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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva metodami terahertzové (THz) spektroskopie ke sledovani kinetiky
hemostatik, tj. biomedicinskych materiald pouzivanych k podpoie piirozené
hemostatické reakce téla. Teoreticka ¢ast seznamuje s fyzikalnimi principy THz
spektroskopie v ¢asové doméné (THz TDS), zamé&fuje se na vyhody i omezeni této
metody a na souvisejici moznosti jeji aplikace v oblasti charakterizace biomedicinskych
materiali. Dale jsou podrobné specifikovana aktualni hemostatika, rozebran princip
jejich funkce a pouziti, véetné dostupnych informaci o interakci s zivou tkani. Byly
realizovany experimenty sledujici Kinetiku fyziologické reakce jednak tkanového
lepidla na bazi kyanoakrylatu a dale absorpénich hemostatik. Popis mechanismu reakce
vychazi z fyzikalné-chemickych principtu, na nichZ je postaveno také odvozeni
matematickych modelt reakéni kinetiky zkoumanych hemostatik. Modelovanim jsou
ziskany odhady hodnot parametri charakterizujici zkoumané vzorky. Z pohledu
srovnani reak¢ni rychlosti jednotlivych typti hemostatik je stézejnim parametrem ¢asova
konstanta, ktera je dale podrobnéji vyhodnocena s vyuzitim prostfedkl statistické
analyzy. Vysledky experimentalniho méteni tkanového lepidla ziskané THz TDS byly
doplnény meéfenimi pomoci dalSich spektroskopickych a mikroskopickych technik.
VSechna data byla zpracovana dle navrzenych algoritmti anasledné analyzovana
matematickymi metodami.

KLICOVA SLOVA

Terahertzova spektroskopie v ¢asové doméné, hemostatika, polymerizace, kinetika
sitovani, kinetika sorp¢ni reakce, matematické modelovani Kinetiky



ABSTRACT

This thesis deals with the methods of Terahertz (THz) spectroscopy to observe the
kinetics of haemostatic materials used for supporting the native mechanism of
haemostasis. The theoretical part follows the physical principles of THz time-domain
spectroscopy (THz TDS), mentions the advantages and limitations of this method and
its application possibilities for the characterization of biomedical materials. Further,
there are specified properties of actual haemostats, described principles of their function
and usage in practice, including their interaction with the living tissue. There were
performed experiments monitoring the kinetics of physiologic reaction of the tissue
adhesive based on the cyanoacrylates and absorbable haemostats. The mechanisms of
monitored reactions were explained based on the physical-chemical principles that are
used also for the kinetic models’ derivation. Modelling of the measured data results in
the estimation of the parameters characterizing the observed samples. The most
interesting parameter is the time constant of the reaction because of the possibility to
compare reaction rates of different types of haemostats. The detailed analysis of this
parameter is performed using the means of statistical methods. Tissue adhesive samples
were measured by other spectroscopic and microscopic methods to compare the
findings with the experimental results of the THz TDS. Data were processed using
algorithms designed especially for this experiment and analysed using mathematical
methods.

KEYWORDS

Terahertz time-domain spectroscopy, haemostats, polymerization, networking kinetics,
sorption reaction kinetics, mathematical modelling of kinetics



Nedvédova, M. Terahertzova spektroskopie v casové doméné a vizualizace biologickych
objektii. Brno: Fakulta elektrotechniky a komunikacnich technologii, Vysoké uceni
technické v Brné, 2020. 143 s., 11 pfil. Vedouci diserta¢ni prace: prof. Ing. Ivo
Provaznik, PhD.



PROHLASENI

ProhlaSuji, ze svou disertani praci na téma , Terahertzova spektroskopie Vv Casové
doméné¢ a vizualizace biologickych objekti “ jsem vypracovala samostatné pod vedenim
vedouciho disertacni prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich
zdrojt, které jsou vSechny uvedeny v seznamu literatury na konci prace.

Jako autorka uvedené doktorské prace dale prohlasuji, Ze v souvislosti s vytvofenim této
doktorské prace jsem neporusila autorska prava tretich osob, zejména jsem nezasdhla
nedovolenym zptisobem do cizich autorskych prav osobnostnich a jsem si pln¢ védoma
nasledkl poruseni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského zakona ¢. 121/2000 Sb.,
vcetné moznych trestnépravnich disledkd vyplyvajicich z ustanoveni § 152 trestniho
zakona €. 140/1961 Sb.

VBmédne e
Ing. Marie Nedvédova



PODEKOVANI

V prvni fadé dékuji svému odbornému skoliteli doc. RNDr. Vojtéchu Kresalkovi, CSc.
za podnétné diskuze, cenné rady a vzdy vstiicny a povzbudivy piistup. Dékuji také prof.
Ing. Ivu Provaznikovi, Ph.D. za odborné vedeni a konzultace mé disertacni prace. Dale
dékuji MUDr. Zdeniku Adamikovi, Ph.D. za dlouhodobou spolupraci; pik. dr. hab. inz.
Norbertu Patkovi, prof., za moznost samostatného méteni na specializovaném pracovisti
Institutu optoelektroniky Wojskovy Akademie Techniczne ve VarSave; Ing. Jifimu
Pechovi, Ph.D. za poskytnuti FTIR spektrometru; vSem dobrovolnikiim darujicich krev
pro ucely experimentu za jejich nadSeni a divéru. Nejveétsi dik vSak patii mé roding,
predevsim rodi¢im za podporu po celou dobu studia a manzelu Jifimu za pochopeni,
shovivavost, ale také odbornou pomoc pii zpracovani dat.

VBmédne
podpis autorky



OBSAH

L V0D e 8
1.1  SOUCASNY STAV ZKOUMANI REAKCE HEMOSTATIK ........ccoeimreriirinreearinreesrenreesrenneesnesreesnennes 8
1.2 CILE DISERTACNI PRACE ......ocooeiiiiiiiiiiitinieiati ettt sn et nne e enenne e nnes 9

2  TERAHERTZOVA SPEKTROSKOPIE ............cccccocoviiiiiiiesrssesiesseseseseesseniesenisnines 11
2.1  TERAHERTZOVE ZARENI A JEHO VLASTNOSTI ......ccvitiiuiiiitinieiatinieeareseeeaseseesesnesneessesneseenennes 11
2.2 GENEROVANI A DETEKCE THZ ZARENI..........cccciiiiiiiiiiiiiees e 13
2.3 APLIKACE THZ ZARENI ..ottt ettt et sb e sn e ene s 13
2.4 VZNIK THZ ZARENI A JEHO INTERAKCE S HMOTOU......cviiriiiiirinreearenreearesreesnesneesnesneesnennes 14

24.1 TEORIE VZNIKU THZ VLNY ..ottt 14
24.2 TRANSMISE A ODRAZ ..ottt st bbbt bbb bbb 18
24.3 ABSORPCE A ROZPTYL c.iiviiiiii ittt sttt bbb 20
24.4 INTERAKCE THZ ZARENI S HMOTOU NA MOLEKULARNI UROVNL......ccovivirriiirinreesrenrereanennes 21
2.5  TERAHERTZOVA SPEKTROSKOPIE V CASOVE DOMENE ........ocooviiiiiiiinieinienieesie e 23
251 OBECNY PRINCIP GENEROVANT{ A DETEKCE THZ IMPULSU (PUMP-PROBE) .......ccvetiveniaiennen. 23
252 ZDROJE IMPULSNIHO THZ ZARENT ....c.viiiiiiiiiiicies e 24
253 DETEKTORY IMPULSNIHO THZ ZARENI .......ccoviiiiiiiiiiiiecc e 25
254 THZ IMPULS A JEHO SPEKTRUM ...ttt 26
255 TRANSMISN{ VS. REFLEXNI MERENT .....couviiiiiiiiiicsieiisesee e 28
256 THZ SPEKTROSKOPIE BIOLOGICKYCH OBJEKTU ....vcuvivvitinieiisrinreesresreesresreesre e eanenneeene e 31

