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nické a strukturńı vlastnosti kolagen/PLCL kompozit̊u
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Bibliografické údaje: Počet stran: 76
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Abstrakt

Nanovlákna tvoř́ı vysoce porézńı struktury, které jsou schopny pojmout větš́ı ob-

jem tekutin než běžné mikro či makrostruktury. Hydratace může významně ovlivnit

jejich mechanické vlastnosti, proto je nutné zkoumat nanovlákenné materiály určené

pro vlhké prostřed́ı minimálně v hydratovaném stavu. Materiály určené pro náhradu

měkkých tkáńı jsou však vystaveny daleko náročněǰśım podmı́nkám. Lidské tělo

p̊usob́ı na náhrady mnoha faktory, muśıme brát v úvahu pH, mechanické zat́ıžeńı,

enzymy, buňky atd. Existuje několik zp̊usob̊u, jak simulovat tělńı prostřed́ı. Volba

záviśı předevš́ım na finálńım účelu daných materiál̊u a finančńıch možnostech. Tato

práce je zaměřena na popis rozd́ıl̊u mezi degradaćı ve vybraných simulovaných

tělńıch podmı́nkách a degradaćı in vivo. Experimenty byly provedeny na kompozi-

tech na bázi nanovlákenného kopolymeru ε-kaprolaktonu a L-laktidu s kolagenovou

matrićı (typ I). Takový kompozit je teoreticky vhodným kandidátem pro použit́ı

při výrobě bandáž́ı plicńıch tepen pro kardiovaskulárńı chirurgii. Účinky vybraných

médíı byly stanoveny pomoćı aplikace tahových zkoušek, úbytk̊u hmotnosti a rastro-

vaćı elektronové mikroskopie.
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Abstract

Nanofibers represent highly porous structures that exert a significantly higher

swelling ratio than micro or macrostructured forms. Hydration can significantly af-

fect their mechanical properties, so it is necessary to examine the behavior of nano-

fibrous materials intended for applications in wet environments at least in a hydrated

state. However, materials intended for soft tissue replacements are exposed to far

more demanding conditions. The physiological environment leads to the gradual de-

gradation of these materials. The human body affects the material through many

factors including pH, mechanical stress, enzymes, cells, etc. There are several ways

to simulate body conditions. The choice depends on the final purpose of the prepa-

red material and financial possibilities. This study focuses on the description of the

differences between degradation in selected simulated body conditions and degra-

dation in vivo. The experiments were performed on nanofibrous composites based on

ε-caprolactone/L-lactide copolymer nanofibers and a collagen matrix (type I). Such

composite is theoretically a suitable candidate to be used in the production of pul-

monary artery bandings for cardiovascular surgery. The mechanical and structural

effects of the enzyme-free or enzymatic media were determined via the application

of tensile mechanical tests, the determination of mass loss, and scanning electron

microscopy.
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Poděkováńı
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Seznam symbol̊u použitých v textu

značka jednotka název

E [MPa] modul pružnosti v tahu

F [N ] śıla

Fm [N ] maximálńı śıla před přetržeńım

L0 [mm] počátečńı délka

∆L [mm] prodloužeńı

Mn [1] č́ıselný pr̊uměr relativńı molekulové hmotnosti

Mw [1] hmotnostńı pr̊uměr relativńı molekulové hmotnosti

m [mg] konečná hmotnost

m0 [mg] počátečńı hmotnost

∆m [%] hmotnostńı úbytek

n (N) [1] počet

Rm [MPa] smluvńı mez pevnosti v tahu

S0 [mm2] počátečńı plocha př́ıčného pr̊uřezu

γLG [Nm−1] napět́ı na rozhrańı kapalina – plyn

γSG [Nm−1] napět́ı na rozhrańı pevná látka – plyn

γSL [Nm−1] napět́ı na rozhrańı pevná látka – kapalina

ε [1] poměrné prodloužeńı

θ [◦] kontaktńı úhel

σ [MPa] napět́ı
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Seznam zkratek

zkratka název

CA kontaktńı úhel (contact angle)

CL ε-kaprolakton

DMEM Dulbeccovo modifikované Eagle médium

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

DMEMf kultivačńı médium (DMEM) s fibroblasty

EDC N-(3 dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochlorid

EDS energiově disperzńı spektroskopie (energy dispersive spectroscopy)

FTIR infračervená spektroskopie s Fourierovou transformaćı

(Fourier transform infrared spectroscopy)

IR infračervené (infrared)

LA L-laktid

MEM minimálńı esenciálńı médium (Minimum Essential Medium)

NHS N-hydroxysukcinimid

PAB bandáž plicńı tepny (pulmonary artery banding)

PBS fosfátový pufr (phosphate buffered saline)

PCL polykaprolakton

PLA polylaktid

PLCL poly(laktid-ko-kaprolakton)

PLLA poly(L-laktid)

SEM skenovaćı elektronový mikroskop (scanning electron microscope)

SBF simulovaná tělńı tekutina (simulated body fluid)

TEM transmisńı elektronový mikroskop (transmission electron microscope)
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3.3.2 Enzymatická a chemická degradace . . . . . . . . . . . . . . . 9
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3.4.5 Měřeńı molekulové hmotnosti . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

3.4.6 Popis mechanických vlastnost́ı . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

4 Experimentálńı část 15
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1 Úvod

Dnešńı kardiovaskulárńı chirurgii bychom si nedovedli představit bez umělých

náhrad a bandáž́ı nativńıch tkáńı. Umožňuj́ı léčit pacienty s kardiovaskulárńım one-

mocněńım nebo alespoň snižuj́ı rizika s ńım spojená. Př́ıkladem může být bandáž

aneurysmatu. Umı́st́ıme-li bandáž v oblasti rozš́ı̌reńı cévy můžeme předej́ıt patolo-

gické deformaci a ruptuře. Umělé náhrady však s sebou nesou komplikace. Např́ıklad

ne vždy potřebuje pacient permanentńı oporu tkáně. Použit́ı neodbouratelného ma-

teriálu při výrobě náhrady tedy potom nutně vede k reoperaci a vyjmut́ı. Biodegra-

dabilńı materiál by pacienta ušetřil druhého chirurgického zákroku. Vhodnou kom-

binaćı př́ırodńıch a syntetických materiál̊u bychom mohli náhradu
”
uš́ıt na mı́ru“

danému účelu. Výběrem materiál̊u a zp̊usobem zpracováńı jsme do jisté mı́ry schopni

ovlivnit mechanické vlastnosti a degradačńı profil výsledné náhrady.

Tato práce se zabývá chováńım teoreticky vhodného materiálu k výrobě bandáž́ı

plicńıch tepen za r̊uzných degradačńıch podmı́nek. Materiál se skládá z nanovláken

kopolymeru poly(laktid-ko-kaprolaktonu) a kolagenové matrice. Poměr jednotlivých

materiál̊u ve směsné vrstvě byl zvolen na základě předchoźıch studíı.

Protože stále nebyly prozkoumány a popsány odlǐsnosti v p̊usobeńı r̊uzných de-

gradačńıch prostřed́ı na nanovlákenné materiály, klade si tato práce za ćıl alespoň

částečně popsat rozd́ıly mezi degradaćı v simulovaných tělńıch podmı́nkách a degra-

daćı in vivo.

Práce byla součást́ı projektu NU20-02-00368
”
Biomechanicky definované vstře-

batelné materiály pro kardiovaskulárńı chirurgii“ podpořeného Agenturou pro zdra-

votnický výzkum MZ ČR, jehož ćılem je vývoj resorbovatelné arteriálńı bandáže pro

účely redukce pr̊utoku krve arteriálńım řečǐstěm a na ochranu arteriálńı stěny před

patologickou deformaćı a rupturou.
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2 Ćıle práce

Tato práce si klade za ćıl alespoň částečně popsat rozd́ıly mezi degradaćı v simu-

lovaných tělńıch podmı́nkách a degradaćı in vivo. Rozsah degradace bude popsán

na základě analýzy a statistického vyhodnoceńı:

1. počátečńıch modul̊u pružnosti,

2. smluvńıch meźı pevnosti v tahu a

3. hmotnostńıch úbytk̊u.

Strukturńı vlastnosti budou popsány na základě sńımk̊u poř́ızených metodou ske-

novaćı elektronové mikroskopie.

Nulovou hypotézou této práce je předpoklad, že expozice ve vybraných simulo-

vaných prostřed́ıch vede ke stejným změnám v mechanických a strukturńıch vlast-

nostech jako expozice v tělńım prostřed́ı.
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3 Teoretická část

3.1 Bandáž plicńı arterie

Hlavńım d̊uvodem, jenž vedl k výběru kolagen/PLCL kompozitu k testováńı

vlivu r̊uzných simulovaných tělńıch prostřed́ı bylo jeho teoretické využit́ı - materiál

je vhodným kandidátem pro výrobu bandáž́ı plicńıch tepen (PAB) (viz Obr. 3.1).

Protože je pouze teoreticky vhodný je nutné jej řádně otestovat. Tento experiment

umožnil souběžně sledovat změny v mechanických vlastnostech a degradačńı chováńı

zmiňovaného kompozitu, přičemž mohl být splněn hlavńı ćıl práce - porovnat rozd́ıly

v simulovaných tělńıch prostřed́ıch.

Obrázek 3.1: Bandáž plicńı arterie

PAB byla zavedena v roce 1952 jako paliativńı procedura pro pacienty s vro-

zenými srdečńımi vadami charakterizovanými zvýšeným pr̊utokem krve a zvýšeným

tlakem v plićıch. Princip zákroku spoč́ıvá v implantaci proužku materiálu kolem

plicńı tepny, který sńıž́ı pr̊utok krve [1]. T́ımto zp̊usobem je pacientovi poskytnuta
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3.2. POUŽITÝ MATERIÁL KAPITOLA 3. TEORETICKÁ ČÁST

ochrana před nevratnou plicńı hypertenźı. V závažných př́ıpadech vede tato he-

modynamická abnormalita ke zvýšené námaze pravé srdečńı komory. Při dlouhém

trváńı docháźı p̊usobeńım vysokého tlaku ke zvětšeńı pravé komory a postupné

ztrátě funkce [2, 3].

