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Bakalarska prace se zaméruje na analyzu adheznich zkousek kolagenové nanovrstvy na
implantatu. Jsou v ni uvedeny potfebné informace o kolagenu a povrchovych Upravach
implantat(. V praktické ¢asti jsou porovnany morfologie povrchu vzorku pred nanesenim
kolagenové vrstvy, po naneseni a po protlaceni. Dale jsou zde prezentovany vysledky
adheznich zkousek.

Abstract:

The aim of this bachelor thesis is to analyse adhesive tests of a collagen nanolayer on an
implant. It includes necessary information about collagen and surface treatment.
Morphologies of the model implant before and after the collagen layer is applied are
described in the practical part, as well as the morphology after the adhesive test. The
results of the adhesive test are presented later on.
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Seznam pouzitych symbolti

Ts [°C] Teplota smréténi

T4 [°C] Teplota denaturace

E [Pa] Modul pruznosti v tahu
n [Pa.s] Dynamickd viskozita

€ (-] Pomérnd deformace

o] [Pa] Napéti v tahu

T [Pa] Tecné napéti

v [m.s™] Rychlost

x|
i

Aritmeticky primér

s [-] Smérodatna odchylka

r [-] Korelacni koeficient

al [m] ProdlouzZeni télesa

lo [m] Pavodni délka

b, -] Parametr regresni primky

b, -] Parametr regresni primky



1 Uvod

Stdle se prodluZujici délka Zivota v kombinaci se sedavym Zivotnim stylem, obezitou
a Castym pretézovanim organizmu vede k nardstu poctu onemocnéni a degenerativnich
poskozeni. Potize, které se dfive objevovaly vyhradné u pacientll v pokrocilém véku, se
dnes nezfidka vyskytuji u mladych lidi. Tato vékova skupina je vS8ak mnohem aktivné;si

a klade na feSeni svych probléma vyssi poZzadavky.

Moderni historie kloubnich nahrad, zejména kycelnich kloubl, se zacdala psat
koncem 40. let 20. stoleti ve Spojenych statech. Kazdy obor se vyviji a tak i zde doslo
za uplynulych 70let k vyznamnému pokroku, at uz z hlediska materidlového nebo
konstrukcniho, tak ivylozené medicinského, oviem i zde je prostor pro dalsi zlepSeni
a inovace.

o

Nejcastéjsi dlvody, vedouci k vyméné kloubu, jsou pokrocild artréza, zlomeniny
proximalni ¢dasti stehenni kosti ¢i dalSi pourazovda onemocnéni, nebo nadorova
onemocnéni. Operacni feSeni — tzv. artroplastika je pomérné slozity zakrok, u kterého
mUze dojit k rlznym komplikacim, proto se toto fesSeni voli az jako nejzazsi moZnost.
U artréozy se tak v prvni fazi voli farmakoterapie, ktera ma dopomoct k obnoveni
opotiebené chrupavky. Jako posledni je operativni feseni, které je pomérné slozité a poji
se z dlouhodobéjsi rehabilitaci, kterd mize byt obzvlast pro lidi v pokrocilém véku velmi
naroc¢na.

Nutnost vymény a reoperace byva zplsobena uvolnénim kloubni nahrady ¢i jeji
pfipadnou dislokaci, infekci a opotifebenim. Priimérna Zivotnost umélého kloubu (obvykle
15 — 20 let) dnes stale neni dostacujici. S ohledem na to, Ze dnes narlsta pocet mladych
lidi s poskozenim kloubll a potfebou jejich vymény, je dulezité ve vyzkumu novych

materall, povrchovych vrstev a technik pokracovat.

Cilem mé prace je nejprve seznamit Ctendre s problematikou vyvoje novych
povrchovych vrstev na implantatu. V teoretické ¢asti se budu vénovat popisu kolagenu,
ktery tvofi vétSinu popisované vrstvy, a osseointegraci, véetné mozinych povrchovych

Uprav pro jeji zvyseni.



V experimentalni Casti prezentuji zkoumanou kolagenovou nanovrstu a jeji morfologii
na vzorovém valeckovém implantatu. Hlavnim cilem je analyzovat povrch této vrstvy
pomoci dat ziskanych z nasnimani vzork( a pokusit se formulovat zavéry o jeji adhezi
a dUsledcich protla¢ovani. Z hodnot sil ziskanych béhem protlacovani se pokusim urcit

jejich mozné zavislosti na odlisnych vlastnostech jednotlivych vzork.
Cile mé bakaldarské prace bych shrnula do nasledujicich bodi:

e objasnéni motivace pro vyvoj nové povrchové vrstvy
e porovnani morfologie povrchu pfed a po naneseni kolagenové vrstvy
e popis morfologie po protlaceni

e zhodnoceni dlsledkl protlacovani.



2 Teoreticka cast

2.1 Kolagen

Kolagen je ve vodé nerozpustna bilkovina, ktera tvofi pfiblizné tretinu vsech
proteind vtéle savcll. Molekula kolagenu se skladda predevsim z glycinu, prolinu,
hydroxyprolinu  a hydroxylysinu. Posledni dvé aminokyseliny vznikaji béhem

posttransla¢niho procesu za pritomnosti kyseliny askorbové [1].

Lidské télo je sloZzeno z 60 % vody a zbylych 40 % je tvofeno polysacharidy, lipidy,
mineraly a pravé proteiny. Proteiny jsou makromolekuldrni latky, které se skladaji
z aminokyselin, coZ jsou z chemického hlediska substitu¢ni derivaty karboxylovych kyselin.
Aminokyseliny jsou spojeny do dlouhych retézcl pomoci peptidové vazby -CO-NH, kdy se
aminoskupina -NH, vaze na kyslik karboxylové skupiny -COOH. U bilkovin mizZeme rozlisit
Ctyfi struktury. Primdrni struktura je dana poradim aminokyselin, kterych se v lidském
organismu vyskytuje 21 rlznych a mohou se mezi sebou kombinovat. Na jejich
usporadani je zavisla biologicka funkce a jejich vlastnosti. Sekundarni struktura popisuje
geometrické usporadani bilkovin, mize byt bud ve formé skladaného listu, nebo jako
pravotocivd Sroubovice. Terciarni struktura je ovlivnéna konecnym prostorovym
usporadanim predchozi struktury a maze byt bud fibrilarni nebo globularni. Prostorové
rozloZeni je ovlivnéno vodikovymi vazbami, pisobenim iontd nebo van der Waalsovymi
silami. Kvartérni strukturu nalezneme pouze u bilkovin, které se skladaji ze dvou a vice
polypeptidovych Fetézcl. Vzajemné extramolekuldrni vazebné interakce pak zajistuji

spojeni téchto polypeptidovych rfetézcl [1].

Obrazek 1 - Vlakna kolagenového typu | [2]
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Kolagen patfi mezi fibrilarni bilkoviny, které se také nazyvaji skleroproteiny, stejné
jako keratin, elastin ¢i fibroin. Skleroproteiny v téle tvofi napfiklad vlasy, nehty nebo
pokozku. Je popsano 28 typu kolagenu, které se oznacuji fimskymi cislicemi, ovSsem jen
nékteré z nich, konkrétné I, II, lll, V a XI, jsou fibrildrni. Izomery jsou slouceniny se stejnym
sumarnim vzorce, obsahuji stejny pocet stejnych prvkl, které se liSi pouze strukturnim
usporadanim atomua v molekule. Molekularni hmotnost kolagenu typu | je 140 — 210 kDa

[3].

Kolagen tvofi priblizné tfetinu vSech bilkovin v téle, z toho skoro polovina se nachazi
v pokoZce, 10 — 20 % v kostech a zubech a dalSich 8 % v cévach. Nejvétsi podil kolagenu
najdeme ve Slachach, ale vyskytuje se také v chrupavkach, vazech, svalech ¢i vnitfnich
organech. Doddva jim pevnost a formu a zarucuje flexibilitu a mozny pohyb. Je hlavni
slozkou tkani, které prendsi napéti. PropUljcuje zdkladnu pro mineralizaci v tkanich

tvrdych, které podléhaji nejcastéji kompresi [4].

