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Anotace

Disertacni prace se zabyva vyvojem nanovlakenného drenazniho implantatu pro odvod tekutiny
pfi nelécitelném glaukomovém onemocnéni. Publikace tykajici se vyuziti nanovlaken v terapii
glaukomu nebyly na pocatku vyvoje ve svétové literatufe zminovany. Z tohoto duvodu byl
veskery vyvoj jedine¢ny a zahrnoval pfekondni né€kolika problematickych milnika. Vyrobni
technologii implantatu byla zvolena dobfe znama metoda elektrického zvlakiovani, ktera
umoziiuje produkci nanovlaken v primyslovém méfitku. Na zaklad¢ literarni reSerSe
a konzultaci s o¢nimi chirurgy byly vybrany dva riizné sméry vyvoje drendznich implantata.
Prvni znich byl vyvoj nanovldkenného planarniho implantatu napodobujiciho strukturu
trabekularni sitoviny. Druhym smérem byl vyvoj tubularniho implantatu, ktery se v soucasnosti
hojné vyuziva ptfi mikroinvazivni glaukomové terapii. V ramci druhého experimentu bylo
zkonstruovano zcela nové zatizeni umoziujici automatizovanou produkci na miru vyrabénych
tubularnich implantatt. Klicovym aspektem prace bylo nalezeni vhodného materialu, ktery by
spliioval pozadavky na odolnost vii¢i bunécné fibrotizaci, coZ neni v soucasné literatufe témet
diskutovano. Material byl vtomto ohledu podroben charakterizaci z morfologického,
biologického i hydrodynamického hlediska. Vysledky prace ukazuji, ze veskeré pozadavky
spliiuje biokompatibilni, nedegradabilni polymer polyvinylidenfluorid, ktery je zdroven pfi
vyrobé mozné modifikovat polyetylenoxidem pro zajisténi antifibrotickych vlastnosti.
Experimenty tykajici se transportu kapalin nanovlakennymi planarnimi a tubularnimi ttvary
byly porovnany s odhadem funkce nativniho systému v oku. Obé metody predikuji,
V porovnani s konven¢nimi pfistupy sniZovani nitroo¢niho tlaku, mnohem lepsi vlastnosti, a

jsou tak dobrym podkladem pro dal$i vyvoj implantatu.
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Annotation

This dissertation addresses the development of a nanofibrous drainage implant for the drainage
of fluids associated with glaucoma. Since no systematic approach to the application of
nanofibers in the treatment of glaucoma was outlined in the professional literature at the
beginning of the development of this field, progress was sporadic and involved the overcoming
of a range of problem issues. The already well-established electrospinning method, which
enables the production of nanofibers at the industrial scale, was selected for the production of
the implant. Based on a literature search and consultations with an ophthalmologist, two
differing approaches were taken to the development of the drainage implants. The first approach
involved the development of a nanofibrous planar implant that imitated the structure of the
trabecular meshwork, whereas the second approach concerned the development of a tubular
implant, an approach that is used widely in the treatment of microinvasive glaucoma. A novel
device, which enables the automated production of custom-made tubular implants, was
designed and constructed as part of the second experiment. One of the key aspects of the study
was to find a material that was capable of fulfilling the requirements for resistance to cell
fibrotization (a topic that has only rarely been mentioned in the expert literature) and to subject
the candidate materials to characterization from the morphological, biological and
hydrodynamic points of view. The results of the research indicated that all the set requirements
were met by the biocompatible, non-degradable polymer polyvinylidenefluoride, which,
moreover, can be modified via the use of polyethyleneoxide so as to provide anti-fibrotic
properties during the production process. The experiments on the transport of fluids through
the nanofibrous planar and tubular structures were compared so as to estimate the functioning
of the native system in the eye. Both methods exhibited significantly better properties than
conventional approaches to the reduction of intraocular pressure and, thus, provide an ideal

basis for the further development of the implant.
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Uvod

Glaukom je nevratné o¢ni onemocnéni, jehoz hlavni pfi¢inou je vysoky nitroo¢ni tlak.
Nelé¢eny prubéh mulze zpisobit degenerativni zmény v misté zrakového terce
nasledované ztratou zraku. Mechanismus jeho vzniku neni dosud znam, coz z néj Cini
velmi problematické globalni onemocnéni s prevalenci 3,54 % u osob starSich 40 let.
Svétova zdravotnickd organizace zahrnula glaukom mezi prioritni ocni onemocnéni
zpusobujici slepotu [1-3]. Stézejni motivaci pti vyzkumu moznosti terapie je fakt, ze
Vv soucasné¢ dobé neexistuje zadnd dlouhodobd 1écba glaukomu. Existuji pouze
modifikace nitroo¢niho tlaku za i¢elem jeho redukce [4]. Mira GispéSnosti tohoto pFistupu
Vv dlouhodobych studiich, kdy je nitroo¢ni tlak dostate¢né redukovan a pacient jiz
nepotiebuje zadnou dalsi 1é¢bu, je stale nizsi nez 50 % [5-7].

Z téchto divodl vznikl zdjem o€nich 1¢ékaiti o fungujici glaukomovy drendzni
implantat, ktery by zkvalitnil zivot mnoha pacientim. Prvotni mySlenku spojit
nanovlakna s terapii glaukomu pfinesl na Katedru netkanych textilii a nanovlakennych
materiald (KNT) primaf o¢niho oddé€leni Krajské nemocnice v Liberci, MUDr. Petr Bulif,
FEBO. Jeho z4jem pramenil pfedev§im ze zkuSenosti s nefungujicimi ¢i nedostatecné
ucinnymi preparaty a systémy. Motivace pana primafe byla podpofena bohatymi
zkuSenostmi  ¢leni KNT s vyrobou nanovldkennych materidll a zajimavou
problematikou, kterd dosud nema feseni.

V soucasnosti predstavuji velky potencial 1é€by tzv. mikroinvazivni implantaty
odvadéjici tekutinu z predni ¢i zadni o€ni komory do odtokovych cest. Problémy téchto
implantatl jsou casto spojovany s nedostatecnou redukci nitroo¢niho tlaku, vzniku
pooperacni hypotonie nebo progresivnim posSkozenim endotelovych bunc¢k rohovky
spojené s tuhosti implantati [8, 9]. Z téchto divodu existuje velky potencial ve vyvoji
zcela nového pfistupu, vhodného pro dlouhodoby odvod piebyte¢né nitroo¢ni tekutiny.
VyuZiti materialli na bazi nanovlaken by mohlo pfinést ocekavané feSeni a zaroven byt
motivaci pfi feSeni problematiky. Nespornou vyhodou nanovlaken je jejich flexibilita
umoziujici tvarové prizptisobeni zakiiveni oka. Vybér vhodného materialu je sté€zejnim
prvkem konstrukce glaukomového implantatu. Navrh tvaru je poté velice flexibilni
amiize byt jak planarni, tak tubuldrni o rozmérech odpovidajicich konkrétnim

pozadavkim.



2  Piehled o soucasném stavu problematiky

2.1 Glaukom

Glaukom je skupina o¢nich onemocnéni, oznaCovana za jednu z nejcastéjSich piicin
ztraty zraku na svété. Hlavnim klinickym projevem jsou charakteristické zmény
zrakového nervu spojené se zvySovanim nitroo¢niho tlaku. Neléfeny pribeh
vede k postupnému odumirani nervovych bun¢k a vlaken v misté zrakového terée, coz
muze vést K aplné slepoté. Pokud dojde k poskozeni svazku axonti, dochazi k defektim
zorného pole. Bez 1éCby jsou vypadky stale vétsi, nicméné klinicky 1ze defekty prokazat
az pii ztrat¢ kolem 50 % axonu. Pacient Casto netusi, Zze K vypadkim doslo, protoze zorna
pole obou o¢i se piekryvaji [10-12].

Trabekularni sitovina je struktura zodpovédna za udrzovani normalni hodnoty
nitroo¢niho tlaku. Za béznych okolnosti ji odtéka vétsina nitroo¢ni tekutiny (NOT),
asi 65-90 %. Piesto, ze ptic¢iny glaukomového onemocnéni nejsou dosud objasnény, je
jisté, ze zasadni vliv na vznik glaukomu mé zvySena odolnost trabekularni sitoviny vici
odtoku NOT zptsobena strukturalnimi a/nebo biochemickymi zménami [10, 13, 14].
Tramcina ma charakteristickou architekturu slozenou ze tii vrstev (vnitini uvealni, hlubsi
a100-130 pm v zadni casti. Nejveétsi odpor vuci odtoku tekutiny vykazuje
juxtakanalikularni trabekularni sitovina (JTS) s pory v rozmezi 2—-15 pm, porozitou
3040 % a tloustkou 2—-20 pm, ktera je v tésném kontaktu s endotelidlni vystelkou vnitini
stény Schlemmova kandlu, odkud tekutina proudi zpét do celkového krevniho obéhu.
Mezery mezi pory JTS nejsou prazdné, ale obsahuji latky, jako jsou proteoglykany
a hyaluronan, coz zpusobuje zvySovani odporu viéi odtoku NOT [13, 15-19].

NOT se tvofi v fasnatém télisku. Z hlediska poméru mezi jeji tvorbou a odtokem
je znamo, Ze v celkovém dennim priméru se vyméni asi 2-3 pl tekutiny za minutu.
Z chemického hlediska je z 98,8 % tvofena vodou a zbytek jsou latky, jako je sodik,

chloridy, moc¢ovina, glukéza, aminokyseliny apod. [20-23].



Nitroo¢ni tlak je dan produkci a odtokem NOT. Jeho bézna hodnota ve zdravém
o¢nim aparatu se pohybuje mezi 9 a 21 mmHg, tedy cca 1,2 — 2,8 kPa. Normalni nitroo¢ni
tlak je takovy, ktery udrzuje integritu oka a pii kterém nedochazi k poskozeni zrakového
nervu. Tento pojem je Uzce spjat s glaukomovym onemocnénim, protoze se jedna
0 hlavni modifikovatelny faktor zabranujici poskozovani ocniho nervu. Nebezpecny je

jak prilis vysoky, tak pfili§ nizky nitroo¢ni tlak (o¢ni hypotonie) [11, 24].

