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ABSTRAKT

Monitorovanie procesu decelularizacie planarnych tkaniv

Diplomova praca riesi problematiku sledovania priebehu decelularizacie planarnych
tkaniv. Po spravne vykonanej decelularizdcii mé tkanivo uplne stratit’ svoj
histokompatibilny komplex. Potreba monitorovat’ decelularizaciu vychadza prave
z nutnosti mat’ toto potvrdené. Hypotézou bolo predpokladané, Ze tkanivo meni
vlastnosti viditelného svetla v zavislosti na faze prebehnutej decelularizacie, teda na
mnozstve bunkovych zvySkov nachadzajicich sa v okoli tkaniva. Hypotéza bola
potvrdena experimentom s viditelnym svetlom a optickym senzorom. Kolorimetrom
bola vzorka tkaniva osvetlend a zaroven kolorimeter aj snimal svetlo na vzorke
decelularizovaného tkaniva. Podobnost’ nameranych vysledkov s vysledkami histologie
decelularizovanych vzoriek tkaniv potvrdzuje, ze je mozné monitorovat’ decelularizaciu
optickym systémom s vyuzitim vidite'né¢ho svetla.

KPudové slova
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ABSTRACT

Monitoring the Decellularization Process of Planar Tissues

The diploma thesis deals with the problem of tracking the decellularization of planar
tissues. Once properly decellularized, the tissue should completely lose its
histocompatibility. The need to monitor decellularization is based on the need to have
this confirmed. The hypothesis was that the tissue changes the properties of visible light
depending on the phase of the decellularization, that is, the amount of cell debris in the
surrounding tissue. The hypothesis was confirmed by an experiment with visible light
and an optical sensor. A tissue sample was illuminated by the colorimeter, while the
colorimeter also scanned the light on a decellularized tissue sample. The similarity of
the measured results with the histology results of the decellularized tissue samples
confirms that it is possible to monitor the decellularization by the visible light optical
system.

Keywords

decelularisation, tissue, visible light, colorimetry
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Zoznam symbolov a znaciek

Zoznam symbolov

Symbol Jednotka Vyznam

A - Hladina vyznamnosti

R Q Elektricky odpor

U \Y Elektrické napitie

URet V Referen¢né napitie

Upb V Napitie generované fotodiodou

Zoznam skratiek

Skratka Vyznam

AV CR Akademie véd Ceské republiky

CvD Cardiovascular disease - kardiovaskularne ochorenia

D Vzorka po preplachu DNAzou

FBMI Fakulta biomedicinskeho inzenyrstvi

HLA Human leucocyte antigen — molekuly na povrchu buniek, ktoré zodpovedaju za
histokompatibilitu tkaniv u ¢loveka

MHC Major histocompatibility complex - hlavny histokompatibilny komplex

N Nativna vzorka

NK bunky Natural killer — bunky nes$pecifickej imunity

0z Operacny zosiliiovac

P Vzorka po zaverecnom preplachu

SDS Dodecyl sulfat sodny

V1-V4 Vzorky pocas posobenia SDS v decelularizacnom cykle




1 Uvod

Decelularizéacia je pokrocila metdda tkanivového inzinierstva umoziujuca ziskat
extracelularnu  matrix so zachovanou S$truktirou, priestorovym usporiadanim
arozmermi. V priebehu decelularizatného cyklu dochadza k premyvaniu tkaniva
detergentmi, ¢im sa rozruSia bunkové Struktury azvySsky buniek sa vyplavuja
preplachmi z tkaniva von. [1] Vyuzitie ma zna¢né a to najméa na pripravu biometerialov
pre transplantaciu, najCastejSie pri ochoreniach kardiovaskularnej sustavy. Pri
transplantaciach od inych zivocisnych druhov je velmi dolezité, aby bola
decelularizovana cCast’ tkaniva uplne zbavena zivych buniek. Zvysky buniek by mohli
spOsobit’ imunitni reakciu prijemcu, V horSich pripadoch zlyhanie transplantatu, ¢i
vazne ohrozenie zivota pacienta. [2] Motivom tejto prace je urCovanie stupna
decelularizacie. Ked'Ze sa jednd o proces casovo pomerne narocny, moznost’
monitorovania jeho priebehu bude prinosom pre prax.

1.1 Prehlad sucé¢asného stavu

Transplantacia je prenos tkaniva, alebo organu z jedného miesta na druhé.
Najcastejsie ide o alogénnu transplantaciu, ¢o je transplantacia medzi prisluSnikmi toho
istého druhu. Dalej pozname autolégnu transplantaciu, ¢o je prenos z jedného na druhé
miesto u toho istého jedinca, napr. koZa. Syngénna transplanticia je prenos medzi
geneticky identickymi jedincami, ¢o si jednovajecné dvojcatd. Xenogeénna
transplantacia je prenos medzi rdéznymi Zivo¢iSnymi druhmi. Mechanizmus
transplantacnej imunologie je Specificky pre kazdy organ, ale v podstate princip je
vSade ten isty. Dochadza ku kontaktu imunitného systému prijemcu s orgdnom darcu a
cielom je navodit' toleranciu a zachovat funkénost organu. Pri transplanticii
inkompatibilného orgdnu moéZze vzniknit' rejekcia. Pozname hyperakatnu, akitnu a
chronickti rejekciu. [3] Za najvacsiu prekazku pri transplantacii sa povazuje
histokompatibilita tkaniv, ktord je danda HLA molekulami na povrchu buniek darcu a
prijemcu. [4]

1.1.1 Hlavny histokompatibilny komplex

Oznacuje sa aj ako MHC (Major histocompatibility complex). S to molekuly na
povrchu buniek, ktoré zodpovedajii za histokompatibilitu tkaniv. U ¢loveka sa tieto
melekuly oznacuju ako HLA (Human leukocyty antigen), lebo boli objavené na
leukocytoch. Ciel'om je transplantovat’ taky organ, ktorého HLA molekuly na povrchu
buniek sa budd ¢o najviac zhodovat s prijemcom. Cim menej sa HLA molekuly
zhoduju, tym je vyssie riziko rejekcie. Najidealnejsi priklad je, ked’ st darca a prijemca
jednovajecné dvojcatd, ktoré maji identické HLA molekuly. Medzi imunologické

9



bariéry transplantacie patria aj iné d’aldie molekuly. Specifickii imunitni odpoved
zabezpecuju B a T-lymfocyty. Ked” sa B-lymfocyt stretne s antigénom, ¢o je pri
transplantacii alogénna HLA molekula, tak tento B-lymfocyt zacne proliferovat’ a
diferencovat’ na plazmatické bunky. Plazmatické bunky potom produkuji protilatky
proti alogénnej HLA molekule. [5] [6]

1.1.2 Xenotransplantacia

Xenotransplantadcia mé potencial predstavovat’ alternativu k materidlom I'udského
povodu a preklenit nedostatok Tudského materidlu na transplanticiu. Je to
transplantacia s prenesenim transplantatu jedinca iného druhu alebo s pouzitim umelého
transplantatu. Xenotransplantaty moézu pomoct’ tisicom pacientov, ktori ¢akaju na
darované orgdny. Zvieraci organ, pravdepodobne z prasata alebo paviana, by mohol byt
geneticky pozmeneny s 'udskymi génmi, aby popudil imunitny systém pacienta, aby ho
prijal ako sucast’ svojho vlastného tela. Xenogénna transplanticia vSak nesie rizika
najmd prenosu znamych alebo aj zatial nerozpoznanych xenogénnych infekénych
Cinitel'ov zo zvierat na l'udi a od prijemcov xenogénnych transplantitov na Siroku
verejnost’. [7]

Celosvetovy nedostatok organov na klinick(i implantaciu spdsobuje, ze 20-35%
pacientov, ktori potrebuji ndhradné organy, zomieraji na ¢akacom zozname. Postupy, z
ktorych niektoré su skimané v ranych klinickych skaskach, sa zameriavaji na pouzitie
buniek alebo tkaniv z inych zivocisSnych druhov na liecbu Zzivot ohrozujicich a
invalidizujacich ochoreni, ako je rakovina, cukrovka, zlyhanie pefene alebo
Parkinsonova choroba. Ak sa moézu zlepsit’ podmienky Zivotnosti, mohlo by sa umoznit’
dlhodobé uchovavanie xenogénnych buniek, tkaniv a organov tak, aby boli l'ahSie
dostupné na transplantaciu. [8]

1.1.3 Decelularizacia

V sucasnej dobe dochadza knarastu vyskytu kardiovaskularnych ochoreni
(CVD - cardiovascular disease) a tento problém je jednym z najcastejSich pricin smrti.
[9] Chirurgicka lie¢ba CVD ¢asto vyzaduje nahradu poskodeného tkaniva.

V Spojenych $tatoch americkych je viac ako 500 000 arteridlnych bypass operacii
vykonéavanych kazdy rok. Autologne cievy st uprednostiiované ako nahradny Stepovy
materidl, avSak az 40% pacientov, ktori potrebuju bypass, nemaji zdrava tepnu alebo
7ilu vhodnej diZky na pouzitie ako autotransplantat. Aj ked’ je pre transplantaciu k
dispozicii vhodné venodzne tkanivo, prestavba in vivo v dosledku zranenia alebo
zvySeného zat'azenia nemusi byt redlne pristupnd. Syntetické Stepy st v sucasnosti
Standardnou klinickou alternativou k autolognemu Stepu, no stdle existuju relativne
rozdiely v mechanickych vlastnostiach medzi Stepmi vytvorenymi z tychto materidlov
apévodnymi cievami. Nadmernou snahou organizmu pacienta o remodelaciu cievy
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modze dojst’ k zuZeniu cievy, velkym poctom nanovo vzniknutych buniek. Toto
patologické zahustenie nazyvané intimalna hyperplazia a je hlavnym dévodom zlyhania
Stepu. Vysledkom je nizka dlhodoba miera priechodnosti pre arteridlne Stepy s malym
priemerom. [10]

Pouzivanim syntetickych materidlov sa objavuju stale nedorieSené problémy, ktoré
brania plnému prijatiu materidlu telom pacienta. Existuje Siroka $kéala materidlov, no
ziaden nie je plne vyhovujuci. Taktiez zostdva zatazujuce, ze synteticky materidl
nerastie spolu s pacientom, pri nahradach tkaniva napriklad u deti. [11]

Decelularizéacia je nova technologia v pokrocilom tkanivovom inZinierstve, ktora
umoziuje vytvorit nové materidly pre cievne nédhrady a cievnu reparaciu xenogénneho
povodu, ale s vyrazne zniZenou imunogénnou aktivitou. [12] [13] Decelularizacia
vyuziva rézne pristupy k odstraneniu buniek z tkaniva a k izolacii tkanivovo $pecificke;j
extracelularnej matrix. Extracelularna matrix sa nachadza v okoli buniek a je
komplexom zlozenym predovSetkym z kolagénu, glykoproteinov, proteoglykanov,
elastinu, a lamininu. Je charakteristickd svojim usporiadanim pre dany typ tkaniva a
netvori len oporu, ale je aj dynamicky zapojend do celkovej funkcie daného tkaniva.
[14] Decelularizovana extracelularna matrix ma zachované zlozenie a architektoniku

poévodného tkaniva. Javi sa tak ako idealny material na implantaciu do organizmu. [15]

Fyzikélne metddy, ktoré su vacsinou prvym krokom decelularizacie sposobuju lyzu
bunkovych membran, ktord sa dokon¢i chemickymi detergentmi alebo enzymami
naruSujucimi cytoplazmaticky obsah bunky. Pozostatky buniek musia byt vyplavené
pomocou pufrov, ¢im sa zna¢ne znizi imunologicka aktivita molekul, ktoré by mohli po
implantacii biomateridlu vyvolat’ imunitné odmietnutie hostitel'skym organizmom.
Premyvanie extracelularnej matrix vytvorenej decelularizdciou poméha tiez
k vyplaveniu rezidui decelularizaénych agnes, ktoré by neskér mohli mat’ nepriaznivy
vplyv na hostitel'sky organizmus. [14] Cielom je teda rozrusit a vyplavit vsetky
bunkové Struktary z tkaniva, ¢im sa ma vytvorit idealne leSenie pre znovuosidlenie
novymi vhodnymi bunkami. [16]

Efektivita decelularizicie zavisi na kombinacii vSetkych druhov decelulariza¢nych
agnes. Je nutné prisposobit’ vyber druhu tkaniva ¢i organu, ktory ma byt
decelularizovany. Detergenty st najastejSie pouzivané decelularizacné agnes a to
najmé vd’aka vysokej efektivite. Jedna sa o organické zluceniny, ktoré maji nepolarny
hydrofobny ret'azec a polarnu hydrofiln hlavicku. [17]