2.1.1 Struktura

Velikost a tvar kolagenovych molekul byla zkoumana poslednich 70 let nejrliznéjsimi
metodami od téch experimentalnich po védecky podlozené. Jako prvni bylo pouzito
metody krystalografie a rentgenovych paprskd, cozZ je elektromagnetické zareni o kratké
vinové délce zhruba 10® az 10 m, které vznikd v rentgenkach zabrzdénim rychlych

elektront v tézkych kovech [5].
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Obrazek 2 - Biosyntéza kolagenu typu | [6]
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Kolagenova vldkna se skladaji z drobnéjsich vliaken o tloustce 0,3 — 0,5 um a ty maji
jesté jako podjednotku mikrofibrily s rozmérem 20 — 100 nm, které jsou pficné pruhované
s periodicitou 64 nm. Mikrofibrily jsou sestaveny ze soubéinych fetézcld linearné
spojenych molekul tropokolagenu. Timto posunutim jednotlivych tropokolagend vici
sobé se vysvétluje pricné pruhovani mikrofibril. Tropokolagen je tvarové protdhla tycka
o rozmérech 250 x 1,5 nm, sloZzend ze trojSroubovice —tfi stocenych polypeptidickych

retézcl [7].
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Obrazek 3 - Struktura kolagenu typu | [6]

Kolagen vznikd polysyntézou jak extraceluldrné, tak i uvnitf bunék. U fibroblast(,
chondroblastl, osetoblastli a odontoblastli probihd na ribozomech navéazanych
na membrané drsného endoplazmatického retikula. Nejdfive dochazi k hydroxylaci
a glykosylaci aminokyselinovych zbytk( lysinu a prolinu za vzniku hydroxyprolinu
a hydroxylysinu. Jejich syntézou ziskdme prokolagen, ktery prejde do Golgiho aparatu
a nasledné do sekrecnich vakuol, ze kterych je vyvrzen do extracelularnich prostor. Enzym
prokolagenpeptidaza odstépi v extracelularnim prostoru z prokolagenu jeho koncové &asti
a vznikne tak tropokolagen. Molekuly tropokolagenu pak za pomoci enzymu lysyloxidazy

linerné polymeruji a tvofi mikrofibrily [7].

Kolagen jakoZto protein je tedy slozen z aminokyselin, které obsahuji aminoskupinu

-NH, a karboxylovou skupinu -COOH, spojenych peptidovou vazbou do dlouhého fetézce.
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Jedinou vyjimku tvofi prolin, ktery ma iminoskupinu -NH a s 22 % je druhou nejvice
zastoupenou slozkou v kolagenu. Primarni struktura, poradi jednotlivych aminokyselin
za sebou, se urCuje od aminoskupin na zacatku po karboxylové skupiny na konci,
orientace je tedy od dusiku N k uhliku C. Kolagen mlZeme od ostatnich odlisit diky
Cetnosti jednotlivych aminokyselin a jejich pozici ve vzorci. Napfiklad glycin prfedstavuje
1/3 vsech aminokyselin v fetézci, 10 % pak zaujimaji prolin a stejné velkou cast také
hydroxyprolin, ktery se sam o sobé v bilkovinach nevyskytuje, ale vznikd hydroxylaci,
pfidanim jedné nebo vice hydroxy skupin, prolinu. Stejny proces pak probihd u lysinu

a hydroxylysinu [1].

Kolagen je produkovan rtznymi burikami a diky tomu se i jednotlivé typy od sebe
liSi. Rozdéluji se do tfid podle drobnych odchylek v chemickém sloZeni a také na zakladé

jejich funkce v tkani [1].

Trida 1 zahrnuje kolageny |, II, lll, V a Xl, které vSechny maji formu vldken, jsou
priblizné stejné dlouhé a maji delsi neprerusovanou kolagenovou oblast se tfemi a fetézci
ve formé trojité Sroubovice. Napfiklad typ | je hlavni kolagenovou slozkou kuze, Slach,
kosti ¢i meniskli a jeho mutace zplsobuji onemocnéni osetogenesis imperfecta, coz je
genetické onemocnéni pojivové tkané, které ve svych 4 formach, rozliSenych podle mista
mutace, zplsobuje napfiklad zvySenou ldmavost a deformovanost kosti. Druhd tfida je
sloZzena z typl IX, Xll a X1V, které jsou vlaknité s pferusovanou trojSroubovici. Do treti tridy
fadime pouze jeden kolagen a to VI, ktery tvofi koralkova vlakna. Nachazi se ve vétsiné
intersticidlni tkané, krevnich cévach a svalech. Podili se také na migraci bunék
a pravdépodobné také ovliviiuje vyvoj srdce. Kolageny tvofici platy fradime do tfidy ¢tvrté
a jsou to IV, VIl a X. Tfida pét je tvofena opét jen jednim typem VII a vSechny ostatni
druhy, napfiklad XVII nebo XIll, patfi do skupiny Sesté, u kterych ¢asto jejich presna funkce

zatim nebyla objasnéna [1].

2.1.2 Fyzikalné - chemické vlastnosti

Fyzikdlné chemické vlastnosti kolagenu hraji dllezitou roli pfi jeho zpracovani,
od izolace po pfipravu rdznych forem aplikaci — hydrogeld, vldken, pén apod. Sledovani
jeho vlastnosti je dalezité také z pohledu zachovani jeho pfirozené struktury a zamezeni

degradace.
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2.1.2.1 Botndni

Z fyzikalné chemického pohledu se kolagen fadi mezi gely a ma také jednu z jejich
zakladnich vlastnosti—botna. Pfi ponoreni kolagenového vldkna do vody v urcitém
rozsahu vaze vodu a zvétSuje tak svij objem, coZ je zaroven spojeno i se zménou
pruznosti vlakna. Voda, ktera je obsaZena v nabotnalém kolagenu, ma dvoji charakter.
Botnaci vodu lze odstranit mechanicky, zatimco hydratacni vody se lze zbavit pouze
suSenim. MlzZeme rozliSit botnani osmotické a lyotropni. Pfi osmotickém pronikd voda
sty¢nou plochou mezi pevnou latkou a rozpoustédlem diky rozdilné koncentraci obou
téchto sloZzek. Po urcitém case dojde k ustanoveni rovnovahy a prinik vody ustane.
Pti rozruSeni téchto stabilizujicich vazeb se snizi protitlak pevné slozky proti priiniku vody.
Slouceniny zpUsobujici tento druh botdni mohou Stépit vodikové vazby a v extrémnim

pripadé i Stépit kolagen [8].

2.1.2.2 Fdzové premény kolagenu a jeho roztokii (denaturace obecné)

Bilkoviny vlivem nékterych vnéjsich tepelnych nebo chemickych vlivQi denaturuiji,
ztraci své prirozené vlastnosti a dojde k jejich preméné na Zelatinu. Denaturace zpUsobi
rozpad prostorové sekundarni struktury bilkovin a vznikne neuporadané klubko. Tuto
Pfi denaturacni reakci vodného roztoku tropokolagenu vznikaji dva Stépy, které se
navzajem liSi molekulovou hmotnosti, coz je pomér mezi klidovou hmotnosti dané
molekuly a atomové hmotnostni konstanty. Tyto Stépy lze oznacit jako slozky a a B,
pricemz retézec B je moziné dal rozdélit na dalsi dva komponenty, diky kterym ziskame tfi
¢asti odpovidajici trojité Sroubovici molekuly kolagenu. K denaturaci tropokolagenu
dochazi ve dvou stupnich. Nejprve dojde ke zborceni trojité Sroubovice a celd
makromolekula se smota do klubka, ovsem jednotlivé retézce zUstavaji i nadale spojeny.
V dalsi fazi se pak klubko rozpadne na tfi ¢asti: jeden polypeptidicky retézec ¢asti a, frakci
B, ktera je prozatim tvorena dvéma spojenymi retézci, a frakci y, kterou tvori tfi fetézce
v puvodni formé klubka. Pokud zlstane denaturovany roztok po delsi dobu stat
v prostfedi s nizkou teplotou, mize dojit k ¢aste¢né renaturaci, tedy zpétné rekonstrukci

molekuly kolagenu [8].
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Charakteristickou vlastnosti Zelatiny je prechod mezi gelem a solem (koloidni
suspenzi). PFi urcité teploté Zelatina ve formé gelu taje a pfechazi na sol, coZ je zména
inverzni, ale neni vratnd. Gel prechazi na sol pfi teploté zhruba 34°C a sol na gel pfi 29°C

[8].

Sol Gel

Obrazek 4 - Pfeména solu na gel [9]

2.1.2.3 Smrsténi kolagenovych vidken

Dalsim dusledkem zahftivani kolagenu je zkraceni jeho vlaken o 1/3 ve sméru osy.
K tomuto jevu dochazi pfi teploté smrsténi T,. Ke smrsténi dojde v dasledku Stépeni
intermolekularnich vazeb, které udrzuji jednotlivé Casti kolagenu v jeho trojité strukture
v natazeném stavu. Teplota smrsténi odpovida teploté tani kolagenu v krystalické oblasti.
Jeji hodnotu mohou snizit dalsi ¢inidla — napf. lyotropni, které zpUsobuji kontrakci vlaken.
Pro urcéeni stability trojSroubovice je dllezitd hodnota teploty denaturace kolagenu T,.
Hodnoty obou vyse uvedenych prechodovych teplot Ize zvysit zesitovanim kolagenu.
Pro priklad kolagen vycinény glutaraldehydem ma T pfiblizné 70°C, zatimco nativni

kolagen jen kolem 37°C [8].