3 HEMOST AT KA ettt ettt b et e sbeesbeennne s 33
31 HEMOSTAZA ..ottt ettt et r et r e sr e bt r e n e e ar e enennes 33
3.2 ABSORPONT HEMOSTATIKA .....cooitititiitiiaieiteneeieatesseseatesseseesestesesbessesessesseseasessesessessesessessesessenses 35

321 OXIDOVANA CELULOZA ...ttt sttt sttt sn bt an e nne e 35
322 ZELATINA oot 37
3.2.3 KCOLAGEN ..ttt e ettt r e n e n e nee e s nre s 37
3.3 BIOLOGICKY AKTIVNI HEMOSTATIKA ......ccttitiiiitieiieteie ettt asieeess e snesne s e e nne st snesnesneens 38
3.4 SYNTETICKA TKANOVA LEPIDLA ......ooottitiitiitiiititiaiiet et ste sttt e st sne b b sse e enenennesnenne s 39

4  SPECIFIKACE POUZITYCH METOD A TECHNIKY ........cccovvevvmvnenrenienienineninens 41

4.1  TERAHERTZOVA SPEKTROSKOPIE.........c.occumuiiiiirtiniatintitatissisestssesesessessesessesnesessessasessessasesnens 41
411 TPS SPECTRA 3000......ccueieiieitie ittt ettt ettt e bt e st e bt sneesresbeesbeenbeenbe s e 41
41.2 ATR MODUL ...ttt nre e re e e nn e nneenneenneereene s 43

4.2 DIELEKTRICKA SPEKTROSKOPIE ......cuvititiitiatisieateeseessessestestesieasseseessestesnesnesseasseseennesnesnesnesseens 44
421 PRINCIP METODY ..ottt iiee sttt sttt ne e nn e ne e nreennis 45
422 LCR METR EA980A ... oottt bbb 48

4.3 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE .........ocooeiitiiaiiirenieieatineee s sresessesne e sne e snesessesnesessennens 48
431 PRINCIP METODY ...ttttteieietesestt sttt eb bbbttt bbbttt bbbttt 49
4.3.2 FTIR SPEKTROSKOPIE .....cuciiieuiiieitiirisie sttt st bbbt s r et nesn e snesn e 50

4.3.3 N ICOLET M IS M0 ettt et ettt et et e et e et et e e et er e e et ete e et et esaeeseeteeaeereeteanteseensesresneareannaneas 51



4.4 RAMANOVA SPEKTROSKOPIE. .....uttiieeiteesteesteareasreaseesseesseesreesesssessesssessseessessssssssssesssesssesssesnens 52

441 PRINCIP METODY ..vvititeriatistesietestesessesteseesestesesestessasestessesessessessasesbessasestessssessensasessensasensens 52
442 TECHNIKY MERENT.....ttiiiiiiiis ettt sttt ettt st sbeesbeesbe e sbeesbe e 53
443 INVIABASIS RAMAN MIKROSKOP ......ciiuiiitieitiatieteeiesteseesieesieesaeessessesssesssesssessesssesssessnens 53
45 KLASICKA SVETELNA MIKROSKOPIE. .......cccititiatiaiaueieestesteaseeseaneestessessessessessesssesssssessessessesses 54
45.1 ZAKLADNI SPECIFIKA METODY ...utituttsttesteesteesteasteasesssesssesseessesssesssessssssesssesssesssesnsesssesseenns 54
45.2 OPTICKY MIKROSKOP ZEISSAXIO SCOPE.AL ....ooiiiiiiiiiiiiestie ettt 54
4.6 KONFOKALNI SKENOVACT MIKROSKOPIE ......ccucoiiiuiiieiiniisiesteeseasie e sie e siessesseeneesasseeseessessesnes 54
4.6.1 PRINCIP METODY ..vtititiriatistesietestesesiesteseesestessesestessasestessesessessesessessessasessessssessensasessensasessens 54
4.6.2 KONFOKALN{ MIKROSKOP ZEISS LSM 700 .......coitiiuiiiiiinieieie s 55

5 STUDIUM VLASTNOSTI TKANOVYCH LEPIDEL ...........ccccoeeoniimirirriinninninsinnn, 56
5.1 PRIPRAVA VZORKU PRO MERENT KINETIKY LEPIDLA ......ccecviietieienieniesieseessesseeeensesseseessessens 56
5.2 DIELEKTRICKA SPEKTROSKOPIE..........ccueitiitiitisitattareesiesiestessesseessesesssessessessessesssessessessessessessenns 56
5.2.1 METODIKA MERENT......ciiutiiiiiitiiitiesiieie ettt sttt sttt be et ssaesreesbeesaeesneennas 56
5.2.2 ZPRACOVANI DAT ..eeiuviiiii ittt ettt ettt sttt ettt sse e sae e beesbe e be e s tesseesbeesbeenbeanbeenbeeneesnee e 58
5.2.3 CHARAKTERISTIKA DAT ..tttittetteteestesseesieesieesaeesaeassesssesssesseessesstesssessssssesssesssesssesnsesseesseees 59
5.3 TERAHERTZOVA SPEKTROSKOPIE ........ccccitiuiaiaierieseestestessesseaseessessessessessessesssesesssessessessessessens 60
531 METODIKA MERENT......cittitiiiiiiite ittt sttt n et bbb 60
5.3.2 ZPRACOVANT DAT ..ttt sttt sttt bbbttt et e bbbt bt bt et e b e be bt sbe s e 61
5.3.3 CHARAKTERISTIKA DAT .. tttittettete et sttt st sbe ettt aseesssesbeesbeesbeasseaseesbeesbeesbeeneanneannennee e 62
5.4 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE .........ccuiiuiitiitiatiaiintentestestesieaseesessestesaessessessssseessesaessessessessens 65
54.1 METODIKA MERENT. ...ttt bbbttt sbe st b eneas 65
5.4.2 CHARAKTERISTIKA NAMERENY CH DAT...c.vcttiuieiietetesiestesieeseeeesse st e stesiesseeeessesbesaessesseens 65
543 A Y010 )TN ) 57 LT 70
5.5 MODELOVANI SITOVACI REAKCE TKANOVEHO LEPIDLA .......ccoveveveriiniesinaeeaeeeeseeseeseeseessenses 73
55.1 KINETIKA SITOVANI KYANOAKRYLATOVEHO LEPIDLA ....cuvviuviiiiiitienieeieeieeie e sneesneeseeenees 73
55.2 ODVOZENi MODELU SiTOVANI HISTOACRYLU A JEHO OLEJNATYCH SMEST ....ccevvveivieieeene 75
55.3 ODVOZENi MODELU SiTOVANI HISTOACRYLU V PRITOMNOSTI ZIVOCISNE TKANE .............. 76
554 MODELOVANI MERENYCH DAT ...vveuviesteesteeseesseesieeseeesseesseasseasesassessessseessessssssssssesssesssesssesnees 77
555 VYSLEDKY MODELOVANI DAT ....ctiiiitiiiiiieie sttt sttt sttt sne st s sbe e 79
5.6 STATISTICKA ANALYZA .....ciutiutiuiiuteatenteste et ateeseeseessesbesteabesbeabeaseensanbesbeabesbesbeeseansentesbeabesresteaseans 83
5.6.1 HISTOACRYL A JEHO OLEINATE SMEST ....ucutiuieuiestintestestesieaeesaestesiesteste e aseeseeseessesnessessesneas 83
5.6.2 HISTOACRYL PRIREAKCI S ZIVOCISNOU TKANI.....ccuiiiiiiiiiiieie et 90
5.7  CHARAKTERIZACE STRUKTURY TKANOVEHO LEPIDLA. ........cccotiiititintintinieaieeeeeesieseeseesiesneas 96
57.1 SVETELNA MIKROSKOPIE ......uvetrettesiesseesiaesieesseeseeaseasesassesssessessseanssssssssesssesssesssesnsesssesseenes 96
5.7.2 RAMANOVA SPEKTROSKOPIE .....viveietiteseatesteseetesteeesessesessessesessessessesessessssessessesessessesessenes 97
5.7.3 KONFOKALNE MIKROSKOPIE .....cuvititiieitieieesiesiessessesiessesseeseessessesnesne s sseassessensesnesnesnessesneas 99
5.8 DISKUZE VYSLEDKU .....c.ociitiiaiitenietestesieiesteseesestestesestesessestessesesteseesestestesestessesestessesessensesessens 101
6 STUDIUM VLASTNOSTI HEMOSTATIK ........cocoovvvieiiiieeieseeeeeeeeseseeessensneeon 104