Nedavne Stadie arteridlnych aloimplantitov a xenotransplantatov ukazali, Ze
arteridlne matrice mozu byt po decelularizacii zachované bez zmeny ich
biomechanickych vlastnosti, trojrozmernej Struktiry a zloZenia pdvodného tkaniva.
Naockovanim tychto implantatov hostitel'skymi endotelovymi bunkami sa zabrani
imunogénnemu odmietnutiu. [10]

11



Nové decelularizované matrice maji byt relativne l'ahko dostupné s nizkymi
nakladmi v porovnani s autoldgnymi tkanivami, ktoré sa v implantolégii stale povazuji
za "zlaty Standard". Okrem toho maji podobné zlozenie, mechanické vlastnosti a 3D
Struktaru ako nativne tkaniva a mozu sa preto povazovat’ za vhodnejSie na nahradu
tkaniv ako syntetické polymérne cievne Stepy, ktoré sa v stcCasnosti pouzivaju v
klinickej praxi. Obzvlast’ syntetické vaskularne Stepy s priemerom mensim ako 4 mm u
ludskych pacientov podliehaji restendze. V tkanivovom inZzinierstve je predpoklad
dobrej vyuzitelnosti decelularizovanych matric. Veri sa, ze po spravne vykonanej
decelularizacii tkanivo uplne strati svoj histokompatibilny komplex, ¢im vznika
moznost transplantacie tejto matrice do cudzieho organizmu. [8]

Decelularizované matrice, ak su spravne pripravené, moézu ponuknut
mikroprostredie prirodzene husté, schopné riadit’ endogénnu biologicku vyrobu nového
tkaniva. [6]

O priebehu remodelacie vieme, ze matrica je vtele degradovand enzymami
a postupne infiltrovand bunkami, ktoré tiez podporuji uvolnovanie rastového faktoru
z matrice. U takej decelulariovanej matrice, aj ked nie je Gplne imunologicky ¢ista, sa
ukézalo, ze resorbcia prebieha pomerne rychlo. V psom tele nastala uplna resorbcia po
troch mesiacoch. [18]

Najdokladnejsia stadia bola multicentricka klinicka $tadia stotroch pediatrickych a
dospelych pacientov, ktori dostavali stotridsatdva implantatov CorMatrix® na réznych
miestach, z ktorych bolo tridsatosem chlopni. CorMatrix Cardiovascular Inc. je
regenerativna biotechnologickd spolo¢nost’ zaoberajica sa rieSenim najvacSich
svetovych kardiovaskularnxch klinickych potrieb. Pat' z tridsatosem pacientov s
vymenou chlopni vyzadovalo reoperdciu v dosledku zlyhania matrice v rozmedzi 2,5 -
34,1 mesiaca. Hoci bola CorMatrix® degradovand, v kazdom pripade nebola uplne
resorbovand a chybalo Strukturalne a funkéné remodelovanie spojené s organizovanymi
kolagénovymi vlaknami. [19] CorMatrix® bol tiez testovany ako vaskularny Step.
Vysledky vSak neboli vel'mi povzbudivé. Cievkové Stepy s malym priemerom maju vo
vSeobecnosti velmi zIG dlhotrvajiicu priechodnost. Ziadne lepsie vysledky sa
nepozorovali ani pri pouziti kortikdlneho cievneho transplantatu CorMatrix®.
Transplantat implantovany do ov¢ieho modelu, vykazoval nizku odolnost’ voci dilatacii
a vysoku tendenciu k okluzii. [20] Preto hl'adanie novych matric na inzinierstvo a
opravy kardiovaskularneho tkaniva je vZdy rozumné.

Hlavné ventily srdca su zodpovedné za jednosmerny prietok krvi z predsieni do
komor a z komor do srdcovych tepien. Niektoré patologie, ako je reumaticka horticka
alebo infekéna endokarditida, m6zu viest' k zmene funkcii srdcovych chlopni. Vrodené
vady srdca moézu tiez ovplyvnit’ ventily. Valvularne srdcové ochorenia st Casté v beznej
populacii a moézu viest' k zvySeniu frekvencie srdcovej Cinnosti a arytmiam. [21]
V sticasnosti je liecba chlopiiovych ochoreni srdca najcastejSie chirurgickd. Mechanické
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ventily, najbeznejSie pouzivané protézy, maju vynikajicu trvanlivost’ ale nesu riziko
tromboembolickych a hemoragickych udalosti pocas celej zivotnosti. Bioprotektivne
ventily su Casto prasacimi aortdlnymi ventilmi namontovanymi na stent alebo inu
podlozku, niekedy st tieZz vyrobené z hovidzieho perikardu. V budicnosti sa ocakava,
ze tkanivové inzinierstvo poskytne trvalé a neimunogénne srdcové chlopne,
pravdepodobne schopné rast’ aremodelovat’ sa v zavislosti od veku pacienta. Pri
tradi¢nom tkanivovom inzinierstve je zakladnou poziadavkou na inzinierstvo srdcovych
chlopni trojrozmerné leSenie s vhodnymi mechanickymi vlastnostami, ktoré sa
naoc¢kuje vhodnymi bunkovymi typmi. To vetko moze spifiat’ decelularizované tkanivo
srdcovej chlopne iného zivoé¢isneho druhu. [6]

Vyvoj decelularizacie smeruje k rutinnému vyuzivaniu decelularizovanych
cievnych transplantitov v klinickej praxi, ¢im sa mé zlepsit' hojenie a fungovanie
cievnych Stepov a naplasti a tym aj kvalita zivota pacientov. [22]

1.2 Ciele prace

Ciel'om prace je navrhnut’ metodiku a vytvorit’ opticky snimac na stanovenie stupna
decelularizacie na modelovych tkanivach. Vzorky decelularizovanych tkaniv budu
osvietené stalym zdrojom viditelného svetla. Svetlo bude prechadzat’ natiahnutym
tkanivom, atym ma dojst k zmene intenzity a ku kolorimetrickym zmenam tohoto
svetla. Je potrebné ndjst vhodni metddu snimania intenzity alebo inych vlastnosti
svetla, meniacich sa na decelularizovanom tkanive. Po najdeni vhodnej metody
Vv laboratornych podmienkach je dalej cielom prace upravit konStrukéné rieSenie
kultivaénej komory pre decelularizaciu tkaniv, prasacieho a hovéddzieho perikardu tak,
aby bolo mozné umiestnit’ tam meraci svetelny systém. Dalej implementovat’ tato novi
konstrukciu do stiéasného systému decelularizacie tak, aby bolo mozné monitorovat’
priebeh decelularizacie. Cielom prace je taktiez overit’ funkénost’ meracieho systému
laboratornym  experimentom  a vysledky  korelovat s  histologiou  vzoriek
decelularizovanych tkaniv.

1.2.1 Hypotéza

Predpokladom je, Ze decelularizované tkanivo pozmeni vlastnosti svetla, ktorym je
osvetlované. V priebehu decelularizacie sa meni povrch tkaniva a tym, by sa malo
menit’ aj to, aka zmena svetla nastane. Pocas prebiehajucej decelularizacie budu
sledované zmeny vlastnosti svetla, atak vyhodnocovany stupen decelularizacie.
Pilotnym meranim bude vybrana najvhodnej$iu metoda snimania svetla. Tato metodika
potom bude implementovand do decelularizacného systému, kde bude mozné sledovat’
priebeh zmien tkaniva na zaklade zmien svetla. Pomocou tohto zariadenia bude mozné
monitorovat’ priebeh decelularizacie planarnych tkaniv.

13



2 Metody

Decelularizacia tkaniv bola uskutocnena na biotechnologickom ustave Akadémie
vied Ceskej Republiky vo Vestci. Podas prebiehajicej decelularizicie nedochadzalo
k Ziadnym zmendm oproti beznému postupu decelularizacie tkaniv. Na rozruSenie
bunkovych stien a Strukttr bol ako decelularizacné agnes pouzity 0,5 % dodecyl sulfat
sodny (SDS), ktory je najznamejSim a najrozsirenejSim agens na poli decelularizacie.
Ten posobil v komore 60 mintt (6 x 10 minitovy cyklus) a nasledne bolo tkanivo prvy
krat preplachnuté. Po preplachnuti bola do komory pridana DNA-za (0,5 ml v 60 ml
pufru), ta cirkulovala v syst¢éme 20 minut. Po uplynuti tejto doby nasledoval finalny
preplach destilovanou vodou Vv trvani 1200 minat (120 x 10 minat). Decelulariza¢na
komora pouzivanad v beZnej praxi na tstave AV CR nebola nijako pozmenena ani
upravend. Vzorky tkaniv z prasacieho perikardu boli na pilotné merania odoberané
postupne pocas prebichajucej decelularizacie Vv presne danych ¢asovych momentoch,
ulozené jednotlivo do roztoku, ktory zabezpecoval ich trvanlivost’ a v chlade prevezené
na Fakultu biomendicinskeho inZenirstvi do Kladna. V laboratériu na Fakulte
biomedicinskeho inZinierstva v Kladne prebiehali vsetky pilotné merania na hodnotenie
stupiia prebehnutej decelularizacie. VSetky vzorky pochadzaji z laboratérnych zvierat,
rovnakého pohlavia aj veku, z rovnakej hmotnostnej kategorie. Vsetky zvierata boli
pred ich zabitim a pouZzitim na vedecké ucely zdravé a neprejavili sa u nich ani ziadne
telesné vady.

2.1 Stanovenie stupiia decelularizacie — pilotné merania

Pomocou programu Autodesk Inventor (Autodesk Inc, San Rafael, Kalifornia,
USA) bol vytvoreny navrh konstrukcie tvaru H na upevnenie vzorky tkaniva, pre d’alsie
prace so vzorkou. Konstrukcia sa sklada z dvoch Casti spojenych Styrmi skrutkami.
Konstrukény navrh, presnejsie jedna jeho Cast’ je zobrazena na obrazku z prostredia
Autodesk Inventor (Obr. 2.1). Pomocou tohto navrhu bol vytvoreny skuto¢ny kus
konstrukcie na upevnenie vzorky decelularizovaného tkaniva z polykarbonétu. Je 10 cm
Siroky a jeho rozmery st 60 cm a 76 cm.
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Obr. 2.1: Konstrukény navrh Casti drziaka na tkanivo [zdroj: autor]

Medzi dvoma kon$trukciami bola umiestnena vzorka tkaniva medzi
mikroskopickymi sklickami. Pomocou $tyroch skrutiek a matic bolo zabezpecené, ze
nedoslo k posunutiu vzorky pocas merania. Ocelové skrutky velkosti M4 prechéadzali
skrz oboje konstrukcie. Nazorne to zobrazuje nasledujuci obrazok (Obr. 2.2).
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Obr. 2.2: Nazorny obrazok uchytenia decelularizovanej vzorky tkaniva v konstrukeii
[zdroj: autor]
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Na jednej strane bolo tkanivo osvetlené diddou. Didda bola napdjand zo zdroja
napitia 12 V, pricom zapojenie bolo upravené tak, aby diddou tiekol staly prad, naviac
aby sa velkost’ tohto prudu dala regulovat’. V prostredi Autodesk Eagle (Autodesk Inc,
San Rafael, Kalifornia, USA) bol navrh tejto schémy vyhotoveny aj ako navrh dosky
plosnych spojov anasledne boli vSetky suciastky naspajkované na tato dosku. Na
obrazku je schéma zapojenia (Obr. 2.3), kde referencia REF 02 stabilizuje napétie zo
zdroja o velkosti 12 V na hodnotu 5 V. Toto napitie, oznacované ako VO vstupuje do
trimra, pomocou ktorého je mozné regulovat’ napitie v rozmedzi 0 - 5 V. Pred trimrom
je tiez zapojeny kondenzator C1 s kapacitou 1uF, ten mé zabranit’ d’al§im vykyvom od
nominalnej hodnoty. Napitie je privadzané na neinvertujuci vstup opera¢ného
zosilnovaca, napajaného nesymetricky, napatim o hodnote 12 V. Privedenim napétia na
vstup CTRL dojde k Ciastoénému otvoreniu tranzistora, ¢im nastavime konkrétnu
hodnotu jeho pracovného bodu. Pomerom odporu rezistora R2 aodporu spétno-
vazobnej slucky je nastavené zosilnenie OZ. Vystupné napitie OZ je teda priamo
umerné napétiu na neinvertujucom vstupe OZ.
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Obr. 2.3: Schéma zapojenia LED diody [zdroj: autor]

