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Anotace:

Abstract:

Diplomova prace pojednava o vlivu riznych degradac¢nich médii,
simulujicich prostfedi lidského t€la, na mechanické vlastnosti
kolagennich nosict. K tomuto ucelt byla vybrana tii degradacni média:
lidska plazma, simulovana télni tekutina (SBF) a fosfatovy pufr (PBS).
Cilem provedeného experimentu bylo zjistit, zda jejich aplikaci bude
dosazeno stejného degradac¢niho efektu, ¢i nikoli. Experiment byl
proveden na nosi¢ich z kolagenu typu | chemicky zesitovanych
roztokem 95% ethanolu, N- (3-dimethylaminopropyl) -N-
ethylkarbodiimid hydrochloridu (EDC) / N-hydroxysukcinimidu
(NHS). V prvni ¢asti experimentu byly nosi¢e nalozeny do pfislusného
média a ponechany jeho puisobeni po zvolené ¢asové intervaly: 0 dnt
(vzorky byly hydratovany 10 minut pfed mechanickym testem), 7 dni a
14 dni. Mechanické vlastnosti byly vyhodnoceny axidlni tlakovou
zkouskou. Druha cast experimentu byla zaméfena na posouzeni
hmotnostniho ubytku kolagennich nosici. Nosice byly pusobeni
roztokdl vystaveny opét po 7 a 14 dni. I pfesto, Ze roztoky simuluji
stejné prostiedi a s krevni plasmou maji podobnou iontovou
koncentraci, ukézalo se, ze kazdy z pouzitych roztokd mé odlisny vliv
na vyvoj mechanickych vlastnosti i na hmotnostni ubytek.

Thesis discusses the topic of collagen scaffolds degradation,
particularly the influence of different degradation media, simulating the
human body environment, on mechanical properties of collagen
scaffolds. There were three degradation media used: human plasma,
Simulated Body Fluid (SBF) and Phosphate Buffered Saline (PBS).
The aim of the following experiment was to determine whether the
degradation effect of the media will be the same for all used media, or
not. Scaffolds were composed of collagen type I isolated form calf skin
and were chemically crosslinked with the solution of 95% ethanol, N-
(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) /
N-hydroxysuccinimide (NHS). In the first part of the experiment,
scaffolds were subjected to the degradation effect of given media for
selected time periods: 0 days (samples were hydrated 10 minutes
before mechanical test), 7 days and 14 days. Mechanical properties
were examined by axial compression test. The second part of the
experiment focused on the determination of the scaffold weight loss.
Samples were exposed to the media for 7 and 14 days. Although the
solutions simulate the same environment and have a similar ionic
concentration as blood plasma, it has been shown that each of the
solutions used has a different effect on the development of mechanical
properties and on weight loss.



Seznam obrazku:

Obrazek 1: Mechanismus chemického, fyzikalniho a enzymatického zesitovani vyztuze. 1)A.
chemicky Cinitel vytvofi vazbu s polymernim fetézcem, B. Po skonceni sitovaciho
procesu, chemicky ¢initel opousti vyztuz. 2) fyzikalni ¢initel tvofici nekovalentni vazbu

mezi polymernimi fetézci, 3) Enzymaticka sitovaci metoda [7] .....cccovvvvviiiiniiiieeninnne 15
Obrazek 2: Aplikace dehydrotermalni metody zptisobi formaci vazby mezi ptilehlymi

0010047 (010 111 F TSRS PP PRRPPRTO 16
Obrazek 3: Priklad pouziti polymernich materialli pro vyrobu implantatli [13] .......cccevieviniininnnnnn. 19
Obrazek 4: Schematické znazornéni chemické struktury chitosanu.............ccocevvivnieieeicn e 21
Obrazek 5: SEM obraz fezu nosi¢e zhotoveného z Cistého chitosanu [14].......ccccvvvvviiiiiiiniiiiiiinnnns 21
Obrazek 6: Chemicka struktura PLA [15]..ccviiiiiiiiiiiii et 22
Obrazek 7: Ukazka vyuziti PLA: a) Pletena PLA vaskularni protéza, b) pletena struktura nahrady

SLACIY [ 18] ettt et bbbt bbb e b nbe e 24
Obrazek 8: SEM snimek vzorku Pellethanu 80A po 49 dnech v nalevu s makrofagy [36] ............... 26

Obrazek 9: a) znazornéni polymeru se silnou zakladni C-C strukturou; znazornéni vazeb nachylnych
k hydrolyze: b) vazba amidova, c) vazba esterova, d) vazba anhydritova [32]................ 27

Obrazek 10: Schematické znazornéni materidlové eroze: a) proces objemové degradace; b)
povrchova degradace: Enzymy nemohou proniknout skrze tésnou povrchovou strukturu a
tak enzymaticka reakce nastane na rozhrani polymer enzym. Povrch je postupné
naru$ovan, coz zvysuje plochu pro ptisobeni enzymill [9] [31]. ..ocovevviiiiiiiiiiiiniieieenee 29

Obrizek 11: a) Priibéh objemové degradace: Ubytek mechanické pevnosti je oproti poklesu
molekularni hmotnosti opozdén, ov§em predchazi poklesu celkové hmotnosti, b) Prib¢h
povrchové degradace: Mechanicka pevnost 1 molekularni hmotnost ma relativné nizky
pokles (kiivky splyvaji). Celkova hmotnost oproti tomu vykazuje pokles znacny [31]. .29

Obrazek 12: Mnozstvi ulozeného HA na povrchu testovanych vzorkt dle studie [53]. Vyznacené
odchylky znaci intervaly s 95% pravd€podobnosti. .........ceveeiiiiiiinienieiie e 33

Obrazek 13: a) platy surového kolagenu, b) nastfihany kolagen pfed ptimichanim destilované vody

Obrazek 14: Postup Gpravy surového kolagenu: a) nasttihany kolagen naloZeny v destilované vodg¢,
b) kolagenni smés ve valcovych formach priméru 12mm, ¢) uloZeni naplnénych forem
do suchého ledu, d) rozmrazeni a vysuseni vzorkl v lyofilizatoru, e) vysuSené kolagenni
vzorky, f) chemické zesitovani vzorkd, g) ptiprava nalozené vzorkii do DM, h) vzorky v

mensim objemu DM ve vaKuoveE KOMOTE .........cceeiirieiiiiiieniesiiee s 38
Obrazek 16:a) pouzita krevni plazma s faktorem Rh (D) pozitivni i negativni, b) antibiotikum
(PENICIHIN STrEPLOMYCIN)....cviiiieieieiee e 39
Obrazek 15: Priprava SBF: Rozpousténi ptisad v ohfivané destilované vod¢ pii sou¢asném meteni
PH e 39
Obrazek 17: Ktivka napéti- deformace pro stanoveni charakteristickych hodnot ze zkousky............ 41
Obrazek 18: a) Kvazi-elasticky gradient a smluvni napéti v tlaku; b) Elasticky gradient a smluvni
MEZ KIUZU V t1aKU [B2] ... e 41
Obrazek 19: Provedeni experimentu: a) vyjmuti vzorki z nalevu a pfifazeni potfadového Cisla, ....... 43
Obrazek 20: a) axialni zatizeni vzorku v pfislusném nalevu, b) zatizeni suchého vzorku.................. 43
Obrazek 21: Ukazka pracovniho diagramu vzorku po 7 dnech v roztoku plazmy...........ccccoevvenennene 44
Obrazek 22: Secna vnofené hysterezni SMYCKY .....c.ocovvviriiiiiiiice e 45


file:///G:/Diplomka/písemnosti/dokončování/Koča_DP_Engineering_kostní_tkáně_3.8..docx%23_Toc15815692
file:///G:/Diplomka/písemnosti/dokončování/Koča_DP_Engineering_kostní_tkáně_3.8..docx%23_Toc15815692

Obrazek 23: Grafické srovnani vypoctenych hodnost v ramei jednoho roztoku: a) elasticky gradient,

Obrazek 24: Grafické srovnani vypoctenych hodnost mezi roztoky: a) elasticky gradient, b) hladina
stabilniho napéti oy, C) absorbovana energie W, d) Gi¢innost absorbované energie We; *
oznacuje statisticky vyznamny rozdil (Mann-Whitney, 0,01666; LSD, 0,05) ................. 49

Obrazek 25: Hmotnostni ubytek: srovnani statistické vyznamnosti rozdilti pro jeden roztok v ¢ase .50
Obrazek 26: Hmotnostni ubytek: srovnani statistické vyznamnosti rozdilti mezi roztoky navzajem.50

Obrazek 27: a) vzorky degradované 14 dni v krevni plasmé, b) vzorky degradované 14 dni v SBF .51



Seznam tabulek:

Tabulka 1:
Tabulka 2:
Tabulka 3:
Tabulka 4:
Tabulka 5:
Tabulka 6:
Tabulka 7:
Tabulka 8:
Tabulka 9:

Tabulka 10:
Tabulka 11:
Tabulka 12:
Tabulka 13:
Tabulka 14:
Tabulka 15:
Tabulka 16:
Tabulka 17:
Tabulka 18:
Tabulka 19:

Tabulka 20:

Tabulka 21:

Tabulka 22:

Tabulka 23:

Tabulka 24:

Tabulka 25:

Tabulka 26:

Tabulka 27:

Tabulka 28:

Vyhody a nevyhody pouziti fyzikalnich, enzymatickych a chemickych Cinitelti [4]........ 15
Srovnani vyhod a nevyhod vybranych enzymatickych Cinitel [4][8]........ccccevivvriirrnennne. 17
Srovnani vlastnosti ¢istého KOIagenu ...........ceviviiiiiiiii i 20
Shrnuti zakladnich v1astnosti [24]......cceoiiiiiiiiiiiiie e e 22
Mechanické vIastnosti PLA [24]....ccoiiiiiiiiiiieiee ettt 24
Vyhodnoceni degradace scaffoldul..........cooveiiiiiiiiiiiii e 30
Piisady pro pripravi SBF [S7] ..o s 39
Charakteristicka forma zaznamenanych dat.........c..ccooveiiiiinieniine e 44
Priméré hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v plasmé po 10min pted zkouskou..... 46
Primérné hodnoty veli¢in vzorkli hydratovanych v plasmé po 7 dni .........ccoeveviennennne. 46
Primémé hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v plasmé po 14 dni .........ccocvvveinenene 46
Primérné hodnoty veli¢in vzorkli hydratovanych v SBF po 10min pied zkouskou....... 46
Primérné hodnoty veli¢in vzorkli hydratovanych v SBF po 7 dnf .......c.ccooveviiiiennennn. 47
Primémé hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v SBF po 14 dni ..........cccvvviieiennne 47
Primémé hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v PBS po 10min pied zkouskou....... 47
Primérné hodnoty veli¢in vzorkli hydratovanych v PBS po 7 dnf ......ccooovviviiiicnennn. 47
Primérné hodnoty veli¢in vzorkli hydratovanych v PBS po 14 dni .......ccooeeviiiiinnenne. 47
Primémé hodnoty hmotnostnich ubytki pro piislusné roztoky..........cccoovvvvivrivninnennne 48
Vyhodnoceni normality pro roztok plasmy dle Shapiro-Wilk testu (0,05) nelze
zamitnout; A= normalni rozdéleni, N=jiné rozd€leni.............ccccoerirniiniiniieneenenn. 58

Vyhodnoceni shody rozptylt pro roztok plasmy dle Levenova testu (0,05) ; A= rozptyl
neni statistiky vyznamny, N= rozptyl je statisticky vyznamny 58

Vyhodnoceni statistické vyznamnosti podili pro dané intervaly pomoci Mann-
Whitneovy W s korekei (0,01666) a Fischerovy LSD (*) analyzy (0,05) pro roztok
krevni plazmy; A= statisticky vyznamny rozdil, N= statisticky nevyznamny rozdil .... 58

Vyhodnoceni normality pro SBF dle Shapiro-Wilk testu (0,05)........ccccccevverneniinnnnnnn 59
Vyhodnoceni shody rozptylti pro SBF dle Levenova testu (0,05) ; A= rozptyl neni
StAtIStIKY VYZNAIMINY ..o.viiiiiiiitiiiie ittt sn e sresr e nne s 59

Vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilti pro dany interval pomoci t testu (0,05);
A= statisticky vyznamny rozdil, N= statisticky nevyznamny rozdil

Vyhodnoceni normality pro PBS dle Shapiro-Wilk testu (0,05) ; A= normalni rozd¢€leni,
N=JINE TOZACLENT ...evviiiiiiiii ittt et e e st e srbe s e nbeesreesreeas 59

Vyhodnoceni shody rozptyld pro PBS dle Levenova testu (0,05); A= rozptyl neni
StAtIStIKY VYZNAIMINY ..o.viiviiiiiitiiiie ettt ettt n et sresbe e nne s 59

Vyhodnoceni statistické vyznamnosti podild pro dané intervaly pomoci Mann-
Whitneyovy W (0,01666) a Fischerovy LSD (*) analyzy (0,05) pro PBS;.........cc.c...... 60

Kontrola shody rozptyli; A= rozptyl neni statistiky vyznamny, N= rozptyl je statisticky
vyznamny 60


file:///G:/Diplomka/písemnosti/dokončování/Koča_DP_Engineering_kostní_tkáně_3.8..docx%23_Toc15805782

Tabulka 29:

Tabulka 30:

Tabulka 31:

Tabulka 32:

Tabulka 33:

Tabulka 34:

Tabulka 35:

Tabulka 36:

Tabulka 37:

Tabulka 38:

Tabulka 39:

Tabulka 40:

Tabulka 41:

Tabulka 42:

Tabulka 43:
Tabulka 44:

Srovnani vyznamnosti rozdilti mezi roztoky pomoci Mann-Whitneyovy W* (0,01666) a
Fischerovy LSD (0,05) analyzy; A= statisticky vyznamny rozdil, N= bez stat.

VYZNAmMNENO TOZAIIU......oiveiiiiiic s 60
Vyhodnoceni normality dle Shapiro-Wilk testu (0,05); A= normalni rozdéleni, N= jiné

100V (<] (<)1) O TR U PP P PR PRRPRTRO 61
Vyhodnoceni shody rozptyld dle Lavenova testu (0,05); A= rozptyl neni statistiky

VY ZIAITILY 1ttt sttt bbb b e b et bt e se e bt e se e sb e eb e s e eb e e b e e bt ehe e st e b e e Rt e b e ebe e e nee e s 61

Vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdili pomoci t testu (0,05); pro roztok plasmy
bylo pouzito neparametrické Mann-Whitney W (0,05) metody (*); A= statisticky
vyznamny rozdil, N= statisticky nevyznamny rozdil

Vyhodnoceni shody rozptyld dle Levenova testu (p> 0,05); A= shodné rozptyly.......... 61

Srovnani vyznamnosti rozdilti hmotnostnich tbytkti mezi roztoky pomoci Mann-
Whitneyovy W (*) a Fischerovy LSD analyzy (0,05); A= statisticky vyznamny rozdil

....................................................................................................................................... 61
Kompletni zdznam naméienych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degradacnimu procesu krevni plasmy po 10 min pied zatéZovou zkouskou.................. 62
Kompletni zaznam namétenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degradacnimu procesu SBF po 10 min pied zatéZovou zkouskou.............cceeeeevnirnnnnn. 63
Kompletni zaznam namétenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degradacnimu procesu PBS po 10 min pied zat€Zovou zKouskou..........ccccevevvivirnnnnne. 64
Kompletni zdiznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degrada¢nimu procesu krevni plasmy po 7 dni pted zatézovou zkouskou..................... 65
Kompletni zaznam namétenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degradacnimu procesu SBF po 7 dni pfed zatézovou zkouSkou..........ccevvveriiiiiinnnnnne. 66
Kompletni zdznam naméienych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degrada¢nimu procesu PBS po 7 dni pted zatézovou zkouskou; z diivodu pokrocilé
degradace bylo mozné pracovat pouze se tremi VZOTKY .......ccoovvvriiiiiinieeniin e 67
Kompletni zdznam naméienych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degrada¢nimu procesu krevni plasmy po 14 dni pied zaté¢Zovou zkouskou................... 68

Kompletni zaznam namétenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny
degrada¢nimu procesu PBS po 14 dni pfed zatézovou zkouskou; z ditvodu pokrocilé

degradace bylo mozné pracovat pouze s peti VZOTKY .......ccevviriiriiiiieniienie e 69
Data hmotnostniho ubytku ziskana po 14 dnech v pfislusném roztoku...............ccccue.... 70
Data hmotnostniho tibytku ziskana po 7 dnech v pfislusném roztoku ............ccocevnenne. 70



ZADANI DIPLOMOVE PRACE

|. OSOBNI A STUDIJNi UDAJE
§f=: Es
Ptijmeni: Koca Jméno: Kristian Osobni ¢islo: 419954

Fakulta/istav.  Fakulta strojni

Zadavaijici katedra/istav:  Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky
Studijni program: Strojni inzenyrstvi

Studijni obor; Biomechanika a lékafské pfistroje

N 4

Il. UDAJE K DIPLOMOVE PRACI

4 k.
Nazev diplomové prace:

Vliv riznych simulovanych téinich tekutin na mechanické vlastnosti tkanovych nosicu

Nazev diplomoveé prace anglicky:

The Effect of Various Simulated Body Fluids on the Mechanical Properties of Tissue Engineering
Scaffolds

Pokyny pro vypracovani:
1. Provedte literarni resersi na téma tkanovych nosicl a vyuziti simulovanych télnich podminek k hodnoceni degradaénich
procesu.
2. Navrhnéte metodiku a realizujte expenmentaini analyzu mechanickych viastnosti nositl v hydratovaném stavu.
3. Analyzujte viiv pouzité simulované téini tekutiny na mechanické a strukturni viastnosti tkanovych nosiCl pfi degradaci
4. Zpracujte a interpretujte ziskané vysledky, formulujte zévéry,

Seznam doporutené literatury:

1. Zhang D.. et al. The developement of collagen composite scaffolds for bone regeneration. Bioactive Materials. 2017,
2. Suchy T., Sedlatek R., et al. The effects of different cross-linking conditions ¢n collagen-based nanocompasite
scaffolkds—an in vitro evaluation using mesenchymal stem cells. Biomedical Matenals, 2015.

