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Abstrakt

Tato prace zkoumd moznosti vyuziti simulovanych télnich tekutin k co nejpfesnéjSimu
napodobeni prostfedi lidského téla. Principem je sledovani degradace zesitovanych
kolagenovych scaffoldu, které piedstavuji jeden z nejcastéji vyuzivanych materiala v
implantologii. Mé&fici metody pouzité k tomuto Gcelu jsou zaloZzeny na hodnoceni
mechanickych vlastnosti (elasticky gradient, stabilni hladina napéti, absorbovana energie,
ucinnost absorbovani energie), tbytku hmotnosti a obrazovych a mikro-CT analyzach pro
pozorovani strukturnich zmeén, ke kterym dochazi v dusledku degradace. Sledovanymi
prostiedimi byly minimalni esencialni médium, in vitro, ex vivo a in vivo. Cilem bylo
porovnani prvnich tfech jmenovanych se skupinou in vivo se snahou zjistit, ktera z nich

nejlépe a do jaké miry simuluje télni prostiedi.

Abstract

This work explores the possibilities of using simulated body fluids to represent the human
body environment as accurately as possible. The principle is to track the degradation of
cross-linked collagen scaffolds comprising one of the most common material in
implantology. The measurement methods used for this purpose are based on the
evaluation of mechanical properties (elastic gradient, sigma plateau, absorbed energy,
energy absorption efficiency), weight loss and image and micro-CT analyses to observe
the structural changes that occur due to degradation. The environments studied were
minimal essential medium, in vitro, ex vivo and in vivo. The aim was to compare the first
three named with the in vivo group in an attempt to determine which one best simulates

the body environment and to what extent.
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Seznam symbolu a zkratek

o [kPa]
opi [kPa]
e [1]

h [mm]
ho [mm]
D [%]
E [kPa]
F [N]
So [Mm?]
re [1]
W [kI/m?]
We [%)]
AMK
CLSM
CPC
CPBC
CSN
ECM
EDC
EMEM
DF
DMEM
FBS
HAP
ISO
NHS
PBS
PCL
PGA
PLA
PLGA
RT

tlakové smluvni napéti

stabilni hladina napéti

stlaceni

vyska

pocatecni vyska

hmotnostni bytky

elasticky gradient

sila

pocatecni plocha

koeficient pofadové biseridlni korelace
absorbovand energie

ucinnost absorbovani energie
aminokyselinové zbytky

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
kalcium fosfatova keramika

kalcium fosfatové kostni cementy
Ceska technicka norma

extracelularni matrix
N-(3-dimethylamino propyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochlorid
Eaglovo minimalni esencialni médium
dermalni fibroblasty

Dulbeccovo modifikované minimalni esencialni médium
fetalni bovinni sérum

hydroxyapatit

Mezinarodni organizace pro normalizaci
N-hydroxysukcinimid

pufrovany fyziologicky roztok
polykaprolakton

kyselina polyglykolova

kyselina polymlé¢na

kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové

pokojova teplota



TE tkanové inZzenyrstvi
SBF simulated body fluid

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
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1. Uvod

Kost je dobrym ptikladem dynamické tkané. Ve vétsiné piipadt poskozeni dochazi
Kjeji ptirozené regeneraci, ale v pfipadech rozsahlejSich traumatickych nebo
netraumatickych poskozeni, se kosti nemusi zahojit samostatné. V téchto ptipadech mize

byt k navozeni kostni regenerace nutny chirurgicky zakrok s aplikaci kostniho $tépu [1].

Kostni $tépy vSak neni mozné pouzit za vSech podminek a misto nich se vyuzivaji
umé¢lé materialy nebo tzv. tkanové nosi¢e. Ty musi spliiovat uréité mechanické a
strukturni  vlastnosti. Dal$imi podminkami jsou pak jejich biokompatibilita a
biodegradabilita. Funkce scaffoldu je v tomto ptipadé podporovat svymi vlastnostmi
produkci nové tkan€, zaroven se vSak musi sam odbouravat (degradovat), aby mohlo dojit
k jeho postupnému nahrazeni kostni tkani. Porozuméni degrada¢nimu mechanismu je
tedy kliCovym faktorem pro vybér idedlniho materidlu a velikou vyzvou tkanového

inzenyrstvi [2].

Idealnim zpiisobem pozorovani téchto procest je jejich pozorovani v Zivém prostiedi,
tedy in vivo. To kvili etickym ¢i finan¢nim diivodim neni ale vzdy mozné. V takovych

situacich se pak provadi experiment in vitro v simulovanych télnich podminkach.

Dalsi, mén¢ probadanou metodou pozorovani, je metoda ex Vvivo - "mimo zivy
organismus™. V ni pozorujeme chovani implantatd v explantované tkani udrzované

Vv simulovaném télnim prostredi.

Pti navrhovani takovychto simulaci je vzdy dulezité stanovit jaké podminky pouzit a

jaké prostiedi ¢i pozorované vlastnosti jsou stfedem zajmu.

Tato prace se zabyva vlivem vybranych simulovanych télnich prostiedi na degradaci
kolagenovych scaffoldi a na jejich mechanické a strukturni vlastnosti V riznych
casovych intervalech. Vlivy jednotlivych prostfedi byly ovéfovany na modelovych
vzorcich (kolagenové scaffoldy), které byly vybrany jako zastupce jednoho z nejcastéji
pouzivanych biomateriald v implantologii. Cilem bylo porovnat simulovana télni
prostiedi s redlnym zivym prostiedi a tim zjistit, zda lze tyto simulace povazovat za

vérohodné.

Tato diplomova prace je soucasti studie, ktera byla finanéné podpotena grantovym

projektem Technologické agentury CR v ramci projektu & TP01010055 (program
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GAMA?2), dil¢i projekt ,,Ovéreni technologie zpracovani kolagenové disperze pro

impregnaci poréznich povrchi kotvicich ¢asti implantatia®.
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2. Cile prace

Hlavnim cilem prace je vyhodnoceni vlivu simulovanych télnich prostfedi na
degradaci kolagenovych scaffoldi, a tedy na jejich mechanické a strukturni vlastnosti.
Kolagenové scaffoldy byly pouzity z divodu, ze se diky svym vlastnostem jedna o jedny
Z nejhojnéji pouzivanych materiala v tkanovém inzenyrstvi. Pozorovanymi prostfedimi
jsou: minimalni esencialni médium (MEM), in vitro, ex vivo a in vivo. U mechanickych

vlastnosti sledujeme:

e Elasticky gradient
e Stabilni hladina napéti
e Absorbovana energie

e Ucinnost absorbovani energie
Z pohledu strukturnich vlastnosti je pozornost zamétena na:

e Hmotnostni ubytky
e Vnitini strukturu sledovanou pomoci obrazové a mikro-CT analyzy

e Zmény na sekundarni urovni kolagenu (infracervena spektrometrie)

Naplni prace je pak potvrzeni ¢i zamitnuti nulovych hypotéz na urovni statistické a

vécené vyznamnosti. Hlavnimi hypotézami jsou:

1) Podminky in vitro, ex vivo a MEM simuluji in vivo prostiedi

2) MEM simuluje prostiedi in vitro
Vedlejsimi hypotézami jsou:

1) expozice ve vSech prostiedich vede ke stejnym zménam v mechanickych
vlastnostech

2) expozice ve vSech prostiedich vede ke stejnym zménam ve struktuie
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3. Teoreticka cast

3.1. Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi (TE) je definovano jako interdisciplinarni obor, ktery vyuziva
principy inZenyrstvi a véd o zZivé ptirod¢ k vyvoji biologickych nahrad, které obnovuji,
udrzuji nebo zlepSuji funkei tkdni. V soucasné dobé je TE prosperujici oblasti v ramci
regenerujici mediciny [3].

Hlavnimi principy TE jsou:

e Izolace buné¢k z tkané

e Navyseni jejich poctu

e Invitro implementace do scaffoldu

e Bunécéni kultivace

e Aplikace do poskozené ¢asti

=
(4" )

kultivace bunék

o ®
(D izolace bunék

scaffold

Obr. 1 Schéma tkanového inzenyrstvi[4]
TE se zaméfuje na vyvoj scaffoldl, které umoziuji dosazeni uspéSné regenerace
poskozenych tkani. Toho je dosazeno pomoci kombinace bun¢k a biomateriala, které
slouzi k vytvofeni pfirozeného prosttedi pro buiiky a jejich kultivaci, proliferaci a

diferenciaci. Princip TE je znazornén na Obr. 1 [4].

Lze tedy fici, ze pro TE jsou zakladem tfi klicové komponenty, oznacované jako
triada tkanového inzenyrstvi: vhodny vybér bunck, biomateridlovy scaffold pro 3D
kultivaci a pfitomnost vhodnych biologicky aktivnich latek, kterymi jsou napf. ristové

faktory [4,5].
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Jednou z nejlepSich metod ziskdvani bun€k je odbér autolognich bunék piimo od
pacienta. Jejich mnozstvi je ale ne vzdy dostacujici a jejich alternativou jsou pak bunky

darce [4,6].

Casté je také vyuziti kmenovych bunék, které se nachazeji v mnoha, ne-li ve viech
tkanich. Ty se nejen obnovuji (tj. vytvareji dalsi kmenové buriky), ale mohou se také

diferencovat do potencionalné vsech bunék pojivovych tkani [6].
3.1.1. Scaffoldy a jejich dilezité vlastnosti

TE se ve velké mife opird o pouziti poréznich 3D scaffoldu, které poskytuji vhodné
prostiedi pro regeneraci tkani a organii. Tyto scaffoldy funguji jako Sablona pro tvorbu
tkan¢ a jsou obvykle osazeny bunkami ¢i kombinovany s bioaktivnimi latkami. Scaffoldy
osazené bunikami jsou bud’ kultivovany in vitro za tcelem syntézy tkani, které Ize poté
implantovat do poranéného mista nebo jsou implantovany piimo do rany v téle, kde je
vyvolana regenerace tkani nebo organt in vivo. Scaffoldy se podle jejich ptivodu déli na
biologické, tedy ziskané z lidskych nebo zvitecich tkani, nebo scaffoldy syntetické,

vytvofené na bazi polymera [7].

Bez ohledu na typ tkané je pii navrhovani nebo ur¢ovani vhodnosti scaffoldu pro

pouziti v tkdnlovém inzenyrstvi dulezita fada klicovych aspektti:
Biokompatibilita

Prvni dulezitou vlastnosti scaffoldu je jeho kompatibilita s prostfedim. Material tudiz
nesmi byt toxicky a jeho pfitomnost nesmi negativné ovlivitovat bunky. Po implantaci
nesmi scaffold vyvolat protizanétlivou imunitni reakci, ktera by mohla negativné ovlivnit
proces hojeni ¢i odmitnout implantovany material. Buniky musi mit schopnost adheze na
povrchu, piipadné jim projit a zait se mmnozit. Takovy material pak nazyvame

cytokompatibilni [4,7].
Biodegradabilita

Cilem TE je umoznit télu, aby jeho vlastni buiiky ¢asem nahradily scaffoldy, které
nejsou urceny jako trvalé implantaty. Scaffold musi byt biologicky odbouratelny, aby
bunky mohly produkovat vlastni extracelularni matrix (ECM). Degradované ¢&asti
scaffoldi by rovnéz nemély byt toxické a mély by byt schopny opustit t€lo pomoci

metabolickych procesti bez zasahu do jinych organti. K odbourani scaffoldu by nemélo
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dojit diiv, nez bude tato tkan vytvofena, ale také ani piili§ pozd¢, aby scaffold nebranil v

rastu nové tkané [4,7].
Mechanické vlastnosti

V idealnim piipadé by m¢l mit scaffold mechanické vlastnosti odpovidajici mistu, do
kterého ma byt implantovan, a z praktického hlediska musi byt dostatecné pevny na to,

aby umoznil chirurgickou manipulaci béhem implantace [7].
3.2.Biomaterialy vyuzitelné v TE

Na prvni konsensualni konferenci Evropské spolecnosti pro biomateridly v roce 1976
byl biomaterial definovan jako "nezivy material pouzity ve zdravotnickém prostiredku,
ktery je urCen k interakcei s biologickymi systémy". Soucasna definice vSak zni "material
ureny k interakci s biologickymi systémy za Ucelem 1éCby, rozsifeni nebo nahrady
jakékoli tkang, organu ¢i funkce téla". Tato nepatrnd zména definice ukazuje, jak se oblast
biomaterial vyvijela [7]. Zatimco v minulosti byly materialy uréené k implantaci
navrhovany jako "bioinertni", nyni se materidlovi védci zaméftili na navrhovani zamérné
"bioaktivnich" materialti, které se integruji s biologickymi molekulami nebo buiikami a

regeneruji tkané [8].

