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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva testovanim mechanickych vlastnosti kompozitnich scaffold( pro
tkanové inZenyrstvi kosti. Cilem prace je porovnat mechanické vlastnosti jednotlivych vzorka,
které se lisSi materidlovym slozenim a jsou testovany tlakovou zkouskou ve tfech stavech —
suchém a hydratovaném po dobu 24 a 48 hodin. V rdmci zkoumani byla provedena také analyza
velikosti porh scaffoldl a oteviend porozita pomoci pristroje UCT. Dale byla v ramci prace
provedena analyza Ubytku materidlu a bobtnani vzork( béhem hydratace. Data ziskana z méreni
byla statisticky vyhodnocena. Poznatky budou dale pouzity pfi reSeni programového projektu
Ministerstva zdravotnictvi CR ,Vyvoj a komplexni preklinické testovani novych kompozitnich

material( pro kostni chirurgii” (¢. 15-25813A).
Klicova slova

Tkanové inzenyrstvi, nosi¢, kmenové burky, kost, kolagen

Abstract

This diploma thesis deals with testing of mechanical properties of scaffolds for bone tissue
engeneering. The aim of this work is to compare the mechanical properties of individual samples
with different material composition in three different states - dry and hydrated for the time
period of 24 and 48 hours. Within the scope of testing, pore size analysis has been conducted
together with open porosity using the uCT device. Following this, the analysis of mass loss and
swelling behaviour of the samples during the hydration were carried out. The data obtained
were evaluated statistically. The findings of which will be consequently used in the project
»,Development and comprehensive pre-clinical testing of novel composite materials for bone

surgery” supported by Ministry of Health of the Czech Republic, grant nr. 15-25813A.
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1 Uvod a cile prace

VSeobecné pokroky v mediciné vedou k prodlouzeni priimérné délky Zivota, coZz vytvari
v lékarstvi nové problémy a vyzvy, mezi které patfi narlist nemoci spojenych s vyssim vékem [1].
Casto tak dochazi ke ztraté kostni tkané, coz ma za nasledek dal3i zranéni a kostni defekty. Také
z tohoto dlivodu je tkanové inZzenyrstvi velmi rychle se rozsifujici oblasti napfi¢ védeckymi obory,
ktera ma za cil zlepSit kvalitu Zivota tim, Ze umozni obnoveni nebo zachovani funkce tkani a
organli pomoci biologicky odpovidajicich ndhrad [2]. Tkanovy nosi¢ neboli scaffold musi byt
s nahrazovanou tkani kompatibilni, mél by vykazovat vhodnou miru degradability, vhodné
mechanické vlastnosti a také odpovidajici porozitu a morfologii pro transport bunék, Zivin,
signalnich molekul, plynt a metabolickych produktl. Po osazeni burikami by tedy nosi¢ mél
slouZit jako dodasna mechanicka opora a mél by poskytnout vhodné prostredi pro adhezi, rist a

proliferaci bunék.

Pro spravnou funkci nosice bunék je nutné charakterizovat jeho vlastnosti nejen v suchém stavu,
ale také v podminkach, ve kterych bude osazovan burikami a pozdéji implantovan. Cilem této
prace je experimentdlni analyza mechanickych a strukturnich vlastnosti novych kompozitnich
nosi¢d bunék v suchém a hydratovaném stavu. Studované kompozitni nosice pro nahrady kostni
tkané jsou pfripraveny z poly(DL-laktidovych) nanovldken, kalcium fosfatovych nanoddstic,
hyaluronanu sodného a kolagenové matrice. Volbou poméru jednotlivych sloZek bylo pfipraveno
celkem 8 typ(i materidlu. Prace si klade za cil posoudit vliv materidlového sloZeni a hydratace na

funkéni charakteristiky kompozitu jako nosice bunék.

Prace je rozdélena do péti kapitol. Druhd kapitola podava struény prehled o zakladnich
principech tkanového inZenyrstvi a popisuje charakteristiky, jez by mély scaffoldy pro tkanové
inZenyrstvi spliovat. Zaroven obsahuje soucasné trendy technologii, které se pro vyrobu
scaffoldi v posledni dobé pouzivaji. Ve treti kapitole jsou popsany materidly a metodika
testovani, jez byly pro tento experiment vyuzity. V dalSich dvou kapitolach jsou zaznamenany
dosazZené vysledky prace a diskuze nad ziskanymi vysledky. Posledni kapitola obsahuje konecné

shrnuti prace.
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2 Teoretickd ¢ast

2.1 Tkanové inzenyrstvi kosti

Prvni zminky o tkariovém inZenyrstvi byly publikovany v 80. letech minulého stoleti v Americe.
Indikaci pro tuto metodu byl predevsim nedostatek darcli pro implantaci organi a také riziko
odmitnuti implantdtu imunitnim systémem pacienta. Princip tkanového inZenyrstvi spociva
v naockovani bunék do nosice, tzv. leSeni neboli scaffoldu, které svymi parametry udrzuje buriky
ve stabilnim stavu a poskytne jim vhodné prostfedi pro migraci, rlst a proliferaci, pfipadné je
stimuluje k tvorbé mezibunééné hmoty. Nasledné je nosi¢ s bufkami pouzit k implantaci,
obnoveni ¢i udrzeni funkce porusenych tkani. Abychom vsak mohli rozumét principu tkanového
inZenyrstvi, je zapotifebi porozumét fungovani jednotlivych bunék, jelikoz se struktury a tkané,
které nas zajimaji, zpravidla skladaji z mnohobunéénych systému. K rastu buriky dochazi diky
vymeéné Zivin, plyn a metabolickych produktl, ktera probiha na povrchu buriky. Objem buriky,
jenz ke svému zivotu potiebuje vyménu Zivin a dal$i bunécné procesy, je fradové mnohem vétsi
nez povrch buriky, kterym tyto procesy probihaji. Tento problém byl vyfesen vétvenim struktury

a tedy razantnim narGstem povrchu buriky [3].

V pripadé kostniho tkanového inzenyrstvi jsou spolu s kmenovymi burikami do nosice pridavany
dalsi biomolekuly — proteiny, ovliviujici rlst a hojeni kostnich defekt(l. Jejich pfitomnost
umoziuje napftiklad urychleni migrace a vyvolani proliferace a diferenciace kostnich bunék. Tyto
biomolekuly tedy ovliviiuji osteogenezi a regeneraci kostni tkané a jejich vhodnym zaclenénim
do nosicl Ize vyrazné urychlit dobu IéCeni pacienta [5]. Kost je vysoce prokrvena tkan [5]. Privod
Zivin a kysliku je nutny pro preziti tvofici se tkané v nosici a je tedy urcujici podminkou pfi jeho
samotné vyrobé. Vaskularizace probihd spontanné v odezvé na vznik zanétlivé reakce po
implantaci scaffoldu. Nedostatecnd nebo nespravna vaskularizace vede k nerovnomérné

bunécné diferenciaci a nasledné bunécné smrti [5].

2.2 Kmenové bunky

Pro osazovani nosi¢l se nejcastéji pouzivaji dva typy bunék. Prvnim typem jsou dospélé buriky,
které maji tu vyhodu, Ze jsou presné definované a plné funkcni [6]. Jejich nevyhoda spociva
v omezené Zivotnosti a hlavné ve ztraté jejich funkce a schopnosti se diferencovat pfi vyjmuti

