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1. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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Parametr dat (statistickd analyza)

Polet porovnani (statisticka analyza)

Cohenovo d (statisticka analyza)

Deionizovana voda

Elasticky gradient (tlakova zkouska)

Posuv pfi¢niku stroje (tlakova zkouska)
Ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid

F-test testové kritérium (statisticka analyza)

Sila (tlakova zkougka)

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Fyziologicky roztok

Peptid (GGYGGGP(GPP)5GFOGER(GPP)5GPC)

Glycin

Nulova hypotéza (statisticka analyza)

Pocatelni vyska vzorku (tlakova zkouska)
Alternativni hypotéza (statisticka analyza)

Jve skle" = pozorovani v laboratornich podminkach
Vzorky kultivované in vivo (ozna&eni)

2V Zivém" = pozorovani v redlnych télnich podminkach
Nejvy3si koncentrace kolagendazy (oznaceni)
Stfedni koncentrace kolagendazy (oznadeni)
Minimalni koncentrace kolagenéazy (ozna&eni)

Podate¢ni hmotnost vzorku (hmotnostni tbytky)

Minimum essential media

Hmotnost vzorku po expozici vmédiu (hmotnostni
ubytky)

Pocet pozorovani (statistickd analyza)
N-Hydroxysukcinimid

Nejmensi hladina vyznamnosti kdy jeSté zamitame Ho
(statisticka analyza)

Phosphate-Buffered Saline
Polykaprolakton
Polydioxanon

Polyglykolid
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X
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o [-]

Am [%]
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u

o [kPa]
02

Opl [kPa]

Polyhydroxybutyrat
Kyselina polymlé¢na

Pofradi sefazeného souboru (statisticka analyza)

Pocate¢ni plocha vzorku vkolmém sméru (tlakova
zkouska)

Smérodatna odchylka vybéru (pfilohy — tabulky

s vysledky)

Rastrovaci elektronova mikroskopie
Kumulativni distribu¢ni funkce

Vybérovy rozptyl (statisticka analyza)

T-test testové kritérium (statistickd analyza)

Kvantil Studentova t-rozlozeni (statistickd analyza)

Mann-Whitney test testové kritérium (statisticka
analyza)

Pocet stupnl volnosti (statisticka analyza)
Shapiro—Wilk testové kritérium (statistickd analyza)
Absorbovana energie (tlakova zkouska)

U¢innost absorpce energie (tlakova zkouska)

I-té pozorovani vzestupné fazeného souboru (statisticka
analyza)

Aritmeticky primeér (statistickd analyza)
Standardizované skére (statisticka analyza)

Hladina vyznamnosti testu (statisticka analyza)

Korigovand hladina vyznamnosti testu (statisticka
analyza)
Pravd&podobnost chyby druhého druhu (statisticka
analyza)

Hmotnostni Gbytky (hmotnostni Gbytky)
Relativni deformace (tlakova zkouska)
Stfedni hodnota (statistickad analyza)
Smluvni napéti (tlakova zkouska)
Rozptyl (statisticka analyza)

Stabilni hladina napéti (tlakova zkouska)
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2. UVOD

U materiald, jenZ maji potencial pro 1é¢bu tkani a mély by byt umistény pfimo
do téla pacienta je nutné sledovat jejich odezvu na toto télni prostredi.
A to at uz z dlvodu ovéreni jejich poZzadovanych vlastnosti, tak i zdlGvodu ovéreni
jejich nezdvadnosti pro pfijemce. Ktomuto G&elu byvaji v prvotni fazi vyzkumu
z etickych i finan¢nich dlvodl vyuzivdna rlznd in vitro simulaéni média
a az ve druhé fazi se pfistupuje kin vivo experimentlim na zvifecich modelech,

jejichz télni prostfedi je velmi podobné lidskému.

Pro verifikaci vysledk( z prvni faze experimentl a jejich extrapolaci na télni
podminky je vSak nutné znat srovnani vysledkl pfi pouziti simula¢niho média
s in vivo experimentem, aby nedoslo k mylnym zavériim a v podstaté zbyte¢nému
dalsimu experimentu. Ztohoto divodu je nutné simula¢ni média verifikovat

a oVvéfit tak, jak relevantni jsou vysledky ziskané z téchto experimentd.

Pro ucel srovnani degradace ve vybranych enzymatickych in vitro prostredi
sinvivo podminkami byly pouZity kolagenni scaffoldy (leSeni — konstrukt
tkanového inZenyrstvi). Tento materidl ma potencial pro Ié¢bu kostnich defektl
a mohl by dopomoci k I1é¢bé téchto zranéni i v pfipadech, kdy je kompletni zhojeni
obtizné.

Tyto scaffoldy byly kultivovany ve vybranych tfech koncentracich roztoku
kolagenazy po dobu 1, 7, 14 a 21 dni a v peritoneu experimentdlniho zvitete
podobu 7, 14,21 dni. Ndsledovalo vyhodnoceni mechanickych charakteristik
pomoci tlakovych zkousek, vyhodnoceni zmény hmotnosti vzorkd, a analyza
struktury a slozeni vzork( po kultivaci za G¢elem srovnanizminénych charakteristik

mezi tfemi koncentracemi kolagenazy a in vivo podminkami kultivace.

12



3. CILE A HYPOTEZY

Cilem této price je posoudit, do jaké miry je enzymatické prostiedi,
reprezentované tfremi koncentracemi enzymu kolagenaza, schopné napodobit
skute¢né podminky in vivo. Vliv simulovaného a télniho prostfedi je v praci

ovérovan na modelovych poréznich scaffoldech pfipravenych z kolagenu typu I.

Nulova hypotéza predpoklada, ze vSechny pouzité koncentrace kolagenazy
maji na sledované vlastnosti kolagenovych scaffoldl stejny vliv jako télni prostredi
ve vSech sledovanych casovych Usecich a ze jsou tudiz schopny vérné simulovat

prostirediin vivo.

Alternativni hypotéza predpokladd, ze pokud se nepodafi prokazat platnost
nulové hypotézy s dostateC¢nou mirou pravdépodobnosti, vybrana simulovana
prostifedi maji na sledované vlastnosti kolagenovych scaffoldd odlisny vliv

nez télni prostfedi a Ze nejsou schopny vérné simulovat prostiedi in vivo.

13



4. TEORETICKA CAST

4.1. KOSTNI DEFEKTY A JEJICH LECBA

Motivaci pro vyzkum podobnych materidld a jejich chovani v lidském téle
je hlavné jejich potencialni vyznam pfi léCbé komplikovanéjsich zranéni. V pfipadé
kolagennich scaffoldd by se jednalo o [é¢bu kostni tkdné. Primarné by pak Slo
o lé¢bu komplikovanych zranéni, jejichZz hojeni je jiz pomérné problematické
a béZznymi postupy lze uUplného zotaveni dosahnout jen obtizné. Takovym
pfipadem je defekt kosti spojeny se znaénym poskozenim okolni tkané (vazQ,
svalQ, cév, atd.), napfiklad vlivem nadorového onemocnéni, zdn&tu ¢&inéjakého

zavazného traumatu [1].

Dnes asi nejpouzivanéjsi metodou je IéCba za pouziti takzvaného autologniho
kostniho stépu. Spociva v odebrani ¢asti kosti z panevniho hrebenu, holenni
¢i stehenni kosti pacienta. Kost je nasledné vioZzena do defektu, jakoZto kostni stép,
ktery zaplni defekt vkosti a videdlnim pfipadé sroste se zbytkem kosti.
Tim nahradi schazejici kostni tkan. Konkrétni metodika vkladani a zplsob fixace
se mUze lisit. Metoda je znacné limitovdna velikosti $tépu, ktery lze ziskat bez
zdvaznéjsiho zdsahu do téla pacienta (viz Obrazek 1). Kromé velikostni limitace
Stépu se taktéz u této metody mohou vyskytnout komplikace v podobé rizikovosti
samotného odbéru kosti, jenz je provdzen fadou komplikaci. E. M. Younger
a M. W. Chapman zjistili, Ze se zavazné komplikace pfi odbéru kostni tkané z panve
objevily v8,6 % pfipadl navzorku 239 pacientl. V pfipadé pouziti stejnych

nastroji na odbér kosti i na jejich ndslednou aplikaci na poskozené misto, se pak

zdvaznéjsi komplikace objevily v 17,9 % [2], [3].

OBRAZEK 1 0dbér kostni tkané z panevniho hiebene (zdroj: [4])
14



Dalsi moznosti |éCby je vyuZiti alograftld. Alograft je zaloZen vzasadé
na podobném principu jako autologni kostni Stép, jen je vyuzita kost darce,
napfiklad z orgdnovych bank. Tato kost tedy mohla byt prfed aplikaci zmrazena,
coz mize hojeni mirné zkomplikovat, avsak zaroven snizit imunitni odezvu téla
na cizi tkan. Nicméné je s touto metodou spojeno taky pomérné velké procento
komplikaci. Kupfikladu H. J. Mankin a kolektiv pfi pfezkoumani své prace uvedli,
Zze pouze 70 % aplikovanych alografti probé&hlo Gspésné. (13 % infekce, 17 %
zlomenina, 11 % nesjednoceni s okolni kosti) Pro vloZeni kostniho $tépu do defektu
Ize vyuzit i xenogenni kost. Xenogenni kost je kost z jedince jiného zivocliSného
druhu, zatimco kost alogenni je kost pfislusnika stejného ZzivocliSného druhu
s odliSnym DNA. S touto metodou je spojeno pomérné velké riziko odmitnuti stépu
a zaroven moznost zavleceni infekénich onemocnéni do pacienta. To je divod

vyjimecného pouziti této metody dnes [3],[5], [6].

Dalsi alternativni metodou 1é¢by vybraného typu kostnich poranéni je 1é¢ba
za pouziti zevnich fixatord, takzvana llizarovova technika (viz Obrazek 2). Pfi této
metodice se vyuZivd schopnosti kosti rlst pod napétim. Pomoci zevni fixace
je vytvofena vkosti Uzkd mezera, kterd zacne postupné dorlstat, nasledné
se fixace posune a mezera se zvétSuje, dokud kost nema pozadované rozméry.
Tato metoda je nevhodnda pro pacienty, jejichZ kosti nejsou schopny dostatecné
remodelace arlstu. Je zarovenn velmi cdasové néaroénd a spojend sftadou
komplikaci. Pfedevsim se jednda o rizné infekce a nepohodli spojené s vnéjsimi
fixatory, bolesti v natahovanych tkanich, pfipadné poskozeni nékterého z okolnich
kloubl vlivem zmény zatéZovani. Ztéchto dlivodl se tato metoda IéCby dnes

v pfipadé zavaznych kostnich defektl pfilis nevyuziva [7].

V pfipadé 1é¢by kostnich defektl lze v nékterych pfipadech vyuzit hfebovani,
¢i dlahovani (viz Obrazek 2). K této metodé 1é€by se pfistupuje v méné zavaznych

pfipadech a v pfipadech mensich defektl kosti [3].

15



OBRAZEK 2 Vlevo llizarovova technika, ve stiedu nitrodreriovy hreb, vpravo
umistovani dlahy na kost (zdroj: upraveno z [1], [8])

4.2. TKANOVE INZENYRSTVI

Smér, kam se vkladdaji nadéje na zlepseni 1é¢by velkych kostnich defektd,
je tkdnové inZzenyrstvi. M& potencial pfi pouziti principl regenerativni mediciny
a novych postupl, aby dopomohl klécbé kostnich defektl i u jedincl, jejichz

regenerace je jiz omezena.

Tkanové inzenyrstvi kdosazeni tohoto cile vyuzivd dodavani bunék,
podplrnych struktur a rdznych chemickych sloucenin. Pfikladem jsou rlstové

hormony a podpurné struktury takzvané scaffoldy [7].

Metodou, kterd ma potencidl jako alternativa kostnich stépd je napfiklad vyuziti
scaffoldu, jenz by byl schopen télu dodavat po celou dobu hojeni ristovy faktor.
Takto by bylo kladné ovlivnéno hojeni kostniho defektu. Rlstové faktory jsou
obecné latky, jenz se v kosti v pribé&hu hojeni pfirozené vyskytuji [6]. Existuje vice
systému a pfistupl k tomuto problému, pfikladem jsou scaffoldy potazené
systémem GFOGER jakoZto nosi¢em rlstového faktoru [7]. Systém GFOGER
(GGYGGGP(GPP)SGFOGER(GPP)5GPC) je peptid pouzity na scaffoldy, jenz byly
nasledné pouzity jako nosie rlstového faktoru BMP-2 a byl implantovan
do experimentdlnich zvifat. Zvifata stimto typem I1éCby vykazovala znacné

zlepdeni hojeni sledovanych defektd (viz Obrazek 3) [9].

16
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OBRAZEK 3 Srovnani hojeni kostnich defektl u mysi p¥i pouziti GFOGER a pfi
prirozeném hojeni (zdroj: upraveno z [9])

DalSim z principt tkanového inzenyrstvi je dodani konstruktu obsahujiciho
buriky, napfiklad osteoblasty &i progenitorové buriky [6]. Mezi takové principy
sefadi ikupfikladu vyuziti progenitorovych bunék za uGcelem podpory

angiogeneze (tvorba cév) v nitru scaffoldu [7].

Kazdopadné pro vétsi kostni defekty je klicové vyuziti scaffoldu jakoZzZto

Hl

mechanického ,leSeni” pro hojici se tkan [6].

4.3. SCAFFOLDY

Scaffoldy obecné jsou materidly, jejichz Guc¢elem by méla byt tvorba zakladu
pro Zivé buriky, a to pfevazné z mechanického a strukturniho hlediska (jak jiz bylo
zminéno). Dulezité jsou i dalsi faktory. Tyto buiiky by mély byt v scaffoldu schopny
kultivace a postupného vclenéni do organismu v misté, kde byl scaffold
implantovan. Je zddouci, aby scaffoldy byly vyrobeny z materiald, jejichz vlastnosti

odpovidaji ucelu pouziti konkrétniho typu scaffoldu, napfiklad typu nahrazované

tkadné, pozadované doby degradace apod.

Co se druhl scaffoldl tyka, nedéli se pouze podle konkrétniho typu pouZziti,
ale i podle dalSich vlastnosti. Scaffoldy se daji rozdélit podle mozného zplsobu

implantace. Takto na tuhéa injektovatelné. DalSi zplisob déleni scaffoldl
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je naacelularni a celularni. Zde dle toho, jestli jsouvtakovém materidlu
kultivovany dalsi bunky ¢i nikoliv. Zda material implantovany do pacienta
jiz néjaké buriky obsahuje nebo do ného budou nasledné pouze vristat buriky

az pfimo v téle [10].

4.3.1. VLASTNOSTI

Biokompatibilita a biodegradabilita

Obecné vlastnosti scaffold zavisi na jejich aplikaci. Jak jiz bylo zminéno,
pro vSechny materidly pouzivané v mediciné plati, Zze musi byt pfedevsim
biokompatibilni. To znamen3, Ze nesmi byt toxické ani jinak Skodlivé pro pacienta.
Z toho plyne, Ze scaffold nesmi byt karcinogenni ani jedovaty. Material umistény
do pacienta by také nemél vyvolat vyraznou odezvu imunitniho systému,
¢imz by byla zna¢né naruSena integrovatelnost tohoto materialu do téla a nedoslo
by ke zhojeni 1é¢eného mista. Dilezitd je i nizkad reaktivita materidlu s télnim

prostifedim [10], [11].

Scaffoldy by mély byt videdlnim pfipadé bezpecné degradovatelné a nasledné
odbouratelné. Timto zplsobem je sniZzeno riziko spojené s dlouhodobou
pfitomnosti ciziho pfedmétu v téle a zaroven je télu umoznéno nahradit scaffold
vlastni tkani. Proto se u materidld potencidlné vhodnych pro tkanové inZzenyrstvi

posuzuje i biodegrabilita [12], [13].

S biodegrabilitou Uzce souvisi i biokompatibilita. A to z pohledu, Ze produkty
degradace musi byt idedlné stejné biokompatibilni a pfirozené resorbovatelné

jako samotny scaffold [12], [13].

Z hlediska postupné degradace scaffoldu je nutné posoudit i rychlost tohoto
procesu. Ta totiz miZe znacné ovlivnit hojeni vdaném misté. Pfilis rychla
degradace scaffold oslabi z hlediska mechanickych vlastnosti dfive, nez bude
vlastni tkan schopna prevzit jeho podpirnou funkci v misté zranéni. P¥ili$ rychla
degradace muze zpusobit az zménu pH v daném misté vlivem velkého mnozZstvi

odpadnich latek. Zména pH pak dale zna¢né komplikuje proces hojeni [12], [13].
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Rychlost degradace vorganizmu ovliviiuje celd fada faktorld. Mimo
materialového slozeni je to vnitfni struktura, topografie povrchu nebo

jeho smacivost [12].

Podstatnym faktorem znacné souvisejicim s biokompatibilitou je pozadavek,
aby materidl vkladany do lidského téla idedlné nepfenasel zadné patogeny.
Tohoto stavu se zcela dosdahnout neda. Lze vSak material zbavit alespon nékterych
nezadoucich Zivych organisml pomoci sterilizace. Tato procedura se, vrizné
podobé, vyuziva ve zdravotnictvi. Podstatna je i schopnost materidlu takovouto
proceduru podstoupit, aniz by se vyrazné ménily vlastnosti, at uz mechanické,
¢i chemické. Amohla tak byt provedena sterilizace bezzvldstnich opatfeni

s nasledujici bezpeénou implantaci [10], [11].

Osteokonduktivita a osteoinduktivita

V pfipadé scaffoldd pouzivanych pro kostni tkanové inZzenyrstvi je klicova
vlastnost to, jak material podporuje rlst kostni tkané. Existuji dva principy funkci
umélého materidlu vtéle z hlediska rlstu kostni tkadné&, materidly podporujici

osteoindukci a materidly podporujici osteokondukci [10].

Osteoindukce spodivd vtom, Ze se kmenové burnky, které nejsou obecné
soudlasti kostni tkané, diferencuji na kostni buriky. Timto zplisobem pak vznika
kostni tkdn. Osteoindukci se vytvofi kostni tkan i tam, kde by se za normalnich

okolnosti nevytvofila [10].

Na druhou stranu osteokondukce spocdiva v zarlstani cizich bunék do kostni
struktury.  Osteokondukéni  materidly umoziuji rist kosti v misté,
kde by i za normalnich okolnosti doslo k hojeni. Osteokonduktivita materidlu zavisi

i na jeho struktufe a umisténi [10].

Porozita

Velikost a tvar pord je velmi podstatny faktor ovliviiujici znacéné funkénost
scaffoldu. Péry musi byt dostatecné velké, aby buriky, které maji ve struktufe rist,
mohly proliferovat dovnitf. Proto tento faktor znacné ovliviuje, které bunky
se ve strukture uchyti a dokonce, zda bude dany typ bunék schopen se na povrchu
udrzet dlouhodobé. V pfipadé kosti se tato struktura méni i s konkrétnim mistem

vyuziti scaffoldu [10]. Napfiklad Eichi Tsurga a spolupracovnici dosli ve své studii
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k vysledku, Ze optimalni velikost péri keramického scaffoldu pro tvorbu ektopické
kosti je 300 - 400 pm [14]. R. E. Holmes obdobné zjistil, Ze optimalni velikost pora

je 200-400 pm s pfedpokladem, Ze lidsky osteon méfi priblizné 100-200 pm [15].

Péry by mély byt zdroven vzdjemné propojeny, aby doslo k rovhomérnému
prorlstani tkané, vaskularizaci a vytvoreni homogenni trojrozmérné tkarové
struktury. Propojenost je nutnd i z hlediska vyzivovani tkdné a odvadéni odpadnich

latek [16], [17].

Cirkulaci zivin a odvod odpadnich latek lze dale podpofit zvlastni Gpravou
scaffoldu. Touto Upravou je kupfikladu takzvand prevaskularizace scaffoldu.
Napfiklad lze uvést konstrukty obsahujici progenitorové bunky a endotelidlni
bunky. Tyto bunky pak podpofi tvorbu cév ve scaffoldu, ¢imz se zlepsi pravé
hospodafeni se Zivinami a odpadnimi latkami. Tato metoda se vyuziva primarné
pro svalové implantaty. Je vSak nevhodnd pro nahrazovani tkané, kterd pfirozené
neobsahuje cévy. Taktéz Ize vyuzit dodani rlistového faktoru do scaffoldu, to vsak

s sebou nese jista rizika [16].

