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Seznam pouzitych symbolu a zkratek

Symbol Jednotky = Vyznam

Ao mm? Pocatecni prufez vzorku v rovin¢ kolmé na zatizeni
E MPa Elasticky gradient
N Okamzité tlakova sila
g Hedgesovo g
ho mm Pocatecni vyska vzorku
mo mg Pocatecni hmotnost vzorku pted degradaci
mr % Hmotnostni ubytek
mg mg Hmotnost vzorku na konci degradace

Rozsah souboru dat

p p-hodnota statistického testu

P % Mira porozity

r Koeficient pofadové biseridlni korelace

Ve mm’ Celkovy objem scaffoldu

Vi mm’ Objem hmoty ve scaffoldu

w MJ/m? Absorbovana energie

We % Utinnost absorbovani energie

o Hladina vyznamnosti statistického testu

Ah mm Zména vysky vzorku

€ Deformace vzorku

€0 % Horni mez deformace

c MPa Smluvni tlakové napéti

00 MPa Maximalni napéti v tlaku do horni meze deformace
620 MPa Napéti odpovidajici 20 % stabilni hladiny napé&ti
670 MPa Napéti odpovidajici 70 % stabilni hladiny napéti
Gpl MPa Stabilni hladina napéti

Zkratka Vyznam

pCT Pocitatova mikrotomografie

DHT Dehydrotermalni oSetfeni

EDC N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid
FTIR Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
FYZ Fyziologicky roztok

NHS N-hydroxysukcinimid

ORIG Nedegradovany scaffold

PBS Fosfatovy pufrovany roztok

PLA Lidska krevni plazma

PLGA Poly(mlécna-co-glykolova) kyselina

SBF Simulovana télni tekutina

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie



1 Uvod

V lidském téle se nachazi vice nez 200 kosti s riznou stavbou a velikosti, které slouzi jako
stavebni prvky, chrani zivotné dulezité organy a podporuji pohyb téla. Jejich spravna funkce je
tedy zasadni pro kvalitu naseho zivota. Traumata, degenerativni poruchy a onemocnéni kosti
Casto vyzaduji chirurgicky zdkrok, béhem n¢hoz je do téla implantovan biomaterial, ktery
zastupuje funkci ptivodni nativni tkané [1]. Pouziti biomateriali pro fixaci zlomenin a 1écbu
dalsich kosternich poranéni lze datovat do obdobi starovéké Egyptské a Etruské civilizace,
které pro tyto ucely pouzivaly kovové implantaty [2], nebo do obdobi pied 4 000 lety v Peru,
kdy byl pro 1é€bu traumatického poranéni lebky pouzit tenky plat zlata [3].

V soucasnosti je pro 1écbu traumatickych poranéni, infekci, nddorovych onemocnéni kosti
a dal$ich vyuzivano autolognich (od samotného pacienta), alogennich (od dérce) nebo
xenogennich (od jiného Zivoc¢isného druhu) kostnich §tépi. Alternativou je pouziti syntetickych
kostnich §tépi [4] z kovovych, keramickych nebo polymernich materidlt [5]. Klicovymi
parametry biomateridlli jsou mimo jiné biokompatibilita, biodegradabilita a mechanické a
strukturni vlastnosti [6]. Sledovani degradace biomaterialu je v idedlnim piipad€ provadéno na
zvitecim modelu. To neni z riznych divodi vzdy mozné, a proto je snaha degradaci, a s ni
souvisejici zménou mechanickych a strukturnich vlastnosti, v in vivo prostiedi co nejvérnéji
simulovat pomoci roztok.

Tato diplomova prace se zabyvad analyzou mechanickych a strukturnich vlastnosti
kolagennich scaffoldi degradovanych ve vybranych médiich simulujicich té€lni prostiedi
aporovnava je s vlastnostmi kolagennich scaffoldi degradovanych ve skute¢ném télnim
prostfedi pokusného zvifete.

Diplomova prace je soucasti studie, ktera byla finanén¢ podpofena grantovym projektem
Technologické agentury CR v ramci projektu &. TP01010055 (program GAMA?2), diléi projekt
,»Ovéfeni technologie zpracovani kolagenové disperze pro impregnaci poréznich povrchi
kotvicich ¢asti implantati“. Cilem studie je porovnani celkem jedendcti riznych nejcastéji
pouzivanych simulovanych prostiedi s prosttedim in vivo. Vlivy jednotlivych prostiedich byly
oveéfovany na modelovych vzorcich (kolagenovych scaffoldech), které byly vybrany jako

zastupce jednoho z nejcastéji pouzivanych biomaterial v implantologii.
1.1 Motivace

Pfi navrhovani nového biomateridlu pro pouziti v klinické praxi je nezbytné otestovat

vSechny vlastnosti materialu — chemické, mechanické i strukturni. Pfi jejich zjiStovani je ovsem



tteba vzit v potaz prostiedi, ve kterém budou materidly nakonec pouzity. Suchy a kol. [7]
ukdzal, ze scaffoldy v suchém, nehydratovaném stavu maji vyrazn¢ odliSné mechanické
vlastnosti oproti hydratovanym materialim. Je tedy nutné testovat hydratované biomaterialy,
protoze hydratovany stav materialu vérnéji simuluje skutecné télni prostiedi.

Testovani materialil na zvifecich modelech je, zejména na pocatku vyvoje biomateridlu,
obtizné kvuli pfisnym etickym pravidlim aje mozné jej pouzit zpravidla az na konci
vyvojového cyklu biomateridlu. Proto je vhodné pro experimentalni ¢ast vyvojového procesu
vyuzit in vitro simulaci télniho prostfedi. K tomu prostiedi je mozné vyuzit fadu riiznych
simulacnich roztokt, z nichz kazdy ma jiny vliv na degradaci materidlu a jeho mechanické,
chemické i strukturni vlastnosti [8].

Z divodu, ze skute¢né télni prosttedi ma velmi komplexni chemické sloZeni, je zifejmé, Ze
in vitro simulace budou pouze aproximovat interakce mezi Zivymi tkdnémi a materidlem. V této
praci bude zhodnocen degradac¢ni vliv 4 vybranych anorganickych, neenzymatickych
simulovanych télnich prostfedich na kolagenni scaffoldy abude porovnan s degradaci
kolagennich scaffoldd v in vivo podminkach zvifeciho modelu. Kolagenni scaffoldy budou
analyzovany mechanickymi zkouskami v tlaku, méfenim hmotnostnich ubytkli, pomoci

skenovaci elektronové mikroskopie, pocitacové mikrotomografie a infraervené spektroskopie.
1.2 Cile prace

Hlavnimi cili prace bylo ur€eni a statistické vyhodnoceni téchto parametrii ziskanych
z tlakovych zkousek kolagennich scaffoldi:

1. elasticky gradient,

2. stabilni hladina napéti,

3. absorbovani energie a

4. 1cinnost absorbovani energie
a porovnani vlivu simulovanych télnich prostfedich na kolagenni scaffoldy se skutecnym
télnim prostiedim.

Vedlejsimi cili prace bylo:

1. zméfit hmotnostni ubytky testovanych scaffoldd,

2. provést strukturni analyzu pomoci skenovaci elektronové mikroskopie a mikro-CT a

3. provést spektralni analyzu pomoci infracervené spektroskopie.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kostni tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inZenyrstvi je obor, ktery vyuziva biokompatibilni a biodegradabilni materialy
k tvorbé struktur, napodobujicich lidskou tkan. Cilem tkanového inZenyrstvi je vytvofit
biologické néhrady, které budou udrzovat, opravovat nebo vylepSovat funkci poskozenych

tkani. Koncept tkanového inzenyrstvi ukazuje Obrazek 1 [6; 9].

Obrazek 1: Schéma procesu tkanového inZenyrstvi [6].

Kostni tkan ma regenerativni schopnosti a do ur¢ité miry dokaze poranéni sama zahojit.
V piipadé poskozeni tkadn¢ presahujici kriticky rozsah, které mize byt zptisobeno napftiklad
vaznym traumatem, vrozenou vadou, osteopordézou nebo nadorovym onemocnénim, je nutné
provést chirurgicky zdkrok. V soucasnosti je pii téchto operacich provedena autologni,
allogenni nebo xenogenni transplantace kostniho $tépu. V nékterych ptipadech mohou byt
vyuzity také polymerni, kovové nebo keramické nahrady kostni §tépu [4].

Perspektivnim pfistupem v 1é¢bé poranéni vyzadujicim invazivni zakrok je tkanové
inzenyrstvi. Timto zplisobem je mozné pacientovi poskytnout adekvatni a efektivni 1écbu

a soucasné snizit zatéz na darce tkane. Tkéanové inzenyrstvi také umoziiuje provést 1€cbu
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sjedinym chirurgickym zakrokem. Mechanické a degradacni vlastnosti implantovaného

scaffoldu ovlivni integraci implantatu do nativni tkané [4].
2.2 Kli¢ové vlastnosti materiali tkanového inZenyrstvi

Vhodnost materidli pro pouziti vtkanovém inzenyrstvi se hodnoti podle nékolika
klicovych kritérii, kterymi jsou biokompatibilita, biodegradabilita, mechanické vlastnosti,

struktura scaffoldu a vyrobni technologie [6].
2.2.1 Biokompatibilita

Prvnim z pozadavkli na materidly pro vyrobu scaffoldi je biokompatibilita s lidskym
télem. To znamend, Ze pouzity material musi v hostitelském téle vyvolat pozadovanou reakci
a nesmi zplsobit nezddouci zanétlivou reakci imunitniho systému, ktera by mohla prodlouzit
proces hojeni nebo zpiisobit odmitnuti materialu télem. Zadny material ovem neni univerzalngé

biokompatibilni, volba materialu tedy zalezi na konkrétni aplikaci [5; 6].
2.2.2 Biodegradabilita

Biodegradabilita neboli rozlozitelnost a vstiebatelnost materidlu v téle, patii mezi zasadni
faktory pfi volbé materialu scaffoldu. Scaffoldy slouzi jako podpora pro obnovu pfirozené tkané
a pomahaji zachovat strukturu a mechanické vlastnosti regenerované tkané. Je tedy nutné, aby
materidl idedln¢ degradoval stejné rychle, jako se tvofi nova tkan a byl postupné resorbovan

a nahrazen nov¢ vytvorenou tkani [6; 10].
2.2.3 Mechanické vlastnosti

Spravné mechanické vlastnosti scaffoldu jsou kritické pro tispé$né implantovani scaffoldu.
Implantovany scaffold musi mit mechanické vlastnosti co nejvice shodné s mechanickymi
vlastnostmi tkan€ v mist¢ implantovani. Je také nezbytné, aby si scaffold zachoval své
mechanické vlastnosti i po implantaci a mohl podporovat irekonstrukci tkdni pfenasejici
zatizeni, jako jsou kosti a chrupavky. Z tohoto diivodu je nutné dopiedu znat, jakym zpiisobem

se mechanické vlastnosti scaffoldu méni v pribehu 1écby [6; 11].
2.2.4 Struktura scaffoldu

Struktura scaffoldu vyrazné ovliviiuje jeho G¢innost po implantaci. Jeho porézni struktura
s propojenymi pory umozinuje migraci bunék do prazdnych prostorti ve scaffoldu, jejich

rovnomérné rozloZeni a vaskularizaci vnitinich oblasti scaffoldu. Dochdzi tak k proristani
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scaffoldu tkéni a zvySuje se mechanickd stabilita regenerované tkané. Dulezité¢ strukturni
faktory pfi navrhovani scaffoldli jsou primérna velikost port, rozlozeni port, tvar a objem
port, jejich propojeni a drsnost stén pora. Prili§ malé pory brani v penetraci bun¢k do scaffoldu,
tvorbé extracelularni matrice a vaskularizaci. Propojeni port je kritické pro zajisténi, ze buiky
od sebe nejsou vzdaleny vice nez 200 pm, umoziujici tak prenos kysliku a zivin a odvod

produkt metabolické aktivity bun¢k [6; 11].
2.3 Prehled materialu pro tkanové inZzenyrstvi

Biomateridly jsou materialy vyuzivané v mediciné, u kterych se predpoklada jejich kontakt
s zivymi tkdnémi. VéEtSina lidi se s prvnim biomateridlem setka ve formé zubnich plomb. Stale
vice osob se ovSem stava zavislymi na kloubnich implantatech a cévnich nihradach. Tyto
implantaty bezpochyby zvysuji kvalitu Zivota nejen starSich lidi, ale i mladych lidi s vrozenymi
vadami, srdecnimi poruchami nebo po zranéni [5].