2.1.2.4 Hydratace kolagenu

Na bilkovindch najdeme dvé mista, kterd jsou schopna vazat vodu elektrostatickymi
silami: 1. dusik a kyslik v ramci peptidové vazby, 2. poldrni skupiny v boénich retézcich.
Pro zachovani pozadovanych fyzikalnich vlastnosti kolagenu je nutna asociace uréitého
mnozstvi vody, v tomto pfipadé to byva 20 % hmotnosti molekuly. Pfi plné hydrataci se

uvolni pohybova omezeni polypeptidického retézce, ke kterému dochdzi v suchém stavu.
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Vzdalenost mezi sousednimi fetézci v suchém stavu jsou 1nm, zatimco v plné

hydratovaném stavu je to az 1,6 nm [8].

2.1.2.5 Roztok kolagenu

Nékteré typy kolagenu lze rozpustit ve studeném zfedéném roztoku kyseliny octové.
Rozpustnost je vlastnost latky, kterd umoZiuje tvofit s rozpoustédlem homogenni
smeés —roztok. Pfi dostatecné nizké koncentraci se vyskytuje rozpustny kolagen
ve ziedénych roztocich organickych kyselin ve formé protahlych tenkych tyc¢inek o délce
280 nm. Ddle byla popsana tfida rozpustnych kolagenl ziskanych ze studenych, slabé
alkalickych roztokd soli nebo neutralnich roztok( soli s hypertonickou nebo fyziologickou
silou. Pro pouziti kolagenu jako biomateridlu je podle poslednich vyzkumid vhodnéjsi

alkalickd uprava nez kysel3, jelikoz podporuje jeho termalni stabilitu [8].

2.1.3 Mechanické vlastnosti kolagenu

Mechanické vlastnosti material( jsou zavislé predevsim na jejich primarni strukture
a prostorovém usporadani. Z mechanického hlediska nds zajimd reakce dané latky
pfi namahani rlznymi zplsoby: tahem, tlakem, krutem, stfihem ¢i ohybem, pficemz tyto
slozky vétsSinou plsobi v urcité kombinaci, ne samostatné. Aby materidl témto ndmaham
odolal, musi mit vhodné mechanické vlastnosti, jako jsou pevnost, pruznost nebo tvrdost.
Mechanické zkousky materidld mizeme obecné rozdélit na statické, dynamické a cyklické.
Pri statickém zatéZzovani je sila zvySovana pozvolna a plsobi delsi dobu, od nékolika minut
po hodiny, nebo i dny. Staticky se zkousi pevnost v tahu materidlu pfi tahové zkousce,
nebo pevnost tlaku pfi tlakové zkouSce. Dale mezi statické zkousky patfi zkousky krutem
a stfihem. Naopak u dynamickych zkousek pUsobi velka sila ndrazové béhem milisekund
a u cyklickych zkousek, kterymi se testuje predevSim Unava materidlu, se proménné
zatizeni opakuje v cyklech. Mezi dynamické zkousky patfi zkouska razem v ohybu
pro uréeni houzevnatosti nebo Unavové zkousky. Ddle je mozné zkouset tvrdost, kde se

nejcastéji provadi zkousky vnikaci a to bud'dle Brinella, Rockwella nebo Vickerse.

Fibrildrni struktura ovliviiuje vlastnosti kolagenu. Rozdéleni jednoho celku do vldken

mu prindsi vyssi odolnost vici Sifeni vzniklych trhlin, které se v jednolitém materidlu Siti

mnohem rychleji. Zaroven se diky tomu zvysSuje i jeho ohebnost, ktera narista s poctem
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vldken a je nepfimo umérna ctvrté odmocniné poloméru vldkna. Pravé tato skladba
zaru€uje kolagennim fibrildm velmi vysokou pevnost pfi namdhani tahem. Pevnost
vldknlim dodava ihydroxyprolin, diky své schopnosti vytvaret pricné vazby mezi

molekulami [10].

K méreni mechanickych vlastnosti na molekuldrni Urovni se vyuzivaji creep testy se
simulaci na pocitaci, kdy jeden peptidovy konec je trvale upevnén a druhy je taien
konstantni silou. Zaznamenava se predevsim ¢asovy pribéh deformace peptidu, vyvolany
plUsobenim této sily. Reakce molekuly kolagenu je modelovana pomoci Kelvinova modelu,
diky kterému lze vypocitat Youngliv modul pruZnosti (E) a viskozitu (n). Dale je mozné
urcit okamzité napéti oo jako podil plsobici sily F a kolagenového prarezu, u kterého se

predpokladd kruhovy prirez o priméru 1,1 nm, coz plati pro suchou kolagenni tkan [10].

Modul pruznosti v tahu, také Younglv modul pruznosti, je definovan jako pomér

napéti a jim vyvolané deformace, ¢emuz odpovida nasledujici vztah.
g
E=- (1)

e £ - modul pruznosti v tahu [Pa], vétSinou v GPa
e 0 - napéti v tahu [Pa]
A

e ¢ - pomérnd deformace, € = ll , kde Al je prodlouzeni télesa Al = I-lp, | je délka a lg
0

je délka plvodni

Hodnota modulu pruznosti je vyssi u materialu, které potfebuji pro dosazeni stejné
velké deformace vyssi pusobici napéti a zaroven tedy dosahuji nizSich deformaci, nez

materialy s mensim Youngovym modulem pfi stejném napéti.

Younglv modul kolagenu v nativni formé dosahuje podle nékteré literatury hodnot

v rozmezi zhruba od 3 po 9 GPa [1].
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Tabulka 1- Hodnoty modulu pruznosti kolagenu [1]

Hovézi achillova | Pevny, v 0,15M | Rentgenova 29+0,1

Slacha roztoku NaCl difrakce

Krysi ocasi §lacha | Pevny, v 0,15M | BrillouinCv 9,0

v roztoku NaCl roztoku NaCl rozptyl svétla

Krysi ocasi $lacha | Pevny, v 0,15M | BrillouinGv 51

v roztoku NaCl roztoku NaCl rozptyl svétla

Krysi kiize Roztok Dynamické 4,1
acetat/NaCl/glycerol | mgateni délky

Teleci kiize 0,05M roztok | Statické 5,1-3,0
kys.octoveé a | méfeni délky
glycerolu

Viskozita charakterizuje vnitini tfeni a je ovlivnéna zejména pfitazlivymi silami mezi
Casticemi. Vnitfni tfeni je popsano nasledujici rovnici, kde n je dynamicka viskozita, 7 je

v ., dv. . . v p
tecné napéti a Eje gradient rychlosti ve sméru kolmém na rychlost.

dv
T=ng (2)

Pokud v kapaliné plsobi velké pfitazlivé sily, ma vysokou hodnotu viskozity a také
dochazi k vétSimu brzdéni jejiho pohybu, nebo téles v této kapaliné. Pro kolagen plati

hodnota 3,84 + 0,38 Pas [8].
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2.1.4 Aplikace

Kolagen ma velice rozmanité moznosti vyuziti. V potravinarstvi se hojné uplatiuje
jeho denaturovand forma—Zelatina, vyskytuje se v bonbonech, tlacence
¢i v potravinovych doplricich. Pouzivd se také na jedlé obaly potravin, napfiklad uzenin.
Lze z néj vyrobit lepidlo klih a Siroké vyuZiti ma v kosmetice, kde pomahda hydratovat
pokozku a predchazet projevim starnuti. Kolagen se také pouziva jako nosi¢ pro

péstovani tkanovych kultur.

Biomedicinské pouziti kolagenu vychazi z blizkych fyziologickych vlastnosti a chovani
u aplikovaného kolagenu oproti plvodnimu lidskému, konkrétné v jeho resorbovatelnosti,
kterou lze jesté zvysit sitovanim, a vysoké absorpcéni schopnosti, kterd je zpUsobena
velkym vnitfnim povrchem a vyhodné postavenymi reakénimi skupinami. Vhodné je
zejména pouziti rozpustnych kolagenl, které lze vyrobit velice Ccisté, oddélenim
nezddoucich latek denaturaci. DalSi vyhodou pro jeho pouziti je jeho nizkd antigenita,

u savcu byva velice dobre pfijiman a nevyvolava tvorbu protilatek [8].