Obecné by objem péri scaffoldu mél byt alespon 75 % z objemu scaffoldu,
aby bylo bunkdm umozZnéno spravné vristani do materidlu. Péry dosahujici
az na povrch, zvétsSuji plochu povrchu scaffoldu, ¢imz umoznuji tkanise Iépe
se scaffoldem propojit. Toto propojeni tkdné se scaffoldem je pak klicové
pro dlouhodobou pfitomnost scaffoldu vtéle. Porozita nicméné ovliviuje
i mechanické vlastnosti, takze je pfi navrhu vhodné pérovitosti nutné pfihlédnout

i k tomuto faktoru [10],[11], [16].

Pérovita struktura by méla byt idedlné nahodila, aby tak umoznila tkani rlst
pro ni videalnim sméru. Tato vlastnost je obzvldsté podstatnd, pokud je scaffold

v téle pouze dolasné [16].

Mechanické viastnosti

Obecné se o mechanickych vlastnostech scaffoldl da fici, Ze by se mély
co nejvice blizit vlastnostem tkané, kterou nahrazuji. Timto zplsobem
by byla zajisténa jak dostate¢na mechanickd podpora poskozeného mista,
aleitéméf zdravé namahani okolni tkdné. Pfi nedodrZeni téchto pozadavki

v pfipadé kostni tkdné se da mluvit otakzvaném ,stress-shielding” efektu,
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ktery mUzZe u kosti vlivem nedostateného namahani zplsobit nevhodny pribéh

remodelace, vedouci az k jejimu oslabeni [18], [19].

Pro priklad u kostni tkdné byva bézné napéti v tlaku okolo 4 MPa, u Slach a vazt
se da mluvitio hodnotdch az dvacetkrat vyssich. V pfipadé kycelniho kloubu
se jedna o zatiZzeni az desetindsobkem télesné hmotnosti, tomu odpovidd i napéti
v daném misté. Pravé kvlli takto znac¢né odlisSnému namdahani, se pak pouzivaji
i rGizné scaffoldy. Dllezité je i spravné rozloZeni zatiZzeni a jeho prenos do okolni

tkané [18].

Co se mechanickych vlastnosti tkané tyka, lisSi se v nékterych pfipadech
i v zavislosti na sméru. Napfiklad kortikdIni kost v podélném sméru ma pevnost
v tahu zhruba 80 MPa az 190 MPa (v zavislosti na véku, pohlavi, kosti a dalsich
faktorech), zatimco v pfiécném sméru pouze zhruba 50 MPa. | tomu by mél

v idedlnim pfipadé scaffold odpovidat [18], [20].

V ptipadé kosti je pak nutno pfihlédnout i k typu kostni tkdné. KortikdIni kost
ma pevnost v tlaku zhruba 100 MPa az 200 MPa a Younglv modul v rozmezi 15 GPa
az 20 GPa. Na rozdil od spongidézni kosti, u které se pevnost v tlaku pohybuje

v intervalu 2 MPa az 20 MPa a Younglv modul dosahuje pouze 0,1 GPa az 2 GPa[18].

Podstatna je i schopnost materialu co nejlépe pfilnout ke kosti pacienta, pouze
tak Ize totiz dosdhnout uspokojivych vysledkt rdstu nové kosti. Pfi nedostacujici
pfizplisobivosti tvaru scaffoldu totiz nemusi dojit ke vhodnému sriistu obou &asti
kosti. Proto by takovéto materidly mély byt dostatecné tvarné a zaroven by nemély
byt pfilis kfehké. Diky témto vlastnostemm by mély byt scaffoldy schopny
se nepravidelnym tvardm kosti pfimo pfi implantaci pfizptsobit a dosdhnout
takidealniho rozhrani s kosti. Materidl by mél bytsnadno tvarovatelny,
aby byl Iékaf schopen ho pfizplsobit. Zaroveni by mél materidl byt i dostatecné
odolny, aby vyhovoval namahani vyvijenému pfi jeho implantaci do tkané a nebyl

timto pfipadnym tlakem poskozen natolik, aby nemohl byt pouZit [10], [11].

Co se dalSich mechanickych vlastnosti tyce, scaffoldy musi byt dostatecné
odolné, aby podpof¥ily okolni tkané a zabranily tak prolapsu. Ten by mohl nastat
nedlouho po implantaci scaffoldu do pacienta. Tuto pevnost by si i pfes pfipadné
degradadni procesy mél materidl zachovat dostatecné dlouho na to, aby tkanim
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poskytl mechanickou podporu, a tak zabranil pfipadnému prolapsu, dokud nebude

nové vznikla tkan dostateéné vyvinuta [11].

Tento pozadavek mulze vsak byt pomérné problematicky vzhledem krizné
rychlosti hojeni u riznych jedinct a i vzhledem kfaktu, Ze nelze dopfedu
jednoznacné urcit optimalni rychlost degradace pro daného jedince.
Dalsi komplikaci pak mlze byt i odlisna rychlost degradace v simulovaném télnim

prostiediin vitro oproti degradaci in vivo [12].

4.3.2. MATERIALY PRO PRIPRAVU SCAFFOLDU

Na zdkladé vySe zminénych vlastnosti jsou vyuzivany materialy,
které se tomuto idedlu co nejvice blizi. Tyto materidly lze rozdélit do nékolika

skupin [21].

Prvni skupinou je takzvana biodegradovatelnd keramika. Do této skupiny
Ize zafadit keramiku na bazi kalcium fosfatl jako hydroxyapatit, fosfore¢nan
vapenaty, hydrogenfosfore¢nan vapenaty, siran vapenaty, biokeramiku
na bazisilikatu, rGzné kompozitni materidly zaloZzené na bioaktivni keramice.
Biokeramika je stejné jako vSechny tyto materidly biokompatibilni, jedna se vsak
o materiadly relativné kiehké. Vyhodou muzZe byt i presné chemické slozeni.
DalSi vyhodna vlastnost jeivysoka korozni odolnost a télnimi procesy fizena
degradace. Zastupce scaffoldd vyrobenych ztohoto materidlu je vyobrazen

na Obrazku 4 [21].

Dalsi skupinou jsou kovové materidly schopné biodegradace. Mezi
tyto materidly se fadi pfedevsim ty obsahujici hot¢ik, Zelezo a zinek a jejich slitiny.
Vyznacuji dobrou biokompatibilitou, a to i na bunécné fazi azdaroven ijistou
biodegrabilitou. Scaffold vyrobeny z biodegradovatelného kovu je zobrazen

na Obrazku 4 [21].

Zajimavou skupinou jsou takzvana bioaktivni skla. Do této skupiny se fadi rizné
materidly na oxidické bazi. Konkrétné se jedna kupfikladu o oxid kfemicity,

oxid vapenaty ¢&i oxid fosforeény [21].

Dalsi skupinou jsou syntetické biodegradovatelné polymery. Zde jsou zafazeny

napfiklad PCL (polykaprolakton), PLA (kyselina polymlé&nd), PDS (polydioxanon),
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PHB (polyhydroxybutyrat), nebo PGA (polyglykolid). Matridly ztéto skupiny
byly navrzeny tak, aby byly biokompatibilni a aby ani produkty jejich degradace
nebyly nijak skodlivé pro okolni tkan [21].

Zvlastni skupinou jsou pfirodni biodegradovatelné polymery
nebo polysacharidy, coz jsou materidly vyskytujici se vZzZivych organizmech.
Do této skupiny se fadi kolagen (viz Obrazek 4), chitosan (vnéjsi skelet korysu),
fibrin a pfirodni hedvabi (vymésky housenky bource morusového). Tyto materialy
se vyznacuji predevSim biodegradabilitou, biokompatibilitou a bioaktivitou.
Nicméné maji pomeérné Spatné mechanické vlastnosti, vysokou rozpustnost
ve vodé nebo nebezpedi spojené s moznou denaturaci pfi procesu jejich vyroby

[21].

Ktvorbé funkénich scaffoldd se dnes vsak hojné vyuZivaji i nejrliznéjsi

kombinace téchto materiala s cilem zajistit co nejlepsi kombinaci vlastnosti [7].

V pfipadé této prace se budeme ddle zaobirat scaffoldy tvorenymi kolagenem.

5mm Y 5mm
P— iy

OBRAZEK 4 Vlevo nahofe keramicky scaffold, vpravo nahofe scaffold
z biodegradovatelného kovu a dole kolagenni scaffold (zdroj: upraveno z [22], [23])

23



4.4. KOLAGEN

Kolagen je pfirozené se v téle vyskytujici bilkovina. Jedna se v zasadé o zaklad
pojivovych tkani. Vyskytuje se pfirozené napfiklad v k(zi, Slachach, vazech
nebo kostech. Doposud bylo identifikovano asi dvacet osm kolagenovych typd,
ato nazdkladé obsahu riznych aminokyselin vjeho molekule a rGzného

usporadani jeho struktury [24], [25], [26].

4.41. VNITRNI STRUKTURA

Kolagen typu | je z hlediska uspofadani aminokyselin charakterizovan tfemi
paralelnimi polypeptidovymi vldkny, kterd tvofi spolecné troj-Sroubovici.
Prolin umoziuje a-fetézci zaujmout konfiguraci levotocivé spiraly, kde na kazdou
otacku pfipadaji tfi aminokyselinové zbytky. Jednotlivd polypeptidova vlakna
jsou pak vzajemné pospojovdana pomoci vodikovych miustkld. Toto uspofadani
nicméné vyzaduje, aby kazdy tfeti aminokyselinovy zbytek byl glycin (Gly),
jehoz velikost umoznuje tésné uspofadani spirdly. Protolze jednotliva
polypeptidova vldkna popsat pomoci opakujici se jednotky tripeptidd ve tvaru
Gly — X-Y,kde X aY jsou jakékoli aminokyseliny (nej¢astéji prolin a hydroxyprolin).

Tato charakteristika se vyskytuje u viech typl kolagenu [24], [25], [26].

DalSim charakteristickym znakem je pfi¢né pruhovani fibril pozorovatelné
pod elektronovym mikroskopem. Toto pruhovédni je zplsobeno rozlicnym
usporadanim c¢asti obsahujicich aminokyseliny s riznou molekuldrni hmotnosti.
Céasti obsahujici aminokyseliny s nizkou molarni hmotnosti jsou pomérné
orientované. Na druhou stranu Useky obsahujici aminokyseliny svysokou

molekuldrni hmotnosti nemaji pfilis uspofadanou strukturu [26].

4.4.2. FYZIKALNE CHEMICKE VLASTNOSTI KOLAGENU

Kolagen ma obecné polyelektrolyticky charakter. To znamena, zZe iontové
reakce kolagenu jsou zdavislé na pH okolniho prostfedi. NAboj molekuly kolagenu
se tedy méni v zavislosti na pH okoli. V kyselejSim prostfedi ma molekula kladny

naboj, zatimco v zasaditém prostiedi je ndboj molekuly zdporny [26].

Kolagen tadici se k pfechodnym koloidnim soustavdm je schopen bobtnani

pfi ponofeni do vody. Tento proces spocdivd vnavazani a proniknuti vody

24



do struktury kolagenu. Dochéazi tak ke zméné objemu, délky i pruznosti vliaken.
Pfi procesu bobtnani dochdzi zaroven v nékterych pfipadech knarusovani
vodikovych mistkd, nebo dokonce k rozpousténi kolagenu. Latkdm zpUsobujicim
tento proces se fikd lyotropni cinidla. Nicméné dilezitym disledkem bobtnani
je vyssi obsah vody v kolagenu. Tato voda se rozliSuje na vodu bobtnaci, kterou
Ize ze struktury vypudit mechanickym plsobenim, anavodu hydratadni,

jenz je mozno ze struktury odstranit pouze susenim [26].

Tim se dostdvame k hydrataci kolagenu. Asi 10-20 % hmotnosti kolagenu
by méla tvofit voda, aby byly udrZzeny pozZadované fyzikdlni vlastnosti.
Plnou hydrataci kolagenu je totiZz umozZnéna vétsi pohyblivost v peptidovych
fetézcich polyfibril. Voda je v hydratovaném kolagenu vazana na dva druhy skupin,
a to polarni skupiny v nékterych aminokyselinovych zbytcich a na dusik s kyslikem,
které jsou pfitomné v peptidickych vazbach [26]. Tyto vlastnosti byly ovéfeny
v studii Suchého a kol., ve které byly porovnavany mechanické vlastnosti suchych
a hydratovanych scaffoldi. Z této studie pak vyplynulo, Zze suché scaffoldy maji

diametralné odlisné mechanické vlastnosti oproti hydratovanym scaffoldim [27].

Dalsi vlastnosti kolagenu je jeho hydrotermdlni nestabilita. Pfi prekroceni
takzvané teploty smrsténi, kdy dochazi ke zkraceni kolagennich vidken zhruba
o tfetinu jejich délky, totiz zacind dochazet k denaturaci kolagenu. Teplota,
pfi které dochéazi k denaturaci, se u rizné zpevnénych molekul kolagenu mize
znadné lisit [26].

Denaturace kolagenu spodiva ve Stépeni intermolekuldrnich pfi¢nych vazeb
a intramolekularnich vazeb. K denaturaci pak dochéazi za plisobeni vyssi teploty
pfipadné vlivem nékterych chemikdlii, pficemz produktem tohoto procesu
je zelatina. Kolagen takto ztrdci nékteré vlastnosti, ale pfi delSim odstaveni

s v

kolagenu do prostoru o nizsi teploté dochéazi k ¢asteé¢né renaturaci [26].
Degradace kolagenu

Zasadni vlastnosti z hlediska vyuziti kolagenu pro tkanové inzenyrstvi
na vyrobu scaffold( je degradace. Degradace by se dala rozdélit na hydrolytickou

degradaci, enzymatickou degradaci a oxidacni Stépeni. V pfipadé hydrolytické
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degradace dochazi khydrolyze pficnych kovalentnich vazeb, esterovych
a peptidickych vazeb. Pfi enzymatické degradaci zase nastava stépeni prfevazné
peptidovych vazeb. Zatimco kenzymatické degradaci dochdzi za plsobeni

takzvanych kolagenaz, tedy proteaz rozkladajicich kolagen [26].

Degradacni procesy kolagenu zavisi i na dalsSich faktorech. Na rychlost
degradace ma vliv predeviim teplota a pH. Enzymatickou degradaci ovliviiuje

pfedevsim teplota, kdy za vyssi teploty dochazi krozpadu sekundarni, nikoli

primarni struktury kolagenu [26].

4.4.3.1ZOLACE KOLAGENU
Kolagen byva bézné pro uclely vyzkumné a I|ékarské, ale i pro pouziti
v potravinarstvi ziskavan izolaci z tkani. Pfevazné se izoluje z rlznych tkani zvirat,
zejména z kUzi. Lze vSak vyuzit i zbytky tkani po operacich na lidech, pfipadné
cilenych odbérl tkdané pacienta za uclelem provedeni autologni transplantace.
Existuje celd fada postupu, jak kolagen ztkané izolovat. Nékteré postupy jsou

pomérné zdlouhavé az v fadu dni [28].

Izolaci kolagenu si mizeme ilustrovat na pfikladu postupu popsaném ve studii
C. A. Pacaka a kol. (An Improved Method for the Preparation of Type | Collagen From
Skin) [28].

V prvni fazi je vzorek ocistén od vsech vlast, chlupd, pojivové tkané a tukd,

je oplachnut v dH,0 (4 °C) a nasledné& rozdélen na dilky o rozmérech 1x1 cm.

V dalsi fazi je tfeba zbavit se nekolagennich rozpustnych latek v tkani.
Na 5 g vzorku se odméfi 30 ml octanu sodného (0,5 M; 4 °C). Vtomto roztoku
je materidl michdn po dobu 1 minuty rychlosti asi 6 m-s'. Po této procedure
je z nddobky odstranéna tekutd ¢ast. Cely proces je opakovan sedmkrat. Na zavér
je hmota opét proplachnuta vdH,0 (4 °C) pro odstranéni zbytkového octanu

sodného.

Posledni faze je samotna extrakce kolagenu. Materiadl je dvakrat promyt
v citrdtu sodném (2 ml-g"'; 0,075 M) po dobu jedné minuty rychlosti 6 m-s™.
Po proplachnuti se pfida novy citrat sodny o stejné koncentraci a provede se Sest

homogenizaénich cykld bez nutnosti ménit roztok mezi cykly (1 min; 6 m-s™).
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Roztok citratu sodného je pfemistén do sbérné trubice a nasleduje jesté jeden
cyklus, i po tomto cyklu je roztok prfemistén do sbérné trubice. Tento roztok
je ndsledné odstifedovan, ¢imz je kolagen oddélen od ostatnich sloZzek (3200 x g;

10 min + 30 min).

4.4.4. POUZITI KOLAGENU

Kolagen je hojné vyuzivan v Iékarské praxi, a to zejména kvili jeho vhodnym
vlastnostem, a to predevSim biokompatibilité a resorbovatelnosti.
Diky své struktufe je také relativné snadné ho izolovat a dosahnout jeho vysoké
Cistoty. Je vhodnym nosi¢em léciv, ale na druhou stranu jsou tyto materidly na bazi
kolagenu velmi nachylné kenzymatické degradaci. | presto se vsak jedna

o potencialné vyznamny prostiedek medikace [26].

Co se konkrétnich pfikladl vyuziti tykd, lze uvést Sici vldkna dnes jiz bézné
pouzivand v chirurgii. DalSim uspofadanim kolagenu vyuzitelnym v mediciné
jsou nahodile uspofddana vlakna, sjejichz pomoci lze zastavovat krvaceni
(kryty ran), opravovat poskozené cévy, pfipadné nahrazovat ¢ast pokozky.
| tyto metody IéCby se dnes vyuzivaji. Kolagen by taktéz Slo vyuzit v komplexnéjsi
struktufre jakozto organovy implantat, tedy scaffold. Uvazuje se i o vyuziti kolagenu
spolu s klasickymi implantaty a tim docileni lepSich vlastnosti vysledné protézy.
Avsak tyto metody IéCby jsou dnes stdle pfredmétem vyzkumu a Uvah, pfipadné

spise vyjimkou v béZnych postupech medikace [26].

4.5. VYSETROVANI DEGRADACE

4.5.1. VYZNAM POPISU DEGRADACE

Jak jiz bylo zminéno dfive, degradace je jeden zfaktorl vyznamné ovliviujici
vhodnost materidlu pro Gcely tkanového inzenyrstvi. A to jak z hlediska rychlosti
degradace a tim spojenou zménou mechanickych vlastnosti, tak zhlediska
chemického, pfedevsim vzhledem k odpadnim produktim degradace. Z tohoto
dlvodu je tfeba pfed nasazenim potencidlné vhodného materialu provést fadu

testl hodnoticich tyto faktory [12].
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45.2. DEGRADACNI PROSTREDI

Existuje mnoho zplsobl jak zkoumat degradaci materidld urdenych
pro lékarstvi. Nejpfesnéjsi degradacni prostredi z hlediska napodobeni podminek
v lidském téle je samoziejmé télo samotné, nez vsak mize byt takovy material

vloZen do nékterého pacienta, musi probéhnout fada jinych testu.

Z ,nelidskych” prostfedi se tomu lidskému blizi nejvice prostfedi zvifeciho téla,
takové testy jsou vsak z etickych a finanénich dtGvodl vyuZivany az po provedeni
fady testl in vitro. Existuje pak celd fada rdznych simulaénich kapalin, jenz
se k témto ucelldm vyuzivaji. Cilem téchto kapalin je napodobeni podminek v téle,

nékteré pak napodobuji kupfikladu krevni plazmu.

Mezi takovéto kapaliny se fadi PBS (fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok),
HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)), MEM (Modified Eagle Medium),
SBF (Simulated Body Fuid). Tyto kapaliny jsou zaloZeny primarné na bdazi obsahu
rdznych iontd, jenz se vyskytuji kupfikladu v krevni plazmé. Takto je napodobeno

z hlediska obsahu iont téIni prostiedi [29].