6.1 PRIPRAVA VZORKU ......ovviiiiitiie ettt ettt sttt e s sttt s e s et ta e s s bt e e s s ebba s e seabaaessabbeeesbtaeessarns 104



6.2 METODIKA MERENI ..ottt sttt sttt e bbb bbb e e b e bbb sneeneas 105

6.3 ZPRACOVANIDAT ....cooiiiiiiiitiieiitent ettt ettt r et r et er et r et n e r e ere e nns 107
6.4 CHARAKTERISTHKA DAT .tiitiitiiiiitieiiest ittt sttt sr et ar st sbe e sn e bbb se e e s n b er e 107
6.5 MODELOVANi ABSORPCNI REAKCE HEMOSTATIK ......cveuiiviieiinieieiinieniaiesieseesessesessesneseesesnens 109
6.5.1 PRINCIP INTERAKCE HYDROFILNIHO POLYMERU A VODNEHO PROSTREDI .......cccovivirienine 109
6.5.2 MODELOVANI KINETIKY BOBTNANT HYDROGELU .....ccvtiveiiitinieiintinieietesieesneseeeeneseeeane e 109
6.5.3 ODVOZEN{ MODELU PSEUDOPRVNIHO RADU .....c.covviiiiiiiiriniieiieie st 112
6.5.4 ODVOZENT WEIBULLOVA MODELU ..ottt st 114
6.5.5 MODELOVANI NAMERENYCH DAT.....covtreieirerrerenreneesearesseessesneesnesneesnessesessesnesessessesessennes 115
6.5.6 VYSLEDKY MODELOVANI DAT A JEJICH POPISNA STATISTIKA ....ccoveverirreeeienreeerennesnenennens 116

6.6 DISKUZE VYSLEDKU ......coitititiiiieiiinietenisieiet sttt sse bbb es et sbe bbb nnan e 120

T ZAVER ..o 122
SEZNAM POUZITE LITERATURY .......ooooiiiiiiniininsiesisssissssssssesssesssssssss s 125
SEZNAM ZKRATEK ..ottt sttt sttt ste e nbesna e e ntaeneenreenes 135
SEZNAM POUZITYCH KONSTANT A VELICIN ......coocoovimriininniineenseineessissienesns 136
SEZNAM OBRAZKU .......coovvviiiiiiinsisse it 139
SEZNAM TABULEK ...ttt ettt sttt e aente e nreenes 142

4 20 0 ) & "SRR 144



1 UVOD

Terahertzova (THZz) spektroskopie se fadi k nejnové&jSim spektroskopickym metodam.
Oblasti THz frekvenci elektromagnetického spektra se zacalo hloubéji zabyvat az
koncem 20. stoleti, jde tak zfejmé o nejméné probadanou cast spektra. Paradoxné vSak
vyzkum v oblasti THz frekvenci vyznamné pfispél k rozvoji fyziky uz na pocatku 19.
stoleti, kdy némecky fyzik Heinrich Rubens provedl pfesné méfeni zafeni absolutné
cern¢ho teélesa ve frekvencni oblasti sahajici az k 6 THz, ¢imz potvrdil platnost
Planckova vzorce v celém rozsahu frekvenci a teplot [1]. Teprve v 70. letech minulého
stoleti ziskalo THz zéfeni jedine¢né uplatnéni v astronomickém vyzkumu, postupné
byla postavena fada THz teleskopt a s nimi i Gspésné letecké a vesmirné observatofe.
V oblasti experimentalniho vyzkumu se s THz spektroskopii setkavame stale Castéji,
napi. v zabezpeCeni letiSt, Sirokopasmové komunikaci, nedestruktivni diagnostice.
Nejvétsi potencial pro biomedicinsky vyzkum predstavuje THz zobrazovani, nebot
umoznuje soucasn¢ ziskat obrazovou i spektrdlni informaci. Méfeni biologickych
objektti na THz frekvencich skyta fadu vyhod, avSak narazi i na omezeni, ktera mohou
meéfitelnost nékterych objektl zcela znemoznit. Po ditkladné analyze I1ze vSak nezadouci
projevy (vysoky utlum méfeného signalu, Fabry-Pérotovy artefakty) vice ¢i méné
potla¢it zavedenim vhodné&jSich postupti méfeni, piizpisobenim méfici techniky dané
medicinské aplikaci nebo také vyvojem pokrocilejSich algoritmii zpracovani dat.

Tato prace se zabyva pravé moznostmi aplikace THz vin pro zkoumaéni
biomedicinskych materiali se zamétenim na sledovani dynamickych jevi, jejich popis a
nasledné modelovani. Pfedmétem popisovaného vyzkumu jsou hemostatika, specialné
navrzené materialy pouzivané v 1ékafstvi pro podporu fyziologického procesu zastavy
krvaceni (hemostazy). Tyto materialy mohou byt rizného ptivodu a jejich pouziti se
také 1i$i s ohledem na konkrétni aplikaci. Jejich funkce je zalozena na odliSnych
principech, jimiz se hemostazy dosahuje. Zaroven je vSak dostupné jen malé mnozstvi
informaci o kinetice téchto reakci, které by umoznovaly alesponi zakladni srovnani
hemostatickych material z pohledu napf. rychlosti a u¢innosti zastavy krvaceni za
srovnatelnych podminek. Do experimentu popsaného v praci byly zafazeny materialy
dvojiho typu: hemostaticka lepidla na bazi kyanoakrylatu a absorpéni hemostatika na
bazi oxidované celuldzy, Zelatiny, kolagenu nebo kombinace fibrinogen-thrombinu.

