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1. Uvod a ciele prace

Infekcia pohybového systému predstavuje zavazny problém v traumatologii a chirurgii,
najme pri implantaciach endoprotéz. Jednym zo spdsobov, ako zvysit' ucinnost’ liecby, je
pouzivat’ lokalnu aplikaciu antibiotik. Lokalna antibioticka lie¢ba pri protetickej infekcii kibu,
na rozdiel od pouzitia systémovych antibiotik, ma tu vyhodu, Ze dosiahneme vysokej
koncentracie antibiotika, ktora presahuje minimalnu inhibi¢nii koncentraciu (MIC) bez
zvySenia urovne systémovej toxicity. Lokalne nosi¢e antibiotik pouzivane v oblasti ortopédie
su klasifikované podla zloZenia ako syntetické a prirodné polyméry, keramiky, kompozitné
materidly a kostne Stepy. Ocakava sa, Ze taky lokalny nosi¢ sa pouzije pravé v pripade znamych
infekcii protetickych kibov, alebo ako preventivny postup. Cielom tejto prace je vyvoj
kompozitnej nano-Strukturovanej vrstvy, ktora bude poskytovat’ medzi kost'ou a implantatom
(titdnovej zliatiny) bioaktivne rozhranie, ¢o zrychli proces hojenia, ktory bude schopny
vyplnenia kostnych defektov, a bude posobit’ ako silné antibakteridlne cinidlo proti
mikroorganizmom citlivych na vankomycin. Vrstva je vyrobena z kolagénu typu I (izolovane;j
z teliacej koze) a hydrochloridu vankomycinu. Aplikacia kolagénu v oblasti tkanivového
inzinierstva je obmedzend z dovodu zlych mechanickych vlastnosti, vysokej miere opuchu,
nizkej Struktarnej stability a nizkej odolnosti vo¢i enzymatickej degradacii neupravenej formy

kolagénu.

Cielom experimentu popisaného v tejto praci bolo overit’ i€inok réznych siet’ovacich
podmienok na mechanické a Struktirne vlastnosti elektrostaticky zvldkneného kolagénu. Tri
rozne koncentracie etanolového roztoku N- (3-dimethylaminopropyl) -NO-ethylkarbodiimidu /
N-hydroxysukcinimid (EDC / NHS) boli vybrané pre urcenie optimalnych sietovacich
podmienok. Struktiirne vlastnosti a rychlost’ degradacie boli podrobne skiimané a nasledne
porovnané za Ucelom urcenia optimalnych sietovacich podmienok, d’alej boli hodnotené

mechanické vlastnosti pomoci jednoosich tahovych skuSok.
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2. Teoreticka ¢ast’

2.1.0steomyelitida

Toto ochorenie zahfiia §iroké spektrum mechanizmov s tromi vSeobecne uznavanymi
kategdériami: hematogénne Sirenie krvou, suvislu kontaminéciu a cievne alebo neurologicky
pribudnt infekciu [1]. Charakteristiky kazdej kategorie je mozné zhrnat' takto: (1) Primérne
hematogénne Sirenie baktérie postihuje predovSetkym metaphysis zo skeletu nedospelych
pacientov alebo stavcov u vsetkych vekovych kategorii, aj ked’ sa infekcia moze objavit i na
inych miestach [2]. (2) Infekcia sa moze $irit’ z infikovaného miesta na susedne Struktury,
najcastejSie je mozne vidiet’ priamu kontaminaciu baktériami pri otvorenych zlomeninach alebo
endoprotézach. (3) Vaskularne alebo neurologické nedostatoCnosti, osteomyelitida pri zlom
krvnom zasobovani, diabetické rany, strata ochrannej citlivosti a zmena imunitného systému,

ktoré spravidla ovplyviuju dolnej koncatiny.

Obrazok 1 Diagram ukazuje tri kategorie osteomyelitidy. (A a B) Primarne hematogénne (krvou) Sirenie baktérit
postihuje hlavne tela stavcov u vsetkych vekovych skupin alebo metaphysis zo skeletu nedospelych pacientov. (C a D) Susediace
kostnej infekcie je najcastejsie [3].
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Zakladom liecby osteomyelitidy je, ako u inych bakteridlnych infekcii, dlhodobé
podavanie antibiotik, minimalne po dobu 4 tyzdiiov, vd¢sinou vSak az 8 tyzdiov. Pravidelne sa
odoberajt vzorky na postdenie ucinnosti lieCby a ddlezitd je aj starostlivost’ o vytvorené rany.
Koncatina je docasne znehybnena a pri trvalych bolestiach st poddvané lieky na ich zmiernenie.
Po vylieCeni je nutné znehybnenu koncatinu znovu rozhybat a odporucit’ pacientovi

rehabilita¢n liec¢bu.

2.2.Protimikrobialne povlaky, vrstvy a nosice

2.3.Metalické povlaky

Bolo preukazané, Ze i6ny striebra reaguju s tiolova skupinou v enzymoch a deaktivuja
ich, ¢o vedie k bunecnej smrti [4]. Tieto i6ny mozu inhibovat’ oxidacné enzymy, ako su
napriklad kvasinky alkoholdehydrogendzou [5]. Bolo tiez preukazané, ze idny striebra
interaguju s DNA zvySenim pyrimidinovéj dimerizdcie podla fotodynamickej reakcie a

pripadne zabrani replikacii DNA.

2.4.0rganosilanové vrstvy

Organosilanové vrstvy vytvoria nanopovlak, ktory je vysoko abrazivny pre virusy,
baktérie, huby a ktora je neskodna pre ¢loveka, ale rozrthne vonkajSej membrany mikrobov,
ktoré sa snaZzia pripojit’ k povrchu. Jedna sa o mechanické pdsobenie, ku ktorému nemoéze
existovat’ Ziadna imunita. [6] Organosilany zanechaju trvaly netoxicky povlak, ktory u¢inkuje
s alebo bez svetla. Organosilany nemaju vplyv na DNA mikrobov, atak nepredstavuji
ohrozenie pri dlhodobej expozicii. Zabranenie mikrobom aby sa naviazali na povrchu
osetrenych organisilanemi znemoziuje mikrébom kolonizovat’ povrch. Organosilany je mozne
pouzit’ na mékkom i tvrdom povrchu, takze tento antimikrobidlny povlak moéze byt rovnako
pouziti na obleCenie, koberce a steny. Organosilany moZe byt zmieSany s kvartérnymi
amoniami, aby sa dosiahlo rychleho zabitia mikrébov a ponechanie dlhodobého

antimikrobialneho povlaku.
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2.5.Lokalne nosice

Nosné systémy maju Siroké uplatnenie, ako médium pre lokalnu dodavku antibiotik,
vyuzivaju sa experimentalne a klinicky pre lieCbu osteomyelitidy. Ich vel'kou vyhodou je
schopnost’ poskytovat’ trvalé vyssie koncentracie lieCiva v mieste infekcie [7] a tiez zamedzenie
moznej toxicity v dosledku systémovom podani antibiotika. Koncentracia antibiotika moze byt

lokalne zvysena viac ako desat’krat v porovnani s intravenozne aplikovanym antibiotikom.

1990 2000 2010
Liposome & micelle
Daunoxome Depocytle Estrasorb
] Visudyne
Doxil Ambisome DepeDur
Polymer-drug conjugate
Neulasta Mirceral
Adagen Oncaspar PEG-Intron  Somarvert
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Biodegradable materials

Atridox Trelstar Risperdal Consta
Lupron Depot
HRIOn ERa Ghiadel Nutropindepot  Eligard
Zoladex Sandostatin LAR Arestin
Zevalin Abraxane Brentuximab Vedotin
Bexxar

Obrdzok 2 Casovd os ukazuje schvdlenie a prichod daného nosica na trh [8]

Vyvoj nanocastic vyuzivanych ako nosice lie¢iv alebo inych latok do Specifickych typov
buniek (napriklad rakovinovych buniek) je jednou z aplikacii nanotechnologii v medicine.
Castice st navrhnuté tak, Ze st pritahované do chorej bunky, o umoziuje priamu lie¢bu tychto
buniek. Tato technika redukuje poskodenie zdravych buniek v tele a umoziuje skorsie detekciu

ochorenia.

