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Nazev diplomové prace: Mechanické a strukturni vlastnosti kolagenovych

nanovlédkennych vrstev v simulovanych télnich podminkéach

Abstrakt:

Ve své diplomové praci jsem se zamefila na sledovani zmén mechanickych a strukturnich
vlastnosti kolagenovych nanovrstev vlivem ¢innosti bun¢k. Tyto zmény byly sledovany
béhem a po expozici vsamotném kultivanim médiu a v pfitomnosti dermalnich
fibroblastl a osteoblastl, které byly na vzorcich kultivovany po dobu tii tydna.

Uspésnost kultivace byla hodnocena pomoci fluorescenéni mikroskopie a pomoci
hodnoceni metabolické aktivity kultivovanych bunék. Zmény mechanickych vlastnosti
byly méfeny jednoosou tahovou zkouSkou, u které se vyhodnocoval pocatecni modul
pruznosti v prvnim a poslednim zatézovacim cyklu a mez pevnosti kolagenové vrstvy.
Strukturni zmény byly sledovany pomoci infracervené spektroskopie a elektronové
mikroskopie.

Kultivace byla hodnocena jako Uspé$na. Zmény pocate¢niho modulu pruznosti byly
pozorovany nejvice u prvniho zatéZovaciho cyklu, kde byly u vzorkl s fibroblasty i
osteoblasty zaznamenany statisticky vyznamné rozdily hodnot mezi 1. a 21. prvnim dnem
kultivace. U posledniho zatéZovaciho cyklu byly statisticky vyznamné zmény mezi 1. a 21.
dnem kultivace pozorovany pouze u vzorkl s osteoblasty. Naopak, mez pevnosti rostla jak
v médium bez bunék, tak v pfitomnosti obou typii buné¢k, a tuto zménu tedy nelze pficist
pouze pusobeni bun€k. Infracervena spektroskopie ukézala zmény v helikdlni struktufe
vzorkl kultivovanych s osteoblasty. Na snimcich z elektronové mikroskopie, ze kterych
byly méteny pruméry vlaken, zmény pozorovany nebyly.

Fibroblasty 1 osteoblasty mohou svoji ¢innosti ovliviiovat mechanické a strukturni
vlastnosti kolagenovych nanovrstev. Popis bunéénych mechanismti odpovédnych za tyto
zmény bude soucasti dalS§iho vyzkumu, ktery bude zaméfen piedevSim na analyzu
enzymovych a jinych remodela¢nich aktivit fibroblatl a osteoblastt.

Kli¢ova slova: kolagen, strukturni vlastnosti, mechanické vlastnosti, biodegradace,

fibroblasty, osteoblasty



Diploma Thesis title: Mechanical and structural properties of collagen nanofibrous layers

under simulated body conditions

Abstract:

In my thesis I focused on changes in mechanical and structural properties of collagen
nanolayers due to cellular activity. These changes were monitored during and after
exposure in the culture medium itself and in the presence of dermal fibroblasts and
osteoblasts which were cultured on collagen nanolayers for three weeks.

The cell culture on collagen nanolayers was assessed by fluorescence microscopy and
metabolic activity. Changes in mechanical properties were measured by a unilateral tensile
test in which the initial modulus of elasticity in the first and last load cycle and the ultimate
tensile strength of the collagen layer was evaluated. Structural changes were monitored by
infrared spectroscopy and electron microscopy.

Fibroblasts and osteoblasts were succesfully plated and cultured on collagen nanolayers.
Changes in the initial modulus of elasticity were observed most in the first load cycle,
where both the fibroblast and the osteoblast samples showed statistically significant
differences between the 1st and 21st day of the cultivation. For the last load cycle,
statistically significant changes between 1st and 21st day of cultivation were observed only
in samples with osteoblasts. On the other hand, ultimate tensile strenght increased in both
cell culture media as well as in layers with cultured cells, thus the changes in ultimate
tensile strength cannot be addressed only to cell activity. The infrared spectroscopy
revealed the changes in helical structure of collagen nanolayers only in osteoblast
specimens. Fiber diameters changes which were measured from images from electron
microscopy were not observed.

Fibroblasts and osteoblasts can influence mechanical and structural properties of collagen
nanoparticles. Identification of cellular mechanisms responsible for the mechanical
changes will be the aim of following research focused on the anaylsis of enzymatic activity
and remodelation procedures of dermal fibroblasts and osteoblasts.

Key words: collagen, structural properties, mechanical properties, biodegradation,

fibroblasts, osteoblasts
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1 Uvod

Tkanové inzenyrstvi je jeden ze zavedenych piistupti v ndhrad¢é tkani a opravé jejich
funkci. Soucasti tohoto oboru je zkoumani a vyvijeni novych materidll, které by bylo
mozné vyuzit v biomedicing€. Jednim ze smért je vyvoj biokompatibilnich nanovldkennych
vrstev, které je mozné ptipravovat napiiklad z polymert. Tyto nanovrstvy jsou diky svym
jedine¢nym vlastnostem schopné poskytnout buitkdm do¢asnou mechanickou a strukturni
podporu, a napomoci tak obnové poskozenych tkani. Soucasny vyzkum v oblasti
nanovldkennych materialii se soustfedi i do oblasti vldken z ptirodnich polymerti. Jedna se
pfevazné o materidly, které jsou v lidském téle Casem zcela resorbovatelné, a jsou svymi
vlastnostmi schopné napodobit funkci plivodni tkan€. Mezi tyto materidly patii naptiklad
kolagen.

Cilem této prace sledovat zménu mechanickych a strukturnich vlastnosti kolagenové
nanovrstvy v podminkach, ve kterych budou nasledné osazovany buiikami a pozd&ji
implantovany do organismu. V této praci jsou mechanické a strukturni vlastnosti
pozorovany v hydratovaném stavu, a to v zavislosti na typu kultivovanych bun¢k a na
délce kultivace. Pro splnéni cile prace bylo nutné nejprve zhodnotit ispésnost kultivace
bun¢k na kolagenové nanovrstvé, ktomu byla vyuZzita fluorescencni mikroskopie a
hodnoceni bunééné metabolické aktivity pomoci metody Alamar Blue assay. Ke stanoveni
zmén mechanickych vlastnosti byla vyuZita jednoosa tahova zkouska, ktera byla doplnéna
metodami pro vyhodnoceni zmény struktury kolagenové nanovrstvy. Jako metoda pro
vyhodnoceni zmény vnitini struktury nanovrstvy byla pouzita infracervena spektroskopie
umoziujici stanoveni poméru helikdlni a denaturované struktury kolagenu, a dale
elektronovéa mikroskopie, ze které je mozné zhodnotit zménu priméru vlaken.

Prace je rozdélena do 5 kapitol. Prvni kapitola se vztahuje k sou¢asnému stavu dané
problematiky, popisuje soucasny pohled na tkanové inzenyrstvi, na materialy, které se nyni
vyuzivaji, a na pozadavky na tyto materidly. Ve druhé kapitole jsou popsany materidly a
metodika testl vyuzitych pfi testech in vitro. Ve tieti kapitole jsou shrnuty vysledky.
Ctvrta kapitola obsahuje diskuzi nad dosazenymi vysledky. Posledni kapitola je celkovym

shrnutim préce.

11



2 Teoreticka cast

2.1 Tkanové inzenyrstvi
Tkanové inzenyrstvi je multidisciplinarni obor, ktery spojuje biologii, chemii, fyziku,
medicinu a technické obory. Principy téchto oborti vyuZziva pro vyvoj biologickych nahrad,
které obnovi, zachovaji ¢i zlepsi funkci tkanég ¢i celého organu [1].
Typy 1écby mizeme v tkdflovém inzenyrstvi rozdélit na:

a. bunécnou terapii,

b. tkanové nosice (scaffoldy),

c. kombinaci bunék a scaffoldu.
Bunééna terapie vyuzivd pouze bunck, které jsou transplantovany pifimo na misto
poskozeni. Vyhodou bunécné terapie je jednoduchd aplikace, vétSinou injekéné pfimo na
misto poskozeni. Nevyhodou je moznost migrace bun¢k z mista defektu a tim snizeni
jejich u€innosti. Bunécna terapie se vyuziva naptiklad pii nervovych onemocnénich nebo k
1écbé cukrovky. Tkanové nosice (scaffoldy) jsou struktury pfipominajici leSeni, které
slouzi k do¢asné mechanické podpofte pro burky, a zaroven jim poskytuje vhodné prostiedi
pro adhezi, rist a proliferaci. Scaffoldy bez zaclenénych bunck se vyuzivaji z divodu
jednoduché ptipravy, nebot’ odpada proces ptipravy bunck. Scaffoldy se vyuzivaji zejména
jako vyplné v zubnim lékafstvi nebo v pfipadé, ze ma poskozena tkan velkou schopnost
regenerace, kdy dojde k migraci bunék z okolni tkdn¢ do scaffoldu, ktery poté slouzi jako
docasnd vypln defektu. Tato 1é¢ba nemusi byt dostate¢né efektivni, jelikoZ nejsou spolecné
se scaffoldem implantovany i buiiky, které maji schopnost tvorby mezibunééné hmoty a
sebeobnovy. Proto je nejvyhodnéjsi vyuzivani kombinace bunééné terapie spolecné se

scaffoldy, kterd vyse popsané nevyhody eliminuje (Obr.1) [1].
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Obr. 1: Princip tkdnového inZenyrstvi vyuzivajici kombinaci buné€k a scaffoldu.

Tkanové inzenyrstvi rozliSuje tii zakladni prvky, které tvofi lidskou tkan — mezibunééna
hmota, buiiky a biologicky aktivni latky. Mezibunééné hmota poskytuje mechanickou
oporu pro buiiky a slouzi jako zdroj signali regulujici proliferaci a diferenciaci bun¢k. Z
hlediska tkanového inzenyrstvi se jednd o pfirozeny scaffold. Mezibunééné hmota je
produkovana builkami a je sloZzena z amorfni a vlaknité slozky. Amorfni slozka je tvofena
glykosaminoglykany, glykoproteiny a proteoglykany, je tuhd a dobfe odolava tlaku.
Vldknita slozka je tvofena kolagenem a elastinem a doddvd mezibunééné hmoté
mechanické vlastnosti jako je odolnost v tahu, elasticita, ap. Buiiky vykonavaji funkce
specifické pro danou tkan, tj. produkuji mezibunécnou hmotu, bioaktivni latky a podileji se
na udrzeni celkové funkce tkang. Pro ucely tkanového inzenyrstvi jsou buniky ze zdravych
tkani izolovany, in vitro kultivovany za fyziologickych podminek (pH, teplota, tlak,
ziviny) a bud’ vpraveny do poSkozené tkané samostatné, anebo jako soucast scaffoldu, ve
kterém byly namnozeny. Bioaktivni latky jsou latky biologického ptvodu, které bunky
potfebuji pro spravnou funkci. Patfi sem ristové faktory, hormony, ale i mezibunééna

hmota [1].
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2.1.1 Hlavni oblast vyuziti tkanového inZenyrstvi — pojivové tkané
Pojivové tkané maji v lidském téle mnoho funkci. Zajistuji mechanickou oporu, latkovou
vyménu a slouzi jako energeticka rezerva organismus. VSechna pojiva se skladaji z bunék
a mezibunéné hmoty, ktera mad amorfni a vldknitou slozku. Dle typu zastoupeni
jednotlivych buné€k a charakteru mezibunééné hmoty miizeme pojiva rozd¢lit na tfi hlavni
typy — tkan vazivovou, chrupavcitou a kostni [2, 3].