2.2 Terapie glaukomu

V soucasné terapii glaukomu jsou vyuzivany tfi zakladni pfistupy, zalozené na redukci
nitroo¢niho tlaku. Konzervativni 1é¢ba pomoci lokalnich nebo ordlnich medikamentd,
laserové intervence, chirurgicka 1é€ba nebo jejich kombinace. V piipadé€, Ze medikamenty
¢i laserova terapie nejsou dostatecné ucinné, je nutné pfistoupit K variantam incizni
chirurgie. Mezi tyto techniky je mozné zafadit klasické glaukomové implantaty, jejichz
ukolem je vytvorit alternativni cestu odtoku NOT v oku pomoci desticky implantované do
zadni ¢asti limbu [25, 26]. Dale trabekulektomii (TRB), coZ je nejcastéji provadéna operace
U pacientli s pokroCilym stddiem glaukomu, kterd prokazatelné¢ zachovava zorné pole
a snizuje nitroo¢ni tlak [27, 28]. Pfipadné¢ TRB spojenou s dalsimi technikami jako jsou
antimetabolity nebo implantaty. Bohuzel, Gspésnost TRB je stale nizsi nez 50 % [29-31].

Nejnovejsi  pfistupy jsou dnes zaloZzeny na mikroinvazivni glaukomové
chirurgii (MIGS). Jejich vyhodou je nizka invazivita procesu spojena s mensim rizikem
pooperacniho zanétu a rychlejsim hojenim. Principem je rozsifeni pfirozeného odtoku
NOT obvykle do Schlemmova kanalu nebo vytvofeni nové cesty ustici pod spojivku
podobné jako pii TRB. Na trhu nyni existuje nékolik MIGS implantati schvalenych
americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv jako naptiklad iStent (Glaukos, USA),
Hydrus (Alcon, USA) nebo Cypass (Alcon, USA) [32].

Nedavné studie zjistily problémy s mikroinvazivnim implantatem Cypass
z nerezové oceli. Provedené dlouhodobé vyzkumy prokazaly progresivni poskozeni
rohovkového endotelu souvisejici s jeho umisténim. Tyto komplikace jsou spojeny
s tuhosti implantatu, ktery se nemtize piizpasobit ptirozenému zakiiveni skléry. Z tohoto
divodu je vhodnéjsi pouzivat implantaty vyrobené z flexibilnéjSich materialt. V klinické
praxi trpi MIGS komplikacemi také v disledku pooperacniho jizveni a vzniku hypotonie.
Vzhledem ke své konstrukci neumoziiuji optimdlni redukeci nitroo¢niho tlaku

V poopera¢nim obdobi [8, 33].
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ptistupu k vyvoji glaukomovych drenaznich implantatt (GDI), které se vyvijeji v souladu
s biologickou odpovédi na chirurgicky zakrok [34]. Soucasné ceny implantatti bez
pristrojovych nakladi se pohybuji v rozmezi 800 az 1200 eur, pti¢emz jejich vyuziti je
vzhledem k nizké efektivit¢ kontroverzni. Novodobé studie vyvijenych implantati jsou
prozatim v pocatcich, obvykle na Girovnich in vitro ¢i zvifecich in vivo modeli s absenci
konzistentnich, randomizovanych, dlouhodobych vysledkt. Publikované studie
Vv soucasnosti nevykazuji uspokojivé vysledky, které by svou ucinnosti piekonaly postup

trabekulektomie [9, 35-37].

2.3 Materialy vhodné pro vyvoj glaukomového drenazniho

implantatu

Aktudlné pouzivané materidly v problematice glaukomu selhdvaji zejména v disledku
nedostate¢ného odvodu NOT, vzniku hypotonie nebo zanétlivé reakce. Z tohoto ditvodu
je nutné hledat materidly nové, které by svym charakterem snizily riziko reoperaci
a zlepsily zivot pacientd. Velmi inovativnim feSenim jsou v soucasnosti nanovldkenné
materialy, které mohou simulovat funkci trabekularni sitoviny ¢i vynikat flexibilitou
tubuldrnich UtvarG. Materidly vhodné pro produkci nanovldkenného glaukomového
implantatu jsou predevSim biokompatibilni nedegradabilni polymery schopné vyroby
metodou elektrického zvldknovani do formy nanovlaken jako je polyvinylidenfluorid,

polyvinylalkohol, polyamid 6, polyakrylonitril nebo polyuretan [38].

2.4 Technologie vyroby nanovlaken

Nanovlakna je mozné vyrobit riznymi technologiemi, pfi¢emz mezi nejvice produktivni
patii elektrické zvlaknovani. Tuto technologii je mozné rozd¢lit z hlediska pouzitého
zdroje vysokého napéti na stejnosmérné a stiidavé. Obe technologie jsou popsany mnoha
autory a lisi se predevsim objemovou hmotnosti vznikajici vrstvy [39-42].

Metody produkce nanovldken muiZeme rozdélit na laboratorni a primyslové.
Tradi¢ni jehlové zvldknovani ma nizs$i vyrobni kapacitu, kterd ve veétSin€ piipadl
nepiekracuje 0,5 g/hod (v ptipadé pouziti jedné jehly), nicméné hodi se naptiklad pro

vyrobu specialnich vlakennych ttvarti nebo vyrobu nanovlédken v laboratornim métitku.
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Specialni vlakenné struktury lze ziskat riznym tvarem a uspotfadanim kolektoru,
na které 1ze zachytavana vlakna cilen¢ uspotadat [43]. Ke zvySeni vyrobni kapacity je
mozné vyuzit vice jehel. Tim ale mohou nastat problémy spojené se vzajemnym ruSenim
elektrickych poli nebo blokaci jehel polymernimi roztoky [44]. Nejznaméjsi
a Vv soucasnosti komercné¢ nejpouzivanéj$i metodu primyslové vyroby nanovlaken
predstavuje zvladknovani z volné hladiny polymerniho roztoku (bezjehlové zvlaknovani)
technologii Nanospider.

V laboratornim méfitku se nejcastéji vyuziva jehlové zvlaknovani, jehoz schéma
je zobrazeno na obrazku 1. Zakladem jsou dvé protilehlé elektrody, které tvofi
zvlaknovaci jehla (1) a kolektor (2), mezi nimiz je nutny rozdil elektrickych potenciali.
Polymerni roztok je na konec jehly davkovdn pneumatickou linearni pumpou (3)
a nésledné podroben silam elektrického napéti zajistovanym vysokonapét'ovym zdrojem
(4). Poté je formovan do tzv. Taylorova kuzelu a nasledné dlouzen do tvaru nano/mikro
vlaken v zavislosti na materidlovych a procesnich podminkach. V pribéhu letu vlaken ke
kolektoru dochézi k odpatovani rozpoustédlového systému a na kolektor dopadaji sucha

vlakna. Jako kolektor mohou byt vyuzity libovolné utvary z vodivého materialu.

Obr. 1 Schéma jehlového elektrického zviaknovaciho zarizeni

Inovace bezjehlového zvlakiovani spocivd v samoorganizaci polymerniho
roztoku v dusledku elektrohydrodynamické nestability [45]. Schéma zafizeni je
zobrazeno na obrazku 2. Jednotliva zafizeni se od sebe mohou lisit, nicméné aktualni
moderni princip vychazi ze sestavy, kdy je polymerni roztok naniSen ocelovym
pruvlakem (1) na dratovou elektrodu (2) s ptivedenym kladnym elektrickym napétim.
Vlakna jsou formovana nahodile pfi prekonani kapilarnich sil tenké vrstvy nanaseného
polymeru. Protielektrodu (3) tvofi zaporné nabijend dratova elektroda, pod kterou je

umisténa previjena podkladova textilie (4).
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Vlivem rozdilu elektrickych potencidlli jsou nanovldkna (5) na tomto nosném
podkladu zachycena a spole¢né s regulaci rychlosti odtahu tvoii vyslednou planarni
vrstvu 0 pozadované plosné hmotnosti. Tu je mozné dale ovlivnit rychlosti pohybu

nadrzky s polymernim roztokem po struné.

==

— =
<~/ =@

4 ) ENEw,

Obr. 2 Schéma elektrického zvidkiovani z volné hladiny — Nanospider

2.5 Transport kapalin nanovlakennymi materialy

Od nanovladkenného implantatu ur¢eného pro terapii glaukomu jsou vyzadovany
vlastnosti, které mu umozni odvadét pozadované mnozstvi NOT, azachovavat tak
normalni hodnotu nitroo¢niho tlaku. Pro zhodnoceni téchto parametri je dobré umét
predikovat  chovani  kapalin v poréznim  prostfedi. = Zminky o pritoku
kapalin nanovlakennymi materialy se v literatufe nachazi pouze sporadicky vzhledem ke
komplikovanému vypoctu spojenému s nahodilou strukturou vlaken. Hodnoceni
funkénosti glaukomovych implantati je v drtivé vétSin€ piipadit provadéno az po
chirurgickém zékroku pfimo v oku pacienta nebo na zvifecim modelu. Literatura sice
poskytuje zaznamy 0 tvarovych predikcich, nicméné az in vivo implantace s naslednym
méfenim nitroo¢niho tlaku ukazuje, zda je implantat funkéni ¢i ne. Tento fakt souvisi
mimo jiné i S individualnimi operacnimi technikami jednotlivych chirurgt. V klasické
operaci trabekulektomie bez implantatu je tok tekutiny regulovan mechanickym napétim,
které vytvareji fixacni stehy ve skleralni oblasti. Pokud v poopera¢nim obdobi nedojde
k pozadované redukci nitroo¢niho tlaku, mtze chirurg stehy povolit. Bohuzel tento
postup souvisi s nekonzistentnimi vysledky hodnoceni implantatt a mize zvySovat riziko

pooperacni hypotonie [46].
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Popis priatoku kapaliny poréznim médiem se obvykle fidi Darcyho zdkonem
zalozenym na empirickém pozorovani chovani proudéni [47, 48]. Zapis uvadi rovnice

(3):

—Kp AAP

o = it ©)

kde Q je pratok kapaliny, Aje plocha prifezu porézniho prostiedi se specifickou
hydraulickou konduktivitou Kp (index D slouzi k ozna¢eni vypoctu dle Darcyho zakona),
AP je rozdil tlakli a # je dynamicka viskozita kapaliny prochazejici prosttedim o délce L.

