Univerzita Karlova
2. lékarska fakulta

Doktorsky studijni program: Experimentalni chirurgie

MUDr. Martina Kodetova

Experimentalni pouziti hydrogelového nosice k transskleralni aplikaci
topotekanu k 1é¢bé retinoblastomu

Experimental use of hydrogel implant for transscleral topotecan delivery for
retinoblastoma treatment

Diserta¢ni prace

Skolitel: doc. MUDr. Pavel Pochop, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Jakub Sirc, Ph.D.

Praha, 2024



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem disertacni praci zpracovala samostatné a ze jsem fadné uvedla a
citovala v§echny pouZzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za Gcelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.

V Praze, 09. 08. 2024

Martina Kodetova



Podékovani

V prvé tadé dékuji svému skoliteli doc. MUDr. Pavlovi Pochopovi, Ph.D. za
odborné vedeni, motivaci a trpélivost v pritbéhu studia. Velké podékovani patii také
mému konsultantovi RNDr. Jakubu Sircovi, Ph.D. a jeho kolegim z Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky za jejich spolupraci a
podporu v priibéhu naseho spole¢ného védeckého vyzkumu. Dale bych rada
podékovala spoluiesitelce grantu Ing. Katefiné Dunovské, Ph.D. za biochemickou
analyzu topotekanu. Velké pod€kovani patii také doc. PharmDr. MUDr. Martinovi
Simovi, Ph. D. za pomoc se zpracovanim farmakokinetickych dat a nagemu
détskému onkologovi se specializaci na retinoblastom MUDr. Karlovi Svojgrovi,
Ph.D. za cenné ptipominky v pribéhu vSech in vivo experimentl. V neposledni
tfadé dekuji prednostovi MUDr. Jitimu Uhlikovi, Ph.D. a celému tymu Ustavu
histologie a embryologie 2. LF UK za zpracovani histologickych preparati a
dukladnou péci o laboratorni zvifata, ktera predstavovala klicovy prvek v in vivo
experimentech, na jejichz podkladé byl zpracovan grant GA UK No. 907019 a

sestavena tato disertacni prace.



Experimentalni pouziti hydrogelového nosice k transskleralni aplikaci
topotekanu k 1é¢bé retinoblastomu

Abstrakt

Prace se zabyva testovanim episkleralniho dvojvrstevného hydrogelového nosice
k transskleralni aplikaci chemoterapeutika s redukei vedlejSich ucinkli systémové
chemoterapie k 1é¢b¢ vitredlniho seedingu retinoblastomu (Rb). Na modelu krali¢iho oka
byla hodnocena koncentrace topotekanu (TPT) ve sklivci a plazmé, byly hodnoceny vedlejsi
ucinky a dale byly stanoveny faktory ovliviiyjici transskleralni pfechod chemoterapeutika.
Pouzity byly hydrogelové nosice na bazi methakrylati: vnitini hydrofilni vrstva sorbovana
TPT a vnéjsi protektivni hydrofobni vrstva. Do in vivo experimentu bylo zahrnuto celkem
35 novozélandskych bilych kralikd rozdélenych do 5 skupin: s hydrogelovym nosicem
sorbovanym v roztoku o koncentraci TPT 2 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml s transkonjunktivalni
kryoterapii, bez protektivniho krytu s 4 mg/ml a s implantatem bez TPT. Nosic byl aplikovan
na pravy bulbus, levy slouzil jako kontrolni. Koncentrace TPT ve sklivci a plazmé byly
stanoveny metodou HPLC-MS/MS  (vysokoucinnd kapalinova chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci). Terapeutické davky ve sklivei (=10 ng/ml) nebylo
dosazeno jen u skupiny 2 mg/ml. Ve skupinach s dvojvrstevnym nosi¢em byly méfeny
bezpecné hladiny TPT v plazmé€, minimélni ve sklivci kontrolniho oka. Srovnéani oci
s kryoterapii a bez ni ukazalo signifikantn€ vyssi hladiny TPT ve sklivei u skupiny
s kryoterapii a potvrdilo vyznamou roli choroidalni cirkulace v transskleralnim pienosu
chemoterapeutika. Vysoké hladiny TPT v plazmé a vedlejsi ucinky u skupiny bez protektivni
vrstvy potvrdily jeji funkci v protekci okolni vaskularizované tkang. Testovany dvojvrstevny
hydrogelovy nosi¢ se jevi jako slibny systém k lécbé vitrealniho seedingu, pro klinické

vyuziti je nutné ovéteni dat na adekvatnim zvifecim Rb modelu.
Kli¢ova slova

Hydrogel, HEMA, episkleralni implantat, topotekan, transskleralni difuze, retinoblastom,

transkonjunktivalni kryoterapie, vitrealni seeding



Experimental use of hydrogel implant for transscleral topotecan delivery
for retinoblastoma treatment

Abstract

The thesis describes the testing of an episcleral bi-layered hydrogel implant for transscleral
delivery of chemotherapeutics without adverse side effects of systemic chemotherapy for the
treatment of vitreous seeding of retinoblastoma (Rb). Topotecan (TPT) concentrations in the
vitreous were evaluated in a rabbit eye model, side effects were evaluated, and factors
influencing the transscleral transition of chemotherapeutics were determined. Hydrogel
carriers based on methacrylates were utilized: an inner hydrophilic layer loaded with TPT
and an outer hydrophobic layer. A total of 35 New Zealand white rabbits divided into five
groups were included in the in vivo experiment: group recieved implant loaded by TPT 2
mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml with transconjunctival cryotherapy, 4 mg/ml without a protective
layer and an implant without TPT. The implant was applied to the right eye, the left eye
served as a control. Vitreous and plasma TPT concentrations were determined by HPLC-
MS/MS  (high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry). A
therapeutic level of TPT in the vitreous (=10 ng/ml) was not achieved only in the 2 mg/ml
group. Safe plasma TPT levels were determined in the groups with bi-layered implants,
minimal in the vitreous of control eyes. Comparison of eyes with and without cryotherapy
showed significantly higher vitreous TPT levels in the cryotherapy group and confirmed the
important role of the choroidal vessels in the transscleral delivery of chemotherapeutics.
High levels of TPT in plasma and side effects in the group without a protecting layer
confirmed its function in protecting the surrounding vascularized tissue. The tested bi-
layered hydrogel carrier appears to be a promising system for the treatment of vitreous

seeding, for clinical use it is necessary to verify the data on an adequate Rb model.
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Hydrogel, HEMA, episcleral implant, topotecan, transscleral diffusion, retinoblastoma,

transconjunctival cryotherapy, vitreous seeding
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1. UVOD

1.1. Retinoblastom

Retinoblastom (Rb) je nejcastéjsSim intraokuldrnim malignim tumorem v détském véku.
Incidence onemocnéni znacéné kolisa s vékem (Munier F. L. et al., 2019). V multicentrické
studii 40 evropskych zemi byla stanovena za rok 2017 incidence 1 na 13844 narozenych déti
(Stacey A. W. et al., 2021). V Ceské republice se s timto onemocnénim diagnostikuje

v prumeéru 6-8 déti za rok.

NejcastejSim ptiznakem retinoblastomu je leukokorie (bélavy reflex v zornici). Druhym
ptiznakem, ktery privadi détské pacienty s retinoblastomem k oftalmologovi, je strabismus
(Abramson D. H. et al., 2003). Mizeme sledovat i atypické projevy, a to Castéji u starSich
déti, které prichazeji s pokro€ilymi nalezy: orbitocelulitida, sekundarni glaukom,
pseudohypopyon, hyféma, uveitida nebo krvaceni do sklivce (Shields J. A. et al., 1991; de
Leon J. M. et al., 2005; Blitzer A. L. et al., 2021; All-Ericsson C. et al., 2007; Zafar S. N. et
al., 2017; Bagger M. et al., 2012).

Ptiblizné v 60% je postizen jen jeden bulbus, jednd se o unilaterdlni retinoblastom
s prumérnym vékem diagndzy 24 mésicl. V téchto ptipadech je ¢ast&jsi solitdrni tumor, ale
nemuZeme vylou€it ani multifokalni vyskyt. Bilaterdlni retinoblastom se objevuje asi
ve 40% ptipadl, primérny vek takovych pacientil €ini pfi zachytu 15 mésicli a tumory rostou
casto multifokalné (Lohmann D. R., Gallie B. R. 2023). Je-li pfitomen pinealoblastom ¢i
jiny primitivni neuroektodermdlni tumor, oznacCuje se tento stav jako trilateralni
retinoblastom, a je to 1 v ptipad¢, Ze je nadorem postizen pouze jeden bulbus. Pinealoblastom

predstavuje vzacny tumor, s obecné neptiznivou prognézou (de Jong M. C. et al., 2014).

Retinoblastom ftadime mezi hereditdrni nadorové syndromy, kde dochéazi k mutaci
retinoblastomového RB1 (13q14.1-14.2) tumor supresorového genu. U sporadické
nehereditarni formy, castéji unilateralniho solitarniho retinoblastomu, vznikd somaticka
mutace obou kopii RB1 genu. Hereditarni forma retinoblastomu, castéji s bilateralnim
multifokalnim vyskytem tumord, je charakterizovana zarode¢nou mutaci RB1 genu. Tato
mutace mize byt zdédéna od jednoho z rodict (asi 25% piipadit), ¢i vznika de novo (75%
piipadt). Jistotu, zda pacient nese zdrodeCnou mutaci, poskytne genetické vySetieni periferni
krve (Svojgr K., 2016). Pacienti se zarode¢nou mutaci maji kromé pinealoblastomu a jinych

primarnich neuroektodermélnich tumort zvySené riziko vyskytu dalSich extraokularnich



malignich tumort véetné osteosarkomu, leiomyosarkomu, rhabdomyosakromu, melanomu,
které se mohou obvykle manifestovat v adolescentnim ¢i dospélém véku a jejichz incidence
stoupd o vice nez 50% v souvislosti s externi radioterapii (Lohmann D. R., Gallie B. L. 2023;
Kleinermann R. A. et al. 2012; Wong F. L. et al. 1997). Ve vétSiné piipadt (asi 98%) je
retinoblastom zptsoben vyse uvedenou bialelickou ztratou funkce RB1 genu, v 1-2% je vSak

pti¢inou amplifikace MYCN genu (Blixt M. K. E. et al., 2022; Norrie J. L. et al., 2021)

1.2. Klasifikace retinoblastomu a seedingu

Retinoblastom vznika z nezralych bunék sitnice. Nejdiive se objevuje malé semitransparetni
loZisko v senzorické Casti sitnice, které postupné ziskava bélavé zbarveni a objevuje se
pfivodnéd a odvodnd céva. Dale dochéazi k Sifeni tumoru v subretindlnim prostoru (tzv.
exofyticky obraz riistu) nebo do sklivcového prostoru (endofyticky obraz rastu) a velmi
vzacnym je difizni rlst retinoblastomu (Shields J. A. et al., 2000; Shields J. A., Shields C.
L., 2008). Podle pokrocilosti onemocnéni se déli lokalizovany intraokularni retinoblastom
dle klasifikace ICRB (International Classification of Retinoblastoma) do skupin A az E (tab.
1) a je dilezitym parametrem v ureni pravdépodobnosti zachovani bulbu, ptipadné

zrakovych funkci (Svojgr K., 2016; Shields C. L. et al. 2006).

Disperze nadorovych partikuli do ptilehlych kompartmentii se nazyva seeding a je hlavnim
parametrem v urceni stupné retinoblastomu dle klasifikace ICRB (skupina C-E). K seedingu
muze dochézet do 4 riznych anatomickych lokalit (tab. 2) (Munier F. L., 2013). Vitrealni
seeding predstavuje jeden z hlavnich limitujicich faktorii ispéSné 1é€by retinoblastomu, pii
niz je zachovan bulbus, tzv. ,eye-preservation treatment” a je hlavnim cilem nami
testovaného episkleralniho nosice. Dle morfologie se vitrealni seeding déli do 3 skupin: dust,
spheres a clouds, které se li$i nejen morfologii, ale téZ odpovédi na 1écbu (Munier F. L.,

2013; Chantada G. et al., 2006).
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Tab. 1 Mezinarodni klasifikace retinoblastomu (ICRB)

Stupenn Rychlé hodnoceni

Specifické rysy

A maly tumor retinoblastom <3mm
B vEtsi tumor retinoblastom > 3mm nebo
makula lokalizace tumoru v makule (<3mm k foveole)
juxtapapilarni lokalizace  lokalizace retinoblastomu juxtapapilarné (<1,5mm
od papily n. II)
subretinalni tekutina subretinalni tekutina (<3mm od marga
retinoblastomu)

C lokalni seeding subretinalni seeding <3mm od retinoblastomu
vitrealni seeding <3mm od retinoblastomu
subretinalni a vitrealni seeding <3mm od
retinoblastomu

D difuzni seeding subretinalni seeding >3mm od retinoblastomu
vitrealni seeding >3mm od retinoblastomu
subretinalni a vitredlni seeding >3mm od
retinoblastomu

E rozsahly retinoblastom vypliujici > 50% bulbu

neovaskuldrni glaukom

opakni media pro hemoragie v pfedni komote,
sklivci €1 v subretinalnim prostoru

invaze za lamina cribrosa zrakového nervu do
choroidey (>2mm), skléry, orbity, pfedni komory

(Svojgr K., 2016; Shields C. L. et al. 2006)

Tab. 2 Anatomické lokality seedingu retinoblastomu

1. disperze tumoru do sklivcového prostoru nasledujici disrupci ILM a hyaloidni
membrany v oblasti apexu tumoru pii endofytickém riistu Rb

2. seeding do retro-hyaloidniho prostoru disrupci ILM pii bazi tumoru a parcialni
nebo kompletni ablace zadni sklivcové membrany

3. Sifeni v subretindlnim prostoru pii exofytickém ristu

4. disperze nadorovych bunék do nitroo¢ni tekutiny zadni a pfedni komory po

disrupci ptedni sklivcové membrany

ILM — vnitini limitujici membrana

Pti progresi nadoru, dochazi k invazi do choroidey a/nebo ptes lamina cribrosa do optického

nervu, coz zvySuje riziko metastatick¢é diseminace. Metastatické onemocnéni muze

postihnout centralni nervovy systém (CNS), kosti, kostni dfeii a vzacné 1 jatra. Pies obaly

oka miZze dojit k Sifeni per continuitatem s infiltraci orbity a néaslednou metastatickou

diseminaci. Tyto pokrocilé formy retinoblastomu jsou vSak ve vyspélych zemich velmi

vzacné (Munier F. L. et al. 2019; Kaliki S. et al. 2017).
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1.3. Chemoterapeutika v 1é¢bé retinoblastomu a jejich toxicita

Terapie retinoblastomu probihd na specializovaném pracovisti urCeném pro 1écbu
retinoblastomu, v uzké spolupraci tymu oftalmologa, détského onkologa, intervencniho
radiologa a dalSich. Hlavnim cilem je eradikace onemocnéni s dlouhodobym pfezitim
pacienta, s minimalizaci vyskytu pozdnich nasledkd 1éCby, zachranit postizené oko a

zachovat co nejlepsi zrakové funkce.

Ve vyspélych zemich s vysokymi piijmy pieziva toto onemocnéni v priméru 98% déti,
naopak v rozvojovych zemich jen 57% (Wong E. S. et al., 2022). Se zavedenim novych
terapeutickych postupli vyznamné stoupla 1 mira zachovéni bulbu, a to ve vysoce vyspélych
zemich v rozmezi let 2010-2020 az na 70% vSech o¢i, pied érou zavedeni chemoredukce do
standardniho protokolu 1écby bylo zachranéno jen asi 34% vSech oc¢i v rozmezi let 1980-

1989 (Wong E. S. et al. 2022).

Enukleace byla prvné popsanou 1écbou retinoblastomu a jako zivot zachranujici vykon byla
navrzena Wardropem jiz v roce 1809 (Abramson D. H., 2005), do t¢ doby se jednalo o
onemocnéni se stoprocentni umrtnosti. Pfed zavedenim celkové anestezie vSak nebyla

jednoznacéné kladné pfijimana a metodou volby se stala az v 2. poloving 19. stoleti.

Po prikazu radiosenzitivity retinoblastomu Hilgartnerem v roce 1903 se predstavila externi
radioterapie jako prvni lé€ba s moznosti zachovani bulbu (Munier F. L. et al., 2019). Externi
radioterapie vSak vykazovala ¢etné komplikace nejen ocni (katarakta, iradiacni retinopatie,
hemoftalmus a glaukom), ale 1 zvySeni pozdnich nasledki a to lokalnich spojenych
s poruchou riastu orbity, endokrinopatie a vznikem sekundarnich malignit, pfedevSim u

pacientl s hereditarni formou retinoblastomu (Abramson D. H., 2005).

