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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva vyuZzitim elektrického rozpraSovani pro tvorbu polymernich
¢astic umoznujicich inkorporaci 1é¢iv pro funkcionalizaci vldkennych vrstev. V tomto
ptipadé by vytvofeny kompozit slouzil jako implantat pro 1éébu glaukomového
onemocnéni, resp. jako prvek zvysujici efektivitu soucasného chirurgického postupu,
trabekulektomie. Teoreticka Cast se zabyva vSeobecnou problematikou glaukomového
onemocnéni, sou¢asnymi postupy 1é¢by a navrhu inovativniho feSeni. Popisuje vlastnosti
pouzitych polymera a dopliujicich latek a definici elektrického rozpraSovani s vyuzitim
stejnosmérného a stiidaveho elektrického napéti. Experimentalni ¢ast je zaméfena na
vyvoj polymernich kapsli metodou elektrického rozpraSovani s pouzitim tfech druhi
alifatickych, biodegradabilnich polyestert. Dale je zde popsana enkapsulace vybrané
aktivni latky, Mitomycinu C, slouZici jako antifibrotikum. V zavéru prace je vyzkum

zhodnocen a navrzen dal3i postup zkoumani.

Kli¢ova slova: Elektrospraying, Glaukom, Mitomycin C, Polyvinylidenfluorid,

Funkcionalizace scaffoldu



ANNOTATION

The diploma thesis deals with the use of electrospraying for the formation of particles,
enabling the incorporation of drugs for the functionalization of fibrous layers. In this case,
the formed composite would serve as an implant for the treatment of glaucoma, resp. as
an element increasing the effectiveness of the current surgical procedure, trabeculectomy.
The theoretical part deals with the general issues of glaucoma, current treatment methods
and design of innovative solutions. It describes the properties of used polymers
and additives and the definition of electrostatic spraying using direct and alternating
current voltage. The experimental part is focused on the development of polymer capsules
by the method of electrospraying using three types of aliphatic, biodegradable polyesters.
Furthermore, the encapsulation of the selected active substance, Mitomycin C, as
an antifibrotic, is described here. At the end of the work, the research is evaluated

and another research procedure is proposed.

Key words: Electrospraying, Glaucoma, Mitomycin, Polyvinylidene fluoride,

Functionalization of scafflods
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expandovany polytetrafluorethylen

ethanol

sila [N]

hloubka [m]

high-performance liquid chromatography (Vysoce ti¢inna kapalinova
chromatografie nebo vysokotlaka kapalinova chromatografie)
intraocular pressure (nitroo¢ni tlak)

konstanta

délka [m]

Rayleighova nestabilita

minimally invasive glaucoma surgery (minimalné invazivni
glaukomova chirurgie)

mikropulzni laserova trabekuloplastika

Mitomycin C

molekulova hmotnost [g/mol]
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napf.
NTG
obr.

Pc

Pe

PCG
PCL
PCTFE
PDLA
PDLLA
PGA
PHB

PLA
PLGA
PLLA
PTFE
PVDF
Q.q
R,r
RNA

SB
SEM
SLT

TEM
TFE

g,
Tm
™
TUL

tzv.

napiiklad

normal-tension glaucoma (glaukom s normalnim tlakem)
obréazek

kapilarni tlak [Pa]

elektricky tlak [Pa]

kopolymer € — kaprolaktonu a glykolidu
poly-g-kaprolakton
polychlorotrifluorethylen

kyselina poly(D-mlé¢na)

kyselina poly(D, L-mlé¢na)

kyselina polyglykolova
polyhydroxybutyrat

kyselina polymlécna

kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové
kyselina poly(L-mlé¢na)
polytetrafluorethylen

polyvinylidenfluorid

elektricky naboj [C]

polomér [m]

Ribonukleova kyselina

povrch [m?]

spunbond (netkana textilie)

skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop
selektivni laserova trabekuloplastika

Sitka [m]

transmisni elektronovy mikroskop
trifluorethanol

teplota zeskelnéni [°C]

to jest

teplota tani [°C]

trademark symbol (symbol ochranné znamky)
Technicka univerzita v Liberci

takzvany
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VN

Z.S.

€0

TMsp

vyska [m]

vysoké napéti [V]

zapsany spolek

povrchové napéti [N/m]

permitivita [F/m™]

permitivita vakua [8,854-10-12 F/m™]
specificka viskozita [N.s.m?]
viskozita nulové smykové rychlosti [N.s.m]
viskozita rozpoustédla [N.s.m?]
kfivost [m™]

plodna hustota naboje [C/m™]

tok elektrické intenzity [Vm]
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Teoreticka ¢ast

1 Uvod

Nanomaterialy a nanotechnologie obecné jsou v souc¢asné dob¢ ¢im dal vice aktualnim
tématem. Vyuziti nachazeji napti¢ obory, zdravotnictvi nevyjimaje. Pfedev§im oblast
biomediciny je aktualné nejzajimavéj$im prostiedim pro inovativni feSeni pravé s pomoci
nanotechnologii.

Tato prace je soustfedéna na téma vyuziti polymernich nano nebo mikro c¢éstic
s inkorporaci 1é¢iv pro biomedicinské aplikace, konkrétné pti 1é€bé ocniho glaukomu.
Zabyva se vyvojem a vyrobou polymernich kapsli z biodegradabilnich
a biokompatibilnich polymert metodou elektrického rozpraSovani (elektrosprayingu)
za vyuziti stejnosmérného (DC) a sttidavého napéti (AC).

Takto vyrobené systémy s kontrolovanym uvolfiovanim jsou vhodnym prostiedkem
pro konkrétni cileni na postizené misto bez ztraty ucinku. Soucasné enkapsulace 1éCiv
do vhodn¢ zvoleného, biologicky rozlozitelného polymeru, umozni jejich postupné,
rovnomérné uvolilovani bez vzniku aglomeratt.

Oc¢ni glaukom neboli zeleny zdkal je jednim z nejcastéjSich onemocnéni na svéte
zpusobujicich oslepnuti. Jeho 1écba je zéavisla na stadiu, sjakym pacient piichazi
a funguje pouze jako stabilizacni feSeni, soucasny stav pacienta jiz nezvrati. Miize byt
feSena pouze farmakologicky nebo laserovym oSetienim, v pokrocilych stadiich pak
ptichazi na fadu chirurgicky zakrok nejcastéji trabekulektomie.

Trabekulektomie v3ak byva doprovdzena mnohymi komplikacemi jako je napi. vznik
srusti nebo jizveni, a proto se pii ni pouzivaji doplnujici antifibrotické latky
(antimetabolity), které tyto komplikace zmirnuji. Dal§i moznosti, jak zvySit G¢innost
trabekulektomie je pouziti implantatd. Jiz bylo vyvinuto a pouziva se nékolik druht
implantacnich zatizeni a na zaklad€ zkuSenosti a poznatku jsou vyvijeny dalsi.

Tato prace se zaméfuje na funkcionalizaci jiz wvzniklé polymerni vrstvy
z polyvinylidenfluoridu (PVDF), ktery je sam o sobé v mediciné hojné vyuzivan.
Implantat z nedegradabilniho PVDF obohaceny o polymerni ¢astice s obsahem
Mitomycinu C (MMC) by tak byl idealnim prostfedkem pro zefektivnéni chirurgického

zakroku.
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2 Glaukom

2.1 Anatomie oka

Oc¢ni bulva je témét kulovitého tvaru v priméru cca 24 mm u dospélého ¢loveka
(viz Obr. €. 1). Je obalena tfemi vrstvami, a sice bélimou (sklérou), rohovkou a cévnatkou.
Bélima méa funkci ochrannou pted fyzickymi vlivy (tider) a je z pevné tkdn¢. Bélima dale
piechazi do prihledné rohovky, kterd ma ¢astecné ochrannou funkci viaci UV zéieni
aspoleén¢ s cockou vytvari opticky obraz. Cévnatka ma funkci vyzivovou,
je prostoupena cévami a slouzi oku i jako termoregulace [1].

rohovka

predni oéni komora
komorova voda

zadni o¢éni komora

stfedni vrstva
oc¢ni koule

duhovka

. fasnaté
- \ télisko
atka

zonule
ciliamni

bélima

Vnitini Cast oka tvofi pfedni komora o¢ni, kterd je vyplnéna nitroo¢ni tekutinou.
Nitroo¢ni tekutina je za normalnich okolnosti tvofena fasnatym télesem, odkud protéka
do zadni a pfedni o¢ni komory, kde se ¢aste¢né vstieba a odtéka z oka pry¢. Jeji funkci je
stabilizace nitroo¢niho tlaku, vyziva okolnich tkani, odvod odpadnich latek a transport
vitaminu C do rohovky. SloZeni je pfevazné voda a dale ionty, proteiny, vitamin C,
glukéza a kyselina mlécna, nechybi aminokyseliny. Za piedni komorou se nachazi
duhovka s otvorem ve stiedu, zornici. Nasleduje ¢ocka, jejiz jednou z funkcei je lom svétla

a dale slouzi spole¢né s ciliarnim svalem k akomodaci oka.
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Nejobjemnéjsi cast oka, sklivec, se nachazi za zadni komorou a navazuje
na nejpodstatnéjsi a nejkomplikovanéjsi ¢ast oka — sitnici. Sitnice je sloZena z velkého
mnozstvi ty€inek a ¢ipklti. Konkrétné zhruba z 6 miliont ¢ipka a 120 miliont tyc¢inek.
Cipky jsou zodpovédné za fotopické vidéni, astené zajistuji zrakovou ostrost,
rozeznavani intenzity svétla, a predev§im barev a jejich odstinii. RozliSuji se tfi druhy
¢ipkt (pro vnimani Cervene, zelené a modré barvy) s rliznymi barevnymi pigmenty
arozdilnou citlivosti na uréitou vlnovou délku. Ty¢inky jsou vice senzibilni ke svétlu
a maji schopnost rozeznavat odstiny Sedi. Misto nejostiejsiho vidéni, tedy kde je nejvice
¢ipkt a relativné malo tyc¢inek se nazyva zluta skvrna. Zde se zobrazuje zaostfovana cast
zorného pole. Ty¢inky a ¢ipky obsahuji nervova vldkna, ktera odtud vychazeji az se spoji
ve zrakovy nerv. Misto, kde se jednotliva nervova vldkénka spojuji je oznacovano jako

»papila zrakoveho nervu*, zhruba ve stiedu sitnice [2].

2.2 Obecné informace o glaukomu

Glaukom, lidové zeleny zéakal, je urcity druh oc¢niho onemocnéni zpiisobujici
poruchu zraku, v hor§im pfipadé jeho ztratu. Vznika poSkozenim o¢niho nervu nejéastéji
vlivem zvySeného nitroo¢niho tlaku (tzv. intraocular pressure, 10P), tzn. kolem hodnot
nad 21 mm Hg IOP, kdy se bézné hodnoty pohybuji pfiblizné okolo 10-20 mm Hg IOP.
Jeho diagnoza je velmi tézko odhalitelnd, protoze jeho symptomy se zacinaji projevovat
az v pozd¢jsim stadiu nenavratnou ztratou periferniho vidéni (viz Obr. €. 2) a nasledné
muze dojit az k aplnému oslepnuti. Jedince ¢asto nedoprovazi ani bolest a jedinou moznosti,

jak onemocnéni piedejit, je pravidelnd navstéva o¢niho 1ékare.

Pokrotilé stadium glaukomu

Potatetni stadium glaukomu Extremné pokrotilé stadium glaukomu

Obrézek 2: Druhy videni v zavislosti na stadiu glaukomu [2]
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Glaukom je uvadén jako druhd nejcastéjsi pricina oslepnuti na svété, po o¢nim
traumatu (mechanickém poskozeni oka). V roce 2017 bylo na svété zhruba 66,8 miliont
lidi stimto onemocnénim a ptedpokladalo se, ze vroce 2020 mnoZstvi doséhne
80 miliont vlivem rastu populace a jejiho vé€ku. Odhaduje se, Zze napi. v Kanad¢ je
glaukom diagnostikovan u 2,7 % populace nad 40 let a u 11 % nad 80 let véku. Bohuzel

50 % lidi na svété o své diagnoze ani nevi a neléci se [3].

Kumulace
Poskozeni
optického
nervu

komorvé
vody

Trabekularni
sifovina

Zdravé oko Glaukom

Obrézek 3: Porovnéni zdravého oka s okem postizenym
glaukomem [3]

Pokud z n¢jakého diivodu piestane nitroo¢ni tekutina odtékat béznym zptisobem
vznikne v oku pfretlak, ktery nasledné zptisobi vznik glaukomu (viz Obr. ¢. 3). Mezi
rizikové skupiny se fadi 0soby se zvySenym nitroo¢nim tlakem, lidé nad 60 let véku, cerné
pleti, Asiaté a Hispanci, s dédiénymi ptedpoklady, s riznymi onemocnénimi jako
cukrovka, onemocnéni srdce, vysoky krevni tlak nebo srpkovitd anemie (onemocnéni
Cervenych  Kkrvinek, chudokrevnost), jedinci sextrémni kratkozrakosti nebo
dalekozrakosti, s prodélanym zranénim oka nebo po chirurgickém zakroku oka, lidé

dlouhodobé¢ uzivajici kortikosteroidy, zejména ve form¢ kapek [4].

2.3 Rozdéleni druhu glaukomu

Glaukomy se rozd€luji do nékolika skupin podle zptisobu vzniku na primarni
a sekundarni. A dale podle uspotfadani, na glaukom s otevienym a uzavienym thlem
¢ipodle typu. U primarnich to mtze byt glaukom vrozeny nebo s normalnim tlakem,
u sekundarnich se jejich oznafeni vétSinou odviji od hlavni pfi¢iny vzniku jako

napfi. pigmentarni, uveiticky, exfoliativni nebo traumaticky [5][6].
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2.3.1 Primarni glaukomy

Primérni glaukomy jsou takové, které ptichazeji nezavisle na zdravotnim stavu
pacienta. Jejich pficina je vétSinou neurcita a postihuje spise ohrozené skupiny zminéné
Vv ptedchozi kapitole. Dale se rozdé¢luji na glaukomy s otevienym a uzavienym Uhlem,
ktery je velice agresivni a je nutno ho feSit akutné. Glaukom s normalnim tlakem

a vrozeny jsou také fazeny do skupiny primarnich [4][6].

a) Glaukom s otevirenym uhlem

Glaukom s otevienym uhlem je nejéastéj$im typem glaukomu vyskytujicim se az
v 90 % piipadd. Je zplsoben pomalym ucpavanim drendZnich kanalki, coZz vede
ke zvyseni nitroo¢niho tlaku, jez je nejpravdépodobnéjsi pti¢inou vzniku tohoto typu
glaukomu. Dochazi pti ném k rozsifeni uhlu mezi duhovkou a rohovkou (viz Obr. ¢.4),
z ¢ehoz plyne i jeho nazev. Vzhledem k jeho pomalému vyvoji je Spatné odhalitelny
a pacient bez pravidelné I¢kaiské kontroly jeho pifitomnost registruje az v pokrocilych
stadiich, kdy zacne ptichdzet o zrak. Primarni glaukom s otevienym thlem je druhou
nejcastejsi pricinou oslepnuti v Americe a nejcastéjsi pricinou slepoty u Ameri¢ant cerné

pleti [7].

b) Glaukom s uzavienym uhlem
Glaukom suzavienym uthlem neni tak casty jako s otevienym thlem, ale je
kanalkt vlivem tzkého tthlu mezi duhovkou a rohovkou (viz Obr. ¢.5). Je velmi agresivni,

vyviji se rychle, pfiznaky jsou obvykle patrné a vyzaduje okamzitou lékatskou pomoc

[5].

Drénazni kanalky Drenézni kanalky

—

Rohovka

__ Tok tekutiny /
I
{
| <
|

Drendzni kanalky

Duhovka

Rohovka [
B

__ Tok tekutiny

G
Drendini kanalky i

Obrézek 4: Glaukom s Obrazek 5: Glaukom s
otevienym uhlem [4] uzavienym uhlem [4]
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c) Glaukom s norméalnim tlakem (Normal-Tension Glaucoma, NTG)

Jak uz nazev napovida, tento typ glaukomu neni doprovazen nebo zpiisobovan
zvySenym nitroo¢nim tlakem (IOP). Glaukom s normalnim tlakem se fadi mezi glaukomy
s otevienym uhlem a az 1 ze 3 piipadd glaukomu s otevienym thlem je typu NTG.
Diagnostika probihd pozorovanim optického nervu a jeho poSkozeni napf. pomoci
oftalmoskopu. V soucasné dob&é neni znama pfi¢ina jeho vzniku a 1é¢ba probiha
chirurgického zakroku. Nejcastéji postihuje 0soby s genetickou predispozici, japonskeho

puvodu, s abnormalnim srde¢nim rytmem nebo nizkym krevnim tlakem [5][8].

d) Vrozeny glaukom
Vrozeny nebo také détsky nebo kojenecky glaukom se vyskytuje u déti a kojencti
nejcastéji béhem prvniho roku Zivota. Je velmi vzacny a vznika nesprdvnym nebo
nedokonalym vyvojem drendznich kanalki béhem prenatdlniho obdobi. Pomoci
chirurgického zakroku mohou byt tyto strukturalni vady napraveny, ale nikoli ztrata
zraku, ta miize byt pouze zastavena a optimalizovana. Chirurgicky zakrok byva Casto
doprovazen 1écbou pomoci kapek nebo 1¢ékti. Pfiznaky jsou zvétSeni ocni bulvy, zakalena

rohovka a fotocitlivost [5][9].