z pfirozeného prostredi [6]. Mezi tento typ bunék patfi osteoblasty, které se ziskavaji z povrchu
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kosti. V lidském téle se tyto burky podili na remodelaci, pfi experimentech bylo zjisténo, Ze
dochazi k osteogenni diferenciaci bunék a to v rliznych matricich [4]. Druhym typem jsou buriky
kmenové, jejich hlavni prednosti je schopnost se diferencovat na buriky jinych druhd. Kmenové
bunky se déli na embryondlni a dospélé kmenové buriky. Embryonalni se ziskavaji z vnitfni
bunécné hmoty embrya ve fazi blastocysty [6]. Jejich schopnosti je diferenciace do vSech tfi typl
zarodecnych list(, tedy véetné neuron(, endotelialnich bunék a srdecnich, pankreatickych nebo
ledvinovych bunék. Pouziti embryondlnich bunék ve vyzkumu bylo vSak omezeno z pravnich a
etickych davod [7]. Dospélé kmenové bunky se nachazi na nékolika mistech (kostni dfen, svaly,
spongiozni kost atd.), proto je mozné je snadno ziskat. Je predpoklad, Ze slouzi k hojeni jejich
odpovidajicimu organovému systému, tedy prevazné pojivovych tkani [6]. Existuji vSak nékteré
druhy, napfiklad bunky z tukové tkané, které maji schopnost diferencovat se do odlisnych tkani,
napfiklad hepatocytd nebo nervovych bunék, v zavislosti na mechanické nebo chemické
stimulaci [7]. Hlavni smysl| aplikace dospélych autolognich kmenovych bunék je zamezeni
autoimunitni reakci pfijemce. Dospélé kmenové bunky se rozdéluji do tfi skupin: heterologni —
bunky jiného ZivocisSného druhu, naptiklad praseci; alogenni— bunky stejného druhu, napfiklad
odebrand tkan ex vivo; autologni — bunky pacienta. Mezenchymadlni kmenové bunky se
v posledni dobé vyuzivaji také v lécebné terapii pro jejich schopnost pozitivniho vlivu na jiné
buniky. Vykazuji schopnost ukotvit se primdrné v mistech poranéné tkané, kde jsou parakrinni
ucinky kmenovych bunék nejvice zapotrebi [8]. Tuto vlastnost lze pfisuzovat chemokiniim,
cytokinim se schopnosti regulace migrace bunék, a receptoriim, které se vyskytuji na povrchu
extracelularni matrice. Pfi testovani na mysich bylo také zjisténo, Ze mezenchymalni buriky maji
schopnost zabrafiovat bunécné smrti [8]. Po jejich aplikaci doslo ke zlepSeni prokrveni tkané a
snizeni nekrdzy, diky nékolika rlistovym faktor(im, které jsou v kmenovych bunkach pritomny.
Tohoto jevu by se v budoucnu mohlo vyuZivat pfi Ié¢eni akutniho poranéni, napfiklad selhani
ledvin [8]. Testovanim byl také zjistén vliv kmenovych bunék na burky imunitniho systému, kdy
dokazi zpomalit nebo urychlit proliferaci lymfocyt( [8]. Jinym testovanim na mysich byl zjistén
pozitivni vliv na hojeni vnéjsiho poranéni, pti kterém na klzi nezlstavaji jizvy. Lze tedy fict, Ze
mezenchymalni kmenové bunky predstavuji velmi slibny nastroj k [écbé mnoha tkanovych
poskozeni, protoZze vylucuji velké mnoZstvi biologicky aktivnich molekul, které mohou
v kone¢ném dusledku vést k pretvoreni poskozené tkané [8]. Z dlivodu potfebné doby proizolaci

a kultivaci kmenovych bunék vsak zatim nelze pro akutni potfeby pouzit buriky autologni.
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2.3 Scaffold

Nosi¢ bunék neboli scaffold je prostorovy porézni material, ktery je tvofen jednim nebo obvykle
vice typy bunék [4]. Vytvafi specifické prostfedi a podminky pro rozmnozeni a diferenciaci
bunék. Zatimco dochazi k proliferaci a prfeméné bunék, samotna struktura scaffoldu degraduje.
Slouzi jako schranka na Ziviny, vodu a dalsi nezbytné latky. Vhodny nosi¢ by mél najit a vytvofrit
rovnovahu mezi funkci mechanické opory a schopnosti umoznit distribuci Zivin [9]. PoZzadované

vlastnosti nosic, které Ize ovlivnit volbou material(i a metodou ptipravy, jsou vyjmenovany dale.

2.3.1 Vlastnosti scaffoldu

Pro spravnou funkci nosicl bunék jsou podstatné vlastnosti jako porozita, biokompatibilita,
mechanické vlastnosti a biodegradabilita. Vnitfni struktura nosi¢t musi byt tvorena siti vzajemné
propojenych porQ tak, aby buriky mohly migrovat, proliferovat a pfichytit se v celém jeho
prostoru [7]. Pro potfebné siteni zakladnich Zivin je Zadouci, aby velikost porl byla minimalné
100 um [5]. Porozita nosice soucasné vyrazné ovliviiuje jeho mechanické vlastnosti. Chemické
sloZeni vnitfniho povrchu nosic¢e nebo jeho povrchova tprava jsou dileZité pro bunéénou adhezi

[10].

Scaffold musi byt vyroben z biokompatibilniho materidlu a byt slucitelny s burikami, jez na néj
adheruji [7]. Biokompatibilita je popsana jako schopnost podporovat normalni bunécnou
aktivitu bez jakychkoliv lokdlnich nebo celkovych toxickych Gcink( na hostitelské tkané [5].
Z pohledu biomechaniky by idedlni scaffold mél mit mechanické vlastnosti odpovidajici
nahrazované tkani. V pfipadé ndhrady kostni tkané se jednd zejména o tuhost a pevnost.
Younglv modul pruznosti je v literature pro kortikalni kost uvddén mezi 15 az 20 GPa, pro
spongidzni 0,1 az 2 GPa [5]. Pevnost v tlaku je pro kortikaIni kost 100 az 200 MPa a pro spongiézu
2 az 20 MPa [5]. Tyto parametry pak predurcuji scaffoldy pro zatéZované nebo nezatéZované
aplikace. Biomechanické vlastnosti kostni tkané jsou v prvni fadé dany kolagenovou matrici a
mineraly. Kolagenni vlakna jsou odolnd v tahu, ale pro jiné zpUsoby zatiZeni jsou poddajna.

Tvrdost a kfehkost dodavaji kosti mineralni latky.

Vhodny scaffold by mél byt ddle schopen ¢asem degradovat a pfi kontrolované rychlosti

resorpce uvolfiovat misto novotvorené kostni tkani [5].
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2.4  Materidl scaffoldu

Materidly, ze kterych se scaffoldy pfipravuji, mizeme rozdélit na pfirodni a syntetické. Pfirodni
materidly obvykle zastupuji vétsi hmotnosti procento materidlu a syntetické materidly se
pouzivaji ke zlepSeni mechanickych vlastnosti, mohou vsak vykazovat horsi biokompatibilitu,
zejména z pohledu degradacnich produktd. Je zndmo, Ze vhodna struktura scaffold vyrazné
ovliviiuje diferenciacni schopnost bunék. Materidly pro nosic¢e tkanového inzenyrstvi kosti by
meély byt osteoinduktivni, osteokonduktivni a mit schopnost osseointegrace. Osteoinduktivni
jsou takové materidly, jez jsou schopné podporovat diferenciaci kmenovych bunék do
osteoblastickych linii [11]. Osteokonduktivni materidly jsou, zjednodusené feceno, schopné
pridrzet bunky, které jsou pak ddle schopné se mnozit a vytvaret tak mezibunécnou hmotu.

Osseointegracnimi nazyvame materidly, jeZ jsou schopné se zaclenit do okolni kosti [11].

2.4.1 Prirodni polymery
Prirodni polymery, mezi které fadime naptiklad kolagen a fibrin, maji biologicky velmi vhodné
vlastnosti pro vyrobu scaffoldd. Jejich nevyhodou je neschopnost zajistit dostatecnou

mechanickou podporu burnkam a riziko prenosu patogent [10].

Kolagen je jednim z nejdlleZitéjsich a nejhojnéjsich proteinl v Zivych organismech, v télech
savcl predstavuje priblizné az 30 % vsech proteind. Proteiny obecné jsou v podstaté polymery
aminokyselin poskladané do trojrozmérné struktury [12]. Vlastnosti a struktura tkani jsou silné
zavislé na proteinové slozZce, proto pro Upravu a ndhradu tkani byly vyvinuty proteiny a polymery
obsahujici aminokyseliny [12]. Z biochemického hlediska vytvaFi vhodné prostredi pro bunécnou
adhezi a migraci a zaroven funguje jako aktivni regulator bunécné diferenciace [12]. Kolagen plni
vyznamnou roli v zachovani celistvosti mezibunééné hmoty, nebot slouzi jako mechanicka
podpora tkani [13]. Kolagen je trimerni molekula skladajici se ze tfi polypeptidovych fetézct [13].
Retézce vzdjemné tvofi trojité $roubovice, co? je typickd charakteristika kolagenu. Zname
nejméné 27 rliznych druhd kolagenu, které se lisSi svym chemickym sloZzenim a strukturou,
je zplGsoben katabolickymi procesy v tkanich, mezi které patfi napfiklad kolagenaza [13]. Ta se
vaze na povrch Sroubovice a degraduje jednotliva vlakna kolagenu, coz vede k rozpadu tkané
zvnéjSku dovnitf [13]. Po poruseni vnéjsich viaken dojde k degradaci vnitfnich molekul
Sroubovice pomoci dalsich enzym( pfispivajicich k rozpadu. Kolagen neni ve vétsiné pfipadu
rozpustny ve vodé, ale jeho zahfivanim ve vodném prostfedi vznikad Zelatina, kdy dochazi ke

Stépeni pricnych kovalentnich vazeb, denaturace struktury a degradace fetézcd [12]. Jev

19



degradace polypeptidovych fetézcl je nezadouci, nebot ¢im vice téchto vazeb je rozstépeno,

tim horsi fyzikalni a chemické vlastnosti Zelatina ma [12].