Vazivova tkan je nejrozsifencjSim pojivem v lidském téle. Podili se na stavbé tukové
tkané, slach, vazl, oball organtl, kostni dfen¢€, lymfatické tkdn€ aj. Je tvofena vazivovymi
buitkami — fibroblasty a fibrocyty (Obr. 2) a mezibunécnou hmotou [2, 3]. Fibroblasty
jsou protahlé, vietenovité ¢i hvézdicovité bunky, které pfiléhaji k vazivovym vlaknim.
Fibrocyty jsou vietenovit¢ buiiky mensi nez fibroblasty. Zatimco fibroblasty jsou
metabolicky aktivni buiky, které produkuji mezibunéénou hmotu, tj. tropokolagen,
proteoglykany a molekuly elastinu. Syntetickd i mitotickd aktivita fibrocytd je minimalni a

tvofi pouze stavebni oporu vaziva [2, 3].

it g

ind e .

FS
£

FIBROCYT FIBROBLAST

Obr. 2: Vazivové bunky — fibrocyty a fibroblasty.

Obr. 3: Dermalni fibroblasty pouZité v této praci. Dermalni fibroblasty jsou kultivovany na

bézném polystyrenovém povrchu. Zvétseni 10x.
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Mezibunééna hmota vaziva je tvofena kolagennimi, elastickymi, retikularnimi vldkny a
amorfni mezibunéénou hmotou. Kolagenni vldkna dodavaji vazivu pevnost v tahu, lze je
ovSem protdhnout pouze o 8-10 %. Vldkna elasticka nejsou pevna, ale mohou se
protahnout az na 100-150 %. Retikularni vldkna jsou jemna, tenka a rozvétvena vlakna,
kterd tvofi prostorové sité pro lymfatické systémy a vytvafi kostru, kterd slouzi pro ulozeni
lymfocytli. Amorfni mezibunééna hmota slouzi jako vyplin mezi vldknitou a buné¢nou
slozkou vaziva. Je tvofena pievazné glykosaminoglykany, proteoglykany a
multiadhesivnimi proteiny a velkym mnozstvim vody [2—4].

Kost je tvrda tkan, kterd ma podplrnou a ochrannou funkci, slouzi také jako zdsobnik
minerali a energie, a podili se na krvetvorbé. Jako vSechna pojiva, se i kostni tkan sklada
zbunc¢k — osteoblastli, osteocytii a osteoklasti (Obr. 4, 5), a z mezibunéné hmoty.
Z uvedenych pojiv je kostni tkan nejtvrdsi. To je zplsobeno prostupem mezibunécné
hmoty anorganickymi solemi (fosfore¢nan vapenaty a uhli¢itan véapenaty), které vSak
nejsou v kosti ulozeny trvale, ale neustdle se vyménuji [3]. Osteoblasty jsou bunky
kubického tvaru s cetnymi vybézky, které slouzi pro kontakt mezi jednotlivymi
osteoblasty. Diky témto kontaktiim je realizovana latkova vymeéna kosti. Osteoblasty jsou
v kosti pfitomny v mistech, kde dochazi k novotvorbé, ¢i piestavbé kosti. Jedna se o
aktivni kostni bunky, které produkuji kolagenni vlakna a amorfni mezibunéénou hmotu.
Dale produkuji enzymy, které se podileji na mineralizaci kostni tkdné. Osteocyty tvoii
vétSinu tkané dospélé kosti. Vznikaji usidlovanim osteoblastll v mezibunécné hmoté. Tento
typ bunék se Ucastni uvoliiovani mineralt z kostni tkan¢. Diky této funkci se zapojuji do
regulacnich mechanizmii zajist'ujicich hladinu vépniku v télnich tekutinach. Osteoklasty
jsou velké buiky, které jsou pfitomny v mistech piestavby kosti. Prestavba kosti je
doprovazena resorpci kostni tkan¢, kterou zajiStuji pravé osteoklasty. Osteoklasty
produkuji enzymy, které jsou schopné uvolnit kostni mineraly a rozrusit strukturu zdkladni
hmoty. Dalo by se fici, Ze osteoklasty uvoliiuji prostor pro nové vytvorenou kostni tkan a

napomahaji jeji remodelaci [2].
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Obr. 4: Kostni buiiky — osteoblasty, osteocyty a osteoklasty.
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Obr. 5: Kostni buniky lidské linie SAOS-2 pouzité v této praci. SAOS-2 jsou kultivovany

na bézném polystyrenovém povrchu, zvétseni 10x.

Mezibunéénd hmota kosti ma stejny charakter jako u ostatnich druht pojiv. Sklada se
z Ustrojné slozky (=ossein), kterou lze rozd€lit na slozku vldknitou a amorfni. U kostni
tkané je navic mezibunééna hmota prostoupena anorganickymi solemi. Vlaknita slozka je
tvofena prevazné kolagenovymi vldkny typu I. Amorfni mezibunécnd hmota vypliuje
prostory mezi bunikami a vlakny. Amorfni slozku tvoii proteoglykany, které slouzi
ke stmeleni jednotlivych kolagennich vldken a kostnich bunék. Patfi mezi n¢
proteoglykany obsahujici chondroitinsulfdt a keratansulfat, strukturdlni glykoproteiny
(osteonektin, sialoprotein, osteokalcin). Anorganickéd slozka mezibunééné hmoty tvoii az
60 % hmotnosti kosti. Vaze se na kolagen ve form¢ krystalll vapenatych soli, kalcium
fosfatu, chemicky a strukturné podobnému fosforecnanu vapenatému — Cao(PO4)s a
hydroxyapatitu — Ca;o(PO4)s(OH), a obsahujicimu jest¢ dalsi chemické prvky, jako
naptiklad hot¢ik a sodik. Krystaly se vazou v mistech mezer mezi jednotlivymi
tropokolagenovymi vldkny a disledkem tohoto spojeni jsou specifické mechanické
vlastnosti kosti. Zatimco anorganicka slozka mezibunééné hmoty je nositelem tvrdosti a
pevnosti kosti, organicka slozka je nositelkou pruznosti. Kombinaci obou slozek vznikaji
mechanické vlastnosti, které z kostni tkané tvoii odolnou, tvrdou a ¢aste¢né pruznou tkan

[3-5].
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2.2 Materialy pro tkanové inZenyrstvi
Materialy, které se v souCasné dob¢ vyuzivaji v tkanovém inzenyrstvi nebo jsou pro néj
vyvijeny lze obecné rozdélit do n€kolika skupin [6, 7]:

a. syntetické polymery,

b. ptirodni polymery,

c. kompozity.
Ptiklady materiald z jednotlivych skupin a srovnani vyhod a nevyhod jejich aplikace je
souhrnné uvedeno v Tab. 1. Vzhledem k tématu prace se tato kapitola zamétuje pouze na

kolagen, ktery patfi mezi ptirodni polymery a vyuziva se také pro pfipravu kompoziti.

2.2.1 Prirodni polymery

Pfirodni polymery maji vétSinou velmi dobrou biokompatibilitu, jelikoZ jsou pro lidsky
organismus pfirozené a mély by tak minimaln¢ vyvolavat nezddouci imunitni reakce. Na
rozdil od syntetickych polymerti jsou velmi Spatné zpracovatelné a chemicky
modifikovatelné, vyznacuji se malou pevnosti a daji se jen téZko reprodukovat vinou
riznorodosti pfirodnich zdroji potfebnych pro jejich izolaci. Mezi pfirodni polymery pro

medicinské aplikace patii vedle kolagenu také naptiklad elastin a hyaluronan [8].

Kolagen

Kolagen je extracelularni, ve vod& nerozpustny protein. Patfi mezi nejrozSifengjsi
bilkovinu v lidském téle, kde predstavuje ptiblizn¢ 25-30 % vSech bilkovin. Vyskytuje se
v mezibunééné hmoté¢ pojivovych tkani v podobé kolagenovych vldken (Obr. 6).
V soucasné dobé je znamo 28 raznych typit kolagend. Jednotlivé druhy kolagenti se od
sebe 1i8i pfedevsim strukturou a aminokyselinovym sloZenim. Nejroz§ifenéjSim typem

kolagenu v lidském organismu je typ I [9].

KOLAGENOVE VLAKNO FIBRILY TROPOKOLAGEN RETEZEC AMINOKYSELIN

Obr. 6: Struktura kolagenovych vlaken.
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Struktura a vlastnosti kolagenu
Kolagen je organickd makromolekularni latka tvofena aminokyselinami spojenymi
peptidovymi vazbami. Struktura bilkovin je velmi dulezitd pro jejich spravnou funkci. Je
popisovana na ¢tyiech trovnich (Obr. 7):

a. primarni struktura — uspotfadani jednotlivych aminokyselin v fetézci,

b. sekundarni struktura — prostorové uspofadani aminokyselin v fetézci,

c. tercialni struktura — vzdjemné uspotfadani prvki sekundérni struktury,

d. kvartérni struktura — vzdjemné prostorové usporadani polypeptidovych fetézcl

[10].

Molekula kolagenu je tvofena pievazné glycinen, prolinem, hydroxyprolinem a
hydroxylysinem. Primarni struktura kolagenu je ddna sekvencemi aminokyselin
v peptidovém fetézci a popisuje peptidové vazby a charakter vedlejSich vazeb.
Sekundarni struktura udavd prostorové uspotradani, které je déno sekvencemi
aminokyselin. Struktura kolagenu je pravotoCivy a-helix. Zakladni stavebni jednotkou
sekundarni struktury kolagenu je tedy levotociva Sroubovice polypeptidd, kterd je svinuta
do pravotocCivé Sroubovice. Tercidlni struktura je tvofena tfemi levotoCivymi fetézci
tvoficimi pravotoCivou trojSroubovici. Takto vznikly Gtvar se nazyva tropokolagen a tvofi
zakladni stavebni kdmen kolagenu. Jeho soudrznost je dana vodikovymi mistky, které
vznikaji pouze tésnym piiblizenim fetézcl. Toto pfiblizeni je zajisténo glycinem.
Kvartérni struktura stanovuje vldknitou povahu kolagenu. Vldkna kolagenu jsou mékka,
ohebnd a pevna v tahu, ale vyznacuji se malou pruznosti. Ve tkanich mohou byt fibrily
uspotadany do svazki, jako je tomu naptiklad u Slach a vaza [10, 11].
V biomedicinskych aplikacich se kolagen vyuzivd na vyrobu chirurgického Siciho
materialu, ve form¢ fibril v kostni a celistni chirurgii, ve formé vlaken spletenych do
sit€ na ndhradu pokozky, ndhradu cév nebo kryti ran, a také v denaturovanych formach
jako Zelatina, klih, hydrolyzaty kolagenu, dale jako pojiva tablet, kapsule, emulgatory nebo
zahustovadla [8].
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PRIMARNI STRUKTURA - RETEZEC AMINOKYSELIN

SEKUNDARNI STRUKTURA - PRAVOTOCIVY a-HELIX

TERCIALN STRUKTURA - TROPOKOLAGEN

KVARTERNI STRUKTURA - FIBRILY

KOLAGENOVE VLAKNO

Obr. 7: Struktura kolagenu

V disledku primarniho slozeni a uspofadani kolagenu jsou kolagenni fibrily mimotadné
ptizptisobené k tomu, aby vydrzely napéti v tahu. Vzniklé trhliny v kolagennich vldknech
se nemohou rozsifovat tak snadno, jako by tomu bylo, kdyby byl kolagen uspotfadéan jako
jednolitd hmota. V disledku pticnych vazeb mezi molekulami dochazi ke zvyseni pevnosti
kolagennich vlédken. Stabilita téchto vazeb vSak zavisi na vlastnostech proteoglykani
obsazenych v mezibunééné hmoté. Vyslednou pevnost a pruznost ovliviluje uspotradani
molekul tropokolagenu. Molekuly se vzdjemné prekryvaji a nachdzi se mezi nimi mezery,
které umoznuji jejich vzdjemny posun. S vékem a v disledku onemocnéni klesd mez

pevnosti v tahu a sniZzuje se hodnota maximalniho protazeni [9, 12, 13].