2.3.2 Sekundarni glaukomy

Sekundarnim glaukomem se rozumi jakakoli forma glaukomu, u které existuje
identifikovatelna pfi¢ina zvySené¢ho ocniho tlaku, kterd vede k poskozeni zrakového
nervu a ztraté zraku. Stejné jako primarni glaukom muze byt sekundarni glaukom
S otevienym nebo uzavienym uhlem a miize se vyskytovat v jednom nebo obou ocich.
Pticinou vzniku sekundarniho glaukomu muize byt poSkozeni o¢i, zanét, nékteré 1¢ky,

jako jsou steroidy a pokroc¢ilé piipady katarakty (Sedého zakalu) nebo cukrovka.
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RozliSujeme neovaskularni glaukom, ktery vznik4 na zékladé nadmérné tvorby
krevnich cév na duhovce a nad drendznimi kandly oka a nejCastéj$i pficinou byva
cukrovka nebo vysoky krevni tlak [10]. Pigmentarni glaukom, ke kterému dochézi vlivem
tteni mezi vlakny podpirajicich ¢ocku a zadni ¢asti duhovky nesouci pigment, ktery se
pomalu odlupuje a uklada v trabekularni siti oka. Vyskytuje se nejéastéji u mladych mizu
bilé barvy pleti, trpici kratkozrakosti [11]. Exfoliativni glaukom je zpusoben abnormalni
akumulaci bilkovin v drenaZnim systému a dalsich strukturach oka. Castéji se vyskytuje
u urcitych rasovych skupin jako jsou Rusové, lidé pochazejici ze severskych zemi,
Rekové a lidé sttedomoiského ptivodu nebo napf. Indové [12]. Uveiticky glaukom byva
zpusoben zanétlivymi poruchami napi. Fuchova heterochromni uveitida, Posner-
Schlossmantv syndrom a herpeticka uveitida. Glaukom ve spojeni s uveitidou je velmi
komplikovany a jeho vznik mize byt zptisoben né¢kolika faktory, a to vlivem zanétlivych
zbytkli zptsobujicich wucpani trabekuldrni sitoviny, zjizveni tkané z dtvodu
dlouhodobého zanétu nebo jako vedlejsi ucinek kortikosteroidd, které se bézné podavaji
k 1écbeé [13]. Traumaticky glaukom je jakykoli glaukom zpisobeny poranénim oka
nejéastdji tupym uderem napt. do hlavy nebo piimo do oka. Casto pifi ném dochazi
k poskozeni ¢asti oka produkujici o¢ni tekutinu, a to zpusobi krvaceni do oka. Prebytecné

mnozstvi krve, plazmy a necistot se mtize hromadit a ucpavat drenazni systém [5][14].

2.4 Zpisoby lécby

Existuje nekolik raznych zpiisobt 1écby, které Ize aplikovat individualné nebo
jejich ucinky kombinovat. Kazdy pacient je néfim jedinecny, a tak i léba byva Casto
individuélni u kazdého jedince dle jeho zdravotniho stavu, miry poskozeni o¢niho nervu
a kontraindikace 1éku ¢i samotnych pozadavku postizeného.

Lécba by méla byt predev§im zamétfena na piivodni pfi¢inu vzniku glaukomu at’ uz
je to snizovani nitroocniho tlaku nebo vySe zminéné piic¢iny sekundarnich glaukomu

(vysoky krevni tlak, cukrovka, zanét, ...) [15].

2.4.1 Farmakologicka lécba

Obecné se antiglaukomatika d€li do dvou skupin, jedny pomahaji odtoku tekutiny
z oka (prostaglandiny, inhibitory ré kinazy, oxidy dusiku, ...) a druhé zabraiiuji jeji tvorbé
(beta-blokatory, alfa-adrenergni agonisté, inhibitory karboanhydrazy) [16].
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a) Farmaka prvni linie

Prostaglandiny a beta-blokatory jsou vyuzivany pfi tzv. 1ébé prvni linie. Lécba
glaukomu vétSinou zacind lokdlni aplikaci selektivniho nebo neselektivniho beta-
blokatoru nebo lokalniho analogu prostaglandinu. Analogy prostaglandinu snizuji 10P
zvysenim odtoku komorové vody v oku. Prostaglandin je pfirozené se vyskytujici krevni
protein v téle, ktery mize krom¢ mnoha dalSich terapeutickych G¢inkl snizit nitroo¢ni
tlak. ,,Analogovy“ nebo ,,analogicky* znamena, ze 1é¢ivo je srovnatelné nebo podobné
s prostaglandinem, ale mé& mirné¢ odliSné chemické slozeni (naptf. Latanoprost,
Bimatoprost, Travoprost aj...). Prostaglandinové analogy se nejcastéji uzivaji pii 16¢bé
glaukomu s otevienym uhlem nebo pii o¢ni hypertenzi. Jsou vyuzivany v prvni linii diky
relativné nizkému mnozstvi nezadoucich ucinka [16][17].

Beta-blokatory snizuji IOP sniZzenim tvorby komorové vody v oku. Jsou dulezitou
skupinou 1ékt k 1€cbé rtiznych srde¢nich onemocnéni véetné vysokého krevniho tlaku,
nepravidelného srde¢niho rytmu (arytmie), nedostate¢ného pritoku krve do srde¢niho
svalu (angina pectoris) a snizena schopnost srdce normalné se vyprazdiovat nebo plnit
(srde¢ni selhani). Vhodné jsou také pro 1€cbu migrénovych bolesti hlavy. Jako tfida jsou
nejsife vyuzivanymi 1éKy v medicing. Stejné jako prostaglandiny jsou vyuzivany v prvni
linii, protoZe maji malo nezaddoucich Gcinkdl, piesto mohou zplsobovat podrazdéni oci,
alergickou konjunktivitidu (zanét spojivek), exacerbaci (tj. zhorSeni nebo nové vzplanuti
nemoci) nebo vznik astmatu, respira¢ni selhani, bradykardii (tj. zpomaleni srdecni
frekvence pod fyziologickou mez), srde¢ni selhani, hypotenzi, depresi a impotenci. D¢li
se na kardioselektivni (betaxolol hydrochlorid) a nekardioselektivni (timolol maleét,
levobunolol hydrochlorid, metipranolol, aj.) [17][18].
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b) Farmaka druhé linie

Mezi léky druhé linie patii a-agonisté a lokalni inhibitory karboanhydrazy.
Inhibitory karboanhydrazy jsou farmaceutické latky, které potlacuji pulsobeni
karboanhydrazy, coZ je enzym, ktery hraje hlavni roli v regulaci pH a hladin tekutin
Vv lidském téle. Maji za kol snizit mnozstvi hydrogenuhli¢itanovych iontl a soli, které
naSe télo absorbuje, coz vede k celkovému snizeni hladiny tekutin v téle. Vysledkem je
pokles tlaku snizenim mnoZstvi tekutiny, které oko produkuje. D¢li se na systematické
(acetazolamid, dichlorfenamid, ...) a topické (dorzolamid, brinzolamid). Alfa-adrenergni
agonisté snizuji nitroo¢ni tlak snizenim produkce komoroveé vody a také zvySenim odtoku
tekutiny. Ve formé 1é€ivych latek jsou podavany napt. apraclonidin hydrochlorid nebo
brimonidin tartrat. Tyto dvé tfidy 1¢kti mohou byt kombinovany s vyse zminénymi léky

prvni linie beta-blokatory nebo analogy prostaglandinu ke zvyseni jejich u¢inka [15][18].

c) Farmaka ti‘eti linie

Za léky tieti linie jsou povazovany tzv. parasympatomimetické (miotické) latky,
nejcastéji pilokarpin. Maji malo systétmovych komplikaci a jsou relativné levné
ve srovnani s jinymi topickymi antiglaukomatiky, nicméné mohou zpiisobovat midzu (tj.
zUZeni zornice lidského oka), akomodac¢ni kie¢ (kie¢ oéniho svalu), rozmazané vidéni,
potiZe s hodnocenim optického disku a zorného pole a mozné slzeni nebo odtrZeni sitnice.
Kromé¢ toho se museji uzivat nékolikrat denné€, a to je pro mnoho pacientii obtizné,
proto jsou vyhrazené pro lidi nereagujici na jind topicka antiglaukomatika.
D¢li se na cholinergni  (pilokarpin  hydrochlorid, pilokarpin  hydrochlorid, ...)
a anticholinesterazy (echothiophate jod, fyzostigmin, ...) [15].

Vyse zminéné tiidy 1ékt jsou aplikovany v podobé oc¢nich kapek a lze je
kombinovat s Iéky k peroralnimu uZiti nej¢astéji inhibitory karbonanhydrazy. Mohou byt
pouzity kratkodobé nebo dlouhodobé, v zavislosti na pacientové toleranci k témto 1€kiim.
Mozné nezadouci G¢inky zahrnuji ¢asté moceni, brnéni prstii na rukou a nohou, deprese,

zalude¢ni nevolnost, prijjem, nevolnost, anorexie, a ledvinové kameny [15][19].

Stranka | 25



2.4.2 Lécba laserem

Laserové¢ oSetfeni je druhym krokem 1éCby v ptipadé, ze nejsou antiglaukomatika
dostacujici. Lze pouzit tfi typy laserové terapie, a to argonovou laserovou
trabekuloplastiku (ALT), selektivni laserovou trabekuloplastiku (SLT) nebo mikropulzni
laserovou trabekuloplastiku (MLT). Béhem zakroku je oko znecitlivéno lokalnimi
anestetiky v podob¢ kapek a nasledné dochazi k aplikaci laserové energie na trabekularni
sitovinu, coz iniciuje strukturalni a/ nebo fyziologické zmény, které vedou ke zlepSeni
odtoku nitroo¢ni tekutiny z oka. Existuje n¢kolik studii, které se na identifikaci téchto
patologickych zmén zaméfuji, ale pfesny mechanismus zstava neznamy. Muze byt

aplikovana soucasné s farmakologickou 1é¢bou a opakované [20].

a) Argonova laserova trabekuloplastika (ALT)

Argonova laserova trabekuloplastika je nejbéznéjSim typem laserové operace
provadéné u glaukomu s otevienym tthlem ptipadné v nékterych piipadech sekundarniho
glaukomu. Neni vhodna naptiklad u uveitického glaukomu, jelikoz mize puvodni zanét
Vv oku jesté zhorsit. Jeji vynalez z roku 1979 je piipisovan panim Wiseovi a Witterovi.
Jak nazev napovida, ptivodnim zdrojem energie byl argonovy laser s kontinualni vinou
pohybujici se ve spektru modrozelené vinové délky (454-529 nm). Nespocet prvotnich
studii poukazovalo na snasenlivost a Gi¢innost této metody, v roce 1990, studie testovani
laseru sponzorované Narodnim o¢nim institutem, odhalila, Ze je viceméné stejné u€inna
jako lokalni farmakologicka 1é¢ba. ALT byva vétsinou kombinovana s farmakologickou
1é¢bou, ktera je nasazovana pied laserovym zakrokem i po ném. VyuZiti ALT je vcelku
Sirokospektré pro celou fadu oftalmologickych aplikaci. Mezi nevyhody patfi mozny
vznik zanétu po zakroku, vznik sristi a riziko do¢asné nebo trvale vysokého IOP. Cim

vice opakovani, tim vét§i nachylnost ke vzniku zjizveni a zakrok se tak stava

kontraproduktivni [21][22].
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b) Selektivni laserova trabekuloplastika (SLT)

Selektivni laserova trabekuloplastika je vyuZivana od roku 1995 a v porovnani
s ALT se vyznacuje vyrazné niz$i laserovou energii, coz ma za nasledek mnohem mén¢
komplikaci, které jsou zaroven mirnéjsi a kratkodobé, a to ji vyneslo do popiedi
aVpodstaté ALT nahradila. Jeji ucinky jsou srovnatelné s analogy prostaglandinu,
V soucasnosti nejucinnéjsimi antiglaukomatiky na trhu. Klini¢ti 1ékati se obecné shoduji,
ze stejn¢ jako u 1€k je SLT nejucinnéjsi, pokud se pouziva primarné, a ze s veétSim

poctem léki se jeji ucinek snizuje [22][23].

c) Mikropulzni laserova trabekuloplastika (MLT)

Mikropulzni laserova trabekuloplastika je ze vSech metod nejSetrnéjsi. Jak je
z ndzvu patrno, MLT vyuZiva opakujici se nizkoenergetické laserové pulsy, které jsou
odd¢€leny kratkymi ptrestdvkami. Toto ,,mikropulzovani® umoziuje trabekularni miizce
vychladnout mezi jednotlivymi pulzy, a tak nedochézi k poSkozeni tkan¢. Rapidné snizuje
nebo eliminuje rizika laserového oSetfeni a vedlejsi ucinky, a proto jej 1ze podle potieby

opakovat [22][24].

d) Laserova iridotomie
Laserové iridotomie se vyuziva primarné pro akutni nebo chronicky glaukom
s uzavienym uhlem. Oko je nejprve anestetizovano pomoci o¢nich kapek. Nasledné je
pacient umistén pred laser, ktery se podoba béznému vysSetiovacimu mikroskopu a na oko
je doCasn¢ umisténa kontaktni cocka. Cely proces 1écby je obdobny piedchozim
postuptim pro glaukom s otevienym uhlem. Paprsky laseru smétuji na duhovku a laserové
svétlo vytvofi v duhovce maly otvor (viz Obr. ¢. 6), tzv. ,,unikovy ventil”, takZe tlak
Vv piedni ¢asti oka je vyrovnan s tlakem v zadni ¢asti oka. Nakonec je do¢asna ¢ocka z oka
vyjmuta, oko proplachnuto a piipadné podana dopliujici farmaka. Celkovy zakrok byva
vétsinou bezbolestny, miize se objevit nepiijemné praskani v oku nebo pichnuti. Laserova
iridotomie ma nizké riziko vedlejSich ucinki a je jednim z bezpecnych postupti osetienti,
ale mtize byt doprovazena i fadou komplikaci jako je napiiklad krvaceni z duhovky, ob¢as
se mize objevit tzv. ,,svatozai neboli ,,halo efekt* zptusobeny malym otvorem v duhovce
nebo zvySeny o¢ni tlak, ktery se objevuje predev§im bezprostiedné 30-60 minut po
zakroku [25].
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Obrazek 6: Laserova iridotomie [5]

2.4.3 Chirurgicky zadkrok

Pokud neni farmakologicka ani laserova terapie dostaCujici, 1€kat mize zvolit
chirurgické osetieni. To, jako v pfedchozich ptipadech, pacientovi zrak nevrati, ale miize
zabrénit jeho dalSimu zhorSovani a nemoc ustalit. V soucasné dobé existuje nékolik
metod chirurgického oSetieni, nejCastéjSim zpusobem je trabekulektomie, implantaty
nebo tzv. minimalné invazivni glaukomova chirurgie (Minimally invasive glaucoma
surgery, MIGS). Zaroven jsou vyvijeny dal$i mozné zplsoby pro zlepSeni celkového

vysledku zakroku a prodlouzeni jeho ucinku [15].
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Trabekulektomie

Stejné jako v pfedchozich pfipadech, hlavnim zadmérem trabekulektomie je
snizeni nitroo¢niho tlaku umoznénim odtoku o¢ni tekutiny zpfedni casti oka
do subkonjunktivalni ¢asti. Subkonjuktivalni ¢ast je odborné¢ nazyvany prostor
pod spojivkou, kde nasledné vznikne puchyfek naplnény tekutinou, ktera je poté
odvedena krevnimi cévami. Béhem zakroku je ve sténé skléry (b&limy), na uroven
trabekularni sitoviny, vytvoten otvor, jinak feceno ,skleralni klapka®, kterd mize mit
ruzné tvary (trojuhelniku, ¢tverce, kruhu, ...), ale nejcastéji lichobéZzniku o velikosti 5x5
a 4x3 mm a tloust'ce piiblizn¢ 200-250 um. Vytvaii se bud’ pomoci bézné jednorazové
Cepele nebo kalibrované diamantové lancety (viz Obr. ¢. 7). Klapka je pteklopena a tii
vrstvy tkané pod ni jsou odstranény ntzkami vcetné skléro-rohovkové trabekuldrni
sitoviny, a tak vznikne odtokovy otvor. Alternativou je vytvofeni otvoru ,,prorazenim
pomoci specialniho nastroje po vytvoieni skleralni klapky do hloubky 2 mm skrz
rohovku. Nasledn¢ je provedena iridektomie (odstranéni ¢asti duhovky — viz Obr. €. 8).
Pote chirurg zaceli otvor skleralni klapkou a upevni jednim nebo dvéma stehy, pficemz
uzliky musi byt umistény v tkani. Po zakroku mtize do vnitini klenby oka pomoci injekce

aplikovat steroid-antibiotikum [26].

| -
Obréazek 8: Trabekulektomie [6] Obrazek 7: Iridektomie [7]
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Soucasti trabekulektomie byva vyuziti antimetabolit (protinadorovych cytostatik
branicich syntéze DNA), nejCastéji MMC, které zabranuji postoperacni bunécné
proliferaci a jizveni tkané¢. MMC je ziedén na koncentraci 0,02 mg/ml a aplikovan pomoci
specialni houbicky, kterd je umisténa na skléru ptiblizn€ na 2 minuty. Béhem aplikace je
nutné dodrzovat preciznost a zamezit pifimému kontaktu s limbem (hranice oka, kde
prechazi rohovka v neprihlednou, pevnou skléru), aby nedoslo k pferuseni tvorby
kmenovych bun¢k. A zaroven nesmi dojit k tiniku 1éku do pfedni komory oka, coz by
bylo toxické pro endotelové bunky. DalSi z podpurnych latek, které jsou béhem
trabekulektomie vyuzivany, je napi. 5-fluorouracil (5-FU). Na rozdil od MMC ma ale
krat$i i€innost, a proto neni tolik rozsifeny.