Diky vlastnostem kolagenu jako je schopnost fizené degradace, biokompatibilita a propustnost
je ¢asto vyuZivan pro vyrobu nosi¢l pro tkanové inZenyrstvi. ProtoZe aminokyseliny, které tvofi
proteiny a tedy i kolagen, jsou produkovany v lidském organismu, Ize prfedpokladat, Ze bude
dochazet k jejich degradaci za vzniku méné toxickych latek nez v pripadé degradace syntetickych
material( [12]. PouZiti kolagenu v tkdarnovém inZenyrstvi je vSsak omezeno v dlsledku jeho
mechanickych vlastnosti, velkou rychlosti a mirou bobtnani pfi kontaktu svodou a nizkou
strukturalni stabilitou [14]. Aby se zamezilo témto negativnim jeviim, zplsobenych také pfti jeho
zpracovani, zejména ¢astecnou degradaci jeho pfirozené struktury, je nutné kolagenové nosice
jesté sitovat. Princip sitovani kolagenu spociva ve zpétném vytvoreni trojité Sroubovice kolagenu
vlivem chemické reakce nebo rGznych fyzikalnich vlivi. Metody sitovani rozdélujeme na
fyzikalni, mezi které patfi fotooxidace, termadlni dehydratace nebo ultrafialové zareni, a
chemické, které zahrnuje napriklad plsobeni karboimidd, glutaraldehydl nebo napfiklad
genipinu a dalSich [12]. Pouziti rGznych chemickych sloucenin s sebou vsak nese riziko vzniku

sekundarni toxicity, jak se ukazalo napftiklad v pfipadé glutaraldehydu.

Kolagen je pfitomny témér ve vSech tkdnich a orgdnech. Mezi bohaté zdroje vldknitého kolagenu
patii naptiklad kize, kosti a $lachy. Cisty kolagen lze ziskat také z periferni nervové tkané [13].
Pro vyzkumné Gcely se zpravidla, hlavné kvali niZsi potizovaci cené, pouziva kolagen zvifeci a to
hlavné hovézi, prasec¢i a v posledni dobé rybi, ktery se mnohem snadnéji Cisti. Pfi aplikaci
ZivocisSného kolagenu do lidského organismu vsak muze dojit ke vzniku alergickych reakci a
naslednych onemocnéni. Proto byla v 80. letech snaha kultivovat kolagenni burky in vitro

v pritomnosti cizorodych hostitelskych bunék, nicméné experiment nemél zdarny konec [13].

Materidl scaffoldd by mél co nejvice odpovidat vlastnostem a charakteristikdm pfirozené
mezibunécné hmoty, proto se ocekdva, zZe kolagen bude pro tyto ucely velmi vhodny.
Nevyhovujici mechanické vlastnosti kolagenu Ize navic optimalizovat jeho kombinaci s dalSimi

materidly pfipravou kompozitnich materiald.

Dalsim zastupcem pfirodnich polymer( je fibrin. Fibrin je vlaknity nerozpustny protein, ktery
vznikd v procesu srazeni krve, kdy plni funkci ,zaplaty” pro misto, kde doslo k poranéni a ke
krvaceni. Vzhledem k jeho schopnosti podpory angiogeneze, uchyceni bunék v misté zranéni a
jejich nasledné proliferace vytvari vhodné prostfedi pro regeneraci kostnich defekt( [15].

Scaffoldy, které byly vyrobeny pouze z fibrinu mély pfilis nizkou porozitu, coz zplsobovalo
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zamezeni migrace bunék a tim padem zpomalovalo hojeni ran [15]. Proto se pro vyrobu
scaffoldll pouziva fibrin pouze v kombinaci s jinymi materialy jako napfiklad s fosfore¢cnanem

vapenatym a vytvafi tak kompozitni strukturu.

2.4.2 Syntetické polymery

Vlivem rlstu cen ropy a snahou chranit Zivotni prostfedi dochazi v poslednich letech k velkému
rozmachu vyvoje a aplikace biodegradabilnich syntetickych polymerd, které nezatézuji Zivotni
prostfedi a sou¢asné maji diky schopnosti degradovat velké vyuziti v medicinskych oborech.
Vétsina tradi¢nich polymer(, které se ziskavaji z ropy, je odolna vici degradaci, které Ize docilit
pouze pfidanim specidlnich aditiv do polymernich fetézc(, jako napftiklad antioxidantd [16]. |
presto, Ze se podafilo dosdhnout degradace téchto polymer(, nepouZivaji se v Iékafstvi, nebot
panuje obava, jak bude degradovany polymer reagovat na buriky lidské tkané. Mezi syntetické
polymery, které jsou hojné pouZzivané v tkanovém inZenyrstvi, patfi alifatické polyestery, a to

hlavné polymery kyseliny mlécné a glykolové, které degraduji hydrolyticky.

Polyglykolid (PGA) se pfipravuje polymeraci glykolidu a je vysoce krystalicky, diky ¢emuz je také
nerozpustny ve vétSiné organickych rozpoustédel [16]. Vyhodou pro jeho pouziti

v biomedicinskych oborech jsou velmi dobré mechanické vlastnosti [16].

Polylaktid (PLA) se ziskdva polykondenzaci z kyseliny mlécné [16]. Dalsi polymerizaci Ize docilit
regulace fyzikalnich vlastnosti a degradability polymeru, prikladem muze byt poly (DL-laktid)

(PDLLA) syntetizovany polymerizaci racemické smési L- a D- laktidd.

Polylaktidglykol (PLGA) vznika kopolymeraci glykolidu a DL-laktidu. Hmotnostnim pomérem
jednotlivych monomer( lze ovlivnit rychlost degradace kopolymeru. Jestlize se pomér DL-

laktid/glykolid zvétSuje, pak se rychlost degradace kopolymeru sniZzuje [16].

2.4.3 Anorganické materialy

Anorganicka slozka, kalcium fosfat, tvofi v hmotnostnim sloZeni kosti az 60 % a vykazuje
strukturni i chemické podobnosti s hydroxyapatitem ve formé nanokrystall o velikosti 2-3 nm.
V kostnim tkanovém inZenyrstvi byla zkoumana celd rada anorganickych latek pravé z diivodu
podobnosti s kostnimi mineraly. Lidské kosti neobsahuji stechiometricky Cisty hydroxyapatit, ale
substituovany o dalsi chemické prvky, nékteré jen na hladiné ppm. Do rodiny kalcium fosfatl

patfi priblizné jedenact druhl sloucenin s pomérem vapniku a fosforu v rozmezi mezi 0,5-2,0.
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Mezi asi nejznaméjsi zastupce patti naptiklad hydroxyapatit (Cai0(P04)s(OH).) nebo fosforec¢nan

vapenaty (Cas(POa),) vyskytujici se ve tfrech formach (o, o, B).

Hydroxyapatit fadime mezi keramické materialy, spolu s kolagenem tvofi zakladni stavebni
prvek kosti, je obsazeny v dentinu, enamelu [17]. Mechanické vlastnosti hydroxyapatitu jsou
ovlivnény mnoha faktory jako napfiklad zvolenou technikou pfipravy, procesem tepelného
zpracovani atd. Zakladni charakteristikou u keramickych materidll je jejich hustota, jez ma
zasadni vliv na vysledné mechanické vlastnosti materialu [17]. Hydroxyapatit ma velmi dobré
biomechanické vlastnosti, vykazuje také urcitou miru bioaktivity, je schopny vazat se s kosti
biochemickymi vazbami, nevyhodou je v3ak jeho kfehkost. Fosforecnan vapenaty se od
hydroxyapatitu lisi niZsi stabilitou a vyssi rozpustnosti. Vysoce rozpustna fosfore¢nan vapenatd
keramika mUze byt zdrojem stoupajici koncentrace iontl vapniku, coz mlze inhibovat migraci
osteoklast(, které odpovidaji za resorpci kostni matrix a pro Uspésnou resorpci vyzaduji kyselé

prostredi.

2.4.4 Kompozitni materialy

Kompozitni materidly jsou sloZeny ze dvou nebo vice vzajemné oddélenych fazi [18]. Jednotlivé
faze si vkompozitu ponechavaji své vlastnosti, ale v systému uplatiuji pouze pfednosti a
nedostatky jsou potlacovany. Vysledné vlastnosti celku jsou pak lepsi nez vlastnosti jednotlivych
fazi nebo jejich vzajemné sumace. Tento jev se nazyva synergicky efekt a je znazornén na Obr
2.1. Kazdy kompozitni materidl se sklada z matrice, coZ je spojitd faze, kterd drzi material

pohromadé, a vyztuZe, jez by méla byt v kompozitu rovhomérné rozptylena.
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Obr. 2.1 Synergicky efekt vlastnosti kompozitnich material [18].