Samotné meranie bolo uskutocnené troma réznymi spésobmi. Na prvy z nich bola
pozita USB kamera Platinum. Na zaistenie stalosti osvetlenia bola pouzita kartonova
krabica. Tym sa zabranilo pristupu svetla z vonkajSieho prostredia do okolia meracieho
systému, zaistené tak bolo, Ze snimané svetlo kamerou pochadzalo z LED diddy
apreslo vzorkou decelularizovaného tkaniva Didda na jednej strane bola napéjana
pradom 0,01 A. Meranie intenzity bolo uskutoénené pomocou troch rdznych
zdrojovych LED diod. Konkrétne sa jednalo o tieto diody: White L5 WAT- LC (biela),
Blue L5 WW-LC (modré) a Red L53 SRC-DW (¢ervena). Kamera bola vo vzdialenosti
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10 cm od tkaniva. Pomocou programu Imaging Control (The Imaging Source Europe
GmbH, Bremen Germany) boli zaznamenané snimky ulozené V pocita¢i. Nasledne
skriptom, ktory je sucast’ou priloh (priloha A) spracované tak, aby bolo mozné porovnat’
mnozstvo svetla, na vzorke decelularizovaného tkaniva. Bol na to vyuzity program
Matlab (MathWorks, Natick, Massachusetts, USA). Vysledky ztohto merania su
uvedena Vv kapitole Vysledky (Tab. 3.1 aObr. 3.1). Na tabulke je mozné vidiet
namerané hodnoty intenzity svetla, ktoré preSlo vzorkou ku kamere postupne od troch
ro6znych typov zdrojovych LED didd. Intenzita je predstavované ako bezrozmerné cislo,
¢im vysSie Cislo tym véicsia intenzita. Nasledujuci obrazok (Obr. 2.4) zobrazuje ako
vyzerala meracia sustava v skutoCnosti. Na pravej strane si uz spominané dve H
konstrukcie spojené Styrmi skrutkami. Medzi nimi bola umiestnena medzi hodinovymi
sklickami vzorka decelularizovaného tkaniva. Na fotografii vlIavo je kamera Platinum,

d’alej pripojena k pocitacu.

Obr. 2.4: Meranie pomocou kamery Platinum [zdroj: autor]

Druhy spdsob, ktorym bolo uskuto¢nené meranie mnoZzstva svetla na druhej strane
tkaniva od LED diody je taky, kde bola vyuzivana fotodidda. Namerané boli hodnoty
napitia, pricom vieme, Ze ¢im vyS$Sie je generované napdtie, tim viac svetla sa na
fotodiodu dostalo. Vysledky merania su opat’ uvedené v kapitole Vysledky (Tab. 3.2,
Obr. 3.2) . Zapojenie fotodidody je zobrazené na obrazku (Obr. 2.5) z programu
Autodesk Eagle (Autodesk Inc, San Rafael, Kalifornia, USA). Kondenzator C1 a C2
spolu s rezistormi R1 a R2 vytvaraji deli¢ napitia, ktory deli napidtie 5V symetricky.
Napitie v strede delica je 2,5 V, pretoze v deliacom moste je dva krat umiestneny
rezistor s rovnakou hodnotou odporu R1 = R2 =10 kQ. [23]
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Urer = o R, (2.1)

Toto napitie je privddzané na neinvertujici vstup operacného zosiliovaca, ¢im je
tvorend napét'ova referencia. Na jeho invertujici vstup je privedené napétie z fotodiddy.
Spitna viazba OZ vedie cez rezistor R3 s hodnotou odporu 100 kQ. Ked’Ze sa vnutorny
odpor diédy ani odpor R3 nemeni je dané stale zosilnenie OZ. OZ je zapojeny
V invertujicom zapojeni a napajany nesymetricky, napédtim 5 V. Fotodiéda generuje
nizke hodnoty napitia, mensie ako je referencné napdtie 2,5V, toto napitie je
povazované za zaporné a privadzané na invertujtci vstup OZ. Vystupna hodnota napitia
OZ je invertovana 0 180° vocli vstupnému napitiu a zosilnena stilym zosilnenim
ovplyvnenym hodnotou odporu rezistora R3. Toto kladné zosilnené napitie je
privadzané na konektor pin 5, kde je mozné pridanim d’alSich pomocok zobrazit’ jeho
hodnotu. Rezistor R4 s hodnotou odporu 150 kQ je v zapojeni z dovodu toho, aby
nedochadzalo k ovplyviiovaniu vystupného napitia, vplyvom meracieho pristroja.
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Obr. 2.5: Schéma zapojenia fotodiody [zdroj: autor]

Vzorka decelularizovaného tkaniva bola rovnako ako v prvom merani umiestnena
medzi hodinovymi sklickami prichytend H konS$trukciami na danom mieste. Opét’ bola
LED dioda napojend na zdroj napidtia 12 V a napdjana pradom 0,01 A. A takisto opat’
boli pouzité ako zdroj svetla postupne tri rézne typy LED diod. Na druhej strane tkaniva
bola umiestnend snimacia fotodidda. Takisto ako v predchédzajicom pripade bolo
zabranené prichodu svetla z vonkajSieho prostredia do meracieho systému. Namerané
boli hodnoty napitia generovaného fotodiédou pre vsetkych sedem vzoriek, pomocou
troch roézne farebnych zdrojovych LED didd.
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Na treti spésob merania bol pouzity systém EZO RGB. Jedna sa o kolorimeter, teda
pristroj na meranie farby svetelného laca. Mnozstvo buniek na ciastocne
decelularizovanom tkanive spdsobuje zmenu farby prechédzajaceho luca svetla z LED
diédy. Na udrzanie senzoru kolorimetra bol vytvoreny iny konStrukény systém
podobného tvaru H. Navrh modelu z programu Autodesk Inventor (Autodesk Inc, San
Rafael, Kalifornia, USA) je zobrazeny na nasledujicom obrazku (Obr. 2.6). Rozmery
tejto konstrukcie st zhodné s tymi z predchadzajticich merani. LiSia sa vo velkosti diery
uprostred.

Obr. 2.6: Konstrukény navrh Casti drziaka na kolorimeter EZO RGB [zdroj: autor]

Do otvoru tvaru kruhu bol vlozeny kolorimeter a d’alSie dva H konstrukcie
pridrziavali vzorku tak, ako aj v predchadzajucich dvoch pripadoch merania. Pouzita
bola taktiez aj kartonova krabica na zabranenie dopadu svetla z okolia do meracieho
systtmu. EZO RGB bol vsystétme merania pripojeny k pocitatu pomocou
mikrokontrolérovej dosky Arduino Uno. Napdjany zdrojom napétia 5 V. Tak bola
nastavend jeho funkcia a to konkrétne, ze bol pouzity aj ako zdroj svetla aj ako snimaci
senzor. Najprv boli hodnoty namerané s 50% svietenim, neskor s 12%. Vysledky tohto
merania st uvedené V kapitole Vysledky (Tab. 3.3, Obr. 3.3, Tab. 3.4 aObr. 3.4)
intenzitu predstavuje bezrozmerné ¢islo, ¢im vysSie Cislo, tym vysSia intenzita. Ako
vyzeral meraci systém v Skuto¢nosti predstavuje obrazok (Obr. 2.7). Viac vpravo je
vzorka decelularizovaného tkaniva v konstrukcii dvoch H suciastok a viac vl'avo senzor
EZO RGB, ktory bol pouzity tiez ako zdroj svetla, uchyteny tiez v dvoch H
konstrukciach. Na fotografii hore je Arduino Uno, d’alej pripojeny k pocitacu.
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Obr. 2.7: Meranie pomocou kolorimetra EZO RGB [zdroj: autor]

2.2 Monitorovanie procesu decelularizacie

Na monitorovanie procesu decelularizacie bolo z pilotnych merani vybrané tretie
meranie pomocou kolorimetru EZO RGB. Tento vyber prebehol na zaklade pilotnych
merani, ktoré su podrobnejSie popisané v predchadzajucej kapitole (2.1 Stanovenie
stupna decelularizacie). A popis dovodov a kritérii pre tento vyber je diskutovany
v kapitole Diskusia. Vyber dat na spracovavanie zhodnét intenzit Cervenej zlozky
vidite'ného svetla bol uskutocneny tiez na zaklade pilotnych merani. Nie ndhodou boli
na osvetl'ovanie tkaniv v prvych dvoch pilotnych meraniach pouzité rozne LED di6dy.

Pred samotnym meranim bolo potrebné upravit’ drziak na EZO RGB tak, aby bolo
mozné ho inStalovat’ do komory pre decelularizéciu. Pre kolorimetricky snima¢ bola
vytvorena nova konstrukcia, jej model navrhnuty v programe Autodesk Inventor
(Autodesk Inc, San Rafael, Kalifornia, USA) je zobrazeny na obrazku (Obr. 2.8). Tato
konstrukcia bola nésledne umiestnend na kultivacnui komoru pre decelularizaciu.
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Obr. 2.8: Upraveny konstrukény navrh drziaka na kolorimeter EZO RGB [zdroj: autor]

Kolorimeter prichyteny konstrukciou drziaka na kultivaéni komoru osvetloval
a nasledne snimal hodnoty intenzit jednotlivych zloziek farebného viditeného svetla,
pocas prebichajucej decelularizacie. Decelularizacia prebichala v klasickom,
nezmenenom rezime v decelularizaénej komore na ustave AV CR vo Vestci.
Kolorimeter vyzaroval svetlo v 12% svojich maximalnych moznosti a snimal hodnoty,
ktoré boli pomocou pocitaca ukladané do tabulkového dokumentu (Microsoft Excel,
Redmond, USA). Nasledujici obrazok (Obr. 2.9) predstavuje ako vyzerala
decelulariza¢na komora uz s namontovanym drziakom kolorimetra EZO RGB. V tejto
komore nésledne prebiehala decelularizacia prasacich tkaniv a zdrovenl monitorovanie
celého procesu decelularizacie po dobu dvadsiatich dvoch hodin.
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Obr. 2.9: Systém s kolorimetrom na decelulariza¢nej komore

Vzorky tkaniv, ktorych decelularizacia bola vyhodnocovand, su ozna¢ené skratkami
anazvami, ktoré reSpektuji zachovanie anonymity. VSetky vzorky pochadzaja
z rovnakého zivocisneho druhu. Je mozné, Ze sa liSia hrubkou, no to je pre ucely tohto
monitorovania nepodstatné. Laboratorne zvieratd, zktorych boli vzorky na
decelularizaciu, boli zdravé prasce rovnakého pohlavia, veku aj hmotnostnej kategorie.

Za pomoci programu Matlab (MathWorks, Natick, Massachusetts, USA) boli
nasnimané data vycitané a vynesené do grafov, aby bolo mozné ich d’alej analyzovat
a porovnavat’. Skripty pouzité na tento el su sucastou priloh (Priloha B). Vysledky
merani su predstavené na ukazkovych grafoch (Obr. 3.5 A Obr. 3.6) v nasledujucej
kapitole (Vysledky). VSetky zozberané data st tiez zaznamenané v tabulkach (Tab. C.1
a Tab. C.2) v prilohach (priloha C).

2.2.1 Ofsetové zrovnanie hodnot

Ked’Zze namerané¢ hodnoty boli rézne posuvané po ose y, bolo pred dalSim
spracovavanim toto posunutie zrovnané. Pre vyhodnotenie experimentu bolo zaujimavé
skor to, ako sa hodnoty menili v priebehu decelularizacie, nie to aké maximalne
respektive minimalne hodnoty boli dosiahnuté. Posunutie bolo vykonané prostym
od¢itanim rovnakej Ciselnej hodnoty od vSetkych hodndt daného farebného kanalu.
Velkost mensitela bola uréena nasledujucim spdsobom: boli zistené maximalne
hodnoty intenzity ¢ervenej zlozky farebného viditeIného svetla snimaného systémom
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EZO RGB pre kazdu vzorku jednotlivo, najmensie Cislo z maxim bolo zvolené za
hodnotu, na ktort mali byt upravené vsetky ostatné hodnoty maxim, z rozdielu maxima
hodnét pre dani vzorku a hodnoty, na ktor je chcené sa dostat’ vznikla hodnota
mensitela vietkych hodnot v danom stipci tabulky, teda vsetkych hodnét nameranych
intenzit Cervenej zlozky viditelného svetla namerané z jednej vzorky. Takto bolo
postupované pre kazdy farebny kanal kazdej vzorky, ¢im bolo dosiahnuté Ze maximum
cervenej zlozky farebného viditeného svetla vSetkych nameranych vzoriek je rovnaké.
Takisto maximum zelenej zlozky aj modrej zlozky farebného viditeI'ného svetla
vSetkych decelularizovanych vzoriek je rovnaké. S takto posunutymi hodnotami bolo
d’alej pracované v Statistickom vyhodnocovani dat. Vysledok tohto komplikovane
vysvetleného, ale jednoduchSie uskutoéneného zrovnania zobrazuje obrazok
v nasledujucej kapitole Vysledky (Obr. 3.7).