2.6.Biologicky nerozlozitel’né materialy

Cementové gul'6cky napustené antibiotikom sa pouzivaju pri lie€be makkych tkaniv a
kostnych infekcii uz poslednych niekolko desatroci. V roku 1984 to bol prvykrat pouzity
profylakticky proti hlbokej kostnej infekcii v endoprotetickej ortopedickej chirurgii u loveka.
Je pouzivany ako uc¢inna alternativa pre udrzateI'n1 vysoku Urovenl uvolfiovania antibiotik v

lokalnom mieste pre liecbu infekcie spojenej s kostnym a miakkym tkanivom. NajcastejSie sa

16



na tento ucel pouziva Polymethylmethakrylat (PMMA) z ktorého su antibiotikom potiahnuté
cementové kordliky [9]. PMMA je k dispozicii v dvoch formach, perlickové cementy a
koralkové retaze impregnované antibiotikom, ktoré sa pouzivaju pri infekciach kibov a
pohybového aparatu, v danom poradi. PMMA nespust’a v hostitel'ovi Ziadnu imunitna reakciu,
a preto neexistuje ziadna Sanca precitlivenej reakcie. Pre ovplyvnenie uvolfiovania lieciva, sa
vyuzivaju rozne metddy. Najuzitocnej$iu metddou je aplikovat’ dextran alebo polyetylénglykol
na zvysenie morozity guli¢iek, ¢im sa zvySuje koncentracia antibiotik ako povlaku. Aj vel'kost
guliciek je dolezitym urcujucim faktorom pre eltaciu lieCiv. MensSia vel'kost perli¢iek sposoby
lepSie vymyvanie z dovodu vacsiecho pomeru plochy k objemu. Okolité prostredie, tkaniva a
kvapaliny maju tiez vplyv na uvol'novanie lie¢iva. Nevyhodou je ,ze uvol'novanie antibiotika

z PMMA je malo efektivne

2.7.Biologicky rozlozitePné materialy

MoézZeme ich rozdelit’ do troch skupin proteiny, kostné Stepy a ndhradky, syntetické
polyméry. Existuju druhy biologickych latok v skupine proteinov ktoré sa skladaji z biologicky
rozlozitelnych elementov ako je napriklad: kolagén, zelatina, trombin a autolégne krvné
zrazeniny mozu byt pouzité na cementovanie kosti. AvSak ich pouzitie je vel'mi obmedzené
pri lie¢be infekeii vyskytujucich sa v ortopédii. Tieto materialy poskytuji vystuz okolo Stepu a
slizia k obmedzeniu toku tekutiny a poskytuju zaklad pre protein viaZuci sa na antibiotikum a
tym je zaistené, Ze koncentracia lieCiva jej trvalé udrZzana v prostredi. Materidly na baze
kolagénu sa obvykle izolujii z koZe alebo Sliach zvierat a mdzu zabezpe€it' dostatocnu
stimuldciu regeneracie kostného tkaniva. Vzhl'adom k tomu, Ze kolagén sa vyskytuje takmer vo
vSetkych organoch, aj ako elementarna sti¢ast’ spojivového tkaniva, je biologicky Ziaduci so

Stepom v hostitel'skom organizme a neindukuje Ziadnu toxicitu.

Na kostny Step mdZe byt antibiotikum pridane pomocou priameho primieSavania vo
forme praSku do Stepu alebo moze byt kostny Step priamo ponoreny do roztoku antibiotik.
Vyuzivaja sa materidly ako kalcium fosfaty vo forme hydroxyapatitu, fosfore¢nanu

vapenatého alebo siranu vapenatého [10a 11].

Biologicky odbtratel'né polyméry su €asto povazované za alternativu k proteinovym
nosi¢om pre lepSiu stabilitu in vivo. Odburatelnost’ by mohla byt’ néastrojom pre riadenie
rychlosti uvolfiovania lieCiva. NajCastejSie sa pre vyvoj lokdlnych nosiCov lieCiv vyuziva

kyselina poly-mlie¢na (PLA), kyselina poly-glykolova (PGA) a ich kopolyméry, poly-laktid-
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ko-glykolid (PLGA) z doévodu ich biologickej rozlozitelI'nosti, bio-kompatibility a jednoduchosi

spracovania [12].

Tieto materialy sa daju s vyhodami aplikovat’ ako povrchové vrstvy implantatov,
pretoze titan a jeho zliatiny, ktoré sa pouziva v zdravotnictve maju dobru biokompatibilitu
a mechanické vlastnosti no nemaja bioaktivne povrchové vlastnosti. Hlavne kvoli tomu a ich
biokompatibilite a osteokonduktivnym vlastnostiam sa bezne pouzivaju ako pot'ahové

materialy [13].

2.8.U¢el povrchovej vrstvy

V roku 1987, ortopedicky chirurg Anthony G. Gristina pouzil termin "preteky o povrch"
na popis osudu biomateridlu po implantacii [14]. Tento termin popisuje preteky medzi
mikrobidlnou adhéziou a rastom biofilmu na implantate oproti povrchovej integracii tkaniva.
V pripade, Ze tieto preteky vyhraji tkanivové bunky, potom tkanivo pokryje povrch, ktory je
nasledne menej nachylny k vzniku bakteridlnych kolonii. V opacnom pripade ak tieto preteky
vyhraji baktérie, vytvoria na povrchu biofilm, ktory zhor$i moznosti spojenia tkaniva
s implantatom pre bakteridlnu virulenciu a toxinom. Tkanivové bunky st v mnohych pripadoch
znevyhodnene, pretoze baktérie sa na implantat dostani eSte pocas manipulacie alebo

implantacie

Utelom povrchovej vrstvy je zabranit® vzniku infekcie asociovanej s biomateridlmi
(pouZziva sa anglicka skratka BAI), ktoré predstavuji vaznu komplikaciu. V priemere sa BAI
vyskytuje v priblizne 0,5-6% pripadov [15] vo velkej zavislosti na mieste implantovania alebo
poranenia. Pri takejto infekcii vznikne na povrchu implantatu biofilm, ktory zabratnuje
hostitel'skému imunitnému systému a lieCbe antibiotikami. U vac¢Siny pripadov nasledkom
takejto infekcie dochddza k odstraneniu implantatu. Zabranit' vzniku biofilmu je mozne
pomocou lokalneho prekroc€enia inhibi¢nej koncentracie pre dany mikrobidlny kmen, ktort
docielime napriklad naviazanim vankomycinu na degradibilni kolagénu vrstvu, ktorej
rozpadom sa bude antibiotikum lokalne vylu¢ovat’ v dostato¢nej miere aj po dostatocne dlhu

dobu.

2.9.Kolagén

Kolagén je skleroprotein extraceluldrny, vo vode nerozpustna bielkovina tvoriaca

zaklad spojivovych, teda véziv, chrupaviek a kosti. Tvori 25-30% vSetkych proteinov v tela
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cicaveov, 70% kozZe, spolu tvori okolo 10% celkovej hmotnosti. V sti¢asnosti je znamych 28

rozdielnych typov.

Molekula kolagénu
Kolagénové fibrily (trojita srubovica)

alfa-retazce

Kolagénové vlakna

aminokyselinové
ret'azce

¥d 9%

Obrdzok 3 Struktira kolagénovych vidkien [16]

Typy kolagénu

Jednotlivé typy kolagénu sa liSia usporiadanim aminokyselin v polypeptidovych
ret’azcoch. Tieto zmeny sa prejavuju predovsetkym v stupni polymerizacie a agregacie molekul.

V Tudskom tele je najviac zastipenych 11 skupin kolagénu.

Kolagén typu I je najrozsirenej$im kolagénom v organizme. Fibrily tvoria silné vlakna
a zvazky vléken, ktoré uz mozu byt videné¢ vol'nym okom. Tento typ kolagénu sa nachadza v

Slachach, v vdzoch, v kostiach, v koZi, v puzdrach oranou a v riedkom vézive.
Kolagén typu II sa vyskytuje hlavne v bunecnej hmote hyalinnej a elastické chrupavky.

Kolagén typu III je podobny typu I, ale obsahuje viac proteoglykanov a
glykoproteinov. Vldkna su vol'nejSie a menej pravidelne usporiadané ako vlakna kolagénu 1.
Retikularne vlakna poskytujii oporu makkym, poddajnym tkanivam — napr. hladkym svalovym
bunkdm, nervovym vldknam, adipocytom. Retikularne vldkna dalej nachddzame v

hemopoetickych tkanivach a v retikuldrnej lamine bazéalnych lamin epitelov.

