in an effort to create conditions that better
correspond to the actual environment of a human body than commonly used
liquid media. Local application of cytostatics in the treatment of solid tumors has
a number of advantages. PTX represents a hydrophobic anticancer drug with
serious side effects. Local distribution of presented drug using nanofiber carriers
could greatly reduce the adverse side effects while increasing its concentration
and duration of effect in target tumor tissues. The effect of the addition of
polyethylene glycol (PEG) with a molecular weight of 20 kDa and B-cyclodextrin
(CD) to the nanofiber structure was further investigated to optimize the release of
the incorporated drug.

The release kinetics of PTX from PLA nanofibers into pHEMA-MA
hydrogels were studied using analytical method HPLC with UV detection. The
experiment was also performed using an aqueous PBS solution as the release
medium for comparison of the PTX release profiles. The sorption of PTX into
pHEMA and pHEMA-MA hydrogels with different MA contents from a solution
of PTX in PBS with Tween 80 was also examined using HPLC method with UV
detection.

It has been confirmed that significantly more PTX was released from
nanofibers into pHEMA-MA hydrogels than into PBS. In experiments on the
release of PTX into hydrogels and into PBS was found, that the addition of PEG
to the nanofiber structure significantly increases the amount of drug released and
also prolongs the time for which the drug is released. PEG has been shown to be
a suitable modifying agent for PTX to increase its release into aqueous
environment. The effect of the addition of CD to the nanofiber structure was not
significant during drug release into PBS. In the experiment of releasing PTX
from PLA-PTX-CD into hydrogels, a lower amount of PTX was released than in
the case of PLA nanofibers containing only PTX.
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Seznam zkratek a symboli

CD B-Cyklodextrin

DMSO Dimethylsulfoxid

EDMA Ethylenglykoldimethakrylat

HEMA 2-Hydroxyethylmethakrylat

hmot. % Hmotnostni procento

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IPN Multipolymerni interpenetrované hydrogely
MA Kyselina methykrylova

PBS Fosfatovy pufr

PDLA Kyselina poly(D-mlé¢n4)

PDLLA Poly(D, L-kyselina mlé¢na)

PEG Polyethylenglykol

PLA Polylaktid

PLGA Polylactid-co-glycolid

PLLA Kyselina poly(L-mlécna)

PTX Paklitaxel

RSD Relativni smérodatné odchylka

SB Stupen botnéni

SEM Snimaci elektronova mikroskopie

Sr Smérodatna odchylka



1 Cil prace
Cilem této bakalafské prace bylo studium vyuziti hydrogelii na bazi
kopolymeri 2-hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) a kyseliny methakrylové
(MA) simulujicich in vivo prostfedi pfi uvolfiovani hydrofobniho Iéciva
paklitaxelu (PTX), inkorporovaného do struktury nanovladkenného materialu
polylaktidu (PLA).
Dil¢i cile této bakalaiské prace jsou:
1. Pfiprava hydrogeli na bazi HEMA a MA radikdlovou
polymerizaci a stanoveni jejich stupné botnani.
2. Sledovani kinetiky uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken.
3. Studium vlivu pfidavku amfifilni molekuly polyethylenglykolu
(PEG) a cyklodextrinu (CD) do struktury nanovlaken na profil
uvoliiovani 1é¢iva zakotveného v nanovldkenném nosi¢i do
hydrogelu.
4. Sledovani kinetiky sorpce PTX do hydrogel a porovnani sorp¢ni
schopnosti hydrogeldi pHEMA a pHEMA-MA.
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2 Teoreticka cast

2.1 Hydrogely

Hydrogely jsou polymerni materialy s trojrozmérnou strukturou sité. Jsou
schopny absorbovat zna¢né objemy tekutin prostfednictvim hydrofilnich skupin,
kterych tyto polymerni materidly obsahuji velké mnozstvi. Hydrogely jsou
materidly velice vSestranné. Krom¢é skvélé absorpcni schopnosti maji i jiné
vyhodné vlastnosti, jako jsou elasticita, flexibilita, porozita a velmi dobra
kompatibilita s zivymi tkdnémi. Pravé tyto vlastnosti jsou divodem rozsahlého
vyuziti hydrogelti v medicing a dalSich odvétvich (Aswathy et al., 2020, Buenger
etal., 2012).

Poprvé termin hydrogel pouzil J. M. van Bemmelen vroce 1884.
V dalsich letech se hydrogely diky praci Otty Wichterleho a Drahoslava Lima
dockaly vyuziti zejména v ocnim Iékafstvi, jako vyplné po enukleaci oka nebo
jako materidl pro vyrobu kontaktnich a nitroo¢nich ¢ocek. Od té doby se pouziti
hydrogeli rozsifilo do mnoha oblasti lidské ¢innosti, naptiklad i do zeméd¢lstvi
a potravinafstvi. VyuZivaji se také jako systémy pro dopravu lé€iv, v tkdiovém
inZenyrstvi jako tzv. skafoldy, ¢i jako kryty na vlhké hojeni ran (Varaprasad
et al., 2017). V poslednich desetiletich se hydrogely dockaly opravdu velkého
rozvoje a jejich vyznam roste kazdym rokem. V dal§im odstavci budou probrany

vlastnosti a struktura hydrogeld.

2.1.1 Struktura hydrogelt

Hydrogely jsou tvofeny polymernimi fetézci uspofddanymi do
trojrozmérné zesitované struktury. Pravé kvili tomuto uspotfddani dosahuje
molekulova hmotnost hydrogeld velmi vysokych hodnot. Miize se dokonce blizit
az k nekonecnu (Michalek et al., 2010). Tyto polymery, at’ uz ptirodniho nebo
syntetického ptivodu, jsou hydrofilni. Hydrogely ve velkém mnozstvi absorbuji
vodu, jsou nerozpustné ve vodé¢ za fyziologické teploty, pH a iontové sily.

Sitova struktura hydrogeld je realizovdna spoji mezi jednotlivymi
polymernimi fetézci. Tyto spoje mohou byt zformovany vlivem silnych
chemickych interakci, jako jsou kovalentni a iontové vazby nebo vlivem
fyzikdlnich nekovalentnich interakei, tedy vodikovymi vazbami, hydrofobnimi

nebo elektrostatickymi interakcemi (Slaughter et al., 2009).
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Dulezitymi strukturnimi parametry hydrogelti jsou stupen zesitovani
a molarni hmotnost polymernich fetézcii mezi jednotlivymi spoji. Stupen
zesitovani charakterizuje hustotu spojii mezi jednotlivymi polymernimi fetézci.
Tyto parametry mohou byt upraveny k dosazeni pozadovanych vlastnosti
hydrogelu. Pro piiklad, vyssi stupen zesitovani vede ke zvysSené mechanické
odolnosti hydrogelu, ke snizeni rychlosti difize molekul hydrogelem a ke
zmenSeni velikosti ok trojrozmérné sité. Velikost ok definuje prostor pro difuzi
molekul nebo ¢astic strukturou hydrogelu (Buenger et al., 2012). Na obrazku 1 je

znazornéna struktura hydrogelu na molekuldrni rovni.

Kovalentni vazba

(chemicka)
N Spojeni
Propleteni (fyzikalni)
(fyzikalni)

Hywdrogel

Obrazek 1.: Sitovand struktura hydrogelu na molekuldrni urovni. Zdroj:

(Buenger et al., 2012)

Voda se v hydrogelech nachazi v nékolika formach — vézana slabymi
interakcemi na molekuldrni strukturu polymerni sité¢ (nonfreezing — nemrznouci)
a volna (freezing), ktera pod bodem mrazu vytvaii krystalickou strukturu ledu.
Mnozstvi vody absorbované hydrogelem zavisi na teplot€¢ a na specifické
interakci mezi molekulami vody a polymernimi fetézci (Ullah et al., 2015). Cim
vyS$i je stupenn zesiténi, tim méné je hydrogel pruzny, tim pomaleji botna
a je méné ochoten ke zméné faze v reakci na podnéty. V pfipadech vysokého
stupn¢ zesiténi byla pozorovana zvySena kiehkost hydrogelu (Peppas et al.,

2000).
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2.1.2 Klasifikace hydrogeli
Hydrogely se daji rozdélit z riznych uhlu pohledu, napt. na zaklade¢
zdroje, ze kterého je hydrogel pfipraven, dale podle slozeni, iontového naboje,
odezvy, sitovani, fyzikalnich vlastnosti nebo degradability (Ullah et al., 2015).
Ptehled klasifikace hydrogelu je uveden na obrazku 2.

- Fyzikalni
- Chemicka
- Biochemicka
Odpovéd
FyzikdIni vlastnosti i Z‘:az éni
AT - Konvencni
- Fyzikalni Sitovani
- Chemické
- Homopolymerni
. - Kopolymerni
- Biodegradovatelné Hydrogely SloZeni i IPI\'Ij v
- Nebiodegradovatelné  pegradabilita - Semi-IPN
- Kationtové
lontovy naboj - Aniontové
Zdroj - Neutralni
- Pfirodni
- Syntetické
- Polosyntetické

Obrazek 2.: Klasifikace hydrogelt. Zdroj: (Ullah et al., 2015)

V zavislosti na iontovém naboji skupin navdzanych v postrannim fetézci
hydrogelu se hydrogely dé€li na kationtové, aniontové a neutrdlni. Na zaklad¢
zpusobu zesiténi hydrogely délime na fyzikalni a chemické. Lze je také délit do
skupin podle jejich struktury na amorfni, krystalické a semikrystalické.

Hydrogely mohou byt pfirodni, syntetické nebo polosyntetické.
V medicinalnim uplatnéni jsou upfednostiovany ptirodni hydrogely, a to z toho
diivodu, Ze jsou vysoce biokompatibilni. Nevyhodou pfirodnich hydrogelt miize
byt jejich omezend mechanickd odolnost a také stabilita (Singh et al., 2016).
Ptirodni polymery vyuzivané k produkci hydrogeli jsou napt. Zelatina, kolagen,

alginat nebo chitosan (Croisier and Jérome, 2013). Mezi syntetické polymerni
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materidly vyuzivané k vyrobé hydrogeli fadime napi. polyvinylalkohol,
polyethylenglykol nebo polymery na bazi kyseliny metakrylové a jejich estert,
napft. poly(2-hydroxyethylmethakrylat)u.