Pro spravné pouziti biomaterialu je nutné brat v potaz vhodnou volbu materidlu, inzenyrsky
navrh a vyrobni proces. Material je nutné volit s ohledem na jeho mechanické vlastnosti
a biokompatibilitu. Pii volbé se nesmi zapomenout na fakt, ze dopady mechanickych
a chemickych faktort mohou byt fatdlni. Jedna se naptiklad o inavu materidlu, korozi nebo
opotiebeni. Koroze a degradace miizou vést k uvolnéni iontli do tkani a ndslednému vyvolani
alergickych reakci. Také je nutné si uvédomit, Ze biologické prostedi neni konstantni a neustéle
se v ném milZe ménit mnozstvi kysliku, volnych radikalti a bunécna aktivita [5].

Pro pouziti v biomateridlovych aplikacich jsou voleny kovy, keramika, polymery
a kompozitni materialy. Je mozZné je rozdé€lit do 3 kategorii podle druhu jejich pouziti [5]:

a. Inertni nebo relativné inertni materidly, které maji minimalni odezvu od
hostitelského prostredi.
b. Bioaktivni materialy, které stimuluji vazbu s okolnimi tkanémi.
c. Biodegradabilni materialy, které se po ur¢itém Case vstiebaji do okolnich tkani.
Pro své inertni vlastnosti jsou nejcastéji voleny kovy ajejich slitiny, bioaktivni

a biodegradabilni vlastnosti maji keramika a polymerni materialy [5].
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2.4 Kolagen jako biomaterial v tkannovém inZenyrstvi

2.4.1 Kolagen

Kolagen patii mezi nejvice rozsifené fibrilarni proteiny, a ptedevsim v savc¢ich tkanich plni
fadu mechanickych funkci. Tvoii vétSinovou Cast vazi a Slach, vétSinu organické matrice kosti
a nachazi se také v kiizi a cévach [12].

Do dnesniho dne bylo popsano 29 riiznych typa kolagenu a v§echny maji typickou troj
Sroubovicovou strukturu. Kolagen typu I, 11, III, V a XI tvoii kolagenni vlakna [13].

V soucasnosti se kolagen vyuziva v hydrogelech nebo kolagennich scaffoldech. Kolagen
poskytuje idedlni matrici pro mnoho typt bunék, nicméné studie ukazuji, ze kolagenni matrice
jsou biologicky aktivni a stimuluji migraci bunék v scaffoldech. Piestoze je znamo 29 typi
kolagenu, k vyrobé kolagennich biomateridlt se jich vyuziva pouze n€kolik. V soucasné dobé

je nejvice vyuzivany kolagen typu I [13; 14].
2.4.2 Molekula kolagenu

Kolagen se sklada ze tii polypeptidickych a fetézcl, které se diky jejich molekularni
struktufe skladaji dohromady. Kazdy o fetézec je sloZzen zpravidla z aminokyselin glycinu,
prolinu a hydroxyprolinu. [13; 14].

Existuje asi 25 riznych konformaci a fetézce. Kombinaci téchto fetézch ve skupinach po
ttech ziskavame praveé 29 typi kolagenu, které jsou doposud popsany [13].

Jednotlivé o fetézce tvofi tropokolagenni molekuly, které se nasledné spojuji do fibril
o primé&ru 10-300 nm. Nahromadéné fibrily poté tvoii kolagenni vlakna o priméru od 0,5 do

3 um. Hierarchickou strukturu kolagenni molekuly zobrazuje Obrazek 2. Pro biomateridlové

vvvvvv
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Obrazek 2: Hierarchicka struktura kolagenu. a) Kolagenni o fetézce tvofici troj Sroubovici. b) Spojené
tropokolagenni molekuly. ¢) Kolagenni fibril. d) Kolagenni vlakno [13].
Kolagen je mozné ziskat z mnoha zdroju. Lze jej extrahovat z témét vSech zvitat a druhd
tkani. NejcCastéji se vyuziva kaze, Slachy a kosti skotu, vepfova kuze, krysi ocasy, ryby a
meduzy. Kolagen ziskany z téchto Zivoc¢ichtl Ize vyuZzivat jak v prumyslu (napf. potravinaisky,

kosmeticky), tak v klinické praxi [13; 14; 15].
2.4.3 Vlastnosti kolagenu jako biomaterialu

Kolagen ma fadu vyhodnych vlastnosti, které jej délaji vhodnym kandidatem pro pouziti
v tkanovém inzenyrstvi. Diky jeho znacné roz§ifenosti v Zivych organismech se snadno ziskava
ve velkém mnoZstvi. Je biodegradabilni a snadno vstfebatelny, biokompatibilni a netoxicky pro
zivé organismy. Lze jej vyrobit v mnoha riiznych podobach, od malych prouzkt po velké 3D
struktury, a je mozné upravit jeho materidlové vlastnosti podle potteb. V neposledni fad¢ se
vyuziva jeho kompatibilita se syntetickymi polymery [16].

Nevyhody kolagenu jako biomateridlu jsou ptedevSim vysoka cena Cistého kolagenu,
vysoka variabilita ziskaného kolagenu (hustota sitovani, velikost vlaken), hydrofilie kolagenu,
kterd vede k bobtnani, variabilita v rychlosti enzymatické degradace a vedlej$i uCinky jako

mineralizace. Hlavni vyhody a nevyhody kolagenu shrnuje Tabulka 1 [16].
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Tabulka 1: Vyhody a nevyhody kolagenu jako biomateridlu [16].

Vyhody Nevyhody

Velké rozsiteni v organismech Vysoka cena cistého kolagenu
Biodegradabilita a vstiebatelnost Variabilita ziskané¢ho kolagenu
Biokompatibilita a netoxicita Hydrofilie a mineralizace
Kompatibilita se syntetickymi polymery Variabilita v enzymatické degradaci

2.4.4 Vyuziti kolagenu

Materialy na bazi kolagenu jsou velmi vyuzivané v rekonstruktivni medicing a farmacii.
Vyuzivaji se ve form¢ tenkych povlakt ijako 3D struktury (hydrogely a scaffoldy). Jejich
mechanické vlastnosti jsou ov§em vysoce ovlivnéné pitvodem kolagenu a také jeho naslednym
zpracovanim [17].

Z kolagenu je mozné vyrobit tenké povlaky. Ty jsou nasledné vyuzivany napiiklad
k cilenému dodévani 1€kt piimo do postizenych tkéni. Pomala degradace povlakil o tloust'ce
0,01-0,5 mm zplsobi postupné uvolfiovani 1éciv a dalSich latek, které jsou v povlaku
zakomponované. Timto zpisobem je mozné naptiklad 1éc¢it infekéni onemocnéni tkané pifimo
v mist¢, kde infekce probiha nebo podporovat tvorbu kostni tkané [16; 17].

Kolagenni kryty ran jsou pouZzivany pro lécbu vaznych popalenin a rtiznych dalSich typl
zranéni. Absorbuji velké mnozstvi zbytku tkan€, udrzuji u zranéni malo vlhké prostiedi a chrani
oblast pfed vnéjSimi vlivy, ¢imz zabranuji sekundarni infekci [16].

K 1é¢bé kostnich a chrupavkovych defektii a k podpofte rliistu nativni tkdné jsou vyuzivany
kolagenni hydrogely a scaffoldy. Kolagenni scaffoldy velmi dobfe simuluji strukturu kostni
tkan¢, a navic jejich porézni a adhezni vlastnosti vyrazné ovliviuji regeneraci kosti. Bylo také
prokazano, Ze kolagenni scaffoldy pozitivné ovliviluji proliferaci, pfilnavost a diferenciaci

chondrocytl a tim podporuji regeneraci chrupavky [14].
2.4.5 Sitovani kolagenu

Izolovany kolagen se vyznacuje nizkou mechanickou pevnosti a rychlou degradaci. Pro
vyuziti kolagenu v tkanovém inZenyrstvi jsou mechanické i chemické vlastnosti upravovany
fyzikélnim a chemickym sitovanim. Sitovani zplsobuje zpevnéni kolagennich vldken, a ta se

stavaji odolné&jSimi vici Siroké Skale vnéjSich vlivi [6; 18].
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Fyzikalni siovani

Pii fyzikdlnim sitovani jsou pievazné vyuzivany dvé metody — vystaveni teplu a UV
zateni. Tepelny zptisob spociva ve vystaveni zvySené teploté alespon 90 °C ve vakuu. Tento
proces se nazyva dehydrotermalni oSetfeni (DHT) a dochézi pfi ném v disledku vysoké teploty
a vakua k odstranéni molekul vody z kolagenu a naslednému vytvofeni mezimolekularnich
vazeb [18].

Vystaveni UV zafeni je oproti DHT rychlejsi a efektivnéjsi formou fyzikalniho sitovani.
Pti procesu dochazi ke vzniku volnych radikal, které spolu reaguji a tvoti vazby. Stejné jako
DHT neni ksitovani UV zéafenim tieba vyuzivat dals$i chemické prostfedky, které jsou
potencidlné cytotoxické. UV zafeni o vlnové délce 254 nm poskozuje geneticky materiél

mikroorganismu, diky cemuz dochdzi ke sterilizaci ozafované¢ho materialu [18].
Chemické sitovani

K chemickému sitovani je mozné vyuzit riizné chemické slouceniny. V soucasné dob¢
patii mezi nejvice vyuzivané napiiklad aldehydy (glutaraldehyd), dale se vyuziva genipin nebo
(smés N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochloridu a N-
hydroxysukcinimidu) [14; 18].

2.5 Degradace polymernich scaffoldu

Degradabilni polymery jsou takové polymerni materialy, které jsou schopné fungovat
v daném prostfedi po omezenou dobu a nasledné se kontrolované rozloZzi na latky, které je
metabolicky systém téla schopen vstiebat. Tyto materidly vyrazné omezuji riziko vzniku
komplikaci zptsobenych dlouhodobou ptitomnosti ciziho télesa v téle, kompletné odstranuji
nutnost druhé operace pro vyjmuti implantatu, ale také diky prorlstdni nativni tkané do
materidlu podporuji proces hojeni [19].
na implantovany materidl, tim dochéazi k jeho mensi degradaci. Také plati, Ze k ¢im mensi
degradaci dochazi, tim mensi je reakce okolni tkdn€. Na druhou stranu, $patna biokompatibilita
muze vést k vazné reakci nativni tkané, ¢imz dojde k sekreci enzymu a dalSich latek, které
okolni tkang. Tento cyklus je samoziejmée nezddouci a je tfeba mu zabranit. Jeho vznik totiz

muze vést k zavaznému poSkozeni implantatu, morbidité nebo smrti pacienta [20].

17



K degradaci biomateridlu miize dochazet v riznych fazich jeho existence. Na degradaci
polymeru maji krom¢ prostredi, kterému je material vystaven v kone¢né fazi jeho pouzivani
vliv i podminky pfi jeho vyrobé&, skladovani a sterilizaci [19].

Pii vybéru polymerniho materidlu do medicinské aplikace je degradace materialu
na prvnim misté seznamu bezpecnostnich kritérii. Je tedy dulezité najit odpoveéd’ na otazku, jak
se lisSi degradace biomateridlu v télnim prostiedi od degradace v externim prostiedi —

v degradacnich médiich [20].
2.5.1 Degradace polymerii in vivo

Mechanismy degradace polymert in vivo jsou z divodu velkého mnoZstvi aktivnich prvkia
v buitkach a mezibunééné tekutiné a také kvili velmi proménné struktufe polymerid slozité.
Prvnim ze zplsobl degradace je piipad, kdy je polymeru dodéna energie, kterd zptsobi
degradaci polymeru sekundarnimi reakcemi. Druhy typ degradace jsou hydrolytické procesy,
které zptsobi molekularni rozpad. U materialt, které jsou hydrolyticky stabilni, dochazi také
k degradaci, ato slozitym procesem bunécné degradace. Poslednim zpisobem degradace
materialu in vivo je degradace zplusobena volnymi radikaly. Obecné plati, ze hydrolyza je

nejpravdépodobnéj$im zpisobem degradace materidll in vivo [20].
Popis prostredi in vivo

Télni prostiedi 1ze popsat jako izotonicky roztok soli, ktery obsahuje fadu extracelularnich
komponent a bun¢k. DileZitou roli v biodegradacnim procesu hraji enzymy, nachazejici se jak
mimobunécné, tak i uvnitf pfitomnych bunék. Pro bunéénou degradaci jsou obzvlast’ dilezité

fagocytdzni bunky, které télu slouzi k obrané pied cizorodymi latkami [20].
Degradace hydrolyzou