1.1 Soucasny stav zkoumani reakce hemostatik

V dostupné literatufe lze nalézt jen nedostatecné provéteni prubchu sitovaci reakce
(vzédjemné spojovani fetézcii polymeru za vzniku prostorové sité) kyanoakrylatovych
lepidel fyzikalnimi méticimi metodami. Objevuji se okometricka pozorovani chovani
lepidla v kapilafe, zviteci studie in vivo [2],[3],[4] nebo zakladni reometrickd méteni
[4]. Mechanismus sitovaci reakce byl zkouman nékolika technikami, napt. nuklearni
magnetickou rezonan¢ni spektroskopii [5], infracervenou spektroskopii [6],[7] nebo
Ramanovou spektroskopii [8]. Vysledky téchto experimentl se v§ak rtizni, a to zejména
z pohledu rychlosti sitovani. Doba do uplného zesitovani vzorkd se u jednotlivych
Rozdilnost publikovanych hodnot prameni pfedevsim ztoho, Ze experimenty byly
provadény na riznych typech kyanoakrylath a také za riznych laboratornich podminek
(napft. vlhkost, rozdilna tloustka vzorka atd.). V praxi reaguje tkanové lepidlo s velmi
komplexnim systémem, jakym je krev. Aplikovat zavéry in vitro experimentt na realné
situace je problematické, nebot’ se tkanové lepidlo bude pii styku s télnimi tekutinami
pfirozené chovat jinak nez za laboratornich podminek.
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Velmi cCasto se také pouzivaji smési lepidel s olejnatou slozkou se zamérem
zpomalit prubéh jinak velmi rychlé reakce a umoznit tak del$i manipulaci s lepidlem.
Toho se vyuziva napiiklad pii cilené embolizaci cév, kdy se smés lepidla aplikuje
pomoci katetru a je potieba predejit zatuhnuti lepidla jesté pred dopravenim do cilového
mista. Prokazatelny vliv oleje na zpomaleni reakce byl zaznamenan Vv in vitro
podminkach, avSak pii aplikaci in vivo doslo k podstatnému zkraceni doby sitovani
[9],[10]. V in vivo podminkach se dokonce vytraci pfimy vliv mnozstvi oleje ve smési
na dobu sitovani lepidla [4],[11]. Kinetika kyanoakrylatovych lepidel byla zkoumana
riznymi metodami za rGznych podminek a vysledky jsou jasné schematicky
formulovany. Jakym zplGsobem vSak do kinetiky sitovaci reakce zasdhne ptidana
olejova slozka, zatim nebylo podrobnéji zkoumano. Prvni naznaky se objevuji v [12],
kde se autor poprvé zabyval métenim fyzikalnich vlastnosti téchto smési (hustota,
viskozita, misitelnost, mezifazové napéti), ale hlavné¢ zkoumanim jejich reakci
Siontovymi a proteinovymi roztoky sloZzenim podobnymi krvi in vitro. Minimum
informaci je rovnéz dostupné o chovani tkanovych lepidel pfi styku s zivoc¢isnou tkani.

Podstatné méné informaci lze nalézt o kinetice absorp¢nich hemostatik. Vétsina
védeckych praci se zabyva spiSe jejich konkrétnimi medicinskymi aplikacemi,
kontraindikacemi ¢i cytotoxicitou. Hemostatika byla studovana metodami skenovaci
elektronové mikroskopie [13],[14],[15], transmisni elektronové mikroskopie [14],
zobrazovani magnetickou rezonanci [16], ale také spektroskopickymi technikami;
atomova emisni spektroskopii [17], ultrafialovo-viditelnou [18] a infraervenou
spektroskopii [19]. Vedle zakladniho méfeni pH vzorkl oxidované celulozy [13] se
prakticky neobjevuji studie zabyvajici se méfenim dalSich fyzikalnich ¢i chemickych
parametrit v pribéhu hemostatické reakce. Pravé podobné experimenty by vSak mohly
poskytnout objektivni srovnani rtznych typt hemostatik, napt. z pohledu reak¢ni
rychlosti, a pomoci terapeutim s vybérem vhodného typu hemostatika pro konkrétni
pouziti, coz se doposud zaklada spise na empirickych zkuSenostech aplikujiciho I¢kare.

U fady aplikaci se upfednostiiuje urcity typ hemostatika pied ostatnimi z diivodu
napf. nizsi cytotoxicity ¢i zanedbatelné granulace ve tkani. Stézejnim faktorem vybéru
hemostatika by méla byt i jeho ucinnost, ktera byla testovana napf. na zvifecich
modelech [20],[21],[22]. Hemostatika jsou rtzného pavodu, proto i mechanismus
ucinku s krvi a rychlost hemostazy se bude lisit a pouziti nemutize byt zcela univerzalni.
Zatimco ve vaskularni chirurgii je prioritou velmi rychld zastava krvaceni za pouziti
rychle polymerizujicich hemostatik, u plastické chirurgie jsou na hemostatikum kladeny
spiSe opacné pozadavky s ohledem na presnost a preciznost [23]. Pfi reSersi v§ak nebylo
mozné ziskat vice informaci v dasledku neexistence fyzikalnich studii srovnavajicich
rychlost zastavy krvéaceni pfi pouziti riznych typi hemostatik. Naskyta se tak pfilezitost
pro metody zaloZené na sledovani zmén fyzikalnich ¢i chemickych vlastnosti materiala.

1.2 Cile disertacni prace

Z ptedchoziho vyvstava fada otazek, na které se tato prace soustiedi ve snaze
vyplnit mezery v dané oblasti vyzkumu. Prace je zaméfena na metody charakterizace
kinetiky hemostatik pomoci THz spektroskopie v ¢asové doméné s cilem popsat
vlastnosti téchto materiali. Pokud to povaha vzorku umoziuje, jsou vysledky doplnény
meéfenim dalsimi technikami, konkrétné dielektrickou spektroskopii, infracervenou
spektroskopii, Ramanovou spektroskopii, klasickou svételnou a/nebo konfokalni
skenovaci mikroskopii. Kombinace méfeni riznymi metodami umozni hlubsi nahled na
vlastnosti zkoumanych materiald, jejich srovnani a detailnéjsi popis chovani pfi
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hemostatické reakci. Objasnéni Kkinetiky hemostatické reakce poskytne také lepsi
porozuméni mechanismiam ucinku. Ziskané informace mohou byt vyuzity k modelovani
zkoumanych systémd, urCeni charakteristickych parametri (Casové konstanty) a
srovnani hemostatik z pohledu reakcnich rychlosti.

Cile prace lze tedy shrnout do n¢kolika zékladnich bodu:

1.

Popis metodiky méteni pomoci THz spektroskopie v ¢asové doméné, véetné
principd zpracovani dat a jejich nasledné analyzy.

Podrobna specifikace pouzitych hemostatik, rozbor principu jejich funkce a
pouziti, véetn¢ dostupnych informaci o interakci s zivou tkani.

Navrh a realizace experimentu pro sledovani kinetiky fyziologické reakce
hemostatika, zahrnujici specifikaci pouzitého pfistrojového vybaveni,
metodiku piipravy vzorkt a postup méfeni.

Navrh algoritmti pro zpracovani dat a jejich naslednou analyzu pomoci
vhodnych matematickych metod.

Vytvofeni matematického modelu kinetiky hemostatické reakce zkoumanych
materialii a odhad hodnot parametrii modelu.

Srovnani modelovych ¢asovych konstant s vyuzitim prostiedkt statistické
analyzy, hodnoceni a formulovani zavéra shrnujicich vysledky prace.
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2 TERAHERTZOVA SPEKTROSKOPIE

2.1 Terahertzové zaieni a jeho vlastnosti

Mluvime-li o terahertzovém zareni, jedna se o elektromagnetické vIinéni vysilané na
frekvencich THz pasma. THz ¢ast elektromagnetického spektra lezi mezi mikrovinnym
a infraCervenym =zafenim, viz Obr. 2.1. Mezni frekvence oblasti nejsou pevné
stanoveny, obecné se vSak mini rozpéti 100 GHz — 10 THz. Stiedni frekvence 1 THz
odpovida vinové délce piiblizné 300 um ve vakuu [1],[24],[25].