Ve snaze vyhnout se externi radioterapii a enukleaci byla koncem 90. let minulého stoleti
uvedena do 1écby retinoblastomu systémova chemoterapie, metoda tzv. chemoredukce
tumoru, a zaujala hlavni misto ve standardnim lé¢ebném schématu retinoblastomu. Celkem
se intraven6zné podava Sest cykli chemoterapeutik, kombinace vinkristinu, etopozidu a
karboplatiny (VEC protokol). Po druhém cyklu chemoterapie, je 1écba kombinovéana
s lokalni terapii (transpupildrni termoterapii, kryoterapii a brachyterapii). Riziko systémové
chemoterapie predstavuje vznik sekundarnich leukémii a myelodysplastického syndromu
potencovanych etopozidem (Rizzuti A.E. et. al, 2008; Weintraub M. et al., 2007) a ztrata
sluchu zpuasobena ototoxickou karboplatinou (Quaddoumi I. et al., 2012). Limitaci

systétmové 1éCby predstavuje pokrocily retinoblastom, zejména pfitomnost vitredlniho
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seedingu, vzhledem k horSimu priniku systémové 1écby do avaskularniho sklivce
(Rodriguez-Galindo C. et al, 2007). Priniku chemoterapeutika do sklivce brani
hematoretinalni bariéra a dosazeni terapeutickych koncentraci ve sklivci je systémovym
podéanim obtizné (Cunha-Vaz J. G. et al., 2004; Lee T. et al., 2001; Raghava S. et al., 2004;
Ranta V., Urrti A., 2006; Wilson T. W. et al, 1996).

Pozadavky na snizeni systémové toxicity a dosazeni vyssich koncentraci chemoterapeutika
ve sklivei vedly k rozvoji metod lokalni chemoterapie a to pfedevSim intravitrealni ¢i
superselektivni intraarteridlni chemoterapie (OAC), které vedly k vys$§imu poctu zachrany
bulbu a zrakovych funkci. Prvni pokusy o intraarteridlni podani chemoterapie u
retinoblastomu byly popsany v roce 1958 Reesem et al. a ndsledné Kiribuchim, a to podani
triethylenmelaninu do arteria carotis a 5-fluorouracilu do arteria frontalis a supraorbitalis
(Munier F. L. et al., 2011). V Japonsku se pouzivala intraarteridlni terapie od roku 1988 a
pres mnohaleté zkusenosti nebyla dlouho rozsifena na jind svétova pracovisté (Suziku S. et
al., 2011; Schaiquievich P. et al., 2022). Moderni éra nastala az po zavedeni nové techniky
v roce 2006 Abramsonem a Gobinem, ktefi popsali modifikovanou metodu superselektivni
intraarterialni aplikace chemoterapeutika piimo do oftalmické artérie, oproti japonskym
autorim, ktefi selektivni intraarterialni aplikaci podavali infuzi cytostatika do cervikalni
arteria karotis interna s jeji doCasnou balonkovou okluzi distalné od oftalmické artérie.
Modifikace americkych autorti se pouZzivd v retinoblastomovych centrech dodnes
(Abramson D. H et al., 2006). Tato metoda vyzaduje zkuseny specializovany radiologicky
tym a provedeni zdkroku je limitovano vékovou hranici tfi mésice a minimalni hmotnosti
ditéte 6 kg, dalsi limitaci metody piedstavuji vaskularni anomalie ¢i anomalie odstupu
oftalmické arterie (Abramson D. H., 2014). Nejcastéji je u této procedury aplikovano
alkyla¢ni cytostatikum melphalan, jehoZ uziti je v pediatrické onkologii omezeno vaZnymi
toxickymi Ucinky, zejména supresi kostni dfené¢ (Inomata et al., 1987). Dobry synergicky
efekt bez zvySeni hematologické toxicity prokazala kombinovana lé€ba melphalanu
s topotekanem (Taich P. et al., 2014). Po vykonu miizeme pfechodné sledovat otoky vicek,
hyperémii a chemosu spojivek, hyperémii v oblasti ¢ela ¢i madarézu (Abramson D. H. et al.,
2010; Abramson D. H. et al., 2008; Abramson D. H. et al., 2016). Docasné¢ zmény v oblasti
orbity a ocnich adnex, otok vicek, ptozu a kongesci orbity s docasnou dysfunkci
extraokuldrnich adnex popsali Shields et al. (Shields C. L. et al., 2011). Bylo publikovano
nekolik piipadii stendzy oftalmické artérie, okluze centralni retinalni artérie i vétve retinalni
artérie, tyto komplikace byly davany do souvislosti s nizkou zkuSenosti radiologa (Munier

F. L. et al., 2011; Shields C. L. et al., 2011; Abramson D. H. et al., 2016). N¢ékolik autort
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sledovalo atrofii choroidey, sektorovou i difizni (Munier F. L. et al., 2011; Shields C. L. et
al., 2011). Mezi dal§imi zaznamenanymi komplikacemi se objevily i krvaceni do sklivce,
edém papily zrakového nervu, suprachodoidalni krvaceni a dokonce i1 n€kolik ptipadu ftizy
bulbu (Ambramson D. H. et al., 2016). Byly publikovany i ptipady hypotenze, bradykardie
a bronchospazmu pii vykonu (Abramson D. H. et al., 2016; Scharoun J. H. et al., 2017),
velmi vzacné centralni mozkové piihody (De la Huerta L. et al., 2016). U nékterych pacientii
se objevila transientni cytopenie (neutropenie/trombocytopenie), vétSinou bez nutnosti
hospitalizace ¢i podani transfiznich preparati (Abramson D. H. et al., 2008; Shields C. L.
etal., 2011; Abramson D. H. et al., 2016; Abramson D. H., 2010). Pfestoze vitrealni seeding
zustava nejcastéj$im divodem selhani superselektivni intraarteridlni chemoterapie, tato
technika vyrazné ovlivnila plivodni lé€ebné schéma retinoblastomu. Studie Abramson et al.
prokézala pravdépodobnost zachrany bulbl se seedingem, 1é¢enych touto technikou: 83%
pro oci bez jakékoliv ptedchozi 1écby a 76% pro o¢i po selhani jiné predchozi 1é¢by

(Abramson D. H. et al., 2014).

Zasadni pielom v 1écbé o¢i s vitrealnim seedingem piedstavuje intravitredlni chemoterapie
(IVIC). Prvni zminky o pouZiti intravitrealni 1écby u retinoblastomu se objevuji v roce 1960,
kdy Ericson a Rosengren pouzili alkylacni cytostatikum thiothepa. Prikopnici konceptu
intravitredlni, ale 1 intraarteridlni chemoterapie, s pouzitim mephalanu byla japonska
oftalmolozka Akihiro Kaneko (Kaneko A., Suzuki S., 2003). Munier et al. publikovali
vroce 2012 studii intravitredlni aplikace melphalanu, v niz bylo zachovano 87% oci
s aktivnim rekurentnim ¢i persistentnim seedingem a u 81% o¢i s aktivnim vitredlnim
seedingem indikovanym k enuklaci doslo ke kontrole tumoru (Munier F. L. et al., 2012a).
Tito autofi definovali metodu bezpecné aplikace intravitredlni injekce u retinoblastomu, pfi
niZ jsou pouzity postupy k prevenci extraokularniho Sifeni nadorovych bunék podél kanélu
vpichu (Munier F. L. et al., 2012b). Tato metoda se nasledné etablovala v dalSich
retinoblastomovych centrech. V souvislosti s 1é¢bou intravitrealni injekci byly popsany
reflux sklivce v misté vpichu, retinopatie, hemoftalmus, endoftalmitida ¢i odchlipeni sitnice
(Munier F. L. et al 2019; Francis J. H. et al. 2017a). Nejc¢astéji aplikovanymi cytostatiky jsou
melphalan a topotekan, ¢asto 1 v kombinaci (Francis J. H. et al., 2017b; Ghassemi F. et al.
2014; Shields C. L. et al., 2016; Francis J. H. et al., 2014). Melphalan podévany intravitredlné
zpuisobuje retindlni toxicitu a bézn¢ miize vést ke zhorSeni ¢i ztraté funkce sitnice (Munier
F. L., 2012a; Francis J. H. et al., 2017b; Francis J. H. et al., 2014). Toto chemoterapeutikum
se dobie vaze na melanin, proto je u tmavych o¢i vétsi dispozice k retinalni toxicité, horsim

zaznamum ERG (elektroretinografie) a ndlezu na o¢nim pozadi (Francis J. H. et al., 2017b;
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Francis J. H. et al., 2014; Francis J. H. 2016). Retindlni toxicita se objevuje zhruba do tydne,
poté byva stabilni a k dalSimu poklesu ERG nedochézi, délka intervalu mezi jednotlivymi
davkami tedy nehraje vyraznou roli (Francis J. H. et al., 2014). Castym vedlej$im G¢inkem
vmist¢ vpichu je lokalizovana retinopatie stul a pepf, tzv. ,melphalan pigment
epitheliopathy* (Francis J. H. et al. 2014; Smith S. J. et al., 2014; Schliiter S. et al., 2022).
Toxické u€inky melphalanu na piedni segment se projevuji jako depigmentace ¢i ztenceni
duhovky, recessus duhovky, katarakta a skleromalacie (Schliiter S. et al., 2022). Stanoveni
optimalni davky bylo pfedmétem mnoha publikaci. 8 pg/0,Iml mélo sice minimalni vedlejsi
ucinky, dochéazelo vsak k rekurenci seedingu. I kdyz 50 pg/0,1 ml melphalanu prokazalo
rychly a dlouhodoby ucinek, toto vysoké davkovani melo vysokou mirii komplikaci jako
katarakta, hemoftalmus, subretinalni krvaceni, t€zk4 hypotonie a ftiza bulbu vedouci
k enukleaci. Jako optimalni byla stanovena ddvka melphalanu 20-30 pg/0,1 ml s primérnym
poctem ctyt injekci (Ghassemi F., Shields C. L., 2012; Shields C. L. et al. 2014; Shields C.
L. et al., 2016; Munier F. L. et al., 2012a). Topotekan (TPT) ma oproti melphalanu delsi
biologicky polocas a in vivo experimenty na krali¢im modelu vyloucily retindlni toxicitu a
to dokonce po uZiti vysokych davek az 50 ug tydné (Buitrago E. et al., 2013; Del Sole M. J.,
2022; Nadelmann J. et al., 2021). Velice dobry efekt byl prokdzan pii kombinaci topotekanu
s melphalanem (Ghassemi F. et al., 2014). Od roku 2017 se objevuji pilotni studie pouZiti
intrakameralni injekce melphalanu, mezi intraokuldarnimi toxickymi ucinky je uvadéna
katarakta, atrofie a heterochromie duhovky (Munier F. L. et al., 2017; Stathopoulos et al.,
2023).

Snaha zvysit intravitredlni koncentrace chemoterapeutika s minimalizovanim systémovych
vedlejSich ucink obratila pozornost mnoha autori k periokularni aplikaci. Po periokuldrnim
podani karboplatiny bylo dosazeno desetkrat vysSsich koncentraci v oku nez systémovym
podéanim pii zanedbatelnych hladinach chemoterapeutika v krvi (Mendelson M. et al., 1998;
Abramson D. H. et al., 1999). Bylo publikovano né€kolik preklinickych studii zabyvajicich
se lokalni aplikaci chemoterapeutik (karboplatiny ¢i topotekanu) periokularné v riznych
formach, a to v depotnim gelu (Martin N. E. et al., 2008), solidnim polymeru (Carcaboso et
al., 2010), systétmem iontoforézy (Hayden B. C. et al., 2004) ¢i miniaturnim katétrem
umistnénym na skléru (Abramson D. H. et al., 1999). V Kanadé v souc¢asné dob¢ probiha
klinick4d studie episklerdlniho nosice s topotekanem (National Library of Medicine.

ClinicalTrials.gov NCT04428879).
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1.4. Topotekan

Ve vodé rozpustné cytostatikum topotekan (chemicky (S)-10-[(dime-thylamino)methyl]-
4,9-dihydroxy-1H-pyrano[3,4:6,7]indolizino[ 1,2-b]chi-nolin-3,14-(4H,12H)-dion

hydrochlorid) ze skupiny inhibitori topoizomerazy I je derivatem kamptotecinu, latky
izolované z kiry stromu Campthotheca acuminata (Svihovec J. et al., 2018). VS fazi
bunécného cyklu inhibuje enzym topoizomerazu I, coz vede k poskozeni v pribéhu
replikace DNA a nasledné bunééné smrti. Ve vodném roztoku se topotekan nachazi
v laktonové a karboxylové formé a jejich pomér je zavisly na pH roztoku, pficemz laktonova
forma se uvadi jako farmakologicky ucinna. Za fyziologickych podminek podléha laktonova
forma topotekanu rychlé a reverzibilni preméné zavislé na pH na karboxylovou formu
s otevienym kruhem (obr. 1). Jen asi 30% laktonové formy topotekanu s uzavienym kruhem
zustava v plazmé v 15 minuté po 30 minutové infuzi topotekanu. Pouze aktivni laktonova
forma umoznuje pasivni diftizi do buniky a navazani topotekanu na Stépitelny komplex
topoizomerazy 1 s DNA. Pfi fyziologickém pH 7.4 ptevladd tedy karboxylova forma
(Gokduman K., 2016; Herben et al., 1996; Kollmansberger C., 1999). Topotekan ma velky
distribu¢ni objem a relativné kratky polocas (ast 3hod) (Kollmansberger C., 1999). Vazba
topotekanu na plazmatické bilkoviny je nizka (do 35%) a dobie pronika do tkani. Toto
cytostatikum také dobte prochazi hematoencefalickou bariérou, v likvoru miizeme nalézt asi
30% plazmatické koncentrace, coz je vyznamné u pacientd s invazi retinoblastomu do CNS
(Chantada G. L. et al., 2004; Kollmansberger C., 1999). Topotekan je metabolizovan
pifevazné hydrolyzou laktonového kruhu za vzniku karboxylatu s otevienym kruhem.
Piestoze je topotekan vylu€ovan piednostné moci a objevuje se vmoci ve vysoké
koncentraci, nevykazuje rendlni toxicitu, protoZe je vysoce rozpustny ve vod¢. Je ale nutné
sniZit davku pfi zhorSené funkci ledvin. Pii poklesu clearance kreatininu pod 20 ml/min se
toto chemoterapeutikum nepodédva viibec pro riziko vzniku t€zké myelosuprese. Moci se
vylucuje karboxylova forma, pokud se pH moci pohybuje kolem 6,9, pti niz§im pH se v moci
objevuje laktonova forma (Herben et al., 1996). Riziko pouZiti topotekanu ptedstavuje
predevS§im hematologickd toxicita, a to pii myelosupresi nejCastéji zaznamenana
neutropenie, objevuje se vSak 1 trombocytopenie a anémie. Dal§imi vedlejSimi pifiznaky
toxicity topotekanu jsou nauzea, zvraceni, prijem, horecka, inava, mukozitida a reverzibilni
alopecie (Herben et al., 1996, Huber R. M. et al., 2006; Kollmansberger C., 1999, Tubergen
D. G. et al., 1996). Topotekan se pouziva predevSim v lécbé gynekologickych tumort,

karcinomu ovarii a délozniho hrdla a malobuné¢ného plicniho karcinomu (Kollmansberger
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C. 1999). Topotekan ma své misto i v 1é¢ebnych rezimech pediatrickych solidnich tumori

zejména neuroblastomu (Tubergen D. G. et al., 1996) ¢i v 1é¢bé leukémie (Potter S. L. 2011).

Prvni zminky o aplikaci topotekanu v 1écbé retinoblastomu se objevuji kolem roku 2000
v souvislosti s jeho intraven6znim podanim pfi extraokularnim postizeni ¢i pokrocilém
retinoblastomu resistentnim na standardni intraven6zni 1é¢bu (Chantada G. L. et al., 2004,
Sultan L. et al., 2016). Intrathekalni podani se pouziva v 1é¢bé diseminace retinoblastomu do
centralniho nervového systému (Rodriguez A. et al., 2018). V roce 2009 se objevuje jedna z
prvnich studii periokularni aplikace topotekanu u détskych pacient (Chantada et al. 2009).
Topotekan se pouziva v superselektivni intraarteridlni chemoterapii a intravitrealni terapii
Casto v kombinaci s melphalanem. Vin vitro studiich postacily nizké koncentrace
topotekanu (8-13ng/ml) k usmrceni 50% retinoblastomovych bunék bunééné linie Weril ¢i
Y79 pti 15 minutové expozici (Carcaboso A. M. et al., 2007). Pro nas$ experiment jsme

stanovili cilovou koncentraci topotekanu ve sklivei 10 ng/ml.