Pokud nechame pusobit specifické enzymy, dojde k odstranéni telopeptidli z konct
fetézcl a antigenita se potlaci jesté vice. Kolagen muze také fungovat jako nosic, ktery
na sebe vaze urcité latky - napt. 1éCiva, ktera lokalné vnikaji do rany a postupné se béhem
obdobi hojeni uvolfiuji. Toto je jeden z hlavnich ddvodl, pro¢ je o tento material
v soucasnosti velky zajem. Nevyhodou téchto kolagenovych systému je jejich nizka
odolnost vici enzymatické degradaci. Kolagen je v lékarstvi pouzZivan bud’ jako pfirodni
vldkenné pletivo (kozni stipenky), jako netkané textilie nebo fixované pény. Poslednich
dvou mozZnosti se dosdhne bud mechanickym rozmélnénim vldkenného pletiva nebo pres
rekonstituci zroztoku. Kolagenové scaffoldy se pouzivaji pfikonstrukci umélych

chlopni [11].

Kolagenové membrany se pouzivaji predevsim na kryti ran, hlavné popalenin, nebo
i k docasnému prekryti rany. Casto obsahuji dalsi pfisady, které urychluji hojeni a zkracuiji
tak |écebny proces. Netkané textilie z kolagenu se pouZivaji pro zastaveni krvaceni. Pro
zvyseni biokompatibility implantatu s Zivou tkani se vétSinou pouzivd kombinace
polymerni cévni ¢i organové nahrady a rozpustného kolagenu, kterd zaroven podnécuje

rast bunék a prispiva kvalitnéjSimu hojeni postizeného mista. Konkrétné u cévnich nahrad
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se vyuzivaji napfiklad porézni teflonové hadicky, které jsou ve svych porech napustény

smési kolagenu a chitosanu [11].

Kombinace kolagenovych vldken s hydroxyapatitem nebo fosfore¢nanem
vapenatym se hojné vyuziva k nahradé zubul a kosti, kde ma lepsi vysledky pfi zaceleni
rany neZ pri pouZiti samotného hydroxyapatitu a podporuje rychlejsi prorUstani

implantatu kosti. Setkame se také s kolagenovymi lepidly [8].

2.2 Povrchové upravy implantatu pro zvysSeni osseointegrace

U materialQ, pouzivanych na vyrobu implantat(, je kromé jejich mechanickych
a fyzikdlné — chemickych vlastnosti dllezitd jejich biokompatibilita, tedy odezva bunék
v kontaktu s implantovanym materidlem a zda jsou poté i nadale schopny plnohodnotné
plnit své fyziologické funkce. Pro vhodné prijeti kostnich implantat(i je zasadni jejich

osseointegrace.

Pojem osseointegrace byl poprvé zaveden ve 40. letech minulého stoleti diky praci
profesora Per Ingvar Branemarkova, ktery ve Svédsku zkoumal pritok krve u kralikd
pomoci implantované titanové krabicky. Kdyz svij experiment dokoncil a chtél implantat
vyndat, tak zjistil, Ze to jiz neni mozné, jelikoZ se kost s implantatem perfektné spojila.
Branemark v tomto vidél velky mozny pfinos pro lidskou implantologii, vznika zde totiz
pfimé rozhrani mezi kovem a kosti bez jakychkoliv zasahi mékkych tkani. Na sty¢né plose
se tak nevyskytuje zZadna zjizvena tkan, ani vlakna chrupavcitd ¢i vazivova. Osseointegraci
mlZeme pozorovat na nasledujicim obrazku, kde je vidét spojeni kostni tkané

s implantovanym kovem na histologickém snimku [12].

Obrazek 5 - Histologicky snimek titanového implantatu (€erné) integrovaného do kosti (rizové) [13]
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Hojeni kosti kolem implantatu zahrnuje bunécné akce, které se odehravaji na sty¢né
ploSe az do doby, kdy je implantat zcela pokryt nové vytvorenou kostni tkani. Pribéh
osseointegrace je regulovan diferenciaci bunék, ktera je stimulovana rlstovymi faktory.
Ty jsou vyluCovdny na rozhrani kosti a implantatu. V posledni dobé se rozviji snaha
o modifikaci implantaéniho povrchu pravé rlstovymi faktory, které by mély podporovat
osseointegraci a zlepSit bunécné funkce. DuleZité jsou také faktory podporujici
neovaskularizaci, tedy tvorbu novych krevnich cév. Nejvétsi potenciadl zde ukazuje
vaskularni endotelovy rastovy faktor, ktery se zaroven ukazuje byt dulezitym pro funkci
osteoblastl pfi hojeni kosti. Dale pak podporuje endotelové buriky v okolnich tkanich

v migraci, proliferaci a tvorbé tubularnich atvaru a je zcela nezbytny pro jejich preziti [14].

Z materidlového hlediska se vyuziva predevsim Cisty titan nebo slitina titanu, hliniku
a vanadu, ¢i keramické materidly ve spojeni s oxidem zirkoniéitym. U Uprav se na zdkladé
zkouseni a vyzkumu nejvice osvédcily technologie zdrsiovani povrchu, které maji velmi
dobré vysledky z pohledu pozadovaného spojeni kosti s kovem. Nejbéznéjsi metody
pro dosazeni zdrsnélého povrchu jsou tryskani, alkalické nebo kyselé leptani,

elektrochemicka anodizace Ci fyzikalni plazmatické upravy [14].

Upravy povrchu pro podporu osseointegrace lze rozdélit na dvé skupiny: depozice
povlaku a povrchové Upravy, podle toho zda se pfidava nova vrstva na pavodni material,
nebo se samotny povrch materidlu upravuje pomoci chemickych, nebo fyzikalnich metod.
U depozice se na povrch materidlu nanese tenka vrstva s jinymi fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi. Diky tomuto zpUsobu je mozno dosahnout rozmanitého mnozZstvi vlastnosti.
Nevyhodou mizZe byt ¢astecné nebo i kompletni oddéleni této vrstvy at uz posSkozenim,

nebo opotiebenim [14].

Modifikace povrchu umoziuje zlepSeni vlastnosti jako je drsnost, morfologie
nebo smacivost, ale moznosti jsou v tomto pfipadé limitovany charakterem plvodniho
materialu [14].

Jedny z nejéastéjSich dlvodl selhdni implantatu jsou jeho aseptické uvolnéni
a infekce. Nedostatecnd osseointegrace je pak jednim z ddvod( vedoucich pravé

k uvolnéni. Dale se pomoci povrchovych Uprav a vrstev da snizit riziko adheze pfisedicich

bakterii k povrchu implantatu a nasledné tvorbé infekce. Pravé styéna plocha mezi
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implantatem a kosti tvofi idedlni prostfedi pro pfichyceni bakterii, jejich proliferaci
a tvorbu tenkého biofilmu, ve kterém produkuji ochranné sekrety na bazi polymera. Tyto
latky pak znacné stézuji IéCbu infekce. Ackoliv mUze infekci zplsobit Siroka Skala bakterii,
az 70 % vSech téchto poskozeni v ortopedickych implantatech zplsobuje nejéastéji

Stafylokok epidermidis nebo Stafylokok aureus [14].

2.2.1 Fyzikalné - chemické upravy povrchu

V nasledujici kapitole jsou popsany nejbéznéjsi fyzikalni a chemické povrchové

Upravy implantata.

2.2.1.1 Tryskani

Tryskani je diky své jednoduchosti a cenové dostupnosti jedna z nejbéznéjsich
metod modifikaci povrchu. Mikrocastice o priméru 10-540 pm jsou urychlovany
a sméfovany na cilovy povrch pomoci stlateného vzduchu. Jako ¢astice se pouzivaji
korund (Al,03), karbid kifemiku (SiC), oxid titaniCity (TiO,), hydroxyapatit nebo zirkon
(ZiO,). Cilem tryskani je zvySeni drsnosti. Jeji vysledna hodnota zavisi na materialu
zvoleném pro tryskani a také na zplsobu jakym je usmérfiovan na soucast, predevsim pod

jakym uhlem a jaka je jeho energie pfi dopadu [15].

2.2.1.2 Naleptani

Pti naleptani povrchu chemikdliemi (HCI, HF, H,SO,4) se plisobenim kyselin v titanu
vytvareji drobné jamky v fadu mikrometr(i. Leptani se vétSinou vyuZivd po tryskani
a dohromady tvofi referenci pro porovnani s dalsSimi moznymi postupy. Nejrozsifenéjsi je
otryskani pomoci ¢astic Al,O3 o rozméru 200 — 540 um nasledované naleptanim smési HCI
a H,SO,4. Dosahuje se tak poZadované drsnosti makrostruktur tryskanim a mikrostrukur

naleptanim [15].

