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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Autorka: Pavlina Drdova
Nazev prace: Formulace a charakterizace hydrogeld pro lokdlni [éCbu
muskuloskeletalnich infekei

Skolitelka: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Lokalni protiinfekéni terapie muskuloskeletalnich infekci eliminuje systémovou
toxicitu 1é¢iv. Vybérem vhodného terapeutického systému lze dosdhnout vysSich
koncentraci 1é¢iva v misté infekce a prodlouzeného uvoliiovani. Takovym systémem
mohou byt gely, formulované a testované v piedlozené diplomové praci. Teoreticka
¢ast prace byla veénovdna popisu muskuloskeletdlnich infekci ajejich 1éCbé,
charakterizaci gell a jejich vyuziti pfi parenteralni aplikaci. Byly formulovany
hydrofilni gely na bazi hypromelosy, Zelatiny, rybi Zelatiny a iota-karagenanu
obsahujici vankomycin-hydrochlorid a gentamicin-sulfat. Byly testovany tokové
a viskoelastické vlastnosti na rotaénim reometru. Analyzou tokovych kiivek
mocninnym modelem se prokazal nenewtonsky typ toku. Nejcitlivéjsi na aplikované
namahdni je hypromelosovy gel 3 %, nejméné disperze iota-karagenanu
s povidonem 25. Viskoelastické vlastnosti byly hodnoceny pomoci elastického,
viskézniho a komplexniho modulu, fizového uhlu a meze toku. Z testovanych
formulaci pouze 3 % disperze hypromelosy a 10 % disperze rybi Zelatiny maji vnitini
3D strukturu odpovidajici geliim. Pro ex vivo testovani toxicity a disoluce byl vybran
3 % hypromelosovy gel s antibiotiky. Viabilita a proliferace mesenchymadlnich
bunck nebyla vyznamné€ ovlivnéna. V disolu¢nich testech ex vivo po impregnaci
kostnich $tépti gelem doslo v porovnani s roztokem antibiotik ke snizeni burst efektu
a kprodlouzeni wuvoliiovani gentamicin-sulfatu na 3 dny, v pfipadé
vankomycin-hydrochloridu na 5 dni.

Klic¢ova slova: muskuloskeletalni infekce; antibiotika; hydrogely; tokové vlastnosti;

viskoelastické vlastnosti; uvolilovani 1é¢iv
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2. ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Technology

Author: Pavlina Drdova
Title of thesis: Formulation and characterization of hydrogels for local
treatement of musculoskeletal infection

Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Local anti-infective therapy for musculoskeletal infections eliminates systemic drug
toxicity. By selecting a suitable drug delivery system, higher drug concentrations at
the site of infection and sustained release can be achieved. Such a system may be gels,
formulated and tested in the submitted diploma thesis. The theoretical part of the work
was devoted to the description of musculoskeletal infections and their treatment,
characterization of gels and their use in parenteral administration. Hydrophilic gels
based on hypromellose, carrageenan, gelatin and fish gelatin containing vamcomycin
hydrochloride and gentamicin sulfate were formulated. Flow and viscoelastic
properties were tested on a rotational rheometer. The analysis of flow curves by the
Power law model proved a non-Newtonian type of flow. The most sensitive to applied
stress is a 3 % hypromellose gel, the least a dispersion of iota-carrageenan with
povidone 25. Viscoelastic properties were evaluated based on elastic, viscous and
complex modulus, phase angle and yield point. Of the formulations tested, only
3 % hypromellose dispersion and 10 % fish gelatin dispersion have an inner
3D structure corresponding to gels. A 3 % hypromellose gel with antibiotics was
selected for ex vivo toxicity and dissolution testing. Mesenchymal cell viability and
proliferation were not significantly affected. In ex vivo dissolution tests after gel
impregnation of bone grafts, the burst effect was reduced compared to the antibiotic
solution and the release was prolongated in the case of gentamicin sulphate to 3 days,
in the case of vancomycin hydrochloride to 5 days.

Keywords: musculoskeletal infections; antibiotics; hydrogels; flow properties;

viscoelastic properties; drug release



3. UVOD

Muskuloskeletalnimi infekcemi se rozumi soubor infekénich onemocnéni, které
napadaji pohybovy aparat pacienta. Lze mezi n€ zatadit myositidu, osteomyelitidu,
tendinitidu ¢i septickou artritidu. Z velké ¢asti tyto infekce zptisobuje poranéni, jako
je napiiklad oteviena zlomenina. Mohou byt zptisobené i jako nasledek dekubitti, nebo
se patogen na misto pusobeni dostane krevni cestou. Plivodcem onemocnéni jsou
predevsim bakterie. Terapie téchto onemocnéni se zahajuje parenteralnim podéavanim
antiinfektiv, po kterém nasleduje jejich podavani peroralné. Systémova terapie je
pro organismus pacienta toxickd. Alternativu proto piedstavuje podavani antiinfektiv
lokaln€¢ pomoci vhodnych terapeutickych systémut. Dostupné jsou terapeutické
systémy nedegradabilni (kostni cement), i degradabilni (kolagenni houba, kostni
Stépy aj.). Hlavnim pozadavkem na tyto 1ékové formy je jejich schopnost uvoliovat
antibiotikum po co nejdelsi dobu a v dostate¢n¢ vysoké koncentraci, aby doslo
ke kompletni eradikaci patogenu nebo efektivni prevenci.

Prace vznikla na zdkladé spoluprace s ortopedickou klinikou Fakultni
nemocnice Hradec Kralové. Na tomto pracovisti byla testovana kinetika uvolfiovani
antibiotik z kostnich §té€pii impregnovanych roztokem gentamicinu a vankomycinu.
Cilem této prace bylo v ndvaznosti na studii Doc. MUDr. Toméase Kugery, Ph.D.5
pripravit terapeutickou formulaci, ktera umozni prodlouzené uvolnovani antibiotik
a zajisti jeho dostatecné koncentrace potfebné k eradikaci patogenu. V uvahu ptipada
nékolik depotnich 1ékovych forem, a to gely, emulze typu v/o nebo degradovatelné
pevné polymerni systémy jako jsou tuhé disperze, tenké filmy nebo Casticové

formulace.



4. ZKRATKY

HEMA
HPMC
LCST
MRSA
PAM
PEG
PEO
PLA
PLGA
PMMA
PNIPAM
PPO
PVA
PVP
UCST

hydroxyethylmethakrylat
hydroxypropylmethylcelulosa, hypromelosa
nizka kriticka teplota roztoku

Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
polyakrylamid

polyethylenglykol

polyethylenoxid

kyselina polymlécna

polyester kyseliny mlécné a glykolové
polymethylmethakrylat
poly(N-isopropylakrylamid)
polypropylenoxid

polyvinylacetat

polyvinylpyrrolidon, povidon

horni kriticka teplota roztoku



5. CiL PRACE

Zadanim diplomové prace byla formulace hydrofilnich gela s antibiotiky a hodnoceni

jejich tokového chovani a viskoelastickych vlastnosti. Déle se diplomova prace zabyva

studiem disoluce gentamicinu a  vankomycinu z kostnich Stépt

impregnovanych hydrofilnim gelem.

Zadani préce lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich kroku:

1.

Vyhledani a studium odborné literatury zabyvajici se problematikou
muskuloskeletalnich infekci a jejich lokélni 1€¢by.

Formulace hydrofilnich geld na bazi hydroxypropylmethylcelulosy,
iota-karagenanu, zelatiny a rybi Zelatiny s gentamicinem a vankomycinem.
Charakterizace tokového chovani gelii a popis pomoci vhodnych reologickych
modeld. Studium vlivu sloZeni geli na tokové vlastnosti.

Charakterizace viskoelastického chovani geli pomoci oscilacnich testt.
Studium vlivu slozeni gelu na viskoelastické vlastnosti.

Studium a hodnoceni vlivu gelu s antibiotiky a bez antibiotik na proliferaci a
viabilitu mesenchymalnich kmenovych bunék.

Studium a hodnoceni disoluce antibiotik ex vivo z kostnich §tépti, které byly

impregnované gelem s obsahem gentamicinu a vankomycinu.
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6. TEORETICKA CAST

6.1. Muskuloskeletalni infekce
Jako muskuloskeletalni infekce oznacujeme infekcni zanét pohybového aparatu. Jedna
se o proces, kdy mikroorganismus, predevsim bakterie, napadne tkan svali, kloubt,

kosti ¢i $lach.

Mpyositida

Nejcastéjsi pti¢inou infekéniho zanétu svali (myositidy) je poranéni, kvili kterému
patogen pronikne zdravou kizi, nebo se infekce rozvine z diive vzniklé infekce ktize.
Infekéni myositida mize dale vznikat na podkladé dekubitu nebo po operativnim
zakroku. Infekce svalu je zavazné onemocnéni, pii némz postizena tkan nekrotizuje,
hrozi rozvinuti gangrény, otravy krve, septického Soku a nasledné smrti. NejcastéjSimi
pivodci jsou anaerobni bakterie jako grampozitivni Clostridium, fakultativné
anaerobni grampozitivni Streptococcus ¢i anaerobni gramnegativni Bacterioides.

Infekce ran jsou povétsinou zpiisobené bakterii rodu Staphylococcus.'*

Osteomyelitida

K infekci kostni tkan€ a kostni dfen¢ (ostemyelitid¢) dochazi u pacienti podstupujicich
chirurgicky ¢i ortopedicky zakrok, nebo u pacientli s otevienym zranénim. Infekcni
agens se do kosti mize dostat i krevni cestou. Plivodcem je nejCastéji bakterie
Staphylococcus aureus. Gramnegativni stfevni bakterie (napf. rod Bacteroides)
zpisobuji nejcastéji infekéni postizeni obratlli. Osteomyelitidu u déti zplsobuje
predevsim Streptococcus pyogenes. Infekce mize byt i fungéalniho ptivodu. V takovém
pfipad¢ je nejbéznéjSim patogenem rod Candida, mezi velmi vzacné plivodce se fadi
napt. rod Aspergillus.® Inicialni terapie bakteridlni infekce antibiotiky je empiricka,

po kultivaci se nasadi cilena antibioticka terapie.*

Tendinitida
Zanét Slach (tendinitida) je ¢astym onemocnénim pohybového aparatu, které vznika
nejdastéji na zdkladé mechanického pietéZovani slachy.’ Méné ¢asto miZe byt §lacha

napadena patogenem, piedné pyogenni bakterii (Streptococcus, Staphylococcus).®
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V takovém piipad¢ mluvime o hnisavém zanétu Slach, ktery nejcastéji vznika
pfestupem infekce z okolnich tkani na Slachu. Antibioticka terapie se nasazuje

na zakladé¢ kultivace infekcniho agens.

Septicka artritida

Septicka artritida neboli infek¢éni zanét kloubniho prostoru mtize byt zplisobena nejen
traumatem Ci chirurgickym zakrokem, vliv mize mit také imunosuprese pii terapii
autoimunitnich onemocnéni (pf. revmaticka artritida), kdy pacientiiv organismus neni
schopen se dostatecné branit vi¢i patogentim. Obdobné jako u osteomyelitidy
bakterialni infekci kloubu zpasobuje nejcastéji Staphylococcus aureus. Gramnegativni
bakterie jako Neisseria gonorrhoae je pivodcem u sexudlné aktivnich jedinci, rod
Enterobacter u starsich pacientii.” Dal§im plivodcem jsou grampozitivni streptokoky.
Virovy ¢i fungalni pivod onemocnéni je vzacny a vyskytuje se nejcastéji jako
komplikace u pacienti se snizenou imunitou, napf. u HIV pozitivnich.® PostiZeni vice

kloubii sou¢asné (polyartikularni infekéni artritida) se vyskytuje vyjimeéns.’

tkdn€ po vymeéne kloubu. Patogen infikuje povrch rany 1 pies piisné sterilni provedeni
operace. Nejb&znéjsim patogenem je Stafylococcus aureus a S. epidermidis.' Bakterie
vytvaii na povrchu endoprotézy biofilm, ktery je vyznamné odolny vici mnoha
antimikrobnim l4tkdm. Navic je pro eradikaci biofilmu potfeba vy$§i minimalni
inhibi¢ni koncentrace antibiotika, nez pokud by nebyl pfitomny. VysSich koncentraci
se ale jen t&Zko dosahuje systémovym podanim antibiotik.!? Infekce umélého kloubu
muze nastat jak akutné, tedy bezprostiedné po operaci, nebo je pribéh mitigovany
(pozdni). Aby se piedeslo infekci pii ndhradé¢ kloubu, podévaji se antibiotika
jiz profylakticky.!! Pokud propukne infekce, je nutné kromé antibiotické 1é¢by také

odstranéni endoprotézy a nekrotické tkang.!!°

6.2. Lécba muskuloskeletalnich infekci
Lécba infekci pohybového aparatu je obvykle kombinaci systémové a lokalni terapie.
Ve vétsing piipadi systémové 1€cby bakteridlni infekce se jedna o intraven6zni podéani
antibiotik nasledované peroralni antibiotickou 1é¢bou.'? Problémem systémové terapie
je vysoka toxicita pro organismus pacienta. Lokalni podavéani antibiotik ve vhodné

1ékové formé je v tomto ohledu naopak vyhodné. Touto cestou lze totiz dosdhnout
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baktericidni koncentrace antibiotika v misté infekce, aniz by se zvySovala systémova
toxicita.!? Lokalni podavani antibiotik je nejen doplitkem systémové terapie,
v nékterych ptipadech ji mize zcela nahradit. Vysoka koncentrace antibiotika v misté
infekce umozni prostup Gc¢inné latky difuizi i na mista avaskularni, kterd jsou pro terapii
podavanou systémové nedostupna.'’ Lokdlni podavani antibiotik je specifické
predev§im jako profylaxe pii ortopedickych operacich. O lokalnim podévanim
antibiotik v piipadé traumatu neni zatim dostatek dat z klinickych studif.'”