3. Zhao W, Lemaitre J., Bowen P. A comparative study of simulated body fluids in the presence of proteins. Acta
Biomatenalia. 53, 2017.

4. Suchy T. et al. Dry versus hydrated collagen scaffolds: are dry states representative of hydrated states? Journal of
Matenals Science: Materials in Medicine. 29, 2018.

Jméno a pracovisté vedouci(ho) diplomoveé prace:
Ing. Radek Sedlaéek, Ph.D., odbor biomechaniky FS

Jméno a pracovisté druhé(ho) vedouci(ho) nebo konzultanta(ky) diplomové prace:
Ing. Tomas Suchy, Ph.D., odbor biomechaniky FS

Datum zadani diplomové prace: 15.04.2019 Termin cdevzdani diplomové prace: 16.08.2019
Platnost zada?\,dipm’nmréoe:
ke =~ e
Ing. Radek Sediatek, Ph.D prof. Ing. Milan Ru2ika, CSc. prof. Ing. Michae! Valasek, DrSc,
podon vedoudi (o) price pOdpa veaouckno) Ustavakatedy PO Oblcanadvy)
o W,
lll. PREVZETI ZADANI

Diplomant bere na védomi, 2e je povinen vypracovat diplomovou praci samostatnd, bez cizi pomoci, s vymkou poskytnutych konzultaci.
Seznam poudité Meratury, jinych pramend @ jmen konzultanty je Yeba uvést v diplomoveé praci.

30.49 2079
Datum pfevzet| zadani Podpis studenta

CVUT-.CZ-ZDP-2015.1 @ CVUT v Praze, Design: CVUT v Praze, VIC



Pouzité symboly a zkratky:

Gp|
Go
Ot

GA
EDC
NHS
HCI
CO;
PS
PVC
PMMA
PET
PLA
SEM
STR
BS
DM
SBF
PBS

[MPa]
[MPa]
[MPa]
[%]
[%]
[MPa]
[MI/m°)]
[%]
[%]
[%0]

[-]
[g/cm®]
[°C]
[°C]

stabilni hladina napéti

napéti v tlaku na horni mezi stlaceni
napéti v tahu

deformace

horni mez stla¢eni

elasticky gradient (modul pruznosti)
absorbovand energie pii 50% deformaci
ucinnost absorbovani energie
relativni obsah vody

degradacni stupeni

hladina vyznamnosti

hustota

teplota skelného prechodu

teplota tani

hladina vyznamnosti

pocet provedenych porovnani
pufrovaci kapacita

glutaraldehyd
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
n-hydroxysuccinimid

kyselina chlorovodikova

oxid uhlicity

polystyren

polyvinylchlorid

polymethylmethakrylat

polyester

polymlé¢na kyselina (polylactic acid)
skenovaci elektronové mikroskopie
simulovany télni roztok

bovinné sérum

degradacni médium

simulovana téIni tekutina (simulated body fluid)
fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)

10



L UV O 12
2. TEORETICKA CAST ..o ettt et eee e eeeeee e e eeseeeenas 13
2.1 KOSTNI TKANOVE INZENYRSTVI 1iiiiiiiiitttiiiiieeeteessssinieseesseesssnsssessseesssssseesssesssm 13
2.2 BIODEGRADACE NOSICU ..eeeettueeeeeeeeeeeeeeseeeaeteeeeeaasseeeaaseeesetaasseeeeeseessetaaaseeeeereeennnanas 14
G T AV 23 100 ) ') 5 K0 177N 3 (T 15
2.3 1 CREMUICKE SIEOVANL ..c.ooovee s eeeee e e e te e e e e te e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eetereeeretaeeeeeetaneees 16
2.3.2  FYZIKAINT SIEOVANT.......oocviiiiiiii ettt 16

2.4 BIODEGRADABILNI POLYMERY ...iieiieeeeutneseeeeeeeeeeeaaaseeeeeseeesstasseesaseeesesnasseeessseesnnnneens 18
241 PFrodni DOIYIETY ......cccoiiiuiiiiii ittt 19
2.4.2  SYntetiCkeé POIYIMErY ...........cccoiiiiiiiiiiiiiiei e 21

2.5 DEGRADACE POLYMERU ..icevvttuuiiiietieeetstsisssesseesssssssssssseessssnissessseesssstsseesseesssn 25
2.5.1 ProCes JegradacCe.........ccooiiiiiriiiiiiieiet ettt 26
2.5.2 Vyhodnoceni degradace pOLymerii................cccccoevoiiioiiiiiiiiiiiiiiiic e 30

2.6 ROZTOKY SIMULUJICI BIOLOGICKE PROSTREDI «.vvvtuieeeeieeeeeeee e eeeeeee e e e e e e eeeennean s 32
2.6.1  Simulované teIni rOZtOKY ............cccooueioiiiiiiiii i 32
2.6.2  PUFOVACT FOZLOKY ...ttt 34

TR 054 4 0023 00Y 1 D00 VN 910 (07 NC) AT 36
3.1 UUVOD DO EXPERIMENTU ..vevevieeereeeeeeeeeseseeeseteesetesesassesateessseseseseeseseesasesseseseessseseseeena, 36
3.2 PRIPRAVA KOMPOZITNICH VZORKU ... .cutttuuiiieeeteeesstnnssssssseessstnsssessseesssssssesssessssn 37
3.3 PRIPRAVA ROZTOKU ..ueeeiteeeeeeee e e e et ee e e e e e e e e e e eeaeeaeeeeeeee e s aaeeeeeeereenenaeeeeeeeeeennnnnaens 39
3.4 METODIKA TESTOVANI POREZNICH VZORKU ...ceevvvvrueiiieeeteestsiniesessseessssnsesesssesssssns 40
3.5 STATISTICKE ZPRACOV AN ....ete ettt e et e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e eeeennan s 42
3.6 PROVEDENI EXPERIMENTU ..cvvvuuueeeeeteesssssnnssssesseessssnnnssesesseessssnnntseeesseessssnieeeesseess 43

F B VA V4 ) 1 ) ) C "SSPSR 44
A1 NAMERENA DATA ..oieeiitteeetttie s e e eeettestatassssastesesstsnssseestttee st ssteeetetees s teeeeeseesssnnres 44
4.1.1 Charakteristicky datovy zaznam a jeho zpracovani..............ccccceeeveeeniceenicnnennne. 44
4.1.2 Mechanické viastnosti zjisténé zkouskou v tlaku ...............ccooovveiiiiiiiiiiiiiiiiennn, 46
4.1.3 Vysledné hodnoty hmotnostnich Ubytkil .............ccccocevvciiviiiiiiiiiieiiiiiie e 48

4.2 STATISTICKA VYHODNOCENI ZISKANYCH DAT cevvvtuuiiieeeteeeestnnaisseessesessssnnsseessssessssnnns 48
4.2.1 Vyhodnoceni mechanickych viastnosti zjistéenych zkouskou v tlaku .................... 49
4.2.2 Vyhodnoceni hmotnostniho ubythus .............c.ccccooiiiiieiiiiiiiiiiiiiies e 50

B DISKUSE ... 51
LT 77N Y4 ) L SO 53
7. BIBLIOGRAFIE ... 54
8. PRILOHA ...ttt ettt ettt et ee et e et en e eeneeeeeae 58
8.1 VYHODNOCENI MECHANICKYCH VLASTNOSTI ZJISTENYCH ZKOUSKOU V TLAKU .......... 58

11



1. Uvod

Tkanové nosi¢e jsou uméle vyrobené porézni struktury zastupujici pavodni
extracelularni matrici pfislusné tkan¢. Predstavuji alternativu k biologickym tkanovym
Stépum, které slouzi k nahrazeni chybéjici tkané pii vaznych poranénich. Nosie jsou
pfedevsim urceny k piimé implantaci do lidského téla, a proto musi spliiovat fadu podminek,
jakymi jsou napiiklad biokompatibilita a biodegradabilita. Biokompatibilita zarucuje, Ze
material nebude svou pfitomnosti negativné ovliviiovat blizké okoli implantace a nevzbudi
negativni imunitni odezvu. Biodegradabilita zaruCuje rozklad materidlu biologickou
aktivitou. Schopnost fidit tuto degradaci, ve smyslu nastaveni miry degradace v Case tak, aby
nosic¢ setrval na implantovaném misté po optimalni dobu, piedstavuje pro tkanové inzenyrstvi
vyzvu. V pfipadé€, ze nelze vyuzit in vivo zkousek, jsou degradacni zkousky provadény in
vitro v médiich simulujici téIni prostiedi. Tato média mohou simulovat pusobeni rtizného
druhu bunék pomoci jednoduchych, nebo vice druhovych ko-kultur, piipadné¢ mohu
simulovat pouze vliv samotnych télnich tekutin pomoci roztokd s podobnou iontovou
koncentraci a pH. V této praci bude dale zpracovavana pouze tématika simulovanych
télesnych tekutin, nikoli buné¢nych ko-kultur.

Z provedené literarni reSerSe nebylo zjisténo, jak se mezi sebou roztoky lisi ve svém

ucinku, tedy zda volba roztoku ovlivni naméfené mechanické vlastnosti. Byl navrzen
experiment o dvou fazich, ktery mél za ukol ovéfit nasledujici hypotézu: Vzhledem k tomu,
ze roztoky maji za Ukol simulovat stejné prostfedi, bude jejich degradacni efekt na nosice
stejny a na volbé simulacniho roztoku nezalezi.
Prvni faze se zabyvala porovnanim ucinkid tfech roztoki, simulujici télni prostfedi, na
mechanické vlastnosti nosicll z kolagenu typu I ve tfech ¢asovych intervalech (0,7 a 14 dni).
Z mechanickych vlastnosti byly vyhodnocovany: elasticky gradient - reprezentujici modul
pruznosti, stabilni hladina napéti - zastupujici pevnost materidlu, absorbovana energie a
ucinnost absorbované energie. Druhd faze spocivala v porovnani vlivu roztokli na hmotnostni
ubytek nosicl. Porovnavani probéhlo mezi roztoky: lidskd plazma, simulovand télesna
tekutina (SBF) a fosfatovy pufr (PBS). Experiment odhalil, ze kazdy z uvazovanych
simulacnich roztokll ma rozdilny Gi¢inek na mechanické vlastnosti i na hmotnostni tbytek.

Piedem stanovena hypotéza byla tak vyvracena.
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2. Teoreticka Cast

2.1 Kostni tkanové inZenyrstvi

V lidském téle maji kosti vyznamnou ulohu v pfenaseni mechanického napéti a
udrzovani iontové rovnovahy. Kostni tkanové inZzenyrstvi nachdzi uplatnéni pii 1écbé poruch
kosti vzniklych onemocnénim (napf. osteosarkom), zanétem, zlomeninou nebo opera¢nim
zékrokem [1] [2] . Nejdast&ji je pouzivano autolognich® &i alogennich? kostnich 3t&pu.
Nevyhodou téchto zpisobu 1é¢by je predevsim riziko infekce a zamitnuti imunitnim
systtmem [2] [3]. Alternativou lidské kostni tkané jsou $té€py zhotovené z polymert i
keramiky [4]. Obzvlasté polymerim je pfisuzovan zna¢ny potencial. Diky flexibilité jejich
chemického slozeni umoziuji docilit SirSiho spektra fyzikalnich i mechanickych vlastnosti
vysledného produktu [5] (blize diskutovano v kapitole 4. Biodegradabilni polymery).

Idedlni materidl pro nahradu kostni tkan€ by mél byt biodegradabilni s netoxickymi
produkty degradace a kompatibilni s imunitnim systémem jedince. Dale by mél vytvaret
prostfedi vhodné pro formaci nové kostni tkané tedy podporovat déleni, rtst a priléhavost
okolnich bun¢k [2] [6]. Pro imitaci kostni extracelularni matrice je pouzivano nano-
kompozitnich nosi¢u v anglické literatute zvanych scaffolds [1] [2].

Nosice jsou struktury s definovanou porozitou a jasné¢ danymi chemickofyzikalnimi
vlastnostmi. Pfed implantaci do téla mohou byt do nosi¢ii vpraveny buiky pozadovaného
typu, poptipadé mohou byt obohaceny antibiotiky a latkami podporujicimi bunécnou aktivitu.
Polymery byvaji na vyrobu nosi¢li pouzivany diky svému snadnému zpracovani a cenové
dostupnosti. Diky své biokompatibilit€ je v sou€asnosti pro vyrobu nosicti hojné pouzivan
kolagen. Sam o sob& tento material piinasi znatnd omezeni. V roztocich bobtna®, struktura
neni stabilni a je mdalo odolnd enzymatické degradaci. Vlastnosti kolagenu a dalSich
polymernich materialii je moZné upravit pomoci zesitovani polymernich fetézcl. Zesitovani
je mozné provést riznymi zpiisoby. V piipadé chemického sitovani jsou vyZivany drobné
molekuly zvané sit'ujici Cinitelé (crosslinking agents). Tyto molekuly zapfic¢ini vznik
chemickych nebo fyzickych pticnych vazeb mezi polymernimi fetézci, ¢imz dojde k dosazeni

pozadovanych vlastnosti [1] [2] [7] [8].

! transplantuje se tkaf pochazejici z téhoz jedince
? transplantuje se tkan pochazejici z jedince s co mozna nejblizsi genetickou vybavou
% zvysené bobtnani sniZzuje adsorpci bungk, a tedy snizuje adhezi proteinti k povrchu [8]
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2.2 Biodegradace nosic¢u

Postupny fizeny rozklad materialu vlivem biologické aktivity, tedy biodegradace, je
jednou z dulezitych vlastnosti navrhovanych nosi¢u [9]. Nosice totiz nejsou zamyslené jako
permanentni implantaty, naopak, mély by byt ¢asem metabolizovany a mély by umoznit
prunik okolnich buné€k do své struktury [7] [4]. Zesitovani materiald vede ke zlepSeni jejich
mechanickych vlastnosti i k prodlouZeni jejich biodegrada¢niho ¢asu. Cim vice je viak nosi¢
zesitovan, tim déle trva jeho metebolizace organizmem. Piili§ vysoky stupen zesit'ovani
proto vede k rezistenci materialu vici degradaci a muze tak dojit az k jeho trvalému
zapouzdieni v tkani. Takovyto nosi¢ mize v daném misté vyvolavat chronické zanéty. Pokud
je nosi¢ naopak nedostatecné zesit'ovan, jeho struktura bude metabolizovana dfive, nez bude
tkan zhojena. Takovyto ptipad by vedl k selhani 1é¢by [7] [8].
Vhodnou volbou materidlu, metody sitovéani a sitovaciho Cinitele 1ze navrhnout nosi¢ na
miru daného ptipadu a pro konkrétni mista poranéni. Napiiklad vyztuz pro regeneraci fraktur
v oblasti obliCeje a Celisti by méla byt degradovana v intervalu 3-6ti mésict. Oproti tomu
nosice ur¢ené pro pateini obratle by mély byt degradovany az po deviti mésicich [7]. Zaroven
by mé¢l material zajistit vhodné prostiedi pro rust novych bunék [9].
Produkty degrada¢niho procesu ovSem mohou zapfiCinit zménu v iontové koncentraci i
vykyvy pH v blizkém okoli implantatu®. V disledku toho, pak miiZe byt ovlivnéna vitalita
osteoblasti a tedy celkova regenerace tkan¢ [4] [8]. Pokud je material biodegradabilni, riziko

spojené s dlouhodobou pfitomnosti ciziho materialu v té€le by mélo byt minimalizovano [9].