Klasicka teorie Kvantova teorie
(elektronika) (fotonika)

X-ray y-ray

E— 1| TN
10 103 10¢ 10° 12 107 1018 1021 1024
kilo Mega 10 Peta E Zetta Yotta

Giga

Exa

Tera
Frekvence (Hz)

1THz~33cm' ~1 ps ~300 um ~4 meV ~ 47 K

Obr. 2.1 Terahertzova oblast elektromagnetického spektra (pfevzato z [26])

Oznaceni terahertz se stal popularnim teprve v prubéhu 70. let minulého stoleti.
Do té doby se pro vSechny vinové délky ptiblizn€ od 20 um po nejbliz§i milimetrovou
oblast elektromagnetického spektra uzival termin vzdalené infracervené zareni nebo
submilimetrové. Pojem terahertzové zafeni Se ujal az v souvislosti s terahertzovou
spektroskopii v ¢asové doméné (THz time-domain spectroscopy, zkr. THz TDS) a byl
obecné piijat pro oznacéeni frekvenéniho rozsahu 0,1 — 10 THz [1].

Jeden z historickych nazvu, tzv. oblast THz mezery, ziskala THz oblast diky
technické a finanéni narocnosti na realizaci THz systémua [1],[25],[27]. K velkému
rozmachu vSak doSlo postupné v 90. letech 20. stoleti se vznikem THz TDS. Klicovym
faktorem byl vyvoj optickych femtosekundovych laserd, jez tvoii zéklad vétSiny THz
spektrometrti. Do té doby byly moznosti zdroju a detektorii znacné omezeny, jelikoz
neni mozné pokryt THz oblast klasickou optickou spektroskopii (intenzita optickych
zdrojti zafeni klesd podobné jako zafeni absolutné ¢erného télesa), ani elektronickymi
zdroji (elektronické soucastky nejsou schopny pracovat na tak vysokych frekvencich).

Princip THz vInéni je pfirozenym propojenim kvantové-mechanického a
klasického popisu elektromagnetickych vin a jejich interakci s latkami [25]. Diive byl
vyzkum elektromagnetického spektra jednozna¢né rozd€len na oblast optickych a
elektrickych vIn, pfi¢emz principy, metody i nastroje se pro kazdou oblast lisily, viz
Tab. 2.1. Elektromagnetické viny jsou obvykle generovany klasickymi oscilacemi
dipoli, zatimco optické vinéni je emitovano piikvantovém piechodu z energeticky
vyss$iho stavu na nizsi, viz Obr. 2.2 (s vyjimkou zafeni Cerného télesa, brzdného a
synchrotronového zafeni). Na nizSich frekvencich od THz vIn je pomoci antény
detekovano elektrické pole viny, zatimco u vyssich frekvenci se hovoii o intenzit€¢ nebo
ozafeni, které je umérné toku fotont. Dalsi rozdil spoc¢iva v typu vinovodt; mikroviny
jsou vedeny kovovymi vinovody, které u THz vin zptsobuji vysoké ztraty, zatimco
vinovody z dielektrika ¢i opticka vlakna nezpusobuji disperzi, ani velké ztraty [28].

THz zafeni ma mimofadné postaveni pravé tim, ze tvoii v elektromagnetickém
spektru ptirozeny prechod mezi svétem elektroniky (nizké frekvence) a optiky (vysoké
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frekvence). Stejn¢ jako kazdé elektromagnetické vinéni lze i1 vlastnosti a chovani THz
vin obecné popsat Maxwellovymi rovnicemi, avSak vzhledem ke specifickému umisténi

kategorie a nemusi tedy ani nutné vyhovovat aproximace odvozené pro zminéné oblasti.

Tab. 2.1 Srovnani vlastnosti optiky a elektroniky.

Klasicka elektromagneticka vina  Opticka vina

Princip Maxwellovy rovnice Schrodingerovy rovnice
Emise zrychleny pohyb nabitych ¢astic, kvantovy piechod

klasicky dipol mezi energetickymi hladinami
Méieni elektrické pole intenzita
Instrumentace elektricky obvod, anténa, ¢ocky, zrcadla, opticka vlakna

kovové vinovody

Aproximace uniformni pole uniformni médium

excitovany stav m
hu

VA Y .

| |
|
9]
-

zakladni stav

14

&=

AE
o= —
h

Jic
(a) Ve (b)

Obr. 2.2 Princip kvantového piechodu s emisi fotonu (a) a klasického dipdlu s emisi
elektromagnetické viny (b) [28].

(a) Opticka vina je vysledkem ptechodu elektronu z excitovaného stavu do stavu zakladniho.
Uvolnéné fotony zaieni maji energii rovnu nasobku Planckovy konstanty h a frekvenci
dopadajiciho zafeni v. Uhlova frekvence fotonu e je dana podilem rozdilu energii AE mezi dvéma
energetickymi hladinami a redukované Planckovy konstanty h (h=h/2x).

(b) LC oscilator generuje proud sinusového pribéhu s thlovou frekvenci w nepiimo tmérnou
odmocniné nasobku indukénosti L a kapacity C elektrického obvodu.

I pies obtize spojené s technickou realizaci zdrojl a detektor ma THz zéafeni fadu
vyhodnych vlastnosti, a to nejen z pohledu biomedicinskych aplikaci [28],[29]:

a) Fotony THz zateni maji nizkou energii a nemohou tak zptisobovat ionizaci
biologickych tkani. THz vilny jsou tak povazovany za bezpetné jak pro
zkoumané vzorky, tak pro obsluhu. Obecné, s vy$§im kmitoctem rychle rostou
také expozi¢ni limity hygienickych norem neionizujiciho zatfeni az k hodnoté
100 W-m2 na kmito¢tu 300 GHz [30].

b) Vzhledem Kk vysoké absorpci THz vInéni molekulami vody nemize
prostupovat lidskym télem (jako napf. mikroviny). Pokud by tedy zafeni
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zpisobovalo né&jaké potencidlni poskozeni (které dosud nebylo prokézéano),
bude omezeno pouze na povrchovou vrstvu téla, tedy pokozku.

¢) THz viny maji delsi vinové délky nez viditelné a infracervené vinéni a jsou
tak méné postizeny Mieovym rozptylem. Mohou prochazet mnoha suchymi
dielektrickymi materialy jako obleceni, papir, dfevo nebo plast. VInové délky
jsou vs8ak zaroven dostatecné kratké, aby poskytovaly prostorové rozliSeni na
submilimetrové urovni, coz umoziuje napt. Cteni zavienych knih [31],
zkoumani barevnych vrstev v obraze i odhaleni falzifikata [32].

d) Mnoho molekul vykazuje na THz frekvencich silnou absorpci a disperzi
vzhledem Kk rota¢nim a vibraénim ptrechodim dipéli. Tyto prechody jsou
specifické pro kazdou molekulu a zanechavaji jedinecny spektroskopicky
otisk (tzv. fingerprint).

e) Koherentni THz signaly mohou byt detekovany v ¢asové oblasti mapovanim
amplitudy a faze ptrechodného -elektrického pole, ¢imz se zpfistupiiuje
absorpcni a disperzni spektroskopie zaroven.

2.2 Generovani a detekce THz zareni

Podle druhu generovaného THz vInéni rozlisujeme CW systémy (s kontinudlni vinou) a
impulsni systémy. CW systémy pracuji na jedné frekvenci, emitovana vina je spojita
nebo modulovana na THz frekvencich. Jde 0 tzkopasmovou vlnu ¢asto s omezenou
laditelnosti, ale s vysokym spektralnim rozliSenim (~ 100 MHz). Obvykle se pracuje i
s vy&§imi vykony. Rada z nich se vyvinula z klasické mikrovinné techniky; THz vInéni
je generovano nasobenim zakladni frekvence, tyto Systémy pracuji na frekvencich THz
pasma do 0,8 THz. Pro generovani vysSich frekvenci se pouzivd fotoelektrické
sméSovani (pozadovanou frekvenci zaznéje ziskame superpozici dvou lasert na riznych
kmito¢tech) nebo oscilator se zpétnou vinou. CW detektory jsou nekoherentni, zalozené
na méfeni intenzity (Gzkopasmové Schottkyho diody a supravodivé struktury,
Sirokopasmové bolometry, pyroelektrické detektory a Golayovy cely) [26].