Terapeutické systémy, které se vyuZzivaji pro lokalni terapii muskuloskeletdlnich
infekci, mizeme dle pouzitého nosi¢e délit na dvé zékladni skupiny, a to
nedegradabilni a biodegradabilni. Nedegradabilni nosice, jako naptiklad
polymethylmethakrylatové kostni cementy s obsahem gentamicinu, maji tu nevyhodu,
ze musi byt po skonceni uvolnovani 1é¢iva z mista aplikace odstranény. Naproti tomu
biodegradabilni terapeutické systémy se enzymaticky nebo neenzymaticky rozlozi
na metabolizovatelné degradacni produkty. Tyto systémy poskytuji prodlouzené
uvolnovani antibiotika v misté infekce. Ptikladem mtiZze byt biodegradabilni kolagenni

houba s gentamicinem.!?

6.2.1. Nedegradabilni systémy

Nedegradabilni kostni cement jako nosi¢ 1é¢iv skytd problém nejen v nutnosti jeho
odstranéni, ale 1 v horSi schopnosti uvoliiovat antibiotikum. Po aplikace se 1é¢ivo
uvoliiuje burst efektem. Nasledné¢ mnozstvi uvolnéného antibiotika vyznamné klesa,
coz miiZze mit za nasledek aZz kolonizaci kostniho cementu bakteriemi. Systém totiZ
predstavuje cizi téleso, na které bakterie adheruje preferenéné a zptisobi tak tvorbu
biofilmu.!?

Nedegradabilni  kostni  cementy  jsou  vyrobeny z  methakrylatu.'’
Polymethylmethakrylat (PMMA) impregnovany antibiotikem je povaZovén za zlaty
standard v 1é¢b& chronické osteomyelitidy.!> Vyuzivan je i profylakticky
pii ortopedickych operacich, kde prokazatelné sniZzuje Cetnost infekei. Pacienti pouze
se systémovou profylaxi maji vys$si riziko nutnosti reoperace kvili infikaci rany.'
Vyhodou PMMA je, Ze bézné nevyvolava imunitni reakci a pokryje Siroky povrch
rany. PMMA je vyuzivan ve formé kostniho cementu nebo jako fetizkové segmenty

(kulicky) impregnované antibiotikem. Dostupné jsou komeréni formy PMMA,
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napiiklad gentamicin PMMA beads Septopal®, Biomet Deutschland, Berlin, Némecko
(Obr. 1), ale i nekomer¢ni formy, kdy je PMMA impregnovan antibiotikem
pii chirurgickém zékroku.'?

Elu¢ni vlastnosti zavisi na porozit¢ PMMA a na typu antibiotika. Pro impregnaci
se uzivaji antibiotika, kterd jsou dostateCn¢ teplotné stabilni béhem vytvrzovani
polymeru, jako napiiklad aminoglykosidy a chinolony.'® Vybrané antibiotikum se také
nesmi nevratné vazat na polymer.'® Inkorporované antibiotikum se v prvnich hodinach
uvolnuje z povrchu PMMA a objevuje se burst efekt. Celkové mnozstvi antibiotika
uvolnéného z cementu ¢&i kuliéek je primérné pouze 10 %.'* PMMA lze kombinovat

s fluoridem sodnym, ktery pfimo stimuluje proliferaci a diferenciaci osteoblastti.!®

Obrazek 1: PMMA kulicky s gentamicinem (Septopal®, Biomet Deutschland, Berlin,

Germany)!’

6.2.2. Biodegradabilni terapeutické systémy
Biodegradabilni systémy pouZzivané v terapii a profylaxi muskuloskeletalnich infekci
neni potieba po uvolnéni ATB z organizmu odstraiiovat. Uvoliiovani antibiotika miize
byt prodlouzeno na dobu nezbytnou k uplné eradikaci patogenu.'? Prodlouzené
uvolnovani antibiotika je zajiSténo postupnou degradaci polymeru in vivo.
Antibiotikum se v inicidlni fazi uvoliiuje z povrchu systému a nasledné z vnitinich
struktur kinetikou 1. ¥adu az do Uplné degradace systému.!* Takto lze zajistit
baktericidni koncentrace antibiotika po dostate¢né dlouhou dobu bez rizika vzniku
rezistence.'® Mezi nejéast&ji pouzivané biodegradabilni systémy pro lokélni 1écbu
se fadi kolagenni houby, polymery a kopolymery kyseliny mlécné a glykolove,

bioaktivni keramika nebo kostni §tépy. '°
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Kolagenni systémy

Kolagen je zcela degradabilni télu vlastni protein, ktery je lidskym organismem dobie
tolerovan. Na biodegradaci se podili fagocyty a enzymolyza.'? Kolagenni systémy jsou
komer¢né dostupné, nejcastéji se vyrabi ze sterilizovanych hovézich Slach. Prikladem
antibiotika inkorporovaného do kolagenni houby je gentamicin. V in vitro studiich
se gentamicin-sulfit z kolagenniho systému kompletné uvolnil jiz po 4 dnech.!”
Pro prodlouzeni  uvoliiovani  antibiotika lze = do  kolagenni  houby
inkorporovat hydrofobnimi soli antibiotika. Ptikladem je inkorporace gentamicinu
do systtmu ve formé gentamicin-sulfitu a gentamicin-krobefatu, kdy doslo
k prodlouZeni uvoliiovani gentamicinu na 12 dni (Obr. 2).!1%!12 Antibiotikum miize byt

také enkapsulovano do liposomt.'?

Ha
1000 |

100
10

- -

1 2 3 4 5 & 7 ] 9 10 gaye

Collagen with gentamicin sulfate and crobefat
— Collagen with gentamicin sulfate
= Minimal inhibitory concentration (MIC)

Obrdazek 2: Uvolniovani gentamicinu z kolagenu: kolagen impregnovany gentamicin
sulfatem v kombinaci s gentamicin-krobefatem (Zluta), kolagen s gentamicin-sulfatem

(modra), minimalni inhibicni koncentrace (Cervenda)."

Doba degradace kolagenniho systému je ptiblizné 8 tydni.!> Pfikladem komeréniho
kolagenniho systému je Gentamicin-collagen fleece Septocoll®, Biomet Deuschland,

Berlin, Némecko (Obr. 3).1°
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Obrdazek 3: Gentamicin-collagen fleece (Septocoll®, Biomet Deuschland, Berlin,
Germany) — kolagen impregnovany gentamicin-sulfatem v kombinaci

s gentamicin-krofebdatem'’

Kopolymery kyseliny mlécné a glykolové

Kopolymery kyseliny mlééné a glykolové (PLGA) jsou dalSim biodegradabilnim
materidlem, ktery hydrolyticky degraduje pti fyziologickém pH a umoziuje
prodlouZzené uvolnovani antibiotik. Vybérem kopolymeru dané krystalinity,
molekulové hmotnosti a konformace lze ovlivnit dobu degradace a tim 1 kinetiku
uvoltiovéani antibiotika.'®* PLGA jsou kompatibilni s Sirokym spektrem antibiotik
a jelikoZ se antibiotikum uvolni ve specifickém €asovém rozmezi, lze se vyvarovat
subterapeutickym koncentracim antibiotika v mist¢ infekce. Mezi antibiotika
inkorporovana do PLGA patifi napfiklad fluorochinolony a gentamicin.
Antibiotikum se obecné z PLGA uvoliiuje déle a ve vyssi koncentraci v porovnani
s jingmi systémy.!? Uvoliiovani gentamicinu z PLGA bylo testovdno na zvifecim

modelu. Doba liberace inkorporovaného 1é¢iva dosahla 42 dnt.'

Bioaktivni keramika

Biokompatibilnim systémem pro cilenou aplikaci 1é¢iv jsou 1 porézni ¢astice na bazi
fosfore¢nanu vapenatého, jako je hydroxyapatit vapenaty nebo trikalcium fosfat.
Povazuji se za bioaktivni, protoZze maji schopnost se v organismu vstiebat. Piipravu
systému provadi 1ékaf smisenim antibiotika s materidlem.'® Porozita ¢4stic ovliviiuje
rychlost uvolnovani lé¢iva. Na zvifecim modelu bylo testovano uvolfiovani
gentamicinu z ¢astic hydroxyapatitu vapenatého. Doba uvoliiovani antibiotika
dostahla 90 dn.2° Dale lze do to této skupiny zafadit i bioaktivni sklo,
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jehoz strukturnim zakladem je oxid kfemicity. Bioaktivita spoc¢ivé v indukci reparace
kostni tkan& podporou proliferace a diferenciace osteoblasti.?!

Do téchto materiall 1ze inkorporovat gentamicin a dalsi antibiotika.'*

Kostni $tépy

Kromé syntetickych systémii se také pouzivaji porézni alogenni kostni Stépy
impregnované antibiotiky. Neexistuje standardni postup pro impregnaci kostnich
Stépl. Metod pro impregnaci existuje nékolik, stejné tak je velmi variabilni Cas
impregnace (v fadu minut az nékolika hodin). V literatufe jsou nejcastéji popsany
dva typy impregnacnich procesti. Prvni metoda piedstavuje manudlni miseni kostnich
Stépl s antibiotikem ve formé praSku. Jiny postup popisuje impregnaci kostnich $tépt
v roztoku antibiotik.?> Lécivo se ze systému uvoliiuje kinetikou 1. fadu, tedy
v z&vislosti na koncentraci. Nejveétsi mnozstvi G€inné latky se uvolni jiz béhem
nékolika hodin.!* Kostni $t€py maji jak osteokonduktivni, tak osteoinduktivni
vlastnosti. To znamend, Ze slouzi jako strukturni opora pro nove tvotfenou tkan
a zaroven stimuluji proliferaci a diferenciaci kostnich bunék.!®* Protoze impregnace
Stépti probiha za laboratornich podminek, lze do $tépt impregnovat jakékoli
antibiotikum. I u kostnich §té€pt hrozi riziko bakterialni kolonizace. Obdobn¢ jako
u kloubnich implantati, kostni $t€p predstavuje cizi téleso, na které se bakterie

preferenéné prichyti.??

Kombinované terapeutické systémy

Terapeutické systémy byvaji také kombinaci riznych biomateriala. Pfikladem mohou
byt porézni hydroxyapatitové Céstice potazené polykaprolaktonen, ve kterém
je inkorporované antibiotikum.?* Dal$im piikladem jsou &astice siranu vapenatého

potazené PLGA s obsahem antibiotik.>*

Antibiotické potahy kloubnich ndahrad
Pro prevenci infekei, které se mohou vyskytnout pii totalni endoprotéze, je vhodné
zminit pouziti kloubni nahrady potazené antibiotikem (Obr. 5).!° Kloubni nahrada

bez antibiotického potahu je zndzornéna na Obr. 4. Benefitem je uvolnéni vysoké
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koncentrace antibiotik v misté rizika infekce bez systémovych nezadoucich ucinkii.

Piikladem je potah z poly-D,L-laktatu (PDLLA) s gentamicinem.?

Obrdazek 4: Kycelni nahrada bez Obrazek 5: Kycelni nahrada

antibiotického potahu?® antibiotickym potahem!’

Pfes vyznamné vyhody systému pro lokalni dodani antibiotika existuji 1 vedlejsi
nezadouci Uc€inky, napiiklad zpomalené hojeni zlomeniny vlivem inhibice osteoblasti
zpisobené fluorochinolony. Byly stanoveny koncentrace, které maji negativni efekt
na regeneraci kosti a tkani. Napiiklad vankomycin v koncentracich niZSich
nez 1000 pg/ml ma minimalni az zadny efekt na replikaci osteoblastli, naopak

v koncentracich nad 10 000 pg/ml zpiisobuje bun&¢nou smrt.?”13

6.3. Gely jako depotni terapeutické systémy

Gely jsou polotuhé bikoherentni soustavy sloZené z gelujiciho agens a disperzniho
média. Tyto dvé slozky tvofi trojrozmérny systém tak, Zze gelujici agens imobilizuje
tekutinu a zabudovava ji do své gelové struktury.?® Podle polarity disperzniho média
se gely déli na hydrogely a oleogely.?

Kapalnou slozkou hydrofilnich geld je nejcastéji voda, ktera casto tvoifi i1 vice
nez 90 % celkové hmotnosti, nebo smés vody a alkoholi (propylenglykol, ethanol aj.).
Gelujici agens byva nejcastéji organického piivodu. Hydrogely mohou byt tvofeny

bud’ jednim typem makromolekul, nebo smési nékolika polymeri.®
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Hydrogely 1ze délit dle interakci ve struktuie na fyzikalni a chemické. Ve struktuie
fyzikélnich gel jsou pfitomné pouze mezimolekulové interakce jako vodikové vazby,
iontové a hydrofobni interakce, interakce dipo6l-dipol, nebo je soudrznost zalozena
na sterickém uspotradani molekul. Jsou reverzibilni, coz znamena, ze je gel schopny
po odstranéni a opétovném ptidani rozpoustédla znovu bobtnat. Chemické gely,
kde se na zesiténi podili kovalentni a iontové vazby, tuto schopnost nemaji a oznacuji
se téZ jako gely ireverzibilni.*® Detailni klasifikace hydrogelfi je znazornéna na Obr. 6.
Gelotvorné biodegradabilni hydrofilni polymery obsahuji ve své struktuie
hydrolyzovatelné skupiny, napf. esterové nebo anhydridické. Enzymaticky
katalyzovanou hydrolyzou takovych vazeb v lidském organismu dochazi k poklesu
molekulové hmotnosti polymeru, coz vede ke sniZeni pevnosti systému.>°

Hydrogely jsou biokompatibilni a netoxické diky jejich sloZeni, kde je hlavni slozkou
voda, a diky mechanické a strukturdlni podobnosti s lidskymi tkdn&émi.”® Dalsi
vyhodou hydrogelti je jejich schopnost pfizptisobit se misté¢ aplikace diky své
deformovatelnosti. Bioadhezivni polymery jsou potom schopné se efektivné ptichytit
na nerovny povrch tkang.3!

Ptirodni polymery mohou mit bakteriostatické vlastnosti, urychlovat hojeni a také
téméef nevyvolavaji imunitni reakci. Mezi pfirodni polymery schopné tvorit gely
fadime napiiklad kolagen, Zelatinu, chitosan ¢i kyselinu hyaluronovou. Hydrogely
na bazi syntetickych polymeri ¢i kopolymeri bioaktivni vlastnosti nemaji, ale jejich
fyzikaln&-chemické vlastnosti jsou 1épe modifikovatelné.*?