* Problém se napiiklad tyké syntetickych polymert [6].
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2.3 Metody sitovani
K dosazeni konkrétnich biochemickych a degrada¢nich vlastnosti polymernich nosict,
je pouzivano mnozstvi technik, které lze rozdélit do tfi hlavnich skupin: 1) chemické, 2)

fyzikalni, 3) enzymatické (vizte Obrazek 1 a Tabulka 1).

=
Functional group
=g

X} Polymer chains

Chemical crossliker

- Enzyme

Polymer

Scaffold

Obrazek 1: Mechanismus chemického, fyzikalniho a enzymatického zesitovani vyztuze. 1)A. chemicky Cinitel
vytvoii vazbu s polymernim fetézcem, B. Po skonceni sitovaciho procesu, chemicky Cinitel opousti
vyztuz. 2) fyzikalni Cinitel tvofici nekovalentni vazbu mezi polymernimi fetézei, 3) Enzymaticka
sitovaci metoda [7]

Tabulka 1: Vyhody a nevyhody pouziti fyzikalnich, enzymatickych a chemickych ¢initelt [4]

Sitovaci Vyhody Nevyhody
metoda
e bezpecnost e vzniklé vazby jsou slabsi nez u
e méné toxické pro buiky chemického procesu
Fyzikalni oproti chemickému procesu e (asoveé vice naroné
e proces neni nakladny e nedostatecna  kontrola  nad
e minimalni odezva tkané reak¢ni kinetikou procesu

e mensi stupeil zasitovani

e na rozdil od chemickych

Cinitell, nevyssi aktivity je e finan¢né€ nejnarocnéjsi
Enzymatické dosazeno  ve  vodnych
podminkach
e proces lze fidit zménou
teploty, pH
e pro buiky na hranici toxicity
e tvoii velmi silné vazby e produkt vyzaduje oplach pro
Chemické odstranéni prebyte¢né¢ho
roztoku a vedlejsich produktt
procesu

24

e finanén¢ narocngjsi  oproti
fyzikalni metodé
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2.3.1 Chemické sitovani
Chemické zesitovani je povazovano za nejvice efektivni a v soucasné dob¢ je jeho

pouziti Siroce rozsiteno. Rozlisuji se metody dehydrotermalni a plazmové [7] [8].

Dehydrotermalni metoda je Casto pouzivana na polymerni vyztuze a spociva v odbéru

molekul vody za vysoké teploty [7].

o

(0]

TGA

P)J\OH + H,N—P —— )J\ + H,0
Amine group P ”7'3

Carboxyl group

Obrazek 2: Aplikace dehydrotermalni metody zptisobi formaci vazby mezi pfilehlymi karboxylovymi
a aminovymi skupinami kondenzaéni reakci, ¢imz dojde k odstranéni molekul vody [7].

Plazmova metoda vyuzivad vysokoenergetickych zdroji ke generaci plynovych vyboji.
Energie z vyboju zpusobi vznik volnych radikalt, ktefi odstartuji tvorbu kovalentnich vazeb.
Jeji nevyhodou je, ze plasma nedokaZe proniknout hloubéji do vzorku. Je vhodna k

povrchové modifikaci [7].

2.3.2 Fyzikalni sitovani

Ozarovaci metoda je zaloZena na vysokoenergetickém ionizujicim zafeni. Pfi ozéfeni
materidlu UV paprsky dojde ke spusténi dvou procesti: denaturace a zesitovani. K docileni
optimalnich mechanickych 1 biodegradabilnich vlastnosti je dilezity pomér mezi témito

procesy. Metoda je pievazné pouzivana pro sitovani kolagennich vyztuzi [7].
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2.3.2.1 Chemicka cinidla
Tabulka 2: Srovnani vyhod a nevyhod vybranych enzymatickych &initeli [7] [8]

Cinitel

Vyhody

Nevyhody

Chemicka struktura

Glutaraldehyd
(GA)

nizsi cena
vyborny stupen
zesitovani

snizuje
immunogenicitu
vyztuze

pouziti vhodné pro

bunécna toxicita
po dokonceni
procesu nutny

oplach

zména barvy

H)I\/\/U\H

Sirokou fadu vyztuze
polymerti
dobra rozpustnost
ve vodnych
roztocich
biokompatibilni velmi financné 0 CH,
ze vSech enzymu narocny
Genipin nejméné toxicky N
postacujici stupen zména barvy 0
zesitovani vyztuze
Ho~ OH
biokompatibilni ke spusténi reakce
lehce dostupna je nutny
postadujici stupefi katalyzator CO,H
Kyselina zesitovani proces musi
citronova probihat pfi HO,C COzH
vysoké teplot¢, ta OH
vSak miZe zménit
vlastnosti dané¢ho
polymeru
Genipin

Je jednou z hlavnich slozek plodl rostliny Gardénie jasminovité. Jde o aktivni

bezbarvou latku, kterd spontdnné reaguje s aminokyselinami. V tradi¢ni Cinské mediciné

byva s ostatnimi ingrediencemi pouzivan k 1é¢bé cukrovky. V oblasti pfirodnich ¢inidel patii,

spole¢né s kyselinou citronovou, K Cinitelim nejvice zkoumanym. Genipin vynika nizkou

cytotoxicitou a genotoxicitou. Zatim neni klinicky pouzivan [1] [7].
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Karboimidové ¢initelé EDC/ NHS

Modifikace vlastnosti kolagenu pro vyrobu bioaktivnich materidli je Ccasto
realizovana Ciniteli z karboimidové skupiny. V soucasnosti je vyuzivana kombinace
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidu (EDC) a N-hydroxysuccinimidu (NHS).
Vedlejsim produktem karboimidii je mocovina, kterd vykazuje mirnou cytotoxicitu. Z tohoto
divodu je nutné prebyteény roztok z pori nosi¢e odstranit opakovanym oplachem [8] [10]
[7]. EDC je ve vodé rozpustny ¢initel s nizkou cytotoxicitou [8] [10] [7]. Jeho optimalni
sitovaci aktivita je dosazena pii pH 4.5 za pouziti pufrovaciho roztoku bez cizich
karboxilovych skupin [7]. Samotny EDC vSak vykazuje pfili§ rychly a silny proces
zesitovani. Pro zefektivnéni procesu byva EDC pouzivano v kombinaci s NHS, ktery reak¢ni
¢as zpomali, snizi tvorbu vedlejSich produktti a zvysi odolnost proti hydrolyze [7]. Kolagenni
nosice zesit'ované kombinaci EDC/NHS jsou cytokompatibilni strukturalné stabilni po dobu

3 mésict.
2.4 Biodegradabilni polymery

Po druhé svétové valce bylo produkovano mnoho syntetickych polymeril, naptiklad
polystyren (PS), polyvinylchlorid (PVC), polymethylmethakrylat (PMMA) a polyester
(PET). Polymery podléhajici hydrolyze nebyly povazovany za potiebné [11]. Nastup novych
biomedicinskych technologii, zahrnujicich tkanové inzZenyrstvi, regenerativni medicinu,
genovou terapii, kontrolované uvolnovani 1é¢iv a bionanotechnologii, v§ak vyvolal poptavku
po materialech novych [12]. ZvySena pozornost zaCala byt vénovana piedevSim jedné z
vlastnosti - biodegradabilité. Biodegradabilni polymery podléhaji ¢asovanému rozkladu
vlivem biologické aktivity. Diisledkem je absence povinnosti operativniho odstranéni
implantatu po dokonceni 1é¢by. Material se postupné sam kompletné rozlozi [5]. V poloviné
Sedesatych let tak vnikly prvni navrhy na vyuziti kyseliny polymlééné pro degradabilni
chirurgické implantaty [11].

Biopolymery lze délit dle zpisobu degradace na hydrolyticky a enzymaticky
degradabilni biopolymery. Vzhledem k §ifce uplatnéni polymernich biomaterialti, neexistuje
pouze jeden systém, ktery by byl povazovan za materidlovy idedl. Vyuziva se riznych
materiali tak, aby byly splnény pozadavky individualni aplikace [12]. Biodegradabilni
polymery jsou nejCastéji pouzivany na velké implantaty (kostni Srouby, kostni desticky,
antikoncepcni rezervoary), malé implantaty (svorky, nité), pletiva a porézni struktury -

scaffoldy [12] (vizte Obrazek 3).
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Obrazek 3: Ptiklad pouziti polymernich materialti pro vyrobu implantatd [13]

2.4.1 Prirodni polymery

Spole¢né s rostoucimi obavami o zivotni prostiedi a povédomim o problematice
recyklace odpadu, vzrista zdjem o vyuziti ptirodnich polymera [14]. Tyto polymery jsou
produkované zivymi organizmy, jsou biodegradabilni, biokompatibilni a Ize je ziskat z
obnovitelnych zdroju [14] [15]. Maji vSak i své nevyhody - jejich fyzikalni vlastnosti nejsou
dostacujici. Podléhaji rychlé degradaci a vyzaduji dikladné procisténi z ditvodu zabranéni

prenosu infekce [16]. Jsou déleny do tfech skupin: polysacharidy, proteiny, polynukleotidy.

24.1.1 Kolagen

V lidském téle je kolagen nejhojnéji se vyskytujicim proteinem [12]. Je soucasti
mezibunééné hmoty tkani, kterym poskytuje mechanickou oporu [16]. Rozeznavame okolo
tiiceti druhti kolagenu, avSak v uvedenych tkanich je nejvice zastoupen kolagen typu I, 1l a
I11 [8]. Kolagen typu I se vyskytuje v pokozce, kostech, Slachach a zubech. Kolagen typu II je
pfitomen ve chrupavkach. Typ III. je kolagenem embryonalniho vyvoje, ktery je pozdé&ji

nahrazen typem | [17].

Pouziti

Diky svym vlastnostem (vizte Tabulka 3), které lze upravit metodou sitovani, je
kolagen jednim z nejpouzivangjSich biomaterialti [18]. Predevsim typ I nachazi uplatnéni v
fad¢ oblasti poCinaje ortopedickymi aplikacemi na tuhych tkdnich pfes aplikace na tkanich
mékkych v kardiologii, chirurgii, oftalmologii, dermatologii, urologii a dalSich oblastech v
podobé bioprostetickych implantati, cévnich nahrad, obvazii ran i nervové regenerace.

Vyuzivan je i pii kosmetickych zakrocich [8] [18].
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Tabulka 3: Srovnani vlastnosti ¢istého kolagenu

Klady Zapory
vyborna biodegradace nedostatecna mechanicka pevnost
slaba antigenicita tvarova nestabilita vlivem degradace
biokompatibilita velka nasakavost
umoznéni vazby s okolnimi bunkami

Obecné vlastnosti

I ptfes Siroké pole uplatnéni disponuje laboratorné izolovany kolagen jistymi
vlastnostmi, které jeho vyuziti limituji. Vzhledem k hydrofilicit¢ jsou kolagenni vyrobky
tvaroveé nestalé, maji nizkou elasticitu i mechanickou pevnost a podléhaji nekontrolovatelné
enzymatické degradaci. Nékteré tyto nedostatky lze vylepSit metodou sit'ovani- crosslinking
podrobné;ji diskutované v kapitole 3. Metody sitovani. Tato Gprava vSak s sebou nese riziko
vyvolani akutniho zénétu pfi kontaktu okolnich tkdni se zbytkovymi sitovacimi Cinidly v
implantovaném scaffoldu [8] [18] [16]. Nevyhodou je i vysoka pofizovaci cena kolagenu
odvijejici se od dostupnosti tkang, ze které je ziskan. Kolagen je ziskavan ze zvitecich zdroja
(kize ryb, prasat, skotu). Aby bylo minimalizovano riziko pienosu infekce, jsou nezbytné
kontroly nakazové situace v chovu i veterinarni vySetfeni zvifete [17]. Riziko imunitni
odezvy vici stopovym necistotam vsak pretrvava [8]. Kolagen je distribuovan v riznych
formach, naptiklad v podob¢ prasku, vlaken, gelu, poréznich struktur; 1ze jej misit s ostatnimi

polymery a ve spojeni s keramikou Ize utvofit kompozitni material [18].

Degradace kolagenu

Kolagen je pii fyziologickych podminkach, ve své pilivodni neupravené formé,
vyjimeéné odolny a muze byt celkové rozlozen pouze uréitym druhem enzymu [8]. Tyto
enzymy jsou vyplaveny pii vzniku lokalnich zanéti po provedené implantaci a svou ¢innosti
narusi kolagenni strukturu. NaruSenim struktury je spusténa sekrece kolagenazy, kterd ma
schopnost prerusit peptidické vazby v kolagenu [19]. Enzymy pepsin, trypsin a kolagenazy
nachazeji uplatnéni zvlasté pii degradacnich testech posuzujici mnozstvi degradovaného
nosi¢e a jeho strukturu [8] [20] [21]. Odolnost proti ptisobeni téchto enzymu je znacéné
zlepSena pouzitim nékteré ze sitovacich metod [20] [21]. Kolagenaza je dale pouzivana pfi
vyrob¢ tzv. decelularizovanych nosict. Timto nosiCem se stava vnéjsi matrice tkang, z niz

byly fyzikdlnimi, chemickymi, nebo enzymatickymi Ciniteli odstranény vSechny bunky a
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jejich pozustatky. OcCisténim je minimalizovana imunitni odezva a riziko pfenosu chorob

[20].

2.4.1.2 Chitosan

Jde o biokompatibilni a biodegradabilni polysacharid (vizte Obrazek 4) [22]. Je
ziskavan z chitinu, ktery se vyskytuje v exoskeletonu krunyfovcti i v bunééné sténé hub [14].
Je rozpustny v kyselém vodném prostiedi. Byva pouzivan k vyrob¢ hydrogeltl, vlaken i kapsli
k postupnému uvoliovani 1é¢iv. Nachazi vSak uplatnéni i v zeméd¢€lstvi (zapouzdieni semen,

posupné uvoliiovani hnojiva) a kosmetice (redukce statické elekttiny vlast, 1é¢ba akné) [22].

OH OH OH

HON=0 o0 0&
HO HO HO OH
NH, NH, NH,

n

Obrazek 4: Schematické znazornéni chemické struktury chitosanu

2.4.2 Syntetické polymery

Vyrobe scaffoldl ze syntetickych polymert je v poslednich létech vénovana zvysena
pozornost. Syntetické polymery jsou vétSinou inertni a jejich vlastnosti (porozita, degradacni
¢as, mechanické charakteristiky) jsou i pfi sériové vyrobé predvidatelnési a Ize je prizpusobit
konkrétnimu pouziti [12]. Mimoto jsou snadno zpracovatelné do pozadovaného tvaru [23].
Riziko pfenosu infekce a imunitni odezvy je u syntetickych polymert nizsi, nez u polymera

ptirodnich [16]. V nasledujici ¢asti budou piedstaveni nékteii zastupci téchto polymeri.
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7 v z

2.4.2.1 Polymlécna kyselina - polylactic acid (PLA)

PLA je termoplasticky polymer patfici do skupiny biodegradabilnich polyesteri. Je

ziskavan napiiklad z kukufice, brambor a jinych pfirodnich surovin [15]. Jedna se o

vyznamny material, ktery diky svym vlastnostem (vizte Tabulka 4) nachazi uplatnéni v fadé

medicinskych i primyslovych aplikacich, kde nahrazuje konvencni ropné produkty [24].