Bandáž s fixńım rozměrem (pr̊uměrem) však nesplňuje kontinuálně se měńıćı

požadavky na rozměr. V př́ıpadě, kdy je proužek implantován dětskému pacientovi,

je nutné bandáž vzhledem k r̊ustu d́ıtěte povolit. Proto bylo učiněno několik pokus̊u

vyvinout nastavitelné bandáže, umožňuj́ıćı vněǰśı regulaci během hodin nebo dn̊u

po chirurgickém zákroku [1]. Problém nastává i v situaci, kdy pacient bandáž již

nadále nepotřebuje. Při zákroku se využ́ıvá gázy či např. teflonu [4]. Použit́ı neod-

bouratelného materiálu vede nutně k reoperaci a vyjmut́ı. Biodegradabilńı materiál

by pacienta ušetřil druhého zákroku.

3.2 Použitý materiál

Tvorba cévńıch náhrad i podpor vyžaduje porozuměńı cévńı stavbě. Při návrhu

je nutné vźıt v úvahu pulzuj́ıćı krevńı tlak. Náročné prostřed́ı vyžaduje materiály,

které nejenže vydrž́ı mechanické zat́ıžeńı, ale také podpoř́ı rychlou endotelizaci.

Př́ırodńı polymery jako je hedváb́ı, želatina či kolagen podporuj́ı adhezi a pro-

liferaci buněk. Ze syntetických polymer̊u je vhodným př́ıkladem polykaprolakton

(PCL).

Materiály bandáž́ı lze použ́ıt v r̊uzných formách, jakými jsou např́ıklad śıt’ky,

fólie, textilie nebo nanovlákenné vrstvy. Dostupnou metodou výroby nanovláken je

elektrostatické zvlákňováńı. Tato metoda umožňuje nastavit parametry výroby tak,

abychom doćılili žádoućıch strukturńıch vlastnost́ı výsledného materiálu. Např́ıklad

pr̊uměry vláken lze ř́ıdit změnou koncentrace a složeńım roztoku polymeru. Vlákna

mohou být náhodně orientována nebo zarovnána v závislosti na rychlosti otáčeńı

kolektoru.

Dostupné metody umožňuj́ı vytvořit materiál na mı́ru danému účelu. Studie na-

značuj́ı, že v́ıce vrstev nanovláken v r̊uzných orientaćıch může zlepšit životaschop-

nost buněk [5]. S touto myšlenkou byl vyroben kompozit z nanovlákenných vrstev
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kopolymeru poly(laktid-ko-kaprolaktonu) (PLCL), které byly impregnovány kolage-

novou disperźı.

3.2.1 Kolagen

Kolageny tvoř́ı až 30 % všech b́ılkovin v lidském těle. Dosud bylo identifikováno

asi 30 r̊uzných typ̊u kolagenu. Nejhojněji se vyskytuj́ıćı typy kolagenu jsou tzv. fib-

rilotvorné. Mezi ně patř́ı kolagen typu I, který se vyskytuje předevš́ım v kostech,

šlachách, k̊uži, dentinu atd., typ II vyskytuj́ıćı se většinou v chrupavce a typ III

v k̊uži. Tyto typy vykazuj́ı charakteristickou pevnost s tř́ı̌retězcovou helikálńı struk-

turou (schéma na Obr. 3.2) o délce kolem 300 nm a středńım pr̊uměru 1,5 nm.

Ostatńı typy kolagenu jsou sṕı̌se orgánově specifické [6].

Obrázek 3.2: Struktura kolagenu

Mnoho onemocněńı a defekt̊u pojivové tkáně je spojeno se špatnou syntézou

nebo nadměrnou degradaćı kolagenu. Moderńı př́ıstup tkáňového inženýrstv́ı spoč́ıvá

v nahrazeńı poškozené tkáně pomoćı biokompatibilńıho scaffoldu, který slouž́ı jako

nosič buněk podporuj́ıćı r̊ust a proliferaci. Kolagen je široce použ́ıván v oblasti kli-

nické medićıny v souvislosti s tvrdými i měkkými tkáněmi. Nicméně určité vlastnosti

kolagenu, jako je špatná prostorová stabilita, ńızká pevnost in vivo, proměnlivá po-
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vaha ve smyslu enzymatické degradace, hustota śıt’ováńı, velikost vláken, stopové

nečistoty a vedleǰśı účinky často omezuj́ı jak jeho analýzu, tak aplikaci.

Zat́ımco nativńı kolagenová tkáň má významnou pevnost, tato pevnost se ztráćı,

když jsou kolagenové produkty vyrobeny z rozpustného kolagenu, např. po elek-

trostatickém zvlákňováńı, kdy je materiál rozpustný dokonce v čisté vodě. Po de-

gradaci se na sekundárńı úrovni vytvář́ı vazebná mı́sta pro vodu, a t́ım je kolagen

rozpustněǰśı.

Laboratorně vyrobená kolagenová vlákna vykazuj́ı ńızkou pevnost v tahu a jsou

citlivá na vlhkost. Kolagen je velice závislý na hydrataci. Voda plńı elementárńı

funkci ve smyslu zachováńı jeho fyzikálńıch vlastnost́ı. Pro jejich udržeńı je nutné,

aby až 20 % z celkové hmotnosti kolagenu zauj́ımala voda. V ńızko hydratovaném

nebo dehydratovaném kolagenu jsou polypeptidové řetězce omezeny ve svém po-

hybu. S rostoućı hydrataćı se však tyto řetězce uvolňuj́ı. Vlákna jsou dále citlivá na

zvýšenou teplotu a nekontrolovatelně degraduj́ı p̊usobeńım enzymů. Vše zmiňované

může omezovat jejich použit́ı, proto je nutné takto připravený kolagen chemicky

ześıt’ovat.

Protože samotný kolagen se vyznačuje relativně špatnými mechanickými vlast-

nostmi ve srovnáńı s nativńımi tkáněmi, použ́ıvá se v kombinaci s daľśımi př́ırodńımi

či syntetickými polymery ve formě kompozit̊u [6].

3.2.2 Poly(laktid-ko-kaprolakton)

Nejčastěji použ́ıvanými polymery jsou alifatické polyestery na bázi L-laktidu

(LA), glykolidu, ε-kaprolaktonu (CL) a polyethylenglykolu. Většina dnes studo-

vaných absorbovatelných polymer̊u, např. poly(L-laktid) (PLLA), vykazuj́ı velmi

podobné mechanické chováńı s vysokým modulem pružnosti a sṕı̌se ńızkými hodno-

tami prodloužeńı při přetržeńı kv̊uli jejich vysoké teplotě skelného přechodu a krys-

talinitě. Tyto materiály jsou zjevně nevhodné pro četná klinická použit́ı, kde jsou

vyžadovány vysoce flexibilńı biologicky odbouratelné materiály. Nedostatky, kterými

disponuj́ı polylaktidy (PLA), mohou být překonány smı́cháńım nebo kopolymerizaćı

s polymery s nižš́ı teplotou skelného přechodu jako je PCL s Tg = −60 ◦C. Stupeň

mı́sitelnosti PLA a PCL je bohužel ńızký.
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Vhodnou metodou výroby poly(laktid-ko-kaprolaktonu) může být kopolymerace

LA s CL (viz Obr. 3.3). Parametry výroby lze ř́ıdit mechanické vlastnosti, chováńı

tvarové paměti, rychlost degradace a př́ıpadné uvolňováńı léčiva výsledného kopo-

lymeru [7].

Obrázek 3.3: Schéma syntézy PLCL, upraveno z [7]

3.3 Simulace tělńıho prostřed́ı

Nanovlákna tvoř́ı vysoce porézńı struktury, jež jsou schopny pojmout velký ob-

jem tekutin. Hydratace může významně ovlivnit jejich mechanické vlastnosti, proto

je nutné zkoumat nanovlákenné materiály určené pro vlhké prostřed́ı minimálně

v hydratovaném stavu [8]. Materiály určené pro náhrady měkkých tkáńı jsou však

vystaveny daleko náročněǰśım podmı́nkám. Fyziologické prostřed́ı vede k postupné

degradaci těchto materiál̊u. Lidské tělo p̊usob́ı na náhrady mnoha faktory, muśıme

brát v úvahu pH, mechanické zat́ıžeńı, enzymy, buňky atd. V pr̊uběhu vývoje bio-

materiál̊u ale neńı vždy možné provádět in vivo experimenty na zv́ı̌ratech. Zejména

v raných fáźıch, kdy docháźı k jejich optimalizaci. Aplikace experimentálńıch zv́ı-

řećıch model̊u je př́ısně kontrolována etickými pravidly a nejčastěji je využ́ıvána

až v závěrečné části procesu vývoje biomateriálu. Simulace tělńıho prostřed́ı tedy

představuje užitečný př́ıstup v celkovém experimentálńım procesu [9]. Existuje v́ıce

zp̊usob̊u, jakými simulujeme tělńı podmı́nky. Výběr záviśı na finálńım účelu připra-

veného materiálu a finančńıch možnostech.
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3.3.1 Jednoduchá média

Mezi běžné zp̊usoby patř́ı simulace pomoćı jednoduchého média. Nejčastěji použ́ı-

vaným médiem pro in vitro testováńı je fosfátový pufr (PBS) (sloučenina Na2HPO4

a NaH2PO4). Roztok PBS je formulován tak, aby zabránil osmotickému šoku a udr-

žel vodńı rovnováhu v živých buňkách. Dále se použ́ıvá fyziologický roztok (0,9% vod-

ný roztok NaCl). V př́ıpadech, kdy je zkoumán krátkodobý účinek hydratace na

materiál nebo je předmětem zájmu obsah tekutin, který je materiál schopný po-

jmout, je možné použ́ıt jen destilovanou vodu. Největš́ı výhodou těchto zp̊usob̊u

simulace je finančńı nenáročnost. Při pravidelné výměně média jsme schopni pozo-

rovat degradaci testovaného materiálu v řádu dn̊u, ale i let [10]. Takové médium

však nezastane všechny funkce těla, neobsahuje enzymy ani buňky, které degradaci

ve většině př́ıpad̊u urychluj́ı.

