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Abstrakt

Cilem prace bylo nalézt vhodnou metodu pro hodnoceni strukturdlnich zmén
scaffoldii vlivem piisobeni vnéj$i mechanické zatéze a ovefit platnost hypotéz, které
predpokladaji zménu smérovosti vlaken a také zuzovani vlaken v zavislosti na protazeni
scaffoldu. Predpoklady formulované ve tiech hypotézach byly provéfeny na scaffoldu

S povrchovou Upravou plazmovanim a na scaffoldu bez povrchové upravy plazmovanim.

Ke zkoumani strukturdlnich zmén bylo vyuzito sniméani povrchu scaffoldu pomoci
elektronového mikroskopu. Vzniklé snimky byly déle zpracovavany pomoci automatické

softwarové obrazové analyzy a ziskana data statisticky vyhodnocovana.

Vysledkem experimentu je popis pouzité metodiky, kterou Ize v budoucnu uplatnit
Kk rozsahlejsim studiim. Bylo zjisténo, Zze u zkoumanych scaffoldd vlivem vné&jsi
mechanické zatézi dochazi ke smérovani vlaken ve sméru tahu. Déle bylo zjisténo, ze

pramérna tloustka vlaken se neméni.

Vysledky prace davaji vhled do problematiky hodnoceni strukturdlnich zmén
scaffoldii vlivem piisobeni vnéj$i mechanické zatéZze a otviraji moznosti pro hlubsi a

cilené¢jsi zkoumani této problematiky.

Klic¢ova slova: scaffold, obrazova analyza, smérovost vldken, tloustka vlaken.



Abstract

The goal of this thesis was to find a suitable method for evaluating structural changes
of scaffolds as influenced by external mechanical pressure and to verify the validity of
hypothesis which assumes a change of directionality of fibers and also thinning of fibers
according to the stretching of a scaffold. Assumptions formulated in these three
hypothesis were tested on a scaffold with a plasma surface treatment and without any

plasma surface treatment.

To examine structural changes an electrone microscope was used to observe the
surface of scaffolds. Incurred photos were then processed with the help of automatic

software picture analysis and observed data were statisticly evaluated.

The result of this experiment is a description of used method which can be used in
future for larger studies. It was found that by the effect of external mechanical pressure
fibers of examinated scaffolds turn in the direction of the pull. It has also been found that

the average thickness of fibers didn't change.

Results of this work give insight into the evaluation of structural changes of scaffolds
when pressured by an external mechanical power and open possibilities for deeper and
more exact research in this field.

Key words: scaffold, picture analysis, fiber directionality, fiber thickness
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Seznam zKkratek

DNA - deoxyribonukleova kyselina

HAP - hydroxylapatit

PGA - polyglykolova kyselina

PLA - polymlécna kyselina

PLGA - kopolymery kyseliny DL-mlé¢né
PLLA - poly-L-mlé¢na kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

RTG - rentgen, rentgenové

SEM - rastrovaci elektronova mikroskopie

TCP - fosfore¢nan vapenaty



1 Uvod

Soucasné trendy v rekonstrukéni medicing se spiSe nez na totalni umelé nahrady tkané
zaméiuji na postupy vedouci k jeji regeneraci nebo nahradé tkdni uméle piipravenou.
Autologni rekonstrukce tkan¢, kdy darcem je sdm pacient, stejn¢ tak jako alogenni, kdy
je darcem jina osoba, jsou dnes béznymi technikami regenerativni mediciny. Ztidkakdy
je transplantovana tkan schopna zcela nahradit funkci tkané pivodni a zéaroven tato
rekonstrukce piinasi riziko komplikaci. Nejvétsim uskalim této regeneracni techniky je
limitované mnozstvi vhodnych autolognich tkani pro dany typ rekonstrukce. Casto nelze
poskozenou tkan zcela nahradit Stépem z jiné tkan€ pacienta a je nutné hledat feseni, ktera
by vedla co nejpiirozengjsi cestou k funkéni nahrad€. Tkanové inZenyrstvi jako smér
regenerativni mediciny se vyrazn€ rozvinulo na pocatku 90. let 20. stoleti. Je to
interdisciplinarni obor, ktery kombinuje inzenyrsky pfistup s poznatky véd 0 Zivoté za
ucelem vyvoje biologické nahrady, ktera by mohla obnovit, zajistit ¢i zlepSit funkci
poskozenych tkani ¢i organti. Dosazeni takového cile prostfednictvim tkanového
inzenyrstvi v sobé zahrnuje kombinaci zZivych bunék, v optimalnim ptipadé odebranych
od postizen¢ho pacienta, které by zajistily biologickou funkci, a podpiirného materialu,
vétSinou ve formé trojrozmérné matrice (scaffold). Tato matrice zajiStuje osidlujicim
bunkdm docasnou ¢i trvalou podporu pro migraci, rist a stimuly pro nasledné bunécné

pochody, naptiklad pro diferenciaci kmenovych bun¢k do buné€k zralé tkang.

Problematika ptipravy tkanovych néhrad se s rozvojem technickych moZnosti stava
velice aktudlni a vznika potieba garance vlastnosti pouzivanych materialii jak ze strany
vyrobceil, kteti ji vyuZiji pro monitoring svych vyrobnich procest, tak ze strany uzivateld,
tedy vyzkumnych a klinickych pracovist, pro které je diileZitd mimo jiné také informace

0 strukturdlnich zménach nosici vlivem vnéjsiho zatézovani.
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2 Teoreticka vychodiska

Nasledujici text piinasi informace o testovanych materidlech a pouzitych metodach a
slouzi k vybudovani kvalitniho teoretického zakladu pro navrh a zpracovani vlastni

experimentalni ¢innosti.

2.1 Tkanové nosice - scaffoldy

Doslovny pieklad slova ,,scaffold” z angli¢tiny zni ,,leSeni nebo ,,konstrukce®, ze
kterého je dobfe ziejma hlavni role scaffoldu, kterou je poskytnout trojrozmérnou kostru
pro umoznéni anebo usnadnéni efektivniho rustu aplikovanych bunék (Brahatheeswaran,
2011). Scaffoldy mohou mit tvar pfizptisobeny jejich aplikaci od jednoduchych membran
po slozité prostorové utvary. Aby mohl scaffold dobie plnit svoji funkci, mél by mit

nasledujici vlastnosti:

- Musi byt dostatecné porézni, aby umoznoval dostatecnou vyzivu i okyslic¢eni bung¢k,

jejich riist a adekvatni odvod metabolitii (Brahatheeswaran, 2011).

- Mechanické vlastnosti aplikovaného scaffoldu by se mély shodovat ¢i co nejvice bliZit

nahrazované tkani (Brahatheeswaran, 2011).

- Musi byt biokompatibilni, aby nedochazelo k imunitnim reakcim ptijemce, a pro télo

nesmi byt toxicky (Brahatheeswaran, 2011).

Scaffoldy lze délit do skupin podle fady hledisek. Nej€astéji vyuzivana hlediska jsou
podle pouzitych materialli (biologicky vs. umély) a podle technologie vyroby (pfedevSim

Vv piipad¢ syntetickych materiald).

2.1.1 Vyroba scaffoldii

Metod pro vyrobu scaffoldi je velké mnozstvi. Kazdd metoda ma své vyhody
a nevyhody. Piehled zakladnich metod vyroby a jejich popis nasleduje:
1. Solvent casting

Pti této vyrob€ dochéazi ke smichani polymeru s roztokem soli. Tento roztok je
umistén do formy, kterd obsahuje porogen. Po vypateni vody ziistava polymerni struktura

s krystaly soli. Ta je dale az dva dny proplachovana vodou k odstranéni porogennich
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¢astic. Vysledna porozita scaffoldu je ovlivnitelnd mnozstvim pfidané soli a velikost port

je ovlivnéna velikosti krystalti pouzité soli (Miko, 2000).

2. Gas foaming

Pti této vyrobé dochazi k vytvareni velkého tlaku na biodegradabilni polymery
nasycené plynem, napiiklad oxidem uhli¢itym nebo dusikem. Plyn v polymeru vytvaii
bubliny rtiznych velikosti v fadech stovek mikrometrii. Velkou nevyhodou této metody
je, ze vétSina bublin nemusi byt viibec propojena a povrch nemusi byt porézni. Vyhodou

je, ze se pii vyrob¢ nepouzivaji zadna rozpoustédla (Quirk, 2004).
3. Phase separation
Tato procedura charakteristicky zahrnuje pét kroku:
1. rozpusténi polymeru,
2. fazovou separaci a gelovaténi,
3. extrakci roztoku,
4. zmrazovani,
5. studené vysychani (Holzwarth, 2011)(Nguyen, 2013).

Polymer je rozpustén v roztoku. Za urcitych podminek se roztok stane
termodynamicky nestabilni a rozd¢€li se do dvou fazi - na ¢ast bohatou na polymer a na
&ast s nizkym obsahem polymeru. Cést s nizkym obsahem polymeru je odstranéna a &ast
S vysokym obsahem polymeru se neché ztvrdnout. Vysledné polymerni struktura zévisi
na pouzitém polymeru a rozpoustédle a na podminkach fazové separace jako je rychlost
a teplota krystalizace. Diky nizké vyrobni teploté je snadné zaclenéni bioaktivnich

molekul do struktury. Vyhodou této metody je relativni nenéro¢nost vyroby.

Velice podobnou metodou je ,,Freeze drying®, kde se zchladi dany roztok na teplotu,
pfi které dochdzi ke zmrazeni vSech Casti roztoku a vytvotfeni krystalické formy

rozpoustédla. Dale je smés vystavena tlaku, kterym je odstranéno rozpoustédlo (Liu,
2007).

4. Melt molding

Pfi této vyrob¢ se naplni forma smési praskového polymeru s porogennimi slozkami.

Cela tato smés je zahtata nad teplotu skelného pfechodu polymeru a je na ni aplikovan
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tlak. V pribéhu vyroby dojde ke spojeni surovin a vytvoreni scaffoldu se specifickym
tvarem dle formy. Po odstranéni formy dojde k uniknuti porogenni slozky a scaffold je
vysusen. Tento proces vyroby umoziuje kontrolovani vysledného tvaru. Nevyhodou je
vysoka teplota zpracovani, ktera znemoznuje schopnost vélenéni bioaktivnich molekul

do scaffoldu (Zhu, 2013).

5. Elektrospinning

Elektrostatické zvldknovani je metoda vyuzivajici elektrického néboje k vytvoteni
tenkych vldken az do tenkosti v fadech nanometri (Zhu, 2013). Rozmér v fadech
nanometru je velice podobny uspotadani ptirodni mimobunééné hmoty a proto vytvaii

idealni podminky pro pfilnuti bunék a jejich mnozeni (Yoshimoto, 2003).

Silné elektromagnetické pole, které plisobi na roztok polymeru, je vytvafeno mezi
zaporné nabitou elektrodou, na kterou je nanesen roztok, a kladn¢ nabitou elektrodou,
tzv. kolektorem. V disledku kolisani povrchového napéti roztoku vznikne plisobenim
elektrostatickych sil tzv. Tayloriv kuzel. Dale dojde k uvolnéni kapky roztoku, na kterou
jsou navazany dalsi kapky roztoku diky sile molekularnich vazeb, a tim vznika vlakno.
Pied dopadem vldkna na kolektor dochazi k odpafovani rozpoustédla a prodlouzeni

vldkna a tedy 1 k jeho zuzeni (Buzgo, 2010).