O |CH;, 0

HOw)L . 0 o

CH, O CH,

Obrazek 6: Chemicka struktura PLA [15]

Tabulka 4: Shrnuti zakladnich vlastnosti [24]

Vyhody PLA

Setrnost k zivotnimu prostredi

- PLA je biodegradabilni a recyklovatelny

- monomery jsou ziskavany z obnovitelnych ptirodnich surovin

biokompatibilita

- produkty degradace nemaji negativni vliv na regeneraci tkani

zpracovatelnost

- PLA muze byt zpracovana fadou zptsobt, napiiklad

umoznuje tlakové liti, tvorbu folii i vlaken

energeticky naro¢na vyroba

- pti jeji vyrobé€ vyzaduje o 25-55% mén¢ energie oproti

polymertim na bazi ropy

Nevyhody PLA

nizka tuhost

- PLA je kfehkym materidlem schopnym pouze 10%

prodlouzeni

pomala rychlost degradace

- PLA degraduje procesem hydrolyzy a odviji piedevs§im od
miry krystalinity

- zivotnost implantatt in vivo se pohybuje mezi 2-8 lety

hydrofobicita

- tato vlastnost vede k nizni bunécéné prilnavosti
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Obecné vlastnosti

Vlastnosti PLA zavisi predev§im na molekuldrni hmotnosti polymeru, jeho dil¢ich
isomerech, teplot¢ jeho zpracovani i pfipadného zihani [24] [25]. Podstatnou
charakteristikou, na kterou maji zminéné faktory ptimy vliv, je krystalinita, tedy mnozstvi
oblasti s uspofadanymi makromolekulami [26]. Krystalinita polymeru uréuje jejich zakladni
vlastnosti véetné tvrdosti, modulu, sily v tahu, tuhosti a bodu tani. Obecné plati, Ze ¢im vyssi
je stupen krystalinity, tim vyssi je napiiklad i pevnost daného polymeru [24].

PLA degraduje predevS§im hydrolytickym procesem objemové eroze. Dochazi k
nahodnému Stépeni fetézcl esterovych skupin a poklesu molekularni hmotnosti. Produktem
je kyselina mlé¢na, ktera je snadno metabolizovatelna lidskym organizmem [12] [24] [27].
Vzhledem k tomu, ze PLA ma vysokou molekularni hmotnost, degraduje velmi pomalu.
Celkové rozlozeni okolnim prostiedim trva 2-8 let. Pro nosice 1éki a scaffoldy tkanového
inzenyrstvi jsou tak ¢asto voleny kopolymery, které maji nizs§i molekularni hmotnost a jejich

absorpce se pohybuje v niz§im ¢asovém intervalu [12]

Mechanické vlastnosti PLA

Svymi mechanickymi vlastnostmi (vizte Tabulka 5) se blizi n¢kterym syntetickym
polymerim (PP, PET) avSak ma vyhodu v hojnosti vyskytu a niz§i ceny. Volba
semikrystalick¢é PLA vzhledem k vy$Simu stupni krytalinity je upfednostiiovana pii potiebé
vyssi pevnosti [15]. Kyselina mlééna ma dva stereoisomery: kyselinu L- a D- mlé¢nou [28].
Polymerizaci téchto izomeri, napiiklad fermentaci cukru ¢i kukufi¢ného Skrobu, vznikaji
polymery poly-L-mlééna kyselina (PLLA) a poly-D-mlééna kyselina (PDLA) ptipadné jejich
smés [29] [24] [12]. PLLA je pomalu degradujici polymer s dobrou pevnosti v tahu, nizkym
protazenim a modulem Vv rozsahu 2,7-4,14 GPa. Jeho krystalinita se pohybuje okolo 37 %.

Teplota skelného piechodu je v rozmezi 55-65°C a teplota tani v rozmezi 170-200°C.
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Tabulka 5: Mechanické vlastnosti PLA [24]

Vlastnost Typ polymeru

PLA PLLA PDLLLA
hustota polymeru p [g/cm®] 1,21-1,25| 1,24-1,30 | 1,25-1,27
napéti v tahu e [MPa] 21-60 15,5-150 27,6-50
modul v tahu E [GPa] 0,35-3,5 2,7-4,14 1-3,45
deformace & [%] 2,5-6 3,0-10,0 2,0-10,0
teplota skelného pfechodu T, [°C]| 45-60 55-65 50-60
teplota tani T [°C] 150-162 170-200 amorfni

Pouziti

PLA nachézi uplatnéni pii nosnych aplikacich napiiklad k vyrobé ortopedickych

fixanich ndastroja, chirurgickych niti, desticek a Sroubd ke stabilizaci kostnich zlomenin

ptipadné k vyplnéni jinych kostnich defektt, nosice 1é¢iv [24] [15] [12]. Umoziuje i vyrobu

pevnostnich vldken s moznym uplatnénim pfi vyrobé scaffoldd pro ndhradu Slach ptipadné

pletenych vaskularnich protéz (vizte Obrazek 7).

a)

Obrazek 7: Ukazka vyuziti PLA: a) Pletena PLA vaskularni protéza, b) pletena struktura nahrady §lachy [15]
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2.5 Degradace polymeri

V tvodu je dobré zdiraznit, ze kazdy polymer podléha degrada¢nimu procesu bez
ohledu na stanovené kategorie degradabilni a nedegradabini. Pro rozliSeni kategorii je
predevsim zapotiebi uvazit ¢asové méfitko degradace. Ptivlastkem degradabilni rozumime
polymer degradujici v pribéhu své aplikace, nebo ihned po ni. Nedegradabilnim polymerem
rozumime polymer vyzadujici podstatné delsi ¢as k degradaci, tedy Cas prevySujici trvani
samotné aplikace [30]. Degradaci nazyvame proces S$tépeni polymernich fetézcti na
oligomery a dale na jednotlivé monomery. V jejim prabéhu dochazi k erozi, tedy ke ztraté
materialu vlivem odchodu monomert a oligomert z polymerni struktury a zménam
mechanickych vlastnosti [31]. K zakladnim degrada¢nim procesim fadime degradaci
termalni, mechanickou, chemickou a radiacni. Posledni z uvedenych je spolecnd vSem
polymertim, naptiklad v disledku piisobeni UV nebo y-zéafenim, avSak pro biomateridly neni
tento typ prili§ podstatny. Daleko dilezitéjsi je degradace chemicka, protoze kazdy z
biodegradabilnich polymert je tvofen hydrolyzovatelnymi vazbami. Hydrolyticky proces
mize byt spustén pusobenim molekul vody, nebo pfisluSnych enzymi. U polymert
pouzivanych v klinické mediciné hovofime o degradaci jako 0 bio-degradaci, aby doslo ke

zduraznéni, ze degradace je alespon ¢astecné fizena biologickym systémem [30] [32].

Degradace in vivo

Lidsky organizmus piedstavuje pro materidly velmi agresivni prostiedi. Po
implantaci je material obklopen tekutinami solného roztoku s mnozstvim bunék, enzymt,
bakterii a dal$ich biologicky aktivnich komponent. Pro uspé&snost 1écby je proto nezbytné,
aby material byl schopen v pozadovaném ¢asovém intervalu zachovat svou funkci, aniz by
doSlo k nekontrolovatelné degradaci a negativnimu ovlivnéni okolni tkdné jejimi produkty
[33] [9]. Na polymerech volenych pro vyrobu stalych implantati (kycelni klouby, izolace
kardiostimulatoru, srde¢ni chlopné, cévni vyztuhy) je poZadovana stabilita i po mnoho let. V
nékterych piipadech je vSak degradace Zadouci, dokonce nezbytnou vlastnosti materidlu.
Napiiklad v aplikacich tykajicich se postupného uvoliovani 1éciv, absorbovatelnych
chirurgickych niti, scaffoldl pro tkanové inZenyrstvi je degradace vyzadovana v fadu dnt
[34] [33].
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2.5.1 Proces degradace

Biodegradabilni polymery jsou materidly s casovanou Zzivotnosti. Po vystaveni
pracovnimu prostfedni v lidském téle postupné degraduji a uvoliuji produkty odbouratelné
télnim metabolizmem. Uvolnéné produkty vSak mohou ovlivnit lokdlni pH a vyvolat
zanétlivou odezvu naruSujici bunéény rust a regeneraci [34]. RozliSujeme cCtyii zakladni
mechanizmy degradace: hydrolyza (reakce vody a polymeru), oxidace, enzymaticka
degradace, fyzikalni degradace (bobtnani, mechanicka zatéz, otér). I pfesto, ze polymery
mohou byt degradovany termaln¢ a fyzikalng, nasledujici ¢ast se bude zabyvat pouze oxidaci

a hydrolyzou.

2.5.1.1 Chemicka a enzymatickd oxidace

Bunky imunitniho systému, pfevazné leukocyty a makrofagové, reaguji na pritomnost
ciziho télesa vyvolanim zanétu. Proces vylu¢ovani vysoce reaktivnich kyslikatych molekul
(peroxid vodiku, oxid dusnaty) je pfipisovan piedev§im bunéénym makrofagim. Tyto
molekuly spusti oxidaéni proces odd€lenim atomu vodiku z labilni ¢asti polymeru. Dochazi
tak k iniciaci stépeni polymerniho fetézce, které se nasledné Sifi celym materialem.
Polymerni fetézce se zkracuji az do stadia, kdy se stanou rozpustnymi v okolnim médiu.
Vzhledem k tomu, Ze toto stddium nastdva az po nckolikandsobném rozstépeni, zhorSeni
mechanickych vlastnosti pfedchazi samotnému ubytku materialu [9] [35] [34] [33].

Studie Casase a kol. [36] se zabyvala degradaci polyetherurethanu. Jednim z
pozorovanych oxidativnich procest in vivo byla tvorba lokalnich pietvofenych zon, tedy

popraskani povrchu vystavenému tkanim (vizte Obrazek 8).

Obrazek 8: SEM snimek vzorku Pellethanu 80A po 49 dnech v nalevu s makrofagy [36]
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2.5.1.2 Hydrolyza a jeji vliv na polymer

vodnich molekul s polymernimi vazbami, jejich naruSeni a k naslednému Stépeni na mensi
fetézce oligomerd a monomerd [34] [31] [9]. Rychlost hydrolytického procesu je ovlivnéna
typem chemické vazby, pH , skladbou kopolymeru i ptijmem vody [30].

Polymery degradujici ve vodném prostifedi museji mit takové meziatomarni a
mezimolekularni vazby, které jsou v tomto prostfedi naruSeny. Polymery se silnou kovalentni
vazbou v zéakladni struktufe (napt. C-C) jsou obvykle stabilni a jejich naruSeni termalni nebo
chemickou energii vyzaduje delSi degradacni ¢as. Na druhou stranu existuje mnoho typl
vazeb, které tomuto energetickému pasobeni snadno podlehnou. Misto v polymernim fetézci
obsazené karboxylovou vazbou se stava nachylné k biodegradaci, tak je tomu i v piipadé

esterovych a amidovych struktur [32] [9].

| | I | I |
.c-c-c-Cc-C-C-C-C--
a
b) c) d)
O 0 0 o}
| I [ [
_C-NH- -C-0- .c-0O-C-

Obrazek 9: a) znazornéni polymeru se silnou zakladni C-C strukturou; znazornéni vazeb nachylnych k
hydrolyze: b) vazba amidova, c¢) vazba esterova, d) vazba anhydritova [32]

Kazdy z biodegradabilnich polymerid proto obsahuje vazby hydrolyzovatelné. Zmény
polymer je efekt stejny. Naptiklad pevnost chirurgickych niti z kyseliny polyglykolové, jak
uvadi studie A. Gopfericha [30], byla nejvyssi pii neutralnim pH a vyrazn€ sniZena pfi
vysokém i nizkém pH. Oproti tomu poly(ortho estry) jsou rezistentni vici bazickému pH a
degradace je urychlena az v kyselé oblasti pH. Ovlivnénim pH okolo polymeru lze tak
efektivné ovlivnit miru degradacniho procesu. Jako obecné pravidlo plati, Ze hydrolyticky
proces organickych latek probihad minimalné pfi neutrdlnim pH (cca 7,0) a naopak dochazi k
jeho urychleni pti posunu do kyselé oblasti (nizké pH) i alkalické oblasti (vysoké pH) [32].

U implantovatelnych polymert je kontakt s vodnym prostfedim vice nez
oCekavatelny. Absorpce vody se tak stdva podstatnym faktorem rozhodujicim o
mechanickych vlastnostech materialu. Absorpci vody dochazi naptiklad k poklesu teploty
skelného piechodu. Tento efekt je obzvlasteé pozorovatelny u polyamidi, polyurethant a

epoxidd, v jejichz struktufe hraji dileZitou roli vodikové vazby. Modul pruznosti v tahu mtze
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byt v porovnani se suchym vzorkem sniZzen az o 50%, klesa tak i tuhost a odolnost vici
teCeni. U polyamidu 66 byl tento strmy pokles tahového modulu zaznamenan jiz po
vystaveni vzduchu se zvysenou vlhkosti [34]. Hydrolyza mtze byt spusténa i Cinnosti
enzymu. Enzymy funguji jako katalyzatory reakci v zivém organizmu. Hydroléza je tfidou
enzymu, vyskytujicich se naptiklad v gastrointestindlnim ustroji, kde usnadnuje Stépeni. Do
této tiidy patii napiiklad amylaza, lipaza fosfataza. Je pravdépodobné, ze nékteré enzymy této
tiidy se mohou podilet na Stépeni a nasledné degradaci do téla implantovaného biomaterialu
[9].
2.5.1.3 Posloupnost degradacnich stadii

V rané fazi je hlavnim procesem postupnd difuze vodniho roztoku do polymerni
matrice. Dochédzi k mensi zméné v molekularni i celkové hmotnosti a nésledné i v tahové
pevnosti. K hlavnim zméndm dochazi na povrchu polymeru, na kterém je pozorovano
zhrubnuti 1 chemické zmény zpiisobené hydrolyzou. Pro druhou fazi je charakteristické
snizeni molekulové hmotnosti polymeru v dasledku Stépeni fetézce a diftizi degradacnich
produktti do okolniho roztoku. To vede k zvySeni porovitosti matrice a ztraté pevnosti v tahu.
Pokrocilé stadia degradace jsou charakterizovany zhroucenim polymerni matrice,
dramatickym poklesem v molekulové hmotnosti a nartistu ve ztraté celkové vahy. Dochéazi ke

ztraté krystalinity k vyraznému poklesu v mechanickych vlastnostech [9] [32].

25.1.4 Eroze polymeru

V dutsledku degradace, dochazi u polymerti k materialové erozi (vizte Obrazek 10).
Jedna se o piestup degradacnich produkti do okolniho média a tim zplsobenou ztratu
hmotnosti. U polymert rozeznavame dva zptsoby prub&hu eroze: povrchovou a objemovou
[30]. O tom, jaky zpisob eroze nastane, rozhodne piedev§im mira difize vody do struktury
polymeru. Polymer, ktery je odolny proti absorpci vody, neddva hydrolyze dostatecné pole
pusobnosti. Nastava tak degradace povrchova [32]. Charakteristicka je postupnou, vyhradné
povrchovou, ztratou materidlu. Setkdvame se s ni u polymernich biomateridlli s vysokou
krystalinitou a hydrofobicitou. V prubéhu povrchové eroze dochazi ke zméné rozméru i
hmotnosti vyrobku. Molekularni hmotnost vSak ztistava zachovana. Scaffoldy s timto typem
eroze se tedy béhem procesu zmensuji, avsak jejich pivodni geometricky tvar zlstava a
neméni se ani mechanické vlastnosti [31] [30]. Tento jev mulze byt vyuzit pii potiebé
konstantniho pfenaSeni molekul pii zachovani strukturni integrity materialu v pribéhu

degradace (naptiklad pii dorucovani 1é¢iv) [9].
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Obrazek 10: Schematické znazornéni materialové eroze: a) proces objemové degradace; b) povrchova
degradace: Enzymy nemohou proniknout skrze tésnou povrchovou strukturu a tak enzymaticka
reakce nastane na rozhrani polymer enzym. Povrch je postupné narusovan, coz zvysuje plochu
pro pusobeni enzymt [9] [31].