Hydrogely maji 1 ur€ité nevyhody. Vysoky obsah vody a velké pory ve struktuie
mohou vést k relativné rychlé liberaci 1€¢iva v ramci n€kolika hodin ¢i dni. Dale miize
byt omezeno mnozstvi l1é¢iva inkorporovatelné do hydrogelu, zvlasté pokud se jedna
o hydrofobni twg¢innou latku.’!' Hydrogely piirodniho piivodu mohou byt
kontaminované patogeny a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti nemusi byt dostate¢né

uspokojivé.*
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Obrazek 6: Klasifikace hydrogelii, upraveno dle: SPIZZIRRI U., G., CIRILLO G.:

Functional hydrogels in drug delivery Key Features and Future Perspectives®®

Pro dobrou kompatibilitu 1ze hydrogely aplikovat parenteralné (napi. subkutannég,
do peritonea aj.). V misté aplikace tvoti depo, které zajisti prodlouzené uvolnovani
1é¢iva, a zaroveil muze chranit 1é¢ivo pred enzymatickou degradaci. Aplikace je
nejcastéji injekeni, proto je zapotiebi, aby mél gel vhodné reologické vlastnosti
pro injek¢ni aplikaci nebo aby ke gelaci doSlo az v misté aplikace. Tyto pozadavky
spliuji in situ gelujici polymery. Gelovaténim, tedy vytvorenim 3D struktury, je
systém schopny zadrzet molekuly 1é¢ivé latky ve své struktuie.’*>* Pro parenteralni

aplikaci Ize vyuzit nékteré stimuliresponzivni gely.*8
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6.3.1. In situ hydrogely

Biodegradabilni in situ gely predstavuji atraktivni terapeuticky systém
pro prodlouzené  uvolnovani  léc¢iva.  Polymer rozpusStény v organickém
biokompatibilnim rozpoustédle (napi. dimethylsulfoxid) lze aplikovat ve formé
roztoku injekéné. Po kontaktu polymerniho systému s té€lnimi tekutinami se vytvoii
gel, pfipadné¢ pevny implantdt. Gelaci pfitom zpisobi fyziologické podminky
v organismu pacienta (teplota, pH, pfitomné ionty aj.). Léciva latka obsazena
v roztoku je po procesu gelace uchycend ve struktufe gelu a postupné se uvoliuje.”?
Vyhodou prodlouzeného uvoliiovani 1é¢iva je nizsi frekvence aplikace 1éku, ¢imz se
zvySuje complience pacienta.®

Hydrogelovy systém lze pouzit jak pro hydrofilni, tak pro hydrofobni lé&iva.?®
Piikladem je termosenzitivni in situ gelujici hydrogel chitosanu neutralizovany
B-glycerolfosfatem s obsahem paklitaxelu.®’

Perspektivni I€kovou formou jsou nosni in situ gely pro systémové podani 1&¢iv. Zajisti
prodlouzeny kontakt 1éCiva se sliznici, ¢imz se zvysi absorpce a biodostupnost
v porovnani s roztokem lé¢iva, ktery je velmi rychle odstranén mukociliarni clearance

abiodostupnost 1é¢iva je tak vyrazné niz§i.>°

Nosni gely jsou tvofeny
mukoadhezivnimi polymery. Mezi takové polymery se fadi pH senzitivni
hydrogel polyethylenglykolu a kyseliny polymethakrylové, ktery bobtna v zasaditém
¢i neutralnim prostiedi pfeménou volnych kyselych funkénich skupin.?® K sol-gel
pfechodu po intranasalnim podani mize dojit i zménou teploty nebo v pfitomnosti
iontli. Prikladem je deacetylovana klovatina gellan, kterd je schopna gelace
po vystaveni kationtlim, jako je Na*, K* ¢i Ca®’, které jsou b&Zné& pfitomné v nosni
sliznici. Nad&nymi intranasalnimi formulacemi jsou nose-to-brain terapeutické
systémy. Jednd se o neinvazivni poddni léCiva, které se vstiebava nosni sliznici
a projde hematoencefalickou bariérou do mozku. Takovy terapeuticky systém je
vhodny pro aktivni molekuly, které maji nizkou biodostupnost vlivem vysokého first-
pass efektu, a pro molekuly malo rozpustné ve vod¢. Piikladem je reservatrol, ktery
prokdzal protinddorovy a antibakteridlni uc¢inek. Dale ho lze vyuzit pfi prevenci

neurodegenerativnich onemocnéni, napt. Alzheimerovy choroby.*®
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Stimuliresponzivni neboli chytré hydrogely jsou systémy Siroce vyuzivané v 1ékovych
formach s prodlouzenym ¢i fizenym uvoliiovanim lé¢iv. Hlavnim divodem je jejich
schopnost gelovat in situ. Interakce ve struktufe gelu lze na zéklad¢ fyzikalniho
nebo chemického stimulu pferusit ¢i znovu vytvofit, coZ ma za nasledek schopnost
gelu prechazet mezi dvéma fazemi (sol-gel).?® Hydrofilni gely mohou ménit svoje
fyzikalni vlastnosti v zavislosti na teploté¢ (poloxamery), pH (polyakrylaty), zménach
v elektrickém poli (polyakrylamid), svétle (chitosan), v zéavislosti na plsobeni
enzymatickych systémil (polykaprolakton), nebo v zévislosti na koncentraci glukdzy
(Obr. 7).373 V ptipadé systémi s 1é¢ivem lze pfimisit G¢innou latku do roztoku
stimuliresponzivniho polymeru in vitro a samotny hydrogel vnika az in situ po jeho

podéni do organismu.®

Antigen Enzym Ligand pH responzivni Glukoza-
responzivni responzivni responzivni hydrogely responzivni
hydrogely hydrogely hydrogely hydrogely
Hydrogely Hydrogely J
odpovidajicina —— odpovidajici na
biochemicky chemicky
stimul stimul
Chytré
hydrogely
Hydrogely

odpovidajici na
fyzikalni stimul

i

{ 1 ! T i 1
Hydrogely Teplotné Ultrazvuk Hydrogely Elektroresponzivni Fotoresponzivni
citlivé na tlak responzivni responzivni citlivé na hydrogely hydrogely

hydrogely hydrogely magnetické
pole

Obrazek 7: Typy stimuliresponzivnich hydrogelu, upraveno dle: SPIZZIRRI U., G.,
CIRILLO G.: Functional hydrogels in drug delivery Key Features and Future

Perspectives®®

Termoresponzivni gely

Hydrofilni gely senzitivni na zménu teploty jsou nejatraktivnéj$i pro terapeutické

wrwe

povazovana fyziologicka teplota téla, tedy 37°C. Za laboratorni teploty by se polymer
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mél nachazet ve formé roztoku.’” Pfechod mezi fizemi vykazuje gel bud pii nizké
kritické teploté roztoku (LCST), nebo pfi horni kritické teploté roztoku (UCST).
Termoresponzivni gely pak d€lime na negativné termoresponzivni, pozitivné
termoresponzivni a termoreverzibilni.

Negativné termoresponzivni gely pfechazi zroztoku na gel pii prekroceni LCST
snizenim rozpustnosti polymeru. Piikladem takového gelu  je
Poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAM).>” PNIPAM polymerizovany s povidonem
(PVP) do triblokového kopolymeru PNIPAM-b-PVP-b-PNIPAM tvofi ve vodé
rozpustny hydrogel. Pti zahfivani se tvofi mezi doménami PNIPAM hydrofobni
interakce, pfic¢emz PVP z{istava stale rozpustny ve vodé. Ke gelaci dochazi pti 37 °C.%°
Opakem jsou pozitivné termoresponzivni hydrogely, které pti poklesu pod UCST
gelovati, jako naptiklad polymery kyseliny akrylové.

Termoreverzibilni gely tvofi napt. poloxamery. Tento polymer je schopny gelovatét
pii teploté t€la, snizenim teploty na 25°C je pak schopny opét prechazet na sol. Jedna
se o triblokové kopolymery poylethylenoxidu (PEO) a polypropylenoxidu (PPO)
PEO-PPO-PEO zndmé pod obchodnimi nazvy Pluronic® nebo Tetronic®.*! Diflize
1é¢iva z poloxameru je pomérné rychld, doba uvoliiovani je limitovana influxem vody,
ktera rozpousti polymer. Difizi 1éCiva Ize ovlivnit kovalentnim zesitovanim, které
zpomali rapidni rozpousténi polymeru in vivo. Alternativné 1ze poloxamer zakonceny
aminovymi skupinami modifikovat navazdnim sacharidovych struktur, naptiklad
kyselinou hyaluronovou, ¢imz se zpomali degradace polymeru a dojde k prodlouZeni
uvoliiovani 1é¢iva z polymerni matrix. 314041

Jinym typem amfifilu je kopolymer polyethylenglykolu (PEG) s PLGA (PEG-PLGA-
PEG), popt. PLGA-PEG-PLGA, kde PLGA piedstavuje hydrofobni doménu. Takové
kopolymery maji vyssi teplotu gelovaténi, proto se s nimi pied samotnou aplikaci
do organismu Iépe manipuluje. Doba uvolnovani 1é¢iva je oproti poloxameru delsi.
Uvolnovani hydrofilnich 1é€iv probihd difazi. Liberace hydrofobnich latek je zpocatku

také fizena difiizi, ale poté je fizena hlavné degradaci polymeru.®!

PH responzivni gely
Gely citlivé na zménu pH obsahuji ve své struktuie kyselé ¢i bazické skupiny,

které odstépuji ¢i vazi proton v zavislosti na okolnim pH. Slabé kyselé polymery
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(anionické, pt. karbomery — Carbopol®) gelovani pti zvySovani pH, slab& zasadité
polymery (kombinace karbomeru a HPMC nebo smés polymethylakrylatu

a polyethylenglykolu) gelovani naopak pfi snizovani pH.>’

Elektroresponzivni gely

Zakladem elektroresponzivniho gelu je polyelektrolyt, diky kterému je hydrogel
schopny smrst'ovat se ¢i bobtnat vlivem elektrického proudu. Modulaci elektrického
signalu dochdzi k fizenému uvoliiovani l1é¢iva z gelu. Stejné tak jsou citlivé na zmény
pH, které zptisobuji ionizaci funkénich skupin a tim zapficinuji piechod mezi fazemi.
Ptikladem elektroresponzivniho gelu je alginat vapenaty v kombinaci s polyakrylovou

kyselinou.*?

Fotoresponzivni gely

Zesiténi polymeru lze dosdhnout pulsobenim fotonl. Tuto schopnost maji
fotoresponzivni polymery, Vv jejichz struktufe je nutnd piitomnost chromoford.*’
Polymery mohou byt citlivé jak na viditelné svétlo, tak na dlouhovinné UV zéfeni.
Bezpecnégjsi jsou polymery citlivé na viditelnou oblast svétla. Kratkovinné UV zateni
prostupuje tkdnémi minimalng a je zdravi $kodlivé.’” Hlavni nevyhodou takovych
polymerti je pomalad reakce na spousté¢ gelace. Ptikladem fotoresponzivniho gelu
je chitosan. Pouziva se jako o¢ni terapeuticky systém, ktery je podan ve formé roztoku

a v oku po ozafeni UV zafenim zgelovati.?®

6.3.1. Uvoliiovani 1é¢iv z polymernich geli
Uvolnovani 1é¢iva z gelové matrice zdvisi na mnoha faktorech, jako je naptiklad typ
polymeru, 1é¢iva a pomocnych latek, velikost pérti v polymerni siti, postup ptipravy
terapeutického systému nebo podminky v organizmu.**
Interakce mezi molekulou 1é€ivé latky a hydrogelovou strukturou vyrazné ovliviiuji
dobu uvoliovani 1é¢iva z matrice. U¢inna latka mize byt v gelu navazana slab$imi
fyzikalnimi interakcemi. Ptikladem je Zzelatina modifikovand aminokyselinami,
na kterych je iontovymi interakcemi navazany lysozym.
Lécivou latku Ize k polymeru konjugovat i kovalentn€. Potom je uvoliiovani latky

z polymeru ovlivnéno pfedevS§im enzymatickym a chemickym $tépenim vazeb mezi
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léCivem a polymerem. Jako priklad lze wuvést dexametason navazany
na monoakrylatovy polyethylenglykol. Vyuzivd se pro podporu diferenciace
mesenchymaélnich kmenovych bunék.?!

Pokud hydrogel nepodléhda degradaci nebo vyznamnym zménam objemu, léCivo
se uvolnuje v zavislosti na difuznim koeficientu. Koeficient difuze je urcen velikosti
a tvarem molekuly 1é¢iva, interakci 1é¢iva s polymerni siti a viskozitou gelu. Difuze
pobiha dle Fickova zdkona. Stupen zesiténi a velikost ok polymerni sit¢ méa rovnéz
vliv na liberaci. Pokud je molekula 1é¢iva vétsi nez velikost ok, 1€k se z matrice
neuvoliiuje. V pripadé, ze je velikost ok dostateéné velka, rychlost uvolnéni pak zavisi
na délce cesty pies gel.

V gelech, které eroduji, je liberace 1é¢iva fizena degradaci polymeru a $tépenim vazeb
mezi polymerem a molekulou aktivni latky.