Simulovaná tělńı tekutina

Komplexněǰśım médiem je simulovaná tělńı tekutina (SBF), která se použ́ıvá

předevš́ım při testech materiál̊u použ́ıvaných k náhradám kostńı tkáně. Umělé ma-

teriály implantované do kostńıch defekt̊u bývaj́ı velmi často zapouzdřeny vazivovou

tkáńı, což vede k jejich izolaci od okolńı kosti. Už dř́ıve však bylo ukázáno, že některá

bioskla se spontánně navazuj́ı na živou kost, stejně tak několik typ̊u keramiky. Tyto

materiály však nejsou mechanicky kompatibilńı s okolńı kost́ı, proto se inženýři

stále snaž́ı o vývoj nových materiál̊u. S otázkou, jaký typ materiálu se váže k živé

kosti přǐsla i daľśı, a to jak in vivo bioaktivitu šetrně otestovat. Bylo zjǐstěno, že

zkoumáńı tvorby apatitu na materiálu v SBF je užitečné pro predikci in vivo kostńı

bioaktivity materiálu. Počet zv́ı̌rat použitých při následných experimentech a trváńı

pokus̊u lze použit́ım této metody výrazně sńıžit. SBF a jej́ı modifikované verze simu-

luj́ı koncentraci iont̊u v anorganické části lidské krevńı plazmy (viz Tab. 3.1) a jsou

v literatuře běžně doporučovány jako médium použ́ıvané pro stanoveńı degradačńıch

profil̊u r̊uzných (nejen keramických) materiál̊u [9, 11].
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Tabulka 3.1: Nominálńı iontové koncentrace v SBF ve srovnáńı s koncentracemi

v lidské krevńı plazmě [11]

iont
iontová koncentrace (mM)

krevńı plazma SBF

Na+ 142,0 142,0

K+ 5,0 5,0

Mg2+ 1,5 1,5

Ca2+ 2,5 2,5

Cl− 103,0 147,8

HCO−
3 27,0 4,2

HPO2−
4 1,0 1,0

SO2−
4 0,5 0,5

pH 7,2-7,4 7,4

3.3.2 Enzymatická a chemická degradace

Enzymy jsou biologické katalyzátory. To znamená, že urychluj́ı reakce v živých

organismech, aniž by samy podstoupily jakoukoli trvalou změnu. Hydrolytické reakce

mohou být katalyzovány enzymy známými jako hydrolázy, které zahrnuj́ı mimo jiné

proteázy, esterázy, glykosidázy a fosfatázy. Tyto enzymy jsou př́ıtomny např́ıklad

v plazmě, v membráně kartáčového lemu a lumen gastrointestinálńıho traktu a v tu-

bulárńım epitelu ledvin, kde zajǐst’uj́ı účinnou hydrolýzu r̊uzných substrát̊u, aby

usnadnily absorpci živin a rozpuštěných látek. Po implantaci je tělo nav́ıc schopné

v reakci na ciźı předmět reagovat zvýšenou tvorbou enzymů, materiály jsou tak

vystaveny agresivněǰśımu prostřed́ı [12].

Polymerńı látky se mohou v těle rozkládat i d́ıky chemické degradaci. Je dobře

známo, že buňky, zejména leukocyty a makrofágy, jsou schopny během zánětlivé

reakce produkovat vysoce reaktivńı formy kysĺıku jako je super oxid (O−
2 ), peroxid

vod́ıku (H2O2), oxid dusnatý (NO) a kyselina chlorná (HClO). Oxidačńı účinek

těchto látek může zp̊usobit štěpeńı polymerńıho řetězce a přispět tak k degradaci

materiálu [12].
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Vzhledem ke schopnosti těla zvýšit tvorbu enzymů a reaktivńıch forem kysĺıku

je při simulaci tělńıho prostřed́ı nutno zvážit jakou hladinu daného enzymu zvolit.

3.3.3 Média na bázi b́ılkovin

Přesněǰśı simulace tělńıho prostřed́ı však vyžaduje v́ıce složek biologického p̊uvo-

du jako aminokyseliny, proteiny, glukózu, vitamı́ny a enzymy, (př́ıpadně i buňky).

Pro tento účel jsou využ́ıvána kultivačńı média, tedy speciálńı média určená pře-

devš́ım pro kultivaci r̊uzných typ̊u buněk. Základ minimálńıho esenciálńıho média

(MEM) tvoř́ı šest soĺı a glukóza doplněné 13 esenciálńımi aminokyselinami a osmi

vitamı́ny. Daľśı varianty MEM jako je Dulbeccovo modifikované Eagle médium

(DMEM) nebo α-MEM byly vyvinuty většinou přidáńım daľśıch vitamı́n̊u, ami-

nokyselin a/nebo jiných živin. Nav́ıc pro účely buněčné kultivace jsou taková média

dále doplněna fetálńım bovinńım sérem a antibiotiky [9].

Všechna zmiňovaná média lze využ́ıt při r̊uzných testech. Mohou se jednoduše

naĺıt do zkumavky k testovanému materiálu, uzavř́ıt do inkubátoru a následně

můžeme pozorovat, co se s materiálem děje. Tělo ale neńı statické prostřed́ı, proto

se vyv́ıj́ı i jiné metody a přicháźı se s novými př́ıstupy testováńı. Materiály jsou

uzav́ırány do třepaček, jsou prováděny tribologické testy, cévńı náhrady se vkládaj́ı

do okruh̊u s čerpadly, které se snaž́ı napodobit krevńı oběh a testy s buňkami se

také posunuly dál. Ke zvýšeńı proliferace se mohou buňky vystavit dynamickému

zat́ıžeńı, jež se v́ıce podobá reálnému tělńımu prostřed́ı.

3.3.4 Testy in vivo

Využ́ıváńı zv́ı̌rat pro vědecké účely je dlouhodobou prax́ı v biologickém výzkumu

i medićıně. Pozoruhodné anatomické a fyziologické podobnosti mezi lidmi a zv́ı̌raty,

zejména savci, přiměly výzkumńıky k prozkoumáńı široké škály mechanismů a po-

souzeńı nových terapíı na zv́ı̌rećıch modelech před aplikaćı jejich objev̊u na lidi. Ne

všechny výsledky lze však př́ımo převést na lidský organismus [13]. Už při prvńım

pohledu pozorujeme zjevné rozd́ıly ve stavbě těla. Nemůžeme očekávat stejné mecha-

nické zat́ıžeńı tkáńı u zv́ı̌rat jako u lid́ı. Testy na zv́ı̌ratech tak lze zařadit mezi daľśı
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zp̊usoby simulace lidského tělńıho prostřed́ı. Jak řekl Norbert Wiener:
”

Nejlepš́ım

materiálovým modelem kočky je jiná, nebo nejlépe stejná kočka.“

3.4 Popis degradace

V d̊usledku degradace mohou biodegradovatelné polymery podléhat po implan-

taci řadě změn ve svých vlastnostech. Tyto změny mohou ohrozit jejich funkci a vy-

volat nežádoućı reakci organismu. Proto je d̊uležité monitorovat změny, ke kterým

docháźı v r̊uzných fáźıch degradace.

V raných fáźıch degradace je nejvýznamněǰśı událost́ı postupná difúze vodného

roztoku do polymerńı matrice, přičemž docháźı k malým změnám v hmotnosti

vzorku, v molekulové hmotnosti a následně v pevnosti polymeru v tahu. Hlavńı

změny souvisej́ı se změnami prob́ıhaj́ıćımi na povrchu. Postupem času docháźı k vý-

znamněǰśım ztrátám, kdy se štěṕı dlouhé polymerńı řetězce.

Hlavńı techniky použ́ıvané k hodnoceńı degradace biomateriál̊u lze rozdělit na

povrchovou analýzu (infračervená spektroskopie, skenovaćı elektronová mikroskopie,

EDS analýza, měřeńı kontaktńıho úhlu), která je vhodněǰśı pro sledováńı změn vy-

skytuj́ıćıch se v prvńıch fáźıch degradace, a na objemovou analýzu (stanoveńı změn

molekulové hmotnosti, úbytk̊u hmotnosti, změn v mechanických vlastnostech) pro

charakterizaci pozděǰśıch fáźı degradace [12].

Následuj́ıćı text pojednává o metodách běžně použ́ıvaných k popisu degradace

materiál̊u určených pro náhrady a léčbu měkkých tkáńı. Protože se jedná o velice

rozsáhlou problematiku, neńı v možnostech této práce ji celou pokrýt.

3.4.1 FTIR

Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformaćı (FTIR) je jednou z d̊ule-

žitých analytických technik, kterou lze použ́ıt pro charakterizaci vzork̊u v r̊uzných

formách (tj. ve formě kapaliny, pasty, prášku, filmu, vlákna či plynu). Během FTIR

analýzy jsou vzorky vystaveny infračervenému (IR) zářeńı. IR zářeńı má vliv na ato-

mové vibrace v molekule vzorku. Každý materiál má svou specifickou odezvu – ab-

sorpci a/nebo přenos energie. Výsledkem je funkčńı závislost v procentech transmi-
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tance nebo jednotkách absorbance na vlnové délce dopadaj́ıćıho zářeńı [14, 15].

Nevýhodou bývá náročněǰśı interpretace výsledk̊u.

3.4.2 Elektronová mikroskopie

Skenovaćı elektronový mikroskop (SEM) je jedńım z nejuniverzálněǰśıch dostup-

ných nástroj̊u pro zkoumáńı a analýzu morfologie mikrostruktury. Během četných

experiment̊u v 90. letech 19. stolet́ı bylo zjǐstěno, že elektrony mohou být vychy-

lovány magnetickým polem. Tento objev dal vzniknout elektronové mikroskopii,

kdy byl zdroj světla nahrazen vysokoenergetickým elektronovým paprskem. T́ımto

zp̊usobem byl ve 30. letech 20. stolet́ı zkonstruován prvńı transmisńı elektronový

mikroskop (TEM), ve kterém byl elektronový paprsek zaostřován elektromagnetic-

kou kondenzátorovou čočkou na povrch preparátu [16]. SEM (někdy také nazývaný

rastrovaćı elektronový mikroskop) byl vynalezen brzo po TEM, ale trvalo déle, než

se vyvinul do praktického nástroje pro vědecký výzkum. Rastrovaćı elektronové mik-

roskopy v současnosti převyšuj́ı transmisńı a použ́ıvaj́ı se v mnoha oblastech, včetně

lékařského a materiálového výzkumu, polovodičového pr̊umyslu a ve forenzńıch labo-

ratoř́ıch. Zat́ımco konvenčńı TEM použ́ıvá stacionárńı paprsek, SEM skenuje vzorek

horizontálně ve dvou na sebe kolmých směrech. Celý postup je známý jako rastrové

skenováńı, kdy paprsek postupně pokryje obdélńıkovou oblast vzorku [17].