2.2.1.3 Anodizace

Dalsi hojné studovanou metodou je anodizace, ktera spocivd v galvanostatické
elektrochemické oxidaci probihajici v silné kyseliné (H,SO4, H3PO4, HF), kterd zajistuje

vznik porézni vrstvy oxidu titanicitého TiO, [15].
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2.2.1.4 Laser

Laserové paprsky mohou také vézt ke zlepsSeni vlastnosti. Absorpce vysokohustotni
radiace zpusobi vznik tepla, které ma za ndsledek lokdlni tani tenké povrchové vrstvicky
kovu. Tato vrstva po presmérovani paprskd na jiné misto velmi rychle rekrystalizuje.
Plisobenim okolniho vzduchu poté dojde k oxidaci a vzniku plosky TiO,. Nejpouzivanéjsi
typ laseru pro zkoumani zmén povrchu v souvislosti s osseointegraci je laser Nd:YAG.
Typické parametry jsou rychlost 100 — 300 ms™?, délka pulzu 10 —20ns a energie pulzu
0,2-0,5mJ). Morfologie laserem oSetfeného titanu vykazuje zvySenou drsnost

s hodnotami 0,5 — 2 um [15].

2.2.1.5 Plazma

Aplikace studené plazmy na titanovy implantat se zacala vice zkoumat
az v poslednich letech. Postupy s plazmou je mozno rozdélit podle tlaku, béhem kterého
aplikace probihd. Za snizeného tlaku, nizsiho nez je atmosfericky, je mensi potifebna sila
pro vyslani plazmy, coZz umoZniuje poutZiti levnéjsich a jednodussich generator(. Zaroven je
pfi nizsim tlaku i lepsi kontrola rozptylu plazmy. Postup s atmosferickym tlakem je ovsem
mnohem jednodussi v tom, Ze nevyZaduje pouziti drahych tlakovych systém(. Plazma se
¢asto pouziva pro Cisténi a sterilizaci po ostatnich povrchovych Upravach, ale zaroven byla
zkoumana i pro zvyseni osseointegrace a dodani antibakteridlnich vlastnosti implantatu.

Pro tyto aplikace se nejéastéji pouzivaji argon a kyslik [15].

2.2.2 Anorganické povlaky

Z anorganickych povlakd, které byly testovany pro zvyseni biokompatibility a snizeni
bakteridlni adheze na Ti povrchu, jsou nejvyznamnéjsi slou¢eniny na bazi hydroxyapatitu,

pfipadné jeho cementl [14].

Vrstva hydroxyapatitu se na implantdt muUZe nanaset magnetronovym
naprasovanim, pomoci iontového svazku, plazma sprejovanim nebo pulznim laserem.
Magnetron a iontové svazky jsou vhodné zejména pro ziskani hladkého kompaktniho
povrchu, nicméné nanaseni tohoto filmu je velice zdlouhavé a jeho tloustka je limitovana

na nékolik mikrometrd. Plazma sprejovani a pulzni laser zarucuji vrstvé drsnost.

23



Sprejované povrchy vykazuji mensi hustotu a vysokou poréznost, zatimco vrstvy dosazené

pulznim laserem maji vyssi hustotu [14].

Cementy vznikaji reakci vapniku a fosforu v praskovém stavu ve vodnim prostredi.
KdyZ se dostanou do styku s télesnymi tekutinami, vytvofi nanokrystalky hydroxyapatitu.

NejosvédcCenéjsi metodou nandaseni této vrstvy je sprejovani plazmou [14].

Mezi dalSimi testovanymi slou¢eninami jsou TiO,, v€etné jeho sloucenin s dalSimi

prvky, nebo rlizné nitridy [14].

Z kovl ma antimikrobialni schopnosti stfibro, které se dlouhodobé vyuziva k boji
s infekcemi napfi¢ medicinskymi odvétvimi. V ramci ortopedickych materidll se snazime
vyhnout zasahim do struktury povrchu implantatu a nanaseni tlustych vrstev. PouzZiva se
tak implantace stfibra pomoci plazmovych iontl. Tyto povrchy pak vykazuji slibné
vysledky v boji s bakteriemi, které shromazduji a pfeménuji na Cerstvé kultury. OvSem
i zde existuje maximalni vhodné mnoZstvi pouZitého sttibra, pfi jehoz prekroceni mlze
dojit k ohrozZeni rastu kosti. Stribro se da také kombinovat s dalSimi prvky, jako jsou

hofcik, zinek nebo vapnik [14].

2.2.3 Organické povlaky

Pro zvyseni osseointegrace jsou zkoumany i organické povlaky. Nejrozvinutéjsi jsou
plazmaticky nandasené polymery, které jsou velmi vhodné pro vytvoreni definované tenké
prechodové vrstvy pro imobilizaci biologicky aktivnich molekul. Diky plazmé dochazi
k preméné monomerl na polymery za Ucasti energetickych ¢astic (elektrony, ionty). Velmi
¢asto ma takto vznikly polymer jiné chemické slozeni i chemické a fyzikdIni vlastnosti nez
polymer vznikly klasickou polymerizaci v kapalné fazi, i kdyZz jsou pouzity stejné

monomery [15].

Povrch lze upravovat také pomoci navazani rastovych faktor( a peptidl. Bioaktivni
molekuly mohou byt umistény na povrch s cilem podpofit povrchové reakce mezi kosti
a implantatem. Mezi takové Upravy patfi napriklad imobilizace kostnich rlstovych faktort
pro zvyseni ostoegeneze a depozice peptidovych fetézcl pro spusténi urcitych bunécénych
funkci. Pravé vyuziti rGstovych faktord v ortopedickych implantatech podporuje aktivitu

osteoblastl a zlepSuje integraci [15].
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Studovany jsou také proteinové sekvence se schopnosti ovlivnit specifické

osteogenni bunécné funkce jako mineralizaci a diferenciaci [15].

Zajimavé mUze byt i pouziti chitosanu, coz je linearni polysacharid vyrobeny
deacetylaci chitinu, ktery se v pfirodé vyskytuje v exoskeletu hmyzu. U tohoto polymeru
se zkouma jak jeho moiné vyuziti v tkanovém inzenyrstvi, tak jeho antibakteridlni
vlastnosti. Pro zvyseni jeho antibakteridlnich funkci je mozné skombinovat jej s rGznymi

antibiotiky, naptiklad vankomycinem [14].

2.2.3.1 Organicko-anorganické kompozitni vrstvy

V poslednich nékolika desetiletich se objevuji snahy vytvareni biomimetickych
povrch(, které by napodobovaly strukturu a sloZzeni kostni tkané. Tyto vrstvy kombinuji
kalcium fosfat s biologickymi slozkami, jako jsou peptidy, ristové faktory nebo rGzné
protiladtky pro podporu interakci na rozhrani kosti a implantatu. Komplikovany je oviem
zpUsob, kterym by tyto latky bylo moiné skombinovat. Pro pfipravu fosfatovych vrstev
byvaji pouzivany zplsoby, které vyzaduji vysoké teploty a nefyziologické prostredi, proto
by pfipadala v Uvahu jen fyzikalni absorpce biologickych ¢astic. Ta je vSak Casto spojena
s vysokou Uvodni uvolfovaci rychlosti, kterd je nezddouci a muize vézt ke komplikacim
a vedlejsim ucinkdim. Proto jsou preferovany metody s moznosti pozvolného uvolnéni.
Vyhodna mize byt napfiklad vrstva kalcium fosfatu s pozvolna uvolfiujicimi se antibiotiky,

ktera podporuje shlukovani kostnich bunék [14].

2.2.4 Vrstvy obsahujici antibiotika

Vznik infekce po implantaci neni omezen pouze na dobu bezprostifedné po operaci,
ale mlze nastat kdykoliv. Zatimco agresivni bakterie jako zlaty stafylokok se vétSinou
projevi kratce po implantaci, ty méné virulentni mohou vést k pozdéjsim chronickym
infekcim, které jsou ¢asto obtizné lécitelné, jelikoz v dobé jejich objeveni jiz kolem sebe
maji ochranny biofilm. Je tedy Zadouci vyvinout technologii, kterd bude s bakteriemi

bojovat i v dlouhodobém méftitku [1].