Uvolnovani 1é¢iv ze stimuliresponzivnich gelii je pak ovlivnéno nejen degradaci,

ale stejné jako gelace i zménami podminek, na které je hydrogel citlivy (Obr. 8).4°
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'.*I!."--: f C‘-\ I

\ né)Ei _ 4 T~
stimul /r\“ T

/ / '
N\ . Difiize \__jf‘

Eroze \\ N R Oy =

Obrazek 8: Uvolnovani léciv z gelu, upraveno dle: ALVAREZ-LORENZO, C.,
CONCHEIRO, A.: Effects of surfactants on gel behavior. American Journal of Drug
Delivery®
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6.3.2. Hydrogely s antimikrobialnim uc¢inkem
Hydrogely s antimikrobnim u¢inkem se Siroce vyuzivaji pro biomedicinskou aplikaci.
Pouzivaji se pro potah mocovych a jinych katetri, kontaktnich cocek, kloubnich
a zubnich implantatd, pro lokalni terapii a dalsi. Takové hydrogely mohou mit
antimikrobidlni aktivitu bud’ samy o sob¢, nebo je do nich inkorporovano antibiotikum
&i jiné &astice schopné eliminovat patogen. Rizené uvoliiovani antimikrobni latky
z hydrogelu je zpisobeno citlivosti hydrogelu na wvnéjSi podnét a jeho

biodegradabilitou.**->*

Hydrogely s nanocdsticemi kovii

Hydrogely s nanoc¢ésticemi stiibra, zlata ¢i oxidu zinecnatého vykazuji antimikrobidlni
efekt. Jejich biokompatibilita pro implantaci u ¢lovéka je ale neuspokojiva.

Stiibro se vyuziva v obvazech, antimikrobnich textiliich i v kostnich implantatech.
Utinek ma proti $irokému spektru patogenti, a to i proti rezistentnim bakteriim,
kvasinkdm a virtim. Stiibro lze inkorporovat do pfirodnich 1 syntetickych polymeri.
Mezi  pfirodni  fadime  polysacharidy, jako je  alginat,  chitosan
¢1 karboxymethylcelulosa. Alginat se stifibrnymi Casticemi je zesitovan iontovymi
interakcemi pomoci Ca®" iontil. Ze syntetickych polymerti se vyuzivéa polyakrylamid
(PAM), polyvinylacetat (PVA), PEG, vcetné jejich derivathi a dalsi. Konkrétnim
ptfikladem je hydrogel sodné soli kyseliny 2-akrylamido-2-methylpropansulfonové
s Ag nanoCasticemi, ktery lze ziskat pod komerénim nézvem Acticoat™
(Smith & Nephew, Londyn, Velka Britanie).**->*

Zlaté nanocastice jsou schopné navazat se na bakteridlni membranu a zplsobit jeji
penetraci, coz vede k smrti bakterie. Na rozdil od stfibrnych nano¢éstic jsou polymery
se zlatymi nanocasticemi vzacné. Jako piiklad lze uvést zlaté Castice s navazanym
ampicilinem, které baktericidné plisobi i na rezistentni bakterie v¢. methicilin-
rezistentniho Staphylococcus aureus. Oproti stiibru neni zlato toxické pro osteoblasty.
Polymer, do kterého lze &¢4stice inkorporovat, je naptiklad N-isopropylakrylamid.*
Oxid zine€naty se mohutné vyuzivd v kosmetickych pfipravcich s antibakterialnim
ucinkem. Ddle se snim lze setkat antimikrobnich potazich tvofenych PNIPAM
na biomedicinska zatizeni. Hydrogel ma baktericidni ucinek proti Escherichia coli a

nevykazuje cytotoxicitu vii¢i savéim buiikam. 464

26



Hydrogely s antibiotiky

Antibiotika jsou inkorporovana do hydrogela ptirodnich i syntetickych. Hydrogelové
1ékové formy lze pouzivat lokaln€ piimo do infikované oblasti, coz umoznuje vyrazné
snizeni davky a snizeni rizika antibiotické rezistence. Také je pak omezena systémova
toxicita antibiotika.*¢->*

Do hydrogelové matrice lze vclenit ciprofloxacin. Ciprofloxacin je antibiotikum
ze skupiny  fluorochinolont.  U¢innost ma  proti  §irokému  spektru
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Lze jej inkorporovat do hydrogelu
vytvofeného polymerizaci kyseliny aminofenylboronové v PVA, ktery se pouziva
k hojeni ran u diabetikii. Polyakryldtovy hydrogel s ciprofloxacinem se ve formé
potahu na implantatu pouzivd pro prevenci infekci spojenych s implantaci.
Antibiotikum se z terapeutického systému uvoliiuje dlouhodobg. %>

Gentamicin (Obr. 9) je aminoglykosidové antibiotikum, které je kviili své systémové
toxicité a nizkym plazmatickym koncentracim aplikovano predevs§im lokalné. Pusobi
bakteriostaticky ¢i baktericidné na gramnegativni bakterie, v€etné rodu Pseudomonas,
a na grampozitivni Staphylococcus. Antimikrobidlné¢ neplisobi na anaeroby.
Jeho nejzavaznéjSim nezadoucim UCinkem je ototoxicita a nefrotoxicita.
Mechanismem ucinku je inhibice syntézy proteinti vazbou na 30S podjednotku
ribozomu. Gentamicin ve form¢ sulfatu ma iontovy charakter. Jedna se o kation,
ktery miiZe s antionaktivnimi latkami tvofit inkompatibility.*"*3

Na zvifecim modelu byl testovan termoresponzivni hydrogel tvofeny kyselinou
hyaluronovou modifikovanou molekulami PNIPAM. V jeho struktuie byl
inkorporovan gentamicin. Tento terapeuticky systém zabranoval vzniku infekce
u otevienych zlomenin, a zaroven se u né¢j neprokazal negativni vliv na hojeni fraktury
kosti.*

Vankomycin (Obr. 10) je glykopeptidové antibiotikum s uzkym antimikrobnim
spektrem. Bakteriostaticky az baktericidné ptisobi na grampozitivni bakterie véetné
MRSA. Mechanismus ucinku spociva v inhibici syntézy bunécné stény bakterie.
Pisobi synergicky s aminoglykosidovymi antibiotiky. Obdobné jako u gentamicinu
je hlavnim neZadoucim ucinkem ototoxicita a nefrotoxicita, proto je nutna zvySena

opatrnost pii jejich kombinaci. Jedné se o antibiotikum pomérné stabilni, které tvofi
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ve vodé roztok snizkym pH. Inkompatibilita pak muze vznikat pii miseni
vankomycinu s roztokem o zasaditém pH.%>!

Terapeutické systémy s obsahem vankomycinu lze vyuzit lokalné jako prevenci
¢i terapii muskuloskeletalnich infekci a infekci spojenych s ortopedickymi operacemi.
Ptikladem  hydrogelu s vankomycinem je pluronic-a-cyklodextrin, ktery

je aplikovatelny injeké&ng. 464

Cl

Obrazek 9: Chemicka struktura Obrazek 10: Chemicka struktura vankomycinu

gentamicinu®?

Polymery s vlastni antimikrobialni aktivitou
Nékteré polymery vykazuji samy o sob& antibakteridlni aktivitu. Jejich vyuZiti
je hlavné topické pfi 1écbé ran. Antimikrobidlni ucinek vykazuji pH senzitivni a
teplotné  senzitivni ~ hydrogely = vytvofené  na  zdkladé¢  kopolymeru
2-hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) a kyseliny itakonové.
Ionické hydrogely nici specifickymi interakcemi bakteridlni membranové struktury,
coz vede k bunééné smrti. Radime mezi né polymery jako kationické polykarbonaty
nebo polyakrylaty. 34

6.4. Reologické chovani geli
Gely jsou z reologického hlediska charakterizované jako nenewtonské viskoelastické
soustavy s bikoherentni 3D strukturou typickou pro pevné latky (solid like).

Reologické vlastnosti se testuji rotacnimi a oscilacnimi testy.
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Tokové viastnosti

Gely jako polotuhé soustavy maji plasticky typ toku, ke kterému dochazi
az po prekroceni tzv. meze toku. Gely mohou byt tixotropni, vykazovat reverzibilni
izotermni preménu gel — sliz — gel, zplsobenou mechanickym namahanim.
Regenerace struktury gelu je hysterezni, tedy opozdéna.>

Tokové kiivky charakterizujici zékladni reologické chovani geli lze analyzovat
pomoci vhodnych reologickych modelt. Je tak mozné popsat tvar a zakiiveni kiivky
a predvidat chovani gelu i pifi rychlostnim spadu, ktery piimo méfen nebyl.
Mezi nejbeéznéjsi modely uzivané pro popis tokovych kiivek nenewtonskych kapalin
se tfadi Power law, Cross, Herschel-Bukley a Sisko model (Obr. 11). Viskozitu

ovliviiuje vyznamné teplota, molekulova hmotnost, tlak a dalsi charakteristiky.>¢

Cross model
n, Power law model
=
>
-]
o] {
S \ Herschel Bulkley model
L g
‘S ; : \
L [

é . Sisko model

Shear rate 5

Obrazek 11: Tokova kifivka a vybrané reologické modely popisujici jeji tvar’”’

Matematicky vzorec pro mocninny (Power law) reologicky model:*3

o= Ky"
(1)
o posuvné napéti [Pa]
K koeficient konzistence [Pa-s"]
y rychlostni spad [s™]
n index tokového chovani [-]
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Pfi velmi nizkém namdhani miize soustava vykazovat konstantni viskozitu,
tzv. newtonskeé platd (zero shear viscosity plateau). Tuto ¢ast tokové kiivky 1ze popsat
Newtonskym reologickym modelem, ktery se pouziva predev§im pro matematicky
popis chovani newtonskych kapalin (pf. voda, mineralni oleje). Ty vykazuji konstantni
viskozitu pfi dané teploté a tlaku nezavisle na rychlostnim spadu ¢i posuvném napéti.
Se zvysSenim rychlostniho spadu nad kritickou hodnotu pak viskozita nenewtonskych
kapalin prudce klesd nebo stoupd. Tuto ¢ast tokové kiivky lze matematicky popsat
mocninnym vztahem (Power law model) (viz. rovnice 1). Pokud je Power law index
n> 1, material vykazuje dilatantni chovani, n < 1 znac¢i pseudoplastické chovani, n =1
maji newtonské kapaliny s konstantni viskozitou. Pfi velmi vysokém rychlostnim
spadu je viskozita opét konstantni, jedna se o tzv. infinite shear viscosity plateau. Sisko
model je vhodny pro popis oblasti s klesajici viskozitou a néslednou ustalenou
viskozitou (infinite shear viscosity plateau). Cross model 1ze pouzit pro popis celé
tokoveé kiivky, pokud jsou pro tento model z naméfenych dat dostupné potiebné

informace.>®>7>°

Viskoelastické vlastnosti

Pro hodnoceni viskoelastického chovani gelti je vhodné pouzit nedestruktivni oscila¢ni
testy, které pro testovany gel predstavuji v porovnani s rotacnimi testy vyrazné
mirnéj$i namahani. Vzorek umistény mezi geometrie rotaéniho reometru podléha
oscilaéné kmitavym pohyblim horni geometrie podle zadané¢ho rozsahu amplitudy
a frekvence. Oscila¢nimi testy lze ziskat informace o tuhosti, pruZnosti, strukturalni
pevnosti a deformaci vzorku.®*

Elasticky modul G' charakterizuje miru elasticity soustavy. Soustava je tim pevnéjsi,
¢im ma elasticky modul vyssi hodnotu. Viskoézni modul G" pak vyjadiuje ochotu gelu
vykonavat tok. Porovnanim G' a G" lze urcit, zda se soustava chova jako
tekutina ¢i jako pevnd latka. Pokud je G' > G", jednd se o viskoelastické pevné
soustavy. Pii1 G" > G' se jednd o viskoelastické tekutiny. Geometrickd zavislost mezi
G'a G"je zndzornéna na Obr.12. Pfi mirném naméhani jsou elasticky a viskézni modul
konstantni, jednd se o tzv. linearni viskoelastickou oblast (linear viscoelastic region,

LVER).%’ S rostouci deformaci pak dochazi z naruseni vnitini struktury gelu a poklesu
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hodnoty modulii. Komplexni modul G* charakterizuje tuhost materialu. Cim je

hodnota G* vyssi, tim je material pevng;jsi.6>%3

GII

A G'= G*cosd
G* G" = G*sind
G*=V(G? + G")
tan & = G"/G'
5 G

Obrazek 12: Geometrickd zavislost mezi G'a G" >’

Féazovy thel & udava stupenl pruznosti soustavy. Nabyva hodnot od 0° do 90°, kdy
nulové hodnoty znaci idedln¢ elasticky material, hodnoty mezi 0° a 45° znaci urcity
stupen viskozniho tlumeni materialu a fazovy uhel 90° je typicky pro idealné viskozni
latky. Fazovy posun mezi deformaci a napétim pii oscilaénim namahani je znazornén

na Obr. 13.

Max stress Max stress § Max stress

 ATLA

o

| f," \\
i ' i
i » R i
Max strain Max strain 5 Max strain
Elastic (6 = 0) Viscoelastic (0 <& < 907) Viscous (6 = 90°)

Obrazek 13: Grafické zndazornéni fazového iihlu®’

Nékteré materialy, jako napiiklad polotuhé ptipravky, nejsou schopné toku, dokud
neni piekrocena kritickd hodnota aplikovaného napéti. Tato hodnota se nazyva mez
toku (tzv. yield point). Mez toku je definovana jako napéti, které musi byt aplikované

na vzorek, aby zacal téct.
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Pokud je napéti nizsi, material se pouze elasticky deformuje. Napéti nad mezi toku
zpusobi, ze vzorek tece jako kapalina. Stanoveni meze toku pomoci oscilacnich testi
je presnéjsi nez pii pouziti rotacnich testli. Mez toku lze rovnéz oznacit jako bod, kdy
hodnota G' = G" (ptekiizeni moduli, Obr. 14), jelikoz v tomto okamziku se vzorek

prestava mit charakter pevné latky a za¢ina se chovat jako kapalina.6!:62:63.64

G”

1)
¥y

C

Stress

Obrazek 14: Diagram zobrazujici oblast linedrni viskoelasticity (1) a mez toku (2)%
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1. Pouzité suroviny
Alogenni kostni $tépy z hlavice femuru, Tkarniova banka Fakultni nemocnice Hradec
Kralové, Ceskd republika
Aqua pro injectione, Fresenius Kabi
Dextran Mr ~ 40 000, Sigma-Aldrich Co.
Gentamicinum 80 mg/2 ml, Lek, injek&ni/infuzni roztok
I-Carrageenan, Sigma-Aldrich Co.
Makrogol 300, Sigma-Aldrich Co.
Methocel K100M, Colorcon GmbH
Povidon 25, Fagron a.s.
Rybi Zelatina CE IT 2 gel, Sigma-Aldrich Co.
Vankomycini hydrochloridum 500 mg, Mylan, prasek pro infuzni roztok

Zelatina p.a., Penta s.r.o.