Trabekulektomie je bohuzel Casto doprovazena fadou komplikaci, které lze
rozdé¢lit do tfi skupin na intraoperacni (béhem operace), postoperacni s Casnym nastupem
a postopera¢ni s dlouhodobym nastupem. Béhem operace muze dojit napt. k prasknuti
spojivky nebo tzv. sklerélni ,,kapsy*, vytvotené béhem operace, coz zpiisobi postoperacni
hypotonii spojenou se zdnétem. Hypotonie je opakem hypertonie, kterd byva nejcastejSim
divodem vzniku glaukomu, a stejné jako existuje horni limit pro nitroo¢ni tlak, tak je
nutné drzet se nad hranici spodniho limitu, ktery je pfiblizn¢ 5 mm Hg, pokud dojde k
ptiliSnému sniZeni, nazyvame tento stav hypotonie. Dale miize béhem operace dojit ke
krvaceni, jez zptsobi postoperacni hypotonii.

Casnou postopera¢ni komplikaci mize byt nadmérny unik tekutiny z oéni klenby,
Cemuz lze zabranit aplikaci kontaktnich cofek s velkym pruamérem s inkorporaci
antibiotik. Dal$i komplikaci zptisobujici hypotonii mize byt nadmérna filtrace zptisobena
pouzitim antimetaboliti. Nejcastéjsi komplikaci v dlouhodobém horizontu je tzv.
endoftalmitida, coz je zanét, ktery byva zptsobeny aplikaci antimetabolita jejichZ vlivem
dochazi ke ztenCeni stén ,,blebu (kapsa. vytvoiena naplnénim nitroo¢ni tekutinou) jez

zvysuje riziko vzniku infekce [26].
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2.4.4 Inovativni metody lécby

Postupy zminéné v predchozich kapitolach jsou v praxi bézné pouzivané a lékari
osvédCené. To ale neznamena, ze jsou spolehlivé a bez komplikaci, a proto byly
vynalezeny a stale se vyvijeji riizné inovativni metody snizujici rizika spojena s operaci
i postoperacnimi komplikacemi. Mohou to byt napt. drenaZzni implantaty, které nejsou
takovou novinkou nebo rizné stenty a implantity vyuzivané jak samostatng,

tak i ve spojeni se samotnou trabekulektomii, ¢imz zlepSuji jeji i¢innost.

a) Drenazni implantaty

Drenazni implantaty se vyuzivaji pfedev§im v piipadech s vysokym rizikem
selhani klasické filtra¢ni trabekulektomie (napt. neovaskularni nebo uveiticky glaukom)
nebo v pfipadech, kdy klasickd chirurgie jiz selhala. Jednim z prvnich, kdo implantaty
zacal navrhovat byl Molteno a spol. v roce 1968. Drenazni implantaty maji za Ukol
odvadét nitroocni tekutinu pry¢ z predni komory do vnéjSiho prostoru, rezervoaru
pod spojivkou, kde vytvoti jakousi kapsli, jez umozni regulaci odtoku. Tato kapsle vznika
vétSinou 4-6 tydni po zakroku. Implantity mohou byt rtiznych tvari a velikosti
a samozfejm¢ z ruznych materidlii a nékteré byvaji doplnéné o ,,unikovy ventil®, ktery
reguluje tok nitroo¢ni tekutiny a s tim spojeny i nitroo¢ni tlak. U chirurgickych zakroka
Casto, s postupem c¢asu, dochazi k jizveni operované tkan¢ a tim vznika stejny problém
jako na zacatku, hromadéni tekutiny vlivem $patného odtoku a vzrustajici IOP. Drenazni

implantaty tento problém dokazi eliminovat [27].

Historie drenaznich implantati

Poprvé byl v roce 1906 jako drenazni systém pouzit konsky vlas, ktery byl
zaveden skrz rohovku pro odvod nahromadéného hnisu uvniti oka. Dalsi variaci drenaze
v podob¢ hedvabné nité predstavil Zorab o Sest let pozdé€ji, v roce 1912 s naslednou
variaci materiald (zlato, tantal, platina). Bohuzel se ptilis nesetkaly s ispéchem, vzhledem

k omezené regulaci odtoku piebytecné tekutiny a vzniku zanétlivych reakci na cizi téleso.
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Drenaze v podobé trubicek byly podobné netspésné, kviili brzké poruchovosti
filtrace. Translimbalni drendZni zafizeni a zafizeni umistovana do pfedni ¢asti oka mély
tyto problémy eliminovat, ale bez velkych uspéchii. Poprvé se to podafilo az v roce 1969
(jina literatura uvadi 1968) Moltenovi, ktery pfiSel na to, ze u predchozich zatizeni
dochazi k fibroze a naslednému ucpani odtokového pistéle a problém vytesil kombinaci
desticky a odtokové trubicky (viz Obr. €. 9). Tekutina je pfivedena k desticce, kterd je
ur¢end k dlouhodobé priichodnosti. Po Moltenové implantatu byly vyvinuty jesté
Krupiniiv, Baerveldtiv, Ahmediv a implantdit OptiMed. NejCastéji pouzivanymi
materialy pro vyrobu drenaznich implantatt typu desticka-trubicka byvaji polypropylen
a silikon [27][28].

1960s 1970s 1980s 1990s 2000s 2010s
Pionaering Trial Plate Single Plate Double Plate Pressure Ridge Molteno3 Meltenod S-Series

Obrazek 9: Vyvoj drendaznich implantatii Molteno béhem desetileti [8]
Chirurgicky postup p¥i zavadéni drenaznich implantati
Ve vétSing pripada se implantat zavadi do predni komory o¢ni (viz Obr. €. 10).
Nejdiive musi chirurg vybrat vhodné misto (kvadrant) uvniti oka pro umisténi implantatu,
tak aby doSlo k co nejefektivnéjsimu tcinku a ke vzniku co nejméné postoperacnich

komplikaci.

Odtok tekutiny na
desticku
Trubicka Desticka

Duhovka

Obrazek 10: Umisteni drendzniho implantadtu [9][7]
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Chirurg nejprve odiizne spojivku kolem rohovky za vzniku kapsy, do které je
nasledné¢ vsunuta desticka implantatu. Desticka je skrz malé otvory pfipevnéna
permanentni, nevstiebatelnou niti z nylonu ke skléfe. Pomoci jehly je ve skléfe vytvoien
otvor pro zavedeni odtokové trubicky implantatu. Jeji délka uvnitt predni komory by méla
byt 2-3 mm, zbytek je odstiihnut. Pro snizeni vzniku komplikaci byva jesté piekryta
tkanovym $tépem z darcovské skléry, tvrdé pleny mozkové (tkané obklopujici mozek),
osrde¢niku (tkan obklopujici srdce) nebo tkané obklopujici stehenni sval. Cely implantat

je zafixovan dalsimi stehy skrz v ném vytvoiené otvory a cela ,,kapsa“ je zaSita [26].

Komplikace drenaznich implantati

Komplikaci spojenych s implantaci drenaznich zafizeni je podstatné méné nez
u samotné trabekulektomie. MizZe to byt napi. vytvofeni trhlin béhem Siti, vznik
hypotonie, béhem niz dochazi k dniku tekutiny zrany. Dale to mohou byt
napf. komplikace vzniklé nepfesnym umisténim odtokové trubicky, fibroza (zmnoZeni
vaziva). A mezi mén¢ Casté komplikace se fadi napf. migrace ¢i vypuzeni desticky
implantatu nebo diplopie (dvojité vidéni). Obrazek ¢&. 11 zobrazuje uspésnost

Moltenovych implantatti v porovnani s klasickou trabekulektomii [26][29].

Uspésnost [%]
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5 10 15 20

Roky po operaci

Obréazek 11: Uspésnost Molteno implantétu v dlouhodobém
horizontu v porovnani s trabekulektomii [10]
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b) MIGS (Micro-Invasive Glaucoma Surgery)

Pro MIGS neboli mikroinvazivni chirurgii glaukomu neexistuje piesna definice,
nicmén¢ muze byt charakterizovana naptiklad jako implantace chirurgického zafizeni
uréeného ke snizeni nitroo¢niho tlaku pomoci odtokového mechanismu bud’ piistupem
ab interno (vnitin€) nebo ab externo (zvn&jsku), spojend s velmi malou nebo zadnou
skleralni disekci (natiznuti skléry). Dale je mozné MIGS definovat péti preferovanymi
body, které¢ by béhem zdkroku meély byt dodrZzeny jimiz jsou: piistup ab interno
prostiednictvim Cistého fezu rohovky, ktery Setii spojivku od fezu, minimalné
traumaticky postup do cilové tkang, snizeni IOP, vysoky bezpecnostni profil zabranujici
zavaznym komplikacim ve srovnani s jinymi operacemi glaukomu a rychlé zotaveni
s minimalnim dopadem na kvalitu Zivota pacienta. MIGS je, stejné jako u piedchozich
metod 1é¢by, urCena k dosazeni niz8iho 10P s kratSi dobou chirurgického vykonu
a Vv idealnim pfipadé s nasledné mensim mnozstvim dopliujicich postoperacnich 1é¢iv.
VSechna zafizeni funguji tak, Ze zvySuji odtok komorové vody z ptedni komory, a to bud’
pifimym vstupem do Schlemmova kanalu (iStent®, iStent ® inject, Hydrus)
nebo posunem komorové vody do suprachoroidalniho prostoru (CyPass ® , iStent ®
Supra ) nebo subkonjunktivalniho prostoru (XEN Gel Stent) [30].

= Implantaty s pfimym vstupem do Schlemmova kanalu

iStent vyrabény firmou Glaukos Inc. spojuje pfedni komoru se Schlemmovym
kanalem. Je vyroben z nemagnetického titanu potaZzeného heparinem o velikosti 1 x 0,3
mm a je aplikovan pomoci zavadéée. Muze byt ve formé klasického iStentu (viz
Obr. ¢. 12a) nebo injekéniho iStentu (viz Obr. ¢. 12b). iStent se vétSinou pouziva
pii kombinované 1é¢bé glaukomu a katarakty (Sedého zakalu). Operace pomoci iStentu
nebyva doprovazena zadnymi vaznymi komplikacemi vyjma Spatné¢ umisténého

implantatu, ptipadné drobnych nezadoucich tc¢inki, které 1ze oSetfit laserem.

A Dutina

B
Zachytné oblouky
\ i F Ctyti botni otvory
j l Ventil (odtok komorové vody)
Polouzaviens Hlavni dutina
trubicka (pfitok komorové vody) 260 e
/

Samofezna Spitka
Obrazek 12: a) Prvni generace iStentu; b) Injekcni iStent [11]
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Hydrus—® mikro-stent je tzv. intrakanalikularni scaffold dlouhy 8 mm, mirné
tvarovany (viz Obr. ¢. 13), ktery je implantovan do Schlemmova kanalu, jeZ rozsifuje
aumoznuje tak komorové vodé obejit trabekularni sitovinu vice sbérnymi kanalky.
Je vyroben z flexibilniho nitinolu. Aplikuje se do nosni hemisféry nebo do dolniho
spankového kvadrantu prostiednictvim fezu rohovky (1-1,5 mm). Zkoseny hrot injektoru
slouzi ke snadnému proniknuti trabekuldrni sitovinou a k umisténi mikrostentu
do Schlemmova kanalu otacenim postupového mechanismu. Vedlejsim ucinkem miize
byt napt. periferni pfedni synechie (sriist duhovky k zatizeni nebo komorovému uhlu

V bezprostiedni blizkosti stentu) [30].

Otvory
/’T\ — _
~ - )/

/ A N

) il
[ 74
\ Vstup

Spicka

Hydrus® Implant Hydrus® Delivery System

Obrézek 13: Hydrus ® mikro-stent a aplikator [12]

= Implantaty pro suprachoroidalni prostor

CyPass® je fenestrovany (prodéravény) polyimidovy mikro-stent o délce
6,35 mm se specialnim hrotem odd¢€lujicim duhovku od skleralni ostruhy, ktery
se zavadi prostiednictvim fezu rohovkou, na malém vodicim dratu (viz. Obr. ¢. 14).
Je doprovazen dvéma nejcastéjsimi komplikacemi, a to ¢asnou hypotonii, ktera ptiblizné

do mésice odezni a zvySenym IOP zpisobenym znepriichodnénim implantatu [30][31].

Obrézek 14: CyPass® mikro-stent [13][14]
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= Implantaty pro subkonjunktivalni prostor

XEN Gel Stent je vyroben z veptové zelatiny pochazejici z kolagenu zesiténé
glutaraldehydem ve tvaru trubi¢ky o délce pfiblizné 6 mm (= primérna délka o¢ni fasy)
a prumeéru 45 um nebo vice (viz Obr.¢.15). Pouziva se predevsim pro 1écbu glaukomu s
otevienym uhlem, pro glaukom suzavienym uhlem se nedoporucuje vzhledem k
postaveni rohovky a duhovky, kde drenédzni tihel je pfili§ maly. Zatizeni se zavadi pomoci
zavadéce do subkonjunktivalniho prostoru piimo proti fezu, takZze nedochdzi k naruSeni
spojivkové a subkonjunktivalni tkané. Vznikne ,,pistél“ a tzv. ,,bleb®, do kterého poté
odtekd prebytecna tekutina a vzhledem k tomu, Ze je toto misto velkym rizikem pro tvorbu

jizev, doporucuje se zakrok podpofit pfidanim antimetabolit (MMC) [30].

Obrézek 15: XEN Gel Stent a jeho umisténi v oku [15]
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c) Novodobé druhy implantati

Exponencialni vyvoj technologii a materialt je obecné pfinosny pro mnoho odvétvi,
zdravotnictvi nevyjimaje. Soucasny trend co nejvice napodobit pfirodni materidly
se roz§ifil napfi¢ obory a zejména tkanové inzenyrstvi je jednim z hlavnich uzivateli.
Jedna se jak o vyvoj materialti S obsahem bézné se v organismu vyskytujicich latek jako
kolagen, kyselina hyaluronovd, aj. Tak i progres v technologiich nezistava pozadu, a je
snaha co nejpiesnéji napodobit rizné struktury lidského organismu (kosti, chrupavky,
tkang, ...). Pro 1écbu glaukomu je v soucasné dobé nékolik moznosti, které by mohly
efektivné nahradit ¢i podpofit chirurgicky zékrok (trabekulektomii) a omezit tak rizika
a nasledky. Jednim z nich je napt. implantat s obchodnim nazvem OloGen™, &i implantat
v podobé naplasti z expandovaného teflonu. Velkym trendem je aktualné vyzkum a vyvoj
nanotechnologii a nanomaterialti. Mohou to byt nanovlakenné vrstvy ¢i vrstvy s obsahem
mikro— az nano- ¢astic nebo samostatné ¢astice s obsahem 1é¢ivych latek. Obecné se tyto
komplexy nazyvaji systémy s fizenym uvoliiovanim 1é¢iv (Drug delivery systems, DDS)
a vyuziti nachazeji pravé v medicing. Jejich vyhodou je malé velikost s velkym mérnym
povrchem a diky tomu je mozné je ,,vkladat™ na pfesna mista uréeni, kde ptisobi rychle
a ucinné. Nedochazi tak ke ztraté efektu vlivem priichodu travici soustavou a ti¢inna latka

muze byt ve vyssich koncentracich.

OloGen™

Jednim z novodobych implantatt je OloGen™. V ptedchozich kapitolach jiZ bylo
zminéno, ze jednou z hlavnich komplikaci doprovazejici trabekulektomii je zartistani
tkdn¢ a tvorba jizev ¢emuz by meélo napomahat pouziti antimetabolitt. V ptedchozi
kapitole bylo vyjmenovano nékolik komplikaci spojenych s jejich pouZzitim jako je
hypotonie, Unik tekutiny z tzv. ,,blebu* nebo infekce. Proto se sou¢asna medicina zabyva
vyvojem ruznych druhtt implantati  z biokompatibilnich  materiali, dobte
se prizpusobujicich lidskému organismu, které snizuji nebo uplné eliminuji rizika
a komplikace spojena s chirurgickym zakrokem. OloGen je biodegradabilni, porézni
matrice vyrobend z vice jak 90 % vepfového kolagenu a méné jak
10 % glykosaminoglykanu s pory o velikosti 10-300 pum a riznych rozmérech (nejéastéji
4x7 mm) (viz Obr. ¢. 16).
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Obrézek 16: OloGen a jeho aplikace [16][17]

Implantat mé za kol umoznit sprdvnou modelaci nové vznikajici tkané,
aby nedochazelo k tvorb¢ jizev, a diky své porézni struktufe usnadnuje rast fibroblasti.
Zaroven slouzi jako bariéra mezi ,,blebem* a podspojivkovou tkani. Lze jej pouzit
v kombinaci s antimetabolity v nizké davce nebo je jim aplné nahradit [32][33].

Vétsina studii naznacuje podobnou uc¢innost OloGenu v porovnani s klasickou
trabekulektomii s MMC, nékteré se ptiklangji verzi s OloGenem vzhledem k jeho nizké
toxicite, jiné povazuji 1écbu s MMC za efektivnéjsi, co se tyCe zaristani tkan€. V jedné
studii byl pouzit OloGen typu Il, ktery obsahuje misto kolagenu atelokolagen, jez ma
velmi nizkou imunogenicitu. Atelokolagen se pouzivad k nejriznéjsim ucelim, véetné
hojeni ran, v podob¢ intradermalni injekce v plastické chirurgii a také jako nahrazka
kostni chrupavky. Z dlouhodobého hlediska zatim nejsou zndmy dostatecné vysledky
jeho pouziti nicméné dana studie ukazala, Ze jeho pouZiti je bezpe¢nou a vykonnou

metodou [34].

ePTFE implantat

Expandovany polytetrafluorethylen (ePTFE) je wvysoce stabilni polymer
tetrafluorethylenu, ktery byl patentovdn spoleénosti GORE®. Je biokompatibilni,
biologicky stabilni a celkove vysoce snasenlivy a diky tomu se dobie ptizptisobuje mnoha
tkdnim a soucasné byl schvélen pro pouziti v mnoha biomedicinskych implantatech jako
jsou vaskularni Stépy, bypassové Stépy, kylové membrany a stehy. Diky svému
poréznimu povrchu, slozenému z uzld a fibril, je vhodny k bun&tné integraci nebo ji

zabranuje [35].
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Implantadt z ePTFE ureny pro operaci glaukomu mtize byt napt. v podobé
perforované naplasti (viz Obr. ¢€.17), kterd se vlozi do pfedem vytvoiené¢ho skleralniho
lizka a pfipevni se jednim stehem pro zabranéni dislokace. Zaroven je skrz otvory
vytvorené mikrochirurgickymi klestémi filtrovana piebytecna tekutina, aby se zabranilo
pred¢asnému ucpani touto membranou. Membrana z ePTFE v tomto ptipadé slouzi jako
bariera pied vznikem sristl a jizev. Skleralni chlopen je nasledné uzaviena dalSimi stehy

a celkova 1écba byva dale doprovazena riznymi farmaky [36].