Tabulka 1: Biomaterialy v TE, prelozeno z [9]

Materialy Vyhody Nevyhody Priklady
vyuziti

Polymery (nylon, silikon, Odolné Mala pevnost Mekké tkang,

polyester atd.) Snadna vyroba  Deformuje se stehy, usi, nos

Kovy (Ti a jeho slitiny, Co-Cr

Tvrdé, tvarné

Muize dojit ke

Kloubni

slitiny, Au atd.) korozi nahrady, zubni
Slozitd vyroba  implantaty
Keramika (kalcium fosfaty Velice Ktehkeé Zubni a
v¢etné hydroxyapatitu) biokompatibilni ortopedické
implantaty
Kompozity (degradabilni Pevné, délané Slozita vyroba  Kostni
polymery a kalcium fosfaty, na miru cementy

kostni cement)
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3.2.1. Polymery (syntetické a prirodni)

Polymerni biomaterialy hraji dilezitou roli v celé fad¢ zdravotnickych prostredk,
diagnostickych systémil a farmaceutickych ptipravki. V poslednich nékolika desetiletich
bylo v souvislosti se vznikem a rychlym rozvojem oboru TE a regenerativni mediciny
vyvinuto obrovské mnozstvi novych polymernich biomateriali. Tyto polymerni
scaffoldy, nejcastéji vyrobené z biodegradabilnich syntetickych polymera a ptfirodnich
makromolekul, hraji klicovou roli v tkdniovém inZenyrstvi a pouZzivaji se pfi regeneraci v

podstaté vSech typu tkani [9].
Syntetické polymery

Syntetické polymery jsou biologicky odbouratelné polymery, které lze syntetizovat
za kontrolovanych podminek a které poskytuji piedvidatelné fyzikalné-chemické a
mechanické vlastnosti, jako je rychlost degradace, pevnost v tahu a pruznost. Dale je
pozadovéno, aby byly netoxické, jednoduse sterilizovatelné a formovatelné do riznych
tvart s vhodnou morfologii poért. V TE se pravidelné pouzZivaji polymery
polykaprolakton (PCL), kyselina polymlé¢na (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a
kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA) [10].

PCL je biologicky rozlozitelny polymer, ktery se hydrolyzou vylucuje citratovym

cyklem. Jedna se o zcela rozlozitelny polymer bez toxickych rozkladnych produkti.

PLA je biokompatibilni, biologicky odbouratelny polymer, ktery ma tepelnou
stabilitu a vhodné mechanické vlastnosti. Pfi pouziti in vivo bylo zjisténo, ze se pfimo

rozklada hydrolyzou bez pouziti katalyzatord nebo enzymu [11].

PGA je nejjednodussi linearni alifaticky polyester. Kvuli vysoké hlading krystalinity
je nerozpustny ve vod¢. Jeho pouziti je omezeno urcitymi mechanickymi vlastnostmi a

nedostateénou integraci s ptilehlymi tkanémi [12].

PLGA kopolymer kombinuje vlastnosti PGA a PLA. Jeho pomér slozek ale neni v
linedrni zavislosti s mechanickymi vlastnostmi. Plati, ze ¢im vice glykolovych jednotek
PLGA obsahuje, tim krat$i je doba degradace. Jeho hlavni vyhodou oproti ostatnim

syntetickym materialiim je lepsi bunécna adheze a proliferace [4].

Jejich vlastnosti a vyuziti porovnava Tabulka 2.
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Tabulka 2: Syntetické polymery a jejich vlastnosti [4]

Polymer Krystalinita Rychlost Typické aplikace
degradace
PGA Vysoce krystalinicky 2-3 mésice Stehy, fixace
zlomenin
L-PLA Semikrystalinicky >2 roky Fixace zlomenin
D,L-PLA Amorfni 12-16 mésicu Doprava 1éCiv
PLGA Amorfni 1-6 mésict Stehy, ustni
implantaty

Piirodni polymery

Hlavni ulohou biomaterialu je napodobit ECM, ke které se bunky ukotvuji, aby
vytvorily tkan, ktera se sama o sob¢ sklada predevsim z elastickych vlaken, kolagent a

integrovanych glykosaminoglykand [5].

Nejjednodussi metodou napodobeni ECM je izolace a pouziti piirodnich polymer,
které ji tvofi. Kolagen, jakozto nejhojnéji zastoupeny protein v lidském téle, je jednim z

nejoblibenéjsich biomateriald v oblasti TE [5].

Jiné ptirodni polymery mohou v biomaterialech nabizet jiné mechanické nebo funkéni
vlastnosti nez kolagen, coz miize byt uzitecné pro konkrétni aplikace v regenerativni
mediciné nebo pro modely onemocnéni TE in vitro. Napiiklad zatimco kolagen dodava
ECM stabilitu a pevnost v tahu, jiné slozky, jako je elastin, dodavaji tkani lepsi elastické

vlastnosti[5].
3.2.2. Keramické materialy

Diky wvynikajici biokompatibilité, osteokonduktivité a osteoinduktivit¢ se ftada
biokeramiky Siroce uplatiiuje pii opravach kostnich defekti a regeneraci kostni tkdné
[13].Jedna se o polykrystalické anorganické slouceniny, které zahrnuji kovové oxidy,

kfemicitany, karbidy, hydridy a sulfidy [14].

Kalcium fosfatova keramika (CPC) je tfida bioaktivnich materiali, které se hojné
vyuZivaji pro obnovu a augmentaci kostni tkdné. Jeji povrchové vlastnosti podporuji

adhezi/proliferaci osteoblastii (tj. osteokondukci) a stimuluji tvorbu nové kosti (tj.
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osteoindukci). Bylo prokazano, ze CPC podporuje rust kosti in vivo a rekrutuje stromalni
bunky kostni diené do ektopickych mist, kde indukuji tvorbu kosti [15].

Nejcastéji pouzivanymi CPC materialy jsou hydroxyapatit (HAP), trikalciumfosfat,
amorfni fosforeCnan vapenaty a bifazicky fosfore¢nan vépenaty. HAP, jakozto
nejznamg;jsi ze skupiny CPC, se hojné vyuziva pii regeneraci kosti, protoze se svym

slozenim nejvice blizi kostnimu mineralu [15].

Celokeramické materidly jsou kiehké a nehodi se k pfenaseni zatizeni, a tudiz je

vhodné je kombinovat se syntetickymi ¢i piirodnimi polymery.
3.3. Kompozitni materialy a kostni cementy

Kompozitni materidly se skladaji ze dvou nebo vice materiall, jejichz fyzikalni,
chemické a mechanické vlastnosti se zna¢né lisi viz Obr. 2. Charakteristické vlastnosti
téchto kompoziti jsou vysledkem jednotlivych vlastnosti jejich slozek a jejich

piislusnych objemovych podild a uspofadani v materialovém systému [16].

Kovy A Polymery
C
B / B
A — Kompozity
Keramika B — Kompozity

C- Pokrodilé materialy

Obr. 2: Kombinace jednotlivich biomateridli, prelozeno z [16]

Kompozitni biomaterialy patii mezi nejpouzivanéj$i biomaterialy, a to jak in vitro,
tak in vivo, diky svym vynikajicim vlastnostem. Tyto materialy lze snadno vyrobit tak,
aby mély pozadované funk¢ni vlastnosti. Specifické vlastnosti kompozitu 1ze s vysokou
piesnosti optimalizovat pomoci volby riznych parametru, jako jsou objemové poméry
slozek, velikost Castic ¢i vldken, geometrie, orientace a distribuce, typ matrice atd. V
disledku toho maji kompozitni materidly konstrukéni flexibilitu a Ize je snadno
pfizpusobit tak, aby mély témét jakoukoli poZzadovanou kombinaci vlastnosti, na rozdil

od kovovych, polymernich a keramickych biomaterialt [16].
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Kostni cementy

Kostni cementy vznikaji spojenim dvou materialti. Pfesnéji je Ize definovat jako smés
urcitého druhu prasku a tekuté faze, které¢ po smichéni nejen ztvrdnou, ale po vpraveni do
téla se v ném pevné ulozZi. Tento material ma urcitou pruznost, kterou lze pouzit k fixaci
materialu v zZivém téle v misté zlomeniny dle potieby. Dal$im dulezitym aspektem téchto
biomateridll je poskytovani mechanické podpory télu. Pokud jde o mechanickou
podporu, je velmi dilezité si uvédomit, Ze tyto cementové materidly maji rizné trovné
mechanické pevnosti. Cely vyzkum v této oblasti se snazi vytvofit kostni cementy s
lepsimi vlastnostmi, nejen kvuli del$i Zivotnosti, ale zaroven i vétsi mechanické pevnosti.
Dalsimi pozadavky jsou pak i nutnost nulového zanétlivého ucinku po implantaci do téla,
kratkou dobu tuhnuti in-situ a co nejmensi pooperacni virovou nebo bakterialni infekci.

Pribéh implantace je zobrazen v schématu na Obr. 3 [17].
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Obr. 3: Idealizovany priibéh lécby tumoru kosti pomoci kostniho cementu [17]

Piikladem jsou kalcium fosfatové kostni cementy (CPBC). Vzhledem k vlastnostem
CPBC, jako je vstiikovatelnost a schopnost ustaleni v podminkach in vivo, nabizeji tyto
biomateridly moznost minimalné invazivnich zékroki, ¢imZz se eliminuje nutnost
oteviené operace. Jejich nevyhodami jsou napf. Spatnd degradabilita, nedostate¢na

makroporozita ¢i hor$i mechanické vlastnosti [18].
3.4.Kolagen v tkanovém inZenyrstvi

Kolagen typu I, zastupujici 90 % kolagent v téle, je nejrozsifenéjsi bilkovinou u
savcl. Dodava mechanickou stabilitu, pevnost a houzevnatost celé fad¢ tkani od Slach a
vazl az po kuzi, rohovku, kost a dentin. Tyto tkan¢ maji zcela odliSné mechanické

pozadavky. Ne&které vyzaduji vyssi pruznost ¢i schopnost uchovavat mechanickou
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energii, jiné zas tuhost a pevnost. To vSe ukazuje vSestrannost kolagenu jako stavebniho

materialu [19].

3.4.1. Struktura

Kolagen je charakteristicky svoji trojietézcovou helikalni strukturou. Sklada se ze tii kolagenovych
polypeptidovych makromolekul, nazyvanych o-retézce, které se staceji do pravotocivé supersroubovice. Kazdy z téchto
retézcu obsahuje priblizné 1000 aminokyselinovych zbytkii (AMK) a jeho rozmér odpovida délce 280 nm. Prikladem
zastoupeni molekul v kolagenu uvadi Tabulka 3 [20].Tabulka 3: Primérné zastoupeni aminokyselin v kolagenu z
hovezi kiize [21]

Aminokyselina Hodnota Aminokyselina Hodnota
Hydroxyprolin 116 Methionin 6
Kyselina asparagova 44 Isoleucin 10
Threonin 15 Leucin 24

Serin 36 Tyrosin 2
Kyselina glutanova 70 Fenylalanin 12
Prolin 122 Hydroxylysin 6

Glycin 321 Lysin 30
Alanin 105 Histidin 4

Valin 20 Arginin 47

Voda plni elementarni funkci pii zachovavani fyzikalnich vlastnosti kolagenu. Jeji
podil na celkové hmotnosti tvoii pfiblizn¢ 10-20 %. V malo hydratovaném ci
dehydratovaném stavu jsou polypeptidové fetézce omezeny ve svém pohybu. S rostouci

hydrataci se tyto fetézce naopak postupné uvolnuji [21].