3.4.3 EDS analýza

Energiově disperzńı spektroskopie (EDS, někdy nazývaná EDX nebo energio-

vě disperzńı rentgenová analýza) je jednou z nejčastěji použ́ıvaných chemických

analýz. Použ́ıvá se jako doplněk k SEM. Analýza povrchu je provedena v řádu minut

a výsledná spektra jsou snadno interpretovatelná. Má však svá omezeńı: jedná se

o povrchovou metodu a poskytuje informace pouze o složeńı ve formě atomů nikoliv

molekul.

Charakteristický proces generováńı rentgenového zářeńı je zahájen vypuzeńım

elektronu z vnitřńı slupky. Atom se dostává do excitovaného stavu. Aby se atom

dostal do stavu p̊uvodńıho, muśı se elektron z vyšš́ı energetické hladiny přesunout
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do prázdného mı́sta vnitřńı vrstvy. Generované rentgenové zářeńı je rovno rozd́ılu

energetických hladin [18].

3.4.4 Měřeńı kontaktńıho úhlu

Smáčivost je ovlivněna jak chemickým složeńım, tak strukturou povrchu ma-

teriálu. Hlavńı index použ́ıvaný k jej́ımu hodnoceńı je kontaktńı úhel (CA). Obvykle

popisuje chováńı kapky kapaliny na pevném povrchu ve vzduchu a je definován jako

úhel mezi pevným povrchem a tečnou ke kapce vedoućı bodem styku všech tř́ı roz-

hrańı (pevný povrch, kapalina, vzduch), viz Obrázek 3.4. Nedávné studie zkoumaj́ıćı

chemické a strukturńı stavy určily, že hranice mezi hydrofilńım a hydrofobńım po-

vrchem je při CA= 65◦.

Vztah mezi CA a napět́ım na rozhrańı lze popsat Youngovou rovnićı:

γSG − γSL − γLG · cos θ = 0, (3.1)

kde θ představuje CA a γSG, γSL a γLG představuj́ı napět́ı na rozhrańı pevná látka –

plyn, pevná látka – kapalina a kapalina – plyn. Youngova rovnice je však sestavena

pro ideálně hladký povrch a jedinečný úhel θ. Kapka umı́stěná na skutečném po-

vrchu má jisté spektrum CA. Dnes se k určeńı CA použ́ıvaj́ı programy, které pracuj́ı

s videozáznamem kapky. S jejich pomoćı lze źıskat i popis hystereze kontaktńıho

úhlu [19].

Obrázek 3.4: Schéma přisedlé kapky (Young̊uv model)
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3.4.5 Měřeńı molekulové hmotnosti

Jednou z nejd̊uležitěǰśıch analýz slouž́ıćıch k popisu degradace polymerńıch ma-

teriál̊u je stanoveńı molekulové hmotnosti. Změnami v molekulové hmotnosti je

ovlivněno mnoho daľśıch vlastnost́ı včetně mechanických vlastnost́ı a krystalinity.

Jejich vlivem dále docháźı ke změnám v úbytćıch hmotnosti a v morfologii. Mo-

lekulová hmotnost může být stanovena např. gelovou permeačńı chromatografíı či

viskozimetrickými technikami. Hlavńı užitečné parametry jsou č́ıselný (Mn) a hmot-

nostńı pr̊uměr molekulové hmotnosti (Mw). Poměr Mw k Mn je znám jako koeficient

polydisperzity, který slouž́ı k vyjádřeńı š́ı̌rky distribuce molekulové hmotnosti [12].

3.4.6 Popis mechanických vlastnost́ı

Pro náhrady a bandáže tkáńı jsou vyžadovány materiály s mechanickými vlast-

nostmi, které jsou obvykle řádově stejné jako u tkáně, kterou nahrazuj́ı. V př́ıpadě,

že se jedná o odbouratelný materiál, by měla být brána v úvahu i minimálńı me-

chanická pevnost, kterou by si měl implantát i při degradaci zachovat. V takových

situaćıch je zásadńı vyhodnotit mechanické vlastnosti materiál̊u v pr̊uběhu jejich

degradace [12]. Materiály je možné testovat v tahu, ohybu a tlaku. Tubulárńı im-

plantáty je nav́ıc možné vystavit inflačně-extenzńım zkouškám.
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4 Experimentálńı část

4.1 Př́ıprava materiálu

Nanovlákenné vrstvy z kopolymeru L-laktidu/ε-kaprolaktonu 70/30 mol/mol

(Purasorb PLC 7015, Corbion, Nizozemı́) byly připraveny na Technické univerzitě

v Liberci metodou elektrostatického zvlákňováńı ze struny. Kopolymer byl zvlákněn

(bezjehlově) z 10%hmotn. roztoku chloroformu (Penta, ČR) na zař́ızeńı Nanospider

NS 1S500U s kontrolovaným prostřed́ım NSAC150 (Elmarco, ČR). Plošná hustota

vrstev byla 30 g/m2. Vrstvy byly po sterilizaci ethylenoxidem dále zpracovány do

kompozit̊u, kdy mezi tři nanovlákenné vrstvy byla rozprostřena 5%hmotn. kolage-

nová vodná disperze (kolagen typ I (VUP Medical, ČR)). Materiály byly na noc

uloženy v inkubátoru při teplotě 37 ◦C. Následně byly materiály umı́stěny do la-

minárńıho boxu k sušeńı (odpařeńı vodné složky) do konstantńı hmotnosti. Kv̊uli

obsahu kolagenu v kompozitech bylo daľśım krokem śıt’ováńı (Obr. 4.1).

Śıt’ováńı kolagenu prob́ıhalo v roztoku ethanolu (PENTA, ČR) a destilované

vody s EDC (N-(3 dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid, (Sigma-

Aldrich, USA)) a NHS (N-hydroxysukcinimid, (Sigma-Aldrich, USA)) po dobu 2 ho-

din při teplotě 37 ◦C. Na 1 g kolagenu bylo odváženo 0,625 g EDC a 0,156 g NHS,

které se smı́sily se 142 ml 95%hmotn. roztoku ethanolu s vodou.

Po ześıt’ováńı byly kompozity dvakrát po dobu 20 minut promývány 0,1 M hydro-

genfosforečnanem disodným (Penta, ČR) a dále dvakrát 20 minut v destilované vodě.

Před daľśım sušeńım byly materiály vloženy mezi textilie, které zabránily přilnut́ı

k filtračńımu paṕıru. Kompozity mezi vrstvami filtračńıho paṕıru byly následně

uloženy v děrovaných nerezových deskách a sepnuty svorkami. Toto uložeńı zamezilo

zkrouceńı materiálu při sušeńı, které prob́ıhalo opět v laminárńım boxu, viz Obr. 4.2.
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4.2. DEGRADACE KAPITOLA 4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

Posledńı krok zahrnoval řezáńı materiálu na proužky o rozměrech 8 mm x 50 mm

a sterilizaci gama zářeńım (25 kGy, BIOSTER, a. s., Česká republika).

Obrázek 4.1: Śıt’ováńı

Obrázek 4.2: Sušeńı kompozit̊u

4.2 Degradace

Připravené vzorky byly vystaveny 8 degradačńım prostřed́ım (viz Tab. 4.1).

Jako prvńı byl použit fosfátový pufr (Sigma-Aldrich, Germany), který patř́ı mezi

nejčastěji použ́ıvaná jednoduchá média. Simulovaná tělńı tekutina byla vybrána

16



4.2. DEGRADACE KAPITOLA 4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

kv̊uli podobné iontové koncentraci jako anorganická část krevńı plazmy. SBF byla

připravena dle Kokuba [11]. Použita byla také lidská krevńı plazma doplněna antibi-

otiky (penicilinem (20 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA) a streptomycinem (20 mg/ml,

Sigma-Aldrich, USA)).

Tabulka 4.1: Porovnávaná degradačńı prostřed́ı

porovnávaná prostřed́ı doplňuj́ıćı informace Výrobce

PBS Sigma-Aldrich,

Německo

SBF připravena dle Kokuba [11]

PBS s kolagenázou 25 mU/ml Sigma-Aldrich, USA

PBS s proteinázou K 20 mU/ml Sigma-Aldrich, USA

lidská krevńı plazma suplementována

DMEM suplementováno Thermo Fisher

Scientific

DMEM s lidskými

fibroblasty

80 000 buněk/vzorek;

suplementováno

Thermo Fisher

Scientific

peritoneum potkana samci potkan̊u Wistar

Fyziologické prostřed́ı bylo dále simulováno PBS s kolagenázou (25 mU/ml,

Sigma-Aldrich, USA) a PBS s proteinázou K (20 mU/ml, Sigma-Aldrich, USA).

Při degradačńıch testech pomoćı enzymů v prostřed́ı in vitro, se často použ́ıvaj́ı

koncentrace přibližně 5-300 U/ml (např. 1 aktivńı jednotka (U) kolagenázy teore-

ticky rozštěṕı 1 µg kolagenu za minutu). Jde o koncentrace pro testy, při kterých

během krátké doby docháźı ke kompletńı degradaci kolagenových vzork̊u [20] – tyto

podmı́nky jsou vhodné pro porovnáńı materiál̊u mezi sebou nebo s kontrolou, ale ne-

respektuj́ı koncentrace produkované buňkami. V práci šlo o napodobeńı koncentrace

kolagenázy, jakou produkuj́ı v organismu fibroblasty, jež jsou v naš́ı studii použity

při in vitro simulaci. Fibroblasty mohou svou činnost́ı degradovat kolagenové vzorky

i během implantace do peritonea použitého in vivo modelu. Jedná se o koncentrace

přibližně v rozmeźı 0,1-5 ng/ml [21, 22], což teoreticky odpov́ıdá zvoleným hodnotám

25 mU/ml. Aktivita použité kolagenázy ovšem klesá s časem, proto bylo médium
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4.2. DEGRADACE KAPITOLA 4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

měněno každý třet́ı den. Použ́ıvané koncentrace proteinázy K se při krátkodobých

experimentech (0 až 5 dńı) pohybuj́ı v rozmeźı 2-5 U/ml [23]. Jelikož jsme chtěli

pozorovat degradaci v deľśım časovém horizontu, bylo nutné koncentraci sńıžit.