Obr. 1 Reversibilni hydrolyza laktonového kruhu topotekanu za vzniku karboxylatu

1.5. Hydrogelové implantaty a jejich pouziti v oftalmologii

Hydrogely predstavuji skupinu materidll s Sirokym vyuzitim v medicin€. V oftalmologii se
jedna o Casto uzivané materialy pfedevsim v otdzce feSeni refrak¢nich vad, a to v podobé¢
kontaktnich a nitroo¢nich ¢ocek nebo nové také hydrogelovych implantatt pro korekci

presbyopie (Kirchhof S. et al., 2015; Kopecek J., 2009; Whang W. J. et al., 2016).

Objevuji se studie pouziti hydrogelovych materialti k uzavéru rohovkovych incizi namisto
sutury, napiiklad po implantaci intrastromalnich rohovkovych implantati u pacienta

s keratokonem (Rai R. R. et al., 2016).
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Vlastnosti hydrogelii se vyuziva téz u orbitalnich implantat po enukleaci ¢i k augmentaci

orbity u mikroftalmu (Kim E. L. et al., 2016; Schittkowski M. P., Guthoff R. F. et al., 2006).

Hydrogely maji vysoky potencial jako nosie léCiv, at’ jiz ve formé kontaktni CoCky
uvolnujici 1é¢ivou latku (Kirchhof S. et al., 2015), ¢i intravitredlniho implantatu (Del Amo

E. M., Urtti A., 2008; Lee S. S. et al., 2009).

Dvojvrstevny hydrogelovy nosi¢ na bazi methakrylatl (pouzity v naSem experimentu) se
sklada z vnitini hydrofilni vrstvy poly(2-hydroxyethyl-methakrylatu) (pHEMA) a zevni
hydrofobni vrstvy poly(2-etoxyethyl-methakrylatu) (pEOEMA). Hydrogel pHEMA je
vyuzivan hojné v oftalmologii diky svym vyhodnym vlastnostem (netoxicky,
biokompatibilni, hydrofilni, relativné resistentni k adhesi proteini a bun¢k), nejzndméjsi je
diky pouziti ve vyrobé mékkych kontaktnich ¢ocek, které poprvé publikoval Otto Wichterle
v roce 1960 (Wichterle O., Lim D., 1960). V rovnovazné zbotnalém stavu obsahuje pHEMA
kolem 40% vody (Kopecek J., 2009). Hydrogel pPEOEMA je hydrofobni material, s obsahem
vody v rovnovazné zbotnalém stavu menSim nez 5% a je tedy idealnim kandidatem pro zevni
protektivni vrstvu, kdy i pfi minimalni tloustce je nepropustny pro hydrofilni topotekan a
tvofi dostatecnou bariéru v jeho distribuci do okolni vaskularizované tkané a jeji ochranu
pted cytotoxicitou podavanych chemoterapeutik. Testovani na chorioalantoidni membrané
kutecich zarodkii (CAM assay) prokdzalo dobrou biokompatibilitu obou hydrogelovych
materidli pHEMA 1 pEOEMA. Testovani na bunécné retinoblastomové linii vyloucilo in
vitro cytotoxicitu samotné¢ho hydrogelu pHEMA a naopak potvrdilo in vitro cytotoxicitu
hydrogelu pHEMA sorbovanou chemoterapeutikem topotekanem (Cocarta A. 1. et al,,
2019).
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Hypotéza: Episklerdlné¢ aplikovanym dvojvrstevnym hydrogelovym implantatem se
smérovanym uvoliiovanim cytostatika transsklerdlné¢ do oc¢niho bulbu bude dosazeno
terapeutickych hladin topotekanu v avaskularnim sklivei se soucasnym snizenim

systémovych i lokalnich vedlejSich ucinki cytostatika na organismus.
Cile disertacni prace:

1. Sledovat koncentrace topotekanu ve sklivci a plazmé po transsklerdlni aplikaci

dvojvrstevnym hydrogelovym implantatem na modelu krali¢iho oka.

2. Stanovit faktory ovliviiujici transskleralni pfechod chemoterapeutika uvolnéného
z dvojvrstevného hydrogelového nosi¢e do intravitredlniho prostoru na modelu krali¢iho

oka.

3. Zhodnotit lokalni vedlej$i ucinky dvojvrstevného hydrogelového nosi¢e na modelu

krali¢iho oka.

4. Zhodnotit klinickou pouZitelnost nového zplsobu transskleralni aplikace cytostatika

dvojvrstevnym hydrogelovym nosi¢em v 1é€bé retinoblastomu.
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3. METODIKA
3.1. Hydrogelovy implantat
3.1.1. Priprava dvojvrstevného hydrogelového nosice

Pro distribuci topotekanu do o¢niho bulbu prostfednictvim transskleralni difize byly pouzity
dvojvrstevné hydrogelové nosice vyvinuté na Ustavu makromolekularni chemie Akademie
véd Ceské Republiky (AV CR). Implantat ve tvaru ¢oéky je slozen z vnitini hydrofilni
poly(2-hydroxyethylmethakrylatové) (pHEMA) vrstvy piiléhajici k o¢nimu bulbu
(rezervoar chemoterapeutika, v piipadé této prace topotekanu) a vnéjsi hydrofobni kryci
poly(2-ethoxyethylmethakrylatové) (pEOEMA) vrstvy, nepropustné pro topotekan
(protektivni vrstva okolni vaskularizované tkan¢€) (obr. 2, Hobzova R. et al., 2021). Ob¢
casti byly pfipravovany separatné. Hydrogely byly vyrobeny radikdlovou tepelné
iniciovanou polymerizaci smési monomeru 2-hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) nebo 2-
ethoxyethylmethakrylatu (EOEMA), sitovadla ethylenglykol dimethakrylatu (EDMA)
(0,5wt% vzhledem k monomeru) a inicidtoru 2,2"azobis(2-methylpropionitrilu) (AIBN)
(0,5wt% vzhledem k monomeru a sitovadlu) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika).
Polymerizace probihala ve formach, které byly vyrobeny z polypropylenovych tyci (Titan-
Multiplast, Smrzovka, Ceské republika) do tvaru a rozmérti pro hydrogelové implantaty
tvaru ¢ocky odpovidajici zakfiveni krali¢iho bulbu. Predpokladany primér krali¢iho bulbu
byl 12 mm. Vnitini ¢ast z pHEMA byla designovana tak, aby ptesné kopirovala sténu bulbu,
vnitini konkdvni strana ptiléhajici tésn¢ ke skléfe méla polomér 6,25 mm a zevni konvexni
strana polomér 5,35 mm s ohniskovym bodem posunutym o 2,2 mm pro ziskani tvaru ¢oc¢ky
implantatu se stfedni tloustkou 1,3 mm. Zevni pEOEMA ¢ast s tlouStkou 0,8 mm byla
designovéna tak, aby kompletn¢ piekryvala pHEMA ¢ast (obr. 3). Po polymerizaci byly
implantaty dikladné promyvany k odstranéni vSech nizkomolekularnich, potencidlné
toxickych residui, pHEMA byla promyvéana 10 dni v demineralizované vodé, pEOEMA v
soxletu v methanolu. Uginnost protokolu vymyvani byla ovéfena jednak in vitro na
bunécnych liniich, dale pomoci CAM experimentu na kutecich embryich. Omyté implantaty
v rovhovazn¢ botnavém stavu byly sterilizovany v parnim sterilizatoru pii 120°C po dobu

30 min.
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Hydrofobni vrstva
Hydrofilni vrstva

Sklivec

Retinoblastom

Obr. 2 Dvojvrstevny hydrogelovy implantat, model oka

Obr. 3 Oddélené ¢asti hydrogelového nosic¢e hydrofobni pEOEMA a hydrofilni pHEMA

3.1.2. Loading topotekanu a priprava pred implantaci

Vnitini hydrofilni pHEMA ¢éast implantatu byla loadovana topotekanem (topotecan
hydrochloride, Sigma Aldrich, Praha, Ceskd republika) vlozenim pHEMA &asti
v rovnovazné botnavém stavu do 3 ml roztoku TPT o koncentraci 2 nebo 4 mg/ml TPT.
Sorpce probihala pii 4°C v temnu po dobu 24 hod. Po probéhlych 24 hod byly pHEMA
¢asti z roztoku vyjmuty a tiikrat po sobé omyvany proudem sterilni vody pro injektione
(100 ml) po dobu 5 s, k odstranéni zbytkli roztoku TPT z povrchu implantatu. Nasledné byla
pHEMA ¢ast volné vlozena do sterilni pPEOEMA ¢asti (obr. 4). Pripraveny implantat byl
bezprosttedné aplikovan na povrch krali¢iho bulbu. U poslednich sérii kralikti byly k sobé
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ob¢ Casti implantatu slepeny tkanovym lepidlem (Liquiband Optima, Advanced Medical
Solutions Group plc company, Windsford, Velka Britanie).

Obr. 4 Dvojvrstevny hydrogelovy nosi¢ bezprostiedné pred implantaci, PLAN ¢ast pHEMA

neni sorbovana TPT
3.2. In vivo experiment
3.2.1. Laboratorni zvirata

Veskeré in vivo experimenty probihaly na modelech Novozélandského bilého kralika
muzského pohlavi SPF (specified-pathogen-free) kvality (Velaz, Praha, Ceské republika)
v souladu s vyhlaskou & 419/2012 Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky. Projekt
pokusti byl schvalen Resortni odbornou komisi pro schvalovani pokust Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy a Odbornou komisi pro zajistovani dobrych zivotnich
podminek pokusnych zvitat 2. LF UK. Kralici byli dodani ve véku 7 tydnl a chovani za
standardnich laboratornich podminek (stabilni teplota v mistnosti 21°C a vlhkost vzduchu
v rozmezi 35 — 45 %) po celou dobu experimentu. Pokusiim piedchézela nejméné 7 denni
aklimatizace zvifat, v den zahajeni in vivo experimenta kralici vazili 1,56-2,19 kg. Veskeré
zékroky probihaly po uvedeni do celkové anestezie disociativniho typu intramuskuldrni
injekci smési ketaminu hydrochloridu v ddvee 50 mg/kg (Narkamon 100 mg/ml a.u.v. inj,
Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceské republika) a xylazinu hydrochloridu v davce 5 mg/kg
(Rometar 20 mg/ml a.u.v. inj., Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceska republika). V ptipadé
nutnosti prodlouzeni celkové anestézie byla podavana polovi¢ni davka po 60 minutach. Pred
kazdou aplikaci hydrogelového nosi¢e ¢i odbérem sklivce byl povrch oka znecitlivén

lokdlnim anestetikem oxybuprocain (Benoxi 0,4% oph. gtt. sol., Unimed Pharma,
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Bratislava, Slovensko). Spojivkovy vak byl desinfikovan 3 ml 1% roztoku jod povidonu

(Betadine 10%, EGIS Pharmaceuticals, Budapest’, Mad’arsko).
3.2.2. Technika aplikace hydrogelového nosice

U vSech kralikd byl zméten pifed aplikaci hydrogelového nosice primér bulbu, metodou A
scanu oc¢ni ultrasonografie. Hydrogelovy nosi¢ jsme aplikovali vzdy na oko pravé.
V superotemporalnim kvadrantu byla provedena incize a preparace spojivky a podspojivky
a nasledné byl pfilozen dvojvrstevny hydrogelovy implantat pHEMA ¢ésti na skléru, ke
které byl nosi¢ fixovan dvémi vstiebatelnymi stehy Vicryl 6/0. Implantat byl umistén asi
1,0-1,5 mm od limbu. Nakonec byl implantat kompletné kryt spojivkou a byla provedena
sutura nékolika vstfebatelnymi stehy Vicryl 6/0 (obr. 5). Do spojivkového vaku byla
aplikovana antibiotickd mast kombinace bacitracinu a neomycinu (Ophthalmo-Framykoin

5gung, Zentiva, k.s., Praha, Ceské republika), bulbus byl kryt sterilnim krytim.

Fixace implantatu episkleralné stehy
Implantace nosice episkleralné Vicryl 6.0

e ‘:-4? / “_. 9 W’ ‘ .-'7"

Bulbus s implantatem fixovanym Piekryti spojivkou a jeji sutura Vicryl
6.0

episleralné pred piekrytim spojivkou

zluté zbarveni nosice zptisobeno topotekanem

Obr. 5 Technika implantace hydrogelového nosice
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3.2.3. Technika odbéru vzorki sklivce a plazmy

Veskeré odbéry probihaly po predchozi celkové a lokalni anestézii a vyplachu spojivkového
vaku desinfek¢nim roztokem viz. 3.2.1., misto odbéru vendzni krve bylo oSetfeno
Carbethopendecin bromidem (Septonex 8,3 mg/ml kozni sprej, Teva Pharmaceuticals CR,
s.r.0, Praha, Ceska republika). K odbéru sklivce byla pouzita jehla 25G, aspirace 100-200 pl
sklivee byla provedena ve vzdalenosti cca 3 mm od limbu v inferonasalnim kvadrantu,
protilehlé strany, neZ byl aplikovan hydrogelovy nosi¢. Sklivec byl odebran v casovych
intervalech 2, 8, 24, 48 hod a po 7 a 14 dnech od pfilozeni hydrogelového nosice na skléru.
Z kontrolnich levych bulbii byl sklivec odebran ze superotemporalniho kvadrantu po 8 hod
od pfilozeni hydrogelového nosice na skléru oka pravého. Vzorky 100-200 pl vendzni krve
byly ziskdny z aurikularni vény po 0,5, 1, 2, 8, 24 a 48 hod a po 7 a 14 dnech od aplikace
hydrogelového implantatu. Sklivec byl bezprostiedné zmraZzen v tekutém dusiku a uchovan
pti teploté -80°C. Krev byla odebirdna do zkumavek s heparinatem lithnym (VACUETTE
Zkumavka 3ml LH, Dialab spol. s.r.o., Praha, Ceska republika). Bezprostiedné po odbéru
byly vzorky krve centrifugovany po dobu 10 min pti rychlosti 1000x g a teploté 4°C (Z326K,
Hemle Labortechnik, Wehingen, Némecko) a ziskand plazma byla ihned zmrazena
v tekutém dusiku a uchovéna k analytickému zpracovani pii -80°C. U 6 kralikl (ze skupiny
2 mg/ml) byl post mortem aplikovan implantat s 2 mg/ml TPT v roztoku na levy bulbus
v superotemporalnim kvadrantu a sklivec odebran po 2, 8 a 24 hod a zpracovan dle vyse

uvedeného popisu.

3.2.4. Rozdéleni laboratornich zvirat do skupin dle koncentrace topotekanu v

hydrogelovém nosici

Do studie bylo zatazeno celkem 35 kraliki. Hydrogelovy nosi€ byl aplikovan vzdy na pravy
bulbus, levy bulbus slouzil jako kontrolni. Dvéma kralikim byl implantovan Ccisty
dvojvrstevny hydrogelovy implantat bez sorbovaného TPT (skupina PLAN). Skupin¢ 9
kraliki byl aplikovan dvojvrstevny hydrogelovy implantat s vnitini vrstvou pHEMA
sorbovanou roztokem 2 mg/ml TPT (skupina 2 mg/ml). Na levy bulbus byl 6 kralikiim
z této skupiny post mortem aplikovan dvojvrstevny hydrogelovy implantat téZ s koncentraci
TPT 2 mg/ml v roztoku (skupina post mortem). Dalsi skupin¢ 9 kralik byl implantovan
dvojvrstevny hydrogelovy implantat s vnitini vrstvou pHEMA sorbovanou roztokem 4
mg/ml TPT v roztoku (skupina 4 mg/ml). Ctvrté skupiné 9 kralikd byla 14 dni pred

implantaci provedena v hornim temporalnim kvadrantu transkonjunktivalni kryoterapie 5-6
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body po dobu 10-13 s (Erbokryo AE, Erbe Elektromedizin GmbH, Tiibingen, Némecko)
(obr. 6). 2 tydny po kryoterapii byl v misté chorioretindlni atrofie aplikovan dvojvrstevny
hydrogelovy nosi€ s vnitini vrstvou pHEMA sorbovanou 2 mg/ml TPT v roztoku (skupina
2 mg/ml kryo). Skupin¢ o poctu 6 kralikii byla implantovéana jen vnitini vrstva pHEMA
sorbovana 4 mg/ml TPT v roztoku bez protektivni povrchové pEOEMA vrstvy (skupina
HEMA 4 mg/ml). Pfehledné rozdéleni kralika do skupin je uvedeno v tab. 3.