Vétsina polymernich materialti vSak podléha erozi objemové [37]. Po priniku malého
mnozstvi vody do polymeru dochazi nejprve Kk rozvoliiovani esterovych vazeb. Absorbuji
vice vody a tak Stépeni fetézct probihd v celé struktufe vzorku [32] [31]. Mnohdy tento
proces vede k vytvoieni prazdné skotepiny [9] . Pokles molekularni hmotnosti je znatelny
thned po zahdjeni degradacniho procesu, nicméné prozatim nemd na mechanické vlastnosti
vyrobku vliv. Ty jsou zachovavany zesitovanim a krystalinitou polymeru. Se stoupajicim
mnozstvim degrada¢nich produktii se vSak urychluje proces hydrolyzy a ve chvili, kdy se
produkty degradace stanou rozpustnymi ve vodé¢, dojde i k poklesu hmotnosti. Pivodni
rozmér zUstava zachovan po znacnou dobu, tedy az do kritické chvile, kdy dojde k zhrouceni
celé struktury [31]. K zobrazeni pribéhu objemové a povrchové degradace slouzi Obrazek
11.

a) b)
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Obriazek 11: a) Priibéh objemové degradace: Ubytek mechanické pevnosti je oproti poklesu molekularni
hmotnosti opozdén, ov§em piedchazi poklesu celkové hmotnosti, b) Priibéh povrchové
degradace: Mechanicka pevnost i molekularni hmotnost ma relativn€ nizky pokles (kiivky
splyvaji). Celkova hmotnost oproti tomu vykazuje pokles znaény [31].
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Vliv vyrobniho procesu na degradaci polymeru

Implantaty z biopolymeri jsou ¢asto vyrabény pomoci vstiikovani a vytlaCovanim.
Tyto zplsoby vedou k ¢astecné orientaci materidlu na povrchu vyrobku. Vlivem rozdilu v
materialové orientaci mize dochazet k odlisné mife degradace povrchu a jadra. Riziko
mohou piedstavovat 1 aditiva pro usnadnéni vyrobniho procesu (plastifikatory, lubrikanty,

stabilizatory) [9].

Vliv mechanické zatéZe na degradaci polymeru
Mechanické napéti mize byt v polymeru vyvolano v pribéhu pracovni zatéze, ale
mize do néj byt zaneseno jiz vyrobnim procesem v podobé zbytkového napéti. Literatura

uvadi, ze vzorky podrobené zatizeni vykazuji vyssi degradaci nez vzorky nezatizené [33].

2.5.2 Vyhodnoceni degradace polymeri

Po implantaci prochazi polymery degrada¢nimi procesy vyse popsanymi. Dochazi ke
zméndm fyzikalnich i chemickych vlastnosti. K vyhodnoceni a charakterizovani téchto zmén
slouzi degrada¢ni zkousky, jejiz zakladni piehled je uveden v [9]. Zkousky lze rozdélit na
povrchové a objemové. Mezi povrchové zkousky jsou fazeny spektroskopické metody,
vhodné spiSe k vyhodnoceni prvotnich fazi degradace. Objemové zkousky zahrnuji méteni
molekularni 1 celkové hmotnosti, posouzeni vlivu teploty i mechanické zkouSky. K

zakladnim zkoumanym charakteristikdm patfi:

Tabulka 6: Vyhodnoceni degradace scaffoldu

kategorie zpusob vyhodnoceni
vyhodnoceni mechanickych vlastnosti zkouska pevnosti v tlaku
uréeni hmotnosti zhodnoceni hmotnostniho tibytku
méfeni porozity tok plynu skrze strukturu
prinikem rtuti do struktury
zhodnoceni biokompatibility tvorba vrstvy apatitu v SBF

kontakt s buiikami
aktivita po implantaci
meéfeni pH meéfeni pH v okoli scaffoldu

zhodnoceni iontové koncentrace plasmova spektrometrie

Absorpce roztoku
Me¢tenim piijmu vody, pfipadné jiného roztoku, lze do jisté miry urcit hydrofobii /

hydrofilii testovaného materialu a tedy predpovédét jeho nachylnost k degradaci hydrolyzou
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[9]. Metoda spociva v ponofeni vzorku do roztoku, nejlépe pii konstantni teploté (obvykle
37°C). Po uplynuti zvoleného c¢asu jsou vzorky vyjmuty a po odstranéni piebytecného
roztoku zvazeny. Relativni obsah vody je nasledné urcen dle rovnice (2.1) [38]. Roztokem
pro absorp¢ni test mtze byt voda [39], PBS [40] nebo SBF [41].

M v — Mgeng 2.1
V [%] = 2= 100 (21)

suchy

Hmotnostni abytek
V pribéhu degradace v daném roztoku muze vzorek ménit svou hmotnost. Tato
zména je bézné uréena vypoctem procentuelni ztraty podle vztahu (2.2) [39] [42] [43].

m, —m (2.2)

D [%] = -100

Molekularni hmotnost

Zjisténi molekularni hmotnosti patii k jednomu z nejdilezitéjSich analyz
degrada¢niho mechanizmu polymerickych biomaterialti. Je pouzivano chromatografie gelové
prostupnosti a viskozimetru [9] [44].
Morfologie

Mira zmény tvaru a velikosti je podstatnym parametrem. V mnohych aplikacich
(kostni cement, fixaéni implantity) by zména téchto parametru mohla vést k naruSeni
makroskopickych vlastnosti implantatu [9]. K vizualizaci povrchovych zmén (naptiklad
pruméru vlaken, jejich orientace, mira propleteni [45]) je nejcastéji pouzivano metody
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) [46] [45]. SEM vyuziva paprsku elektronti o
praméru ~5nm a s energii v fadu stovek az tisicti eV. Paprsek je veden po povrchu méfeného
vzorku. Odrazené elektrony a fotony jsou pouzity k sestaveni zvétSeného obrazu povrchu
[47]. V piipadé polymernich struktur je pro pouziti této metody nutné povrch udinit

elektricky vodivi naptiklad povrchovym nastiikem zlata [45].

Mechanické vlastnosti

Mezi mechanické vlastnosti patii: pevnost v tahu, prodlouZeni, modul pruZnosti v
tahu, vrubova houzevnatost, pevnost v ohybu, modul pruznosti v ohybu, pevnost v tlaku,
modul pruznosti v tlaku a dynamicky koeficient tfeni [48]. V literatufe se k vyhodnoceni
mechanickych vlastnosti polymerti vystavenych riznym zplGsobiim degradace nejcastéji

pouziva tlakovych [49] [50], tahovych zkousek [47] [44] a mikroindentace [51] [52].
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2.6 Roztoky simulujici biologické prostiedi

Rapidni vyvoj novych materialti s potencialnim vyuzitim v oblasti implantatd, Klade
naroky I na vyvoj novych metod pro rychlé vyhodnoceni daného materialu [53] [4]. Jiz od
roku 1970 jsou bioaktivni skla (45S5) znama svou schopnosti bezprostiedni vazby na Zivé
tkan¢ [54]. Mezi jejich povrchem a okolni kosti byla pozorovana formace tenké vrstvy
apatitu, kterd umozni vznik spole¢né chemické vazby. Na zaklad€ pozorovani bylo vyvozeno,
ze tato vrstva je klicovym pozadavkem pro osteointegraci umélého materidlu s zivou tkani
[53]. Studie T. Kokuba a kol. [3] navrhla metodu, reprodukujici formaci vrstvy apatitu mimo
t€lo pomoci simulované t€lni tekutiny. Tento roztok simuluje anorganické slozeni lidské
krevni plasmy a slouzi k nahrazeni testovani materialt in vivo. Je tvofen anorganickymi ionty
a jeho pH se blizi biologickym tekutinam [4]. Pokud po ponofeni materialu do nalevu dojde
k formaci vrstvy apatitu lze pfedpokladat, ze material je dostateéné bioaktivni k vytvoteni
vazby v téle [53]. I pfesto, Ze je metoda pro vyhodnoceni bioaktivity materialu Siroce
roz§ifena, ma sva omezeni. Korelaci, mezi schopnosti materidlu formovat vrstvu apatitu
mimo télo a potencialni pevnosti vazby s kosti, je totiz velmi obtizné urcit. Vys$si formace
apatitu jesté nemusi znamenat silngjsi vazbu s kosti. S velkou kritikou se shledava i fakt, ze
slozeni nalevu neobsahuje organické slozky, obzvlasté proteiny, které se v lidské plasmé
vyskytuji v mnozstvi cca 70g/l. Proteiny jsou znamé svou adsorpci k riznym povrchtim, tudiz
1ze predpokladat, ze tento d€j mize mit vliv na biomineraliza¢ni proces [53] [4].

Samotna osteointegrace znamena komplexni proces zahrnujici aktivaci krevnich
desti¢ek a migraci osteogennich bunék. Kostni formace a jeji vazby pak zavisi pfedevS§im na
aktivité osteoblastil fizenych mnozstvim organickych a anorganickych faktord. Pevnost vazby
mezi kosti a implantitem do znacné miry zavisi 1 na mechanickych vlastnostech povrchu
(adheze k poréznimu povrchu, drsnost povrchu) [53] [4]. Z vySe uvedenych divodt, nabada
studie Pana a kol. [4] pfi posuzovani bioaktivity podle formace vrstvy apatitu v simulované

télni tekutiné k obezfetnosti.

2.6.1 Simulované télni roztoky
Roztok, ktery mé simulovat télni prostfeni, musi spliiovat nasledujici pozadavky:
e pH roztoku se musi bliZit fyziologickému pH 7,40 a jeho pufrovaci kapacita musi byt
dostate¢na pro zachovani pH v pribéhu experimentu
e v roztoku by nemélo dochazet k precipitaci apatitu pfed ponofenim testovaného
materialu

e k formaci apatitu by nemélo dochazet na inertnich materialech (napft. leStény titan)
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Jak jiz bylo zminéno, ptivodni sloZzeni simulovaného télniho roztoku (STR, navrzené v
literatufe [3]) je kritizovano pro absenci proteini [53]. Slozeni tohoto nalevu je vSak
kritizovano i kvli pouziti pufru Tris k pufraci pH. Tato latka se v lidské plasmé nevyskytuje
a muze ovlivnit nukleaci fosfatl. V krvi je pufrace zajiSténa rovnovahou mezi uhli¢itany a
5% parcialnim tlakem CO; v krevnim séru [53]. Studie [53] mezi sebou porovnala tfi STR
(vizte Obrazek 12) a sledovala vliv proteint na formaci vrstvy apatitu na povrchu titanovych
desti¢ek pted a po pridani bovinného séra (vizte Obrazek 12). Oproti tradi¢ni STR bylo misto
pufru Tris pouzito HCI. Je patrné, ze pfitomnost proteinii v roztoku ma zavazny vliv na
formaci apatitu. Efekt patrny na Obrazek 12 nastal po pfidani 1g/L bovinného séra (BS). Po
zvyseni davky séra na 5 g/L doslo k Gplnému potlaceni formace vrstvy apatitu. Pfipomefime,
ze v lidska plasma obsahuje 70 g/l proteini. Zahrnuti proteini do STR by proto méla byt

vénovana vétsi pozornost [53].
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Ti NaOH titanova desticka s povrchovou upravou Hydroxidem sodnym
Ti NaOH H titanova desticka s povrchovou upravou Hydroxidem sodnym

a tepelnou Gpravou
Obrazek 12: Mnozstvi ulozeného HA na povrchu testovanych vzorku dle studie [53]. Vyznacené odchylky
znaci intervaly s 95% pravdépodobnosti.
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2.6.2 Pufrovaci roztoky

Pufry jsou smési slabych kyselin a jejich konjugovanych bazi, soli [55]. Pufrované
roztoky jsou schopné i po ptidani kyseliny nebo zasady udrzet relativné stabilni pH a zabranit
tak denaturaci enzymu. Dilezitym pozadavkem je, aby pufrovaci roztok nebyl reaktivni s
ostatnimi slozkami roztoku, idealné by m¢l byt inertni [56] [57] [58]. Zakladnim vztahem pro
vypocet pH pufrovaciho roztoku je Henderson-Hasselbalchova rovnice (2.3).

_ A1 (2.3)
pH = pK, +log,, [HA]

HA... molarni koncentrace slabé kyseliny
A... molarni koncentrace konjugované baze
pKa... disocia¢ni konstanta kyseliny

Tris

Jde casto pouzivany pufr pii biologickych experimentech. Cenové je velmi dostupny,
voln€ rozpustny ve vodé, inertni v mnoha enzymatickych systémech a méa vysokou pufrovaci
kapacitu. Ma vSak i znacné nevyhody. Jeho vlastnosti jsou podstatné¢ ovlivnény teplotou
okoli, je znac¢né reaktivni a ma vysoky stupeil rozpustnosti tukti. Mize tedy proniknout

biologickymi membranami. Pro mnoho bungk je proto toxicky [58] [57].

Fosfatovy pufr
Tento pufr byl pokladan za standard fyziologického pH. V mnoha situacich vSak jeho

pouziti neni idealni. Fosfat miize zapficinit Gtlum enzymatickych procest [59].

Kyselina uhli¢ita

Mezi ptirodni pufry patii kyselina uhli¢ita H, COs, ktera udrzuje stabilni pH krve. Jde
o slabou kyselinu vznikajici rozpusténim oxidu uhli¢itého ve vod¢é. pH vysledného
pufrovaciho roztoku se pohybuje v rozmezi 3,9-6,97 a je vysledkem souhry koncentrace
bikarbonatu (HCO3), kyseliny uhli¢ité a parcidlniho tlaku oxidu uhli¢itého nad roztokem. Pfi
dané teploté je sloZeni €istého roztoku ur¢eno vyhradné parcidlnim tlakem oxidu uhli¢itého.
Nejvyssi pufrovaci kapacity je dosazeno pii pK, (~6,4) oproti tomu pii hodnoté pH pod 5,5
neni dosazeno téméf Zadné kapacity. Moznou nevyhodou tohoto roztoku je, Ze s postupnym
uvoliovanim rozpusténého oxidu uhli¢itého do okoli dochéazi k rapidnimu nértstu pH. Tuto
termodynamickou nestabilitu je moZzné minimalizovat tésnicim uzdvérem piipadné
opétovnym dodavanim CO, do roztoku [60]. Pozadavky pro biologické pufry [58] jsou

uvedeny na nasledujici strance.
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b)

d)

f)

9)

h)

Rozpustnost

Pufr by mél byt volné€ rozpustny ve vod¢ a hlife rozpustny v ostatnich rozpoustédlech.
Cim vy$si je rozpustnost, tim jednodusii je p¥iprava koncentrati.

Permeabilita

Pufr by nemél byt schopen proniknout biologickymi membranami, aby nedoslo k
ovlivnéni koncentraci uvnitt bunck a organel.

lonicka sila

Pufr by nemél ovlivnit koncentraci iontt v roztoku. Fyziologicka ionicka koncentrace
chloridu draselného (NaCl) se pohybuje v rozmezi 100-200mM. Pii zméné této
koncentrace dochdzi k ovlivnéni ¢innosti enzymil

Zavislost disociac¢ni konstanty pK,

Hodnota pK, by méla byt co nejméné ovlivnéna koncentraci, teplotou a ionickou
koncentraci média.

Formace sraZzenin

Pokud pufr reaguje s ionty kovu, dochazi k uvolnéni protonti a nastava pokles pH.
Nékteré enzymy vsak ionty kovu potiebuji ke své Cinnosti. V piipadé jejich reakce
iontll s pufrem je ¢innost té&chto enzymu potlacena.

Inertnost

Pufr by nemél ovliviiovat Cinnost enzymi a nemél by reagovat s metabolity a
ostatnimi slozkami roztoku. Pufr by tedy mél byt inertni.

Absorpce UV zareni

Vzhledem k tomu, Ze vétSina spektrometrickych analyz je provadéna na Grovni vinové
délky 230nm, pufry by nemély absorbovat zadné vlnové délky ptesahujici tuto
hodnotu.

Cistota

Pufry by méli byt snadno vyrobitelné a ocistitelé. Kontaminace naptiklad téZkymi
Cena

Béhem ocistujiciho procesu proteinll jsou testovany vzorky pufru 0 rtizném objemu.

Rozpocet experimentu je tedy do znacné miry ovlivnén cenou pouzitého materialu.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Uved do experimentu

Z provedené reserSe vyplyva, ze scaffoldy do zna¢né miry fesi problém nedostatku
kostnich stépti pro 1é¢bu kostnich defektli a onemocnéni. Vybér materidlu k jejich zhotoveni
podléha tadé piisnych kritérii, bez jejichZ splnéni neni zarucena Gspésna regenerace piislusné
tkané. V predeslych kapitolach byly ptedstaveny nékteré z fyzikalnich a mechanickych
vlastnosti v soucasnosti nejCastéji pouzivanych materidlli - biodegradabilnich polymera.
Degradace, jeji rychlost, charakter a vliv na ptiivodni mechanické vlastnosti, je pravé jednim z
podstatnych faktorti, ktery rozhodne o materidlové volbé.