Vyuzivaji se i simulaéni média na bazi enzymua. Mezi takovato média se radi
rizné proteindzy a kolagendazy. Mezi takovato média patii i kolagenaza pouzita
k simulaci télniho prostredi v této praci. Kolagenazu lze v rlznych koncentracich
rozpoustét vcelé fadé roztokd, napfiklad v PBS. Kolagendza jako enzym
se vyskytuje pfirozené v lidském téle a jeho ucelem je rozkladani kolagenu. Je tak
soucasti i kupfikladu procesu remodelace kosti. Kolagendza muze
byt produkovdna kupfikladu fibroblasty (vazivové buiiky) & osteoklasty

(kostni buriky) [30].

4.5.3. ENZYMATICKA DEGRADACE

Enzymatickd degradace je degradacdni proces probihajici v prostiedi,
jenz obsahuje rGizné enzymy, jakymi jsou napfiklad kolagenaza, elastaza, trypsin,
lysozym a dalsi. Enzymy jsou latky na bazi bilkovin bézné se vyskytujici v téle.
Tyto l1atky pak v zadsadé fidi chemické reakce v téle, jedna se totiz o katalyzatory

téchto reakci. Proteazy, esterdzy, glykosidazy a fosfatdzy jsou pak schopny

katalyzovat hydrolitické reakce, které vedou k degradaci nékterych scaffoldd.
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Tato skutec¢nost mliZze zapficinit znac¢né odliSnosti v postupu degradace v rlznych

enzymatickych prostiedich nebo v prostiedich o rizném obsahu enzyma [13].

Obecné enzymatickd degradace probihd v nékolika fazich. Nejprve enzym
difunduje do materidlu, nasledné se vaze na materidl. Nasleduje samotna
hydrolytickd reakce a posledni fazi je odvod produktl reakce z mista reakce.
Rychlost a rozsah vysledné degradace je ovlivnén prlibéhem téchto jednotlivych
krokl. Rychlost reakce zavisi na mnoha faktorech, jakymi jsou napfiklad teplota,
pH, koncentrace enzymu, alei vliv pfipadnych chemickych modifikaci
rozklddaného materidlu (zesitovani materidlu, absorpce proteind a chemické
modifikace samotného materialu). Nicméné materidly, jez degraduji primarné
enzymaticky, by mély byt zhlediska tkanového inZenyrstvi velmi vyhodné.
Ato primarné proto, Zevzasadé degraduje vodezvé nabunélnou aktivitu,
a tim padem ne v zavislosti na ¢ase, ale v zavislosti na fazi hojeni. Timto zplisobem
by mohl byt eliminovan problém potieby riizné rychlosti degradace v zavislosti

na rychlosti hojeni jednotlivych pacientt [13], [31].

4.5.4. METODY POPISU DEGRADACE

Obecné lze fict, Zze v pfipadé vyzkumu degradace se sleduji parametry
jako hmotnostni uUbytky, mnozstvi absorbované vody, molekularni hmotnost
(gelovd permeaéni chromatografie, viskozimetrie), krystalinita (DSC-diferenéni
skenovaci kalorimetrie, WAXD-Sirokouhld rentgenovd difrakce), morfologie
materidlu (svételnd mikroskopie, SEM-rastrovaci elektronovd mikroskopie,
AFM- mikroskopie atomarnich sil), mechanické vlastnosti (tlakové zkousky, tahové
zkousky) a v neposlednifadé produkty degradace (HPLC-vysokovykonna kapalinna
chromatografie, UV spektrofotometrie, NMR-nukledrni magnetickd rezonance,

MS - hmotnostni spektroskopie) [13].

Konkrétni metodika vyzkumu degradace kolagenu znacné zavisi nejen
na zjistovanych vlastnostech, ale i na dalSich faktorech. Napfiklad
na pozadovaném tvaru zkoumaného materidlu, tedy zda se zkouma kupfikladu
degradaci membrany. Do jisté miry zavisi metodika i na odekavanych vysledcich.
Pokud cekdme rychlou degradaci, bude kultivaéni ¢&as kratsi, pfipadné

pro sledovani nékterych jevl neni zapotiebi dlouhodobé&jsi kultivace.
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Kupfikladu pro vyhodnoceni poZzadovanych parametrl kolagenové membrany
vyuZili Lee a kol. vzhledem k charakteru materidlu pro zjistovani mechanickych
vlastnosti tahovou zkousku a pro vyhodnoceni struktury analyzu pomoci

rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) [32].

Na druhou stranu Arpornmaeklong a kol. pouzili k zjiStovani mechanickych
vlastnosti tlakové zkousky, jelikoz se jednalo o vyzkum trojrozmérnych
kolagennich struktur. A stejné jako v pfedchozim pfipadé byla struktura materialu

vyhodnocovdna pomoci SEM. Mimo jiné pak byla provedena i zkouska bobtnani
[33].

Zcela jiny zplsob zkoumani degradace vyuzili Huang a Yannas. Mechanické
vlastnosti v pfipadé této studie byly vyvhodnocovany pomoci zkousky spocivajici
v natazeni kolagenniho vlakna na urcité prodlouzeni a nasledné méreni odporu,
ktery proti tomuto natazeni vyviji. AvSak tento postup je do znaéné miry ovlivnén

7y

stafim tohoto experimentu (1977) [34].
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1. MATERIALY VZORKU A JEJICH VYROBA

5.1.1. POSTUP VYROBY VZORKU0

Kolagenové scaffoldy pouzité pro tento experiment byly vyrobeny z kolagenu
I.typu (VUP Medical, Brno, zdroj teleci kizZe). Dodané kolagenové platy
byly rozstfihany na mensi kousky a ndsledné vlozeny do deionizované vody.
Ve vodé doslo k nabobtnani a rozvolnéni kolagenu pfi pokojové teploté (cca 20 °C).
Vznikld disperze (4 % hmot. kolagenu) byla déle homogenizovana
vysokootackovym homogenizdtorem (10 000 ot/min; 10 min.). Né&sledné&
je disperze ponechdna zhruba hodinu v klidu pfi pokojové teploté. Tato disperze
byla naddvkovana do valcovych forem s primérem 12 mm (48-jamkovy kultivaéni
plast, CELLSTAR, Cat.-No. 677 180, Greiner Bio-One GmbH, Rakousko). Takovyto
kultivadni plast je zobrazen na Obrazku 5.V dalsSi fazi disperze v kultiva¢nim plastu
prosla procesem lyofilizace, ¢imz bylo dosazeno opétovného pfechodu disperze
do tuhého skupenstvi a taktéz byla timto postupem vytvofena pdrovita struktura
vzorku. Lyofilizace sestdvala z ochlazeni na - 80 °C (suchy led, 3 hod.) a ndsledného

susSeni provedeném na pfistroji BenchTop Pro 8Z, VirTis, USA.

ProtozZe pfi rozpousténi kolagenu doslo k rozvolnéni vazeb, je nutné scaffoldy
opét zesitovat a tak zvysit stabilitu kolagenu. Ktomuto Gc&elu byly jednotlivé
scaffoldy ponofeny do smési 95 % hmot.lihu (Penta, CR), EDC
(N- (3- dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridu) a NHS (N-
hydroxysukcinimidu) (Sigma-Aldrich, USA). Smés obsahovala na 1 g kolagenu
142 ml lihu, 0,625 g EDC a 0,156 g NHS. Vzorky v sitovacim médiu jsou zobrazeny
na Obrazku 5. Po zesitovani nasleduje dvakrdt promyti 0,1 M hydrogen
fosfore¢nanem disodnym (Penta, CR) (alespori 45 minut) a promyti v destilované
vodé (30 minut). Vzorky jsou ndasledné zamraZeny na -30 °C aopétovné

lyofilizovany.

Poslednim krokem pfipravy vzorkl pak bylo nafezani na rozméry potrebné
pro mechanické zkousky (primér 11 mm, vy$ka 13 mm) a stanoveni hmotnostnich

abytkd (prdmér 11mm, vyska 5 mm) a ndsledné jejich sterilizace.
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Sterilizace byla zafazena z dlvodu zamysleného pouziti tohoto materidlu
jakozto zdravotnického prostfedku. Proto byla provedena sterilizace tak,
jak by byla provedena pfi redlném vyuziti scaffoldl jakoZto |ékafského materialu.

Sterilizace byla provedena gama zarenim pfi standardni ddvce 25 kGy (Bioster, CR).

OBRAZEK 5 Vlevo kultivaéni plast s nadavkovanou disperzi kolagenu, vpravo
snimek vzork( v sitovacim médiu

5.2. PRUBEH EXPERIMENTU

5.2.1. IN VIVO

In vivo kontrolni vzorky byly implantovany do peritonea pokusného zvifete.
V tomto pfipadé se jednalo o prase (Sus scrofa domesticus, 25 kg, schvaleni
ID MSMT-33799/2021-4). Vzorky byly umistény do trubiek vytvofenych z kylni
sitky, kterd byla do tohoto tvaru sesita pomoci chirurgické nité. V kazdém takovém
valecku bylo umisténo pét vzorki kolagennich scaffoldll. Tyto vzorky byly zaroven
navledeny na chirurgickou nit. Tato opatfeni byla provedena za Gc¢elem zajisténi
dostate¢ného pfrichyceni vzorkd na stanoveném misté azamezeni jejich
pfipadného poskozeni Ci ztraty. Valeek se vzorky pfipraveny k implantaci je pak

zobrazen na Obrazku 6.

Pfed implantaci do pokusnych zvifat, kterd byla provedena u vsech subjektt

v jeden den, byly vzorky hydratovany v FYZ.

Do kazdého prasete pak byly umistény dva takovéto valecky, tak aby se kazdy
nachdzel na jednom boku subjektu. Pfi tvorbé a umistovani vaéaleckt
bylo dodrzovéano to, Ze v kazdém valecku bylo pét vzorkl bud na mechanické testy,

nebo pét na hmotnostni ubytky, aby nedoslo k jejich zaméné. K vylouceni vlivu
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jednotlivych subjektd pak byla do kazdého pokusného zvifete umisténa jedna

skupina uréena k mechanickym zkouskdm a jedna uréend na hmotnostni dbytky.

Po explantaci byly tyto vzorky ocistény od vesSkerych tkani. Vzorky
byly nasledné vloZzeny do fyziologického roztoku a vtéto podobé co nejrychleji
transportovany napracovisté, kde doslo kco nejrychlejSimu zahdjeni

mechanickych testl. Vzorky pro stanoveni hmotnostnich tGbytkl a souvisejici

analyzy byly zamrazeny na -80 °C a pfed samotnym hodnocenim lyofilizovany.

OBRAZEK 6 Vlevo véletek s péti vzorky tésné pred implantaci do pokusného
zvitete, vpravo snimek z implantace vzorku do peritonea pokusného subjektu (na
snimku je jiz jeden z dvojice vale¢kl umistén a pfisit k vnitini strané peritonea)

5.2.2. IN VITRO

V pfipadé in vitro kultivovanych vzorkd, byly tyto vzorky vioZzeny do nddobek
s médiem a Kkultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 21, 14, 7 a 1 dne.
Zvlast byly umistény vzorky uréené pro zjistovani hmotnostnich Gbytkd.
Tato opatieni méla zajistit spravné pfifazeni hmotnosti prfed kultivaci

ke sprdvnému vzorku. Doba ani podminky kultivace se jinak nelisSily.

V tomto pfipadé byla kultivaénim médiem kolagendza rozpusténa v PBS,

s v

Vs

0,0125 U/ml a nejvyssi koncentrace 0,025 U/ml. Tyto konkrétni koncentrace byly
vybrany na zdakladé predpoklddanych koncentraci kolagenazy v okoli
implantovanych scaffoldl vlivem ¢innosti bunék. Kultivaéni médium bylo zaroven
v pribé&hu kultivace obmériovdno (kompletni vyména média kazdy tfeti den)
s cilem udrzet relativné stabilni koncentraci aktivnich latek v médiu, protoze tyto

latky se s asem spotiebovavaji pravé na rozklad kolagenu.
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OBRAZEK 7 Snimek kultivaénich nadob se viemi koncentracemi kolagenézy
uréené ke kultivaci po dobu sedmi dnl (horni mensi nddobky naplnény vzorky
uréenymi pro testy hmotnostnich Gbytkd - navieceny na vlasec)

5.3. ZNACENI A POCTY VZORKU

Pro prehlednost bylo uréeno oznacovani jednotlivych vzorkl a skupin vzorkd.
Byly pouzity tfi koncentrace kolagenazy, ty byly vzdvislosti na koncentraci
a KMAX pro nejvyssi koncentraci kolagendzy. Vzorky kultivované in vivo jsou
oznacovany jako IN VIVO. V pfipadé pouze hydratovaného stavu (vychozi stav
pro mechanické zkou3ky) nebyla vyuZita kolagendza, ale samotné PBS

za pfedpokladu, Ze vliv kolagendzy béhem hydratace (20 minut) je zanedbatelny.

Vzorky byly kultivovdny po riiznou dobu, to je ve znaceni vzorkd zohlednéno
pomoci prvni Cislice. Nula znaci hydratovany stav, tedy vzorky hydratované pouze
hodinu. 1, 7, 14 a 21 pak oznacduji poclet dni, po ktery byly vzorky kultivovany.
Viz Tabulka 1.
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Druhd pofadova C(cislice pak charakterizuje konkrétni vzorek, tedy jeho

pofadové Cislo v ramci dané testovaci skupiny.

Odliseny jsou i vzorky, jez byly testovdny na hmotnostni ubytky. Vzorky
testované na hmotnostni ubytky maji ve svém oznaceni kromé uz zminénych sad
znakl jesté (M). Vzorky uréené na FTIR analyzu vyhodnocovani oblasti 1660 cm™

jsou oznaceny (1660) a ty uréené na porovnani oblasti 1660 cm™ a 1690 cm ' jsou

oznaceny (1660/90).

TABULKA 1 Priklady oznacovéani jednotlivych vzork{

5. vzorek v kolagenaze s maximalni kloncentram, kultivovany po KMAX 7 5
dobu 7 dni - -
8. vzorek v kolagenaze s stiedni k(I)rjcentrau, kultivovany 21 dni, KMID_21_8(M)
hmotnostni Ubytky
Vzorek v kolagendze s minimalni koncentraci, kultivovany 1 den KMIN_ 1 1
5. vzorek v PBS, hydratovany stav PBS 0 5

Celkové bylo pro uUcely této prace pouzito 136 vzorkl na vyhodnoceni
mechanickych vlastnosti a 108 vzorkd na vyhodnoceni hmotnostnich Gbytk(
(tyto vzorky byly taktéZz vyuzZity pro SEM, FTIR). Konkrétni pocty vzorkd

v jednotlivych skupinach jsou uvedeny v Tabulce 2.

TABULKA 2 Pocty vzork( ve skupinach

. . Pocet . . Pocet . . Pocet

Nazev skupiny vzorki Nazev skupiny vzorki Nazev skupiny vzorki
KMIN_1 7 KMID_1 7 KMAX_1 7
KMIN_7 9 KMID_7 9 KMAX_7 8
KMIN_14 9 KMID_14 9 KMAX_14 9
KMIN_21 9 KMID_21 9 KMAX_21 9
INVIVO_7 7 IN VIVO_14 10 INVIVO_21 9
PBS_0 9 KMIN_1(M) 7 KMID_1(M) 5
KMAX_1(M) 6 KMIN_7(M) 7 KMID_7(M) 7
KMAX_7(M) 6 KMIN_14(M) 6 KMID_14(M) 7
KMAX_14(M) 7 KMIN_21(M) 7 KMID_21(M) 6
KMAX_21(M) 7 IN VIVO_7(M) 11 IN VIVO_14(M) 11
IN VIVO_21(M) 8 ORIG(1660) 10 KMIN(1660) 10
KMID(1660) 10 KMAX(1660) 10 IN VIVO(1660) 10

ORIG(1660/90) 20 IN VIVO(1660/90) 20

5.4. MECHANICKE VLASTNOSTI

Pro uréovani mechanickych vlastnosti zkoumaného materidlu jsme vychazeli
znormy CSN 1SO 13314 sndzvem Mechanické zkouseni kovi - zkousSeni
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tvafitelnosti — Zkouska poréznich a pénovych kovil tlakem [35]. Zkousky byly

provedeny na zafizeni MS Mini Bionix, MTS, Minnesota, USA.

5.4.1. ZKUSEBNI VZOREK

V pfipadé tohoto typu zkousky byly vyuzity zkusebni vzorky valcového tvaru.
VSechny prostorové rozmeéry zkuSebniho vzorku pak musi byt alespon
desetindsobkem primérné velikosti péru. Minimalni vSak 10 mm. Pomér vysky

vzorku k charakteristickému rozméru prifezu, by se pak mél pohybovat v rozmezi
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OBRAZEK 8 Geometrické parametry zkugebniho vzorku dle normy CSN ISO 13314
1 az 2 [35].

5.4.2. PROVEDENI ZKOUSKY

ZkousSka se musi provadét v teplotnim rozmezi 10 °C az 35 °C. Rychlost posuvu
je taktéz blize specifikovdna. Rychlost musi byt konstantni a jeji velikost

na poc&atku zkoudky by se mé&la pohybovat mezi 1073 s 1a 1072 s~ 1 [35].

V prvnim kroku je tfeba urcit rozméry daného zkuSebniho vzorku s presnosti
alespon na 0,1 mm. U vzorku se méfi vyska i primér valce minimalné na tfech

riznych mistech. Z téchto Gdaju je uréena podateéni plocha prifezu vzorku [35].

Nasleduje odhad stabilni hladiny napéti oznacovana jako op. Diky tomuto

odhadu nasleduje uréeni polatku hystereze, ktery odpovida 70 % stabilni hladiny

napéti. UrCuje se taky bod zvratu, ktery odpovida 20 % stabilni hladiny napéti.
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Pfed vlastnim zatéZovdnim je potfeba urcit maximalni zatéznou silu, kterou

chceme vzorek zatéZovat [35].

Vzorek je dale umistén mezi desky zatéZovaciho stroje a to tak, aby se jeho osa
shodovala s osou horni desky stroje. Dalsim krokem je zatizeni vzorku nejprve
rostouci silou, nasledovanou poklesem, po kterém zatéznd sila roste
az do maximalni zatézné sily. Diky tomuto zatizeni lze na diagramu zavislosti

napéti na pomérném prodlouzeni pozorovat hysterezni smycku [35].

Typicky diagram zavislosti sily na ¢ase, tedy schéma zatéZovani je znazornén
na Obrazku 9. Vprvni c¢asti diagramu je patrny rist sily, nasleduje pokles,
tedy odlehdeni testovaného vzorku a dalSi narust sily az do poZzadované maximalni
urovné nasledované odlehéenim. Nejedna se o pfimkovy graf, protoze zatézovani
je vtomto pfipadé fizeno pomoci posuvu celisti, aby byla splnéna podminka
konstantni rychlosti deformace. Konkrétni priibéh je zobrazen na Obrazku 10.
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OBRAZEK 9 Typicky pribé&h zatéZovani charakterizovany zavislosti sila - ¢as
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OBRAZEK 10 Priibé&h zavislosti posuv - &as pfi zatéZovani tlakem
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5.4.3. VYHODNOCENI ZKOUSKY

Na zdkladé namérenych dat zavislosti posunu &elisti, e [mm], na sile, F [N],

vyhodnocujeme smluvni napéti v tlaku, o [MPa], pom&rné stlaéeni, € [-], stabiln{
hladinu napéti, oy [MPa], elasticky gradient, E, absorbovanou energii, W [El]
m

a ucinnost absorbovani energie, W, [%].

Diagram smluvni napéti - pomérné stlaceni

Prvnim krokem je pfevedeni zavislosti sily na posuvu na zdvislost smluvniho
napéti na pomérném stlaceni. Pfi¢emz na vodorovnou osu se vynasi zpravidla
pomérné stladeni a na osu svislou se vynasi smluvni napéti. Tento prevod
naméfenych datse provddi primarné proto, aby byly vysledky vzajemné

porovnatelné s ohledem na rozdilné rozméry jednotlivych vzorka [35].

Pomérné stlaceni odpovida podilu zmény vysky Celisti a vySky daného vzorku.
Zmeéna vysky Celisti je rovna rozdilu stladeni z plivodni vysky vzorku a plvodni
vysky vzorku, tedy Ae = h — hy.