Obr. 6 Transkonjunktivalni kryoterapie

Tab. 3 Rozdéleni laboratornich zvitat do skupin

Koncentrace
Nazev skupiny Pocet kraliki TPT v roztoku Specifikace skupiny Oko
[mg/ml]
PLAN 2 - implantat bez TPT OP
2 mg/ml 9 2 0]
POST .
MORTEM 6 2 implantace post mortem OL
4 mg/ml 9 4 opP
2 tydny pfed implantaci
2 mg/ml kryo 9 2 transkonjunktivalni opP
kryoterapie
implantace jen pHEMA
HEMA 4 mg/ml 6 4 ¢asti bez vnéjsi 0]
pEOEMA
Celkem 35

OP= oko pravé; OL= oko levé
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3.3. Stanoveni koncentrace topotekanu

Koncentrace celkového TPT (suma karboxylatové a laktonové formy) ve sklivei 1 plazmé
byla stanovena metodou vysokou¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS). Rozmrazené vzorky sklivce byly ve zkumavce
smichany s 5 pl vnitiniho standardu (IS) oznaceného IS2 (koncentrace 250 ng/ml), plazmy
se 150 pl vnitiniho standardu oznaceného IS1 (koncentrace 100 ng/ml). Po 5 min byl roztok
centrifugovan pii 4°C na 4000 rpm po dobu 10 min. Supernatant byl piesunut do
mikrozkumavek, uzavien a umistén do chlazeného stojanu autosampleru. Koncentrace
topotekanu byla stanovena metodou HPLC-MS/MS za pouziti systému Agilent technologies
1290 Infinity II, v€etn¢ autosampleru, bindrni analytické pumpy a termostatu pro kolonu.
Separace vzorku probihala na koloné s reverzni fazi SB-CS, 1,8 um, 2,1 x 100 mm (Agilent
technologies). Autosampler byl chlazen na 4°C, teplota kolony byla nastavena na 35°C.
Chromatografické separace bylo dosazeno pouzitim linedrniho gradientu voda/metanol (5 az
100% metanol) v pfitomnosti 0,1% kyseliny mravenci pii pratoku 0,4 ml/min. Podminky
detekce hmotnostni spektrometrii byly nasledujici: MS detektor s 6470 Triple Quad (Agilent
technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA), iontovy zdroj AJS ESI (Agilent Jet Stream
s elektrosprejovou ionizaci) pracoval v rezimu pozitivnich iontd, typ skenovani vyuzival
monitorovani vice reakci, teplota plynu byla 250°C, priitok plynu 8 I/min, rozprasovac 45
psi, teplota plynového plasté¢ 350°C a pratok plynu 11 I/min. Tato metoda neumoznila

rozliSeni laktonové a karboxylatové formy.
3.4. Histologické vySetieni

Na konci experimentu bylo vSech 35 kralikli usmrceno piekro¢enim davky celkovych
anestetik. Krali¢i bulby i sretrobulbarni tkdni byly enukleovany a fixovany v 4 %
formaldehydu. Byl proveden sagitalni fez bulbu a vzorky byly dehydrovany vzestupnou
fadou etanolu, projasnény xylenem a zality parafinem. Rezy o tloust'ce 3 pm byly obarveny
hematoxylinem a eosinem a vySetfeny zkuSenym histologem na svételném mikroskopu
Olympus BX43 (Olympus, Tokyo, Japonsko), zdokumentovany kamerou DFK 33UX250
(Imaging Source, Bremen, Némecko) a snimky zpracovany softwarem NIS Elements AR

5.20.01 (Laboratory Imaging, Praha, Ceska republika).
3.5. Zhodnoceni vedlejSich uc¢inki

Vsechna laboratorni zvifata byla pravidelné vazena, byl sledovan ubytek vahy, zmény

chovani kralika. Vzdy ptfed odbéry vzorkli v celkové anestezii byla u kazdého zvitete
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vySetfena periokularni oblast, pfedni segment oka, fundus a provedena fotodokumentace.
Vysetfeni fundu bylo provedeno v arteficialni mydridze ocnimi kapkami s tropicamidem
(Mydriacil 1% oph.gtt., Alcon Eye Care UK Limited, Surrey, United Kingdom). Hodnocen
byl stav ptekryti hydrogelového implantatu spojivkou ¢i jeho dislokace. Anatomické zmény
jsme porovnavali s fyziologickym o¢nim nélezem Novozélandského bilého kralika (obr. 7).
Vyraznou odliSnosti oproti lidskému oku je u kraliciho bulbu ptitomnost tietiho vicka, které
nachazime nasaln¢. Sledujeme spojivkovou injekci s maximem perilimbaln€. Rohovka je
hladka, leskla, transparenti a vrstva epitelu je tenci nez u lidské rohovky. Piedni komora je
mel¢i. Zornice je lehce vertikalné ovalna, v Siroké arteficialni mydriaze kruhovita. U bilych
kralikt je abscence stromalnich melanocytd duhovky a nepigmentovany epitel duhovky.
Cocka je bikonvexni, transparentni, avaskularni, ale ve srovnani s lidskou ¢o¢kou v poméru
k oku vétsi. Horizontaln€ ovalny ter¢ s hlubokou exkavaci se nachdzi v horni nasalni casti
fundu. Choroidadlni cévy jsou vyrazné viditelné vzhledem k nedostatku pigmentu

v retindlnim pigmentovém epitelu sitnice (Peiffer R. L. Jr. et al., 1994).

L

Obr. 7 Fyziologicky nalez na prednim segmentu o¢nim Novozélandského bilého kralika
3.6. Statistické zpracovani vzorki

Hodnoty namétfenych koncentraci TPT ve sklivei byly normalizovany na objem bulbu,
hodnoty koncentrace TPT v plazmé na hmotnost laboratorniho zvitete. Hodnoty TPT pod
limitem kvantifikace (<0,5ng/ml) byly do analyzy zapocitany jako hodnoty nulové. Plocha
pod kiivkou koncentrace TPT v ¢ase od nuly do nekonec¢na (AUCy.x) byla vypocitana jako
AUC.1ast (az do posledni méfitelné koncentrace) + AUCast-0 (0dhad od posledni koncentrace
méfeni do nekonecna). AUCoy..ast byla poté vypoctena trapezoidalni metodou, zatimco

extrapolace AUC od posledni méfitelné koncentrace do nekonecna byla vypoctena jako
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AUC ast-0 = Crast/Ke, kde Ciast je pozorovana kvantifikovatelna koncentrace a Ke je rychlostni
konstanta eliminace. K. byla vypocitana jako smérnice semilogaritmického profilu
koncentrace-Cas pomoci linedrnich regresnich modeld. Pro tento ucel byly pouzity pouze
posledni tfi kvantifikovatelné koncentrace. Popisné farmakokinetické parametry byly
uvedeny jako median (interkvartilni rozmezi, IQR) nebo primér + standardni chyba priméru
(SEM). Potencialni rozdil mezi skupinami 2mg/ml a 2mg/ml kryo a taktéz mezi skupinami
4 mg/ml versus HEMA 4 mg/ml byl vypocten pomoci Mann-Whitneyho testu. Pro srovnani
detekovatelné hladiny TPT ve sklivci do 48 hod od pfilozeni implantatu mezi skupinami 2
mg/ml versus 2 mg/ml kryo a 4 mg/ml versus HEMA 4 mg/ml byl pouzit Fishertiv exaktni
test. Hodnota statistické vyznamnosti byla povazovéana za vyznamnou pii p < 0,05. VSechny
statistické analyzy byly provedeny pomoci GraphPad Prism verze 8.2.1 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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4. VYSLEDKY

4. 1. Priméry krali¢ich bulbt

V nasledujici tabulce jsou uvedeny pruméry bulbii kraliki zméfené pred zahdjenim

implantace hydrogelového nosice, které byly vyuzity ve farmakokinetické analyze (tab 4).

Tab. 4 Pruméry bulbii mérené pied implantaci hydrogelového nosice

2 mg/m 4mg/ml 2 mg/ml HEMA POST
kryo 4mg/ml MORTEM

11,90 10,06 12,80 10,97 12,06
12,43 9,99 12,40 11,65 12,08
12,24 10,97 12,30 11,90 12,37
12,12 9,36 12,06 11,81 12,59
12,03 9,67 12,34 11,75 12,24
12,15 11,50 12,00 12,50 12,70
12,77 12,24 12,08
12,31 12,21 12,20
12,34 11,97 12,18

Priméry bulbd v mm
4.2. Hmotnost kralikli a zmény chovani

Béhem prvnich 48 hod od implantace hydrogelového nosice jsme zaznamenali mirny ibytek
télesné hmotnosti kralikii ve vSech skupindch, u Zadného z kralikli nedoSlo k poklesu
hmotnosti o vice nez 10%. V dalSich fazich experimentu byl patrny postupny narist
hmotnosti souvisejici s ristem kralikt (obr. 8). Z naméfenych dat je mozné konstatovat, ze
ubytek hmotnosti kralikii béhem in vivo experimentu nebyl nijak vyznamny. Zmény
v chovani jsme zaznamenali u dvou kralikii ke konci druhého tydne. Jeden krélik ze skupiny
2 mg/ml kryo mél pifechodnou diskoordinaci pohybu piednich koncetin a u jednoho kralika
ze skupiny PLAN jsme béhem vysSetieni pied enukleaci zaznamenali automutilaci,

okusovani prstii jedné zadni koncetiny.
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Obr. 8 Primérné té€lesné hmotnosti kralikii v pribéhu experimentu - ¢as 0 pied aplikaci

tercikl, 2 dny po implantaci, 1 a 2 tydny po implantaci.
4.3. Farmakokinetika topotekanu

4.3.1. Koncentrace topotekanu u skupin kraliki s hydrogelovym nosi¢em sorbovanym
topotekanem aplikovanym episkleralné po dobu 2 tydni (skupina 2 mg/ml, 2 mg/ml

kryo, 4 mg/ml, HEMA 4 mg/ml)

Maximalni koncentrace TPT ve sklivci byla u téchto skupin méfena po 8 hod. Naopak
v plazmé byla nejvyssi koncentrace naméfena po 2 hod od pfiloZzeni hydrogelového nosice
na bulbus. Ve skupinich s pouzitim kompletniho dvojvrstevného implantatu vcetné
protektivni vrstvy pEOEMA byly v kontralaterdlnim kontrolnim levém bulbu hladiny
topotekanu ve sklivei po 8 hod zanedbatelné (0-1,1 ng/ml). U skupiny HEMA 4 mg/ml bez
protektivniho pEOEMA krytu tyto hodnoty zméteny nebyly.

4.3.1.1. Srovnani farmakokinetiky u skupin Kkraliki s hydrogelovym nosi¢em

s kryoterapii a bez kryoterapie (skupiny 2 mg/ml versus 2 mg/ml kryo)

Farmakokinetické hodnoty TPT ve sklivei a plazmé a jejich srovnani u skupin
s hydrogelovym nosi¢em sorbovanym TPT o koncentraci 2 mg/ml v roztoku (sk. 2mg/ml) a
skupiny s predchazejici kryoterapii (sk. 2 mg/ml kryo) jsou shrnuty v nasledujici tabulce a

grafu (tab. 5, obr. 9).
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Tab. 5 Farmakokinetika TPT skupina 2 mg/ml a 2 mg/ml kryo

Farmakokineticky Skupina . p-
parametr 2 mg/ml kryo Skupina 2 mg/ml hodnota
AUCo-0 454.6 281,4 0,0480
' (ng-h/ml) (291,9-1260,0)  (180,0-321,3)
Sklivec Cumax (ng/ml) 20,6 (6,1-63,5) 2,8 (2,2-8,2) 0,0073
Tomax (h) 8 (8-8) 8 (8-8) >0,9999
AUCo-» 50,3 33,8 0,7104
(ng-h/ml) (44,4-70,6) (19,09-91,1)
Plazma Crmax (ng/ml) 6,0(3,2-6,5) 2,2 (1,4-4.8) 0,0210
Tomax (h) 2(1,5-2) 2 (2-2) 0,1125
' AUCo 8,7 (4,7-30,7) 7,9 (4,2-17,6) 0,8763
Sklivec/Plazma Crnax 4.3 (2,3-10,6) 1,4 (0,9-3,1) 0,0549
Data jsou vyjadiena jako median (IQR).
Sklivec Plazma
100' 10
. I ¢ 2 mg/ml kryo - o 2 mg/ml kryo
% 1 -+ 2mg/ml %, N ¢ 2mg/ml
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Obr. 9 Koncentraéni profil topotekanu ve sklivei a v plazmé u skupin 2 mg/ml a 2 mg/ml
kryo

Nejvyssich koncentraci TPT ve sklivci bylo dosazeno u obou skupin v 8 hod od implantace
av plazmé v 2 hod. Detekovatelné hodnoty TPT byly u obou skupin zachyceny az do 48 hod
od implantace nosice. Signifikantn€ vys$ich maximalnich koncentraci (Cmax) topotekanu ve
sklivei bylo dosazeno u skupiny s kryoterapii, s medidnem 20,6 ng/ml, v této skupiné byla
piekroCena nami stanovend terapeuticka hladina TPT 10 ng/ml. U skupiny 2 mg/ml bez
kryoterapie hodnoty Cmax TPT nepiekrocily stanovenou terapeutickou davku TPT, median
Cmax této skupiny byl jen 2,8 ng/ml. Signifikantné vyssi byly i zaznamenané hodnoty AUC,.

« pro sklivec skupiny s kryoterapii, s medidnem 454,6 ng-h/ml oproti skupiné bez
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kryoterapie s medidnem AUCo» 281,4 ng-h/ml. V plazm¢ jsme zaznamenali AUCo. tézZ
vyS$$i pro skupinu s kryoterapii s medidnem 50,3 ng-h/ml, oproti skupin¢ bez kryoterapie
s medianem 33,8 ng-h/ml, nicméné nejednalo se o statisticky vyznamny rozdil. V obou

skupinach byly zaznamenany bezpecné hladiny TPT v plazmé (<10 ng/ml).

4.3.1.2. Srovnani farmakokinetiky u skupin Kkralikii s hydrogelovym nosi¢em
s povrchovou protektivni vrstvou EOEMA a bez ni (skupina 4 mg/ml versus HEMA 4
mg/ml)

Farmakokinetické hodnoty TPT ve sklivci a v plazmé a jejich srovnani u skupin
s hydrogelovym nosi¢em sorbovanym TPT o koncentraci 4 mg/ml v roztoku (sk. 4 mg/ml)
a skupiny, kde byla implantovana jen samotna pHEMA vrstva sorbovana TPT o koncentraci
4 mg/ml v roztoku (sk. HEMA 4 mg/ml) jsou shrnuty v nésledujici tabulce a grafu (tab. 6
aobr. 10).

Tab. 6 Farmakokinetika TPT skupina 4 mg/ml a HEMA 4 mg/ml

Farmakokineticky Skupina Skupina HEMA p-
parametr 4 mg/ml 4 mg/ml hodnota
AUC- 514,5 158,4 0,0336
. (ng-h/ml) (219,2-869,4) (82,4-243,6)
Sklivec Cmax (ng/ml) 42,6 (9,7-943) 10,3 (6,0-21,5)  0,1447
Tmax (h) 8 (2-8) 8 (2-8) >0,9999
AUC - 51,0 163,7 0,0095
(ng-h/ml) (17,2-60,3) (142,3-163,7)
Plazma Crmax (ng/ml) 4,5(3,6-8,5)  229(19,8-26,1)  0,0007
Trax (h) 2 (2-2) 1,5 (0,9-2) 0,2448
. AUC- 17,3 (11,4-60,0) 0,8 (0,5-1,5) 0,0286
Sklivec/Plazma Cinax 4,5(2,2-10,4) 0,4 (0,3-1,0) 0,0027

Data jsou vyjadrena jako median (IQR).
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Obr. 10 Koncentra¢ni profil topotekanu ve sklivci a v plazmé u skupin 4 mg/ml a HEMA 4
mg/ml

U téchto skupin byly ¢asy maximalni koncentrace TPT (Tmax) ve sklivci stanoveny v 8 hod,
v plazmé po 2 hod u skupiny s protektivni vrstvou a 1,5 h u skupiny bez protektivni vrstvy.
Maximalni koncentrace TPT ve sklivci byla vyssi pro skupinu 4 mg/ml s medidnem Crax
42,6 ng/ml, oproti skupiné HEMA 4 mg/ml bez protektivniho krytu s medidnem Cax 10,3
ng/ml, nejednalo se vSak o statisticky vyznamny rozdil. Stanovené terapeutické hladiny TPT
ve sklivei vice nez 10 ng/ml bylo dosazeno u vétSiny kraliki ze skupiny 4 mg/ml
s protektivni pEOEMA vrstvou. AUCo.» ve sklivci bylo signifikantné vyssi pro skupinu 4
mg/ml s kompletnim dvojvrstevnym nosi¢em s medidnem 514,5 ng-h/ml, oproti skupiné
HEMA 4 mg/ml s medidnem 158,4 ng-h/ml. Vyznamny protektivni efekt zevni EOEMA
vrstvy je patrny na hodnotich TPT v plazmé, kde u skupiny HEMA 4 mg/ml v plazmé
ptekrocily hodnotu TPT 10 ng/ml s medidnem Crax 22,9 ng/ml , naopak u skupiny 4mg/ml
nebyla pfekrocena koncentrace TPT v plazmé 10 ng/ml u zddného z kralikd, median Ciax
byl jen 4,5 ng/ml. Hodnoty AUCo.» v plazmé byly téZ signifikantn€ vyssi pro skupinu
HEMA 4mg/ml s medidnem 163,7 ng-h/ml, oproti medianu 51,0 ng-h/ml u skupiny 4 mg/ml.
Jak Chax, tak 1 AUCo.» v plazmé byly signifikantné vyssi pro skupinu HEMA 4 mg/ml
bez zevniho protektivniho pEOEMA krytu.
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4.3.2. Koncentrace topotekanu ve sklivei u skupiny s hydrogelovym nosi¢em
sorbovanym topotekanem aplikovanym episklerialné post mortem (skupina POST