Pro tuspésnou predpovéd chovani scaffoldu v lidském téle je nezbytné material
vystavit simulovanému pracovnimu prostfedi. Vzhledem k zna¢né rozmanitosti a
specificnosti systému lidského téla je vSak pestry i zplisob simulace. Jak jiz bylo uvedeno v
kapitole 2.6. Roztoky, prostiedi lidského téla je mozné napodobit prostfednictvim roztokd.
Zde se v odborné literatuie setkdvame s nejednotnosti. Neni stanoveno, kdy jaky roztok
pouzit a nakolik se zméni charakter degradace zvoleného materialu pii volbé roztoku A
oproti roztoku B. Cilem této prace je vybrat a porovnat roztoky simulujici prostiedi lidského
téla a vyhodnotit jejich vliv na polymerni scaffold.

V prvni fazi experimentu byly zvoleny tii roztoky simulujici prostfedi in vivo:
pufrovaci roztok PBS (phospate buffer solution), simulovana télni tekutina SBF (Simulated
body fluid) a lidska krevni plazma. Celkovy pocet vzorkl (90) byl rozdélen na devét skupin
po desiti. Kazdé skupiné byl pfifazen piislusny roztok a Casovy interval, po ktery byla
skupina vystavena jeho ptsobeni. Intervaly ptisobeni byly zvoleny: 0, 7 a 14 dni. V prvnim
intervalu O dni byly vzorky hydratovany 10 minut pfed mechanickym testem. Po uplynuti
daného casu byly vzorky podrobeny zkousce v tlaku a ze ziskanych dat byly vyjadieny
mechanické vlastnosti. Druhd faze experimentu byla zaméfena na posouzeni hmotnostniho
ubytku vzorkl. Do stejnych roztokti byly zvlast' nalozeny vzorky po dobu 7 a 14 dni.

Hmotnostni ztrata byla posouzena podle vztahu (2.2).
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3.2 Priprava kompozitnich vzorki
Piiprava vzorkil probihala v laboratoii Ustavu struktury a mechaniky hornin, AV CR
V.v.i pod dohledem Ing. Tomase Suchého, Ph.D. K jejich zhotoveni byl pouzit kolagen z

telecich kuzi od firmy VUP Medical. Postup ptipravy byl zdokumentovan sérii snimku nize.

Postup pripravy:

Kolagen dodavany ve formé ctvercovych plati byl nejprve nastiithan na drobné dily a

nasledné rozpustén v destilované vod¢ tak, aby bylo dosazeno 5% kolagenni disperze. Hruba
smés byla po dobu 1h uchovéna pifi konstantni teploté a nasledné rozmixovana. V tomto
stavu byla smés pftelita do valcovitych forem o poloméru 12 mm, které byly uloZeny po dobu
3h do suchého ledu. Zmrazenim je docileno vzniku drobnych ledovych krystalti uvniti
kolagenniho vzorku. Sublimaci téchto krystali v lyofilizatoru je ziskdna jemna porézni
struktura. Pro zajisténi dostate¢nych mechanickych vlastnosti ziskanych vzorkd, bylo vyuzito
chemického crosslinkovani v roztoku piipraveného z 95% lihu, NHS a EDC od firmy
Sigma-Aldrich.
Po dokonCeni procesu zesitovani byly vzorky zbaveny piebytku chemického ¢inidla,
vysuSeny a nalozeny do degradacnich médii (DM). Postupu ptipravy DM je vénovéna piisti
kapitola. Vzhledem k porozité vzorkti a pomalé rychlosti difiize média do struktury vsak
vzorky po vlozeni do DM plovaji. K urychleni procesu nasaknuti médiem byly vzorky
nejprve prelity men$im mnozstvim média a zajiStény sitkou, aby doSlo ponoru celého
povrchu vzorkd. V tomto stavu byly vzorky vlozeny do vakuové komory a za periodického
michani byly vystaveny snizenému tlaku. Po 1h byly vzorky pfesunuty do 0,51 DM za teploty
37°C uloZeny do inkubatoru.

Obriazek 13: a) platy surového kolagenu, b) nastiihany kolagen pfed pfimichanim destilované vody
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Obrazek 14: Postup Gpravy surového kolagenu: a) nastiithany kolagen nalozeny v destilované vodg, b)
kolagenni smés ve valcovych formach priméru 12mm, ¢) ulozeni naplnénych forem do suchého
ledu, d) rozmrazeni a vysuseni vzorki v lyofilizatoru, ) vysusené kolagenni vzorky, f) chemické

zesitovani vzorku, g) piiprava nalozené vzorki do DM, h) vzorky v men§im objemu DM ve
vakuové komote
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3.3 Priprava roztoki

SBF byla piipravena dle postupu uvetejnéné¢ho v publikaci [61] (vizte Tabulka 7).

Priprava byla zachycena na obrazku (vizte Obrazek 15).

Tabulka 7: Ptisady pro piipravu SBF [61]

potadi slozka mnozstvi

0 destilovana voda | 2000 ml
1 NaCl 16,070 g
2 NaHCO3 0,710 g
3 KCI 0,450 g
4 KzHPO43H20 0,462 g
5 MqgCl, 0,352 g
6 1.0m-HCI 39 ml

7 CaCl, 0,584 g
8 Na,SO,4 0,144 g
9 Tris 12,236 ¢
10 | 1.0m-HCI 0-5ml

Obrazek 15: Priprava SBF: Rozpousténi pfisad v ohiivané
destilované vodé pii souc¢asném méfeni pH

K piipravé PBS byly pouzity tablety dodavané firmou Sigma-Algrich. Poslednim

pouzitym roztokem byla lidska plazma (vizte Obrazek 16a). Po jejim rozmraZeni bylo do 0,5l

ptidano 5ml antibiotika (vizte Obrazek 16b).

Obrazek 16: a) pouzita krevni plazma s faktorem Rh (D) pozitivni i negativni, b) antibiotikum (penicilin

streptomycin)
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3.4 Metodika testovani poréznich vzorki

Princip provedené zkousky byl piejat z normy CSN ISO 13314: Mechanické zkouseni
kovii - ZkouSeni tvéfitelnosti - Zkouska poréznich a pénovych kovi tlakem. Norma
pojednéva o zkouseni poréznich kovl, postup pro stanoveni mechanickych vlastnosti vsak lze
aplikovat i na porézni kompozitni a polymerni materialy.
Princip:

Ke zkousSce tlakem je pouzito systému MTS Mini Bionix 858.02 (metrologické
oznateni PM 00) s parem rovnobéznych tlakovych desek. Kazdy z testovanych vzorkt je
vlozen mezi tyto desky a zatéZovan konstantni tlakovou silou. V probéhu zkousky je

zaznamenavana kiivka zatézné sily / posuvu [62].

Postup zkousky:
e stanoveni geometrie vzorku: pfeméieni vzorku je normou doporuceno na tiech
mistech
e vlozeni vzorku mezi zatéZzovaci desky
e zatizeni odleh¢ovaci smyckou s konstantni rychlosti posuvu do pozadované
deformace vétsi nez 50 %
e ziznam axialniho posuvu a tlakové sily

e vyhodnoceni
Pro kazdy vzorek jsou vyhodnoceny nasledujici parametry:

e pracovni diagram napéti / deformace

e stabilni hladina napéti o, [MPa] (plateau stress) : zastupuje pevnost materilu; jde o

prumérné napéti, stanovené mezi 20 % a 30 % deformace

e clasticky gradient E [MPa] (elastic gradient): pfedstavuje modul pruznosti materialu;
jde o smérnici secny z odlehcujici vétve smycky

e absorbovana energic W [MJ/m?] (energy absorption) je reprezentovana plochou nad
kiivkou naméfenych dat pro 50% deformaci

e Ucinnost absorbovani energie W, [+] (energy absorption efficiency)
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Legenda:
1. kvazi-elasticky gradient

2. elasticky gradient
3. prvni maximum pevnosti v tlaku

Obrazek 17: Kiivka napéti- deformace pro stanoveni charakteristickych hodnot ze zkousky
poréznich a pénovych materiala tlakem [62]
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Legenda: Legenda:

1. elasticky gradient

1. kvazi-elasticky gradient
2. smluvni mez kluzu v tlaku

2. smluvni napéti v tlaku

Obrazek 18: a) Kvazi-elasticky gradient a smluvni napéti v tlaku;
b) Elasticky gradient a smluvni mez kluzu v tlaku [62]
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3.5 Statistické zpracovani

Statisticka vyznamnost rozdild naméfenych dat byla vysetfena pfevazné pomoci
neparametrickych metod v programu STATGRAPHICS Centurion XV, StatPoint. Kazdy
soubor dat byl vystaven testu normality (Shapiro-Wilkiv W test) a kontrole shody rozptyla
(Levennuv test). V piipadé, Ze data pochazela z normalniho rozlozeni a byla splnéna shoda
rozptylt, Kk vyhodnoceni bylo vyuzito Fisherovy LSD (least significant difference) metody.
V opaéném piipad¢ bylo vyuzito Mann-Whitneyho metody. Ta je vSak urCena pouze pro
parové porovnavani. V piipadé vicenasobného porovnavani je nezbytné provést Bonferroniho

korekci hladiny spolehlivosti « , aby bylo snizeno riziko vniku chyby I. fadu [63].

Experiment, provedeny v této préci, vyuziva tfech degradacnich roztokl. Zajimé nas
tedy porovnani tfech dvojic. Korekce spociva v podéleni a poctem provedenych porovnani,
vizte rovnici (3.1) [63]. V ptipadé pouziti korekce je analyza rozptylu trech dvojic provedena
na 95% hlading spolehlivosti (hodnoty p< 0.01666 byly povazovany za vyznamné).

3.1
=%=0,01666 (1)

upravend hladina spolehlivosti = a 3
m

... hladina spolehlivosti
m... pocet provedenych porovnani
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3.6 Provedeni experimentu

Testovani vzorkd bylo provedeno na fakulté Strojni CVUT v laboratofi mechanickych
zkousek pod dohledem Ing. Radka Sedlacka, Ph.D. U kazdého vzorku vyjmutého z roztoku
byl tiikrat pfeméfen pramér a vyska na mikrometru Mahr 40 EX PMO0O1 (vizte Obrazek 19).
V ptedem uréeném poiadi byly vzorky piesunuty do nadoby s mens$im mnozstvim roztoku a
zatiZeny v axialnim sméru systémem MTS Mini Bionix 858.02 ° (vizte Obrazek 20).
a) b)

Obrazek 19: Provedeni experimentu: a) vyjmuti vzorkd z nalevu a pfifazeni pofadového Cisla,
b) méfeni pruméru a vysky

CALIBRATION
..n.... @oonal  Serial BT
. e

Obrazek 20: a) axialni zatizeni vzorku v pfislusném nalevu, b) zatizeni suchého vzorku

® Pro méfeni hydratovanych vzorki byl pouzit snimaé s rozsahem zatizeni 10 N (PM00/08); pro méfeni suchych
vzorkul byl pouzit snimac¢ s rozsahem 100 N (PM00/16)
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4. Vysledky
4.1 Naméiena data

V ptedchozi ¢asti byly popsany cilové parametry mechanické zkousky. V této casti
bude predstaven princip vypoctu téchto parametrii a nasledné uvedeny pramérné vysledné
hodnoty i statistické vyhodnoceni. Kompletni vyslednd data vSech vzorkl jsou zatazena do
kapitoly 8. Piiloha.
4.1.1 Charakteristicky datovy zdznam a jeho zpracovani

Pro kazdy vzorek byl syst¢tmem MTS Mini Bionix 858.02 zaznamenan pribch
axialniho posuvu zatézné desky, sily v tlaku a Casu (vizte Tabulka 8). Pfed zatézovou
zkouskou byl u kazdého vzorku tiikrat preméfen primér a jeho vyska. Pro zpracovani
vstupnich dat byl pouzit vypocetni software MatLab.

Tabulka 8: Charakteristicka forma zaznamenanych dat

Cas [s] | Axialni posunuti [mm] | Axidlni sila [N]
144.3584 -8.3701668 -0.63521087
144.3916 -8.3678913 -0.63564754
144.4248 -8.3652859 -0.6333012
144.45801 -8.3626308 -0.6337803
144.49121 -8.3613052 -0.63420528
144.52441 -8.3590345 -0.63264525
144.55762 -8.3570633 -0.63429546
a) pracovni diagram napéti / deformace
deformace [%]

-60 -50 40 -30 -20 -10 0
0 T T

-0.005 o)

-0.01

-0.015

napéti [MPa|

-0.02 |

-0.025

Obrazek 21: Ukéazka pracovniho diagramu vzorku po 7 dnech v roztoku plazmy
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b) stabilni hladina napétio, [MPa]
Napéti o, bylo stanoveno jako priméma hodnota napéti pro deformaéni interval & =(20,30)
vizte Obrazek 21.

c) elasticky gradient E [MPa]:
Gradient byl zjistén z pracovniho diagramu, jakozto smérnice secny vnoifené hysterezni
smycky, vizte Obrazek 22. V tomto ptipadé secnou rozumime spojnici extrémut smycky.

deformace [%]
-16 -14 -12 -10 -8 -6

'
(8]

[
(V5]

IS

napéti [MPa|

 X:-14.05
-3 Y: -0.005602

-6

2
3

x 10~
Obrazek 22: Se¢na vnoifené hysterezni smycky
d) absorbovan energie W [MJ/m?] a u¢innost jejiho absorbovani W, do 50% deformace

Absorbovana energie je reprezentovana plochou nad kiivkou naméfenych dat. Pro vypocet

jeji hodnoty plati vztah uvedeny v normé [62]:

=—["oxde (4.1)
10070
WV 0 4.2)
©oyxég,

o... napéti v tlaku [MPa]
0,... Napéti v tlaku na horni mezi stlaceni [MPa]
&,... horni mez stlaceni [MPa]
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4.1.2 Mechanické vlastnosti zjiSténé zkouskou v tlaku

V této sekci jsou uvedeny pruméry naméfenych hodnot vzorka (vizte Tabulka 9 -

Tabulka 17) vystavenych pisobeni piislusného média po piislusny pocet dni.

a) Lidska krevni plasma

Tabulka 9: Praimérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v plasmé po 10min pted zkouskou

Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,092 0,013
stabilni hladina napéti o, [MPa] - 0,01005 0,00050
absorbovana energie pii 50% W [MJI/m°] 0,00466 0,00027
ucinnost absorbovani energie We  [%] 61,57 2,35
Tabulka 10: Primérné hodnoty veli¢in vzorku hydratovanych v plasmé po 7 dni
Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,059 0,015
stabilni hladina napé&ti oy [MPa] - 0,00903 0,00094
absorbovana energie pii 50% W [MJI/m°] 0,0045 0,0004
ucinnost absorbovani energie We  [%] 48,27 3,43
Tabulka 11: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v plasmé po 14 dni
Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,060 0,023
stabilni hladina napéti oy [MPa] - 0,0079 0,0015
absorbovana energie pii 50% W [MJI/m°] 0,00383 0,00069
ucinnost absorbovani energie We  [%] 55,08 3,25

b) SBF
Tabulka 12: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v SBF po 10min pfed zkouskou
Veli¢ina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka

elasticky gradient E [MPa] 0,087 0,022
stabilni hladina napéti o, [MPa] -0,0101 0,0010
absorbovana energie pii 50% W [MI/m°] 0,0047 0,0046
ucinnost absorbovani energie We [%] 61,65 410
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Tabulka 13: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v SBF po 7 dni

Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,064 0,016
stabilni hladina napé&ti oy [MPa] -0,0101 0,0020
absorbovana energie pii 50% W [MJ/m°] 0,0053 0,0012
ucinnost absorbovani energie We  [%] 44,76 2,50
Tabulka 14: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v SBF po 14 dni
Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] X X
stabilni hladina napé&ti oy [MPa] X X
absorbovana energie pii 50% W [MJI/m°] X X
ucinnost absorbovani energie We  [%] X X

c) PBS
Tabulka 15: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v PBS po 10min pted zkouskou
Velic¢ina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,086 0,015
stabilni hladina napéti o, [MPa] - 0,01004 0,00056
absorbovana energie pii 50% W [MI/m°] 0,00465 0,00027
ucinnost absorbovani energie We [%] 63,54 2,51
Tabulka 16: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v PBS po 7 dni
Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,017 0,011
stabilni hladina napéti o, [MPa] - 0,00256 0,00099
absorbovana energie pii 50% w [MJ/ m3] 0,00137 0,00043
ucinnost absorbovani energie We  [%] 53,47 10,01
Tabulka 17: Primérné hodnoty veli¢in vzorkt hydratovanych v PBS po 14 dni
Velicina Oznaceni Primérna | Smérodatna
hodnota odchylka
elasticky gradient E [MPa] 0,017 0,003
stabilni hladina napéti o, [MPa] - 0,00331 0,00029
absorbovand energie pii 50% W [MJI/m°] 0,001721 0,000089
ucinnost absorbovani energie We  [%] 52,23 3,17