Tloustka vldken je ovlivnéna pouzitym polymerem. Pii pouziti polymeru s vétsi
molekularni hmotnosti je zhorSeno uvolnéni kapky a vznikaji tak vlakna vétSiho primeéru.
Dalsi moZnosti, jak ovlivnit tloustku vlakna, je velikost pouzitého elektromagnetického
pole, které je zavislé na vzdalenosti elektrod. Pii vétsi vzdalenosti elektrod je mensi
intenzita pole, del$i drdha letu a tedy vzniké tenci vlakno. Velice dilezitym faktorem jsou

i teplota a vlhkost vzduchu pfi vyrobg, které ovlivituji odpafovani rozpoustédla z roztoku.

2.1.2 Pouzivané materialy

Kritéria pro biomateridl v mediciné jsou zaloZena pfedevs§im na chemickém sloZeni
materialu, jeho molekularni hmotnosti, tvaru, struktufe, rozpustnosti, hydrofilit¢ nebo
hydrofobité, kluzkosti, povrchové energii, degradaci, eroznich mechanismech a dalSich
faktorech. Pro vyrobu scaffoldi jsou velmi ¢asto vyuzivany polymery. Scaffoldy
vytvotené z polymerd maji velky pomér povrchu k objemu, vysokou poérovitost s malou
velikosti port, jsou biodegradabilni a maji vhodné mechanické vlastnosti. Nabizeji rizné

vyhody jako biokompatibilitu, riiznost chemického slozeni a biologické vlastnosti vhodné
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pro tkanové inZenyrstvi. Scaffoldy mizeme rozdélit podle materidlu pouzitého pro

vyrobu:

1. Prirodni polymery

Jako prvni byly klinicky pouzity biodegradabilni materidly z ptirodnich polymera.
Diky svym bioaktivnim vlastnostem maji daleko lepsi interakci s butikami dané tkané.
Jejich mechanické vlastnosti jsou vSak hor$i nez u syntetickych polymert. Mezi tyto
materialy fadime proteiny (kolagen, hedvabi, fibrinogen, elastin, actin, myosin),
polysacharidy (celuldza, chitin, glyscosaminoglycan) a polynukleotidy (DNA, RNA)
(Brahatheeswaran, 2011).

2. Syntetické polymery

Velkou vyhodou syntetickych polymerid je moZznost ovliviiovani mechanickych
vlastnosti pfi vyrobé dle potieby aplikace. Vyrobni cena je ¢asto niZsi nez u pfirodnich
polymerd, mohou byt produkovany ve velkém mnozstvi a maji dlouhou trvanlivost.
Mohou byt vytvareny za konstantnich podminek, coz umoziuje vytvaret scaffoldy
s ptredvidatelnymi a reprodukovatelnymi mechanickymi vlastnostmi. Nejcast&jsi
materialy vyuzivané k vyrob¢ jsou PLA — Polylactide, PGA — Polyglycolide a PLGA —
Poly(lactide-oc-glycolide acid) (Brahatheeswaran, 2011).

3. Keramické, kovové, ¢i jinym materialem sycené polymery

Scaffoldy vytvofeny z téchto materialii jsou Casto pevnéjsi, ale kiehci. Jejich velkou
nevyhodou je horsi biokompatibilita. Casto jsou tvoteny z HAP — Hydroxyapatite nebo

TCP — tricalcium phosphate (Brahatheeswaran, 2011).

Povrchova Uprava plazmou se zejména pouziva ke zméné povrchovych vlastnosti
daného scaffoldu. K vytvoreni plazmy se pouziva plyn, nejcastéji kyslik nebo amoniak.
Tento plyn v podobé¢ plazmy je stiikan na dany scaffold v fadech sekund pro amoniak a
do 3 minut pro kyslik (Yoon, 2013).

2.1.3 Vlastnosti scaffoldua

1. Biokompatibilita

organismu, je biokompatibilita. Biokompatibilita daného scaffoldu je zavisla predevsim
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na materidlu, z kterého je vyroben. Je nutné, aby povrch scaffoldu vytvaiel vhodné
prostiedi pro uchyceni bunék a jejich nasledné déleni. V téle ptijemce by po implantaci
nem¢l vyvolat zadnou toxickou ¢i jinou vedlejsi nezadanou reakci. Imunitni odpoveéd’
organismu na implantovany scaffold by méla byt pfiméiend, aby nevyvolala velké
zanétlivé reakce, které by mohly vést az k odmitnuti implantatu télem pfijemce

(Brahatheeswaran, 2011).

2. Biodegradabilita

Tato vlastnost je dualezita u scaffoldl, které maji poskytnout pouze do¢asnou oporu
pro rust bun¢k. Chceme-li, aby doslo k uplné nahrad¢ tkan¢ novou, tak by scaffold nemél
byt implantatem trvalym, ale mél by byt biologicky odbouratelny. Predpokladem je, ze
scaffold poskytne docasnou kostru pro buiiky a podporu jejich mnozeni. Postupem ¢asu
by si buiiky mély vytvofit vlastni mezibunécnou hmotu. V tento moment vznika potieba,
aby scaffold zanikl, a m¢l by se zacit biologicky odbouravat. Pii rozkladu nesmi dochazet
ke vzniku toxickych latek, které by jakymkoli zpisobem poskodily télo piijemce

implantatu (Brahatheeswaran, 2011).

Degradace scaffoldu miize prob&éhnout prostiednictvim mechanismli zahrnujicich
fyzikdlni nebo chemické procesy nebo biologické procesy fizené enzymy
(Brahatheswaran, 2011). Existuji dva zakladni typy rozpadu: povrchovy a objemovy.
Odstranéni scaffoldu mize probehnout rozpusténim daného scaffoldu nebo jeho resorbci
(Middleton, 2000).

Objemova degradace znamena, ze dochazi k rozpadu scaffoldu zevniti. Rozrusuje se
jeho vnitini struktura a dochazi tak ke zmensovani molekularni hmotnosti (Woodruff,
2010).

Brahatheeswaran povrchovou degradaci popisuje jako rozpousténi mydla, kde

dochazi k ubytku scaffoldu z venku dovnitf. (Brahatheeswaran, 2011).

3. Mechanické vlastnosti

Potteba mechanickych vlastnosti je dana typem aplikace. V idealnim ptipadé by mél
mit scaffold stejné mechanické vlastnosti jako tkan ¢i anatomicky utvar, ktery nahrazuje.
Dulezité je, aby bez problémt zvladl implantaci, tudiz musi byt odolny vii¢i operativnimu
vloZeni. Na mechanickych vlastnostech scaffoldu mize také zaviset jeho stabilita. Idealné

by scaffold mél byt stabilni s neménnymi mechanickymi vlastnostmi do té doby, nez si
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buniky implantované tkané¢ zacnou vytvaret sami vlastni mezibunéénou hmotu

(Brahatheeswaran, 2011).

4. Struktura scaffoldu

Predpoklada se, ze hlavni roli v uspéchu hraje rovnovaha mezi mechanickymi
vlastnostmi scaffoldu a jeho porézni strukturou, ktera by umoznila dostate¢né podminky
pro rist bunék. Rada scaffoldii ma dobré mechanické vlastnosti ale nizkou porozitu.
Mnoho materiali, které se pti zkouskach in vitro jevily jako dobr¢, selhaly pfi implantaci
in vivo pravdépodobné v disledku nizké porozity. Tato nizkd porozita neumoziovala

dostatecné prorastani cév do tkané (O‘Brien, 2011).

Vhodnou strukturou scaffoldu je propojena poérovita struktura s vysokou porozitou.
Pravé tato struktura zajist'uje dostateCny pfisun zivin buitkdm, odvod odpadnich latek pfti
degradaci scaffoldu a také zajiSt'uje moznost adekvétniho cévniho zasobeni. Podle tkan¢,

pro kterou je scaffold urcen k aplikaci, se lisi optimalni velikost poru.

Optimalni velikost pora pro neovaskularizaci je 5 um, pro fibroblasty 5 — 15 pm, pro
hepatocyty 20 pm, pro kazi saveu 20— 125 pm, pro kost 200 — 300 um. Toto bylo
experimentalné prokazano ve studiich (Yang, 2001) (Salgado, 2004) (Brahatheeswaran,
2011).

2.1.4 Vliv plazmovani (siovani) na mechanické vlastnosti

scaffoldu

Dolci se snazil ve svém experimentu odhalit vliv Gpravy povrchu scaffoldu plazmou.
Pouzil scaffold PLLA a plazmovou tpravu 20 kV s frekvenci pulzu 1 kHz po dobu 20 s.
K pozorovani povrchu scaffoldu pouzil mikroskop Philips 515 a zvétseni 1000x a 8000x.
Na nédhodné vybranych mistech mél scaffold bez povrchové tpravy primér vlaken
820 + 200 nm a scaffold s povrchovou tpravou pomoci plazmy 730 + 200 nm. Nebyl
patrny zadny diikaz o zméné¢ struktury a praméru vlakna scaffoldu s povrchovou upravou
plazmou. Pfi testovani mechanickych vlastnosti v tahu nalezl zménu Youngova modulu
025-30% doli wuscaffoldi spovrchovou upravou pomoci plazmy oproti
neupravovanému scaffoldu. Na druhou stranu deformace ve zlomu byla proporcionalné

zvétSena u scaffoldt osetfenych plazmou v disledku ztraty tuhosti (Dolci, 2014).
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2.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie (angl. Scanning Electron Microscopy — SEM) je
metoda K zobrazeni struktury latek na urovni jednotek nanometrti a provadi se pomoci
specidlnich elektronovych mikroskopt. V nékterych mikroskopech je kromé
rekonstruovani obrazu sledované struktury mozné meéfit jeji fyzikalni vlastnosti a

provadeét prvkovou analyzu (Mao, 2006).

2.2.1 Vznik obrazu

Celé snimani probihd ve vakuu, které je v mikroskopu vytvofeno pomoci vakuové
pumpy. Elektrony emitované elektronovou tryskou jsou urychlovany smérem k vzorku
urychlovacim napétim. Svazek elektronti je zaostfovan elektromagnetickymi ¢ockami a
je zaméfen na povrch vzorku. Dopadd fadové do okruhu 1 nm. Paprsek elektrond je
vychylovan civkami ve dvou na sebe kolmych smérech, coz zajist'uje postupné posouvani
mista dopadu paprsku. Pifi dopadu elektronu na povrch vzorku dojde kemisi
sekundarnich elektront, zpétn¢ odrazenych elektronti, RTG zéfeni a jinych signali ze
vzorkt. Tyto sekundarni elektrony snima detektor zabudovany v mikroskopu. Data
z detektoru jsou zpracovavana a uchovavana pocitatem, ktery nasledné slozenim

informaci odrazu z jednotlivych paprsku vytvoii celkovy obraz (FEI, 2010).

2.2.2 Priprava vzorki

Vétsina vzorkli nepotiebuje pred vlozenim do elektronového mikroskopu zadnou
specialni ptipravu. Vzhledem k tomu, Ze snimani probiha ve vakuu, je potfeba, aby dany
vzorek ve vakuu vydrzel. Pokud vzorek obsahuje n&jakou t€kavou komponentu, jako je
treba voda, musi byt vysusSen nebo za urcitych okolnosti miize byt zmrazen. Nevodivé
vzorky musi byt pokryty vodivou vrstvou. Napftiklad iridium nebo zlato davaji dostatecny

potah a jsou snadno aplikovatelné.

Jakykoliv ptredmét, ktery se vklada do mikroskopu, musi byt vodivy, aby bylo mozné
jeho uzemnéni (FEI, 2010).
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2.2.3 Kontaminace vzorku

Za kontaminaci vzorku se oznacuje ptipad, kdy je povrch vzorku pokryt cizi latkou.
Nejcasteji k tomu dochazi molekulami uhliku, ktery vznika rozpadem uhlovodikl. Pti
zobrazovani se to Casto projevi jako ,,skenovaci Ctverce®, které jsou patrné pii zméné

priblizeni, kde je vidét vyraznéji Ctverec predchoziho mista pozorovani.