MORTEM 2 mg/ml)

Vzhledem k tomu, Ze nedochazi k fyziologickému dopliiovéni tekutiny ve sklivci, vzorky
sklivce pro stanoveni TPT byly odebrany jen ve tfech casovych usecich. Koncentrace TPT
ve sklivci oka levého (s aplikovanym implantatem) u skupiny POST MORTEM v ¢asech 0,
8 a 24 hod od aplikace implantatu na levy bulbus post mortem jsou zaznamenany
v nasledujicim grafu (obr. 11). Je patrny stoupajici narast koncentraci TPT ve sklivci v Case,
po smrti nedochazi k cirkulaci krve nitroo¢nim krevnim fecistém a k aktivnimu transportu

TPT zoc¢niho bulbu. Neni dopliovana tekutina ve sklivei, dochazi ke kumulaci

chemoterapeutika.
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Obr. 11. Koncentra¢ni profil topotekanu ve sklivci oka levého u skupiny POST MORTEM
2 mg/ml

4.4. Problematika implantace dvojvrstevného hydrogelového nosice

U vSech kralikti byl hydrogelovy implantat Gspé$né implatovan episkleralné¢ v hornim
temporalnim kvadrantu oka pravého. Manipulaci s implantatem usnadnilo slepeni obou
vrstev tkanovym lepidlem. U jednoho kralika byl pfi incizi spojivky tangovan musculus
rectus superior, zpétné fixovan ke skléte stehy Vicryl 6/0. Pfi tvofeni dostatecného
podspojivkového prostoru pro implantaci hydrogelového nosice, byla u vétSiny piipadii

narusena vortikdzni véna, prechodné krvaceni bylo zastaveno kompresi. U jednoho z kraliki
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doslo velmi suspektné k perforaci skléry béhem episkleralni fixace implantatu. Ve dvou
ptipadech u skupiny 4 mg/ml bylo nutné perioperac¢né upravit velikost EOEMA povrchové
vrstvy, aby nepfesahovala limbus rohovky. Ve vSech ptipadech byly implantaty nasledné

piekryty spojivkou.
4.5. Anatomické a histopatologické zmény po aplikaci hydrogelového nosice
4.5.1. Anatomické zmény po aplikaci hydrogelového nosice

U vSech kralikii byla béhem prvnich kontrol v ramci odbért do 8 hod od implantace patrna
pretrvavajici ekchymodza a pfiméteny sterilni pooperacni zanét projevujici se hyperémii a

chemosou spojivky (obr. 12).

Obr. 12 Nalez po implantaci hydrogelového nosice, sk. 2 mg/ml kryo

Po 24 hod jsme v klinickém nalezu pozorovali téZ standardni poopera¢ni nalez, hyperémii a
hemoragie spojivky. U jednoho kralika ze skupiny 2 mg/ml kryo vSak byla spojivka bleda,

avaskularni ve vSech kvadrantech, coz ptetrvavalo i po 48 hod.

Béhem vysetieni po 48 hod od implantace jsme zaznamenali vyraznéj$i zmény na spojivce
1 rohovce ve skupiné HEMA 4 mg/ml bez povrchového krytu pEOEMA. Zde jsme sledovali
zaSednuti rohovky (n=2) a nekrézu spojivky nad teréikem (n=2). U této skupiny, jako jediné,
se objevily i otoky vicek (n=2) a hnisava sangvinolentni sekrece (n=1). Avaskularni bélavou
spojivku nad ter¢ikem jsme sledovali u jednoho kralika ze skupiny 2 mg/ml a 2 mg/ml kryo.

Jeden z kralikt skupiny 4 mg/ml m¢l parcidlni kataraktu a hemoftalmus.

Jeden tyden po aplikaci nosice se pti kontrolnich vySetienich v celkové anestesii mezi
nezadoucimi G¢inky na piednim segmentu oka nejcastéji objevovaly periferni patologické

vaskularizace a zaSednuti rohovky. Ve vSech skupinach jsme zaznamenali incipientni
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obnazeni implantatu, kdy jsme defekt spojivky nad implantatem popsali celkem u 9 kralika
(PLAN n=1, 2 mg/kryo n=2, 2 mg/ml n=1, 4 mg/ml n=2, HEMA 4 mg/ml n=3). U jednoho
kralika ze skupiny 2 mg/ml kryo bylo nutné provést resuturu spojivky nad zcela odhalenym
implantatem, u jednoho kralika z této skupiny byl implantat kompletné dislokovan na
rohovku a byl odstranén. Resutura rozvolnéné spojivky nad implantatem byla nutné téz u
jednoho krélika ze skupiny 2 mg/ml. Vyrazny néalez na pfednim segmentu byl zaznamenéan
u skupiny HEMA 4 mg/ml, kde dominovala nekrdza spojivky nad terc¢ikem (n=4), chemosa
nad terc¢ikem (n=1), defekty spojivky odhalujici implantat (n=3) a rohovka vykazovala vyssi

stupné zasednuti (n=5). Klinicky nalez na pfednim segmentu véetn¢ gradingu shrnuje tab. 7.

Tab. 7 Klinicky nalez na pfednim segmentu 7 dni po aplikaci nosice

2 mg/ml HEMA
PLAN 2 mg/ml kryo 4 mg/ml 4 mg/ml
Nekroza spojivky - - 1 (11%) - 4 (67%)

ZaSednuti rohovky

Stupen 1 1 (50%) 1 (11%) - 1(11%) 2 (33%)
Stupeni 2 - - 1 (11%) 4 (44%) 1 (16%)
Stupen 3 - - 1 (11%) - 2 (33%)
Stupen 4 - - - - -
Vaskularizace
rohovky v hornich ) 1 (11%) ) 5 (55%) 4 (67%)

kvadrantech <2mm
pres limbus

Defekt spojivky

kryjici implantat
Stupen 1 - - - 1 (11%) -
Stupeii 2 1 (50%) 1(11%) 1(11%) 1(11%) 3 (50%)
Stupen 3 - - 1 (11%) - -

Implantat kompletné
dislokovany na - - 1 (11%) - -
povrchu rohovky

ZaSednuti rohovky: stupenn 1 fokalni zaSednuti, detaily duhovky neruSeny; 2 difuzni zaSednuti, detaily
duhovky neruseny; 3 nejsou patrné detaily duhovky, zornice diferencovatelna; 4 nejsou patrné detaily duhovky,
zornice slabé diferencovatelna. Defekt spojivky kryjici implantat: stupeni 1 defekt <2 mm; 2 defekt > 2 mm;
3 implantat neni piekryt spojivkou.

Dva tydny po implantaci, pii vySetfeni pted enukleaci, opet dominovaly zmény na prednim
segmentu, vaskularizace a zaSednuti rohovky rtizného stupné (tab. 7). Zaznamenali jsme

vSak 1 zcela klidny, intaktni pfedni segment (obr. 14). V pfipadech, kdy dislokovany
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implantat ptekryval celou rohovku (n=11), nebyly po jeho sejmuti patrné zadné vyrazngjsi
zmény na rohovce, rohovka byla hladka, leskld, transparentni, v nékolika ptipadech zcela
bez patologické vaskularizace a pokud byla patrnd vaskularizace pfi limbu, tak jen
minimalni, dokonce mensi nez u kralikd s implantatem in situ (obr. 13). U skupiny bez
pEOEMA krytu byl vyrazny nalez na ptrednim segmentu, nekrdza spojivky (n=5), hyperémie
s chemosou spojivky (n=3) a zaSednuti rohovky (n=3) (obr. 14). U dvou kralikli skupiny 4
mg/ml byla diagnostikovéana katarakta. Ve skupiné 2 mg/ml kryo jsme pfi vySetfeni fundu
diagnostikovali amoci sitnice (n=1) a 1 kralik ze skupiny 2 mg/ml mél nejen hemoftalmus,
ale 1 mirné preretinalni krvaceni (n=1). Nejcast&jsi patologické nalezy véetné gradingu jsme

shrnuli v tab. 8.

Obr. 13 Klidny nalez na ptrednim segmentu ptfed enukleaci po preparaci spojivky nad

hydrogelovym nosic¢em sk. 4 mg/ml
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Tab. 8 Klinicky nélez 14 dni po aplikaci nosice

PLAN

2 mg/ml

2 mg/ml
kryo

4 mg/ml

HEMA
4 mg/ml

Nekroza spojivky

5 (83%)

ZaSednuti rohovky

Stupen 1
Stupen 2
Stupen 3
Stupen 4

2 (22%)

2 (22%)

2 (22%)

1(16%)
2 (22%)
1 (16%)

Vaskularizace rohovky
v hornich kvadrantech

Stupen 1
Stupen 2
Stupen 3

2 (22%)
3 (33%)

1 (11%)
4 (44%)

1 (11%)
5(55%)
1 (11%)

2 (33%)

Defekt spojivky kryjici
implantat
Stupen 1
Stupen 2
Stupeii 3

2 (22%)

2 (22%)

1 (11%)
1 (11%)

2 (33%)
1(16%)

Implantat kompletné
dislokovany na
povrchu rohovky

1 (50%)

4 (44%)

5 (55%)

1 (16%)

Krvaceni do sklivce
Stuperi 1
Stupeni 2
Stupeni 3

1
1(11%)
2 (22%)

2 (22%)

1(11%)
1(11%)

ZaSednuti rohovky: stupen 1 fokalni zaSednuti, detaily duhovky neruSeny; 2 difuzni zaSednuti, detaily
duhovky neruSeny; 3 nejsou patrné detaily duhovky, zornice diferencovatelnd; 4 nejsou patrné detaily duhovky,
zornice slabé diferencovatelna. Vaskularizace rohovky v hornich kvadrantech: stupei 1 periferni
vaskularizace < 2 mm pies limbus; 2 periferni vaskularizace > 2 mm; 3 vaskularizace az k centru rohovky.
Defekt spojivky kryjici implantat: stupen 1 defekt < 2 mm; 2 defekt > 2 mm; 3 implantat neni piekryt
spojivkou. Krvaceni do sklivce: stupeii 1 nerusi detaily vysetfeni fundu; 2 rusi piehlednost nejméné 2

kvadrantt fundu; 3 neni patrné ani papila zrakového nervu.
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Dislokovany implantat na Po odklopeni implantatu z rohovky,
rohovce sk.2mg/ml kryo rohovka s periferni vaskularizaci

R {0

» =

Nekroéza spojivky u skupiny
HEMA 4mg/ml

Obr. 14 Patologické nalezy na pfednim segmentu 2 tydny po implantaci nosice
4.5.2. Histopatologické zmény po aplikaci hydrogelového nosice

Histopatologické vySetfeni ve skupiné PLAN prokézalo edematdzni spojivku se zanétlivou
infiltraci u obou kralikti, byla u nich sledovana také periferni vaskularizace rohovky. U
jednoho kralika bylo patrné prokrvaceni fasnatého télesa, pravdépodobné jako dusledek

mechanické traumatizace pii odbéru sklivce. Dalsi ¢asti oka byly intaktni.

V histopatologickém vySetfeni skupiny 2mg/ml byla spojivka edematéozni (n=9),
v nékterych piipadech se zanétlivym infiltratem (n=2). V jednom ptipad¢ byla patrna
vaskularizace okraje rohovky pfi limbu. Jinak byly rohovka, fasnaté t€leso, duhovka, sitnice,

choroidea a skléra beze zmén.

Ve skupiné 4mg/ml byla také spojivka edematdzni, nékdy se zanétlivym infiltratem
s ptevahou lymfocyti nebo granulocytl. Byla prokdzana normdlni stavba stény bulbu, bez
patologickych zmén v jednotlivych vrstvach, skléra i retina intaktni, bez znamek atrofie

s ojedinélou dilataci choroidalnich cév. Jako dusledek mechanické traumatizace pii
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odbérech sklivce byly u dvou kralikli popsany deformace ¢ocky, pozorovano bylo také

prokrvaceni fasnatého télesa (n=4) nebo organizované zbytky krvaceni do sklivce (n=2).

U skupiny 2mg/ml kryo byla spojivka téz edematdzni se zanétlivych infiltratem s pievahou
lymfocytli nebo granulocytl, které pronikly spolu s drobnymi cévami do okraje rohovky.
V mist¢ kryoterapie byla skléra intaktni. Choroidea byla ztencend, né¢kdy s mensim poctem
cév, ale nikoliv zcela avaskularni. Sitnice byla z&4asti nahrazena vazivovou tkani choroidey,
ktera pronikla narusenym pigmentovych epitelem, na povrchu byla jen tenkd blanka
s n¢kolika bunikami. Na okrajich defektu byl postupny piechod do intaktni stény bulbu (obr.
15). Mimo defekt po kryoterapii byla stavba sitnice i choroidey normalni, nékdy
s dilatovanymi cévami choroidey. Rasnaté téleso bylo edematozni a prokrvacené (n=3),
pravdépodobné jako nésledek opakovanych odbéri sklivee. V jednom piipadé byla také

zfejmé jako nasledek iritace pii odbéru deformovana cocka.

Obr. 15 Prechod defektu po kryoterapii do intaktni stény bulbu u skupiny 2mg/ml kryo

U skupiny HEMA 4mg/ml bez protektivniho krytu EOEMA byly poskozené piedevsim
povrchové vrstvy bulbu, spojivka a rohovka. U vSech kraliki histopatologické vySetteni
prokézalo zanétlive infiltrovanou spojivku, s pfevahou granulocytii, nesouvislym epitelem,
v nékolika piipadech i nekrotickym. Té&z§i postizeni spojivky potvrdilo histopatologické
vysetieni u Ctyt kralikt (obr. 16). U nékolika kraliki byla pti limbu rohovka vaskularizovana
a zanétlive infiltrovana (n=3), u dvou byla vaskularizace temporalné az k centru rohovky a

u jednoho krélika byla rohovka vaskularizovana a infiltrovana v celém rozsahu (obr. 17). U
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kralika po dislokaci implantatu na rohovku byl zaznamenan atroficky ptedni epitel. Rasnaté
téleso, duhovka, cocka, choroidea i skléra byly beze zmén. Vyjimkou bylo prokrvaceni
fasnaté¢ho télesa (n=1) vyvolané jeho mechanickou traumatizaci ptfi odbéru sklivce. U
jednoho krélika byla na nasalni stran€ sitnice zten€ena, zredukované na jednu vrstvu a srostla
s choroideou, v blizkosti se nachazela krevni srazenina ohrani¢ena fibrinovou siti.

Pravdépodobné se jednalo o hojici se 1ézi téz po poranéni pti odbéru sklivce.

Obr. 16 Bulbarni spojivka prostoupend zanétlivym infiltratem s poskozenym povrchovym
epitelem, s hnisavou krustou na povrchu po implantaci HEMA 4mg/ml bez vrstvy
pEOEMA

A

Obr. 17 Vaskularizovana a infiltrovana rohovka, sk. HEMA 4mg/ml

41



Histopatologické vySetieni levych kontrolnich bulbl prokazalo intaktni pfedni segement i
intaktni vrstvy stény bulbu, jeden kontrolni odbér sklivce nalez neovlivnil (obr. 18). U dvou

kralikt byla zaznamenana jen mirn4 dilatace choroidalnich cév.