Glycinové zbytky se diky svym mens$im rozmérim nachazi uvnitf spiraly. Tim
umoznuji semknuti tfi a-fetézci do koneéného kolagenového superhelixu. Prolin svou
kruhovou strukturou vytvaii levotoCivou konformaci vSech a-fetézcii s tiemi AMK
zbytky na otacku. Polypeptidovy fetézec je tvofen jednotkami tripeptidi ve tvaru (Gly-
X-Y)n, kde X a Y jsou dalsi AMK, nejéast&ji prolin a hydroxyprolin. Cast kolagenové
molekuly tvofend z AMK s nizkou molarni hmotnosti je povazovana za krystalickou,
vysoce orientovanou. Naopak je tomu u oblasti s vyssi koncentraci molarnich polarnich
AMK, které nemaji pfisn€¢ uspotfddanou stavbu, tudiz je povazujeme jako méné

orientované az amorfni [20].
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3.4.2. Zpracovani

Kolagen se pouziva k vyrobé kolagenovych roztokli, poréznich houbicek, niti pro
chirurgické a stomatologické ucely nebo matric pro bunécné kultury. Tkan€ bohaté na
kolagen, jako jsou kuze a $lachy savci, Se intenzivné zpracovavaji fyzikalnimi a

chemickymi prostiedky [22].

Technologie zpracovani tkani jsou podle potfeby uspoiadany v daném potadi, kterym
lze docilit vyroby materidlu s pozadovanymi vlastnostmi. Témi jsou napf. pevnost,
rozpustnost, stabilita vici teploté a enzymatické degradaci ¢i bunécna odezva viz Obr. 4
[22].

] T 1 |
Chemické Mechanické i stabili o sterilizace
S0t Adit st abilizace Suseni
zpracovani zpracovani vy Modelovéni

—_ i .
— Mleti RNA Tvarovani S s ot
e Aoy e e
pH zmény Stépeni Antibiotika SP'"';"ng Isokvayna'vt Rozpouitédlem Elektronowim
Oxidacni cinidla Ohfev SRt paprs:e;vy
Redukéni Einidla Extrakce Fyzikalni Hydrogenperoxid
Rentgen, UV

Mech. stabilita ~——— P

SloZeni DNA

CFU

Obr. 4: Faze zpracovavani kolagenu a jejich viiv na viastnosti, prelozeno z [22]
Hlavnim zdrojem kolagenu jsou kosti a kiize hovéziho dobytka, jako je krava, vil,
buvol a skot. Hydrolyzovany hovézi kolagen ziskany z riiznych tkani vykazuje

antioxidacni a antihypertenzni aktivitu [23].

Dalsim zdrojem kolagenu jsou také veptrové kosti a kiize, ale také rizné tkané ryb,
mediz a dalSich zivocichi, zejména savcl. Kolagen ziskany z téchto zdrojl je podobny
kolagenu lidskému. Nemél by vyvolat zadnou alergickou reakci, a tudiz je povazovan za

bezpecny [23].

Ptirozeny kolagen ma obvykle nizkou a nékdy i nulovou rozpustnost ve vodném
prostiedi. Jeji stupenl zavisi na zralosti tkané. U starSich tkani Ize kolagen izolovat az po
fyzikalnim oSetfeni. Odolnost vici rozpousténi je dana jeho strukturou, stabilizovanymi

mezimolekularnimi interakcemi a sitovanim [21].
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3.4.3. Sitovani

Vzhledem k nizké odolnosti viici vnéjSim faktorim, jako je vysoka teplota nebo
piitomnost enzymi, vyzaduje struktura kolagenu po izolaci sitovani. Existuji fyzikalni a
chemické metody zlepSeni jeho struktury. Je vSeobecné znamo, Ze tento proces vyzaduje
chemické ¢inidlo nebo fyzikalni jev, ktery vyvola vznik stabilnich vnitromolekularnich
nebo mezimolekularnich chemickych vazeb (Obr. 5). Chemicka ¢inidla, ktera 1ze v tomto
procesu pouzit, by meéla interagovat s kolagenem prostfednictvim funkéni skupiny
(amidické nebo karboxylové), coz vede k tvorbé pii¢nych vazeb mezi jednotlivymi
molekulami kolagenu [24].

CHEMICKE
CINIDLO

. sitfovAni
BIOLOGICKY " -
FAKTOR

FYZIKALNI JEV

-
3
2

Obr. 5: Sitovani kolagenu, prelozeno z [24]

VétSina intra/intermolekularnich pfi¢nych vazeb v kolagenu se nachazi v
telopeptidové oblasti. Jednotlivé a-fetézce kolagenu lze polymerizovat bud’
fyziologickym sitovanim nebo nefyziologickymi (umélymi) sitovacimi cinidly
(aldehydy). Sitovani navic umoznuje snizit antigenicitu kolagenu a u nékterych forem

snizuje jeho kalcifikaci [21].
3.5.Degradace - simulace télniho prostredi

Divodem simulace télniho prostiedi je snaha pozorovat chovani materidlu
Vv prostiedi, které idealn¢ odpovida skutecnym podminkam, a to jak uz z pohledu
biokompatibility a biodegradability, tak i sledovani zmén jeho mechanickych a

strukturnich vlastnosti.

Sledovat chovani materialu Ize v prostfedi in vivo, in vitro a ex vivo. Idealni moznosti
je in vivo. To je ale kvuli etickym ¢i finan¢nim divodim obcas neproveditelné, a v tu

chvili se studie ptiklani k simulovani télnich podminek.
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Pfi navrhovani takového experimentu je tfeba urcit jakd média k simulaci pouZit,
jakym podminkam je vystavit, a které vlastnosti pozorovat. Snahou je pak zjistit, zda je

mozné vysledky prenést na in vivo model [25].

Dulezitou vlastnosti scaffoldti je moznost fidit jejich degradaci in vivo a in vitro. V in
vivo prostfedi by méla byt rychlost degradace idealné ptizpisobena tak, aby byla ptimo
umérna rychlosti vzniku nové regenerované tkan¢. Rychlost degradace by méla odpovidat

rychlosti buné¢ného rustu pii zachovani jejich Zivotaschopnosti [26].

3.5.1. Vlastnosti, které v ném pozorujeme — degradace a jeji

vyhodnocovani

Po implantaci mohou biodegradabilni polymery v disledku degradace podlé¢hat
riznym zménam svych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Tyto zmény mohou ohrozit
jejich pozadovanou funkci a vyvolat nezddouci reakci tkané. Proto je dulezité
charakterizovat a kvantifikovat zmény, k nimz dochézi v biomateridlech v riznych fazich

degradace [2].
Zpusoby, jakymi degradaci méfit je nékolik. Mezi n€ patii:

e Absorpce vody a hmotnostni tibytek
e Molekularni hmotnost

e Krystalinita

e Morfologie

e Chemické reakce na povrchu

e Mechanické vlastnosti
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3.5.2. Acelularni média

K nej€astéji pouzivanym aceluldrnim, tedy nebunéénym, médiim patii nasledujici

roztoky.

SBF

Simulovana télni tekutina (SBF) je aceluldrni, ptfesyceny roztok fosfore¢nanu
vapenatého s iontovym slozenim témef stejnym jako anorganicka slozka lidské krevni
plazmy a obecné pufrovany za fyziologickych podminek (pH 7,4 a 36,5 °C). Razné
bioaktivity, uvolilovani iontd, rychlosti bobtnani a biodegradace biomaterialt a ukladani
fosforeCnani  vapniku, zejména hydroxyapatitu, na rlzné druhy substrat
biomimetickymi a elektrochemickymi metodami. Prvnim, kdo pouzil SBF ve svych
experimentech byl japonsky védec Tadashi Kokubo v roce 1991 pfi sledovani zmén
povrchu bioaktivni sklokeramiky. I kdyz se dnes SBF pouziva ke sledovani degradace,

byl ptivodné vyvinuty jako zpisob nahrazeni in vivo testi [27,28].
PBS

Fosfatovy pufrovany roztok (PBS) je netoxicky roztok pouzivany v mnoha
biologickych laboratotfich. Na rozdil od vody zabrainuje poSkozeni bunck v disledku
osmozy. Funkce pufru spoCivd v udrzovani konstantniho pH. Koncentrace iontli a

osmolarita odpovida télnimu prostiedi [29,30].
Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok je 0,9% vodny roztok chloridu sodného se stejnou osmolaritou

jako krevni plasma. Existuje nékolik riznych druha tohoto roztoku.
Ringeriiv roztok

Jednim z fyziologickych roztoki je napiiklad Ringeriv laktatovy roztok, coz je typ
izotonické krystaloidni tekutiny, ktera se dale klasifikuje jako vyvazeny nebo pufrovany
roztok pouzivany k ndhrad¢ tekutin. Obsah Ringerova laktatu zahrnuje sodik, chlorid,

draslik, vapnik a laktat ve formé mlé¢nanu sodného, smichaného do roztoku [31].
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Hankuv roztok

Hanktv roztok je dalsi ze skupiny latek simulujici télni prostfedi, ktery se pouziva
hlavné k vyrovnavani podminek v bunééném kultivacnim médiu a pro udrzeni hladiny
fyziologického pH roztoku (7-7,4). Kvili své slabé reaktivité s okolim a malou
koncentraci soli se Hankiiv roztok pouziva zejména v atmosférickych podminkach, ne pii

5% obsahu COg, jak tomu byva u jinych roztoka [32].
3.5.3. Bunééna média a Kultury - in vitro

Bunécna média, jak uz nazev napovida, jsou média, ktera jsou uréena pro kultivaci
bunék. Tato média jsou komplexnéjsi nez roztoky soli z kapitoly 3.5.2. Jejich funkci ale
neni jen kultivace bun€k. Vyuziti také najdou v simulovani télniho prostfedi, ve kterém
1ze sledovat degradaci zkouSenych materialt. Kultivaéni média se vyuzivaji predevsim
pro kultivaci riiznych typt buné€k a jsou vyuzivdna zejména pii testech biokompatibility
nebo cytotoxicity, pfi kterych jsou buiiky kultivovany na testovanych materidlech a je
hodnocena jejich reakce (napf. V porovnani s pozitivni nebo negativni kontrolou).
Zékladni pozadavky na prostiedi pro buiikky pro optimalni rlst jsou: fizena teplota,

substrat pro uchyceni bunék, vhodné ristové médium, spravné pH a osmolalita [4,33].

Buiiky lze délit podle jejich ptivodu, a to na liniové buniky a primokultury. Dalsi

kategorii, kterou lze buiky rozdélit je typ kultivace: adherované a v suspenzi [4,33].

Pro kultivaci bun¢k pfi klinickych studiich jsou dualezit¢ kmenové bunky, a to
konkrétné¢ mezenchymalni kmenové bunky. Produkuji buiitky mezodermového piivodu.
Do rozsahu produkce spadaji bunky podptrnych tkani, svalovina, cévy, krevni bunky,
ledviny, pohlavni orgdny aj. Také jsou schopny produkovat Siroké spektrum bunéénych

typu, jako jsou chondrocyty, osteocyty, adipocyty, vazivové elementy atd [4].
EMEM

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) patii mezi prvni Siroce pouzivana
média vynalezena Harrym Eaglem. Obsahem jsou vyvazeny roztok soli, neesencialni
aminokyseliny a pyruvat sodiku. Dal§im prvkem je hydrogenuhli¢itan sodny (1500 mg/l)
se snizenou koncentraci pro pouziti v atmosfétre s 5 % koncentraci CO>, jehoz funkci je
udrZeni vhodného pH. EMEM je obvykle obohaceno o dalsi chemické slouc¢eniny nebo

séra, takze je vhodné pro Sirokou Skalu sav¢ich bunék [33].
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DMEM

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ma témét dvakrat vyssi koncentraci
aminokyselin a ctyfikrat vyS$i mnozstvi vitamini, dusi¢nanu Zzelezit¢ho, pyruvatu
sodného a doplitkkovych aminokyselin nez EMEM. Pivodni DMEM obsahoval 1 000 mg/|
glukoézy a byl poprvé uveden pro kultivaci embryondlnich mysich bun¢k. Dalsi varianta
s 4500 mg/l glukozy se ukéazala jako optimdlni pro kultivaci riznych druhli bunék.