Kolagén typu IV netvori organizované Struktury fibril, alebo vldken. Nachddza sa v

oblasti bazalnych lamin.

19



Kolagén typu V je pribuzny typu IV a nachadza sa v vonkajSich laminach svalovych

buniek, adipocytov a gliovych buniek.
Kolagén typu VI je tiez pribuzny typu IV. Vyskytuje sa v intersticialnom tkanive.

Kolagén typu VII tvoria kotviace fibrily, ktoré speviiuji spojeni dermi a epidermy. Je

podobny typu II.

Kolagén typu X sa nachadza v matrix, ktora obklopuje hypertrofické chondrocyty v

chrupavke rastové platnicky v miestach, kde bude vznikat kost’.

Kolagény typu IX a XI sa nachadza v chrupavke spolu s typom II.

2.10. Spracovanie kolagénu - nanovlakna

Jednou z perspektivnych metdd zapracovania kolagénu je elektrostatické zvlaknovanie.
Tymto sposobom je mozné pripravit’ nanostrukturované materidly alebo povrchové vrstvy,
ktorych morfoldgia je vhodna z pohl'adu adhézie a rastu buniek, pretoze napodobuje prirodzent
Struktlru extracelularnej matrice, ktory je telu vlastny. V praxi st povazované za nanovlakna
také vlakna, ktorych priemer sa pohybuje v rozmedzi desiatok aZ stoviek nanometrov. Hranice
velkosti priemeru vlaken, ktoré by mohli byt zaradené medzi nanovlakna, sa li§i podla ndzoru
roznych autorov. NajCastejSie sa v literatire stretavame s definiciou, ze sa, v pripade
nanovlaken, jedna o vldkna s priemerom mens$im ako 1 um. Trochu prisnejSie vymedzenie
hranice pre oznacenie vladken ako nanovldkna méZe byt pouzite pro vldkna, ktorych priemer je

mensi ako 100 nm.

Sposobov pripravy nanovlaken je mnoho, s zaloZené na niekol’kych principoch. Medzi
laboratorne spOsoby pripravy patri ich tahanie z kvapok roztokov a pretlatovanie
zvlaknovacimi tryskami. Medzi komeréné metody modzeme zaradit’ rozfukovanie taveniny
(melt blown), odstredivé zvladknovanie a elektrostatické zvlaknovanie (elektrospinning), ktoré

d’alej popiSem v tejto praci.
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2.11. Elektrostatické zvlakinovanie (electrospinning)

Elektrospining je stard metdda prvykrat pozorovana v 1897 Rayleightom. Od roku 1934
do 1944, Formhal publikoval sériu patentov popisujucich experimentdlne nastavenia na
produkciu polymérovych vldkien s pouzitim elektrostatickej sily [17]. Taylor (1969) vo svojej

praci polozil zéklady elektrostatického zvlaknovania elektricky pohananym pradom.

Pri elektrostatickom zvlakiiovani sa vyuziva vodivost” polymérnych roztokov a tavenin
a ich formovanie pdsobenim elektrostatického pola. Vzniknuté vldkna st za poOsobenia
elektrostatického pol'a deponované na podlozku. Tou byva najcastejSie textilny material, ktory

sa pohybuje po povrchu uzemnenej elektrody.

2.12. Electrospinning pomocou kapilary

Zvlaknovanie prebiecha medzi dvoma elektrodami. Prva z nich ma podobu kapilary, na
ktoru je privedené vysoké napitie. Vnutrom tejto kapilary je vytlaCovany roztok polyméru,
ktory je tak v priamom kontakte s elektrodou. Na Spicke kapilary vznika tzv. Taylorov kuzel.
Aby bol udrzany jeho kuzelovity tvar, musi rychlost, s akou je kvapalina od kapilary
odtahovana odpovedat’ rychlosti, s akou je kvapalina vhanana do kapilary. Prad polyméru od
napdjanej k uzemnujtcej elektrode vsak moze pokraCovat’ i vtedy, ak by doslo k skroteniu
kuzela. Cestou k uzemnenej elektrode sa odparuje rozpustadlo a tvori sa nabité submikronové
vldkno, ktoré sa nasledne usadzuje na povrchu materidlu umiestneného pred uzemnenou

elektrodou.

Pomocou elektrospiningu je mozné spracovat’ v podstate vSetky rozpustné, alebo
tavitené polyméry. Pre tvorbu vlakien je lepSia skdr menSia viskozita taveniny. Vd’aka tomu,
ze maju vSetky vlédkna v elektrickom poli rovnaky naboj, maju tendenciu sa vrstvit’ na miesto s
¢o najmenSim mnozstvom vlaknitej hmoty. Tak je zaistend pomerne vysoka plosna
rovnomernost’. Priemer vznikajucich vldkien je potom ovplyvneny mnohymi faktormi. Je to
napriklad vzdialenost’ elektrod, uz spomenutd koncentracia, viskozita a povrchové napitie
roztoku alebo mierou odparovania roztoku zo vznikajucich vlakien (afinita rozptstadla) pred
tym, nez dopadnu na podlozku. V roznych vyskumnych strediskach, zaoberajucich sa
elektrostatickym zvldknovanim, sa pouzivali i r6zne roztoky polymérov a tieZ rozne vyrobne
zariadenia, aj ked’ len s minimalnymi rozdielmi. V niektorych pripadoch je kapilara umiestena

zvisle a polymérny roztok z nej postupne vytekéd vplyvnom gravitécie.
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5mm

Obrdzok 4 Taylorov kuzel' na kapildre [18]

Vlakna ziskane z kvapaviek vytvarajucich sa na konci kapilary sa usadzuju na kolektore.
Inokedy moze byt kapilara naklonena do definovaného uhlu z doévodu kontroly toku. Dalsou
variantnou je horizontidlne umiestenie kapilary. Pre vytlacovanie polyméru z horizontélnej
kapilary je potom potreba pouzit' Cerpadlo. To je mozné pouzit' pre rychlejsi priebeh iu
vertikdlneho alebo iného podavania. Elektroda je vlozena bud priamo do roztoku, alebo je

umiestnena na Spicke kapilary.

proud
vychozi roztok roztoku
polymeru jehla
M
| kolektor
y
| oy
J.
V
zdroj vysokeho
napéti

Obrazok 5 Schéma elektrospiningu z kapilary [19]
2.13. Siet’ovanie

V nativnej forme je moZne rozpustit' iba agregacné formy kolagénu, ktoré eSte
neobsahujt intermolekularne prie¢ne viazby [20]. Nerozpustny kolagén je mozne rozpustit’ po

predchadzajicej uprave pri ktorej sa rozStiepi Cast’ intermolekularnych priecnych vizieb.
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Taktiez sa ukazalo, Ze vlakna vytvorené elektrostatickym zvlakinovanim st nestabilne vo
vodnom prostredi a preto je nevyhnutne ich zosietovat a znovu vytvorit’ prie¢ne vidzby aby

bolo docielena stabilizécia tychto vlakien [21].

Siet'ovanie je proces chemického spojenia dvoch alebo viacerych molekul kovalentnou
vézbou. Modifikacia zahfia pripojenie alebo Stiepenie chemickych skupin, ¢im sa ziska zmena
rozpustnosti alebo inej vlastnosti podvodnej molekuly. Proteiny su relativne jednoduché
molekuly na manipuléciu, a siet'ovanie proteinov a metddy chemickej modifikacie sa pouzivaju
pre urcenie ulohy jednotlivych postrannych retazcov aminokyselin na fyzikalne, chemické a
biologické vlastnosti proteinov. Napriek zlozitosti Struktiry proteinov, vratane zlozenia s 20
roznych aminokyselin, iba maly pocet funkénych skupin proteinov predstavuje ciel’ pre

praktické metody siet’ovania.

Primary Amine
Cr NN < H P
~e KL ”ﬂ”@ KL

LO .y

N
! @/‘L /l\ NH NH
S \

Carboxylic 0-Acylisourea Crosslinked Isourea
Acid EDC Active Ester Proteins By-product

=2

Obrazok 6 Schéma sledovacej reakcie pomocou EDC/NHS [22]

Biomaterialy na baze bielkovin moZu byt’ sietované s cielom posilnit’ ich mechanické
vlastnosti a enzymatickli odolnost. Princip reakcie sietovania sa opiera o modifikéciu
amidickych a karboxylovych skupin v rdmci molekuly kolagénu, aby vznikla kovalentna vézba.
Bolo vyvinutych niekol'’ko metod pre sietovanie bielkovin. Tieto techniky st rozdelené do troch

typov: fyzikdlne, chemické a enzymatické sietovanie.