Novym pristupem k tomuto problému je lokalizovana aplikace antibiotik pomoci
nosicl uchycenych na implantatu, ze kterych se poté postupné uvolnuji. Hickock a Shapiro

napriklad zminili metodu, pfi které je vankomycin implantovan na povrchu spolu
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s titanovym implantatem, nebo jeho slouceninami. Tento povlak pak byl schopny
prikazné bojovat s rlznymi bakteriemi po zkoumanou dobu jednoho roku. Vancomycin
spole¢né s titanem také potlacoval ostelyzu, udbytek kostni tkdné, pfi implantaci
stehennich kosti u krys, coZ také poukazuje na vyhodné vyuziti antibiotik lokalizovanych

pfimo vimplantatu [14].
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3 Metodika experimentu

V experimentalni ¢asti své bakalarské prace se zabyvam analyzou adheznich
zkousek vrstvy pripravené z kolagenu typu | a hydroxyapatitu, kterd je modifikovana
antibiotikem (vankomycin), na kovovych ortopedickych a dentdlnich implantatech. Tato
vrstva je pfipravovana kombinaci elektrospinningu a elektroblowingu roztoku kolagenu

s nanocasticemi hydroxyapatitu a ndslednou impregnaci antibiotiky ve formé disperze.

3.1 Popis vrstvy a jeji priprava

Motivaci pro vyvoj této vrstvy bylo snizeni rizika komplikaci, uvedenych v teoretické
Casti prace, zejména pak snizeni rizika reoperace implantat(i vlivem vzniku zanétu, a tim

prodlouZeni jejich Zivotnosti.

Nanokompozitni vrstva je sloZzend z kolagenovych nanovldken se stfedni hodnotou
praméru 100 — 350 nm, pfiemz tato vldkna obsahuji 75 az 100 hm. % kolagenu typu |
(teleci k@iZe, VUP Medical, Brno, CR). Dale tato vrstva obsahuje 5a715hm.%
hydroxapatitu (Sigma-Aldrich, Némecko) ve formé nanocastic o velikosti 50 — 250 nm.
Posledni slozkou vrstvy je vankomycin (Vancomycin Hydrochloride, Mylan, S.A.S,,
Francie), ktery tvofi 10 % hmotnosti hotové vrstvy a je do ni aplikovdn impregnaci

z etanolové (Penta, CR) disperze.

Pfiprava této vrstvy zadind smisenim poZadovaného mnoistvi kolagenu
a polyethylenoxidu (pomocny polymer, Sigma-Aldrich, Némecko) s fosfatovym pufrem.
Tato smés je nasledné vystavena teploté 32 az 42°C po dobu 60— 72 hodin. Ddle se
pristoupi k homogenizaci za vysokych otacéek 7000 — 15000 ot.min. B&hem tohoto kroku
se priddvd hydroxyapatit a ethanol. Takto vytvoreny roztok se ddle elektrostaticky
zvlaknuje v elektrickém poli 200 — 300 kV.m™ za relativni vihkosti vzduchu mensi nez 30 %
a teploté nepresahujici 37°C. Zvlaknovani mlze byt jesté doplnéno o electroblowing,
proud vzduchu pfedehraty na 20 — 25°C, ktery je pfivadén do oblasti kolem Usti trysek

a ma kladny vliv na tvorbu vilaken z tohoto roztoku.
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Obrazek 6 - Schéma elektrospinningu [16]

Pro zvyseni stability se roztok dale maci v roztoku 95 hm.% alkoholu s vodou a N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodimidhydrochloridem (Sigma-Aldrich, Némecko) a N-
hydroxysukcinimidem (Sigma-Aldrich, Némecko) po dobu 18 —30 hodin pfi teploté
32-42°C, kdy dojde kzesitovani. Nasledné je potfeba vzniklou vrstvu promyt
ve fyziologickém roztoku, ptipadné fosfatovém pufru, po dobu alespori 2 x 30 minut
a poté minimalné pal hodiny v destilované vodé, coz vede k uplnému vymyti
polyethylenoxidu. Pro vysuseni vrstvy se pouziva vakuové vymrazovani. Takto vytvorena

vrstva mlze byt ddle sterilizovana pomoci ethylenoxidu nebo gama zareni [17].

Pro aplikaci antibiotik se voli impregnace v disperzi ethanolu o koncentraci
antibiotik 10 %. Tento postup byl testovan spolu s dalSimi dvéma variantami. Prvni byla
lyofilizace, zamraZeni ndsledované dvojitym suSenim, kolagenu, hydroxyapatitu
a vankomycinu. Druhou moznosti bylo elektrostatické zvlaknovani disperze kolagenu,
hydroxyapatitu a vankomycinu. Z téchto tti variant vysla nejlépe pravé impregnace, coz je

patrné na nasledujicim grafu.
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Obrazek 7 - Vliv zvolené metody aplikace antibiotik na kinetiku jejich uvolfiovani. Minimalni inhibic¢ni
koncentrace pro vankomycinu rezistentni kmen Stafylokoka zlatého je 16mg/I [17].

3.2 Pribéh experimentu

Pro analyzu adheznich vlastnosti kolagenové nanovrstvy byly vyuzity modelové
valecky. Valecky byly vyrobeny z materidlu Ti6Al4V. Jejich priimér byl 5 mm a vyska 8 mm.

Ve valecku byla vyvrtana dira o hloubce 6mm se zavitem M3 (ISO 261).

Vzorky byly naskenovany pomoci laserového radkového skeneru ScanControl LLT
2800-25, jehoZ senzor pracuje na principu kfizeni svétla. PouZity laserovy paprsek mél

vinovou délku 655 nm. Pouzito bylo rozliseni 1024 bod( s rozlisSenim 10 um.

measuring range z-axis
(profile height)

measuring range x-axis
(profile width)

Obrazek 8 - Princip snimani skeneru ScanControl [20]
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Nejprve byly naskenovany holé vzorky bez vrstvy. Ndsledovalo pokryti vzorki
kolagenovou vrstvou pomoci metody elektrostatického zvlaknovani pfi napéti 28 kV
ze vzdalenosti 10 cm s davkovanim 0,5 ml/hod. Zarover byla také provedena povrchova
Uprava vzorkl. 5 vzorkl bylo bez Upravy, 5 bylo odmasténo acetonem, 5 bylo odmasténo
acetonem a smoceno v 1% naredéném kolagenovém roztoku, 5 bylo odmasténo
acetonem a smoceno v PBS a poslednich 5 bylo odmasténo acetonem, smoceno v motici

lazni (HNOs + HF + NaF + Na3POQ4) a poté smoceno v 1% kolagenovém roztoku.

Pro protlaceni byly vzorky nasroubovany na vdlcovy trn a ndsledné protlaéeny skrz
valcové diry o priméru 5 mm v blocich z tvrzené polyuretanové pény, ktera simuluje
lidskou kost. Pouzit byl zatéZovaci stroj MTS MiniBionix 858.2 se silovym snimacem
s nomindlni hodnotou 100 N. VSechny vzorky byly prfed pokrytim i po pokryti preméreny
mikrometrem a rozttidény do 4 skupiny pro protla¢eni dérami o priméru 5,00, 5,01, 5,02
a 5,03 mm. Tyto presné rozméry dér byly vystruZzeny na primarni odvrtané dife a nasledné

ovéreny pomoci etalonll. Po protlaceni byly vzorky opét naskenovany.

.L

—

il l

Obrazek 9 - Zabér z pribéhu experimentu Obrazek 10 - Detail protlacovaciho trnu, valecku a
polyueratanové pény
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Obrazek 11 - Polyuretanové kostky s dérami a vzorky pFipravené na protlacovani

3.3 Statistické vyhodnoceni experimentu

Pfi statistickém vyhodnoceni experimentdlné ziskanych dat jsem se ve své
bakalafské praci omezila pouze na vypocet vybérovych charakteristik polohy a rozptyleni,
se kterymi jsem se doposud béhem studia setkala. Ze ziskanych hodnot jsem urcovala

stfedni hodnotu poloméru jako aritmeticky pramér X,

- 1 n

X = ;* Zx:lxi (3)
kde x; jsou jednotlivé naméfené hodnoty, n je pofet méreni.