DMEM je zakladni médium a neobsahuje zadné proteiny ani latky podporujici rust [33].
3.5.4. Prostiedi in vivo

Termin in vivo oznacuje lékaisky test, experiment nebo postup, ktery se provadi na
zivém organismu, napiiklad na laboratornim zvifeti ¢i na clovéku. Diivodem, proc¢ je
sledovani materidlu nejvhodnéjsi v tomto prostiedi je to, ze pravé na toto prostiedi je
vyroba materialll zamétena. Jedna se vétSinou o posledni fazi testovani, kdy material uz
Vv predchozich experimentech in vitro vykazoval kvalitni vysledky, a to nejen z pohledu

mechanickych nebo strukturnich vlastnosti, ale 1 z pohledu biologického hodnoceni.

Piikladem vhodnych strukturnich vlastnosti jsou nutna vaskularizace systému, nebo
vlastnosti umoziujici ptipadnou infiltraci bun¢k z okoli. Kvili témto parametrim mnoho
typu scaffold s dobrymi mechanickymi vysledky in vitro po implantaci selhalo. Je tedy
nutné najit vhodnou rovnovdhu mezi mechanickymi vlastnostmi a vlastnostmi

podporujicimi inkorporaci materialu in vivo [4].
Pfi testovani na zvifatech je dilezité na modelech pozorovat nasledujici parametry:
» Akutni, subakutni a chronicka toxicita
« U¢inky na reprodukéni funkce véetné teratogenity
» Kancerogenita
* Mutagenita

* Specialni toxikologické testy
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3.5.5. Ex vivo

Ex vivo v prekladu znamena "mimo zivy organismus". Ve véd¢ se ex vivo vztahuje k
experimentim nebo méfenim provadénym ve tkani nebo na tkani organismu ve vnéjSim
prostiedi s minimalni zménou pfirozenych podminek. Existuje mnoho padnych divoda
pro obnoveni lidskych tkani ex vivo. Usp&sné modely tkani ex vivo umozituji studium
dynamiky a mechaniky buné¢éné diferenciace a vyvoje organti. Funkéni ex vivo organy
mohou byt uzitecné v klinickém prostiedi jako mimotélni organy pro transplantaéni a

genovou terapii. Dale je Ize vyuzivat k farmakologickym studiim.[35]

Ucelem ex vivo studii je snizeni poétu pokusii na zvifatech a zaroven se piibliZit co
nejvice in vivo modelu. Ex vivo modely musi byt stabilni, bez ztraty fyziologickych
vlastnosti, Zivotaschopnosti a metabolické aktivity po ptislusnou dobu kultivace. Kromé

toho by mél predevsim sledovat mechanické a strukturni vlastnosti[36].

Prikladem takového experimentu je studie Przekora a kol., ktera se zabyvala
implantaci chitosinu, kurdlanu a HAP do trabekularni lidské kosti ex vivo, pii které
pozorovali oseointegraci materidlu s kosti. V ramci této studie bylo prokazano, ze
testovany biomaterial umoziuje tvorbu vazby s kostnimi implantaty diky osteoblastim,
které maji schopnost produkovat kostni ECM. Dilezitym zjisténim bylo, Zze pomoci
pozorovani metodou CLSM bylo prokazéano, Ze lidské kostni implantaty mohou zstat
7ivé po dlouhé ¢asové obdobi (minimalné 50 dni). Lze tedy tvrdit, ze ex vivo model je

vhodnou metodou pro testovani oseointegrace biomaterala [37].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1.Priprava kolagenovych scaffoldi

Pro piipravu scaffoldd byl pouzit kolagen typu I (VUP Medical, Brno, Ceska
republika). Kolagen se nechal 1 h bobtnat v deionizované vod¢ pii pokojové teploté (RT,
cca 20 °C), dale byl homogenizovan pomoci dezintegratoru (10 000 ot/min, 10 min) a
poté byl ponechan 60 min pii RT. Po této prodlevé byla disperze dale homogenizovana
(10 000 ot/min, 1 min) a umisténa do valcovych nadob o priméru 12 mm (48-jamkovy
kultivacni plast, CELLSTAR, Cat.-No. 677 180, Greiner Bio-One GmbH, Rakousko).
Konec¢na koncentrace vodni disperze kolagenu byla 4 % hm. Nadoby s kolagenovou
disperzi byly zmrazeny pii teploté -80 °C (suchy led) po dobu 3 hodin a poté lyofilizovany
(BenchTop 4KZL, VirTis, Los Angeles, CA, USA). Zesitovani kolagenovych scaffoldi
bylo provedeno pomoci N-(3-dimethylamino propyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridu
(EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS) v poméru EDC/NHS 4/1 (hmotnost/hmotnost).
EDC a NHS byly rozpustény v 95 % hm. ethanolu. EDC a NHS byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA. Scaffoldy byly vystaveny sitovacimu roztoku po
dobu 24 hodin pii teploté¢ 37 °C. Poté byl pouzit 0,1 M Na2HPO4 (45 min) pro dvoji
promyti scaffoldd. Posledni faze ptipravy zahrnovala oplachovani v deionizované vodé
(30 min), zmrazeni (-30 °C) a lyofilizaci. Vzorky byly sterilizovany gama zafenim pfi
standardni davce 25 kGy (Bioster, CR). Piistroje pouZité k p¥ipravé a finalni produkt lze
vidét na Obr. 6.
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Obr. 6: a) homogenizace nabobtnaného kolagenu b) lyofylizator c¢) scaffoldy v kultivacnim plastu, -d) vysledny
scaffold

4.2.Metodika in vitro

Jako in vitro bunéény model realného té€lniho prostiedi byly zvoleny lidské dermalni
fibroblasty (DF). Ty jsou odpovédné jak za produkci mezibunééné hmoty pojiva, tak za
syntézu Siroké palety degradacnich enzymi, které mohou ovliviiovat degradace

biomaterialti implantovanych do télniho prostiedi.

DF byly izolovany, kultivovany a pasadZovany dle standardnich postuptli a cely niZe
popsany experiment probihal ve sterilnich podminkach laminarniho boxu. V den
experimentu byly vzorky kolagenovych valeckd (dale jen vzorky) hydratovany
Vv kultivaénim médiu a pod vakuem po dobu 2 hodin. Mezitim byla pfipravena nasazovaci
suspenze DF. Po hydrataci byly vzorky vlozeny do nového 24-jamkového kultivacniho
panelu (Techno Plastic Products AG) a DF do nich byly nasazeny v hustoté¢ 370 000
buné¢k / vzorek v objemu 200 uL (Obr. 7). Téchto 200 puL bylo na vzorek vzdy nanaseno
po cCastech tak, aby bylo zajisténo Uplné vsdknuti bunécné suspenze do vzorku, a tim
zajisténa distribuce bun€k v celém objemu vzorku. Nésledné byly vzorky s nasazenymi
bunikami vloZeny na 2 h do kultiva¢niho inkubatoru s 37 °C a 5% CO- za uc¢elem adheze

bunék k vnitinim strukturdm vzorkd. Po 2 hodinach bylo ke vzorkiim pfidano 1 mL
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kultiva¢niho média a takto byly vzorky kultivovany v podminkéch 37 °C a 5% CO: po
dobu 7, 14 a 21 dni. V den ukonceni kultivace byly vzorky pfevezeny do biomechanické
laboratofe a podrobeny mechanickym zkousSkam. Slozeni kultivaéniho média DMEM
(Thermo Fisher Scientific), 10% fetalni bovinni sérum (FBS) (Thermo Fisher Scientific),
penicilin (100 U/ml)/streptomycin (0,1 mg/ml) (Biochrom), 0,5% L-glutamin (Biosera) a
1% ne-esencidlni aminokyseliny (Biosera). Pro kazdy ¢asovy usek bylo pouZzito 10-11

vzorku (n=10-11).

Obr. 7: a) nasazovani DF do vzorkii b) vakuovani

Cilem této prace je i zjisténi vlivu bun¢k na degradaci vzorkd, a tak byla zkouméano
jesté jedno prostiedi (MEM), které bylo pfipraveno stejnym zplsobem, jako prostredi
ptedchozi. Rozdilem pak bylo nenasazeni DF a také ponofeni do jiného typu nadob, viz
Obr. 8. Vzorky byly kultivovany v podminkach 37 °C a 5% COz po dobu 1, 7, 14 a 21
dni a také 1h (hydratovany stav). Médium bylo kompletné ménéno kazdy tieti den a po
celou dobu experimentu byla rutinn€ monitorovana stabilni hladina pH. Pro kazdy casovy
tisek v této skupiné bylo pouzito 7-10 vzorkti (n=7-10). Cast experimentu s pouzitim DF
byla provedena na pracovisti Biomedicinského centra Lékaiské fakulty v Plzni
Univerzity Karlovy za asistence Ing. Lucie Vistejnové, Ph.D. Cast experimentu se

samotnym MEM na pracovisti Ustavu struktury a mechaniky hornin AV CR.

Obr. 8: Kolagenové vzorky ponorené v simulovaném télnim prostredi, skupina MEM
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4.3. Metodika in vivo

Pro pozorovani chovani kolagennich scaffoldt v in vivo prostiedi byly vzorky po péti
Ci Sesti Kusech svazany sterilni chirurgickou niti a sesity dohromady do kylni sitky. Pro
rozpoznani jednotlivych vzorki uréenych k zjistovani hmotnostnich ubytki bylo potadi
ur¢eno pomoci dvojitého uzlu, ktery znacil zac¢atek rady danych péti/Sesti vzorkt. Ty byly

za suchého stavu pfedem zvazeny a kazdému z nich bylo pfifazeno ¢islo k identifikaci.

Skupiny vzorkt byly nasledné implantovany do peritonea Sesti experimentalnich
zvifat (prase, Sus scrofa domesticus, 25 kg, povoleni etické komise ID MSMT-
33799/2021-4). Do kazdého z nich byly implantovany dvé skupiny vzorkd. Jedna pro
hmotnostni Ubytky, druha pro mechanické vlastnosti. Vzorky byly vystaveny tomuto
prostiedi po dobu 7, 14 a 21 dni, nacez byly explantovany z jiz mrtvého zvitete. Béhem
Casu straveného v in vivo prostiedi doslo ke srustu scaffoldi s tkani, kterou bylo zapotiebi
od vzorkl peclivé odstranit. V den explantace byly vzorky pievezeny do biomechanické
laboratofe a podrobeny mechanickym zkouSkam. Pro kazdy ¢asovy usek bylo pouzito 7-

10 vzorkt (n=7-10).

Obr. 9: a) cerstvé implantované vzorky b) vzorek pripraveny k explantaci c-d) explantované vzorky
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4.4. Metodika ex vivo

Po dokongéeni in vivo ¢asti experimentu byly z experimentalnich zvitat vyjmuty obé
stehenni kosti (femury). Kosti byly dikladné o¢istény od zbylého svalstva 1 chrupavek.
Nasledné byly nafezany sterilni chirurgickou pilou na kosticky o rozmérech podobnych
vysce scaffoldli a poté do nich byly vyvrtany diry o priméru odpovidajicim pramérim
scaffoldd. Ty pak byly vlozeny do pfipravenych kostic¢ek a vystaveny kultivacnimu médiu
Vv plastovych nadobach a inkubovany za teploty 37 °C a 5 % CO2 po dobu 7, 14 a 21 dni.
Médium bylo kompletné¢ ménéno kazdy treti den. Pocet zkoumanych vzorka pro kazdy
Casovy usek byl 9-10 (n=9-10). Tato ¢ast experimentu spolecné s ¢asti in vivo byla
provedena na pracovisti Biomedicinského centra, Lékatské fakulty v Plzni UK za

asistence Ing. Lucie Vistejnové, Ph.D.

Obr. 10: a) narezané a navrtané casti femuru b) nasazeni scaffoldii do kosticek c) scaffoldy v kostickach d)
vzorky vystavené kultivacnimu médiu

4.5. Mechanické zkousky

Zkouska mechanickych vlastnosti probihala v laboratofi mechanickych zkousek za
asistence Ing. Radka Sedlacka, Ph.D. podle normy CSN ISO 13314 (Mechanické

zkousSeni kovll — Zkouseni tvafitelnosti — Zkouska poréznich a pénovych kovi tlakem).
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Zkouska tlakem se provadéla za pouZiti zkuSebniho stroje (MTS Mini Bionix, MTS,
Minnesota, USA) s konstantni rychlosti posuvu zatéZzovaciho prvku. Tlakové smluvni
napéti o a stlaeni € se urCuje z aplikované zatézujici sily F a zmény vySky zkuSebniho

vzorku pro zkousku tlakem.