Obréazek 17: 17 Expandovany membranovy
implantéat z polytetrafluorethylenu (ePTFE) [18]

Multifunkéni dvouvrstvy mikrostent jako drenazni zaiizeni pro glaukom

Dalsi z inovativnich feSeni je tzv. mikrostent, ktery byl vyvinut na zakladé
poznatkii o piedchozich implantatech a jejich nevyhodach (jizveni, nedostatecna
biokompatibilita z dlouhodobého hlediska, poSkozeni spojivky zafizenim).

Implantat je tubularni struktury s malym pramérem otvort (40—70 um) pro idealni
odvod nitroo¢ni tekutiny (viz Obr. ¢. 18) vyrabény extrudaci. Vyhodou extrudace je
nepiitomnost rozpoustédel, které mohou byt dalSim negativnim faktorem pfi jejich
nedokonalém odstranéni. A také moznost tvorby malych praméra v mikro — métitku. Je
obohacen o schopnost fizeného uvoliiovani 1é¢iv na zakladé dvouvrstvého usporadani,
kde wvnitini vrstvu tvofi polymer e-polykaprolaktonu (PCL) a vnéjsi kopolymer
¢ — kaprolaktonu a glykolidu (PCG). Léciva latka by méla byt umisténa na povrchu stentu

pro vice rovnhomérné, postupné uvoliiovani bez vzniku velkého mnozstvi agregati.
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Obrazek 18: Dvouvrstvy mikrostent ze
smesi PCG/PCL [19]

Takto vyrobeny stent by mél byt umistény do suprachoroidalniho prostoru v oblasti
na obvodu zadni ¢asti oka (viz Obr. ¢. 19) [37].

Obrazek 19: Umisténi mikrostentu v
suprachoroidalni oblasti [19]
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2.5 Vlastni postup

Na zaklad¢ piedchozich zkuSenosti byl zvolen postup modifikace nanovlakenné vrstvy
s inkorporaci ¢astic s obsahem lé¢ivého pripravku MMC. Nanomaterialy jako takové,
jsou v soucasné dob&é hojné vyuzivanym mediem pro tkanové inzenyrstvi obecné.
Zakladni know-how spociva v tom, Ze primér vlaken v nanometrech je pro buiky velice
piivétivy, co se tyce jejich adheze a proliferace a tkan¢ tak snadnéji regeneruji bez vétsich
komplikaci a nasledki jako jsou jizvy, nechténé sristy aj. V kombinaci
s biodegradabilnimi materialy, jako jsou napf. alifatické polyestery, a samoziejmé
s dostateCnou biokompatibilitou je takto vytvofeny scaffold idedlnim pro zaclenéni
do lidského organismu.

Implantaty zminéné v ptedchozich kapitolach jsou pro 1écbu glaukomu spojeného
S chirurgickym zékrokem aktudln€ asi nejméné traumatické a s menSim poctem
komplikaci, nicméné kazdy organismus reaguje jinak, a to hlavné ve spojeni s cizim
télesem zaclenéném v lidském téle. Material vkladany do tak citlivého mista jako je oko,
by mél byt predevsim biokompatibilni, netoxicky, nekarcinogenni, sterilizovatelny,
ale také dostatecné mechanicky odolny pro manipulaci. Co se tyce biodegradability,
nosny material by m¢l byt odolny a inkorporované latky, jej obohacujici, by mé¢ly byt
rozloZitelné v takovém casovém horizontu, aby bylo zabezpeceno jejich postupné
uvolnovani.

Vyvijeny implantat by se tedy mél skladat z nanovlakenné nedegradabilni vrstvy,
napi. z polyvinylidenfluoridu (PVDF), s nanosem biodegradabilnich ¢astic vytvoienych
napi. metodou elektrického rozprasovani. Castice by v sobé nesly inkorporovany MMC,
jako podptirnou latku. Cely systém by pak byl vkladan do otvoru (kapsy), vytvofeného
beéhem trabekulektomie. Zde by slouzil jednak k blokaci tvorby jizev a sristi tkang, a pak
jako nosi¢ antimetabolitli v podobé¢ ¢astic s postupnym uvoliiovanim.

Elektrospraying je vtomto pfipadé¢ idealni volbou co se tyce tvorby Kkapsli
s inkorporaci 1é¢ivého pfipravku nebo antimetabolitt pro glaukom. Pomoci
elektrosprayingu a vhodné zvoleného materialu 1ze vyrobit sférické Castice v mikro —
nano méfitku podobnych rozmért. Zaclenéni 1é¢iva miize byt napi. pomoci koaxialniho

sprayingu nebo jednodussim zplisobem — smésovanim.
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3 Elektrospraying

Elektrospraying nebo také elektrické rozprasovani je proces béhem néhoz dochazi
k atomizaci kapalin ptisobenim elektrickych sil. Kapka polymerniho roztoku vychazejici
z kapilarni trysky vytvoti na hrang tzv. Taylortv kuzel (viz. Obr. ¢. 20), ktery se vlivem
téchto sil protahuje az vznikne jemny paprsek. ktery se dale rozpraSuje na jemné kapicky.
Takto ziskané kapicky jsou elektricky nabité. Pramér a potencial kapilary urcuji velikost
Castic, ktera v kombinaci s vhodné zvolenym materidlem a viskozitou muze disponovat

relativné uzkou distribuci.

Taylordv kuZel nanocastice .
/ \ i e © Gﬁ Jj_
—F-.oo.o.::':@ ! o
ot @ O
kolektor
# kapilarni tryska

Obrazek 20: Schéma technologie elektrosprayingu a tvorby
nanocastic [20]

Elektrospraying je vhodnou technologii pro vyrobu nanocastic, a pro vytvareni funkcni
vrstvy s vlastnostmi odvijejicimi se od velikosti, tvaru a procesu jejich rozpraSovani. Tato
metoda se odviji od technologie elektrického zvlaknovani, pro které¢ se pouzivaji
polymerni roztoky o vysSi koncentraci, molarni hmotnosti a viskozité, ¢imz nedochazi
k rozpadu na kapky, ale k tvorbé vlaken [38].

Obecn¢ elektrické rozpraSovani ovlivituje béhem celého procesu mnoho faktori
jako napiiklad vlastnosti zpracovavaného roztoku (druh polymeru, viskozita, obsah
podpurnych latek (drug delivery systems), podminky rozpraSovani (vzdalenost elektrod,
elektrické napéti, zdroj napéti (DC, AC), prumér zvlaknovaci elektrody, ...) nebo

klimatické podminky (relativni vihkost vzduchu, teplota) [39].

3.1 Fyzikélni principy elektrosprayingu

Elektrospraying je velice komplikovany dé&j prostoupeny nékolika ruznymi
fyzikéalnimi jevy, které se navzajem prolinaji. Velkou roli hraje samoziejmé elektrické
pole a elektrické sily, dale kapilarni sily, povrchové napéti, elektro-hydrodynamicka

nestabilita a dalsi.
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3.1.1 Laplace-Youngova rovnice

Jednim ze zasadnich principu elektrosprayingu je tendence kapalin sniZzovat své
povrchové napéti na minimum a tvarovat se do sférickych tvarii. Povrchové napéti si 1ze
predstavit jako silu dF pusobici kolmo na jednotkovou délku dl mysleného fezu

povrchem, ktera lezi v te¢né roviné k povrchu v daném bod¢ (1) (viz Obr. ¢. 21a).

dF

Y=a )
Sféricky tvar nebo tvar koule minimalizuje nutné ,,napnuti stény* povrchové

vrstvy podle Laplaceova zakona [40]. Laplacetv zakon vychazi z Laplace-Youngovy

rovnice (3), ktera popisuje vztah mezi povrchovym napétim, tlakem a stfedni k¥ivosti

povrchu. V dasledku zakiiveni povrchu vznika kapilarni tlak. Zak#ivenou plochu S si Ize

predstavit jako plast’ valce o délce L, ktery ohrani¢uji kruhové oblouky s thlem da. Sila

-

F = 2yL sin(da) je disledkem povrchového napéti a ptsobi kolmo k ploSe S podel
okraju (viz Obr. ¢. 21b). Rovnice pro vypocet kapilarniho tlaku na povrchu valce pak

bude mit tvar

__2ydal _Y
Pe = Rdar ~ R (2)

=)

Obréazek 21: Sily (a) vyvolané povrchovym napétim piisobici na
povrchu valce (b) [21]

Pokud dojde ptisobenim vnéjsich sil k zakfiveni povrchu kapaliny, je rozdil tlakt
Ap na konkavni a konvexni stran¢ rozhrani funkci tvaru fazového rozhrani (ur¢ené¢ho

dvéma hlavnimi poloméry kiivosti R a R2) a povrchového napéti y.

Ap = V(Rilﬂ%z) (3)
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kq+ky

Stfedni kfivost x je primérnou hodnotou hlavnich kiivosti, k = a Laplace-
Youngovu rovnici lze vyjadfit zkracenym vyrazem
Ap = 2yk 4)

Ktivosti kiivek jsou reciproké hodnoty polomérti odpovidajicich oskulacnich kruznic

(viz. Obr. ¢. 22), ki = Ri ak,= Ri. Oskulaéni kruznici lze vykreslit nasledujicim
1 2

zpusobem. Zvolime dva vzdjemné blizké body M a M’ a zkonstruujeme v nich normaly
k teénam. Stied kruznice, ktera v limit¢ o(MM') - 0, vznikne prinikem pfimek
obsahujicich tyto normaly. Vyslednou kruznici pak nazyvame oskula¢ni. Jeji polomér
udava vzdalenost stfedu od bodu A [40].

Obrazek 22: Oskulacni kruznice obecné kiivky C(a) a
krivost kruznice (b) [21]

3.1.2 Rayleighova elektro-hydrodynamicka nestabilita

Dalsim z principt, ktery je soucasti elektrosprayingu je elektro-hydrodynamicka
nestabilita, kterou poprvé popsal Lord Rayleigh v roce 1882 pomoci vypoctu
pro stanoveni mezniho ndboje. V tomto bod¢ se izolovana elektricky nabit4 kapka daného
poloméru stane elektro-hydrodynamicky nestabilni. Navazal na n¢j Geoffrey Ingram
Taylor, ktery v roce 1964 tuto nestabilitu zobecnil. VSiml si, Ze kapky v elektrickém poli
tvofi kuzelovity tvar, z jehoz vrcholu se kapalina pfeménuje v jakysi oblak malych kapek.
Pivodni TaylorGv zamér uplatnéni této teorie ale byl v oblasti meteorologie pro objasnéni

tvorby desté [41].
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Je mozné vychazet ze zjednoduSené verze Rayleighovy teorie, kterd popisuje
vypocet limitniho elektrického naboje Q pro rozpad dokonale sferické kapky, jez ziskdme
odvozenim elektrického tlaku na povrchu nabité vodivé kapaliny. Na povrchu je
definovéana ploska dS velmi malych rozmérti a v tésné blizkosti povrchu této plosky
se nachazi dva body, jeden uvnitf (B) a druhy vné (A). Intenzitu elektrického pole
El generuje naboj umistény na elementu povrchu kapky dS, zatimco intenzitu Evytvéfi
vSechny dalSi naboje v okoli vyjma toho na plosce dS. Celkova intenzita elektrického pole
E v blizkosti povrchu kapky je souétem intenzit El a E_z) Schéma je vyobrazeno na
Obr. ¢. 23a.

Obrazek 23: a) Schéma pro vypocet limitniho elektrického naboje
Q pro rozpad dokonale sféricke kapky a piisobeni intenzit, b)
Schéma pro aplikaci Gaussovy vety elektrostatiky [21]

Pro intenzity pole v bodech A a B byly zavedeny nésledujici vztahy
E(B) =E;(B) —E1(B) =0 (%)
E(A) = E1(A4) + E»(4) (6)

Vzhledem k tomu, Ze vzdalenost mezi body A a B je velmi mala, budou absolutni hodnoty
E1 v téchto bodech totozné. Stejné plati i pro hodnoty E>. Orientace vektoru El vné
a uvniti kapky bude opacna, jelikoZ jak bylo zminéno vyse, intenzitu vytvaii povrchovy
naboj dané plosky, a to se projevi zménou znaménka E; v predchozich rovnicich (5) a (6).
Intenzita E», kterou tvofi naboje ve zbytku kapalného télesa, po prichodu jeho povrchem,

svou orientaci nezméni. Z ¢ehoz byl odvozen vzorec

1
E; = E; =§E (7)
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Obr. ¢. 22b zndzoriuje aplikaci Gaussovy véty elektrostatiky, kde je elementarni plocha

obklopena télesem ve tvaru kvadru, z ¢ehoz vznikne vztah

d
Eds = GTS (8)
Gausstv zakon popisuje mnozstvi toku @ celkove elektrické intenzity E skrze uzavienou
plochu S, coz se rovna podilu ndboje Q a permitivity vakua ¢, [40].

o=¢ E-dS=2 ©)

€o

Dale se predpoklada, ze vodivé kapalinové téleso ma tvar dokonalé koule o poloméru
r srovnomérné¢ elektricky nabitym povrchem o povrchové hustot¢ ndboje o.
Z predchozich vztaht plyne

E4nr? =2 (10)

&
kde Q je celkovy naboj na plose koule. Z rovnice (8) nasledné vyplyva

E=-12 (11)

4rer?

a) Elektricky tlak
Elektricky tlak pe hraje také velmi dualezitou roli pii tvorbé elektricky

sprejovanych ¢astic. Vyjadiuje se jako sila puisobici na jednotkovou plochu ds povrchu
sféricke kapky dle obecného vzorce

_dF

Pe = = (12)

kde sila dF je dana sou¢inem velikosti naboje ods na ploSce dS a piispévku k celkové
intenzité¢ Eo, tj. ods - E,. V porovnani s Gaussovou vétou elektrostatiky je uvazovana
pouze intenzita pole generovaného naboji mimo tuto plosku a jelikoz je velice mala, naboj
na ni umistény se chova jako bodovy naboj, ktery sim na sebe elektricky nepuisobi. Potom

plati

Do = gdsE; (13)

ds
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K rozpadu kapek sférického tvaru je zapotiebi podminky p, = p., kde p, = 2y/r je
kapilarni tlak ve sférické kapicce ziskany podilem povrchového napéti y na rozhrani

kapalina-plyn.

Z Tylorovy i Rayleighovy teorie ale vyplyva, Ze i u mnohem nizSich hodnot
celkového néboje volnych elektricky nabitych kapek dochazi k elektro-hydrodynamické
nestabilité, a to pravé z divodu jejich pfemény do sférickych tvart vlivem elektrickych
sil. Nabité sféroidy jsou dokonce vzdy nestabilni, a az pfi vymizeni naboje na nich,

dochazi k jejich rozpadu [41].

b) Elektricky naboj

Elektricky naboj uvnitt kapicky generuje elektrostatickou silu, znamou jako
Coulombova sila, kterd soupeii s kohezni (soudrznou) silou kapky. Tento jev zacina
Vv oblasti Taylorova kuzele a v momenté€, kdy aplikovana Coulombova sila pfekona
kohezni silu kapicky, vychazejici z povrchového napéti, kapka se rozpadne na mensi

mikro— aZ nano— kapicky. Lord Rayleigh stanovil limit onoho jevu rovnici
Lr = q( 64m?eyR?) (15)

kde g je velikost ndboje, ¢ je permitivita okolniho prostiedi, y povrchové napéti kapaliny

a R polomér kapky. Pro maximalni naboj kapicky je dana rovnice [42].

q = 8m/gyyR3 (16)

3.1.3 Kiriticka koncentrace
Aby polymerni roztok tvofil kapky, ale ne vlakna, je zapotiebi snizit koncentraci
(viskozitu) daného roztoku, ktera klesa se snizujici se molekulovou hmotnosti. Specificka

viskozita roztoku polymeru se stanovi jako pomér

Nsp = Uon—sﬂs (17)

kde 7o je viskozita nulové smykové rychlosti roztoku polymeru pii koncentraci ¢ a #s je
viskozita rozpoustédla. Z této rovnice se vnitini viskozita /5] polymeru stanovi jako
linearni extrapolace specifické viskozity #sp méfené pro rtizné koncentrace ¢ aZz je

koncentrace ¢ = 0.
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[7] = lim =2 (18)

c—>0 C

Vnitini viskozita /7] také souvisi s molekulovou hmotnosti Mw linearniho polymeru

podle Mark — Houwinkovy rovnice
[n] = KMy, (19)

kde konstanty K a a jsou zavislé na typu polymeru, rozpoustédla a teploté [39].