Jak miizeme vidét na obrazku 2, hydrogely se podle svého slozeni déli na
homopolymerni, kopolymerni a multipolymerni interpenetrované hydrogely
(IPN). Homopolymerni hydrogely tvoifi polymerni sit odvozenou od jednoho
druhu monomeru, ktery je =zakladem celé struktury daného polymeru.
Kopolymerni hydrogely obsahuji dva nebo vice druhit monomeru, kde minimalné
jedna slozka vSak musi byt hydrofilni. Multipolymerni interpenetrované
hydrogely jsou vyrabény ze dvou nezavislych polymernich slozek jiz v sitové

form¢ (M. Trudicova, 2018).

2.1.3 Pouziti hydrogela
Jak jiz bylo uvedeno vySe, hydrogely maji v dneSni dobé& pocetné
mnozstvi aplikaci. V této ¢asti mé prace se budu vénovat predevsim uplatnéni

hydrogelt v mediciné€.

2.1.3.1 Hydrogely v tkanovém inzenyrstvi

V ptipadé¢ selhani nekterych tkani nebo organii existuje nékolik moznosti
1écby, oprava tkan€ nebo organu, jejich vyména za syntetickou nebo piirodni
nahradu, ¢i regenerace. Pfestoze implantaty mohou byt GispéSnym feSenim tohoto
problému, tkanoveé inZenyrstvi je v dneSni dobé slibnou moZznosti regenerace
tkani ¢i organt (A. S. Hoffman, 2002).

Hydrogely jsou v poslednich letech stale vice zkoumany jako matrice, tzv.
skafoldy pro tkanové inZenyrstvi, jelikoZ mohou obsahovat pory natolik velkeé,
aby pojaly zivé buiky. Jak jiz bylo zminéno dfive, hydrogely lze ptizplsobit
natolik, aby dostatecné pifipominaly nativni tkan. Déale mohou byt hydrogely
navrzeny tak, aby se postupné (fizené€) rozpustély nebo degradovaly, a tim
vytvérely nové pory umoziujici Zivym buiikam pronikat do struktury hydrogelu
a dale proliferovat. S vyhodou Ize také vyuzit inkorporace biologicky aktivnich
latek do struktury hydrogelu (napi. rastové faktory), které se z hydrogelu

uvolnuji a podporuji tak rist bunék a nové tkdné. Hydrogelové skafoldy také
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mohou zprostiedkovavat transport Zivin a odstraiiovani odpadnich latek (A. S.

Hoffman, 2002).

2.1.3.2 Hydrogely jako nosic¢e 1éCiv

Hydrogely se casto pouzivaji jako lokalni nosice 1éc¢iv, jelikoz jsou
hydrofilni, biokompatibilni a rychlost uvoliiovani 1é¢iva z nich lze regulovat.
Vhodnou morfologii, regulaci stupné botnani nebo rychlosti degradace hydrogelu
lze upravit kinetiku uvolnovani IéCiva podle pozadovaného terapeutického
ucinku (Slaughter et al., 2009).

Hydrogely jako nosice 1éc¢iv jsou slibnym ndastrojem kontrolované
distribuce hned v nékolika oblastech mediciny. Naptiklad pfi 1écbé rakoviny,
artrozy, diabetu, bakteridlni ¢i virové infekce a srde¢nich chorob (Mishra et al.,
2017).

Existuji dva hlavni zpasoby inkorporace lé€iva do hydrogelu. Prvnim
zpusobem je pridani 1é¢iva do polymerizacni smési a jeji naslednd polymerizace.
Druhym zptisobem je inkorporace 1é¢iva do jiz zpolymerovaného hydrogelu,
zpravidla sorpce z roztoku Iéciva. Béhem botnani anebo koncentratnim
gradientem fizenou diftizi molekul 1é¢iva do hydrogelu je 1é¢ivo absorbovano do
jeho struktury, dokud nedojde k ustaveni rovnovahy (Mishra et al., 2017).

Hlavni nevyhoda hydrogeli jako nosi¢l 1éCiv spociva v obtiznosti
inkorporace zpravidla hydrofobnich 1é¢iv do hydrofilni matrice hydrogelu. Tento
problém byva feSen napfiklad zavedenim hydrofobnich skupin do hydrogelové

struktury (Larrafieta et al., 2018).

2.1.3.3 Hydrogely jako prostfedky pro vlhké hojeni ran

Rozsahl¢ popaleniny a dalsi defekty ktize, at’ uz zplisobené urazem ci
metabolickou poruchou, jsou vaznym I€karskym, socialnim a ekonomickym
problémem. Rizeni procesu hojeni ran stile pfedstavuje vyzvu pro soucasny
vyzkum v lékafské oblasti. Rozmanitost druhli ran, jako jsou popéleniny,
chirurgické rany, dekubity, diabetické bércové viedy atp., vedla k vyvoji mnoha
druhti obvazovych materiali. Obvazové materialy prosly vyvojem od aplikace

bylin, tradi¢nich obvazi, jako jsou vata, syntetické i pfirodni obvazy, ¢i géza, az
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po moderni materialy, které kromé kryti rany zajist'uji i vlhké prostredi v okoli
rany, které je pro hojeni velice dulezité (Michalek et al., 2010).

Hydrogely hraji v oblasti hojeni ran dulezitou roli zejména pro jejich
schopnost pojmout znacné mnozstvi vody, tedy az 90 % (m/m). Kromé zajisténi
vlhkého prostiedi hydrogely pfispivaji k hojeni rany i tim, Ze absorbuji nadbytek
exsudatu. Hydrogely jsou skvéle akceptovany zivou tkéni, jsou propustné pro
metabolity, neplsobi zadné problémy po odstranéni diky jejich elasticité, a navic
také ochlazuji okolni tkan. Tato skuteCnost vede ke snizeni bolesti, a tim tedy

1 k vysoké ptijatelnosti pacienty (Michalek et al., 2010).

2.1.3.4 Hydrogely jako kontaktni Cocky

Kontaktni ¢ocka je malym optickym zatfizenim, které se poklada ptimo na
o¢ni rohovku. Technologie jeji vyroby musi umoziovat upravovani optickych
vlastnosti ¢ocky. Musi byt umoznéno piesné upravit tvar k zajiSténi spravné
fyziologické funkce ¢ocky v kontaktu s okem (Michalek et al., 2010). Rohovka je
prihledna tkan bez jakychkoliv cév, pro jejich spravnou funkci je dilezita
dostupnost vzdusného kysliku. Uméla kontaktni ¢ocka vsak jistym zplisobem
vzdy ovliviluje metabolismus rohovky, je proto dulezit¢é hypoxii
a mechanické namdhani rohovky pfi uZivani kontaktnich cocek co nejvice
minimalizovat (Michalek et al., 2010).

Pozoruhodnym uspéchem v technologii kontaktnich ¢ocek byl objev
syntetickych hydrofilnich polymert, hydrogelt, které maji né€kolik dulezitych
vlastnosti. Jsou m&kké, smacitelné a kompatibilni s zivou tkani. Diky schopnosti
hydrogelt absorbovat vodu obsahuji kontaktni Cocky vyrobené z nich stéle
n¢jaké mnozstvi vody, kterd slouzi jako transportni médium pro
nizkomolekularni latky a metabolity jako jsou kyslik, ionty apod. (Michalek et
al., 2010).

Polymerni materidl vyuZivany pro vyrobu kontaktnich cocek, poly(2-
hydroxyethyl methakrylat) (pHEMA), byl vyvinut v padesatych letech 20. stoleti
Ottou Wichterlem a Drahoslavem Limem. Syntetické hydrogely na bazi
methakrylath stale reprezentuji hojné vyuzivané materialy pro vyrobu mékkych
kontaktnich cocek (Michalek et al., 2010). Pii vyvoji kontaktnich cocek se

ukazalo, ze limitujicim parametrem HEMA hydrogelu je relativné maly obsah
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vody (za laboratorni teploty absorbuje dle stupné zesitovani jen cca 40 % vody).
Ve snaze zvysit absorpci vody hydrogelem a zvysit tak nasledné propustnost pro
kyslik byly zkouméany moznosti kopolymerizace HEMA s dal§imi hydroxyalkyl
methakrylaty, kyselinou methakrylovou nebo jejimi solemi. Tyto hydrogely
botnaji az na 55-60 % (m/m) rovnovéazného obsahu vody a jejich prostupnost pro

kyslik je vyrazn¢ vyssi nez u HEMA.

2.1.3.5 Hydrogely jako prostiedi simulujici pevny nador

Pfi vyzkumu rakoviny a vyvoji ucinnych terapii se vyuzivd mnoho
strategii, v€etné analyzy klinickych biopsii, zvifecich modeli in vivo a modeli in
Vitro.

Pevné nadory jsou trojrozmérné shluky rakovinnych bunck. Ptesto se
velka vétSina bunécnych studii, zabyvajicich se onkogenezi a protinddorovymi
1é¢ivy, provadi pomoci konvenénich jednovrstvych kultivacnich systému, kde se
buiiky péstuji na plastovém substratu v prostiedi za ptistupu vzdusného kysliku,
anebo homogennich kapalnych suspenzi nadrorovych bunck. Tyto podminky
neodpovidaji skute€nému prostiedi v téle pacienta (Wang et al., 2018).

Modely néadorG in vitro ve 3D, jako jsou organoidy, se ukazuji byt
slibnym nastrojem, ktery replikuje mnoho vlastnosti pevnych nadort in vivo.
Rakovinové organoidy jsou miniaturni trojrozmérné modely bunécnych kultur,
které lze kultivovat z embryondlnich kmenovych bunck, pluripotentnich
kmenovych bunék a dospélych kmenovych bunék (Gunti et al., 2012).