Hydrolyza je dobfe popsany a Siroce pfijimany zpusob degradace materidlu v t€lnim
prostiedi. Hydrolyzu polymeru je mozné zjednodusené popsat jako rozpad chemickych vazeb
v disledku vystaveni polymeru vodnimu prostiedi. Rychlost hydrolytického procesu je mozné
ovlivnit pfitomnosti soli nebo enzyml, pH prostiedi, pfitomnosti kovovych iontd,

mechanickym namahanim a dal§imi faktory [19; 20].
Enzymaticka degradace

Enzymy slouZzi v chemickém procesu degradace jako katalyzatory, tedy snizuji mnoZzstvi

energie potiebné k provedeni chemické reakce. Dva typy enzymi jsou hydrolytické enzymy,
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které katalyzuji hydrolyzu (esterdza, pronaza, peptidaza), a oxida¢ni enzymy, které katalyzuji

oxidaci (oxidaza, oxigenaza) [20].
Degradace oxidaci

Béhem zanétlivych reakcich vylucuji leukocyty a makrofagy tadu vysoce reaktivnich
sloucenin kysliku, napt. superoxid (O2"), peroxid vodiku nebo oxid dusnaty. Reakci peroxidu
vodiku s kationtem Zeleza vznikd radikdl OH™. Oxidacni efekt téchto radikall a molekul

nasledn¢é miize zpusobit rozpad polymerniho fetézce a prispét k jeho degradaci [19; 20].
2.5.2 Nebunécna degradacni média

K predpovidani vlastnosti degradabilnich polymerti v t€lnim prostiedi se bézné vyuziva
degradac¢nich experimentil in vitro. Kvili komplexnimu sloZeni télnich tekutin se ¢asto stava,
ze vysledky in vitro studie jsou odlisné od in vivo experimentu. Vyssi rychlost degradace in
vivo muze byt zplsobena bunéfnou aenzymatickou aktivitou vtéle aproménnym
mechanickym zatizenim po implantaci. MenSi rychlost degradace in vivo muze zplsobit
napiiklad zabranéni pristupu vody do materialu. Rozdily mezi in vivo a in vitro experimenty
jsou pravdépodobné zplisobeny vnitinimi vlastnostmi biomaterialii a prosttedi. /n vitro studie
jsou ipfes to uzitecnym ndstrojem pro ziskavani informaci o degradaci materidlu v télnim
prostiedi a informace z nich ziskané slouZi jako ndvod pro provadéni studii in vivo [19].

Degradace materidlu je ovlivnéna volbou pouzitého degrada¢niho média, jak ukazal
napiiklad Suchy a kol. [8]. K simulaci konkrétniho mista implantace materialu je vhodné volit
ruzné degradacni roztoky. Nej€astéji se pouziva fosfatovy pufrovany roztok (PBS, Phosphate
Buffer Saline), dale je vyuZivana simulovand télni tekutina (SBF, Simulated Body Fluid),
fyziologicky roztok nebo krevni plazma [8; 19].

Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok je vodny roztok obsahujici 0,9 % (9 g/l) NaCl. Fyziologicky roztok
obsahuje pouze ionty sodiku a chléru, zadné dalsi ionty nejsou zastoupeny.

Simulovana télni tekutina

Simulovana télni tekutina (SBF) je roztok obsahujici témét identické koncentrace iont
jako v lidské plazmé. Kokubo a kol. vroce 1991 navrhli, Ze podminka pro spojeni umélého
materidlu s zivou kosti je tvorba apatitu na jeho povrchu. Ukazali, Ze je mozné reprodukovat

tvorbu apatitu in vivo v in vitro podminkach pti pouziti simulované télni tekutiny. To znamena,
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Ze je mozné ztvorby apatitu na povrchu materidlu v SBF pifedpovidat in vivo bioaktivitu

materialu [21]. SBF je kromé testd bioaktivity velmi Casto vyuzivdna i pro testy degradace

ruznych materidll [8; 22; 23; 24; 25].

Ackoli principem SBF je, ze obsahuje stejné koncentrace iontll jako anorganickd slozka

krevni plazmy, pivodni SBF viibec neobsahovala ionty SO>". Tento nedostatek nasledné

Kokubo a kol. opravili, a tak vznikla opravena simulovana télni tekutina (c-SBF). Koncentrace

iontll v SBF upravovali i dal$i autofi a dali tim vzniknout dal§im verzim SBF (r-SBF, n-SBF

a dalsi). Porovnani koncentraci iontl jednotlivych modifikaci SBF s krevni plazmou ukazuje

Tabulka 2 [21; 26].

Tabulka 2: Koncentrace ionti krevni plazmy v porovnani s vybranymi modifikacemi SBF [21].

Koncentrace iontti [mM]

Na* K* Mg3 CaZ Cl™ HCO3 | HPO%™ | S03~
Krevni plazma 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5| 148,8 4,2 1,0 0,0
c-SBF 142,0 5,0 1,5 2,5| 148,8 4,2 1,0 0,5
r-SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5
n-SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 4,2 1,0 0,5

Degradaci kolagennich scaffoldi v roztoku SBF sledoval naptiklad Suchy a kol. [8].

Ziskané mechanické vlastnosti a hmotnostni tibytky uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3: Hmotnostni ubytek a mechanické vlastnosti kolagennich scaffoldti degradovanych v SBF podle

Suchého a kol. Odecteno z grafu v [14]. Zaporny hmotnostni ubytek znac¢i nartist hmotnosti.

Doba expozice [dny] 0 7 14
Hmotnostni ubytek [%] 0 -2 -2
Elasticky gradient [MPa] 0,088 0,065 0
Stabilni hladina napéti [kPa] 10,1 10,2 0

Fosfatovy pufrovany roztok

Fosfatovy pufrovany roztok (PBS) je jednim znejrozsifenéjSich médii pro pouziti

v degradacnich experimentech. Mezi jeho vyhody patii snadnd dostupnost, jednoduché slozeni

a fyziologické pH. PBS obsahuje ionty PO%~ a anorganické soli jako NaCl a v nékterych

formulacich také KCI [8; 27].
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Degradace kolagennich scaffoldii v roztoku PBS byla provedena a analyzovana v pracich
Suchého a kol. [8] nebo Nazira a kol. [28]. Suchy a kol. pouzil kolagen typu I sitovany ¢inidly
EDC a NHS v poméru EDC:NHS = 4:1. Nazir a kol. pouzil kolagen typu I sitovany Cinidly
EDC a NHS v poméru EDC:NHS = 2:1. Wu a kol. [29] zkoumal degradaci scaffoldii z PLGA
(poly(mlécna-co-glykolova) kyselina) pokryté kolagenni vrstvou. Scaffoldy byly degradovany
v roztoku PBS za stalé teploty 37 °C po dobu 0-21 dni. Nazir a kol. a Wu a kol. nasledné ur¢ili
hmotnostni ubytky (viz Tabulka 4 a Tabulka 6). Suchy a kol. provedl komplexni analyzu
scaffoldi pomoci tlakovych zkouSek, hmotnostnich ubytkd, elektronové mikroskopie a dal§ich
(viz Tabulka 5).

Tabulka 4: Hmotnostni ubytky kolagennich scaffold degradovanych v PBS podle Nazira a kol. Odecteno z grafu
v [28].

Doba expozice [dny] 1 7 14 21

Hmotnostni ubytek [%] 0 6 11 17

Tabulka 5: Hmotnostni ubytek a mechanické vlastnosti kolagennich scaffoldi degradovanych v PBS podle
Suchého a kol. Odecteno z grafu v [8].

Doba expozice [dny] 0 7 14
Hmotnostni ubytek [%] 0 19 48
Elasticky gradient [MPa] 0,085 0,018 0,018
Stabilni hladina napéti [kPa] 9,9 2,5 3,2

Tabulka 6: Hmotnostni tbytek PLGA scaffoldi pokrytych kolagenem degradovanych v PBS podle Wu a kol.
Odecteno z grafu v [29].

Doba expozice [dny] 0 7 14

Hmotnostni ubytek [%] 0 0 4

Krevni plazma

Krevni plazma tvoii nejvétsi ¢ast krve v lidském téle. Zaujima asi 55 % celkového objemu
krve. Lidsk4 krevni plazma obsahuje kromé vody a soli mimo jiné také enzymy, proteiny,

hormony a elektrolyty [30].
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Degradaci kolagennich scaffoldii v krevni plazmé po dobu 0-14 dni pii 37 °C provedli
napiiklad Suchy akol. [8]. Ziskané vysledky hmotnostnich ubytktl, elastického gradientu
a stabilni hladiny napéti uvadi Tabulka 7.

Tabulka 7: Hmotnostni tibytek a mechanické vlastnosti kolagennich scaffoldi degradovanych v krevni plazmé

podle Suchého a kol. Odecteno z grafu v [14]. Zaporny hmotnostni ubytek znaci nariist hmotnosti.

Doba expozice [dny] 0 7 14
Hmotnostni ubytek [%] 0 -80 -80
Elasticky gradient [MPa] 0,091 0,06 0,06
Stabilni hladina napéti [kPa] 10 9,2 7,9

2.5.3 Metody méreni degradace kolagennich scaffoldi

Po vystaveni kolagennich scaffoldti pisobeni okolniho prostiedi, at’ uz télniho nebo
umeélého, dochdzi ke zméné jeho vlastnosti. Tyto zmény mohou zpUsobit, ze implantat pfestane
dostatecné plnit svou funkci nebo muize dojit k nezddouci reakci od okolni tkané. Je tfeba méftit
a kvantifikovat zmény, ke kterym v biomateridlu dochdzi v riznych fazich degradace
a zhodnotit jejich vliv na odezvu okolni tkan€ [19]. Jak ukazal Suchy a kol. [7], hydratovany
stav scaffoldu pfesnéji aproximuje skute¢né prostiedi, pro které byl dany material navrzen, nez
scaffold v suchém stavu aje tedy nutné mechanické a strukturni vlastnosti analyzovat na
hydratovaném scaffoldu.

V pocatecni fazi degradace dochazi ptevazné k difuzi vody do polymerni matrice. Téméf
nedochdzi ke zméné hmotnosti vzorku, molekularni hmotnosti, ani pevnosti v tahu. Hlavni
zmeény se v této fazi degradace objevuji na povrchu vzorku, ktery se stava drsnéjSim, zvySuje
se povrchova energie, a nakonec se projevuji chemické zmény zplisobené hydrolyzou [19].

Ve druhé fazi degradace dochdzi ke zmenSeni molekularni hmotnosti z divodu poruSovani
polymernich vazeb a difuze molekul do roztoku. To vede ke ztrat€ hmotnosti, zvétSeni porozity
a ztraté pevnosti [19].

Posledni faze degradace je charakteristickd rozpadem polymerni matrice, prudkym
poklesem molekularni hmotnosti a velkym hmotnostnim ubytkem. Nasleduje velky propad
mechanickych vlastnosti [19].

Meéieni degradace scaffoldii je mozné rozdélit na dva zakladni typy. Prvnim z nich je
povrchové méfeni (infracervena spektroskopie, rentgenova fotoelektronova spektroskopie),

které je nejvhodnéjsi pro hodnoceni degradace v prvni fazi, druhym typem je objemova analyza
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(hmotnostni ubytek, mechanické vlastnosti) pro popis degradace v pozd¢jSich fazich.
Mechanické vlastnosti se vyhodnocuji ztlakovych, tahovych nebo ohybovych zkousek,

povrchové mechanické vlastnosti je mozné ziskat pomoci nanoindentace [19; 31].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité materialy a priprava vzorki

K vyrobé scaffoldii byl pouzit kolagen typu I (VUP Medical, CR). Kolagen byl ponechan
k bobtnani v deionizované vod¢ po dobu 1 hodiny pfi teplot¢ 20 °C a nasledné¢ 10 minut
homogenizovan pifi 10000 ot./min. Po dalSich 60 minutich pii 20 °C byla disperze
homogenizovana 10 minut pfi 10 000 ot./min. a nalita do laboratornich desti¢ek s valcovymi
jamkami o pruméru 12 mm (48jamkovy kultivacni plast CELLSTAR, Greiner Bio-One GmbH,
Rakousko) (Obrazek 3, vlevo). Findlni koncentrace kolagenni disperze byla 4 hm. %.

Laboratorni desticky s kolagenni disperzi byly zmrazeny pii -80 °C (suchy led) po dobu 3
hodin a nésledné lyofilizovany (BenchTop Pro 8Z, VirTis, USA) do dosaZzeni konstantni
hmotnosti. Poté byla lyofilizovana kolagenova péna macena v roztoku 95 hm. % ethanolu
(Penta, CR) a vody s N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochloridem (EDC)
a N-hydroxysukcinimidem (NHS) (oboje Sigma-Aldrich, USA) v poméru EDC:NHS = 4:1
(hm./hm.) po dobu 24 hodin pfi teploté¢ 37 °C. Ke dvojitému promyti scaffoldi po dobu 45
minut bylo nasledn& pouzito 0,1 M Na,PO4 (Penta, CR). Nakonec byly scaffoldy proplachnuty
destilovanou vodou po dobu 30 minut, zmraZeny na teplotu -30 °C a lyofilizovany (Obrazek 3,
vpravo).