7.2. Pouzité pristroje
Analytické vahy, KERN ABS, max. 220 g, d = 0,1 mg, Némecko
Digitalni vahy, KERN PCB, max. 6000 g, d = 0,1 g, Némecko
Laboratorni ohtivaci plotna, Severin, Némecko
Magnetickd michacka, 200 — 1500 ot./min., Steinberg, Némecko

Rotacni reometr Kinexus, Malvern, Velka Britanie
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7.3.

Prehled vzorku

Tabulka 1: Prehled pripravenych gelii véetné provedenych testu

Oznaceni

gentamicin 80 mg

Pomocné latky |Koncentrace| U&inné latky Testy
M 1% methocel K100M 1% tokove vlastnosti
viskoelastické vl.
vankomycin 500 mg | tokové vlastnosti
M 1% ATB |methocel K100M 1% gentamicin 80 mg | viskoelastické vl.
disolucni test
M 3% methocel K100M 3% tokove vlastnosti
viskoelastické vl.
vankomycin 500 mg | disolucni test
M 3% ATB |methocel K100M 3% gentamicin 80 mg | Viabilita
proliferace
dextran 10 % tokové vlastnosti
KM makrogol 300 0,5 % viskoelastické vl.
i-karagenan 0,3 %
dextran 10 % vankomycin 500 mg
KM ATB makrogol 300 0,5 % gentamicin 80 mg
i-karagenan 0,3 %
dextran 10 % tokové vlastnosti
KP povidon 25 1% viskoelastické vl.
i-karagenan 0,3 %
dextran 10 % vankomycin 500 mg
KP ATB povidon 25 1% gentamicin 80 mg
i-karagenan 0,3 %
7 selatina 50, t(?kové Vla.stnf)sti
viskoelastické vl.
7 ATB relatina 5% Vanko@y?in 200 mg
gentamicin 80 mg
RZ rybi Zelatina 10 % t(?kOVé Vla.Stl’l’OStl
viskoelastické vl.
R7 ATB rybi Zelatina 10 % vankomycin 500 mg | disolu¢ni test
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Obrazek 15: Pripravené gely

7.4. Postup pripravy vzorki

7.4.1. Priprava geli hypromelosy

Metodou fizeného bobtnéni bylo ptipraveno 20,0 g 1 % a 3 % hypromelosového gelu.
Do 50 ml kadinky bylo navazeno 10,0 g vody na injekci a zahtato na 90 °C. Na hladinu
horké vody na injekci bylo postupné nasypano 0,20 g, resp. 0,60 g methocelu K100M.
Disperze byla michana pomoci magnetické michacky. Po hydrataci ¢astic methocelu
byla doplnéna voda na injekci laboratorni teploty do celkové hmotnosti 20,0 g.
Disperze byla ulozena do chladnicky, aby doslo k iplnému rozpusténi methocelu.

Bylo pfipraveno 10,0 g hypromelosového gelu s antibiotiky. Bylo pouzito 7,0 g vody
na injekci zahtaté na 90 °C, na jejiz hladinu bylo nasypéano 0,10 g, resp. 0,30 g
methocelu K100M. Ke 2 ml roztoku gentamicinu byl pfidan 1 ml vody na injekci
a za stalého michani bylo rozpusténo 500 mg vankomycinu. Roztok antibiotik byl
postupné za stadlého michani pfidan do vodné disperze methocelu. Disperze byla

ulozena do chladnicky pro dokonalé rozpusténi methocelu.

7.4.2. Priprava geli iota karagenanu
Do kédinky o objemu 50 ml bylo navazeno 10,0 g vody na injekci. Voda byla zahtata
na 50 °C. Za stalého michani na magnetick¢é michacce bylo piidano 0,060 g iota
karagenanu. Po rozpusténi iota karagenanu byly pfidany 2,0 g dextranu, ktery byl opét
rozpoustén za stalého michéani. Dale bylo navazeno 0,10 g makrogolu 300, resp. 0,20 g

povidonu 25, ktery byl peclivé vmisen do ptipravovaného vzorku. V ptipadé dsiperze
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s makrogolem 300 bylo pro upravu pH do neutrdlniho pouzito 0,040 g
hydrogenfosfore¢nanu didraselného. Ptipraveny vzorek byl doplnén do celkového
mnozstvi 20,0 g vodou na injekci.

Gely s antibiotiky v mnozstvi 10,0 g byly pfipraveny tak, ze do 8,0g gelu
pfipraveného vyse popsanou metodou byly za stalého michani pfidany 2,0 ml roztoku
gentamicinu obsahujiciho 80 mg ucinné latky a 500 mg vankomycinu ve formé

prasku, ktery byl rozpoustén michanim na magnetické michacce.

7.4.3. Priprava geli Zelatiny

Bylo piipraveno 20,0 g 5 % glycerogelu Zelatiny. Byl navaZen 1,0 g zelatiny a pfidano
6,50 g vody na injekci. Zelatina byla ponechana 15 minut bobtnat. Bylo p¥idano
12,50 g glycerolu 85 % a na vodni lazni pii teploté 65-70 °C se nechala zelatina
rozpustit. Byla dovazena odpafena voda do celkové hmotnosti 20,0 g, soustava byla
zhomogenizovand a umisténa do chladnicky.

Dale bylo ptipraveno 20,0 g 10 % gelu rybi Zelatiny. Byly navazeny 2,0 g rybi zelatiny
a nasledné¢ bylo ptfidano 18,0 g vody pro injekci. Bobtnani probihalo 15 minut
za laboratorni teploty, poté byla zbobtnala Zelatina umisténa na vodni lazen a nechala
se rozpustit pii teploté 65-70 °C. Byla dovaZena odpatend voda a diikkladné promiseny
gel byl umistén do chladnicky.

Bylo piipraveno 10,0 g 5 % gelu Zelatiny a 10,0 g 10 % gelu rybi Zelatiny s obsahem
80 mg gentamicinu a 500 mg vakcomycinu. Postup byl stejny pouze s tim rozdilem,
ze zelatina, resp. rybi Zelatina, bobtnala v roztoku antibiotik. Tento roztok byl
pfipraven smisenim 2,0 ml roztoku gentamicinu s obsahem 80 mg uUcinné latky,

500 mg vankomycinu ve form¢ prasku a 1 ml vody na injekei.

7.5. Méreni tokovych vlastnosti
Pro méfeni tokovych vlastnosti gelti byl pouzit absolutni rota¢ni reometr Kinexus Pro+
(Malvern Instruments, UK) se softwarem r-Space for Kinexus. Byla zvolena geometrie
kuzel-deska CP2/20. Vzorky byly méfeny pii teplot¢ 37 °C a rychlostnim spadu
v rozsahu od 0,1 s do 100 s™!. Kazdy vzorek byl standardné nanesen dle pokynii
sekvence Load sample. Bylo odebrano ptebytecné mnozstvi vzorku (trimerace)
a geometrie byly zakryty termostabilnim krytem. Byl spustén test Toolkit V005 Shear
rate ramp — Alternative flow curve. Po ukonceni testu byl vzorek odstranén pomoci
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sekvence Unload sample. Parametry testu piehledné uvadi Tab. 2. Byly méfeny vzdy
tfi nov€é nanesené vzorky. Ziskané tokové kiivky byly matematicky popsany
mocninnym modelem (Power law, Rovnice 1) a byly vyjadieny hodnoty koeficientu
konzistence K (Pa-s™"), indexu tokového chovani n (-) a viskozity nio pfi rychlostnim
spadu 10 s (Pa‘s). Byl vypoéten primér a smérodatna odchylka priméru ze ti

realizovanych testt.

Tabulka 2: Nastaveni parametrii pri mérent tokovych viastnosti

Typ geometrie CP2/20

Teplota 37°C

Rozsah rychlostniho spadu |0,1 s —100 ™!

Test Toolkit V005 Shear rate ramp — Alternative flow curve
7.6. Méreni viskoelastickych vlastnosti

Na absolutnim rota¢nim reometru Kinexus Pro+ (Malvern Instruments, UK) byly
testovany rovnéZz viskoelastické vlastnosti gelt. Byla zvolena geometrie deska — deska
PU20 a vzdélenost mezi horni a dolni geometrii (tzv. gap) byla zvolena 1 mm.
Frekvence kmitani byla nastaven na 1 Hz a amplituda 0,1 az 100 %. Teplota pii méteni
byla udrZzovana na 37 °C. Parametry nastavené pii méfeni jsou piehledné uvedeny
v Tab. 3. Naneseni vzorku, trimerace a odstranéni vzorku probihalo dle instrukci
softwaru r-Space for Kinexus. Pro méfeni a vyhodnoceni viskoelastickych vlastnosti
byl zvolen test rSolution 0017 Evaluating product texture using oscillatory testing,
jehoz soucésti jsou analyzy Peak and Valley Analysis a Yield Stress Determination.
Viskoelastické vlastnosti byly hodnoceny dle pribéhu elastického modulu G' (Pa),
viskozniho modulu G" (Pa) a fazového thlu & (°). Tuhost gelu byla hodnocena
na zakladé hodnot komplexniho modulu G* (Pa), stupen elasticity, a tedy pruznost
soustavy byla vyjadiena hodnotou fazového thlu 6 (°) a strukturdlni pevnost pomoci
meze toku * (Pa). Byly méfeny vzdy tfi noveé nanesené vzorky. Byl vypocten pramér

a smérodatna odchylka priiméru ze ttech hodnot uvedenych hodnoticich parametr.
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Tabulka 3: Nastaveni parametrii pri méreni viskoelastickych vilastnosti

Test rSolution 0017 Evaluating product texture using oscillatory testing
Typ geometrie |PU20
Teplota 37 °C
Frekvence 1 Hz
Amplituda 0,1 —100 %
Gap 1 mm
7.7. Hodnoceni proliferace a viability bunék in vitro

Hodnoceni proliferace a viability mezenchymalnich kmenovych bun€k in vitro
po aplikaci gelu s antibiotiky bylo realizovdno a vyhodnoceno v Ustavu histologie
a embryologie Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Kostni dfen
(BM) byla ziskéna od dérce bez komorbidit podstupujiciho totalni ndhradu kycelniho
kloubu v disledku osteoartritidy. I1zolované plné charakterizované mezenchymalni
kmenové buitkky BM (MSC) byly oSetieny podle standardnich operaénich protokold,
jak bylo popséno difve (Prochazka et al., 2010).% Pro testovéani byly piipraven blank
3 % hypromelosovy gel agel s500 mg vankomycin-hydrochloridu a 200 mg

gentamicin-sulfatu, kterym byly po dobu 30 min impregnovany kostni §tépy.

7.8. Disolucni testy gentamicinu a vankomycinu
Pro disolu¢ni testy byl pfipraven 1 % a 3 % hypromelosovy gel a 10 % gel rybi
zelatiny. Formulace obsahovaly obsahovaly 500 mg vankomycin-hydrochloridu a
200 mg gentamicin-sulfatu na 10 g gelu. 1,0 g alogennich §tépt z hlavice femuru
(Tkafova banka Fakultni nemocnice, Hradec Kralové, Ceska republika)
rozdrobnénych na malé ¢asti bylo impregnovano po dobu 30 minut v 2,0 g gelu, ktery
obsahoval 40 mg gentamicin-sulfatu a 100,0 mg vankomycin-hydrochloridu.
Impregnované kostni $tépy byly pfeneseny do dialyzacni trubicky o nominalni
MWCO 6000 — 8000 a o priméru 14,6 mm (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Vzorky byly umistény do vialek a bylo pfidano 15,0 ml disolu¢niho média, kterym byl
fosfatovy pufr (PBS) pH 7,4. Vialky byly umistény do tfepaci vodni lazné, ktera byla
predehtata na 37 °C. Amplituda tfepani byla nastavena na 15 mm s frekvenci tfepani
70 min"!. Ve 24 hodinovych intervalech bylo odebrano disolu¢ni medium a nahrazeno

novym. Stanoveni vancomycinu a gentamicinu bylo realizovano na Ustavu klinické
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biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové metodou fluorescen¢ni

imunoanalyzy (FIA).%
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8. VYSLEDKY A DISKUZE

Ptedlozena diplomova prace byla realizovana ve spolupraci s ortopedickou klinikou a
Ustavem klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové,
Piirodovédeckou fakultou Univerzity Hradec Krdlové a Ustavem histologie
a embryologie Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Doposud téma
lokéln¢ aplikovanych terapeutickych formulaci pro 1é¢bu muskuloskeletalnich infekci
nebylo zpracovavano v ramci katedry Farmaceutické technologie Univerzity Karlovy.
Predmétem diplomové prace bylo piipravit hydrofilni gely jako potencidlni nosice
antibiotik, které by poskytly jejich prodlouZené uvoliovani v misté aplikace. Gely
byly pouzity na impregnaci kostnich $tépt, které se aplikuji do rany pfi chirurgickém
zakroku. Doposud byly kostni §t€py impregnovany piedevsim v roztoku antibiotik,
nebo se piipravily smichdnim §tépii s antibiotiky ve formé prasku.!® Takové formulace
ale neumoziuji dostate¢n¢ dlouhé uvolfiovani antibiotika pro eradikaci patogenu,
a zaroven dochdzi v prvnich hodinach k vyraznému burst efektu. Vysoka inicialni
davka muze pilisobit aZ toxicky na okolni tkdng&, napi. na osteoblasty.!* Cilem je
formulovat systém s niZ§im burst efektem a prodlouzenou liberaci 1é¢iva. Hydrogely
s témito vlastnosti se jiz podaiilo pfipravit, a to i ve formé injekéni.®” Dalsi vyhodou
impregnace kostnich $té€pil v hydrogelu by mohl byt fakt, Ze omezi ptichyceni bakterii
na strukturu §té€pu a zabrani tak vytvoteni rezistentniho biofilmu.