Impulsni systémy (také nazyvané time-domain) jsou zalozeny na generovani a
detekci velmi kratkého elektromagnetického ptechodového jevu S trvanim nékolika
pikosekund. Kratky impuls je tvofen mnoha frekvencemi, které ziskame Fourierovou
transformaci ¢asového impulsu. Impulsni systémy jsou Sirokopasmové, emitovana vina
neni spojita a jsou tak idealni pro spektroskopické aplikace a studium velmi rychlych
procesu. Zaklad pochazi z oblasti fotoniky; pro generovani prechodovych jevi se
vyuziva velmi rychly impulsni femtosekundovy laser [26].

2.3 Aplikace THz zareni

Prvni THz aplikace se objevily v astronomii pii zkoumani pozadi kosmického
infraterveného zafeni a Vv diagnostice laserového plazmatu [28]. Praktické aplikace
vyuzivajici THz zafeni jsou limitovany relativné kratkou vzdalenosti (desitky az
jednotky metra ¢i jesté méng) diky vysoké absorpci THz zafeni Zemskou atmosférou,
za niz stoji predev§im vibra¢né-rotacni trovné vodnich par [1]. Pfedstaveni THz TDS
v 80. letech 20. stoleti znamenala velky pokrok ve zdokonaleni techniky, pifedevS§im
zvyseni intenzity THz zdroji a zlepsSeni citlivosti detektort. Z podobnosti s mnoha
aplikacemi jak optického, tak mikrovinného zafeni vze$la i myslenka vyuzit THz viny
pro zobrazovani. Zpoc¢atku §lo 0 vidéni v mlze a oparu, lokalizovani skrytych predméta
a detekovani vad v opticky neprtihlednych materidlech, pozdéji se ptidaly i
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bezpecnostni aplikace kontroly zavazadel, kvality vyrobkli a spektroskopicka
charakterizace materiali [25]. Postupné Se rozSifuji moznosti uplatnéni v oblasti
komunikaci, mikroelektroniky, environmentalniho fizeni, bezpe¢nosti a fizeni kvality,

forenznich véd, 1ékarské diagnostiky, chemickych a biologickych studii.

Pro biomedicinu piedstavuje THz zafeni potencidl, nebot’ umoziuje doplnit
klasické spektroskopické metody a ziskat informaci o vibracich molekul kapalin a
plynt. Vibraéni vlastnosti biomolekul, které lezi v rozsahu vinovych délek mezi 3-10°
az 3-10° m, piimo pieduréuji THz viny Kjejich zadlenéni mezi metody klinické

fvwr

vvvvvv

Vv neinvazivnich metodach mediciny.

2.4 Vznik THz zateni a jeho interakce s hmotou

I ptes specifické umisténi ve spektru vychazi popis THz vin ze zakladnich principt
elektromagnetického vinéni. Obecny popis interakce s makroskopicky uniformnim
médiem vychazi z klasické teorie elektromagnetismu. Vysvétleni elementarnich excitaci
na mikroskopické urovni je pak zalozeno na zakladnich principech kvantové teorie [34].

2.4.1 Teorie vzniku THz viny

Obecny popis chovani elektromagnetickych vin v materidlovém prostiedi se zaklada na
Maxwellovych rovnicich. Pro charakterizaci THz vIn miZzeme vychazet z
diferencialniho tvaru Maxwellovych rovnic (2.1) az (2.4) [34]:

V- l_)) =p; (Gausstiv zakon elektrostatického pole) (2,1)

V-B=0 (Gausstv zdkon magnetostatického pole) (2.2)

. 0B (Faradaytiv zakon) (2.3)
VXE=——
Jt

N al_)) (Ampéruv zéakon), (2.4)

kde D je vektor elektrické indukce [C'm], B vektor magnetické indukce [T], pf
objemova hustota volnych nabojt [C'm™®], E vektor intenzity elektrického pole [V'm™],
H vektor intenzity magnetického pole [A'm™], ]7 vektor hustoty elektrického proudu
[A-m]. Obecné mohou byt viechny veli¢iny navic zavislé i na poloze a Gase.

Podle rovnice (2.1) je divergence vektoru elektrické indukce D rovna objemové
hustoté volného ndboje py, neboli silo¢ary elektrické indukce zacinaji a kon¢i tam, kde
je pritomen elektricky naboj. Z (2.2) vyplyva, Ze neexistuji magnetické monopdly,
nebot’ divergence vektoru magnetické indukce B je rovna nule. Podle (2.3) je rotace
vektoru intenzity elektrického pole E rovna zaporn¢ vzaté derivaci magnetické indukce
B.z (2.4) vyplyva, Ze rotace intenzity magnetického pole H je rovna hustoté vodivého

proudu ]_]: a hustoté posuvného proudu ?3_[; [35].
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Maxwellovy rovnice spolu s Lorentzovym zakonem sily tvofi teoreticky zaklad
klasické elektrodynamiky. Podle Lorentzovy rovnice (2.5) pisobi na ¢astici s nabojem

g, ktera se pohybuje rychlosti ¥ Vv elektromagnetickém poli o elektrické intenzité Ea
magnetické indukci B, Lorentzovassila F:

F=gq-(E+5xF). (2.5)

Reseni rovnic (2.1) az (2.5) vede v nékterych piipadech k Giplnému popisu pohybu
velkého mnozstvi nabitych ¢astic. Na zékladé parcialnich diferencidlnich rovnic se vSak
podaii vyftesit jen malo praktickych uloh [35]. Pro praktické aplikace je vhodné&jsi
pouzit prostorové priameérovani lokalnich mnozstvi ¢astic v atomarnim méfitku [36].
Lokalni odezvu nébojii (proud volnych naboji a dipdlové polarizace vazanych nébojit)
urcuji komplexni, frekvenéné zavislé materialové parametry — dielektricka permitivita ¢
a magneticka permeabilita u, charakterizujici elektromagnetické vlastnosti hmoty
v makroskopickém méfitku — polarizaci P [C'm?] a magnetizaci M [A'm™] média.
Mezi dvojicemi vektorii D a H apoli E a B plati linearni vztahy (2.6) a (2.7), kde &,
je elektrickd permitivita vakua (pfiblizné 8,854'10%? F-m™?) a pu, magneticka
permeabilita vakua (pfiblizné 1,257-10% H'm™):

D(w) = &F + P = ¢(w) - E(w) (2.6)
B(w) = Uo - (Ff + M) = u(w) - H(w) (2.7)

Platnost rovnic (2.6) a (2.7) se omezuje pouze na izotropni a linearni prostor.
Magnetick4 odezva prostiedi je obvykle velmi slaba (|u — uo| < 10~*u,) a detekce i
naslednd analyza je problematickd ve srovnani s elektrickou odezvou. Hlavnim
divodem je absence magnetickych monopolu [34]. Elektrické a magnetické pole jsou
navzajem provazané a vyskytuji se soucasné. Navic, vektory D, B, E, H tvoii spojitou
funkci mista a ¢asu. VInové funkce pro elektrické a magnetické pole ziskame aplikaci
rotace na rovnice (2.3) a (2.4) a s pouzitim linearnich vztahd (2.6) a (2.7). VInova

funkce pro E (2.8) je odvozena nasledovné:

q 0B
VxWxE):—VxE;

oH

Vx(VxE)z—uVXEF

R aJ; 92%D
VX(VXE) = —/J(a—[i'w)

. 3]y 0%E (2.8)
VX(VXE) = —M(a—£+€w>
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Analogicky je odvozena i vlnova funkce pro H (2.9):