Kolagén je hlavnou bielkovinou spojivovych tkaniv a hlavnou zloZkou pokozky.
Kolagén sa hojne pouziva ako biomaterial pre regeneraciu tkaniv a implanticie. Chemické
metddy pouzivané na siet'ovanie biomateridlov na baze kolagénu su vSestrannejsie. PouZivanie
aldehydov ako st formaldehyd a glutaraldehyd (GA) bolo zna¢ne rozsirené v poslednych
rokoch. GA bola najviac pouZzivana a Studovand chemickd latka sluZiaca na sietovanie

biomateridlov na baze kolagénu a boli unej preukizane cytotoxické efekty. Dalsia trieda
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chemickych latok pouzivanych na zvySenie mechanickej a enzymatickej rezistencie
kolagénnych scaffoldov st karbodiimidy. Skupina izokyanatov, najmid hexamethylén
diizokyanaty sa tiez pouziva na sietovanie kolagénnnych biomaterialov. Genipin, chemické
sietovadlo odvodené z rastlinného zdroja, vykazuje zaujimavy potencial nahradenia GA vd’aka

svojej nizkej toxicite, ale je financne vel'mi nékladne.

24



3. Experimentalna Cast’

3.1.0znacenie a priprava vzoriek

3.1.1. Priprava nanovlikennych vrstiev

Vrstvy boli pripravené elektrostatickym zvlakiiovanim 8%hm. roztoku kolagénu
(kolagén typu I izolovany z teliacej koze, VUP Medical, CR), v PBS/EtOH (1/1 objemovo), do
ktorého bol pridané PEO v mnozstve 8%hm. na hmotnost’ samotného kolagénu. Vzhl'adom k
aplikacii finalovej vrstvy, ako nosica antibiotik, bol do roztoku pridany vankomycinu (Mylan
S.A.S., Francie), a to ako 10% hmotnosti kolagénu a PEO. Zvladknovanie prebiehalo na
zariadeni 4Spin (Contipro a.s., CR) v elektrickom poli v rozmedzi 200 — 300 kV.m™' z ihly. Pre

zvySenie stability kolagénu ho d’alej bola potreba zosiet'ovat’.

3.1.2. Zosiet'ovanie kolagenovych nanovlakien

Na zosietovanie kolagenovych vlaken boli vybrané chemické ¢inidla, menovite EDC a
NHS v overenom hmotnostnom pomere 4/1 (EDC/NHS). Teoreticka koncentracia ¢inidiel voci
kolagénu bola stanovend na zéklade zastipenia jednotlivych aminokyselin s volnymi
funkénymi skupinami pre reakciu s EDC ana zéklade predchadzajucich experimentov.
Teoreticka koncentracia EDC/kolagén: 5g/8g. Mimo teoretické koncentracie bola d’alej pouzita
koncentracia polovi¢nd a dvojnasobna, viz Tab. 1. Cielom je overenie miery zosietovania

kolagenovych vldken na zdklade analyz jeho fyzikalne-chemickych vlastnosti.

ozn. hmotnost [g] | EDC [g] | NHS [g] poznamky
Original (1) 0,1262 nesietovany Stav pred zosietovanim
11 0,3023 0,1889 0,0472 teor. koncentracia podla AMK
111 0,1241 0,1552 0,0388 2 x teoreticka koncentracia
1\Y 0,1974 0,0617 0,0154 % x teoreticka koncentrdcia

Vlastni priebeh sietovania

1. 24hod. Iuhovanie v roztoku EDC/NHS v 95%EtOH v inkubatore pri 37°C
2. premyvanie zosietovanych vzoriek v 0,1M roztoku Na;HPO4 (20min)

3. premyvanie v demi H>O (2x20min)

4. zamrazenie na -20°C medzi separa¢nymi foliami (12hod)

5. lyofilizacia do konsStantnej hmotnosti (24hod)
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3.2.Mechanicka skuska

Vplyv sposobu pripravy kompozitu na jeho mechanické vlastnosti bol vyhodnoteny
pomocou jednoosej t'ahovej skusky. Sledovane boli tieto veli¢iny: medze pevnosti, pociato¢ny

modul pruznosti a taznost’ materialu.

3.2.1. Experimentalne vybavenie

Biaxialni skuSobny stroj pre mechanické testovanie mikkého tkaniva a elastomérov.
Laboratérium biomechaniky ¢loveka je vybavené skuSobnym strojom pre jedno/dvojosé
(fahové a tlakové) namahanie Zwick/Roell primarne uréenym k zistovaniu mechanickych
vlastnosti mékkych tkaniv (tepien, zil, chlopni, véziva, koze ap.) a elastomérov. V zasade je
skuska uskutocnitel'nd s rovinnymi vzorkami vsetkych materidlov, pre ktoré su relativne sily

do 250N.

Obrazok 7 Snimky trhacky

Bola teda pouzitd jednoosa tahova skuska s monotonnym kvazistatickym zat'azenim
vzoriek. Na meranie posuvu bol pouzity interny videoextenzometer (Zwick/Roell). Silové
snimace mali meraci rozsah -250 az +250 newtonov (U9B HBM Data sheet). Déta sa nasledne
zaznamenavali do exelového suboru. Na riadenie posuvu boli pouzite elektro-mechanické
aktuatory s moznym posuvom az 70 milimetrov kazdym aktuatorom s rychlostou od 0 az do
30 mm/s arozliSenim lum. Vzorkovacia frekvencia systému bola 500 Hz a maximalnou

frekvenciu zdznamu dat na vystupe 20Hz. Vzorky boli rovinne priblizne o velkosti 40x10mm.
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3.2.2. Priprava vzorku pre umiestnenie do trhacky

Kazda vzorka bola pred meranim odfotografovana s identifikacnym Stitkom v blizkosti
orientacnej stupnice. Posuvnym meradlom sa na troch réznych miestach v prostredne;j tretine

odmerala hrabka vzorku.

Kvoli rovnomernému rozlozeniu sil a lepSiemu uchyteniu do ¢el'usti trhacky, sa na oba
konce vzorky prilepili sekundovym lepidlom pruzky tvrdého papiera. Na jednu stranu vzorky
sme pridali kontrastne znacky ktoré rozpozna kamerovy senzor deformécie. Tym bola vzorka

pripravena na umiestnenie do trhacky.

3.2.3. Tahova skuska

Vzorka sa umiestnila do trhacky, a overil sa kontrast znaciek na povrchu vzorky. Ak

senzory spravne rozpoznali vertikdlne znacky, mohla skuska zacat'.

Obrazok 8 Ukazka tahovej skusky

Samotna skuska trvala v priemere okolo 15 sekund a bola ukon¢end z pravidla niekol’ko
sektind po roztrhnuti vzorku. Udaje boli zaznamenavane s frekvenciou 20Hz teda kazdych pét

stotin sekundy. Vystupom bola tabulka dat v programe Excel.
Data

e silana prvej z Celusti trhacky
e sila na druhej z ¢el'usti trhacky

e zmena vzdialenosti medzi kontrastnymi znackami
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Po ukonceni skusky a vynati z trhacky sme oba fragmenty povodného vzorku oznacili, aby ich
bolo mozne neskor sparovat’ kvoli meraniu hrubky, a ulozili k prislusnej skupine z ktorej dana

vzorka pochadzala.

3.3.Statistické vyhodnotenie

Statisticky vyznamné rozdiely boli skimané najma pomocou neparametrickych metod
v programe Statgraphics (Centurion XV, StatPoint, USA). K overeniu normality bol pouzity
Shapiro-Wilkov test, na porusenie homoskedasticity Bartlettov test. Potom Kruskal-Wallisov
neparametricky test a ndsledne Mann-Whineyho post-hoc test (M-W). Vsetky analyzy variacie
boli vykonané na tirovni spol'ahlivosti 95% (hodnoty p <0,05 bola povazovana za vyznamnti).
Vysledné hodnoty st v praci vynesené v krabicovych grafoch, kde je median znazorneni ¢iarou
vo vnutri krabice a aritmeticky priemer ¢ervenym krizom v krabici. Velkost” krabice je dana
25% a 75% kvartilom. Fazy krabice udavaju 1,5 nasobok medzikvartilového rozpitia (IQR)
od¢itaného alebo pripo¢itaného k hodnote 25% alebo 75% kvartilu. Dalej st v krabicovom grafe
uvadzané tiez samostatné body (odl'ahlé hodnoty), ktoré sa do tohoto rozpitia nevosli, pokial

st az za trojnasobkom IQR, jedna sa o extrémne odchylky.