Hydrogely jsou vhodnymi materialy pro vyrobu umélych extracelularnich
matric, jelikoZ nabizeji fadu vyhodnych vlastnosti. Lze je chemicky modifikovat,
menit jejich strukturu, tvar, ¢i povrch. Biomimetické hydrogelové nosice, tzv.
skafoldy, pomahaji reprodukovat chovani pfirozené extracelularni matrice a jsou
pfinosné pro studium chovani rakovinnych bunék a jejich odpovédi na rtizné
druhy terapii. Mezi takové materidly patii i Biogelx hydrogely (Biogelx, 2018).

Rozséhlé experimenty ukazaly, Ze mechanické vlastnosti matrice
ovlivituji rtst a aktivitu rakovinnych bunék. Tkané navic béhem patologické
progrese rakoviny tuhnou. Pro trojrozmérné rakovinné kultury se bézn¢ pouzivaji

hydrogely na bazi bilkovin jako je kolagen nebo matrigel. Nevyhoda téchto
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materidlti vSak spoc¢ivad v tom, ze nejsou piilis tuhé. Nedokazi tedy napodobit
prirozené tuhé prostiedi v okoli nadoru (Biogelx, 2018).

Biogelx materidly lze pfipravit v Sirokém rozsahu  tuhosti
a s pozadovanymi biochemickymi vlastnostmi. Jsou tedy vhodnymi materialy pro
reprodukovatelny vyzkum v biologii rakoviny a objevovani 1éciv (Biogelx,

2018).

2.2 Lokalni aplikace léciv

Lokalni distribuce 1é¢iv byla z pocatku vyvoje vyuZzivédna predevSim
k prevenci, ¢i kontrole bakteriemi vyvolanych zanéti a k udrzeni po delsi dobu
stalé koncentrace nutné k dosazeni terapeutickych ucinkd. V porovnani
s ostatnimi systémy distribuce 1é¢iv je systém pro lokalni distribuci velice
vyhodny. Je schopen dosahnout vysoké koncentrace 1é¢iva v misté potieby
a zaroven se snizuje toxicita 1éciva vici ostatnim tkanim (Chen et al., 2019).

Biomaterialy pouzivané pro lokalni distribuci 1é¢iv by mély byt schopné
zvysit dostupnost, rozpustnost a stabilitu 1é¢iv v misté potieby. Dale by v fadé
aplikaci mély byt degradovatelné a nemély by bréanit regeneraci ¢i proliferaci
bunék. Tyto biomaterialy, jejich metabolity, popfipadé derivaty by nemély byt
toxické nebo vyvolavat imunitni odpovéd’. Kinetika uvoliiovani 1é¢iva by méla
byt nastavitelna tak, aby mohla spliiovat farmakokinetické pozadavky v zavislosti
na typu léciva a zvolené terapii (Chen et al., 2019). Jako systémy pro lokalni
distribuci 1é€iv 1ze pouzit polymerni nosice, napiiklad ve formé nanocastic, nebo
gell. Velice slibnymi materidly jsou pak mikrovldkna ¢i nanovldkna. Prestoze
vyuziti lokalni distribuce 1é¢iv je stdle na urovni vyzkumu, mnohé preklinické
studie potvrzuji jeji efektivitu a uziteCnost. Napiiklad piipravek OncoGel,
injekeni gel zalozeny na poly(laktid-co-glykolid)u (PLGA) a polyethylenglykolu
(PEG) s ptidavkem protinddorového 1é€iva PTX, je jiz pouzivan v klinické praxi
pro 1écbu rakoviny jicnu, nddoru mozku a dalSich pevnych nadori (Elstad et al.,

2009).

2.2.1 Lokalni léc¢ba rakoviny
V soucasné¢ dobé je chemoterapie nejcastéjsi 1écbou onkologickych

onemocnéni. Systémové podavani chemoterapeutik zajisStuje snadnou a Gcinnou
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distribuci aktivnich latek v téle pacienta, pii¢emz léCivo pusobi 1 na rakovinné
buiiky mimo oblast jejich vzniku. Zna¢nou nevyhodou tohoto zptsobu léciva
u lécby nekterych nadorG vSak je, ze jen velmi mald cCast systemicky
distribuovaného 1éCiva se dostane na potfebné misto, tedy k nadoru.
Chemoterapie byva spojena s vaznymi vedlejSimi u¢inky zejména kvili vysoké
expozici organti u¢inkim lé¢iv. U mnoha onkologickych onemocnéni, zejména
u pevnych nadori, by byla lokalni aplikace chemoterapeutik vyhodna. V posledni
dobé pfitahuji velkou pozornost nanovlakenné materidly jako lokalni systémy pro
distribuci lé¢iv. Maji znacny potencidl pfi 1é¢be riznych druhii rakoviny, protoze
mohou poskytovat vysokou koncentraci 1é¢iva v cilovém misté po delsi dobu,
¢imz snizuji celkovou expozici a neptiznivé ucinky (Polakova et al., 2019).

Vétsina vyzkumnych praci tykajicich se materiali pro lokalni podavani
protinadorovych 1€¢iv popisuje optimalizaci uvoliiovani 1€Civ in vitro za
modelovych laboratornich podminek. Chovani takovych farmakologicky
aktivnich materidli se vSak pfi pouziti v zivém organismu muze znacné lisit od
experimentl provadénych in vitro (Poldkova et al., 2019).

Rada procesii vyznamné ovlivituje uvoliiovani 1é¢iva ze samotného nosice
a zejména naslednou distribuci 1é¢iva v cilové nadorové tkani. Mikroprostiedi
nadoru je slozitym a heterogennim prostiedim, kde by pfi navrhovani systému
pro podéavani lé¢iva mély byt brany v tvahu rizné fyziologické faktory

(Polédkova et al., 2019).

2.3 Nanovlakna

Nanovldkna jsou v soucasnosti jednim z intenzivné studovanych
materidlti pro aplikace v biomedicinskych oblastech. Byly pouzity jako nosice
pro kultivaci bunék, jako tzv. skafoldy v obvazech na rany nebo pro imobilizaci
enzymi (Sirc et al, 2012). Jejich vnitini architektura s relativné velkym
povrchem, vysokym pomérem povrchu k objemu, makroporozitou a dal§imi
vlastnostmi je pfedurcuje také jako slibné systémy distribuce 1€Civ pro razné
terapeutické latky (Hobzova et al., 2019).

Morfologie ma klicové postaveni v potencidlnich aplikacich nanovlaken,
zejména na biomedicinském poli. Parametry, jako jsou primér vladkna, specificky

povrch a primér pora ovliviiuji funkci nanovlaken a tim 1 jejich vyuziti naptiklad
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pro kultivaci bunék v tkanovém inzZenyrstvi nebo pro sorpci/desorpci 1éciv. Byly
aplikovany rizné metody pouzitelné pro charakterizaci nanovlaken. Patfi mezi né
snimaci elektronova mikroskopie, rtutova porozimetrie a BET méteni povrchové

plochy (Sirc et al., 2012).

2.3.1 Vyroba nanovlaken

Byly vyvinuty rGzné techniky vyroby a zpracovani nanovlaken.
Nejrozsitenéjsi  je elektrostatické zvlaknovani zalozené na aplikaci
elektrostatického pole o vysokém napéti na polymerni roztok (Pereao et al.,
2019).

Tato metoda umoziiuje vyrobu kontinudlnich polymernich nanovldken
a dale poskytuje pfilezitosti k ovliviiovani parametrti jako jsou specificky povrch,
pramér nanovlaken, plosna hmotnost a porozita vrstvy nanovlaken, resp. hustota
nanovlaken.

Nanovldkenné nosice antibiotik (Katti et al., 2004), analgetik (Tseng
et al., 2015) nebo protinadorovych 1€k, jako je PTX (Xie et al., 2006), cisplatiny
(Aggarwal et al., 2017) nebo kamptotheciny (Amna et al., 2013), byly vyrobeny
metodou jehlového zvldknovani. Tato technika poskytuje potfebnou kontrolu
procesnich parametrd, a tim vysledné struktury. Je vSak silné omezena svou
vyrobni kapacitou, kterd umoznuje ptipravu nanovldken pro laboratorni pouziti
nebo vyzkumné udely, ale ne pro Siroké pouziti v medicinské oblasti (Sirc et al.,
2012).

V Ceské  republice byla vyvinuta technologie  bezjehlového
elektrostatického zvlakfiovani Nanospider™ (Jirsak et al.,, 2009), ktera
neobsahuje zadné jehly nebo trysky. Nanovldkna jsou vytvafena z povrchu
kapaliny vlivem elektrostatického pole o vysoké intenzité. Tato metoda zajist'uje
vysokou vyrobni kapacitu, stabilitu a velice snadnou udrzbu v porovnani
s ostatnimi metodami zaloZenymi na pouziti jehel ¢i trysek. S nélezitou kontrolou
parametrii procesu vyroby, jako jsou koncentrace polymeru v roztoku, sila
elektrického pole, ,.tip-to-collector vzdalenost elektrod nebo teplota, je mozné
pfipravit nanovlakna o priméru desitek nanometrii az desitek mikrometri
z riznych polymeri. Pfi pfipravé nanovldken s inkorporovanymi farmaceuticky

aktivnimi latkami, jako systémt pro distribuci 1éCiv, je rozhodujici vybér
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rozpoustédla, které musi poskytovat dostateCnou rozpustnost jak pro polymer, tak
pro 1é&ivo pro zajisténi homogenni distribuce 16¢iva v nanovlakenné matrici (Sirc

et al., 2012).