Ae

=h—0[—] (1)

&

Smluvni napéti se stanovi jako podil plsobici sily a referenc¢ni, tedy pocatecni,
plochy prafezu vzorku ve sméru kolmém na plsobici silu, a to dle vztahu:
F
0 =— [MPa] (2)
So
Typicka kfivka smluvni napéti - pomérné stlaceni pro ndmitestované kolagenni
scaffoldy je zobrazena na Obrazku 11. Na obrazku silze vdimnout jiz dfive zminéné

hysterezni smycky v pravé ¢asti grafu.
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smluvni napéti [kPa]

Pomérné prodlouzeni [-]
OBRAZEK 11 Typicky graf z&vislosti smluvniho napéti na pomé&rném prodlouZeni
pro testované kolagenni vzorky (dle CSN I1SO 13314)

Stabilni hladina napéti

Dalsim parametrem urovanym touto zkousSkou je stabilni hladina napéti.
Uréise jako aritmeticky pramér naméfenych smluvnich napéti vintervalu
pomérného stladeni -0,2 az -0,3. Tato hodnota pak reprezentuje smluvni mez

pevnosti v tlaku daného materialu [35].
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OBRAZEK 12 Graf smluvniho napéti v zavislosti na pomé&rném prodlouzeni s
vyznacenym vyhodnoceni stabilni hladiny napéti
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Elasticky gradient

Elasticky gradient reprezentuje tuhost zdavislou na porozité vzorku.
Jeho hodnota se v3ak v priibéhu deformace méni, proto se nejednd o obecnou
materidlovou charakteristiku, jakou je kupfikladu Youngtv modul, ale veli¢inu
charakterizujici néjakou konkrétni konstalaci materidlu. Pravé zminénému
Youngovu modulu by asielasticky gradient bylo mozZno pfirovnat, protoze

vyjadfuje defacto schopnost materidlu se pruzné deformovat [35].

Elasticky gradient se urcuje pravé z hysterezni smycky zobrazené v detailu
na Obrazku 13. Vgrafu se vyznadi nejprve bod, ktery odpovida zacatku
odleh¢ovani, vObrazku 13 vyznalen jako bod P. Nasledné je nalezen bod
K odpovidajici vrcholu hysterezni smycky. Témito body je pak proloZzena pfimka,
jejiz rovnice odpovida tvaru y =a-x+b. Elasticky gradient je definovan

jako smérnice této pfimky, tedy odpovida hodnoté a [35].
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Pomérné prodlouzeni [-]

OBRAZEK 13 Hysterezni smy&ka a piimka pro uréeni elastického gradientu
(vzorek MEM_0_8)

UrcCeni absorbované energie

DalSim urdovanym parametrem je absorbovana energie. Tento parametr

byl vvhodnocovan vrozmezi od 0 do -0,5 pomérného stlaeni. Je definovan
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jako plocha pod kfivkou, respektive plocha omezena kfivkou zatézovani
smluvni napéti - pomérna deformace a vodorovnou osou. Plocha je vyznacena
na Obrazku 14. Obsah této oblasti jsme zjiStovali pomoci aproximace, a to tak
Zze byla celkova plocha nahrazena vzdy mezi dvéma sousednimi namérenymi
hodnotami lichobé&znikem. Vysledny obsah byl vypocten jako soucet téchto

lichobé&znikl. Obecné je vsak tato veli¢ina definovdna nasledujicim vztahem [35].
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Pomérné prodlouzeni [-]

OBRAZEK 14 Graf zavislosti smluvni napéti - pomérna deformace s vyznacenou
oblasti reprezentujici absorbovanou energii

Uc¢innost absorbovani energie
Poslednim urdovanym parametrem byla Gcinnost absorbovani energie.
Tato velic¢ina je definovdna jako pomér absorbované energie ku plose obdélniku

opsaného zavislosti napéti na pomérném prodlouzeni ve vyhodnocovaném

rozsahu. Reprezentace ucinnosti absorpce energie je vyznac¢eno na Obrazku 15.

Definovana je pak vztahem:

W
W, =
Omax " €50

[%] (4)

Tato veliCina reprezentuje schopnost materidlu absorbovat energii, respektive

jeho potencidl absorbovat energii.
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smluvni napéti [kPa]

Pomérné prodlouzeni [-]

OBRAZEK 15 Graf z&vislosti smluvni napéti - pomé&rna deformace s vyznacenymi
oblastmi reprezentujici G¢innost absorpce energie

5.4.4. VYRAZENA DATA

Nékteré vzorky musely byt vyfazeny z vyhodnoceni nékteré vlastnosti. Jednalo
se primarné o vyhodnoceni elastického gradientu. Vyfazeny byly vzorky, u nichz
se pravdépodobné nepodafilo spradvné prfedem odhadnout velikost stabilni
hladiny napéti, na jejimz zdkladé probiha tlakova zkouska. U takovych vzork( doslo
k posunu hysterezni smycky. Vyhodnoceny elasticky gradient ztakovéto
hysterezni smycky pak nemda dostate¢nou vypovidajici hodnotu ve srovnani
s korektné ziskanymi hodnotami elastického gradientu. Pfiklad vzorku, u kterého
k tomuto jevu doslo, je uveden na Obrazku 16.
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pribéh namahani secna hysterezni krivky
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OBRAZEK 16 Piiklad vzorku vyfazeného z vyhodnoceni elastického gradientu
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5.5. HMOTNOSTNI UBYTKY
Vyhodnocovany byly také hmotnostni Gbytky jednotlivych skupin scaffoldu

po vystaveni kultivacnim médiim. Hmotnostni uUbytky byly vyhodnocovany
u skupin kultivovanych 1, 7, 14 a 21 dni. Vzorky uréené na hmotnostni Ubytky byly
nejprve zvazeny (m,) a nasledné pro zachovani prfehledu o hmotnostech
jednotlivych vzorkl pred kultivaci navleceny na nit. Po ub&hnuti kultivaéniho ¢asu
byly vzorky vyjmuty z média, proplachnuty deionizovanou vodou a nasledné
lyofilizovany (zmrazZeni na - 30 °C, suseni 5 hodin). Po tomto procesu byly vzorky

opét zvazeny (m;) a vysledna hmotnostni ztrata byla vypoctena dle vztahu (5)[36].

moa—m
Am=—2 "t (5)

my

5.6. DALSI VYHODNOCOVANA DATA
SEM (rastrovaci elektronova mikroskopie)

Vzorky byly podrobeny taktéz SEM analyze za Gcelem zjisténi strukturalnich
rozdild vjednotlivych skupindch vzorkl. Na zakladé snimk( ze SEM se bude
vyhodnocovat vyraznd zmeéna struktury materidlu pfipadné usazeny material.
Jednd se ovéem pouze o optické vyhodnoceni obrazového materiald ziskaného

pomoci SEM.

Pro SEM analyzu byly pouZzity vzorky vystavené médiu po dobu 21 dni,abychom
tak mohli zhodnotit pozorovatelny vliv média. Vzorky byly prfed samotnou SEM

analyzou vysusSeny pomoci lyofilizace.

Pro SEM byly vzorky fezu jednotlivymi scaffoldy pokryty v atmosfére Ar vrstvou
Pt na naprasovadce Leica EM ACE600 (Specion s.r.o., CR). Vzhledem k vetsi
topografii nékterych fezl byla zvolena tloustka vrstvy Pt 15nm. SEM snimky byly
pofizeny v rezimu vysokého vakua na skenovacim elektronovém mikroskopu STEM
Apreo SLoVac (ThermoFisher Scientific, USA), zobrazeni na ETD detektoru
(Everhalt-Thorney detektor) v sekundarnich elektronech za pouZiti standard
use case, ve zvétSenich 100x — 10 000x. Nahledy celych fezl byly nasnimany
po &astech a néasledné zkompletovany v programu Maps 3.13. (ThermoFisher

Scientific, USA).
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Infracervena spektroskopie (FTIR)

Za Ucelem provedeni analyzy chemického sloZzeni kultivovanych vzorkd,
objasnéni toho, co se v téchto vzorcich v pribéhu kultivace usazuje, a k analyze
strukturalnich zmén probihajicich vkolagenu, byla provedena infraCervena

spektroskopie. Infraervend spektroskopie (FTIR) byla provedena na vzorcich

kultivovanych po dobu 21 dni za ucelem maximalizace efektu kultiva¢niho média.

InfraCervené spektrum bylo méfeno za pomoci spektrometru iS50
(Thermo Nicolet Instruments Co., Madison, WI, USA) v rozsahu 4000aZ 400 cm™’
srozlisenim 4 cm™. V priméru bylo provedeno 16 skenl pomoci techniky ATR.
Spektralni dekonvoluce amidového pasma | byla provedena v programu OMNIC 7.
Pocdatedni parametry pro pfizpGsobeni kfivky (¢iselnd padsma a jejich pozice) byly
predem urleny pomoci sekundarni derivacni metody a Fourierovy

sebedekonvoluce [37].

5.7. STATISTICKA ANALYZA

Pro interpretaci naméfenych dat je nutné provést statistickou analyzu
a na zadkladé principt statistiky rozhodnout o platnosti, respektive neplatnosti

nulové hypotézy na Urovni celé populace.

Obecné je prvnim krokem statistické analyzy urceni nulové a alternativni
hypotézy. Nulovd hypotéza (Ho) je tvrzeni tykajici se nékterého z parametri
zakladniho souboru, a to takové, Ze rozdil téchto parametrd neni statisticky
signifikantni. Alternativni hypotéza (H,) je tvrzeni o tomtéz parametru zdkladniho
souboru a vyjadfuje statisticky signifikantni rozdil. Tato hypotéza je povazovana
za pfijatou za predpokladu, Ze se nepodafi dostate¢né potvrdit platnost nulové

hypotézy.

Dalsim podstatnym krokem je stanoveni vhodnych testl statistické analyzy,
pomoci kterych bude rozhodovédno o téchto hypotézach. Vybér vhodnych testl
zavisi do zna¢né miry na charakteru dat a jejich vlastnostech (ndhodnost vybé&ru,
nezavislost pozorovanych nahodnych veli¢in, normalita, polet porovnavanych
datovych fad, shodnost rozptyld atd.). Na zdkladé t&chto vlastnosti se vybiraji
statistické testy vhodné pro pozorovand data, a to bud parametrické,

nebo neparametrické testy. Parametricky test je test, pro jehoZz provedeni
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musi byt testovany soubor z néjakého specifického rozlozeni pravdépodobnosti
(nejéastéji normalniho), pfipadné musi mit né&jaké jiné blize specifikované
parametry. V pfipadé neparametrickych testl tyto pfedpoklady o rozloZeni

pravdépodobnosti nemusi byt splnény [38].

Pro vyhodnoceni dat pomoci statistické analyzy je nutné stanovit hladinu
vyznamnosti testu (a). Tedy jak pfisné budou vyhodnocovana data posuzovdana
z hlediska pfijeti ¢i nepfijeti nulové hypotézy. Hladina vyznamnosti testu
se obvykle voli 0,05 nebo 0,01. Volena hladina vyznamnosti testu je zaroven
pravdépodobnosti vzniku chyby prvniho druhu. Chyba prvniho druhu znamena
zamitnuti platné nulové hypotézy. Opakem je do jisté miry chyba druhého druhu,
tedy nezamitnuti neplatné nulové hypotézy. Chyba druhého druhu souvisi
s takzvanou silou testu. Sila testu je doplnék pravdépodobnosti chyby druhého
druhu do jedni¢ky a urcuje pravdépodobnost, s jakou pomoci testu objevime
neplatnost nulové hypotézy. Pravdépodobnost chyby druhého druhu (B) dopfedu
zpravidla nezname, jeji velikost nicméné klesa s nartistajicim poc¢tem pozorovani

(opakovani) a roste s klesajici hladinou vyznamnosti testu [38].

5.7.1. STATISTICKA ANALYZA NAMERENYCH DAT

Pro vyhodnoceni dat namérfenych pomoci vyse popsanych metod
bylo postupovano nésledujicim zptisobem. Nulovd a alternativhi hypotéza
je popsana v kapitole cile a hypotézy. Kvyhotoveni testl byl vyuZit program
Real Statistics (Real Statistics Resource Pack software (Release 7.6). Copyright
(2013 - 2021) Charles Zaiontz. www.real-statistics.com) a program JASP (JASP
Team (2022). JASP (Version 0.16.2)).

RozloZeni pravdépodobnosti (Shapiro—Wilkiv test)

Pro vybér vhodného testu byla provedena grafickd analyza normality datovych

souborl pomoci Q-Q grafu a Shapiro—Wilkav testu.

Pfi sestrojeni Q-Q grafu jsou na osy vynaseny kvantily o¢ekdvaného normainiho
rozlozeni a na druhou osu kvantily zkoumaného souboru. Pokud je tento soubor
z normalniho rozlozeni, budou vsechny jeho body lezet na pfimce znazoriujici

pfislusné normalni rozdéleni [39].
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Shapiro—Wilk(v test normality je jeden z nejsilnéjsich testl normality rozloZzeni

pravdépodobnosti ndhodné veliiny. Testova statistika se pak pocita dle vztahu

(6)[40],[41].

_ i)’

W= -ne

(6)

Kde a; je vyjadFeno vztahem (7), x(; je i-té pozorovéni testovaného souboru,
jehoz data jsou sefazena vzestupng, a x je aritmeticky primeér. Test je pak zpravidla
vyhodnocovdn na zakladé porovnani testové statistiky s tabelovanou kritickou

hodnotou Wy [40], [42], [41].

—d>‘1<8i_3)
%= 8n + 2 (7)

Kde @ je kumulativni distribu¢ni funkce standardniho normalniho rozlozeni

pravdépodobnosti[41], [43].

U nékterych datovych sad se nepodafilo s dostatecnou spolehlivosti prokazat
normalni rozloZzeni pravdépodobnosti. Proto byl pro analyzu téchto dat zvolen
Mann — Whitneylv U test (pofadovy test, bude popsan déle). Data, u nichz
byla prokdzdna normalita, byla nasledné podrobena F-testu za uclelem
ohodnoceni schody rozptyld. Na zdkladé vysledkl F-testu byl nasledné zvolen
T- test pro dva nezavislé soubory dat se stejnymi pfipadné rldznymi rozptyly

(testové statistiky budou blize pfedstaveny nize).
Nezavislost dat

Na zdakladé charakteru experimentu je nezavislost dat predpokladana
automaticky. Nejedna se totiz o experiment, u néhoz by bylo riziko, Ze potadi
vzorku ovlivni vysledné hodnoty méfenych parametrl. Pfedpoklad o nezavislosti

dat navic podporuje fakt, Ze pouzitd méfici zafizeni jsou pravidelné kalibrovana.
F-test

F-test je parametricky test testujici nulovou hypotézu o shodnosti rozptyld
testovanych souborl dat. Testovand data pak musi vychazet z Gaussova

normalniho rozdéleni s parametry p (stfedni hodnota) a o? (rozptyl) [44].
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Pro stanoveni testové statistiky jsou nejprve vypocteny vybérové rozptyly

(sf, s3) dle vztahu (8), kde x; jsou jednotliva data v daném datovém souboru a n;

je pocet pozorovani vtomto datovém souboru [44].

n: 12
i xz_(ziilx")
i=1 1A n;
2 ! . (8)

5 = - j=12

Samotné kritérium je pak vypoclteno na zakladé hodnot rozptyld
dle vztahu (9) [44].

_ max{s{; s5}

(9)

~ min{s?; s3}

Nasleduje vypocet stupiili volnosti obou sad dat podle vztahu (10), na zakladé
kterych je pak ve statistickych tabulkdach vyhledana kritickd hodnota testovaciho

kritéria (Fy ;) [44].
vjznj—l ]:1,2 (70)
T-test

T-test je stejné jako F-test parametricky test predpokladajici, Ze testované
soubory pochéazi z Gaussova normalniho rozloZeni s parametry p (stfedni hodnota)
a o (rozptyl). Jednd se o test ovéfujici nulovou hypotézu o shodnosti stfednich

hodnot [45].

V pfipadé tohoto testu je nejprve nutné rozhodnout o shodnosti,
nebo odlisSnosti rozptyll testovanych soubord dat, protoZze existuje vice variant
T-testd (jednovybérovy, dvouvybérovy paéarovy, dvouvybérovy nepdarovy
se shodnymi rozptyly, dvouvybérovy nepdrovy sraznymi rozptyly). Proto
byl pfedfazen F-test nazdakladé jehoz vysledku byl volen druh T-testu

pro vyhodnoceni dat.

Dvouvybérovy neparovy T-test se shodnymi rozptyly se pak vypocte
dle vztahu (11) v pfipadé, Ze pocty dat vjednotlivych skupindch jsou rtzné.
Za predpokladu, Ze by kazda skupina obsahovala stejny pocet dat, by bylo mozné

pouzit zjednodusenou variantu ( 12 ). Ve vzorcich %; vyjadfuje aritmeticky pramér
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odpovidajiciho souboru dat, s? vyjadfuje rozptyl odpovidajiciho souboru dat a n;

je pocet pozorovani v odpovidajicim datovém souboru [45].

X1 — X
f= |1 2|
(nl—l)-slz+(n2—1)-S§_n1+n2 (11)
Tl1+n2—2 nl'nz
|f1—fz|

t=—2—2
/512+522 (12)
n

Stupné volnosti dvouvybérového T-testu pro data se shodnym rozptylem,
na zakladé kterych je pak v tabulce dohledana kritickda hodnota testového kritéria,

se vypocte dle vztahu (13 ) [45].
v=ny+n, —2 (13)

Dvouvybérovy T-test srozdilnymi rozptyly lze vypodist podle vztahu (14),
v pfipadé stejného pocltu dat v porovnavanych skupinach lze testové kritérium

vypodist dle vztahu (12) [45].

|5, — X5

t:#
5,5 (14)
ny Ny

Stupné volnosti dvouvybérového T-testu srozdilnymi rozptyly se podita
dle vztahu (15). Na zakladé tohoto kritéria je pak ztabulky vybirdna, stejné
jako v pfipadé dvouvybérového T-testu se shodnymi rozptyly, kritickd hodnota

testového kritéria [45].

G () -

Mann—Whitneylv test

Mann—Whitneylv test je uren pro neparova pozorovani dvou rliznych soubord,

zaroven nemusi tato data byt z normdalniho rozdéleni, stali pouze predpoklad
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jejich ndahodnosti a nezavislosti. Tato testova statistika pak hodnoti shodnost

rozdéleni pravdépodobnosti testovanych soubort (distribuénich funkci) [46].

Samotny test probihd tak, ze data zobou datovych fad jsou sefazena
vzestupné s tim, Zze znalost, ze které skupiny dat jednotliva data pochazi, musi byt
zachovana. Néasledné jsou datlm pfifazena poradova disla (Rij). Tato poftadi

jsou pak po skupinach sectena [46].

f=ZRif (16)

V tomto vztahu index joznacuje datovou sadu a n; a n, oznacuje pocet hodnot

v dané datové sadé.

Ndasledné je vypoltena U statistika dle vztahu ( 17 ) pro obé& datové sady.
Pro vyhodnoceni o pfijeti ¢i nepfijeti nulové hypotézy se pak vychazi z mensi
z hodnot U a tato hodnota se porovnava s kritickou hodnotou U, jez je tabelovana.
Kritickd hodnota U zavisi primarné na poctu pozorovani v jednotlivych datovych
sadach [46].

"f‘("j+1)_R,

2 j (17)

Uj=nj-nk+

v v

Jeho rozsifenim se lze dostat ke Kruskal-Wallisovu testu, ktery je vhodny
provice nez dvé porovnani a dal by se tedy oznadit jako jednofaktorova

neparametrickd ANOVA.
Bonferroniho korekce

Pfi vicendsobném porovnani pomoci F-testl, T-testd a Mann—Whitney testt
bylo nutné provést korekci za icelem snizeni rizika vzniku chyby I. typu, respektive
s cilem udrzet tuto pravdépodobnost pfi vicenasobném porovnani na stanovené
hladiné. Byla provedena takzvand Bonferroniho korekce, spocivajici ve vydéleni

hodnoty hladiny vyznamnosti testu (a) po¢tem porovnani (d) dle vztahu (18 ) [47].

a
Xponf = E (18)
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Na zdkladé této korekce pak byly p-hodnoty pfi porovnani mechanickych
vlastnosti vmédiich srovnavdny v pfipadé KMIN, KMID a KMAX s hodnotou
Apons = 0.005 a skupina IN VIVO s ap,,r = 0.008. Korekci nebylo tfeba provadét

pfi porovnavani skupin vzdy pouze s pfislusnou IN VIVO skupinou.
Cohenovo d

Kromé vysledkd testové statistiky bylo dopocteno i takzvané Cohenovo d.
Jedna se o parametr Iépe charakterizujici velikost rozdilu mezi daty. Je definovan
jako rozdil priméri déleny sdruZzenou smérodatnou odchylkou a reprezentuje
tak rozdil mezi vzorky vztazeny prdvé k sdruzené smérodatné odchylce. Lze ho pak

spodist dle vztahu (19) [48], [49].

d X — X, K
con /52+52 (19)
1 2
2
Kde K je korekce pro malé pocty dat.