DalSim problémem je teoretické poSkozeni vzorku, které vznika energii, kterou

material pfijimé od paprsku elektroni. Mlize dojit k jeho zahtati a zmén¢ struktury.

2.3 ReSerse souvisejicich informacnich prament

V ramci prace se provedend reSers$ni ¢innost V zasad€ ubirala dvéma sméry hledani

praci:
1. 0 mechanickych vlastnostech scaffoldu,
2. studii o strukturdlnich zménach scaffolda.

K vyhledavani podkladi byly pouzity dostupné databaze PubMed, Scopus, Web of
Science a EI Compendex. S ohledem na pocet nalezenych studii nebylo vyhledavani

omezeno (rok publikovani, pocet autorii, impact factor apod.).

Nejcastéji pouzivanou metodou pro stanovovani mechanickych vlastnosti scaffolda
je dle dostupné literatury jednoosd tahova zkouSka a jednotlivi autofi se liSi pouze

Vv technickych detailech konkrétniho provedeni.

Napiiklad Lin pracoval se vzorky o rozmérech 4,0x0,5cm o tloustce
0,7 — 1,0 mm. Vzorek byl upevnén do Celisti a byl polozen na smirkovy papir drsnosti 80
prodlouzeni o frekvenci 0,1 Hz, kvili stabilizaci vzorku. Zkouska v tahu byla provedena
konstantnim natahovanim 0,1 %/s. Z linearni oblasti namétené kiivky byl pocitan modul

pevnosti (Lin, 2003).

V Ceské republice se zkouskou Vv tahu zabyvala J. Andérova ve své diplomové praci
Biomechanicka reflexe scaffoldu na mechanické zatéZovani. Délka testovaného vzorku
byla konstantni (10 cm), ale Sitka byla proménliva 1,0 — 2,5 cm. Okraje vzorku byly
podlepeny lepenkami. Rozmér mezi lepenkami byl konstantni, a to 7 cm. Uprostied

vzorku byl z obou stran vytvofen vrub o velikosti 1 mm, aby doslo k jeho pretrzeni
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uprostied. Pro méfeni tahové zkousky byl pouzit pfistroj Mikro-Tester na katedie
Anatomie a Biomechaniky FTVS UK. Natahovani probihalo rychlosti 1,5 mm/s se

vzorkovaci frekvenci 20 Hz (Andérova, 2014).

Pii reSersi nebyla nalezena prace, ktera by se zabyvala zménou struktury scaffoldu
v souvislosti s jeho mechanickym zatézovanim v realném case. Byly nalezeny studie, ve
kterych je elektronovy mikroskop vyuzit k porovnani struktur scaffoldi nebo ke zjisténi

spoluprace s biologickym materidlem.

Pavia a spol. vyuzivali elektronovy mikroskop k porovnani struktury scaffolda
S Jinymi vyrobnimi parametry. SEM zde byl vyuzit k pozorovani pti¢ného fezu scaffoldu

(Pavia a spol., 2012).
Shi a spol. vyuzili SEM k pritkazu propojeni bunék a scaffoldu (Shi a spol., 2007).

Madurantakam a spol. ve své praci vyuzili SEM na zkoumani povrchu scaffoldu a

ovéteni jeho zmény z diivodu mineralizace (Madurantakam a spol., 2009).
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3 Cil a hypotézy prace

Pravé souvislostmi mezi aplikovanym vnéjSim zatizenim a zménami struktury se
zabyva predkladana prace, ktera danou problematiku zkouma pro piipad syntetickych

polymernich nanovlakennych scaffoldi.

Cilem prace je nalézt vhodnou metodu pro hodnoceni strukturdlnich zmén scaffoldt
vlivem pusobeni vnéj$i mechanické zatéze a ovéfit existenci predpokladané souvislosti.
V ramci tohoto ukolu byla vypracovéna reSerSe souvisejicich studii a navrzeno a

provedeno vlastni experimentalni méteni.

Pro snaz$i a jednozna¢né komentovani dosazenych vysledkd byly s ohledem na
experimentalni moznosti Katedry anatomie a biomechaniky a spolupracujicich pracovist
vysloveny nésledujici hypotézy:

1. Hypotéza

Vlékna scaffoldd bez povrchové plazmatické upravy se budou orientovat do sméru
pusobiciho zatizeni.

2. Hypotéza

Vlékna scaffoldd s povrchovou plazmatickou upravou jsou vzajemné fixovana, coz
se projevi mensi orientaci vlaken do sméru ptsobiciho zatizeni nez u vlaken scaffoldd

bez povrchové plazmatické Upravy.

3. Hypotéza

Vléakna scaffoldd se budou ztencovat pii psobicim zatizeni.
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4 Experiment

4.1 Pristrojové vybaveni

Pro sniméni struktury scaffoldi byl vyuzit rastrovaci elektronovy mikroskop
Quanta 450 od firmy FEI, ktery vlastni Ustav struktury a mechaniky hornin AV CR,

V.V.i., zobrazeny na obrazku ¢. 1.

Obrazek €. 1: Rastrovaci elektronovy mikroskop Quanta 450

Vzorky byly snimany ve vysokém vakuu, fddové 10 Pa, pii urychlovacim napéti
10 kV, v pracovni vzdalenosti 20 — 45 mm. Byl pouzit rezim sekundarnich elektroni

snimanych na Everhart-Thornley detektoru.

Prvnim velkym tukolem bylo navrhnout a zkonstruovat zafizeni, které bude
kompatibilni s timto elektronovym mikroskopem a umoZzni nam testované scaffoldy

sledovat v natazeni uvniti mikroskopu.
Zatizeni muselo spliiovat ndsledujici pozadavky:
- konstrukce z vodivého materialu,
- Vvelikost pfistroje musi byt pfizpiisobena vnitinim prostorim mikroskopu,

- kompatibilni uchyceni ke stolku uvnitt mikroskopu,

21



- kvalitni uchyceni méteného scaffoldu,
- moznost uchyceny scaffold natahovat o pfesn¢ znamou vzdalenost,
- moznost manipulovat s uchycenym vzorkem, aby ho bylo mozné sledovat z vice uhli.

Ve spolupraci s Ing. Lopotem a Mgr. Hadrabou byl navrzen a sestrojen pfistroj, ktery

je vidét na obrazcich €. 2 a 3. Cely pfistroj je vyroben z oceli.

Obrazek €. 2: Vyrobeny pfistroj pro natahovani scaffoldti v elektronovém mikroskopu

Ptistroj se sklada z hlavniho nosného rdmu ve tvaru pismene U, ktery je vidét vpravo
na obrazku ¢. 2. Tento ram je zakoncen dvéma podstavci, které ve svém stfedu maji kolik
0 pruméru odpovidajicim priméru dér ve stolku elektronového mikroskopu. Rozpéti

téchto dvou kolikli odpovida rozpéti dér ve stolku.

Druhou ¢ast pfistroje tvofi dvoje klesté pro uchyceni vzorku a jejich vzajemné
spojeni. Na obrazku ¢. 3 uprostfed nosné¢ho rdmu je vidét Sroub, kterym jsou uchyceny
bliz§i klesté¢ k ramu, a tim jsou propojeny tyto dva celky. Tento Sroub také slouzi
k moznosti ménit polohu klesti vic¢i hlavnimu ramu. Na obrazku €. 2 jsou klesté ve

vodorovné pozici vici ramu, na obrazku ¢. 3 jsou 0 90 stupiii pootoceny. Mala dira na

22



obrazku €. 3 v hlavnim rdmu vedle Sroubu slouzi k aretaci vodorovné pozice klesti a

pozice klesti 0 90 stupiiti otocené vuci ramu.

Klesté se skladaji ze dvou Celisti, které jsou spojeny. Jedna cCelist je pevna a druha

pohybliva. Uchyceni vzorku mezi ¢elistmi je zajisténo dvéma Srouby po stranach celisti.

Kleste¢ jsou na jedné stran¢ spojeny ty¢i, po které mohou vzdalené;si kleste klouzat, a
na stran¢ druhé jsou spojeny ty¢i s metrickym zavitem se stoupanim na jednu otacku
0,5 mm. Tato ty¢ se zavitem je na konci opatfena koleCkem pro lepsi obsluznost. Miru
natazeni lze odecist dle poctu otoceni kolecka, pfipadné v klestich blize k rdmu je

zabudovan vrut, ktery vzdy cvakne pfi jedné plné otacce (viz obrazek ¢. 2).

Obrazek €. 3: Vyrobeny pfistroj pro natahovani scaffoldt v elektronovém mikroskopu
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4.2 Vyzkumny soubor

Pfedmétem experimentu byly nanovlaknité scaffoldy vyrobeny z kyseliny
polymlécné (oznaCovany PLA). Jednalo se konkrétné o dva druhy materialu s plosSnou
hustotou udavanou od vyrobce 16 g/cm?. Oba scaffoldy byly vyrabény stejnym postupem,
ale jeden z nich prosel na zavér povrchovou Gpravou plazmovanim po dobu 30 sekund
pii 75 W.

Zkoumané materialy byly dodany ve formatu A4 na nosné modré tkaning, foto
zkoumaného materialu je na obrazku ¢. 4. Material na tkanin€ byl ulozen v ochranné folii.
Pfi uchovavani materialu bylo potfeba zabranit kontaktu scaffoldu s tekutinou, aby
nedoslo k absorpci vlhkosti scaffoldem. Mohlo by dojit k poskozeni materialu naslednou

manipulaci ¢i transportem.

Obrazek €. 4: Zkoumany scaffold PLA 16g/cm? na nosné modré tkaniné
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4.3 Priprava pristroje

Pfed méfenim je nutné pfipravit piistroj pro jeho pouziti v rastrovacim elektronovém
mikroskopu. Jedna se pfedevs§im o jeho ocisténi od mechanickych necistot tak, aby nebyl
obraz rusen. Cisténi piistroje probihalo pomoci ultrazvuku v roztoku ethanolu. Po
vyc€isténi bylo potfeba maximaln¢ eliminovat moznost znecisténi pfistroje a bylo s nim i

se vzorky zachdzeno pouze v chirurgickych rukavicich.

4.4 Priprava vzorku

Pted méfenim byly scaffoldy zkontrolovany, zda nevykazuji zndmky mechanického

poskozeni.

Po zkontrolovani scaffoldu byla provedena vlastni piiprava vzorku. Nejdiive bylo
potteba z daného scaffoldu ziskat vzorek patticnych rozmérti vhodny pro uchyceni do
klesti. Optimalni Sitka vzorku byla 1 cm. U SirSich vzork by mohlo dojit ke kontaktu
vzorku se Sroubem, ktery spojoval jednotlivé Celisti, a tim k poskozeni dané¢ho vzorku.
Maximadlni roztazitelnost Celisti od sebe je 4 cm. Zamyslené natazeni vzorku bylo az 50 %
relativniho prodlouzeni. TudiZ vzorek vloZeny do klesti nesmél mit klidovou délku mezi
klestémi vétsi nez 2,5 cm. Z dodaného scaffoldu byla z celého vzorku pomoci ntizek

vystfizena ¢ast o rozmérech 2,5 x 1,0 cm.

Povrch tohoto vzorku byl nésledné pied snimanim pokryt zlatem v naprasovacce

K550X v atmosféfe argonu.

Teprve stouto povrchovou upravou byl vzorek uchycen do celisti pfipraveného

piistroje, jak je vidét na obrazku ¢. 5.
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Obrazek €. 5: Uchyceni vzorku do pfistroje

Pro lepsi manipulaci byla k uchyceni navic pouzita oboustranné lepici paska. Paska
byla nejdiive nalepena na ob¢ pevné Celisti, nasledné k ni byl pfilepen vzorek a az poté

byly pohyblivé Celisti pfisSroubovany k pevnym a tim zajiStén vzorek.