Kompozitni materidly Ize rozdélit napriklad podle typu jejich vyztuze (Obr. 2.2).

Kompozity

e

.

Kratkovldknové
kompozity, kompozity
vyztuzené whiskery

Kompozity

s kontinudlnimi vldkny

Casticové kompozity

Jednosmérné
laminaty, paskové
laminaty

/o

2D kompozity

3D kompozity

Jednosmérné pruty,
kompozity z pleteniny a
splétanych viaken,
platnové kompozity

Obr. 2.2 RozdéIni kompozitnich materiald.
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Vyhodou kompozitnich material( je moznost skladat na sebe vrstvy takovym zplsobem, aby
mechanické vlastnosti materialu byly podle nasich poZadavka. V nasem pfipadé, kdy se snazime

imitovat kostni tkan, se kompozit jevi jako nejvhodnéjsi material.

Kompozity Ize délit také podle jejich biodegradability, tj. kompozity ¢astecné vstiebatelné nebo
nevstrebatelné. Vstrebatelné kompozity jsou vyrobeny z vyztuze i z matrice, jeZ jsou plné
degradabilni. Pomérné velkou prekazkou pti konstrukci téchto materidld je koordinace
degradace obou fazi, zvlaté pak na jejich spole¢ném rozhrani. Casteéné vstiebatelné kompozity
jsou nejcastéji vyrabény z nevstfebatelnych vyztuzi a vstfebatelnych matric. Byly v podstaté
jakymsi predchidcem plné vstfebatelnych kompozitl, ale pozorované zanétlivé reakce na
zbytkovou nedegradabilni fazi ve vétsiné pripadd neumoznily jejich dalsi rozsiteni. Jejich pouziti
je Siroké, a to predevsim v oblastech, kde jsou pozadovany klinické vlastnost, které tradicni

biomateridly postradaji.

2.5 Technologie a metody vyroby scaffoldd

2.5.1 Lyofilizace

Lyofilizace se pouziva ve velké mite pfi pfipravé nosicll, protoZze umozriuje snadné fizeni velikosti
pord a jejich orientace. Jedna se o vytvoreni tzv. houby vysrazenim vody, susenim na kritickém
bodu nebo vakuovém zmraZeni. PFi téchto procesech, kdy dojde k odstranéni vody z materialu,
se vyrazné zesili mezimolekularni zesiténi materialu, ¢imz se docili vytvofeni stabilni houbové
struktury [19]. Princip lyofilizace spocivad v tom, Ze vyrobenou homogenni smés pfi pokojové
teploté vloZzime v kultiva¢nich nadobach do lyofilizatoru, kde se chladi s ur€enym teplotnim
gradientem azZ na teplotu kolem -100°C v prostfedi blizkém vakuu. Na Obr. 2.3 jsou znazornény
teplotni kfivky pro model lyofilizace. K ovlivnéni velikosti a orientace porQ dochdzi nékolika
zpUsoby. Pfed samotnym vloZzenim smeési do lyofilizatoru je smés uloZena v mrazicim zafizeni,
pfi nasem experimentu pfi teploté -25°C. Tato teplota vyrazné ovliviiuje velikost pérd, nebot

plati, Ze ¢im nizsi teplota, tim mensi velikost porl vznika.
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Obr. 2.3 Teplotni kfivky lyofilizace [19].

2.5.2 Aditivni technologie

Vyroba nosi¢d pomoci 3D tisku se vyrazné objevila aZ v posledni dobé diky velkému rozsifeni
samotného 3D tisku v primyslu. Princip 3D tisku se lisi dle metody, kterou tiskarna vyuziva.
Spociva ve vytvrzovani materidlu, ktery je v dostatecné mire dodavan do tiskarny. Vytvrzovani
se déje napriklad pomoci laseru, ultrafialového zareni nebo vlivem tepelného plsobeni.
Vyhodou této metody je moznost vyrobit presnou strukturu podle nasich pozadavkd.
Nevyhodou vsak jsou omezené moznosti materidld, které Ize pouzit pro vyrobu modelu pomoci
této technologie. V nynéjsi dobé se nejcastéji vyrabi v aditivni technologii modely matrice
vyrobené z polymerld nebo pripadné modely kovové a keramické, do kterych se pridavaji

degradabilni vlakna.

2.5.3 Elektrostatické zvlaknovani

PFi elektrostatickém zvldknovani, které slouZi k pfipravé nanovldken z roztoku nebo taveniny, se
vyuzivd vodivosti polymernich roztokli a tavenin a jejich formovani plsobenim velkych
elektrostatickych sil. Tim vznikd vysoce porézni struktura s velmi jemnymi vldkny [20]. Vznikla
vldkna jsou za pusobeni elektrostatického pole deponovana na podlozku (kolektor). Proces
elektrostatického zvlaknovani je ovlivnén celou fadou parametrd, jednak parametry samotného

procesu (napéti, vzdalenost elektrod, teplota, vlhkost atd.), tak predevsim vlastnostmi
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vldkenného roztoku (koncentrace, viskozita, povrchové napéti atd.). Jestlize je Zadouci, aby
vldkna byla po dopadu orientovdna jednim smérem, pouZiva se jako dopadajici podlozka rotujici
kolo nebo vdlec, kdy se vldkna vyrovndvaji podle sméru otaceni. Dalsi princip elektrostatického

zvldknovani pomoci kapilary (emitor) je zndzornén na Obr. 2.4.

proud

vychozi roztok roztoku

polymeru jehla

kolektor

o) [\

-4 V . —
zdroj vysokého
napéti

Obr. 2.4 Schéma stroje pro zvlaknovani [21].
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3 Experimentalni ¢ast

V nasledujici kapitole budou popsany materialy a metody testovani, které byly pouzity pro nas
experiment, ktery probihal v rdmci feSeni programového projektu Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky ,,Vyvoj a komplexni preklinické testovani novych kompozitnich materiald pro
kostni chirurgii“ (¢. 15-25813A) na pracovisti Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiald,
Ustav struktury a mechaniky hornin AV CR, v.v.i. a Laboratofi mechanickych zkousek na

pracoviéti Ustavu mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Fakulty strojni CVUT v Praze.

Vzorky byly kompletné pfipraveny v laboratofi USMH pod vedenim Ing. Toméase Suchého, Ph.D.
a s pomoci dalsich odbornych pracovniki ustavu. Celkem bylo pfipraveno osm skupin vzorki
rizného materidlového sloZeni podle Tabulky 1. Kazda skupina se skladala z minimalné 5
totoznych vzork(, které byly pozdéji podrobeny tlakové zkousce v Laboratofi mechanickych

zkousek Fakulty strojni pod vedenim Ing. Radka Sedlacka, Ph.D.

3.1 Pouzité materialy a pfiprava vzorkd

Pro pripravu kompozitnich scaffoldl byly pouZity nasledujici materialy. Jako prekurzor matrice
byl poufit lyofilizovany kolagen typu | (COL) izolovany zteleci kiize (VUP Medical, Ceskd
republika). Vyztuz kompozitu byla tvofena dvéma typy a to poly(DL-laktidovymi)
homogenizovanymi nanovldkny (PDLLA) (Purasorb PDL 05, Corbion, Nizozemi) a nanocasticemi
kalcium fosfatu (HA) izolovaného z praseci kosti (postup izolace je popsan v préci Suchy a kol.
[14]). Posledni slozkou kompozitu byl hyaluronan sodny (HYA) (HySilk, Contipro, Ceska
republika). Matrice byla ptipravena jako vodni disperze kolagenu. Lyofilizovany kolagen byl
nejprve nastfihan na drobné kousky (Obr. 3.1) a poté k nému bylo pfidano dovdzené mnozstvi
deionizované vody. Po hodinovém bobtnani pfi pokojové teploté (RT) byla smés
homogenizovana pomoci dezintegratoru (IKA ULTRA-TURRAX, IKA) pfi 10 000 ot/min po dobu

10 minut a nasledném uloZeni po dobu 60 minut pfi RT.
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Obr. 3.1 Pro snadnéjsi pripravu disperze je
lyofilizovany kolagen nejprve nastfihan na drobné
kousky.

PDLLA vladkna (praméru 275-300 nm) byla pripravena elektrostatickym zvlakriovanim na stroji
Nanospider NS LAB 500 (Elmarco, Ceska republika) z 10% hm. roztoku chloroformu (Penta, Ceskd
republika). Pfipravené vrstvy byly poté homogenizovany dezintegratorem po dobu 15 minut pfi
otackach 14 000 ot/min (DI 18, IKA) v destilované vodé. Tato smés pak byla zmrazena (-15°/24

hodin) a nasledné lyofilizovana pfi teploté -107° a tlaku cca 1,3 Pa (BenchTop 4KZL, VirTis).