Kritickd koncentrace cov polymerniho roztoku urCuje, zda bude dany roztok
produkovat vlakna nebo ¢astice. Udava bod, kdy se makromolekuly zac¢inaji proplétat
a tvofit vlakna. Kazdy polymer mé svou vlastni kritickou koncentraci, napt. pro kyselinu
polymlécnou (PLA) byla laboratorn€, béhem experimentu, urcena kriticka koncentrace
4 %. Vysledkem niZ8i koncentrace jsou mén¢ zapletené makromolekularni fetézce, které
se t¢Zko formuji ve vldkna a vytvaieji spiSe sférické utvary. Pro vyrobu vlaken musi

piekrocit prahovy pomér celkové koncentrace Ku kritické vyjadieno ¢/ cov [43].
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4 Pouzité polymery a jineé latky

Tato kapitola se zabyva teoretickym popisem polymert a dal$ich latek pouzitych
V ramci experimentu. Zamétuje se predevSim na jejich vlastnosti, vyrobu a ptipadné

VyuZziti.

4.1 Alifatické polyestery

polymerd. Znac¢na ¢ast téchto polymert ma vyborné biokompatibilni vlastnosti a je
biologicky rozlozitelna. Radi se mezi né napf. kyselina polymlééna (PLA), kyselina
polyglykolova (PGA), poly-g-kaprolakton (PCL), polyhydroxybutyrat (PHB), aj. PHB
a PLA jsou z nich nejrozsifenéjsi a vynikaji relativné vysokou teplotou tani (Tm = 160-

180 °C) [44].

4.1.1 Kyselina polymlé¢na/ Polylaktid (PLA)

Kyselina polymlééna (PLA) je termoplast a fadi se mezi alifatické polyestery (Obr. ¢.
24). Je to vysoce vSestranny, biodegradabilni (12-36 mésici) polymer vyrabény
z obnovitelnych zdroji jako je kukufice nebo cukrova fepa. Teplota zeskelnéni

se pohybuje kolem Ty = 60-65 °C a teplota tani Tm = 173-178 °C.

O
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CHj n
Obrazek 24: Kyselina polymlécna (PLA) —

strukturni vzorec

PLA lze vyrobit bud’ pfimou kondenzaci kyseliny mlééné (CzHsO3), nebo polymeraci

za otevieni kruhu cyklického laktidového dimeru (viz. Obr. €. 25).
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Obrazek 25: Vyroba PLA polymeraci za otevieni kruhu
cyklickeho laktidového dimeru [22]
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Vzhledem k tomu, Ze piima kondenzace je rovnovazna reakce, naskyta se problém
S odstranénim stopového mnozstvi vody v pozdgjsich procesech polymerace, a to
omezuje moznou dosaZitelnou molekularni hmotnost findlniho vyrobku. Podle chirality,
kterou se oznacuje asymetrie prostorového uspotadani rozlozeni molekul se rozliSuji tii
riuzné formy kyseliny polymlécné — PLLA, PDLA a PDLLA. Stereochemické sloZeni
polymeru ma velky vliv na teplotu tani, rychlost krystalizace a jeji rozsah.

Pro vétSinu aplikaci je volena PLLA, jelikoz je pfednostné metabolizovéana v téle. Je
vhodny pro vyrobu stenti a implantatii, které¢ si museji po del§i dobu uchovat své
mechanické vlastnosti. PLLA a PDLA maji viceméné podobné vlastnosti. Jsou
izotaktick¢ (maji pravidelné¢ usporadané makromolekuly) tudiz jsou krystalické
az semikrystalicke a vynikaji vysokou mechanickou pevnosti a pomalou degradaci. Jejich
kopolymeraci Ize vyrobit PDLLA, jejiz struktura je spiSe atakticka (nahodilé uspotadani
makromolekul), tedy polymer je spiSe amorfni, pruzny srychlou degradaci. VyuZiti
nachdzi napt. jako Sici chirurgické nit€¢, ddmska hygiena, jednoucelové odévy, aj.
[45][46].

4.1.2 Polykaprolakton (PCL)

Polykaprolakton je dali z fady alifatickych, biologicky rozloZitelnych polyestert
(Obr. ¢. 26). Celkova degradabilita PCL se pohybuje mezi 2-4 lety v zavislosti na vychozi
molekulové hmotnosti zafizeni nebo druhu implantatu. Literatura uvadi, Ze
nizkomolekularni prasky PCL (Mw = 3000 g/ mol; d = 53-500 nm) degraduji uvnitt
fagozomut, makrofagi a obfich bun€k podstatné rychleji, a to do 13 dnu [48]. PCL

degraduje za pomoci hydrolyzy esterovych vazeb ve fyziologickém prostiedi (pi. lidské

O
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Obréazek 26: Polykaprolakton
(PCL) — strukturni vzorec

télo).
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Vyznacuje se nizkou teplotou tani Tm = 60 °C a teplotou skelného ptechodu Tg= -60
°C. Vyrabi se polymeraci cyklického e-kaprolaktonu za pouziti riznych aniontovych,
kationtovych a koordina¢nich katalyzatorti (viz. Obr. ¢.27) [49]. Nebo polymeraci
za otevieni kruhu 2-methylen-1-3-dioxepanu prostiednictvim volnych radikalt. PCL je
hydrofobni, semikrystalicky polymer; jehoZ krystalinita méa tendenci klesat se zvysujici
se molekulovou hmotnosti. Je vhodny pro fizené dodavani 1é¢iv diky vysoké propustnosti
pro mnoho 1é¢iv, vynikajici biokompatibilité a jeho schopnosti byt po biologické resorpci
pln€ vyloucen z téla. Rychlost uvolilovani 1é¢iva z PCL zavisi na typu provedeni, zptisobu
piipravy, obsahu PCL, velikosti a procentu léCiva obsazeného v mikrokapslich
[47][48][49].

/ katalyzator 0
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Obrazek 27: Vyroba PCL polymeraci za otevieni
kruhu cyklického e-kaprolaktonu [23]
4.1.3 Kopolymer Kkyseliny mlé¢éné a kyseliny glykolové (PLGA)

Polyester PLGA je sloZen z kyseliny polymlééné (PLA) a kyseliny polyglykolové
(PGA) (viz Obr. ¢. 28). Je to nejlépe popsany biomaterial uzivany pro systémy s fizenym
uvoliiovanim 1é¢iv s ohledem na design a vykon. PLGA je biokompatibilni a biologicky
odbouratelny, vykazuje Sirokou Skéalu casti rozpadu, mé nastavitelné mechanické
vlastnosti. Teplota skelného piechodu Tgq = 40-60 °C. Molekulova hmotnost zavisi
na slozeni.

Jak bylo zminéno v piedchozi kapitole, kyselina polymlécna se vyznacuje
stereochemickou asymetrii a podle uspofadani a-uhliku je oznacovana bud’ L (PLLA)
nebo D (PDLA). Pro kopolymer PLGA ale plati, Ze formy L i D jsou v tomto piipadé
ve stejném pomeéru. Vlastnosti kopolymeru se odviji od vlastnosti jednotlivych slozek,

jako stupen krystalinity, molekulova hmotnost nebo pomér laktidu a glykolidu.
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Obrazek 28: Kopolymer kyseliny mlécné a
kyseliny glykolové (PLGA) — strukturni vzorec

Je rozpustny v Siroké Skéale béznych rozpoustédel, vcetné chlorovanych
rozpoustédel, tetrahydrofuranu, acetonu nebo ethylacetatu. Ve vod¢ je odbouran pomoci
hydrolyzy jeho esterovych vazeb za vzniku mlécné a glykolové kyseliny (viz Obr. ¢. 29).
Se zvySujicim se mnozstvim PGA se zkracuje doba degradace vyjma poméru 50/50, ten je

z hlediska degradace nejrychlejsi [50].

i | off e + WO - i 1 ot . o o

PLGA D, L kyselina mlééna  kyselina glykolova

Obrazek 29: Hydrolyza PLGA za vzniku kyseliny mlécné a
glykolové [24]

4.1.4 . Polyvinylidenfluorid (PVDF)

Polyvinylidenfluorid nebo také polyvinyliden difluorid (PVDF) je vysoce inertni
specialni termoplast s teplotou tani Ty = 175 ° C (viz Obr. ¢. 30).
Radi se mezi fluoropolymery spole¢né s polytetrafluorethylenem (PTFE)
nebo polychlorotrifluorethylenem (PCTFE). Polyvinylidenfluorid podléha zesitovani,

kdyz je vystaven ionizujicimu zafeni, coz umoziuje zménu jeho mechanickych

T
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H F)

Obrazek 30: Polyvinylidenfluorid
(PVDF) — strukturni vzorec

a termofyzikalnich vlastnosti.
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Vyrébi se radikalovou polymeraci 1,1-difluoroethylenu (CH2 = CF2) (viz
Obr. ¢. 31) [51]. Vyznacuje se svymi piezoelektrickymi a pyroelektrickymi vlastnostmi
diky kterym je vyuzitelny napf. pii vyrobé senzort a baterii. V biomediciné ma také
mnoha vyuziti napt. jako filtraéni membrana pro ruzné aplikace nebo nevstiebatelné Sici

nits [52].

1,1-Difluorcethylen Polyvinyliden Difluorid

H F

5 / polymerlzace
=< c—cﬂ—
H F

Obrazek 31: Vyroba PVDF polymeraci 1,1-difluoroethylenu [25]

4.2 Rozpoustédla

V této kapitole jsou teoreticky popsana rozpoustédla, kterd byla pouzita béhem

experimentu. Zaméiuje se predevsim na jejich vlastnosti, vyrobu a ptipadné vyuziti.

4.2.1 Chloroform

Chloroform neboli trichlormethan (CHCIs) je organicka sloucenina se strukturnim
vzorcem (viz Obr. ¢. 32). Je to bezbarvd, siln€¢ pachnouci, husta kapalina. Vyrabi
se zahfivanim smési chloru a chlormethanu nebo methanu, kdy pii 400-500 °C dochazi
k halogenaci volnych radikdli, které se postupné piemeénuji na vice chlorované
slouceniny. Vystupem celého procesu jsou ctyfi druhy chlormethant (chloremethan,

chloroform, dichlormethan a tetrachlormethan), které 1ze od sebe oddélit destilaci.

H
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Obrazek 32: Chloroform
(CHCI3) — strukturni vzorec

VyuZiti nachazi jako rozpoustédlo napf. pro tuky, gumu, alkaloidy, pryskyfice,
aj. nebo jako tzv. Lewisova kyselina. V 19. a zacatkem 20. stoleti se pouzival jako
anestetikum, nasledné¢ byl nahrazen éterem z diivodu jeho toxicity, kterd zptisobovala

amrti [53].
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4.2.2 Ethanol (EtOH)
Ethanol nebo také ethyl alkohol (EtOH, C;HesO) je organicka sloucenina

jednoduchého alkoholu se strukturnim vzorcem (viz Obr. ¢. 33). Je to t€kava, hotlava,

bezbarva kapalina s mirnym charakteristickym zapachem.

~"OH

Obrazek 33: Ethanol (EtOH,
C2H60) - strukturni vzorec

Ethanol jako rozpoustédlo se vyrabi hydrataci ethylenu za ptitomnosti kyselinoveého
katalyzatoru (nejcastéji kyseliny fosforecné). Reakce probihd v pfitomnosti vysokotlaké
pary pii teplot¢ 300 °C. Ma Siroké vyuziti, pouziva se napf. jako antiseptikum
do antibakterialnich geld, jako protijed pfi otravé etylenglykolem nebo methanolem, jako
rozpoustédlo 1é¢iv nerozpustnych ve vodé, pfidavda se do motorového paliva

a v neposledni fad¢ slouzi jako univerzalni rozpoustédlo riiznych chemickych sloucenin

[54].

4.2.3 Kyselina octova

Kyselina octova (CH3COOH) je dalSi z organickych sloucenin se strukturnim
vzorcem (viz Obr. ¢. 34). Je to bezbarva kapalina ostrého zapachu, dokonale misitelna
s vodou, s ethanolem i dimethyletherem. Je to druha nejjednodussi karboxylovéa kyselina.

O

Ao

Obrazek 34: Kyselina octova
(CH3COOH) - strukturni vzorec

Nejcastéji se vyrabi karbonylaci methanolu, kdy methanol reaguje s oxidem
uhelnatym za piitomnosti kovového karbonylu jako katalyzatoru. Meziproduktem je
jodmethan. M4 Siroké moZznosti pouziti napf. jako zdroj pro vyrobu vinylacetatového
monomeru z néhoz vznika polymeraci polyvinylacetat (PVAc). V 1ékaistvi se pouziva
napf. pii screeningu rakoviny dé¢lozniho c¢ipku jako indikdtor pozitivity, slabé
koncentrovany roztok funguje jako UCinné antiseptikum. Pouziva se napt. pii vyrobé
kyseliny tereftalové, zdroje pro vyrobu polyethylentereftalatu (PET). V chemickém

pramyslu se hojné vyuziva jako polarni protické rozpoustédlo [55].
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4.2.4 Trifluorethanol (TFE)

Trifluorethanol (TFE, CF3CH20H) je organicka slouc¢enina se strukturnim vzorcem

(viz. Obr. ¢. 35). Je to bezbarva kapalina misitelnd s vodou s vini ptipominajici ethanol.

R
N on
F

Obrazek 35: Trifluorethanol
(TFE) — strukturni vzorec

Vyrdbi se napf. hydrogenaci nebo hydridovou redukci derivati Kkyseliny
trifluoroctové (estery, acylchlorid). Funguje jako rozpoustédlo pro rizné chemické
slouceniny. Je toxicky pro krev, reprodukéni systém, mocovy méchyt, mozek, horni

dychaci cesty a o¢i [56].

4.2.5 Dichlormethan (DCM)
Dichlormethan (DCM, CH2Cly) (také zndmy jako methylenchlorid) je bezbarva

kapalina s pronikavym éterickym zapachem. Je nehoflavy, pokud je vystaven vysokym
teplotam, muze uvolfovat toxické chloridové vypary, které jsou ve vysokych
koncentracich narkotické. Pouziva se jako rozpoustédlo a odstranovac barev.
Methylenchlorid se také Siroce pouziva jako procesni rozpoustédlo pii vyrobé riiznych
produktti, v€etné potravin, textilu, insekticidd, herbicidu, steroidd, antibiotik a vitamind.
Ma relativné nizky bod varu t = 40 °C. Je rozpustny ve vodé a misitelny s alkoholem,
etherem nebo dimethylformamidem. Strukturni vzorec je na Obr. ¢. 36.

Cl
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Obrazek 36: Dichlormethan
(DCM) — strukturni vzorec

Nejcastéji se vyrabi reakci chlorovodiku a methanolu za vzniku methylchloridu jehoz
piebytek se dale misi s chlorem a reaguje za vzniku methylenchloridu, chloroformu a
tetrachlormethanu jako vedlejSich produkti. Reakce vétSinou probiha tepelné, v plynné

fazi, ale muze se také provadét katalyticky nebo fotolyticky [57].
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4.2.6 Dimethylsulfid (DMS)

Dimethylsulfid (DMS, CyHeS) ¢ira bezbarva az slamové zbarvena kapalina s
nepfijemnym zapachem. Je mén¢ husty nez voda a ve vod¢é mélo rozpustny. Ma podobné
nizky bod varu jako DCM (t = 37 °C). Je zdravi skodlivy pii polknuti a ma nepiijemny
zapach i pfi velmi nizkych koncentracich. Pouziva se napf. pii rafinaci ropy, jako ¢inidlo
pii tvorbé koksu a oxidu uhelnatého pfi vyrobé ethylenu. Jeho zoxidovanim Ize ziskat
dimethylsulfoxid (DMSO) vyuZivany v pramyslu jako rozpoustédlo. DMS se ziskava
destilaci methylsulfatu draselneho s koncentrovanym vodnym sirnikem draselnym [58].

Strukturni vzorec je na Obr. €. 37.

S
HsC~ “CHs

Obrazek 37: Dimethylsulfid
(DMS) — strukturni vzorec
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4.3 Mitomycin C (MMC)

Mitomycin je methylazirinopyrroloindoledionové antineoplastické antibiotikum
izolované z bakterie Streptomyces caespitosus a dalSich bakteridlnich druhi
Streptomyces. Bioredukovany mitomycin C funguje jako sitovaci ¢inidlo pro DNA.
Generuje kyslikové radikdly, alkylaty DNA a produkuje kifizové vazby mezi fetézci
DNA, ¢imz inhibuje syntézu DNA. Pouzivd se jako chemoterapeutikum pro 1écbu
nadorovych onemocnéni zaludku a slinivky bfisni v pokroc¢ilém stadiu. MMC, ktery je
piednostné toxicky pro hypoxické bunky, také inhibuje syntézu RNA a proteinli ve
vysokych koncentracich. Dale zptisobuje opozdénou toxicitu pro kostni dien a pii
dlouhodobém pouZivani (vice jak 6 tydnll) muze zpusobit jeji trvalé poskozeni. Jeho
strukturni vzorec je uveden na Obr. ¢. 38. Za normalnich okolnosti je vysoce toxicky,

mutagenni, karcinogenni a teratogenni [59] [60].
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Obrazek 38: Mitomycin C (MMC) -
strukturni vzorec [26]

Strénka | 57



5 Princip vyroby

Tato kapitola se zabyva teoretickym popisem pouzitych pistroju a techniky pro tvorbu

kapsli pomoci elektrického rozpraSovani. Dodate¢ny popis zafizeni je pak uveden

V experimentalni ¢asti.

5.1 Stejnosmérné elektrické zvlaknovani (DC)

V experimentu bylo pro stejnosmérné elektrické zvlaknovani zvoleno laboratorni

zatizeni klastrové organizace Nanoprogress, z.s., umisténé v laboratornich prostorach,

pronajatych na Technické univerzité v Liberci (TUL) (viz Obr. ¢.39). Zatizeni sestdva

Z hlavni nerezové, uzaviratelné skiiné (1) opattené hlinikovym ramem (2), ktera urcuje

pracovni prostor spinneru. Dvete jsou vyplnéné sklem s antistatickou Upravou. Takto

uspotradany ,,obal“ tvofi kolem spinneru tzv. Faradayovu klec, kterda pomahéa odvadét

elektricky naboj vznikajici v okoli elektrody a zaroven umoziuje nahliZzeni procesu.