4.1.3 Vysledné hodnoty hmotnostnich ubytku

Primérné hodnoty hmotnostniho ubytku jsou uvedeny nize (vizte Tabulka 18). Pro

grafické znazornéni spole¢né se zdliraznénim statisticky vyznamnych rozdili vizte Obrazek
26

Tabulka 18: Pramérné hodnoty hmotnostnich tibytki pro pfislusné roztoky

casovy roztok hmotnostni ubytek SD
interval [%]

plasma -80,32 13,39
7 SBF -5,29 5,80
PBS 48,28 24,92
plasma -80,2 16,71
14 SBF -4,87 7,27
PBS 17,89 15,85

4.2 Statisticka vyhodnoceni ziskanych dat

Podle kapitoly 3.5 Statistické zpracovani bylo provedeno statistické vyhodnoceni
naméfenych dat. Vysledné hodnoty mechanickych vlastnosti (vizte Obrazek 23 a Obrazek 24)
i hodnoty hmotnostniho ubytku (vizte Obrazek 25 a Obrazek 26) byly zaneseny do grafii

nize. Podrobny postup statistického hodnoceni je umistén do kapitoly 8 Ptiloha.
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4.2.1 Vyhodnoceni mechanickych vlastnosti zjiSténych zkouskou v tlaku
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Obrazek 23: Grafické srovnani vypoétenych hodnost v rimci jednoho roztoku: a) elasticky gradient,

b) hladina stabilniho napé&ti gy, c) absorbovana energie W, d) i¢innost absorbované energie
We;* oznacuje statisticky vyznamny rozdil (Mann-Whitney, 0,01666; LSD, 0,05)
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Obrazek 24: Grafické srovnani vypoctenych hodnost mezi roztoky: a) elasticky gradient, b) hladina

stabilniho napéti gy, c) absorbovana energie W, d) u€innost absorbované energie We; *
oznacuje statisticky vyznamny rozdil (Mann-Whitney, 0,01666; LSD, 0,05)
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4.2.2 Vyhodnoceni hmotnostniho ubytku
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Obrazek 25: Hmotnostni ubytek: srovnani statistické vyznamnosti rozdild pro jeden roztok v ¢ase
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Obrazek 26: Hmotnostni Ubytek: srovnani statistické vyznamnosti rozdilti mezi roztoky navzajem
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5. Diskuse

Cilem diplomové prace bylo porovnani degrada¢nich médii simulujicich télni
prostiedi a posoudit, zda jejich efekt na vlastnosti kolagennich nosict je podobny, ¢i nikoli.
Vyvoj materialovych parametri byl hodnocen v ramci jednoho roztoku (vizte Obrazek 23)
i mezi roztoky navzajem (vizte Obrazek 24). Elasticky gradient, ktery zatupuje modul
pruznosti, zaznamenal u vSech roztoki vyznamny pokles jiz v prvnim ¢asovém intervalu.
Tento pokles se v piipadé plasmy a PBS po uplynuti druhého degradac¢niho intervalu dale
neprohloubil. Stabilni hladina napéti, zastupujici pevnost materialu, zaznamenala zménu
predevsim v piipadé PBS, u kterého po sedmi dnech nastal vyznamny pokles. Zména u SBF a
plasmy nebyla po sedmi dnech statisticky vyznamna. U SBF vSak po ¢trnacti dnech doslo k
celkové degradaci vSech naloZenych vzorkl. Vyznamnd zména mezi sedmym a Ctrnactym
dnem nastala v roztoku plasmy pro absorbovanou energii a u¢innost absorbované energie.
Z porovnani u¢inkd kratkodobé hydratace mezi roztoky (vizte Obrazek 24), neni na vzorcich
patrny zadny vyznamny rozdil. Ten pfichazi az sedmy den, a to predevsim v piipadé roztoku
PBS, ve kterém vzorky, oproti ostatnim roztoklim, zaznamenaly vyznamny pokles v
elastickém gradientu, hlading stabilniho napéti a absorbované energii. Plasma a SBF byly po
prvnim degrada¢nim intervalu bez rozdilu, ovSem 14. den byly vzorky v SBF natolik

degradovany, Ze nebylo mozné je vyhodnotit (vizte Obrazek 27).

a)

Obrazek 27: a) vzorky degradované 14 dni v krevni plasmé, b) vzorky degradované 14 dni v SBF

Druha cast experimentu byla zaméfena na posouzeni hmotnostniho ubytku (vizte
Obrazek 25 a Obrazek 26). V roztoku krevni plasmy doslo jiz pfi sedmém dnu k nartstu
hmotnosti vzorku o 80,32 %. Nartst hmotnosti nastal i v pfipadé roztoku SBF (5,29 %).
Pouze v ptipad¢ PBS doslo ke kladnému hmotnostnimu tbytku, tedy ke ztraté hmotnosti o
48,28 % po sedmi dnech a 0 17,89 % po ¢étrnacti dnech. Zaznam svédci o tom, Ze mezi
sedmym a ¢trnactym dnem v roztoku PBS jiz nedochdzelo k dalsi ztrat¢ hmotnosti, ale

naopak k vyznamnému hmotnostnimu narastu.
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Zajimavé je porovnani vyvoje mechanickych vlastnosti s daty hmotnostniho ubytku.
U vzorku z PBS, které zaznamenaly vyrazny pokles hmotnosti, doslo i k vyznamnému
poklesu jejich mechanickych vlastnosti, a to ptredevsim elastického gradientu, stabilni hladiny
napéti a absorbované energie. Uginnost absorbované energie byla v piipadé PBS po sedmém
dni degradace oproti plasmé bez rozdilu a oproti SBF dosahovala vyssi hodnoty. U PBS déle
doslo mezi sedmym a ¢trndctym dnem k nartstu hmotnosti. Tento nartst vsak jiz nemél v
daném intervalu vyznamny vliv na zddnou z uvazovanych mechanickych vlastnosti.
Hmotnostni narast si lze v piipadé PBS vylozit pfitomnosti procesu precipitace soli z roztoku.
V piipadé plasmy pak na nosi¢i nejspiSe doslo k usazovani bilkovin v ni obsaZenych.

Vzorky, degradované krevni plasmou, dosahovaly vyrazngjsiho hmotnostniho
prirtstku, nez vzorky degradované SBF. Sedmy den degradace vsak nebyl mezi plasmou
a SBF statisticky vyznamny rozdil v zadné z uvazovanych mechanickych vlastnosti. Jak jiz
bylo zminéno, ¢trnacty den podlehly vzorky v SBF totalni degradaci, a tedy nebylo mozné
vyhodnotit jejich vlastnosti mechanické vlastnosti. Byly vSak zachovany zvlast’ degradované
vzorky pro vyhodnoceni hmotnostniho Gbytku pro interval ¢trnacti dni. U téchto vzorki vSak
nebyl shledan vyznamny rozdil hmotnostniho ibytku mezi sedmym a ¢trnactym dnem.

Lze tedy fici, Ze pokles hmotnosti vzorku ma vice negativni vliv na vyvoj zminénych
mechanickych vlastnosti, nez hmotnostni nariist. Na zadkladé hmotnostniho ubytku vSak nelze
predpokladat nartist, nebo pokles, vsech mechanickych vlastnosti soudasné. Uéinnost
absorbované energie u PBS sedmy den narostla 1 piesto, ze ostatni vlastnosti zaznamenaly
vyrazny pokles. Rozdilnost v u€incich jednotlivych simulacnich roztoki by méla byt v
degradacnich studiich zohlednéna. Na zéklad€ provedenych experimentl nelze pro tyto studie
doporucit zadné vybrané¢ médium. Pro toto doporuceni by bylo potieba provést experiment v
podminkach in vivo a teprve na zaklad¢ jeho vysledkii vybrat médium, které nejlépe

reprezentuje skutecné podminky télniho prostiedi.
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6. Zavér

V avodnich kapitolach této prace byla provedena reSerSe poznatkit v oblasti
inzenyrstvi kostni tkan¢ se zaméfenim na polymerni nosi¢e. Vzhledem k nutnym in vitro
experimentim, které oveiuji pozadované vlastnosti nosicii, zahrnovala reserSe i uvod do
zpusobu simulace t€lniho systému pomoci simulovanych télnich tekutin. Z pouzité literatury
nebylo jasné, nakolik volba roztoku miize ovlivnit zjiSténé mechanické vlastnosti nosicu, tedy
zda maji roztoky odlisny vliv na jejich degradaci. K tomuto ucelu byl navrzen experiment
zaméieny na porovnani u¢inka vybranych degradacnich medii (krevni plazma, SBF, PBS).
Roztok SBF ma stejnou iontovou koncentraci jako lidskd krevni plasma. PBS ma téz
iontovou koncentraci blizici se plasm¢, avSak nékteré ionty neobsahuje. Vysledné hodnoty
zjisténé provedenym experimentem poukazuji na poznatek, ze i ptes podobné slozeni maji
tyto roztoky rozdilny vliv na degradaci kolagennich nosici. V ptipadé vzorku degradovanych
roztokem PBS byl pozorovan vyznamny pokles v ¢ase u vSech veli¢in krom¢ G¢innosti
absorbované energie. V porovnani s ostatnimi pouzitymi roztoky, PBS vykazal vyssi
degrada¢ni schopnost. Porovnani vzorku degradovanych roztokem plasmy a SBF odhalilo
potencialné vyznamnou odlisnost v mechanickych vlastnostech. Po 14 dnech doslo v ptipadé
SBF k totalnimu rozpusténi nosi¢t. Z porovnani G¢inkt krevni plasmy a SBF vyplyva, Ze obé
média maji na sledované vlastnosti kolagenovych materidlti rozdilny vliv. Odlisnost se
projevila i v piipadé hmotnostniho tbytku. U krevni plasmy a SBF doslo k naristu
hmotnosti, oproti tomu vzorky degradované roztokem PBS zaznamenaly hmotnostni pokles.
Mirny hmotnostni narust nastal u PBS az mezi sedmym a ¢trnactym dnem. Tato udalost
svéd¢i o pritomnosti podobného procesu, ktery navysil hmotnost vzorku v SBF a krevni
plasmé, ovSem v omezeném rozsahu. Experiment tedy jednozna¢né ukazal, ze dostupné

roztoky simulujici télni prostiedi maji odliSny vliv na degradaci kolagennich nosicul.
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8. Priloha

8.1 Vyhodnoceni mechanickych vlastnosti zjisténych zkouskou v tlaku
Plasma

Data naméiena pro roztok krevni plasmy byla pfevazné z normalniho rozdéleni (vizte
Tabulka 19). Data elastického gradientu a hladiny stabilniho napéti nesplnila podminku shody
rozptylil (vizte Tabulka 20) a tedy pro jejich vyhodnoceni byla vyuzita neparametrickd Mann-
Whitney W analyza s Bonferroniho korekei® (vizte Tabulka 21).

Tabulka 19: Vyhodnoceni normality pro roztok plasmy dle Shapiro-Wilk testu (0,05) nelze zamitnout;
A= normalni rozdéleni, N= jiné rozdéleni

interval E sigma PL wW We
0 A A A N
7 A A A A
14 A A A A

Tabulka 20: Vyhodnoceni shody rozptyl pro roztok plasmy dle Levenova testu (0,05) ; A= rozptyl neni
statistiky vyznamny, N= rozptyl je statisticky vyznamny

interval

E

sigma PL

W

We

0-7-14

N

N

A

A

Tabulka 21: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti podil pro dané intervaly pomoci Mann-Whitneovy W s
korekci (0,01666) a Fischerovy LSD (*) analyzy (0,05) pro roztok krevni plazmy; A= statisticky

vyznamny rozdil, N= statisticky nevyznamny rozdil

intervaly 0-7 0-14 7-14
E A A N
sigma_PL N A N
W N* A* A*
We A A A

® Bonferroniho korekce byla diskutovéana v kapitole Statistické zpracovéni.
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SBF
Vsechna data naméfena pro SBF byla z normalniho rozdéleni (vizte Tabulka 22) a

splnila podminku shody rozptylt (vizte Tabulka 23). Pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti
rozdila tak byla pouzita Fischerova LSD metoda (vizte Tabulka 24).

Tabulka 22: Vyhodnoceni normality pro SBF dle Shapiro-Wilk testu (0,05)

interval E sigma PL W We
0 A A A A
7 A A A A
14 X X X X

Tabulka 23: Vyhodnoceni shody rozptylu pro SBF dle Levenova testu (0,05) ; A= rozptyl neni statistiky

vyznamny
interval E sigma PL W We
0-7 A A A A

Tabulka 24: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdil pro dany interval
pomoci t testu (0,05); A= statisticky vyznamny rozdil, N= statisticky nevyznamny

rozdil
interval 0-7
E A
sigma_PL N
wW N
We A

PBS
Pro rozbor normality naméfenych dat pro roztok PBS vizte Tabulka 25. VSechny

vypoétené veli¢iny splnily podminku shody rozptyld (vizte Tabulka 26). Pro vyhodnoceni

statistické vyznamnosti rozdilt tak byla pouzita Fischerova LSD metoda (vizte Tabulka 27).

Tabulka 25: Vyhodnoceni normality pro PBS dle Shapiro-Wilk testu (0,05) ; A= normalni rozdéleni, N= jiné

rozdéleni
interval E sigma PL W We
0 A N N A
7 A N A A
14 A A A A
Tabulka 26: Vyhodnoceni shody rozptylii pro PBS dle Levenova testu (0,05); A= rozptyl neni statistiky
vyznamny
interval E sigma PL W We
0-7-14 A A A A
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Tabulka 27: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti podili pro dané intervaly pomoci Mann-Whitneyovy W
(0,01666) a Fischerovy LSD (*) analyzy (0,05) pro PBS;

intervaly 0-7 0-14 7-14
E A* A* N*
sigma_PL A A N
W A A N
We A* A* N*

Zaverecné srovnani veli¢in mezi pouzitymi roztoky je provedeno v tabulce nize a je

rozhodnuto, zda jsou rozdily statisticky vyznamné, ¢i nikoli (vizte Tabulka 20). Samotnému

porovnani piedchazi kontrola shody rozptylu (vizte Tabulka 28). Vzhledem k porovnavani

vicera paru byla Mann-Whitneyova metoda upravena Bonferroniho korekci.

Tabulka 28: Kontrola shody rozptyl; A= rozptyl neni statistiky vyznamny, N= rozptyl je statisticky vyznamny

interval
plasma - SBF - E sigma PL w We
PBS
0 A N A A
7 A A A A
14 N N N A

Tabulka 29: Srovnani vyznamnosti rozdilti mezi roztoky pomoci Mann-Whitneyovy W* (0,01666) a
Fischerovy LSD (0,05) analyzy; A= statisticky vyznamny rozdil, N= bez stat. vyznamného rozdilu

Perioda veli¢ina roztoky
plasma-SBF plasma-PBS SBF-PBS
E N N N
0 sigma PL N* N* N*
W N N N
We N N N
E N A A
7 sigma_PL N* A* A*
W N A A
We N N A
E X A* X
14 sigma_PL X A* X
W X A* X
We X N° X
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a) Srovnani vyvoje hmotnosti vzorku pro dany roztok
Jako v predesSlém vyhodnoceni, 1 zde je nejprve piekontrolovana podminka
normalnosti rozlozeni naméfenych dat (vizte Tabulka 30) a shoda rozptylu (vizte Tabulka
31). K vyhodnoceni vyvoje hmotnosti vzorku pro dany roztok bylo pouzito t testu a metody
Mann-Whitney W (porovna se pouze jeden par a tedy neni nutné pouzit korekci hladiny

spolehlivosti). Pro grafické znazornéni vyslednych hodnot vizte Obrazek 25.