Takto homogenizovana vldkna PDLLA vldkna pak byla spolu s kalcium fosfatovymi casticemi a

hyaluronanem sodnym (Obr. 3.2, Obr. 3.3) pfidana do kolagenové disperze.

Obr. 3.2 Homogenizovana PDLLA vldkna. Obr. 3.3 Kalcium fosfat a hyaluronan sodny.

Celkovy hmotnostni obsah vody v materidlu se udrZoval na 90 %hm. u vSech osmi typl
pfipravovanych kompozitnich scaffold. Kone¢né homogenizace této smési bylo dosazeno opét
dezintegratorem pfi 6 500 ot/min po dobu 10 minut (Obr. 3.4) a nasledna smés byla davkovana
do kultivacnich jamek o priméru 6 mm (Obr. 3.5) a vloZena do mraziciho zafizeni, kde byla po

dobu 12 hodin zmraZzena na -25 °C. Homogenizaci lze lépe provést ultrazvukovym
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homogenizdtorem, ale pfi této metodé je vyssi riziko zvySené teploty disperze, jenz je nezadouci
z dlivodu moZné degradace kolagenu, proto je pro tento experiment dostacujici homogenizace

smeési mixovanim.

Obr. 3.4 Kasovitd smés po homogenizaci.

Obr. 3.5 Davkovani smési do kultivacnich jamek.

Po vyjmuti kultivacnich nddob z mraziciho zafizeni byla smés lyofilizovana (-107°C, 1,3 Pa).
Poslednim krokem pfipravy bylo sitovani kolagenové slozky scaffoldl za pouziti N-(3
dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridu (EDC) a N-hydoxysukcinimidu (NHS)
(EDC:NHS v hmotnostnim poméru 4:1) rozpusténych v 95 % ethanolu (Penta, Ceskd republika).

Hmotnostni pomér EDC:kolagen se udrzoval po celou dobu na hodnoté 5:8. Sitovani probihalo
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po dobu 24 hodin pfi teploté 37°C, poté se vSechny scaffoldy dvakrdt promyly v 0,1 M roztoku
Na,HPO; (Penta, Ceskd republika) po dobu 45 minut a dale se scaffoldy promyvaly
v deionizované vodé po dobu 30 minut. Nasledné byly scaffoldy opét uloZzeny do mraziciho
zafizeni na 5 hodin pfi teploté -15°C a poté opét vloZzeny do lyofilizdtoru. Opétovné mrazeni a

lyofilizace probihd z dlivodu zachovani porozity scaffold.

Jednotlivé materidly byly namichany dle Tabulky 2.1, bylo vytvofeno 8 typl kompozitnich

scaffold(, které byly dale analyzovany.

Tabulka 2.1 Materidlové slozeni vzork( 1-8.

Oznaceni PDLLA cot A YA
vzorku [%hm] [%hm] [%hm] [%6hm]
) 47 10 42,5 0,5
@ 47 20 32,5 0,5
® 47 30 22,5 0,5
@ 47 40 12,5 0,5
® 37 30 32,5 0,5
@ 27 30 42,5 0,5
@ 17 30 52,5 0,5

7 30 62,5 0,5

3.2 Metodika testovani poréznich kompozitnich materialt

V posledni dobé dochazi k velkému rozmachu ve vyrobé a pouziti kompozitnich materiald. Proto
vznika také mnoho novych zkusebnich metod, které vétsSinou odrazi specifika dané oblasti a pro
zkouseni tradi¢nich materidld ve strojirenstvi se nepouZivaji [22]. Pro porézni kompozitni

materidly je nejvhodné;jsi metodou mechanického testovani zkouska tlakem.
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3.2.1 Porozita

Pfed samotnym testovanim na mechanické vlastnosti byly vzorky podrobeny méreni porozity,
kterd byla provedena dvéma metodami. Prvni méfeni probéhlo pomoci volné pfistupného
software Imagel (NIH, USA) hodnocenim dvojrozmérnych snimk( skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM) Quanta 450 (FEI, USA). Vzorky byly pfed snimdnim pokryty uhlikem
v atmosfére argonu na zafizeni K550X Sputter Coater (EMITECH). Pro kazdy vzorek bylo pofizeno
osm mikroskopickych snimk( struktury a na kazdém snimk( bylo provedeno 20 méreni pord,

z nichZ pak byla spoctena stfedni hodnota a jeji odchylka.

Méfeni porozity bylo provedeno také pomoci trojrozmérné uCT analyzy na zafizeni SkyScan
1272 (Bruker, Belgie) za pomoci originalniho softwaru Bruker (NRecon, DataViewer, CTAn,
CTvox, CTvol) na pracovisti Oddéleni maxilofacialni chirurgie, Stomatologicka klinika 1. LF UK a
VFN, Praha (MUDr. Martin Bartos). uCT predstavuje zobrazovaci metodu zaloZzenou na RTG
zareni, kterd umoznuje zobrazeni 3D struktury vzork( v rozliseni nékolika mikrometr( a jejich
prostorovou analyzu, jeji zdsadni pfednosti je nedestruktivni charakter a pfesnost. Pomoci uCT
analyzy byla hodnocena oteviend a uzaviena porozita. Oba tyto parametry ovliviiuji hydrataci
vzorkll a jsou podstatné pro spravnou funkci scaffoldu, zejména z pohledu kultivace bunék
(pfivod Zivin, kysliku, odvod atd.). Dalsim hodnocenym parametrem byla velikost pora.
Zjednodusené feceno, trojrozmérnd metoda urcuje velikost pérd jako primér nejvétsi koule
vepsané do poru, pricemz cilem je vyplnéni prostoru pomoci co nejmensiho poctu, co nejvétsich
kouli. Z distribuce velikosti takovychto péri a jejich ¢etnosti (structure separation distribution)

Ize pak stanovit stfedni hodnotu porozity a jeji parametry polohy.

3.2.2 Tlakova zkouska

ZkusSebni vzorek se umisti mezi tlakové desky zkusSebniho stroje tak, aby se osa zkusebniho
vzorku shodovala s osou horni a spodni tlakové desky. Jedna se o axidlni zatéZovani idedlné
valcového vzorku pfi konstantni rychlosti pUsobici sily. VSechny rozméry vzorku by mély byt
alespon desetkrat vétsi nez je primérna velikost péri vzorku. Béhem zkousky tlakem se u
kazdého vzorku zaznamenava kfivka zatézujici sila/posuv za Ucelem stanoveni charakteristickych

hodnot podle definic.

Pouzitd metodika vychazi z normy CSN ISO 13314 — Mechanické zkouseni kovil — Zkouseni

tvéritelnosti — Zkouska poréznich a pénovych kov( tlakem.
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Princip zkousky spocival v zatéZovani testovaného vzorku vloZzeného mezi dvé kovové desky.
Tlakové zatéZovani probihalo konstantni rychlosti 2,0 mm.min?, pfiéemZ bylo dosahovano
rychlosti deformace cca 0,003 s (rozsah 103 aZ 102s?). V3echny experimenty byly provddény

v laboratornim prostfedi pfi teploté vzduchu 2315 °C a vlhkosti 4510 %.

Pouziti zarizeni testu

K testovani byl pouzit systém MTS Mini Bionix 858.02 (metrologické oznaceni PM 00) se silovymi
snimacdi 100 N (metrologické oznaceni PM 00/16) a 10N (metrologické oznaceni PM 00/08). Dale
byl k testovani pouzit pfipravek uréeny pro realizaci tlakovych zkousek. Pro fizeni testu byl pouzit
program vytvofeny v software FlexTest GT (metrologické oznaceni PM 00/11). Pro méfeni
vzorkl byl pouzit digitalni mikrometr MAHR 40 EX (metrologické oznaceni PM 02). Déle byl pro
zaznam podminek prostredi pouzit digitalni teplomér-vlhkomér COMET (metrologické oznaceni

PM 07).

VSechna méridla pouzivana k provadéni experimentt v akreditované Laboratofi mechanickych
zkousek na CVUT v Praze, Fakulté strojni jsou navazana nepretriitym fetézcem na narodni

etalony a jsou pravidelné kalibrovana.