Z divodu zamysleného vyuziti kolagenovych scaffoldl jako zdravotnického prostiedku
a moznému ovlivnéni vlastnosti materialu byly v§echny vzorky sterilizovany metodou, kterou
by byly sterilizovany pfi skuteéném pouziti. Zvolena byla sterilizace gama zafenim pfi

standardni davce 25 kGy (Bioster, CR).

Obrazek 3: Priprava kolagennich scaffoldi. Vlevo kolagenni disperze ve 48jamkovém kultivacnim plastu,

vpravo lyofilizovany scaffold pfipraveny na experimenty.
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3.2 Pouzita média a popis expozice

K simulaci té€lniho prostiedi byla vybrana 4 nebuné¢nd, neenzymatickd média —
fyziologicky roztok (FYZ), fostatovy pufrovany roztok (PBS), simulovana télni tekutina (SBF)
a lidské krevni plazma (PLA) (viz Obrazek 4). Pro porovnani byly kolagenni scaffoldy
implantovany do peritonea prasat.

Fyziologicky roztok byl ptipraven jako 0,9 hm. % roztok NaCl v deionizované vod¢.

Fosfatovy pufrovany roztok byl zakoupen od Sigma Aldrich, USA.

Simulovana télni tekutina byla pfipravena podle originalniho postupu od Kokubo a kol.
[21].

Lidska krevni plazma od 7 déarci sriznou krevni skupinou, pohlavim a vékem,
s pfidanymi antibiotiky (penicilin, 20 mg/ml a streptomycin, 20 mg/ml; oboje Sigma-Aldrich,
USA) byla oddélena od plné krve podle Doporuceni R (95) 15 Evropského tidiciho ufadu pro
kvalitu 1€k a vyhlasky 143/2008 Sb., o stanoveni blizSich pozadavkd pro zajisténi jakosti
a bezpecnosti lidské krve a jejich slozek. Plazma byla oddélena od krve centrifugaci a do 6
hodin zmraZena na teplotu niz8i nez -25 °C. Vzorky plazmy byly podrobeny vySetfeni na
piitomnost infekénich chorob (HIV, HBV, HCV, syfilis). Zaroven byly ovéteny pozadavky na
sloZeni plazmy, tj. faktor VII (miniméln¢ 70 IU/100 ml), zbytkové buiiky (Cervené krvinky
<6 + 10%/1, leukocyty <0,1  10%/1, desti¢ky <50 « 10°/1) a obsah bilkovin (minimaln& 50 g/1).

Obrazek 4: Simulovana télni prostiedi pro degradaci kolagennich scaffoldu.

Ve vsech ptipadech byly scaffoldy s danym simulovanym télnim prostfedim umistény do
120ml naddoby. Pro dokonalé hydratovani vSech valecki byl z nddoby opakované¢ odsan vzduch,
¢imz doslo k nasati roztoku do scaffoldu a cely jeho objem se tak ponofil pod hladinu (Obrazek

5). Nadoby s roztokem a scaffoldy byly nasledné pevné uzavieny a umistény do inkubatoru
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s teplotou 37 °C a atmosférickym tlakem. Scaffoldy byly roztokim vystaveny po dobu 1
hodiny, 1, 7, 14 a21 dnli. Média byla kompletné ménéna kazdy tfeti den a po celou dobu

experimentu byla rutinné¢ monitorovana stabilni hladina pH.

Obrazek 5: Simulovana télni prostiedi s pln¢ hydratovanymi scaffoldy.

Experimenty in vivo byly provedeny na prasatech (Sus scrofa domesticus, cca 25 kg, ID
schvaleni projektu pokusit MSMT-33799/2021-4) v Biomedicinském centru Lékatské fakulty
Univerzity Karlovy v Plzni. Valecky ve skupinach po 5 byly nejprve zasity do kylni sitky, aby
bylo zajiSténo pevné a bezpecné vsiti do pokusného zvirete. Néasledné byly hydratovany po
dobu 1 hodiny ve fyziologickém roztoku. Implantace skupin scaffoldii byla provedena do
peritonea pokusného zvifete. Scaffoldy pfipravené pro implantaci do pokusného zvitete
a presnou pozici zaSiti zobrazuje Obrazek 6. Scaffoldy byly vystaveny télnimu prostfedi po
dobu 7, 14 a2l dnd. Po ukonceni experimentu byly scaffoldy explantovany z peritonea
a opatrné vystiihany ze sitky, aby nedoslo k jejich mechanickému poskozeni. Vzorky urcené
na tlakové zkousky byly umistény do fyziologického roztoku, vzorky uréené na ostatni

experimenty byly zmrazeny.

Obrazek 6: Kolagenni scaffoldy pfipravené pro implantaci do pokusného zvifete a scaffoldy implantované

v peritoneu.
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Pocatecni pocet vzorkil, které byly umistény do degradac¢niho prostiedi byl n = 10.
V prubéhu experimentu bylo n¢které ze vzorkli nutno vyfadit, zpravidla z divodu jejich

mechanického poskozeni nesouvisejiciho s degradaci.
3.3 Metodika experimentii

K zajisténi korektnosti experimentli a umoznéni jejich opakovatelnosti je nutné se fidit
pfedem danou metodikou experimentu. Pfesnd metodika zadroven umozni kvantifikaci zmén,
které pii degradaci probéhnou v oblasti mechanickych vlastnosti, hmotnostniho ubytku a
struktury materidlu. Pro vyhodnoceni namétenych dat je také tfeba navrhnout vhodné pouziti
statistickych metod.

Znadeni vzorki bylo provedeno ve formatu PROSTREDI DOBA PORADI, vyjadiujici
degradacni prostiedi, dobu degradace a potadové Cislo vzorku. Pro oznadeni prostiedi byly
pouzity zkratky, jejichz vyznamy uvadi Tabulka 8. Doba degradace byla uvadéna ve dnech, 0

oznacuje degradaci po dobu 1 hodiny.

Tabulka 8: Zkratky degrada¢nich prostedi pouzivané k oznacovani testovanych vzorka.

Zkratka Vyznam
ORIG Nedegradovany vzorek
FYZ Fyziologicky roztok
SBF Simulovana télni tekutina
PBS Fosfatovy pufrovany roztok
PLA Lidska krevni plazma
IN VIVO Skutecné télni prostiedi

3.3.1 Tlakové zkousky

Tlakova zkouska bude provedena podle CSN ISO 13314 Mechanické zkouseni kovii —
Zkouseni tvaritelnosti — ZkousSka poréznich a pénovych kovu tlakem.

Zkouska se provadi stlatenim zkuSebniho vzorku konstantni rychlosti mezi dvéma
kovovymi deskami pii konstantni teploté 10-35 °C. Pocate¢ni rychlost deformace musi byt
vrozmezi 107-102 s”!. Béhem zkousky je v priib&hu celého méfeni zaznamenavéana zavislost
zatézujici sily na posuvu, ze které jsou nasledné¢ vyhodnoceny mechanické parametry. Pro
vypocitani pozadovanych materidlovych parametra z tlakovych zkousek byl vyuzit vypocetni

software Matlab (R2021a, The MathWorks, Inc., USA).
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Zkusebni vzorky

Valcové vzorky musi mit praimér a vysku minimalné 10x vétsi, nez je primérna velikost
poéru a pomérna délka vzhledem k priiméru musi byt v rozmezi 1-2. Pocet zkuSebnich vzorki
musi byt minimalné 5.

Vyhodnocované parametry

Ze zavislosti sila-posuv se ziska smluvni zavislost napéti-deformace, ze které jsou
vyhodnoceny nasledujici parametry urcujici mechanické vlastnosti dané¢ho vzorku:
a) stabilni hladina napéti oy,
b) elasticky gradient E,
c) absorbovand energie W a

d) ucinnost absorbovani energie We.
Zavislost napéti-deformace

Z pocatecnich rozméri vzorku a znalosti pracovni zédvislosti sila-posuv je mozné ziskat
smluvni kiivku napéti-deformace.
Tlakové smluvni napéti o je definované jako pomér okamzité sily a poc¢atecniho prifezu
vzorku a vypocita se pomoci vztahu
F
0 =— [MPal], (1)
Ag
kde F [N] je okamzita sila a 49 [mm?] po&ate¢ni priifez vzorku v roviné kolmé na osu zatizeni.
Deformace € je pomér zmény vysky vzorku Ah [mm] k jeho pocateéni vySce hy [mm)],
tedy

Ah

= e [—]. (2)

€

Stabilni hladina napéti

Stabilni hladina napéti g, se urci jako aritmeticky praimér napéti mezi 20-30 % deformace.
Konec stabilni hladiny napéti nastava v okamziku, kdy smluvni tlakové napéti dosdéhne hodnoty
o = 1,30, [32]. Obrazek 7 znazoriiuje o, v reprezentativnim grafu zavislosti nap&ti —

deformace.
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Obrazek 7: Reprezentativni graf napéti — deformace vzorku PLA 0 03 s vyznacenim stabilni hladiny napéti gp.

Elasticky gradient

Elasticky gradient £ udava tuhost materidlu zavislou na poréznosti a nikoli jeho modul
pruznosti. UrCuje se z hysterezni smycky, ktera se objevi béhem zatézovani a odlehcovani
materidlu. Secna hysterezni smycky je ur€ena jejimi dvéma extrémy — 070 a 29, znacici 70 %,
resp. 20 % op. Tato seCna popisuje elastické chovani materidlu a jeji smérnice vyjadiuje

elasticky gradient [32]. Urceni elastického gradientu zn4zoriiuje Obrazek 8.
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5 Graficke znazorneéni E
T T

Namérena data
e Pfimka pro urceni E

-0,15 -0,1 -0,05 0
€[]
Obrazek 8: Grafické znazornéni urceni elastického gradientu vzorku PLA 0 03. Modra kiivka jsou naméfené

body z tlakové zkousky, ¢ervena piimka je seCna hysterezni kfivky, jejiz smérnice je elasticky gradient E.
Absorbovana energie a ucinnost absorbovani energie

Absorbovana energie W je definovdna jako plocha pod kfivkou zévislosti napéti na

deformaci. Vypocita se podle rovnice

€0

1
W=W . ode [M]/m3], (3)

kde €4 [%] je horni mez deformace, zpravidla 50 %, o [MPa] je smluvni tlakové napéti a € je
deformace [32].

Utinnost absorbovani energie W, se definuje jako podil absorbované energie W a souinu
horni meze deformace a maximalniho tlakového napéti do horni meze deformace. Vypocte se

podle rovnice

W, = w - 10% [%] 4)
¢ Op " €p ’
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kde W [MJ/m?] je absorbovana energie, 6y [MPa] je maximalni napéti v tlaku do horni meze
deformace a €, [%] je horni mez deformace [32]. Grafické znazornéni absorbované energie

a ucinnost absorbované energie zobrazuje Obrazek 9.

Grafické znazornéeni W a We

o [kPal

Bk i

-0,7 -0,6 -0,5 -04 -0,3 -0,2 -0,1 0
€ [-]
Obrazek 9: Grafické znazornéni W a W, v grafu zavislosti o na € vzorku PLA_0_03. Kfivka namétenych dat je

¢ernd, zelené oznacena plocha znazornuje absorbovanou energii W, podil zelené ku modré + zelené oznacuje

ucinnost absorbovani energie ..
3.3.2 Hmotnostni ubytky

Zmeény, které v materidlu probihaji béhem degradace, je mozné pozorovat a hodnotit
pomoci sledovani zmény hmotnosti materialu pied a po expozici degradacnimu prostiedi.

Scaffoldy byly zvazeny pred degradaci v daném prostfedi. Po degradaci byly scaffoldy
proplachnuty deionizovanou vodou, zmrazeny na -30 °C a vysuSeny do konstantni hmotnosti
lyofilizace a znovu zvazeny. Vzorky byly vdzeny na pétimistné analytické vaze XSE 105
DualRange (METTLER TOLEDO, USA).