Rozptyl stfedni hodnoty jsem poté stanovila jako smérodatnou odchylku s.

s = \/ﬁZ?:l(xi — X)2 (4)

Pri vypoctu zavislosti protlacovaci sily na priméru modelového vzorku jsem
hodnoty linearizovala a urcila jednoduchou linedrni regresi. Tento postup spociva
v aproximaci ziskanych hodnot metodou nejmensich ctvercl a vyslednou pfimku lze

popsat ndsledujicimi vztahy,
y = b1 + b2 * X (5)

kde pro odhadnuté parametry b; a b, plati
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Y (XY= X Xi Dieq Vi
b, = Nli=1 i=1 i=1 6
2 n(2?=1xi2)—(2?=1xi)2 (6)

i Yi—ba X, Xi
b1 = L nZ 1 (7)

Zde jsem také urcovala korelacni koeficient, ktery obecné muze nabyvat hodnot od
-1 po +1, kde -1 vyjadfuje nepfimou zavislost a +1 zavislost pfimou. Korela¢ni koeficient 0
znadi neexistujici linearni zavislost mezi dvéma veli¢éinami. Pocitala jsem jej pomoci

Pearsonova vztahu.

r

— Z?:l(xi_f)*(yi_y) (8)
J2?=1<xi—f)2*2?=1(yi—y)2
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4 Vysledky experimentu

4.1 Srovnani morfologie povrchu pred a po naneseni vrstvy

Vzorky jsem vyhodnocovala pomoci softwaru Maplesoft. Naskenované hodnoty
bylo nejdfive potfeba ofiznout o 7,5 % na zacatku i konci, kde byly velké odchylky
ve snimani, které by zplsobovaly nepfesnosti ve vyhodnocovani. Na snimcich je vidét, Ze
diky principu fungovani skeneru nebyl naskenovan cely povrch valecku, ale pouze kruhova
usec. Nasnimanou ¢dast vzorku bylo tfeba vystfedit a posunout do pocatku soufadného
systému pomoci metody nejmensich ¢tvercll. Zde detailné prezentované vysledky jsou

pro vzorek 23.

. [mm]

Obrazek 12 - Nevystifedéna usec pred pokrytim Obrazek 13 - Vystifedéna usec pred pokrytim (vzorek 23)
(vzorek 23)
mm
o ¥ [mm]

x [mm]

Obrazek 14 - Nevystfedéna usec po pokryti (vzorek 23) Obrazek 15 - Vystiedéna tsec po pokryti (vzorek 23)
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Na histogramu smérodatnych odchylek je patrné, Ze uchylky od idealni hodnoty
poloméru, ktera byla ziskana aproximaci pomoci metody nejmensich Ctvercl, se nejcastéji
pohybovaly od -0,02 mm po 0,02 mm, a to jak pted pokrytim vzorku kolagenovou vrstvou,
tak po naneseni této vrstvy. U vzorku po pokryti se hodnoty odliSovaly méné nez u vzorku
pred pokrytim. Délka tfidiciho intervalu histogramu je 0,001 mm. Modra ktivka

znazornuje hustotu odchylek od idealniho poloméru.

- 401
301 (i
201 (M
200 (L
101 "
0 ‘ (- el e
-0.02 0 0.02 0.04 -0.02 0 0.02 0.04 0.06

dchylka [mm] tuchylka [mm]

Obrazek 16 - Histogram uchylek pied pokrytim (vzorek 23)  Obrazek 17 - Histogram tchylek po pokryti (vzorek 23)

Na grafech zobrazujicich rozlozeni uchylek v rdmci souboru vSech nasnimanych
bodl je opét vidét, Ze nejcastéji se hodnoty smérodatnych odchylek od stfedni hodnoty
poloméru se pohybovaly v intervalu od -0,02 mm po 0,02 mm. Jdou zde ovSem zobrazeny
i extrémnéjsi hodnoty jako -0,06 mm u nepokrytého vzorku. Ddle je zde také vidét, ze
smérodatné odchylky u pokrytych vzorkd se odliSovali v ramci celého souboru méné.

dchylka [mm]

0.04
0.02
O |

-0.02

-0.04

¢islo snimaného bodu

-0.06

Obrazek 18 - RozloZeni tichylek v souboru nasnimanych bodt pied pokrytim (vzorek 23)
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Obrazek 19 - Rozlozeni uchylek v souboru nasnimanych boda po pokryti (vzorek 23)

To samé jako na predeslych snimcich je patrné i na 3D rozloZeni uchylek

na rozvinuté plose Usece valce.

uchylka [mm]

uchylka [mm]

z [mm]

z [mm]

Obrazek 20 - 3D rozlozeni tchylek pred pokrytim Obrazek 21 - 3D rozlozeni tchylek po pokryti (vzorek 23)
(vzorek 23)

Na snimcich 22 a 23 je vidét reliéf rozvinuté snimané vrstvy, kdy jednotlivé barvy
podle legendy zobrazuji uchylky. Na celé ploSe nejsou patrné zadné velké vykyvy
a hodnoty uchylek se pohybuji v o¢ekdvanych mezich. Na grafu pred pokrytim je vidét
nékolik bodu, ve kterych odchylka dosahuje maximalni kladné hodnoty 0,05 mm. Vétsina
odchylek je ve Zlutém pasmu, které predstavuje hodnoty 0,01 az 0,03 mm, a v pasmu

tyrkysovém pro stejné hodnoty v zaporné casti. Na snimku po pokryti jsou hodnoty

predevsim zelené a tyrkysové, tedy v rozmezi -0,01 az 0,02 mm. Na povrchu se vyskytuje
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vétsi mnozZstvi bodl se Zlutou odchylkou 0,03 az 0,05 mm a jedna oblast s maximalni

kladnou uchylkou 0,07 mm.

Obrazek 22 - Reliéf rozvinuté plochy vzorku pied pokrytim (vzorek 23)

Obrazek 23 - Reliéf rozvinuté plochy vzorku po pokryti (vzorek 23)
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Obrazky 24 a 25 zobrazuji Cervené pramérnou hodnotu polomérd v zdvislosti
na délkové souradnici v milimetrech. Vrcholy cervené kfivky predstavuji primérné
hodnoty spoctené po kazdych 100 um délky. OranZzové jsou vyneseny hodnoty s pfi¢tenou
(pro horni kfivku), nebo odectenou smérodatnou odchylkou (pro spodni kfivku). U vzorku
pred pokrytim se primérnad hodnota poloméru vétSinou pohybovala mezi 2,470 mm
a2,465mm a to na délce od 1,2 mm po 6,9 mm. Vzorek po pokryti mél hodnoty
poloméru mezi 2,490 mm a 2,485 mm na délce 0,5 mm az 6,8 mm. Na obou vzorcich je
patrny mirny propad hodnot uprostied délky. Tento jev miZe byt stdle zplsoben
odfiltrovanim okrajovych hodnot, které byly Spatné nasnimané skenerem. Jinak na obou

vzorcich nejsou patrné zadné velké odchylky, pohybovaly se pouze v fddech mikrometrd.
polomr i §
2.480
2.475-
2.470-
2.465%
2.460]
2.455-

2 | 3 4 5 | 6

Obrazek 24 - Hodnoty polomért pred pokrytim v zavislosti na délkové soufadniciimm], éervené —primérné hodnoty
poloméru po 100 um délky, oranZové — primérné hodnoty poloméru +- smérodatna odchylka (vzorek 23)

2.48+

polom&r [mm]

2.47+

2.46-

2.45+

T

1 2 3 4 5 6 i

Obrazek 25 - Hodnoty polomérd po pokryti v zavislosti na délkové soufadnici [mm] , ¢ervené —primérné hodnoty poloméru
po 100 um délky, oranZové — primérné hodnoty poloméru +- smérodatna odchylka (vzorek 23)
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4.2 Morfologie povrchu po protlaceni

Na obrdazku 26 je vidét rozloZzeni polomér(i po protlaceni v zavislosti na nasnimanych
bodech. Je zde patrné, Ze hodnoty poloméru vykazovaly vétsi rozptyl nez u vzorkd pred
a po naneseni vrstvy. To samé dokumentuje i obrazek 27, na kterém je zndzornén
histogram smérodatnych odchylek. Ty se sice stejné jako pred protlacenim pohybuji
nejéastéji vrozmezi od -0,02 mm po 0,02 mm, oviem rozptyl hodnot je SirSi a bylo
zaznamenano i vice hodnot s odchylkou 0,04 mm. Délka tfidiciho intervalu histogramu je

0,001 mm. Modra kfivka zndzornuje hustotu odchylek od idealniho poloméru.

polomér [mm]
252

301

Cetnost

20

101

il
G i I e S P ! ST AR |
2 3 4 5 6 -0.02 0 0.02 0.04
z [mm] tchylka [mm]
Obrazek 26 - RozloZeni poloméra v souboru nasnimanych Obrazek 27 - Histogram uchylek po protlaceni
dat (vzorek 23) (vzorek 23)

Na reliéfu rozvinuté plochy Usece vzorku na obrazku 28 je vidét, Ze hodnoty Uchylek
se pohybovaly v pruzich podél celého vzorku. Nejéastéjsi hodnoty byly v intervalu od
-0,03 mm po 0,03 mm, ale jsou zde patrné i pruhy o vétSich uchylkach, s maximalni

uchylkou uprostied vzorku s odchylkou 0,04 mm az 0,06 mm.
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Obrazek 28 - Reliéf rozvinuté plochy po protlaceni (vzorek 23)

Na obrdazku 29 jsou hodnoty uchylek v souboru nasnimanych bodl zobrazeny ve 2D.

uchylka [mm]

0.04

0.02

0

=02

-0.04+

¢islo nasnimaného bodu

Obrazek 29 - Hodnoty tchylek po protlaceni (vzorek 23)
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Na snimcich 30 az 33 jsou vidét vzorky 23, 49 a 61 pfed nanesenim vrstvy

a po protlaceni.