2.2.2 Kompozity

Kompozity jsou kombinované materidly tvoiené ze dvou a vice fazi rozdilnych vlastnosti,
které déavaji vyslednému materidlu vlastnosti nové. Kompozitni materialy jsou tvoreny
znosné Casti (vyztuze) a matrice. Matrice ma funkci pojiv a ddva kompozitu vnéjsi tvar,
nosna ¢ast funguje jako vyztuz. Kompozity mizeme rozdélit naptiklad podle typu vyztuze

na vlaknové (s vyztuzi tvofenou dlouhymi nebo kratkymi vlakny), ¢asticové, nebo hybridni
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kombinujici vldkna i ¢astice. Dale mizeme kompozity rozdélit dle materidlu vyztuze,
kterou mohou byt kovova vlakna a jejich slitiny, nekovové materidly, mezi které fadime
anorganické materidly (keramika, skla) a syntetické materialy (polymery — kevlar, nylon
atp.). Kompozity lze dé¢lit také dle materidlu matrice, kterymi mohou byt, stejné jako
material vyztuze, kovové, ¢i jiné anorganické materialy (keramika, skla, uhlik) a syntetické
materialy (polyestery, polyamidy atd.). Material vldken a materidl matrice je mozné rizné
kombinovat, aby bylo dosaZeno pozadovanych vlastnosti. V mediciné se vyuziva naptiklad
kompoziti typu polymer-keramika polymer-kov, kov-keramika [6, 14-16].

V tkanovém inzenyrstvi se vyuziva piedevSim kombinaci syntetickych polymert a
nanovlaken nebo nanocastic. Tyto materidly jsou vyuzivany také k fizenému uvoliiovani
1é¢iv. Pro tkanové inZenyrstvi kosti jsou nejvice vyuzivany kompozitni materialy polymer-

biokeramika [1].
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2.3 Vlastnosti materialii pro tkanové inZenyrstvi

Materidly by mély spliovat nékolik zédkladnich vlastnosti, jako biokompatibilitu, vhodnou
miru degradace, mechanické vlastnosti, porozitu, smacivost a drsnost povrchu [6].
Biokompatibilita je schopnost vzajemné snasenlivosti hostitele s umélym orgénem. Pro
biokompatibilni material je dalezité, aby nevyvolaval cytotoxické a zanétlivé reakce a aby
neuvoliioval toxické latky do organismu. Degradace je proces, ktery vede k nevratné
zméné struktury a vlastnosti vlivem ¢asu (starnuti), teploty, svételného zateni, chemickych
latek (kyseliny, soli), biologickych ¢initeli, mechanického naméahani. Degradace se
projevuje rozkladem na mens$i Casti a je doprovadzena ztratou mechanickych vlastnosti
materialu [1, 8, 17, 18].

Mezi povrchové vlastnosti materidlu patii polarita, smacivost, povrchova drsnost, porozita
a topografie. Jedna se o vlastnosti materidlu, které maji zdsadni vliv na adhezi, rist a
diferenciaci bun¢k na daném materidlu. Polarita povrchu ma za nasledek vznik povrchové
energie, kterou vyjadfujeme pomoci povrchového napéti. S rostouci hodnotou
povrchového napéti roste polarita povrchu. Polarita je velmi dilezity ukazatel adheze
bun¢k k biometerialu, proto je u fady polymerd nutnd modifikace, ktera vede ke zvySeni
jejich povrchového napéti a tim zlepSeni adheznich mechanismli. Smacivost povrchu je
dal$im dtlezitym parametrem pro adhezi bun€k. Tato vlastnost se nejcastéji mefi pomoci

kontaktniho tihlu polédrni a nepolarni kapaliny na povrchu materialu (Obr.8) [8, 16, 19].
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Obr. 8: Smacivost povrchu. Kontaktni thel vétsi nez 90° maji hydrofobni povrchy. Uhel 0°
maji hydrofilni povrchy.

Drsnost je nerovnost povrchu, kterd vznika pfi vyrobé€. Drsnost materialu 1ze rozliSovat dle
miry nepravidelnosti na makrodrsnost, kterd zlepSuje upevnéni implantatu v pfirozené
tkani a obvykle ani negativné neovliviiuje adhezi a rozprostieni bunék. Naopak u
mikrodrsnosti je pozorovéana snizend adheze bun€k na mikrodrsném povrchu, to miize byt
zpiisobeno topografii povrchu, kterd zpiisobuje limitaci adhezni plochy. Buiky jsou na
téchto povrsich nuceny vyhybat se nerovnostem, coz omezuje jejich kontakt s materidlem.

Povrch s nanodrsnosti podporuje adhezi a ndslednou diferenciaci bunék, prevazné
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osteoblastil. Je to dusledek podobné struktury téchto povrchil s extraceluldrni matrix kosti.
Pro interakci mezi materidlem a bunikou jsou mimo rozmért nerovnosti povrchu dilezity
také tvar, rozlozeni a hustota téchto nerovnosti na povrchu materidlu. Naptiklad oblé
nerovnosti s velkymi mezerami mezi sebou spiSe podporuji adhezi bunc¢k nez husté
rozlozené ostré a Spic¢até nerovnosti. VétSina studii vSak porovnava pouze velikosti
povrchovych nerovnosti, popisované parametrem R, (aritmetickd stfedni hodnota drsnosti),
ktery je definovan jako primérnd odchylka profilu drsnosti od stfedni linie. Porozita je
vlastnost pevnych materidli s obsahem drobnych rovnomérné rozlozenych otvort. Je
definovédna jako procento volného objemu v pevném materidlu. Porézni strukturou jsou
charakterizovany kostni ndhrady. Porozita kostnich nahrad umoziiuje rychlej§i vristani
tkan¢ do ndhrady a tim vytvaret pevnou fixaci v téle. Hlavnim faktorem ovlivilyjici tuto

schopnost je velikost pora [20-23].

2.3.1 Mechanické vlastnosti

Scaffoldy mohou byt pfi aplikaci vystaveny riznému druhu naméhani — tah, tlak, krut,
stiih, ohyb. Tato naméahani mohou putsobit jednotlive, ale nejcastéji je material zatéZzovan
jejich kombinaci. Aby material mohl odolavat takovému puasobeni sil, musi mit urcité

vlastnosti, jako pevnost, tvrdost, houzevnatost nebo odolnost vii¢i inavé materidlu.

i‘F

Obr. 9: Typy namdhani materialu
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Pevnost

Pevnost je schopnost materidlu odoldvat vngjSimu silovému pisobeni, které se snazi
porusit celistvost materialu. Podle zplisobu namahéani rozdélujeme pevnost v tahu, tlaku,
ohybu, krutu a sttihu.

Tato prace se zamétuje na pevnost v tahu a tuhost, proto se omezime pouze na jejich popis.
Pevnost v tahu se zjistuje pomoci tahové zkousky. Ta se provadi na trhacim stroji, ktery
umoziuje rovnomérné zatézovani vzorku az po jeho destrukci. Nasledné se stanovuji

napétoveé a deformacni charakteristiky (Obr. 10). Mezi tyto vlastnosti patfi:

a. mez pevnosti R [MPa],
b. mez kluzu Re [MPa],
C. mez pruznosti R; [MPa]
d. mez imérnosti R, [MPa]
e. pomérné prodlouzeni e[-],

f. taznost A [%],

g. kontrakce Z [%].

Mez pevnosti je smluvni napéti, které odpovidd nejvétSimu zatizeni, které predchazi
pretrzeni vzorku. Mez kluzu je napéti, které zplsobuje vyrazné plastické deformace.
Taznost je pomérmd trvala deformace a kontrakce je trvalé zmenSeni prifezu vzorku
v mist¢ lomu. Tyto vlastnosti 1ze zobrazit na smluvnim (zavislost smluvniho napéti na
pomérném prodlouzeni) ¢i skutecném (zavislost skute¢né¢ho napéti na pomérném

prodlouzeni) diagramu [8, 24].
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Obr. 10: Smluvni (plng) a skutecny (¢arkovang) diagram tahové zkousky.

Tuhost

Tuhost materidlu je schopnost daného materialu odolavat deformacim, popisuje vztah mezi
napétim a deformaci. Zavisi na daném materidlu a geometrii télesa. Tuhost je
reprezentovana modulem pruznosti, ktery je v pracovnim diagramu tahové zkousky (Obr.
10) dan jako smérnice linedrni Casti grafu. Na rozdil od pevnosti je tuhost u daného

materidlu prakticky neménna [24].

Tvrdost
Tvrdost povrchu je schopnost materidlu odolavat lokalnim plastickym deformacim.
Tvrdost materidlu je dilezitou vlastnosti, pokud ptfedpokladdme kontakt mezi dvéma

rozdilnymi materidly [8].

Unava materialu
Jednd se o poskozeni materidlu, které je zplsobené opakovanym zatéZovanim, kvuli
kterému vznikaji plastické deformace v mistech koncentrace napéti. Proces unavy lze
rozdélit do Ctyt stadii:

a. zména mechanickych vlastnosti v celém objemu materialu,
b. plastickd deformace vedouci k iniciaci tinavové trhliny,

Sifeni inavové trhliny,

o o

lom.
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2.4 Interakce bunka—material

Bunika se k materidlim vaze prostfednictvim proteinit mezibunééné hmoty, které jsou
adsorbovany k jejich povrchu. V podminkach in vivo se tyto proteiny adsorbuji
prostiednictvim télnich tekutin, pfi studiu in vitro je nutné pouzit kultivaéniho média.
Buiiky se mohou na povrch materidlu adsorbovat i pomoci slabych chemickych vazeb, tyto
vazby vSak nejsou zprostfedkovany adheznimi receptory a nezarucuji tedy
zivotaschopnost, rust a diferenciaci bun€k. Mezi vyznamné proteiny zajistujici adhezi
bunka-material patii kolagen, elastin, fibronektin, vitronektin a laminin. Tyto proteiny
nasledné ovliviiuji 1 dblezité funkce, jako je metabolicka aktivita, Zivotaschopnost,

diferenciace a maturace [10, 25].

2.4.1 Mechanismus adheze

Adheze bunék na materidl mize probihat dvéma zpisoby, které se mohou dopliovat —
receptorova adheze (Obr. 11) a nereceptorova adheze.