2.2.2 Vyhodnocovanie vysledkov

Podrla tvaru grafu boli namerané data rozdelené do piatich isekov. Vynechané boli
tie hodnoty, kde bola najnizSia zdanliva linearita. Tak vznikli Gseky, ktoré mohli byt’
porovnavané v ramci ich strmosti. Useky, oznagené &islami 1-5 st oznadené na obrazku

(Obr. 2.10).
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Obr. 2.10: Graf zavislosti nameranej intenzity ¢ervenej zlozky farebného svetla na case
decelularizicie a nazorné zobrazenie usekov s najvyssou mierou linearity hodnot

V tabul’kovom procesore (Microsoft Excel, Redmond, USA) boli hodnotami
z danych tusekov prekladané trendové spojnice. Z prepisu ich linearnych rovnic boli
hodnoty koeficientov strmosti vynesené do tabulky (Tab. 3.5) v kapitole Vysledky, aby
bolo mozné porovnavat strmost’ jednotlivych tisekov grafov.

Taktiez v kazdom tuseku boli v prostredi Matlab (MathWorks, Natick,
Massachusetts, USA) urcené diferencie hodnoét intenzit Cervenej zlozky svetla pre
kazdy usek kazdej meranej decelularizovanej vzorky. Hodnoty diferencii odpovedaju
strmostiam  jednotlivych tusekov aich porovnanim bola porovnand podobnost
jednotlivych tsekov grafov. Hodnoty diferencii boli vynesené do krabicovych grafov
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pomocou programu R (R-Tools Technology Inc. Richmond Hill, Canada), ktoré
zobrazuju rozlozenie hodndt okolo medidnu. VSetky krabicové grafy pre hodnoty
diferencii z danych usekov v Cervenom kanale nameraného viditeI'ného svetla su na
obrazku (Obr. 3.8) v kapitole Vysledky.

Na hodnotenie rozptylu bol pouzity Wilcoxonov test strednej hodnoty pre jeden
rozptyl. Pretoze vyber hodndt je maly bol zvoleny neparametricky test. Z vyberu
neparametrickych testov prave Wilcoxonov test, kvoli jeho vicSej sile oproti
znamienkovému testu. Test vychadza z absolitnych hodnét rozdielov medzi meraniami
a hodnotou medianu, ktoré su zoradené podla velkosti. Testuje sa nulova hypotéza, ze
stredna hodnota je zhodna so zvolenou hodnotou, proti alternativnej hypotéze, ze zhoda
nie je. Mensia hodnota zo suctov poradi mensich alebo vécsich diferencii oproti
porovnavane] hodnote medidnu je porovnavana s kritickou hodnotou pre zvolenu
hladinu vyznamnosti. [24] Tabulka kritickych hodnét dostupnd na internete aj
v knihach Statistickych tabuliek. [25]

V kazdom z tsekov bol spocitany Wilcoxonov test a tieto vysledky st uvadzané
a diskutované v nasledujucich kapitolach (Vysledky, Diskusia). Hladina vyznamnosti
bola zvolena na hodnote 0=0,05.

2.3 Histologia vzoriek decelularizovanych tkaniv

Pocas prebiehajucej decelularizdcie boli odoberané vzorky v presne danych
Casovych krokoch aj na histologické merania. Histologia bola uskutocnena Ing.
Romanom Matgjkom na AV CR v maji 2018, kedy boli uskuto¢nené aj prvé pilotné
merania na FBMI. Fotografie (Obr.3.9), ktoré mi boli dodané ako vysledky, boli
porovnané s vysledkami pilotnych merani. V nasledujtcej kapitole (Vysledky) su
oznacené skratkami zacdiatocnych pismen N ako nativna vzorka, V1-V4 vzorky kedy
posobila SDS, D ako DNAza, ktord nasledovala v decelularizacnom procese a posledna
P, ¢o je vzorka po zaverecnom preplachu.
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3 Vysledky

3.1 Vysledky stanovovania stupia decelularizacie — pilotné
merania

Vysledky prvého pilotného merania zobrazuje tabulka a obrdzok (Tab.3.1
aObr.3.1). Jedna sa o meranie pomocou kamery Platinum. Kamerou boli vytvorené
snimky decelularizovaného tkaniva, hodnoty v tabulke (Tab. 3.1) st hodnoty intenzit
ziskané spracovanim fotografii skriptom, ktory je stcastou priloh (priloha A),
z programu Matlab (MathWorks, Natick, Massachusetts, USA). Cim dlhsie prebiehala
decelularizacia, tym viac svetla sa cez vzorku tkaniva dostalo ku snimacej kamere.
Posledné hodnoty st nizSie oproti predchadzajucim, tieto hodnoty odpovedaju stavu
decelularizovaného tkaniva po preplachu vodou. V tabulke o velkosti intenzity

vypoveda bezrozmerna veli¢ina.

Tab. 3.1: Namerané hodnoty svetla na decelularizovanom tkanive, snimané pomocou USB
kamery Platinum

Faza decelularizacie Biela L5 WAT-LC  Modra L5 WW-LC  Cervena L53 SRC-DW

0 - nativny 97 133 99
1—15 min SDS 218 184 172
2 —30 min SDS 221 195 180
3 —45 min SDS 225 201 183
5—-60 min SDS 228 205 185
6 — SDS + 20 min DNaza 234 209 192
7 —SDS + DNaza + 226 195 185

preplach vodou 22 hod
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Obr. 3.1: Namerané hodnoty z merania pomocou USB kamery Platinum, graf zavislosti
intenzity svetla decelularizovaného tkaniva na faze decelularizacie

Druhé pilotné meranie bolo uskuto¢nené pomocou fotodiddy. T4 snimala opit
intenzitu svetla, na vzorke decelularizovaného tkaniva. Znova je mozné pozorovat
stupajucu tendenciu grafu (Obr. 3.2), az na posledné hodnoty, ktoré odpovedaju stavu
decelularizovaného tkaniva po preplachu vodou. Ateda, ¢im viac svetla sa cez
decelularizované tkanivo dostalo na fotodiodu, tym vécsia bola hodnota elektrického
napdtia indukovaného fotodiodou.
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Tab. 3.2: Namerané hodnoty napitia generovaného na fotodiode v zavislosti na mnozstve svetla
na vzorke decelularizovaného tkaniva

Faza decelularizacie Biela L5 WAT-LC  Modra L5 WW-LC Cervenal.53 SRC-DW

(mV) (mV) (mV)
0 - nativna 58 320 120
1 - 15 min SDS 59 360 125
2 — 30 min SDS 63 418 187
3 -45 min SDS 75 560 193
5-60 min SDS 99 620 206
6 — SDS + 20 min DNéaza 118 649 212
7 — SDS + DN4za + 112 628 202
preplach vodou 22hod
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br. 3.2: Namerané hodnoty z merania pomocou fotodiddy, graf zavislosti generovaného napétia
fotodiodou na faze decelularizacie
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Tretia sada vysledkov je z merania pomocou kolorimetra EZO-RGB. Kolorimeter
je zariadenie, ktoré svetlo vyzaruje aj snima jeho jednotlivé farebné zlozky. Takisto aj
Vv tychto pripadoch pozorujeme stipajice hodnoty, az vzdy na ta poslednu, ktora je po
preplachu vodou. Tabul'ka a graf (Tab. 3.3 a Obr. 3.3) predstavuju vysledky merania
s intenzitou svietenia LED diddy kolorimetra na trovni 50 % jeho maximalneho
vykonu. Dal3ia tabul'ka a d’alsi graf v poradi (Tab. 3.4 a Obr. 3.4) predstavuja vysledky
merania S intenzitou svietenia LED diody kolorimetra na trovni 12 % jeho
maximalneho vykonu.

Tab. 3.3: Namerané hodnoty intenzity farebnych zloziek svetla na vzorke decelularizovaného
tkaniva, snimané senzorom EZO RGB, intenzita osvetl'ovania 50 %

Faza decelularizacie Cervena Zelena Modra
0 - nativna 599 671 665
1 - 15 min SDS 603 691 685
2 — 30 min SDS 677 843 771
3 —45 min SDS 851 985 924
5 - 60 min SDS 881 1040 980
6 — SDS + 20 min DNaza 936 1203 998
7 —SDS + DNaza + 723 857 840

preplach vodou 22hod
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Obr. 3.3: Namerané hodnoty z merania pomocou senzoru EZO RGB (intenzita
osvetlovania 50 %), graf zavislosti hodndt intenzit farebnych zloziek svetla
decelularizovaného tkaniva na faze decelularizacie

Tab. 3.4: Namerané hodnoty intenzity farebnych zlozZiek svetla na vzorke decelularizovaného
tkaniva, snimané senzorom EZO RGB, intenzita osvetl'ovania 12 %

Faza decelularizacie Cervena Zelena Modra
0 - nativna 103 112 125
1 - 15 min SDS 116 137 132
2 —30 min SDS 126 141 142
3 —45 min SDS 130 142 158
5 - 60 min SDS 154 163 164
6 — SDS + 20 min DNaza 160 174 170
7 — SDS + DNaza + preplach 157 185 168

vodou 22hod
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Obr. 3.4: Namerané hodnoty z merania pomocou senzoru EZO RGB (intenzita
osvetlovania 12 %), graf zavislosti hodndt intenzit farebnych zloZiek svetla decelularizovaného
tkaniva na faze decelularizacie
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3.2 Vysledky monitorovania procesu decelularizacie

Vysledky monitorovania decelularizécie, ktora prebehla na ustave AV CR vo
Vestci zobrazuju nasledujuce grafy. Prvy graf (Obr. 3.5) zobrazuje jednotlivé farebné
zlozky svetla snimané na decelularizovanej vzorke tkaniva s internym ozna¢enim pp24.
Snimanie intenzity svetla prebiechalo pravidelne s casovym odstupom 5 mintt.
Nasledujuci graf (Obr. 3.6) zobrazuje namerané hodnoty intenzit Cervenej zlozky
farebného svetla, pre jednotlivé vzorky S internymi oznaceniami (pp24, ppl8, ppO06,
pp07 a ppl5), ktorych priebeh decelularizacie bol vyhodnocovany.

Zvislé Ciary v grafoch oddeluju jednotlivé fazy decelularizacie. Konkrétne: SDS, prvy
preplach, DNAzu a druhy preplach. Na grafoch je mozné pozorovat’ najprv stipajicu
tendenciu az do maximalnej hodnoty, kde dojde k zmene a krivka zacne rdzne klesat’.

Klesajuca tendencia grafov odpoveda v skutoc¢nosti druhému preplachu, preplachu
destilovanou vodou, ktory trval 22 hodin.
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Obr. 3.5: Graf zavislosti nameranych hodnét intenzit jednotlivych zloziek farebného svetla na
case decelularizacie pre vzorku decelularizovaného tkaniva s oznacenim pp24
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Obr. 3.6: Graf zavislosti nameranych hodndt intenzit ¢ervenej zlozky farebného svetla na case
decelularizacie pre jednotlivé vzorky decelularizovanych tkaniv

Ostatné vzorky vykazuji analogicktl tendenciu stiipania a klesania hodnot. A teda
d’alsie namerané vzorky a hodnoty ich intenzit si uvedené v tabulkach (Tab. C.1 a Tab.
C. 2), ktoré su sucast’ou priloh (priloha C).