Dalsim pfistupem je vztah Kozeny-Carman. Rovnice (4) spojuje specifickou
hydraulickou konduktivitu Kkc (index KC slouzi k oznaceni konduktivity vypoctené dle

Kozeny-Carmanovy rovnice) s geometrickymi parametry, které jej charakterizuji,

sDﬁ

4K, "

(4)

Kge =

kde ¢ je porozita neboli pomér objemu pord k celkovému objemu a Dy je ekvivalentni

priamér poru. Kc je konstanta porézniho prostiedi zavisla na geometrii pora [49-52].
Proudéni realné kapaliny pii ustaleném toku tubuldrnimi systémy je obvykle

modelovan Hagen-Poiseuilleovou rovnici. Rovnice (5) bere vavahu geometrické

proporce trubice a dynamickou viskozitu kapaliny pii laminarnim proudéni.

mr* AP

Q = T2 (5)

8nlL

kde Q je pritok kapaliny, r je polomér trubice, AP je rozdil tlakd, 7 je dynamicka viskozita
kapaliny proudici trubici délky L [53, 54].

2.6  Shrnuti dosavadnich poznatkii a cile diserta¢ni prace

Otazka, jaké by mél mit implantat pro terapii glaukomu vlastnosti, neni zcela jednoducha.
Zname-li charakteristiku nativniho systému, kterym je bézné zajistén odvod NOT, je
mozné jej vyuzit K predikci vlastnosti a morfologickych parametrii. Dilezitou pomickou
jsou také aktualn€ pouzivané implantaty a znalosti jejich chovéani, vyhod a nevyhod.
Zakladni premisou pro konstrukci nanovlakenného GDI je spravny vybér materialu.

Samoziejmosti je jeho biokompatibilita v daném misté uréeni, netoxicita a inertnost.
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Dalsim pfedpokladem je prevence degradace materidlu, ktery by mohl postupnym
rozpadem zvySovat odtok NOT. Podminkou je také odolnost materidlu vici ristu bunck.
V piipadé vzniku fibrotické reakce by mohlo dochéazet k blokaci odtokovych cest spojené
se snizenim jejich funkce. Z poslednich dvou uvedenych podminek je ziejmé, ze material
by mél napodobovat nativni strukturu trabekularni sitoviny a zaroven ji zachovavat
Vv dlouhodobém horizontu bez vyraznych morfologickych zmén, a udrzovat tak normalni
nitroo¢ni tlak spravnym a efektivnim odvodem NOT. Z toho vyplyva, ze material musi
byt porézni, s dostateCnou primeérnou velikosti poru tak, aby zajistil idealni odtok NOT
a zaroven nedochazelo k pfilisSnému snizeni nitroo¢niho tlaku a vzniku pooperaéni
hypotonie. Implantat musi byt tenky, aby se minimalizovalo trauma zplsobené
intersticidlnim zavedenim ciziho télesa. V ptipad¢ vyroby je nutna reprodukovatelnost se
snadnym pievedenim do primyslového méftitka.

Komplexni vlastnosti implantatu jako celku jsou pfedevs§im jeho funkcnost, a to
jak pii opera¢nim zakroku, tak v poopera¢nim i dlouhodobém horizontu. Implantat by
m¢él byt tvarové prizpisobitelny zvolené operacni technice nebo na miru pacientovi
avydrzet veSkerou manipulaci pifi aplikaci. Zmiflovanym problémem je tuhost
implantatu, kterd muze zpusobovat poSkozeni endotelu rohovky, proto je jednou
z podminek dostate¢nd flexibilita a tvarova prizptisobivost zaktivené skléfe. Podminkou
je samoziejm¢ 1moznost sterilizace implantitu nckterou ze schvalenych metod
a v neposledni fad€ i cena, ktera by méla umoZilovat vyuziti i V rozvojovych zemich, kde
se glaukomové onemocnéni vyskytuje nejcastéji.

Na zakladé téchto zjisténi jsou cile disertacni prace jasné stanoveny a mohou byt
definovany nasledovné:

e vyroba nanovlakenného GDI z vhodného nedegradabilniho materilu, vhodnou
technologii, v€etné optimalizace vyrobniho procesu

e studium antifibrotickych vlastnosti navrhovaného materialu

e studium hydrodynamickych vlastnosti navrhovaného materialu

e navrh glaukomového drenazniho implantatu na zaklad¢ predchozich znalosti
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3  Popis vlastniho zpiisobu FeSeni

Na zéklad¢ teoretickych znalosti a zminénych pozadavkii na vlastnosti implantatu
smétoval vyvoj nanovldkenného GDI dvéma sméry. Prvni z nich byl vyvoj planarniho
implantatu simulujiciho strukturu trabekularni sitoviny tak, aby kompenzoval jeji
celkové morfologické zmény a zachovaval normélni hodnotu nitroo¢niho tlaku. Druhym
smérem byl vyvoj tubuldrniho implantdtu napodobujiciho soucasné vyvijené MIGS
zvyhodnéné o flexibilitu materidlu. V obou ptipadech byla pro vyrobu zvolena
technologie stejnosmérného elektrického zvlaknovani, ktera je velmi variabilni

a umoznuje produkci planarnich i tubuldrnich struktur.

3.1 Navrh materiali pro vyvoj glaukomového drenazniho

implantatu

Primarnim experimentem vyvoje nanovlakenného GDI byla selektivni analyza
nedegradabilnich polymert s ovéfenim jejich zvlaknitelnosti metodou bezjehlového
elektrického  zvldkiovdni. Tato metoda byla zvolena zdivodu pfipadné
komercionalizace vyroby vrstev tak, aby bylo mozné materidly v pozdé¢jsi fazi
experimentl vyrobit na primyslovém zafizeni.

Dle provedené literarni reSerSe a konzultaci s o¢nimi 1ékafi byly pro experiment
vybrany materialy: polyamid 6 (PAG6), polyakrylonitril (PAN), polyuretan (PUR),
polyvinylidenfluorid (PVDF) apolyvinylalkohol (PVA). PA6 byl rozpoustén
v rozpoustédlovém systému kyselina octova (KO; min. 99 %, Penta Chemicals, CR)
a kyselina mraven¢i (KM; min. 98 %, Penta Chemicals, CR) v poméru 2:1. PAN byl
rozpoustén v N,N-Dimetylacetamidu (DMAC; min. 98 %; Penta Chemicals; CR). Pro
PUR byl nejvhodnéjsi N,N-Dimetylformamid (DMF; min. 99,5 %, Penta Chemicals,
CR). Viechny zminéné polymery byly rozpustény za pokojové teploty po dobu min. 24
hod. PVDF byl rozpustén v DMAC pfi teploté 60 °C po dobu min. 24 hod. PVA byl
rozpustén v demineralizované vodé¢ pii teplote¢ 90 °C a nasledné stabilizovan sitovacim
¢inidlem glyoxalem (40 hm. %, Sigma Aldrich, Némecko) o koncentraci 3 hm. % za
katalyzy 4hm.% kyseliny fosfore¢né (85 hm. %, Sigma Aldrich, Némecko). Vlakenna
vrstva PVA byla nésledné tepeln¢ sitovana pii 130 °C po dobu 7 min. Oba polymerni
roztoky byly pfed zvlaknovanim ochlazeny na teplotu 21 °C.
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Ovéfteni zvlaknitelnosti polymernich roztokd probéhlo na zatizeni Nanospider
(NS 1WS500U, Elmarco, CR). Klimatické podminky (teplota a relativni vlhkost
vzduchu) byly regulovany piesné fizenym klimatizaénim systémem (NS AC150,
Elmarco, CR). Pro kazdy polymerni roztok byly postupné optimalizovany zvlakiovaci
podminky tak, aby vznikla homogenni vldkenna vrstva bez makroskopickych defektt
a byla zajisténa jejich dostate¢na produktivita. Plogna hmotnost viech vrstev byla 5 g/m?.
Statistické vyhodnoceni dat v celé praci bylo provedeno softwarem GraphPad Prism v9
(GraphPad Software, USA). Statisticky signifikantni zmény byly akceptovany na hladiné
vyznamnosti p < 0,05. V pfipadé n < 30 byla data prezentovdna jako pramérna
hodnota + smérodatna odchylka (SD). Pro n =200 byla pouzita primérna hodnota + 95%
interval spolehlivosti ze smérodatné odchylky (95% IS).

Na zaklad¢ provedené analyzy riznych druha sterilizaci byla pro vesSkeré
materialy vybrana metoda sterilizace plynnym etylenoxidem pfi teploté 21 °C po dobu
12 hod. (Anprolene An-74i, Andersen sterilizers, USA) s naslednym odvétranim po dobu
minimalné 7 dni z davodu odstranéni eventualnich rezidui plynu. Vlakenna morfologie
byla hodnocena skenovacim elektronovym mikroskopem (Tescan Vega 3SB Easy Probe,
Tescan, CR) véetné hodnoceni softwarem NIS Elements (LIM, CR). Smagivost povrchu
materialt byla vyhodnocena statickym kontaktnim thlem (Goniometer See System 6.2,
Advex Instrument, CR).

Zvolené materialy byly provéteny in vitro experimentem porovnavajicim jejich
odolnost vuci ristu bunek, pfi¢emz za vhodnéjsi material byl povazovan ten, na kterém
nedochazelo K jejich mnozeni. Pro experiment byla zvolena metoda pfimého stanoveni
poctu bun¢k na definované plose materialu osazeného fibroblastovou bunéénou linii dle
standardniho postupu. Vyhodnoceni probéhlo pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (FM;

Nikon Eclipse Ti-E, Nikon Imaging, CR). Vysledky jsou prezentovany v grafu 1.
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Graf'1 Pocet bunék po 1, 3 a 7 dnech kultivace 3T3 mysich fibroblastii na vrstvach:
PAG6, PAN, PUR, PVDF, PVA; n = 10, priimeér + SD; znaceno: p = *** 0,0061;
****p < 0,0001

Nejlépe bunééné infiltraci odolaval material PVDF, ktery vykazoval i po 7 dnech
kultivace signifikantni potlaceni bunécné proliferace oproti vSem ostatnim materialm.
Pouze v piipadé PVA dochazelo k podobnému chovani. Ostatni materialy vykazovaly

statisticky vyss§i pocty bunék ve vSech kultivacnich dnech.