Vyhodnocované parametry
Ze ziskanych dat byly pro kazdy vzorek zatéZovany tlakem vyhodnoceny ndsledujici parametry:

e pracovni diagram — zdvislost napéti na deformaci [MPa x -]

e stabilni hladina napéti op [MPa] (plateau stress) stanovena mezi 20% a 30% deformace

o deformace pro konec stabilni hladiny napéti epe [-] (plateau end) stanovend pro 1,3
nasobek stabilni hladiny napéti

e elasticky gradient E [MPa] (elastic gradient) — smérnice secny ziskané z hysterezni
smycky pfi odlehéeni

e smluvni mez kluzu o, [MPa] (compressive proof stress) stanovena pfti plastickém
stlaceni 0 1,0%

e absorbovand energie W [MJ/m?] (energy absorption) pfi deformaci 50%

e ucinnost absorbované energie W, [%] (energy absorption efficiency)
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Postup zkousky

e promérenivzorku — 3x priimér, 1x vyska

e odhad o, — proveden z prvotniho méreni jednoho vzorku skupiny nebo z primérné
hodnoty dosazené v testované skupiné

e stanoveni hodnot pro odlehcovaci hysterezni smycku — Froa Fzo (F70 = 0,7* 0p*So, F20 =
0,2* g,*So)

e stanoveni maximalni zatéZovaci sily Fmax (Fmax = 1,3* 0p*So; poZadovana deformace vétsi
nez 50%)

e vloZenivzorku mezi zatéZzovaci desky

e zatéZovani s odlehCovaci hysterezni smyckou

e vyhodnoceni g,a ovéfeni, zda byly hodnoty Froa Fz nastaveny spravné

e stanoveni rychlosti deformace [s]

e ovéFeni, zda je rychlost deformace v rozsahu 103az 102s?

Mechanické zkousky scaffold probihaly ve dvou skupinach. PFi prvnim testovanim byly vzorky
v suchém prostredi a nebyly tedy podrobeny Zadnym externim vlivim. Pfed druhym testovanim
byly vzorky uloZeny v kultiva¢nim roztoku po dobu 24 a 48 hodin. Cilem expozice v médiu bylo
simulovat podminky pfi osazovani scaffoldd burikami, jinymi slovy charakterizace
hydratovaného materidlu, se kterym jsou burnky v kontaktu a jehoZ mechanické vlastnosti
v tomto stavu ovliviiuji chovani bunék. Vzorky byly exponovany v a MEM mediu (pouZivaném
pro kultivaci mezenchymalnich kmenovych bunék), v inkubatoru s fizenou atmosférou (5 % CO,)
(DH CO; incubator, Thermo Scientific) a pfi 37 °C po dobu 24 a 48 hodin, ktera simuluje pfirozené

prostfedi v lidském organismu.

Pfed samotnym zatéZovanim byly vzorky zmérfeny mikrometrem a zméfené hodnoty byly
zaznamenany do tabulky (Obr. 3.6). Nasledné byly vzorky postupné podrobeny tlakové zkousce
podle vySe popsané metodiky. Pro kazdy vzorek bylo zapotfebi odhadnout hodnotu oy, pro

kterou pak byly spocitané hodnoty sily Faoa F, které charakterizovaly hysterezni smycku.
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Obr. 3.6 Zaznamenavani rozmérd vzork( mikrometrem.

Odlehceni vzorku musi byt provedeno v oblasti deformace 0 — 0,2, jinak hysterezni smycka
zasahuje do oblasti o, a vypocet je pak nepfesny. Z mechanickych zkousek jsme ziskali hodnoty
posuvu zatéZovaci desky a tlakové sily vzorku na desku. Z téchto hodnot byly pomoci algoritmu,
ktery byl vytvoren v software Matlab, spocitdny ostatni parametry potifebné k vyhodnoceni
zkousek. Deset vzork( bylo pro kontrolu vyhodnoceno také ruéné, aby byla zajisténa spravnost
vysledkl vypoditanych pomoci algoritmu. Vypoctené hodnoty parametrl byly prehledné

zapsany do tabulky a byly ddle podrobeny statistickému zpracovani v software STATGRAPHICS.

3.2.3 Degradace scaffoldi béhem kultivace

Degradace scaffoldli béhem kultivace v médiu byla hodnocena pomoci stanoven hmotnostnich
Ubytkd, dale byla stanovena mira bobtnani. Experiment si kladl za cil simulovat podminky
expozice scaffoldd v kultivacnim médiu za stejnych podminek, jakym byly vystaveny pro
dosaZeni hydratovanych stavd pfi stanoveni mechanickych vlastnosti, a charakterizovat mozné
zmény v chovani scaffoldl. Vzorky byly po tyto periody exponovidny v a MEM mediu,
v inkubatoru s fizenou atmosférou (5 % CO,) a pfi 37 °C. Po expozici byly vzorky peclivé promyty
deionizovanou vodou, zmrazZeny a vysuseny lyofilizaci. Mira degradace byla vypoctena jako

pomér rozdilu hmotnosti vzorku pred (W) a po degradaci (W:), a hmotnosti pred degradaci (Wo);

D= W(;;:/t 100 [%]. Mira bobtnani byla stanovena jako pomér rozdilu hmotnosti nasaklého
. - .- Wsw—Wo0
vzorku (Wiw) a vzorku prfed expozici v médiu (Wo); E,, = —wo 100[%]. Hmotnost vzorku po
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expozici byla stanovena po vyjmuti vzorku z média a po 1 min prodlevé, pfi které bylo

odstranéno médium z okoli vzorku, hmotnost v suchém stavu byla stanovena opét po lyofilizaci.

3.2.4 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci softwaru STATGRAPHICS Centurion XV,
(StatPoint, USA). Aby bylo mozné zvolit metodu, podle které budou data déle zpracovana, bylo
nutné provést test normality, pro ktery byl pouZit Shapiro-Wilk(v test. Dale byl proveden test
homoskedasticity, neboli rovnosti rozptyll, podle Barlettovy - Levenovy metody, vse na hladiné
spolehlivost 95 %. U vsech hodnocenych souborl dat byla vidy porusena jedna ze dvou
podminek pro poufZiti parametrickych testl, proto byl pro statistické vyhodnoceni pouZit
Kruskal-WallisGiv neparametricky test a nasledné Mann Whitney(v post-hoc test (M-W), kdy byly
mezi sebou vzajemné porovnany mediany jednotlivych vzorkd. Testy byly opét provedeny na
hladiné spolehlivosti 95 %. Vysledné hodnoty jsou v praci vyneseny v krabicovych grafech, kde
je median znazornén carou uvnitf krabice a aritmeticky priimér cervenym kfizem v krabici.
Velikost krabice je ddna 25% a 75% kvartilem. Vousy krabice uddvaji 1,5 ndsobek
mezikvartilového rozpéti (IQR) odecteného nebo pri¢teného k hodnoté 25% nebo 75% kvartilu.
Dale jsou v krabicovém grafu uvadény také samostatné body (odlehlé hodnoty), které se do

tohoto rozpéti nevesly, pokud jsou aZ za trojndsobkem IQR, jedna se o extrémni odchylky.
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4 Vysledky

4.1 Vyhodnoceni porozity

Vzorek ¢. 1

Vzorek ¢. 7

Vzorek ¢. 8

Obr. 4.1 Ukazka mikroskopickych SEM snimk( struktury scaffoldd, pribliZzeni 100x.
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Tabulka 4.1 Tabulka vzork( podle obsahu kolagenu.

vzorek 1 | vzorek 2 | vzorek 3 | vzorek4 | vzorek5 | vzorek 6

vzorek 7 | vzorek 8

% hm

10 20 30 40 30 30
kolagenu

30 30

Vzorek ¢. 1 Vzorek ¢. 2

Vzorek ¢. 3

Vzorek C. 4 Vzorek ¢. 5

Vzorek C. 6

Vzorek &. 7 Vzorek ¢. 8

Obr. 4.2 Ukéazka pCT snimkd struktury scaffolda.
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Obr. 4.3 Krabicovy graf statistickych parametr( hodnot z méreni porozity v software Imagel. V grafu jsou vyznaceny

soubory dat, které se vzajemné statisticky vyznamné lisi kromé “o” (M-W, 0,05)

Z pristroje uCT byla kromé porozity hodnocena také oteviena nebo ptipadné uzaviend porozita.

VsSechny zjisténé Udaje jsou pfehledné zapsany v Tabulce 4.2, z niZ vychazi Obr. 4.4, respektive

Obr. 4.5.

Tabulka 4.2 Porozity a velikost pdrli kompozitnich scaffoldd stanovené trojrozmérnou

hodnocenim dvojrozmérnych SEM snimka (2D).

LCT analyzou a

otevrena uzavrena velikost poru | velikost péru | velikost péru velikost péru
vzorek porozita porozita median medidn?P IQR IQR?P

[%] [%] [um] [um] [um] [um]
@ 82,30 0,01 88 67 <56; 128> <58; 77>
@ 87,81 0,01 104 86 <64; 152> <65; 101>
@ 86,74 0,06 168 135 <96; 240> <101; 162>
@ 83,48 0,06 80 141 <48; 128> <97, 184>
@ 87,06 0,03 168 109 <96; 256> <80; 134>
® 81,41 0,07 72 120 <48; 88> <92; 143>
@ 86,01 0,02 152 143 <88; 248> <107; 171>
85,73 0,06 176 134 <104; 272> <91; 147>
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zkouska v suchém stavu, 2. zkouska v roztoku po dobu 24 hodin, 3. zkouska v roztoku po dobu

48 hodin.