Na d’alSom obrazku (Obr. 3.7) st zobrazené krivky nameranych hodndt intenzit
Cervenej zlozky farebného viditeIného svetla po posunuti ofsetu. Je zrejmé, ze
maximalna hodnota pre kazd vzorku je na rovnakej urovni na ose y, takisto aj vSetky
d’alSie hodnoty pre danti vzorku decelularizovaného tkaniva su posunuté s rovhakym
rozdielom ako maximalna hodnota.
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Obr. 3.7: Graf zavislosti posunutych nameranych hodnét na rovnakia Grovent maxima pre vSetky
vzorky v ¢ervenej zlozke farebného viditeI'ného svetla na ¢ase decelularizacie

Na grafoch nameranych hodnot bolo vybranych pét tsekov. V kazdom z Gisekov
bola hodnotami prelozena trendova spojnica. Hodnoty koeficientov strmosti z prepisu
linedrnych rovnic trendovych spojnic nameranych hodnét intenzit ¢erveného kanalu
farebného viditeIného svetla pre jednotlivé vzorky v jednotlivych sekoch zobrazuje
tabul’ka (Tab. 3.5). Cervenym pismom je v tabulke oznatena hodnota, ktora sa vyrazne
lisi od ostatnych hodnét, a preto nebola zahrnuta do vypoctu priemernej hodnoty. Na
nasledujicom obrazku (Obr. 3.8) st priemerné hodnoty koeficientov ako popisy
jednotlivych usekov grafu nameranych hodnét. Prvé tri Gseky su stlipajice pre vsetky
vzorky, posledné dva useky maju klesajuci charakter, takisto pre vSetky hodnotené
vzorky decelularizovanych tkaniv. V pozadi usekov je preruSovanou Cc¢iarou graf
Znameranych hodné6t intenzit cervenej zlozky farebného viditeI'ného svetla
decelularizovanej vzorky pp24.
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Tab. 3.5: Hodnoty koeficientov strmosti linearnych trendovych spojnic

Koeficient strmosti

Vzorka Usek 1 Usek 2 Usek 3 Usek 4 Usek 5
pp24 2,78 0,62 2,36 -0,5263 -0,1181
ppl8 2,38 1,18 2,46 -0,6252 -0,0441
pp06 2,10 0,74 1,74 -0,5096 -0,1322
pp07 1,80 1,02 0,48 -0,5645 -0,1038
ppl5 2,90 1,62 2,10 -0,4733 -0,1660
Priemer 2,392 1,036 2,165 -0,53978 -0,11284
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Obr. 3.8: Useky s priemernou hodnotou koeficientov strmosti linedrnych trendovych spojnic

Obrazok (Obr. 3.9) predstavuje rozlozenie hodnét okolo medianu. Krabicové grafy
st grafickym vyobrazenim medianu, prvého a tretieho kvartilu a takisto aj maximalnej
a minimalnej hodnoty, z hodnot diferencii nameranych dat v danom tseku pre intenzitu
cervene] zlozky nemeraného farebného viditelného svetla pre vsetky vzorky
decelularizovanych tkaniv. Cislami 1-5 si ozna¢ované, ktory krabicovy graf plati ku
ktorému useku hodndt. Rozdelenie tusekov bolo podrobnejsie popisované
v predchadzajtcej kapitole (2.2.2 Vyhodnocovanie vysledkov).
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Obr. 3.9: Krabicové grafy diferencii nameranych hodndt intenzit cervenej zlozky farebného
vidite'ného svetla v danom useku nameranych hodnot

Wilcoxonovym testom boli vyhodnotené diferencie nameranych hodndt
Vv jednotlivych tsekoch. Nasledujuca tabul’ka (Tab. 3.6) a ukazka vypoctu predstavuje
vysledok Wilcoxonovho testu. Pre prvy usek boli hodnoty diferencii nameranych
hodnét v jednotlivych usekoch v ¢ervenom kanale z programu Matlab (MathWorks,
Natick, Massachusetts, USA porovnavané s hodnotou 58.

Tab. 3.6: Wilcoxonov test strednej hodnoty pre data z Gseku 1

Wilcoxonov test

Hodnota 50 70 43 64 8 54 50 79 54 61 77 47
diferencie
Rozdiel od -3 12 -15 6 22 -4 8 21 4 3 19 -11
zvolenej
hodnoty
Poradie 15 8 9 5 12 35 6 11 35 15 10 7
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Sucty T+ a T-: stéty poradi, kde je rozdiel va¢si od zvolenej hodnoty (T+) a mensi
od zvolenej hodnoty (T.).

T, = 47,5
T, = 30,5

MenSie c¢islo, teda 30,5, porovnavame s kritickou hodnotou zo Statistickych
tabuliek. Pre n=12 (pocet vSetkych hodndt) je na hladine vyznamnosti a=0,05 kriticka
hodnota 13. 30,5 > 13 nezamietame HO.

Obdobne prebehol vypocet aj v nasledujucich 4 usekoch. V kazdom z tisekov bola
hodnota Wilcoxonovho testu vyssia nez kritickd hodnota zo Statistickych tabuliek. Preto

nemohla byt’ v ziadnom useku zamietnuta nulova hypotéza.

3.3 Histologické vysledky

Vysledky histologie vzoriek decelularizovanych tkaniv, ktoré boli hodnotené aj
optickymi metodami predstavuju nasledujuce obrazky (Obr. 3.10).
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Obr. 3.10: Snimky decelularizovanych vzoriek z histologie [zdroj: R. Matéjka]
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4  Diskusia

Celé praca sa venuje problematike decelularizacie. Navrhnutd metodika sledovania
priebehu decelularizacie je hlavnym prinosom tejto prace.

Tri pilotné merania tvoria zaklad vytvorenia a uréenia tej najvhodnejSej opticke;j
metody na  monitorovanie  priebehu  decelularizacie.  Vzorky  odoberané
Z decelularizacnej komory v presne danych casovych intervaloch podla fazy
decelularizacie boli troma réznymi metodami analyzované. Vsetky tri metody na
uréenie stupfia prebehnutej decelularizacie pracuju s viditelnym svetlom. Cast
Ciastocne decelularizovaného tkaniva bola pomocou LED diédy osvetlena. Merania sa
lisia spdsobom, akym je toto svetlo ndsledne snimané. V prvom pripade bola na
snimanie pouzitd USB kamera Platinum. Kamerou nasnimané fotografie boli upravené
Vv programe Matlab tak, aby bolo mozné porovnavat’ intenzitu svetla, ktoré sa na vzorke
decelularizovaného tkaniva. Vysledky vykazuju stapajucu tendenciu dat. Nativna
vzorka ma viditeI'ne niz8ie hodnoty intenzity svetla, ¢o je znaénym prejavom zaciatku
decelularizacie. Uz prva vzorka odobrana z decelulariza¢nej komory ma cCiastoCne
rozru$ené bunkové Struktary, ¢o dokazuje ten fakt, ze bola namerana vicsia intenzita.
Postupne s pribudajicim ¢asom posobenia SDS Vv decelularizaénom cykle sledujeme aj
pribudanie intenzity svetla nameranej kamerovym senzorom. Pri praci so vzorkou bolo
tiez mozné odpozorovat, Ze vzorka, ktora bola podrobena decelularizacii dlhsi ¢as, viac
decelularizovana, bola hrubSia uz na prvy pohlad. Hribka tkaniva je teda
decelularizacnym cyklom mierne pozmenovand, tkanivo nabobtndva. DNAza pouzita
na konci decelulariza¢ného cyklu sa pouZiva, aby boli odstranené aj nukleové kyseliny
zo vzorky tkaniva. Ked’ su nasledne nukleové kyseliny aj vSetky ostatné zvysky buniek
z komory odstranené, zavere¢nym preplachom sa intenzita nameraného svetla ustali na
hodnote a mozeme decelularizaciu povazovat za ukoncenu. Medzi poslednym
a predposlednym meranim vznika mierny pokles hodnoty intenzity snimaného svetla,
ato je mozné vysvetlit' faktom, Ze po zaverecnom preplachu dojde k obnove rozmerov
tkaniva. Zavere¢ny preplach trva 22 hodin. Za tento ¢as dojde k takému ustaleniu, ze
Struktira tkaniva sa uZz dalej nemeni. Natiska sa teda otdzka, ¢i je potrebné aby
zavereCny preplach trval tak dlht dobu, ¢o by mohlo byt predmetom d’alsich stadii.

Aj druhé meranie intenzity svetla decelularizovaného tkaniva predstavuje vel'mi
podobné vysledky. Opdt pozorujeme zvySenie intenzity svetla, ktorda analogicky
odpoveda nameranému napitiu na fotodidde. Hned” na druhej vzorke Cciastoéne
decelularizovaného tkaniva bola namerana vyssSia hodnota napétia, ma vacsiu intenzitu
svetla ako jej nativna predchodkyna, aj ked zmena nie je tak vyraznd ako
Vv predchadzajicom merani pomocou USB kamery Platinum. Cely cas sledujeme
stipanie hodnot, az na mierny pokles po zaverecnom preplachu. V tomto pripade by

bolo mozné diskutovat’ o prediZeni jednotlivych faz decelularizacie, dalo by sa tak
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odobrat’ viac vzoriek tkaniva s cCasovymi odstupmi, ale vrovnake] faze
decelulariza¢ného cyklu. Otdzkou ostdva ¢i sa bunky rozrusia hned po styku
s detergentom a v d’alSom priebehu danej decelularizacnej faze sa len vyplavuju alebo
¢i sa postupne rozruSuju a postupne vyplavuja, kedy by bolo mozné dostat’ linearne;jsi
priebeh.

V prvych dvoch metddach boli pouzité tri rozne farby osvetlovacich LED diod.
Pomocou LED diédy cCervenej farby Redd L53 SRC-DW v prvom aj druhom merani
boli zaznamenané najnizsie vykyvy od linearity, ¢o je jednoducho mozné vidiet' na
grafoch zavislosti nameranych hodndt na stupni decelularizacie.

V poradi tretia metdda merania stupna decelularizacie bola uskuto¢nena pomocou
kolorimetra EZO RGB. Tato metoda bola vyhodnotena ako najlep$ia z troch metod
a kritéria tohto vyberu st detailnejSie popisané nizsie. Ukézalo sa, Ze decelularizované
tkanivo meni rozlozenost’ viditeI'ného svetla do jednotlivych farebnych kanalov R, G
a B (Cerveny, zeleny, modry). Z grafov, ktoré predstavuju vysledky pilotnych merani
pouzitim kolorimetra je pozorovatelny priebeh vel'mi blizky predchadzajucim dvom
meracim metodam, priCom za najvhodnejsi bol uréeny priebeh prave tretieho pilotného
merania. V prvych fazach decelulariza¢ného cyklu sa k senzoru dostalo viac svetla,
grafy nameranych hodnoét su stipajuce. Takisto ako aj pri pouziti prvého aj druhého
meracieho systému, tak aj v tomto tretom, doslo k poklesu nameranej hodnoty intenzity
svetla po zavere¢nom preplachu. Merania pomocou kolorimetra EZO RGB prebehli
s dvoma zvolenymi hodnotami osvetl'ovania. Konkrétne 12 % a 50 % vykonu LED
didédy, ktord je sucastou kolorimetra. To, zZe meranie bolo uskuto¢nené dvakrat
S roznymi hodnotami, dovolilo urcit, ktord hodnota bude vhodnejSia na pouzitie
kolorimetra pri monitorovani priebehu decelularizacie kontinualne. A vyber prebehol na
zaklade tvarov grafov z nameranych intenzit s vysledkom, ze 12 % vykon svietenia
LED diédy je vhodne;jsi.

Na zaklade pilotnych merani bol uskuto¢neny vyber najvhodnejsej metddy merania,
ktory bol nasledne pouzity pri monitorovani priebehu decelularizacie. Vylu€ovacie
kritérium pre pouZzitie metddy skamerou Platinum bolo naro¢nost’ spracovania
nasnimanych fotografii. KedZze bol ciel' diplomovej price monitorovat’ priebeh
decelularizacie kontinualne, bolo by nutné snimat’ ohromné mnozstvo fotografii, ¢im by
sa vyhodnocovanie zna¢ne skomplikovalo a predizilo. Snimanie druhou metédou bolo
taktiez vylucené, a to z dévodu narocnosti instalacie syst¢ému LED diody a fotodiody do
decelulariza¢nej komory, kde je obmedzeny priestor. Pre prva aj druhti metddu taktiez
plati vylucenie z dovodu konStrukénych komplikacii. Ked’Ze je kolorimeter EZO RGB
rovnako zdrojom ako aj senzorom, je jeho instalacia do decelulariza¢nej komory znac¢ne
zjednodusSena. To vSetko ovplyvnilo vyber tretej metdody snimania, metody pomocou
kolorimetra EZO RGB, ako najvhodnejSej pre monitorovanie procesu decelularizécie.
Takisto na zaklade pilotnych merani bolo vypozorované, Ze najlepSia odozva bola
namerana pouzitim LED diddy cervenej farby. To ovplyvnilo vyber erveného kanala
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zo snimanych hodndt kolorimetra ako kanal, s ktorym sa mé d’alej pracovat’ a ktory sa
ma hodnotit’.