3.2  Vybér vhodného materiialu pro produkci glaukomového

implantatu

Ziskané vysledky tykajici se vyrobnosti, morfologického hodnoceni, smacivosti a in vitro
studie odhalily, ze PVDF aPVA jsou perspektivnimi kandidaty pro vyvoj
nanovlakenného GDI. PVDF byl finaln¢ zvolen jako vhodnéjsi material, vzhledem k jeho
vys$8i vyrobni produktivité, snazSi vyrobé bez nutnosti sitovani a lepSi manipulaci
s vlakennou vrstvou. Vysokd hydrofilita PVA zplsobovala po smaceni vodou
nepoddajnost v disledku nabobtnani. Nasledna zkouska jemné opera¢ni techniky
prokdzala, ze je prace s takovym materidlem velmi problematickd. Nicméné naptiklad
Klicova [55] ve spole¢né studii uvadi vyvoj dvouvrstvych nanovlakennych ttvaru, kdy
jsou nevyhody s manipulaci potlaCeny mechanicky odolnéjSim materidlem, na kterém je
PVA adherovéano. V ptipad¢ vyuziti kompozitnich materiald mize byt PVA vhodnou

alternativou [55].
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Uvedené faktory vedly ke zvoleni PVDF jako nejvhodnéjsiho kandidata
k budouci produkci GDI, ptestoze se ve vlakenné strukture vyskytovaly defekty.
Navazujici experimenty byly provadény s cilem optimalizace vyroby vrstvy PVDF

nalezenim vhodnych materidlovych a procesnich podminek.

3.3 Vybrané parametry ovliviiujici vlaAkennou morfologii PVDF

Navazujici experimenty si kladly ambici zlepSit vldkennou morfologii zvoleného
materidlu PVDF, zvysit vyrobnost azachovat mechanické a biologické vlastnosti.
Faktord, které maji vliv na vlakennou morfologii PVDF, je cela fada. Dale budou uvedeny
parametry, které dle experimentalniho pozorovani drasticky ovliviuji kvalitu vlakenné
vrstvy PVDF a umoziiuji vyrobu vrstvy bez defekti. Molarni hmotnost polymeru jako
jeden z hlavnich parametri pfimo ovliviiuje zvlaknitelnost materialu. K pivodné
pouzitému PVDF Kynar 720 (KYNAR; My =200 000 g/mol) byly zvoleny dva dalsi
polymery, Sigma Aldrich (SIGMA; My =180 000 g/mol) a Solef 1015 (SOLEF;
Mw =573 000 g/mol). Pro stanoveni vhodného rozpoustédlového systému byl pouzit
Hildebrandiv parametr rozpustnosti vV kombinaci s empirickym sledovanim chovani
roztoku. Findlné byla zvolena kombinace rozpoustédel DMAC/AC v poméru 4:1.
Polymerni roztoky PVDF se pii laboratorni teploté¢ obvykle rozpousti velmi pomalu,
pfi¢emZ se vzristajici moladrni hmotnosti se doba prodluzuje. Bylo zjisténo, Ze pfii
rozpousténi PVDF v kombinaci DMAC/AC pii riznych teplotdich dochdzi pfti
elektrickém zvlaknovani k postupnému gelovaténi roztoku. Avsak po piidani acetonu do
jiz zcela rozpusténého polymeru v DMAC je roztok stabilni. Soucasné produkci
nanovlakenné vrstvy PVDF zéasadné ovliviuji klimatické podminky, a to predevSim
vlhkost vzduchu. Vyrazné¢ méné defektt a mensi priméry vlaken vznikaji ve vrstvach
vyrobenych pfi niz§i vlhkosti vzduchu (cca 30 %). Se vzristajici vlhkosti vzduchu
pribyva defekta ve struktuie vrstvy.

Seznam polymernich roztok podrobenych zvlakniovaci analyze a jejich SEM
snimky je uveden na obrazku 3. Vrstvy s nejniz$i molarni hmotnosti a vyssi koncentraci
polymerniho roztoku od vyrobce Sigma Aldrich produkovaly homogenni vldkennou vrstvu
bez ptitomnosti defektt, pficemz nebylo nutné pouzit zadna aditiva k dosazeni uniformni
morfologie. Lze pozorovat zfetelny narist priméra vlaken u roztokti 26 hm. % a 28 hm. %
PVDF. Mezi obéma koncentracemi se neprojevily vétsi zndmky odliSnosti, coz je

znamkou vhodné zvolenych materialovych i procesnich podminek.
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Finaln¢ byl zvolen roztok 26 hm. % PVDF (SIGMA) v rozpoustédlovém systému

DMAC/AC 4:1 vzhledem k niz§imu praméru vlaken s mensi smérodatnou odchylkou

a lepsi zvlaknitelnosti. Ta byla ovsem hodnocena pouze z pfedchozich zkuSenosti se

zvlaknovanim raznych materidlii. Graf 2 porovnava priméry vldken produkovanych

vrstev.
Olzn P-\r/)g)F ['If n? n;o ] Rozpoustédla

A | KYNAR 20 DMAC

B KYNAR 20 DMAC/AC (4:1)
C KYNAR 22 DMAC/AC (4:1)
D SIGMA 20 DMAC

E SIGMA 20 DMAC/AC (4:1)
F SIGMA 22 DMAC/AC (4:1)
G SIGMA 24 DMAC/AC (4:1)
H SIGMA 26 DMAC/AC (4:1)
| SIGMA 28 DMAC/AC (4:1)
J SOLEF 20 DMAC

K SOLEF 20 DMAC/AC (4:1)
L SOLEF 22 DMAC/AC (4:1)
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Obr. 3 Tabulka riznych typi polymerii a SEM snimky vidknitelnosti Jednotlivych druhii

PVDF. Méritko 10 um

KYNAR
_ B SIGMA
B SOLEF

+ v

Oznaceni vzorku PVDF

Graf 2 Prumeéry vldken jednotlivych druhii PVDF; n = 200, priimér + 95% IS; oznaceni

Viz obrazek 3

Kvalita nanovldkenné vrstvy PVDF byla optimalizovana pomoci vybranych

parametrq, které nejvice ovliviiovaly jeji morfologickou strukturu.
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V experimentu bylo zjisténo, Ze molarni hmotnost PVDF hraje vyznamnou roli
v produkci vrstvy s absenci defekti. Piestoze byla provedena literarni reSerSe i empirické
pozorovani chovani ruznych typt polymernich roztoku, nebyla tvorba homogenni
vldkenné vrstvy Cist¢ z PVDF snadnou zalezitosti. Finalni optimalizovana vldkenna
vrstva je kombinaci nizké molarni hmotnosti polymeru, vys$si koncentrace polymerniho
roztoku vcetné spravné zvoleného rozpoustédlového systému, slozitym postupem
rozpousténi s nastavenim raznych teplot dle kombinace rozpoustédel a nizké relativni
vlhkosti vzduchu pii zvlakinovani. Veskeré parametry v souinnosti zajisti pii procesu
elektrospinningu homogenni nanovlakennou vrstvu, kterou je mozné vyuzit v mnoha

aplikacich.

3.4 Modifikace vlakenné vrstvy PVDF

V ramci modifikace vrstev byl navrzen experiment porovnavajici odolnost materidlu
slozeného z Cistého polymeru PVDF a smési PVDF s pridavkem polyetylenoxidu (PEO)
vuci ristu bunék. PEO je schopen vytvaret prostiedi méné vhodné pro bunécnou
proliferaci, jak bylo experimentalné ovéteno. Pii vyrobé vlakenné vrstvy byl pouzit PEO
0 Mw:900000g/mol (Sigma  Aldrich, Némecko). Vzhledem k moznému
morfologickému vlivu vlaken PVDF obsahujicich kulovité defekty byl experiment
navrzen tak, aby vzdjemné porovnaval rist fibroblastové bunétné linie na tfech
morfologicky odliSnych typech PVDF (KYNAR, SIGMA, SOLEF) a zaroven na téchto
materidlech obsahujicich PEO.

Roztoky cistého polymeru PVDF 26 hm. % (SIGMA) a 20 hm. % (KYNAR
a SOLEF) byly pfipraveny za podminek, které uvadi kapitola 3.1. Kombinace PVDF
a PEO obsahovaly 2,5 hm. % polyetylenoxidu. Tato koncentrace byla zvolena na zakladé¢
postupné optimalizace. Smési byly pfipraveny zroztoka 26 hm.% (SIGMA)
resp. 20 hm. % (KYNAR a SOLEF) s uvedenym mnozstvim PEO v rozpoustédle DMAC
pii teploté 60 °C po dobu 24 hod. V tomto ptipadé nebyl do roztoku pfidavan aceton
z dtivodu nizké teploty varu (cca 56 °C). V prubehu celého zvlaknovaciho procesu bylo
nutné udrzovat v roztoku teplotu 60 °C, protoze PEO neni pii nizsi teplot¢ v DMAC
rozpustny. Z tohoto divodu nebylo mozné vyuzit zatizeni Nanospider. K experimentu bylo
na miru sestaveno jehlové zvldknovaci zatfizeni vybavené termoclankem regulujicim teplotu

polymerniho roztoku v rozsahu od 20 °C do 80 °C.
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SEM snimky po jednodenni expozici vlaken vodnému prostiedi zvétSené 5 000x

jsou zobrazeny na obrazcich 4, priméry vlaken shrnuje graf 3.

Obr. 4 SEM snimky zvldknénych vrstev PVDF. A: KYNAR; B: SIGMA; C: SOLEF;
D: KYNAR + PEQO; E: SIGMA + PEO; F: SOLEF + PEO; méritko 10 um
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Graf 3 Porovnani priumérii viaken vrstev PVDF a PVDF + PEO; n = 200;
prameér = 95% IS; znaceno: **** p < 0,0001

Elektricky zvlaknéné materialy Cist¢ého PVDF vykazovaly odlisnou morfologii
V porovnani s vrstvami adovanymi PEO (16D-16F). Adici PEO do roztoku polymeru
bylo dosaZeno jednotné morfologie vlaken s vyznamnym zvétSenim primért. Oba
smésové polymery vytvorily konzistentni vlakenné vrstvy s minimalni odchylkou od
praméru. PVDF oznaceny jako SOLEF vykazoval obrovsky nardst primérd vlaken na
6737 + 258 nm, coz zfejmé souvisi s vysokou molarni hmotnosti polymeru. Na snimcich

je také patrna porézni vldkenna struktura zpiisobend vymytim PEO z vlakenné vrstvy.
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Vrstvy z ¢istého suchého materidlu PVDF vykazovaly po pfezkoumani
kontaktnim thlem pifevazné hydrofobni charakter. Vrstvy obsahujici PVDF + PEO,
vystavené pusobeni tekutiny po dobu 8 dnti vykazovaly ve vSech ptipadech signifikantni
snizeni hodnot kontaktniho uhlu, coz potvrzovalo morfologické zmény materialu spojené
s postupnou eluci PEO z vladkennych vrstev. Kontaktni uhel byl snizen v disledku tvorby
porézni struktury vlaken. Vrstvy oznacené jako SIGMA projevovaly nejkonzistentnéjsi
hodnoty kontaktniho thlu s nizkou odchylkou od primérné hodnoty.