Receptorova adheze funguje na principu vazby receptoru, ktery je na burky, s proteiny,
kterou se nachazeji na povrchu materialu. Mezi nejznaméjsi receptory adheze burika-
material patii integrinové receptory, které jsou pfitomny na bunééné membrang. Integriny
se vazou na specifickd mista proteinl, napiiklad na RGD, coz je aminokyselinova
sekvence Arg-Gly-Asp. Sekvence RGD se vyskytuje ve fibrinonektinu a vitronektinu. Pro
kolagen je typicka sekvence DGEA — Asp-Gly-Glu-Ala. Receptory se na aminokyselinové
sekvence také vazou slabymi chemickymi vazbami, avSak pro bunky to jsou dulezité
signaly podporujici jejich funkce. Nereceptorova adheze je nazev pro nespecifickou
interakci mezi bunikou a materialem, kterd je zajisténa slabymi chemickymi vazbami, mezi
které patii Van der Waalsovy interakce, vodikové mustky, nebo elektrostatické interakce.
Tyto interakce jsou zajiStény buitkami bunééné membrany a buitkami na povrchu materialu
bez proteini mezibunééné hmoty. To ma za nésledek, ze nejsou do bunék pienaseny

specifické signdly, které podporuji adhezi, Zivotaschopnost, rist a diferenciaci bunék [25].
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Obr. 11: Mechanismus adheze bunka-materidl. Vlevo adheze nereceptorova adheze,

vpravo receptorova adheze.

2.5 Vliv télnich podminek na material

Existuyje mnoho degrada¢nich mechanismti, které napomdhaji resorpci materiala
v tkanovém inZenyrstvi. Degradace piirodnich polymerti mize probihat prostiednictvim
pusobeni enzymil nebo produktd vyluCovanych organismem. Dusledkem jsou strukturni,
chemické, mechanické a funkéni zmény v materidlech.

Mezi enzymy, které mohou zpusobit degradaci kolagenovych materiald, patii kolagendzy,
které specificky Stépi peptidové fetézce kolagenu. Mezi kolagendzy tfadime napiiklad
matrix metaloproteinazy (MMP). Zatimco nékteré z téchto enzymi (MMP-1, MMP-2,
MMP-8, MMP-13, MMP-14) maji schopnost hydrolyzovat kolagen typu I az IlI, jiné maji
schopnost vézat se na molekulu kolagenu, ale nejsou schopné degradovat molekulu
tropokolagenu. Pro pfestavbu kolagenovych materiald je také dulezity enzym lysiloxidaza,
kterd zajist'uje vznik pficnych vazeb mezi vlakny kolagenu [26].

DalSim enzymem zplsobujici degradaci nejen kolagenovych materiala patii alkalicka
fosfataza (ALP). Jednd se o membranov¢é vdzany enzym, ktery katalyzuje hydrolytické
Stépeni pii zasaditém pH. Kostni ALP je produkovéana osteoblasty a je markerem kostni

novotvorby [27, 28].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Priprava vzorki

Piiprava vzorkll pro in vitro kultivace s buiitkami a v samotném kultivaénim médiu se
sklada z nékolika dil¢ich krokd.

a. priprava kolagenového roztoku,

b. vyroba nanovrstvy elektrostatickym zvladknovanim,

c. zesitovani nanovrstvy.
Prvnim krokem pfi pfipravé dané nanovrstvy je smiseni poZzadovaného mnozstvi kolagenu
typu I (teleci kiize, VUP Brno) s polyetylen oxidem (Mw 900 000, Sigma-Aldrich,
Némecko), fosfatovym pufrem (Sigma-Aldrich, Némecko). Tato smés je po dobu 2—3 dnil
vystavena v inkubatoru teplot¢ 37°C. Po 2-3 dnech je nutné hydrolyzovany kolagen
homogenizovat (10 000 ot/min, T 25, Ultra-Turrax, IKA, Némecko) a tim vytvorit
disperzni roztok kolagenu, do kterého je dale pfidan ethanol (Penta, Ceska republika).
Roztok pro elektrostatické zvldknovani (Obr. 12) je pfipravovan jako 8%hm. kolagenu ve
smési fosfatového pufru a ethanolu (1:1 objemové). Podil polyetylen oxidu, jako
pomocného polymeru pro zvldknovani, ktery je po sitovani nanovrstvy kompletné vymyty,

¢ini 8%hm. na hmotnost kolagenu.

Obr. 12: Disperzni roztok kolagenu
Takto pfipraveny roztok je nasledné elektrostaticky zvlaknovan. V této préaci byl vyuzit

pistroj 4SPIN® od &eské firmy CONTIPRO a.s (Obr. 14). Parametry pro elektrostatické

zvlaknovani jsou uvedeny v Tab 2.
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Obr. 13: Schéma pristroje pro elektrostatické Obr. 14: Piistroj pro elektrostatické

zvlakiiovani zvlakiovani 4SPIN®

Tab. 2: Parametry pouzité pti zvlakiovani

Napéti 45 kV

Vzdalenost elektrod 18 cm

Davkovani 60 pl/min

Vlhkost vzduchu 29-33 %

Teplota 23 °C

Proudéni vzduchu 10 I/min

Dalsim krokem piipravy vzorkil je zesitovéani (Obr. 15), které napomaha ke zvyseni jeji
stability. Zesitovani se provadi chemicky roztokem N-(3-dimethylaminopropyl)-N-
ethylkarbodimidhydrochloridu (EDC, Sigma-Aldrich, Némecko) a N-hydroxysukcinimidu
(NHS, Sigma-Aldrich, Némecko) v 95% ethanolu (Penta, CR). Molarni pomér EDC/NHS
je 4:1. V tomto roztoku se nanovrstva maci po dobu 24 hodin pfi teploté¢ 37°C.  Nakonec
se kolagenovéa nanovrstva proplachuje roztokem hydrogenfosfore¢nanu sodného (Penta,
Ceska republika). Timto roztokem se dana nanovrstva proplachuje 3 x 20 minut. Nasledng

se nanovrstva proplachne 2krat az 3krat v destilované vodé, coz je dilezité pro uplné
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vymyti polyethylenoxidu. Takto pfipravena nanovrstva se necha zmrazit (-30 °C) a vysusi

v lyofilizatoru (VirTris Benchtop, USA).

Obr. 15: Elektrostaticky zvlaknéné kolagenové vrstvy (vlevo) byly pfi sitovani ulozeny
v roztoku EDC/NHS po dobu 24 hodin v inkubatoru.

3.2 Kultivace materialu s bunkami

Pro expozici kolagenovych nanovrstev simulovanym télnim podminkam byly v této praci
pouzity dermalni fibroblasty a osteoblasty (lidska linie SAOS-2) kultivované na povrchu
vrstev. Oba typy bun&k byly nejprve kultivovany na 75cm? polystyrenovych kultivacnich
lahvich (Techno Plastic Products) v kultivacnim médiu. Kultivaéni médium obsahovalo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, ThermoFisher Scientific), 10 % fetalniho
bovinniho séra (FBS, ThermoFisher Scientific), penicillin (100 U/ml), streptomycin (0,1
mg/ml), L-glutamin (1 mM) a 1 % neesencidlni aminokyseliny (Biosera). Kultivace
probihala ve 37 °C a 5 % CO,. V den experimentu byly dermalni fibroblasty zpasaZovany
pomoci trypsinu/EDTA a spocitiny pomoci Biirkerovy komurky. Pro fluorescenéni
mikroskopii a pro méfeni metabolické aktivity byly kolagenové nanovrstvy pfipraveny ve
tvaru kole¢ka o plose 0.3 cm?, oplachnuty 20 min v 70 % etanolu a 10 min v PBS. Poté
byly vzorky umistény do 96 jamkového polystyrenového panelu (Techno Plastic Products)
(Obr. 16) a ponoteny do 150 ul kultivaéniho média, dokud nebyly osazeny bunikami.

Pro mechanické testy byly vzorky ve tvaru prouzka o velikosti 9 x 50 mm oplachnuty 20
min v 70 % etanolu a 10 min v PBS. Do kultiva¢nich komirek o rozmérech 20 x 50 mm
(SPL Life Sciences) byly vlozeny vzdy po dvou kusech, a ponofeny do 4 ml kultivacniho
média, dokud nebyly osazeny butikami (Obr. 17). Dermélni fibroblasty byly natedény do
kultiva¢niho média na koncentraci 30 000 bun¢k/ml a nasazeny na kolagenové nanovrstvy

v nasazovaci hustotd 15 000 bun&k/cm?® a objemu 150 pl. Osteoblasty byly nafedény do
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kultiva¢niho média na koncentraci 30 000 bunék/ml a nasazeny na kolagenové materialy
v nasazovaci hustoté 15 000 bungk/cm? a objemu 150 pl. Oba typy bungk byly kultivovany
21 dni, kdy méfeni probihalo 1., 7., 14. a 21. den. Kultivaéni médium bylo ménéno 3x

tydné.

Obr. 16: 96 jamkovy kultivaéni panel obsahujici vzorky pro fluorescenéni mikroskopii a

hodnoceni metabolické aktivity bunék

Obr. 17: Kultivaéni komiirka pro osazeni kolagenovych nanovrstev buitkami pro

mechanické testy.
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3.3 Biologické hodnoceni kultivace

3.3.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Nejprve byla hodnocena tspéSnost kultivace obou typi bunék. Dermalni fibroblasty i
osteoblasty byly barveny v ¢asech 1, 7, 14 a 21 dni po zahajeni experimentu. V kazdém
sledovaném case byly oba typy bunék kultivované na kolagenové nanovrstvé (COL) a na
polystyrenu (PS) obarveny roztokem calceinu AM (ThermoFisher Scientific) o koncentraci
1 pg/ml v kultivacnim médiu. Doba barveni byla 30 min pii 37 °C a 5 % CO,. Po uplynuti
doby barveni byly vzorky oplachnuty PBS a pomoci pinzety pfeneseny na kryci sklo. Byly
potizeny piehledné fluorescencni snimky obou typti bunék kultivované na kolagenové
nanovrstvé (COL) a na polystyrenu (PS) pomoci mikroskopu Olympus IX83 (Olympus)
pfi excitaci 488 nm a emisi 528 nm. Snimky byly zpracovany pomoci softwaru ImagelJ

(National Institute of Health, Bethesda, USA).

3.3.2 Metabolicka aktivita

Metabolicka aktivita dermalnich fibroblastti a osteoblastii kultivovanych na kolagenové
nanovrstvé (COL) a na polystyrenu (PS) byla méfena v Case 1, 7, 14 a 21 dni od zahajeni
experimentu pomoci metody Alamar Blue assay. Od kazdého vzorku bylo odséato
kultivaéni médium a bylo pfiddno 150 pl nového kultivaéniho média obsahujici 10x
nafedénou latku Alamar Blue (ThermoFisher Scientific). Vzorky byly inkubovéany 2 hod
pti teploté¢ 37 °C a 5 % CO,. Nasledn¢ bylo od kazdého vzorku odpipetovano 100 ul
kultiva¢niho média do ¢erného 96 jamkového panelu (NUNC) a byla zmétena fluorescence
roztoku pfi excitaci 530 nm a emisi 590 nm pomoci spektrofotometru Synergy HT
(Biotek). Od naméfenych hodnot byla odectena hodnota fluorescence samotného
kultiva¢niho média a hodnoty byly vyjadieny jako pomér fluorescence v 7., 14. a 21. dni
vici fluorescenci vdni 1. Hodnoty tedy vyjadiuji zménu metabolické aktivity
kultivovanych bunék na kolagenové nanovrstvé (COL) a na polystyrenu (PS) v case.