Ptistroj s takto pfipravenym a uchycenym vzorkem byl pfipevnén na pracovni stolek

elektronového mikroskopu, zobrazeno na obrazku ¢. 6.
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Obrazek €. 6: Pfipevnéni pristroje se vzorkem ke stolku v elektronovém mikroskopu

4.5 Metodika vyhodnocovani dat

K identifikaci zakladnich parametri vzorkl jsme pouzili automatizovanych postupli
S vyuzitim pocitacové technologie. Star§i manualni zptisoby vyhodnocovani zahrnujici
napiiklad méfeni pomoci digitalniho pravitka jsou ¢asové velice naro¢né a mnohdy i

velice subjektivni.

Standardné pouzivanym programem pro vyhodnocovani je ImageJ (Image Processing
and Analysis in Java). Pro potieby této prace byl vybran pocitacovy program S nazvem
Fiji, ktery Ize jednoduse popsat jako distribuci programu ImageJ spolu s Javou a mnoha
dal$imi pluginy uspofadanymi do piehledného kompletniho menu (obrazek ¢&. 7).
program, ktery Ize stahnout z internetu (http://imagej.net/Fiji/Downloads). Program ma
snadnou instalaci a zajisténou automatickou aktualizaci. Z vyvojatského hlediska se

jedna o open source, ktery muze dale rozvijet kdokoli. Oproti ImageJ ma vyhodu ve
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velkém mnozstvi volné dostupnych plugini, které spoustu procesti obrazové analyzy

automatizuji a ulehcuji.

I (Fiji Is Just) ImageJ
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olc|o|<4]+s|Ala]o|0]) xfsw|wis|sa] |-

Color picker (255,255 255/0,0 0)

Obrazek €. 7: Fiji - program vyuzivan k automatické obrazové analyze

Vystupni obrazky z rastrovaciho elektronového mikroskopu maji rozliSeni 1024 na
943 pixeli. Pii zvétseni 500X odpovida sedmnéct pixell deseti mikrometriim, pii zvétSeni
1000x odpovida sedmnact pixellt péti mikrometrim, pii zvétSeni 5000X odpovida

sedmnact pixell jednomu mikrometru.

Prvnim krokem zpracovani obrazu je urceni oblasti z daného obrazku, kterou chceme
vyhodnocovat. Vzhledem ktomu, Ze obrazovy vystup z rastrovaciho elektronového
mikroskopu v sobé nesl i opticky zanesena metadata méfeni, bylo potieba o tato data
vyhodnocovanou oblast zmenSit. K tomu slouzi funkce ,,crop®, ktera ofizne obraz pouze
na vybranou oblast. Na obrazku ¢. 8 je vlevo vidét vychozi obrazek, vpravo obrazek

ofiznuty o metadata.

Obrazek €. 8: Vlevo puvodni obrazek, vpravo upraveny obrazek

Druhym krokem zpracovani obrazu je rozdéleni jednotlivych pixell na pixely objekta
ana pixely pozadi. V nasem ptipad¢ za pixely objektu povazujeme vldkna. Cilem je ziskat
binarni obraz, kde jsou pixely cerné nebo bilé. Slouzi k tomu funkce prahovéni

(,,treshold*). Pfi pouziti této funkce dochazi k tomu, ze program postupné vyhodnocuje
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kazdy pixel a na zéklad¢ uzivatelem stanoveného prahu oznaci pixel za ¢erny nebo bily.
Nastaveni prahu v nasem ptipad¢ bylo pomoci funkce ,,mean®. Jedna se o stanoveni prahu
pomoci distribuce $kaly Sedosti. Vysledek je znazornén na obrazku ¢. 9 vpravo, vlevo je

patrny obrazek pred zménou.
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Obrazek €. 9: Druhy krok Upravy obrazu — prevedeni na binarni obraz

Dalsi uprava obrazu byla zavisla na sledovaném parametru.

4.5.1 Smérovost vlaken scaffoldu

Jednim ze zékladnich vyhodnocovanych parametri byla orientace vldken v daném
scaffoldu. Pfi vyhodnocovani tohoto parametru byly pouzity snimky pfi zvétSeni 500x ze

dvou divodu:

1. Vldkna scaffoldli nejsou piima, proto mensi zvétSeni nam umoziuje pozorovat
veétsi plochu a urcit presnéji prevladajici smér vlaken.

2. Zvétseni 500x je dostatené velké, aby bylo mozné odliSit smérovost jednotlivych

vlaken.

Pro vyhodnoceni tohoto parametru byl vyuZit plugin programu Fiji ,,Directionality.*
Jedna se o funkci vyuzivanou k odvozeni preferovaného sméru na vloZzeném obrazku.

Pted zahajenim zpracovani je mozno nastavit nékteré parametry patrné na obrazku ¢. 10.
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Il' Directionality analysis v2.0.1 @

PLA 16g_B_shift3_029.tif

Method: ILocalgradientorientationL]

MNhins: IQU
Histogram start I-QD g

|~ Build orientation map

I Display color wheel

oK I Cancell
b ﬁ

Obrazek ¢. 10: Nastaveni parametru pluginu ,Directionality”

Nabidka ,,Method* dovoluje vybrat mezi metodou lokalniho gradientu nebo metodu
zalozenou na analyze Furierova spektra. Pro ucely této prace byla vyuzita metoda
lokélniho gradientu. Jedna se o lokalni metodu vyuzivajici 5x5 Sobel filtr k odvozeni
orientace lokalniho gradientu. Histogram je vytvofen nanesenim c¢tverce daného

gradientu do pfisluseného binu.

DalSi moznosti je nastaveni mnozstvi binli a pocatek histogramu. Pocet bint urcuje,
do kolika useki bude rozdéleno 180 stupnt. Standardni nastaveni je 90 bint, kde tedy
jeden bin (tisek) odpovida 2 stupnim. Zacatek histogramu urcuje, jakym thlem bude

zaCinat graf.

Moznost oznaceni ,,Build orientation map* umoziiuje zobrazeni vyhodnocovaného

obrazku nabarveného podle lokalni orientace. Tato funkce nebyla vyuZivana.

»Display color wheel“ znazornuje spektrum barev. Vzhledem k tomu, ze
k vyhodnocovani byly pouzity ¢ernobilé obrazky, je tato moznost bezpiedmétna. Tato

funkce nebyla vyuzivana.

»Display table* umoziluje zobrazeni Ciselnych hodnot pro vSechny zpracovavané
biny. Zobrazuje ¢islo binu, velikost tthlu, zmétenou hodnotu i hodnotu prolozené kiivky,

kterou program automaticky doplnuje k vysledktim. Tato funkce byla vyuZita.
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Directionality for PLA (using Local gradient orientation) Q@@

Directionality histograms
+ 0,050 1
c
3
9
Z 0,025
0,000 - : . : —
75 -50 -25 0 25 50 75
Direction (°)
BPLA —PLA
Slice Direction (*) Dispersion () Amount Goodness
PLA -0,48 22,24 0,69 0,44

Obrazek €. 11: Vystup pfi zpracovani pomoci pluginu ,,Directionality”

Vysledky jsou zobrazeny histogramem zobrazenym na obrazku 11. Na ose x grafu je

uhel smérovosti a na ose y je procentualni mnozstvi vladken vyjadiené desetinnym cislem.

Program zaroven generuje statistické idaje o nejvyS$im nalezeném vrcholu. Nejvyssi

vrchol je vytvofen pomoci Gaussovy funkce a bere v potaz periodickou povahu
histogramu. Vystupem jsou 4 hodnoty.

1.

2.

,Direction (°)“ udava stfed Gaussovy kitivky,
,Dispersion (°)“ udava smérodatnou odchylku Gaussovy kiivky,
,,Amount* je suma histogramu od stfedu = smérodatna odchylka délena celkovou

sumou histogramu,

,»Goodness* informuje o mife shody prolozené kiivky s namétenymi daty, kde
hodnota 1 znamend absolutni shodu, hodnoty bliZici se 0 znamenaji velkou

nepiesnost.

Spolu s timto histogramem byly zobrazeny vychozi hodnoty tohoto histogramu, které

byly poté dale zpracovany pomoci programu Microsoft Office Excel. Pro kazdy bin

v daném relativnim prodlouzeni scaffoldu byla ur¢ena primérna hodnota p podle vzorce:

1 X

FJ:E;I:'
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kde N je pocet méteni s hodnotami Xi.

Timto postupem byl vytvoten soubor, ktery obsahoval primérnou hodnotu p ke

kazdému z 90 bind.

Za ucelem potlaceni Sumu byla data transformovana z binovani po 2° na binovani po
20°.

Nasledné byla takto upravena data fitovana pomoci programu gnuplot Gaussovou
distribuci s konstantnim pozadim.

(x —w?
=A ———-7— | +B.
f(x) = Aexp ( —
V klidovém stavu byly fitovany vSechny parametry p, 6, A a B, u protazenych vzork

byl fixovan parametr p = 0.

V nékterych ptipadech fit nekonvergoval (tj. vzorek lze povazovat v ramci chyby
méfeni za izotropni), v téchto ptipadech byl proveden fit pouze konstantniho pozadi

(parametr B).

Relativni zastoupeni neorientovanych vldken v kazdém vzorku bylo uréeno podle

VvzZorce:

p = pocet binl X B.

4.5.2 Tloust’ka vlaken scaffoldu

K urceni tloustky vlaken byl pouzit volné dostupny plugin BoneJ pro program Fiji.
Jedna se o plugin s funkci ,,thickness® pro urceni tloustky vlakennych struktur. Pro
vyhodnocovani tloustky vldken byly pouzity snimky se zvétsenim 5 000x a 10 000x. Na
snimcich s men$im rozliSenim je rozliSovaci schopnost obrazku pro tyto ucely velice
mala. Pfi zvétSeni 500x a standardnim rozliSeni odpovida jednomu pixelu vzdalenost
0,588 um. Vzhledem k ptedpokladu, Ze vlakna jsou tlusta v fadu stovek nanometr, je

nutno dosahnout lepsi rozliSovaci schopnosti.
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Vstupem pro tento plugin musi byt binarni obrazek se znazornénim vlaken v ¢erné
barve a pozadi v bilé. K pievraceni bilé a ¢erné barvy slouzi funkce invert. Na obrazku
¢. 12 je vlevo zndzornén vstupni obrdzek a vpravo po pouziti funkce invert. Takto

upraveny obrazek je pfipraven k dalSimu zpracovani timto pluginem.

= ’
RN

' *49,& - \

'.r;-.. -\ l\\' >» 'i\ \W’/ ~\‘

Obrazek €. 12: Vlevo binarni obrazek, vpravo invertovany

Set Scale X

Distance in pixels: |34
Known distance:; |1.00
Pixel aspect ratio:  |1.0

LInit of length: |Wm

Click to Remove Scale |

Scale: 34 pixels/um

OK | Cancel| Help|

Obrazek ¢. 13: Nastaveni poméru mezi pixely a jednotkou délky

Ptred pfistoupenim ke zpracovani je nutno nastavit pfevod mezi pixely a jednotkou
délky. Toto métitko se 1iSi podle zvétSeni a rozliSeni pouzitého k ziskani obrazkl
elektronovym mikroskopem. U vzorku 1 byly pouzity snimky ve zvétSeni 5 000X a
mens$im rozliSeni, takze 17 pixeld odpovidalo 1 pm. U vzorku 2 byly pouzity snimky ve
zvétSeni 5 000x, ale s dvojnasobnym rozlisenim nez v piipadé prvniho vzorku, tedy

pfevod odpovidal 34 pixeltl na 1 pm. Snimani ve vétSim rozliSeni ale vyrazné Casové
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prodlouzilo snimani jednoho obrazku, a proto u vzorku 3 byly pouzity snimky ve zvétSeni
10 000x, ale v ptivodnim rozliseni, tedy pievod byl opét 34 pixeld na 1 pm. Tento udaj

zadame do programu pomoci funkce ,,set scale, viz obrazek ¢. 13.