2.4 Lokalni aplikace 1é¢iv pomoci nanovldken
Pouziti nanovldken jako systému pro lokalni distribuci 1é¢iv ma nékolik

vyhod:

zvySeni lokalni koncentrace 1é¢iva na misté potieby s celkovou nizsi
davkou

- prodlouzeni doby puasobeni v misté potfeby s nizsi toxicitou pro

organy
- relativné vysoky obsah 1é¢iva v nanovldkenném materialu
- relativné velky povrch nanovladken, ktery mize usnadnit uvoliiovéani
hydrofobnich 1é¢iv

- vysoce porézni struktura zajist'ujici transport 1é¢iva

- variabilita geometrie, m€kkost a flexibilita v kontaktu s tkani

- biokompatibilita a rozloZitelnost in vivo (Aggarwal et al., 2017).

Uvolnovani 1é€iva z nanovldkennych materialt je komplexnim procesem
ovliviiovanym mnoha faktory. V ptipad€, Ze je 1éCivo homogenné rozlozeno
v polymerni matrici, existuji 3 hlavni faze uvoliiovani. V prvni fazi se 1éCivo
uvoliiuje z povrchu nanovlaken. Ve druhé fazi 1é€ivo zabudované do polymerni
matrice difunduje z matrice na povrch a nésledné do okoli. Ve tfeti fazi se 1é¢ivo
uvoliiuje vlivem rozkladu nebo degradace samotnych nanovldken (Polédkova
et al., 2019). Prvni dva mechanismy uvoliiovani pfevladaji u hydrofilnich 1é¢iv,
kterd jsou dobfe rozpustna ve vodném okoli. Degradace polymerni matrice hraje
dilezitou roli predevsim pii dlouhodobém uvoliiovani 1é¢iv hydrofobniho
charakteru, jejichZz rozpusnost ve vodném prostiedi je limitovana. Uvolnovani
malo rozpustnych hydrofobnich 1éCiv lze optimalizovat pfidanim amfifilnich
molekul, jako je napi. PEG. Tyto molekuly mohou jednak slabé interagovat
s molekulami 1é¢iva a tim pfispivat k jejich transportu do vodného prostiedi, dale
se pii jejich vymyvani zvySuje povrch nanovldkenného nosi¢e a tim i stycna
plocha mezi polymerni matrici a okolnim prostfedim (Hobzova et al., 2019).

DalS§im zpisobem, jak ovlivnit uvoliiovani inkorporovaného léciva, je

pfidani cyklodextrinti. Cyklodextriny mohou tvofit vysoce specifické komplexy
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hydrofobnich inkluzi s riznymi, ve vodé Spatné rozpustnymi molekulami, které
jsou poté ulozeny v dutiné cyklodextrinu, zatimco vnéjsi povrch komplexu
zustava hydrofilni (Palmieri et al., 2020, Kayaci et al., 2013).

Experimenty s uvolfiovanim 1é¢iv z nanovldken se obvykle provadéji
v homogennim kapalném prostiedi. Casto se pouziva ¢istd voda, nebo fosfatovy
puft, jelikoZ jsou jednoduchymi médii vhodnymi pro popis fyzikalné-chemickych
parametrd, jako jsou interakce l1éCiva a polymeru, rozpousténi 1é¢iva nebo jeho
transport ¢i difize v polymerni matrici. Tyto podminky uvoliiovani jsou vsak
vyrazng€ odlisné od podminek in vivo, zejména pro hydrofobni 1é¢iva (Polakova
et al., 2019, Hampejsova et al., 2019).

Hydrogely mohou vykazovat podobné mechanické vlastnosti, obsah vody
a transportni vlastnosti jako biologické tkan¢. V predeSlych studiich bylo
ovefeno, ze hydrogely na bazi HEMA [épe simuluji in vivo podminky, a lze je
pouzit jako fyzikdlni modely pro pevné nadory nebo pfi studovani uvoliiovani
1é¢iv a biomolekul (Hampejsova et al., 2019).

Kyselina mlécna (LA) je nejbéznéji se vyskytujici hydroxykarboxylova,
opticky aktivni kyselina. Tato chiralni molekula existuje jako dva enantiomery,
kyselina L- a D-mlé¢nda. Polymer polylaktid (PLA) je zaloZen na monomerech
kyseliny mlééné ziskanych fermentaci cukrid, naptiklad fepného cukru nebo
titinového cukru (SpecialChem, 2020).

PLA se nejcastéji vyrabi polymerizaci otevirajici kruh cyklického dimeru
kyseliny D- a/nebo L-mlé¢né, ¢imZz se ziska semikrystalicky poly(D-laktid)
(PDLA) a poly(L-laktid) (PLLA) nebo amorfni poly(D, L-laktid) (PDLLA). PLA
je biokompatibilni s lidskym télem a mé nizkou imunogenicitu. Navic je hlavni
polymerni fetézec enzymaticky odbouratelny. Koneénym produktem této
biodegradace je monomer kyseliny mlécné, ktery vstupuje do Krebsova cyklu
a je metabolizovan na oxid uhli¢ity a vodu. PLA je proto Siroce pouZivan
v biomedicin¢€ a pro farmaceutické aplikace, jako jsou biologicky odbouratelné

télesné implantaty a chirurgické stehy nebo nosice 1é¢iv (Polakova et al., 2019).
2.5 Paklitaxel

PTX je rostlinny alkaloid ze skupiny taxanli a protinddorovy ptipravek

ucinny pii 1écbé fady druhii rakoviny, jako je rakovina vajecnikti nebo rakovina
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prsu. Vzhledem ke svému pfimému protirakovinnému uc¢inku v dasledku inhibice
mitdzy ma také antiangiogenni ucinky (Bocci et al., 2013).

PTX byl objeven v 70. letech 20. stoleti botanikem Arthurem Barclayem
po analyze vzorki klry ztisu zadpadoamerického, Taxus brevifolia. Vysoka
poptavka po taxolu vsSak vedla k velkému nedostatku 7. brevifolia, protoze
odstranénim kary dojde k uhynuti stromu. Tis zapadoamericky byl proto zafazen
na seznam ohrozenych druh. Mnoho laboratofi se pokouselo o vyvin kompletni
syntézy PTX, ale kvili komplexité této molekuly byly pokusy uspésné az v roce
1994. Nakonec bylo vyvinuto n¢kolik metod pro syntézu PTX, pficemz vSechny
vyZzaduji zhruba 40 reakénich kroki (Weaver, 2014).

Jako hydrofobni 1é¢ivo je PTX podavan piedevsim intraven6zné ve forme
nevodného solvatu, Cremophor EL, ktery miize zpusobit sraZzeni ve vodném
prostiedi téla, alergické reakce nebo dal$i zdvazné vedlej$i Uc€inky. Jeho lokalni
aplikace ptfes polymerni nosice, jako jsou nanovldkna, micely, hydrogely nebo
nanocastice ma potencial ke zvySeni koncentrace lé¢iva a prodlouzeni jeho
ucinku v cilovém misté, a tim ke snizeni poctu zavaznych vedlejSich tc¢inkt

zpusobenych intravendznim podanim (Hampejsova et al., 2019).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie

paklitaxel, 99,5 % (LC Laboratories, USA)

methanol, HiPerSolv. CHROMANORM, HPLC — GRADIENT
GRADE (VWR Chemicals, Francie)

acetonitril, HiPerSolv. CHROMANORM, HPLC - SUPER
GRADIENT (VWR Chemicals, Francie)

voda, HiPerSolv. CHROMANORM, HPLC (VWR Chemicals,
Francie)

destilovana voda

fosfatovy puft, p.a., tablety (Sigma-Aldrich, Ceské republika)
Tween 80, Ph. Eur. (Carl Roth, Némecko)

hydrogen uhli¢itan sodny, NaHCOs, p.a. (Chemapol, Ceska
republika)

2-hydroxyethylmethakrylat, 98 % (Sigma-Aldrich, Ceska
republika)

kyselina methakrylova, 98 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
2-hydroxy-2-methylpropiofenon, 97 % (Darocur 1173) (Sigma-
Aldrich, Ceska republika)

ethylenglykoldimethakrylat, 98 % (Sigma-Aldrich, Ceska
republika)

dimethylsulfoxid, 99,9 % (Lach-Ner, Ceska republika)

polylaktid (Nature Works, LLC, USA)

chloroform (PENTA, Ceska republika)

1,2-dichlorethan (PENTA, Ceska republika)

ethylacetat (PENTA, Ceska republika)

polyethylenglykol (Rapp Polymere GmbH, Germany)
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3.1.2 PLA nanovlakna

Nanovldkenné materialy testované v ramci této prace byly pfipraveny ve
firm¢ Nanovia, s.r.o. (Litvinov, Ceskd Republika) metodou bezjehlového
zvlakiiovani za pouziti technologie Nanospider™.

PLA polymer (7 hmot. %) (Mr = 420,000 g/mol, koeficient polydisperzity
1,5) byl rozpustén v chloroformu (54 hmot. %). Nasledn¢ byl pfidan 1,2-
dichlorethan (29 hmot. %) a ethylacetdt (10 hmot. %). PEG o molekulové
hmotnosti 20 byl pfidan do roztoku v koncentraci 15 hmot. % vzhledem k PLA
polymeru. PTX byl rozpustén v roztoku polymeru v koncentraci 10 hmot. %
vzhledem k PLA polymeru. SloZeni roztoku pro jednotlivé typy nanovlaken je
uvedeno v tabulce 1. Parametry zvldkiiovani byly: vzdélenost mezi elektrodou
a kolektorem 22 cm, napéti 20—60 kV, relativni vlhkost 25-30 % a teplota 20 ° C.

Morfologie ptipravenych nanovlaken byla zkoumdna pomoci SEM (obr.
3). Kurceni slozeni nanovldkennych materialii, tedy ke stanoveni poméru
PLA / PEG, byla pouzita 'H NMR spektroskopie. Specifické povrchy byly
vypocitany z izoterm adsorpce / desorpce dusiku podle BET metody. Tepelné
vlastnosti nanovldken byly stanoveny pomoci diferencidlni skenovaci

kalorimetrie (Hobzova et al., 2019).