Analyza interakce materiald s bufikami byla provedena po 1 a 8 dnech kultivace
pomoci MTT [3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid] testu dle
standardniho postupu. Vysledky zobrazuje graf 4.
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Graf 4 Metabolicky MTT test po 1 a 8 dnech kultivace 3T3 mysich fibroblastit s PVDF
a PVDF + PEO; n = 12; primer + SD; znaceno: **** p <0,0001; Bunécna
kvantifikace po 1 a 8 dnech kultivace 3T3 mysich fibroblastii s PVDF a PVDF + PEO;

n = 10; prumeér £ SD; znaceno: **** p <0,0001

Po 8 dnech kultivace byla bunétna proliferace podporovana pouze na vrstvach
vlaken z Cist¢ého PVDF, jak znazoriiuje obrazek 5. V ptipad¢ kombinaci PVDF + PEO
nedochazelo po 8 dnech k vyraznému naristu bunécné populace. Fluorescenéni
mikroskopie prokazala v ptipadé PVDF + PEO formovani bunék do klastrd. Z tohoto
divodu byla k charakterizaci jejich prostorové zavislosti na povrchu materialli pouzita

empiricka K-funkce [56].
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Obr. 5 Snimky z FM obarvenych bunécnych jader po 8 dnech kultivace 3T3 mysich
fibroblastii na vrstvach KYNAR, SIGMA, SOLEF (1. sloupec) a jejich smesi s PEO

(2. sloupec) véetne K-funkce predstavujici prostorové rozlozeni bunék; méritko 100 um

Po 8 dnech kultivace proliferovaly fibroblasty na vSech povrsich ¢istého PVDE.
Bunky na povrchu smési PVDF + PEO zustavaly v klastrech a nebyla pozorovana zadna
dalsi proliferace. Vysledek koreluje s daty uvedenymi v MTT testu. Z vysledkt je tedy
ziejmé, ze SIGMA + PEO je vhodna alternativa k materidlim obsahujicim

antifibrotizac¢ni ¢inidla.

3.5 Transport kapalin trabekularni sit'ovinou

Piistup je zvelké casti zalozen na literarnich popisech chovani NOT, které jsou
zohlednény ve vypoctech. Pritok kapaliny o¢ni tkani je fizen gradientem hydrostatickych
a osmotickych tlaki. Mezi tekutinou v piedni o¢ni komote a krvi, do které NOT usti, se
nenachazi vyznamna odchylka osmotického tlaku. Jedna se tedy o tlakovy rozdil mezi
nitroo¢nim a episkleralnim zilnim tlakem zodpovédnym za prutok odtokovou siti [57].

Pomér tlakového rozdilu AP k pratoku NOT Q, prochazejici timto systémem, je odpor
toku R, vyjadien jako R = %P. Piedpokladame, Ze celkovy pokles tlaku v odtokové cesté
JTS je AP=5 mmHg aQ = 2-3 pl/min [52], pak R =1,67-2,50 mmHg/pul/min.
Ptevracend hodnota této veliCiny je zndma jako celkova hydraulicka vodivost tkan€.
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Vypocet specifické hydraulické konduktivity Juxtakanalikularni trabekularni
sitoviny Kyrs (index JTS je zde zaveden pro oznaceni juxtakalikularni trabekularni

sitoviny) Ize odvodit z Darcyho zakona dle rovnice (1):

LQ

Dynamicka viskozita NOT pii teploté 37 °C # je cca 0,69 x 107 Pa-s. Délka L, po
kterou dochazi k poklesu tlaku, je ptiblizné 14 um, jak experimentalné zjistil Maepea
a Bill [58]. Dale piedpokladame, ze Q = 2,5 ul/min, AP =5 mmHg [52]. Pfibliznou
plochu prifezu lze urcit z rozmérd Schlemmova kanalu, jehoz primér je 350400 um
adélka 36-40 mm (po obvodu rohovky), pak A =12,6 mm? [59, 60]. Potom Kyrs je
v rozmezi 3,77 — 4,79 x 10" mm?, coz je ve srovnani s jinymi pojivovymi tkanémi téla
veétsi. Vyjimku tvoii pouze sklivec [48]. Vypocet specifické hydraulické konduktivity JTS
dle Darcyho zdkona dava piiblizny odhad, jak by m¢l vypadat navrh nanovlakenného
GDI z hlediska pratoku tekutiny. Piistup pies Kozeny-Carmanovu rovnici nelze v piipadé
JTS provést z dlivodu pritomnosti mezibunécné hmoty mezi pory, kterd vyrazné zvysuje

celkovy odpor vici priatoku kapaliny.

3.6 Transport kapalin planarnim implantatem

Nanovldkenna membrana neobsahuje latky, jako jsou glykosaminoglykany, proto je pro
vypocet specifické hydraulické konduktivity mozné vyuzit Darcyho zakon i Kozeny-
Carmanovu rovnici. Experimentalné je mozné odhadnout hodnotu pratoku kapaliny
nanovldkennou siti pfi znamém tlakovém rozdilu, definovaném rozmeéru a tloustce
materidlu a tyto parametry dosadit do Darcyho zdkona. Pii vypoctu specifické
hydraulické konduktivity z Kozeny-Carmanovy rovnice miizeme do vztahu dosadit
experimentalné ziskané hodnoty porozity a velikosti pora.

Pro experiment byly pouZity plandrni vlakenné materialy z PVDF a PVDF + PEO
(SIGMA). Materialy z ¢ist¢tho PVDF byly vyrobeny na zatizeni Nanospider. Pro jejich
kombinaci s PEO byla zvolena metoda jehlového zvlaknovani. V experimentu byla
vyuzita simulovand NOT. Méfeni prutoku kapaliny bylo provedeno pomoci specialné
zkonstruované drenazni komory, ke které byla pfipojena infuzni soustava se simulovanou

NOT, davkovanou linearni pneumatickou pumpou (KDS 100) pod tlakem 15 mmHg.
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Graf 5 zaznamenava vypoctené hodnoty prutokii pro materidly PVDF

a PVDF + PEO pro suché a pfedem smacené vzorky, v zavislosti na tloustce vrstvy

nanovlaken.
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Graf 5 Pritok tekutiny pri tlaku 15 mmHg pro materialy PVDF a PVDF + PEO

0 ruznych tloustkach, bez smaceni a smacenych po dobu 8 dni; n = 10; prumér £ SD

VEtsi odpor materialu vici pritoku tekutiny byl zaznamenan u materialu s vétsi

tloustkou, kdy nejméné tekutiny proteklo materialem nesmaceného PVDF s tloustkou

v

vrstvy 300 um. Z vysledkl je ziejmé, ze pozadované niz$i hodnoty pritoku tekutiny

dosahuji hydrofobné&jsi materidly. Graf 6 vzajemné porovnava vypoctené hodnoty

specifické hydraulické konduktivity PVDF stanovené dle Darcyho zakona a Kozeny-

Carmanovy rovnice.

Specifické hydraulicka konduktivita K x 108 [mm?]

-
h

[=2]
1

o
1

N
n

w
N

N
h

[
L

o
T

* PVDF Kozeny-Carman
* 4 PVDF Darcy
---JTS

*

100 150 200 250 300
Tloustka vrstvy [pum]

Graf 6 Porovnani specifické hydraulické konduktivity dle Darcyho zakona a Kozeny-

Carmanovy rovnice pro suchy nesmaceny material PVDF
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S vétsi tloustkou materidlu je mozné pozorovat reciproké trendy hodnot obou
pfistupt. S postupnym zvétSovanim tloustky materialu dochazelo k ptiblizovani hodnot.
Oba pristupy maji z hlediska ziskani dat pro vypocet specifické hydraulické konduktivity
prostiedi své klady 1 zdpory, nicméné vzhledem k charakteru nanovlakenného materialu,
ktery vykazuje vzdy jistou miru nehomogenity, se od sebe hodnoty piili§ nelisi.
Porovname-li namétené hodnoty specifické hydraulické konduktivity ziskané obéma
pristupy s odhadem nativniho systému, zjistime, ze PVDF vykazuje zhruba 1000 vyssi
schopnost odvadét tekutinu nez nativni systém JTS v oku. Zde narazime na omezeni obou

pfistupi vychazejici z odhadii a aproximaci porézniho prostiedi kontinuem.

3.7 Transport kapalin tubularnim implantatem

Druhy smér vyvoje nanovldkenného GDI byl orientovdn na vyrobu tubularniho
implantatu, ktery by napodoboval aredukoval nevyhody soucasné vyvijenych
MIGS. Navrzeni spravnych rozméri implantatu je dulezité z hlediska dostatecného
odvadéni NOT, a soucasné z hlediska hypotonie, kterou trpi velka vétsina MIGS [8].
Délka implantatu byla volena maximalné 10 mm. Nejmensi vnitini primér implantatu
byl z hlediska zvlaknitelnosti 50 um. Pomoci Hagen-Poiseuilleovy rovnice je mozné
simulovat, jaky vliv budou mit riizné délky a priméry vnitini ¢asti implantatu na redukci
odtoku NOT. Bylo zjisténo, ze tubularni implantaty majici vnitini primér vétsi nez 50 pm
odvadi NOT pfilis rychle a podléhaji tak riziku poopera¢ni hypotonie [8]. Pouze v ptipadé
vnitiniho priméru 50 um a délce vétsi nez cca 3,5 mm, nebude dle vypoc¢tu dochazet
k pooperacni hypotonii vlivem pfilisné redukce nitroo¢niho tlaku (Cervené vyznacena
hranice), pficemz délka implantatu zvySuje diferenci tlaku. Pfi konstrukci tvarovych
vlastnosti implantatu je toto zjiSténi zasadni. Z tohoto divodu byla pro vyrobu
tubularniho implantatu zvolena metoda obsahujici vypliovy material, ktera bude dale

popsana.