Data, kterd nepochdzela znormdlniho rozlozeni pravdépodobnosti
byla vyvhodnocovana na zakladé Mann-Whitney testu. Na zdkladé U statistiky
z Mann — Whitney testu pak bylo pro data, zjiného neZ normalniho rozlozeni
pravdépodobnosti, vypodtena velikost Cohenova d. Prepoclet byl proveden

na zdkladé vztahu ( 20)[49].

(20)
)2

Kde N je velikost datové sady a z je statisticky udaj, jenz Ize pomoci U statistiky

vypodist za vztahu (21) [49].

o -3 -}

S

(21)

7 =

Kde n; a nz jsou pocty vzorkl v jednotlivych datovych sadéach a s je smérodatna

odchylka [49].
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Tento parametr nasledné slouzi k uréeni velikosti efektu. Hodnoceni velikosti
efektu na zdkladé velikosti Cohenova d definoval Cohen (1988). Tyto intervaly byly
pak vyuzity iv této praci. V pfiloze B jsou uvedeny vysledky testové statistiky spolu
s Cohenovymi d, a pravé na zakladé téchto dat, jsou barevné odliSeny jednotlivé

skupiny na zakladé velikosti efektu viz Tabulka 3 [50], [48].

TABULKA 3 Barevna skala pro hodnoceni velikosti efektu

0-0,2 Zadny efekt
0,2-0,5
0,5-0,8 Stredni efekt
>0,8 Velky efekt

Grafické zobrazeni dat

K zobrazeni dat byly vyuzity pfedevsim takzvané krabicové grafy. Vyobrazujici
celé datové sady a jejich vnitini variabilitu. Graf se skldda v zasadé ze tifi Casti
obdélniku, vousl pfipadné odlehlych pozorovani. Hlavni ¢asti je obdélnik
ohrani¢eny shora azdola tfetim (75% kvantil) a prvnim kvartilem (25%kvantil).
Vtomto obdélniku se nachazi jesté vodorovna cara oznaclujici median,
¢imz je umoznéno rychlé porovnavani skupin dat i z hlediska tohoto parametru.
Mimo to mizZe byt pomoci kiizku v grafu zobrazen i aritmeticky pridmeér. Takzvané
vousy jsou svislé ¢ary vychazejici z obdélniku, tyto ¢ary pak zndzornuji maximalni
a minimalni hodnotu, pokud jejich vzdalenost od bliziho z kvantilu (75%, 25%)
nepfesdhne 1,5 nasobek mezikvartilového rozpéti. Pokud pak datovd sada
obsahuje hodnoty nesplfujici tuto podminku, jsou takové hodnoty zobrazeny

jednotlivé, kupfikladu pomoci bodd mimo oblast vousi a krabice [51].
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6. VYSLEDKY

6.1. MECHANICKE VLASTNOSTI

Vysledné namérené hodnoty sledovanych vlastnosti jednotlivych vzorkl
i skupin jsou uvedeny v pfiloze A. V pfiloze B jsou taktéz pfiloZzeny vysledky
statistické analyzy (v tabulkdch jsou vyneseny p-hodnoty) a vZzdy jeden graf
reprezentujici kazdou skupinu vzorkt (tento reprezentant byl vybran jako vzorek
s nejmensi odchylkou, délenou smérodatnou odchylkou, od pridméru). Statistické
vyhodnoceni téchto dat bylo provedeno na zdkladé kapitoly statistickd analyza.
Pro grafické zobrazeni ziskanych vysledkd byly pouzity krabicové a sloupcové
grafy. Do sloupcovych grafli byly vyneseny mediany jednotlivych skupin a spojnice
trendu. Skupiny, které dle testové statistiky dané vlastnosti nevykazuji, na dané
hladiné vyznamnosti, signifikantni rozdil, jsou vtéchto grafech vyznaceny

svorkami.

6.1.1. STABILNI HLADINA NAPETI
Vsechny zjisténé hodnoty stabilni hladiny napéti jsou uvedeny
v pfiloze A pro jednotlivda média i doby expozice. Na nasledujicim obrazku,
Obrazek 17, jsou zobrazeny v krabicovém grafu hodnoty stabilni hladiny napéti
podle doby expozice v médiu. Vzorky byly porovndavdny pouze sin vivo

podminkami, nikoli mezi sebou s ohledem na cil prace.
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OBRAZEK 17 Graf stabilnich hladin napéti skupin vzork{ dle doby expozice v mediu
(¢erné svorky v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichz byla p hodnota > q;
Mann—Whitney test; hladina vyznamnosti testu a byla 0,05; v prdméru n=9)
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Z Obrazku 17 je patrné, Ze jedind skupina, jejiz namérend stabilni hladina
napéti dle testové statistiky nevykazuje signifikantni rozdil vzhledem
k odpovidajiciin vivo skupiné, je skupina KMID_7. Z toho Ize dojit zavéru, Ze zadna
z koncentraci kolagendzy neni schopna dostate¢né simulovat in vivo podminky
z hlediska stabilni hladiny napéti pfi delSim case vystaveni danému prostiedi.
Avsak lze konstatovat, Ze stfedni koncentrace kolagendzy je schopna simulovat

téIni prostredi pfi kratsi dobé kultivace.

Dalsi srovnani bylo provedeno v rdmci jednotlivych médii v pribéhu degradace
a stanoveni trendu stabilni hladiny napéti v prlibéhu degradace. Tato porovnani

jsou zobrazena na Obrazku 18.
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OBRAZEK 18 Graf stabilnich hladin napéti skupin vzork{ dle médii (¢erné svorky
v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichz byla p hodnota > a; Mann—-Whitney
test-KMID a IN VIVO; T-test — KMIN a KMAX; hladina vyznamnosti testu o byla 0,05;
v praméru n=9). Prvni vynesend hodnota vzdy reprezentuje skupinu PBS_0
(referencni)
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Z grafll a zaroven z testové statistiky vyplyva, Ze v pfipadé vsech koncentraci
kolagendazy se posledni hodnota signifikantné lisi od prvni. Vzhledem k vynesenym
grafiim lze konstatovat klesajici trend v pfipadé vSech koncentraci kolagenazy.
Na druhou stranu v pfipadé in vivo prostfedi z testové statistiky vyplyva, ze zadné
skupiny dat pfi jejich vzajemném porovnani nedosahuji signifikantnich rozdild.
Proto rostouci trend medidni zobrazeny na Obrazku 18 nemusi vypovidat

o charakteru zmén stabilni hladiny napéti.

Ze sloupcového grafu svynesenymi medidny se nicméné zd3, Ze skupina
IN VIVO ma na rozdil od ostatnich skupin rostouci pfipadné stagnujici trend. Z toho
plyne, Ze ani charakter zmény této vlastnosti v simula¢nich médiich neni stejny

jako v pfipadé in vivo podminek.

6.1.2. ELASTICKY GRADIENT

Vsechny zjisténé hodnoty elastického gradientu jsou uvedeny v pfiloze A
pro jednotlivd média i doby expozice. Na nasledujicim obrdazku, Obrazek 19,
jsou zobrazeny v krabicovém grafu hodnoty elastického gradientu podle doby
expozice v médiu. Vzorky byly porovnavdny pouze sin vivo podminkami,

nikoli mezi sebou s ohledem na cil prace.
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OBRAZEK 19 Graf elastickych gradientd skupin vzork( dle doby expozice v mediu

(¢erné svorky v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichz byla p hodnota > q;
Mann—Whitney test; hladina vyznamnosti testu a byla 0,05; v prdméru n=9)
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Z Obrazku 19 je patrné, Ze signifikantni rozdil neni mezi IN VIVO_7 a KMIN__7,
KMID_7 ani KMAX_7. Signifikantni rozdil vtomto pfipadé neni ani mezi
IN VIVO__21 pfi porovnani s KMID_21 a KMAX__21. Nicméné i zde Ize konstatovat,
Ze 7adné ze simulacnich prostfedi neni schopno, z hlediska elastického gradientu,
dostatecné simulovat télni prostfedi. VSechny tfi koncentrace kolagendzy jsou

nicméné schopny simulovat in vivo podminky v pfipadé kratSiho ¢asu kultivace.

Dalsi srovnani bylo provedeno v rdmci jednotlivych médii v pribéhu degradace
a stanoveni trendu elastického gradientu v pribéhu degradace. Tato porovnani

jsou zobrazena na Obrazku 20.
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OBRAZEK 20 Graf elastickych gradientd skupin vzorkd dle médii (¢erné svorky
v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichz byla p hodnota > a; Mann-Whitney
test-KMID a IN VIVO; T-test — KMIN a KMAX: hladina vyznamnosti testu a byla 0,05;
v praméru n=9) Prvni vynesend hodnota vzdy reprezentuje skupinu PBS_0O
(referencnf)

55



Z grafu a testové statistiky plyne, Ze v pfipadé skupiny KMIN lze signifikantni
rozdil nalézt pouze v pfipadé porovnani s PBS_0 s KMIN__14. V pfipadé skupiny
KMID nebyl nalezen signifikantni rozdil vzadné z porovnavanych dvojic dat.
V pfipadé skupiny KMAX Ize konstatovat signifikantni rozdil mezi skupinami
PBS_0a KMAX_ 14, KMAX_1a KMAX_14,KMAX_1 a KMAX_21.UIN VIVO skupiny
nebyla pomoci testové statistiky nalezena zadnda dvojice vykazujici signifikantni
rozdil zhlediska elastického gradientu. Ztohoto charakteru vysledkt
Ize konstatovat, Ze nelze jednoznacné rozhodnout o trendu vyvoje elastického

gradientu v pfipadé vSech skupin.

Z vynesenych medianid se nicméné jevi byt trend vSech datovych sad klesajici.
Z tohoto hlediska se tedy zda charakter ovlivnéni elastického gradientu v riznych

médiich podobny.

6.1.3. ABSORBOVANA ENERGIE

Vsechny zjisténé hodnoty absorbované energie jsou uvedeny v pfiloze A
pro jednotlivd média i doby expozice. Na nasledujicim obrdazku, Obrazek 21,
jsou zobrazeny v krabicovém grafu hodnoty absorbované energie podle doby
expozice v médiu. Vzorky byly porovnavdny pouze sin vivo podminkami,

nikoli mezi sebou s ohledem na cil prace.
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OBRAZEK 21 Graf absorbovanych energii skupin vzorkd dle doby expozice v mediu
(¢erné svorky v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichz byla p hodnota > q;
Mann—Whitney test; hladina vyznamnosti testu a byla 0,05; v prdméru n=9)

56



Z Obrazku 21 je vidét, Ze vSechny skupiny maji signifikantni rozdil p¥i porovnani
s in vivo podminkami. Z toho plyne, Ze Zddna z testovanych skupin neni schopna

z hlediska absorbované energie napodobit dostate¢né podminky v téle.

Dalsi srovnani bylo provedeno v ramci jednotlivych médii v pribéhu degradace
a stanoveni trendu absorbované energie v prlibéhu degradace. Tato porovnani

jsou zobrazena na Obrazku 22.

4 ' l 3 l | l , ‘
I ™
- a3
= =
2 22
W 7 .
2 g5
8 8
=} o
<1 <1
0 0
0 1 7 14 21 0 1 7 14 21
(Cas kultivace [dny] Cas kultivace [dny]
KMIN mKMID
4 5 I '
1 [ 1 .
3 . =
_;E__ - __E_ L
=3 24 e
@ g e
=3 B3 e
T 2 g
g 5 g,
> s
(=] Q
21 22
2 2
o o1
<1 <
1
0 0
0 1 7 14 21 0 1 7 14 21
Cas kultivace [dny] (as kultivace [dny]
B KMAX HINVIVO

OBRAZEK 22 Graf absorbovanych energii skupin vzork( dle médii (&erné svorky
v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichZ byla p hodnota > o; Mann—-Whitney
test- KMID; T-test— KMIN, KMAX a IN VIVO; hladina vyznamnosti testu a byla 0,05;
v praméru n=9). Prvni vynesend hodnota vzdy reprezentuje skupinu PBS_0
(referencnf)

Z testové statistiky vyplyvd, Ze v pfipadé skupiny KMIN Ize konstatovat
signifikantni rozdil mezi poslednimi dvéma a prvnimi tfemi mérenimi. V pfipadé

skupiny KMID lze signifikantni rozdily konstatovat taktéz mezi poslednimi dvéma
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mérenimi a prvnimi tfemi. TytéZz vysledky vykazuje i skupina KMAX. V pfipadé

skupiny IN VIVO je signifikantni rozdil pouze pfi porovnani PBS_0aIN VIVO_14.

Zvynesenych medidnd je nicméné patrné, Ze trend simulacnich médii
je klesajici, zatimco trend medidnt absorbované energie je rostouci. Ztoho

vyplyva, Ze vliv simulanich médii na absorbovanou energii ma obraceny trend nez

vliv in vivo podminek.

6.1.4. UCINNOST ABSORPCE ENERGIE

Vsechny zjisténé hodnoty Uclinnosti absorpce energie jsou uvedeny v pfiloze A
pro jednotlivd média i doby expozice v médiu. Na nasledujicim obrazku, Obrazek
23, jsou zobrazeny v krabicovém grafu hodnoty Gcinnosti absorpce energie podle
doby expozice v médiu. Vzorky byly porovnavany pouze sin vivo podminkami,

nikoli mezi sebou s ohledem na cil prace.
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OBRAZEK 23 Graf G¢innosti absorpce energie skupin vzork( dle doby expozice
vmediu (Cerné svorky v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichZz byla
p hodnota > a; Mann—-Whitney test; hladina vyznamnosti testu a byla 0,05;
v prdméru n=9)

Na Obrazku 23 je vidét, Ze vSechny skupiny vykazuji signifikantni rozdil
pfi porovnani s in vivo podminkami. Z toho plyne, Ze Zzddna z testovanych skupin
neni schopna z hlediska absorbované energie napodobit dostatec¢né podminky

v téle.
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Dalsi srovnani bylo provedeno v rdmci jednotlivych médii v pribéhu degradace
astanoveni trendu udinnosti absorpci energie v pribéhu degradace. Tato

porovnani jsou zobrazena na Obrazku 24.
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OBRAZEK 24 Graf G¢innosti absorpce energie skupin vzorkd dle médii (Cerné
svorky v horni ¢asti grafu vyznaluji skupiny, u nichz byla phodnota > q;
Mann— Whitney test- KMIN a KMAX; T-test- KMID a IN VIVO; hladina vyznamnosti
testu a byla 0,05; v pridméru n=9). Prvni vynesend hodnota vzdy reprezentuje
skupinu PBS__0 (referen¢ni)

Z testové statistiky vyplyva, Ze v pfipadé skupiny KMIN je signifikantni rozdil
mezi skupinami KMIN_1 a PBS_0O, KMIN_1 a KMIN__14, KMIN_1 a KMIN__21,
KMIN_14 aKMIN__21. V pfipadé skupiny KMID je signifikantni rozdil mezi PBS_0
a KMID__1, KMID__7, KMID__21. Signifikantni rozdil je i v pfipadé porovndni skupin
KMID__1, KMID__7 s KMID__21. V pfipadé vyhodnocovani dat tykajicich se skupiny
KMAX byl signifikantni rozdil nalezen pfi porovndni PBS_0 s KMAX_1, KMAX_1
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s KMAX_14 aKMAX_1 sKMAX_21. IN VIVO skupiny vzajemné nevykazuji
signifikantni rozdily, ale signifikantni rozdil je mezi PBS_0 a vSemi IN VIVO

skupinami.

Zvyse zminénych dat vyplyvd, Ze rozhodnout o trendu zmény ucinnosti

absorpce energie nelze jednoznacné rozhodnout.

6.2. HMOTNOSTNI UBYTKY

Jednotlivé namérené hodnoty tykajici se hmotnostnich Gbytkd jsou pfilozeny
v pfiloze A. V pfilohdch jsou taktéz zaznamendny vysledky statistické analyzy.
Statistickd analyza dat byla provedena dle kapitoly statisticka analyza. Pro grafické
zobrazeni ziskanych vysledkl byly pouzity krabicové a sloupcové grafy.
Do sloupcovych grafii byly vyneseny mediany jednotlivych skupin aspojnice
trendu. Skupiny, které dle testové statistiky nevykazuji, na dané hladiné

vyznamnosti, signifikantni rozdil jsou v téchto grafech vyznaceny svorkami.

Na Obrazku 25 jsou pak zobrazena pomoci krabicového grafu data
vypoctenych hmotnostnich Gbytkd.
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OBRAZEK 25 Graf hmotnostnich tbytkd (&erné svorky v horni ¢asti grafu vyznaduji
skupiny, u nichz byla p hodnota > a; Mann—Whitney test; hladina vyznamnosti
testu a byla 0,05; v prdméru n=7)

Z Obrazku 25 vyplyvd, Ze vSechny koncentrace kolagendzy pfi porovnani
s in vivo podminkami vykazuji signifikantni rozdil. V pfipadé vzorkl kultivovanych

in vitro doslo u vSech vzorkd k hmotnostnimu Ubytku, zatimco v pfipadé in vivo
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vzorkd doslo k narlstu hmotnosti. Tento narist hmotnosti byl pravdépodobné
zpUsoben usazovanim proteintd, bunék, vristanim vaziva ¢&itélnimi tekutinami,

jez se do scaffoldu taktéz mohly dostat béhem implantace.

Dalsi srovnani bylo provedeno v ramci jednotlivych médii v pribéhu degradace
a stanoveni trendu hmotnostnich Gbytk( v pribéhu degradace. Tato porovnani

jsou zobrazena na Obrazku 26. Trend je vSak patrny jiz z pfedchoziho grafu.
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OBRAZEK 26 Graf hmotnostnich Gbytk( skupin vzorkd dle médii (¢erné svorky
v horni ¢asti grafu vyznacuji skupiny, u nichZ byla p hodnota > a; Mann— Whitney
test- KMIN a KMAX; T-test- KMID a IN VIVO; hladina vyznamnosti testu o byla 0,05;
v prameéru n=7)

Z Obrazku 26 vyplyva, ze v pfipadé skupiny KMIN nebyl nalezen signifikantni
rozdil v pfipadé porovnani KMIN_1 sKMIN_14, KMIN_1 sKMIN_21, KMIN_7
s KMIN__21. V pfipadé skupiny KMID byl signifikantni rozdil nalezen pfi porovnani
skupin KMID__1 se vSemi dalSimi skupinami a pfi porovnani KMID_7 sKMID__21.U
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skupiny KMAX nebyl nalezen signifikantni rozdil pfi porovndni KMAX__1 s KMAX_7
a KMAX_14 sKMAX_21. Ztéchto vysledkl nicméné vyplyvd, Ze trend
hmotnostnich Gbytkd Ize vtéchto pfipadech povaZovat za rostouci. V pfipadé
skupiny IN VIVO byl nalezen signifikantni rozdil v pfipadé vSech méfeni. Z tohoto

dlvodu pak Ize zobrazeny trend povazovat za relevantni.

Lze tedy prohlasit, Ze i z téchto grafl vyplyva, Ze trend hmotnostnich Gbytku

je v pfipadé in vivo skupiny oproti in vitro skupiné zcela opacny.