Obr. 11: a) zkuseni stroj MTS Mini Bionix b) zatézovani vzorek vystaveny médiu
Rozméry vzorku byly zméteny pomoci mikrometru vzdy po tfech hodnotach pro
primér a tfech pro vysSku. Vysledny rozmér byl pak roven aritmetickému priméru tii
zméfenych hodnot. Veskeré vysledky byly zaznamenany do Excelu a ke kazdému
poskozenému vzorku byl zaznamenan piesnéjsi popis jeho nedostatkli (prohloubeni,

trubkovity tvar a dalsi).

Po naméfeni celé¢ skupiny vzorkd (n=9) byly vzorky hromadné fotograficky
zdokumentovany a jednotlivé podrobeny mechanické zkouSce. Vzorek byl vloZen do
mensi plastové valcové nddoby naplnéné médiem, kterému byl vzorek vystaven po celou
piedchozi dobu viz Obr. 11. Hladina média dosahovala vysky tésné pod horni okraj
testovan¢ho vzorku. Osa vzorku musi byt shodna s osou horni a spodni tlakové desky.
Rychlost posuvu zatézovaciho prvku pfi tlakové zkousce byla konstantni a odpovidala

3,9 mm/min.

Ze zkousky prvniho vzorku, pokud moZno toho co nejvice poskozeného, byl stanoven
pocatek hystereze pii 70 % stabilni hladiny napéti a bod zvratu pti 20 % stabilni hladiny.

Zatézovani bylo ukonceno pti dosazeni 50 % stlacenti €.

Ze zaznamu testovaciho systému tlakové zkousky byla ziskana data pro zatézujici silu

F, axialni posuv | a ¢as t.

Data byla zpracovana pomoci programu Matlab (R2021a, The MathWorks, Inc., MA,

USA). Cilem bylo ziskat graf zavislosti tlakového napéti na stlaceni a vyhodnotit z néj

34



elasticky gradient E, stabilni hladinu napéti op, absorbovanou energii W a uc¢innost

absorbovani energie We.
Napéti v tlaku o je ur¢eno podle vzorce:

_F 1)
o= S [MPal]

kde So je pocate¢ni prifez vzorku spocitana pomoci pruméru vzorku ziskaného

Z méfeni, jak je uvedeno diive v této kapitole.
Stlaceni ¢ je definovano podle vztahu:

h — hy 2)
o ]

E =

kde ho je pocate¢ni vySka vzorku a zaroven tedy pocateéni misto zkousky v jeji

vynulované hodnoté. Hodnota h je pak prabézna vyska vzorku béhem zkousky.
Elasticky gradient E

Elasticky gradient vyjadiuje schopnost materialu se pruzné deformovat. Tato pruznost

je zavisla na poréznosti materialu a v pribéhu zatézovani se méni.

%1073 Elasticky gradient

Naméfena data

0 Elasticka pfimka

EEs B

o [MPa]

-02 -0.18 -0.16 -0.14 -0.12 -0.1 -0.08 -0.06 -0.04 -0.02 0

€[]
Obr. 12: Graf vyhodnocujici elasticky gradient, smérnice cervené kiivky odpovida elastickému gradientu
Jeji hodnota se ziskava pomoci hysterezni kiivky, ktera vznika pii odlehceni v 70 %
stabilniho napéti a opakovaném zatizeni v bodu zvratu 20 %. Pravé témito body pak
prolozime smérnici secny ve tvaru linearni ptimky:
y=ax+b 3)

kde parametr a reprezentuje elasticky gradient.
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Stabilni hladina napéti g,

Jedna se o aritmeticky pramér odectenych napéti v 0,1 % intervalech deformace nebo

mensich mezi 20 % a 30 % stlaceni.

0.005 T T T T

-0.005 [ ph

-0.01 .

[MPa]

o -0.015 1 8

-0.02 - .

-0.025 b

-0.03 . I | | .
-0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0

Obr. 13: Graf zavislosti napéti na deformaci, ¢erna cara vyznacuje stabilni hladinu napéti op, rizova konec
stabilni hladiny na 50 % stlaceni

Absorbovana energie W

Plocha pod kiivkou napéti-deformace az do 50 % deformace vyjadienou vztahem:

W= €50 J [M]] 4)
~100), 7% |m3

0.005

-0.005

-0.01

[MPa]

-0.02 -

-0.025

20.03 | L | | I

Obr. 14: Graf zavislosti napéti na deformaci pro urceni W, modra plocha zndzoriuje jeji hodnotu

Je tim vyjadiena energie vztazend na objem télesa, kterou material absorbuje pfi

zatézovani do 50 % deformace.
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Uc¢innost absorbovani energie We

Absorbovana energie délend souinem maximalniho napéti v tlaku uvnitf rozsahu

deformace a velikosti odpovidajici deformace definovana vztahem:
5)

14
We =———.100 [%]
Omax- €50

0.005

-0.005

-0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0

e[
Obr. 15: Graf zavislosti napéti na deformaci pro urceni We, pomeér modré plochy ku obdélniku (Seda + modra)
znazornuje jeji velikost
Jedna se o podil modré a Sedé plochy, kde modra reprezentuje absorbovanou energie
W a Seda plochu oblasti do maximalniho napéti. Fyzikalné 1ze We definovat jako potencial

materialu absorbovat energie z celkového objemu.
4.6. Hmotnostni ubytky
Dalsim zptisobem pozorovani vlivu simulovanych télnich prostfedi na vzorky a jejich

degradaci je zjistovani hmotnostnich ubytki, a to podle vztahu:

my — Mg
D=—100 [%]
mo

6)

kde mg reprezentuje hmotnost vzorku v suchém stavu pied degradaci a m¢ hmotnost

V suchém stavu po degradaci.

Vzorky byly vazeny na pétimistné analytické vaze XSE 105 DualRange (METTLER
TOLEDO, USA). Kazda skupina obsahovala 10 vzorka (n=10).
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4.7. Obrazova a mikro-CT analyza

V této casti je zkoumdna vnitini struktura scaffold, a to pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM) a micro-CT analyzy. Vzorky pro SEM byly pred
samotnou analyzou vysuseny pomoci lyofilizace. Pro SEM snimkovani byly vzorky fezu
jednotlivymi scaffoldy pomoci uhlikového terce adjustovany na hlinikovy stab a pokryty
v atmosféfe Ar vrstvou Pt na napraSova¢ce Leica EM ACE600 (Specion s.r.o., CR).
Vzhledem k vetsi topografii nékterych fezi byla zvolena shodna tloustka pokryvu Pt
I15nm. SEM snimky byly pofizeny v rezimu vysokého vakua na skenovacim
elektronovém mikroskopu STEM Apreo S LoVac (ThermoFisher Scientific, USA),
zobrazeni na ETD detektoru (Everhalt-Thorney detektor) v sekundérnich elektronech za
pouziti standard use case, ve zvétSenich 100x — 10 000x. Nahledy celych fezli byly

nasnimany a sesazeny s pouzitim programu Maps 3.13. (ThermoFisher Scientific, USA).

Zkoumany byly vzorky pted degradaci, tedy scaffoldy v suchém stavu, a vzorky po
21 dnech degradace. Pro kazdé zkoumané médium bylo potizeno nékolik snimkt, kazdy
pfi jiném méfitku (10 um - 1 mm). Porovnavany pak byly mezi sebou vSechny snimky
riznych médii ve stejném méfitku. Cilem bylo pozorovat rozdily mezi porozitou,
velikosti port, ale také i pfi¢iny zmén, které nastaly béhem degradace jako napft.
usazovani latek na vnitini povrchy, diky kterému mohlo dojit k ndrustu hmotnosti. Toto
porovnani je vSak omezeno na interpretaci pozorovatele, a tudiz lze zpochybnit jeho

smérodatnost.

Mikro-CT hodnoceni struktury vzorku tkanovych nosi¢i bylo provedeno pomoci
ptistroje SkyScan 1272 (Bruker micro-CT, Belgie). Vzorek byl v suchém stavu umistén
do plastové zkumavky, kterd byla uloZena na nosi¢ vzorku a umisténa do skenovaci
komory. Po pilotnich skenech a rekonstrukcich byly zvoleny skenovaci parametry, které
byly pro nasledné skenovani vyuzity (pixel size 7 um, source voltage 60 kV, source
current 166 pA, no filter, rotation step = 0.2°, frame averaging (2), rotation 180°, scanning
time = 1h). Dataset projekcnich snimkl byl rekonstruovan pomoci programu NRecon
(Bruker micro-CT) do datasetu prafezovych snimka (cross section images), které byly
zékladem pro vizualizaci a analyzu. Vizualizace (2D 1 3D) byly pfipraveny pomoci
programt DataViewer and CTVox (Bruker micro-CT). Analyza struktury byla provedena
s vyuzitim programu CTAn (Bruker micro-CT), pfi¢emz byly hodnoceny nésledujici

parametry: Total Volume (celkovy objem nosice véetné jeho porozity), Scaffold Volume
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(objem matrice nosice), Pore size (prumérnéd velikost poru ziskand metodou sphere-
fitting), Porosity (podil objemu porozity k Total Volume), Closed Porosity (podil
uzaviené porozity, tedy pord bez spojeni s okolnim prostorem). Stanoveni Volume of
Interest, tedy objemu, ve kterém je analyza provedena a ktery obecné slouzi jako zékladni
referencni objem (v tomto ptipade ,, Total Volume*), bylo provedeno pomoci Shrink-wrap
3D algoritmu. Timto postupem byl detekovan vnéjSi povrch nosi¢e (pii nastaveni
»prekraCovani® porl, aby nevstoupil dovniti vzorku), ktery vymezil Volume of Interest.
Postup si lze piedstavit jako folii ve tvaru krychle ¢i kvadru, ktera by se z okrajl
celkového rekonstruovaného objemu zacala postupné smr$t'ovat, az by nakonec obalila

dany vzorek a tim definovala Volume of Interest.
4.8.FTIR

Infracervend spektra byla méfena pomoci spektrometru iS50 (Thermo Nicolet
Instruments Co., Madison, USA) v rozsahu 4000 az 400 cm™ s rozlisenim 4 cm™, pii
zpramérovani 16 skenii technikou ATR. Spektralni dekonvoluce amidového pasu I byla
provedena pomoci programu OMNIC 7. Vychozi parametry pro proces fitovani kiivky,
tj. poCet pasu a jejich polohy, byly pfedem stanoveny pouzitim kombinovanych postupti
metody sekunddrni derivace a Fourierovy autodekonvoluce. VSechny materialy byly
méfeny na 10 az 20 raznych mistech nahodné vybranych na 10 vzorcich. Integralni

absorbance vybranych spektralnich slozek a poméry past byly statisticky vyhodnoceny.
4.9.Statisticka analyza

Statistickd vyznamnost rozdilu ziskanych dat byla vySetiend za pomoci programu
JASP 0.16.2.0 (JAPS Team (2020), Version 0.14.1). Pro kazdou sadu vzorkd byla
ovéfena normalita dat (Shapiro-Wilkuv test) a shoda rozptyli (Levenndyv test). Pokud pro
dany zkoumany ¢asovy usek byly u vSech skupin tyto dvé podminky splnény, byl pouzit
parametricky Studentuv t-test. Pokud ne, byl pouZit neparametricky Mann-Whitney test
pro kazdou porovndvanou skupinu. Vysledna hodnota p <0.05 znamena statisticky
vyznamny rozdil. Statisticky vyznamné rozdily na hladin€ spolehlivosti 95 % jsou
v grafech oznacovany stiiskou s hvézdickou, a to jednou, jedna-li se o oboustranny t-test
a dvéma pro oboustranny Mann-Whitney test. Diky vysledkim pak lze hypotézy
zamitnout ¢i nezamitnout. Statistickd rozdilnost je ale pro kvalitn€j$i hodnoceni doplnéna

a miru vécné vyznamnosti.
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Mira vécné vyznamnosti je mirou sily vztahu mezi dvéma proménnymi. V naSem
piipad¢ se jednd konkrétné o Cohenovo d ziskané pro data pochazejici z normalniho
rozdé€leni. Pro data, kterd z normalniho rozdéleni nepochézeji, nabizi JASP pro velikost
vécného ucinku vyuzit koeficient pofadové biserialni korelace rg, ktery lze interpretovat
podobné jako Pearsoniv korela¢ni koeficient. Tabulka 4 zobrazuje intervaly pro miru
vécné vyznamnosti a jim odpovidajici barevné znaceni. Vysledky byly zapsany do
tabulek pod kazdy graf a vyznaceny barevné. Jelikoz v n€kterych piipadech dochézi
v jednom grafu k porovnani jak podle t-testu, tak Mann-Whitneyho testu, je lepsi vécnou
vyznamnost sledovat podle barevného znaceni nez podle ¢iselnych hodnot. V tabulkach
budou znaceny skupiny podle zptsobu vyhodnocovani stejnym zpusobem, jako pfi
vyhodnocovani statistickych rozdili, tedy jedna hvézdicka pro t-test a dvé pro Mann-

Whitney test.