3.4.Vyhodnotenie mechanickej skusky

3.4.1. Rozmery vzorku

Sirku vzorku sme odmerali pomocou fotografii s vysokym rozlisenim z trhatky. Mierka
bola spocitand pomocou odmerania poctu pixelov na stupnici o dizke desat’ centimetrov. Toto
meranie sme opakovali patkrat a spriemerovali. Nasledne bola uréena mierka k[ pixel/mm] ktora

bola pouzitd k prepoctu na milimetre.

Sirku vzorku sme odmerali z fotografii v pixeloch. Meranie sme opakovali trikrat

a nakoniec spriemerovali do jednej hodnoty.

_ ik
w= —l‘nll [mm]
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Hrtibka vzorky bola odmerana pristrojom Mitutoyo Litematic Series 318 (Mitutoyo,
Japonsko) s definovanou pritla¢nou silou 0,01N, pre celu skupinu vzoriek na trindstich r6znych

miestach a hOdl’lOty Sme spriemerovali.
= Y
h = === [mm]

Plocha v reze bola nasledne ziskana prenasobenim vysky a Sirky.

S=1w-h [mm’]

3.4.2. Napatie v tahu

Ako prvé boli spriemerovane vystupne déta z ¢el'usti trhacky, aby sme ziskali priemernt

hodnotu sily ktora posobila na vzorku.

=  F+F

F = % [N]
Nasledne sa urcilo napétie v tahu.

_ F

o= [MPa]

3.4.3. Pomerne prediZenie

PrediZenie pri namahani v pomere k povodne;j dizke.

g=i—1H
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3.4.4. Graficky vystup

Graf pomerného prediZenia a zmluvného napitia. Pre vytvorenie grafu bolo potrebné
odfiltrovat’ Sum pred zaciatkom skisky a po destrukcii vzorku. Graf teda zaina az ked’ rastie

sila F' a zaroven deformacia /.
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Pomerné prediZenie [-]

Obrazok 9 Ukazka grafu
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Bol vytvoreny spolo¢ny graf pre kazda skupinu vzoriek pre ktory sa potom navrhol
model ktory by najlepsie odpovedal pozorovaniu. Model bol vybrany na zdklade dvoch kritérii.
Za prvé tak aby sa modelom predpokladane hodnoty nachadzali priblizne uprostred
nameranych dat a razantne sa nevychyl'oval mimo pozorovanie. A za druhé aby sa koeficient

determinécie blizil ¢o najviac 1.

SO -
S0 -7

R? =

Nominal stress [MPa|

0 0.003 0010 0015
Epsilon [-]

T 7h-TV

Obrazok 10 Ukazka grafu hodnét a modelovej krivky

kde y je pouzity model, y; hodnoty zavislej premennej, y je priemer premennej
fory = 71.147 — 71.147e23852x

R? = 0.9199
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3.4.5. Doty¢nica v pociatku

Doty¢nicu v pociatku ziskame ako derivaciu v bode x=0

30
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Obrazok 11 Ukazka grafu modelu a jeho doticnice v pociatku

f,(x):a—a-e_bx

3.5.Degradacny test

Stupeni naruSenia Struktiry kolagénu bol porovnany na zéklade stanovenia obsahu

vol'nych primarnych aminoskupin v produktoch degradacie, ktoré boli postupne uvolfiovane

do roztoku.

Nanovlakenna vrstva o hmotnosti 125 mg vo forme ustrizku o ploche 3-5 mm? bol

pridany do 25ml sol'ného roztoku s fosfatovym tlmicom (SIGMA: 0,0027 M KCl; 0,137 M
NaCl; 0,01 M fosfatovy pufer). Uzavreté nddobky s roztokom boli umiestnené do inkubétoru
s teplotou 37°C. Roztok bol vzorkovany po 2, 6 a 24 hodinach a d’alej po 4, 10, 15 a 30 dnoch.

Z pociatku boli odberané 2 ml roztoku, neskor bolo vzorkovanie upravené podla

predpokladaného obsahu aminoskupin.
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Postup stanoveni vol'nych primarnych aminoskupin pozostaval z 2 ml analyzovaného
roztoku do ktorého boli pridané 2 ml 0,1 M NaHCO3 a 1 ml vodného 0,01% roztoku TNBS
(SIGMA) a zmes bola v tmavej lieckovke vo vodnom kupeli zahrievand po dobu 2 hodiny na
teplotu 40°C. Potom bol pridany 1 ml 10% roztoku dodecylsulfatu sodného (SIGMA) a 0,5 ml
1 M HCI a merana absorbancia zItého produktu pri 340 nm (spektrofotometer Unicam UV 500)
Za uvedenych podmienok je zavislost’ absorbancie na obsahu aminokyselin zna¢ne nelineéarne.
Pokial’ nema byt porovnanie jednotlivych vzorkou kolagénu zakreslene, je nutné odoberat’
roztoky riedit’ a robit’ kalibraciu postupu, aby bolo mozné transformovat’ namoren¢ absorbancie
na koncentraciu aminoskupin. Kalibracia bola urobena pomocou L-lysinu (SIGMA) a kyseliny
L-a-amino-n-maslovej (Lachema). Obe aminokyseliny poskytuji obdobné vysledky, lysin je

vSak pre svoju silni hydroskopickost’ menej vhodny.
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4. Vysledky

Vyhodnotenie sme rozdelili do Siestich skupin, tri skupiny kde bola premenna

koncentracia sledovacieho Cinidla a tri skupiny kde sa menila doba sietovania

4.1.Vyhodnotenie dat podla koncentracii

U tychto troch skupin bola doba siet'ovania konsStantna, a to u prvej skupiny 24 hodin,
u druhej 72 hodin a u tretej 168 hodin. Premena bola koncentrécia sledovacieho ¢inidla. Prva
vzorka je vzdy referen¢nd, jedna sa teda o vzorku ktord nebola zosietovana preto je onacena
ako originalna (orig.). Druha vzorka oznacena rimsky Il. je vzorka sietovana pri teoretickej
koncentracii sledovacieho cinidla, vzorka oznaCend ako rimska III. bola sietovana pri
dvojnésobnej koncentracii a posledna vzorka oznacend ako rimska IV. bola sietovana pri
polovi¢nej koncentracii ako je teoretickd koncentracia vypocitana na zaklade volnych

aminokyselinovych skupin.

Ciel'om tejto skusky bolo zistit’ ako sa menia mechanické vlastnosti vzoriek v zavislosti

na koncentracii sledovacieho ¢inidla.
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4.2.Vzorky sietovane po dobu 24 hodin

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referen¢ného (orig.) boli sietované po dobu

24 hodin a lisia sa koncentraciu sledovacieho ¢inidla.

Vyhodnotenie pozostava z grafu nominalneho napitia oproti pomernému prediZeniu.
Tabulky hodnét medzi pevnosti a elastického modulu pruznosti v pociatku a ich smerodajnych
odchylok. A dvoch krabicovych grafov, elastického modulu a medze pevnosti, na ktorych je

tiez zobrazene ci sa jednotlivé namerane data od seba Statisticky vyznamne liSia.
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Obrazok 12 Graf zobrazujuci modely jednotlivych vzoriek pre vzorky sietované po dobu 24 hodin

Tabulka 2Tabulka medzi pevnosti a elastickych modulov pruznosti

Medza pevnosti | Smerodajna odchylka | Elasticky modul Smerodajna
Vzorka [MPa] [MPa] [MPa] odchylka [MPa]
orig. 2.06 1.74 165.07 77.88
24h-I1. 14.67 2.22 1066.21 173.09
24h-111. 18.46 9.41 1749.80 293.95
24h-1V. 34.52 15.91 3304.32 347.13
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Obrazok 14 Krabicovy graf medze pevnosti pre vzorky ktoré boli sietovane 24 hodin. # oznacuje statisticky

vwznamné rozdiely (Mann-Whitney test, 0,05).