Hmotnostni ubytek m; se nasledné vypocita podle jednoduchého vztahu
mo — My
m; = ———-100 [%], (5)
mo
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kde m, [mg] je pocate¢ni hmotnost vzorku pted expozici prostfedi a m; [mg] je hmotnost

vzorku na konci degradace.
3.3.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pted analyzou pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) byly vSechny vzorky
vysuSeny pomoci lyofilizace. Pro snimkovani byly vzorky fezu scaffoldy adjustovany pomoci
uhlikového terée na hlinikovy stab a na napragovaéce Leica EM ACE600 (Specion s.r.o0., CR)
v atmosféte Ar pokryty 15nm vrstvou Pt. SEM snimky byly pofizeny ve vysokém vakuu na
skenovacim elektronovém mikroskopu STEM Apreo S LoVac (ThermoFisher Scientific,
USA), zobrazeni na ETD detektoru (Everhalt-Thorney detektor) v sekundarnich elektronech za
pouziti standard use case, ve zvétSenich 100x-10 000x. Néhledy celych fezl byly sesazeny

s pouzitim programu Maps (3.13., ThermoFisher Scientific, USA).
3.3.4 Pocitacova mikrotomografie

Hodnoceni struktury vzorki pocitacovou mikrotomografii (uWCT) bylo provedeno pomoci
pfistroje SkyScan 1272 (Bruker micro-CT, Belgie) na pracovisti Stomatologické kliniky 1. LF
UK a VFN. Vzorek byl v suchém stavu umistén do plastové zkumavky, ta uloZena na nosic¢
vzorku a umisténa do skenovaci komory. Po pilotnich skenech a rekonstrukcich byly zvoleny
skenovaci parametry (velikost pixelu 7 pum, zdrojové napéti 60 kV, zdrojovy proud 166 pA,
rotace 180°, krok rotace = 0,2°, ¢as skenovani = 1 h, primérovani snimka (2), bez filtrovani).
Dataset projekénich snimkt byl rekonstruovan pomoci programu NRecon (Bruker, Belgie) do
datasetu prafezovych snimkd, které byly zakladem pro vizualizaci a analyzu. Vizualizace (2D
13D) byly pfipraveny pomoci programii DataViewer and CTVox (oba Bruker, Belgie). Analyza
struktury byla provedena s vyuzitim programu CTAn (Bruker, Belgie). Stanoveni oblasti zdjmu
(Volume of Interest), tedy objemu, ve kterém je analyza provedena a ktery obecné slouzi jako
zakladni referen¢ni objem, bylo provedeno pomoci Shrink-wrap 3D algoritmu.

Jako oblast zajmu pro vyhodnocovani kvantitativnich parametrii byl zvolen cely scaffold
(vélec nebo trubka). Z uCT analyzy byla nasledné v oblasti zdjmu vyhodnocena mira porozity
a primérna velikost pora.

Mira porozity scaffoldu P se urci podle jednoduché rovnice

— Vk 0
P=1-1 (%] ©)

Cc
kde V,, [mm?] oznacuje objem hmoty ve vzorku a V. [mm?] znaéi celkovy objem naskenovaného

vzorku.
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Velikost port byla ziskdna metodou sphere-fitting a primérna velikost port byla urcena

jako geometricky primér velikosti port.
3.3.5 Infracervena spektroskopie

Infracervena spektra byla métena pomoci spektrometru iS50 (Thermo Nicolet Instruments
Co., USA) v rozmezi od 4 000 do 400 cm™ pfi rozliseni 4 cm™. V priiméru bylo technikou ATR
provedeno 16 skent. Spektralni rozklad pasma amidu Ibyl proveden pomoci programu
OMNIC 7 (ThermoFisher Scientific, USA). Pocatec¢ni parametry pro prokladani dat kiivkou
byly ur¢eny pomoci kombinace metody druhych derivaci a Fourierovy dekonvoluce. VSechny

vzorky byly méfeny v 10-20 rtiznych mistech.
3.4 Statistické zpracovani dat

Z dtivodu objektivni interpretace dat a jejich porovnatelnosti je nutné naméfené hodnoty
statisticky zpracovat. Ke statistickému vyhodnoceni se vyuzivaji parametrické nebo
neparametrické statistické testy. Pro pouziti parametrickych testll je nejprve tfeba ovéfit
ptedpoklady, které podminuji jejich korektni pouziti. Mezi tyto ptedpoklady patii normalni
rozdéleni dat a homoskedasticita. Vyuziti neparametrickych testi neni podminéno splnénim
téchto podminek. VSechny statistické testy mohou byt pouzity pii splnéni podminek nahodného
vybéru dat ajejich vzajemné nezavislosti. Tyto podminky se zpravidla ptfedpokladaji
automaticky [33].

Pro grafické porovnani dat byly zkonstruovany krabicové grafy. Usecka uvniti krabice
zna¢i medidn datového souboru, horni a spodni okraj krabice vyznacuje horni a dolni kvartil
souboru. Vousy uvadi 1,5nasobek mezikvartilového rozpéti. V grafech jsou vyneseny také
odlehlé hodnoty, tedy hodnoty, jejichz vzdalenost od okraji krabice je vétsi nez 1,5nasobek
mezikvartilového rozpéti.

Ke statistickému vyhodnoceni namétfenych dat byl pouzit statisticky software JASP
(0.16.2.0, Amsterdamskéa univerzita, Nizozemsko) a grafické zpracovani bylo provedeno
v software Matlab (R2021a, The Math Works, Inc., USA). VSechny testy byly provedeny na
95% hladin€ spolehlivosti (a = 0,05) a statistickd vyznamnost byla ptijata pro p-hodnoty mensi

nebo rovny 0,05. Sila zkoumaného jevu byla kvantifikovana Hedgesovym g.
Normalita

Normalni rozloZeni vstupnich dat je dilezitou podminkou pro pouziti parametrickych

testdl. Pro malé vybéry 3 < n < 50 je vhodné pouzit Shapirav-Wilkav test normality [33].
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Pro potvrzeni vysledkli Shapirova-Wilkova testu normality byly zkonstruovany kvantil-
kvantilové grafy (Pfiloha 1), sjejichz pomoci byla vizualné¢ ovéfena normalita datovych

souboru.
Homoskedasticita

K testovani shody rozptylti vybértii z normélniho rozdéleni byl vyuzit Levenlv test

shodnosti rozptylt.
Parametrické testy

V piipadé, ze byly splnény podminky normality a shodnosti rozptylti vSech porovnévanych
soubort, byl pro vicenasobné porovnani pouzit parametricky test ANOVA a standardni post-
hoc test (parovy t-test) s Bonferroniho korekei. Pro porovnavani dvou soubort dat byl pouzit

Studenttv t-test.
Neparametrické testy

V piipadé, ze rozdéleni vybéru neni normdlni nebo neni splnéna podminka
homoskedasticity, je nutné k porovnani dvou vybéri vyuzit neparametricky test. Pro
vicendsobné porovnani byl zvolen Kruskal-Wallisiiv test apost-hoc test Dunnové
s Bonferroniho korekci. Parové porovnani bylo provedeno pomoci oboustranného Mannova

Whitneyova U testu.
Velikost vécného efektu

Pro hodnoceni velikosti efektu mezi dvéma statisticky vyznamné odliSnymi nezavislymi
soubory dat je moZzné vyuzit naptiklad Hedgesovo g nebo alternativné pro data, kterd nepochézi
z normalniho rozdéleni, nabizi JASP pro velikost vécného efektu vyuzit koeficient poradové
biseridlni korelace r (Rank-Biserial Correlation Coefficient). Hedgesovo g bylo pouZito pro
data vyhodnocend parametrickymi testy, » bylo pouzito pro data vyhodnocena
neparametrickymi testy. Interpretaci g uvadi Tabulka 9 [34]. Absolutni hodnota koeficientu
potadové biseridlni korelace » muze nabyvat hodnot zintervalu (0;1), kdy 0 vyjadiuje
zanedbatelny vécny efekt a1 znaci velky vécny efekt [35]. Pro snadnou orientaci ve
vyhodnocenych datech byl proveden pfevod z koeficientu potfadové biseridlni korelace » do
Hedgesova g podle vztahu (7) [36]:

2r

I=A= 2
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Tabulka 9: Hodnoceni velikosti vécného efektu v zavislosti na Hedgesové g [34].

Hedgesovo g Velikost vécného efektu
2<0,2

0,2<g<0,5 Maly efekt

0,5<g<0,8

08<g

35



4 Vysledky

4.1 Tlakové zkouSky

Celkem bylo tlakové zkousce podrobeno 201 kolagennich scaffoldi degradovanych v péti
ruznych prostiedi. Ac¢koli vSechna média maji simulovat télni prostfedi, mechanické vlastnosti
vzorkli degradovanych v rGznych prostfedi se liSi. Elasticky gradient vyjadfujici tuhost

porézniho materialu zobrazuje Obrazek 10.

Elasticky gradient
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Obrazek 10: Elasticky gradient kolagennich scaffoldi degradovanych v riznych prostfedich. Statisticky
vyznamné rozdily mezi datovymi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznaceny  (p < 0,05,
Kruskaltv-Wallisav test, post-hoc test Dunnové s Bonferroniho korekei, n = 6 + 10).

Z pohledu elastického gradientu materidlu je skutecné télni prostiedi nejlépe
aproximovano fyziologickym roztokem, kdy nebyly statistickym testem zjiStény vyznamné
odchylky ve stiednich hodnotach az do ¢asu expozice 21 dni (Obrazek 11). Ostatni média dobie
aproximuji tuhost porézniho materidlu vystavené¢ho prostiedi in vivo pouze v Case expozice

7 dni.
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Obrazek 11: Porovnani elastického gradientu scaffoldti degradovanych v simulovanych télnich prostfedich

a prostredi in vivo. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené x

(p < 0,05, oboustranny parovy Manntv-Whitneytv U test, n =7 + 10).

Vysledky, které poskytl statisticky test a Obrazek 11 byly zptesnény vypoctem Hedgesova

g (Tabulka 10). Ze ziskanych hodnot je ziejmé, ze fyziologicky roztok poskytuje nejpresné;si

aproximaci prostiedi in vivo v porovnadni s ostatnimi zkoumanymi prostfedimi ve vSech

casovych usecich.

Tabulka 10: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu medianti elastického gradientu scaffoldd

degradovanych v simulovanych télnich prostfedich a prostiedi in vivo. Barevné zvyraznéni bun¢k bylo provedeno

podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

Doba degradace | Degradacni prostiedi FYZ SBF PBS PLA
7 dni IN VIVO 0,17 0,41 0,76 0,40
14 dni IN VIVO 0,65
21 dni IN VIVO

Zajimavé je sledovat rozdil mezi SBF, kterd ma simulovat krevni plazmu, a skutecnou

krevni plazmou (Obrazek 12). U scaffoldi vystavenych médiu po dobu 1 dne je elasticky

gradient materidlu degradovaném v SBF oproti materidlu degradovanému v krevni plazmé
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vyssi 0 67,6 %. Scaffoldy vystavené SBF po dobu 21 dni maji oproti krevni plazmé nizsi
elasticky gradient az o 100 %.

5 Elasticky gradient vzorku v SBF a krevni plasmé
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Obrazek 12: Porovnani elastického gradientu vzorkt degradovanych v SBF a krevni plazmé. Statisticky
vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené « (p < 0,05, oboustranny parovy
Manndv-Whitneyav U test, n =7 + 10).

Tabulka 11 zobrazuje hodnoty Hedgesova g pii porovnani elastickych gradientt scaffoldi
degradovanych v SBF akrevni plazmé. Z tabulky je patrné, ze SBF a PLA jsou dobie
srovnatelnd pfi degradaci scaffoldi po dobu 7 a 14 dnf, kdy je velikost vécného efektu
zanedbatelna. Elastické gradienty hydratovanych vzorkt vykazuji stiedn€ velky vécny efekt.
Tabulka 11: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu medianti elastického gradientu scaffoldd

degradovanych v SBF a krevni plazmé. Barevné zvyraznéni bunék bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka

9).

Doba degradace Degradacni prostredi PLA
1 hodina SBF 0,71
1 den SBF
7 dni SBF 0,07
14 dni SBF 0,17
21 dni sBF 26
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Obréazek 13 zobrazuje stabilni hladinu napéti degradovanych vzorki, kterd vyjadiuje

pevnost poréznich scaffoldu.

Stabilni hladina napéti
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Obrazek 13: Stabilni hladina napéti kolagennich scaffoldi degradovanych v riznych prostredich. Statisticky
vyznamné rozdily mezi datovymi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznaceny  (p < 0,05,
Kruskaltv-Wallistv test, post-hoc test Dunnové s Bonferroniho korekei, n = 6 + 10).

Je patrné, ze pevnost scaffoldti degradovanych in vivo neni dobie aproximovana zadnym
z pouzitych simulacnich médii (viz Obrazek 14). Median stabilni hladiny napéti scaffolda
degradovanych po dobu 7 dnll v simulovanych télnich prostfedi se li§i od scaffold
degradovanych in vivo primérné€ o 30,6 %. Pfi vystaveni degrada¢nimu prostfedi po dobu 14
dntl je odchylka medidnd stabilni hladiny napéti simula¢nich médii oproti in vivo odlisna

pramérné o 72,4 % a pfi délce expozice 21 dni se jedna o primérnou odchylku 78,2 %.
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Obrazek 14: Porovnani stabilni hladiny napéti scaffoldi degradovanych v simulovanych télnich prostedich

a prostredi in vivo. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené x

(p £ 0,05, oboustranny parovy Manntiv-Whitneytv U test, n =7 + 10).