Tabulka 1: SloZeni roztoku ur¢eného k elektrostatickému zvldknovani pro
tii typy nanovlaken. Hodnoty obsahu PTX, PEG a CD jsou vztaZzeny na obsah
PLA v roztoku.

Obsah PTX Obsah PEG (20) Obsah CD
Typ nanovlaken
(hmot. %) (hmot. %) (hmot. %)
PLA-PTX 10 - -
PLA-PTX-PEG(20) 10 15 -
PLA-PTX-CD 10 - 13,3
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Obrazek 3.: SEM snimek pfipravenych nanovlaken PLA-PTX(10)
nalevo, PLA-PTX-PEG(20) napravo. ZvétSeni obrazkit SEM je 5 000 x. Zdroj:
(Hobzova et al., 2019)

3.2 HPLC metoda pro stanoveni PTX

Pro stanoveni koncentrace PTX byla pouZita metoda HPLC s UV detekci.
K HPLC-UV analyzam byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatograf
Shimadzu UFLC slozeny z odplyiiovace (Shimadzu DGU-20As), vysokotlaké
pumpy mobilni faze (Shimadzu LC-20AD), automatického davkovace
s termostatem (Shimadzu SIL-20A), detektoru s diodovym polem (Shimadzu
SPD-M20A), termostatu pro ohifev kolony (Shimadzu CTO-20AC)
a modulu pro komunikaci s pocitatem (Shimadzu CBM-20A). Pro sbér dat
a jejich vyhodnoceni byl pouzit software LC Solution.

Byla pouzita chromatografickd kolona Astentic Express C18 (150 x 3,0
mm, 5 um) (Sigma-Aldrich, Némecko, Darmstadt). Jako mobilni faze byla
pouzita voda/acetonitril (50/50 v/v) s pritokem 0,5 ml/min. Teplota kolony byla
udrZzovéana na 35 °C. Objem nastfiku vzorku na kolonu byl 10 pl. Pro stanoveni
PTX byla nastavena vinova délka 227 nm. Takto optimalizovand HPLC metoda
poskytla reten¢ni ¢as 4 min a symetricky tvar piku PTX (Hampejsova et al.,
2019).

Pro sestrojeni kalibracni zavislosti plochy piku na koncentraci PTX byl

pfipraven zasobni roztok PTX o koncentraci 1 mg/ml navaZzenim 10 mg PTX
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a jeho rozpusténim v 10 ml methanolu. Nasledné byla pfipravena fada roztokl
PTX o koncentraci 0,1; 1; 5 a 10 pg/ml fedénim zésobniho roztoku PTX
methanolem.

Pro sledovani uvolnovani PTX znanovldken do roztoku PBS byla
sestrojena kalibrac¢ni zavislost plochy piku na koncentraci PTX v roztoku PBS.
Byl piipraven zasobni roztok PTX o koncentraci 100 ug/ml rozpusténim 0,01 g
PTX ve 300 pl DMSO a naslednym smichanim sroztokem PBS s0,5%
pfidavkem Tween 80. Redénim tohoto roztoku roztokem PBS s 0,5% piidavkem
Tween 80 byla pfipravena série kalibracnich roztokd o koncentracich 0,1; 1; 5

a 10 pg/ml.

3.3 Stanoveni celkového mnozstvi PTX v PLA nanovlaknech

Pro stanoveni celkového mnozstvi PTX v PLA nanovldknech byla pouzita
metoda extrakce PTX do methanolu. Tento experiment byl proveden
v temperované tiepacce (IKA KS 40001 control) pii teploté¢ 37 °C a pii 120
otaCkach za minutu.

Pro kazdé stanoveni bylo z PLA nanovldken vyrazeno 5 kruhovych
ter¢ikli o priméru 13 mm. Tyto terCiky byly zvazeny pro urceni teoretického
mnozstvi PTX a nasledné byly vloZzeny do 10 ml methanolu. Vzorky byly
umistény do temperované tfepacky na 24 hodin. Po 24 hodinach byly roztoky
methanolu pétkrat a desetkrat zfedény. Bylo odebirano vzdy 100 pl alikvotu pro
fedéni 10x a 200 pl alikvotu pro fedéni 5x. Nésledné byly vzorky analyzovany
metodou HPLC (popsanou v oddile 3.2). Celkové mnozstvi PTX bylo stanoveno
u vSech studovanych PLA nanovlaknech v pentaplikatu. Vysledky byly

statisticky zpracovany.

3.4 Pfiprava hydrogeliT a stanoveni stupné botnani

VvV rovnovazném stavu

3.4.1 Ptiprava pHEMA-MA hydrogelt s riznym obsahem MA
Byly pfipraveny 4 polymeriza¢ni smési o obsahu MA 1, 3, 5 a 10 hmot.

% pro porovnéni stupné botnani hydrogelu v rovnovdzném stavu.
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K ptipravé pHEMA-MA hydrogelt byla pouzita radikalova polymerizace
s UV iniciaci. Polymerizatni smési obsahovaly HEMA/destilovana voda
v poméru 60/40 (m/m), 1, 3, 5 nebo 10 hmot. % MA, 0,5 hmot. % sitovaciho
¢inidla EDMA (vzhledem k celkovému mnozZstvi monomert HEMA a MA), 0,5
% iniciatoru Darocur (vzhledem k celkovému mnozstvi HEMA, MA a EDMA).
Polymerizac¢ni smési byly probubldvany po dobu 5 minut dusikem pro odstranéni
kysliku, ktery je inhibitorem radikdlové polymerizace. Nasledné¢ byly tyto
polymerizani smési vpraveny injekéni stiikackou do formy, jejiz schéma je
znazornéné na obrdzku 4. Tloustka silikonového tésnéni umisténého mezi
sklenénou destickou a polypropylenovou podlozkou urc¢ovala tloustku vzniklého
hydrogelu. V této praci byla pro pfipravu hydrogeli pouzita tloustka
silikonového tésnéni 0,5 mm nebo 1,0 mm. Po naplnéni forem byly smési
polymerizovany za pouziti UV lampy ReptiGlo 8.0 (60 W) po dobu 20 minut.
Pot¢ byly wvzniklé hydrogely vyjmuty zformy a vloZzeny do nadoby
s destilovanou vodou po dobu 1 tydne k vymyti nizkomolekularnich rezidui po

polymeraci a také k dosaZeni rovnovazného stavu zbotnani.

3.4.2 Stanoveni stupné botndni pHEMA-MA hydrogela

Z kazdého typu rovnovazné zbotnalého hydrogelu bylo vystfihnuto 6
¢tverct o rozmérech 20 x 20. Tyto ¢tverce byly osuseny otfenim o vnitini stranu
paze, jelikoz tato metoda poskytovala nejreprodukovateln€jsi vysledky.
Hydrogely byly zvdZeny a ponechany schnout 2 dny na vzduchu. Poté byly
vzorky hydrogelli umistény do vakuové suSarny a suSeny pfi teplot¢ 70 °C
a tlaku 30 mBar do konstantni hmotnosti. Nésledné byly vzorky vlozeny do 0,5
% roztoku NaHCO3 pro pievedeni jednotek MA ve struktufe hydrogelu do
disociované sodné formy. Po dosaZeni rovnovaZného zbotnani v NaHCOs (za
dobu 4 dnl) byly hydrogely osuseny vySe uvedenym zplsobem, zvaZeny
a nasledn¢ vlozeny do roztoku PBS na dobu 1 tydne. Hydrogely byly vyjmuty
zroztoku PBS, osuSeny a opét zvazeny. Stupent botnani (SB) hydrogeli
v jednotlivych vodnych roztocich byl vypocitan podle rovnice

SB (%) = (my-ms)/mp x 100
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kde my je hmotnost rovnovazné zbotnalého hydrogelu a ms hmotnost vysusené¢ho

hydrogelu. Vysledky byly statisticky zpracovany a hodnota SB je uvedena jako

pramérnd hodnota + smérodatné odchylka (n = 6).

polypropylenovy blok—
100x100x25 mm

polypropylenova
podlozka

silikonové tésnéni

sklenéna desticka
100x100x4 mm

silikonové tésnéni

hlinikovy ram
120x120x20 mm

Obrazek 4: Schéma formy pro ptipravu hydrogelt
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Obrazek 5: Fotografie pripraveného pHEMA-MA hydrogelu o obsahu MA

5% po botnani v destilované vodé, NaHCO3 a PBS s Tween 80 a po nafezani na

prouzky

3.4.3 Ptiprava pHEMA-MA hydrogelu pro experiment

s uvolnovanim PTX

K pftipravé hydrogell pro experiment uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken
do pHEMA-MA hydrogelt byl vybran hydrogel s 5% obsahem MA. Hydrogely
byly pfipraveny postupem popsanym v oddile 3.4.1.

Po vymyti rezidui po polymerizaci v destilované vod¢ byly hydrogelové
folie ponotfeny do 0,5% roztoku NaHCO3 k ptfevedeni jednotek MA ve struktuie
hydrogelu do sodné formy. Po 5 dnech byly foélie prendiany do roztoku PBS
s 0,5% obsahem Tween 80 na dobu 1 tydne. Folie byly skalpelem roziezdny na
prouzky o rozmérech 2,5 x 8 cm (obr. 5) a uchovany v roztoku PBS s Tween 80

po dalsi tyden.