Experiment byl proveden v 6 opakovanich.

3.4 Analyza mechanickych vlastnosti

Tahova zkouska byla provedena v laboratofi biomechaniky na FS CVUT v Praze. Méfeni
bylo uskutecnéno na viceosém zkuSebnim stroji (Zwick/Roell, Némecko) se silovymi

snimaci typu U9B od vyrobce HBM s rozsahem +25 N a £250 N, ktery je vybaven
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bezkontaktnim optickym extenzometrem. Tento extenzometr pomoci kontrastnich znacek
na vzorcich zaznamenava pribéh deformace béhem zatézovani. Data byla zaznamenavana
s frekvenci 20 Hz a ukladana do pocitac. Métend byla poloha znacek, poloha upinacich
Celisti a sila. Mechanické testy byly provedeny pro skupiny 8 vzorkd v médiu,
s osteoblasty a s fibroblasty pro kazdy ¢asovy interval.

Jelikoz se jednd o viskoelasticky material, u kterého vlastnosti zalezi i na ptredchozi
deformaci, je nutné, aby byl vzorek nékolikrat zatizen a odlehcen a az poté provést
zkousku na mezi pevnosti (Obr. 19). Vyhodnoceni pocatecniho modulu pruznosti prob&hlo
jak pro prvni zatéZovaci cyklus, diky kterému miizeme zjistit vliv dermalnich fibroblastl a
osteoblastil na povrchové vrstvy materidlu, tak pro posledni zatéZzovaci cyklus, ze kterého
1ze usuzovat vliv bun¢k na vnitini strukturu materialu.

Z namétenych dat byly vytvofeny grafy zavislosti smluvniho napéti o a pomérné

deformace ¢. Hodnoty pro tyto grafy byly spocitany ze vztaht:

o== [MPa] e=4 [-1,
s lo

kde F je primér sil namétenych silovymi snimaci [N], S je plocha prifezu nezatizeného
2 v r 7 7 o v . v 7 v r M
vzorku [mm~] (uvazujeme obdélnikovy prifez), Al je prodlouzeni vzorku uréené ze zmény

polohy celisti [mm] a Iy je pocatecni délka vzorku [mm].

Obr. 18: Upnuti vzorku pro tahovou zkousku
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Obr. 19: Diagram tahové zkousky

3.5 Infracervena spektroskopie

Sekundéarni struktura kolagenovych vrstev byla studovana pomoci infracervené
spektrometrie (FTIR), kterd umoziuje studovat jeji zmény (denaturace) po rtznych
procesech (izolace, sitovani, sterilizace). Cilem této analyzy bylo ovéfeni mozného vlivu
¢innosti bun¢k a také expozice v kultivaénim médiu na sekunddrni strukturu kolagenu.
FTIR analyzu provedla Ing. Monika Supové, Ph.D. (Oddé&leni kompozitnich a uhlikovych
materiali, USMH AV CR, v.v.i.). Vysledky analyzy jsem pouzila pro interpretaci
stanovenych mechanickych vlastnosti. Struktura kolagenovych nanovrstev byla studovana
pfistrojem Protégé 460 E.S.P. (Thermo Nicolet Instruments Co., Madison, USA) metodou
zeslabené totalni reflexe ATR (GladiATR, PIKE Technologies) s diamantovym krystalem.
Vysledna spektra byla ziskéna ze 128 skend s rozlisenim 4 cm™. Plochy past (integralni
absorbance) byly stanoveny pomoci software OMNIC 7, ktery byl pouzit rovnéz pro
dekonvolu¢ni proceduru pasti amidu I. Vstupni data pro separaci past (pocet, pozice,
polositka, relativni intensita a tvar) byly ziskany pomoci Fourier self-deconvolution
procedury a dale upiesnény fitovaci procedurou s pouzitim Gaussovy profilové funkce.
Jednotlivé nanovrstvy byly proméfeny na 10 riznych mistech a hodnoty ploch pésii po

dekonvoluci byly statisticky vyhodnoceny.
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3.6 Elektronova mikroskopie

Pro zakladni posouzeni povrchu kolagenovych vrstev byla vyuzita SEM analyza. Snimky
byly pofizeny se zvétSenim 500x a 25000x. Pro posouzeni vlivu kultivace na povrch dané
nanovrstvy byly obdobn¢ jako u ostatnich testl snimky pofizovany v ¢asovych intervalech
1. den, 7. den, 14. den a 21. den. DalSim cilem SEM analyzy bylo zjisténi praiméru vldken
pted a po zesitovani. Pro vyhodnoceni téchto dat byl primér vldken vyhodnocen manuélné
meéfenim jejich priméru. Toto méfeni prob€hlo pro snimky pofizené elektronovym
mikroskopem pii zvétSeni 25000x. Pro urceni stfedni hodnoty je nutné zvolit vlakna
v popiedi snimku, aby byla eliminovana chyba namétenych vldken na vldknech v pozadi
snimku. SEM snimky byly potizeny na Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiald,
USMH AV CR, v.v.i.. Byl pouzit elektronovy mikroskop Quanta 450 (FEI, USA).
Vsechny vzorky byly pfed nasnimanim pokryty tenkou vrstvou zlata (Emitech K550X,
Quorum Technologies, UK).

3.7 Statisticka analyza

Statistické zpracovani dat bylo u méfeni metabolické aktivity provedeno v softwaru
Statistica v12 (Tibco). Namétené hodnoty jsou vyjadieny jako pomér fluorescence v
casovych bodech 7, 14 a 21 dni viici fluorescenci v 1. dni. Data jsou vyjadiena jako prameér
+ standardni odchylka. Experiment byl proveden v 6 opakovani. Normalita dat byla
ovéfena pomoci Shapiro-Wilkova testu. Signifikance rozdil (p<0.05) v metabolické
aktivité¢ mezi bunikami kultivovanymi na kolagenové nanovrstve a bunikami kultivovanymi
na polystyrenu v kazdém casovém bod¢ byly ovéfeny Studentovym t-testem pro zavislé
vzorky. Statistické zpracovani u vSech ostatnich analyz bylo provedeno v softwaru
STATGRAPHICS Centurion XVII (Statpoint, USA). Extrémni odchylky byly vylouceny
na zaklad¢ pouziti Grubbsova a Dixonova testu nebo jako jakékoliv hodnoty lezici za
trojnasobkem mezikvartilového rozpéti. Normalita jednotlivych soubort dat byla ovétena
pomoci Shapiro-Wilkova testu. Shoda rozptyli byla ovétenapomoci Levenova testu.
Vzhledem k poruseni podminky normality dat nebo shody rozptyll, byly pro statistické
hodnoceni pouzity neparametrické testy, jmenovité Kruskal-Wallis test s Bonferroniho
korekci pro vicendsobné porovnani a Mann-Whitney test pro parové porovndni. Pro
vSechny statistické testy byla akceptovana hladina spolehlivosti p<0,05. Pro vykresleni
krabicovych grafi byl pouzit statisticky program gretl (Gretl: Gnu Regression,

Econometrics and Time-series Library, http://gretl.sourceforge.net).
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4 Vysledky

4.3 Biologické hodnoceni kultivace

4.3.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Po prvnim kultivacnim dni mély dermalni fibroblasty i osteoblasty podobny zakulaceny
tvar buniky na polystyrenu (Obr. 20, Obr. 22) i na kolagenové nanovrstvé (Obr. 21, Obr.
23). V nasledujicich dnech kultivace (7., 14., 21. den) dermalni fibroblasty na polystyrenu
vykazovaly pro né typicky protahly tvar builky a pokryvaly vétSinu osazené plochy. Na
vétsiné plochy byly buiikky orientované do stejného sméru (Obr. 20). Naopak na
kolagenové nanovrstvé dermalni fibroblasty jednosmérné orientované usporadani
nevykazovaly. Bunky mély typicky tvar s protdhlymi vybézky do celého prostoru
kolagenové nanovrstvy znacici jejich fyziologicky komfort (Obr. 21). V 7., 14. a 21. dnu
kultivace osteoblasty na polystyrenu vykazovaly typicky kvadrovity tvar a pokryvaly
vétSinu osazené plochy (Obr. 22). Na kolagenové nanovrstve osteoblasty vykazovaly spiSe

tvar kulaty a buiiky rostly na sobé ve vice vrstvach (Obr. 23).

DEN1 DEN 7

DEN 14 DEN 21

Obr. 20: Dermalni fibroblasty kultivované na polystyrenu byly obarveny roztokem

calceinu AM, zelena barva znac¢i metabolicky aktivni buiiky (méfitko 100 um).
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DEN1 DEN7

DEN 14 DEN 21

Obr. 21: Dermadlni fibroblasty kultivované na kolagenové nanovrstvé byly obarveny

roztokem calceinu AM, zelena barva znac¢i metabolicky aktivni buiiky (méfitko 100 pm).

DEN 1 DEN 7

Obr. 22: Osteoblasty kultivované na polystyrenu byly obarveny roztokem calceinu AM,

zelena barva znaci metabolicky aktivni buiiky (méfitko 100 pm).
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DEN 1 DEN 7

Obr. 23: Osteoblasty kultivované na kolagenové nanovrstvé byly obarveny roztokem

calceinu AM, zelena barva znac¢i metabolicky aktivni buiiky (métitko 100 um).

4.3.2 Metabolicka aktivita

Oproti prvnimu dni byla metabolickd aktivita dermdlnich fibroblastd na kolagenové
nanovrstvé po 7 dnech kultivace 9x vyssi (8,8+2,5) a na polystyrenu 5x vyssi (4,5+£0,61).
Tento rozdil mezi kolagenovou nanovrstvou a polystyrenem byl statisticky vyznamny
(p<0.05). Po 14 a 21 dnech kultivace byla metabolicka aktivita téchto bun¢k na kolagenové
nanovrstveé 6x vyssi (5,9+£0,7 a 5,9+1,4). Na polystyrenu po 14 dnech 6x a po 21 dnech 5x
vyssi (5,6+£0,7 a 5,3+0,4) oproti prvnimu dni. Tyto rozdily mezi kolagenovou nanovrstvou
a polystyrenem nebyly statisticky vyznamné (p<0.05) (Obr. 24). Metabolickéd aktivita
osteoblastii byla na kolagenové nanovrstvé po 7 dnech kultivace 10x vyssi (9,7+£2,9) a na
polystyrenu 11x vys$si (11,0+1,6) oproti prvnimu dni. Tento rozdil mezi kolagenovou
nanovrstvou a polystyrenem nebyl statisticky vyznamny (p<0.05). Po 14 dnech kultivace
byla metabolickd aktivita osteoblastii na kolagenové nanovrstvé 7x vyssi (7,3£0,5) a na
polystyrenu témét 13x vyssi (12,7+1,8) oproti dni 1. Po 21 dnech byla jejich metabolicka
aktivita na kolagenové nanovrstvé 10x vyssi (10,2+3,5) a na polystyrenu témét 16x vyssi
(15,8+0,9). Rozdily mezi kolagenovou nanovrstvou a polystyrenem byly statisticky

vyznamné (p<0.05) v obou ¢asovych bodech (Obr. 25).
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Obr. 24: Metabolicka aktivita dermalnich fibroblastti kultivovanych na kolagenové
nanovrstvé (COL) a polystyrenu (PS), * znaci statisticky vyznamné rozdily (p=0,05, t-test).