Vysledky ziskané Mannovym-Whitneyovym U testem byly ovéteny vypoctem Hedgesova

g (Tabulka 12). Je patrné, Ze hodnoty g se pohybuji nad hranici 0,8 znacici velky vécny efekt,

¢imz bylo potvrzeno, Ze pevnost scaffoldii degradovanych v prostfedi in vivo neni dobie

aproximovana zadnym ze zvolenych degradacnich médii.

Tabulka 12: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu mediant stabilni hladiny napéti scaffoldt

degradovanych v simulovanych télnich prostiedich a prostiedi in vivo. Barevné zvyraznéni bunck bylo provedeno

podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

Degradac¢ni prostiedi FYZ SBF PBS PLA

Doba degradace
7 dni IN VIVO
14 dni IN VIVO
21 dni IN VIVO

Stejn¢ jako u elastického gradientu je i stabilni hladina napéti vzorkli degradovanych

v SBF oproti vzorkiim degradovanych v krevni plazmé po dobu 1 dne vyrazné vyssi, v tomto

ptipad¢ se jednd orozdil 47,5 %. Statisticky vyznamny rozdil v pevnosti je iu vzorkd

degradovanych po dobu 14 dnti (51,9 %) a 21 dnti (100 %) (viz Obrazek 15).
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Obrazek 15: Porovnani stabilni hladiny napéti vzorkd degradovanych v SBF a krevni plazmé. Statisticky
vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené « (p < 0,05, oboustranny parovy
Manndv-Whitneyav U test, n =7 + 10).

Vypoctem Hedgesova g byla kvantifikovana velikost vécného rozdilu medianti stabilni
hladiny napéti scaffoldi degradovanych v SBF a plazmé. Bylo zjiSténo (Tabulka 13), Ze
velikost vécného efektu je velmi velka pro scaffoldy degradované po dobu 1 hodiny, 1 dne, 14
dnti a 21 dnti. Velikost rozdilu medianti pevnosti scaffoldi degradovanych po dobu 7 dnt je
podle Hedgesova g mala.

Tabulka 13: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu mediant stabilni hladiny napéti scaffolda

degradovanych v SBF a krevni plazmé. Barevné zvyraznéni bunék bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka
9).

Doba degradace Degradacni prostredi PLA
1 hodina SBF
1 den SBF
7 dni SBF
14 dni SBF
21 dni SBF

Obrézek 16 zobrazuje absorbovanou energii degradovanych kolagennich scaffoldi.
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Obrazek 16: Absorbovana energie kolagennich scaffoldd degradovanych v riznych prostredich. Statisticky
vyznamné rozdily mezi datovymi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznaceny  (p < 0,05,
Kruskaliv-Wallistv test, post-hoc test Dunnové s Bonferroniho korekei, n = 6 + 10).

Pti porovnavani vzorkl degradovanych v simulovanych prostfedich a prostiedi in vivo je
patrné, Ze skute¢né télni prostfedi neni dobfe aproximovano Zadnym ze simulac¢nich medii
(Obrazek 17). Absorbovana energie scaffoldii degradovanych po dobu 7 dnti v simulovanych
prostiedich se od scaffoldi degradovanych in vivo 1isi prumérné o 42,5 %, absorbovana energie
scaffoldi degradovanych po dobu 14 dnti se li§i primérné o 73,2 % a u vzorkl degradovanych

21 dnt je odli$na primérné o 80,4 %.

42



%bsorbované energie vzorku v simulovanych prostredich a in vivo

AS]
T

(@]
S o I

7 dni 14 dni 21 dni
Doba degradace

| |FYZ | |SBF PBS | |PLA | |IN VIVO

Obrazek 17: Porovnani absorbované energie scaffoldti degradovanych v simulovanych télnich prostfedich
a prostredi in vivo. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené x
(p £ 0,05, oboustranny parovy Manntiv-Whitneytv U test, n =7 + 10).

Rozdily kvantifikované statistickym testem byly podpofeny vypoctem Hedgesova g
(Tabulka 14). Hedgesovo g se pohybuje nad hranici 0,8 pro vSechny ¢asy degradace i vSechna
degrada¢ni média, znacici velky rozdil v medidnech absorbované energie.

Tabulka 14: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu medidnt absorbované energie scaffoldi

degradovanych v simulovanych télnich prostfedich a prostfedi in vivo. Barevné zvyraznéni bunék bylo provedeno

podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

Doba degradace | Degradaéni prostiedi FYZ SBF PBS PLA
7 dni IN VIVO

14 dni IN VIVO

21 dni IN VIVO

Rozdily v absorbované energii scaffoldii degradovanych v SBF a krevni plazmé ukazuje
Obrazek 18. Absorbovana energie scaffoldu, které byly degradovéany po dobu 1 hodiny v SBF
je oproti krevni plazmé niz$i o 24,1 %, u scaffoldli degradovanych 1 den v SBF je oproti krevni

plazmé vyssi 0 50,9 %, vzorky degradované 7 dni v SBF maji niz§i absorbovanou energii
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0 6,9 %, u vzorki vystavenych degrada¢nimu prostiedi 14 dnt je rozdil v absorbované energii

scaffoldii v SBF oproti plazmé 51,5 % a pti degradaci 21 dnti je tento rozdil roven 100 %.

Absorbovana energie vzorku v SBF a krevni plasmé
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Obrazek 18: Porovnani absorbované energie vzorkll degradovanych v SBF a krevni plazmé. Statisticky
vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené x (p < 0,05, oboustranny parovy
Manndv-Whitneyav U test, n =7 + 10).

Podle vypocitanych hodnot Hedgesova g (Tabulka 15) Ize fici, Ze z pohledu absorbované
energie je rozdil mezi SBF a plazmou velky ve vSech intervalech degradace, kromé 7 dnt.
U vzorkli degradovanych po dobu 7 dni je rozdil mezi mediany absorbované energie podle
Hedgesova g maly.

Tabulka 15: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu medidnt absorbované energie scaffolda

degradovanych v SBF a krevni plazmé. Barevné zvyraznéni bunék bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka

9).

Doba degradace Degradacni prostiedi PLA
1 hodina SBF
1 den SBF
7 dni SBF 0,45
14 dni SBF
21 dni SBF
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Utinnost absorbovani energie kolagennimi scaffoldy degradovanych v riznych
prostiedich zobrazuje Obrazek 19. Jak je vidét, ucinnost absorbovani energie je velmi odlisna

mezi vSemi sledovanymi prosttedimi.

Ucinnost absorbovani energie
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Obrazek 19: U¢innost absorbovani energie kolagennich scaffoldii degradovanych v riiznych prostiedich.
Statisticky vyznamné rozdily mezi datovymi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznaceny # (p < 0,05,
Kruskaltv-Wallistv test, post-hoc test Dunnové s Bonferroniho korekei, n = 6 + 10).

Obrazek 20 ukazuje parové porovnani mediant u¢innosti absorbovani energie mezi vzorky
degradovanymi in vivo av simulovanych télnich prosttedich. Podle Mannova-Whitneyova
testu jsou statisticky vyznamné rozdily mezi v§emi prostfedimi ve vSech ¢asech degradace,
kromé& prosttedi PBS ve 21 dnech vystaveni degrada¢nimu prostiedi. Primémy rozdil
v medidnech ucinnosti absorbovani energie scaffoldi degradovanych po dobu 7 dni
v simulovanych prostfedich oproti télnimu prostiedi je 31,4 %, v pfipadé vystaveni
degrada¢nimu prostiedi po dobu 14 dni je rozdil 53,9 % a u scaffoldii degradovanych 21 dnii
75,4 %.
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Obrazek 20: Porovnani ucinnosti absorbovani energie scaffoldi degradovanych v simulovanych télnich
prostiedich a prostiedi in vivo. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou
oznacené x (p < 0,05, oboustranny parovy Manntv-Whitneytuv U test, n =7 + 10).

Velikost rozdilu medianti i¢innosti absorbovani energie byla kvantifikovana Hedgesovym
g (Tabulka 16). Je vidét, ze pro scaffoldy degradované v PBS ain vivo po dobu 21 dnt je
velikost vécného efektu stfedné velka. Pro ostatni prostfedi a doby degradace je velikost
vécného efektu vétsi nez 0,8, tedy velka.
Tabulka 16: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu mediant u¢innosti absorbovani energie scaffolda

degradovanych v simulovanych télnich prostfedich a prostfedi in vivo. Barevné zvyraznéni bunék bylo provedeno

podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

Doba degradace | Degradac¢ni prostiedi FYZ SBF PBS PLA
7 dni IN VIVO
14 dni IN VIVO

21 dni IN VIVO

Pérové porovnani ucinnosti absorbovani energie scaffoldii degradovanych v SBF a plazmé
zobrazuje Obrazek 21. Je patrné, ze ucinnost absorbovani energie je vyznamné odliSna
u scaffoldli degradovanych v téchto simulovanych télnich prostfedich pro vSechny casy

expozice. Primérny rozdil mediant je 34,1 %.
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Obrazek 21: Porovnani G¢innosti absorbovani energie vzorkti degradovanych v SBF a krevni plazmé. Statisticky
vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené « (p < 0,05, oboustranny parovy
Manndv-Whitneyiav U test, n =7 + 10).

Hedgesovo g mediani ucinnosti absorbovani energie (Tabulka 17) scaffoldd
degradovanych v SBF a plazmé vychazi pro vSechny ¢asy degradace vétsi nez 0,8, tedy znaci
velky rozdil mezi mediany vyhodnocované veliciny.

Tabulka 17: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu mediant ucinnosti absorbovani energie scaffoldt

degradovanych v SBF a krevni plazmé. Barevné zvyraznéni bun¢k bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka
9).

Doba degradace Degradac¢ni prostiedi PLA
1 hodina SBF
1 den SBF
7 dni SBF
14 dni SBF

21 dni SBF

47



4.2 Hmotnostni ubytky

Obrazek 22 zobrazuje ubytek hmotnosti scaffoldit degradovanych v riznych degradacnich
prostiedich oproti scaffoldim v suchém stavu pred degradaci. Zaporna hodnota hmotnostniho

ubytku u scaffoldii degradovanych v krevni plazmé ain vivo znaci nariist hmotnosti po

degradaci.
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Obrazek 22: Hmotnostni ubytek my. scaffoldti degradovanych v riznych degradacnich prostredich. Zaporna
hodnota mp znaci nartist hmotnosti. Statisticky vyznamné rozdily mezi datovymi soubory v jednotlivych
¢asovych bodech jsou oznaceny # (p < 0,05, Kruskaliv-Wallistv test, post-hoc test Dunnové s Bonferroniho
korekei, n =5 + 10).

Porovnani ubytki hmotnosti scaffoldli degradovanych v simulovanych télnich prostfedich
se scaffoldy, které byly degradovany in vivo, ukazuje Obrazek 23. Z provedeného statistického
testu vyplyva, Ze se hodnoty m; scaffoldli ze simulovanych prostiedi statisticky vyznamné lisi
od scaffolda degradovanych in vivo ve vSech Casech degradace.

Hmotnostni tibytky byly porovnany i pomoci Hedgesova g. Z vyslednych hodnot g vychazi
sttedn¢ velky vécny efekt pii porovnani medidnii hmotnostnich tubytki scaffoldl
degradovanych v plazmé po dobu 7 a 14 dnii s medidny scaffoldi degradovanych in vivo. Pro

ostatni kombinace vychazi Hedgesovo g vétsi nez 0,8, znacici velky vécny efekt.
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Obrazek 23: Porovnani bytkd hmotnosti scaffoldi degradovanych v simulovanych télnich prostiedich
a prostredi in vivo. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory v jednotlivych ¢asovych bodech jsou oznacené x
(p <0,05, oboustranny parovy Manntiv-Whitneytv U test, n =5 + 10).
Porovnanim hmotnostnich ubytkl vzorkd degradovanych v SBF a krevni plazmé pomoci
Mannova-Whitneyova U testu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi medidny
hmotnostnich ubytkd ve vSech ¢asech degradace. Vypoctem g byl zjistén velky vécny rozdil

mezi mediany hmotnostnich tbytkt pro vSechny ¢asy expozice degrada¢nimu prostiedi.
4.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byla kvalitativné analyzovana vnitini
struktura scaffoldu pied degradaci a scaffoldii degradovanych po dobu 21 dnd v degradacnich
prostfedich (Obrazek 24 — Obrazek 27). Z obrazki je patrné, ze SBF a PBS vyrazné naruSuji
vnitini strukturu valcovych kolagennich scaffoldu, ze kterych po degradaci v téchto prostredich
zbyl pouze vnéjsi obal. Na snimcich s velkym zvétSenim (Obrazek 26, Obrazek 27) je patrné
usazovani cizorodych latek na kolagennich vlaknech ve scaffoldu. Lze si také vSimnout zmény

struktury pora degradovanych vzorkl oproti nedegradovanym.
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Obrazek 24: Snimky scaffoldl ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Zleva shora nedegradovany scaffold,

degradovany 21 dni ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé a in vivo. ZvétSeni 50x, méfitko 2 mm.
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Obrazek 25: Snimky scaffoldl ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Zleva shora nedegradovany scaffold,

degradovany 21 dni ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé a in vivo. Zvétseni 200x, métitko 500 pm.
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Obrazek 26: Snimky scaffoldi ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Zleva shora nedegradovany scaffold,

[

degradovany 21 dnti ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé a in vivo. ZvétSeni 1000x, méfitko 100 pm.
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Obrazek 27: Snimky scaffoldl ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Zleva shora nedegradovany scaffold,

degradovany 21 dni ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé a in vivo. Zvétseni 5000x, méfitko 20 pm.
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4.4 Pocitatova mikrotomografie

Ze skenti kolagennich scaffoldii pomoci uCT byly sestaveny 3D vizualizace (Obrazek 28).
Na prvni pohled je ziejmé, ze u scaffoldii degradovanych v SBF a PBS doslo k vyraznému

ubytku hmoty ve stfedu scaffoldu.