3.44 Ptiprava pHEMA hydrogelu
V ramci experimentu porovnani sorpce PTX do hydrogelt byl pfipraven
pHEMA hydrogel o tloust’ce 0,5 a 1 mm.
Nejprve byla pfipravena polymerizaéni smés HEMA/destilovana voda

v poméru 60/40 (m/m) obsahujici 0,5 hmot. % sitovaciho ¢inidla EDMA
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(vzhledem k celkovému mnozstvi HEMA), 0,5 % iniciatoru Darocur (vzhledem
k celkovému mnozstvi HEMA a EDMA). Tato polymerizacni smés byla
probubldvéana po dobu 5 minut dusikem a vpravena injek¢ni stitkackou do forem
znazornénych na obrazku 3.1. Tloustka tésnéni urcujici tloustku piipraveného
hydrogelu byla 0,5 a 1 mm. Smés byla polymerizovana za pouziti UV lampy
ReptiGlo 8.0 (60 W) po dobu 30 minut. Pfipravené hydrogely byly vyjmuty
z formy a ponofeny do destilované vody po dobu 1 tydne k vymyti
nizkomolekularnich rezidui po polymeraci a k dosazeni rovnovazného stavu
zbotnani. Nasledné byly hydrogely piebotnany po dobu 1 tydne v roztoku PBS

s 0,5 % obsahem Tweenu 80.

3.5 Uvolnovani PTX z PLA nanovlaken do PBS

Pro studium kinetiky uvoliovani PTX z PLA nanovldken do PBS
v rezimu prubézné vymeény pufru bylo z PLA nanovldken vyrazeno 5 kruhovych
ter¢ikii o priméru 13 mm. Tyto terCiky byly zvazeny pro urceni celkového
teoretického mnozstvi PTX v nanovldknech. Terciky byly vloZeny do 5 ml PBS
s 0,5 % Tween 80 a umistény do temperované ttepacky (IKA KS 40001 control)
pii teploté 37 °C a pfi 120 ot/min. Po ¢asovych intervalech 0,5; 2; 4; 6 a 24 h od
ponofteni ter¢ikli do roztoku byl z roztoku odebran 1 ml pro stanoveni PTX. Pro
stanoveni PTX uvolnéného z PLA-PTX-PEG(20) nanovldken byl odebrany
vzorek roztoku PBS 5x zifedén pro dosazeni koncentrace PTX v rozmezi
kalibraéni kiivky. V téchto vzorcich byla stanovena koncentrace PTX metodou
HPLC s UV detekci popsanou v oddilu 3.2. Odebrané mnozstvi roztoku bylo po
kazdém intervalu nahrazeno 1 ml ¢erstvého PBS s 0,5 % Tween 80.

Pro tento experiment byla sledovdna degradace PTX v roztoku s PBS
s0,5 % Tween 80 o koncentracich 1 a 10 pg /ml PTX =za stejnych
experimentalnich podminek jako pro uvoliiovani PTX z nanovlaken do PBS. Vliv
degradace PTX na jeho koncentraci ve vzorcich byl zohlednén pti zpracovani
vysledkd.

Experiment byl proveden na vSech studovanych PLA nanovldknech

v triplikatu. Vysledky byly statisticky zpracovany.
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3.6 Mc¢éteni uvoliiovani PTX z PLA nanovldken do pHEMA-

MA hydrogelt

Pro studium uvoliiovani PTX do hydrogelt byly pouzity tfi typy PLA
nanovlaken, které obsahovaly 10 hmot. % PTX, druhy vzorek obsahoval jesté 15
hmot. % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa a tfeti vzorek nanovlaken
obsahoval navic 13,3 hmot. % CD.

Ze studovanych PLA nanovldken bylo vyrazeno 5 tercikli o priméru 13
mm. Tyto ter¢iky byly zvaZeny pro urceni celkového teoretického mnozstvi PTX
v nanovlaknech. Z hydrogelovych prouzkii byla odstranéna povrchova voda
otfenim hydrogelu o vnitini stranu paze. Mezi kazdé dva hydrogelové prouzky
bylo umisténo 5 tercikd nanovlédken (obr. 6). Hydrogely s ter¢iky byly umistény
do plastovych pytlikii a do vodni lazné v temperovaném inkubatoru (IKA KS
40001 control) na 37 °C po dobu 0,5; 2; 4 a 8 hodin. Po kazdém casovém
intervalu byly ter¢iky nanovldken pieneseny na nové hydrogelové prouzky.
Detailni schéma postupu je zobrazeno na obrazku 7. Pro Casovy usek 8 hodin
bylo také zmétfeno kumulativni mnozstvi uvolnéného PTX, tedy bez vymény
hydrogelt. Po uplynuti ¢asovych intervalli byly terc¢iky pteneseny do 10 ml
methanolu a umistény do temperované trepacky (IKA KS 4000i control) na 24
hodin pifi 120 otackadch za minutu, aby doSlo kextrakci zbylého PTX
z nanovlaken do methanolu. Po 24 hodinéach bylo odebrano 100 a 200 ul alikvotu
a roztok byl nafedén 10x a 5x. Nasledovala analyza roztokii metodou HPLC
s UV detekci popsanou v oddilu 3.2 pro stanoveni zbytkového mnoZzstvi PTX
v nanovlakennych terCicich. Pro kazdy casovy usek byl tento experiment
proveden ve 3 opakovanich. Bylo vypocteno, jaké mnozstvi PTX se z PLA

nanovléken uvolnilo do hydrogelt a vysledky byly statisticky zpracovany.
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0.5 h - Terciky 0,5 h - Teréiky odebrany
preneseny na a viozeny do 10 ml
nové hydrogely methanolu

2 h - Teréiky 2 h - Terc¢iky odebrany
pfeneseny na a viozeny do 10 ml
nové hydrogely methanolu

4 h - Teréiky 4 h - Ter¢iky odebrany
preneseny na a vlozeny do 10 mi
nove hydrogely methanolu

!

Obrazek 7: Schéma postupu experimentu uvoliiovani PTX do hydrogelt.

8 h - Teréiky odebrany
a viozeny do 10 ml
methanolu
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Obrazek 6: Ter¢iky nanovldken vlozené mezi dva pHEMA-MA
hydrogelové prouzky

3.7 Sorpce PTX do pHEMA a pHEMA-MA hydrogelt

Pro studium kinetiky sorpce PTX do pHEMA a pHEMA-MA hydrogelt
o obsahu MA 1, 3, 5 a 10 hmot. % byl z kazdého typu hydrogelu vyraZen tercik
o pruméru 12,5 mm. Stupen zbotnani studovanych hydrogeli byl stanoven
metodou popsanou v oddile 3.4.2. Hydrogelovy teréik byl zvazen a zjeho
povrchu byla odstranéna tekutina otfenim ter¢iku o vnitini stranu paze. Nasledné
byl ter¢ik vlozen do roztoku PTX o koncentraci 10 pg/ml v PBS s 0,5 % Tween
80. Terciky v roztoku PTX byly umistény do temperované tiepacky (IKA KS
40001 control) pii 37 °C a 120 otackach za minutu. Po ¢asovych intervalech 0,5;
2; 4; 6 a 24 h bylo z roztoku odebrano 100 pl vzorku. Tento vzorek byl natedén
100 pl PBS 5 0,5 % Tween 80 a nasledné v ném byla stanovena koncentrace PTX
HPLC metodou popsanou v oddilu 3.2. Po 24 hodinach byl tercik osuSen
a vlozen do 3 ml methanolu na dalSich 24 hodin. Nésledné¢ bylo stanoveno
mnozstvi PTX uvolnéné do methanolu.

Byla také sledovéana degradace PTX v roztoku s PBS s 0,5 % Tween 80
o koncentraci 10 ug/ml PTX za stejnych experimentalnich podminek jako pro
sorpci PTX do hydrogeld. Vliv degradace PTX na jeho koncentraci ve vzorcich
byl zohlednén pti zpracovani vysledki.Pro kazdy hydrogel bylo méfeni
provedeno v triplikatu. Vysledky byly statisticky zpracovany.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kalibraéni kiivka v methanolu a PBS

Optimalizovanou HPLC metodou byly stanoveny kalibracni zavislosti
ploch pikli na koncentraci PTX v roztoku methanolu a v roztoku PBS s 0,5 %
Tween 80. Tyto kalibra¢ni zavislosti byly zméteny pro 4 koncentrace, a to 0,1; 1;
5; 10 pg/ml. Na obrazku 8 je uveden graf kalibracni zavislosti ploch pikli na
koncentraci PTX v roztoku methanolu. Na obrazku 9 je uveden graf kalibracni
zavislosti ploch pikl na koncentraci PTX v roztoku PBS s 0,5 % Tween 80. Ob¢

kalibra¢ni zavislosti byly linearni v celém uvedeném rozsahu koncentraci.

60000 el
y=6387,3x - 571,23
= 50000 R2=0,9993
=
% 40000 /
£ 30000
&
<
S 20000
~
10000 /
O v T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Koncentrace PTX (ng/ml)

Obrazek 8: Kalibra¢ni zéavislost plochy piku na koncentraci PTX

v roztoku methanolu.
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Obrazek 9: Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci PTX

v roztoku PBS s 0,5 % Tween 80.

Pro kazdou koncentraci roztoku PTX byla plocha piku zmétena tiikrat.

Vysledky byly statisticky zpracovany v tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2: Statistické vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti plochy pikd na

koncentraci PTX v roztoku methanolu (n# = 3).

Koncentrace Plocha piku
(ug/ml) (mAU~rl;Jnin) Sr RSD (%)
0,1 44,5 7,3
1 5801 39,2 0,7
5 30322 550 1,8
10 63819 758 1,2

Tabulka 3: Statistické vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti plochy pikd na

koncentraci PTX v roztoku PBS s 0,5 % Tween 80 (n = 3).

Koncentrace Plocha piku
(ug/ml) (AU uin) Sr RSD (%)
0,1 41,2 6,6
1 5838 30,1 0,5
5 28629 65,0 0,2
10 56218 194 0,4
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4.2 Stanoveni celkového mnozstvi PTX v PLA nanovlaknech

Mnozstvi uvolnéného PTX ze studovanych nanovlaken do methanolu jsou
uvedena v tabulce 4. Timto experimentem bylo potvrzeno, ze nanovlakna
neobsahuji vSechen PTX, ktery byl pfidan do polymeracni smési pii vyrobé
nanovlaken. Nejspise tedy doslo k degradaci PTX ve struktufe nanovlaken. Nizsi
procento PTX v nanovldknech mohlo byt také ovlivnéno procesem zvlaknovani,
kdy pomér jednotlivych slozek ve vyrobenych vlaknech nebyl tplné totozny se
pomérem ve zvlakiované smési. Celkovd mnozstvi PTX ve studovanych
nanovladknech, stanovena vtomto experimentu, byla pouzita pro vypocet
teoretického  mnozstvi PTX  obsazeného v nanovldkennych tercicich
v nasledujicich experimentech.