6.3. SEM

| kdyZz z hmotnostnich Ubytk( jednoznacné nevyplyva, zda plati predpoklad,

vy

Zze vyssi koncentrace kolagendzy bude zplsobovat vétsi hmotnostni UGbytky.

oo

Nicméné, z provedené SEM analyzy byly zjistény nejvyssi Ubytky meteridlu u vzorkt
KMAX a nejnizsi u KMIN. To je patrné z Obrazku 27. Ubytek materidlu primarné
ve stfedové oblasti scaffoldu si vysvétlujeme nedokonalym sesitovanim struktury
ve stfedové oblasti. Zaroven byly u vzorkl naruseny pravé |épe zesitované oblasti
pfi pfipravé, diky ¢emuz se kultivacni médium dostalo snadné&ji pravé ktéto

oslabené c¢asti scaffoldu.

OBRAZEK 27 Vzorky pouzité pro SEM analyzu kultivované 21 dni v roztoku
kolagenazy (celkovy nahled), zvétseni 50x.

Déle mizeme diky SEM zhodnotit pohledovou zménu struktury v jednotlivych
skupindch vzorkd. Tyto snimky jsou zobrazeny na Obrazku 28. Z tohoto obrazku je
pak patrné, Ze struktura vsech vzorkld, které byly kultivovany v nékterém
z kultivaénich médii, nebo vin vivo podminkdch, se mirné liSi od origindlniho
kolagenniho scaffoldu. Nejvétsi rozdil je patrny u skupiny KMIN a IN VIVO. V pfipadé

skupiny IN VIVO si mizeme povsimnout, Ze struktura plsobi potrhané coz mize
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byt ddno usazeninami na strukture. Tento jev by mohl byt zplsoben i rGznymi
usazeninami, které se eventuelné mohly do struktury dostat. V pfipadé struktury
vzorku ze skupiny KMIN pozorujeme opacny efekt, kdy je jeho struktura naopak
zdanlivé vyhlazenéji oproti origindlnimu vzorku. To by mohlo byt zplsobeno
usazeninami, avdak muze jiti o dlsledek kultivace v médiu, které by mélo pfimo
rozkladdat kolagen. V pfipadé skupin KMID a KMAX jiz zmény ve struktufe nejsou
az tak markantni. Je vSak pozorovatelné zvétseni porl oproti nekultivovanému
vzorku a zaroven jiz dfive zminény znacni Ubytek materidlu patrny z Obrazku 27.
Pravé tento znacny Ubytek materidlu ve stfedu scaffoldu mize byt pfi¢cinou méné

patrnych zmén ve strukture materidlu.
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det mago WD use case  curr dwell
10.00kV ETD 500 x 9.1 mm Standard 0.10nA 10.00 ps
: r 19 1§, d g

10.9 mm Standard 0.10nA_10.00 ps XOL M L M 1000 kV ETD 500 x 104 mm Standard 0.10 nA _10.00 g5

OBRAZEK 28 SEM snimky struktury jednotlivych skupin (porovnédni struktury)
po 21-dennf expozici, zvétseni 500x.
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OBRAZEK 29 SEM snimky usazenin vkolagenovych scaffoldech po 21-denni
expozici vjednotlivych prostfedich, zvétSeni 5000x.
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Na Obrazku 29 je pak zobrazeno pfriblizeni struktur jednotlivych scaffoldd.
V pfipadé vsech kultivovanych skupin si miZeme na sténach struktury povsimnout
jakychsi utvardQ, které jsou nejvyraznéjsi u IN VIVO vzorku. Jednd se s nejvétsi
pravdépodobnosti o usazeny materidl (v pfipadé kolagenaz pravdépodobné o soli
obsazené vPBS). Ze snimk( jsou patrné i daldi struktury znaéné se lisici
od struktury nekultivovaného vzorku. Mlize se jednat o rlizné usazeniny ¢i pouze

anomalii ve strukture, nelze to vsak fici s jistotou.

6.4. INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE

Byly vyhodnocovdny zmény v péti charakteristickych amidovych pasmech.
Vzorky vystavené rlznym koncentracim kolagenazy vykazovaly vsechny
charakteristické znaky pro kolagen ve vsech amidovych pasmech. Ovsem asi 40%
vzorkl vystavenych in vivo podminkdm nevykazovalo ve lll amidovém pasmu
vSechny charakteristické znaky. Spektrum téchto vzorkl pak mélo charakter spise

néjakého nekolagenniho proteinu [52].

Byl vyhodnocovan pomér urcujici, kolik z plochyl. amidového pasu zabira
oblast pod 1660 cm™ (marker pro existenci kolagennich struktur v materidlu).

Velikosti téchto ploch jsou pak zaznamenany v Obrazku 30.

25 [ |
24
23
o
OT\; 27 M ORIGINAL
S 20 I KMIN
% 19 ﬂ B KMID
S . % + B KMAX
. M INVIVO
16
15
14

OBRAZEK 30 Oblast 1660 — plochy pod kfivkou (¢erné svorky v horni ¢asti grafu
vyznacuji skupiny, u nichz byla p hodnota > o; T-testy; hladina vyznamnosti testu o
byla 0,05; n=10)

Z grafu pak vyplyvd, ze statisticky nesignifikantni rozdil na dané hladiné

vyznamnosti je patrny pouze pfi porovnani skupiny IN VIVO se skupinou KMID.
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Vv s

Zaroven je z grafu patrné, Ze vzorky kultivované in vivo vykazuji vyssi hodnoty
oproti ostatnim skupindm, nicméné oproti origindlnimu vzorku se vyssi hodnoty

objevuji v pfipadé vSech skupin.

In vivo prostredi by taktéz vzhledem k pfitomnosti enzym0 mélo mit potencidl
pretvaret kolagenni strukturu. Tyto vzorky by mély pak vykazovat urcity podil
nedokoncéenych kolagennich vldken, které vykazuji mirné odliSnou odezvu.
Tento fenomén lIze do jisté miry kvantifikovat porovnanim ploch pod kfivkou
voblastech 1660 cm™ a 1690 cm™. Porovnani IN VIVO vzorkll se vzorky
nekultivovanymi pak charakterizuje Obrazek 31. Ostatni zkoumana média tento

potencidl nemaji, a proto k tomuto fenoménu u nich vlibec nedochazi.

6.0
5.5
5.0
4.5

4.0
H ORIGINAL

M IN VIVO

35

3.0

Pomér 1660/1690 -]

2.5
2.0
1.5
1.0
OBRAZEK 31 Porovnéani poméru ploch oblasti 1660 a 1690 (stfedni hodnoty

vykazuji statisticky vyznamny rozdil; T-testy; hladina vyznamnosti testu a byla 0,05;
n=20)

Z grafu je pak patrny statisticky signifikantni rozdil mezi vzorkem, jenz nebyl

vystaven zddnému médiu a vzorkem kultivovanym in vivo.

V rdmci dalsi analyzy ziskanych spekter bylo zjistovano, jaké Iatky se mohly
usadit ve strukture kolagenu. Ziskanad spektra byla porovnavana s ptvodni
kolagenni strukturou. Ze ziskanych spekter vyplyvda, Ze ve vsSech vzorcich
vystavenych pulsobeni nékteré zkoncentraci kolagendzy, byly zaznamenany
aktivity voblastech patficich hydrogen fosfore¢nandm. V pfipadé vzorkd
kultivovanych in vivo byla detekovana aktivita v pdsech typickych

pro fosfore¢nany vapenaté.
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ZFTIR pak vyplyva, Zze se ve scaffoldech usazuji jiné materialy, v pfipadé
srovnani in vivo podminek s rGznymi koncentracemi kolagenazy. Navic v pfipadé
vzorkl kultivovanych in vivo dochazi do jisté miry k prestavbé kolagenu

a u nékterych vzork( i k dalsim zménam ve strukture kolagenu.
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7. DISKUZE

Byly porovnany vlastnosti kolagennich scaffoldl kultivovanych in vivo a in vitro
(tfi rGzné koncentrace kolagendzy). Pfedpoklddalo se, Ze alesporni jedna
z koncentraci kolagenazy dosahne ve sledovanych vliastnostech dostatecné shody
s in vivo kultivovanymi vzorky. Navzdory tomuto predpokladu se vsak toto tvrzeni
nepodafilo prokazat u zadné z koncentraci kolagendz v plném rozsahu. Podafilo
se nalézt shodu v pfipadé nékterych mechanickych vlastnosti pouze pfikratsi
dobé kultivace a v pfipadé hmotnostnich Gbytk( nebyla nalezena dokonce zadna
shoda. Z hlediska analyzy struktury (SEM analyza) a usazenin, jez se do materialu
dostaly v pribéhu kultivace (SEM analyza a FTIR analyza), byly taktéZ vtomto

pfipadé olekavané rozdily.

Tyto vysledky mohou byt do jisté miry ovlivnény relativné malym poctem
vzorkl v jednotlivych skupindch. Tento pocet vsak, obzvlasté v pfipadé in vivo
kultivovanych vzork(, nejde pfilis navysit, a to primarné z etickych a financnich

ddvoda.

V pfipadé vyhodnocovani elastického modulu jsme dosahli pomérné velkého
rozptylu. Tento fakt bych pfifadila nedokonalosti pouzité metody, kdy je stabilni
hodnota pred samotnym méfenim pouze odhadnuta, a tak hysterezni smycka
nemusela byt vzdy provedena pfesné v normou stanoveném rozmezi a vyfazeni
extrémnich hodnot nemusi postihnout pomérné nepatrné odchyleni, které vsak
muze zplsobit pravé velky rozptyl hodnot. Tento nedostatek vsak diky riznému
stupni degradace vzorkli nemUtzZeme zcela odstranit, jelikoZz predbézné méreni
by taktéZz zna¢né& ovlivnilo ziskand data. Radové stejné rozptyly se u méfeni
elastického gradientu objevily i u Suchého a kol. [36]. Na druhou stranu v pfipadé
studie Peka a kol.[53] se objevuje mé&feni modulu, jenZ by se mé&l alesponi bliZit
hodnotam zjisténym v této praci, aviak pfi porovnani se vysledky fadové lisi.
To mUze bytzplsobeno mirné odliSnou procedurou vyroby vzorkli, obsahem

dalSich latek ve vzorcich &i jinou metodikou tlakové zkousky.

Hodnoty mechanickych vlastnosti namérené v této studii jsou pak rfadové
stejné, jako v pfipadé studie Suchého a kol. [36] a to i pfes to, Ze byly mé&feny

kolagenni vzorky kultivované v jinych médiich. Méfené vlastnosti pak v pfipadé
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vzorkl kultivovanych v PBS vykazuji podobny trend jako vzorky kultivované v tfech
koncentracich kolagenazy, a to v pfipadé elastického gradientu, stabilni hladiny
napéti i hmotnostnich Ubytk{. V pfipadé elastického gradientu pak dosahuji
vzorky kultivované v kolagendze vyssich hodnot neZ v pfipadé vzorkd PBS
ve zminéné studii. Na druhou stranu v pfipadé stabilni hladiny napéti je situace
opac¢nd. Tento fenomén bych pak pfifadila nedokonalé metodice méfeni
elastického gradientu socdekdvanou nizsi hodnotou v pfipadé vzorkd

kultivovanych v kolagenaze.

Mechanické vlastnosti pomoci tlakovych zkousek wurcoval ve studii
i Bao a kol. [54]. | kdyZ byly mechanické testy délany az do tlakového lomu a tedy
idle jiné metodiky, je z grafil vtéto studii patrné, Ze pfi vyhodnoceni stabilni
hladiny napéti vrozmezi - 20% a - 30% pomérného prodlouzeni bychom dosli

pravdépodobné k fadové stejnym hodnotam.

Hmotnostnimi Gbytky se zabyval ve studii i Arpornmaeklong a kol. [33].
Z porovnani téchto dat vyplyva, Ze vzorky zkoumané Arpornmaeklongem a kol. [33]
dosahovaly vyrazné vétSich hmotnostnich Gbytkd vzhledem k dobé kultivace,
to vSak bylo pravdépodobné zplsobeno vyrazné vétsi koncentraci kolagenazy
v kultivaénim médiu. Pfi porovnani s maximalni koncentraci kolagenazy pouzité
v této praci se jedna nejméné o 1000 vétsi koncentraci. Tomu taktéz odpovida

vyrazné vétsi rychlost degradace.

V pfipadé vzorktd kultivovanych v PBS (Suchy a kol. [36]) byly na zadkladé FTIR
nalezeny markery ukazujici na pfitomnost hydrogen fosforecnand. Je tedy
pravdépodobné, Ze se tato latka dostala do scaffoldd kultivovanych v kolagenéaze

pravé z PBS, ve kterém je kolagendaza rozpusténa.
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8. ZAVER

Byly srovnany vyhodnocované charakteristiky (mechanické vlastnosti, zména
hmotnosti, analyza struktury a chemického sloZeni) mezi kolagennimi scaffoldy
kultivovanymi v tfech koncentracich kolagenazy a scaffoldy vystavenymi in vivo

podminkdam. Z namérenych dat vyplyva, ze zddna z tfech koncentraci kolagenazy

neni schopna v celém rozsahu simulovat in vivo podminky.

Ze srovndni sledovanych mechanickych vlastnosti vyplyva, Ze stfedni
koncentrace kolagenazy je schopna pfi kratsi dobé kultivace napodobit vliv
na stabilni hladinu napéti a elasticky gradient (v pfipadé elastického gradientu
dosahly pfi kratkodobé kultivaci schody sin vivo podminkami vsechny
koncentrace kolagendzy). Z hlediska absorbované energie a Ucinnosti absorpce

energie nebylo dosazeno schody u zddné koncentrace kolagenazy.

Z hlediska hmotnostnich Gbytkl se zadnda z koncentraci kolagenazy in vivo
podminkdam nepfiblizila. Zatimco vzorky kultivované in vitro na hmotnosti ubyvaly,

vzorky kultivované in vivo naopak nabyvaly na hmotnosti.

Pfi porovnani chemickych a strukturdlnich zmén (SEM a FTIR analyza)
ve vzorcich kultivovanych in vivo a in vitro je patrné, ze z hlediska komplexniho
chovani in vivo podminek je charakter zmény odlisny. Vin vitro kultivovanych
vzorcich se usazovaly soli z kultivac¢niho roztoku, zatimco vzorcich kultivovanych
invivo se usazoval fosfore¢nan vapenaty s pravdépodobné bilkovinné

komponenty krevni plazmy.

Celkové Ize tedy konstatovat, Ze odliSny charakter média pfi porovnanis in vivo
podminkami hraje znacnou roli. Ztohoto ddvodu lze na zdkladé namérenych
vysledkl predpokladat, Ze zaddna ztestovanych koncentraci kolagenazy neni

schopna dostatecné presné napodobit in vivo podminky.
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1. PRILOHA A
1.1. MECHANICKE VLASTNOSTI — SOUHRN
Stabilni hladina Elasticky gradient Absorbovand Ucinnost absorpce
Skupina napéti [kPa] [kPa] energie [kl/m?] energie [%)]
Primér Median | Prlmér Median | Primér Median | Primér Median
PBS_O 5,54 5,77 64,37 71,08 2,66 2,80 63,08 61,84
KMIN_1 5,54 5,58 4964 50,04 2,75 2,72 52,96 52,10
KMIN_7 3,96 3,51 33,59 38,91 1,94 1,89 60,46 61,68
KMIN_14 2,30 2,44 2550 2497 1,09 1,20 65,16 63,83
KMIN_21 2,04 1,77 26,65 30,39 1,05 0,98 67,41 64,67
KMID_1 498 4,94 39,61 40,25 2,49 2,38 53,35 52,71
KMID_7 5,55 4,92 46,55 39,10 2,77 2,36 53,50 53,77
KMID_14 1,78 1,58 27,67 20,92 0,87 0,76 64,52 66,83
KMID_21 2,70 313 3964 38,69 1,28 1,47 71,25 73,00
KMAX_1 6,02 5,90 72,71 71,02 3,03 3,12 52,53 51,28
KMAX_7 4,79 514 4459 40,83 2,34 2,47 57,20 55,74
KMAX_14 2,16 2,02 2496 25,61 1,00 1,01 65,32 65,31
KMAX_21 2,76 2,60 3338 25,10 1,35 1,29 63,93 63,02
IN VIVO_7 714 6,58 4518 41,00 411 3,89 4230 43,68
INVIVO_14 | 9,04 9,02 52,89 4916 47 4,66 4215 4222
INVIVO_21]| 7,67 7,93 53,39 54,36 3,86 3,99 4505 4251

1.2. MECHANICKE VLASTNOSTI — JEDNOTLIVE VZORKY

. Stabilni hladina Elasticky Absorbovana :;;2:52
Oznaceni vzorku napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kJ/m?3] energie [%]
PBS_0_1 4,66 36,70 2,30 58,12
PBS_0_2 6,03 61,13 2,80 59,67
PBS_0_3 3,54 23,36 1,68 66,44
PBS_0_4 5,88 77,68 2,90 61,84
PBS_0_5 5,77 71,08 2,68 61,39
PBS_0_6 6,34 91,58 3,08 64,68
PBS_0_7 7,53 107,19 3,57 71,08
PBS_0_8 4,32 3113 2,03 64,04
PBS_0_9 5,76 79,46 2,89 60,46
Primér 5,54 64,37 2,66 63,08
Median 5,77 71,08 2,80 61,84
SD 1,12 27,05 0,54 3,75
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Oznaceni vzorku

Stabilni hladina
napéti [kPa]

Elasticky
gradient [kPa]

Absorbovana
energie [kJ/m?]

Ucinnost
absorpce
energie [%)]

napéti [kPa]

gradient [kPa]

energie [kJ/m?3]

KMIN_1 1 5,58 52,51 2,70 52,87
KMIN_1 2 5,32 50,04 2,72 52,10
KMIN_1_3 718 104,78 3,68 55,80
KMIN_1 4 3,86 17,30 2,00 51,37
KMIN_1 5 6,33 45,55 3,03 51,75
KMIN_1_6 6,53 59,37 3,10 4919
KMIN_1_7 3,93 17,96 2,01 57,66
Primér 5,54 49,64 2,75 52,96
Median 558 50,04 2,72 52,10
SD 1,18 27,28 0,56 2,65
o o , Uginnost
" Stabilni hladina Elasticky Absorbovand
Oznaceni vzorku absorpce

energie [%)]

KMIN_7_1 3,51 50,89 1,89 66,54
KMIN_7_2 3,41 19,72 1,62 61,68
KMIN_7_3 4,54 38,91 2,09 58,77
KMIN_7_4 5,51 47,73 2,81 47,05
KMIN_7_5 4,01 58,03 2,01 59,51
KMIN_7_6 3,28 12,87 1,65 62,70
KMIN_7_7 3,39 16,60 1,69 63,53
KMIN_7_8 4,92 42,96 2,22 63,43
KMIN_7_9 3,11 14,63 1,51 60,97

Primér 3,96 33,59 1,94 60,46

Median 3,51 38,91 1,89 61,68

SD 0,80 16,61 0,38 5,22
o . , Uginnost
Oznageni vzorku Stablltnlhladma Elgstlcky Abso.rbovana3 absorpce
napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kJ/m?] energie [%]

KMIN_14_1 2,55 13,28 1,23 63,83
KMIN_14 2 2,27 24,97 112 56,48
KMIN_14 3 1,47 22,99 0,73 63,81
KMIN_14 4 3,43 40,94 1,57 65,80
KMIN_14 5 2,59 26,64 1,22 61,10
KMIN_14 6 3,35 28,19 1,42 63,97
KMIN_14 7 2,44 24,77 1,20 55,22
KMIN_14 8 1,21 17,70 0,56 83,66
KMIN_14 9 1,35 30,00 0,71 72,56

Pramér 2,30 25,50 1,09 65,16

Median 2,44 24,97 1,20 63,83

SD 0,77 7,34 0,33 8,12
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Oznaceni vzorku

Stabilni hladina
napéti [kPa]

Elasticky
gradient [kPa]

Absorbovana
energie [kJ/m?3]

U¢innost
absorpce
energie [%]

KMIN_21 1 4,05 39,88 1,81 68,77
KMIN_21 2 2,61 30,39 1,30 61,69
KMIN_21_3 2,94 39,23 1,51 58,80
KMIN_21 4 1,77 - 1,07 90,65
KMIN_21_5 1,10 9,98 0,69 81,35
KMIN_21 6 1,82 26,89 0,98 59,65
KMIN_21 7 1,55 21,09 0,85 65,52
KMIN_21 8 1,54 32,78 0,65 64,67
KMIN_21_9 0,95 36,59 0,57 55,57
Primér 2,04 28,81 1,05 67,41
Median 1,77 31,58 0,98 64,67
SD 0,94 11,22 0,40 10,82