YOUNGOV MODUL PRUZNOSTI [GPa]

#ALL

#ALL

#ALL

orig

Y

Obrazok 13 Krabicovy graf Youngovho modulu pruznosti pre vzorky ktoré boli sietovane 24 hodin # oznacuje

Statisticky vyznamné rozdiely (Mann-Whitney test, 0,05).
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4.3.Vzorky sietovane po dobu 72 hodin

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referen¢ného (orig.) boli sietované po dobu

72 hodin a liSia sa koncentraciu sledovacieho ¢inidla.

Vyhodnotenie pozostava z grafu nominalneho napitia oproti pomernému prediZeniu.

Tabulky hodnot medzi pevnosti a elastického modulu pruznosti v pociatku a ich smerodajnych

odchylok. A dvoch krabicovych grafov, elastického modulu a medze pevnosti, na ktorych je

tiez zobrazene ci sa jednotlivé namerane data od seba Statisticky vyznamne liSia.
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Obrazok 15 Graf zobrazujuci modely jednotlivych vzoriek pre vzorky sietované po dobu 72 hodin
Tabulka 3 Tabulka medzi pevnosti a elastickych modulov pruznosti
Medza pevnosti | Smerodajna odchylka | Elasticky modul | Smerodajna odchylka
Vzorka [MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
orig. 2.06 1.74 165.07 77.88
72h-11. 22.17 2.06 1493.54 348.09
72h-111. 27.45 11.88 1483.04 829.16
72h.-1V. 18.82 3.56 1528.70 223.01
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BN
T T ]

N
LI I I

#orig

HOLIE #orig

#ALL ==

60

50

40

30

20

10

orig Il Il IV

Obrazok 16 Krabicovy graf Youngovho modulu pruznosti pre vzorky ktoré boli sietovane 72 hodin # oznacuje

Statisticky vyznamné rozdiely (Mann-Whitney test, 0,05).
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Obrazok 17 Krabicovy graf medze pevnosti pre vzorky ktoré boli sietovane 72 hodin #
oznacuje Statisticky vyznamné rozdiely (Mann-Whitney test, 0,05).
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4.4.Vzorky sietovane po dobu 168 hodin

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referen¢ného (orig.) boli sietované po dobu

168 hodin a lisia sa koncentraciu sledovacieho ¢inidla.

Vyhodnotenie pozostava z grafu nominalneho napitia oproti pomernému prediZeniu.

Tabulky hodnot medzi pevnosti a elasticky modulu pruznosti v pociatku a ich smerodajnych

odchylok. A dvoch krabicovych grafov, elasticky modulu a medze pevnosti, na ktorych je tiez

zobrazene ci sa jednotlivé namerane déta od seba Statisticky vyznamne liSia.
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Obrazok 18 Graf zobrazujiici modely jednotlivych vzoriek pre vzorky sietované po dobu 168 hodin

Tabulka 4 Tabulka medzi pevnosti a elastickych modulov pruznosti

Medza pevnosti | Smerodajna odchylka | Elasticky modul | Smerodajna odchylka
Vzorka [MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
orig. 2.06 1.74 165.07 77.88
168h-11. 13.36 4.70 1421.15 329.20
168h-I11. 25.76 13.54 1834.08 601.59
168h-1V. 8.28 3.84 1569.79 786.66
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Obrazok 20 Krabicovy graf Youngovho modulu pruznosti pre vzorky ktoré boli sietovane 168 hodin # oznacuje

Statisticky vyznamné rozdiely (Mann-Whitney test, 0,05).
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Obrazok 19 Krabicovy graf medze pevnosti pre vzorky ktoré boli sietovane 168 hodin #
oznacuje Statisticky vyznamné rozdiely (Mann-Whitney test, 0,05).
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4.5.Vyhodnotenie podla doby sietovania

U tychto troch skupin bola koncentracia sietovacieho Cinidla konsStantna, a to u prvej
skupiny teoretickd koncentracia vypocitand podld volnych amonokyselinovych skupin,
u druhej dvojndsobna a u tretej polovicnd koncentracia oproti tejto teoretickej. Premena bola
doba sietovania. Prva vzorka je vzdy referenc¢nd, jedna sa teda o vzorku ktora nebola
zosietovana preto je onacend ako originalna (orig.). Druha vzorka oznacena 24h je vzorka
sieovana po dobu 24 hodin, vzorka oznacend ako 72h. bola sietovana po dobu 72 hodin

a posledné vzorka oznacena ako 168h. bola sietovana po dobu 168 hodin.

Ciel'om tejto skusky bolo zistit’ ako sa menia mechanické vlastnosti vzoriek v zavislosti

na dobe sietovania pri konstantnej koncentracii sledovacieho ¢inidla.
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4.6.Vzorky sietovane pri teoretickej koncentracii

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referenéného (orig.) boli sietované pri
konstantnej koncentracii sietovacieho ¢inidla a to teoreticky vypocitanej na zédklade vol'nych

aminokyselinach skupin.

Vyhodnotenie pozostava z grafu nominalneho napitia oproti pomernému prediZeniu.
Tabul'ky hodn6t medzi pevnosti a Youngovho modulu pruznosti v pociatku a ich smerodajnych
odchylok. A dvoch krabicovych grafov, Youngovho modulu a medze pevnosti, na ktorych je

tiez zobrazene ci sa jednotlivé namerane data od seba Statisticky vyznamne liSia.
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Obrazok 21Graf zobrazujici modely jednotlivych vzoriek ktoré boli sietovane pri teoretickej koncentrdcii

Tabulka 5 Tabulka medzi pevnosti a elastickych modulov pruznosti

Medza pevnosti | Smerodajna odchylka | Elasticity modul [ Smerodajnéd odchylka
Vzorka [MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
orig. 2.07 1.74 165.07 77.88
24h-1I. 14.68 2.23 1066.22 173.10
72h-11. 22.17 2.06 1493.54 348.09
168h-1I. 13.36 4.70 1421.15 329.20
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Obrazok 23 Krabicovy graf Youngovho modulu pruznosti pre vzorky ktoré boli sietovane pri
teoretickej koncentrdacii
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Obrazok 22 Krabicovy graf medze pevnosti pre vzorky ktoré boli siefovane pri teoretickej koncentracii
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4.7.Vzorky sietovane pri dvojnasobnej koncentracii ako je teoreticka

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referenéného (orig.) boli sietované pri

konstantnej koncentracii sietovacieho c¢inidla ato dvojnasobne vicSou ako teoreticky

vypocitanej na zaklade vol'nych aminokyselinach skupin.

Vyhodnotenie pozostava z grafu nominalneho napitia oproti pomernému prediZeniu.

Tabul'ky hodn6t medzi pevnosti a Youngovho modulu pruznosti v pociatku a ich smerodajnych

odchylok. A dvoch krabicovych grafov, Youngovho modulu a medze pevnosti, na ktorych je

tiez zobrazene ci sa jednotlivé namerane data od seba Statisticky vyznamne liSia.
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Obrazok 24 Graf zobrazujiici modely jednotlivych vzoriek ktoré boli sietovane pri dvojnasobnej teoretickej

Tabulka 6 Tabulka medzi pevnosti a elastickych modulov pruznosti

koncentracii

Medza pevnosti | Smerodajna odchylka | Elasticity modul | Smerodajna odchylka
Vzorka [MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
orig. 2.07 1.74 165.07 77.88
24h-111. 18.46 9.41 1749.80 293.95
72h-111. 27.46 11.88 1483.04 829.16
168h-111. 25.76 13.54 1834.08 601.59
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Obrazok 25 Krabicovy graf Youngovho modulu pruznosti pre vzorky ktoré boli sietovane pri dvojndsobnej teoretickej
koncentracii
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Obrazok 26 Krabicovy graf medze pevnosti pre vzorky ktoré boli sietovane pri dvojndsobnej teoretickej koncentracii
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4.8.Vzorky siet’ovane pri polovi¢nej koncentracii ako je teoreticka

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referenéného (orig.) boli siefované pri

konstantnej koncentracii sietovacieho Cinidla a to polovi¢nej ako teoreticky vypocitana na

zaklade vol'nych aminokyselinach skupin.

Vyhodnotenie pozostava z grafu nominalneho napitia oproti pomernému prediZeniu.