Pro kazd4 PLA nanovlékna bylo méfeni provedeno pétkrat, vysledky byly

statisticky zpracovany.

Tabulka 4: Stanovené¢ mnozstvi PTX v PLA nanovldknech (n =5).

Teoretické Skuteéné
, mnozstvi PTX v | mnozstvi PTX v o
Typ nanovlaken nanovlaknech nanovlaknech Sr RSD (%)
(%) (%)
PLA-PTX 10 8,44 0,24 2.8
PLA-PTX-PEG
(20 kDa) 10 8,54 0,24 2.9
PLA-PTX-CD 10 7,98 0,08 1,0

4.3 Stanoveni stupné botnani pHEMA-MA hydrogelt

Pro kazdy hydrogel o ur¢itém obsahu MA byl vypocitan stupenn botnani
z hmotnosti hydrogelu po jeho usuSeni do konstantni hmotnosti ve vakuové
suSicce a zhmotnosti hydrogelu v jeho rovnovazné zbotnalém stavu
v destilované vodé, v roztoku NaHCO3 a PBS.

Mnozstvi MA v hydrogelu ovliviiuje stupen botnani. Pokud je MA
v nedisociované formé, plati, Ze botnavost s rostoucim mnozstvim MA nepatrné
klesa. Po pievedeni karboxylovych funkénich skupin do sodné formy roztokem
NaHCO; se vyrazné zvySuje stupeit botnani hydrogelu a plati, ze ¢im vétsi

mnozstvi MA hydrogel obsahuje, tim vice botna.
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Pro experimenty uvoliiovani PTX z PLA nanovlaken do hydrogelt byl
jako nejvhodnéjsi vybran hydrogel s obsahem MA 5 % obsahujici ve zbotnalém
stavu v PBS 76,0 % vodné slozky, jelikoz celkovy obsah vody v lidském téle se
pohybuje okolo 60 %. Tkéan¢ jako jsou svaly, srdce, mozek, plice, ledviny nebo

kaze obsahuji 70-85 % vody (Medical News Today, 2020).

Tabulka 5: Stupen botnani v destilované vodé, v 0,5 % NaHCOs;
a v roztoku PBS pro jednotlivé HEMA-MA hydrogely (n = 6).

SB —

Typ hydrogelu HZS(I)S (;/0) Sr Na(POI/OC;Oa Sy PBS;B (;4 ) Sy
HEMA-MA 1 % 40,0 0,3 52,1 0,2 48,6 0,0
HEMA-MA 3 % 39,0 0,2 73,3 0,2 67,0 0,2
HEMA-MA 5 % 37,7 0,1 81,7 0,1 76,0 0,1
HEMA-MA 10 % 35,6 0,2 88,4 0,1 84,5 0,1

4.4 Uvolnovani PTX z PLA nanovlaken do PBS

Byla studovéna kinetika uvolfiovani PTX z PLA nanovlaken do PBS s 0,5
% Tween 80 za pribézné vymény pufru. PBS jako médium pro uvoliovani
hydrofobniho PTX bylo pouzito pro srovnani s uvoliiovanim PTX do pHEMA-
MA hydrogelt. V tomto experimentu bylo potvrzeno, ze do hydrofilniho média,
jako je PBS, se uvolnilo vyrazné¢ méné PTX nez do hydrogeli.

Na obrazku 10 je zndzornén graf, ktery porovnava mnozstvi uvolnéného
PTX ze tfi typt nanovldken do PBS s0,5 % Tween 80. Je patrné, ZzZe
znanovldken obsahujicich PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa se uvolnilo
vyrazné vice PTX neZ ze zbylych 2 typl nanovldken. Zaroven doslo u tohoto
typu nanovléken k prodlouzeni doby uvoliiovani PTX. Rychlost uvoliiovani PTX
z PLA-PTX-PEG byla také po celou dobu experimentu né¢kolikanasobné vyssi,
nez u ostatnich typl studovanych nanovlaken. Pfi uvoliovani PTX z PLA-PTX-
CD a PLA-PTX nanovldken doSlo po 24 hodinach k uvolnéni necelych 4 %
inkorporovaného PTX. Pokud se srovna rychlost uvolnovani PTX z PLA-PTX-
CD, tak se na pocatku experimentu uvoliovalo o vice nez 4000 ng/h PTX vice,

nez v ptipadé PLA nanovlédken bez obsahu CD.
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Tabulka 6: Porovnani rychlosti uvoliovani PTX z nanovldken do PBS
s 0,5 % Tween 80 pro PLA-PTX-PEG nanovldkna (obsahujicich 10 hmot. %
PTX a 15 hmot. % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa), PLA-PTX nanovlakna
(obsahujicich 10 hmot. % PTX) a PLA-PTX-CD nanovldkna (obsahujici 10
hmot. % PTX a 13,3 hmot. % CD).

Rychlost uvoliovani PTX (ng/h)
Doba uvoliovani
PLA-PTX PLA-PTX-PEG(20) PLA-PTX-CD
0-0,5 10847 128164 14967
0,5-2 410 15172 768
2-4 114 5391 239
4-6 70 3784 209
6-24 64 1019 86
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Obrazek 10: Graf zavislosti mnozstvi uvolnéného PTX z nanovldken do
PBS 5 0,5 % Tween 80 na ¢ase pro PLA-PTX-PEG nanovlakna (obsahujicich 10
hmot. % PTX a 15 hmot. % PEG o molekulové hmotnosti 20 kDa), PLA-PTX
nanovldkna (obsahujicich 10 hmot. % PTX) a PLA-PTX-CD nanovldkna
(obsahujici 10 hmot. % PTX a 13,3 hmot. % CD). Chybové tusecky byly

sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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4.5 Mg¢teni uvolnovani PTX z PLA nanovlaken do pHEMA-
MA hydrogelt

V tomto experimentu byla studovana kinetika uvolnovani PTX z PLA
nanovlaken do hydrogelii na bazi pHEMA-MA s obsahem kyseliny methakrylové
5 hmot. % a sitovaciho ¢inidla EDMA 0,5 hmot. %.

Dtivodem pro pouziti hydrogell jako prostedi pro uvoliiovani PTX byla
snaha priblizit podminky uvolfiovani lé¢iva redlnému prostfedi organismu.
V predchozich experimentech uvoliiovani PTX z PLA nanovldken byl jako
prostiedi ¢asto pouzivan roztok PBS. V tomto prostfedi vSak dochézi k nezadouci
konvekci vodné faze v okoli nosice 1éCiva.

Na obrazku 11 je znazornén graf, ktery porovnava mnozstvi PTX
uvolnéného ze tfech typd nanovldken do hydrogelt. Je patrné, ze z PLA-PTX
nanovlaken neobsahujici PEG doSlo bé¢hem pll hodiny k uvolnéni relativné
velkého mnozstvi PTX. V dal§ich hodindch se pak uvolnilo uz jen nepatrné
mnozstvi  dalstho PTX. V pfipadé¢ nanovlaken obsahujicich PEG
o molekulové hmotnosti 20 kDa doslo k poc¢atecnimu rychlému uvolnéni PTX
béhem pal hodiny. Mnozstvi PTX wuvolnéného do hydrogelu se vSak
v nasledujicich hodinach zvySovalo, aZ dosdhlo uvolnéni pfiblizné¢ 30 hmot. %
z celkového mnozstvi inkorporovaného PTX. U nanovlaken bez obsahu PEG toto
mnozstvi €inilo pouze piiblizné 22 hmot. %. Je tedy zifeymé, Ze pritomnost PEG
vyrazné zvysila mnozstvi PTX uvolnéného ze studovanych nanovlédken. DoSlo
také k prodlouZzeni doby wuvoliiovani IléCiva v porovnani s nanovldkny
obsahujicimi pouze PTX.

Rychlé uvolnéni PTX v pocatcich experimentu u obou druhii vldken je
pravdépodobné zplisobeno uvolnénim PTX z povrchu nanovldkenného nosice.
Amfifilni PEG je ve vodé rozpustny polymer schopny interagovat i s molekulami
PTX a tim umoznit jejich transport do vodného prostiedi. Pfi jeho vymyti déle
dochazi ke zvétSeni povrchu PLA nosice 1éCiva (Hobzova et al., 2019). Timto
zptisobem PEG zvySuje uvoliiovani hydrofobnich 1éc¢iv jako je PTX.

V ptipadé PLA-PTX-CD nanovléken se z pocatku uvoliiovalo jen velmi
malé mnozstvi PTX, které se v pribchu nasledujicich hodin znatelné¢ zvysSovalo.
Nicméné, po 8 hodinach uvolnéné mnozstvi PTX vSak dosahlo pouze 16,22 %

z celkového mnozstvi PTX, které nanovldkna obsahovala. U tohoto typu
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nanovlaken by bylo vhodné prodlouzit ¢as experimentu, jelikoZ je mozné, Ze by
v nésledujicich hodinach uvolnéné mnoZzstvi PTX stale narustalo.