Tabulka 30: Vyhodnoceni normality dle Shapiro-Wilk testu (0,05); A= normalni rozdéleni, N= jiné rozd&leni

interval 7 14
plasma A N
SBF A A
PBS A A

Tabulka 31: Vyhodnoceni shody rozptylt dle Lavenova testu (0,05); A=
rozptyl neni statistiky vyznamny

interval 7-14
plasma A
SBF A
PBS A

Tabulka 32: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdili pomoci t testu (0,05);
pro roztok plasmy bylo pouZito neparametrické Mann-Whitney W (0,05)
metody (*);A= statisticky vyznamny rozdil, N= statisticky nevyznamny rozdil

interval 7-14
plasma N*
SBF N
PBS A

b) Srovnani rozdilad hmotnostnich ubytka mezi roztoky
Po kontrolu rozptylti mezi roztoky pro pfislusny ¢asovy interval (vizte Tabulka 33).
Pro vyhodnoceni rozdili hmotnostnich Ubytkli mezi roztoky byla pouZita metoda Mann-
Whitney W s Bonferroniho korekci (vizte Tabulka 34). Pro grafické znazornéni vyslednych
hodnot vizte Obrazek 25.

Tabulka 33: Vyhodnoceni shody rozptyl dle Levenova testu (p> 0,05); A= shodné rozptyly

interval 7 14

plasma - SBF - PBS A A

Tabulka 34: Srovnani vyznamnosti rozdil hmotnostnich tibytkd mezi roztoky pomoci Mann-Whitneyovy W
(*) a Fischerovy LSD analyzy (0,05); A= statisticky vyznamny rozdil

interval veli¢ina roztoky
plasma-SBF plasma-PBS SBF-PBS
7 m A A A
14 m A* A* A*
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Tabulka 35: Kompletni ziznam naméienych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degradaénimu procesu krevni plasmy po 10 min p¥ed zatéZovou

zkouskou
vgcl)?'llgu priumér I | primér II | primér I11 o prufez | vySkal | vySkaIl | vySka III o E Gyl W We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] [MPa] | [MJ/m?] [96]
1 10,218 9,826 10,321 10,122 80,463 13,928 14,196 14,087 14,070 X -0,010 X X
2 9,959 9,863 10,058 9,960 77,913 14,545 14,575 14,635 14,585 0,089 -0,010 0,005 63,015
3 10,146 9,816 10,373 10,112 80,304 14,561 14,184 14,375 14,373 0,097 -0,010 0,005 62,131
4 9,870 9,933 10,183 9,995 78,467 14,857 14,752 14,887 14,832 0,082 -0,010 0,004 60,662
5 11,235 10,775 10,890 10,967 94,458 14,586 14,551 14,811 14,649 0,067 -0,009 0,004 57,419
6 10,175 9,788 10,246 10,070 79,638 14,169 14,240 13,949 14,119 0,104  -0,010 0,005 62,917
7 10,080 10,250 10,440 10,257 82,623 14,515 14,481 14,461 14,486 0,096 -0,010 0,005 63,566
8 10,194 9,919 10,187 10,100 80,118 14,177 14,425 14,619 14,407 0,088 -0,010 0,005 62,577
9 9,992 9,609 10,146 9,916 77,221 14,069 14,271 14,257 14,199 0,113 -0,011 0,005 63,762
10 11,583 10,990 11,390 11,321 100,661 14,368 14,287 14,388 14,348 0,089 -0,010 0,005 58,087
Primér 0,092 -0,01005 0,00466 61,571
SD 0,013 0,00050 0,00027 2,351
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Tabulka 36: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degrada¢nimu procesu SBF po 10 min pfed zatéZovou zkouskou

vgcﬁ‘llgu primér I | pramér II | primér 111 o prifez | vySkal | vySkaIl | vySka III o E Gyl W We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] | [MPa] | [MJ/m?] [96]

1 11,037 10,943 11,241 11,074 96,310 14,842 14,536 14,507 14,628 0,062 -0,009 0,004 56,680

2 10,393 9,986 10,480 10,286 83,102 14,666 14,672 14,664 14,667 0,062 -0,009 0,004 60,384

3 11,221 10,432 10,546 10,733 90,476 14,395 14,778 15,140 14,771 0,047 -0,008 0,004 56,026

4 10,075 9,564 10,227 9,955 77,840 14,538 14,409 14,474 14,474 0,096 -0,011 0,005 63,848

5 9,964 9,932 10,252 10,049 79,317 14,155 14,006 14,186 14,116 0,110 -0,011 0,005 67,024

6 11,306 11,055 11,092 11,151 97,660 14,737 14,386 14,132 14,418 0,078 -0,010 0,005 55,605

7 10,291 10,014 10,069 10,125 80,510 14,105 14,273 14,169 14,182 0,090 -0,010 0,005 66,216

8 10,301 10,080 10,257 10,213 81,916 14,837 14,388 14,358 14,528 0,114 -0,011 0,005 65,925

9 9,962 9,666 10,097 9,908 77,107 13,977 14,239 14,188 14,135 0,109 -0,011 0,005 62,455

10 10,114 9,873 10,294 10,094 80,018 14,219 14,305 14,394 14,306 0,105 -0,011 0,005 62,348

pramér 0,087 -0,0101 0,0047 61,651
SD 0,022  0,0010 0,00046 4,10

63




Tabulka 37: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degrada¢nimu procesu PBS po 10 min pfed zatéZovou zkouskou

vgcﬁ‘llgu primér I | primér I1 | pramér 111 o prifez | vySkal | vySkaIl | vySka III (4] E Gyl W We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] | [MPa] | [MJ/m?] [96]

1 10,251 9,999 10,044 10,098 80,087 14,614 14,627 14,518 14,586 0,096 -0,010 0,005 62,602

2 10,058 9,831 9,700 9,863 76,403 14,006 13,876 13,904 13,929 0,090 -0,011 0,005 64,464

3 11,230 10,686 11,322 11,079 96,409 14,031 14,040 14,197 14,089 0,071 -0,009 0,004 62,812

4 9,970 9,587 9,994 9,850 76,206 13,533 13,669 13,487 13,563 0,064 -0,009 0,004 61,391

5 10,987 10,646 11,060 10,898 93,273 14,423 14,447 14,501 14,457 0,096 -0,010 0,005 63,243

6 9,914 9,785 9,848 9,849 76,186 13,914 13,745 13,821 13,827 0,067 -0,009 0,004 58,731

7 10,028 9,890 9,959 9,959 77,897 13,672 13,773 14,006 13,817 0,106 -0,011 0,005 66,357

8 11,011 10,930 11,213 11,051 95,922 14,624 14,750 14,504 14,626 0,072 -0,010 0,004 62,841

9 10,082 9,872 10,358 10,104 80,182 14,357 14,322 14,324 14,334 0,098 -0,010 0,005 65974

10 10,146 9,835 10,196 10,059 79,469 14,519 14,547 14,349 14,472 0,097 -0,011 0,005 67,029

pramér 0,086 -0,01004 0,00465 63,544
SD 0,015 0,00056 0,00027 2,51
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Tabulka 38: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degradaénimu procesu krevni plasmy po 7 dni pi‘ed zatéZovou zkouskou

90 | pramer 1| pramér I |primer 1| © | priez | viskal | viskall | vskalll | © E o w We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mmz] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] [MPa] [MJ/m3] [96]

1 11,009 10,795 10,405 10,736 90,532 13,544 13,352 13,405 13,434 X -0,012 X X
2 10,809 11,367 11,534 11,237 99,166 14,029 14,080 14,155 14,088 0,039 -0,008 0,004 46,574
3 10,662 10,902 10,862 10,809 91,756 13,808 13,733 13,686 13,742 0,061 -0,009 0,004 49,707
4 10,010 9,805 9,887 9,901 76,987 14,275 14,305 14,162 14,247 0,061 -0,009 0,004 49,707
5 10,164 10,100 9,627 9,964 77,970 13,882 13,985 13,739 13,869 0,088 -0,011 0,005 54,512
6 11,013 10,725 11,109 10,949 94,154 13,743 13,784 13,878 13,802 0,041 -0,008 0,004 42,443
7 10,179 9,881 9,965 10,008 78,671 13,847 13,910 13,848 13,868 0,068 -0,009 0,005 48,207
8 9,915 9,753 9,630 9,766 74,907 13,439 13,625 14,293 13,786 0,048 -0,008 0,004 48,982
9 10,082 9,420 9,787 9,763 74,861 13,815 13,769 13,991 13,858 0,069 -0,010 0,005 44,805
10 9,996 9,621 9,967 9,861 76,377 13,987 13,972 13,970 13,976 0,061 -0,009 0,005 49,552
priamér 0,060 -0,00903 0,00453 48,277
SD 0,015 0,00094 0,00041 3,43
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Tabulka 39: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degradaénimu procesu SBF po 7 dni pied zatéZovou zkouskou

vgcﬁ‘llgu primér I | primér I1 | pramér 111 o prifez | vySkal | vySkaIl | vySka III (4] E Gyl W We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] | [MPa] | [MJ/m?] [96]

1 11,560 11,312 11,464 11,445 102,884 14,585 14,604 14,593 14,594 0,044 -0,008 0,004 45,805

2 9,876 9,925 10,114 9,972 78,095 14,137 14,522 14,239 14,299 0,098 -0,015 0,008 42,307

3 10,127 9,935 9,781 9,948 77,720 13,900 14,031 14,080 14,004 0,064 -0,009 0,005 46,901

4 10,210 9,886 9,994 10,030 79,012 14,464 14,192 14,424 14,360 0,059 -0,009 0,005 47,476

5 10,879 10,628 10,612 10,706 90,027 14,113 13,822 14,012 13,982 0,065 -0,010 0,005 44,839

6 10,068 9,606 9,722 9,799 75,409 14,040 13,846 13,962 13,949 0,073 -0,011 0,006 42,788

7 10,154 9,912 9,914 9,993 78,435 14,361 14,395 14,398 14,385 0,069 -0,012 0,006 40,336

8 9,929 9,727 10,066 9,907 77,091 13,808 13,409 13,491 13,569 0,043 -0,008 0,004 45,310

9 9,802 9,863 10,070 9,912 77,158 14,268 14,148 14,255 14,224 0,069 -0,011 0,006 43,622

10 10,094 9,860 9,942 9,965 77,996 13,824 13,894 14,162 13,960 0,059 -0,009 0,004 48,264

pramér 0,064 -0,01006 0,0053 44,765
SD 0,015 0,00205 0,0012 2,50
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Tabulka 40: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degradaénimu procesu PBS po 7 dni pied zatéZovou zkouskou; z divodu pokrocilé
degradace bylo mozZné pracovat pouze se tiremi vzorky

vgcl)?’llgu prumér I | priamér II | primér 111 o prifez | vySkal | vySkall | vySka III o E Gyl w We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] | [MPa] | [MJ/m?] [%0]
1 9,675 9,457 10,05 9,727333 74,31517 14,136 13,35 13,751 13,74567 | 0,029 -0,004 0,002 56,754
2 9,951 9,54 9,826 9,772333 75,00435 12,337 12,065 12,983 12,46167 | 0,009 -0,002 0,001 61,436
3 9,682 8,959 8,534 9,058333 64,44459 12,24 11,765 12,304 12,103 0,013 -0,002 0,001 42,238
4
5
6
7
8
9
10
prameér 0,017 -0,00256 0,00137 53,476
SD 0,011  0,00099 0,00043 10,0098

67




Tabulka 41: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kazdy vzorek vystaveny degrada¢nimu procesu krevni plasmy po 14 dni pi‘ed zatéZovou zkouskou

vgcﬁ‘llgu priumér I | primér II | primér III 1% prifez | vySkal | vySkall | vySka III o E Gyl w We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] | [MPa] | [MJ/m?] [%0]

1 10,615 10,443 10,994 10,684 89,65152 14,143 13,868 13,833 13,948 0,031 -0,006 0,003 50,784

2 9,899 9,613 9,996 9,836  75,98483 13,782 13,654 13,658 13,698 0,051 -0,008 0,004 53,463

3 10,79 10,62 10,972 10,794 91,50708 13,24 13,22 13,206 13,222 0,085 -0,010 0,005 53,192

4 10,105 9,515 9,918 9,846  76,13942 14,457 13,93 13,716 14,03433 | 0,061 -0,008 0,004 55,961

5 10,241 9,814 10,055 10,03667 79,11683 13,747 13,51 13,577 13,61133 | 0,080 -0,008 0,004 56,210

6 9,812 9,714 9,826 9,784  75,18354 13,539 13,413 13,495 13,48233 | 0,044 -0,007 0,003 54,027

7 9,773 9,573 9,764 9,703333 73,94891 14,093 13,986 14,091 14,05667 | 0,088 -0,010 0,005 59,639

8 9,878 9,288 10,028 9,731333 74,3763 14,176 14,046 14,033 14,085 0,032 -0,006 0,003 52,243

9 9,862 9,579 9,818 9,753  74,70787 13,916 14,025 14,023 13,988 0,089 -0,009 0,004 61,208

10 10,056 9,938 9,597 9,863667 76,4129 13,874 14,31 13,758 13,98067 | 0,042 -0,006 0,003 54,021

primér 0,0604 -0,0079 0,00383 55,075
SD 0,023 0,0015 0,00070 3,25
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Tabulka 42: Kompletni zaznam naméfenych i vyhodnocenych dat pro kaZzdy vzorek vystaveny degrada¢nimu procesu PBS po 14 dni pied zatéZovou zkouskou; z divodu pokro¢ilé
degradace bylo moZné pracovat pouze s péti vzorky

Cislo

vzorku primér I | primér II | pramér 111 o prifez | vySkal | vySkaIl | vySka III (%] E Gyl w We
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm] [MPa] | [MPa] | [MJ/m?] [%0]
1 9,87 9,33 9,032 9,410667 69,55537 12,654 12,832 12,372 12,61933 | 0,015 -0,003 0,002 49,317
2 10,031 9,547 9,594 9,724  74,26425 13,584 13,483 13,626 13,56433 | 0,023 -0,004 0,002 57,101
3 10,147 9,146 8,743 9,345333 68,59295 13,354 13,259 13,41 13,341 0,014 -0,003 0,002 50,778
4 9,879 9,124 8,701 9,234667 66,97802 13,875 14,48 13,969 14,108 0,017 -0,003 0,002 50,266
5 9,835 9,563 8,863 9,420333 69,69834 13,635 13,182 13,3 13,37233 | 0,016 -0,003 0,002 53,667
6
7
8
9
10
primér 0,017 -0,00331 0,001721 52,226
SD 0,003 0,00029 0,000089 3,17
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Tabulka 43: Data hmotnostniho tibytku ziskana po 14 dnech v ptislusném

roztoku

Cislo hmotnost/g hmotnost/g | hmotnostni ubytek
vzorku pied po [%]
1 0,025 0,053 -117,707
2 0,026 0,047 -76,021
3 0,032 0,057 -79,918
4 0,027 0,047 -76,617
5 0,027 0,046 -69,573
6 0,025 0,047 -85,641
7 0,034 0,059 -72,065
8 0,034 0,056 -62,602
9 0,025 0,029 -13,998
10 0,027 0,029 -3,939
11 0,028 0,027 1,977
12 0,025 0,023 4,360
13 0,023 0,026 -13,514
14 0,027 0,030 -11,033
15 0,021 0,022 -4,332
16 0,027 0,026 1,531
17 0,030 0,027 12,120
18 0,026 0,016 38,273
19 0,025 0,024 6,449
20 0,027 0,027 3,245
21 0,032 0,018 44,323
22 0,027 0,021 21,925
23 0,027 0,023 14,232
24 0,026 0,025 2,550

krevni plasma

Tabulka 44: Data hmotnostniho Gbytku ziskana po 7 dnech v ptislusném

roztoku

Cislo hmotnost/g | hmotnost/g | hmotnostni ubytek
vzorku pred po [%0]
25 0,017 0,035 -105,959
26 0,031 0,052 -67,619
27 0,023 0,040 -77,466
28 0,029 0,051 -77,438
29 0,026 0,044 -69,918
30 0,032 0,053 -67,378
31 0,017 0,033 -91,123
32 0,026 0,049 -85,644
33 0,033 0,033 0,789
34 0,025 0,027 -10,185
35 0,027 0,026 2,703
36 0,024 0,027 -9,403
37 0,017 0,019 -13,585
38 0,031 0,031 -0,551
39 0,027 0,029 -6,846
40 0,029 0,031 -5,207
41 0,023 0,022 6,147
42 0,026 0,008 68,093
43 0,025 0,013 48,814
44 0,027 0,008 69,948
45 0,024 0,012 50,147
46 0,027 0,015 45,777
47 0,029 0,006 77,805
48 0,032 0,026 19,507
M sBF PBS
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