SloZeni gelt (viz. Tab. 1) bylo zvoleno na zaklad¢ jejich biokompatibility,
biodegradability, vhodnosti pro parenterdlni podéani a rovnéz zkuSenosti s formulaci
disperzi polymerti pro matricové systémy na pracovisti katedry Farmaceutické
technologie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Soucasné Ize ptipravené gely

sterilizovat a ptipadné lyofilizovat.

Postup ptipravy gelti byl zvolen dle vlastnosti daného polymeru. Mnozstvi antibiotik,
které¢ bylo do gelti inkorporovéano, bylo zvoleno dle pozadavka ortopedické kliniky
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Gely byly charakterizovany méfenim tokovych
a viskoelastickych vlastnosti, které vyznamné ovliviiuji pribéh impregnace kostnich
Stépl,, formulaci adhezivniho protektivniho filmu na jejich povrchu a zajisti
prodlouzené uvoliiovani inkorporovanych antibiotik. V modifikovaném disolu¢nim

testu ex vivo byl sledovan prubéh liberace antibiotik.
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8.1. Tokové vlastnosti disperzi polymeri
Tokové vlastnosti byly hodnoceny rota¢nimi testy pomoci sekvence Toolkit V005
Shear rate ramp/Alternative flow curve. Byly ziskany nerovnovazné tokové
a viskozitni kiivky (Obr. 16 az 18). Z jejich pribcéhu je patrné, ze s rostoucim
namahéanim viskozita jednotlivych polymernich disperzi klesa. Pfi nizkych hodnotach
rychlostniho spadu je u 1 % hypromelosovych disperzi patrné tzv. newtonské plato,
zero shear neboli at rest viskozita, oblast konstantni viskozity nasledovana poklesem
viskozity vlivem rostouciho rychlostniho spadu, coz je typické pro kapalné soustavy.
U 3 % disperze hypromelosy, disperze karagenanu a zelatiny newtonské platd neni,
proto se da predpokladat, Ze se jedna o soustavy strukturované, vykazujici mez toku,

coz bude ovéteno oscila¢nimi testy.

Viscosity vs Shear rate

n(Pas)

10" 10
Y- (s-")

—=— methocel 1% s ATB —&— methocel 1%
—=— methocel 3%

Obrazek 16: Viskozitni kiiivky hypromelosovych disperzi: 3 % methocel, 1 % methocel
blank, 1 % methocel s antibiotiky
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Viscosity vs Shear rate
100 T A A

n(Pas)
3

102 ] h - "
107! 10? 10" 10% 10°
Y- (5-")
[-8— i-karagenan_povidon —&— i-karagenan_makragol]

Obrazek 17: Viskozitni krivky gelii iota-karagenanu

Viscosity vs Shear rate
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Obrazek 18: Viskozitni krivky gelii Zelatiny

Linearni ¢ast viskozitnich kiivek byla matematicky popsana mocninnym modelem.
Hodnoty korelacniho koeficientu bliZici se jedné potvrzuji vhodnost zvoleného
modelu. Byly ziskdny hodnoty koeficientu konzistence K (Pa-s"), indexu tokového
chovani n (-) a viskozity nio pfi rychlostnim spadu 10 s (Pa-s), které slouzi pro

porovnani tokovych vlastnosti testovanych formulaci (Tab. 4 — 10).
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Tabulka 4: Analyza tokovych kiivek hypromelosového gelu 1 %

Méteni K (Pa‘s") n(-) CofT. nio (Pa-s)
1 5,68 0,4365  0,9947 1,664
2 5,88 0,4835  0,9939 1,838
3 6,27 0,4296  0,9984 1,637
Primér 5,94 0,4499 1,713
SD 0,30 0,0293 0,109

Tabulka 5: Analyza tokovych viastnosti hypromelosového gelu 1 % s ATB

Me¢tfeni K (Pa's") n(-) Corr. nio (Pa-s)

1 1,98 0,6549  0,9966 0,9139

2 2,69 0,5547  0,9907 0,9871

3 2,80 0,5303  0,9889 0,9307
Pramér 2,49 0,5800 0,9439
SD 0,45 0,0660 0,0383

Tabulka 6: Analyza tokovych kirivek hypromelosového gelu 3 %

Méfeni K (Pa-s") n(-) Corr. nio (Pa-s)
1 82,31 0,4129 0,9917 24,6
2 89,83 0,3840 0,9888 19,9
3 90,24 0,4177 0,9906 22,9
Primér 87,46 0,4049 22,5
SD 4,46 0,0182 2,4

Tabulka 7: Analyza tokovych vlastnosti gelu iota-karagenanu s makrogolem 300

Méieni K (Pa-s") n(-) Corr. Nio (Pa-s)
1 0,249 0,7377 0,9989 0,1439
2 0,253 0,7421 0,9990 0,1486
3 0,224 0,7619 0,9991 0,1393
priamer 0,242 0,7472 0,1439
SD 0,016 0,0129 0,0047
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Tabulka 8: Analyza tokovych vlastnosti gelu iota-karagenanu s povidonem 25

Méieni K (Pa-s") n(-) Corr. Nio (Pa-s)
1 0,200 0,7800 0,9994 0,1287
2 0,224 0,7600 0,9995 0,1374
3 0,228 0,7350 0,9997 0,1290
prameér 0,217 0,7583 0,1317
SD 0,015 0,0225 0,0049

Tabulka 9: Analyza tokovych viastnosti gelu zZelatiny 5 %

M¢éieni K (Pa-s") n(-) Corr. Nio (Pa-s)
1 0,113 0,7814 0,9949 0,06352
2 0,132 0,7238 0,9892 0,06301
3 0,100 0,8213 0,9966 0,06245
Primér 0,115 0,7755 0,0630
SD 0,016 0,0490 0,0005

Tabulka 10: Analyza tokovych viastnosti gelu rybi Zelatiny 10 %

Me¢tfeni K (Pa's") n(-) Corr. nio (Pa-s)
1 0,039 0,7197 0,9818 0,01796
2 0,040 0,7121 0,9823 0,01822
3 0,039 0,7239 0,9839 0,01807
Primér 0,039 0,7186 0,0181
SD 0,001 0,0060 0,0001

Formulace byly porovnavany pomoci koeficientu konzistence, ktery vyjadiuje
viskozitu v klidu. Ciselng je jeho hodnota rovna viskozité pii rychlostnim spadu 1 s
Nejvyssi hodnotu koeficientu konzistence ma 3 % hypromelosovy gel. Pfi porovnani
1 % disperze hypromelosy bez antibiotik a s inkorporovanymi antibiotiky je patrné,
ze pridavek antibiotik snizuje koeficient konzistence (Obr. 19). Vyznamné nizsi
hodnoty koeficientu konzistence vykazovaly disperze iota karagenanu a zelatiny

(Obr. 20).
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Hodnota dynamické viskozity pfi rychlostnim spadu 10 s je diileZita pti aplikaci gelu
nebo impregnaci kostnich §tépii gelem. Predstavuje viskozitu formulace pfi mirném
namahani. Rozdil v hodnotach koeficientu konzistence a viskozité pii rychlostnim
chovéani. Na zdkladé rovnice mocninného modelu je mozné vypocitat viskozitu
1 pfi jinych rychlostnich spadech, které odpovidaji riznym technologickym operacim

nebo zptisobtim aplikace (napft. injek¢ni aplikaci).
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Obrazek 19: Koeficient konzistence K a viskozita 119 gelit hypromelosy
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Obrazek 20: Koeficient konzistence K a viskozita n o gelii iota-karagenanu a zZelatiny

Dle hodnot indexu tokového chovani, ktery byl nizsi nez 1, Ize vSechny pfipravené

zjisténa u 3 % hypromelosové disperze. Lze predpokladat, ze se bude jednat o gel
s bikoherentni strukturou, coZ bude ovéfeno oscilaénimi testy. Struktura 1 % disperze
hypromelosy bez antibiotik je citlivéjsi k namahani nez disperze obsahujici antibiotika
(Obr. 21). Vys8i hodnoty indexu tokového chovani byly zjiStény u disperzi

iota karagenanu, Zelatiny a rybi Zelatiny. Pohybuji se v uzkém rozmezi 0,72 az 0,77

| OK1 (Pa-sn) I:lnlO(Pa-s)|

KM

KP

VH =

cvwvr

(Obr. 22). Jejich chovani se nejvice blizi toku idedlni kapaliny.
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Obrazek 21: Index tokového chovani n gelit hypromelosy
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Obrazek 22: Index tokového chovani n gelii iota-karagenanu a Zelatiny
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8.2. Viskoelastické vlastnosti
Byly hodnoceny viskoelastické vlastnosti formulovanych disperzi pomoci testu
rSolution 0017 Evaluating product texture using oscillatory testing. Oscilacni testy
jsou obecné pro testovani reologickych vlastnosti geld vhodnéjsi nez testy rotacni,
které mohou nevratné narusit strukturu gelu.
Byl ziskan prabeh elastického modulu, viskézniho modulu a fazového uhlu
v zavislosti na oscilacnim namahani testovanych formulaci. Na Obr. 23 az 25
jsou prezentovany charakteristické prubéhy moduli a fazového thlu testovanych
formulaci. 1 % hypromelosova disperze ma vys$i hodnoty viskézniho modulu
nez modulu elastického, jednd se o viskoelastickou kapalinu (liquid-like).

To potvrzuje hodnota fdzového thlu vyssi nez 45 ° (Obr. 23, Tab. 11).

Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
1
10 — 90

1 80
1 70
T 60

1 50

(.)o

1 40

G' (Pa),G" (Pa)

- 30

Eo .......... ........... ........... ........... ........... L 20

Obrazek 23: Priibeh elastickeho modulu (Cervené), viskozniho modulu (modre) a

fazového uihlu (zelené) methocelu 1 % s antibiotiky
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Zajimavé jsou prubéhy moduli a hodnoty fazového uhlu pro 3 % disperzi
hypromelosy. Na Obr. 24 si Ize povSimnout pouze malého rozdilu mezi pribéhem
viskozniho a elastického modulu. Dalo by se fici, ze se jedna o soustavu,
jejiz viskoelastické vlastnosti jsou na pomezi kapaliny a pevné latky. Fazovy uhel
je dle Obr. 24 a hodnot v Tab. 13 nepatrné¢ nizsi nez 45°, coz by potvrzovalo chovani

viskoelastické pevné latky.

Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain

10° D
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Obrazek 24: Prubeh elastického modulu (cervené), viskozniho modulu (modre) a

fazoveho vihlu (zelené) methocelu 3 %

Disperze rybi Zelatiny o koncentraci 10 % se dle pribéhu elastického a viskozniho
modulu chova jako viskoelasticka pevna latka (Obr. 25). Visk6zni modul je vyrazné

nizsi neZ modul elasticky. Tento fakt potvrzuje 1 hodnota fadzového uhlu 5° (Tab. 17).
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Obrazek 25: Prubéh elastického modulu (ervené), viskozniho modulu (modre) a

fazového uihlu (zelené) gelu rybi Zelatiny 10 %

Struktura geli byla hodnocena na zaklad¢ komplexniho modulu G*, fazového uhlu o

a meze toku ¢’. Hodnoty téchto charakteristik jsou uvedeny v Tab. 11 — 17.

Tabulka 11: Analyza viskoelastickych viastnosti 1 % methocelu K100M

M¢éfeni  G* (Pa) 0 (°) c' (Pa)

1 17,89 56,24 27,89

2 13,72 54,47 2291
3* 32,53 31,45 12,35
primeér 15,81 55,36 25,40
SD 2,95 1,25 3,52

* hodnoty nebyly zapocteny do priméru
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Tabulka 12: Analyza viskoelastickych viastnosti KIOOM 1 % s ATB

Méteni G*(Pa) &(°) o (Pa)
1 6,53 6492 543
2 6,86 6422 536
3 683 6435 538
primér 6,74 64,50 5,39
SD 0,18 0,37 0,04

Tabulka 13: Analyza viskoelastickych vlastnosti methocelu 3 % K100M

M¢éieni  G* (Pa) 5(°) o' (Pa)
1 265,60 42,75 162,50
2 277,00 42,61 173,60
3 269,60 42,78 168,50
priameér 270,73 42,71 168,20
SD 5,78 0,09 5,56
Tabulka 14: Analyza viskoelastickych
s makrogolem 300
Me¢tfeni  G* (Pa) 0(°) o' (Pa)
1 0,99 56,21 2,619
2 0,96 56,92 2,540
3 0,96 57,47 2,575
primeér 0,97 56,87 2,578
SD 0,02 0,63 0,040

viastnosti

gelu

iota-karagenanu

Tabulka 15: Analyza viskoelastickych vlastnosti iota-karagenanu s povidonem 25

Méieni G* (Pa) 6(°) o (Pa)
1 0,87 60,90 2,46
2 0,88 64,70 2,82
3 0,77 60,80 2,36
primér 0,84 62,13 255
SD 0,06 222 024
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Tabulka 16: Analyza viskoelastickych viastnosti gelu Zelatiny 5 %

M¢feni G* (Pa) 3 (°) o' (Pa)

1 0,44 66,38 1,96
2 0,33 62,32 1,96
3 0,43 68,19 1,98

pramér 0,40 65,63 1,97
SD 0,06 3,01 0,01

Tabulka 17: Analyza viskoelastickych vlastnosti gelu z rybi zelatiny 10 %

Meteni G*(Pa) 5(°) o (Pa)

1 0,13 4,57 1,86
2 0,14 7,13 1,93
3 0,15 3,42 2,00

primér 0,14 5,04 1,93
SD 0,01 1,90 0,07

Tuhost gelu Ize charakterizovat pomoci komplexniho modulu G*. Tuhé gely vykazuji
vysoké hodnoty G*. Tuhost gelli je porovndna na Obr. 26. Nejtuzsi je 3 %
hypromelosovy gel, jehoZz hodnoty G* ~ 271 Pa. Vzhledem k tomu, Ze 1 % disperze
hypromelosy ma vyznamné nizsi tuhost, je patrné, Ze koncentrace gelujici sloZzky ma
na hodnoty G* gelu vliv. Vliv na tuhost ma téz pridavek antibiotik. Hodnota G*
hypromelosové disperze s antibiotiky je témet 2,5x niz8i. Neyjméné tuhy material je
10 % gel rybi Zzelatiny, u kterého hodnoty G* ~ 0,14 Pa. Velmi nizké hodnoty
komplexniho modulu byly naméteny téZ u polymernich disperzi karagenanu a 5 %

disperze Zelatiny.
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Obrazek 26: Porovnani komplexniho modulu G* polymernich disperzi