ZE  CALIBRATION
Mok 6L Sl AT
Proeet 151

By
DATE 20Maye  Pari® 120

Obr. 4.6 Mechanické zkousky vzorkd
v roztoku.

4.2.1 Vliv materidlového sloZzeni na mechanické vlastnosti

Prvni ¢ast vyhodnoceni byla zamérena na to, jaky vliv na mechanické vlastnosti ma materialové

sloZeni. Materidlové sloZeni je patrné z Obr. 4.7, ktery vychazi z Tabulky 2.1.

B Poly-DL-laktid M Kolagen
100% W Hydroxyapatit Kyselina hyaluronova

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

@) @ ® @ ® ® @

Obr. 4.7 Materialové sloZeni vzorkd.
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Obr. 4.8 Vliv materidlového sloZzeni na modul pruZnosti v suchém stavu. Soubory dat se vzajemné
statisticky vyrazné lisi kromé “o” (M-W, 0,05).
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Obr. 4.9 Vliv materidlového sloZeni na opv suchém stavu. Soubory dat se vzajemné statisticky vyrazné
lisi kromé “0” (M-W, 0,05).

T 05 =]
. - ] -
2 C ]

04 — —
. == % e . -
w 03 [F =
3 C 0 0 o 0 0 b i
5 - 5 #4 #3 #3 > x :: .
= 0.2 C _|_ :2 :2 32 #5 #5 7
@ B #8 #7 #8 #8 #6 a
= L 48 #7 -
€ 01 | &
3 [ —— ]
UE) 0 :_ Statisticky se vyznamné lisi s vyjimkou "0" (M-W, 0.05) _:

Vz1 Vz2 Vz3 Vz4 Vz5 Vz6 Vz7 Vz8

Obr. 4.10 Vliv materidlového sloZeni na ok v suchém stavu. Soubory dat se vzdjemné statisticky
vyrazné lisi kromé “0” (M-W, 0,05).
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Obr. 4.11 Vliv materidlového slozeni na absorbovanou energii v suchém stavu. Soubory dat se
vzdjemné statisticky vyrazné lisi kromé “0” (M-W, 0,05).

Nasledné byly provedeny méfeni elastického modulu pruznosti a oy v hydratovanych

stavech po 24 a 48 hodinéch.
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Obr. 4.12 Vliv materidlového sloZeni na modul pruznosti v hydratovaném stavu po dobu 24
hodin. Soubory dat se vzajemné vyrazné lisi kromé “o0” (M-W, 0,05).

42



0;3 i o o o o o ]

o o o
#2 # #2 #7 # # #4 44
#6 #3 #5 #8 #3 #2 #8 #7
0,25 #5 —

#
0,2 T
0,15 E 2|

o = — :
0’05_$

Elasticky modul pruznosti E [MPa]

Statisticky se vyznamné li$i s vyjimkou "0" (M-W, 0.05)

Vz1 Vz2 Vz3 Vz4 Vz5 Vz6 Vz7 Vz8

Obr. 4.13 Vliv materidlového slozeni na modul pruznosti v hydratovaném stavu po dobu 48
hodin. Soubory dat se vzdjemné statisticky vyrazné lisi kromé “o0” (M-W, 0,05).
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Obr. 4.14 Vliv materidlového slozeni na gpv hydratovaném stavu po dobu 24 hodin. Soubory dat se
statisticky vyrazné lisi kromé “o0” (M-W, 0,05).
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Obr. 4.15 Vliv materidlového sloZeni na gp1v hydratovaném stavu po dobu 48 hodin. Soubory dat se

v

vzajemné statisticky vyrazné lisi kromé “o0” (M-W, 0,05).
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4.2.2 Vliv hydratace na materialové vlastnosti

Déale bylo provedeno vyhodnoceni vysledkl dle vlivu hydratace na mechanické vlastnosti
scaffoldll. Byly mezi sebou porovnany vzorky se stejnym materidlovym sloZzenim v suchém stavu
a pfi hydrataci po dobu 24 a 48 hodin. Obecné lIze fici, Ze hodnoty parametrd se mezi stavy
hydratace (24 a 48 hodin) vzajemné statisticky vyznamné nelisi, proto procentudlni porovnani,
tedy procentudlni pokles hodnot parametri mezi dvéma stavy, je provedeno pouze pro suchy
stav a stav po 24 hodinach hydratace. U vzorku 3 nebylo vzhledem k ziskanym datim mozné
stanovit parametr ox. U vzorku 1, 2 a 5 nebylo z dlivodu nedostatku dat mozné parametr ok

urcit v hydratovaném stavu po dobu 24 respektive 48 hodin.

Tabulka 4.3 Znazornéni znaceni jednotlivych stav(.

Vz1 1 Vz1_ 2 Vz1_3
Vzorek 1 v suchém stavu Vzorek 1 v hydratovaném stavu Vzorek jedna v hydratovaném
po dobu 24 hodin stavu po dobu 48 hodin
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Obr. 4.16 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 1.
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Obr. 4.18 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 3.

45




Vliv hydratace na ok:.

Vliv hydratace na absorbovanou energii.

g = 08 j
Emf - N99% F ol === \955%
5 T o
8 @ g
._% 2 5 g2 i
i : ]
Vz4_1 vz4_2 vz4_3 Vz4_1 vz4_2 Vz4_3
Vliv hydratace na modul pruznosti. Vliv hydratace na op!.
E 05 = 04 = = |
= £ ]
= s 0 2 o3l — o 4
s N 96%) % Foo——t— N 95 /O 3
% 03 3 F . ]
5 s e 3
- 02 g r :‘
g 0 ok 3
vz4_1 Vz4_2 vz4_3 vz4_1 Vz4_2 vz4_3

Obr. 4.19 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 4.
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Obr. 4.20 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 5.
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Obr. 4.21 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 6.
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Obr. 4.22 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 7.
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Obr. 4.23 Vliv hydratace na mechanické vlastnosti vzorku 8.

4.2.3 Degradace scaffoldl béhem kultivace

Cilem experimentu bylo ovérit mozné zmény ve vnitini strukture scaffoldd zplsobené degradaci
v simulovaném télnim prostiedi, resp. v prostredi kterému budou scaffoldy vystaveny béhem
kultivace. Na Obr. 4.24 jsou prehledné zobrazeny vysledné hodnoty hmotnostnich ubytk( po
jednotlivych dobach expozice scaffold(i v médiu. Vliv hydratace byl dale charakterizovan pomoci

stanoveni miry bobtnani.
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Obr. 4.24 Degradace kompozitnich scaffoldt v a MEM médiu vyjadrend jako
hmotnostni Ubytky (median, IQR).

Vliv hydratace byl ddle charakterizovan pomoci stanoveni miry bobtnani. Na Obr. 4.25 jsou
prehledné zobrazeny vysledné hodnoty miry bobtnani po jednotlivych dobach expozice
scaffoldll v médiu. U vSech osmi typl dochazi jiz béhem 24 hodin k nasaknuti tekutiny v rozmezi
tfi az sedmi nasobku plvodni hmotnosti. BEhem dalsi 24 hodin se tato hodnota jiz vyrazné

nemeéni.
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Obr. 4.25 Mira bobtnani kompozitnich scaffoldd va MEM médiu po 24 a 48
hodinach (median a mezikvartilové rozpéti).
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Mira hmotnostniho Ubytku a bobtnani jsou statisticky vyjadfeny na nasledujicich obrazcich.
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Obr. 4.26 Hmotnostni Ubytky po 24 hodinach. Soubory dat se vzajemné statisticky vyznamné lisi
kromé “0” (M-W, 0,05).
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Obr. 4.27 Hmotnostni Ubytky po 48 hodinach. Soubory dat se vzajemné statisticky vyznamné lisi
kromé “0” (M-W, 0,05).
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Obr. 4.28 Mira bobtnani po 24 hodinach. Soubory dat se vzajemné statisticky vyznamné lisi kromé “o
(M-W, 0,05).
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Obr. 4.29 Mira bobtnani po 48 hodinach. Soubory dat se vzajemné statisticky vyznamné lisi kromé “o
(M-w, 0,05).
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5 Diskuze

Porozita

Z vysledkl je patrné, Ze vzorky s vétsSimi pory a ucelengjsi strukturou jsou ty, které obsahuji vétsi
mnoZstvi kolagenu. To je zplsobeno tim, Ze kolagen vaZe vodu a tedy ¢im vice je v materialu
kolagenu, tim vice vody dokaZze nosi¢ pohltit. Po zmrazeni a lyofilizaci pak vzniknou vétsi a

pravidelnéjsi pory.