Vx(VxH)=V -, OB
x(x)_x]f+E

vx(VxH)=Vx|], OF
x(x)_x]f+ea

., . 0%B
Vx(VxH)=Vx];+¢ ~5
02ﬁ> (2.9)

Vx(|7><17)=|7><]_f’—ey<ﬁ

Rovnice (2.8) a (2.9) jsou velmi obecné a levou stranu rovnic je mozné upravit
aplikaci vektorové identity IV X (\7 X /T) = V(V/T) — V24, Dosazenim materidlovych
vztahti (2.6) a (2.7) a aplikaci rovnic (2.1) a (2.2) pak dostaneme vInové rovnice
v podobe¢ (2.10) a (2.11), zavislé piedevs§im na hustoté elektrického proudu:

L, 0%E 0] 1 (2.10)
VIECengm Shg YV
02H (2.11)

Vzﬁ—euﬁz -V X]_]:

Predpoklada-li se, ze ]_f) je linearng zavisla na E dle (2.12), kde o je konduktivita
[S'm™], a zanedba-li se zaroven fluktuace hustoty naboji (Vps = 0), pak dojde ke

zjednoduseni vinové rovnice pro E (2.13) a podobné pro H (2.14). Elektromagneticka
vlna je dana spojenim téchto dvou poli, popsanych rovnicemi (2.13) a (2.14):

J; = oF, (2.12)

. 92E s oF (2.13)
~ e TGy

92H oH (2.14)

V2H = ey = + op—=—
g”atz U”at

Pokud je zkoumanym materidlem dielektrikum nebo izolant (¢ = 0), vinové
rovnice maji podobu (2.15) a (2.16), kde v je rychlost elektromagnetické viny
v homogennim prostiedi [m's™] dand rychlosti svétla ve vakuu ¢ [m's?] a indexem

. . _ ;o1 _ [=
lomu prostiedi n [-] dle (2.17). Za piedpokladu pu = u, plati ¢ Toone an \/:0 .
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92E 1 0%E (2.15)

VE = eugm = e
D2 811@ _ l@ (2.16)
at?  v? Jt?
o1 _¢ (2.17)
Jeu n

Pokud je zkoumany material nemagneticky, pak se Maxwellovy rovnice (2.1) a
(2.4) zméni a plati (2.18) a (2.19), nebot’ volné elektrické naboje v prostiedi jsou
zanedbatelné a nelze tedy hovotit o prichozim proudu:

, aD (2.19)
VXH=—
ot

Obecnym feSenim vlnovych rovnic jsou linedrn€ polarizované monochromatické
rovinné viny dle (2.20) a (2.21), kde faze (k - 7 — wt) je funkei asu t a také polohy
7= (x,y,2):

E@# t) = Egei(k7-ot) (2.20)
HF t) = Hyellk7-0t) (2.21)

Rovinnd vina se §ifi prostorem v obecném sméru daném vlnovym vektorem k a
plati, ze faze vSech bodu plochy (roviny) kolmé na smér Sifeni viny v prostoru je

vurditém ¢ase t konstantni: k-7 = k,x +k,y + k,z = konst. Elektricka a

magnetickd slozka maji stejné vinové vektory i frekvence a nejsou viici sobé fazove
posunuty. Vzhledem ke specialnim vlastnostem rovinné viny mizeme z Maxwellovych

rovnic odvodit linedrni algebraické rovnice pro vektorové amplitudy ET, a HT,
v souvislosti s vinovym vektorem k a tthlovou frekvenci w [rad-s™].

7V-D=0 — E,-k=0 (2.22)
V-B=0 — Hy-k=0 (2.23)
VXE:_Z_’? —  kxB, = ol (2.24)
7 x *z‘;_lt) — ExH,=—cwE (2.25)
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Z rovnic (2.22) — (2.25) vyplyva, ze vektory 1770 a ﬁo jsou kolmé k vinovému
vektoru (sméru Sifeni viny), tedy v izotropnim prostiedi je elektromagnetické vinéni

pfiéné, a zaroven jsou vektory EO a ﬁo navzajem kolmé. Upravou rovnice (2.24) a
naslednym sloucenim s (2.25) pak ziskame jednoduchy vztah pro disperzni relaci
(2.26), popisujici zpusob Sifeni viny danym materidlem s parametry € a u:

k x (k x Eq) = pw(Hy x k)
(EE;)E—(E?Q)ES= —euw?E,
k? = cuw? (2.26)

Pro nemagneticky material plati mezi vinoétem k [m™] a vinovou délkou A [m]
vztah (2.27), kde k, je vinové &islo ve vakuu (ko = %):

21 ) (2.27)

Sifeni vlny ve vodici se od dielektrika lisi. Vzhledem k vysoké konduktivité
vodi¢e (o > we) vede vinova rovnice k disperznimu vztahu (2.28) a amplituda

vinového vektoru k je komplexni ¢islo (2.29) s realnou k' a imaginarni slozkou k'

k? ~ iouw. (2.28)
~ 2.29
k=K +ik" ~ /#(1“) (2.29)

Bézné kovy se chovaji jako idealni vodi¢e THz vIn, proto je prinik
elektromagnetické viny do vodi¢e omezen jen na velmi malou hloubku v porovnani
S jinymi materidly. Naptiklad penetra¢ni hloubka v médi je pfiblizné 0,07 um pro
frekvenci 1 THz, cozZ je zanedbatelné ve srovnani s vinovou délkou 300 um ve vakuu
[34]. Penetra¢ni hloubka je dana také frekvenci vinéni; nizké frekvence pronikaji do
vodice Iépe nez vysoke.

2.4.2 Transmise a odraz

Pii prichodu hmotnym prostiedim se THz viny fidi klasickymi zdkony odrazu a lomu.
Pouze v ptipad¢ siln€ rozptylujicich material (napt. pory ve strukturach) mtze dojit ke
slabému nebo i relativné vétsimu rozptylu. Pro popis slabého rozptylu muze byt pouzit
model na zaklad¢ teorie Maxwell Garnetta nebo Bruggemana [36].

Uvazujeme-li rovinné rozhrani dvou dielektrik s indexy lomu n; a n,, na které
dopada zprvniho prostiedi rovinnd elektromagneticka vlna, pak dochazi k jejimu
odrazu a lomu podle Snellova zdkona n; sin 8; = n, sin6,, kde n; a n, jsou indexy
lomu 1. a 2. prostiedi, 8, a 6, je thel dopadu a lomu. Prvnim prostfedim se pak $ifi
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odrazena vlna a druhym vlna lomena. Dle polarizace viny dopadajici na rozhrani
(rovina Xy) muze vzniknout odraZena vlna polarizovana kolmo k roviné dopadu (s-
polarizace) nebo polarizovana v rovin¢ dopadu (p-polarizace) [34]. Amplituda
elektrického pole odrazené viny Eg, resp. proslé viny Er, je timérna amplitudé pole
dopadajici viny E; [36], kde r je amplitudovy koeficient reflektivity (odrazivosti) a t
amplitudovy koeficient propustnosti:

ER = T'EI ET = tEI (230)

Za dodrzeni hrani¢nich podminek (rovnost tangencidlnich slozek E, resp. H, na
obou strandch rozhrani) je mozné rozlozeni odrazeného a proslého vinéni popsat
pomoci Fresnelovych vztahu.. Fresnelovy vzorce zavisi na typu polarizace a vyjadiuji
pomeér vektorovych amplitud odrazené a proslé viny k dopadajici vin¢ [34].