Po uprave konstrukcie drziaka kolorimetra, ktora bola nutnd na jeho instalaciu do
decelularizacnej komory, boli namerané data, predstavujlice monitorovanie procesu
decelularizacie. V programoch Matlab aR boli tieto data upravené a spracované.
Vysledky potvrdili to, ¢o bolo namerané aj pri pilotnych meraniach. S pribudajacim
c¢asom posobenia SDS na tkanivo z prasata v decelularizaénej komore, stupala aj
hodnota intenzity cCervenej zlozky farebného viditelného svetla na vzorke
decelularizovaného tkaniva a to pre vSetky merané vzorky. Po zavere¢nom preplachu sa
hodnota opét’ znizila a postupne stabilizovala. Na vyhodnotenie spravnosti nameranych
vysledkov bola porovnavana strmost’ grafov v usekoch, Vv ktorych sa stipanie alebo
klesanie najviac podobalo linearnej krivke. Bolo tak urcenych pét usekov. Najprv boli
hodnotami Vv jednotlivych tsekoch prelozené trendové spojnice az prepisu ich
linearnych rovnic do tabulky vynesené koeficienty strmosti. Ked’ze neslo Statisticky
dokazat’ podobnost’ piatich ¢isel, nasledne bolo pracované s diferenciami jednotlivych
hodnét v danom useku. Spocitané diferencie, vypovedajiice prave o strmosti, boli
vynesené do krabicovych grafov, ktoré predstavuju rozlozenie hodn6t okolo medianu.
Pomocou Wilcoxonovho testu bolo statisticky testované, ze vSetky hodnoty diferencii
V jednotlivych usekoch si rovnomerne rozlozené okolo medidnu. Ani v jednom
z isekov nemohla byt nulova hypotéza, ze sa hodnoty od seba vzajomne liSia,
zamietnuta. Tak bolo potvrdené, ze vymyvanie buniek zo vzoriek prebiehalo rovnako
rychlo na kazdej zo vzoriek, ktorych decelularizacia bola monitorovana.

Vysledky histologie tkaniv s roznym stupiiom prebehnutej decelularizacie potvrdili
vysledky merani, ktoré boli uskuto€nené v ramci merani na tejto diplomovej praci.
Pocas pdsobenia SDS su este vidite'né stopy jadier buniek. Po DNAze a zaverecnmom
preplachu uz jadra patrné nie st. Nutnost' pouzitia DNAzy bola tiez potvrdena, a to
z dovodu lepivej hmoty v okoli vzorky decelularizovaného tkaniva. V priebehu
decelularizacie dochédza k nabobtnavaniu tkaniva, ¢o bolo tiez potvrdené takisto
vysledkami histologie, ako aj uz na prvy pohlad pri praci so vzorkami tkaniv a ich
umiestilovanim do systému na stanovovanie stupfia decelularizacie, ktory je jednym z
vysledkov tejto diplomovej prace. Po findlnom preplachu sa obnovila hrabka vzorky
tkaniva na povodnu hodnotu, ¢im histoldgia preukazala aj zachovanie rozmerov tkaniva
po decelularizacii. [26] Na snimkach je mozné pozorovat, ze prva, oznacena N ako
nativna vzorka obsahuje jadra buniek, vyrazné svetlo modré bodky. Dalsie, ktoré nesii
oznacenie V1-V4 st postupne odoberané vzorky pocas poOsobenia SDS
V decelularizacnej komore a je na nich vidiet’ rozrusené zvysky buniek, ako rozmazané
flaky. Posledné dve fotografie D aP, teda po posobeni DNAzy apo zavereCnom
preplachu, uz nenest takmer ziadne znamky buniek.
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5 Zaver

Diplomovou pracou bol vytvoreny opticky snima¢ na meranie stupia
decelularizacie a to hned’ v troch roznych variantoch. Vzdy sa jednalo o svietenie LED
diddou na vzorku decelularizovaného tkaniva, no metddy sa lisili systémom snimania
mnozstva svetla prave na tejto osvetlenej vzorke. Z roznych metod bola vybrana tretia
metoda merania viditelného svetla pomocou kolorimetra, ako najvhodnejsia na
monitorovanie procesu decelularizacie. Systém bol upraveny a instalovany do
decelularizacnej komory. V priebehu prace boli namerané data, hodnotiace stupeini
decelularizacie neskor aj data monitorujuce jej priebeh. Podobnost’ nameranych hodnét
vykazuje otom, Ze je mozné hodnotit’ stupen decelularizacie optickym systémom
s viditeI'nym svetlom, vysledok bol potvrdeny aj Statistickym testom. Ked’ze v priebehu
decelulariza¢ného procesu nedosSlo k ziadnej zmene oproti beznej praxi, mohli byt
vzorky porovnané aj s vysledkami histologie a tieto vysledky potvrdili vysledky merani
optickou metddou.

Predpoklad, Ze decelularizované tkanivo pozmeni vlastnosti svetla, ktorym je
osvetlované bol potvrdeny uz meraniami stupiia decelularizacie, nasledne aj vysledkami
z monitorovania priebehu decelularizacie planarnych tkaniv. Tak bola potvrdena
v uvode stanovena hypotéza o decelularizovanom tkanive. Mam za to, ze vSetky ciele

diplomovej prace boli splnené.
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Priloha A: Skript na vypocet intenzity svetla
z fotografie

clc; close all; clear all;

N=imread ('N1l.bmp') ;
subplot 121

imshow (N) ;
title('nativni');
subplot 122
V=imread ('P.bmp') ;
imshow (V) ;
title('vzorekP');

4 4

Nr=N(:,
Ng=N(:,
Nb=N(:, :,

1
2
3
Ng=rgb2gra
1
2
3

’

-7

’

Vr=V(:, :,
Vg=V(:,:,
Vb=V (:,:
Vg=rgb2gra

’
14

)

)

) ;

y (N);
)

)

)

Y

(V) ;

figure

plot (Nxr (206,:),'r");
hold on

plot (Nxr (255,:),'r");
hold on

plot (Nxr (303,:),'r");
hold on

plot (Vr (252,:),'k");
hold on

plot (Vr (283,:),'k");
hold on

plot (Vr (334,:),'k");
title ('red (nativni je cerveny)');

figure

plot (Ng (206,:),'g");
hold on

plot (Ng (255,:),'g");
hold on

plot (Ng(303,:),"'g");
hold on
plot(vg(252,:),"'k");
hold on

plot (Vg (283,:),'k");
hold on

plot (Vg (334,:),'k");
title ('green (nativni je zeleny)'):;

figure

plot (Nb(206,:),"'c");
hold on

plot (Nb (255,:),'c");
hold on

plot (Nb(303,:),'c");
hold on
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plot (Vb (252,:), k") ;

hold on

plot (Vb (283,:),'k");

hold on

plot (Vb (334,:),'k");

title ('blue (nativni je modry)');
figure

plot (Nb (206,:), 'm");

hold on

plot (Nb (255,:), 'm");

hold on

plot (Nb (303,:), 'm");

hold on

plot (Vb (252,:),"'k");

hold on

plot (Vb (283,:),'k");

hold on

plot (Vb (334,:),'k");

title ('gray (nativni je ruzovy)')

’
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Priloha B: SKkripty na vycitanie a vynesenie dat
do grafov

Skript prvy:

clc; clear all; close all;

vsetky data=xlsread('decel PP 5min interp.xlsx');
cas=vsetky data(:,1);

pp24 R=vsetky data(:,2);
pp24 G=vsetky data(:,3);
pp24 B=vsetky data(:,4);

plot (cas,pp24 R,'r');
xlabel ('¢as (min) ') ;

ylabel ('intenzita farby (-)"');
title ('pp24');

hold on

plot (cas,pp24 G,'g');

hold on

plot (cas,pp24 B,'b');

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");
hold on

plot ([80 80],[500 1300],'k");
hold on

plot ([100 10071, [500 1300],'k");

Q

%% ppl8
figure
ppl8 R=vsetky data(:,5);
ppl8 G=vsetky data(:,6);
ppl8 B=vsetky data(:,7);

plot (cas,ppl8 R,'r');
xlabel ('¢as (min) ") ;

ylabel ("intenzita farby (-)"');
title ('ppl8');

hold on

plot (cas,ppl8_G,'g');

hold on

plot (cas,ppl8 B, 'b');

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");
hold on

plot ([80 80]1,[500 1300]1,'k");
hold on

plot ([100 100],[500 1300],'k");
%% pp06

figure

pp06 R=vsetky data(:,8);
pp06 G=vsetky data(:,9);
pp06 B=vsetky data(:,10);

plot (cas,pp06 R,'r');
xlabel ('¢as (min) ") ;
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ylabel ('intenzita farby (-)"');
title ('pp06');

hold on

plot (cas,pp06_G,'g");

hold on

plot (cas,pp06 B, 'b');

hold on

plot ([65 65],[500 1300]1,'k");
hold on

plot ([80 8071, [500 1300]1,'k");
hold on

plot ([100 10071, [500 1300],'k");

%% pp07
figure
pp07 R=vsetky data(:,11);
pp07 G=vsetky data(:,12);
pp07 B=vsetky data(:,13);

plot (cas,pp07 R,'r');
xlabel ('¢as (min) ') ;

ylabel ('intenzita farby (-)"');
title ('pp07'");

hold on

plot (cas,pp07_G,'g");

hold on

plot (cas,pp07 B, 'b');

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");
hold on

plot ([80 8071, [500 1300],'k");
hold on

plot ([100 100], [500 13001, 'k");

%% pplb
figure
ppl5 R=vsetky data(:,14);
ppl5 G=vsetky data(:,15);
ppl5 B=vsetky data(:,16);

plot (cas,ppl5 R, 'r');
xlabel ('¢as (min) ") ;

ylabel ("intenzita farby (-)"');
title ('ppl5'");

hold on

plot (cas,ppl5_G,'g');

hold on

plot (cas,ppld B,'b');

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");
hold on

plot ([80 8071, [500 1300],'k");
hold on

plot ([100 10071, [500 1300]1,'k");

%% R

figure

plot (cas,pp24 R)
xlabel ('¢as (min) '
ylabel ('intenzita farby (-)"');

’
’



title ('R'");

hold on

plot (cas,ppl8 R);

hold on

plot (cas,pp06 R);

hold on

plot (cas,pp07 R);

hold on

plot (cas,ppl> R);

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");
hold on

plot ([80 8071, [500 1300]1,'k");
hold on

plot ([100 10071, [500 1300]1,'k");
legend ('pp24"', 'ppl8', 'ppl06', 'pp07"', "ppl5") ;

%% G

figure

plot (cas,pp24 G);

xlabel ('¢as (min) ') ;

ylabel ('intenzita farby (-)"');
title ('G'");

hold on

plot (cas,ppl8 G);

hold on

plot (cas,ppl06 _G);

hold on

plot (cas,pp07 G);

hold on

plot (cas,ppl> G);

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");
hold on

plot ([80 80],[500 1300],'k");
hold on

plot ([100 100],[500 130071, 'k");
legend ('pp24"', 'ppl8', 'pp06', 'pp07"', "ppl5") ;

$% B

figure

plot (cas,pp24 B)
xlabel ('¢as (min) '
ylabel ('intenzita farby (-)"');

title ('B');

hold on

plot (cas,ppl8 B);

hold on

plot (cas,pp06 B);

hold on

plot (cas,pp07 B);

hold on

plot (cas,ppl5 B);

hold on

plot ([65 65],[500 1300],'k");

hold on

plot ([80 80],[500 1300],'k");

hold on

plot ([100 100],[500 1300],'k");

legend ('pp24"', 'ppl8"', 'pp06"', 'pp07"', 'ppl5"') ;

I
I
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Skript druhy:

clc; clear all; close all

selpath = uigetdir;
files = dir('*.csv')

for i=l:numel (files)
expression = ' ';
splitStr= regexp({files.name},expression, 'split');
name cell(i,1l)=splitStr(l,i);
name (i, :)=name cell{i};
end

time=str2double (name(:,2));

for 1 = 1l:numel (files)
data(i,1:3)=csvread(files (i) .name) ;
data(i,4)=time (i, 1) ;

end

%% datum a cas
vec=cell2mat (name(:,2));
vec2=cell2mat (name(:,1));
datum=datetime (vec2, 'inputFormat', 'yyMMdd"') ;
cas=datetime (vec, 'inputFormat', '"HHmmSS', 'Format', "HH:mm:SS"') ;
datet=datum+timeofday (cas) ;
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Priloha C: Data namerané sledovanim priebehu
decelularizacie pre jednotlivé vzorky

Tab. C.1: Namerané hodnoty intenzit farebnych zloziek viditeného svetla pre jednotlivé vzorky
decelularizovanych tkaniv