Tabul'ky hodn6t medzi pevnosti a Youngovho modulu pruznosti v pociatku a ich smerodajnych

odchylok. A dvoch krabicovych grafov, Youngovho modulu a medze pevnosti, na ktorych je

tiez zobrazene ci sa jednotlivé namerane data od seba Statisticky vyznamne lisia.
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Obrazok 27 Graf zobrazujuci modely jednotlivych vzoriek ktoré boli sietovane pri polovicnej teoretickej

koncentracii

Tabulka 7 Tabulka medzi pevnosti a elastickych modulov pruznosti

Medz pevnosti | Smerodajna odchylka | Elasticity modul | Smerodajna odchylka
Vzorka [MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
orig. 2.07 1.7411 165.0793 77.8817
24h-1V. 34.53 15.92 3304.33 347.14
72h.-1V. 18.83 3.56 1528.70 223.02
168h-1V. 8.28 3.84 1569.79 786.66
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Obrazok 28 Krabicovy graf Youngovho modulu pruznosti pre vzorky ktoré boli sietovane pri polovicnej teoretickej
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Obrazok 29 Krabicovy graf medze pevnosti pre vzorky ktoré boli sietovane pri polovicnej teoretickej koncentrdcii
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4.9.Struktira

Analyza vnutornej Struktiry vzoriek v reze pomocou obrazovej analyzy fotografii z

elektronového mikroskopu (zvéacsenie 5000x).

Obrazok 33 Vzorka 168h-I1

48



8.8 mm ETD im

Obrci()k 34 Vzorka 24h-111

det | HFW
ETD |59.7 ym

Obrazok 38 Vzorka 72h-1V

Obrazok 39 Vzorka 168h-1V
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4.10.  Degradacia

Degradacny test bol taktiez vyhodnoteny podla Siestich skupin. Ktoré¢ mozeme rozdelit’
na dve podskupiny a to na skupiny v ktorej bola premenné doba sietovania a skupinu u ktorej

bola premenna koncentracia sledovacieho ¢inidla.

Ucelom tohto testu bolo vyhodnotit’ vplyv sledovacich podmienok na stabilitu vzorkou
v biologicky aktivnom prostredi. Za uc¢elom urcenia nevhodnejsieho spdsobu pripravy, pretoze
dany material ma sluzit’ ako nosic¢ lie€iv preto je vel'mi dolezite aby sa dana latka do prostredia

uvolnovala postupne a stabilne podant dobu.

4.10.1. Vyhodnotenie podl’a koncentracie

U tychto troch skupin bola doba sietovania konStantna, a to u prvej skupiny 24 hodin,
u druhej 72 hodin a u tretej 168 hodin. Premena bola koncentracia sietovacieho ¢inidla. Prva
vzorka je vzdy referen¢na, jedna sa teda o vzorku ktora nebola zosietovand preto je onacena
ako originalna (orig.). Druha vzorka oznacend 2. je vzorka sietovand pri teoretickej
koncentracii sledovacieho cinidla, vzorka oznacend ako 3. bola sietovana pri dvojnasobne;j
koncentracii a posledna vzorka oznacena ako 4. bola sietovana pri polovi¢nej koncentracii ako

je teoreticka koncentracia vypocitana na zéklade vol'nych aminokyselinovych skupin.

Ciel'om tejto skusky bolo zistit’ ako sa meni stabilita vzorky v zavislosti na koncentracii

sledovacieho ¢inidla pri konStantnej dobe sietovania.
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4.10.1.1. Vzorky sietovane po dobu 24 hodin

V tejto Casti je skimany vplyv koncentracie sietovacieho Cinidla na stabilitu materialu

pocas degradac¢ného testu. Vsetky vzorky boli sietované po dobu 24 hodin.

=4=1a(2-24h)  =a=2 (3-24h)

o-3 (4-24h) =o=10(original)

3,0

2,5

do rozt.uvolnéno mmolig

Obrazok 40 Koncentracia uvolnenych aminokyselin z nesietovanych a sietovanych vzoriek po dobu 24 hodin
(aritmeticky priemer, smerodajna odchylka)
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4.10.1.2. Vzorky sietovane po dobu 72 hodin

V tejto Casti je skimany vplyv koncentracie sietovacieho ¢inidla na stabilitu materialu

pocas degradac¢ného testu. Vsetky vzorky boli sietované po dobu 72 hodin.

=o=4 (2-72h) =2e=5 (3-72)

D-6(4-72h) ~c=10(original)

do rozt.uvolnéno mmol/g

0 100 200 300 400 500 600 700

Obrazok 41 Koncentracia uvolnenych aminokyselin z nesietovanych a sietovanych vzoriek po dobu 72 hodin
(aritmeticky priemer, smerodajna odchylka)
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4.10.1.3. Vzorky siet'ovane po dobu 168 hodin

V tejto Casti je skimany vplyv koncentracie sietovacieho ¢inidla na stabilitu materialu

pocas degradac¢ného testu. Vsetky vzorky boli sietované po dobu 168 hodin.

=4=Ta(2-168h)  =4=B8(3-168h)

O-9(4-168h)  =o=10(original)

do rozt.uvolnéno mmol/g

Obrazok 42 Koncentracia uvolnenych aminokyselin z nesietovanych a sietovanych vzoriek po dobu 72 hodin
(aritmeticky priemer, smerodajna odchylka)
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4.10.2. Vyhodnotenie podla doby siet’ovania

U tychto troch skupin bola koncentracia sledovacieho ¢inidla konsStantna, a to u prve;j
skupiny teoretickd koncentracia vypocitand podld volnych amonokyselinovych skupin,
u druhej dvojndsobna a u tretej polovicnad koncentracia oproti tejto teoretickej. Premena bola
doba sietovania. Prva vzorka je vzdy referencnd, jedna sa teda o vzorku ktora nebola
zosietovana preto je onacend ako originalna (orig.). Druha vzorka oznacena 24h je vzorka
sieovana po dobu 24 hodin, vzorka oznacena ako 72h. bola sietovand po dobu 72 hodin

a posledné vzorka oznacena ako 168h. bola sietovana po dobu 168 hodin.

Ciel'om tejto skusky bolo zistit ako sa meni stabilita vzorky v zavislosti na dobe

sietovania pri konstantnej koncentracii sledovacieho ¢inidla.

4.10.2.1. Vzorky siet'ovane pri teoretickej koncentracii

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referen¢ného (orig.) boli sietované pri
konStantnej koncentracii sietovacieho Cinidla a to teoretickej koncentracii vypocitanej na

zéklade vol'nych aminokyselinach skupin.

==1a(2-24n)  =s=4 (2-72N)

O-7a(2-168h)  =o=10(original)

3,0

2,5

do rozt.uvolnéno mmol/g

Obrazok 43 Koncentracia uvolnenych aminokyselin z nesietovanej a sietovanych vzoriek pri teoretickej
koncentracii (aritmeticky priemer, smerodajna odchylka)
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4.10.2.2. Vzorky sietovane pri dvojnasobnej koncentracii ako je
teoreticka

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referenéného (orig.) boli sietované pri
konstantnej koncentracii sietovacieho Ccinidla ato dvojnasobne vicSou ako teoreticky

vypocitanej na zaklade vol'nych aminokyselinach skupin.

=4=2 (3-24h) =ie=5 (3-72h)

O-8(3-168n)  =o=10(original)

3,0

2,5

do rozt.uvolnéno mmol/g

Obrazok 44 Koncentracia uvolnenych aminokyselin z nesietovanej a sietovanych vzoriek pri dvojndasobnej
teoretickej koncentracii (aritmeticky priemer, smerodajna odchylka)
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4.10.2.3. Vzorky sietovane pri poloviénej koncentracii ako je
teoreticka

Vsetky vzorky v tomto merani s vynimkou referenéného (orig.) boli sietované pri
konstantnej koncentracii sietovacieho Cinidla a to polovi¢nej ako teoreticky vypocitand na

zaklade vol'nych aminokyselinach skupin.

==3(424n)  =#=6(4-72h)

O-9(4-168n)  =o=10original)

3,0

25 / I
2,0

do rozt.uvolnéno mmol/g

1,5 —#
1,0 % \

Obrazok 45 Koncentracia uvolnenych aminokyselin z nesietovanej a sietovanych vzoriek pri polovicnej teoretickej
koncentracii (aritmeticky priemer, smerodajna odchylka)
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5. Diskusia

5.1.Vnutorna Struktura

Na obrazkoch z elektronového mikroskopu je zjavna rozdielna Struktara vzoriek.
Referencna vzorka (originalna) ma vldknita Struktaru (Obr. 30) a nemozno u nej pozorovat

ziadnu formu nejakej homogénnej vrstvy alebo filmu.