Obrazek 39: Schéma stejnosmérného elektrického
zvldknovactho stroje (DC) [27]
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Vnitini ¢ast tvoii zvlakiiovaci jednotka umisténd na pojizdném stolku (3)
S pohonem vertikalniho (11) a pti¢ného (12) pohybu opatieném pracovni deskou (5),
na které je ptipevnén drzak spinneru (6) s ptivodem VN a samotny spinner (9). V1akna
jsou zachytavana na kolektor (8). Stroj je doplnén o pievijeci Gstroji (7) s automatickym
pohonem (10) v podobé dvou valeck, z nichz jeden slouzi jako odvijeci a druhy navijeci.
Vilce jsou pohanény krokovym motorem. Stroj je ovladan pomoci ovladaciho panelu
(15) a je opatfen hlavnim vypinacem (16) a nouzovym STOP tlacitkem (17). Vnitini
prostory pfistroje jsou opatifeny odsavacim ventilatorem pro odvod vypara.

Drzék spinneru je zkonstruovan tak, aby bylo mozné na n¢j umistit rezervoar
polymerniho roztoku s elektrodou v podobé injekéni stiikacky a jehly (viz Obr €. 40).
Pomoci davkovaci pumpy (viz Obr. ¢. 41), s moznosti nastaveni rychlosti davkovani
(nejcastéji v ml/ hod nebo ml/min) je ze sttikacky vytlacovan polymerni roztok do jehly,
nebo jiné elektrody s konstantni rychlosti. Pumpa je se stiikackou s polymernim
roztokem spojena pomoci soustavy dvou dalSich stfikacek, naplnénych destilovanou

vodou a propojenych hadickou, takto je pumpa elektricky oddé€lena od vysokého napéti.

Obrézek 40: Laboratorni Obréazek 41: Automaticka

zarizeni pro DC elektrické davkovaci pumpa
zvldknovani

Zatizeni DC dosahuje hodnot napéti az 50 kV na kladné elektrod¢ a také na
zaporném kolektoru, rozdil potenciald je tak az 100 kV (2,4 mA). Ostatni parametry jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 1 [61].
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Tabulka 1: Parametry zarizeni pro stejnosmérné elektrické zvlakiovani (DC)

Obecné parametry pfistroje

Vnéjsi rozméry (5 x v x h) 873* x 1942 x 1223 | mm
Vnitini rozméry skiin€ (§ x v x h) 790 x 1200 x 948 mm
Hmotnost 200 kg
Napajeni 230V /50 Hz
Maximalni odbér 600 VA
Pohony
Previjeni
Rychlost 0-50 mm/s
Rozvadéni
Rychlost 0-30 mm/s
Maximalni rozsah pohybu 250 mm
Vzdalenost elektrod
Zdvih stolu 120 mm
RozliSeni 0,1 mm
Rychlost 10 mm/s
VN zdroje (obé& polarity)
Rozsah napéti pro kazdou elektrodu 0-50 kV
Rozsah proudu 0-24 mA
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5.2 Stiidavé elektricke zvlakiovani (AC)

V experimentu bylo pro stiidavé elektrické zvlaknovani zvoleno laboratorni
zafizeni s oznaCenim KOPRIS 2 (Komorovy Ptizovy Spinner) klastrové organizace
Nanoprogress, z.s., ktery je také umistény v laboratornich prostorach, pronajatych
na Technické univerzité v Liberci (TUL) (viz Obr. €. 42). Toto zafizeni je zkonstruovano
k tvorbé jadrové piize s nanovlakennym obalem nebo obecné jejich obsahem. Zafizeni
KOPRIS 2 bylo zvoleno zdavodu piitomnosti peristaltického mechanismu
pro kontinuélni ptivod polymerniho roztoku, vhodného pro davkovani méné viskoznich
roztokli. Zafizeni je rozdéleno na dvé Casti, zcehoz Cast 1 je urCena pro tvorbu
nanovlakennych vrstev a nanaseni nanovlakenného obalu na pfizi a ¢ast 2 slouZi jako
doplnujici pro tvorbu piizi, kde dochazi k jejich suseni, fixaci a ptipadné¢ dodate¢nému

Krouceni a navijeni.

Obrézek 42: Zarizeni pro zvlakiiovani se stiidavym
elektrickym napetim (AC) [28]
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Komora 1 (viz Obr. ¢. 43), ve které experiment probihal, sestava z vnéjsiho hlinikového
ramu (1) vyplnéného polykarbonatovymi deskami a vnitiniho ramu, ktery je uzemnén.
Stroj je ovladan pomoci ovladaciho panelu (2) v podob&é monitoru s ovladacimi tlacitky,
diky némuz lze nastavit parametry jako rychlost navijeni nebo rozvadéni bubnu. Zdroj
napéti je dodavan transformatorem (3) a jeho pfivod do pracovni Casti je opatien

ochrannymi odpory (9). Proces zvlaknovani umoziuje zvlaknovaci elektroda (4).
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Obrazek 43: Schéma zarizeni pro zvidkiovani se stridavym elektrickym
napetim (AC) [28]

Soustava pro zvlaknovani sestava ze zvlakiovaci véze s magnetickym dnem (viz
Obr. ¢. 44), ktera je napojena na zdroj VN. Na ni byva umisténa kadinka s polymerem.
Dévkovani polymeru mtze probihat bud’ pomoci $neku, ktery je pohdnén magnetickymi
silami nebo hadicovym systémem s peristaltickou pumpou (7) (pro méné viskozni
roztoky). Ty jsou déle napojeny na automatické davkovaci zatfizeni (injekéni davkovac)
s moznosti nastaveni rychlosti divkovani (nej¢astéji v ml/ hod nebo ml/min). Vznikajici

vladkenna vlecka je zachycovana na rotujici bubnovy kolektor (8).
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Obréazek 44: Zvidkinovaci véz pro
zvldaknovani se stridavym elektrickym
napetim (AC)

Zatizeni je opatfeno nouzovym tlacitkem STOP (10) a bezpecnostnimi dvernimi
zamky (11). Z hlediska bezpecnosti je stroj dale vybaven vizualni (12) a zvukovou (13)
signalizaci aktivniho okruhu VN. Pro detekci funkc¢nosti odsavéani slouzi diferen¢ni
barometr (14). Déale se zde nachazi automaticky hasici systém sloZzeny z nékolika
komponent — teplocitlivé hadice (15), nadoby s hasivem (CO>) (16), tlacitka pro manualni
spusténi haseni (17) a zalozniho zdroje pro hasici systém (18). Soucasti je rozvadec (19),
hlavni vypinac (20), ventilace (21, 22). Pro vyrobu pfiizi je stroj doplnén o dalsi soucasti
jako podava¢ jadrového materialu (5) nebo zakrutové zafizeni (6). Zatizeni ma dvoje
dvere, takze je vnitini ¢ast pristupnd z obou stran. Na pfistroji je také umistén blikajici
majak signalizujici, v jakém rezimu se stroj v danou chvili nachazi (servisni, pracovni).
Obecné parametry jsou uvedeny v Tabulce 2 [62].
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Tabulka 2: Parametry zarizeni pro stridavé elektrické zvidknovani (AC)

Obecné parametry pfistroje

Celkové vnéjsi rozmeéry (8§ x v x h) 5004* x 2496 x 1377 | mm
Vnitini rozméry komory 1 (§ x v x h) 1500 x 1300 x 1000 mm
Celkova hmotnost 450 kg
Napajeni 230V /50 Hz
Maximalni odbér 3,6 kW
Pohony
Pohyb bubnového
kolektoru
Obvodova rychlost 0-120 m/min
Rozvadéci rychlost 1-250 mm/s
Maximalni zdvih
0-500 mm
rozvadéciho pohybu bubnu
VN zdroje (obé& polarity)
rozsah napéti 0-+36 kv
rozsah proudu 0-+1,8 mA
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Experimentalni ¢ast

Zamérem experimentu bylo navrhnout a technologicky vytvorit C¢ast
funkcionalizované vrstvy z PVDF obohacenou o ¢astice s inkorporovanym MMC jako
implantadt pro vyuziti pfi trabekulektomii. Mé¢lo tak byt docileno lepSiho vysledku
a dlouhotrvajiciho efektu tohoto chirurgického zakroku. Primarnim zaméfenim bylo
vyvinout dokonalé sférické kapsle, s Uzkou distribuci velikosti z biokompatibilniho
a biologicky vstiebatelného polymeru s kratkou dobou degradace. K tomu byl pouzit DC
a AC elektricky zvlaknovaci stroj. AC zvlaknovaci stroj byl zvolen za ucelem jednak
porovnéni vrstev na ném vyrobenych a vrstev pfipravenych na DC zvlaknovacim stroji,

a také z divodu vyssi produktivity AC stroje.

6 Materialy

Pro experiment byly zvoleny tii alifatické polyestery. Kyselina polymlécna (PLA; Mw
= 100-150 000 g/mol; vyrobce NatureWorks), polykaprolakton (PCL; Mw = 45000
g/mol; vyrobce Sigma-Aldrich) a kopolymer kyseliny mlééné a glykolové (PLGA; My =
30-60 000 g/mol; vyrobce Polysciences, USA). PLGA byl v poméru 50/50 (vyrobce
uvadi 45-55/45-55 mol%).

Z rozpoustédel byl pouzit chloroform (Mw = 119, 38 g/mol; vyr. Penta chemicals),
ethanol (EtOH; Mw = 46,07 g/mol; vyr. Severochema), kyselina octova (Mw = 60,05
g/mol; vyr. Penta chemicals), trifluorethanol (TFE; Mw = 100,04 g/mol; vyr. Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd).

Vrstva PVDF ur¢end k funkcionalizaci byla pifedem vyrobena na zafizeni
Nanospider™. Zamérem nebylo vrstvu vyrobit, ale pouze funkcionalizovat. Pro
inkorporaci byl pouZit Mitomycin (MMC; My = 334.33 g/mol; vyrobce Sigma Aldrich).

Tyto alifatické polymery byly zvoleny na zaklad¢ jejich biodegradability a
biokompatibility s lidskym organismem. Zaroven jsou to polymery ¢asto vyuZzivané
v tkanovém inzenyrstvi a jako rtizné zdravotnické prostiedky. Dalsi z kritérii byla jejich

relativné kratka doba degradace, ktera je v tomto ptipad¢ zadouci.
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Jejich koncentrace byly zvoleny na zakladé zkuSenosti a v prubéhu experimentu.
Odvijela se predevsim od jejich molekulové hmotnosti a nasledného chovéni pfi
elektrosprayingu. Roztoky byly piipravovany nejcastéji tak, ze byl vyroben zasobni
roztok, ktery byl nasledné rozied'ovan dle koncentracni fady na dalsi dil¢i roztoky.
Jednotlive komponenty byly vaZeny na ¢tyfmistnych vahach (viz Obr. ¢. 45). Roztoky
byly michany na magnetickém michadle pii 300 ot. /min, za pokojové teploty (viz Obr
¢. 46).

- L

Obréazek 45: Laboratorni Obréazek 46: Laboratorni
vaha magneticke michadlo

6.1 PLA

Piiprava roztoku pro DC a AC

Byl pouZit polymer PLA, v rozpoustédlovém systému chloroform/ethanol v poméru
9:1. Béhem experimentu bylo nutné najit optimalni koncentraci roztoku pro tvorbu kapek.
Byl ptipraven zasobni roztok polymeru o koncentraci 4 hm. %. Nasledné byla pomoci
koncentracni fady identifikovana nejvhodnéjsi koncentrace pro tvorbu kapek. Pro PLA
byly zvoleny koncentrace 3; 2,5; 2 a 1,5 hm. %. Roztok byl ptipraven cca 24 hod. pfedem
a ponechan na magnetickém michadle do Uplného rozpusténi polymeru. Vzorky byly
postupné testovany na DC a AC zvlakniovacich strojich pomoci nichZ byly vytvofeny
vrstvy. Pro AC byl nésledné pouzit rozpoustédlovy systém DCM/ DMS ve stejnych
koncentracich. Hodnoty koncentraéni fady jsou zaznamenany v souhrnné Tabulce ¢&. 3.
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6.2 PCL

Piiprava roztoku pro DC a AC

Byl pouzit polymer PCL v rozpoustédlovém systému chloroform/-ethanol/-kyselina
octova v poméru 8:1:1. Byly zvoleny koncentrace 12, 10, 8, 6 a 4 hm. %. Postup piipravy
a néasledné vyroby byl obdobny jako u PLA. Hodnoty koncentra¢ni fady jsou

zaznamenany v souhrnné Tabulce ¢. 3.

6.3 PLGA

Byl pouzit kopolymer PLGA a rozpoustédlo TFE. Byly zvoleny koncentrace 10, 8, 6
a4 hm. %. Vzorky byly postupné testovany na stejnosmérném zvlaknovacim stroji (DC).

Hodnoty koncentraéni fady jsou zaznamenany v souhrnné Tabulce ¢. 3.

6.3.1 Inkorporace MMC do PLGA vV TFE

Byl pouzit kopolymer PLGA a rozpoustédlo TFE. Na zaklad¢ vysledkt u predchoziho
testovani (viz kap. ¢. 2.4.1 Testovani koncentrace) byl pfipraven zasobni roztok polymeru
PLGA v rozpoustédle TFE o koncentraci 6 hm. % s inkorporaci Mitomycinu C
v koncentraci 0,01 hm. %. MMC byl davkovan pomoci mikropipety a inkorporovan
metodou smésovani. Roztok byl ptipraven cca 2 hod. pfedem a ponechan na magnetickém
michadle do Uplného rozpusténi polymeru. Roztok byl testovan na DC zvlakinovacim
stroji.
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Tabulka 3: Koncentracni rady pouzitych polymernich roztokii

Koncentra¢ni fady pouzitych polymernich roztokt
Koncentra¢ni fada | Koncentra¢ni
Koncentraéni fada PCL | Koncentra¢ni
PLA fada PLA
v chloroform/EtOH/kys. | tada PLGA
v chloroform/EtOH | v DCM/DMS )
octova (8:1:1) v TFE
(9:1) (9:1)
3hm. % - 12 hm. % 10 hm. %
25hm. % - 10 hm. % 8 hm. %
DC 2hm. % - 8 hm. % 6 hm. %
1,5hm. % - 6 hm. % 4 hm. %
- - 4hm. % -
3hm. % 3hm. % 12 hm. % -
25hm. % 2,5 hm. % 10 hm. % -
AC 2hm. % 2hm. % 8 hm. % -
1,5hm. % 1,5hm. % 6 hm. % -
- - 4hm. % -

7 Metodika

K vyrob¢ castic byly zvoleny dva zpisoby elektrického zvlakinovani, a sice
stejnosmérné elektrické zvlaknovani a sttidavé elektrické zvlaknovani. Zamérem bylo
vytvofit polymerni Castice dvéma odliSnymi zptlisoby, které by mohly byt navzijem
porovnavany. Dalsim divodem bylo vyzkouset, zda polymery tvofici ¢astice na DC
zvlakinovacim stroji, 1ze ptenést i na AC zvlaknovaci stroj, ktery vykazuje az 10x vyssi
produktivitu. Béhem obou procest bylo pozorovano chovani jednotlivych polymera a
vysledné vrstvy byly vyhodnoceny jak vizualné, tak pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM). Finélni produkt byl modifikovdn Mitomycinem C a podstoupen
SEM-EDX analyze pro identifikaci jeho obsahu. Ve vSech moznych piipadech byly

méfeny priméry ¢astic a vyhodnocena jejich distribuce
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7.1 DC spinner

Soustava pro DC (viz. Obr. ¢. 47) zvlaknovani sestavala z drzdku spinneru do kterého
byla zasunuta plastova desticka s otvorem pro upevnéni zvlaknovaci elektrody. Elektroda
byla v podobé injek¢ni jehly. Béhem experimentu byly pouzity dva priméry jehel o
rozmérech 1,2 x 40 mm a 0,80 x 40 mm. K elektrod¢ byl pomoci kabelu ptivadén zdroj
VN, kde spodni elektroda byla kladné nabita a vrchni (kolektor) zaporn¢ nabita. Ze
spodni strany desticky byla uchycena injek¢ni stiikacka s polymerem, ktery byl davkovan

pomoci davkovaci pumpy.

i .'.. :"' |
Obrézek 47: DC spinner

Proces sprejovani probihal pfi VN a sprejovany material byl zachycovan na kolektor
umistény v horni ¢asti piekryty netkanou textilii typu spunbond z polypropylenu. Textilie

byla navinuta na navijecich valcich umisténych po stranach kolektoru.

7.2 AC spinner

Soustava pro AC (viz Obr. & 48) zvlakinovani sestavala z drzaku spinneru
s magnetickym dnem, na kterém byla umisténa kadinka s polymerem. Polymer byl
davkovan pomoci peristaltické pumpy napojené na elektrodu a kadinku s polymerem.
Béhem experimentu byla pouzita jehla, v nékterych piipadech probihalo rozpraSovani

bezjehlové.
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Obrazek 48: AC spinner
Proces sprejovani probihal pfi stiidavém VN a sprejovany material byl zachycovan na
bubnovy kolektor umistény v horni ¢asti piekryty netkanou textilii typu spunbond z
polypropylenu.