3.8 Navrh kompozitniho planarniho implantatu

Kapitola se zabyva vyvojem kompozitnich planarnich GDI. Cilem je snaha o zlepSeni
dosavadnich vlastnosti jednotlivych konstituent a spojeni jejich vyhodnych vlastnosti do
fungujiciho celku. PVDF modifikované polyetylenoxidem dokdze zamezovat ristu

fibroblastové bunééné linie mnohem Iépe, nez samotné PVDF.
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Naopak pfi porovnani obou materiali z hlediska transportu kapalin je vysledek
opacny. Proto byla zvolena varianta vytvofeni kompozitniho materialu, ktery by splioval
oba pozadavky soucasné, kdy vné&jsi strany materidlu tvoii kombinace PVDF + PEO
a uvnitt se nachazi materidl z ¢istého PVDF.

Pro vyrobu byla zvolena technologie jehlového zvlaknovani. Na podkladovy
substrat byla nejprve nanesena tenkd vrstva PVDF + PEO o tloustce 50 pm, nasledné
byla nanesena vrstva Cist¢ho PVDF o tloustce 200 pm s opétovnym nanesenim 50 pm
vrstvyy PVDF + PEO. Celkova tloustka materidlu byla tedy pfiblizn¢ 300 pm.
Charakterizace vrstev byla provedena bez ptfedchoziho smaceni vykazujici nejlepsi
odolnost vuci odtoku NOT. Timto zplisobem je zaroven zamyslena vysledna aplikace
implantatu v oku pacienta.

Morfologie kompozitniho materidlu byla provéfena na snimcich vnéjsi a vnitini
strany kompozitu. Pro prozkoumani vlaken ve stfedni vrstvé Cist¢ého PVDF byl za
stejnych podminek vyroben vzorek bez vrchni kryci vrstvy. Na snimcich byly zjistény
zadouci signifikantni rozdily v primérech vladken vnitini a vnéjsi strany PVDF + PEO
oproti samotnému PVDF, coz dokazovalo poZzadované morfologické zmény.

Planarni kompozitni implantat byl podroben dodate¢né in vitro studii MTT testem
atestem bunééné kvantifikace, kterd jej srovnavala s materidlem 2z kombinace
PVDF + PEO. Po 8 dnech kultivace nebyl prokazan signifikantni rozdil v odolnosti vi¢i
rastu fibroblastové bunécné linie. | v tomto ptipadé je mozné usoudit, ze kompozitni
material splituje pozadavky na odolnost vii€i rustu fibroblastové bunécné linie.

Planarni kompozitni implantat byl porovnan z hlediska pritoku kapaliny Q
s hodnotami prititoku ¢istého nesmacené¢ho materialu PVDF 0 tloust’ce 200 pm (soucasné
odpovidajici tloust'ce stedni vrstvy kompozitniho materialu), kdy nebyl zaznamenan zadny
signifikantni rozdil mezi obéma materialy. Z t€chto méfeni lze usoudit, Ze kompozitni
material vykazuje obdobny odpor vuci prutoku kapaliny jako srovnavané PVDF.

Dle provedenych experimentl je zfejmé, Ze navrhovany kompozitni planarni
implantat kloubi vyhodné vlastnosti obou navrZzenych konstituentli. Kombinace
PVDF + PEO zajiStuje pozadované antifibrotické vlastnosti z vnitini 1 vnéjsi strany
kompozitu. ZlepSenou odolnost vici pratoku NOT zajistuje sttedni ¢ast zkonstruovana
z ¢istého PVDF. Vyhodou tohoto piistupu je snadna vyroba. Do budoucna by ov§em bylo
vhodné otestovat vice riznych pomérti a kombinaci obou materidli s ohledem na zmény

V buné¢né inhibici a odporu vici pritoku kapaliny.
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3.9 Navrh kompozitniho tubularniho implantatu

Navrh tubularniho glaukomového implantdtu vychédzel ztvarovych piedpokladi
uvedenych v kapitole 3.7. Dle ptedlozené¢ho vypoctu tvarovych vlastnosti GDI by jeho
vnitini primér musel byt maximalné 50-55 um. Konstrukce takto malého tubularniho
implantatu, ktery by byl zaroven flexibilni, je velmi problematickd. Z tohoto diivodu byla
opétovné zvolena vyroba kompozitniho implantatu, ktery uvniti obsahoval vypliiovy
material. Ten musel spliovat nékolik podminek. Prvni z nich byla implantace do oka bez
tvarové deformace v diisledku mikromanipulace. Druhou podminkou byla absence
hypotonie v kratkodobém pooperacnim obdobi. Tteti byla zajisténi dostatecného odtoku
NOT. Vypliovym materidlem byl zvolen PVDF, ktery spliioval v§echny poZadované
naroky. Vnéjsi obal tvoftila antifibrotickd kombinace polymertit PVDF + PEO. Pro vyvoj
tubuldrniho implantéatu bylo ve spolupraci s Katedrou vyrobnich systémii (KVS) Fakulty
strojni TUL zkonstruovano specialni zatizeni pro automatizovanou vyrobu tubularnich
kompozitnich Gtvard.

Pro vyrobu vnitini ¢asti GDI byla zvolena technologie tazeni vlaken z kapky
polymerniho roztoku neboli drawing, kterd umoznuje vyrobu orientovanych struktur
0 prfesn¢ danych rozmérech. Na soucasném trhu neni dostupné zadné laboratorni
komer¢ni zatizeni, které by umoziovalo vyrobu jednotlivych vldken automatizované.
Vldkna mohou byt tazena také rucn€, nicméné obvyklym problémem je jejich
nehomogenita [61]. Vlakna vnitini ¢asti byla vyrobena z PVDF a orientovana v axialnim
sméru, coz umoznovalo cileny transport tekutiny v ose implantatu. Tato ¢ast byla
nasledné obalena antifibrotickym materidlem PVDF + PEO za vzniku jemné jadrové

ptize. Schéma zatizeni zobrazuje obrazek 6.

Obr. 6 Schéma zarizeni pro vyrobu vnéjsi casti tubularniho implantdtu a detail vyroby

kompozitniho tubularniho implantatu
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Charakterizace tubularniho implantatu prokézala markantni nérGst vlaken
Vv pfipad€é vnitini ¢asti implantatu z PVDF (v porovnani s elektricky zvlaknénymi
metoda tazeni vldken z polymerniho roztoku produkuje vldkna v fddech mikrometr.
Vngjsi vrstva z PVDF + PEO obsahovala obvyklé priméry vlidken, bézné se vyskytujicich
pfi vyrobé plandrnich GDI. Vysledna pfize méla jemnost pfiblizné 85 tex, pocet zakrutti
byl 1 zakrut/cm.

Pro experiment byly vyrobeny kompozitni tubularni GDI s variabilnimi rozmeéry
vnitini 1 vnéjsi ¢asti. Implantaty byly nasledné podrobeny analyze pritoku simulované
NOT. Vzorky byly upnuty na jehlu o priméru 0,45 mm, ktera byla napojena na linearni
pneumatickou pumpu davkujici tekutinu pod tlakem 15 mmHg. Graf 7 zaznamenava

pritok simulované NOT pfi riznych délkach a pomérech vnitini a vnéjsi ¢asti implantatu.
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Graf 7 Pritok simulované NOT pri tlaku 15 mmHg riiznymi priméry a délkami
tubuldrnich implantati. Cervené vyznacena hodnota priitoku v oku (2,5 ul/min);

n = 10; pramer + SD

Zmeéna Vv délce implantatu nevykazovala markantni rozdily v pritoku tekutiny.
Mnohem vétsi smérodatné odchylky vznikaly se zvétSujicim se celkovym primérem
implantatu a poméry mezi vnitini a vn&jsi ¢asti. Mikrovlakna PVDF ve stiedni vrstvé
implantatu zajist'ovala zpomaleni prutoku NOT. Pozadovany pritok tekutiny 2,5 pl/min
(JTS) byl idealn¢ dosazen pii poméru mezi vnitini a vnéjsi ¢asti 50/100 (celkovy primér
150 um). Stejn¢ jako v pfipad¢ planarniho kompozitniho GDI je skloubeni dvou

konstituent do kompozitniho celku vyhodnym krokem.
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4 Zavér

Cilem prace bylo pochopit a teoreticky popsat souc¢asné zpusoby feSeni problematiky
glaukomového onemocnéni spole¢né s uvedenim jejich nevyhod. A soucasné, na zaklad¢
téchto znalosti se pokusit navrnout a zkonstruovat nanovlakenny glaukomovy drenazni
impantat a jeho funk¢nost ovéfit v laboratornim prostfedi. Soucasny trh poskytuje dve
zcela odlisné varianty glaukomovych implantati, a to plandrni a tubuldrni formu.
Komer¢né dostupné planarni implantaty nerespektuji vlastnosti a strukturu nativni
odtokové tkan¢ a navic jsou zpravidla konstruovany z degradabilnich polymera, které se
po Case rozpadnou a je nutné je nahradit. V piipad¢ tubularnich implantatt je situace na
trhu problematickd pfedevsim z diivodu tuhosti implantatu, prestoze nékteré nadéjné
MIGS jsou konstruovany dle Hagen-Poisellovy rovnice a teoreticky by mély splnovat
pozadavky na odvod tekutiny. Technologie elektrického zvldknovani umoziuje tvarovou
variabilitu implantatu, proto je mozné zvoleny material vyuzit k vyvoji obou forem.

Stézejni ¢asti prace byl navrh vhodného materialu, ktery splituje pozadavky na
dlouhodobou implantaci v oku pacienta, odolava bunééné fibrotizaci a efektivné odvadi
NOT bez vzniku hypotonie. Z pohledu tkanového inZenyrstvi je vyvoj antifibrotického
materidlu zcela opacnym pfistupem, nez jaky se bézné pouzivad. VétSina piistupil je
zalozena na vyvoji scaffoldi podporujicich bunéény rast. Z tohoto pohledu pfinasi prace
nove poznatky a otevira novou kapitolu tkanoveého inzenyrstvi.