Obrazek 28: 3D vizualizace kolagennich scaffoldd ziskané z uCT. Zleva shora nedegradovany scaffold,

degradovany 21 dnu ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé a in vivo. Méfitko 2 mm.

Pomoci pCT analyzy byla kvantitativné vyhodnocena mira porozity, udavajici, jakou ¢ast
z celkového objemu scaffoldu tvoii pory a primérna velikost port. Ziskané hodnoty miry

porozity uvadi Obrazek 29, primérnou velikost pori uvadi Obrazek 30.
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Obrazek 29: Porovnani miry porozity v nedegradovaném scaffoldu a scaffoldech degradovanych po dobu 21

dnti. Oboustranny parovy Manntiv-Whitneytv U test, n = 3.
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Obrazek 30: Porovnani velikosti porti v nedegradovaném scaffoldu a scaffoldech degradovanych po dobu 21
dnii. Oboustranny parovy Manntuv-Whitneytv U test, n = 3.
Podle oboustranného péarového Mannova-Whitneyova U testu nejsou mezi
nedegradovanymi a degradovanymi scaffoldy v téchto dvou parametrech statisticky vyznamné
rozdily. Dle Hedgesova g je velikost vécného rozdilu stiednich hodnot miry porozity mezi

nedegradovanymi a degradovanymi scaffoldy velka (Tabulka 18).
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Tabulka 18: Hedgesova g vyjadfujici velikost vécného rozdilu stfednich hodnot miry porozity mezi
nedegradovanymi scaffoldy a scaffoldy degradovanymi po dobu 21 dnt v degradac¢nich médiich. Barevné

zvyraznéni bunék bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

FYZ SBF PBS PLA IN VIVO

ORIG

V ptipad¢ velikosti port je podle Hedgesova g velikost vécného rozdilu stfednich hodnot
mezi nedegradovanymi scaffoldy a scaffoldy degradovanymi ve fyziologickém roztoku malé a
mezi nedegradovanymi scaffoldy a scaffoldy degradovanymi in vivo sttedni. Velikost vécného
rozdilu velikosti port mezi nedegradovanymi scaffoldy a scaffoldy degradovanymi v SBF, PBS
a krevni plazmé je velka (Tabulka 19).

Tabulka 19: Hedgesova g vyjadfujici velikost vécného rozdilu stfednich hodnot velikosti pért mezi

nedegradovanymi scaffoldy a scaffoldy degradovanymi po dobu 21 dnt v degradac¢nich médiich. Barevné

zvyraznéni bunék bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

FYZ SBF PBS PLA IN VIVO
ORIG 0,22 0,71

4.5 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie (FTIR) byla vyuzita k analyze kolagenni struktury
nedegradovanych scaffoldii a scaffoldi degradovanych po dobu 21 dnid. FTIR spektrum
kolagenu obsahuje 5 amidovych pasem (A, B, I, II, IIT) (Obrazek 31). Obrazek 31 dale obsahuje
spektra vzorkl kultivovanych s lidskymi dermalnimi fibroblasty (in vitro), které byly soucasti

provadeéné studie, ale nejsou soucasti této diplomové préce.
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Obrazek 31: Porovnani FTIR spekter kolagennich scaffoldti degradovanych v riznych médiich.
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Pasmo amidu Ibylo rozlozeno na né&kolik podpasem. Pasmo na 1660 cm™ vyjadiuje
existenci nativni kolagenni troj§roubovicové struktury [37]. Velikost plochy pasma 1660 cm’!
uréuje mnozstvi kolagenu v daném vzorku. Statistické porovnani plochy pasma 1660 cm’!

degradovanych scaffoldii s nedegradovanymi scaffoldy ukazuje Obrazek 32.
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Obrazek 32: Porovnani ploch pasma 1660 cm™ v pasmu amidu I v nedegradovaném scaffoldu a scaffoldech
degradovanych po dobu 21 dnd. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory jsou oznacené = (p < 0,05,
oboustranny parovy Manntv-Whitneytv U test, n = 10).

Statisticky test ukazal, e mediany ploch pasma 1660 cm™ se lisi mezi nedegradovanymi
scaffoldy avzorky, které byly degradovany v PBS, plazmé ain vivo. U scaffoldi
degradovanych v PBS se jedna o rozdil 8,5 %, v plazmé je rozdil 49,1 % a in vivo je rozdil
21,8 %. Hedgesova g ukazuji velky vécny rozdil plochy 1660 cm™ mezi nedegradovanymi
vzorky a scaffoldy degradovanymi ve vSech degradacnich médiich Tabulka 20.

Tabulka 20: Hedgesova g vyjadiujici velikost vécného rozdilu medianti ploch pasma 1660 cm™ v pasmu

amidu I mezi nedegradovanymi scaffoldy a scaffoldy degradovanymi po dobu 21 dnti v degrada¢nich médiich.

Barevné zvyraznéni bunék bylo provedeno podle stupnice z [27] (Tabulka 9).

FYZ SBF PBS PLA IN VIVO

ORIG

Krevni plazma obsahuje mnozstvi proteinit (albuminy, globuliny, fibrinogeny a dalsi).
Mozna adsorpce nékterych proteinit anizkd koncentrace adsorbovanych komponent
znemoznuje presné zdlvodnéni vyznamného zvySeni plochy trojSroubovicové kolagenni

struktury.
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Prostiedi in vivo ma diky ptitomnosti bunék, enzymu a hormonii pfedpoklady k piestavbé
aremodelaci pivodni kolagenni hmoty. Nova kolagenni vlakna pravdépodobné obsahuji
nevyzralé bivalentni vazby, které se postupné pfeméni na trivalentni. Pomoci poméru pasem
1660 ¢cm/1690 cm™ lze ur¢it podil trivalentniho (vyzralého) kolagenu a bivalentniho
(nevyzralého) kolagenu [38]. Porovnanim tohoto poméru u nedegradovanych scaffoldi
s degradovanymi scaffoldy in vivo byl zjistén 38,2% nartst po degradaci in vivo. To naznacuje,

ze v télnim prostiedi skutecné dochazi k prestavbé kolagenu z nevyzralého na vyzraly.
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5 Diskuse

Ze ziskanych vysledki je patrné, ze kazdé degradacni prostiedi ma rozdilny vliv na
mechanické a strukturni vlastnosti kolagennich scaffoldi.

Elasticky modul pruznosti scaffoldi degradovanych 21 dnt ve fyziologickém roztoku je
oproti elastickému modulu hydratovanych scaffoldi nizsi o 55,1 %. Kvili velkému rozptylu
naméfenych hodnot se ovSem nejedna o statisticky vyznamny rozdil. Se zvySujicim se ¢asem
degradace dochdzi ke snizovani pevnosti i absorbované energie a zvysuje se i¢innost absorpce
energie. V pribehu degradace prakticky nedochazi k ubytku hmotnosti téchto vzorka ani ke
statisticky vyznamné zméné¢ mnozstvi kolagenu ve scaffoldech. Primérna velikost port
scaffoldii je v porovnani s nedegradovanymi scaffoldy stejnd, ale objevuje se zde vétsi
variabilita velikosti pord mezi jednotlivymi vzorky. Pokles miry porozity naznacuje snizeni
poctu port ve scaffoldu, ptfipadné jejich uzavirani. Ze snimkl ze skenovaci elektronové
mikroskopie je zfejmé, Ze dochdzi ke zméné vnitini struktury scaffoldu a usazovéni iontd na
vlaknech. Kombinaci téchto jevi by se dal prisoudit ibytek absorbované energie, ktery znaci,
ze se material staivd méné houzevnatym. Zmeénou vnitini struktury by bylo mozné vysvétlit
sniZeni pevnosti v tlaku az 0 36,7 %.

Scaffoldy degradované v PBS vykazuji vyznamny pokles vSech zkoumanych
mechanickych vlastnosti se zvySujicim se asem expozice v degrada¢nim médiu. Elasticky
gradient se pohybuje v rozmezi (71,08-18,03) kPa pro dobu degradace 0-14 dnti. To odpovida
elastickému gradientu zjisténém ve studii Suchy a kol. [8], kde se jeho hodnoty pro stejné casy
degradace pohybuji v rozmezi (85-18) kPa. Stabilni hladina napéti scaffoldi degradovanych
v PBS vychazi pro degrada¢ni ¢asy 0-14 dnl v intervalu (5,77-1,89) kPa. Suchy a kol. [8]
naméfili srovnatelné hodnoty stabilni hladiny napéti ve stejnych casech degradace (9,9-
3,2) kPa. Hmotnostni Ubytky v porovnani s touto studii vychéazi srovnatelné v rozmezi od 0 do
48 % pfii degradaci 0-14 dnt [8]. Nazir a kol. v [28] naméfili hmotnostni ubytky v rozmezi 0-
17 % pfti degradaci 1-21 dnti. Mnou ziskané hodnoty hmotnostnich ubytki se pohybuji od 1 %
do 54 %. Scaffoldy z PLGA pokryté kolagenni vrstvou vykazuji hmotnostni ubytky maximalné
4 % pii degradaci v PBS po dobu 14 dnii [29].

Pti degradaci kolagenni scaffoldii v PBS dochazi k statisticky vyznamnému zvétSeni
podilu kolagenni trojSroubovicové struktury ve scaffoldech o 8,5 % oproti nedegradovanym
scaffoldim. Ze SEM snimki 21 dnli degradovanych scaffoldi je patrné usazovani cizorodych

iontl na kolagennich vldknech. Usazovani cizorodych iontl v kolagenni matrici pozorovali
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i Suchy a kol. v [8] pfi degradaci v PBS po dobu 14 dni. Na rozdil od vysledkt v [8] dochazi
také ke snizeni primérné velikosti porti i sniZzeni porozity vzorkd.

Degradace kolagennich scaffoldi v SBF zpiisobi, stejn¢ jako ostatni degradacni média,
postupny pokles vSech sledovanych mechanickych vlastnosti. Zajimavy je nartist elastického
gradientu, stabilni hladiny napéti a absorbované energie pii degradaci po dobu 1 dne oproti
hydratovanym scaffoldiim, ktery neni doprovazen zddnou zménou ve hmotnosti a nevyskytuje
se u zadnych jinych degradacnich médii. Elasticky gradient i stabilni hladina napéti naméfené
v nasem experimentu sleduji stejny trend jako méfeni v [8]. Tam ovSem doSlo k Gplnému
rozlozeni scaffoldii uz po 14 dnech degradace. V nasem ptipadé k rozpusténi doslo po vystaveni
degrada¢nimu prostredi po dobu 21 dnti. Zajimavé je, ze nedoslo ke zméné hmotnosti scaffoldi
pti degradaci po dobu 14 a 21 dnt, ackoli v tomto ¢asovém rozpéti doslo k naprosté ztraté
mechanické stability vzorki. Ze SEM snimkl je patrné usazovani cizorodych iontli na
kolagennich vldknech, ovSem v men$im mnozstvi nez naptiklad v pripadé fyziologického
roztoku, plazmy nebo télniho prostfedi. Podle uCT doslo k vyznamnému sniZzeni primérné
velikosti porti 1 miry porozity. FTIR analyza potvrdila, Ze pfi vystaveni scaffoldi SBF
nedochdzi ke zméné mnozstvi kolagenu ve vzorku.

Pti degradaci po dobu 21 dnti doslo u vétSiny vzorkd k uplnému rozpusténi v roztoku SBF
i v roztoku PBS. Ze vzorkt, které nebyly zcela rozpustény, zbyly misto valcovych scaffoldi
vzorky trubkového tvaru, jak ukazuji snimky ndhledl scaffoldi ze SEM 1 pCT. To miZe
naznacovat, zZe sitovani scaffoldu bylo dokonale provedeno pouze na povrchu scaffoldi.