7.3 Analyza

7.3.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pro analyzu vrstev a vzniklych ¢astic byl pouzit skenovaci (rastrovaci)
elektronovy mikroskop (SEM) VEGA 3 SB od spole¢nosti TESCAN, Brno. Mikroskop
je vybaven univerzalnim systémem uréenym pro provoz s nizkym i vysokym vakuem.
Doplitkovou technikou je energeticky disperzni rentgenova spektroskopie (EDX), kterad
slouzi pro identifikaci elementarniho slozeni vzorku ve formé spekter (histogramil).
Spektra slouzi ke kvantitativni chemické charakterizaci vzorka. Mikroskop byl vyuZzit

predevsim z divodu prvkové analyzy pro identifikaci inkorporovaného MMC v kapslich.
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7.3.2 Program pro statistické vyhodnoceni dat obrazu ImageJ

ImagelJ je vyhodnocovaci program ur¢eny pro analyzu obrazu. Program byl vyuzit pro
méfeni praméra kapsli k ndsledné datové analyze. Hodnoty (praméry) s relevantnim
vyhodnocenim bylo mozné naméfit pouze v ptipadé PLGA, kde bylo ve vSech pripadech
naméteno 50 odliSnych hodnot za kazdy experiment. Naméfena data byla zpracovana
pomoci MS Excel a prezentovana ve formé krabicovych grafu. V grafech je uvedena
sttedni hodnota, minimum, maximum, median, dolni a horni kvantil, v nékterych
ptipadech byla zaznamenéna i hodnota extrémni (odchylend). Déle byl pro vyhodnoceni

a porovnani praimért a odchylek méfeni pouzit 95 % IS.
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8 Vysledky a diskuze

8.1 Elektrické rozprasovani PLA v chloroform/EtOH

Béhem DC elektrosprayingu byl pritbéh u vSech roztokt stejny, rozdily se projevily
az nasledné pii mikroskopické analyze SEM. Pomoci SEM analyzy bylo zjisténo, Ze
roztok vytvoril ve vétsin¢ ptipadu jednolity film, pravdépodobné kvili nedostatecnému
odpareni rozpoustédla.

U AC elektrosprayingu vznikaly problémy uz béhem samotného procesu vyroby,
kdy pfi nejvyssi koncentraci (3 hm. %) vznikala spiSe vlakna jejichZ kvalita se zhorSovala
se snizujici se koncentraci. VIakenna vlecka se nechytala na kolektor a bylo nutné rapidné
snizit otaCky bubnu z piivodnich 30 ot/min az na 0,5 ot/min. Celkov¢ byla vyroba ¢astic
pomoci AC elektrosprayingu hodnocena, v tomto pfipadé, jako nevhodna. SEM snimky
vrstev z obou metod jsou na Obr. ¢. 49. Podrobné vyhodnoceni experimentu je uvedeno

v Tabulce ¢. 4.

SEM MV 200 kY WD 1813 mm | SEM HV: 10.0 kY WO 1547 mm L
BEM MAG: 38 ka Dei: 5E e SEM MAG: 2 50 kn Dei- SE 20 pm

BEM Hv_-n_u Y WD VLT e | [ SEM W 300 kY WO 15,08 mm i__
SEM) MAG: 250 oy Det: BE H FEM MAG 7 530k Dvt 38 20

Obrazek 49: Porovnadni SEM snimkii vytvorenych castic
PLA v chloroform/EtOH pomoci DC (vlevo) a AC (vpravo)
elektrosprayingu na podkladove SB textilii pri zvétseni
2500x
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Tabulka 4: PLA v chloroform/EtOH (9:1) — Vyhodnoceni DC a AC elektrosprayingu a SEM analyzy

PLA v chloroform/EtOH (9:1)

DC AC

Podminky: Podminky:

teplota =20 °C teplota =21 °C

vihkost = 58 % vihkost = 54 %

VN = =2 kv VN = cca 40 kV
+10

davkovéani: 50 ml/hod

vzdalenost bubnu od elektrody: + 340 mm

davkovéani: 14 ml/hod

vzdalenost elektrod: 150 mm

L i navijeni = 30 ot/min
rozvadéni: 25 mm ]

rozmér jehly: 1,2 x 40 mm Cas =5 min

zvlaknovani: z jehly

¢as = 10 min
rozmér jehly: 2,5 x 30 mm
Koncentrace Proces vyroby + SEM snimky Proces vyroby + SEM snimky
roztoku makroskopickeé makroskopické hodnoceni
hodnoceni
3hm. % Zvlaknuje dobfe, Aglomerace kapsli, Vznika vldkenna vrstva Koralkovité struktury, smés
tvoii kapsle nehomogenni, patvary kapsli a vlaken
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25hm. %

Zvlaknuje dobte,

tvoti kapsle

SB vrstva obalena

jednolitou vrstvou

Vznikaji vl&kna, ate
problémy s uchycenim na

Korélkovité struktury, smés

kapsli a vlaken, vice kapsli

S obCasnym vyskytem kolektor nez u3 hm. %
zplostélych kapsli
2hm. % Zvlaknuje dobie, SB vrstva obalena Vlakna $patné adheruji ke Koralkovité struktury, spise
tvoii kapsle jednolitou vrstvou kolektoru, nutnost rapidné kapsle, nehomogenni,
S CastéjSim vyskytem sniZit otacky bubnu na 1 nepravidelnych tvart, rizna
kapsli nez u 2,5 hm. % ot/min distribuce velikosti
1,5hm. % Zvlaknuje dobfe, Kapsle v jednolité vrstveé Vlakna létaji riznymi sméry, | Slita vrstva, bez vldken a
roztok tvoii kapsle obalujici vlakna nutnost snizit otacky na kapsli

podkladové textilie SB

polovinu (0,5 ot/min) a

pfidana jehla

Poznamka: Se snizujici se koncentraci se viditelné snizovala

tloustka zvlaknéné vrstvy pii zachovani stejnych podminek

Poznamka: VSechny vytvoiené vrstvy byly nehomogenni, s

defekty
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8.2 Elektricke rozprasovani PLA v Dichlormethan/

Dimethylsulfid
Rozpoustédlovy systém dichlormethan/ dimethylsulfid (DCM/DMS) byl pouzit

pouze pro AC elektrospraying z diavodu nefunk¢nosti rozpoustédlového systému
chloroform/ EtOH. Piipravené roztoky o riznych koncentracich pfedem stanovené
koncentra¢ni fady byly pomoci AC zvlaknovaciho stroje rozpraSovany dle stanovenych
podminek, které jsou uvedeny v Tabulce €. 5 véetné vyhodnoceni chovani jednotlivych
koncentraci roztoku.

Béhem experimentu se roztoky chovaly ve vSech piipadech podobné. Pribé¢h
rozprasovani byl bez komplikaci. Vrstvy byly nehomogenni, bez dostatecné pevnosti. Na
SEM snimcich byly viditelné koralkovité struktury s Sirokou distribuci velikosti kapsli

(viz Obr. &. 50). Podrobné vyhodnoceni experimentu je uvedeno v Tabulce €. 5.

’A‘"
SEM WV 10,0 kY
SEM MAG: T 50 k

Obrazek 50: Porovnani SEM snimkii vytvorenych castic PLA
v DCM/DMS pomoci AC elektrosprayingu na podkladové SB
textilii pri zvétseni 2500x

WO 13,36 mm T J SEM WV, 20.0 i W 1530 e I |
Dat: 3E ) SEM MAG: 250 ks Dot ST 20
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Tabulka 5: PLA v DCM/DMS (9:1) — Vyhodnoceni AC elektrosprayingu a SEM analyzy

PLA v DCM/DMS (9:1)

AC

Podminky:
teplota =21 °C
vihkost = 52 %
VN = cca 40 kV

davkovéani: 50 ml/hod

vzdalenost bubnu od elektrody: + 340 mm

navijeni = 30 ot/min

¢as =10 min

zvlaknovani: napiimo, bez jehly

dobré zvlaknovani

Koncentrace Proces vyroby + SEM snimky

roztoku makroskopickeé
hodnoceni

3hm. % Vznika vldken. vrstva, Korélkovité struktury, nehomogenni
dobré zvlaknovani kapsle, rizné velikosti

2,5hm. % Vznika vlaken. vrstva, Koralkovité struktury, nehomogenni
dobré zvlaknovani kapsle, riizné velikosti

2hm. % Vznika vldken. vrstva, Korélkovité struktury, nehomogenni
dobré zvlaknovani kapsle, riizné velikosti

1,5hm. % Vznika vlaken. vrstva, Koralkovité struktury, nehomogenni

kapsle, rizné velikosti, spiSe vlakna

pavucinovité struktury
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8.3 Elektrickeé rozpraSovani PCL

v chloroform/EtOH/kyselina octova

Ptipravené roztoky o riznych koncentracich byly pomoci elektrického zdroje
rozpraSovany dle stanovenych podminek, které jsou uvedeny v Tabulce ¢. 6 véetné
vyhodnoceni chovani jednotlivych koncentraci. Béhem DC elektrosprayingu byl pribéh
u v8ech roztokd stejny. Proces probihal bez vétSich komplikaci. Rozdily se projevily az
hm. %) vytvofil jednolitou vrstvu s viditelnymi kulovitymi ¢asticemi. Naopak roztok o
nejvyssi koncentraci (12 hm. %) tvofil spiSe vlakna. Z roztokl o koncentracich 6 a 8 hm.
% byly patrné sférické castice, ale celkovou vrstvu tvoftily spise jejich shluky.

U AC elektrosprayingu vznikaly problémy béhem samotného procesu vyroby, kdy
ptinejvyssi koncentraci (12 hm. %) vznikala velmi jemna, nehomogenni vlakenna vlecka,
ktera byla roznaSena po celé zvlaknovaci komote. Roztoky s nizsi koncentraci (8 a 6
(4 hm. %) tvoftil mokré kapky, vlivem nedostatecného odpaieni rozpoustédla. Na SEM
snimcich byly u vysSich koncentraci (12 a 10 hm. %) viditelné koralkovité struktury, ale
cela vrstva byla velice nehomogenni. Roztoky sniz$i koncentraci vytvoiily spiSe
jednolitou vrstvu/ folii. Vyroba ¢astic pomoci AC elektrosprayingu byla, v tomto pfipadeé,
hodnocena jako nevhodna a dalsi experimenty pokracovaly pouze se zdrojem DC. SEM
snimKky vrstev z obou metod jsou na Obr. ¢. 51. Podrobné vyhodnoceni experimentu je

uvedeno v Tabulce &. 6.
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o 1 1
SEM MY I00 kY WX 1573 mm |___ SEM HV: 0.0 WV WK 1578 mm
SEM MAG: .50 ks Det 5E 30 SEM MG 7 B3k Dt 5E

) 1
SEM HV, 30.0 k¥ W 15,88 mm vpilig SEM HV: 200 kY WO ia s me |
SEM MAG: 2 50 hx Det SE F SEM MAG: 253 kx Det: 5E

Obrazek 51: Porovnadni SEM snimkii vytvorenych cdstic
PCL v chloroform/EtOH/kyselina octova pomoci DC
(vlevo) a AC (vpravo) elektrosprayingu na podkladové SB
textilii pri zvetseni 2500x
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Tabulka 6: PCL v chloroform/EtOH/k. octové (8:1:1) — Vyhodnoceni DC a AC elektrosprayingu a SEM analyzy

PCL v chloroform/EtOH/k. octova (8:1:1)

DC

AC

Podminky:
teplota =19 °C
vlhkost = 54 %
VN ==kV

+10
davkovéani: 15 ml/hod
vzdalenost elektrod: 130 mm

prumér jehly: 0,80 x 40 mm

Podminky:

teplota =21 °C

vlhkost = 52 %

VN = cca 40 kV

davkovani: 0,1 ml/min

vzdalenost bubnu od elektrody: + 340 mm

navijeni = 0,1 ot/min

priaméry, vice vldken

. . ¢as = 10 min
¢as =10 min
zvlaknovani: z jehly
rozmer jehly: 2,5 x 30 mm
Koncentrace | Proces vyroby + SEM snimky Proces vyroby + makroskopické hodnoceni | SEM snimky
roztoku makroskopické hodnoceni
12 hm. % Zvlaknuje dobie Méné¢ kapsli nezu 10 | Nastavovani podminek, netvoii se vlakna, | Koralkovité
hm. %, vétsi spiSe sprejuje, bez nastavce poletuje struktury

material po celé¢ komote a nechyta se na

kolektor
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10 hm. % Zvlaknuje dobie Vétsi kapsle, hodné Zvlaknuje velmi Spatné Koralkovité
vlaken struktury
8 hm. % Zvlaknuje dobie, misty vice | Misty spojene kapsle, | Zvlaknuje 1épe nez 10 hm. %, ale nutno Slita vrstva,
Taylorovych kuzeld, po vlakna zvysit davkovani na 0,2 ml/min (12 s drobnym
ustéleni 1 kuZel ml/hod) ndznakem vléken
6 hm. % Zvléaknuje, na kapce 1 Méné¢ jednolita vrstva | Zvlaknuje 1épe nez 10 hm. %, ale nutno Slita vrstva, bez

Taylortv kuzel

nezu4hm. %

zvysit davkovani na 0,3 ml/min (18
ml/hod)

vlaken a kapsli

4% roztok

Zvléknuje, na kapce vice

Taylorovych kuzelt

Kapsle v jednolité

vrstve

Tvoti spise kapky, nutno zvysit davkovani
na 0,6 ml/min (36 ml/hod)

Slita vrstva, bez

vlaken a kapsli

Pozndmka: Se zvysujici se koncentraci se

zvétsovala tloustka vrstvy

Poznamka: VSechny vytvofené vrstvy byly

nehomogenni, s defekty
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8.4 Elektrické rozpraSovani PLGA v TFE

8.4.1 Testovani koncentrace

Pro vyrobu ¢astic z PLGA v TFE byl zvolen postup vyroby pouze pomoci DC
elektrického zvlédknovani, protoze pfedchozi experimenty ukazaly, ze AC elektrické
zvlaknovani je celkové pro tento experiment nevhodné. Ptipravené roztoky o rtznych
koncentracich byly pomoci DC zdroje rozpraSovany dle stanovenych podminek, které
jsou uvedeny v Tabulce ¢. 7 vcetné¢ vyhodnoceni chovani jednotlivych koncentraci.
Béhem DC elektrosprayingu byl pribéh u vSech roztoki stejny. Proces probihal bez
vetsich komplikaci. Rozdily se projevily az néasledné pti mikroskopické analyze SEM.
S misty viditelnymi kulovitymi ¢asticemi. S postupné zvysSujici se koncentraci vznikala
vice homogenni vrstva s oddélenymi kulovitymi ¢asticemi o piiblizn¢ stejné velikosti. U
roztoku o koncentraci 6 hm. % pak byly Castice ze vSech ostatnich koncentraci
nejdokonalejSi a tento roztok byl zvolen jako vychozi pro dalsi testovani. U nejvyse
koncentrovaného roztoku (10 hm. %) bylo mozZné pozorovat i vldkenné struktury. SEM
snimky vrstev jsou na Obr. ¢. 52. Podrobné vyhodnoceni experimentu je uvedeno

v Tabulce €. 7.
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Obrazek 52: Porovnadni SEM snimkii vytvorenych castic
PLGA v TFE pomoci DC elektrosprayingu na podkladové
SB textilii pri zvétseni 5000x.

Tabulka 7: DC elektrospraying, Testovani koncentracni rady

PLGA vV TFE

DC

Podminky:
teplota =17 °C
vihkost = 20 %

VN = 2 kv

+10

davkovani: 10-15 ml/hod
vzdalenost elektrod: 150 mm
pramér jehly: 0,80 x 40 mm

¢as = 10 min

Koncentrace Proces vyroby + makroskopické SEM snimky

roztoku hodnoceni
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10 hm. % Sprejovani probihalo bez Méné¢ kapsli nez u 10 hm.
komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | %, vétsi priméry, vice
defektd vlaken

8 hm. % Sprejovani probihalo bez Misty spojené kapsle,
komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vlakna
defekt

6 hm. % Sprejovani probihalo bez Méné¢ jednolita vrstva nez u
komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | 4 hm. %
defektt

4 hm. % Sprejovani probihalo bez Kapsle v jednolité vrstvé
komplikaci, vznikla tenka vrstva bez
defektt

Jako idealni roztok pro dalsi testovani byl, na zakladé SEM analyzy, zvolen roztok

o0 koncentraci 6 hm. %. Bylo tak vyhodnoceno dle SEM snimki, na kterych byly viditelné

pravidelné sférické Castice s méfitelnym prumérem. Pomoci programu Imagel byly

priméry ¢astic naméfeny a vyhodnoceny. Pramér ¢astic byl u 6 hm. % roztoku ptiblizné

1,5+ 0,6 um. U 4 hm. % roztoku bylo naméfeno v praméru 0,73 £ 0,1 pum, tedy skoro

polovi¢ni velikost. Naopak u 8 hm. % roztoku byly naméteny az 3x vétsi Castice nez u 6

hm. % roztoku a stiedni hodnota byla piiblizné 4,75 £ 0,2 um. 10 % roztok tvofil ¢astice

o primérné velikosti 1,65 + 0,3 um, nicméné s relativné vysokou smérodatnou odchylkou

(1,2 um) oproti pfedchozim koncentracim (4 hm. % - 0,39 um; 6 hm. % - 0,44 um; 8 hm.

% - 0,69 um). Celkové vyhodnoceni bylo zaneseno do krabicovych grafua (¢.1, ¢.2, ¢.3,

¢.4), které jsou k porovnani nize.
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Krabicovy graf Krabicovy graf

Distribuce velikosti ¢astic PLGA vV TFE4 hm. % Distribuce velikosti ¢astic PLGA v TFE6 hm. %
1,908 3
T 1,546 T %
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8 ,98325 8 15
o ]
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& 138475 & 05
0,225
0
Graf 4: Distribuce velikosti ¢dstic PLGA v TFE 4 hm. % Graf 3. Distribuce velikosti ¢astic PLGA v TFE 6 hm. %
Krabicovy graf Krabicovy graf
Distribuce velikosti ¢astic PLGA v TFE 8 hm. % Distribuce velikosti ¢astic PLGA v TFE 10 hm. %
7 6
& 6,256 .
. r
5 P £ 8%
=2 4,16 2
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0 0
Graf 2: Distribuce velikosti ¢astic PLGA v TFE 8 hm. % Graf 1: Distribuce velikosti ¢dstic PLGA v TFE 10 hm. %
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8.4.2 Zména parametru elektrosprayingu

Po vyhodnoceni ptedchozich testi ohledné koncentraci byl jako nejidedlnéjsi

roztok zvolen roztok s koncentraci 6 hm. % PLGA v TFE a bylo provedeno testovani na

zaklad¢ tprav parametrii stejnosmérného zvlaknovaciho stroje pro vybér idealnich

podminek pro dalSi produkci (viz Tabulka ¢. 8). Roztok byl testovan pii ¢tyfech riiznych

napétich:

1
2.
3.
4

pro dolni elektrodu +10 kV, pro horni -10 kV;
pro dolni +10 kV, pro horni -15 kV;

pro dolni +15 kV, pro horni -10 kV a

pro dolni +20 kV, pro horni -20 kV

ve tfech rtznych vzdalenostech elektrody od kolektoru (150, 170 a 190 mm). Pribéh

sprejovani byl u vSech roztokii beze zmén. Rozdily se projevily az nasledné pti SEM

analyze (viz Obr. ¢. 53).