Ak vezmeme ako premennu dobu sietovania a koncentracia sietovacieho cCinidla je
konStantna, moZeme pozorovat’ ako sa vlaknita Struktira s casom meni na homogénnu az
nakoniec nepozorujeme ziadne vldkna iba jednoliatu Struktaru. Pri teoretickej koncentracii
(teda vzorkach znacenych rimskym ¢islom II) Mézeme pozorovat’ (Obr. 31) po 24 hodinach
vytvorenie homogénnej vrstvy na povrchu vzorku no vnatorna Struktara je stale vlaknita. Po 72
hodina (Obr. 32) vlakna pozorujeme len v slabej miere a po 168 hodina (Obr. 33) uz je material
uplne homogénny. Pri koncentracii ktord je dvojndsobnad oproti teoretickej koncentracii
(vzorkach znacenych rimskym ¢islom III.) pozorujeme, Ze po 24 hodinach (Obr. 34) st na
povrchu zrejmé vldkna ajadro vzorky je homogénne sndznakmi vldknitej Struktary.
S pribudajiacim ¢asom (Obr. 35 a 36) st vlakna na povrchu menej zrejma ale vnutorna Struktira
sa uz d’alej nemeni. Pri polovi¢nej teoretickej koncentracii (vzorkdch znacenych rimskym
¢islom IV) vidime, Ze po 24 hodinach (Obr. 37) sa vytvori na povrchu tenka homogénna vrstva
ktorej hribka sa s pribiidajicim ¢asom zvacsuje (Obr. 38 a 39) no ani po 168 hodinach nie je

vzorka Uplne homogénna.

Ak ako premenu vezmem koncentraciu sietovacieho cinidla a ¢as po ktory boli
sietované bude konStantny, mdzeme pozorovat jasny trend kedy sa u vSetkych skupin
(oznacene podla doby sietovania 24h, 72h a 168h) so zvesujucou sa koncentraciou menila
vlaknita Struktira v homogénnu. Po 24 hodinach ostava vlaknita Struktira v jadre vzoriek s 1x
(Obr. 31) a 0,5x (Obr. 37) teoretickou koncentraciou. Po 72 hodinach u vzorky s teoretickou
koncentraciou (Obr. 32) pozorujeme len v slabej miere zatial' ¢o u koncentracie polovi¢nej
(Obr. 38) je jadro vzorky stale vlaknité. Po168 hodindch su patrné vlakna uz iba u polovi¢ne;j
koncentracie (Obr. 39) ato priamo uprostred vzorky na ktorej okrajoch uz vznikli hrubé

homogénne vrstvy.
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5.2.Mechanické vlastnosti

Z vysledkov mechanicky skusok mozeme pozorovat, Ze sietovanie malo vyznamny
vplyv na mechanické vlastnosti. U vSetkych vzoriek ktoré boli zasietovane bola zaznamena
Statisticky vyznamnd zmena v Youngovom module pruznosti a u va¢siny doslo i k Statisticky

vyznamnej zmene medze pevnosti.

Z mechanickej skusky ale nie je pozorovatel'ny Statisticky vyznamny vplyv zachovania
vlaknitej Struktiry na mechanické vlastnosti materialu. Za zmienku ale stoji vplyv koncentracie
na namerane data, kde vzorky ktoré boli zasietované pri teoretickej koncentracii mali mensi

rozptyl opri ostatnym koncentraciam.

5.3.Degradacia

Uplny rozpad vzorky moZzeme na grafe zaznamenaf tak, Ze sa koncentricia
aminokyselin v roztoku prestane zvySovat’ a zostane na konstantnej hladine. No z grafov (Obr.
40 az 45) vidime, Ze v istom momente tieto koncentracie zacinaju klesat. Z toho dévodu
budeme povézovat pri vyhodnoteny dobu kedy vzorka dosiahla maximalnej koncentracie

aminokyselin v roztoku, za dobu kedy doslo k jej uplnej degradacii.

Referen¢na nesietovand vzorka sa ukazala ako najmenej stabilna a trvalo jej priblizne
200-230 hodin k Gplnému rozpadu. Pri posudzovani na zdklade koncentracii a doby sietovania,
sa ukazuje ,ze kazda koncentricia ma ina idedlnu dobu po ktori by mala byt sietovana.
Teoretickd koncentracia dosahujem najlepSej stability pri dobe sietovania 24 hodin zatial’ ¢o
pri 2x teoretickej koncentracii je tato doba 72 hodin. V oboch pripadoch nedoslo k tplnej
degradacii po€as doby sledovania, teda 700 hodin, nerozdivel od polovi¢nej koncentracie, pri
ktorej sa vSetky vzorky plne degradovali za dobu menSiu ako 600 hodin. To mdzeme dat’ do
suvislosti z Strukturou materialu kedy sa na povrchu vzorky vytvory homogénna vrstva o istej
hrubke ale vnutro si zachova vlaknitd Struktiru. Kedy kombinécia tychto dvoch Struktar

dosahuje vacicej stability ako €isto vlaknita alebo Cisto homogénna.
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5.4. Celkove vyhodnotenie

Na zéklade Struktiry, mechanickych vlastnosti a stability som zostavil jednoduchu

tabul’ku pre lepSie zobrazenie vhodnosti pripravy materialu.

Tabulka 8 Tabulka vyhodnotenia Struktury, mechanickych vlastnosti a stability voci referencnej hodnote

Vzorky Struktara Mechanlcke Stabilita
vlastnosti

original

24h-11

24h-111

24h-1V

72h-11

72h-111

72h-1V

168h-11

168-1I1I

168-1IV

Na zaklade tabulky 8 sa javy ako najlepSi spdsob pripravy pouzitie teoretickej
koncentrécie stanovena na zaklade zastupenia jednotlivych aminokyselin s voI'nymi funkénymi
skupinami pre reakciu s EDC ana zdklade predchadzajacich experimentov. A to po dobu
sietovania 24 hodin. Takto pripraveny material si zachovava vlaknit Struktaru, pri Statisticky
vyznamnom zvyseny Youngovho modulu pruznosti, medze pevnosti a pomerne nizkej miere

rozptylu. Tento material tieZ sa vyznacuje i dobrou stabilitou pri degradacii.
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6. Zaver

Tejto diplomovej praci bola spracovand stadia pripravy materidlu pre vyuzitie ako
nosica lieCiv. Bolo pripravenych 10 skupin vzoriek, ktoré sa liili podmienkami pripravy na
zéklade koncentracie a doby po ktoru trvalo sietovanie. Islo o 0,5, 1 a 2 nasobok teoreticke;j
koncentracie sietovacieho ¢inidla aplikovany po dobu 24, 72 a 168 hodin. Studovana bola tiez
jedna skupina, ktora sluzila ako referencné a nebola sietovand. Kazda skupina mala minimalne
pat vzoriek, ktoré boli nasledne podrobene tahovym mechanickym sktskam a dalSim
analyzam. V ramci tejto prace bola vyhodnotena Struktira vzoriek pomocou elektrénovej
mikroskopie, pri ktorej sa zistovalo zachovanie vlaknitej $truktiry. Dalej bola urobena $tudia
degradacie, pri ktorej sa sledovala stabilita materidlu, ktord je dolezita z hl'adiska vyuzitia
daného materialu ako nosi¢a lie¢iv. Dalej sme vykonali tahové mechanické sktsky. Vysledky
experimentov sme vzajomne porovnali a vyhodnotili. Vzhl'adom k danym vysledkom sa ako
optimalny postup pripravy materialu javy ten, ktory bol pouzity pri vyrobe vzorku 24h-II a teda
sietovany po dobu 24 hodin pri teoretickej koncentracii sledovacieho ¢inidla. U tejto skupiny
bolo docielene zvySenie Youngovho modulu pruznosti ako aj medze pevnosti v tahu. Vzorky
si zarovein si zachovali vldknitu Struktiru, a na zdklade degrada¢ného testu boli preukdzané

ako stabilné. Ciele diplomovej prace boli teda splnene.
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