Vyhodnocovani porozity ruénim méfenim v software ImageJ je pomérné nepfesné, nebot zalezi
na schopnosti uZivatele presné odhadnout hranice porQ. Vmnoha pripadech to
z mikroskopického snimku ani nelze presné odhadnout. Zasadni je i zplsob potizeni SEM snimk
—v jaké roviné jsou vzorky rezdny nebo jestli jsou nafezdny jen v jedné nebo vice rovinach. Tato
metoda byla pouzita pro jeji jednoduchost, technickou nenaro¢nost a snadné;jsi dostupnost. Na
rozdil od metody vyhodnocovani pomoci uCT, kterd je velmi pfesnd a umoznuje ziskat detailni

informace z trojrozmérného prostredi, avsak je technicky a finanéné naroéna.

V pfipadé tohoto experimentu je z Obr. 4.3 a Obr. 4.5 zfejmé, Ze u obou méreni je tendence
porozity velmi podobnda. Hodnoty se lisi pfiblizné o 50 — 200 um, coZ je zpusobeno vlivem

nepresnosti rucniho méreni a mnozstvim dostupnych snimanych rez(.

Pomoci uCT byla vyhodnocena otevienost porozity, ktera je potfebnd pro kultivaci bunék a jejich

vzajemnou latkovou vyménu. U viech vzorkl tato hodnota presahuje 80%.

Mechanické vlastnosti

Z Obr. 4.8 je zfejmé, Ze zména materidlového sloZeni a struktura materiadlu ma vyznamny vliv na
mechanické vlastnosti, pro které plati princip synergického efektu kompozitnich materiald.
Vzorky s obsahem kolagenu 30-40 % (vzorky 3-8), maji vyrazné vyssi hodnoty Youngova
elastického modulu pruZznosti nez vzorky 1 a 2, kde se obsah kolagenu pohybuje mezi 10-20 %.
Stejnd tendence plati rovnéz pro parametry oy, smluvni mez kluzu oy a absorbovanou energie
W, jak je zfejmé z Obr. 4.9, Obr. 4.10 a Obr. 4.11. Vzorky s vy$sim obsahem kolagenu vytvari

hustsi a pravidelnéjsi strukturu, coZ zpUsobuje zvySeni mechanickych vlastnosti.

Ackoliv kolagen sam o sobé mda mechanické vlastnosti spiSe nizsi, srovnatelné s polymernimi

materidly - v literatufe se uvadi hodnoty Youngova modulu pruinosti kolagenu ziskaného
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raznymi zplUsoby v rozmezi 2 - 10 GPa, v tomto experimentu se jevi jako velmi dileZity prvek.
Tento jev lze vidét na Obr. 4.8, ackoliv vzorek 1 obsahuje vysoké procento hydroxyapatitu,
v literature uvadén Younglv modul pruznosti 20 az 390 GPa a pevnost v tlaku 0,9 aZ 3,9 GPa,
materidlu, protoze neobsahuje dostatecné mnozstvi kolagenu, ktery by ho drzel pohromadé,
jelikoz kolagen ma vtomto kompozitnim materidlu stmelovaci funkci a plni roli ,lepidla“

jednotlivych latek.

Cilem experimentu bylo zjistit, jak se chovaji vzorky v suchém stavu a ve stavu hydratovaném a
tyto stavy mezi sebou porovnat. Z vyhodnoceni je patrné, ze mechanické vlastnosti se mezi
obéma stavy vyrazné lisi. Pokles mechanickych vlastnosti je dan plisobenim hydratace, které je
popsano nize. Dale byly vzdjemné porovnany mechanické vlastnosti v hydratovaném stavu po
dobu 24 a 48 hodin. Tyto hodnoty ukazuji, Ze mechanické vlastnosti nezavisi na délce doby
hydratace, protoZe se po jeji dobu uZ vyrazné neméni. Pro zvySeni mechanickych vlastnosti se

provadi sitovani materialu, které zvysuje stabilitu scaffoldd a tedy i jejich mechanické vlastnosti.

Pfi analyze degradace byl zkoumdan hmotnostni Ubytek a bobtnani scaffoldl. Z vysledk( je
patrné, Zze béhem sledovanych period nedoslo k Ubytku materialu. VSech osm typ( vzork(
vykazuje ve sledovanych intervalech naopak narlst hmotnosti, jenz je mozné vysvétlit absorpci
proteind nebo soli z kultivaéniho média. Béhem 48 hodinové hydratace tedy nedochazi
k degradaci a jejim vlivem k moZnému negativnimu ovlivnéni mechanickych vlastnosti. Jediné,
co zplsobuje pokles mechanickych vlastnosti je pravé hydratace. Proces bobtnani u scaffoldl je
Zadouci, protoZze médium v nosic¢i umoznuje latkovou vymeénu mezi burikami a podporuje jejich
kultivaci. Na druhou stranu vlivem bobtnani dochazi k vyraznému snizeni mechanickych
vlastnosti. Z Obr. 4.28, Obr. 4.29 je patrné, Ze mira bobtnani je nejvyraznéjsi béhem prvnich 24
hodin hydratace. V delSim ¢asovém intervalu uz k dalSimu bobtnani v podstaté nedochazi. Pfi
bobtnani mlze dochazet ke zméné struktury materidlu a k poruseni chemickych vazeb mezi
jednotlivymi slozkami kompozitnich scaffoldll. Na tento proces ma vliv také materialové sloZeni,
jak je zjevné z Obr. 4.28. V porovnani s hydroxyapatitem maji vldkna PDLLA a kolagen vétsi
schopnost absorbovat kultivacni médium, cozZ zpUsobuje to, Ze tyto vzorky s vétsim obsahem
PDLLA a kolagenu (vzorky 1-6) jsou vice nachylné k bobtnani. Kolagen navic vlivem bobtnani

ztraci pro scaffold stmelovaci funkce a dochazi tak ke sniZzeni jeho mechanickych vlastnosti.

Vyhodnocovani parametr( bylo také negativné ovlivnéno malym pocétem vzork( a tedy pomérné
malym souborem dat ke statistickému vyhodnoceni, nebot vyroba osmi typ( scaffold pro

vSechny provedené analyzy byla pomérné naro¢na a nakladna. P¥i mechanickych zkouskach byly
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navic chybné odhadnuty nékteré hodnoty o, které pak ovlivnily hysterezni smycku odlehéeni a
tedy vysledky dalSich parametr(. S témito hodnotami nebylo mozné dale pracovat, protoze by

mohlo dojit ke zkresleni vysledkd.
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6 Zaver

V této diplomové praci byla zpracovana studie kompozitnich scaffoldi pro kostni tkarnové
inZenyrstvi. Bylo pfipraveno 8 skupin nosi¢l rdzného materidlové slozeni, kazda skupina méla
minimalné 5 vzorkd, které byly nasledné podrobeny tlakovym mechanickym zkouskam a dalSim
analyzam. V ramci prace bylo provedeno méreni porozity dvéma metodami, rucni méfeni a
méreni pomoci uCT, které byly mezi sebou vzajemné porovndny. Ddle byla provedena studie
degradace a bobtnani scaffold( pfi hydrataci po dobu 24 a 48 hodin. Bylo zjisténo, Ze v pribéhu
této doby nedoslo k Ubytku materialu, ale naopak k jeho narlstu, cozZ je zplisobeno moznou
absorpci proteind a soli z kultivacniho média. Béhem hydratace vsak doslo k vyraznému
bobtndni materidlu, které ma zdsadni vliv na mechanické vlastnosti scaffoldu. Pfi absorpci
kultivacniho média totiz pravdépodobné dochazi k poruseni chemickych vazeb mezi
jednotlivymi latkami a tedy ke snizeni mechanickych vlastnosti materialu. Schopnost hydratace
je vsak velmi dulezita pro kultivaci bunék ve scaffoldu. Na bobtnani ma také vliv materidlové
sloZeni. Dale byly provedeny tlakové mechanické zkousky scaffoldi ve tfech stavech — suchém a
hydratovaném po dobu 24 a 48 hodin. Vysledky experimentl byly mezi sebou vzajemné
porovnany a vyhodnoceny. Vzhledem k danym vysledkdm se jako optimalni sloZeni scaffoldu jevi
material blizky vzorku 7 a 8, u kterého bylo docileno nejvysSich hodnot Youngova modulu
pruznosti a dalSich parametrd. U vzorkl 7 a 8 dochazi také k nejmensimu a zaroven
dostatecnému bobtnani materidlu. Vlivem velkého obsahu kolagenu je u téchto vzork( také

zarucena postacujici oteviend porozita. Cile diplomové prace byly tedy spinény.
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