IV Thickness

[~ Spacing

v Graphic Result

[~ Use ROI Manager

Cancel l Help l

Obrazek €. 14: Nastaveni pluginu ,,Bonel Thickness”

Zakladni moznosti nastaveni zpracovani obrazku pluginem BoneJ Thickness jsou

w

zobrazeny na obrazku ¢. 14. Funkce ,,Thickness* umoziuje vypocitat sifku vlaknitych

struktur na obrazku. Funkce ,,Spacing® vypocitava Sifi mezer mezi vlakny. ,,Graphic
Result pro provedeni zpracovani graficky znazorni mista méfeni. Mé&fena vldkna
znazorni barevné, prostor mezi vlakny zndzorni ¢ernou barvou. ,,Use ROl Manager*
dovoluje vypocet Sife vlaken a Sife prostori mezi vlakny limitovat specifickym

nastavenim.

Pro ucely prace bylo vyuzito funkce programu ,,Graphic result”, ktera umoziuje
nasledné diky funkci histogram vytvofit histogram zastoupeni jednotlivych tlousték
vlaken ve snimku. Binovani bylo nastaveno u vzorku 1 po 0,6 ym a u vzorkd 2 a 3 po
0,3 um. Velikost binti byla odvozena od vzdalenosti, kterd na zkoumaném snimku
odpovida jednomu pixelu. Na snimcich dochazelo k piekryviim vlaken a automatické
zpracovani tato vlakna nebylo schopno od sebe odlisit, a tak je méfila jako jedno vldkno.
K omezeni téchto chyb zpracovanim obrazu byl stanoven rozsah méfeni na tloustku
vlaken od O um do 1,5 pm. Pro kazdy bin v daném relativnim prodlouzeni scaffoldu byla

urcena prumérna hodnota p podle vzorce:

1 N
p= 2T
N3
kde N je pocet méteni s hodnotami Xi.

Timto postupem byl vytvofen soubor, ktery obsahoval primérnou hodnotu p ke

kazdému z binu.

34



Z tohoto souboru byl vytvofen histogram, ktery udava, jakou plochu v procentech
celkové plochy vlaken na snimku zaujimaji vlakna urcité tloustky, a z toho spocitana

pramérna tloustka vlaken se smérodatnou odchylkou.

v O

4.5.3 Vyhodnocovani snimku scaffoldi pii otoceni o 90 stupii

Snimky scaffoldii provedené v této poloze nebyly dale vyhodnocovany z divodu

popsanych v kapitole 5. Vysledky méfeni.
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5 Vysledky méreni

5.1 Prehled vysledkii scaffoldi bez povrchové upravy

5.1.1 Vyhodnoceni smérovosti vlaken

Byly vyhodnocovany snimky tii vzorkt scaffoldu bez povrchové tipravy se zvétsenim

500x ve 4 stavech. V klidovém stavu, pfi relativnim prodlouzeni 10 %, 20 % a 40 %.

5.1.1.1 Scaffold bez povrchové tpravy — vzorek 1

Na tomto vzorku metodikou popsanou v kapitole 4.5.1 byly vyhodnoceny 4 snimky
pro kazdy stav prodlouzeni scaffoldu. Vysledky zpracovani jsou zobrazeny v grafu ¢. 1.

Dilezité parametry jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Scaffold bez povrchoveé Upravy - vzorek 1

25 T T T T T I. T T
klidowy stav +
prodiouZeni 10% *

prodiouZeni 20%

20 prodiouzeni 40% -
=45 | ]
-
ke £
E o ~ y ' : ]
D(? * . " +

5 | _

0 1 1 1 1 I 1 1 I I

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 g0
Smér vlaken [7]

Graf €. 1: Smérovost vlaken vzorku 1 bez tpravy
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Tabulka €. 1: Smérovost vlaken vzorku 1 bez tpravy

prodlouzeni [%] A ul°l o B p [%]
0 11,1 +04 100 + 4

10 11,1+0,5 100 + 4

20 7+1,4 0 13+£3] 9,8+0,6 89+5

40 15+3 0 17+£4| 74+13 67+ 12

V klidovém stavu nebyl nalezen zadny pievladajici smér. Nebylo mozno uplatnit
Gaussovo rozlozeni, proto byla prolozena pouze ptimka znadzoriiujici rovnomérné
rozlozeni s parametrem B = 11,1 + 0,4. 100 % + 4 % vldken je povazovano za izotropni

ve smyslu smérovosti.

V relativnim prodlouzeni 10 % také nebyl nalezen zZadny prevladajici smér a nebylo
mozno uplatnit Gaussovo rozlozeni. Daty opét byla prolozena piimka s parametrem
B=11,1+0,5. Chyba je vétsi nez u klidového stavu, coz vypovidd o mensi shodé¢

S rovnomérnym rozlozenim a mize ukazovat na pocinajici smérovani vldken scaffoldu.

V relativnim prodlouzeni 20 % bylo 89 % + 5 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida pfimce s parametrem B = 9,8 + 0,6. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=70x+14ac=13+£3.

V relativnim prodlouzeni 40 % bylo 67 % + 12 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida pfimce s parametrem B = 7.4 + 1,3. Hodnotami pro
zbyvajici vlakna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry A =15+ 3
ac=17+4.

5.1.1.2 Scaffold bez povrchové upravy — vzorek 2

Na vzorku 2 metodikou popsanou v kapitole 4.5.1 bylo vyhodnoceno 6 snimkd pro
kazdy stav prodlouzeni scaffoldu. Vysledky zpracovani jsou zobrazeny v grafu ¢. 2.

Dulezité parametry jsou uvedeny v tabulce 2.
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Scaffold bez povrchoveé dpravy - vzorek 2

25 T T T T H T I_ T T
klidovy stav +
prodlouZeni 10% A
prodlouzeni 20%
20 ¢ prodiouZeni 40% .
s
=45 | ]
@
o ><
o
_z + + + + * b, -
S " J ' & |
L=
o = =
5t il
[:] 1 1 1 1 1 I 1 1 1
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

Smér viaken [7]

Graf €. 2: Smérovost vlaken vzorku 2 bez tGpravy

Tabulka €. 2: Smérovost vlaken vzorku 2 bez Gpravy

prodlouzeni [%] A u[ c B p [%]
0 11,102 100+1

10| 8,8+0,7 0 21+£2| 85+04 77+3

20| 13,3+0,8 0 202 7404 67+4

40| 17,8 £0,9 0|212+1,5| 59+0,5 53+5

V klidovém stavu nebyl nalezen Zadny pfevladajici smér. Nebylo moZno uplatnit
Gaussovo rozloZeni, proto byla proloZena pouze piimka znizorfiujici rovnomeérné
rozlozeni s parametrem B = 11,1 + 0,2. Bez pievladajiciho sméru bylo 100 % + 1 %

vlaken.

V relativnim prodlouzeni 10 % bylo 77 % + 3 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 8,5 + 0,4. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozZzno proloZit kiivku Gaussova rozloZeni s parametry

A=88=+0,7ac=21+2.

V relativnim prodlouzeni 20 % bylo 67 % + 4 % vlaken povazovano za izotropni ve

smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 7,4 + 0,4. Hodnotami pro
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zbyvajici vlakna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=133+0,8ac=20+2.

V relativnim prodlouzeni 40 % bylo 53 % + 5 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 5,9 + 0,5. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=178+09ac=21,2+1,5.

5.1.1.3 Scaffold bez povrchové upravy — vzorek 3

Na vzorku 3 metodikou popsanou v kapitole 4.5.1 bylo vyhodnoceno 20 snimku pro
kazdy stav prodlouzeni scaffoldu. Vysledky zpracovani jsou zobrazeny v grafu ¢. 3.

Dilezité parametry jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Scaffold bez povrchove Upravy - vzorek 3

25 T T T T T T I. T T
klidovy stav +
prodlouzeni 10% ®

prodlouzeni 20%

20 t prodiouZeni 40% .
=45 | ]
@

s

o

_}: M ks

o

o
5 L _
|:| 1 1 1 1 1 I 1 1 1

-0 -60 -40 -20 0 20 40 60 &0

Smér vlaken [7]

Graf €. 3: Smérovost vlaken vzorku 3 bez tpravy

Tabulka ¢. 3: Smérovost vlaken vzorku 3 bez tpravy

prodlouzeni [%)] A u[°] o B p [%]
0| 2+02| -14+2 32+4|10,2+0,2 92+ 1

10 6+0,1 0 29+1| 8,7+0,1 78+ 1

20 122+1,1 0 25+3| 6,8+0,8 61+7

40| 154+0,6 0122,7+1,2] 63+£04 56+3
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V klidovém stavu byl nalezen ptevladajici smér o orientaci -14° + 2°. 92 % + 1 %
vlaken bylo povazovano za izotropni ve smyslu smérovosti, coz odpovidd piimce
s parametrem B = 10,2 = 0,2. Hodnotami pro zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku

Gaussova rozlozeni s parametry A=2+0,2, u=-14+2ac=32+4.

V relativnim prodlouzeni 10 % bylo 78 % + 1 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 8,7 + 0,1. Hodnotami pro
zbyvajici vlakna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry A =6+ 0,1
ac=29+1.

V relativnim prodlouzeni 20 % bylo 61 % + 7 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 6,8 + 0,8. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=122+11ac=25+3.

V relativnim prodlouzeni 40 % bylo 56 % + 3 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 6,3 + 0,4. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=154+06ac=227+12.

5.1.1.4 Scaffold bez povrchové plazmatické apravy — srovnani vzorku

U vzorki jedna a dva nebyla prokazana jednozna¢na smérovost vlaken v klidovém
stavu. To odpovida pfedpokladu, Ze scaffold je tvofen vlakny rovnomérné poloZzenymi ve
vSech smérech. U vzorku tii byla v klidu zjisténa pievladajic smérovost -14° + 2°. Nelze
prokazat, ¢im je tato smérovost dana, zda doSlo ke smérovosti manipulaci vzorku, ¢i byl

takto vyroben.

Z vysledku statistického zpracovani dat u jednotlivych vzorki vyplyva, ze u vzorka
jedna a dva byl pocet snimkii, ze kterych byly vysledky vyhodnocovany, maly (3 snimky).
To je vidét na pomérné velké odchylce ve vSech parametrech v porovnani se vzorkem tf1,
ktery byl vyhodnocovan z 20 snimkt. To ukazuje, Ze pro vyuziti vySe popsané metodiky
pfi dalSich méfenich je potieba provadét vice jak 3 snimky u daného vzorku v daném

stavu. Pocet 20 snimki u daného vzorku v daném stavu je vyhovujici.

U vzorku jedna nebyla prokazana smérovost vlaken ve sméru tahu pii relativnim
prodlouzeni 10 %. U vSech vzorktl je patrna tendence se smérovat ve sméru tahu. Tato

prevladajici smérovost roste s relativnim prodlouzenim vzorku. U vzorkl dva a tfi se
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vldkna sméruji ve sméru tahu v podobné miie. U vzorku jedna se vlakna sméruji v mensi

mife k danému relativnimu prodlouzeni, nez u vzorkt dva a tfi. Nelze rozhodnout, zda

k tomuto jevu doSlo vlastnosti materialu, ¢i chybou upnuti vzorku v pfistroji.