. . . , Uginnost

Stabilni hladina Elasticky Absorbovana
Oznaceni vzorku absorpce

napéti [kPa]

gradient [kPa]

energie [kJ/m?3]

energie [%]

KMID_1_1 6,89 65,11 3,47 49,68
KMID_1_2 4,05 18,91 2,10 49,36
KMID_1 3 5,21 50,75 2,75 4749
KMID_1_4 4,79 40,25 2,27 60,18
KMID_1_5 573 57,54 2,69 58,09
KMID_1_6 3,25 - 1,78 55,94
KMID_1_7 4,94 33,41 2,38 52,71
Primér 4,98 44,33 2,49 53,35
Median 4,94 4550 2,38 52,71
SD 1,08 15,43 0,50 4,47

. . . , Uginnost

Stabilni hladina Elasticky Absorbovana
Oznaceni vzorku absorpce

napéti [kPa]

gradient [kPa]

energie [kJ/m?3]

energie [%]

KMID_7_1 7,05 60,81 3,32 54,33
KMID_7_2 4,46 32,44 2,10 53,77
KMID_7_3 3,77 20,89 1,85 53,11
KMID_7_4 5,90 88,85 2,84 56,28
KMID_7_5 4,75 39,10 2,24 54,32
KMID_7_6 3,44 - 1,83 61,69
KMID_7_7 10,76 80,42 5,88 42,57
KMID_7_8 4,92 51,39 2,55 53,16
KMID_7_9 4,92 34,83 2,36 52,28
Pramér 5,55 51,09 2,77 53,50
Median 4,92 4524 2,36 53,77
SD 2,10 2250 1,18 4,68
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Ucinnost

Oanaten ) Stabiltn”hladina Elasticky Absorbovana’3 absorpce
Znaceni vzorku napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kJ/m?] energie [%]
KMID_14_1 1,79 15,51 0,76 66,83
KMID_14_2 1,48 18,53 0,62 72,08
KMID_14_3 1,53 24,30 0,79 54,62
KMID_14_4 1,71 42,94 1,10 51,66
KMID_14_5 0,97 19,25 0,47 75,12
KMID_14_6 2,40 34,50 1,13 68,64
KMID_14_7 1,57 20,92 0,75 62,05
KMID_14_8 1,58 20,06 0,70 76,36
KMID_14_9 2,97 53,07 1,55 53,35
Pramér 1,78 27,67 0,87 64,52
Median 1,58 20,92 0,76 66,83
SD 0,55 12,21 0,31 8,98
- . I . U¢innost
Stabilni hladina Elasticky Absorbovanad
Oznacenivzorku |  napéti [kPa] gradient [kPa]  energie [kJ/m?] absorpce
energie [%]
KMID 21 1 3,13 61,36 1,57 70,56
KMID 21 2 3,27 45,70 1,47 73,00
KMID_21 3 3,43 65,55 1,57 77,70
KMID_21 4 2,80 30,79 1,19 79,36
KMID_21 5 3,90 43,25 1,91 64,60
KMID_21 6 314 38,69 1,47 66,84
KMID_21 7 1,71 26,78 0,94 59,98
KMID_21 8 1,68 17,76 0,78 73,25
KMID£9 1,21 26,90 0,63 75,95
Pramér 2,70 39,64 1,28 71,25
Median 3,13 38,69 1,47 73,00
SD 0,88 15,20 0,40 6,04
- . L , Ucinnost
o Stablltnlhladma Elasticky Absorbovana3 absorpce
Oznaceni vzorku napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kl/m?] energie [%]
KMAX_1 1 5,61 50,42 2,93 48,44
KMAX_1 2 6,86 76,46 3,50 4797
KMAX_1_3 6,39 92,43 313 60,13
KMAX_1_ 4 4,46 65,11 2,24 51,28
KMAX_1 5 5,90 71,02 2,85 56,71
KMAX_1_6 7,07 9412 3,41 57,01
KMAX_1_7 5,87 59,44 3,12 46,20
Pramér 6,02 72,71 3,03 52,53
Median 5,90 71,02 312 51,28
SD 0,81 15,10 0,38 4,99
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Oznaceni vzorku

Stabilni hladina
napéti [kPa]

Elasticky
gradient [kPa]

Absorbovana
energie [kJ/m?3]

Ucinnost
absorpce
energie [%]

KMAX_7_1 5,04 32,91 2,54 47,71
KMAX_7_2 5,23 43,24 2,39 52,13
KMAX_7_3 412 17,46 2,16 56,23
KMAX_7_4 5,70 76,91 2,87 55,35
KMAX_7_5 5,91 71,62 2,95 56,13
KMAX_7_6 2,52 9,46 1,38 76,68
KMAX_7_7 3,89 38,42 1,68 58,67
KMAX_7_8 5,95 66,73 2,75 54,73
Primér 4,79 4459 2,34 57,20
Median 514 40,83 2,47 55,74
SD 1,12 23,49 0,53 7,98

o I , Uginnost

. Stablltnlhladma Elasticky Abso.rbovana3 absorpce

Oznaceni vzorku napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kJ/m?] energie [%]

KMAX_14 1 1,93 30,60 1,01 58,30
KMAX_14 2 3,41 31,29 1,52 63,93
KMAX_14 3 2,39 20,52 1,03 65,81
KMAX_14_4 2,75 30,79 1,21 68,51
KMAX_14_5 2,02 25,61 0,93 73,39
KMAX_14_6 2,25 30,04 1,08 68,35
KMAX_14_7 1,67 20,03 0,78 65,31
KMAX_14_8 1,44 17,39 0,69 64,78
KMAX_14_9 1,60 18,34 0,79 59,49
Primér 2,16 24,96 1,00 65,32
Median 2,02 25,61 1,01 65,31
SD 0,59 5,55 0,24 4,35

- . L , Ucinnost

o Stablltnlhladma Elasticky Absorbovana3 absorpce

Oznacenivzorku | napéti [kPa] gradient [kPa]  energie [kJ/m?] energie [%]

INVIVO_7_1 6,96 37,52 4,02 38,96
INVIVO_7_2 11,89 70,19 6,39 4763
INVIVO_7_3 5,95 44,50 3,37 43,68
INVIVO_7_4 6,58 41,00 3,87 46,90
INVIVO_7_5 5,07 42,77 2,82 42,07
INVIVO_7_6 7,62 40,09 4,41 43,97
IN VIVO;7 5,90 40,18 3,89 32,90
Primér 714 4518 411 42,30
Median 6,58 41,00 3,89 43,68
SD 2,08 10,41 1,04 4,69
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U¢innost

Oanaten ) Stabil?l”hladina Elasticky Absorbované3 absorpce
Znaceni vzorku napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kJ/m?] energie [%]
INVIVO 14 1 5,87 32,28 2,97 38,15
INVIVO_ 14 2 8,80 46,38 443 49,77
INVIVO_ 14 3 6,18 40,06 3,47 35,70
INVIVO 14 4 11,14 61,87 5,06 4214
INVIVO 14 5 4,30 32,49 2,28 46,49
INVIVO 14 6 9,24 77,76 4,89 4,77
INVIVO 14 7 11,10 53,96 6,31 42,30
INVIVO 14 8 17,34 85,78 7,75 48,80
INVIVO 14 9 9,27 48,76 574 43,96

INVIVO_14_10 714 49,55 424 32,40
Pramér 9,04 52,89 4.7 4215
Median 9,02 49,16 466 4222

SD 3,49 16,91 1,54 5,26
- . . , U¢innost

Oamatent vzorks Stablltnlhladma Elf‘:\stlcky Abso‘rbovana3 absorpce
z napéti [kPa] gradient [kPa] energie [kl/m3] energie [%]
INVIVO 21 1 10,38 60,97 6,04 40,98
INVIVO 21 2 17,32 87,15 6,85 46,10
INVIVO 21 3 7,33 55,91 4,46 39,80
INVIVO 21 4 8,09 52,44 3,99 47,91
INVIVO_21 5 1,84 - 0,97 41,57
INVIVO_21 6 7,93 57,36 3,28 5438
INVIVO_21 7 9,04 54,36 466 4251
INVIVO_21 8 3,91 40,90 2,82 35,98
IN VIVO£9 3,16 31,04 1,70 56,22

Pramér 7,67 55,02 3,86 45,05
Median 7,93 55,14 3,99 4251
SD 436 15,23 1,80 6,38
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prab&h namdhani selna hysterezni kfivky
——sigmapl  mm——- 50 % pomérného prodlouieni
— + = oblast pro vyhodnocovdni sigma pl — — konec stabilni hladiny

06 a5 04 -cla
|

-30

smiuvni napéti [kPa]
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¥ =52.441x+ 3.6747

Pomémé prodlouZeni [-]
pribéh namahani ——— selna hysterezni kfivky
——sigmapl  mm——- 50% pomérného prodloufeni
— - =oblast pro vyhodnocovdni sigma pl — — konec stabilni hladiny

-30

INVIVO_14_9
06 ds 0.4 ds
|

smluvni napéti [kPa]

Pomérné prodlouteni [-]

prib&h namahanf — setna hysterezni kfivky
——sigmapl == 50 % pomérného prodlouzeni
= oblast pro vyhodnocovani sigma pl — — konec stabilni hladiny




1.4. HMOTNOSTNI UBYTKY

Oznaceni vzorku

Hmotnostni
ubytky [%]

Oznaceni vzorku

Hmotnostni
Ubytky [%]

Oznaceni vzorku

Hmotnostni
ubytky [%]

KMIN_1_1(M) 0,74 KMID_1_1(M) 1,40 KMAX_1_1(M) 4,2
KMIN_1_2(M) 5,82 KMID_1_2(M) 214 KMAX_1_2(M) 0,00
KMIN_1_3(M) 114 KMID_1_3(M) 8,31 KMAX_1_3(M) 490
KMIN_1_4(M) 7,22 KMID_1_4(M) 4,22 KMAX_1_4(M) 4,20
KMIN_1_5(M) 1,22 KMID_1_5(M) 1,33 KMAX_1_5(M) 5,36
KMIN_1_6(M) 0,98 - - KMAX_1_6(M) 7,34

KMIN_1_7(M) 0,10 - - - -
Primér 2,46 Primér 3,48 Primér 432
Median 114 Median 2,14 Median 4,55
SD 2,62 ) 2,63 SD 2,21

Hmotnostni Hmotnostni Hmotnostni

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

KMIN_7_1(M) 9,16 KMID_7_1(M) 15,49 KMAX_7_1(M) 5,38
KMIN_7_2(M) 31,04 KMID_7_2(M) 15,33 KMAX_7_2(M) 3,35
KMIN_7_3(M) 16,31 KMID_7_3(M) 7,94 KMAX_7_3(M) 12,74
KMIN_7_4(M) 4,24 KMID_7_4(M) 5,28 KMAX_7_4(M) 10,52
KMIN_7_5(M) 12,83 KMID_7_5(M) 20,02 KMAX_7_5(M) 516
KMIN_7_6(M) 4,47 KMID_7_6(M) 10,65 KMAX_7_6(M) 10,45
KMIN_7_7(M) 32,58 KMID_7_7(M) 6,86 - -
Pramér 15,81 Pramér 11,65 Primér 7,93
Median 12,83 Median 10,65 Medidn 7,91
SD 10,88 ) 5,02 SD 3,45
Hmotnostni Hmotnostni Hmotnostni

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

IN VIVO_7_1(M) -72,23 KMIN_14_1(M) 16,38 KMID_14_1(M) 12,74
IN VIVO_7_2(M) -62,77 KMIN_14_2(M) 16,58 KMID_14_2(M) 22,37
IN VIVO_7_3(M) -85,22 KMIN_14_3(M) 45,69 KMID_14 3(M) 30,50
IN VIVO_7_4(M) -81,39 KMIN_14_4(M) 46,76 KMID_14_4(M) 35,67
IN VIVO_7_5(M) -85,70 KMIN_14_5(M) 24,96 KMID_14 5(M) 56,47
IN VIVO_7_6(M) -73,24 KMIN_14_6(M) 39,03 KMID_14 6(M) 15,97
IN VIVO_7_7(M) -70,27 - - KMID_14 7(M) 32,01
IN VIVO_7_8(M) -68,34 - - - -
IN VIVO_7_9(M) -62,99 - - - -
IN VIVO_7_10(M) -71,35 - - N N
IN VIVO_7__11(M) -40,98 - - - -
Primér -70,41 Pramér 31,57 Pramér 29,39
Median -71,35 Median 32,00 Median 30,50
) 11,95 SD 12,81 SD 13,56
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Oznaceni vzorku

Hmotnostn
i Ubytky [%]

Oznaceni vzorku

Hmotnostn
i Ubytky [%]

Oznaceni vzorku

Hmotnostn
i Ubytky [%]

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

Oznaceni vzorku

ubytky [%]

Oznaceni vzorku

KMAX_14_1(M) 21,32 IN VIVO_14_1(M) -65,74 KMIN_21_1(M) 53,34
KMAX_14_2(M) 55,67 IN VIVO_14_2(M) -46,43 KMIN_21_2(M) 64,39
KMAX_14_3(M) 20,33 IN VIVO_14_3(M) -25,22 KMIN_21_3(M) 52,43
KMAX_14_4(M) 15,67 IN VIVO_14_4(M) -52,12 KMIN_21_4(M) 42,64
KMAX_14_5(M) 18,38 IN VIVO_14_5(M) -59,56 KMIN_21_5(M) 34,98
KMAX_14_6(M) 22,45 IN VIVO_14_6(M) -55,80 KMIN_21_6(M) 44,09
KMAX_14_7(M) 32,22 IN VIVO_14_7(M) -50,79 KMIN_21_7(M) 30,29

- - IN VIVO_14_8(M) -72,68 - -

- - IN VIVO_14_9(M) -65,76 - -

- - IN VIVO_14_10(M) -46,13 - -

- - IN VIVOill(M) -72,13 - -
Primér 26,58 Primér -55,67 Primér 46,02
Medidn 21,32 Medidn -55,80 Median 44,09

SD 12,81 SD 13,21 SD 10,80

Hmotnostni Hmotnostni Hmotnostni

ubytky [%]

KMID_21_1(M) 30,25 KMAX_21_1(M) 46,96 |INvivo_21_1(M) | -94,65
KMID_21_2(M) 41,75 KMAX_21_2(M) 3546 | INVIVO 21 2(M) | -122,33
KMID_21_3(M) 37,79 KMAX_21_3(M) 54,83 |INvivo 21 3(M)| -99.04
KMID_21_4(M) 43,98 KMAX_21_4(M) 5842 | INvivo 21 am) | 11115
KMID_21_5(M) 21,06 KMAX_21_5(M) 40,80 |INvivo 21 5(M)| -108,74
KMID_21_6(M) 48,97 KMAX_21_6(M) 51,29 INVIVO 21 6(M) | -98,89
- - KMAX_21_7(M) 37,43 INVIVO_21_7(M) | -122,52
- - - - IN VIVO_21 8( ) -123,37
Primér 37,30 Primér 46,46 Pramér -110,09
Median 39,77 Medidn 46,96 Median -109,94
SD 9,26 SD 8,21 SD 11,01
1.5. VYSLEDKY FTIR ANALYZY
ORIGINAL KMIN KMID KMAX IN VIVO
15,2 18,9 17,5 18,7 21,2
17,7 19,1 18,9 17,4 20,6
16,6 17,0 17,8 18,3 19,1
17,5 18,2 19,7 19,4 20,8
Oblast 1660 16,6 17,8 19,7 18,3 14,6
16,6 18,0 17,6 18,6 23,2
18,0 18,7 18,8 18,3 241
17,2 18,4 19,2 18,3 20,5
17,2 18,5 17,4 17,8 21,1
18,0 17,6 18,7 17,9 17,9
Pramér 17,0 18,2 18,5 18,3 20,3
Median 17,2 18,3 18,8 18,3 20,7
SD 0,80 0,60 0,86 0,53 2,54
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ORIGINAL I IN VIVO
2,5 3,9
2,7 3,2
3,1 3,1
3,6 3,6
2,9 3,8
2,5 4,7
2,8 5,0
3,5 4,9
. 3,1 5,3
Pomér 1660/1690 2,8 4,0
3,3 4,0
3,3 3,9
2,9 4.4
2,8 4.4
2,9 3,8
3,0 4,9
3,1 2,2
2,8 3,6
2,8 4,3
2,9 2,2
Primér 3,0 4,0
Median 2,9 4,0
SD 0,30 0,82
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2. PRILOHA B

2.1. VYSLEDKY STATISTICKE ANALYZY

V nasledujicich tabulkdch jsou uvedeny p-hodnoty. Hladina vyznamnosti vSech

provadénych testd byla 0,05.
2.1.1. MECHANICKE TESTY-NORMALITA

Shapiro-Wilk testy

. ) UCINNOST
ELASTICKY ABSORBOVANA

SIGMA PLATEAU ABSORPCE

GRADIENT ENERGIE ENERGIE
PBS_O 0,740 0,663 0,869 0,618
KMIN_1 0,487 0,267 0,542 0,599
KMIN_7 0,141 0,154 0,212 0,017
KMIN_14 0,332 0,716 0,414 0,175
KMIN_21 0,253 0,133 0,525 0,099
KMID_1 0,983 0,945 0,833 0,589
KMID_7 0,026 0,567 0,003 0,063
KMID_14 0,157 0,049 0,244 0,306
KMID_21 0,230 0,607 0,602 0,777
KMAX_1 0,673 0,687 0,458 0,383
KMAX_7 0,247 0,538 0,416 0,017
KMAX_14 0,512 0,051 0,538 0,796
KMAX_21 0,273 0,172 0,169 0,366
IN VIVO_7 0,036 0,001 0,160 0,418
IN VIVO_14 0,296 0,341 0,989 0,819
IN VIVO_21 0,383 0,363 0,966 0,476
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2.1.2. Q-Q GRAFY

V ndsledujici ¢asti jsou uvedeny Q-Q grafy jednotlivych datovych sad

pro véechny sledované

v programu JASP.

mechanické vlastnosti.
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IN VIVO_21
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2.1.3. MECHANICKE TESTY-POROVNANI S IN VIVO

Mann-Whitney testy

V tabulce celkového shrnuti jsou kromé velikosti p-hodnoty uvedeny i hodnoty

Cohenova datovetvarup / d.opn-

vSechna data .
porovnana s STABILNI B ELASTICKY ABSORBOVANA X;'S%'\Figéz
prislusnou skupinou | HLADINA NAPETI GRADIENT ENERGIE
ENERGIE
IN VIVO
" KMIN.7 | 0,001/27* 0,001/29 0,001/27*
vivo 7 .KMID_7 0,057 /11 * 0,015 /1,6 * 0,004 /21 *
- KMAX_7 0,013 /1,7 * 0,862/ 0,12 * 0,003/22 0,001/31*
N KMIN_14 | 0,000/ 26 0,001/ 21 0,000 /3.2 0,000/ 34
VIVo 14 -KMID_14 | 0,000/28 0,006 /1,7 * 0,000 /34 0,000/ 3,1
- KMAX_14 | 0,000 /27 0,000/22 0,000/3,3 0,000/ 4,8
N KMIN_21 0,002 /1,8 0,004/20 0,003/272 0,001/25
VIVO 21 .KMID_21 0,001/1,6 0,112 /1,0 0,004 /20 0,000/ 4.2
- KMAX_21 0,017 /1,6 0,083 /1,0 0,008 /1,9 0,000/ 3,3

* \ pfipadé datovych sad ktera nebyla z normalniho rozlozeni pravdépodobnosti
bylo d.,, vyhodnocovdano na zakladé vysledku Mann — Whitney testd.