Posledńı dvě média byla média pro buněčnou kultivaci s buňkami a pro srovnáńı

i bez buněk. Kultivačńı médium bez buněk se skládalo z DMEM (Thermo Fisher

Scientific) a z 10 % fetálńıho bovinńıho séra (Thermo Fisher Scientific), doplněno

bylo o penicilin (100 U/ml) / streptomycin (0.1 mg/ml) (Biochrom), 0.5 % L-

glutaminu (Biosera) a 1 % neesenciálńıch aminokyselin (Biosera). Médium s buňkami

obsahovalo lidské dermálńı fibroblasty (80 000 buněk/vzorek).

Všechna média byla udržována při teplotě 37 ◦C, média pro buněčnou kultivaci

nav́ıc v 5% atmosféře CO2. Kompletně byla měněna každý třet́ı den a po celou dobu

experimentu byla rutinně monitorována stabilńı hladina pH. V předem určených

časových intervalech (po 2 hodinách, 7, 14 a 28 dnech) bylo odebráno z každého

média 9 vzork̊u.

In vitro a in vivo experimenty proběhly v Biomedićınském centru Lékařské fa-

kulty v Plzni Univerzity Karlovy.

Ćılem bylo porovnáńı degradace v médíıch s výsledky degradace v tělńıch pod-

mı́nkách pomoćı zv́ı̌rećıho modelu. Studie na zv́ı̌ratech byla provedena na samćıch

potkan̊u Wistar starš́ıch šesti měśıc̊u (schváleńı ID MSMT-19760-2020-3). Operačńı

výkon byl proveden v celkové anestezii. Během výkonu byly do peritonea všity dva

proužky kompozit̊u. Proužky byly fixovány k břǐsńı stěně nevstřebatelnými stehy

(pohled na incizi na Obr. 4.3). Pro každý časový bod bylo implantováno celkem

10 proužk̊u. Zv́ı̌rata byla usmrcena po 7, 14 a 28 dnech po implantaci.

Účinky degradačńıch prostřed́ı na mechanické a strukturńı vlastnosti materiál̊u

byly stanoveny pomoćı aplikace tahových zkoušek, úbytk̊u hmotnosti a skenovaćı

elektronové mikroskopie spolu s EDS analýzou.
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Obrázek 4.3: A) hydratovaný vzorek, B) pohled na incizi při implantaci, C) explan-

taci, D) explantovaný vzorek
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4.3 Testováńı

4.3.1 Tahová zkouška

Vlivy degradačńıch prostřed́ı na mechanické vlastnosti materiál̊u byly hodnoceny

pomoćı jednoosé tahové zkoušky. Vzorky bylo nejdř́ıve zapotřeb́ı vlepit vteřinovým

lepidlem mezi proužky kartonu, za které byly následně upnuty do jehlových čelist́ı.

Mechanické testy byly provedeny na v́ıceúčelovém elektromechanickém tahovém

zkušebńım stroji Zwick/Roell (divize Messphysik, Graz, Rakousko) s vestavěným vi-

deoextenzometrem a silovými sńımači U9C HBM (± 25 N) (Darmstadt, Německo).

Na upnuté vzorky byly umı́stěny markery, které byly v pr̊uběhu zatěžováńı sńımány.

Na základě jejich vzdálenosti mohla být následně vyhodnocena deformace. Kompo-

zity byly zatěžovány rychlost́ı 0,5 mm/s. Naměřená data (śıla, čas, poloha př́ıčńık̊u,

vzdálenost mezi markery) byla ukládána s frekvenćı 20 Hz.

Tloušt’ky vzork̊u byly měřeny vždy ve třech bodech mikrometrem, výslednou

hodnotu jsme źıskali jako aritmetický pr̊uměr. Š́ı̌rky byly určeny z fotografíı upnu-

tých vzork̊u. K tomuto účelu jsme použili program ImageJ [24]. Porovnáńım měř́ıtka

a naměřených hodnot v pixelech jsme źıskali pro každý vzorek 3 hodnoty, jejichž

aritmetickým pr̊uměrem źıskaná výsledná š́ı̌rka byla využitá pro daľśı vyhodnoceńı.

Obrázek 4.4: Ukázky tahových zkoušek
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Ze záznamů tahových zkoušek (ukázka na Obr. 4.4) jsme vyhodnotili počátečńı

modul pružnosti E a smluvńı mez pevnosti v tahu Rm, která je definována jako

poměr maximálńı śıly před přetržeńım vzorku Fm a referenčńı plochy pr̊uřezu S0.

E byl určen jako směrnice tečny v počátku křivky σ = f(ε) s ohledem na deformaci

ε ∈ [0; 0, 025].

σ =
F

S0

[MPa] (4.1)

σ = E · ε [MPa] (4.2)

ε =
∆L

L0

[1] (4.3)

Rm =
Fm

S0

[MPa] (4.4)

4.3.2 Hmotnostńı úbytky

Hmotnostńı úbytky vzork̊u byly stanoveny pomoćı vzorce:

∆m =
m0 −m
m0

· 100 [%], (4.5)

kde m0 je počátečńı hmotnost a m je konečná hmotnost vzorku. Vzorky byly váženy

na pětimı́stné analytické váze XSE 105 DualRange (METTLER TOLEDO, USA).

Pro každý časový interval bylo zváženo 10 vzork̊u.

4.3.3 Obrazová analýza

Obrazová analýza byla provedena pomoćı skenovaćı elektronové mikroskopie.

Z každého média byly vybrány 3 vzorky, které byly následně sńımány. Analýza byla

provedena na vzorćıch uložených ve vybraných prostřed́ıch po dobu 28 dn̊u.

Pro SEM sńımkováńı byly vzorky pomoćı uhĺıkového terče umı́stěny na hlińıkový

stab (viz Obr. 4.5 sńımek A)) a pokryty v atmosféře argonu vrstvou platiny na

naprašovačce Leica EM ACE600 (Specion s.r.o., ČR). Tloušt’ka pokryvu Pt činila

10,5 nm. SEM sńımky byly poř́ızeny v režimu vysokého vakua na skenovaćım elek-

tronovém mikroskopu STEM Apreo S LoVac (ThermoFisher Scientific, USA), zob-

razeńı na ETD detektoru v sekundárńıch elektronech (Everhalt-Thorney detektor),

ve zvětšeńıch 200x – 10 000x.
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Obrázek 4.5: A) vzorek připravený k SEM sńımkováńı, B) vzorek připravený k EDS

analýze

4.3.4 EDS analýza

Energiově disperzńı spektroskopie byla provedena ke zjǐstěńı změn v povrchovém

složeńı materiálu. Pro EDS analýzu byly vzorky pomoćı spektrálńıho uhĺıkového

terče umı́stěny na hlińıkový stab (viz Obr. 4.5 sńımek B)) a pokryty vrstvou uhĺıku

(tloušt’ka pokryvu 22,45 nm) na naprašovačce Leica EM ACE600 (Specion s.r.o,

ČR).

EDS analýza byla provedena v režimu vysokého vakua na skenovaćım elektro-

novém mikroskopu STEM Apreo S LoVac (ThermoFisher Scientific, USA) v systému

APEX EDAX s EDS detektorem Octane Elite SDDs (Ametek, USA). Z každého

prostřed́ı byly vybrány tři vzorky, na nichž bylo proměřeno 10 náhodně zvolených

poĺı ve zvětšeńı 1 000x o ploše 97,767 µm2. Při analýze bylo použito urychlovaćı

napět́ı 12,5 keV a nastavena korekce na pokryv uhĺıkem.

4.3.5 Biologické hodnoceńı

Biologické hodnoceńı bylo provedeno jako ověřeńı, že buňky skutečně po celou

dobu experimentu na materiálech přež́ıvaly a že změny v chováńı kompozitu po

expozici v tomto prostřed́ı mohou být činnost́ı buněk ovlivněné.

Testovaný materiál (kolagen/PLCL kompozit) byl vystaven biologickému pro-

střed́ı, které bylo zastoupeno lidskými dermálńımi fibroblasty. Tento buněčný typ

byl vybrán, protože reprezentuje hlavńı buněčný typ ve vazivu. Fibroblasty byly
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nasazeny na materiál dle standardńıch postup̊u laboratoře (Biomedićınské centrum,

Lékařská fakulta v Plzni, UK) a byly kultivovány za fyziologických podmı́nek simu-

luj́ıćıch tělńı prostřed́ı (živiny, 37 ◦C, 5% atmosféra CO2 udržuj́ıćı fyziologické pH

∼ 7, 4) po dobu 28 dńı. V časových bodech 1, 3, 7, 14 a 28 dn̊u byly buňky analy-

zovány pro jejich životaschopnost a tedy možnost zpracovávat a ovlivňovat materiál,

na kterém byly kultivovány.

Byly zvoleny následuj́ıćı metody analýzy: sledováńı metabolické aktivity buněk

a fluorescenčńı mikroskopie živých buněk na materiálu. Metabolická aktivita odrá-

ž́ı životaschopnost buněk a fluorescenčńı mikroskopie ukazuje živé buňky rostoućı

př́ımo na materiálu.

Pro měřeńı metabolické aktivity byla použita metoda AlamarBlue (Thermo-

Fisher Scientific) detekuj́ıćı aktivńı enzymy dehydrogenázy v mitochondríıch buněk.

Každý vzorek byl inkubován 2 hodiny s roztokem AlamarBlue. Poté bylo 100 µl

roztoku přeneseno do černého 96 jamkového panelu a byla změřena fluorescence

pomoćı Synergy HT (Biotek) destičkového readeru. Experiment byl proveden na

8 nezávislých vzorćıch.

Pro fluorescenčńı mikroskopii byl každý vzorek barven látkou calcein AM po

dobu 30 min. Calcein AM je v př́ıpadě živých buněk transformován na fluorescenčńı

variantu molekuly umožňuj́ıćı zobrazeńı buněk pomoćı fluorescenčńıho mikroskopu

Olympus X83.