PP24 PP18 PPO6
Faza Cas(min) R G B R G B R G B

SDS 0 608 674 668 527 588 567 664 653 599

5 608 677 672 527 601 575 653 662 602

10 610 685 682 529 619 586 649 679 609

15 612 697 695 531 641 599 648 701 619

20 625 730 715 542 669 615 657 733 644

25 652 788 744 565 705 635 681 776 687

30 686 845 778 595 745 661 712 822 731

35 741 899 827 659 795 705 770 872 774

40 811 954 885 744 852 761 850 926 818

45 854 992 928 78 896 807 904 970 851

50 869 1014 952 785 929 840 927 1007 869

55 879 1031 969 783 956 868 944 1039 882

60 884 1042 981 782 968 880 951 1052 898

1. preplach 65 886 1048 987 828 969 880 911 1036 925

70 889 1054 992 814 961 906 948 1034 909

75 893 1060 994 821 1001 917 934 1074 946

DNAza 80 896 1064 996 815 987 911 958 1054 913

85 905 1089 997 822 1007 902 969 1075 919

90 918 1137 997 837 1051 891 978 1120 933

95 931 1182 998 851 1095 881 984 1165 946

2. preplach 100 936 1203 998 858 1115 875 986 1185 952

105 936 1203 998 858 1115 872 986 1185 952

110 936 1202 998 858 1114 870 986 1184 952

115 935 1201 997 857 1113 867 985 1183 951

120 935 1199 997 856 1112 864 985 1181 951

125 934 1197 996 856 1110 862 984 1179 950

130 933 1195 995 854 1107 859 983 1177 949

135 932 1192 994 853 1105 857 982 1174 948

140 931 1189 993 852 1102 855 981 1171 947

145 930 1186 992 850 1098 853 980 1167 946

150 928 1182 991 849 1095 850 979 1163 944

155 927 1178 990 847 1091 848 977 1159 943

160 925 1173 988 845 1086 846 976 1155 941

165 924 1169 986 843 1082 844 974 1150 939

170 922 1164 985 840 1077 842 972 1145 937

175 920 1158 983 838 1072 840 971 1139 935
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180
185
190
195
200
205
210
215
220
225
230
235
240
245
250
255
260
265
270
275
280
285
290
295
300
305
310
315
320
325
330
335
340
345
350
355
360
365
370
375
380
385
390
395
400
405

918
916
914
912
909
907
904
902
899
897
894
891
889
886
883
880
878
875
872
869
866
864
861
858
856
853
850
848
845
843
840
838
835
833
831
829
827
825
823
822
820
819
817
816
815
814

1153
1147
1141
1135
1129
1122
1115
1109
1102
1095
1088
1081
1073
1066
1059
1052
1044
1037
1030
1023
1016
1009
1002
995
988
982
975
969
963
957
952
946
941
936
932
928
924
920
917
914
912
910
908
907
906
905

981
979
977
975
973
971
968
966
964
961
959
957
954
952
949
947
944
942
939
937
934
932
929
927
924
922
920
917
915
913
911
909
907
905
904
902
900
899
898
896
895
894
893
893
892
891

836
833
830
828
825
822
819
816
813
810
806
803
800
797
793
790
787
783
780
777
774
770
767
764
761
758
755
752
749
746
744
741
739
736
734
732
730
728
727
725
724
723
722
721
720
719

1067
1061
1056
1050
1044
1037
1031
1024
1018
1011
1004
997
990
983
976
969
962
955
948
941
934
927
921
914
908
901
895
889
883
877
872
867
862
857
852
848
844
840
837
834
832
829
828
826
825
824

839
837
835
834
832
830
829
827
826
825
823
822
821
820
819
818
817
816
815
814
813
812
811
811
810
809
808
808
807
806
806
805
805
804
804
803
803
803
802
802
801
801
801
800
800
800

969
967
965
962
960
958
956
953
951
948
946
943
940
938
935
932
930
927
924
922
919
916
914
911
908
906
903
901
898
896
893
891
889
886
884
882
880
878
877
875
873
872
870
869
868
867

1134
1128
1122
1115
1109
1102
1096
1089
1082
1074
1067
1060
1053
1045
1038
1031
1023
1016
1009
1001
994
987
980
973
967
960
954
948
942
936
931
925
920
916
911
907
904
900
897
895
892
891
889
888
888
888

933
931
929
927
924
922
920
917
914
912
909
906
904
901
898
895
893
890
887
884
882
879
876
874
871
868
866
863
861
859
856
854
852
850
848
846
844
843
841
840
839
838
837
836
835
834

53



410
415
420
425
430
435
440
445
450
455
460
465
470
475
480
485
490
495
500
505
510
515
520
525
530
535
540
545
550
555
560
565
570
575
580
585
590
595
600
605
610
615
620
625
630
635

813
812
811
810
809
808
807
806
805
804
803
803
802
801
800
799
798
797
796
796
795
794
793
792
792
791
790
789
789
788
787
786
786
785
784
783
783
782
781
781
780
779
779
778
777
777

905
904
904
903
903
902
902
901
901
900
900
899
899
899
898
898
897
897
897
896
896
896
895
895
894
894
894
894
893
893
893
892
892
892
891
891
891
891
890
890
890
890
889
889
889
889

891
890
890
889
889
888
888
887
887
887
886
886
885
885
884
884
884
883
883
882
882
882
881
881
881
880
880
880
879
879
879
878
878
878
877
877
877
877
876
876
876
875
875
875
875
874

719
718
718
717
717
716
716
715
715
714
714
713
713
713
712
712
711
711
711
710
710
710
709
709
709
708
708
708
708
707
707
707
706
706
706
706
705
705
705
705
704
704
704
704
704
703

823
823
822
821
820
819
819
818
817
817
816
815
815
814
813
813
812
811
811
810
810
809
808
808
807
807
806
806
805
805
804
804
803
803
802
802
801
801
801
800
800
799
799
799
798
798

799
799
799
799
798
798
798
797
797
797
797
796
796
796
796
796
795
795
795
795
795
794
794
794
794
794
794
793
793
793
793
793
793
793
792
792
792
792
792
792
792
792
791
791
791
791

866
865
864
863
862
861
860
859
858
857
856
855
854
853
852
851
850
849
848
847
846
845
845
844
843
842
841
840
839
839
838
837
836
835
835
834
833
832
831
831
830
829
829
828
827
826

888
887
887
887
887
887
887
886
886
886
886
886
886
886
886
885
885
885
885
885
885
885
885
885
884
884
884
884
884
884
884
884
884
884
884
884
884
883
883
883
883
883
883
883
883
883

834
833
833
832
831
831
830
830
829
829
828
828
827
827
826
826
826
825
825
824
824
823
823
823
822
822
822
821
821
821
820
820
820
819
819
819
818
818
818
817
817
817
817
816
816
816
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640
645
650
655
660
665
670
675
680
685
690
695
700
705
710
715
720
725
730
735
740
745
750
755
760
765
770
775
780
785
790
795
800
805
810
815
820
825
830
835
840
845
850
855
860
865

776
776
775
774
774
773
773
772
771
771
770
770
769
769
768
768
767
766
766
765
765
764
764
763
763
762
762
761
761
760
760
759
759
758
758
758
757
757
756
756
755
755
754
754
753
753

889
888
888
888
888
888
887
887
887
887
887
886
886
886
886
886
885
885
885
885
885
885
884
884
884
884
884
883
883
883
883
883
882
882
882
882
882
881
881
881
881
881
880
880
880
880

874
874
874
873
873
873
873
872
872
872
872
872
871
871
871
871
870
870
870
870
870
869
869
869
869
868
868
868
868
868
867
867
867
867
867
866
866
866
866
865
865
865
865
864
864
864

703
703
703
702
702
702
702
702
701
701
701
701
701
700
700
700
700
700
699
699
699
699
698
698
698
698
698
697
697
697
697
696
696
696
695
695
695
695
694
694
694
693
693
693
692
692

797
797
797
796
796
796
795
795
795
794
794
794
793
793
793
792
792
792
792
791
791
791
790
790
790
790
789
789
789
789
788
788
788
788
787
787
787
787
786
786
786
786
785
785
785
785

791
791
791
791
791
790
790
790
790
790
790
790
790
790
789
789
789
789
789
789
789
789
788
788
788
788
788
788
788
788
787
787
787
787
787
787
786
786
786
786
786
786
785
785
785
785

826
825
824
824
823
822
822
821
820
820
819
818
818
817
816
816
815
815
814
813
813
812
812
811
811
810
810
809
808
808
807
807
806
806
805
805
804
804
803
803
802
802
801
801
801
800

883
883
883
883
883
883
883
883
883
883
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
882
881
881
881
881
881
881
881
881
881
881
881
881
881
880
880
880
880
880
880

816
815
815
815
814
814
814
814
813
813
813
813
812
812
812
812
811
811
811
811
810
810
810
810
809
809
809
809
808
808
808
807
807
807
807
806
806
806
805
805
805
804
804
804
803
803
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870
875
880
885
890
895
900
905
910
915
920
925
930
935
940
945
950
955
960
965
970
975
980
985
990
995
1000
1005
1010
1015
1020
1025
1030
1035
1040
1045
1050
1055
1060
1065
1070
1075
1080
1085
1090
1095

753
752
752
751
751
750
750
750
749
749
748
748
747
747
747
746
746
745
745
745
744
744
743
743
743
742
742
741
741
741
740
740
740
739
739
738
738
738
737
737
737
736
736
736
735
735

879
879
879
879
879
878
878
878
877
877
877
877
876
876
876
876
875
875
875
875
874
874
874
874
873
873
873
873
872
872
872
872
871
871
871
870
870
870
870
869
869
869
869
868
868
868

864
863
863
863
863
862
862
862
861
861
861
861
860
860
860
860
859
859
859
858
858
858
858
857
857
857
857
856
856
856
855
855
855
855
854
854
854
854
853
853
853
852
852
852
852
851

691
691
691
690
690
689
689
689
688
688
687
687
686
686
685
685
684
684
683
683
682
681
681
680
680
679
678
678
677
677
676
675
675
674
673
673
672
671
671
670
669
669
668
667
666
666

784
784
784
784
783
783
783
783
783
782
782
782
782
781
781
781
781
780
780
780
780
779
779
779
779
778
778
778
778
778
777
777
777
777
776
776
776
776
776
775
775
775
775
775
774
774

784
784
784
784
784
783
783
783
782
782
782
782
781
781
781
780
780
780
779
779
779
778
778
777
777
777
776
776
775
775
774
774
774
773
773
772
772
771
771
770
770
769
769
768
768
767

800
799
799
798
798
797
797
797
796
796
795
795
794
794
794
793
793
792
792
792
791
791
790
790
790
789
789
788
788
788
787
787
786
786
786
785
785
785
784
784
784
783
783
783
782
782

880
880
880
879
879
879
879
879
879
879
878
878
878
878
878
878
877
877
877
877
877
876
876
876
876
875
875
875
875
875
874
874
874
873
873
873
873
872
872
872
872
871
871
871
870
870

802
802
802
801
801
800
800
800
799
799
798
798
797
797
796
796
796
795
795
794
794
793
793
792
792
791
791
790
790
789
789
788
788
787
787
786
786
785
785
784
784
783
782
782
781
781
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1100
1105
1110
1115
1120
1125
1130
1135
1140
1145
1150
1155
1160
1165
1170
1175
1180
1185
1190
1195
1200
1205
1210
1215
1220
1225
1230
1235
1240
1245
1250
1255
1260
1265
1270
1275
1280
1285
1290
1295
1300
1305
1310

735
734
734
734
733
733
733
732
732
732
731
731
731
730
730
730
729
729
729
729
728
728
728
728
727
727
727
727
726
726
726
726
725
725
725
725
725
724
724
724
724
724
723

868
867
867
867
867
866
866
866
866
865
865
865
865
864
864
864
864
864
863
863
863
863
862
862
862
862
861
861
861
861
860
860
860
860
859
859
859
859
858
858
858
858
857

851
851
851
850
850
850
850
849
849
849
849
848
848
848
848
847
847
847
847
846
846
846
845
845
845
845
844
844
844
844
843
843
843
843
842
842
842
842
841
841
841
841
840

665
664
664
663
662
661
660
660
659
658
657
657
656
655
654
653
652
652
651
650
649
648
647
647
646
645
644
643
642
641
641
640
639
638
637
636
635
634
633
633
632
631
630

774
774
774
773
773
773
773
773
773
772
772
772
772
772
772
771
771
771
771
771
771
770
770
770
770
770
770
770
770
769
769
769
769
769
769
769
769
769
768
768
768
768
768

767
766
765
765
764
764
763
763
762
762
761
760
760
759
759
758
757
757
756
755
755
754
754
753
752
752
751
750
750
749
748
748
747
746
746
745
744
744
743
742
742
741
740

782
781
781
781
780
780
780
779
779
779
778
778
778
778
777
777
777
776
776
776
776
775
775
775
775
774
774
774
774
774
773
773
773
773
773
772
772
772
772
772
772
771
771

870
869
869
869
869
868
868
868
867
867
867
866
866
866
865
865
864
864
864
863
863
863
862
862
862
861
861
861
860
860
859
859
859
858
858
857
857
857
856
856
856
855
855