103




2.1.4. MECHANICKE TESTY-POROVNANI V RAMCI MEDIA

Mann-Whitney testy

o 0.005 STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA Xg';g;ggg
bonf = U, X
HLADINA NAPET] GRADIENT ENERGIE ENERGIE
KMIN_1 - - - 0,001
KMIN_7 - - - 0,48
PBS_0O
KMIN_14 - - - 0,86
KMIN_21 - - . 0,724
KMIN_7 - - - 0,011
KMIN_1 KMIN_14 - - - 0,003
KMIN_21 - - - 0,002
KMIN_14 - - - 0,185
KMIN_7
KMIN_21 - - - 0,251
KMIN_14 | KMIN_21 - - - 0,791
o 0.005 STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA K;'S'\g\égi
bonf= U, i
HLADINA NAPET] GRADIENT ENERGIE ENERGIE
KMID_1 0,290 0,175 0,459 -
KMID_7 0,659 0,413 0,596 -
PBS_0O
KMID_14 0,000 0,006 0,000 -
KMID_21 0,001 0,077 0,001 -
KMID_7 1,000 0,747 1,000 -
KMID_1 KMID_14 0,001 0,112 0,001 -
KMID_21 0,003 0,596 0,001 -
KMID_14 0,000 0,030 0,000 -
KMID_7
KMID_21 0,001 0,361 0,001 -
KMID_ 14 | KMID_21 0,034 0,093 0,042 -
o 0.005 STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA X;IS'\(I)’\FIQS(SZE
bonf = U, v__ o
HLADINA NAPETI GRADIENT ENERGIE ENERGIE
KMAX_1 - - - 0,002
KMAX_7 - - - 0,014
PBS_0O
KMAX_14 - - - 0,289
KMAX_21 - - - 0,791
KMAX_7 - - - 0,524
KMAX_1  KMAX_14 - - - 0,002
KMAX_21 - - - 0,002
KMAX_14 - - - 0,014
KMAX_7
KMAX_21 - - - 0,018
KMAX_14 | KMAX_21 - - - 0,427
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STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Obonf = 0,008 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET] ENERGIE
IN VIVO_7 0,072 0,341 - -
PBS_O IN VIVO_14 0,016 0,488 - -
IN VIVO_21 0,251 0,361 - -
IN VIVO_14 0,306 0,354 - -
IN VIVO_7
IN VIVO_21 0,681 0,244 - -
INVIVO_14 | INVIVO_21 0,348 0,564 - -
F-testy
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Olbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET] ENERGIE
KMIN_1 0,831 0,917 0,865 -
KMIN_7 0,351 0,189 0,338 -
PBS_O
KMIN_14 0,306 0,001 0,175 -
KMIN_21 0,622 0,033 0,400 -
KMIN_7 0,277 0,180 0,286 -
KMIN_1 KMIN_14 0,241 0,001 0,148 -
KMIN_21 0,501 0,032 0,339 -
KMIN_14 0,925 0,033 0,677 -
KMIN_7
KMIN_21 0,656 0,327 0,905 -
KMIN_14 KMIN_21 0,590 0,249 0,593 -
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Olbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET] ENERGIE
KMID_1 - - - 0,594
KMID_7 - - - 0,542
PBS 0O
KMID_14 - - - 0,023
KMID_21 - - - 0,199
KMID_7 - - - 0,973
KMID_1 KMID_14 - - . 0,115
KMID_21 - - - 0,509
KMID_14 - - - 0,084
KMID_7
KMID_21 - - - 0,489
KMID_14 KMID_21 - - - 0,281
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STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qlbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPETI ENERGIE
KMAX_1 0,469 0,186 0,452 -
PBS 0 KMAX_7 0,967 0,738 0,998 -
- KMAX_14 0,088 0,000 0,035 -
KMAX_21 0,206 0,470 0,169 -
KMAX_7 0,457 0,313 0,465 -
KMAX_1 KMAX_14 0,376 0,011 0,204 -
KMAX_21 0,655 0,509 0,599 -
KMAX_14 0,088 0,001 0,039 -
KMAX_7
KMAX_21 0,204 0,704 0,181 -
KMAX_14 KMAX_21 0,638 0,001 0,424 -
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qlbonf = 0,008 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPETI ENERGIE
IN VIVO_7 - - 0,082 0,514
PBS_O IN VIVO_14 - - 0,007 0,360
IN VIVO_21 - - 0,003 0,153
IN VIVO_14 - - 0,384 0,853
IN VIVO_7
- IN VIVO_21 - - 0,216 0,496
INVIVO_14  INVIVO_ 21 - - 0,641 0,566
T-testy se schodnymi rozptyly
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qlbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPETI ENERGIE
KMIN_1 1,000 - 0,762 -
KMIN_7 0,005 - 0,007 -
PBS_0
KMIN_14 0,000 - 0,000 -
KMIN_21 0,000 - 0,000 -
KMIN_7 0,010 - 0,006 -
KMIN_1 KMIN_14 0,000 - 0,000 -
KMIN_21 0,000 - 0,000 -
KMIN_14 0,001 - 0,000 -
KMIN_7
KMIN_21 0,000 - 0,000 -
KMIN_14 KMIN_21 0,554 - 0,836 -
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STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qlbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET] ENERGIE
KMID_1 - - - 0,001
KMID_7 - - - 0,000
PBS_O
KMID_14 - - - 0,681
KMID_21 - - - 0,005
KMID_7 - - - 0,953
KMID_1 KMID_14 - - - 0,014
KMID_21 - - - 0,000
KMID_14 - - - 0,007
KMID_7
- KMID_21 - - - 0,000
KMID_14 KMID_21 - - - 0,098
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET( ENERGIE
KMAX_1 0,380 - 0,176 -
KMAX_7 0,222 - 0,269 -
PBS_0
KMAX_14 0,000 - 0,000 -
KMAX_21 0,000 - 0,000 -
KMAX_7 0,044 - 0,021 -
KMAX_1 KMAX_14 0,000 - 0,000 -
KMAX_21 0,000 - 0,000 -
KMAX_14 0,000 - 0,000 -
KMAX_7
KMAX_21 0,001 - 0,000 -
KMAX_14 KMAX_21 0,081 - 0,027 -
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qbonf = 0,008 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET] ENERGIE
IN VIVO_7 - - - 0,000
PBS_0 IN VIVO_14 - - - 0,000
IN VIVO_21 - - - 0,000
IN VIVO_14 - - - 0,955
IN VIVO_7
- IN VIVO_21 - - - 0,386
INVIVO_14 | INVIVO_21 - - - 0,319
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T-testy s riznymi rozptyly

STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qbon = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPETI ENERGIE
KMIN_1 - 0,334 - -
KMIN_7 - 17 - -
PBS_0O = 0.0
KMIN_14 - 0,003 - -
KMIN_21 - 0,006 - -
KMIN_7 - 0,233 - -
KMIN_1 KMIN_14 - 0,075 - -
KMIN_21 - 0,120 - -
KMIN_14 - 0,233 - -
KMIN_7
KMIN_21 - 0,520 - -
KMIN_14 KMIN_21 - 0,518 - -
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qlbonf = 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPETI ENERGIE
KMID_1 - - - -
KMID_7 - - - -
PBS_O =
KMID_14 - - - -
KMID_21 - - - -
KMID_7 - - - -
KMID_1 KMID_14 - - - -
KMID_21 - - - -
KMID_14 - - - -
KMID_7
- KMID_21 - - - -
KMID_14 KMID_21 - - - -
STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Qbonf= 0,005 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPETI ENERGIE
KMAX_1 - 0,476 - -
KMAX_7 - 0,150 - -
PBS_0
KMAX_14 - 0,003 - -
KMAX_21 - 0,039 - -
KMAX_7 - 0,023 - -
KMAX_1 KMAX_14 - 0,000 - -
KMAX_21 - 0,003 - -
KMAX_14 - 0,064 - -
KMAX_7
KMAX_21 - 0,508 - -
KMAX_14 KMAX_21 - 0,178 - -
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STABILNI ELASTICKY ABSORBOVANA UCINNOST
Obonf = 0,008 HLADINA GRADIENT ENERGIE ABSORPCE
NAPET] ENERGIE
IN VIVO_7 - - 0,014 B
PBS_O IN VIVO_14 - - 0,003 -
IN VIVO_21 - . 0,102 -
IN VIVO_14 - - 0,379 -
IN VIVO_7
IN VIVO_21 - . 0,754 -
INVIVO_14 | INVIVO_21 - - 0,314 -

Celkové shrnuti

V tabulce celkového shrnuti jsou kromé velikosti p-hodnoty uvedeny i hodnoty

Cohenova datovetvarup / d.opn-

. . p UCINNOST
ENERGIE
KMIN_1 1,000/ 0 0,334/ 0,54 0,762/ 0,16 0,001/ 3,0
PBS 0 KMIN_7 0,005 /1,6 0,017 /1,4 0,007 /1,5

- KMIN_14 0,000/ 3,4 0,003/2,0 0,0007/3,5 0,860/ 0,10
KMIN_21 0,000/3,4 0,006 /1,7 0,000/34 0,724 7 019

KMIN_7 0,010 /1,6 0,233/ 0,74 0,006 /1,7 0,011 /1,7 *

KMIN_1 KMIN_14 0,000/ 3,4 0,075/1,3 0,000 7/ 3,7 0,003723
KMIN_21 0,000/ 3,3 0,120 /1,0 0,000/ 3,6 0,002/ 25
KMIN 7 KMIN_14 0,001/ 2.1 0,233/ 0,63 0,000/ 24 0,185/ 0,68 *
- KMIN_21 0,000/ 22 0,000/ 2.3 0,251/ 0,59 *
KMIN_14 KMIN_21 0,836/ 0,1 0,791/ 0,15

. , p UCINNOST

ENERGIE
KMID_1 0,290/ 0,58 0,175/ 0,78 0,001/ 24
850 KMID_7 0,000 /2,3
KMID_14 0,000/ 31 0,006 /1,7 * 0,000 / 3,1

KMID_21 0,001/ 2,9 0,077/ 0,94 0,001/ 2,9 0,005 /1,6
KMID_7 |1,000/ 0,026 * 1,000/ 0,026 * 0,953/ 0,033

KMID_1 KMID_14 0,001/ 3,0 0112/0,94 * 0,001/ 3,0 0,014 /1,5
KMID_21 0,003/ 23 0,001/ 2,7 0,0007/3,3

KMID 7 KMID_14 0,000/31* 0,030/13* 0,000/31* 0,007 /1,5
- KMID_21 0,001/2,7* 0,001/27* 0,0007/3,3
KMID_14 KMID_21 0,034 /1,2 0,093/0,89 * 0,042 /1,1 0,098 /0,88
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STABILNI

ELASTICKY

ABSORBOVANA

UCINNOST

Obonf = 0,005 v ABSORPCE
bonf HLADINA NAPETI GRADIENT ENERGIE ENERGIE
KMAX_1 0,176/ 0,77 0,002/ 2,5
PBS 0 KMAX_7 0,222/ 0,67 0,150/ 0,78 0,269/ 0,6 0,014 /15 *
- KMAX_14 0,000/ 3,8 0,003/2,0 0,000/ 4,0 0,289/ 0,54
KMAX_21 0,000/ 3,0 0,039/1,2 0,000/ 3,0 0,791/ 0,15
KMAX_7 0,044 /1,2 0,023/1,4 0,021/1,5
KMAX_1 KMAX_14 0,000/ 5,6 0,000/44 0,000/ 6,6 0,002/ 2,5
KMAX_21 0,000/4,4 0,003/2,0 0,000/ 4,8 0,002/ 25
KMAX 7 KMAX_14 0,000/ 3,0 0,064 /7119 0,000/3,3 0,014 /1,5 *
- KMAX_21 0,001/ 2,2 0,000/ 23 0,018/14+*
KMAX_14 = KMAX_21 | 0,081/ 0,93 0,178 / 0,81 0,027 /1,2
p . p UCINNOST
ENERGIE
IN VIVO_7 0,072 /1,0 * 0,341/ 0,52 * 0,014 /1,8 0,000/ 5,0
PBS_O IN VIVO_14 0,016/1,4 0,003 /1,7 0,0007/45
INVIVO_21] 0,251/ 0,59 0,102/ 0,90 0,000/3,4
INVIVO 7 INVIVO_14] 0,306 /0,54 * 0,955/ 0,03
—" INVIVO_21 0,244 /0,77 * 0,754 /0,16
INVIVO_14 : INVIVO_21 0,314 / 0,51

* V pfipadé datovych sad kterd nebyla z normalniho rozlozeni pravdépodobnosti

bylo d.,, vyhodnocovano na zdkladé vysledku Mann — Whitney testd.

2.1.5. HMOTNOSTNI UBYTKY-NORMALITA

Shapiro-Wilk testy

KMIN_1 0,014
KMIN_7 0,155
KMIN_14 0,160
KMIN_21 0,922
KMID_1 0,112
KMID_7 0,583
KMID_14 0,541
KMID_21 0,77
KMAX_1 0,370
KMAX_7 0,342
KMAX_14 0,014
KMAX_21 0,649
IN VIVO_7 0,161

IN VIVO_14 0,405

IN VIVO_21 0,155
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Q-Q grafy

V néasledujici

Ve

-

Casti jsou uvedeny Q-Q grafy jednotlivych datovych sad

pro hmotnostni Ubytky. Tyto grafy byly vytvofeny v programu JASP.
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2.1.6. HMOTNOSTNI UBYTKY-POROVNANI S IN VIVO

Mann-Whitney testy

V tabulce celkového shrnuti jsou kromé velikosti p-hodnoty uvedeny i hodnoty

Cohenovadatovetvarup /d.on-

KMIN_7 0,001/ 7,5
IN VIVO_7 KMID_7 0,001/ 8,3
KMAX_7 0,001/ 7,9
KMIN_14 0,001/6,7
IN VIVO_14 KMID_14 0,001/ 6,4
KMAX_14 0,001/2,9 *
IN VIVO_21 KMIN_21 0,001/14,3
KMID_21 0,002/ 14
KMAX_21 0,001/ 16

* V pfipadé datovych sad kterd nebyla z normalniho rozlozeni pravdépodobnosti
bylo d.,, vyhodnocovéno na zdkladé vysledku Mann — Whitney testd.

2.1.7. HMOTNOSTNI UBYTKY-POROVNANI V RAMCI MEDIA

Mann-whitney testy

Olbonf = 0,008
KMIN_7 0,0Mm
KMIN_1 KMIN_14 0,003
KMIN_21 0,002
KMIN_ 14 0,038
KMIN_7 KMIN_21 0,005
KMIN=14 KMIN=21 0,134
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Olbonf = 0,008
KMID_7 -
KMID_1 KMID_14 -
KMID_21 -
KMID_14 -
KMID_7 KMID_21 -
KMID_14 KMID_21 -
Olbonf = 0,008
KMAX_7 0,128
KMAX_1 KMAX_14 0,003
KMAX_21 0,003
KMAX_14 0,003
KMAX_7 i :
- KMAX_21 0,003
KMAX_14 KMAX_21 0,021
Obonf = 0,017
IN VIVO_14 -
INVIVO_7 IN VIVO_21 -
INVIVO_14 IN VIVO_21 -
F-testy
Obonf = 0,008
KMIN_7 -
KMIN_1 KMIN_14 -
KMIN_21 -
KMIN_14 -
KMIN_7 KMIN_21 -
KMIN_14 KMIN_21 -
Qlbonf = 0,008
KMID_7 0,256
KMID_1 KMID_14 0,0079
KMID_21 0,033
KMID_14 0,029
KMID_7 KMID_21 0,160
KMID_14 KMID_21 0,437
Qlbonf = 0,008
KMAX_7 -
KMAX_1 KMAX_14 -
KMAX_21 -
KMAX_14 -
KMAX_7 KMAX_21 -
KMAX_14 KMAX_21 -
Olbonf = 0,017
IN VIVO_14 0,757
INVIVO_7 INVIVO_ 21 0.895
IN VIVO_14 IN VIVO_21 0,684
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T-testy se schodnymi rozptyly

Olbonf = 0,008
KMIN_7 -
KMIN_1 KMIN_14 -
KMIN_21 -
KMIN_14 -
KMIN_7 KMIN_21 -
KMIN_14 KMIN_21 -
Olbonf = 0,008
KMID_7 -
KMID_1 KMID_14 -
KMID_21 -
KMID_14 -
KMID_7 KMID_21 -
KMID_14 KMID_21 -
Olbonf = 0,008
KMAX_7 -
KMAX_1 KMAX_14 -
KMAX_21 -
KMAX_14 -
KMAX_7 KMAX_21 -
KMAX_14 KMAX_21 -
Olbonf = 0,017
IN VIVO_14 0,017
INVIVO_7 INVIVO_21 0,000
IN VIVO_14 IN VIVO_21 0,000

T-testy s riznymi rozptyly

Olbonf = 0,008
KMIN_7 -
KMIN_1 KMIN_14 -
KMIN_21 -
KMIN_14 -
KMIN_7 KMIN_21 -
KMIN_14 KMIN_21 -
Olbonf = 0,008
KMID_7 0,0078
KMID_1 KMID_14 0,003
KMID_21 0,000
KMID_14 0,018
KMID_7 KMID_21 0,007
KMID_14 KMID_21 0,278
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Olbonf = 0,008
KMAX_7 -
KMAX_1 KMAX_14 -
KMAX_21 -
KMAX 7 KMAX_14 -
- KMAX_21 -
KMAX=14 KNIAX=21 -

Olbonf = 0,017
NVIVO 7 IN VIVO_14 -
- IN VIVO_21 -
IN VIVO=14 IN VIVO=21 -

Celkové shrnuti

V tabulce celkového shrnuti jsou kromé velikosti p-hodnoty uvedeny i hodnoty

Cohenova datovetvarup / d.opn-

Olbonf = 0,008
KMIN_7 0,011 /1,7
KMIN_1 KMIN_14 0,003/33
KMIN_21 0,002 /55
KMIN_14 0,038 /1,3
KMIN_7 ™ . ‘
- KMIN_21 0,005/28
KMIN_14 KMIN_21 0,134 /1,2
Obonf = 0,008
KMID_7 0,0078 /1,9
KMID_1 KMID_14 0,003 / 2,4
KMID_21 0,000 /4,8
KMID_14 0,018 /1,7
KMID_7 - : !
- KMID_21 0,001/3,5
KMID_14 KMID_21 0,278 / 0,67
Obonf = 0,008
KMAX_7 0,128 /1,2
KMAX_1 KMAX_14 0,003/23
KMAX_21 0,003 /6,8
KMAX_14 0,003 /1,9
KMAX_7 - ! '
- KMAX_21 0,003 /59
KMAX_14 KMAX_21 0,021/1,8
Olbonf = 0,017
INVIVO_14 0,017 /1,2
INVIVO_7 INVIVO_21 0,000 / 3,4
IN VIVO_14 IN VIVO_21 0,000/ 4,4

* V pfipadé datovych sad kterd nebyla z normalniho rozloZzeni pravdépodobnosti

bylo d.,, vyhodnocovdno na zdkladé vysledku Mann — Whitney testd.
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2.1.8. FTIR ANALYZA — OBLAST 1660

Shapiro-Wilk testy

ORIGINAL 0,26
KMIN 0,92
KMID 0,13
KMAX 0,71

IN VIVO 0,46

Q-Q grafy

V ndsledujici ¢asti jsou uvedeny Q-Q grafy jednotlivych datovych sad pro FTIR
analyzu oblasti 1660. Tyto grafy byly vytvoreny v programu JASP.
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o =0,05
KMIN 0,412
ORIGINAL KMID 0,837
KMAX 0,241
IN VIVO 0,002
IN VIVO KMIN 0,000
KMID 0,003
KMAX 0,000
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T-testy s riznymi rozptyly

V tabulce celkového shrnuti jsou kromé velikosti p-hodnoty uvedeny i hodnoty

Cohenovadatovetvarup /d.on-

a=0,05

KMIN 0,003/1,7

KMID 0,001/1,8

ORIGINAL KMAX 0,001 ; 1,9

IN VIVO 0,004 /1,8

KMIN 0,038/1,1

IN VIVO KMID 0,073 /0,95

KMAX 0,045/1,1

2.1.9. FTIR ANALYZA — POMER 1660/1690
Shapiro-Wilk testy

ORIGINAL 0,271
IN VIVO 0,378

Q-Q grafy
V ndsledujici ¢asti jsou uvedeny Q-Q grafy jednotlivych datovych sad pro FTIR
analyzu poméru 1660/1690. Tyto grafy byly vytvoreny v programu JASP.
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F-testy

a=0,05

ORIGINAL IN VIVO | 0,000
T-testy s riznymi rozptyly

V tabulce celkového shrnuti jsou kromé velikosti p-hodnoty uvedeny i hodnoty

Cohenovadatovetvarup / d.o.

o =0,05

ORIGINAL IN VIVO | 0,000/ 1,6
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