4.3.6 Statistické vyhodnoceńı

Statistické vyhodnoceńı bylo provedeno pomoćı programu JASP [25]. Nejdř́ı-

ve bylo ověřeno normálńı rozděleńı źıskaných dat. K tomuto účelu byly použity

výsledky Shapiro-Wilkova testu a Q-Q grafy naměřených hodnot (viz př́ıloha A).

Vzhledem k nepotvrzené normalitě dat byl použit při mnohonásobném porovnáńı

Kruskal-Wallis̊uv test. Při vyloučeńı nulové hypotézy byl proveden post hoc test

podle Dunnové. Akceptována byla hladina významnosti ≤ 0, 05.

Protože śıla testu mnohonásobného porovnáńı bývá nižš́ı než testu párového, by-

lo provedeno i párové porovnáńı výsledk̊u tahových zkoušek i hmotnostńıch úbytk̊u

vzork̊u vyňatých z médíı s explantovanými vzorky (výsledky v př́ıloze B).
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5 Výsledky

5.1 Tahová zkouška

Výsledky tahových zkoušek (viz Obr. 5.1, 5.2) ukazuj́ı, že modul pružnosti deľśım

časem stráveným v médíıch roste. Smluvńı mez pevnosti časem naopak klesá. Nej-

významněǰśı změny v mechanických vlastnostech můžeme pozorovat u vzork̊u ulo-

žených v SBF.

Obrázek 5.1: Počátečńı modul pružnosti kolagen/PLCL vzork̊u vystavených vy-

braným podmı́nkám po dobu 2 hodin, 7, 14 a 28 dn̊u (medián s mezikvartilovým

rozpět́ım, n=9)
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Obrázek 5.2: Smluvńı mez pevnosti kolagen/PLCL vzork̊u vystavených vybraným

podmı́nkám po dobu 2 hodin, 7, 14 a 28 dn̊u (medián s mezikvartilovým rozpět́ım,

n=9)

5.1.1 Statistické vyhodnoceńı tahových zkoušek

Statistické vyhodnoceńı proběhlo metodou mnohonásobného porovnáńı vždy po

skupinách. Média byla rozdělena na média na bázi soĺı (PBS, SBF), enzymatická

(PBS s kolagenázou, PBS s proteinázou K) a na bázi b́ılkovin (krevńı plazma,

DMEM, DMEM s fibroblasty (DMEMf)). Výsledky byly porovnány v dané sku-

pině spolu s výsledky explantovaných vzork̊u (in vivo) (Obr. 5.3 až 5.5). U většiny

naměřených dat se nepotvrdilo normálńı rozděleńı, proto byly použity neparamet-

rické metody. Statisticky významné rozd́ıly mezi soubory dat jsou vyznačeny *.
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5.1. TAHOVÁ ZKOUŠKA KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

Obrázek 5.3: Porovnáńı mechanických vlastnost́ı kolagen/PLCL vzork̊u vystave-

ných vybraným podmı́nkám po dobu 7 dn̊u (* znač́ı statisticky významné rozd́ıly,

p ≤ 0, 05, Kruskal-Wallis̊uv test, post hoc test podle Dunnové, n=9)
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5.1. TAHOVÁ ZKOUŠKA KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

Obrázek 5.4: Porovnáńı mechanických vlastnost́ı kolagen/PLCL vzork̊u vystave-

ných vybraným podmı́nkám po dobu 14 dn̊u (* znač́ı statisticky významné rozd́ıly,

p ≤ 0, 05, Kruskal-Wallis̊uv test, post hoc test podle Dunnové, n=9)
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5.1. TAHOVÁ ZKOUŠKA KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

Obrázek 5.5: Porovnáńı mechanických vlastnost́ı kolagen/PLCL vzork̊u vystave-

ných vybraným podmı́nkám po dobu 28 dn̊u (* znač́ı statisticky významné rozd́ıly,

p ≤ 0, 05, Kruskal-Wallis̊uv test, post hoc test podle Dunnové, n=9)
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5.2. HMOTNOSTNÍ ÚBYTKY KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

5.2 Hmotnostńı úbytky

Nejvýznamněǰśı hmotnostńı úbytky je možné pozorovat již po 7 dnech ve vy-

braných prostřed́ıch (viz Obr. 5.6). Pod́ıl na tom nese pravděpodobně rychlé
”
vy-

plaveńı“ kolagenu ze vzork̊u. Jediná proteináza K mohla mı́t v rámci tak krátkého

časového úseku vliv i na polylaktid. Během vymezeného času experimentu nedochá-

zelo jen k úbytk̊um hmotnosti. Jednalo se o bilanci mezi ztrátou materiálu a usa-

zováńım soĺı a v některých př́ıpadech i b́ılkovin na povrch vzork̊u. V př́ıpadě in vivo

experimentu mohlo doj́ıt k nár̊ustu hmotnosti i vlivem usazovańı složek tělńıch te-

kutin a obr̊ustáńı vzork̊u fibrózńı tkáńı.

Obrázek 5.6: Hmotnostńı úbytky kolagen/PLCL vzork̊u vystavených vybraným

podmı́nkám po dobu 7, 14 a 28 dn̊u (medián s mezikvartilovým rozpět́ım, n=8)
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5.2. HMOTNOSTNÍ ÚBYTKY KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

5.2.1 Statistické vyhodnoceńı hmotnostńıch úbytk̊u

Statistické vyhodnoceńı hmotnostńıch úbytk̊u bylo provedeno taktéž metodou

mnohonásobného porovnáńı. Použit byl neparametrický Kruskal-Wallis̊uv test a ná-

sledně post hoc test podle Dunnové. Statisticky signifikantńı rozd́ıly mezi soubory

dat jsou vyznačeny * (viz Obr. 5.7 - 5.9).

Obrázek 5.7: Porovnáńı hmotnostńıch úbytk̊u ∆m kolagen/PLCL vzork̊u vysta-

vených vybraným podmı́nkám po dobu 7 dn̊u (* znač́ı statisticky významné rozd́ıly,

p ≤ 0, 05, Kruskal-Wallis̊uv test, post hoc test podle Dunnové, n=8)
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5.2. HMOTNOSTNÍ ÚBYTKY KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

Obrázek 5.8: Porovnáńı hmotnostńıch úbytk̊u ∆m kolagen/PLCL vzork̊u vysta-

vených vybraným podmı́nkám po dobu 14 dn̊u (* znač́ı statisticky významné rozd́ıly,

p ≤ 0, 05, Kruskal-Wallis̊uv test, post hoc test podle Dunnové, n=8)

Obrázek 5.9: Porovnáńı hmotnostńıch úbytk̊u ∆m kolagen/PLCL vzork̊u vysta-

vených vybraným podmı́nkám po dobu 28 dn̊u (* znač́ı statisticky významné rozd́ıly,

p ≤ 0, 05, Kruskal-Wallis̊uv test, post hoc test podle Dunnové, n=8)
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5.3. OBRAZOVÁ ANALÝZA KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

5.3 Obrazová analýza

K hodnoceńı vlivu simulovaných tělńıch prostřed́ı na strukturńı vlastnosti ma-

teriál̊u bylo využito skenovaćı elektronové mikroskopie. Na základě poř́ızených sńım-

k̊u bylo možné provést kvalitativńı hodnoceńı vnitřńı struktury (př́ıkladem je Obr.

5.10). Sńımek A) zachycuje precipitáty soĺı vytvořené na vzorku, jenž byl uložený

v roztoku PBS po dobu 28 dn̊u. K přesněǰśımu rozboru byla provedena prvková

analýza. Sńımek B) dokumentuje absenci kolagenu, d́ıky ńıž lze pozorovat odhalená

nanovlákna. Úbytek kolagenu byl doprovázen častou delaminaćı vzork̊u v médíıch.

Vzorky použité při in vivo testech byly fixovány stehy, časem je nav́ıc částečně

obalila pojivová tkáň. Ze sńımk̊u je patrné, že rostla i mezi jednotlivými vrstvami

(fotografie D)), delaminace se proto vyskytovala v nižš́ım rozsahu. Na sńımku C) je

patrná delaminace vzorku a úbytek kolagenu mezi jednotlivými vrstvami po 28 dnech

v PBS s proteinázou K.
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5.3. OBRAZOVÁ ANALÝZA KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

Obrázek 5.10: SEM sńımky vzork̊u vystavených vybraným podmı́nkám po dobu

28 dn̊u: A) krystalizace soĺı na vzorku vyňatého z PBS (zvětšeno 10 000x), B) úby-

tek kolagenu ze vzorku uloženého v SBF (zvětšeno 500x), C) delaminace vzorku

uloženého v PBS s proteinázou K (zvětšeno 500x), D) vzorek z prostřed́ı in vivo

(zvětšeno 500x)
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5.4. EDS ANALÝZA KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

5.4 EDS analýza

Energiově disperzńı analýza potvrdila usazováńı lehkých prvk̊u na testovaných

materiálech (př́ıkladem je Obr. 5.11). U simulovaných tělńıch prostřed́ı se jednalo

předevš́ım o chlor a sod́ık. Naopak ve vzorćıch explantovaných z peritonea převládá

vápńık. Hmotnostńı pod́ıly prvk̊u z analyzovaných povrch̊u materiál̊u jsou zahrnuty

v př́ıloze C (Tab. C.1 - C.9).

Obrázek 5.11: Výsledky EDS analýzy vzorku uloženého v PBS po dobu 28 dn̊u

5.5 Biologické hodnoceńı

Dermálńı fibroblasty v čase 1 – 28 dńı vykazovaly rostoućı tendenci metabolické

aktivity a lze konstatovat, že buňky na materiálu byly po celou dobu experimentu

životaschopné (Obr. 5.12 F). Stejné pozorováńı bylo źıskáno pomoćı fluorescenčńı

mikroskopie (Obr. 5.12 A-E). Jejich počet se vizuálně zvyšoval. V časových bodech

14 a 28 dńı lze sledovat pravidelnou orientaci buněk dle vláken v materiálech (Obr.