Tabulka 4: Klasifikacni stupnice pro miru vécné vyznamnosti

Cohenovo d Koeficient poradové Mira vécné vyznamnosti

biserialni korelace rs

>0,8 0,5-1 velka

0,5-0,8 0,3-0,5 stfedni
0,2-0,5 0,1-0,3 mala
0-0,2 0-0,1 zanedbatelna
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5. Vysledky

5.1.Mechanické vlastnosti

Vysledky mechanickych vlastnosti jsou zaznamenany ve dvou krabicovych grafech.
Prvni porovnava vsechna média simulujici télni prostedi s prostfedim in vivo. Druhy pak
porovnava skupiny MEM a in vitro. V kazdém grafu se nachazi skupina hydratovany
stav, ktera reprezentuje vzorky vystavené médiu po dobu jedné hodiny. Zde
predpokladame, ze jde o vychozi stav pro vSechny sledované skupiny (pii kratkodobé

hydrataci neni mezi riiznymi prostfedimi nebo médii rozdil).

Elasticky gradient E

E [kPa]

B hydratovany stav @ MEM B in vitro @ ex vivo B in vivo

Obr. 16: Elasticky gradient kolagenovych scaffoldii degradovanych v riiznych prostredich béhem riiznych
casovych usekii. Pdrové porovndni jednotlivych skupin se skupinou in vivo v jednotlivych casech (oboustranny t-test
p<0,05, n=7-11, *), (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=7-11,**)

Tabulka 5: Mira vécné vyznamnosti pro porovadvani elastického gradientu V jednotlivych prostiedi s prostredim
in vivo (pro Obr. 16), skupina oznacend * obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacena ** koeficient poradové
biserialni korelace rs, zelena - mala, Zluta — strredni, cervenad - velka

E MEM in vitro ex vivo
7d** 0,200 0,086
14d* 1574 0,336
21d** 0,873 0,489

Na Obr. 16 jsou porovnavany hodnoty elastickych gradientd pro rizna média
Vv rtizny Cas. Ke statisticky vyznamnym rozdilim od skupiny in vivo dochazi u médii

MEM a ex vivo. Skupinou, ktera nejlépe simuluje télni prostiedi je v tomto piipadé
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skupina in vitro. Stiedni hodnoty téchto dvou skupin nabyvaji v pribéhu ¢asu hodnot
kolem 35-55 kPa. Mira vécné vyznamnosti odpovida ptedpokladim vyvozenych z
vysledku statistickych vyznamnosti. Z tabulky vyse lze vyc¢ist vysokou miru vécné
vyznamnosti vzdy ve dvou ¢asech pro skupinu MEM a ex vivo. Mensich hodnot pak
nabyva pravé skupina in vitro, kde je v prvnich sedmi dnech mira vécné vyznamnosti
dokonce zanedbatelnd. Pravé u této skupiny tedy nelze na zvolené hladiné

spolehlivosti zamitnout hypotézu o shodé¢ se skupinou in vivo.
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Obr. 17: Elasticky gradient kolagenovych scaffoldii degradovanych v prostredich in vitro a MEM béhem riiznych
casovych useki., Parové porovnani obou skupin v jednotlivych casech (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=7-
11, **)

Tabulka 6: Mira vécné vyznamnosti pro porovnavani elastického gradientu (pro Obr. 17), skupina oznacend *
obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacena ** koeficient poradové biserialni korelace rg, zelena — mala, zluta —
stredni, cervena — velka

E 7d** 14d* 21d**

MEM - in vitro 0,240 0,962 0,629

Na Obr. 17 jsou porovnavany hodnoty elastickych gradientd pro skupiny in vitro a
MEM. Jak lze vidét, ke statisticky vyznamnym rozdilim dochazi az 21. den. Z tabulky
vyse lze ale vycist, ze mira vécné vyznamnosti je 14. den dokonce vysSinez 21. den. Vliv

¢innosti bunék je tedy zfejmy uz 14. den po nasazeni.
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Obr. 18: Stabilni hladina napéti kolagenovych scaffoldii degradovanych v riiznych prostiedich béhem riiznych
casovych usekii. Parové porovnani jednotlivych skupin se skupinou in vivo v jednotlivych casech (oboustranny Mann-

Whitney test p<0,05, n=7-11, **)

Tabulka 7: Mira vécné vyznamnosti pro porovadvani stabilni hladiny napéti v jednotlivych prostiedi s prostredim
in vivo (pro Obr. 18), skupina oznacend ** obsahuje hodnoty koeficientu poradové biserialni korelace rs, zelend —

mala, Zluta — stredni, cervena — velka

opl MEM in vitro ex vivo
7d** 0,257 0,587

14d** 0,822 0,360
21d** 0,429 0,533

Na Obr. 18 je porovnavana stabilni hladina napéti vzorka. Ke statisticky vyznamnym
rozdilim se skupinou in vivo dochazi alespoii v jeden ¢as ve vSech ostatnich skupinach.
Podle tabulky vyse je zfejmé, Ze nejhiife si v porovnani se skupinou in vivo vede skupina
in vitro, u které vychazi velkd mira vécné vyznamnosti ve vSech ¢asovych tusecich.

Stiedni hodnota skupiny in vivo se pohybuje kolem 7-9 kPa, zatimco u ostatnich skupin

se jedna o rozmezi cca 4-6 kPa.
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Obr. 19: Stabilni hladina napéti kolagenovych scaffoldit degradovanych v prostiedich in vitro a MEM béhem
riiznych casovych visekii. Parové porovndani obou skupin v jednotlivych ¢asech (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05,
n=7-11, **)

Tabulka 8: Mira vécné vyznamnosti pro porovnavani stabilni hladiny napéti (pro Obr. 19), skupina oznacend *
obsahuje hodnoty Cohenova d, zelena - mala, zlutd - stiedni, cervend - velka

opl 7d* 14d* 21d*

MEM —invitro 668 0,051 0,445

Obr. 19 porovnava pouze stabilni hladinu napéti skupin MEM a in vitro. Po prvnim

tydnu dochazi k vyraznému snizeni miry vécné vyznamnosti a |ze tedy konstatovat, Ze se

nepodatilo na zvolené hladiné spolehlivosti zamitnout hypotézu o shod¢ obou prostiedi.

Absorbovana energie W
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Obr. 20: Absorbovand energie kolagenovych scaffoldii degradovanych v riznych prostredich béhem riznych
casovych usekil. Parové porovnani jednotlivych skupin se skupinou in vivo v jednotlivych casech (oboustranny t-test
p<0,05, n=7-11, *), (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=7-11,**)
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Tabulka 9: Mira vécné vyznamnosti pro porovnavani absorbované energie V jednotlivych prostredi s prostredim
in vivo (pro Obr. 20), skupina oznacenda * obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacend ** koeficient poradové
biserialni korelace rg, zelena - mala, zluta — stiredni, cervena - velka

W MEM in vitro ex vivo
7d* 1,207
14d** 0,889
21d** 0,540

Z Obr. 20 je ziejmé, ze pii porovnavani absorbované energie jsou vSechny skupiny

statisticky vyznamné rozdilné od skupiny in vivo. Tabulka 10 potvrzuje, ze je tieba na
zvolené hlading spolehlivosti zamitnout hypotézu o shodé skupin in vitro, ex vivoa MEM
se skupinou in vivo. Stfedni hodnoty pro in vivo skupiny se pohybuji kolem 4-5 kJ/m?,

ostatni pak v rozmezi 2-3 kJ/m?3.
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Obr. 21: Absorbovana energie kolagenovych scaffoldii degradovanych v prostiedich in vitro a MEM béhem
riiznych casovyeh isekii. Parové porovndni obou skupin v jednotlivych c¢asech (oboustranny t-test p<0,05, n=7-11, *)

Tabulka 10: Mira vécné vyznamnosti pro porovndvani absorbované energie (pro Obr. 21), skupina oznacend *
obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacena ** koeficient poradové biserialni korelace rs, zelena - mala, zluta —
stredni, cervena - velka

w 7d* 14d* 21d**
MEM - in vitro 1,748 0,062 0,457
Hodnoty absorbované energie pro skupiny MEM a in vitro v Obr. 21 jsou statisticky

vyznamné¢ rozdilné prvni tyden. Poté uz dochazi z pohledu statistické vyznamnosti ke

shod¢. K podobnému zaveéru Ize dojit i podle sledovani miry vécné vyznamnosti z tabulky
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vyse, kde nejvyssich hodnot nabyva skupina 7. dne. 14 dni po nasazeni je naopak vliv

bunék z tohoto pohledu zanedbatelny.
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Obr. 22: Ucinnost absorbovani energie kolagenovych scaffoldii degradovanych v riznych prostiedich béhem
riiznych casovych usekii. Parové porovnani jednotlivych skupin se skupinou in vivo v jednotlivych casech (oboustranny
t-test p<0,05, n=7-11, *), (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=7-11, **)

Tabulka 11: Mira vécné vyznamnosti pro porovnavani ucinnosti absorbovani energie V jednotlivych prostiedi
s prostredim in vivo (pro Obr. 22), skupina oznacena * obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacend ** koeficient
poradové biserialni korelace rg, zelena - mala, zluta — stredni, cervena - velka

We MEM in vitro ex vivo
7d** 0,743 2,686
140 0,852 2,776
210> 0,781 1,561

Obr. 22 zobrazuje porovnani hodnot G¢innosti absorbovani energie kolagenovych
scaffoldii. Co se tyCe statisticky vyznamnych rozdili, nejhorSich vysledkii dosahuje
skupina in vitro, ktera se 1isi od in vivo skupiny ve vSech ¢asovych tsecich. Ostatni dvé
skupiny jsou statisticky vyznamné shodné se skupinou in vivo ve dvou ptipadech ze tii.
Tabulka 11 vsak diky vysokym hodnotam téméf ve vsech fazich jasné vypovida o tom,
ze je nutno na zvolené hlading spolehlivosti zamitnout hypotézu o shod¢ skupin in vitro,
ex vivo a MEM se skupinou in vivo. Stfedni hodnoty pro skupinu in vivo jsou 42-45 %.