5.1.2 Vyhodnoceni zmény tloust’ky vlaken

5.1.2.1 Vzorek 1

Na tomto vzorku byly metodikou popsanou v kapitole 4.5.2 vyhodnoceny 3 snimky

pro kazdy stav prodlouzeni scaffoldu.

Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték vlaken v procentech pro jednotliva

prodlouzeni jsou uvedeny v obrazku ¢. 15. Vysledky primérmé tloustky vlakna jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 4: Primérna tloustka vlaken vzorek 1 bez Gpravy

prodlouZeni [%] 0 10 20 40

p[nm] | 600 +330| 640 £330 | 620 + 330 | 620 + 330

e

I T T I T =

e
5

S T T R -

0% 10%

=
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=
3
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Obrazek €. 15: Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték vliaken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni
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5.1.2.2 VVzorek 2

Na vzorku 2 byly metodikou popsanou v kapitole 4.5.2 vyhodnoceny 3 snimky pro
kazdy stav prodlouzeni scaffoldu. U tohoto vzorku z technickych diivodi nebyly potizeny

snimky v relativnim prodlouzeni 40 %.

Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték vlaken v procentech pro jednotliva
prodlouzeni jsou uvedeny v obrazku ¢. 16. Vysledky primérné tloustky vlakna jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 5.

Tabulka €. 5: Priimérna tloustka vlaken vzorek 2 bez upravy

prodlouzeni [%] 0 10 20
w [nm] | 480 +220| 470 + 240 | 370 + 190

0% 10%

6,000
. 4,000
. -
‘ | AT ||HH|H||||||
0000 | || (1 1 P | I ||| I T T
n
A

Obrazek €. 16: Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték viaken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni

5.1.2.3 Vzorek 3

Na vzorku 3 bylo metodikou popsanou v kapitole 4.5.2 vyhodnoceno 10 snimkt pro

kazdy stav prodlouzeni scaffoldu.

Histogramy zastoupeni jednotlivych tlouSték vlaken v procentech pro jednotliva
prodlouzeni jsou uvedeny v obrazku ¢. 17. Vysledky primérné tloustky vlakna jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 6.
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Tabulka €. 6: Priimérna tloustka vlaken vzorek 3 bez Gpravy

prodlouzeni [%] 0 10 20 40
pu[nm]| 480+ 190 | 510 £ 240 | 510 + 230 | 520 * 240
0% 10%
6,0 6,000
5,000 5,000
3,000 3,000
2,000 2,000
<l il | | i
vvvvv | | ||||||I.|. T I | [ |||I|I|I|I||||I.
SERERAEBgad AR RBaqddKAA4 BERENARB R RERAERENAKARE
GoC2iREEEAE e a5 0RANAE 55338505255 5535852533 808085
20% 40%
6,0 [
5,000 5,000
3,000 3,000
2,000 2,000
ol | 1 ||I
uuuuu | | |||||||..u...._ LR TTTIY
ﬂ_é_ﬂ_i_ﬁi_ 2 _i_i_ _‘5_6_ _é_é‘_iﬁ_éié‘_ﬂ_ﬂﬁé_ S _c-’u_ A :a _é_i_ _i_ﬂ_ _éé‘_ﬁ_ﬁ_é_ {HEHEE

Obrazek €. 17: Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték viaken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni

5.2 Prehled vysledkii scaffoldu s povrchovou

plazmatickou apravou

5.2.1 Vyhodnoceni zmény smérovosti viaken

Byly vyhodnocovany snimky tfi vzorkd scaffoldu S povrchovou tpravou
se zvétSenim 500x ve 4 stavech. V klidovém stavu, pfi relativnim prodlouzeni 8 %, 12 %

a 20 %.

5.2.1.1 Scaffold s povrchovou upravou — vzorek 1

Na tomto vzorku byly metodikou popsanou v kapitole 4.5.1 vyhodnoceny 4 snimky
pro kazdy stav prodlouzeni scaffoldu. Pii tomto méfeni dosSlo pfi natazeni o 12 %

k popraskani vzorku, které je viditelné na obrazku 18.
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Vysledky zpracovani jsou zobrazeny v grafu ¢. 4. Dilezité parametry jsou uvedeny

v tabulce ¢. 7.

2/20/2014 HV mag O| WD HFW | det 2mm—
11:03:16 AM |30.00 kV| 42x [17.1 mm|7.02 mm|ETD PLA montage shift 2

Obrazek ¢. 18: Snimek popraskani vzorku 1 pfi prodlouzenio 12 %

Scaffold s povrchovou Upravoud - vzorek 1

25 . . . . . . . . .
klidovy stav +
prodlouZeni 8% X
prodlouZeni 12%
20 ¢ prodiouzeni 20% -

Foiet viaken [%]

[j 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

Smér viaken [°]

Graf €. 4: Smérovost vlaken vzorku 1 s tipravou
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Tabulka €. 7: Smérovost vlaken vzorek 1 s tpravou

prodlouzeni [%] A ul°l o B p [%]
0| 49=+1,1 -22+6 33+10| 8,9+0,9 80+8
8 7+2 0 26+ 12| 8,6=+1,7 77 £15
12| 5,3+09 0 16+3| 9,9+04 89+4
201 3,8+1,3 0 11+4|10,5+0,5 95+4

V klidovém stavu byl nalezen prevladajici smér o orientaci -22° + 6°. 80 % + 8 %
vlaken bylo povazovano za izotropni ve smyslu smérovosti, coz odpovida ptimce
s parametrem B = 8,9 + 0,9. Hodnotami pro zbyvajici vladkna bylo mozno prolozit kiivku

Gaussova rozlozeni s parametry A=4,9+ 1,1, n=-22°+6°ac =33+ 10.

V relativnim prodlouzeni 8 % bylo 77 % + 15 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 8,6 + 1,7. Hodnotami pro
zbyvajici vlakna bylo mozno proloZit kiivku Gaussova rozloZeni s parametry A=7+2a
c=26+12.

V relativnim prodlouzeni 12 % bylo 89 % + 4 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 9,9 + 0,4. Hodnotami pro

zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=53+09a0c=16+3.

V relativnim prodlouzeni 20 % bylo 95 % + 4 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coZ odpovida ptimce s parametrem B = 10,5 + 0,5. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=38+13ac=11+4.

5.2.1.2 Scaffold s povrchovou tpravou — vzorek 2

Na vzorku 2 bylo metodikou popsanou v kapitole 4.5.1 vyhodnoceno 6 snimku pro

kazdy stav prodlouzZeni scaffoldu.

Vysledky zpracovani jsou zobrazeny v grafu ¢. 5. Dulezité parametry jsou uvedeny

v tabulce ¢&. 8.
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Scaffold s povrchovou Upravou - vzorek 2
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Graf €. 5: Smérovost vlaken vzorku 2 s Gpravou
Tabulka €. 8: Smérovost vlaken vzorek 2 s Gipravou
prodlouzeni [%] A u[°] c B p [%]
0| 41+09 -18+6 31+9| 9,3+0,7 84 £7
8| 4,0+0,7 0 13+£2]104+0,3 94 £2
12| 49+0,7 0 306 9,1+0,6 82+6
20 10,4 £ 1 0 23+£3| 7,7+0,6 70+ 6

V klidovém stavu byl nalezen prevladajici smér o orientaci -18° + 6°. 84 % + 7 %
vlaken bylo povazovano za izotropni ve smyslu smérovosti, coz odpovida piimce

s parametrem B = 9,3 + 0,7. Hodnotami pro zbyvajici vlakna bylo mozno prolozit kiivku

Gaussova rozlozeni s parametry A=4,1+0,9, n=-18°+6°ac=31+9.

V relativnim prodlouzeni 8 % bylo 94 % + 2 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 10,4 + 0,3. Hodnotami pro

zbyvajici vlakna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry A =4 +0,7

ac=13+2.

V relativnim prodlouzeni 12 % bylo 82 % + 6 % vlaken povazovano za izotropni ve

smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 9,1 + 0,6. Hodnotami pro
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zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=49+0,7ac=30+6.

V relativnim prodlouzeni 20 % bylo 70 % + 6 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 7,7 + 0,6. Hodnotami pro

zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=104+1ac=23+3.
5.2.1.3 Scaffold s povrchovou upravou — vzorek 3

Na vzorku 3 bylo metodikou popsanou v kapitole 4.5.1 vyhodnoceno 20 snimku pro

kazdy stav prodlouzeni scaffoldu.

Vysledky zpracovani jsou zobrazeny v grafu ¢. 6. Dulezité parametry jsou uvedeny

v tabulce ¢&. 9.

Scaffold s povrchovou Upravou - vzorek 3

25 . . . . . . T . .
klidovy stav +
prodlouZeni 8% A
prodlouzeni 12%
20 ¢ prodiouZeni 20% .
15 + .

10 & e —

Foiet vliaken [%]

|:'| 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-30 -60 -40 -20 0 20 40 60 g0

Smér viaken [7]

Graf €. 6: Smérovost vlaken vzorku 3 s tipravou
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Tabulka €. 9: Smérovost vldken vzorek 3 s tpravou

prodlouzeni [%] A u[°] ) B p [%]
0| 2,4+0,1 5+2 29+3| 10,1 +0,1 91 £ 1

8| 3,0+0,2 0 209+3] 99=+0,2 89 £2

12] 5,1+0,2 0 30+2| 9,0+0,2 81+2

200 7,8+04 0 28+2| 8,1+0,3 73+£3

V klidovém stavu byl nalezen ptevladajici smér o orientaci -5° + 2°. 91 % + 1 %
vlaken bylo povazovano za izotropni ve smyslu smérovosti, coz odpovida piimce
s parametrem B = 10,1 + 0,1. Hodnotami pro zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku

Gaussova rozlozeni s parametry A=24+0,1, un=-5°+2°ac =29+ 3.

V relativnim prodlouzeni 8 % bylo 89 % + 2 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 9,9 + 0,2. Hodnotami pro
zbyvajici vlakna bylo moZzno prolozit kiivku Gaussova rozloZeni s parametry A =3+ 0,2
ac=29+3.

V relativnim prodlouzeni 12 % bylo 81 % + 2 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 9 + 0,2. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=51+£0,2ac=30+2.

V relativnim prodlouzeni 20 % bylo 73 % + 3 % vlaken povazovano za izotropni ve
smyslu smérovosti, coz odpovida piimce s parametrem B = 8,1 + 0,3. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry
A=78+04ac=28=+2.

5.2.1.4 Scaffold s povrchovou upravou — srovnani

U vsech vzorkt byla zjisténa smérovost vlaken v klidovém stavu. U vzorku jedna byla
smérovost -22° + 6°, u vzorku dva -18° £ 6°a u vzorku tfi -5° £ 2°. Toto zjiSténi
neodpovida ptedpokladu, ze scaffold je tvofen vlakny rovnomérné polozenymi ve vSech

smérech.

Z vysledk statistického zpracovani dat u jednotlivych vzorkt vyplyva, Ze u vzorka
jedna a dva byl pocet snimkd, ze kterych byly vysledky vyhodnocovany, maly (3 snimky).
To je vidét na pomérné velké odchylce ve vSech parametrech v porovnani se vzorkem tf1,

ktery byl vyhodnocovan z 20 snimkt. To ukazuje, Ze pro vyuziti vySe popsané metodiky
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pfi dalSich méfenich je potieba provadét vice jak 3 snimky u daného vzorku v daném

stavu. Pocet 20 snimki u dané¢ho vzorku v daném stavu je vyhovujici.