Rozdil mezi mnozstvim uvolnéného PTX v mddu s postupnou vyménou
hydrogel a v kumulativnim moédu nebyl pro PLA-PTX-PEG nanovldkna
statisticky vyznamny, d4a se konstatovat, Ze koncentraéni gradient nehraje
u tohoto systému zasadni roli. Pro PLA-PTX a PLA-PTX-CD nanovlédkna se
nepatrn¢ vice PTX uvolnilo vrezimu pribézného vymeénovani hydrogeli,
nicméné se nejednalo o statisticky vyznamny rozdil. Lze tedy konstatovat, ze ani

po 8 h nedoslo k nasyceni hydrogelovych vzorka 1écivem.
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Obrazek 11: Porovnani uvolnéného mnozstvi PTX z PLA-PTX-PEG
nanovladken (obsahujicich 10 hmot. % PTX a 15 hmot. % PEG o molekulové
hmotnosti 20 kDa), PLA-PTX nanovldken (obsahujicich 10 hmot. % PTX)
a PLA-PTX-CD nanovléken (obsahujicich 10 hmot. % PTX a 13,3 hmot. % CD)
do HEMA-MA hydrogelt s postupnou vyménou hydrogeli a v kumulativnim
modu. Chybové usecky byly sestrojeny pomoci smérodatnych odchylek (n = 3).
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Mnozstvi uvolnéného PTX znanovlaken do pHEMA-MA hydrogela
o obsahu MA 5 % bylo porovnano s mnozstvim PTX uvolnéného do PBS s 0,5 %
Tween 80. Dle grafického znazornéni na obrdzku 12 doSlo po 8 hodindch
v ptipadé¢ PLA-PTX-PEG(20) nanovlédken k uvolnéni o 9,12 procentniho bodu
vice PTX do pHEMA-MA oproti PBS. V ptipadé¢ PLA-PTX a PLA-PTX-CD
nanovldken byl tento rozdil jeSté vyraznéj$i. Z PLA-PTX nanovldken se do
pHEMA-MA uvolnilo o 18,6 procentniho bodu vice PTX nez do PBS. V ptipadé
PLA-PTX-CD nanovladken tento rozdil ¢inil 12,9 procentniho bodu.
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Obrazek 12: Porovnani mnozstvi uvolnéného PTX po 6 a 8 hodinach

z nanovlaken.
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4.6 Sorpce PTX do pHEMA a pHEMA-MA hydrogel

Pro studium hydrogelti jako moznych nosict 1é¢iv pro lokalni aplikace,
tak pro vysvétleni rozdili v uvoliovani 1é¢iv do roztokli a do hydrogela
simulijicich in vivo prostfedi, byla sledovana jejich sorpcni kapacita. V tabulce 7
jsou uvedeny hodnoty sorpcnich kapacit studovanych hydrogelti vcéetné
nasledného uvolnéného mnozstvi PTX do methanolu. Na obrazku 13 jsou
znazornéné profily sorpce PTX do hydrogelt v Case.

Z vysledkli experimentu vyplyva, Ze nejvyS$i sorpéni kapacitou
kapacitu vykazoval pHEMA hydrogel o obsahu MA 10 %. Je patrné, ze
s obsahem MA v hydrogelu jeho sorp¢ni kapacita pro hydrofobni PTX vyrazné
klesa. Tato skutecnost koreluje s jiz zminénym faktem, ze po pfevedeni jednotek
MA v pHEMA-MA hydrogelu do sodné formy dochéazi ke znacnému nartstu
stupn¢€ botnani. Plati, Ze ¢im vétsi mnozstvi MA hydrogel obsahuje, tim vice
botnd, vysledny hydrogel v rovnovazné zbotnaném stavu je tedy vice hydrofilni
s niz$i afinitou viic¢i hydrofobnimu lécivu

Déle bylo zjisténo, ze ten¢i pHEMA hydrogelove folie, pii jehoZ ptiprave
bylo pouzito té€snéni o tlouStce 0,5 mm vykazoval vysS§$i sorpéni kapacitu
vztazenou na hmotnost hydrogelu, nez pHEMA hydrogel pfi jehoZz ptipravé bylo
pouZito tésnéni o tloustce 1 mm. D4 se konstatovat, Ze terCiky pfipravené ve
formé s Imm tesnénim maji pfi pfiblizné stejném povrchu dvounasobnou
hmotnost, tedy polovicni pomér povrchu a hmotnosti oproti ter¢ikiim
pfipravenym ve formach s polovi¢ni tloustkou tésnéni. Hmotnosti sorbovaného
PTX vztazeného na hmotnost rovnovazné zbotnaného hydrogelu jsou u tlustSich
terCikt také ptiblizn¢ polovicni (viz tab. 5). Z toho se da usuzovat, Ze zdsadni
podil na sorpci PTX mé povrch nosice, v porovnani s jeho inkorporaci do celého
objemu hydrogelu.

Pfi nésledné desorpci PTX z hydrogelti do methanolu se zpHEMA-MA
o obsahu MA 5 a 10 hmot. % neuvolnil zddny PTX. Pro pHEMA-MA o obsahu
MA 1 a 3 hmot. % se neuvolnilo pfiblizn¢ 30 — 40 pg/g PTX. Pravdépodobné
dochazi k ¢astecnému ireverzibilnimu navazani PTX do struktury hydrogelu.

Z hydrogelit pHEMA se téméf vSechen sorbovany PTX uvolnil, dd se tedy
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konstatovat, ze PTX interaguje s karboxylovymi funk¢nimi skupinami MA

komonomeru.

Tabulka 7: Porovnani sorp¢ni kapacity pHEMA hydrogelt (pfipravenych
s tésnénim formy 0,5 a 1 mm) a pHEMA-MA hydrogelti o obsahu MA 1, 3, 5

a 10 hmot. % (pfipravenych s té€snénim formy 0,5 mm) vztazené na hmotnost

hydrogeli rovnovazné zbotnalych v PBS. Porovnani uvolnéného mnozstvi PTX

z hydrogeli do methanolu pro rizné typy hydrogelti, hmotnost PTX byla

vztazena na hmotnost hydrogelu zbotnalého v PBS (n = 3).

Hmotnost sorbovaného PTX

Hmotnost PTX uvolnéného

Typ hydrogelu vztazena na hmotnost z hydrogelu vztazena na
hydrogelu (ng/g) hmotnost hydrogelu (ng/g)

pHEMA 0,5 mm tl. 52.5+5.20 53.0+0.88
pHEMA 1 mm tl. 31.2+0.87 27.6 £0.63
pHEMA-MA 1 % 0.5 mm tl. 64.6 +3.21 223 +1.28
pHEMA-MA 3 % 0.5 mm tl. 38.1+2.93 8.11+1.08
pHEMA-MA 5 % 0.5 mm tl. 21.6 +£2.19 0.00 +£0.00
pHEMA-MA 10 % 0.5 mm tl. 10.2 +£0.20 0.00 +£0.00
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Obrazek 13: Sorbované mnozstvi PTX do pHEMA hydrogeli a pHEMA-
MA hydrogelti o obsahu MA 1, 3, 5 a 10 % zroztoku PTX o koncentraci 10
pug/ml ptipraveného v PBS s 0,5 % Tween 80 vztazené na hmotnost hydrogelu

zbotnalého v PBS. Chybové usecky byly sestrojeny pomoci smeérodatnych
odchylek (n = 3).

45



5 Zavér

Hydrogely pHEMA-MA byly pfipraveny a charakterizovany pro studium
téchto materialti jako mozného testovaciho média pro systémy lokalni aplikace
protinadorovych lé¢iv. Byl zkouman vliv piidavku MA do polymerizacni smési
na stupen botnani hydrogelu. Bylo zjisténo, Zze ¢im vyssi je obsah sodné formy
MA v hydrogelu, tim vice hydrogel ve vodném roztoku botna.

PLA nanovldkna byla studovdana jako nosi¢ hydrofobniho
protinadorového 1é¢iva, PTX, jehoz lokalni aplikace by mohla vyznamné omezit
vedlejsi ucinky spojené se systémovou aplikaci a pfi tom zvysit jeho koncentraci
a dobu piisobeni v cilovych nddorovych tkanich. Déle byl zkouman vliv ptidavku
PEG a CD do struktury nanovldken pro optimalizaci uvoliovani PTX
z nanovlakennych nosic¢l. Analytickou metodou HPLC s UV detekci byla
sledovana kinetika uvoliovani PTX z nanovlaken do hydrogelt a do PBS. Bylo
prokazéano, Ze z nanovldken se do pHEMA-MA uvolnilo vyrazné¢ vice 1é¢iva nez
do PBS. Pfi experimentech uvoliiovani PTX z nanovlaken do hydrogelt i do PBS
bylo potvrzeno, ze ptidavek PEG do struktury nanovldken vyrazné zvySuje
mnozstvi uvolnéného PTX a zaroven také prodluzuje dobu, po kterou se 1é€ivo
uvoliiuje. V experimentu s nanovldkny obsahujicimi CD bylo patrné pocate¢ni
rychlejsi uvoliiovani PTX do PBS oproti nanovldkniim obsahujicim pouze PTX.
Celkove se vSak do PBS z obou typt nanovlaken uvolnilo srovnatelné mnozstvi
1é¢iva. Do hydrogell se z nanovlaken obsahujicich CD uvolnilo z po¢atku velmi
malé mnozstvi PTX, které se vSak bchem nasledujicich hodin znatelné
zvySovalo. Celkem ale mnozstvi uvolnéného PTX nedosdhlo mnozstvi PTX
uvolnéného z ostatnich typt nanovlaken.

Za pouziti metody HPLC s UV detekci byla studovéna také sorpce
a desorpce PTX do hydrogeli pHEMA a pHEMA-MA o rtizném obsahu MA.
Bylo zjiSténo, Ze nejvetsi sorpéni kapacitu vykazoval pHEMA-MA hydrogel
o obsahu MA 1 % a Ze s rostoucim obsahem MA v hydrogelu sorp¢ni kapacita
pro hydrofobni PTX vyrazné klesa. Z vysledki experimentu se dé také usuzovat,
ze zasadni podil na sorpci PTX ma povrch nosic¢e. Pii desorpci PTX z pHEMA-
MA nedoslo k uvolnéni velké ¢asti PTX na rozdil od hydrogeli pHEMA. D4 se
tedy konstatovat, ze PTX interaguje s karboxylovymi funkénimi skupinami MA a

dochazi tak k ¢astecnému ireverzibilnimu navazani PTX do struktury hydrogelu.
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