Obrazek 53: Porovnani SEM snimkii vytvorenych castic
PLGA v TFE pomoci DC elektrosprayingu na podkladové SB
textilii pri zvétseni 5000x.
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Tabulka 8: DC elektrospraying, - Testovadni parametrii sprejovani

PLGA vV TFE
DC
Podminky:
koncentrace roztoku: 6 % PLGA v TFE
teplota =16 °C
vihkost = 20%
davkovani: 18 ml/hod
pramér jehly: 0,80 x 40 mm
¢as =5 min
Potadové | Napéti horni Vzdalenost Proces vyroby + makroskopické SEM snimky
Cislo elektroda [kV] elektrod [mm] hodnoceni
Napéti spodni
elektroda [kV]
1 -10 kV 150 mm Sprejovani probihalo bez Shluky ¢astic spiSe v jednolité vrstvé
+10 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez
defektt
2 -10 kV 170 mm Sprejovani probihalo bez Samostatné ¢astice ptiblizné stejné velikosti
+10 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez
defektt
3 -10 kV 190 mm Shluky ¢astic spise v jednolité vrstveé
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+10 kV Sprejovani probihalo bez

komplikaci, vznikla tenka vrstva bez

defektt
-15 kV 150 mm Sprejovéni probihalo bez Relativné samostatné ¢astice ptiblizné stejné
+10 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | velikosti, misty vlakna

defektt
-10 kV 150 mm Sprejovani probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstveé, misty
+15 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vlakna

defektt
-20 kV 150 mm Sprejovani probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstveé, misty
+20 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vlakna

defektt
-15 kV 170 mm Sprejovéni probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstveé, misty
+10 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vlakna

defektt
-10 kV 170 mm Sprejovéni probihalo bez Shluky castic spise v jednolité vrstveé, misty
+15 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vlakna

defektt
-20 kV 170 mm Sprejovéni probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstveé, misty
+20 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vlakna

defektt
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10 -15 kV 190 mm Sprejovéni probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstveé
+10 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | s mnohem mensimi ¢asticemi na povrchu,
defektt misty vlakna
11 -10 kV 190 mm Sprejovéni probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstve
+15 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | s mnohem mensimi ¢asticemi na povrchu,
defektt misty vlakna
12 -20 kV 190 mm Sprejovani probihalo bez Shluky ¢astic spise v jednolité vrstvé
+20 kV komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | s mnohem mens§imi ¢asticemi na povrchu,
defektt misty vldkna

Pro finalni testovani s inkorporaci MMC byly zvoleny podminky ¢&. 2 a ¢. 4 na zakladé SEM analyzy. Castice dle takto nastavenych

parametru byly sférické, ptiblizné stejné velikosti s dobie méfitelnym primérem. Vrstva byla homogenni v obou ptipadech. Pramér ¢astic

dle podminek 2 byl ptiblizn¢ 2 £ 0,1 um, dle podminek 4 byl pramér cca 1,7 £ 0,2 um. Celkové vyhodnoceni bylo zaneseno do krabicovych

grafi ¢.5a ¢.6.
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Krabicovy graf - podminky 2
Distribuce velikosti tastic PLGA v TFE
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Graf 5: Analyza priumeru castic PLGA v TFE dle podminek 2

Krabicovy graf - podminky 4
Distribuce velikosti ¢astic PLGA v TFE
35

3 2,975

25
22375

2
7465

15

MEzey osy

1 02275

0,633
0,5 !
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Graf 6. Analyza priméru castic PLGA v TFE dle podminek 4

Distribuce velikosti ¢astic dle podminek 2 byla ponékud uzs§i nez v piipadé
podminek 4. Za podminek 4 vznikaly ¢astice o velikosti od 0,6 um aZ do necelych 3 pm.
V ptipadé¢ podminek 2 byla minimalni velikost priblizné 1,1 pm a maximalni necelé 3
um. Z ¢ehoz vyplyva, ze lepsi je rozpraSovani za podminek 2, a proto byly tyto podminky

zvoleny pro dalSi testovani.
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8.4.3 Testovani finalniho roztoku PLGA v TFE s inkorporaci MMC

Pfipraveny roztok o pfedem stanovené koncentraci 6 hm. % s inkorporovanym
MMC byl pomoci DC zvlaknovaciho stroje rozpraSovadn na podkladovou textilii s
naslednym vyhodnocenim. Pro analyzu velikosti kapsli byla jako podklad zvolena
aluminiova félie a pro dalsi analyzy pak byla pouZita spunbond (SB) netkana textilie. U
aluminiové félie bylo odzkouSeno sprejovani i dle podminek 4. U SB bylo pouzito
rozvadéni a pomalé previjeni.

Pribéh sprejovani byl ve vSech tfech ptipadech bez vétSich komplikaci. B€éhem
SEM analyzy bylo zjiSténo, Ze roztok se s inkorporovanym MMC choval odli$né nez bez
ngj. Castice, které byly v pfedchozim ptipadé dle podminek 2 oddé&lené, patrného
sférického tvaru, tvofily shluky, a naopak za podminek 4 byly vytvofeny samostatné
kapsle. SEM snimky vrstev jsou na Obr. ¢. 54. Podrobné vyhodnoceni experimentu je

uvedeno v Tabulce ¢. 9.

- —
SEM WV 200 kY Wi 183 mm Wik 14.91 mm
SEM BMAG: 5.0 kx Dt 5E = a1 Dot 50

SEM HV: 2000 kY WIE 14.09% mm
BEM MAG: 500 kx Dat SE

Obrézek 54: Porovnadni SEM snimkii vytvorenych cdstic
PLGA v TFE s inkorporaci MMC pomoci DC
elektrosprayingu zvetseni 5000x.
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Tabulka 9: DC elektrospraying, - Testovani findlniho roztoku PLGA v TFE s inkorporaci MMC

PLGA v TFE s inkorporaci MMC

DC

Podminky:

koncentrace roztoku: 6 % PLGA v TFE s inkorporaci MMC (120 pl)

teplota =17 °C
vihkost = 25 %
davkovani: 18 ml/hod

pramér jehly: 0,80 x 40 mm

Podkladova | Napéti horni Vzdalenost | Cas Rozvadéni | Previjeni Proces vyroby + SEM snimky
vrstva elektroda [kV] | elektrod [min] | [mm/s] [mm/s] makroskopické hodnoceni
Napéti spodni [mm]
elektroda [kV]
Aluminiova | -10 kV 170 mm 5min | - - Sprejovani probihalo bez | Spise shluky ¢astic
folie +10 kV komplikaci, vznikla tenka
vrstva bez defektu
Aluminiova | -15kV 150 mm 5min | - - Sprejovani probihalo bez | Samostatné Castice
folie +10 kV komplikaci, vznikla tenka | ptiblizn¢ stejné velikosti
vrstva bez defekti s menSimi odchylkami
-10 kV 170 mm 2 mm/s 0,1 mm/s
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SB netkana | +10 kV 10 Sprejovani probihalo bez | Shluky ¢astic spise

textilie min komplikaci, vznikla tenkd | v jednolité vrstvé

vrstva bez defektu

Krabicovy graf - podminky 4
Distribuce velikosti Eastic PLGA v TFE s inkorporaci
MMC

60
53,151
50 %15 041

40
34 368, .
0 92,248

20

Primér Eastc[pm]

4,142
10

0 4795

Graf 7: Analyza priméri castic PLGA v TFE s inkorporaci MMC
dle podminek 4
Finaln¢ byla distribuce velikosti kapsli vyhodnocena pouze pro podminky 4, jelikoz za téchto podminek byly vytvoieny samostatné
kapsle s métitelnym pramérem. Byly zjistény velké odchylky a Siroky rozptyl velikosti od 0,8 um do 53,2 pm. Pramér kapsli byl pfiblizné
8,2 £ 3,75 um, tedy vice nez 4,8x vétsi nez bez inkorporace MMC. To mohlo byt zpiisobeno obsahem molekul MMC, ¢imz vzrostl primér

a také horsi zvlaknitelnosti. Celkové vyhodnoceni bylo zaneseno do krabicového grafu ¢.7.
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8.5 Funkcionalizace nanovlakenné vrstvy PVDF

Finaln¢ byla dle pfedchozich testovani funkcionalizovdna nanovlakenna vrstva
PVDF c¢ésticemi PLGA v TFE s inkorporovanym MMC. Vrstva PVDF byla predem
vyrobena na zafizeni Nanospider™ s primérem vldken 325,45 nm. V rdmci experimentu
slouzila pouze jako podklad pro vyrobu kompozitniho implantatu a sou¢asti experimentu
nebyla jeji vyroba, ale pouze modifikace kapslemi. Kompozit byl vyroben na DC
elektrickém zvldknovacim stroji. V pribéhu experimentu bylo vyzkouseno vice
parametrui sprejovani a finalni vrstva byla vyrobena dle podminek uvedenych v Tabulce
¢. 10). Prubeh sprejovani byl bez vétsich komplikaci. Vrstva PVDF byla pfipevnéna na
deskovy kolektor a proces vyroby trval pfiblizn¢ 90 min. Béhem SEM analyzy bylo
zjisténo, Ze roztok vytvofil jednolitou vrstvu zaglomerovanych ¢astic PLGA. To mohlo
byt zplsobeno napf. nedostatenym odpafenim rozpoustédla, které vrstvu PVDF
rozpustilo. SEM snimky vrstev jsou na Obr. ¢. 55. Podrobné vyhodnoceni experimentu je
uvedeno v Tabulce ¢. 10. Béhem SEM analyzy byla také provedena SEM — EDX analyza
za ucelem identifikace ptitomnosti MMC v PLGA kapslich (viz Obr. ¢. 56 a 57).

SEM HV: 2004V WO 15.11 mm | SEM HV: LB KY WoiuMmm gl

B MLG 5 o0 & Dot SE  jouem BEM MG 5 50 fx Dt SE 1

Obréazek 55: Porovnadni SEM snimkii Cisté a
funkcionalizované PVDF vrstvy pri zvétseni 5000x.
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Tabulka 10: DC elektrospraying, - Funkcionalizace PVDF vrstvy PLG casticemi TFE s
inkorporaci MMC

PLGA v TFE s inkorporaci MMC na vrstvé PVDF

DC

Podminky:

koncentrace roztoku: 6 % PLGA v TFE s inkorporaci MMC (120 pl)
teplota = 16,6 °C

vlhkost = 20 %

VN = 22 kv

+10

vzdalenost elektrod: 190 mm
davkovani: 18 ml/hod
¢as =90 min

pramér jehly: 0,80 x 40 mm

Proces vyroby + makroskopické SEM snimky
hodnoceni
Sprejovani probihalo bez SpiSe shluky ¢astic az jednolita

komplikaci, vznikla tenka vrstva bez | vrstva
defektt

8.5.1 SEM - EDX analyza
EDX analyza neboli Energy Dispersive X-Ray Analysis (Energeticky disperzni

rentgenova analyza) je rentgenova technika pouZzivana k identifikaci elementarniho
slozeni materialti. Systémy EDX jsou doplinkem elektronové mikroskopie (SEM nebo
TEM = transmisni elektronova mikroskopie). Zobrazovaci schopnost mikroskopu
identifikuje poZadovany vzorek a nasledné vygenerovana data vykresli pomoci grafu
vrcholy odpovidajici prvkim z nichz se dany vzorek sklada [63].

EDX analyza byla pouzita pro identifikaci obsahu MMC ve funkcionalizované
vrstve, a to na zaklad€ rozboru samostatné PLGA c¢astice s obsahem MMC a Cisté PVDF
vrstvy. Vychazelo se z to, Zze chemicke sloZeni PVDF vrstvy je odlisné od chemického
slozeni MMC.
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SEM HY: 20,0 kY WD 14,84 mm
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

Obréazek 57: EDX analyza — SEM snimky funkcionalizované PVDF vrstvy
pomoci elektrosprayingu
6 % roztok PLGA v TFE s inkorporaci MMC pri zvétseni 3000x.
Rozbor PLGA s MMC

Obrazek 56: EDX analyza — SEM snimky vytvorenych castic
elektrosprayingem na PVDF vrstvu.

6 % roztok PLGA v TFE s inkorporaci MMC pri zvétseni 3000x.
Rozbor cisté PVDF

Dle EDX analyzy bylo vyhodnoceno, Ze vrstva PVDF funkcionalizovana

casticemi PLGA skute¢n¢ obsahuje MMC, a to na zékladé rozdilu obsahu prvkii.

Konkrétné fluoru (F), ktery se vyskytuje pouze v polymeru PVDF, ale nikoli v MMC.
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8.5.2 HPLC analyza

HPLC analyza neboli High-performance liquid chromatography (Vysoce u¢inna
kapalinova chromatografie nebo vysokotlakd kapalinovd chromatografie) je
chromatografickd metoda, kterd se pouziva k oddéleni smési sloucenin v analytické
chemii a biochemii za uc¢elem identifikace, kvantifikace nebo ¢isténi jednotlivych slozek
smési.

Vzorky se v malém mnozstvi prozenou kolonou (mobilni faze) riznymi rychlostmi
kde smés interaguje se sorbentem (stacionarni faze). Sorbent jsou Castice, které mohou
byt rtizného charakteru (hydrofobni, polarni). Mobilni fize mize byt sloucenina vody a
organickych rozpoustédel, ale i bezvoda. Muze byt po celou dobu konstantni nebo
proménliva. Rychlost kazdé slozky ve smeési zavisi na jeji chemické povaze, povaze
kolony a sloZeni mobilni faze. Cas, kdy konkrétni analyt vychazi ze sloupce, se ozna¢uje
jako jeho reten¢ni Cas. Retencni ¢as se méti za konkrétnich podminek a povazuje se za
identifika¢ni charakteristiku daného analytu [64].

HPLC je pfesné&jsi metodou EDX analyzy, ktera je schopna identifikovat velmi mala
mnozstvi latek, jako je MMC a méla byt spolecné¢ s EDX analyzou dalSim
vyhodnocovacim médiem pro tento experiment. BohuZel z ¢asovych duvodid a

covidovych opatieni nebyla analyza provedena.
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9 Zavér

Diplomova prace byla zaméfena na vyzkum a vyvoj polymernich ¢astic s inkorporaci
antimetabolitu, konkrétné Mitomycinu C, pomoci elektrosprayingu. Castice byly uréeny
pro funkcionalizaci implantatu z polyvinylidenfluoridu pro pouZziti pfi 1é¢bé oéniho
glaukomu. V teoretické ¢asti byla popsana problematika glaukomu, jeho rozdéleni a
soucasné zpusoby 1é¢by. Dale byl podrobn¢ popsan proces elektrického rozpraSovani a
jeho moznosti vyuZiti v rdmci experimentu.

Experimentalni ¢ast byla soustfedéna na vybér vhodného biodegradabilniho polymeru
pro vyrobu kapsli. Na zakladé zkusenosti a znalosti byly vybrany alifaticke polyestery,
které se jiZz v biomediciné vyuzivaji a z hlediska biokompatibility jsou vhodné pro uziti
v lidském organismu. Polymery byly testovany na elektricky zvlaknujicich strojich
vyuZzivajicich AC a DC elektrickeé napéti

Celkem byly testovany tii alifatické polyestery, konkrétn¢ PLA, PCL a PLGA.
Vyzkum se vyvijel na zaklad¢ stanoveni vhodné koncentrace daného polymeru, pii které
byly castice dokonalého sférického tvaru s meéfitelnym primérem, vhodné pro
inkorporovani MMC.

Z celé skaly provedenych experimentli se nejoptimalnéjSim polymerem pro tvorbu
kapsli jevil 6 hm % roztok PLGA v TFE. Velikost castic ztohoto polymeru za
stanovenych podminek se pohybovala okolo 2 um. Po inkorporaci MMC se chovani
polymeru zménilo a podminky bylo nutno upravit. Velikost kapsli nesoucich MMC byla
piiblizné 8,2 um, ale celkova distribuce byla velmi Siroka. V kone¢né fazi byla t€émito
Casticemi funkcionalizovana nanovladkennd PVDF wvrstva, kterd byla podrobena
podrobnéjsi analyze. Konkrétné §lo o SEM — EDX analyzu, kterd stanovila ptitomnost
MMC ve funkcionalizované vrstvé. Nicméné samostatnd obrazovd SEM analyza
potvrdila, Ze funkcionalizace nebyla dostate¢né tspesna a bylo by vhodné provést dalsi
pruzkum této oblasti.

V navaznosti na tuto praci bych navrhovala pokraCovat ve vyvoji optimalnich
podminek, za kterych by povrch PVDF vrstvy obsahoval dokonale sférické kapsle
obsahujici MMC. Vyrobenou vrstvu by bylo také vhodné podrobit HPLC analyze pro
podrobnéjsi identifikaci prvkového slozeni. Vysledny material by nasledné mohl byt

testovan z hlediska degradace.
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