Obr. 18 Intaktni sténa bulbu u kontrolniho oka levého
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5. DISKUZE
5.1. Priméry kralic¢ich bulbi

Ve vsech skupindch se blizily praméry krali¢ich bulbti hodnoté 12 mm, priméru kterému
byly ve vyrobé pfizplisobeny rozméry dvojvrstevného hydrogelového implantatu. Jen u
skupiny 4 mg/ml polovina o¢i nedosahla ani priméru 11 mm, i kdyz se jednalo o
novozélandské bilé kraliky stejného staii. Tii kralici dokonce méli pramér pravého bulbu
pod 10 mm. Tato skute¢nost miize piedstavovat i diivod, pro¢ musely byt u dvou kraliki
perioperatné EOEMA ¢asti hydrogelového nosice zmenSeny, tak aby nepfesahovaly limbus

rohovky.
5.2. Hmotnost kralikii a zmény chovani

V prvnich 48 hod od implantace hydrogelového nosice byl zaznamenan nevyznamny pokles
hmotnosti u vSech 35 kralikti. V dalSich fazich experimentu dochézelo jiz k pozvolnému
nartistu hmotnosti. Pocate¢ni ubytek hmotnosti nepiikladame toxicité topotekanu. Hodnoty
poklesu hmotnosti byly srovnatelné ve vSech skupinach véetné skupiny HEMA 4mg/ml, u
niZ jako jediné ptesahly hladiny TPT v plazmé 10 ng/ml. Mirny pokles hmotnosti v ivodu
experimentu spojujeme s cetnosti a délkou celkovych anestezii, béhem nichz kralici
nepiijimali potravu. Obdobny mirny ubytek hmotnosti béhem prvnich 48 hod sledoval
kolektiv autoril v rdmci in vivo experimentl zabyvajicich se periokuldrni a intravitredlni
aplikaci karboplatiny kralicimu modelu, pfi kterych probihaly odbéry sklivee a plazmy téz
v ¢etnéjSich intervalech béhem prvnich 24 hod experimentu (Darsova D. et al., 2011).
Skupina kryo 2 mg/ml méla celkové vyssi hmotnosti jiZ od dne implantace, coZ souvisi
s v€kem kralikd, ktefi byli o dva tydny starSi neZ ostatni skupiny, protoZe dva tydny pred

vlastni implantaci hydrogelu jesté podstoupili transkonjunktivalni kryoterapii.

Zmény chovani jsme zaznamenali jen u dvou kralik z 35, u jednoho ze skupiny kryo 2
mg/ml a ze skupiny PLAN. Tuto skute¢nost téz nepfikladame toxicité topotekanu, nebot’
kralik ze skupin PLAN nemél implantat sorbovany TPT a u kralika ze skupiny kryo 2 mg/ml
byly hladiny v plazmé pod 10 ng/ml. SpiSe piredpoklddame negativni lokalni vliv

opakovanych intramuskulérnich injekci anestetik (Vachon P., 1999).
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5.3. Farmakokinetika topotekanu

5.3.1. Koncentrace topotekanu u skupin kraliki s hydrogelovym nosi¢em sorbovanym
topotekanem aplikovanym episkleralné po dobu 2 tydnu (skupina 2 mg/ml, kryo 2
mg/ml, 4 mg/ml, HEMA 4 mg/ml)

V nasSich experimentech jsme dosahli pozadované terapeutické koncentrace TPT ve sklivci
nad 10 ng/ml u skupin 4 mg/ml, HEMA 4 mg/ml a 2 mg/ml kryo s maximem v ¢ase 8 hod
od aplikace hydrogelového nosice, jedin€ u skupiny 2 mg/ml nebyla pozadovana hranice 10
ng/ml prekrocena. Dle publikaci postaci k poklesu Zivotaschopnych bunék retinoblastomu
Weril nebo Y79 na 50% 15 min expozice relativné nizkym koncentracim (8-13 ng/ml)
topotekanu (Carcaboso A. M. et al., 2007), tyto koncentrace byly v naS§em experimentu u

vyse uvedenych skupin dosazeny.

Periokularni aplikace chemoterapeutika byla mnoha studiemi volena jako moZznost dosazeni
vyssich koncentraci chemoterapeutika v zadnim segmentu oka. Volba transskleralniho
prestupu eliminovala restrikci priniku cytostatika vnitini hematoretinalni bariérou, ke které
dochdzi pii systémovém podani (Hughes P. M. et al., 2005). Pfi transsklerdlnim ptestupu
lé¢iva predstavuji hlavni bariéry skléra (Olsen T. W. et al., 1998), choroidalni cévni fecisté
(Lt S. K. et al., 2004) a konjunktivalni cévy lymfatické 1 krevni (Kim H. et al. 2004;
Robinson M. R. et al., 2006). Permeabilita skléry je pro hydrofilni 1éciva s nizkou
molekularni hmotnosti, jako je topotekan, dobré (Cocarta A. 1. et al., 2019).

Carcaboso s kolektivem dosahli po periokularni aplikaci TPT potencialné aktivni
koncentrace ve sklivci pretrvavajici aZ 6 hodin, stejné hladiny vSak méfili 1 u kontrolnich
kontralateralnich o¢i a prokézali, Ze prinik TPT do sklivce po periokularni aplikaci probiha
primarné¢ hematogenni cestou nez pozadovanou transsklerdlni cestou, tuto skute¢nost
podpofil také srovnatelny koncentracni profil a AUC laktonové formy TPT po periokuldrnim
1 intraven6znim podani, ekvivalentni AUC totdlniho TPT v plazmé po periokularnim
podanim s intraven6znim podanim a absence chemoterapeutika v kontrolnim oku u pokust
s kraliky post mortem (Carcaboso A. M. et al., 2007). Pokud by byly pfeneseny tyto
vysledky z kréali¢tho modelu na déti s retinoblastomem, mohly by koncentrace TPT
dosahnout potencialné systémové toxicity a jak bylo vySe uvedeno, pravé myelosuprese
predstavuje davku limitujici toxicitu TPT podavaného intraven6zné ( Carcaboso A. M. et
al., 2007; Tubergen D. G. et al ., 1996). Naopak Laurie s kolektivem srovnal jednorazovou
periokularni aplikaci TPT s nékolikadenni intraven6zni aplikaci, a na zéklad¢ vysledkt

povazuje systémovou toxicitu TPT po periokularni aplikaci za nepravdépodnou (Laurie et
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al., 2005). U vSech kralika, kterym jsme implantovali dvojvrstevny hydrogelovy nosi¢, byly
hladiny TPT v plazm¢ minimdlni, nepiekracujici toxickou hladinu, naopak jen
jednovrstevny nosi¢ bez ochranného krytu u skupiny HEMA 4 mg/ml ptekrocil pozadované
koncentrace TPT v plazmé, obdobné jako v experimentu publikovaném kolektivem
Carcaboso et al. (Carcaboso A. M. et al., 2007). O sniZeni systémové absorpce
chemoterapeutika pfi periokularni aplikaci se pokusily i dalsi védecké skupiny se snahou
docilit postupného uvoliovani cytostatika. Jedna z nich vyuzila karboplatinu ve fibrinovém
koagulu, in vitro experimenty potvrdily vysoké hodnoty ve skléte az 2 tydny od aplikace
(Gorodetsky R. et al., 2005). Dalsi védecka skupina testovala efekt subkonjunktivalné
podané karboplatiny ve fibrinovém koagulu mys$imu modelu retinoblastomu a zaznamenala
ustup nadoru. U vysSich koncentraci se vSak objevila retinalni toxicita a nebyly uvedeny
udaje o hladinach cytostatika v plazmé (Van Quill K. R. et al, 2005). Obdobn¢ se snaZzila
pouzit jind skupina topotekan, ale pozadované koagulum se nevytvofilo ani po spojeni
s fibrinogenem ¢i trombinem (Carcaboso A. M. et al., 2007). Jini se zabyvali tvorbou
specialnich implantati s postupnym uvolfiovanim cytostatika selektivné transskleralni
cestou. Carcaboso s kolektivem zkoumali polymerni implantat obsahujici nizkou (0,3 mg) a
vyssi (2,3 mg) koncentraci TPT. Pro eliminaci vymyvani TPT z o¢niho bulbu byly nékteré
skupiny loadovany také vasokonstriktorem adrenalinem (500ug). Pti nizSich davkach TPT
nedosahli pozadované koncentrace TPT ve sklivei 10 ng/ml, pouziti vasokonstriktoru
znamenalo zvySeni koncentraci TPT ve sklivei, nejvyssi koncentrace pak zaznamenali u
skupin s vy$s$i koncentraci a s pouzitim adrenalinu, kde laktonovd forma TPT dosahla
v priméru 5 ng/ml. Koncentrace laktonové formy TPT v plazmé a kontrolnim oku byly
minimalni nebo nedetekovatelné. Pouziti adrenalinu vedlo k sniZeni absorbce cytostatika

krevnim obéhem (Carcaboso A. M. et al., 2010).

Koncentrace TPT ve sklivei kontrolniho OL u vSech skupin s dvojvrstevnym hydrogelovym
nosi¢em (2mg/ml, kryo 2mg/ml, 4 mg/ml) byly nulové ¢i zanedbatelné. To potvrdilo
protektivni funkci svrchni EOEMA vrstvy a diky tomu minimalizaci priniku TPT do
systétmového ob&hu konjunktivalnimi cévnimi strukturami. Carcabosso s kolektivem
zachytili po periokularni injekeci 1 mg topotekanu stejné vitrealni koncentrace TPT v oc¢ich
1écenych i1 kontrolnich (Carcabosso A. M. et al., 2007). K inhibici clearance konjunktivalni
vaskulaturou nasledné provedli postmortem experiment, ktery potvrdil vyznamné vyssi
hladiny TPT ve sklivci nez in vivo experimenty a zaroven nulové hladiny v kontralateralnim
kontrolnim oku (Carcabosso A. M. et al., 2007). Tyto udaje také potvrzuji dilezitou funkci

konjunktivalnich cév v systémové absorbci chemoterapeutika a diilezitost jejich eliminace
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pfi lokalnim podani 1éCiva, ke které byla v nasem experimentu vyuzita svrchni protektivni
hydrofobni pEOEMA vrstva implantatu. Omezeni priniku TPT do systémového ob&hu
podporil také tésny kontakt dvojvrstevného nosice se sklérou a piimé sméfovani cytostatika
transskleralni cestou. Tésny kontakt byl zajistén tvarem implantatu kopirujicim zaktiveni
bulbu a naslednou episkleralni fixaci suturou. Pontes de Carvalo s kolektivem porovnéval u
krali¢itho modelu hladiny fluoresceinu aplikovaného subkonjunktivalné nebo uvoliiovaného
jen ke skléte z rigidniho episkleralniho nosice. U kralikti ze skupiny po subkonjunktivalni
aplikaci byly hladiny fluoresceinu v plazmé signifikantné vyssi, v oku byly pak
zaznamenany nejvyssi koncentrace v predni komote. Skupiny s implantatem pak rozdélili
na ty snosicem s tésnou episklerdlni fixaci indentaci a skupinu s voln¢ fixovanym
implantatem apozici, u skupiny s indentaci byl zaznamenan peak hladiny fluoresceinu
v sitnici a sklivci, kdezto skupina s apozici vykazovala 2 peaky, a to jeden v sitnici a sklivei
nasledovan dal$im v pfedni komoie (Pontes de Carvalo R. A. et al., 2006). To je v souladu
s nasi teorii, kdy jsme eliminovali systémovou absorbci cytostatika pouzitim povrchové
protektivni pEOEMA vrsty a tésnym kontaktem implantatu se sklérou. Minimalizaci
systémové absorbce konjunktivalnimi cévami povazuje v piipad€é prestupu léCiva
idedlni pro transsklerdlni pfenos IéCiva systém s postupnym uvoliovanim Iéciva
smérovanym ke skléte s prolongovanym kontaktem se sklérou (Geroski D. H., Edelhauser

H.F., 2001).

Musime si polozit také otazku, zda nebyly vitrealni koncentrace TPT ovlivnény Cetnymi
odbéry sklivee. V naSich in vivo experimentech jsme provedli opakované odbéry sklivce u
jednoho bulbu, oproti tomu jini autofi volili vZzdy jeden odbér sklivee na jeden bulbus
vzhledem k moznostem ovlivnéni koncentraci TPT ve sklivci zménami v okularni dynamice
a usnadnéni vstupu TPT do oka porusenim okularni hematoretindlni bariéry (Carcaboso A.
M. 2007). Tento pfistup jsme v naSich experimentech nezvolili z finan¢nich 1 etickych
divodt, eutanazie zvitrete by probéhla po jediném odbéru sklivce a doslo by k vyraznému
narastu spotieby laboratornich zvifat, navic v ptipad¢ pokrocilého retinoblastomu pocitame
jiz s porusenim hematoretindlni bariéry, jak bylo popsano v minulosti u pacientl
s pokrocilym retinoblastomem (Abramson D. H. et al., 1999). K variabilit¢ vysledki mezi
jednotlivymi zvifaty v ramci skupiny mohla piispét, kromé poruSeni hematoretinalni bariéry
cetnymi odbéry, piipadna perforace skléry pti episkleralni fixaci implantatu, rizna tloustka
skléry, rozdily choroidalniho fecisté, ale také misto z kterého byl vzorec sklivce odebran. 1

kdyz jsme pokazdé u o¢i s implantatem odebirali vzorek sklivce z inferonaséalniho pfistupu,
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TPT nemusel byt v ramci sklivce distribuovan homogenn¢ a koncentrace TPT v jednotlivych

mistech se mohla lisit.

Dalsi otazku k zamysleni predstavuje také vyznam rozliSeni laktonové a karboxylatové
formy topotekanu. V nasich experimentech byly stanoveny hladiny celkového topotekanu.
Je otazkou, jaky podil zaujimala aktivni laktonova forma topotekanu, ktera umoziuje pasivni
difazi do bunky a navazani topotekanu na Stépitelny komplex topoizomerazy I s DNA. Pti
fyziologickém pH 7,4 ptevlada neaktivni karboxylova forma (Gokduman K., 2016; Herben
et al., 1996; Kollmansberger C., 1999). A dle studii se hodnoty pH sklivce lidského oka blizi
hodnotam pH ve venoézni krvi, kde se pro pH sklivce uvadéji hodnoty 7,24-7,26 a pro pH
venozni krve 7,39-7,41 (Mieno H. et al., 2018). Studie pH sklivce novozélandského kralika
udéava pH ve sklivci v rozmezi 7,27-7,37 v zavislosti na ¢asti meéfeného sklivee (Lorget F. et
al., 2015). Carcaboso s kolektivem ve svém vyzkumu s episklerdlnim implantatem
s topotekanem na krali¢im modelu rozliSovali i laktonovou formu, a i kdyz totalni topotekan
dosahl koncentrace ve sklivei 10 ng/ml, laktonové forma nepteséhla 5 ng/ml (Carcaboso A.
M., 2010). V rdmci naSich laboratornich moznosti jsme vSak nebyli schopni uvedenou
metodiku méteni reprodukovat. ZlepSeni analytiky topotekanu a rozliseni téchto dvou forem

je Zadoucim v naSich dalSich experimentech.

Krali¢i bulbus mé vyssi choroidalni pritok ve srovnani s primaty (Nork T. M. et al., 2005),
ktery by mohl branit transskleralni penetraci léCiva a vyvolat zkresleni smérem k sytémové
absorbci u krali¢tho modelu, coz by vedlo kriznym distribucim stejného 1éciva
v periokularnich studiich u lidi a kralikli. Rozdil mezi krali¢im a lidskych okem piedstavuje
1 rozsah vaskularizace sitnice, kdy u ¢lovéka je sitnice kompletné vaskularizovand, naopak
u kralika jen ¢aste¢né (Kim H. et al., 2004). Krali¢i bulbus ma oproti lidskému bulbu tenci
skléru, je otazka do jaké miry je usnadnéna oproti lidskému oku transskleralni difuze. A jak
bylo uvedeno jiz vyse, u lidskych o¢i s retinoblastomem je o¢ekavana alterovana okularni
bariéra a jen adekvatni retinoblastomovy model mlze ptiblizit vyuziti ziskanych dat blize
ke klinickému vyuziti.

5.3.2. Srovnani farmakokinetiky u skupin kraliki s hydrogelovym nosi¢em

s kryoterapii a bez kryoterapie (skupiny 2 mg/ml versus 2 mg/ml kryo)

Signifikantné vyssi koncentrace topotekanu ve sklivci presahujici terapeutickou hodnotu 10
ng/ml u skupiny s kryoterapii jasné potvrzuji pozitivni efekt kryoterapie a tim dilezitou roli
choroidalnich cév v transkleralnim piestupu TPT do sklivce. V nesouladu s naSimi vysledky

byl in vivo experiment, ktery zkoumal hladiny triamcinolonu ve sklivei po subtenonské
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injekci a k inhibici clearance 1é¢iva choroidalni cirkulaci pouzil také transkonjunktivalni
kryoterapii se vznikem chorioretialni jizvy. V tomto experimentu hladiny 1é¢iva ve sklivci
nebyly detekovatelné na rozdil od jiné skupiny s inhibici clearance konjunktivalnich cév
bariéru v transsklerdlnim ptenosu, ptevazujici efekt kryoterapie (Robinson M. R. et al.,
2005). V nasem experimentu byly cévni struktury spojivky inhibovany jiz protektivni
pEOEMA vrstvou a sledovali jsme tedy jen inhibici choroidalni cirkulace, kterda vedla
k podstatné lepsimu priniku 1é¢iva do sklivce. Roli choroidélni bariéry ve farmakokinetice
TPT podavaném hydrogelovym episkleralnim nosi¢em povazujeme za podstatnou a jeji

omezeni transkonjunktivalni kryoterapii za efektivni.