16 -

14

12 —

10

8-

Zména metabolické aktivity [-]
+

4= COoL_s7 PS_S7 COL_s14 PS_S14 COoL_s21 PS_S21

Obr. 25: Metabolicka aktivita osteoblastl kultivovanych na kolagenové nanovrstvé (COL)

a polystyrenu (PS), * znaci statisticky vyznamné rozdily (p=0,05, t-test).

4.4 Analyza mechanickych vlastnosti

Z naméfenych dat na vzorcich ponofenych pouze v médiu, nebo s fibroblasty, a
s osteoblasty (vzdy po 8 vzorcich) 1., 7., 14. a 21. dni byly vytvofeny grafy zavislosti
smluvniho napéti ¢ a pomérné deformace € (Obr. 26, Obr. 27). Z naméfenych dat byla

stanovena smluvni mez pevnosti (Pfiloha 4) jako maximdlni pozorovand hodnota
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Smluvni napéti [MPa]

Smluvni napéti [MPa]

smluvniho napéti v prib¢hu zatéZovani v prvnim cyklu ku prifezu daného vzorku a
pocatecni modul pruznosti (Pfiloha 2, Pfiloha 3) ziskany aproximaci zatézovaciho
diagramu pomoci linedrni regrese v oblasti pocatecniho zatézovani. Vzorky byly znaceny
nasledovné — M pro vzorky exponované pouze v médiu, F pro vzorky s dermalnimi

fibroblasty a S pro vzorky s osteoblasty.
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Obr. 26: Grafy zavislosti smluvniho napéti a pomérné deformace pro prvni a posledni

zatézovaci cyklus. Pro vzorky exponované v médiu 1. (M1) a 21. (M21) den, vzorky s

fibroblasty 1. (F1) a 21. den (F21) a vzorky s osteoblasty 1. (S1) a 21. den (S21).
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Obr. 27: Porovnani zavislosti smluvniho napéti a pomérné deformace pro prvni a posledni
zatézovaci cyklus. Pro vzorky exponované v médiu 1. (M1) a 21. (M21) den, vzorky s

fibroblasty 1. (F1) a 21. den (F21) a vzorky s osteoblasty 1. (S1) a 21. den (S21).

Hodnoty pocatecnich modulli pruznosti v prvnim zatéZovacim cyklu se pro vzorky

exponované v médiu 1. a 21. den nelisi (Obr. 28). U dermélnich fibroblastii (Obr. 28) i
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osteoblasti (Obr. 28) byl zaznamenan pokles hodnot pocate¢niho modulu pruznosti
v prvnim zatézovacim cyklu a to o 16 % a 36 %. Statisticky vyznamny rozdil hodnot u
posledniho zatézovaciho cyklu byl pozorovan pouze u vzorkd s osteoblasty (Obr. 29). U
vzorkll v médiu (Obr. 29) a vzorku s fibroblasty (Obr. 29) rozdil hodnot nebyl statisticky
vyznamny. U vzorkli exponovanych v médiu, u vzork s fibroblasty i u vzorkl

s osteoblasty byl zaznamenan statisticky vyznamny zvySeni hodnot meze pevnosti, a to o

12 % (Obr. 30).

0.25
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Modul pruznosti v tahu [MPa]
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1 M21 F1 F21 S1 S21

Obr. 28: Krabicovy graf porovnavajici modul pruznosti prvniho zatézovaciho cyklu 1.
(M1) a21. (M21) den vzorkli exponovanych v médiu, 1. (F1) a 21. den (F21) vzorka
s fibroblasty, 1. (S1) a 21. den (S21) vzorku s osteoblasty, * znaci statisticky vyznamné
rozdily (Mann-Whitney, 0,05)
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Obr. 29: Krabicovy graf porovnavajici modul pruznosti posledniho zatéZovaciho cyklu 1.

(M1) a21. (M21) den vzorkii exponovanych v médiu, 1. (F1) a 21. den (F21) vzorkl

s fibroblasty, 1. (S1) a 21. den (S21) vzorku s osteoblasty, * znaci statisticky vyznamné
rozdily (Mann-Whitney, 0,05)
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Obr. 30: Krabicovy graf porovnavajici mez pevnosti v tahu 1. (M1) a 21. (M21) den
vzorkid exponovanych v médiu, 1. (F1) a 21. den (F21) vzorkt s fibroblasty, 1. (S1) a 21.
den (S21) vzorkt s osteoblasty, * znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitney,

0,05)
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4.5 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektra jednotlivych kolagennich materiadlii jsou uvedena na Obr. 31.
Kolagenni materidly jsou ze spektroskopického hlediska srovnatelné. Vyprofilovany
kvartet past ~1205, 1240, 1280 (amid III) a 1340 cm ' je jasnym dikazem existence
helikalni struktury, jinymi slovy, pfirozena struktura kolagenu byla béhem ptipravy vrstev
elektrostatickym zvlakiiovanim zachovana ve vhodné mife a soucasné béhem experimentu
nedochézi po dobu tii tydnt k jejimu zdsadnimu poruseni. Spektralni rozklad pasu amidu I
(Obr. 32 a Tab. 3) umoznil stanovit pomér helikalni ¢asti kolagenu reprezentovana pasem

1660 cm™ k denaturovanym strukturdm na zékladé pasti 1630 a pasu ~ 1615 cm’™.

1650 amid |
3300 amid |

1550 amid Il
3080 amid B r

1240 amid Il
1340

LYo
M1
F1

s21
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm?)

7

Obr. 31: Infracervend spektra studovanych kolagenovych vrstev. LYO oznacuje kolagen

pouzity pro ptipravu roztoku pro elektrostatické zvlakinovani.

1690

Absorbance

- 1700 1650 ‘ 1600
Wavenumbers (cm™*)

Obr. 32: Priklad spektralniho rozkladu pasu amidu I zdrojového materialu (LYO)
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Poméry 1660/(1630+1615) byly stanoveny z méfeni 10 riznych mist kolagennich vrstev
vystavenych pusobeni samotného kultivaéniho média (M1 a M21) a u vrstev vystavenych
pusobeni bunék, a to fibroblastli (F1 a F21) a osteoblasti (S1 a S21). Ziskana data byla
statisticky vyhodnocena a porovnéana (Obr. 33). Jak je patrné z Obr. 30 a Tab. 6, statisticky

vyznamny rozdil vykazuje pouze dvojice S1 a S21.

Tab. 3: Spektralni charakteristiky materialii (n=10), medién (horni a dolni kvartil) * znaci
statisticky vyznamné rozdily v jednotlivych skupinach M, F a S (Kruskal-Wallis test,
Bonferroni korekce, 0,05).

Kolagenni Podil ploch helikalni a denaturované ¢asti
nanovrstva kolagenu 1660/(1630+1615) [-]
M1 0,65 (0,63 — 0,68)
M21 0,63 (0,59 - 0,66)
Fl 0,70 (0,66 — 0,71)
F21 0,63 (0,55 -0,68)
Sl 0,69 (0,61 —0,72) *
S21 0,96 (0,68 —0,99) *
0.75
g
3 .
£
g 0.65 -
=
é 06
=
% I
: R
= 0.55 +
E |

1 M21 F1 F21 St S21

Obr. 33: Krabicovy graf porovnavajici pomér ploch helikdlni a denaturované ¢asti

kolagenu (1660/(1630+1615))
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4.6 Elektronova mikroskopie

U snimkt SEM analyzy je patrny trojrozmérny aspekt, proto pro urceni stiedni hodnoty
priméru vldken byla vybrana vldkna v popfedi snimku, aby byla eliminovdna chyba
naméfenych pramért, kterd by se mohla vyskytnout, pokud by byla méfena vlakna
v popfedi i vpozadi snimku. Stfedni hodnota byla vypocitdna zvzdy z 90 hodnot
uvedenych v pfiloze 2 a ptiloze 3, Cetnost téchto hodnot je znazornéna na Obr. 35 pro
vzorky pied zesitovanim a na Obr. 36 pro vzorky po zesitovani. Sttedni hodnota priméru
vldken u vzorku pfed zesitovanim je 261449 nm. Stfedni hodnota priméru vlaken u
vzorku po sitovani je 260+35 nm. Jak je patrné z Obr. 37 hodnoty priméru vldken se
v piipadé€ vzork pted a po zesitovani vyrazng€ nelisi.

Vliv expozice na strukturu vldken byl hodnocen stejné jako vliv zesitovani. Stiedni
hodnota priméru vldken u vzorku exponovanych v médiu je prvni den 202+30, posledni
den 196+26 nm. Pro vzorky s fibroblasty je stfedni hodnota priiméru vldken u vzorku po
sitovani je prvni den 187433 nm, posledni den 184432 nm. Pro vzorky s fibroblasty je
sttedni hodnota priméru vlaken u vzorku po sitovani je prvni den 198+27 a posledni den
198425. Z Obr. 38 je patrné, ze hodnoty primeéru vldken se v pfipadé exponovanych

vzorkl statisticky vyznamné nelisi.
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Obr. 34: SEM snimky se zvétSenim 500x pro vzorky exponované v médiu (M), pro buiiky
s fibroblasty (F) a pro buiiky s osteoblasty (S) v méficich dnech 1, 7, 14 a 21
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Obr. 35: Graf znazornujici zastoupeni priméru vladken v kolagenové nanovrstve pied

zesitovanim
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Obr. 36: Graf znazoriujici zastoupeni pruméru vldken v kolagenové nanovrstve po

zesitovani
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Obr. 37: Krabicovy graf porovnavajici primér vlaken pred a po zesitovani. Mezi praméry

vlaken nejsou statisticky vyznamné rozdily.
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Obr. 38: Krabicovy graf porovnavajici primér vldken vzorki po 1. (M1) a 21. (M21) dni
v médiu, po 1. (F1) a 21. (F21) dni kultivace s fibroblasty a 1. (S1) a 21. (S21) dni

kultivace s osteoblasty. Mezi priméry vlaken nejsou statisticky vyznamné rozdily.
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5 Diskuze

Pro spravnou funkci kolagenovych nanovrstev je nutné sledovat jejich vlastnosti nejen
v suchém stavu, ale také v podminkéch, ve kterych budou nasledné osazovany buiikami a
implantovany do organismu. Proto je tato prace zam¢fena na popis zmén mechanickych a
strukturnich vlastnosti téchto vrstev v hydratovaném stavu a kultivovanych v pfitomnosti
bunek (fibroblasty a osteoblasty) po dobu 21 dni.

Testy metabolické aktivity a pfehlednd fluorescen¢ni mikroskopie ukézaly, ze fibroblasty 1
osteoblasty kultivované na kolagenovych nanovrstvach jsou viabilni. Jejich metabolicka
aktivita v Case statisticky vyznamné nestoupala ani neklesala, kolagenové vrstvy tedy
nebyly pro buiky toxické a ani nijak vyrazné nestimulovaly zdkladni metabolismus ¢i
proliferaci.