Elasticky gradient scaffoldi degradovanych v krevni plazmé se pohybuje pro dobu
degradace 0-14 dni v intervalu (70,1-21) kPa, coZ je srovnatelné s hodnotami elastického
gradientu, které naméfili Suchy a kol. [8]. Stabilni hladina napéti, kterd v naSem experimentu
vychazi (6,1-2,7) kPa, je oproti hodnotdm v [8] (10-7,9) kPa zna¢né€ odliSna. Kombinaci
vysledkli méfeni hmotnostnich Ubytkd, primérmé velikosti porti, miry porozity a snimkil ze
skenovaciho elektronového mikroskopu lze konstatovat, Ze dochazi k vyraznému usazovani
cizorodych latek, jako jsou ionty soli nebo proteiny, které jsou v krevni plazmé obsazeny.
V priibéhu degradace doslo ke zvyseni hmotnosti testovanych vzorkt az o 100 %. FTIR analyza
ukézala vyrazné zvySeni absorpce zafeni v pasmu 1660 cm’!, znamenajici vyrazny nartist
mnozstvi kolagenni trojSroubovicové struktury. Jak bylo uvedeno v Kapitole 4, tento vyrazny
narist mnozstvi kolagenu neni mozné spolehlivé zdivodnit z diivodu adsorpce proteind,
viceslozkového slozeni plazmy a nizké koncentrace adsorbovanych slozek.

Degradace scaffoldli v peritoneu experimentalnich zvifat byla provadéna po dobu 7-21

dnii. S prodluzujicim se ¢asem expozice degradacnimu prostfedi dochéazi k narGstu medianu
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elastického gradientu z41,3 kPa na 54,4 kPa anariistu medidnu stabilni hladiny napé&ti
z 6,6 kPa na 7,9 kPa. Houzevnatost materialu pii expozici télnimu prostiedi po dobu 21 dnii je
stejnd, jako pii vystaveni plisobeni prostfedi 7 dnl. ZlepSeni mechanickych vlastnosti je
doprovazeno 1 narastem hmotnosti vzorkl. Pti degradaci po dobu 7 dnii doslo k nartstu
hmotnosti o 71,3 %, pti degradaci 14 dnd narist hmotnosti ¢ini 55,8 % a vystaveni télnimu
prostiedi 21 dnd ma za vysledek nartist hmotnosti 0 109,9 %. Vyrazné zvySeni hmotnosti v§ech
vzorkll je mozné vysvétlit prorastanim zivé tkan¢ experimentalniho zvifete do scaffoldii nebo
usazovanim organickych 1 anorganickych sloucenin v porézni struktute scaffoldu. Pokryti
kolagennich vlaken cizorodymi latkami je patrné ze snimku ze SEM. Také jej naznacuje
zmenseni prumérné velikosti port i snizeni porozity scaffoldi. Analyza FTIR ukazala vyrazny
narist mnozstvi kolagenni trojSroubovicové struktury ve scaffoldu o021,8 % oproti
a hormonti, které se v télnim prostfedi pfirozené nachdzi, amaji potencial prestavéet
a remodelovat kolagenni hmotu.

Prostiedi in vivo je z pohledu elastického gradientu dobte aproximovano v dob¢ degradace
7 dni vSemi zvolenymi médii. V ¢ase 14 dni je dobfe aproximovano pouze fyziologickym
roztokem a v ¢ase 21 dnli neni dobie aproximovano zadnym ze zvolenych médii. Z pohledu
stabilni hladiny napéti, absorbované energie a u¢innosti absorbovani energie neni prostiedi in
vivo dobfe aproximovano Zadnym ze zvolenych médii. Hmotnost vzorkli degradovanych ve
skutecném télnim prostiedi je vyrazné odliSna od hmotnosti vzorki degradovanych ve vSech
simulovanych télnich prostfedich ave vSech Casech degradace. Pfitomnost neporuSené
sekundarni struktury kolagenu (trojSroubovice) ve scaffoldu degradovaném v prosttedi in vivo
se statisticky vyznamnég li§i od obsahu kolagenu ve scaffoldech degradovanych ve vSech
simulacnich prostiedich.

Pfi porovnani mechanickych vlastnosti krevni plazmy a SFB, ktera ma stejné sloZeni iontii
jako krevni plazma, je patrné, ze prosttedi SBF je agresivnéjsi a degraduje kolagenni scaffoldy
vice. Do doby degradace 7 dnti se daji tato dvé prostiedi povazovat z pohledu mechanickych
vlastnosti za srovnatelnd. Od doby degradace 14 dnl dochéazi k vyraznému sniZeni pevnosti
a absorbované energie, které¢ ovSem nejsou doprovazeny tak velkym snizenim tuhosti. Ke ztraté
tuhosti kolagennich scaffoldi degradovanych v SBF dochazi az pii expozici 21 dni.
U scaffoldt degradovanych v SBF byl pozorovan vyrazny ubytek hmotnosti s prodluzujicim se
casem degradace, na rozdil od scaffoldi degradovanych v krevni plazmé&, kde dochazi
k vyraznému nariistu hmotnosti. Shoda nenastdva ani pii porovnani mnozstvi kolagenu ve

scaffoldu, kdy krevni plazma zptlisobi vyrazné navySeni jeho podilu, zatim co ve scaffoldech
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degradovanych v SBF nebyl tento jev pozorovan. Lze fici, ze krevni plazma neni pti zkouméani

degradace kolagennich scaffoldii dobfe aproximovana SBF v zadné ze sledovanych vlastnosti.
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6 Zavér

Tato prace se zabyvala analyzou mechanickych a strukturnich vlastnosti kolagennich
scaffoldi  degradovanych v simulovanych télnich prostfedich ajejich porovnanim
s mechanickymi a strukturnimi vlastnostmi scaffoldi degradovanych ve skutecném télnim
prostfedi. Hlavnim cilem prace bylo zhodnotit, jak dobfe je mozné simulovat skutecné télni
prostfedi syntetickym médiem. Pro hodnoceni byly vybrany 4 neenzymatické, anorganické
asnadno dostupné roztoky — fyziologicky roztok, simulovani télni tekutina, fosfatovy
pufrovany roztok a lidska krevni plazma. Ke zkoumani degradace ve skute¢ném télnim
prostfedi byly kolagenni scaffoldy voperovany do peritonea prasat, jako pokusnych zvifat.
Kolagenni scaffoldy byly degrada¢nimu prostiedi vystaveny po dobu 1 hodiny, 1 dne, 7 dnt,
14 dnti a 21 dnti. Degradace in vivo probihala 7, 14 a 21 dni.

K hodnoceni degradace scaffoldi bylo vyuzito mechanickych zkousek v tlaku, ze kterych
byly vyhodnocovany 4 mechanické vlastnosti. Dale byl sledovan hmotnostni Ubytek
degradovanych scaffoldd, strukturni vlastnosti byly hodnoceny pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a mikro-CT a sekundarni struktura kolagenu byla hodnocena infra¢ervenou
spektroskopii. Diskuse k ziskanym vysledkiim je uvedena v Kapitole 5.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkil 1ze konstatovat, ze degradace kolagennich scaffoldii ve
skute€ném télnim prostredi je velmi slozitd a nebyla dobfe aproximovana Zadnym ze zvolenych
simula¢nich médii. Pro pfesnéjsi simulaci télniho prostfedi by mohlo byt vhodnéjsi vyuziti

komplexnéjSich roztokd, které obsahuji naptiklad bunécné kultury nebo enzymy.
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Priloha 1: Kvantil-kvantilové grafy
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Obrazek 33: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot elastického gradientu scaffoldi degradovanych 1

hodinu v simulovanych télnich prostiedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 34: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot elastického gradientu scaffoldd degradovanych 1 den
v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 35: Kvantil-kvantilové grafy nameéfenych hodnot elastického gradientu scaffoldi degradovanych 7 dni

v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 36: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot elastického gradientu scaffoldi degradovanych 14 dni
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Obrazek 37: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot elastického gradientu scaffold degradovanych 21 dni

v simulovanych télnich prostiedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF
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Obrazek 38: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot elastického gradientu scaffoldi degradovanych in

vivo. Zleva 7 dni, 14 dni, 21 dni.
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Obrazek 39: Kvantil-kvantilové grafy nameétenych hodnot stabilni hladiny napéti scaffoldti degradovanych 1

hodinu v simulovanych télnich prosttedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 40: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot stabilni hladiny napéti scaffoldd degradovanych 1 den
v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 41: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot stabilni hladiny napéti scaffold degradovanych 7 dni
v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 42: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot stabilni hladiny napéti scaffoldd degradovanych 14
dni v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 43: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot stabilni hladiny napéti scaffoldi degradovanych 21
dni v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrézek 44: Kvantil-kvantilové grafy namétfenych hodnot stabilni hladiny napéti scaffoldti degradovanych in

vivo. Zleva 7 dni, 14 dni, 21 dni.
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Obrazek 45: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot absorbované energie scaffoldt degradovanych 1

hodinu v simulovanych télnich prostredich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 46: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot absorbované energie scaffoldi degradovanych 1 den

v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 47: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot absorbované energie scaffoldti degradovanych 7 dni

v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 48: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot absorbované energie scaffoldi degradovanych 14 dni

v simulovanych télnich prostiedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 49: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot absorbované energie scaffoldi degradovanych 21 dni

v simulovanych télnich prostredich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 50: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot absorbované energie scaffoldti degradovanych in vivo.

Zleva 7 dni, 14 dni, 21 dni.
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Obrazek 51: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot ucinnosti absorbovani energie scaffoldt

degradovanych 1 hodinu v simulovanych télnich prostiedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 52: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot G¢innosti absorbovani energie scaffold

degradovanych 1 den v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 53: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot G¢innosti absorbovani energie scaffold

degradovanych 7 dni v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 54: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot G¢innosti absorbovani energie scaffoldi

degradovanych 14 dni v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrézek 55: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot G¢innosti absorbovani energie scaffoldl

degradovanych 21 dni v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 56: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot u¢innosti absorbovani energie scaffolda

degradovanych in vivo. Zleva 7 dni, 14 dni, 21 dni.
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Obrazek 57: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot hmotnostnich ubytkt scaffoldii degradovanych 1 den

v simulovanych télnich prostedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.

i PBST PLAT T
36 o - R 5 15 &
30 -40
25 &
P »
=% g g 2
= = 20 = z
g 20 g & %0 / ]
2 G 15- G 55 - €
= o e = a
= [ S .60 - g
& 10 ° E 10 - - E ©
5 @ & .65 / =2
5 » 5
g ¥ 70 -
o
0 r T { T o +13 i T 1 T
e L A5 4 05 0 05 1 15 45 4 95 0 05 1 15 oy Ale WSi L 05 W SED
Thisorstical Cuizntise 4 Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles Theorstical Guantiss

Obrazek 58: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot hmotnostnich Gbytkt scaffoldi degradovanych 7 dni
v simulovanych télnich prostiedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 59: Kvantil-kvantilové grafy nameétenych hodnot hmotnostnich ubytkt scaffoldi degradovanych 14 dni
v simulovanych télnich prostredich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.

83



Fyz21 PBS21 PLAZI SBF21

25 ° 70 -50 70
65
20 65 - 60
8 2 8 2 s0
z E oo £ ool =3
s 4 E S 55
) o o] o
1] - @ [}
e 8 ool / 2 s
£ £ g E E
& « » » 4
50 - 90—
40
o a5 ¥ -100 35
| | | T 1 T T 1 1 T 1 1 T T
45 1 05 0 05 1 15 45 -1 05 0 05 1 15 45 1 05 0 05 1 15 45 1 05 0 05 1 15
Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles

Obrazek 60: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot hmotnostnich Gbytkt scaffoldi degradovanych 21 dni

v simulovanych télnich prostfedich. Zleva fyziologicky roztok, PBS, plazma, SBF.
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Obrazek 61: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot hmotnostnich ubytkt scaffoldi degradovanych in

vivo. Zleva 7 dni, 14 dni, 21 dni.
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Obrazek 62: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot miry porozity kolagennich scaffoldi. Zleva shora

nedegradované scaffoldy, scaffoldy degradované ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé, in vivo.
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Obrazek 63: Kvantil-kvantilové grafy namétenych hodnot velikosti porti kolagennich scaffoldi. Zleva shora

nedegradované scaffoldy, scaffoldy degradované ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé, in vivo.

Plocha pasma 1660 cm™! v paAsmu amidu I
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Obrazek 64: Kvantil-kvantilové grafy naméfenych hodnot plochy pasma 1660 cm™ v pAsmu amidu 1. Zleva

shora nedegradované scaffoldy, scaffoldy degradované ve fyziologickém roztoku, SBF, PBS, plazmé, in vivo.
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