U pacienti s pokrocilym retinoblastomem bylo popsano poSkozeni okularni bariéry a
snadngjsi pfechod chemoterapeutika k zadnimu segmentu (Abramson D. H. et al., 1999).
Wilson s kolektivem studovali efekt kryoterapie na vzrist vitrealni hladiny karboplatiny po
jejim systémovém podani. Ve své studii tvrdi, ze provedeni transkonjunktivalni kryoterapie
24 hodin pied intraven6znim podanim karboplatiny vedlo k lep§imu priniku karboplatiny
do sklivce. Akutni retindlni edém a akumulace subretindlni tekutiny po kryoterapii
s poskozenim hematoretinalni bariéry povazuji za mechanismus vedouci ke zvySeni
vitredlnich koncentraci karboplatiny podavané intravenézné (Wilson T. W. et al., 1996).
Pravdépodobné podobny mechanismus zvySeni priniku chemoterapeutika jako byl sledovan
po naruSeni hematoretindlni bariéry kryoterapii pfedpokladaji autofi 1 u pfitomného
aktivniho retinoblastomu (Abramson D. H. et al., 1999). V naSem experimentu jsme pouZili
ke zvySeni koncentraci TPT ve sklivci transskleralni aplikaci zcela jiny efekt kryoterapie nez
Wilson ve své studii pro zvySeni efektivity systémové 1écby, a to vznik chorioretindni jizvy.
Lécbu jsme provadéli az po 2 tydnech od kryoterapie, kdy jiz byly jasné zndmky
chorioretinalni atrofie v misté kryoterapie, ¢imz jsme v misté oSetieni snizili choroidalni

pritok odplavujici chemoterapeutikum po aplikaci transskleralni cestou.

5.3.3. Srovnani farmakokinetiky u skupin kraliki s hydrogelovym nosi¢em
s povrchovou protektivni vrstvou EOEMA a bez ni (skupina 4 mg/ml versus HEMA 4
mg/ml)

Jediné u skupiny bez vnéjSiho pEOEMA krytu jsme naméfili vysoké hladiny TPT v plazmé,
koncentrace byly signifikantné vyssi nez u v§ech dalsich skupin a prekroc¢ily nami stanoveny
limit topotekanu 10 ng/ml. V porovnani se skupinou 4 mg/ml, jsme u skupiny bez protektivni

vrstvy pEOEMA zaznamenali i niz§i maximalni koncentrace topotekanu ve sklivci a
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signifikantné niz§i AUCo.» ve sklivci. Tato skutecnost podporuje vhodnost pouziti vnéjsi
protektivni vrstvyy pEOEMA, branici uniku TPT okolni vaskularizovanou tkani do
systétmového ob¢hu. Jako hlavni prekazku v transkleralnim ptestupu léCiva oznacili
konjunktivalni cévy také Robinson s kolektivem, kteti méfili vyssi hladiny trimacinolonu
ve sklivci po subtenonské injekci u kralikd po inhibici clearance konjunktivalnich cév incizi
spojivkového okénka. Naopak u skupiny, kde provedli jen transklerdlni kryoterapii
nedosahli vyssSich hladin 1éCiva ve sklivci, jako jeden z divodii povazuji praveé pievazujici
clearance 1éCiva konjunktivalnimi cévami (Robinson M. R. et al., 2005). Konjunktivalni
vaskulaturu jako problematickou bariéru v cileném periokularnim podani 1é¢iva uvadéji ve
své praci také dalsi autoii (Kim H. et al., 2004; Pontes de Carvalo R. A. et al., 2006;
Carcabosso A. M. et al., 2007).

5.3.4. Koncentrace topotekanu ve sklivei u skupiny s hydrogelovym nosi¢em
sorbovanym topotekanem aplikovanym episkleralné post mortem (skupina POST

MORTEM 2 mg/ml)

Koncentra¢ni profil TPT ve sklivci u skupiny POST MORTEM 2 mg/ml ukazuje postupny
narist koncentrace TPT s casem az k hodnotam ptesahujicim 1000 ng/ml. Po smrti
nedochazi k cirkulaci krve nitroo€nim krevnim fecistém a k transportu TPT z o¢niho bulbu,
neni dopliiovéana tekutina ve sklivei a nasledné dochéazi ke kumulaci chemoterapeutika.
Carcaboso s kolektivem pouzili postmortem experiment k objasnéni efektu konjunktivalni a
choroidalni cévni bariéry v ptipadé periokularni aplikace TPT. Po periokulérni aplikaci TPT
byly hladiny totalniho TPT ve sklivci osmkrat vyssi u skupiny postmortem nez u pokust in
vivo, v kontrolnim bulbu byly hladiny TPT pod limitem detekce. Sledovani koncentraci
ionti Mn** a MnEDTA? (manganese ethylenediaminetetraacetic acid complex) po
subkonjunktivalnim podani pomoci magnetické rezonance (MRI) a srovnani
farmakokinetiky u novozélandskych kralikli in vivo a post mortem, prokazalo koncentrace
uvedenych latek pod detekovatelnou hranici u skupiny in vivo a oproti tomu signifikantni
pranik latek do bulbu u skupiny postmortem. Tento rozdil naznacuje, Ze vyznamnou bariérou
pro transskleralni transport 1éCiva je clearance krevnimi cévami (Li S. K. et al., 2004).
Obdobné vysledky prokazaly také ex vivo experimenty na enukleovanych bulbech.
Sledovali koncentrace kontrastni latky Gd-DTPA (gadolinium-
diethyltriaminopentaacetylova  kyselina) uvoliované episklerdlnim  implantatem
aplikovanym na ekvéator bulbu kralika in vivo a srovnali je s vysledky koncentraci ve sklivci
po episklerdlni aplikaci implantitu ex vivo (na enukleovaném bulbu). Zobrazeni

magnetickou rezonanci prokédzalo 30x vys$si hodnoty u skupiny ex vivo (Kim H. et al., 2004).
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5.4. Problematika implantace dvojvrstevného hydrogelového nosice

I pfes vétsi rozméry dvojvrstevného hydrogelového implantatu probéhlo umisténi do
superotemporalniho kvadrantu episkleralniho prostoru diky pruznosti materialu nosice bez
komplikaci. Implantace byla snazsi, pokud byly ob¢ vrstvy spojeny tkdnovym lepidlem. Pii
tvofeni prostoru pro implantat je u kralicitho modelu nutna zvySend pozornost pii incizi a
preparaci spojivky v horni oblasti limbu, nebot” inzerce musculus rectus superior se u kraliki
nachazi velice blizko limbu a vznika nebezpeci jeho pieruseni (Peiffer R. L. Jr. et al., 1994).
Musculus rectus superior byl pferusen u jednoho kralika a byl bez komplikaci zpét pfisit
vstfebatelnou suturou Vicryl 6.0. V piipad¢ lidskych pacienti tuto komplikaci
nepiedpoklddame vzhledem k odlisné anatomii. Dalsi problematikou kréli¢itho modelu je
tenci skléra, jejiz tloustka od limbu, kde dosahuje 0,5 mm, postupné k zadnimu po6lu klesa
az na 0,18 mm, pfi hornim ekvatoru je pak tloustka skléry v priméru 0,25 mm a v dolnim
ekvatoru jen 0,2 mm (Peiffer R. L. Jr. et al., 1994). Dle ¢lanku autord Vurgese et al. klesé u
fyziologického lidského bulbu tloustka skléry téZ od limbu (0,50+0,11mm) k ora serrata
(0,43+0,14) a ekvatoru (0,42+0,15mm), nasledn¢ vsak tloustka vzristd mezi zadnim polem
a ekvatorem (0,65+0,15mm) a k zadnimu polu (0, 94+0,18mm) (Vurgese S. et al., 2012). U
krali¢itho modelu tak muaze byt pti episkleralni fixaci hydrogelového nosi€e skléra snadnéji
suturou perforovana, coz jsme s jistotou zaznamenali u jednoho kralika. Tuto komplikaci u

pacientt v klinické praxi nepfedpokladame.

Dle doporuceni autori by mél byt piechod 1é€iva transsklerdlni cestou smérovany v oblasti
ekvatoru, kde je skléra nejtenci (Geroski D. H. et al., 2001, Kim H. et al. 2004). V piipadée
kréali¢itho modelu je vzdalenost ekvatoru od limbu dle studii 3,0-4,0 mm u kralikd ve véku
1-2 mésice (Chang. M. et al., 2013), 5,0-6,0 mm u kralikt s vdhou 2-3 kg (Kim H. et al.,
2004). Episkleralni nosi¢ jsme fixovali asi 1-1,5 mm od limbu u kralikid ve véku 8 tydnl

s vahou 1,56-2,19 kg a pfi praméru hydrogelového nosice jsme doséhli oblasti ekvatoru.

Pti preparaci dostatecné¢ hlubokého episkleralniho prostoru pro implantat mohly byt
naruseny venae vorticosae, krvaceni bylo vzdy zastaveno jemnou kratkodobou kompresi,
bez komplikaci. Studie zabyvajici se poranénim ¢i okluzi venae vorticosae vznikaly jiz v 70.
letech minulého stoleti pfedevSim v souvislosti s kryochirurgickymi technikami oSetfeni
amoce sitnice (Hayreh S. S., Baines J. A. B, 1973; Robertson D. M. et al., 1975). Autofi
popisuji ischémii predniho segmentu oka (Doi N. et al., 1999; Hayreh S. S., Baines J. A. B.,
1973; Robertson D. M. 1975), nékteti i nekrozu piedni uvey (Hayreh S. S., Baines J. A. B.,

1973). Jako dalsi komplikace poruseni ¢i okluze téchto vén je uvadéna choroidélni ablace
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(Doi N. et al., 1999; Kutoglu T. et al., 2005). Mezi moznymi komplikacemi jsou v literatufe
zahrnuty také ocni hypertenze (Doi N. et al., 1999; Hayreh S. S., Baines J. A. B, 1973),
sklivcové zakaly, hemoftalmus, subretinalni hemoragie a tvorba epiretinalni membrany (Doi
N. et al., 1999). Véaznost komplikaci stoupa s poctem poskozenych vén. Experimenty na
kréli¢im a opi¢im modelu zjistily, Ze poSkozeni vice jak dvou venae vorticosae by mohlo
zpusobit vzestup komplikaci a normalni choroidalni cirkulace se snizi na 73% po poskozeni
dvou vortikdznich vén, 49,2% u tii vén a po poSkozeni ¢ty vén poklesne dokonce na
pouhych 4,4% (Hayereh S. S., Baines J. A. B., 1973). Dle studie lidskych bulbli post mortem
se v jednom o¢nim bulbu nachézi celkem 3-8 (pramér 5,3) vv. vorticosae, 2-3 vény v jednom
kvadrantu (Lim. M. C. et al., 1995). Kutoglu et al. pozorovali 4-8 vv. vorticoasae na bulbus,
65% bulbli mé&lo vice jak Ctyfi vény, v jednom kvadrantu se nachazely primérné dvé az tii
vény. Podle Lim et al. poskozeni jedné vény v kvadrantu sdvémi a vice vénami
pravdépodobné zplsobi méné komplikaci, nebot choroidalni cirkulace mulze byt
kompenzovana kolateralni drenazi (Lim. M. C. et al., 1995). Na zaklad¢ naSich vysledki a
implantaci nosice jen vjednom kvadrantu, nepoklddame poranéni v. vorticosa za

vyznaméjsi komplikaci.
5.5. Anatomické a histopatologické zmény po aplikaci hydrogelového nosice

V naSich experimentech jsme nezaznamenali periokularni ¢i orbitalni toxickou reakci u
zadné ze skupin po aplikaci dvojvrstevného hydrogelového nosice. Jen u skupiny bez zevni
protektivni vrstvy pPEOEMA byl patrny transientni periorbitalni edém. Autofi Darsova et al.
sledovali po periokularni aplikaci 2mg TPT kralicimu modelu periorbitdlni edém, s
palpebralni lymfocytarni reakei v histopatologickém obrazu (Darsova D. et al., 2012). Mirny
transientni periorbitalni edém byl popsan po periokularni aplikaci 1mg TPT krali¢cimu
modelu (Carcaboso A. M. et al., 2007) a téz u détskych pacientli po opakované periokularni
aplikaci 0,5 az 2 mg TPT (Chantada G. L. et al., 2009). Po episklerdlni implantaci
polymerniho implantatu s TPT (2,3 mg) a adrenalinem popsali autofi v histopatologickém
nalezu u vSech o¢i zanétlivou reakci (orbitocelulutidu, skleritidu a uveitidu) nejen v oblasti
kontaktu s implantatem, ale téZ v neexponovanych castech (Carcaboso A. M. et al., 2010).
Dle nasich vysledkl nepfepokladame po implantaci dvojvrstevného hydrogelového nosice
s TPT indukci periokularni ¢i orbitalni zanétlivé reakce, jez by mohla vést k naslednému
jizveni orbitalni tkané a plisobit obtize v ptipade nasledné enukleace. U vétSiny laboratornich
zvitat jsme po aplikaci hydrogelového nosice, a to 1 u téch s PLAN nosi¢em bez sorpce
topotekanem, pozorovali transientni hyperémii a chemosu spojivky, kterou jsme ptisuzovali

poopera¢nimu drazdéni nez toxicit¢ topotekanu. Histopatologické vySetieni popsalo
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edematozni spojivku u vSech kralikd, u skupin 2 mg/ml a 4 mg/ml v nékterych ptipadech 1
se zanétlivou infiltraci, u skupin PLAN a 2 mg/ml kryo pak se zanétlivou infiltraci ve vSech
piipadech. Transientni chemosa spojivky jako lokalni vedlejsi tc¢inky periokularné
aplikovaného topotekanu byla popséna i jinymi autory (Darsova D. et al., 2012). Zvlastni
skupinu v naSem experimentu predstavovali kralici skupiny HEMA 4 mg/ml, kde byla také
v histopatologickém vySetieni spojivka edematickd a zanétlive infiltrovana, navic byl vSak
patrny nesouvisly epitel, v pfevazné vétSiné nekroticky. Nekroza spojivky byla v této
skupiné diagnostikovana témeét u vSech oc¢i po aplikaci pHEMA vrstvy bez povrchového
krytu 1 v klinickém ndlezu. Tyto vysledky jasné potvrzuji dilezitou roli svrchni vrstvy

pEOEMA v protekci spojivky a periokuldrnich adnex.

Defekt spojivky odhalujici implantat se objevil az tyden po implantaci, nezavisle na typu
skupiny. Tyden po implantaci tomuto nalezu neptikladame takovy vyznam, nebot’ implantat
v této dobé uvolioval jen minimalni hladiny topotekanu a v ramci klinického pouziti
pfedpokladdme explantaci implantatu do tydne. Defekt spojivky miizeme dat do souvislosti
se zvolenim typu vstfebatelného stehu z polyglactinu Vicryl 6.0, u kterého s postupem casu
klesa pevnost a podle udajii vyrobce dochazi k poklesu pevnosti stehu na 50% v druhém
tydnu a na 75% v tfetim tydnu, k plnému vstiebani sutury dochdzi béhem 56-70 dni. Jedna
se o Casto pouzivany Sici materidl v oftalmologii, mimo jiné velice ¢asto u strabologickych
operaci, kde bézné dehiscence spojivky nesledujeme. I kdyZ v piipadé strabologickych
operaci s nastavitelnymi stehy nékteti autoti dehiscence spojivek popisuji (Mocan M. C.,
Azar N. F., 2005). Jeden z faktori vysSsiho vyskytu dehiscenci spojivky v naSem
experimentu by mohlo pfedstavovat zvySeni tahu a tlaku zptisobené prominujici pPEOEMA
vrstvou. Pfitomnost implantdtu miZeme pfirovnat k brachyterapii rutheniovym zéficem,
pouzivaného také v 1€cbé retinoblastomu. V ramci brachyterapii dehiscence spojivek bézné
nesledujeme. Zafi¢ je vSak v porovnani s nas§im implantatem ploS$i a odstranujeme jej
zpravidla do tydne od aplikace. Svou roli v rozpadu spojivky mohla sehrat i fragilita spojivky
pfi zanétlivé infiltraci. Dehiscence spojivky piedstavuje nepiiznivé komplikace
v problematice glaukomovych drenaZnich implantatti, kde se na rozdil od naSich implantatii
vyzaduje dlouhodobd, respektive dozivotni pfitomnost implantatu a dehiscence spojivky
muze vést vtomto ptipadé vzhledem k nitroocni komunikaci az k zraku ohrozujicim
komplikacim jako je endoftalmitida (Ranganath A., Hashim A., 2011). Pfedpoklddané
priCiny eroze spojivky drenaznich glaukomovych implantatt zahrnuji dehiscenci sutury a
mechanické faktory exacerbované motilitou bulbu (Oana S., Vila J., 2012), obdobné pfi¢iny

pfedpokladdme i v naSem experimentu. K dislokaci implantatu na rohovku, dochazelo az
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béhem druhého tydne, kdy jiz implantat neuvoliioval topotekan. V tomto piipadé prikladame
vyznam dehiscenci vstiebatelné sutury. Nejvyssi vyskyt dislokace implantatu jsme sledovali
u skupiny s kryoterapii, i kdyz rozdil nebyl signifikantni. Hypotéza vyssi fragility spojivky
po kryoterapii vSak nebyla potvrzena histopatologickym vySetfenim. Nalez dislokace
implantatu na rohovku nepovazujeme za vyznamny, rohovka byla v téchto ptipadech
pfevazné inaktni, n€kdy i s lepSim nalezem neZ u jedinct s implantatem in situ a v pfipadé

klinického vyuziti nepfedpokladame piitomnost implantatu delsi nez jeden tyden.