Jako optimalni material byl zvolen PVDF za soufasné modifikace PEO. Tato
kombinace vykazovala signifikantni potla¢eni bunééného rustu. Nicméné navazujici
experimenty hodnotici odvod NOT vlakennou siti prokézaly, ze vhodnéj$im materidlem
je samotné PVDEF. Konstrukce implantatu tedy spoc¢ivala ve spojeni obou material. Bylo
zjisténo, Zze kombinaci PVDF a PVDF + PEO Ize ptipravit kompozitni planarni implantat,
ktery je zaroven odolny vi¢i fibrotizaci a vykazuje jedny z nejlepsich hodnot odporu vici
prutoku kapaliny, které literatura u planarnich GDI poskytuje. Do budoucna by bylo
vhodné zaméfit se na zvySeni odolnosti viici pritoku kapaliny uUpravou vlakenné
morfologie PVDF. Pro vyrobu tubuldrniho implantatu bylo zkonstruovano zcela nové
zafizeni zaloZzené na automatizované produkci kompozitnich struktur. Inovaci bylo
pouziti metody drawing pro vnitini ¢ast implantatu umoznujici smérove orientovany tok
kapaliny. Pritokové charakteristiky tubularniho implantatu s vyplni dosahovaly hodnot,
které odpovidaji nativnimu systému v oku. Nicméné limitaci tohoto vyzkumu je pouze

hruby nastin vyhodnocujici transport kapalin v tubuldrnich implantatech.
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Soucasna literatura poskytuje pouze maly pocet ¢lanki tykajicich se vyvoje GDI
z nanovldken, ato predevsim v poslednich nékolika letech. V tomto sméru je obsah
predlozené disertacni prace inovativni a piinasi novy pohled na moznosti 1€Cby
glaukomu. Vysledky prace jsou uplatiiovany ve dvou udélenych grantech jako fungujici

planarni implantat nadéjnych in vivo studii v oku kralika.
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5 Navazujici prace a navrh dalSiho postupu reSeni

Disertaéni prace piinesla nové poznatky v oblasti 1écby glaukomu pomoci
nanovlakennych materiald. Vzhledem ke skutecnosti, Ze se jedna o jedine¢nou aplikaci,
ktera v literatuie neni detailn€ji rozebrana, vyvstava spole¢né se ziskanymi vysledky
mnoho otazek. Velkou vyhodou je ndvaznost dvou udélenych grantd na tuto praci a tedy
potencidl dalSiho vyzkumu. Grant udéleny Technickou univerzitou v Liberci ,,Vyzkum
nanovildakennych materialii pro léecbu glaukomového onemocneni (TUL PURE-2021-
6005), fesi vyvoj plandrnich nanovldkennych implantatd. Mezi uspésné vysledky lze
zaradit testy o¢ni drazdivosti materialu PVDF na chorioalantoidni membrané kutreciho
embrya (tzv. HET-CAM test) v kooperaci s némeckou University of Tiibingen. Vysledky
neprokazaly zadnou drazdivou reakci PVDF, nicméné chybi vysledky se smési materiali
PVDF + PEO. Tuto kombinaci bude vhodné doplnit.

Implantat z PVDF byl soucasné zhodnocen z hlediska manipulace a opera¢ni
techniky na kadaverdznich prasecich bulbech. Ve spolupraci s prednostou oftalmologické
kliniky 3. LF UK a FNKV doc. Pavlem Studenym, Ph.D. a primafem o¢niho oddéleni
Krajské nemocnice v Liberci, MUDr. Petrem Bulitem, FEBO, byl zkonstruovan zcela
novy postup implantace nanovlakenného GDI, kombinujici operaci katarakty s operaci
glaukomu, které by v soufinnosti mely snizovat nitroo¢ni tlak efektivnéjSim
a kontrolovangj$im zptsobem. Operacni technika byla provéfena ex vivo na

kadaveroznich prasecich bulbech, jak ukazuje obrazek 7.
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Obr. 7 A: navrh operacniho postupu a B: postup ex vivo implantace nanovildkenného

GDI z PVDF na kadaverozni praseci bulby
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Limitaci pfistupu je absence laboratorniho zhodnoceni funk¢nosti implantatu,
ktery by mél predchazet in vivo studii. Nicmén¢ toto je pfedmétem dal$iho zkoumani.
Soucasné s tim by bylo vhodné prozkoumat adhezi vyvijeného implantatu k o¢ni tkani
a provéfit mechanické a ohybové vlastnosti vzhledem k tomu, ze jeho ¢ast je béhem
operacni techniky piehnuta a fixovana stehy tak, aby slouzila jako rezervoar odtékajici
nitroo¢ni tekutiny.

Vyznamnym milnikem jsou provedené in vivo experimenty v oku kralika
s materidlem PVDF. V experimentu bylo operovano 23 laboratornich zvirat.
V kratkodobém pooperacnim obdobi nedochazelo k vyraznému snizeni nitroo¢niho tlaku
ani ke vzniku nezadouci hypotonie. Po 30 dnech od implantace byl nitroo¢ni tlak snizen
v praméru o 13 %. Obrazek 8 znazornuje provedené in vivo testy v oku kralika, kde Sipka

ukazuje na umisténi implantatu.

Obr. 8 In vivo implantace plandrniho nanovlakenného GDI z PVDF v oku krdlika.

Vysledky in vivo studie vykazuji nadéjny charakter planarnich implantatd.
V navazujicim grantu ,,Antifibrotizacni vlakenny material pro sniZovani nitroocniho tlaku
pri glaukomovém onemocnéni” udélenym Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky
(MZCR NU23-08-00586) bude nutné detailngji prozkoumat chovani kapalin pii pritoku
nanovlakennymi materialy s cilem sniZeni nitroo¢niho tlaku po implantaci minimalné
020 %. Soucasné jsou v piipravé in vivo experimenty na modelu miniprasete spolecné
s prodlouzenym sledovacim obdobim. Diky ziskanym datim a provedenym studiim je
jasné, ze do oka prasete bude operovan modifikovany implantat z kombinace materialti
PVDF + PEO, ktery je vsoucasnosti findln¢ testovan z antifibrotického
I hydrodynamického aspektu. V dalSich fazich bude nutné in vivo experimenty rozsifit
s ohledem na pfipadnou klinickou studii. V pfimé navaznosti na diserta¢ni praci by bylo

vhodné déle provéfit vlastnosti tubuldrniho implantatu.
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Diserta¢ni prace: Nanovlikenny drenaZni implantit pro 1é¢bu glaukomového onemocnéni

Autorka: Ing. Andrea Klip$tova
HODNOCENI{ SKOLITELE

PredloZena disertaéni price se zabyva vyvojem nanovldkenného materilu, jehoZ vlastnosti
byly vyvijeny pro cilené pouZiti v o&ni chirurgii. Prace pfinasi nové poznatky v oblasti vyvoje
nanovlakennych materidlii a rozSifuje jejich moZnosti vyuziti. Disertaéni prace se pfevazné
zabyvé vyrobou a charakterizaci nedegradabilniho materialu polyvinylidendifluoridu, ktery
v poslednich letech nabyvé na vyznamnosti nejen v biomedicinskych aplikacich. PrestoZe jsou
v oboru tkafiového inZenyrstvi spiSe preferovany biodegradabilni materialy, urgité aplikace
jako napf. glaukomové drenaZni implantaty vyZaduji stabilitu materialu. Dal$im nep#ilis &astym
poZzadavkem na material je zabran&ni proliferace specifického bun&&ného typu (v tomto piipadé
fibroblasti). Neméné vyznamnou vlastnosti vyvijeného materilu je pak transport kapalin.
Vsechny vySe zminéné aspekty v kontextu s daldimi materidlovymi charakteristikami jsou
v disertagni préci fadné zpracovany a diskutovany.

Doktorandka vykazovala béhem celé doby studia aktivni zapojeni do experimentélniho vyvoje,
jeji schopnosti v oblasti zvldkiiovani polymernich materiali jsou excelentni. Studentka byla
zapojena i do dalSich projektii na KNT, u¢astnila se jejich pfipravy i nasledné realizace. Rada
bych vyzdvihla jeji pfipravu projektu souvisejici s tématem disertani prace — nejprve se
jednalo o projekt PURE, ktery pfedchazel aktuilng feSenému projektu Ministerstva
zdravotnictvi s nazvem ,, Antifibrotizagni vlakenny materil pro sniZovani nitroo&niho tlaku pfi
glaukomovém onemocnéni®. ’

Velmi kladné hodnotim publika¢ni aktivitu studentky, jeji h-index dosahuje k dnesnimu dni
hodnoty 9 dle WoS i Scopus databaze. Je spoluautorkou 20 indexovanych publikaénich vystupii
(z toho 8 konferen¢nich pfispévkii a 12 &asopiseckych publikaci), které jiz byly cca 200x
citovany.

Kontrola plagiétorstvi prob&hla dne 12.2.2024, byla zde nalezena relevantni podobnost pod 2%.
PredloZena prace spliiuje viechny poZzadavky pro udéleni titulu Ph.D.

Navrhuji, aby price Ing. Andrey KlipS$t'ové byla pfijata k obhajobé.

doc. RNDr. Jana Horakova, Ph.D.
V Liberci dne 13.2.2024

Technicka univerzita v Liberci | Fakulta textilni
Studentska 1402/2, 461 17 Liberec 1 | www.ft.tul.cz
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11 Oponentské posudky disertacni prace

Oponentni posudek disertacni prace

Nazev: Nanovlakenny drenazni implantét pro Ié¢bu glaukomového onemocnéni
Autor: Ing. Andrea Klapstova
Skolitel: doc. RNDr. Jana Horékova, Ph.D.

Oponent: doc. Mgr. Irena Slamborova, Ph.D

Predlozena disertatni prace se zabyva aktudlni problematikou glaukomového onemocnéni
s perspektivou vyvoje nanovldkenného drenazniho implantatu pro odvod tekutiny pri nelé¢itelném

galukomovém onemocnéni.

Primarnim cilem disertacni prace bylo nalezeni vhodného materialu, ktery by splfioval pozadavky,
které jsou na takovyto materidl kladeny. Jedna se zejména o biokompatibilitu, nedegradabilitu
materialu s moznosti povrchové modifikace materidlu pro zajisténi jeho antifibrotickych vlastnosti.
V neposledni fad€ se autorka musela vénovat fyzikalnim parametrim se zaméfenim na transport

tekutin nanovlakennym implantatem.