Mirou elasticity gelu, a tedy pruznosti struktury gelové struktury, je fazovy tihel & (°).
Hodnoty fazového uhlu vSech pfipravenych formulaci jsou porovnany na Obr. 27.
Jak jiz bylo zminéno vySe, hodnoty fdzového thlu niz8i nez 45° se objevuji pouze
ugelu 10% rybi Zzelatiny a 3 % gelu hypromelosy. 1 % disperze hypromelosy
s 1 bez antibiotik, disperze iota karagenanu a 5 % disperze Zelatiny maji hodnoty
fazového thlu vyssi nez 45°, jednd se tedy o soustavy s pfevazujicim viskdznim

chovanim.
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Obrazek 27: Porovnani fazového uhlu 6 polymernich disperzi
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Dal$im parametrem, které byl ziskan v oscilacnich testech, je mez toku o’ (Pa).
Predstavuje hodnotu napéti, které musi byt aplikovano na gel, aby doslo k destrukci
jeho vnitini struktury a zacal téct. Vysoké hodnoty meze toku ~ 168 Pa byly naméfeny
u hypromelosového gelu 3 % a dale u 1 % hypromelosové disperze (~ 25 Pa). 1 %
disperze hypromelosy s antibiotiky, disperze iota karagenanu a disperze zelatiny

nevykazuji mez toku (Obr. 28).
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Obrazek 28: Porovnani meze toku o’ polymernich disperzi

8.3. Prolifrace a viabilita mezenchymalnich kmenovych bunék
Byla testovana proliferace a Zivotaschopnost mezenchymalnich kmenovych bunék
(MSC) v ptitomnosti 3 % hypromelosového gelu s antibiotiky (Obr. 29). Proliferacni
aktivita v alogenni spongiozni kosti (§t€pu) byla srovnatelnd s kontrolni skupinou
(MSC). Samotny kostni $§t€p m¢l stimulaéni G¢inek na proliferaci. Proliferace byla
dokonce vyssi nez v kontrolnich skupindch. Kostni §tép totiz funguje jako pfirozené
mikroprostfedi pro mesenchymalni buiiky. Testovany gel v porovnani s kontrolou
snizil proliferaci a rovnéz viabilitu. Z ptedchozich vysledkii testovani polymernich
nosi¢ 1é¢iv (Prochazka et al., 2010)% je znamo, Ze polymerni nosi¢e smichané
s kostnimi §tépy jsou pro mezenchymalni kmenové builky a nasledné regeneracni

procesy pfijateln€jsi. Po pocatecnim poklesu proliferace obvykle nasleduje jeji zvySeni
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za 7 — 10 dni. 3 % hypromelosovy gel pouzity jako nosi¢ vankomycinu a gentamicinu
nezpusobil pokles viability bun¢k pod 80 %, pficemz 80 % je obecné povazovano

za prah pro vyznamnou toxicitu.

O Pocet bunék A Viabilita (%)

150000 -~ - 100
A A
T T A A A L 30
1 I
X% 100000 -
= - 60 x
a T <
° I T B 2
R T =
& - 40 &
50000 A >
- 20
0 0
/h\fc %% Cs, Y J}%
9((6 \ﬁO ?6’/
o %
Q
%

Obrazek 29: Proliferace a zivotaschopnost mezenchymalnich kmenovych bunék
(MSC) v pritomnosti roztoku a gelu antibiotik: MSC — kontrola; Stép — alogenni
spongiozni  kost v  kultivacnim médiu; gel atb — kultivacni médium
s 3 % hypromelosovym gelem s antibiotiky; Stép-roztok — alogenni spongiozni kost
s roztokem antibiotik; Stép-gel atb — alogenni spongiozni kost s gelem antibiotik.

Vysledky jsou vyjadieny jako primeér £ SD ze ctyr méreni.

8.4. Disoluce antibiotik
U vybranych polymernich formulaci byly testovany jejich disolu¢ni vlastnosti, tedy
jejich schopnost uvoliiovat uéinnou latku. Konkrétné byla zaddna antibiotika

gentamicin-sulfat a vankomycin-hydrochlorid. Tato antiinfektiva se hojn€ vyuZzivaji

Antibiotika byla inkorporovana do polymernich disperzi hypromelosy o koncentraci

55



1% a 3% a do gelu rybi zelatiny o koncentraci 10 %. Nasledné byly v téchto

disperzich impregnovany kostni Stépy.

Ve spolupréci s Prirodovédeckou fakultou Univerzity Hradec Kralové byla provedena
skenovaci elektronova mikroskopie struktury kostnich $tépti. Ze SEM snimkil je
viditelné, Ze je jejich struktura znacné ¢lenitd a porovita, coz je dilezitd charakteristika

pro ucinnou impregnaci antibiotiky (Obr. 30).

LI [ 5o e

FlexSEM1000 20.0kV 9.9mm X1.00k SE " 30.0pm' 30.0pm

m X5.00k SE 4.28um

Obrazek 30: SEM snimky kostnich Stépii. Snimky byly porizeny na Prirodovédecké
fakulté Univerzity Hradec Krdlové Mgr. Janem Loskotem, Ph.D.

Vzhledem k postupu impregnace nemohou byt gely pfili§ viskdzni. Potencialné by
mohlo byt pro efektivn€j$i impregnaci vyuzito in situ gelujicich polymert. Kostni
Stépy by se impregnovaly v polymernim roztoku a gelova struktura by se vytvoftila

az v mist¢ aplikace.

Karagenan jako surovina pro piipravu disperze s antibiotiky pro testovani disoluce
vyuzita nebyla. Dliivodem byla inkompatibilita na podkladu iontovych interakci mezi
gentamicinem a karagenanem. Gentamicin-sulfat, ktery byl pouzity pti piipravé

disperze, je kationaktivni lé¢ivo. Mlize proto interagovat s latkami anionické povahy,
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jako je karagenan. Z tohoto diivodu doslo ve vzorku pii ptipravé ke koagulaci a vzorek

byl vyfazen z experimentu.

8.4.1. Disoluce gentamicinu

Mnozstvi uvolnéného gentamicin-sulfaitu je uvedeno v Tab. 18. Lze vidét,
Ze gentamicin-sulfat se uvoliloval z kostnich $t€pli impregnovanych 1 % disperzi
hypromelosy téméf stejné rychle, jako z kostnich §té€pa, které byly impregnovany
v roztoku antibiotik. K uvolnéni celkového mnozstvi antibiotika z 1 % disperze
hypromelosy doslo jiz béhem 24 hodin. Nedoslo ani k ovlivnéni pocatecniho burst
efektu (Obr. 31).

Z formulaci tvofenych kostnimi §tépy impregnovanymi 3 % hypromelosou a 10 % rybi
zelatinou se gentamicin-sulfat uvolnoval pomaleji. Doslo k omezeni nezadouciho
burst efektu, a to predev§im u 10 % gelu rybi zelatiny. Z gelu rybi Zelatiny se prvni
den uvolnilo 44 % gentamicin-sulfatu, z3 % gelu methocelu se uvolnilo 53 %

antibiotika. U obou formulaci se celkové mnozstvi antibiotika uvolnilo az 3. den.

Je tedy viditelné zadouci prodlouzeni uvolnovani antibiotika o 2 dny.

Tabulka 18: Mnozstvi gentamicin-sulfatu (% kum.) uvolnéného z kostnich Stepii, které

byly impregnovany prislusnym gelem nebo roztokem

Cas (dny) Methocel 1%  Methocel 3%  Rybi Zelatina Roztok
1 72,26 + 6,51 53,28+4,71  44,45+4,81 66,51 £4,59
2 87,25+3,39  67,58+4,71 68,00 +4,39  88,85+4,63
3 92,03 +4,11 78,10+3,53  8530+2,17 96,41 £6,52
4 95,22 +391 88,57+3,85 93,57+£266 99,09 +7,29
5 97,14+2.83  9391+1,27 9834+048 99,63 +7,65
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Obrazek 31: Mnozstvi gentamicin-sulfatu uvolnéné z kostnich Stepiit v zavislosti na

case

8.4.2. Disoluce vankomycinu

MnozZstvi uvolnéného vankomycin-hydrochloridu je uvedeno v Tab. 19. V prib¢hu
uvoliovani vankomycin-hydrochloridu z kostnich $tépt impregnovanych gelem doslo
k dal§imu prodlouzeni (Obr. 32). I v piipadé 1 % hypromelosy doslo k mirnému
prodlouzeni liberace, oproti roztoku se veSkeré mnozstvi vankomycinu uvolnilo
az 3. den. Uvolnéna inicialni davka je obdobna jako v pifipad€ uvoliiovani antibiotika
z kostnich §tépli impregnovanych v roztoku. SniZeni burst efektu se projevilo
u 3 % hypromelosy a 10 % rybi Zelatiny. Tam doSlo prvni den k uvolnéni 41 %,
respektive 36 % celkového mnoZstvi antibiotika. Veskeré mnoZstvi vankomycinu
se z disperze rybi zelatiny uvolnilo 4. den. U gelu 3 % hypromelosy doslo
k prodlouzeni liberace 1é€iva azZ na 5 dni.

Obecné lze konstatovat, ze vankomycin-hydrochlorid se ztestovanych formulaci
uvolnoval pomaleji nez gentamicin-sulfat. Divodem by mohla byt jeho vétsi

molekula, kterd se 1épe uchyti v polymerni siti.
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Tabulka 19: Mnozstvi vankomycin-hydrochloridu (kum. %) uvolnéného z kostnich

Stepii impregnovanych prislusnym gelem nebo roztokem

Cas (dny) Methocel 1% Methocel 3% Rybi Zelatina Roztok
1 57,78+ 4,46 41,29+3,47 36,22+331 54,41+4,59
2 74,11 +3,87 56,88+2,41 57,70+3,74 79,69 +4,63
3 79,99 +4,07 63,72+3,45 68,83+3,68 91,04+6,52
4 89,3+£3,23  73,99+3,23 84,35+1,60 95,66=+7,29
5 92,58+ 0,52 87,67+3.47 9501+1,57 98,06+ 7,65

Obrdzek 32: Mnozstvi vankomycin-hydrochloridu uvolnéné z kostnich Stépu v

Vancomycin (%kum)

—@— Methocel 1%

100

80

60

40

20

zavislosti na case

Rybi Zelatina 10%

—@— Methocel 3%

Cas (dny)

59

------- Roztok




9. ZAVERY

Byly formulovany polymerni disperze hypromelosy, karagenanu a zelatiny. Analyzou
tokovych kiivek se prokdzal nenewtonsky typ toku. U vSech testovanych formulaci
dochazi k poklesu viskozity s rostoucim mechanickym namahénim. Nejcitlive)si
na aplikované namahani je hypromelosovy gel 3 %, nejméné disperze iota-karagenanu

s povidonem 25.

Oscilacnimi testy bylo zjiSténo, Ze ztestovanych formulaci pouze 3 % disperze
hypromelosy a 10 % disperze rybi Zelatiny maji vnitfni 3D strukturu odpovidajici
gelim. Ostatni formulace predstavuji viskoelastické kapaliny. Pouze 1 % a 3 %

disperze hypromelosy vykazuji mez toku.

V disolu¢nich testech gentamicin-sulfditu a vankomycin-hydrochloridu ex vivo
po impregnaci kostnich §tépi 3 % gelem hypromelosy doslo v porovnani s roztokem
k prodlouzeni  uvolilovani  gentamicin-sulfatu  na 3  dny, v pfipadé
vankomycin-hydrochloridu na 5 dni. Proliferace mezenchymalnich kmenovych bun¢k
v ptitomnosti 3 % hypromelosového gelu s antibiotiky nebyla vyznamné ovlivnéna.

Viabilita neklesla pod 80 %.

Lze konstatovat, ze 3D gelova struktura je podminkou pro modifikaci liberace
antibiotik. Jako dal$i potencidlni depotni formulace s antibiotiky pro 1écbu a prevenci
muskuloskeletalnich infekci budou formulovany emulze v/o, tuhé disperze zaloZené

na PLGA ¢i mikroc¢ésticové a nanocasticové systémy.

60



10. SEZNAM POUZITE LITERATURY

' ROZSYPAL, H.: Zaklady infekéniho Iékaistvi. 1. vydani, 2015. Praha:
Nakladatelstvi Karolinum, 572 s., ISBN 978-80-246-2932-2. Infekce mékkych tkani.
s. 299-300.

2 HABEYCH, M. E., TRINH, T., CRUM-CIANFLONE, N. F., Purulent infectious
myositis (formerly tropical pyomyositis). Journal of the Neurological Sciences, 2020,
p. 413, ISSN 0022-510X.

3 BARITEAU, J. T., et al.: Fungal Osteomyelitis and Septic Arthritis, Journal of the
American Academy of Orthopaedic Surgeons, 2014, 22 (6), p. 390-401, ISSN 1067-
151X.

4 Dostupné z: http://www.ortopedie-traumatologie.cz/Akutni-zanet-kosti-%28akutni-
osteomyelitis%?29, datum néhledu: 23. 11. 2021.

> Dostupné z: https://www.healthline.com/health/tendinitis#causes, datum nahledu:
25.11.2021.

% Dostupné z: https://euc.cz/clanky-a-novinky/clanky/zanet-slach-priznaky-priciny-a-
lecba/, datum nahledu: 23. 11. 2021.

"BENES, Jiti, et al. Infekcni lékarstvi. 1. vydani, 2009. Praha: Nakladatelstvi Galén,
651 s., ISBN: 978-80-7262-644-1, Hnisava artritida, s. 505.

8 Dostupné z: https://www.webmd.com/arthritis/septic-arthritis-symptoms-diagnosis-
and-treatment#1, datum nahledu: 22. 11. 2021.