Pro ostatni skupiny se tyto hodnoty pohybuji od 38 %, az po 55 %.
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Obr. 23: Ucinnost absorbované energie kolagenovych scaffoldii degradovanych v prostiedich in vitro a MEM
béhem ruznych casovych usekii. Parové porovnani obou skupin v jednotlivych casech (oboustranny t-test p<0,05, n=7-
11, %)

Tabulka 12: Mira vécné vyznamnosti pro porovndvdni ucinnosti absorbovani energie (pro Obr. 23), skupina
oznacend * obsahuje hodnoty Cohenova d, zelena — mala, zluta — stredni, cervena - velka

We 7d* 14d* 21d*

MEM — in vitro 0,873 2,362 1,022

Na Obr. 23 je porovnavana ucinnost absorbované energie skupin MEM a in vitro. Kromé

druhého tydnu nejsou hodnoty statisticky vyznamné rozdilné. Z tabulky vyse je ale
ziejme, Ze 1 v tomto pripade je nutno na zvolené hlading spolehlivosti zamitnout hypotézu
o shodé¢ téchto dvou skupin. Lze tedy konstatovat, Ze buiikky maji veliky vliv na i¢innost

absorbovani energie.
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5.2.Hmotnostni ubytky D
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Obr. 24: Hmotnostni ubytky kolagenovych scaffoldii degradovanych v riznych prostiedich béhem riiznych
casovych usekit Parové porovnani jednotlivych skupin se skupinou in vivo v jednotlivych casech (oboustranny t-test

p<0,05, n=6-11, *), (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=6-11, **)

Tabulka 13: Mira vécné vyznamnosti pro porovndavani hmotnostnich ubytkii v jednotlivych prostiedi s prostiedim
in vivo (pro Obr. 24), skupina oznacend * obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacend koeficient poradové
biserialni korelace rg, zelena - mala, zluta — stiedni, cervena - velka

D MEM in vitro ex vivo
7d* 6,800 5,703
14d** 1,000 0873
21d* 1,000 1,000

Z Obr. 24 je zcela zfejmé, ze jSou pii porovnavani hmotnostnich ubytkll vsechny
skupiny statisticky vyznamné rozdilné od skupiny in vivo, pro niZ se hodnoty pohybuji
v intervalu od cca -50 do -120 %, zatimco pro skupiny in vitro a ex vivo se jedna o interval
mezi -10 az -35 %. Zaporné hodnoty znac¢i nartist hmotnosti vzorki. Jedina skupina, u

které doslo ke hmotnostnimu ubytku, je skupina MEM, a to konkrétn¢ v rozmezi 0-10 %.

Dalsim ukazatelem, diky kterému lze na zvolené hladiné spolehlivosti zamitnout
hypotézu o shod¢ skupin in vitro, ex vivo a MEM se skupinou in vivo, je Tabulka 13, ve

které kazda hodnota miry vécné vyznamnosti je v intervalu velka.
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Obr. 25: Hmotnostni ubytky kolagenovych scaffoldit degradovanych v prostiedich in vitro a MEM béhem riiznych
Casovych tusekii. Pdarové porovndani obou skupin v jednotlivych casech (oboustranny t-test p<0,05, n=6-11, *),
(oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=6-11, **)

Tabulka 14: Mira vécné vyznamnosti pro porovndavani hmotnostnich uibytkii (pro Obr. 25), skupina oznacend *
obsahuje hodnoty Cohenova d, skupina oznacena ** koeficient poradové biseridlni korelace rg, zelend - mala, Zlutd —
stredni, cervena - velka

D 7d* 140* 21d**

MEM — in vitro 3,930 9,090 1,000

Jak uz bylo zminéno pii porovnavani hmotnostniho tbytku vSech skupin se skupinou in

vivo, u skupiny MEM dochazi k ubytku materialt, zatimco u skupiny in vitro je tomu
naopak. Hodnoty jsou statisticky vyznamné rozdilné. Z tabulky vyse lze vy¢ist, ze i
Vv tomto ptipad¢ se jedna o velkou miru vécné vyznamnosti ve vSech piipadech, a i zde je
tedy tieba na zvolené hladiné spolehlivosti zamitnout hypotézu o shodé skupin in vitro a

MEM.
5.3.0brazova a mikro-CT analyza

Tato ¢ast se zamé&fuje na sledovani zmén ve vnitini struktuie kolagenovych vzorki

pomoci SEM snimkut a mikro-CT analyzy, které zkoumaji jejich porozitu a velikost pora.
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Obr. 26: SEM snimky (ndhledy) scaffoldii po expozici (21 dnit) v prostredich: &) in vivo b) ex vivo ¢) in vitro

d) MEM, méritko 2mm

Obr. 26 zobrazuje nahledy na vné&jsi povrch kolagenovych scaffoldd po 21 dnech
degradace. U vzorka skupiny in vivo, in vitro a MEM lze vidét, Ze doslo ke vzniku trhlin,
které by mohly mit za nésledek naruseni celkové struktury, a tudiz i vliv na mechanické

vlastnosti.
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Obr. 27: SEM snimky scaffoldii po expozici (21 dmi) v prostiedich: a) in vivo b) ex vivo ¢) in vitro d) MEM;
zvetseni 200x, meritko 500um

Na Obr. 27 pozorujeme rozdily v porozité a velikosti pord. Lze z n&j kvalitativné
usoudit, ze nejmensi velikost pori je u skupiny in vivo. Opakem je pak skupina in vitro.
Problémem je, ze porovnavame vzdy jeden vzorek z kazdé skupiny a je tak nemozné
vyloucit jakékoliv abnormality, které mohly nastat. Nelze tak z pozorovani vyvodit
jednoznaény zavér. Pro lep$i pochopeni vnitini struktury tedy vyuzivame mikro-CT

analyzu uvedenou nize.
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Obr. 28: Velikost porii po 21 dnech degradace, ORIG - suché nedegradované vzorky Pdrové porovnani
Jednotlivych skupin po 21 dnech degradace se skupinou in vivo (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=3, **)
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Tabulka 15: Mira vécné vyznamnosti pro porovaavani velikosti porii (pro Obr. 28), skupina oznacena ** obsahuje
hodnoty koeficientu poradové biseridalni korelace rs, zelend - mala, Zlutd — stiedni, Cervend - velka

Velikost pora MEM in vitro ex vivo

21d** 1,000 0111 0,788

Graf na Obr. 28 porovnava velikosti pori kolagenovych scaffoldl véetné téch pred
degradaci. Je tfeba zdliraznit, Ze pro toto vyhodnoceni bylo pouZzit maly pocet vzorka
(n=3), a je tak v n¢kterych ptipadech s vétsi odchylkou (in vitro, ex vivo) slozité
vyhodnotit smérodatnéj$i hodnotu vysledku. Nicméné vysledné hodnoty predstavuji
udaje z objemu tfi kompletné naskenovanych scaffoldi a lze je povazovat za relevantni.
Lze vidét, ze scaffoldy vystavené in vivo prostfedi nezménily vyrazné velikost port od
svého puvodniho stavu (ORIG). Jejich stfedni hodnoty se pohybuji v intervalu od cca 155
do 160 pum. Z pohledu statistického vyhodnoceni nebyly nalezeny zadné statisticky
vyznamné rozdily se skupinou in vivo. Z pohledu miry vécné vyznamnosti je ale zfejmé,
ze skupiny MEM a ex vivo se vyrazné lisi a 1ze tedy na zvolené hladiné spolehlivosti

zamitnout hypotézu o jejich shodé se skupinou in vivo.
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Obr. 29: Porozita po 21 dnech degradace, ORIG - suché nedegradované vzorky. Parové porovnani jednotlivych
skupin po 21 dnech degradace se skupinou in vivo (oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, n=3, **)

Tabulka 16: Mira vécné vyznamnosti pro porovaavani porozity (pro Obr. 29), skupina oznacena ** obsahuje
hodnoty koeficientu poradové biseridalni korelace rs, zelend - mala, Zlutd — stredni, cervend - velka

Porozita MEM in vitro ex vivo

21d** 0,111 0,333 0,788
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Z Obr. 29 vyplyva, ze vin vivo prostfedi dochazi k mirnému poklesu porozity.
Nejvétsi shody s touto skupinou dosahuje skupina MEM. K nejvétsimu poklesu porozity
dochazi u skupiny in vitro. Celkové se porozita u vzorkd pohybuje v rozmezi piiblizné
80-90 %. Stejné jako u velikosti porh zde nenastavaji zadné statisticky vyznamné rozdily.

Vécna vyznamnost je nejvyssi u skupiny ex vivo.
5.4.FTIR

FTIR metoda byla pouzita pro hodnoceni sekundarni struktury kolagenu pied
degradaci a 21 dni po ni. FTIR spektra kolagenu obsahuji 5 amidickych past
oznacovanych A, B, I, IT a III (Obr. 30).
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Obr. 30: Srovndni FTIR spekter vybranych materidli ve stiedni infracervené oblasti spektra (4000 - 400 cm™).

P4s Amid I vSech zkoumanych materiali byl dekonvoluvan a plocha pasu pti 1660
cm?, predstavujici trojitou Sroubovici byla statisticky vyhodnocena a porovnana se
vzorky pted expozici (Obr. 31a). Krom¢ prostiedi ex vivo jsou vSechna prostiedi oproti
skupin¢€ ORIG statisticky vyznamné rozdilna a to tak, Ze u vSech dojde ke zvySeni obsahu

vyzralého kolagenu.

Pomér ploch dil¢ich pasem 1660/1690 cm™ odrazi obsah vyzralého a nevyzralého
kolagenu v analyzovanych scaffoldech. Statisticky vyznamné zvySeni poméru ploch
1660/1690 bylo zjisténo v piipadech expozice scaffoldii do média: in vitro, ex vivo a in
vivo vs. ORIG (Obr. 31b).

Vezmeme-li v potaz oba grafy z Obr. 31 dohromady, zavér je takovy, ze dochazi
k piestavbé kolagenu ve vzorku ve v8ech pozorovanych médiich. Za hlavni z pfi¢inu Ize

povazovat ptisobeni bunék na kolagen. Nelze vSak tvrdit, Ze jde o jedinou pficinu, a to
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Z toho divodu, ze ke zvySeni obsahu vyzralé ¢asti dochazi i u skupiny MEM, ktera bunky
neobsahuje. U skupiny ex vivo dochazi ke zvySeni podilu vyzralého a nevyzralého
kolagenu 1 ptesto, ze nedochédzi k narustu obsahu vyzralého kolagenu. Jednim z

vysvétleni miize byt enzymaticka degradace kolagenu.
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Obr. 31: a) plocha pdsu 1660 predstavujici neporusenou trojsroubovicovou strukturu kolagenu (1660) (n=10) a
b) pomér ploch 1660/1690 (n=20). Pdrové porovnani jednotlivych skupin po 21 dnech degradace se skupinou ORIG
(oboustranny Mann-Whitney test p<0,05, **)
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Obr. 32: Mapovani anorganickych a/nebo organickych necistot a pridatnych latek ve vybranych materidlech.
(modré tecky — pasy fosforecnanu vapniku, rizové tecky — pasy lipidii)

V Obr. 32 je vidét, Ze n¢kolik spekter kolagenovych scaffoldi vystavenych prostredi
In vitro, ex vivo a in vivo obsahuje pasy fosforecnanti vapniku (modré tecky), coz je
zpuisobeno biomimetickou nehomogenni precipitaci. VSechna spektra scaffoldl
vystavenych prostiedi ex Vivo obsahuji pasy patiici lipidim (rizové tecky) nehomogenné
adsorbovanym z prostiedi. Usazovani latek béhem expozice ma vliv na hmotnostni

bilanci. Nelze ale s ptesnosti urcit do jaké miry, jelikoz zaroven s usazovanim probiha i

proces degradace, ktery ma na hmotnost opaény vliv.
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6. Diskuse

Tato prace se zabyva pozorovanim kolagenovych vzorkll vystavenych podminkam
simulujicich télni prostiedi a jejich porovnanim se skute€nym télnim prostfedim. Cilem
je posoudit vliv vybranych simulovanych podminek na mechanické a strukturni vlastnosti
a zhodnotit, do jaké miry jejich efekt odpovida vlivu prostfedi in vivo. Lze ptedpokladat,
ze dosazeni shody je velmi komplexni loha, zavisla na mnoha proménnych, jako jsou
pouzité materialy a prostiedi, jejich pfiprava a modifikace, podminky a mnoho dalsiho.

Cilem této kapitoly je diskutovat ziskané vysledky a jejich vzajemné spojitosti.

Strukturni vlastnosti byly reprezentovany velikosti port a porozitou. Velikost porti se
napii¢ vSemi zkoumanymi skupinami pohybovala v intervalu 150-200 um. Primérna
hodnota pro uspésny scaffold je 40-400 um [38]. Z toho vyplyva, Ze nami zkoumané
scaffoldy jsou ve shod¢ s timto piedpokladem a Ze béhem tii tydenni kultivace nedochazi
K jeji vyrazné zméné po expozici Vv prostiedi in vivo a in vitro. Oproti tomu expozice
v samotném kultivatnim médiu a v prostiedi ex vivo vede ke zvySeni velikosti pord.
Tento efekt se sice na zvolené hladiné vyznamnosti (0,05) nepodafilo prokazat jako

statisticky vyznamny, ale jeho vécna velikost je velka (> 0,788).