Disertacni prace je klasicky ¢lenéna na ¢ast teoretickou a experimentalni. V teoretické &asti prace
autorka shrnula nejnovéjsi poznatky ze studované problematiky v kooperaci s oénimi chirurgy,

kteri se specializuji na tuto studovanou oblast.

Teoreticka ¢ast prace je ¢lenéna do kapitol, které popisuji glaukomové onemocnéni a jeho 1é¢bu,
aktualné pouzivané materialy v terapii glaukomu, materialy vhodné pro vyvoj glaukomového
drenazniho implantatu. Posledni Cast je vénovana nanovlakennym materialGim a jejich fyzikalnim
vlastnostem, které jsou dilezité¢ zhlediska odvodu tekutiny z oka. Teoretickd &ast prace je

ukoncena kapitolou, ktera shrnuje dosavadni poznatky a cile diserta¢ni prace.

V této &asti doktorandka Ing. Andrea Klapstova provedla velmi podrobnou literarni resersi, ktera
Je doplnéna mnoha spravné citovanymi literarnimi zdroji. Cely text teoretické &asti je srozumitelny,

Jasné strukturovany a tvofi tak vybornou vychozi pozici pro experimentélni &4st prace.

V experimentalni ¢asti prace se doktorandka snazila nalézt nejvhodnéj$i nanovldkenny material,
ktery by spliioval vyse uvedené pozadavky. Jako perspektivni materidly po pilotnich testech

vybrala PVDF a PVA, které podrobila mnoha analyzim a testim (hodnotila morfologii

1
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nanovlaken, jejich smacivost, porozitu a velikost pora, molarni hmotnost, byly provedeny in vitro
bunécné testy, testy na rezidua v materialu a dalsi). Déle pokracovala pouze s nanovlakennym
materiadlem pfipravenym z PVDF, ktery obohatila o PEO. Tato nanovldkenna struktura soucasné
zajistovala cytokompatibilitu, ktera vedla k potlaceni buné¢né proliferace, a nikoliv k eliminaci
bunék. Naslednym krokem byla modifikace nanovldkenné struktury antifibrotizaénim ¢inidlem.
Dalsi ¢ast prace je vénovana vypoctim hydraulické konduktivity, coz je podstatné pro transport
kapalin planarnim a tubularnim implantatem. Doktorandce se podafrilo pfiravit tubularni implantat,
kde pro vyrobu vnitini ¢asti implantatu byla pouzita metoda drawing, coz umoznilo smérové

orientovany tok kapaliny implantatem.

Zaveér prace prinasi shrnuti teoretickych vychodisek a experimentalni a publika¢ni Cinnosti
doktorandky s perspektivami pro dalsi védecky rozvoj ziskanych poznatki. Doktorandka v zavéru

prace uvadi navrh navazujici prace a popisuje postup dalSich kroki reSené problematiky.

Diky ziskanym rozsahlym vysledkiim, které plynou z piedlozené disertacni prace, byly udéleny na
dalsi vyzkum dva granty, jeden podpofeny Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky s nazvem
WAntifibrotizacni vlakenny material pro snizovani nitroocniho tlaku pri glaukomovém onemocnéni*
a druhy grant udéleny Technikou univerzitou v Liberci s nazvem ., Vyzkum nanovidkennych

materialu pro lécbu glaukomového onemocnéni .

Formalni zpracovani celého textu disertacni prace je na velmi vysoké urovni, kterd odpovida
obvyklym standardiim pro tento typ kvalifika¢ni prace. Doktorandka Ing. Andrea Klapstova
prokazala schopnost fesit dané téma samostatné s logicky navazujicimi kroky. Toto prokazala
i ve své publika¢ni ¢innosti. Je autorkou nebo spoluautorkou 8 ¢lanki v impaktovanych ¢asopisech,
dal3i tfi ¢lanky jsou v recenznim fizeni. Dalsi aktivity prokazala jako spolufesitelka tfi projekta.

V neposledni fadé své vysledky prezentovala na 11 mezinarodnich konferencich.

Zaveérem lze konstatovat, ze predlozena disertacni prace a i jeji nasledné pokracovani ma velky

vyznam jako mezioborova prace, ktera sméfuje do biomedicinskych aplikaci.

PredloZenou disertacni praci doporuéuji k obhajobé, zaroven doporué¢uji udéleni titulu Ph.D.
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Otazky k obhajobé:

1. Méte predstavu o finan¢ni naro¢nosti pfipravenych implantati v porovnani se soucasnym

chirurgickym fesenim (tedy kolik hradi pojistovny)?

2. Pokud by se Vam podafilo v dals$im vyzkumu pfipravit vhodny implantat, do jaké kategorie
v ramci zdravotnickych prostredki by patfil a jaké jsou s tim spojené dalsi testy a studie, které
stanovuje SUKL?

V Liberci dne 30. 4. 2024 doc. Mgr.“rreﬁ/agla‘\{w Ph.D.
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Posudek oponenta doktorské disertacni prace
Nanovlakenny drenazni implantat pro lé¢bu glaukomového onemocnéni

Autor prace: Ing. Andrea Klapst'ova

Disertacni prace je z oboru: Textilni technika a materialové inZenyrstvi na TU v Liberci a
zabyva se vyuzitim polymernich nanovlakennych materiald v medicinskych aplikacich
konkrétné pfi léCbé glaukomu. Prace je vysledkem delsi spolupréce katedry netkanych textilii

a nanovlakennych materialti s ocnim oddélenim Krajské nemocnice v Liberci.

Tématem prace je originalni pfistup k lé¢bé glaukomu s vyuzitim polymerni
nanovlakenné textilie, pfipravené elektrostatickym zvlaknénim. Pristup k lécbé je
zalozen na poznatku, Ze trabekularni sitovina, ktera je zodpovédna za odvadéni
nitrocni tekutiny, neplni dostatec¢né svoji funkci. Tim dochazi ke zvySovani
nitroo¢niho tlaku a nezaddoucim jevl, které vedou ke ztraté zraku. Konvenéni
farmakologicka redukce nitroocniho tlaku pomoci lokalnich |é¢iv patii mezi
nejdostupnéjsi a nejcastéji vyuzivané metody, nicméné jeji vyuziti ma sva omezeni
a nevyhody. Chirurgicka |éCba se snazi zavadét do oka mikro-implantaty raznych

struktur a materialu, které zaruci dostatecny odtok nitroocni tekutiny.

Tato prace se zabyva vyvojem nitro-o¢niho implantatu, ktery se ubiral dvéma
smery. Prvni byl vyvoj elektrostaticky zvlaknéné polymerni nanovliakenné textilie,
simulujici strukturu trabekularni sitoviny tak, aby kompenzoval jeji celkové
morfologické zmény a zachovaval normalni hodnotu nitrooéniho tlaku. Druhym

smérem byl vyvoj tubularniho implantatu.

Pro produkci nanovlakenného trabekularniho implantatu bylo vybrano 5 typu
polymerl, byla optimalizovana technologie zvldknéni a provedena charakterizace
textilii z hlediska jejich struktury, morfologie vladken, smacivosti, porozity a
transportu kapalin pro vSechny pfipravené vzorky. Dulezitym testovanym faktorem
byla navic proliferace bunék, ktera je v tomto pfipadé nezadouci. Z hlediska vsech
pozadavku byl zvolen kompozit PVDF/PEO jako nejlepsi varianta pro planarni

trabekularni implantat.
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Kompozitni tubularni implantat byl navrzen jako ,,core/shell* vlakno, kde na vnitini ¢ast
z PVDF vyrobenou technologii ,,drawing™ byla nanesena vnéj$i kompozitni ¢ast PVDF + PEO;
Tato ¢ast prace zahrnovala kombinaci pocitacovych simulaci s experimentem pro optimalizaci
proudéni kapaliny tubularnim implantatem. Pro vyrobu tohoto typu implantatu bylo v ramci
této prace navrZeno a zkonstruovani originalni zafizeni, které urc¢ité najde $irs$i uplatnéni nejen
v medicinskych aplikacich.

V teoretické Casti autorka prokézala Siroky rozhled v dané problematice a to nejen
v oblasti polymernich materiali a v technologii jejich specifické ptipravy, ale musela zvladnout
problematiku dané oblasti mediciny.

Vysledkova ¢ast prace je velmi bohatd, zahrnuje technologii pfipravy a uUspésné
testovani dvou typu implantati pro léébu glaukomu: planarniho a tubularniho. V obou
piipadech to vyzadovalo feSeni dlouhé fady dil¢ich problémi od volby vhodnych materiald,
pies optimalizaci technologie aZz po testovani funk&nosti implantat. Samotnd optimalizace
technologie je naro¢na kapitola, protoze vycet parametri ovliviiujicich elektrostatické
zvlaknéni tvoii pomérné dlouhou fadu. Navic specifické poZzadavky na implantat jako potlaceni
bunééné proliferace a snadné proudéni nitroo¢ni kapaliny jsou ve vzajemném konfliktu a
vyzaduji citlivé vyladéni téchto vlastnosti.

Aktudlnost tématu potvrzuji nejen udélené granty, ale i zajem z aplika¢ni sféry,
konkrétné z Nemocnice v Liberci, se kterou autorka spolupracovala

Praci hodnotim jako vynikajici a po uspé$né obhajobé doporucuji udéleni titulu
PhD jeji autorce.

Pro diskuzi béhem obhajoby navrhuji autorce vyjadfit se k nasledujicim bodim:

e Do jaké miry mize proudéni nitroo¢ni tekutiny ovlivnit mikrostrukturu nanovlakenného
implantatu v pribéhu dlouhodobého pouziti, pokud neni dokonale zesitovany?

e Proudéni v tubularnim implantatu se predev§im odehrava ve vnéjsi vrstvé, protoze
PVDF jadro je nesmacivé; Neni mozné v takovém piipadé vyuzit i jiny typ jadrového
polymeru? A nakolik je mozna proliferace bunék i v jadru tubularniho kanalku?

e Jaké dalsi inovace této technologie by autorka navrhovala, na zakladé soucasnych
poznatkt pro pokrac¢ovani tohoto vyvoje implantati?

Prof. RNDr. Pavla Capkové, DrSc
PiF UJEP
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