780
780
779
779
778
778
777
776
776
775
775
774
774
773
772
772
771
771
770
769
769
768
768
767
766
766
765
765
764
763
763
762
762
761
760
760
759
758
758
757
757
756
755
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Tab. C.2: Namerané hodnoty intenzit farebnych zloziek viditeIného svetla pre jednotlivé vzorky
decelularizovanych tkaniv - pokracovanie

PPO7 PP15 PR24
Cas(min) R G B R G B R G B

SDS 0 638 739 609 538 584 688 608 674 668
5 648 731 626 538 58 685 608 677 672

10 659 728 643 538 593 684 610 685 682

15 669 728 661 539 603 684 612 697 695

20 678 755 678 552 637 704 625 730 715

25 686 816 696 582 698 749 652 788 744

30 700 877 719 619 755 796 686 845 778

35 750 934 764 680 802 845 741 899 827

40 829 993 823 757 847 897 811 954 885

45 883 1035 869 804 878 936 854 992 928

50 905 1061 899 818 895 962 869 1014 952

55 922 1081 924 828 907 982 879 1031 969

60 928 1095 934 832 922 990 884 1042 981

1. preplach 65 901 1103 932 825 947 977 886 1048 987
70 921 1108 963 861 955 985 889 1054 992

75 906 1136 937 854 938 984 893 1060 994

DNAza 80 951 1117 942 858 948 998 896 1064 996
85 954 1143 945 867 983 1010 905 1089 997

90 957 1200 948 879 1042 1021 918 1137 997

95 958 1256 949 839 1097 1030 931 1182 998

2. preplach 100 958 1282 950 894 1121 1033 936 1203 998

105 958 1282 950 894 1121 1033 936 1203 998
110 958 1281 950 894 1120 1033 936 1202 998
115 957 1280 949 893 1119 1032 935 1201 997
120 957 1278 949 893 1117 1032 935 1199 997
125 956 1276 948 892 1115 1031 934 1197 996
130 955 1273 947 892 1113 1030 933 1195 995
135 954 1270 947 891 1110 1029 932 1192 994
140 953 1267 946 890 1106 1028 931 1189 993
145 951 1263 944 889 1103 1027 930 1186 992
150 950 1259 943 887 1099 1025 928 1182 991
155 948 1254 942 886 1094 1024 927 1178 990
160 946 1250 940 885 1089 1022 925 1173 988
165 945 1244 939 883 1084 1020 924 1169 986
170 943 1239 937 882 1079 1018 922 1164 985
175 941 1233 936 880 1074 1017 920 1158 983
180 938 1227 934 878 1068 1015 918 1153 981
185 936 1221 932 876 1062 1012 916 1147 979
190 934 1215 930 875 1055 1010 914 1141 977
195 931 1208 928 873 1049 1008 912 1135 975
200 929 1201 926 871 1042 1006 909 1129 973
205 926 1194 924 868 1035 1003 907 1122 971
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210
215
220
225
230
235
240
245
250
255
260
265
270
275
280
285
290
295
300
305
310
315
320
325
330
335
340
345
350
355
360
365
370
375
380
385
390
395
400
405
410
415
420
425
430
435

924
921
918
915
912
910
907
904
901
898
895
892
889
886
883
880
877
874
871
868
866
863
860
858
855
853
850
848
846
844
842
840
838
836
835
833
832
831
830
829
828
827
826
826
825
824

1187
1179
1172
1164
1157
1149
1141
1133
1125
1118
1110
1102
1094
1086
1079
1071
1064
1057
1049
1042
1036
1029
1023
1017
1011
1005
1000
995
990
986
982
978
975
972
970
968
967
966
965
965
965
964
964
964
964
963

922
919
917
915
912
910
908
905
903
900
898
895
893
891
888
886
883
881
879
876
874
872
870
868
866
864
862
860
858
857
855
853
852
851
850
849
848
847
846
845
845
844
843
843
842
842

866
864
862
860
857
855
852
850
848
845
843
840
838
835
832
830
827
825
822
820
818
815
813
810
808
806
804
802
800
798
796
794
792
790
789
787
786
784
783
782
781
779
778
777
776
775

1028
1021
1014
1006
999
991
983
976
968
960
952
945
937
929
922
914
907
900
892
886
879
872
866
860
854
848
842
837
832
828
824
820
816
813
811
808
806
805
804
803
803
802
801
801
800
799

1001
998
996
993
990
988
985
982
980
977
974
972
969
966
963
961
958
956
953
951
948
946
943
941
939
937
935
933
931
930
928
927
925
924
923
922
921
921
920
920
919
919
918
918
918
917

904
902
899
897
894
891
889
886
883
880
878
875
872
869
866
864
861
858
856
853
850
848
845
843
840
838
835
833
831
829
827
825
823
822
820
819
817
816
815
814
813
812
811
810
809
808

1115
1109
1102
1095
1088
1081
1073
1066
1059
1052
1044
1037
1030
1023
1016
1009
1002
995
988
982
975
969
963
957
952
946
941
936
932
928
924
920
917
914
912
910
908
907
906
905
905
904
904
903
903
902

968
966
964
961
959
957
954
952
949
947
944
942
939
937
934
932
929
927
924
922
920
917
915
913
911
909
907
905
904
902
900
899
898
896
895
894
893
893
892
891
891
890
890
889
889
888
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440
445
450
455
460
465
470
475
480
485
490
495
500
505
510
515
520
525
530
535
540
545
550
555
560
565
570
575
580
585
590
595
600
605
610
615
620
625
630
635
640
645
650
655
660
665

823
822
821
820
820
819
818
817
816
815
815
814
813
812
811
811
810
809
808
808
807
806
805
805
804
803
803
802
801
800
800
799
798
798
797
797
796
795
795
794
793
793
792
792
791
791

963
963
963
963
962
962
962
962
962
962
961
961
961
961
961
961
961
960
960
960
960
960
960
960
960
960
959
959
959
959
959
959
959
959
959
959
959
958
958
958
958
958
958
958
958
958

841
841
840
839
839
838
838
837
837
836
836
835
835
834
834
833
833
832
832
832
831
831
830
830
829
829
829
828
828
827
827
827
826
826
826
825
825
825
824
824
824
823
823
823
822
822

774
772
771
770
769
768
767
766
764
763
762
761
760
759
758
757
756
755
753
752
751
750
749
748
747
746
745
744
743
742
741
740
739
738
737
736
736
735
734
733
732
731
730
729
728
727

799
798
797
797
796
795
795
794
794
793
792
792
791
791
790
790
789
789
788
788
787
787
786
786
785
785
784
784
783
783
782
782
781
781
781
780
780
779
779
779
778
778
778
777
777
777

917
917
916
916
916
915
915
915
914
914
914
914
913
913
913
913
912
912
912
912
912
911
911
911
911
911
910
910
910
910
910
910
909
909
909
909
909
909
909
908
908
908
908
908
908
908

807
806
805
804
803
803
802
801
800
799
798
797
796
796
795
794
793
792
792
791
790
789
789
788
787
786
786
785
784
783
783
782
781
781
780
779
779
778
777
777
776
776
775
774
774
773

902
901
901
900
900
899
899
899
898
898
897
897
897
896
896
896
895
895
894
894
894
894
893
893
893
892
892
892
891
891
891
891
890
890
890
890
889
889
889
889
889
888
888
888
888
888

888
887
887
887
886
886
885
885
884
884
884
883
883
882
882
882
881
881
881
880
880
880
879
879
879
878
878
878
877
877
877
877
876
876
876
875
875
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670
675
680
685
690
695
700
705
710
715
720
725
730
735
740
745
750
755
760
765
770
775
780
785
790
795
800
805
810
815
820
825
830
835
840
845
850
855
860
865
870
875
880
885
890
895

790
790
789
789
788
788
787
787
786
786
785
785
784
784
784
783
783
782
782
782
781
781
781
780
780
780
780
779
779
779
779
779
778
778
778
778
778
778
777
777
777
777
777
777
777
777

958
958
958
958
958
958
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
956
956
956
956
956
956
956
956
956
956
955
955
955
955
955
955
955
955
954
954
954
954
954
954
954
953
953

822
821
821
821
820
820
820
820
819
819
819
818
818
818
818
817
817
817
816
816
816
816
815
815
815
815
814
814
814
814
813
813
813
813
812
812
812
811
811
811
811
810
810
810
810
809

727
726
725
724
723
722
722
721
720
719
719
718
717
716
716
715
714
713
713
712
711
711
710
710
709
708
708
707
707
706
705
705
704
704
703
703
702
702
701
701
700
700
700
699
699
698

776
776
776
775
775
775
775
774
774
774
773
773
773
773
773
772
772
772
772
772
771
771
771
771
771
771
770
770
770
770
770
770
770
770
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769

907
907
907
907
907
907
907
907
906
906
906
906
906
906
905
905
905
905
905
905
904
904
904
904
904
904
903
903
903
903
902
902
902
902
902
901
901
901
900
900
900
900
899
899
899
898

773
772
771
771
770
770
769
769
768
768
767
766
766
765
765
764
764
763
763
762
762
761
761
760
760
759
759
758
758
758
757
757
756
756
755
755
754
754
753
753
753
752
752
751
751
750

887
887
887
887
887
886
886
886
886
886
885
885
885
885
885
885
884
884
884
884
884
883
883
883
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883
882
882
882
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879
879
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873
872
872
872
872
872
871
871
871
871
870
870
870
870
870
869
869
869
869
868
868
868
868
868
867
867
867
867
867
866
866
866
866
865
865
865
865
864
864
864
864
863
863
863
863
862
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900
905
910
915
920
925
930
935
940
945
950
955
960
965
970
975
980
985
990
995
1000
1005
1010
1015
1020
1025
1030
1035
1040
1045
1050
1055
1060
1065
1070
1075
1080
1085
1090
1095
1100
1105
1110
1115
1120
1125

777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777

953
953
953
952
952
952
952
952
951
951
951
951
950
950
950
950
949
949
949
948
948
948
947
947
947
947
946
946
946
945
945
944
944
944
943
943
943
942
942
941
941
941
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940
939

809
809
808
808
808
808
807
807
807
807
806
806
806
805
805
805
805
804
804
804
804
803
803
803
803
802
802
802
802
801
801
801
801
800
800
800
800
799
799
799
799
798
798
798
798
798

698
698
697
697
697
696
696
695
695
695
694
694
694
693
693
693
692
692
692
691
691
691
690
690
690
689
689
689
688
688
688
687
687
687
686
686
686
686
685
685
685
684
684
684
684
683

769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
770
770
770
770
770
770
770
770
770
770
770
770
771
771
771
771
771
771
771
771
771
772
772
772
772
772

898
898
897
897
897
896
896
895
895
894
894
893
893
892
892
891
891
890
890
889
889
888
887
887
886
886
885
884
884
883
882
882
881
880
880
879
878
877
877
876
875
874
874
873
872
871

750
750
749
749
748
748
747
747
747
746
746
745
745
745
744
744
743
743
743
742
742
741
741
741
740
740
740
739
739
738
738
738
737
737
737
736
736
736
735
735
735
734
734
734
733
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878
878
877
877
877
877
876
876
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875
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873
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872
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872
871
871
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870
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862
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855
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855
855
854
854
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853
853
853
852
852
852
852
851
851
851
851
850
850
850
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1130
1135
1140
1145
1150
1155
1160
1165
1170
1175
1180
1185
1190
1195
1200
1205
1210
1215
1220
1225
1230
1235
1240
1245
1250
1255
1260
1265
1270
1275
1280
1285
1290
1295
1300
1305
1310

777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777
777

939
938
938
937
937
937
936
936
935
935
934
934
933
933
933
932
932
931
931
930
930
929
929
928
928
927
927
926
926
925
925
924
924
923
923
923
922

797
797
797
797
796
796
796
796
796
795
795
795
795
795
794
794
794
794
794
793
793
793
793
793
792
792
792
792
792
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791
791
791
791
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790
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683
683
683
682
682
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680
680
680
680
680
680
679
679
679
679
679
679
679
679
678
678
678
678
678
678
678
678
678
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772
773
773
773
773
773
774
774
774
774
774
775
775
775
775
776
776
776
776
777
777
777
777
778
778
778
779
779
779
780
780
780
781
781
781
782
782

870
870
869
868
867
866
865
865
864
863
862
861
860
859
859
858
857
856
855
854
853
852
851
850
849
848
848
847
846
845
844
843
842
841
840
839
838

733
732
732
732
731
731
731
730
730
730
729
729
729
729
728
728
728
728
727
727
727
727
726
726
726
726
725
725
725
725
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866
866
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864
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860
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849
849
849
849
848
848
848
848
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847
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847
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