5.12 E) či shlukováńı větš́ıho počtu buněk v jednom mı́stě (Obr. 5.12 D). Z výsledk̊u

vyplývá, že buňky byly po celou dobu experimentu aktivńı. Materiál lze označit za

biokompatibilńı.
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5.5. BIOLOGICKÉ HODNOCENÍ KAPITOLA 5. VÝSLEDKY

Obrázek 5.12: Biologické ověřeńı stavu buněk na materiálu. V časových bodech 1, 3,

7, 14, 28 dńı byly buňky barveny viabilńı látkou demonstruj́ıćı životaschopné buňky

rostoućı na materiálu (A-E) (zvětšeno 10x). Životaschopnost buněk byla ověřena

analýzou jejich metabolické aktivity, která v čase také rostla (F).
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6 Diskuse

Výsledky tahových zkoušek naznačuj́ı, že žádné médium nemělo stejný účinek

na materiál jako reálné tělńı prostřed́ı, kde kompozity degradovaly (alespoň z po-

hledu pevnosti) nejrychleji. Nár̊ust modul̊u pružnosti v čase mohl být zp̊usoben

uvolňováńım kolagenu z materiálu. Guidoin a kol. [26] stejně jako Lim a kol. [27] uka-

zuj́ı, že kolagenové impregnace a filmy mohou být (v závislosti na zp̊usobu př́ıpravy

a śıt’ováńı) rozpuštěny už v řádu hodin. Zvolená degradačńı prostřed́ı maj́ı na poly-

laktid i polykaprolakton během tak krátké doby minimálńı dopad. Během času strá-

veného v médíıch docházelo s největš́ı pravděpodobnost́ı k postupnému uvolňováńı

kolagenu, který modul pružnosti kompozit̊u snižoval. Úbytkem kolagenu tedy modul

pružnosti stoupl. Hodnota smluvńı meze pevnosti po čase opravdu klesá. Počátečńı

nár̊ust mohl být zp̊usobený nedostatečnou hydrataćı vzork̊u či rychlým úbytkem

kolagenu. Nejlépe z test̊u vyšla komplexněǰśı média na bázi b́ılkovin. Alespoň co se

podobnosti s tělńım prostřed́ım týká.

Dále byly stanoveny hmotnostńı úbytky. Zarážej́ıćı okolnost́ı může být významný

nár̊ust hmoty u vzork̊u použitých při in vivo testech. Vzorky časem obalila poji-

vová tkáň, kterou nebylo možné od vzork̊u oddělit. K úbytk̊um hmotnosti vzork̊u

vyňatých z médíı docházelo předevš́ım kv̊uli rozpouštěńı kolagenu. Jediná proteiná-

za K mohla mı́t během tak krátké doby vliv i na polylaktid. Zhang a kol. [28] pozo-

rovali degradaci kolagen/PLC scaffold̊u. Ačkoliv rychlost degradace byla v časovém

rozmeźı 21 dn̊u ńızká, zjistili, že výrazněǰśı hmotnostńı úbytek byl zaznamenán u sca-

ffold̊u s vyšš́ım obsahem kolagenu. Během doby strávené ve vybraných prostřed́ıch

nedocházelo jen k úbytk̊um, ale i k precipitaci soĺı z médíı a v př́ıpadě médíı na

bázi b́ılkovin, i k usazováńı b́ılkovin. To ukázali Suchý a kol. [9] pomoćı rentgenové

difrakce kolagenových scaffold̊u exponovaných v lidské krevńı plazmě, SBF a PBS.
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KAPITOLA 6. DISKUSE

Sńımky poř́ızené metodou skenovaćı elektronové mikroskopie potvrdily domněn-

ky ohledně výsledk̊u tahových zkoušek i stanovených úbytk̊u hmotnosti. Na foto-

grafíıch je možné pozorovat precipitáty soĺı, úbytek kolagenu i z prostoru mezi jed-

notlivými nanovlákennými vrstvami a v př́ıpadě explantovaných vzork̊u pror̊ustaj́ıćı

pojivovou tkáň. Ztráta kolagenu, jakožto spojovaćıho materiálu, mohla být d̊uvodem

časté delaminace vzork̊u. V prostřed́ı in vivo delaminaci ve větš́ım rozsahu zabránila

fixace stehy a vazivo.

Práce byla doplněna EDS analýzou, jej́ıž výsledky dokazuj́ı usazovańı lehkých

prvk̊u na povrchu materiálu. Mezi nejhojněji vyskytuj́ıćı se prvky patř́ı chlor a sod́ık.

U vzork̊u explantovaných z peritonea převládal vápńık.

Biologické hodnoceńı potvrdilo, že buňky jsou na zkoumaném materiálu aktivńı

po celou dobu experimentu. Kompozit lze označit za biokompatibilńı. Fibroblasty

vykazovaly rostoućı tendenci metabolické aktivity a jejich počet se na povrchu ma-

teriálu vizuálně zvětšoval. Fu a spol. [29] dokumentovali podobné výsledky. Na ob-

dobném materiálu (kolagen/PLCL) kultivovali buňky hladké svaloviny, jejichž počet

se zvyšoval s dobou kultivace.
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7 Závěr

Byla provedena experimentálńı analýza mechanických a strukturńıch vlastnost́ı

kolagen/PLCL kompozit̊u vystavených r̊uzným simulovaným tělńım podmı́nkám.

Účelem bylo porovnáńı degradace materiálu v simulovaném tělńım prostřed́ı s degra-

daćı v prostřed́ı in vivo. Vzorky uložené v médíıch po dobu 2 hodin, 7, 14 a 28 dn̊u

stejně jako explantované vzorky byly podrobeny jednoosým tahovým zkouškám.

Struktura byla popsána na základě sńımk̊u poř́ızených skenovaćı elektronovou mik-

roskopíı. Výsledky byly doplněny hmotnostńımi úbytky a prvkovou analýzou.

Degradace materiálu je komplexńı proces, který může být ovlivněn řadou fak-

tor̊u, v těle je to např. teplota, pH, aktivita buněk a mechanické namáháńı. Proto

nemůžeme očekávat, že médium zastane všechny funkce těla. Mechanické zkoušky

potvrdily, že degradace v tělńım prostřed́ı prob́ıhá alespoň z pohledu pevnosti rych-

leji než ve vybraných médíıch. T́ımto byla vyvrácena počátečńı hypotéza. Nejlépe, co

se podobnosti s tělńım prostřed́ım týká, vycházela média na bázi b́ılkovin (DMEM

s fibroblasty, DMEM či krevńı plazma). Je však ke zvážeńı, jak korektńı dané

výsledky jsou. Materiály po explantaci obsahuj́ı pojivovou tkáň, kterou nejsme

schopni odstranit. Nav́ıc u takto nehomogenńıch materiál̊u nemůžeme s jistotou

ř́ıci, že výsledky jsou zp̊usobeny pouze vlivy degradačńıho prostřed́ı a nikoli pouze

nehomogenitami v připravených vrstvách, př́ıpadně v celých kompozitech.

K popsáńı degradace materiálu v širš́ım rozsahu by bylo vhodné experiment dále

rozš́ı̌rit. Zkoumáńım mechanických a strukturńıch vlastnost́ı ve v́ıce časových bodech

by bylo možné sestavit matematický model, který by sloužil k predikci chováńı

daného materiálu. Následné testy by byly t́ımto zjednodušeny.
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[8] SUCHÝ, Tomáš, et al. Dry versus hydrated collagen scaffolds: are dry states

representative of hydrated states?. Journal of Materials Science: Materials in

Medicine, 2018, 29.2: 1-14.

40



LITERATURA LITERATURA
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2022-07-27]. Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Infra%C4%8Derv

en%C3%A1 spektroskopie s Fourierovou transformac%C3%AD

[16] ZHOU, Weilie, et al. Fundamentals of scanning electron microscopy (SEM).

In: Scanning microscopy for nanotechnology. Springer, New York, NY, 2006.

p. 1-40.

[17] EGERTON, Ray F. The scanning electron microscope. In: Physical principles

of electron microscopy. Springer, Boston, MA, 2005. p. 125-153.

[18] NGO, Phuc D. Energy dispersive spectroscopy. In: Failure Analysis of Integrated

Circuits. Springer, Boston, MA, 1999. p. 205-215.

41



LITERATURA LITERATURA

[19] ZHAO, Tianyi; JIANG, Lei. Contact angle measurement of natural materials.

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2018, 161: 324-330.

[20] HELLING, A. L., et al. In vitro enzymatic degradation of tissue grafts and

collagen biomaterials by matrix metalloproteinases: improving the collagenase

assay. ACS Biomaterials Science & Engineering, 2017, 3.9: 1922-1932.

[21] LU, Weiqiang, et al. The efficient expression of human fibroblast collagenase in

Escherichia coli and the discovery of flavonoid inhibitors. Journal of Enzyme

Inhibition and Medicinal Chemistry, 2013, 28.4: 741-746.

[22] SHIN, Min Kyung, et al. The effects of platelet-rich clot releasate on the ex-

pression of MMP-1 and type I collagen in human adult dermal fibroblasts: PRP

is a stronger MMP-1 stimulator. Molecular biology reports, 2014, 41.1: 3-8.

[23] MIKES, Petr, et al. Comparison and characterization of different polyester

nano/micro fibres for use in tissue engineering applications. Journal of In-

dustrial Textiles, 2021, 50.6: 870-890.

[24] RASBAND, W.S., ImageJ [software], US National Institutes of Health, Be-

thesda, Maryland, USA, 1997–2015, Dostupné z: http://imagej.nih.gov/ij
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analýze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
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tivity, která v čase také rostla (F). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
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teinázou K po dobu 28 dn̊u, n=10 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
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C.8 Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v DMEM s lidskými
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A Q-Q grafy

Přiložené Q-Q grafy (Obr. A.1 - A.9) byly jedńım z podklad̊u k potvrzeńı/za-

mı́tnut́ı hypotézy, že naměřená data pocháźı z normálńıho rozděleńı. Dále byl brán

v úvahu výsledek Shapiro-Wilkova testu.
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Obrázek A.1: Q-Q grafy naměřených modul̊u pružnosti vzork̊u vystavených vy-

braným podmı́nkám po dobu 7 dn̊u
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Obrázek A.2: Q-Q grafy naměřených modul̊u pružnosti vzork̊u vystavených vy-

braným podmı́nkám po dobu 14 dn̊u
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Obrázek A.3: Q-Q grafy naměřených modul̊u pružnosti vzork̊u vystavených vy-

braným podmı́nkám po dobu 28 dn̊u
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Obrázek A.4: Q-Q grafy naměřených meźı pevnosti vzork̊u vystavených vybraným

podmı́nkám po dobu 7 dn̊u
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Obrázek A.6: Q-Q grafy naměřených meźı pevnosti vzork̊u vystavených vybraným
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Obrázek A.7: Q-Q grafy hmotnostńıch úbytk̊u vzork̊u vystavených vybraným pod-

mı́nkám po dobu 7 dn̊u
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mı́nkám po dobu 14 dn̊u
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Obrázek A.9: Q-Q grafy hmotnostńıch úbytk̊u vzork̊u vystavených vybraným pod-

mı́nkám po dobu 28 dn̊u
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B Statistické vyhodnoceńı:

párovné porovnáńı

Ćılem práce bylo porovnat vliv r̊uzných simulovaných tělńıch prostřed́ı na ma-

teriál. Středem zájmu je ale rozd́ıl mezi simulovaným a reálným tělńım prostřed́ım.