U vzorku jedna je patrna smérovost vlaken ve sméru tahu pfi relativnim prodlouzeni
8 %. Pii natazeni o 12 % doslo k popraskani scaffoldu a smérovost vldken se zmensila.
Pti dal$im natahovani dochazelo ke zvétSovani prasklin a smérovost vlaken ve sméru tahu

dale klesala.

U vzorkt dva a tfi je viditelna postupné se zvétSujici smérovost vlaken ve sméru tahu

s rostoucim relativnim prodlouzenim.

5.2.2 Vyhodnoceni zmény tloust’ky vlaken

5.2.2.1 Vzorek 1

Na tomto vzorku byly metodikou popsanou v kapitole 4.5.2 vyhodnoceny 3 snimky

pro kazdy stav prodlouzeni scaffoldu.

Histogramy zastoupeni jednotlivych tloustek vldken v procentech pro jednotliva
prodlouzeni jsou uvedeny v obrazku ¢.19. Vysledky priméré tloustky vlakna jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 10.

Tabulka €. 10: Primérna tloustka vldken vzorek 1 s Gpravou

prodlouZeni [%] 0 8 12 20
p[nm] | 610 +340| 570 + 320 | 610 + 340 | 680 + 360
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Obrazek ¢. 19: Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték viaken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni

5.2.2.2 VVzorek 2

Na vzorku 2 byly metodikou popsanou v kapitole 4.5.2 vyhodnoceny 3 snimky pro

kazdy stav prodlouzeni scaffoldu.

Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték vlaken v procentech pro jednotliva
prodlouzeni jsou uvedeny v obrazku ¢. 20. Vysledky primérné tloustky vlaken jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 11: Primérna tloustka vldken vzorek 2 s Gpravou

prodlouZeni [%] 0 8 12 20
u[nm]| 520 £ 240 | 630 270 | 620 + 260 | 490 * 260
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Obrazek ¢. 20: Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték viaken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni

5.2.2.3 Vzorek 3

Na vzorku 3 bylo metodikou popsanou v kapitole 4.5.2 vyhodnoceno 10 snimku pro

kazdy stav prodlouzeni scaffoldu.

Histogramy zastoupeni jednotlivych tlouSték vldken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni jsou uvedeny v obrazku ¢. 21. Vysledky primérné tloustky vldkna jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 12.

Tabulka €. 12: Primérna tloustka vlaken vzorek 3 s upravou

prodlouzeni [%] 0 8 12 20
p [nm] | 540 + 230 | 560 + 240 | 550 + 220 | 570 + 240
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Obrazek €. 21: Histogramy zastoupeni jednotlivych tlousték viaken v procentech pro jednotliva
prodlouZeni

5.3 Porovnani vysledki scaffolda s povrchovou

upravou a bez povrchové upravy

5.3.1 Porovnani zmény smérovosti vlaken

Pro srovnani chovani materidlu scaffoldu s povrchovou plazmatickou tpravou a
scaffoldu bez povrchové plazmatické upravy byly pouzity vzorky ¢&islo tfi, které pii
vyhodnocovani vychéazeji s nejmensi odchylkou ve vSech parametrech v dasledku

dostate¢ného poctu vyhodnocovanych snimkii.

Relativni zastoupeni nesmérovanych vlaken vzorkti Ccislo téi S povrchovou
plazmatickou upravou a bez povrchové plazmatické upravy ukazuje nasledujici graf ¢. 7

a tabulka ¢. 13.

52



Srovnani smérovosti vklaken

100
o °
80 °
v °
< 60 o °
~
o 40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Relativni prodlouzeni v %

@ Scaffold s povrchocou plazmatickou Gpravou

@ Scaffold bez povrchové plazmatické upravy

Graf ¢. 7: Porovnani smérovosti vlaken

Tabulka €. 13: Porovnani smérovosti viaken

relativni prodlouzeni [%] 0 8 10 12 20 40
scaffold s Gpravou - p [%] 91 89 81 73
scaffold bez Gpravy - p [%] 92 78 61 56

Vyse uvedené srovnani ukazuje, Ze u scaffoldu bez povrchové plazmatické tpravy

dochdzi se wvzristajicim protazenim vzorku ke snizovani relativniho poctu
nesmérovanych vldken ve vétsi mife nez u scaffoldu s povrchovou plazmatickou upravou.
To znamena, Ze vlakna scaffoldu s povrchovou plazmatickou tUpravou se pfi
srovnatelném prodlouzeni sméruji v mensi mife nez vldkna scaffoldu bez povrchové

plazmatické Gpravy.

5.3.2 Porovnani zmény tloust’ky vlaken

U Zadného vzorku nebyla prokazana tendence zmény tloustky vladken vzhledem
k relativnimu prodlouzeni scaffoldu. Hodnoty prumémé tloustky sice kolisaji, ale
V ramci rozsahu smérodatné odchylky. Smérodatna odchylka u vSech vzork je relativné
velka Kk naméfené hodnoté. To mize byt zpisobeno velkym rozptylem tlousték
vlaken scaffoldu, coz je patrné z histogramii, ¢i optického pozorovani snimku. Dale se na
velké smérodatné odchylce muze projevit nehomogenita rozlozeni vldken rtizné tloustky

v scaffoldu.
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Z pohledu sledovani zmény tloustky vldken byl na nékterych potizenych snimcich
pozorovan jev lokalniho ztenceni vlaken. Pravdépodobné k tomuto jevu dochazi tésné
pfed pfetrzenim vldken v misté pfetrZzeni. Tento jev byl pozorovan pouze na né€kolika
snimcich. V jednom pfipadé byl potizen detailni zab&r tohoto jevu ve zvétSeni 20 000X,

viz obrazek ¢. 22.

Obrazek ¢. 22: Jev lokalniho zliZeni vlaken

Tento jev nebyl vyhodnocovan z nésledujicich davodu:
- Jednalo se o nahodily jev, ktery na fadé snimk nebyl pozorovan.

- Zvolena metodika pro vyhodnocovani primérné tlouStky vlaken neni vhodné pro

vyhodnocovani lokalniho zuZzeni vlaken.

-V pouzitém programu pro vyhodnocovani snimkd neni funkce pro vyhodnocovani

lokalniho z(zeni vlaken.

5.4 Pohled z boku

Pohled z boku nebyl vyhodnocovan, protoZze pofizené snimky nebyly vhodné pro
zvolenou automatickou obrazovou analyzu (obrazek ¢. 23). Na boku vzorku byla patrna
deformita, ke které pravdépodobné dochazelo pti ptipravé vzorku. Vzorek byl na
pozadované rozméry stithan ntuzkami. Na takto ustfizeném vzorku scaffoldu jsou pii
pohledu z boku patrné znamky deformity, kde se scaffold smérem ke stiedu zuzuje.
Pravdépodobné dochazi tlakem nlizek ke stlacovani vlaken k sobé a v misté stfihu tim

zustava trvala deformace struktury scaffoldu.
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2/20/2014 HV mag O0| WD HFW | det |spot 300 ym ——
5:04:39 PM |20.00 kV| 250 x [29.0 mm|[1.19 mm|ETD| 3.0 |PLA 16g shift 1 side nahled

Obrazek ¢. 23: Deformita hrany vzorku

5.5 Nékteré faktory ovliviiujici vysledky méreni

5.5.1 Nezmapovany vliv zlaceni

Pro potfeby sledovani v elektronovém mikroskopu musi byt povrch scaffoldu
pozlacen. Vliv na mechanické 1 strukturdlni vlastnosti scaffoldu této Gpravy neni znam.
Touto Upravou je pravdépodobné nejvice ovlivnéna povrchova vrstva vlaken scaffoldu,
na kterou je nanasSeno zlato. Pravé tato povrchova vrstva vlaken byla zvolenou metodikou

vyhodnocovana.

5.5.2 Praskani vlaken

Na pofizenych snimcich v tahu jsou patrna pietrzena vlakna scaffolda (obrazek 24).
Tento parametr nebyl sledovan a nebyla vypracovdna metodika pro jeho sledovani. Vliv
poctu prasklych vlaken na orientaci vlaken a jejich tlouStku neni znam. Je mozné, Ze na

nékterych snimcich byla orientace vlaken ve sméru tahu mensi, protoze byla vétSina
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vldken na snimku pfetrzena. Do budoucna je toto jeden z dalSich parametrii, ktery by

mohl byt sledovan a pomohl by nam pochopit chovani struktury scaffoldt v tahu.

4 i f
4/10/2014 HV mag = WD HFW spot det : 5pm
12:56:59 PM 10.00 kV 10 000 x 20.0 mm 29.8 ym 3.0 ETD PLA 16g PLAZMA

Obrazek €. 24: Jev praskani vlaken

5.5.3 Pohled na povrch

Elektronovym mikroskopem jsme schopni pozorovat jen nékolik hornich vrstev
vlaken. Tato technologie snimani obrazu spolu s metodikou zpracovani ma nasledujici

nevyhody:
- Hloubka snimané ¢asti povrchu neni znama.

- Naslednym zpracovanim snimku pro obrazovou analyzu dochazi ke ztrat¢ vldken

S mensi jasnosti zobrazeni, coz jsou pravdépodobné vldkna hloubé&ji ulozena.

- Veskera vyhodnocena data plati pro povrchové vrstvy scaffoldu a nelze z nich dokazat

nebo vyvratit, zda se scaffold chova stejné 1 uvnitf.

5.5.4 MoZna nehomogenita scaffoldu

Scaffold na svém pozorovaném povrchu nemusi byt homogenni. Je mozné, Ze
elektronovym mikroskopem pii snimani obrazu dojde k zaméfeni mista s néjakou
anomalii jako je atypicka tloustka vldken, chybé&jici vlakna, zvétSend hustota vladken,

ptrevladajici smérovost vlaken nebo misto, u kterého doslo k poSkozeni pfi manipulaci,
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napiiklad uchopem pinzetou. K vylouceni této chyby je potieba potfizeni vice snimkul
daného vzorku pfti dané velikosti protazeni scaffoldu.
Pro urc¢eni smérovosti vldken scaffoldu se ukéazal pocet 3 snimkii nedostacujici a 20

snimka vyhovujici.

Pro urCeni primérné tloustky vlaken scaffoldu se ukdzal pocet 3 snimki
nedostacujici. Vyhodnocovani z 10 snimkti dava vysledky s menSim rozptylem, ale

pravdépodobné je to stale nedostacujici pocet.

5.5.5 Chyby pouzité obrazové analyzy

T RS YA S

\ )
4| HV |mag | WD | HFW |spot| det | 5
M |10.00 kv 10 000 x |20.8 mm|29.8 um| 3.0 |ETD|_PLA 169 PLAZMA B

Obrazek €. 25: Chyby obrazové analyzy, vlevo plivodni obrazek, vpravo binarni obrazek

Pti ptfevadéni snimku do bindrniho obrazku dochazi k jevu, kdy dvé ¢i vice ¢astecné
se prekryvajicich vldken smérovanych ve stejném ¢i velice podobném sméru se spoji
V jedno vlakno. Na snimku pofizeném elektronovym mikroskopem jsme schopni rozeznat
jednotliva vldkna od sebe diky rozdilné intenzité jasu. Tato rozdilna intenzita jasu se
pfevedenim na binarni obraz ztraci a pfi nasledném vyhodnoceni obrazovou analyzou

jsou vlakna programem povazovana za jedno vlakno v daném useku (viz obrazek ¢. 25).

Pfi urCovani smérovosti vlaken tento jev vysledky vyznamnym zplisobem
neovliviiuje, protoze k nému dochdzi jen u vldken se stejnou ¢i velice podobnou

smérovou orientaci.