Analyza mechanickych vlastnosti byla provedena za Ucelem popsat vliv dermalnich
fibroblastl a osteoblastii na poc¢ate¢ni modul pruznosti a na mez pevnosti daného materialu
a porovnat tyto vlivy jen s t¢inkem samotného kultivaéniho média. Jelikoz je kolagen
charakterizovan viskoelastickymi vlastnostmi, je pfi tahové zkousce nutné kazdy vzorek
nejprve nékolikrat zatizit a az nasledné provést zkousku na mez pevnosti. Viskoelastické
chovani kolagenu je déno postupnym natahovanim kolagenovych vlaken, které je
zpusobeno rotacemi peptidového fetézce kolem kovalentnich vazeb. Pocateéni modul
pruznosti byl vyhodnocovén 1. a 21. den kultivace pro prvni a posledni zatéZzovaci cyklus.
Zatimco prvni zatézovaci cyklus ukazal vliv dermalnich fibroblasti a osteoblasti na
povrchové vrstvy materidlu, z hodnot posledniho zatézovaciho cyklu lze usuzovat vliv
bun¢k i na vnitini strukturu materidlu. Hodnoty pocatecnich modulG pruznosti se pro
vzorky exponované pouze kultivaénimumédiu 1. a 21. den nelisi. U dermalnich
fibroblastl i osteoblastli byl zaznamenan pokles hodnot pocate¢niho modulu pruznosti
v prvnim zatézovacim cyklu a to o 16 %, resp. 36 %, z ¢ehoz Ize usuzovat, Ze bunky svoji
schopnosti produkovat kolagendzy naruSuji povrch kolagenové nanovrstvy. Statisticky
vyznamny rozdil hodnot u posledniho zatéZovaciho cyklu nebyl pozorovan u vzorka
v médiu ani u vzorka s fibroblasty, coz naznacuje, ze dermalni fibroblasty maji vliv pouze
na povrchové vrstvy daného materidlu. Cinnost osteoblasti lze pozorovat i v poslednim
zatézovacim cyklu, kde je pozorovan statisticky vyznamny rozdil hodnot mezi 1. a 21.
dnem. Zmény v povrchovych vlastnostech dané vrstvy, které jsou patrné ze zmény modulu
pruznosti v prvnim zatézovacim cyklu u vzorki s fibroblasty a osteoblasty mohou byt dany

malou odolnosti vii¢i katabolickym reakcim probihajicich ve vldknech, mezi tyto reakce
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fadime enzymatické reakce, napfiklad tvorbu kolagenaz, které dokazi degradovat
kolagenovou nanovrstvu. Pozorované zmény meze pevnosti v poslednim zatéZovacim
cyklu a v hodnotach pocate¢niho modulu pruznosti posledniho zatézovaciho cyklu u
degrada¢nim procestim kolagenovych nanovrstev a je produkovana pravé osteoblasty. Na
tyto zatim neovéiené aspekty se bude nutné dale zamétit. Nartst hodnot meze pevnosti pro
vSechny vzorky prvni a posledni méfici den miize byt zpiisoben expozici kolagenové
nanovrstvy ve vodném prostiedi, respektive hydrataci, kterd u ma u kolagenu a kolagenu
podobnych peptidi za nasledek zmény v prostorovém uspotadani molekul, které se mohou
projevit také ve zméné mechanickych vlastnosti. ZvySeni hodnot meze pevnosti u vzorka
s fibroblasty a osteoblasty muze byt dale zpisobena produkci enzymu lysiloxidazy, ktera
vytvaii pfi€né vazby mezi vldkny kolagenu, ¢imz dochazi k tuhnuti kolagenovych
nanovrstev. Dale mize byt zvySeni hodnot meze pevnosti zplisobeno precipitaci soli a
proteini z kultiva¢niho média. Tento ptedpoklad, podobné jako stanoveni alkalické
fosfatdzy, vSak nebyl v této praci ovéfovan. Analyzy enzymi souvisejicich s ¢innosti
bun¢k a moznou piestavbou kolagenu produkci enzyma budou provedeny v navazujicim
experimentu, ktery by mohl na tyto otazky odpovédeét.

Vliv Cinnosti bun€k na strukturu kolagenovych nanovrstev byl dale studovan pomoci
infraervené spektroskopie. Vysledky této analyzy dokazuji existenci helikdlni struktury ve
vrstvach, coz znamend, Ze ptirozend struktura kolagenu byla béhem piipravy vrstev
zachovana a Ze behem experimentu nedochédzi k jejimu poruseni. Vrstvy exponované
v samotném kultivaénim médiu a také v pfitomnosti bunék vykazovaly nartist pomért
helikélnich a denaturovanych struktur kolagenu mezi 1. a 21. dnem kultivace jen v ptipadé¢
osteoblastil, coz ziejmé& souvisi s jejich Cinnosti. Osteoblasty mohou kolagenové vrstvy
metabolizovat a produkovat vlastni kolagen, jeho nartst na povrchovych vrstvach by se
pak mohl odrézet v nartistu tohoto poméru stanoveného infracervenou spektroskopii. SEM
analyza neukdzala vyznamné rozdily v priméru vldken vrstev kultivovanych v samotném
kultivaénim médiu a v pfitomnosti bunék mezi 1. a 21. dnem, coz znaci, Ze vnitini
struktura kolagenové nanovrstvy se s ¢asem expozice nelisi. Moznym divodem odlisnych
vysledkl je Spatné prométeni vldken ¢i velky rozptyl hodnot priméru vldken, ktery je dan

zpusobem piipravy kolagenové nanovrstvy.
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6 Zavér

V této diplomové praci byla zpracovana studie vlivu Cinnosti bunék na mechanické a
strukturni vlastnosti kolagenovych vrstev pfipravenych elektrostatickym zvlaknovanim.
Tyto zmény byly sledovany béhem a po expozici v samotném kultivaénim médiu a v
pfitomnosti dermalnich fibroblastii nebo osteoblasti kultivovanych na vzorcich po dobu tfi
tydni. Kultivace bunék byla hodnocena pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a sledovanim
jejich metabolické aktivity. Zmény mechanickych vlastnosti byly méfeny jednoosou
tahovou zkouskou, u které se vyhodnocoval pocate¢ni modul pruznosti v prvnim a
poslednim zatézovacim cyklu, a mez pevnosti v tahu. Zmény v sekundarni struktufe
kolagenu byly sledovany pomoci infradervené spektroskopie. Soucasti studie byla také
obrazova analyza vnitini struktury vrstev provedend pomoci elektronové mikroskopie.
Béhem této prace bylo zjisténo, Ze fibroblasty i1 osteoblasty mohou svoji c¢innosti
ovliviiovat mechanické a strukturni vlastnosti kolagenovych nanovrstev. Cinnost bunék se
podafilo prokazat zejména v piipadée osteoblastii. V jejich pfitomnosti dochazelo ke snizeni
modulu pruznosti v tahu, které se projevilo jak v prvnim, tak v poslednim zatézovacim
cyklu. V ptipad¢ fibroblastd byl tento jev pozorovan pouze v prvnim cyklu, tedy v situaci,
kdy jsou mechanické vlastnosti vice ovlivnéné vlastnostmi povrchovych vrstev. V piipade
zvySeni meze pevnosti v tahu po expozici trvajici tfi tydny se nepodafilo prokazat, Zze by
bylo zplsobené c¢innosti bunék, nebot’ vysSSich pevnosti bylo dosazeno 1 vzorki
exponovanych v samotném médiu bez bunck. Vyssi aktivita osteoblastd byla dale
prokézana pomoci infraervené spektroskopie, kde se projevila zvySenim poméru helikalni
¢asti kolagenu k denaturovanym strukturdm. Pfitomnost bun¢k neméla vliv na prameér

vlaken kolagenové nanovrstvy. Cile diplomové prace byly splnény.
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Priloha 1: Rozméry vzorkiu exponovanych v kultiva¢nim médiu

TLOUSTKA [um] DELKA [mm]
M1 0,879 790,9
M2 1,013 831,8
M3 0,959 791,6
M4 1,020 881,7
MS5 0,965 796,1
M6 0,447 845,2
M7 0,730 793,9
M8 1,139 768,5
M9 0,537 788,7
F1 0,706 824,4
F2 0,591 836,3
F3 0,764 809,5
F4 0,745 879,5
F5 0,477 809,5
F6 0,618 843,8
F7 0,589 828,9
F8 0,638 772,3
F9 0,637 881,0
S1 0,928 854,2
S2 0,779 830,4
S3 0,808 838.,5
S4 0,660 750,7
S5 0,475 840,8
S6 0,828 838.,5
S7 0,755 805,0
S8 0,576 820,7
S9 0,771 863,1
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Priloha 2: Pocate¢ni modul pruzZnosti pro prvni zatéZovaci
cyklus vzorkii v médiu (M) nebo kultivovanych s fibroblasty (F)
a osteoblasty (S)

MPa] | dent | den7 |eR40 NNGCHOUNN
M1 0,244 0,087 0,156 0,159
M2 0,156 0,156 0,122 0,179
M3 0,102 0,165 0,199 0,143
M4 0,145 0,181 0,149 0,159
M5 0,103 0,148 0,125 0,115
M6 0,292 0,154 0,165 0,158
M7 0,221 0,180 0,147 0,224
M8 0,127 0,101 0,160 0,183
F1 0,229 0,165 0,185 0,093
F2 0,252 0,142 0,162 0,118
F3 0,173 0,150 0,163 0,181
F4 0,294 0,129 0,135 0,186
F5 0,252 0,171 0,171 0,202
Fé6 0,185 0,162 0,078 0,244
F7 0,191 0,196 0,214 0,159
F8 0,210 0,175 0,178 0,187
S1 0,190 0,193 0,241 0,119
S2 0,262 0,170 0,135 0,149
S3 0,199 0,222 0,164 0,123
S4 0,209 0,167 0,148 0,142
S5 0,214 0,203 0,125 0,149
S6 0,145 0,082 0,165 0,128
S7 0,266 0,356 0,139 0,123
S8 0,279 0,244 0,158 0,199
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Priloha 3: Pocate¢ni modul pruznosti pro posledni zatéZovaci
cyklus vzorkii v médiu (M) nebo kultivovanych s fibroblasty (F)
a osteoblasty (S)

MPa] | dent [ den7 [coRIAN|NNGEROINN
M1 0,120 0,062 0,084 0,128
M2 0,073 0,080 0,082 0,141
M3 0,038 0,071 0,151 0,081
M4 0,061 0,089 0,089 0,123
M35 0,065 0,086 0,067 0,065
M6 0,183 0,087 0,129 0,120
M7 0,169 0,114 0,098 0,166
M8 0,055 0,101 0,107 0,138
F1 0,104 0,058 0,093 0,149
F2 0,156 0,088 0,102 0,129
F3 0,144 0,075 0,073 0,150
F4 0,193 0,080 0,089 0,140
F5 0,193 0,117 0,110 0,168
F6 0,185 0,091 0,074 0,185
F7 0,115 0,179 0,146 0,109
F8 0,128 0,101 0,137 0,174
S1 0,156 0,116 0,167 0,092
S2 0,161 0,170 0,119 0,119
S3 0,144 0,163 0,117 0,090
S4 0,118 0,114 0,102 0,121
S5 0,093 0,113 0,111 0,112
S6 0,068 0,095 0,115 0,103
S7 0,136 0,130 0,101 0,079
S8 0,115 0,123 0,111 0,104

63



Priloha 4:

Mez

pevnosti

vzorka v médiu

kultivovanych s fibroblasty (F) a osteoblasty (S)