Obrazek 30 - Vzorek 23 pfed nanesenim vrstvy Obrazek 31 - Vzorek 23 po protlaceni

Obrazek 32 - Vzorek 49 po protlaceni Obrazek 33 - Vzorek 61 po protlaceni

40



5 Diskuze

Nasledujici dva obrazky (Obr. 34 a 35) poskytuji srovnani stfednich hodnot
polomérd pred a po naneseni kolagenové vrstvy pro vzorek 23 a pro vzorek 61. Na obou
grafech je jasné patrny narlst poloméru po naneseni kolagenové vrstvy po celé zkoumané
délce vzorku. Hodnoty obou polomérl se odliSuji maximalné v rfadech par desitek

mikrometrdq.
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Délkova soufadnice [mm)]

Obrazek 34 - Srovnani poloméri pfed nanesenim vrstvy (holy) a po naneseni vrstvy (vrstva) pro vzorek 23
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Obrazek 35 - Srovnani polomérl pred nanesenim vrstvy (holy) a po naneseni (vrstva) pro vzorek 61
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Na nasledujicich grafech (Obr. 36 a 37) je srovnan polomér pfed nanesenim vrstvy,

po naneseni vrstvy a po protlaceni. Je zde vidét, Ze ackoliv se pfi protlacovaci zkouSce ¢ast

kolagenové vrstvy otre, stale je tato vrstva na povrchu vzorku patrna.

érva

Polom

leCku [mm]

2.495
2.49
2.485
2.48
2.475

Holy
2.47 e \/rstva
2.465 Protlaceny
2.46

2.455 + T T
1.2 3.2 5.2

Délkova soufadnice [mm]

Obraz

ek 36 - Srovnani poloméri pred nanesenim vrstvy (holy), po naneseni (vrstva) a

po protlaceni (protlaceny) pro vzorek 23
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Obrazek 37 - Srovnani polomért pfed nanesenim vrstvy (holy), po naneseni (vrstva) a po protlaceni (protlaceny) pro

vzorek 61

Kromé morfologie povrchu jsem se zabyvala také hodnocenim protlacovaci zkousky,

a to konkrétné moznymi zavislostmi protlac¢ovaci sily na poloméru valecku, rozméru

protlacovaciho otvoru a povrchové Upravé titanového valecku.
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Vsechny vzorky byly vyrobeny s primérem 5 mm a délkou 8 mm, ovSem jiz pfi
snimdni vzorkd pred nanesenim kolagenové vrstvy bylo vidét, Ze i tak jsou v povrchu
odchylky v fadu mikrometra. Tyto odchylky pfetrvavaly i po naneseni kolagenové vrstvy.
Na ndsledujicim grafu je zndzornéna zavislost protlacovaci sily na idedlnim primeéru
valecku, ziskaném aproximaci pomoci metody nejmensich ¢tvercll. Z grafu se da usoudit,
Ze potiebna protlacovaci sila je zavisla na priméru valecku a také na tloustce kolagenové
vrstvy, ktera ovliviiuje vysledny primér. Pro mensi priiméry byla potfebnd mnohem
mensi sila nez pro priaméry vétsi. Korelacni koeficient vysel 0,7064, coz znaci pomérné

vysokou miru zavislosti obou velicin.
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Obrazek 38 - Zavislost protladovaci sily na priméru valecku s korelaénim koeficientem 0,7064

Vzorky byly rozttidény podle priaméru do ¢tyr skupin pro protlacovani ¢tyfmi otvory
v polyuretanové péné o pramérech 5,00mm, 5,01mm, 5,02mm a 5,03mm. Tyto skupiny
nebyly stejné velké. Prvni skupina obsahovala 8 vzork(, druhd 6, tfeti 4 a ¢tvrta 7 vzorkd.
Rozpéti sil v zavislosti na priiméru diry je znazornéno na Obr. 39. Na grafu je patrné Siroké

rozpéti hodnot u jednotlivych skupin a neni zde patrnd Zadna zavislost.
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Obrazek 39 - Protlacovaci sila dosazena p¥i protlacovani riizné velikymi otvory v polyuretanové péné

Posledni graf zobrazuje rozmezi protlacovacich sil pro jednotlivé druhy pouzitych

povrchovych Uprav. Prvni skupina vzork(li byla ponechana bez uprav, druhd byla

odmasténa acetonem, treti byla odmasténa acetonem a smocena v 1% roztoku kolagenu,

¢tvrtd byla odmasténa acetonem a smocena v PBS, posledni pata skupina byla odmasténa

acetonem, smocena v mofici 1dzni a nasledné v kolagenovém roztoku. VSechny tyto

skupiny obsahovaly 5 vzork(. Nejmensi primérné hodnoty byly ve skupinach 2 a 4, ovsem

ve Ctvrté skupiné byly zaroven dvé velmi odlisné hodnoty od priamérné sily 40 N. Pouze

v pfipadé skupiny 2 byly hodnoty stanovené s nemensim rozptylem a bez extrémnich

odchylek. Z porovndani vysledkll méreni vSak nevyplyva zadny jednoznacny rozdil mezi

jednotlivymi Upravami povrchu.
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Obrazek 40 - Zavislost protlacovaci sily na povrchové tpravé
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PFi vyhodnoceni experimentu se také ukdzalo, Ze pouzity skener ScanControl nebyl
zvolen vhodné, jelikoZz pfi jeho rozliSeni 10 um neni schopen presné rozliSit nerovnosti
povrchu, které se pohybuji pouze v jednotkdch mikrometrt, a vysledky tak byly casto

zkreslené.
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6 Zavér

Hlavnim cilem mé bakaldfské prace bylo analyzovat adhezi kolagenové vrstvy
na modelovém implantdtu a zhodnotit pribéh protlacovani. V teoretické ¢asti jsem
objasnila motivaci pro vyvoj nové povrchové vrstvy implantatu. JelikoZz kolagen tvofi
z nejvétsi Casti analyzovanou vrstvu, vénovala jsem popisu jeho struktury a vlastnosti
velkou pozornost. Dale jsem uvedla zakladni pfehled moznych povrchovych uUprav pro

zvySeni osseointegrace, coz bylo jednou z motivaci pro vyvoj této vrstvy.

V experimentdlni casti jsem prezentovala sloZeni vrstvy a princip zvoleného
experimentu. Ddle jsem prezentovala vysledky analyzy vrstvy. Nejdfive jsem porovnavala
morfologii povrchu pro vzorky pfed nanesenim kolagenu a vzorky po naneseni kolagenu.
Dale jsem se vénovala otazce, zda i po protlaceni vzorového valecku s kolagenovou
vrstvou polyuretanovou pénovou zUstane cast vrstvy na vzorku. Tedy zda je adheze
kolagenové vrstvy dostatecnd. Jak fotograficka dokumentace, tak analyza snimanych dat
ukazuji, ze vrstva na povrchu vzorku ulpéla, ackoliv mohla byt ¢asteéné poskozena.

Adheze kolagenové vrstvy na vzorovém implantatu tedy byla prokdzana.

V posledni ¢asti jsem hodnotila vysledky protlacovaci zkousky a zjistovala mozné
zavislosti pribéhu protlacovani na odlisnych vlastnostech vzork(. Podafilo se mi zjistit
zavislost mezi protlacovaci silou a tloustkou nanesené kolagenové vrstvy. U odliSnych
povrchovych Uprav jsem Zadnou prokazatelnou souvislost nenasla, stejné tak u rozdilnych

velikosti dér v polyuretanové péné.

Béhem vyhodnocovani dat jsem zjistila, Ze skener ScanControl nebyl zvolen vhodné.
Tento pristroj méfi s citlivosti 10 um, a to pro snimani povrchu implantati neni

dostacujici. Doporucuji tedy zvolit vhodnéjsi metodu snimani. Samotnd zkouska adheze

pomoci protlacovani polyuretanovou pénou se ovsem osvédcila.

Cile prace byly spinény.
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