Hodnoty porozity vzorkt pied i po degradaci ve vS§ech médiich se pohybuji v intervalu
80-90 %. Bézné se ve studiich vyskytuji hodnoty porozity od 65-96% [25,38-41]. Vysoka
porozita je dilezitou vlastnosti kolagenovych scaffoldi, jakozto nosicl latek podporujici
rust tkané. Ta ale s ptibyvajici hodnotou miize negativné ovlivnit mechanické vlastnosti,
a proto je dilezité volit kompromis mezi t€émito dvéma vlastnostmi. Vzorky vSech skupin
kromé& ex Vvivo ztraci s postupem casu porozitu. Vlivem muze byt usazovani latek na
vnitinim povrchu scaffoldi. Neni to ale jedinym divodem, jak je patrné z Obr. 32, kde
lze vy¢ist, ze k usazovani latek dochazi pravé i ve skupiné ex vivo, u které doslo ke
zvySeni porozity. A¢ ani v této skupiné narist nebyl na zvolené hladiné¢ vyznamnosti
prokézan jako statisticky vyznamny, 1 zde, stejn¢ jako u velikosti pord, je vécna velikost
velka (>0,788). Naopak nejvetsi shoda byla zaznamenéana u skupiny MEM, a ta jak u
statistické, tak i vécné vyznamnosti (>0,111). Ziejmy je i vliv bunék na porozitu, a to
Vv piipadé pozorovani rozdili mezi skupinou in vitro a MEM, kde u prvni zminén¢ je

prumérna hodnota mensi o vice nez 5 %.

Usazovani latek 1ze uvazovat jako pfic¢inu také u hmotnostnich Ubytki, 1épe feceno

hmotnostnich narusti u skupin in vivo, ex vivo a in vivo. Podobny pribéh degradace nastal
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napf. ve studii Heimburg a kol., kde byly kolagenové scaffoldy osazeny lidskymi
preadipocyty a hmotnostni ubytky byly sledovany po dobu osmi tydna V prostiedi
DMEM. I tam se ukéazalo, ze dochazi k prudkému narastu hmotnosti, stejné jako je tomu

v tomto experimentu [42].

K odlisnym vysledkim hmotnostni bilance dosla studie Kumar a kol., kde byly
zkoumany kolagenové scaffoldy v kombinaci s chitosanem v PBS médiu obsahujici
lysozomy [43]. Jejich pisobeni mélo za dusledek enzymatickou degradaci, ktera
vysvétluje hmotnostni ubytek materialu, ktery v kolagenovém scaffold bez chitosanu
doséahl hodnoty ptes 50 %. Opacny trend ve zméné hmotnosti v obou studiich Ize vysvétlit
rozdilnym slozenim pouzitych médii, tedy jednoduchym solnym roztokem a
komplexné&j$im kultivaénim médiem, které obsahuje rtizné organické molekuly (zejména
bilkoviny) a anorganické ionty, které se mohou v porézni struktufe exponovanych

materiali usazovat ve vy$si mife a zasadnéji tak ovliviovat jejich hmotnost [25].

Hmotnostni bilance zavisi jak na mnozstvi usazovanych latek, tak i na rychlosti a
zpusobu degradace. Tyto parametry pak rozhoduji, zda dojde k hmotnostni tbytku ¢i
narustu. JelikoZ je mnoho zplsobi piipravy i podminek, za jakych experimenty provadét,
je slozité uréit, jak piesné jednotlivé parametry pasobi na vzorky. Z Obr. 24 lze usoudit,
Ze ¢im komplexnéjsi prostiedi, tim vEétsi zmény v hmotnostni bilanci, a to konkrétné tak,
ze u skupiny in vivo dochazi k nartistu hmotnosti pfiblizné 70 % hned po prvnim tydn,

zatimco u skupin in vitro a ex vivo v celém prubéhu nepresahne hodnota 40 %.

Dalsim dikazem o vlivu latek usazovanych ve scaffoldech na hmotnost je Obr. 25.
Ten porovnava skupiny MEM a in vitro, které se lisi pritomnosti bun¢k (DF), viz kapitola
4.2. Tyto dvé skupiny nezaznamenavaji mnoho statisticky vyznamnych rozdili pfii
vyhodnocovani mechanickych vlastnosti, zato u hmotnostnich ubytku jsou statisticky
vyznamng rozdilné v kazdém casovém useku. Skupina MEM je jedina skupina, u které
nedochazi k hmotnostnimu nartstu. Absence buné¢k ma za dasledek mensi obsah
usazenych latek produkovanych buiikami, jako kolagen nebo metabolické produkty, a
tudiz hlavnim faktorem ovliviiujici hmotnost je degradace. Z FTIR analyzy (Obr. 32) byla
zjisténa pritomnost precipitatt kalcium fosfatd (in vitro) a lipida (ex vivo), které také

pfispivaji ke zménadm v hmotnostni bilanci.

Pruznost materialu je reprezentovana elastickym gradientem. Stiedni hodnoty pro

skupinu in vivo se pohybuji v rozmezi 40-50 kPa. S nimi jsou statisticky shodné hodnoty
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in vitro. Naméfené hodnoty jsou ve stejnych fadech jako ve studii Zhang a kol., kde byly
zjistovany mechanické rozdily mezi obyCejnymi kolagenovymi scaffoldy a scaffoldy
tvofenych kombinaci kolagenu a wollastonitovych nanovldken v in vitro prostiedi za
pouziti DMEM. Druhé jmenovana skupina dosahovala tfikrat vétSich hodnot elastického

gradientu (E=45 kPa) nez kontrolni skupina z kolagenu [44].

Stabilni hodnota napéti pro skupinu in vivo se pohybuje v rozsahu 7-9 kPa. Ani jedna
dalsi skupina s ni neni statisticky shodna. Ve 14. dni dojde k mirnému poklesu, o 7 dni
pozdéji se vSak hodnota piiblizi zpatky k hodnot€ v 7. dni. Pfi porovnavani skupin MEM
a in vitro vychazi hodnoty statisticky vyznamné¢ rozdilné pouze prvni tyden, poté se
hodnoty statisticky shoduji. Suchy a kol. pozorovali chovani kolagenovych scaffold
v prostiedi SBF, PBS a krevni plazma [25]. A¢ se jednalo o jina prostiedi, pfiprava
kolagenu byla téméf identickéd a porovnani vysledki je v tomto piipad¢ velmi piinosné.
Hodnoty stabilni hladiny napéti krevni plazmy, ktera by z téchto prosttedi méla nejvice
simulovat télni prostiedi, dosahuje témét identickych vysledkt (8-10 kPa). Jeji shoda
S prostiedim in vivo v této praci byla mimochodem i v hmotnostni bilanci, kde se i jeji

hodnota pohybovala v prvnich 14 dnech kolem 80 % nartistu hmotnosti.

Absorbovana energie skupiny in vivo dosahuje vyssich hodnot nez ostatni skupiny a
je statisticky vyrazné€ rozdilnd ve vSech Casovych usecich. Jeji stfedni hodnoty se

pohybuji v rozmezi 4-5 kJ/m3. U ostatnich se tyto hodnoty objevuji v intervalu 2-3 kJ/m?®.

Utinnost absorbovani energie je statisticky rozdilna pro skupiny in vivo a in vitro ve
vsech Casech. Pfi porovnavani se skupinou MEM a ex vivo najdeme statisticky vyznamny
rozdil v obou pfipadech jen pro jeden Casovy usek. U vsSech skupin doslo ke snizeni
hodnot od hydratovaného stavu, ktery ¢inil ptiblizné 65 %, na hodnoty v rozmezi 40-60
%.

Pfi porovnavani skupin in vitro a MEM pozorujeme vliv bunék podporujicich tvorbu
nové tkané¢ na mechanické vlastnosti kolagenovych scaffoldi. U kazdé porovnavané
vlastnosti byly hodnoty statisticky rozdilné jen v jednom case. Pti zohlednéni i vécného
vyznamu je ale patrné, Ze rozdily jsou jesté vétsi. Nelze ale usoudit, zda je vliv bun€k na
mechanické vlastnosti negativni ¢i pozitivni. V pfipadé elastického gradientu a
absorbované energie dosahuje vétsi shody se skupinou in vivo skupina in vitro.
V piipadech stabilni hladiny napéti a G¢innosti absorbovani energie je tomu ale naopak.

S jistotou ale lze naopak tvrdit, Ze builky maji pozitivni vliv na hmotnostni bilanci.
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Ackoliv ani skupina in vitro nesimuluje télni prostfedi, dochazi v ni alespon k naristu

hmotnosti, coZ je stejny proces jako u skupiny in vivo.

Pickvapivych vysledka v této praci dosahla skupina ex vivo, ktera dosahla nejméné
statistickych shod se skupinou in vivo. V porovnani s ni se dafilo 1épe v nékterych
ptipadech i skupiné MEM. Je to také jedina skupina, u které nedoslo k naristu obsahu

vyzralého kolagenu.

Neprokazani statistické vyznamnosti na zvolené hladin€ spolehlivosti a soucasné
prokazané velké vécné efekty mohou také poukazovat na malé mnozstvi zmétenych
vzorkli. Na tyto vlivy by bylo vhodné se v zamétit v dalSim experimentu, ve kterém
bychom navysili mnozstvi testovanych vzorkt a zvysili tak silu testu, coz by podpotilo

zaveéry meé prace.
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7. Zavér

Cilem diplomové prace bylo vyhodnoceni vlivu simulovanych télnich prostfedi na
degradaci kolagenovych scaffoldd, a tedy na jejich mechanické a strukturni vlastnosti.

Snahou bylo zjistit, zda tato prostfedi mohou simulovat prostiedi in vivo.

Po stanoveni cili a hypotéz byla provedena reserSe na téma biomaterialt tkanového
inZzenyrstvi a médii simulujicich télni prostfedi. Nasledovaly navrh a provedeni

experimentu, zpracovani a statistické vyhodnoceni vysledki.

Prvni hlavni hypotéza zaloZena na statistické shod¢ skupin in vitro, ex vivo a MEM

se skupinou in vivo byla zamitnuta na zvolené hladin¢ spolehlivosti.

Zamitnuta byla i druha hlavni hypotéza o statistické shod¢ skupin MEM a in vitro.
Jelikoz se tyto skupiny lisily pouze ptitomnosti bun¢k, byl prokazan vliv jejich ¢innosti

na mechanické vlastnosti a hmotnostni bilanci.

Vedlejsi hypotéza, kterd predpoklada stejné zmény mechanickych vlastnosti ve vSech
prostfedich, je téZ zamitnuta. Vysledky mechanickych zkouSek nenaznacuji podobné

chovani ve v§ech médiich.

AC statistické vyhodnoceni hodnot porozity a velikosti porii nezaznamenava
statisticky vyznamné rozdily, s pfihlédnutim na miru vécné vyznamnosti a také vysledky
FTIR analyzy je tfeba zamitnout i vedlejsi hypotézu, ktera predpoklada stejné zmény ve

struktuie vzorka.

Vysledky této prace potvrzuji, Ze simulace télniho prostiedi je velice komplexni
uloha. Paradoxem pak je, ze komplexnost médii nezarucuje vétsi Gspéch pii simulaci
(skupina ex vivo). Naro¢nost této problematiky tkvi ve vysokém poctu proménnych, a

tudiz je vyzadovano dalSich experimentd, jejichZ pfinos by byl vyznamny.

Ze zkoumanych prostfedi nejvétsi shody s t€lnim prosttedim dosahuje skupina in
vitro. Je tieba ale zdiraznit, Ze se jedna jen o nejlepsi vysledek ze vSech zkoumanych
skupin, ne o tvrzeni, ze by tato skupina télni prostiedi idealn¢ simulovala. Vysledky je

tudiz tfeba hodnotit s uréitou rezervou.

Je dilezité také zminit, Ze vysledky nelze prezentovat jako obecné, ale Ze se vztahuji
pouze na kolagenové scaffoldy. Dalsi dillezitym poznatkem je vhodnost analyzy vzorka

riznymi metodami. Kombinace pozorovani mechanickych a strukturnich vlastnosti
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poskytuje lepsi ptehled o materidlech a jejich chovani. Diky komplexnéjSimu pohledu 1ze

pak 1épe posoudit, jak by se materialy chovaly v téle.
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