M)

[MPa] | den den7 | den14 [TdendI
Ml 1,880 1,477 1,857 2,896
M2 1,632 2,249 2,686 2,818
M3 1,607 2,597 2,486 2,746
M4 1,677 2,708 3,033 3,685
M5 1,934 2,029 1,988 2,986
M6 3,769 1,825 3,919 3,068
M7 2,560 1,895 2,670 3,443
M8 1,828 2,214 3,011 3,378
Fl 2,495 2,427 3,272 2,975
F2 2,632 2,841 2,856 3,138
F3 1,855 2,479 3,227 3,871
F4 2,063 2,332 2,048 3,223
F5 4,446 2,898 2,847 3,803
F6 1,985 2,316 2,349 4,463
F7 2,330 5,246 2,621 4,671
F8 2,746 2,695 2,126 4,919
S1 1,943 2,961 3,616 3,230
S2 2,219 2,629 4,256 3,142
S3 2,207 3,517 3,860 2,967
S4 2,886 2,650 2,680 2,495
S5 3,424 2,810 2,861 3,702
S6 2,188 3,084 3,794 3,523
S7 2,223 3,446 2,531 3,527
S8 2,739 2,121 2,565 3,232
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Priloha 5: Prumér vlaken pred sitovanim

vlak | primér vlakna vlak |primér vlakna vlak | primér vlakna
vzorek |[no | [nm] vzorek [no | [nm] vzorek |[no | [nm]
CL1_ CL2 CL2
009 1 341 009 1 247 009 1 247
2 176 2 317 2 211
3 247 3 329 3 282
4 270 4 341 4 270
5 294 5 305 5 329
6 235 6 223 6 176
7 317 7 235 7 270
8 235 8 223 8 223
9 258 9 305 9 235
10 200 10 223 10 258
CL1_ CL2 CL2
010 1 211 010 1 200 010 1 317
2 176 2 223 2 352
3 294 3 329 3 341
4 223 4 294 4 211
5 270 5 329 5 294
6 211 6 258 6 211
7 329 7 305 7 294
8 305 8 235 8 200
9 258 9 235 9 352
10 305 10 188 10 294
CL1_ CL2 CL2
011 1 258 011 1 317 011 1 223
2 305 2 188 2 317
3 223 3 176 3 211
4 235 4 223 4 282
5 258 5 235 5 352
6 258 6 200 6 270
7 211 7 176 7 282
8 282 8 223 8 247
9 258 9 258 9 258
10 376 10 247 10 282
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Priloha 6: Prumér vlaken po sitovani

vlak | primér vlakna vlak |primér vlakna vlak | primér vlakna
vzorek |[no | [nm] vzorek [no | [nm] vzorek |[no | [nm]
CL1_ CL2 CL2
009 1 329 009 1 282 009 1 247
2 200 2 247 2 294
3 247 3 270 3 270
4 282 4 282 4 223
5 294 5 294 5 329
6 247 6 176 6 200
7 305 7 282 7 270
8 247 8 223 8 247
9 258 9 247 9 305
10 223 10 270 10 235
CL1_ CL2 CL2
010 1 235 010 1 282 010 1 211
2 200 2 329 2 223
3 282 3 317 3 305
4 211 4 223 4 294
5 282 5 282 5 282
6 223 6 235 6 247
7 305 7 282 7 270
8 282 8 223 8 235
9 270 9 317 9 223
10 294 10 294 10 200
CL1_ CL2 CL2
011 1 270 011 1 282 011 1 305
2 294 2 282 2 282
3 235 3 247 3 188
4 258 4 270 4 223
5 258 5 258 5 235
6 247 6 270 6 223
7 211 7 282 7 200
8 282 8 247 8 247
9 258 9 258 9 258
10 317 10 223 10 270
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Priloha 7: Priumér vlaken vrstev v médiu prvni den

vzore |vlak |primér vldkna|vzore |vldk |primér vldkna|vzore |vldk |primér vlakna
k no |[nm] k no |[nm] k no |[nm]
M1 0 M1 0 M1 0
09 1 164 12 1 141 15 1 223
2 211 2 211 2 176
3 223 3 247 3 164
4 235 4 176 4 247
5 223 5 164 5 223
6 247 6 247 6 164
7 176 7 223 7 247
8 176 8 164 8 176
9 164 9 247 9 176
10 211 10 176 10 223
M1 0 M1 0 M1 0
10 1 188 13 1 176 16 1 223
2 235 2 223 2 235
3 176 3 223 3 223
4 223 4 235 4 247
5 200 5 223 5 176
6 176 6 247 6 176
7 223 7 176 7 164
8 247 8 176 8 176
9 223 9 164 9 223
10 176 10 211 10 247
M1 0 M1 0 M1 0
11 1 223 14 1 188 17 1 223
2 164 2 235 2 176
3 153 3 176 3 223
4 176 4 223 4 164
5 164 5 200 5 153
6 223 6 176 6 176
7 211 7 223 7 164
8 200 8 247 8 223
9 223 9 223 9 211
10 188 10 176 10 200
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Priloha 8: Prumér vlaken vrstev s v médiu posledni den

vlak |primér vlakna vlak |primér vlakna vlak | primér vlakna
vzorek [no | [nm] vzorek [no | [nm] vzorek [no | [nm]
M21 M21 M21
009 1 223 012 1 176 015 1 223
2 200 2 176 2 176
3 176 3 164 3 247
4 176 4 211 4 176
5 164 5 188 5 176
6 223 6 235 6 164
7 188 7 223 7 211
8 235 8 176 8 188
9 176 9 223 9 235
10 223 10 164 10 176
M21 M21 M21
010 1 223 013 1 153 016 1 223
2 176 2 176 2 200
3 176 3 164 3 176
4 223 4 223 4 176
5 200 5 188 5 164
6 164 6 235 6 223
7 211 7 176 7 188
8 188 8 176 8 211
9 235 9 176 9 188
10 223 10 164 10 235
M21 M21 M21
011 1 176 014 1 211 017 1 223
2 223 2 188 2 176
3 164 3 235 3 223
4 153 4 176 4 164
5 176 5 223 5 153
6 164 6 176 6 176
7 223 7 223 7 164
8 188 8 247 8 223
9 235 9 223 9 211
10 188 10 176 10 200
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Priloha 9: Prumér vlaken vrstev s fibroblasty prvni den

vzore |vlak |primér vldkna|vzore |vlak |pramér vlékna|vzore |vldk |primér vldkna
k no [nm] k no |[nm] k no |[nm]
F1 0 F1 0 F1 0
09 1 153 12 1 141 15 1 223
2 153 2 211 2 247
3 164 3 129 3 176
4 176 4 188 4 129
5 200 5 223 5 153
6 235 6 247 6 176
7 188 7 176 7 176
8 235 8 129 8 223
9 223 9 153 9 164
10 176 10 176 10 188
F1 0 F1 0 F1 0
10 1 153 13 1 176 16 1 176
2 141 2 223 2 223
3 211 3 164 3 164
4 223 4 188 4 188
5 188 5 153 5 153
6 211 6 176 6 176
7 164 7 164 7 164
8 235 8 247 8 247
9 223 9 223 9 223
10 211 10 164 10 176
F1 0 F1 0 F1 0
11 1 235 14 1 247 17 1 153
2 223 2 117 2 141
3 188 3 188 3 211
4 176 4 176 4 223
5 164 5 164 5 188
6 176 6 200 6 176
7 211 7 211 7 153
8 153 8 200 8 141
9 223 9 129 9 211
10 188 10 188 10 223

69




Priloha 10: Primér vlaken vrstev s fibroblasty posledni den

vzore |vlak |primér vldkna|vzore |vladk |primér vlédkna|vzore |vldk |primér vldkna
k no |[nm] k no |[nm] k no |[nm]
F21 0 F21 0 F21 0
09 1 153 12 1 141 15 1 223
2 176 2 211 2 176
3 176 3 247 3 153
4 223 4 176 4 141
5 164 5 164 5 211
6 188 6 247 6 223
7 153 7 223 7 188
8 176 8 164 8 176
9 164 9 247 9 153
10 247 10 176 10 141
F21 0 F21 0 F21 0
10 1 176 13 1 176 16 1 176
2 164 2 223 2 164
3 247 3 164 3 247
4 223 4 188 4 176
5 164 5 176 5 164
6 247 6 223 6 247
7 117 7 164 7 164
8 188 8 188 8 188
9 176 9 223 9 176
10 153 10 164 10 223
F21 0 F21 0 F21 0
11 1 176 14 1 176 17 1 153
2 176 2 153 2 141
3 223 3 141 3 211
4 164 4 211 4 223
5 188 5 223 5 188
6 176 6 188 6 176
7 223 7 176 7 153
8 164 8 153 8 141
9 188 9 141 9 188
10 153 10 188 10 117
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Priloha 11: Primér vlaken vrstev s osteoblasty prvni den

vzore |vlak |primér vldkna|vzore |vlak |pramér vlédkna|vzore |vladk |primér vldkna
k no [nm] k no |[nm] k no |[nm]
S10 S10 S10
09 1 188 12 1 164 15 1 223
2 235 2 211 2 176
3 223 3 188 3 247
4 176 4 235 4 176
5 223 5 176 5 176
6 176 6 223 6 164
7 164 7 176 7 211
8 211 8 176 8 188
9 188 9 164 9 235
10 200 10 223 10 176
S10 S10 S10
10 1 235 13 1 223 16 1 223
2 188 2 176 2 200
3 235 3 164 3 176
4 223 4 211 4 176
5 176 5 188 5 164
6 153 6 200 6 223
7 141 7 235 7 188
8 211 8 188 8 211
9 223 9 235 9 188
10 188 10 223 10 235
S10 S10 S10
11 1 211 14 1 176 17 1 223
2 164 2 153 2 176
3 235 3 200 3 223
4 223 4 176 4 164
5 211 5 176 5 153
6 235 6 164 6 176
7 235 7 223 7 164
8 223 8 188 8 223
9 235 9 211 9 211
10 188 10 176 10 200
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Priloha 12: Primér vlaken vrstev s osteoblasty posledni den

vzore |vlak |primér vldkna|vzore |vladk |primér vlédkna|vzore |vldk |primér vldkna
k no |[nm] k no |[nm] k no |[nm]
S21 0 S21 0 S21 0
09 1 188 12 1 164 15 1 164
2 235 2 211 2 211
3 223 3 188 3 188
4 176 4 176 4 200
5 176 5 164 5 235
6 211 6 223 6 188
7 188 7 223 7 200
8 200 8 176 8 176
9 235 9 164 9 223
10 188 10 211 10 164
S21 0 S21 0 S21 0
10 1 200 13 1 188 16 1 153
2 176 2 200 2 176
3 200 3 188 3 164
4 235 4 235 4 223
5 188 5 176 5 211
6 235 6 223 6 200
7 223 7 200 7 223
8 176 8 176 8 247
9 153 9 223 9 176
10 200 10 247 10 176
S21 0 S21 0 S21 0
11 1 176 14 1 247 17 1 164
2 176 2 176 2 211
3 164 3 176 3 188
4 223 4 164 4 235
5 188 5 211 5 176
6 211 6 188 6 176
7 235 7 235 7 164
8 223 8 176 8 223
9 235 9 223 9 211
10 188 10 200 10 200
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