? SHARFF, K. A., RICHARDS E. P., TOWNES J. M.: Clinical Management of Septic
Arthritis, Current Rheumatology reports, 2013, 15, ISSN 15346307.

10 DIEFENBECK M., MUCKLEY M., HOFMANN G. O.: Prophylaxis and treatment
of implant-related infections by local application of antibiotics, Injury, International
Journal of the Care of the Injured, 2006, 37, ISSN 0020-1383.

' SHIRWAIKER R. A. et al.: A clinical perspective on musculoskeletal infection
treatment strategies and challenges. Journal of the American Academy of Orthopaedic
Surgeons, 2015, 23, p. 44-54, ISSN 1067-151X.

2NANDI, S. K., et al.: Local antibiotic delivery systems for the treatment of
osteomyelitis—A review. Materials Science and Engineering: C, 2009, 29, p. 2478-
2485, ISSN 0928-4931.

61


http://www.ortopedie-traumatologie.cz/Akutni-zanet-kosti-%28akutni-osteomyelitis%29
http://www.ortopedie-traumatologie.cz/Akutni-zanet-kosti-%28akutni-osteomyelitis%29
https://www.healthline.com/health/tendinitis#causes
https://euc.cz/clanky-a-novinky/clanky/zanet-slach-priznaky-priciny-a-lecba/
https://euc.cz/clanky-a-novinky/clanky/zanet-slach-priznaky-priciny-a-lecba/
https://www.webmd.com/arthritis/septic-arthritis-symptoms-diagnosis-and-treatment#1
https://www.webmd.com/arthritis/septic-arthritis-symptoms-diagnosis-and-treatment#1

13 HANSSEN A. D.: Local antibiotic delivery vehicles in the treatment of
musculoskeletal infection. Clinical Orthopaedics and Related Research®, 2005, 437,
p. 91-96, ISSN 0009-921X

4 KLUIN, O. S., et al.: Biodegradable vs non-biodegradable antibiotic delivery
devices in the treatment of osteomyelitis. Expert Opinion on Drug Delivery, 2013, 10,
p. 341-351, ISSN 1744-7593.

IS MAGNAN, B, et al: Acrylic bone cement: current concept review. Musculoskeletal
Surgery, 2013, 97, p. 93-100, ISSN: 2035-5114.

16 GOLLWITZER H., IBRAHIM K., MEYER H. et al.: Antibacterial poly (D,L-lactic
acid) coating of medical implants using a biogradable drug delivery technology.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2003, 51, p. 585-591, ISSN 1460-2091.

7 WACHOL-DREWEK, Z., PFEIFFER, M., SCHOLL E.: Comparative investigation
of drug delivery of collagen implants saturated in antibiotic solutions and a sponge
containing gentamicin. Biomaterials, 1996, 17, p. 1733-1738, ISSN 0142-9612.

'® HUMPHREY, J. S., MEHTA, S., SEABER, A. V., et al.: Pharmacokinetics of a
degradable drug delivery system in bone. Clinical Orthopaedics and Related
Research®, 1998, 349, p. 218-224, ISSN 0009-921X.

 GARVIN, K. L., et al.: Polylactide/polyglycolide antibiotic implants in the treatment
of osteomyelitis. A canine model. Journal of Bone and Joint Surgery, 1994, 76, p.
1500-1506, ISSN 1535-1386.

20 KORKUSUZ, F. E. Z. A, et al.: Experimental implant-related osteomyelitis treated
by antibiotic-calcium hydroxyapatite ceramic composites. The Journal of bone and
Joint Surgery, 1993, 75, p. 111-114, ISSN 1535-1386.

2l THAMARAISELVI, T., RAJESWARI, S.: Biological evaluation of bioceramic
materials-a review. Carbon, 2004, 18, p. 9-17, ISSN 0008-6223.

22 ANAGNOSTAKOS, K., SCHRODER, K.: Antibiotic-impregnated bone grafts in
orthopaedic and trauma surgery: a systematic review of the literature. International
Journal of Biomaterials, 2012, 2012, ISSN 16878787.

23 KIM, H. W., KNOWLES, J. C., KIM, H. E.: Development of hydroxyapatite bone
scaffold for controlled drug release via poly(epsilon-caprolactone) and hydroxyapatite
hybrid coatings. Journal of Biomedical Materials Research, 70, p. 240-249, ISSN
1552-4981.

62



24 BENOIT, M. A., et al.: Antibiotic loaded plaster of Paris implants coated with poly
lactide-coglycolide as a controlled release delivery system for the treatment of bone
infections. International Orthopaedics, 1997, 21, p. 403—408, ISSN 1432-5195.

25 GOLLWITZER, H., et al.: Antibacterial poly(D,L-lactic acid) coating of medical
implants using a biodegradable drug delivery technology. The Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 2003, 51, p. 585-591, ISSN 1460-2091.

26 Dostupné z: https://www.beznoska.cz/product/cervikokapitalni-nahrada-kycelniho-
kloubu-typ-poldi/, datum néhledu: 16. 12. 2021.

27 EDIN, M. L. et al.: Effect of cefazolin and vancomycin on osteoblasts in vitro.
Clinical Orthopaedics and Related Research®, 333, p. 245-251, ISSN 0009-921X.
28 CHALUPOVA Z., MASTEIKOVA R., SAVICKAS A., Farmaceutické hydrofilni
gely, Ceska a slovenska farmacie, 2, 2005, s. 55-59, ISSN 1805-4439.

2 UN NABI S. A. A. et al.: Pharmaceutical gels: a review. RADS Journal of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 2016, 4, p. 40-48, ISSN 1482-1836.

30 MARTINA, M., HUTMACHER, D. W.: Biodegradable polymers applied in tissue
engineering research: a review. Polymer International, 2007, 56, p. 145-157, ISSN
1097-0126.

31 HOARE, T. R., KOHANE, D. S.: Hydrogels in drug delivery: Progress and
challenges. Polymer, 2008, 49, p. 1993-2007, ISSN 0032-3861.

32 LIN, Ch., METTERS, A. T.: Hydrogels in controlled release formulations: network
design and mathematical modeling. Advanced Drug Delivery Reviews, 2006, 58, p.
1379-1408, ISSN 1872-8294.

33 GHASEMIYEH, P., MOHAMMADI-SAMANI, S.: Hydrogels as drug delivery
systems; pros and cons. Trends in Pharmaceutical Sciences, 2019, 5.1, p. 7-24, ISSN
5652-2423.

3% GULATI, N., GUPTA, H.: Parenteral drug delivery: a review. Recent Patents on
Drug Delivery & Formulation, 2011, 5, p. 133—-145, ISSN 2212-4039.

33 BAE, K. H., WANG, L., KURISAWA, M.: Injectable biodegradable hydrogels:
progress and challenges. Journal of Materials Chemistry,2013, 1, p. 5371-5388, ISSN
1364-5501.

63


https://www.beznoska.cz/product/cervikokapitalni-nahrada-kycelniho-kloubu-typ-poldi/
https://www.beznoska.cz/product/cervikokapitalni-nahrada-kycelniho-kloubu-typ-poldi/

36 HAO, 1., et al.: Fabrication of an ionic-sensitive in situ gel loaded with resveratrol
nanosuspensions intended for direct nose-to-brain delivery. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2016, 147, p. 376-386, ISSN 0927-7765.

37 KUMBHAR, A. B.; RAKDE, A. K.; CHAUDHARI, P. D.: In situ gel forming
injectable drug delivery system. International Journal of Pharmaceutical Sciences
and Research, 2013, 4, p. 597-609, ISSN 0975-8232.

38 SPIZZIRRI U., G., CIRILLO G.: Functional hydrogels in drug delivery Key
Features and Future Perspectives, University od Calabria, Italy, p. 363, ISBN:
13:978-1-4987-4901-5, Stimuli-Responsive Hydrogels for Parenteral Drug Delivery,
p. 234-258.

3 CONG, H., et al: Thermoresponsive gelation behavior of poly(N-
isopropylacrylamide)-block-poly(N-vinylpyrrolidone)-block-
poly(N-isopropylacrylamide) triblock copolymers. European Polymer Journal, 61,
2014, p. 23-32, ISSN 0014-3057.

40 OTTENBRITE, R. M., PARK K., OKANO T.: Biomedical applications of
hydrogels handbook. 2010. New York: Springer Science & Business Media, p. 432,
ISBN 978-1-4419-5919-5.

I CHO, K. Y. et al.: Release of ciprofloxacin from poloxamer-graft-hyaluronic acid
hydrogels in vitro. International Journal of Pharmaceutics. 2003, 260, p. 83-91, ISSN
2590-1567.

42 KULKARNI, R. V., BISWANATH, S. A.: Electrically responsive smart hydrogels
in drug delivery: a review. Journal of applied biomaterials and biomechanics, 2007,
5, p- 125-139, ISSN 1722-6899.

43 MIRONI-HARPAZ, 1., et al.: Photopolymerization of cell-encapsulating hydrogels:
crosslinking efficiency versus cytotoxicity. Acta Biomaterialia, 2012, 8, p. 1838-1848,
ISSN 1742-7061.

“ FREDENBERG, S., et al.: The mechanisms of drug release in poly (lactic-co-
glycolic acid)-based drug delivery systems-a review. International Journal of
Pharmaceutics, 2011, 415, p. 34-52, ISSN 2590-1567.

4 ALVAREZ-LORENZO, C., CONCHEIRO, A.: Effects of surfactants on gel
behavior. American Journal of Drug Delivery, 2003, 1, p. 77-101, ISSN 2321-547X.
4611, S., et al.: Antibacterial hydrogels. Advanced Science, 2018, 5, ISSN 2198-384.

64



47 HASEK J.: Nové 16¢ivé latky v magistraliter receptufe XVIII-gentamicin-sulfat,
Praktickeé lékarenstvi, 2012, 3, s. 130-133, ISSN 1803-5329.

48 Gentamicin Lek 80MG/2ML SOL 10X2ML, Souhrn idajii o piipravku, dostupné z:
https://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=00964 14 &tab=texts,
datum nahledu 6. 1. 2022.

“ TER BOO, G. J., et al.: Local application of a gentamicin-loaded thermo-responsive
hydrogel allows for fracture healing upon clearance of a high Staphylococcus aureus
load in a rabbit model. European Cells & Materials, 2018, 35, p. 151-164, ISSN 1473-
2262.

3% Vancomycin Mylan 500 MG INF PLV SOL 20, Souhrn tidajii o piipravku, dostupné
zZ: https://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=026313 1 &tab=texts,
datum néhledu: 6. 1. 2022.

1 Dostupné z: https://www2.ikem.cz/plm_Ip/HVEZDALAEK htm, datum nahledu: 6.
1.2022.

52 Dostupné z: https://go.drugbank.com/drugs/DB00798, datum nahledu: 22. 4. 2022.
33 Dostupné z: https://go.drugbank.com/drugs/DB00512, datum nahledu: 22. 4. 2022.
3 YANG, K., et al.: Antimicrobial hydrogels: promising materials for medical
application. International Journal of Nanomedicine, 2018, 13, p. 2217-2263, ISSN
1178-2013.

5> CHALABALA, M. et al.: Technologie lékii. 3. vyd., 2006, Praha: Nakladatelstvi
Galén, s. 399, ISBN 80-7262-423-7, Systémy kapalnych a tuhych latek, s. 10-15.

% GOH, E. G., WAN NIK, W. B.: A Generalized Model for Viscosity as a Function
of Shear Rate. ARPN Journal of Engineering and Applied Sciences, 2018, 13, p. 3219-
3223, ISSN 1819-6608.

57 A Basic Introducton to Rheology. Malvern Instruments Limited. 2016, 1-20.
www.malvern.com.

38 Analyse 0004 - Power law model fit for viscometry. www.malvern.com.

% HOLUBOVA R.: Ziklady reologie a reometrie kapalin. 1. vyd., Olomouc,
Univerzita Palackého v Olomouci, 2014, s. 23-27. ISBN: 978-80-244-4178-8.

60 Dostupné Z: https://www.netzsch-thermal-analysis.com/en/contract-

testing/glossary/linear-viscoelastic-region-lver/, datum nahledu: 5. 1. 2022.

65


file:///C:/Users/PC/Desktop/diplomka/zdroje/gentamicin%20sulfÃ¡t.pdf
https://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0096414&tab=texts
https://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0263131&tab=texts
https://www2.ikem.cz/plm_lp/HVEZDALAEK.htm
https://go.drugbank.com/drugs/DB00798
https://go.drugbank.com/drugs/DB00512
https://www.netzsch-thermal-analysis.com/en/contract-testing/glossary/linear-viscoelastic-region-lver/
https://www.netzsch-thermal-analysis.com/en/contract-testing/glossary/linear-viscoelastic-region-lver/

1 Determination of the yield stress of complex fluids by oscillation testing, Malvern
Instruments Limited, 2014, 1-5. www.malvern.com.

62 SISKA B. et al.: Contribution to the rheological testing of pharmaceutical
semisolids. Pharmaceutical Development and Technology, 2019, 24, p. 80-88, ISSN
1097-9867.

3 Characterizing gel properties using oscillation testing on a rotational rheometer.
Malvern Instruments Limited. 2014, 1-5. www.malvern.com.

% Evaluating product texture using oscillatory testing on a rotational rheometer.
Malvern Instruments Limited. 2014, 1-5. www.malvern.com.

65 PROCHAZKA, E. et al.: Methotrexate released in vitro from bone cement inhibits
human stem cell proliferation in S/G2 phase. International orthopaedics, 2010, 34(1),
p. 137-142, ISSN 1432-5195.

% KUCERA, T. et al.: Elution kinetics of vancomycin and gentamicin from carriers
and their effects on mesenchymal stem cell proliferation: an in vitro study. BMC
Musculoskeletal Disorders, 18, 381, 2017, ISSN 1471-2474.

%7 HOQUE, J. et al. Dual function injectable hydrogel for controlled release of
antibiotic and local antibacterial therapy. Biomacromolecules, 2018, 19, p. 267-278,
ISSN 1526-4602.

66