Pti ur€ovani primérné tloust’ky vladken tento jev vysledky ovliviiuje a pravdépodobné
zkresluje. Dochazi k zapocitani jednoho vlakna s velkou tloustkou misto zapocitani

nékolika s mens$i tloustkou. Vliv tohoto jevu na vysledky byl sniZzen v metodice

57



vyhodnocovani dat, kde bylo nastaveno hodnotici spektrum tloustky vlaken mezi O um a

1,5 pm.

5.5.6 Adaptace materialu scaffoldu

Ziskévani snimk z elektronového mikroskopu je ¢asoveé naro¢ny proces. Snimani
snimki jednoho vzorku v daném stavu prodlouzeni trvalo 1 — 2 hodiny. Jelikoz vzorek
V pristroji na natahovani musel byt natahovan manualné, tak bylo potteba vzdy pii zméné
prodlouzeni oteviit elektronovy mikroskop natdhnout vzorek a opét uzavtit elektronovy

mikroskop a vytvofit vakuum.

Vsechny vyhodnocované snimky jsou potizeny v ¢asovém intervalu 1 — 2 hodiny od
zmény prodlouzeni scaffoldu. V tomto casovém useku mohlo dochézet k adaptaci vzorkti
na relativni prodlouzeni. Schopnost a mira adaptace materialu scaffoldu, ktery byl pouzit

V této praci, neni znam.
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6 Diskuze

6.1 Vyvoj pristroje a metodiky upinani vzorku

Metodika méfeni se Vv pribéhu experimentu postupné vyvijela. Prvnim velkym
ukolem experimentu bylo navrhnout a zkonstruovat zafizeni, které bude kompatibilni
s pouzitym elektronovym mikroskopem a umozni ndm testované scaffoldy sledovat
v prodlouzeni uvnité mikroskopu. Ve spolupraci s Ing. Lopotem a Mgr. Hadrabou byl
navrzen a sestrojen piistroj popsany v kapitole 4.1 Pfistrojové vybaveni. V prub¢hu
experimentu byla ovéfena prakticka pouzitelnost tohoto pristroje. Moznost sledovani
vzorkd v jiném uhlu se ukazalo jako nepotifebné pro cile tohoto experimentu, jelikoz
snimky pofizené v otoceni o 90 stupnid byly nepouzitelné pro naslednou obrazovou
analyzu. Manualni ovladani piistroje se potvrdilo jako dostacujici, ale cely proces méteni
Casoveé prodluzoval. Pii vyrobé dalsiho pfistroje z divodu casové uspory doporucuji
navrhnout ovladani bez nutnosti otvirani elektronového mikroskopu. DalSim vhodnym
vylepSenim pfistroje by byla moznost sledovat silu, kterou pisobi scaffold na kleste
pfistroje, a tim lépe urcit klidovou pozici vzorku a moznost sledovat miru adaptace

materialu na tah pii méfeni.

6.2 Pouzité zvétSeni a pocty snimki

V pribéhu experimentu byla postupné zdokonalovdna metodika méfeni dle potieb

zvolené metodiky obrazové analyzy.

Pro urcovani smeérovosti vlaken byly pouzity snimky se zvétSenim 500x, coz
umoznilo sledovani co nejvétsi plochy scaffoldu a zarovei zachovalo schopnost odlisit
jednotlivda vlakna od sebe dle rozliSovacich schopnosti pouZzitého elektronového
mikroskopu. Sledovani co nejvétsi plochy scaffoldu je dulezité pro omezeni ovlivnéni
vysledkit nehomogenitou povrchu scaffoldu. Schopnost rozlisit jednotliva vlakna od sebe
je stézejni pro nasledné zpracovani pomoci obrazové analyzy. Pfi vyhodnocovani dat bylo
zjiSténo, Ze je nutné sledovat dany vzorek v daném prodlouZeni na vice ndhodné
vybranych mistech. Experimentem bylo ovéfeno, ze pro pouzité materidly pocet
vyhodnocovanych snimkt 3 s sebou nese stale velkou chybu. Po¢et vyhodnocovanych

snimka 20 se ukazal jako dostatecny.
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Pro ur€ovani primérné tloustky vldken se ukazalo jako stézejni rozliSovaci schopnost
snimku, ¢imz je mysSleno jaké vzdalenosti ve skutecnosti odpovida jeden pixel na
pofizeném snimku. ZlepSeni této rozliSovaci schopnosti bylo mozno dosdhnout dvéma

zpusoby:
- Zvétsenim rozliSeni potizovaného snimku (pouzito u vzorku 2).
- ZvétSenim piiblizeni (pouzito u vzorku 3).

ZvétSeni rozliSeni pofizovaného snimku umoziuje zlepsit rozliSovaci schopnost bez
potieby zvétSovat priblizeni. To umoziuje sledovat vétsi ¢ast scaffoldu a zmensSit tim
chybu zptisobenou nehomogenitou scaffoldu. Na pouzitém elektronovém mikroskopu
pofizovani snimku s vét§im rozliSenim trvalo vyrazné delsi ¢asovy usek, a proto bylo pro
méieni vzorku 3 pouzito druhé moznosti zvétSeni piiblizeni. Timto zpisobem se také
zlepsi rozliSovaci schopnost snimkd, ale je sledovana mensi ¢ast povrchu vzorku. Oba
zvolené postupy ukazuji pii urCovani pruimérné tloustky vldken fadove stejné vysledky.
Pti porovnani histogramt se ukazuje, ze pfi pouziti vétsiho rozlieni snimanych snimku
se vyrazné zvétSuje zastoupeni nejmensich méfenych vldken o priméru 45 nm. Pocet
vyhodnocovanych snimkd 3 se ukazal jako nedostacujici pro velkou riiznorodost

jednotlivych méfeni. Pocet 10 méteni se ukazal jako vice vyhovujici.

6.3 Vyhodnoceni hypotéz

Hypotéza 1 - Vlakna scaffoldl bez povrchové plazmatické upravy se budou orientovat
do sméru pusobiciho zatizeni, byla ovéfena jako pravdiva na vzorku 3, kde v klidovém
stavu byla nalezena ptevladajici orientace vlaken v thlu -14° + 2°. 92 % + 1 % vlaken
bylo povaZovano za izotropni ve smyslu smérovosti. Pii relativnim prodlouzeni 10 %
bylo relativni zastoupeni neorientovanych vlaken 78 % + 1 %. Hodnotami pro zbyvajici
vladkna bylo mozno prolozit kiivku Gaussova rozlozeni s parametry A = 6 + 0,1 a
o =29 + 1. Pii relativnim prodlouzeni 20 % bylo relativni zastoupeni neorientovanych
vlaken 61 % + 7 %. Hodnotami pro zbyvajici vlakna bylo mozno prolozit kiivku
Gaussova rozlozeni s parametry A = 12,2 £ 1,1 a ¢ = 25 + 3. Pfi relativnim prodlouzeni
40 % bylo relativni zastoupeni neorientovanych vlaken 56 % + 3 %. Hodnotami pro
zbyvajici vldkna bylo mozZno prolozit kiivku Gaussova rozloZeni s parametry

A=154+0,6 ac=22,7=+1,2. Zuvedenych vysledkt je patrné, Ze vldkna zkoumaného
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scaffoldu maji tendenci se smérovat ve sméru tahu. Tato tendence roste S relativnim

prodlouzenim vzorku.

Hypotéza 2 - Vldkna scaffolda s povrchovou plazmatickou upravou jsou vzajemné
fixovana, coz se projevi mensi orientaci vlaken do sméru pusobiciho zatizeni nez u vlaken
scaffoldu bez povrchové plazmatické upravy, byla ovéfena jako pravdiva na
experimentem zkoumanych vzorcich diky porovnani vzorku 3 scaffoldu bez povrchové
plazmatické tpravy a scaffoldu s povrchovou plazmatickou tpravou. U scaffoldu bez
povrchové plazmatické Gpravy pfi relativnim prodlouzeni 10 % bylo relativni zastoupeni
neorientovanych vlaken 78 %, pfi relativnim prodlouzeni 20 % bylo relativni zastoupeni
neorientovanych vlaken 61 %, pfi relativnim prodlouzeni 40 % bylo relativni zastoupeni
neorientovanych vlaken 56 %. U scaffoldu s povrchovou plazmatickou upravou pii
relativnim prodlouzeni 8 % bylo relativni zastoupeni neorientovanych vldken 89 %, pii
relativnim prodlouzeni 12 % bylo relativni zastoupeni neorientovanych vlaken 81 %, pii
relativnim prodlouzeni 20 % bylo relativni zastoupeni neorientovanych vldken 73 %. Pii
porovnani téchto hodnot je patrné, Ze vlakna scaffoldu bez povrchové plazmatické Gipravy
podléhaji vétsi orientaci ve sméru tahu nez vlakna scaffoldu s povrchvou plazmatickou
upravou. Vysledky graficky znazoriiuje nasledujici graf ¢. 8, ktery ukazuje procento
vlaken, ktera jevila tendenci se orientovat ve sméru pusobeni tahu u vzorkd tfi

vV uvedeném relativnim prodlouZeni.

Porovnani smérovosti vzorku cislo 3
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@ Scaffold bez povrchové plazmatické Gpravy

@ Scaffold s povrchovou plazmatickou Upravou

Graf €. 8: Porovnani smérovosti vliaken vzorkut 3
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Hypotéza 3 - Vldkna scaffoldi se budou ztencovat pii plisobicim zatizeni, nebyla
prokazana. U vzorkd ¢islo 3, které byly vyhodnocovany z nejvice snimkt a mély by byt
nejpresnéjsi, neni patrnd zadna zména v primérné tloust'ce vldkna sledovanych scaffolda
vzhledem K jejich relativnimu prodlouZzeni. Primérnou tloustku vldken vzorkd pii

relativnim prodlouzeni ukazuji tabulky ¢. 14 a 15.

Tabulka €. 14: Primérna tloustka vlaken vzorek 3 bez upravy

Prodlouzeni [%]

0

10

20

40

p [nm]

480 £ 190

510 + 240

510+ 230

520 + 240

Tabulka €. 15: Primérna tloustka vlaken vzorek 3 s upravou

prodlouzeni [%)]

0

8

12

20

540 + 230

560 + 240

550 + 220

570 + 240

p [nm]

Na nékterych potizenych snimcich byl sledovén jev lokalniho zGzeni vldkna popsany

v kapitole 5.3.2 Porovnani zmény tloustky vlaken.
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[ 7.aver

Cil prace nalézt vhodnou metodu pro hodnoceni strukturalnich zmeén scaffoldt vlivem
pusobeni vn¢j$i mechanické zatéze a ovéfit existenci predpokladané souvislosti byl
splnén. V prib¢hu experimentu byla metodika postupné zdokonalovéna a prakticky

odzkousSena.

Hypotéza 1 - Vlakna scaffoldi bez povrchové plazmatické tipravy se budou orientovat

do sméru plisobiciho zatizeni, byla dosazenymi vysledky potvrzena.

Hypotéza 2 - Vladkna scaffoldl s povrchovou plazmatickou tpravou jsou vzajemné
fixovana, coz se projevi mensi orientaci vlaken do sméru ptisobiciho zatizeni nez u vlaken

scaffoldu bez povrchové plazmatické upravy, byla vysledky experimentu potvrzena

Hypotéza 3 - Vldkna scaffoldi se budou ztencovat pfi plisobicim zatizeni, nebyla

vysledky experimentu potvrzena

Béhem experimentu bylo na pofizenych snimcich pozorovano nékolik jevi, jejichz
budouci prozkoumani by mohlo pomoci pochopit dalsi strukturdlni zmény scaffoldl

vlivem piisobeni vn&js$i mechanické zatéze. Jedna se o tyto jevy:
- Lokalni zazeni vlakna.

- Praskani vlaken.
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