Periferni vaskularizace rohovky zejména v superotemporalnim kvadrantu ptiléhajici k mistu
ulozeni implantatu a jemné zadechnuti rohovky bylo sledovano ve vSech skupinach. Tyto
zmény povazujeme za reverzibilni, coz se shodovalo 1 spozorovanim v pribéhu
experimentu, kdy patologicky nalez ustupoval s poklesem davky topotekanu. Znacné se
odlisSovala opét skupina HEMA 4 mg/ml, kde dochazelo k vyraznym zménam rohovky,
zaSednuti rohovky v celém rozsahu a vaskularizaci az k centru, v jednom z ptipadt az
k histopatologicky potvrzené vaskularizaci a infiltraci rohovky v celém rozsahu. Tyto

nalezy jsou v souladu s ptfedpokladanou protektivni funkei svrchni pEOEMA vrstvy.

Celkem u deviti kralikt z celého souboru, nezavisle na typu skupiny, bylo v histopatogickém
vySetieni prokazano prokrvaceni fasnatého télesa, tuto skutecnost pfisuzujeme opakované
mechanické traumatizaci pii opakovanych odbérech sklivee a to jak pfimému poranéni
jehlou, tak 1 kolisani nitroo¢niho tlaku. Celkem u tfi jedincti, nezavisle na typu skupiny, byla
popsana v klinickém obraze katarakta, histopatologicky byly prokazany deformity ¢ocky,
zde také ptredpokladame iritaci v disledku odbéru sklivce. Mechanicka traumatizace ¢ocky
je v ptipad¢ krali¢iho modelu pravdépodobnéjsi, nebot’ je oproti lidskému oku vice sféricka
a procentudln¢ zaujimé vétsi objem bulbu (Peiffer R. L. Jr. et al., 1994). Nasledktim
opakovanych odbéra sklivce jsme ptisuzovali 1 vyskyt hemoftalmu. Jen u jednoho kralika
(sk. HEMA 4 mg/ml) jsme pozorovali v histopatologickém vySetfeni zmény na sitnici, ktera
byla na nasélni stran¢ sitnice ztencend, zredukovana na jednu vrstvu a srostla s choroideou,
v blizkosti se nachdzela krevni sraZenina ohranicend fibrinovou siti. Pravdépodobné se
jednalo o hojici se 1ézi po poranéni pii odbéru sklivce. Jinak byla ve vSech ptipadech, kromé
mista defektu po kryoterapii, sitnice intaktni. Po intravitredlnich aplikacich 2 pg TPT
krali¢cimu modelu byla popsana u dvou lécenych o¢i redukce gangliovych bungk sitnice,
snizeni velikosti vSech retinalnich bunék a ztrata jejich uspotradani, vzhledem k obdobnému
nalezu 1 u nékolika neléenych oc€i, autofi ptisuzovali ndlez inicialnimu projevu hypoxie
zpiisobené kolisanim nitroo¢niho tlaku pti opakovanych odbérech, ale také degenerativnim

zméndm sitnice vlivem intoxikace (Darsova D. et al., 2012). Skléra byla u vSech oc¢i intaktni.
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Ve vsech skupinach byla misty patrnéd mirna dilatace choroidalnich cév, kterou nepfic¢itame
toxicité topotekanu, nebot’ jsme ji zaznamenali také u dvou kontrolnich levych o¢i, kde byla
tlaku pti odbérech sklivce. Edém choroidey byl popsan kolektivem autorti po periokularni i
intravitrealni aplikaci topotekanu krali¢cimu modelu, stejné tak u kontrolnich o¢i, jako
dasledek  opakovanych odbéra sklivce spojenych s hypoxii zplsobenou kolisanim

nitroo¢niho tlaku pfi opakovanych odbérech (Darsova D. et al. 2012).

Histopatologické vySetieni potvrdilo ocekavanou chorioretinalni atrofii v misté kryoterapie.
Vysetienim fundu nepfimou oftalmoskopii jsme chorioretinalni jizvu diagnostikovali dva
tydny po kryoterapii. Jini autofi predpoklddaji vznik chorioretindlni jizvy 1 — 4 tydny
nasledujici transkonjunktivalni kryoterapii (Steel D. H. W. et al., 2000), n¢ktefi dokonce
minimaln¢ jeden mésic (Robinson M. R. et al., 2006). Nase vysledky ukazuji interval dvou

tydnti pro vznik chorioretinalni jizvy jako dostacujici.
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6. ZAVER

Nase studie ukazala, Ze episkleralné aplikovanym dvojvrstevnym hydrogelovym nosi¢em se
smérovanym uvolnovanim cytostatika transskleraln¢ do o¢niho bulbu je mozné dosahnout
terapeutickych hladin topotekanu v avaskuldrnim sklivei se soufasnym sniZzenim

systémovych vedlesich ucinkt cytostatika na organismus.

Hlavni naplni prace bylo sledovani koncentraci topotekanu ve sklivci a v plazmé po
transskleralni aplikaci dvojvrstevného hydrogelového nosice na modelu krali¢iho oka. Byly
zvoleny dvé€ rizné koncentrace topotekanu, kterym byla sorbovana hydrofilni pHEMA ¢ést
nosice, a to 2 mg/ml a 4 mg/ml. Po episklerdlni aplikaci dvojvrstevného nosice s nizsi
koncentraci TPT 2 mg/ml jsme nedosahli pozadovanych terapeutickych koncentraci TPT ve
sklivei. Naopak u kraliki po episkleralni aplikaci dvojvrstevného hydrogelového nosice
s vy$§i koncentraci TPT v roztoku 4 mg/ml bylo dosazeno ve sklivci pozadovanych
terapeutickych hladin TPT vice nez 10 ng/ml. U vSech skupin kraliki po implantaci
kompletniho dvojvrstevného nosice neptekroCily hladiny TPT v plazmé bezpecnou
koncentraci a v kontrolnich levych bulbech bez hydrogelové nosice byly hladiny TPT ve

sklivci nedetekovatelné ¢i zanedbatelné.

Jako klicové faktory ovliviyjici transskleralni prechod chemoterapeutika uvolnéného
z hydrogelového nosice do intravitreadlniho prostoru na modelu krali¢iho oka jsme stanovili
clearance chemoterapeutika cévnim systémem spojivky a choroidalnim cévnim fecistém.
K ovéteni hypotézy, ze svrchni pEOEMA vrstva zastdva klicovou protektivni funkci
vaskularizované spojivky, jsme porovnali skupiny kralikd s episklerdlnim implantatem
sorbovanym stejnou koncentraci TPT v roztoku, avSak jedna ze skupin méla implantovanou
jen pHEMA vrstvu bez svrchni protektivni pEOEMA vrstvy. Jediné u skupiny bez
protektivni vrstvy pfesahly koncentrace TPT v plazmé stanovenou bezpecnou hladinu a
AUC ve sklivei byla u této skupiny v porovnani se skupinou s dvojvrstevnym nosi¢em
signifikantné¢ niz§i. Tato studie potvrdila vyznamnou roli vaskularizované spojivky
ovliviujici transskleralni prechod 1é¢iva a preferovany unik do systémového obéhu, pokud
neni pfitomna povrchovd hydrofobni protektivni pEOEMA vrstva, kterd G¢inné tento
clearance chemoterapeutika spojivkou inhibuje. K ovlivnéni negativniho efektu
choroidalnich cév na transskleralni pfechod topotekanu jsme zvolili transkonjunktivalni
kryoterapii a zhodnotili jeji G€inek srovnanim dvou skupin s aplikovanym dvojvrstevnych
hydrogelovym nosi¢em sorbovanym stejnou koncentraci TPT v roztoku, pficemz jen jedna

ze skupin podstoupila pied vlastni implantaci transkonjunktivalni kryoterapii se vznikem
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chorioretinalni jizvy v misté pfedpokladané implantace. U skupiny po kryoterapii byly
zaznamenané hladiny TPT ve sklivci signifikantné vyssi. A tato studie potvrdila vyznamnou
negativni funkci choroidey v transskleralnim pfechodu chemoterapeutika a ukazala
transkonjunktivalni kryoterapii jako efektivni feSeni v jeji inhibici. Post mortem studie jasné
potvrdila vyznamny vliv konjunktivalnich a choroidélnich cév negativné ovlivitujicich
transskleralni aplikaci 1é¢iva a ukazala, ze po zastaveni cévniho ob&hu dochazi k vyraznému

rastu koncentraci TPT ve sklivci.

Dalsi naplni prace bylo zhodnoceni vedlejSich u¢inkl hydrogelového dvojvrstevného nosice
na modelu kraliciho oka. Jak pouziti ¢istého hydrogelového nosiCe, tak i pouziti
dvojvrstevného nosice neukéazalo zadné systémové tcinky ani vazné lokalni vedlejsi i€inky.
Studie potvrdila nejen dilezitou roli svrchni pPEOEMA vrstvy ve farmakokinetice TPT, ale
hlavné také protektivni funkci povrchovych vrstev bulbu. Ve studii jen s jednovrstevnym
nosi¢em pHEMA sorbovanym TPT bez protektivni pEOEMA vrstvy, jsme zaznamenali
signifikantné vyssi poc€et nezddoucich ucinkil, a to zejména zadvazné nekrdzy spojivky a
vyrazné zaSednuti a vaskularizace rohovky, které by se neslucovali s vhodnosti pouziti
nosi¢e v klinické praxi. Naopak vedlejsi uinky zaznamenané u skupin s pouzitym
dvojvrstevnym implantditem mizeme povazovat za reversibilni nebo také za vedlejsi ucinky
vzniklé v disledku Cetnych intravitrealnich odbéri, nutnych pro studium farmakokinetiky.

Po zhodnoceni vedlejSich Uc¢inkd povazujeme pouziti dvojvrstevného hydrogelového

implantatu za bezpecné.

Testovany dvojvrstevny hydrogelovy nosi¢ se jevi jako slibny systém v 1é¢be vitredlniho
seedingu retinoblastomu, ale jen ovéfeni ziskanych dat na adekvatnim retinoblastomovém

modelu nas mize ptiblizit k jeho klinickému vyuZiti.

56



7. SOUHRN

Retinoblastom je nejcastéjSim ocnim malignim naddorem v détském veku. Intravitrealni
seeding, disperze nadorovych bunék v avaskularnim sklivci, je obtizn¢ dosazitelny béznymi
zpusoby aplikace 1éCiv. 1 kdyz je po zavedeni intravitredlni chemoterapie 1écba seedingu
uspesnéjsi, je indikovana k enukleaci témét polovina postizenych o¢i. Mnoho védeckych
skupin hleda feSeni v periokularni aplikaci specialnimi nosici. Tato diserta¢ni prace se
zabyva testovanim nového episklerdlniho dvojvrstevného hydrogelového nosice
k transskleralni aplikaci chemoterapeutika s redukci vedlejsich toxickych ucinkt systémové
chemoterapie. Pouzity byly dvojvrstevné hydrogelové nosice na bazi methakrylatd vyvinuté
Ustavem makromolekularni chemie AV CR. Zevni hydrofobni vrstva z pEOMA byla
zkonstruovana jako protektivni vrstva okolni vaskularizované tkané a vnitini hydrofilni
vrstva slozena z pHEMA byla ur¢ena k sorpci chemoterapeutikem. Hlavnimi cili in vivo
experimentl, které jsou podkladem této disertacni prace, bylo sledovat koncentrace
topotekanu (TPT) ve sklivei a plazmé€ po episklerdlni aplikaci dvojvrstevného
hydrogelového nosic¢e na modelu krali¢iho oka, stanovit faktory ovliviiujici transsklerdlni
prechod chemoterapeutika uvolnéného z hydrogelového nosice, zhodnotit lokalni vedlejsi
ucinky a zvazit jeho pouzitelnost v klinické praxi. Testovali jsme dvé koncentrace TPT
v roztoku (2 mg/ml a 4 mg/ml) k sorpci pHEMA vrstvy. Nizsi koncentrace TPT 2 mg/ml
nedosdhly terapeutickych hladin ve sklivei (10 ng/ml), pokud vSak pfedchéazela implantaci
transkonjunktivalni kryoterapie se vznikem chorioretindlni jizvy, hodnoty TPT ve sklivci
byly signifikantn€ vyssi a dosahli pozadované terapeutické koncentrace. V ptipad€ pouziti
dvojvrstevného nosice byly zaznamenany bezpecné hodnoty TPT v plazmé& a nevyznamné
hodnoty TPT ve sklivci oka kontrolniho. Naopak pti pouziti jen pHEMA vrstvy bez svrchni
pEOEMA vrstvy byly piekroCeny bezpecné hladiny TPT v plazmé a zaznamenany
vyznamné vedlejsi toxické ucinky na prednim segmentu oka. Studie postmortem potvrdila
vyznamnou roli konjunktivalnich a choroidéalnich cév v transsklerdlnim ptechodu TPT, kdy
byl po zastaveé cévniho ob¢hu patrny znacny nartst koncentraci TPT ve sklivei. Na zakladé
naSich dat povazujeme za dilezité pro efektivni transskleralni piechod chemoterapeutika
pouziti protektivni pEOEMA vrstvy v kombinaci s transkonjunktivalni kryoterapii. Po
zhodnoceni farmakokinetickych dat a vedlejSich ucinkli se testovany dvojvrstevny
hydrogelovy nosi¢ jevi jako slibny, pro jeho klinické vyuziti je vSak nezbytné ovéfeni

ziskanych dat na adekvatnim retinoblastomovém modelu.
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8. SUMMARY

Retinoblastoma is the most common malignant intraocular tumor in children. Intravitreal
seeding, the dispersion of tumor cells in the avascular vitreous, is difficult to achieve with
conventional drug delivery routes. Even if treatment of vitreous seeding is successful after
the introduction of intravitreal chemotherapy, enucleation is indicated in almost half of the
affected eyes. Many scientific groups are looking for a solution in periocular application
with special carriers. This dissertation thesis describes the testing of a new episcleral bi-
layered hydrogel implant for transscleral delivery of chemotherapeutics with the reduction
of toxic side effects of systemic chemotherapy. Bi-layered methacrylate-based hydrogel
carriers developed by the Institute of Macromolecular Chemistry of the Academy of
Sciences of the Czech Republic were used. The outer hydrofobic layer of pPEOEMA was
designed as a protective layer of the surrounding vascularized tissue, and the inner
hydrophilic layer composed of pHEMA served as a reservoir of the chemotherapeutic agent.
The aims of in vivo experiments, which are the basis of this dissertation thesis, were to
determine the vitreous and plasma concentrations of topotecan (TPT) after episcleral
administration of bi-layered hydrogel implant on a rabbit eye model, to determine the factor
influencing the transscleral delivery of the chemotherapeutic drug released from the
hydrogel carrier, to evaluate local side effects and consider its applicability in clinical
practice. Two concentrations of TPT in solution (2 mg/ml and 4 mg/ml) for the sorption of
the pHEMA layer were tested. Lower TPT concentration of 2 mg/ml did not reach
therapeutic levels in the vitreous (10 ng/ml), however, if transconjunctival cryotherapy the
formation of a chorioretinal scar preceded the implantation, TPT vitreous levels were
significantly higher and reached the desired therapeutic concentration. In the case of using a
bi-layered implant, safe TPT values in plasma and very low TPT levels in the vitreous of the
control eyes were detected. Otherwise, when using only the pHEMA layer without the
covering pPEOEMA part, the safe levels of TPT in plasma were exceeded, and significant
side toxic effects on the anterior segment were noted. A postmortem experiment verified the
effect of the conjunctival and choroidal vessels in the transscleral delivery, high levels of
TPT in the vitreous was achieved by interrupting the normal circulation. Based on our data,
we consider using of a pEOEMA outer layer in combination with transconjunctival
cryotherapy to be important for effective transscleral delivery of chemotherapeutic agents.
After evaluating the pharmacokinetic data and adverse side effects, the tested bi-layered
hydrogel implant appears to be promising, however, for its clinical use, verification of the

obtained data on an adequate retinoblastoma model is necessary.
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