Proto jsou v následuj́ıćıch tabulkách (B.1 až B.6) shrnuty výsledky statistických

párových test̊u porovnávaj́ıćı účinek simulovaných tělńıch podmı́nek a prostřed́ı

in vivo na mechanické vlastnosti a hmotnostńı úbytek vzork̊u.

Statistické vyhodnoceńı bylo provedeno v programu JASP [25]. Bylo ověřeno

normálńı rozděleńı źıskaných dat (viz př́ıloha A). Shoda rozptyl̊u byla zkontrolována

pomoćı Levenova testu. Student̊uv t-test (parametrický) byl použit v př́ıpadě potvr-

zené normality a shodných rozptyl̊u, v opačném př́ıpadě byl použit (neparametrický)

Mann-Whitneyho test.
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Tabulka B.1: Párové porovnáńı mechanických vlastnost́ı vzork̊u vystavených vybra-

ným podmı́nkám s vlastnostmi vzork̊u vystavených prostřed́ı in vivo po dobu 7 dn̊u,

p ≤ 0, 05 znač́ı statisticky významné rozd́ıly, n=9

E Rm

porovnáńı s test p test p

PBS Mann-Whitney 0,175 Mann-Whitney 0,080

SBF Mann-Whitney <0,001 Student <0,001

PBS s kolagenázou Mann-Whitney <0,001 Student <0,001

PBS s proteinázou K Mann-Whitney <0,001 Mann-Whitney 0,869

DMEM Mann-Whitney 0,067 Mann-Whitney 0,016

krevńı plazma Mann-Whitney 0,230 Student 0,017

DMEM s fibroblasty Mann-Whitney 0,193 Mann-Whitney 0,365

Tabulka B.2: Párové porovnáńı mechanických vlastnost́ı vzork̊u vystavených vy-

braným podmı́nkám s vlastnostmi vzork̊u vystavených prostřed́ı in vivo po dobu

14 dn̊u, p ≤ 0, 05 znač́ı statisticky významné rozd́ıly, n=9

E Rm

porovnáńı s test p test p

PBS Student <0,001 Mann-Whitney 0,003

SBF Mann-Whitney 0,002 Mann-Whitney 0,004

PBS s kolagenázou Student <0,001 Mann-Whitney 0,003

PBS s proteinázou K Mann-Whitney 0,003 Mann-Whitney 0,003

DMEM Mann-Whitney 0,006 Mann-Whitney 0,013

krevńı plazma Mann-Whitney 0,003 Mann-Whitney 0,007

DMEM s fibroblasty Student <0.001 Mann-Whitney 0,024
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Tabulka B.3: Párové porovnáńı mechanických vlastnost́ı vzork̊u vystavených vy-

braným podmı́nkám s vlastnostmi vzork̊u vystavených prostřed́ı in vivo po dobu

28 dn̊u, p ≤ 0, 05 znač́ı statisticky významné rozd́ıly, n=9

E Rm

porovnáńı s test p test p

PBS Student <0,001 Mann-Whitney 0,003

SBF Mann-Whitney 0,003 Mann-Whitney 0,007

PBS s kolagenázou Mann-Whitney 0,011 Mann-Whitney 0,006

PBS s proteinázou K Mann-Whitney 0,003 Mann-Whitney 0,013

DMEM Student <0,001 Mann-Whitney 0,007

krevńı plazma Mann-Whitney 0,003 Mann-Whitney 0,020

DMEM s fibroblasty Mann-Whitney 0,002 Mann-Whitney 0,002

Tabulka B.4: Párové porovnáńı hmotnostńıch úbytk̊u vzork̊u vystavených vybraným

podmı́nkám s úbytky vzork̊u vystavených prostřed́ı in vivo po dobu 7 dn̊u, p ≤ 0, 05

znač́ı statisticky významné rozd́ıly, n=9

∆m

porovnáńı s test p

PBS Student 0,008

SBF Student 0,002

PBS s kolagenázou Student 0,009

PBS s proteinázou K Student 0,002

DMEM Student 0,016

krevńı plazma Mann-Whitney 0,073

DMEM s fibroblasty Mann-Whitney 0,050
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Tabulka B.5: Párové porovnáńı hmotnostńıch úbytk̊u vzork̊u vystavených vybra-

ným podmı́nkám s úbytky vzork̊u vystavených prostřed́ı in vivo po dobu 14 dn̊u,

p ≤ 0, 05 znač́ı statisticky významné rozd́ıly, n=9

∆m

porovnáńı s test p

PBS Mann-Whitney 0,875

SBF Mann-Whitney 0,048

PBS s kolagenázou Mann-Whitney 0,016

PBS s proteinázou K Mann-Whitney 0,073

DMEM Mann-Whitney 0,048

krevńı plazma Mann-Whitney 0,461

DMEM s fibroblasty Mann-Whitney 0,106

Tabulka B.6: Párové porovnáńı hmotnostńıch úbytk̊u vzork̊u vystavených vybra-

ným podmı́nkám s úbytky vzork̊u vystavených prostřed́ı in vivo po dobu 28 dn̊u,

p ≤ 0, 05 znač́ı statisticky významné rozd́ıly, n=9

∆m

porovnáńı s test p

PBS Mann-Whitney 0,028

SBF Mann-Whitney 0,028

PBS s kolagenázou Mann-Whitney 0,048

PBS s proteinázou K Mann-Whitney 0,008

DMEM Mann-Whitney 0,016

krevńı plazma Mann-Whitney 0,154

DMEM s fibroblasty Mann-Whitney 0,106
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C Výsledky EDS analýzy

Tabulka C.1: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch materiálu, n=10

prvek C K N K O K S K

medián 60.12 17.76 21.99 0.14

dolńı kvartil 59.72 17.52 21.75 0.13

horńı kvartil 60.6 17.95 22.37 0.15

Tabulka C.2: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v PBS po dobu

28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 50,94 18,47 19,51 4,96 0,09 0,21 0,25 0,37 5,38 0,37 0,04

dolńı kvartil 49,85 16,92 18,47 4,27 0,03 0,17 0,19 0,33 4,62 0,34 0,03

horńı kvartil 51,31 19,10 19,96 6,21 0,13 0,21 0,26 0,38 6,55 0,41 0,05

Tabulka C.3: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v SBF po dobu

28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 47,51 16,33 18,82 5,94 0,24 0,26 0,23 0,28 10,35 0,47 0,32

dolńı kvartil 47,07 14,34 17,30 5,30 0,17 0,22 0,20 0,25 8,17 0,37 0,28

horńı kvartil 49,35 17,10 20,00 6,68 0,29 0,27 0,24 0,33 12,12 0,57 0,38
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Tabulka C.4: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v PBS s kolagenázou

po dobu 28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 49,65 17,59 18,35 6,35 0,04 0,21 0,21 0,28 6,81 0,51 0,03

dolńı kvartil 48,72 15,41 18,07 6,14 0,03 0,17 0,16 0,25 6,60 0,43 0,02

horńı kvartil 51,00 18,06 19,39 7,15 0,07 0,23 0,26 0,31 7,16 0,57 0,03

Tabulka C.5: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v PBS s pro-

teinázou K po dobu 28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 54,43 11,51 18,48 6,33 0,01 0,19 0,38 0,17 5,64 0,32 0,03

dolńı kvartil 52,15 9,47 14,67 5,26 0,00 0,10 0,30 0,15 5,19 0,28 0,03

horńı kvartil 57,09 14,50 23,77 7,77 0,08 0,24 0,51 0,49 8,24 0,36 0,04

Tabulka C.6: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v DMEM po dobu

28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 45,02 15,19 21,20 8,05 0,28 0,30 0,69 0,41 6,97 0,38 1,30

dolńı kvartil 43,44 14,32 20,16 7,09 0,03 0,10 0,42 0,37 6,18 0,32 0,78

horńı kvartil 46,24 16,31 22,40 10,57 0,33 0,33 0,88 0,46 8,58 0,47 1,73

Tabulka C.7: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v krevńı plazmě po

dobu 28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 50,78 17,46 20,92 5,04 0,11 0,24 0,17 0,71 4,28 0,27 0,09

dolńı kvartil 50,07 16,97 19,96 4,74 0,07 0,23 0,14 0,62 3,32 0,25 0,08

horńı kvartil 52,06 18,13 21,70 5,13 0,21 0,26 0,19 0,79 4,44 0,35 0,12
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Tabulka C.8: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch uložených v DMEM s lidskými

fibroblasty po dobu 28 dn̊u, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 47.74 15.03 22.98 7.03 0.26 0.31 0.33 0.46 5.17 0.50 0.25

dolńı kvartil 44.69 13.60 21.97 6.26 0.22 0.27 0.29 0.43 4.74 0.42 0.22

horńı kvartil 49.94 15.83 23.48 8.24 0.32 0.32 0.47 0.51 6.13 0.51 0.46

Tabulka C.9: Hmotnostńı pod́ıl prvk̊u [%] ve vzorćıch explantovaných z peritonea

po 28 dnech, n=10

prvek C K N K O K Na K Mg K Si K P K S K Cl K K K Ca K

medián 28.03 14.58 16.62 1.45 0.17 0.11 0.35 0.43 1.13 0.62 36.24

dolńı kvartil 27.56 14.38 16.20 1.36 0.08 0.10 0.20 0.40 0.77 0.46 35.67

horńı kvartil 29.01 15.25 17.08 1.53 0.17 0.13 0.50 0.52 1.39 0.73 36.67
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