Fresnelovy vztahy pro s-polarizaci:

__Eps mnycosB; —n,cos b, (2.31)
s = E;s  mycosé; +n,cosb,
. Ers 2n4 cos 6, (2.32)
.=

E;s mnycosf; +n,cosh,
Fresnelovy vztahy pro p-polarizaci:

B Erp _ nycosfy —ny cosb, (2.33)

E;p nycosf; +n,cosb,

_Erp 2n, cos B, (2.34)
" E;, nycosf; +n,cosb,

Fresnelovy koeficienty nelze zjistit jednoduchym experimentdlnim métfenim,
nebot’ Zadny detektor neni schopen zméfit piimo hodnotu E. Fyzicky méfitelnou
hodnotou je vSak vykon odrazené a proslé viny. Proto se v praxi zjistuje odrazivost
(reflektance) R a propustnost (transmitance) T rozhrani jako pomér vykontu odrazené
(resp. proslé) viny Pgr (resp. Pr) a dopadajici viny P; [37], pfi¢emz plati zakon
zachovani energie R + T = 1 (je-li absorpce zanedbatelna):

Pe EZ (2.35)
=_~=—=r
P, E}
T = Pr _nycos6, Ef mn,cosb, 2 (2.36)

;  nycos@; E}  njcos6
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Dopadé-li vlna kolmo na rozhrani, pak amplitudové koeficienty nezavisi na
polarizaci (cos 6; = cos 6, = 1) arovnice (2.35) a (2.36) se dale zjednodusi:

n, —n
r=n=——=—1 (2.37)
n, +n,
2n
t=t, = 1 _ £, (2.38)
nq + n,
N — 714\ 2 2.39
R = ‘["2 = ( 2 1) ( )
n, +n,
n; , 4nyn, (2.40)
T =—t¢ = ——m@m
ny (ny + ny)?

2.4.3 Absorpce a rozptyl

Kazdy material do rizné miry elektromagnetické vinéni absorbuje. Zanedbame-li odraz,
Ize absorpci materialu jednoduse popsat Lambert-Beerovym zakonem I = I,e~%%, kde
I, je pocate¢ni intenzita zafeni, I intenzita zafeni pro§lého materidlem [W-ecm?], a
linearni absorpéni koeficient [cm™] a d tloustka materialu [cm]. Pii obecném popisu
chovani elektromagnetické viny vSak nemuzeme vychazet z métené intenzity, jako je
tomu v klasické optice, ale je potieba zaméfit se na parametry elektrického a
magnetického pole vinéni. Konkrétné jde o méteni amplitudy a faze elektrického pole,
coz dnes jiz umoznuji moderni techniky elektrooptického vzorkovani [1].

Disperze a absorpce popisuji obecné reakci materidlu na pisobeni vnéjSiho
elektromagnetického pole. Castice hmoty jsou pii interakci s poli obvykle donuceny
k pohybu; jejich urychleny pohyb indukuje zafeni. V THz oblasti jsou uéinky
magnetickych poli u béznych materiali vétSinou zanedbatelné a pohyb elektrond je
minimalni. Elektromagnetické vlastnosti materidlu urcuji pfedevsim elektrické dipdly
indukované elektrickymi poli [34]. Podle klasické teorie elektromagnetismu a za
podminky izotropniho média je polarizace elektrickych naboji materialu P uméma
dopadajicimu elektrickému poli E (2.41) [36], kde y je elektricka susceptibilita [-]:

P = g xE, (2.41)

Elektrickd indukce D je definovana vztahem (2.6). Slouc¢enim rovnic (2.6) a
(2.41) Ize odvodit vyjadieni relativni permitivity (dielektrické konstanty) &, [-] (2.42),
bezrozmérné veli¢iny charakterizujici dany material:

D= EOE + soxﬁ
eE = eoE(1+x)

&
—=1+y=c¢ (2.42)
&o
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Pro jednoduchost mtiizeme uvazovat piipad viny §ifici se prostfedim v kladném
sméru osy z S amplitudou E, a komplexni fazi @, kde vlnové ¢islo k ma komplexni
tvar a je spojenim realné ¢asti k' a absorp¢niho koeficientu a Vv imaginarni ¢asti:

E = Ege!® = Epel(kz-0t), (2:43)

Fo ki (244
2

Dle (2.27) je slozka k' dana indexem lomu materialu n, ktery vSak neni
konstantni. Index lomu se méni v zavislosti na frekvenci (jev disperze) a v absorbujicim
prostiedi bude mit komplexni tvar 7, ktery ziskame upravou rovnice (2.44), kde k =
% je extinkéni koeficient, popisujici miru utlumu amplitudy elektrického pole [36].

Komplexni index lomu muize byt popsan také zjednodusenym Maxwellovym vztahem
(2.47), protoze bézné optické materialy maji kladné &, i u, (typicky u, = 1). Potom je
7l dan odmocninou &,. Index lomu mize nabyvat i zapornych hodnot (metamaterialy).

~ a
k=k0n+l——k0(n+l—)=k0ﬁ (2.45)
2k,
A=n+i—=n+ix, (2.46)
2ko
=& Uy = e, (2.47)

Souvislost disperze a absorpce popisuji Kramers-Kronigovy disperzni relace,
které umoznuji vypocet 7 z méfené absorpce. Vztahy spojuji realnou a imaginarni ¢ast
komplexni dielektrické funkce € [1]:

E=A2=Mm+ik) =¢ +ie" (2.48)
g =n?—k? (2.49)
e =2nk (2.50)

Komplexni povaha permitivity se projevi pii matematickém popisu pohybu
mikroskopickych elektrickych naboji hnanych vnéjSim elektrickym polem, odvozeni
indukovaného dipolového momentu a makroskopické polarizaci elektrickych néboji.
Pro popis téchto elektromagnetickych jevi existuji dva zakladni modely — Lorentzliv a
Drudeho model popsané napi. v [36].

2.4.4 Interakce THz zareni s hmotou na molekularni Grovni

Pfi interakci THz vIn s hmotou se objevuji nizkoenergetické excitace na piislusnych
THz frekvencich. MizZe jit o Rydbergovy excitované stavy, piechody Vv pifimésovych
polovodicich, pfechody mezi pasmy v polovodiCovych nanostrukturach, interakce
v silné korelovanych elektronovych systémech, vibrace fononti v organickych a
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anorganickych krystalech, rota¢né-vibraéni ptechody v molekulach a hromadné
pohyby biologickych molekul [34].

THz zafeni lze pouzit k charakterizaci plynt, kapalin i pevnych latek. U plynd
muzeme nalézt typické ostré rezonance, odpovidajici rotacnim a vibra¢nim stavim
molekul, u kapalin a pevnych latek pak SirS$i absorpéni maxima [38]. Molekularni
krystaly, kapaliny a plyny vykazuji v THz oblasti pohyby molekul, zejména
mezimolekuldrni (vibrace, librace). Vibraéni frekvence molekul jsou slabé ovlivnény
zabudovanim do krystalové miizky, proto i posuvy absorp¢nich past jsou pomérné
malé ve srovnani s volnymi molekulami [36]. Pevné latky vykazuji v THz oblasti
specifické interakce. Zatimco nepolarni a nekovové materialy jsSou v tomto pasmu téméf
pruhledné, napt. dielektrika jako papir, plast, obleceni, dievo a keramika [38], u dalSich
lze pozorovat nizkofrekvencni kmity krystalové miizky. U amorfnich latek je
uspotradani atomi vyrazné odlisné, proto i THz spektra amorfnich a krystalickych fazi
mohou byt rozdilna i pfes stejné chemické slozeni [39]. Specifické optické vlastnosti
vykazuji kovy [34], které z duvodu vysoké elektrické vodivosti siln¢ odrazi THz viny.

Ve srovnani s mikrovinnym a infraervenym zafenim vykazuji THz viny
v atmosféfe mimofadné vysoky utlum v disledku pfitomnosti vodnich par. Interakce
THz zateni s molekulami vody vyrazné ovliviiuje méfenou odezvu a z tvaru spektra lze
dokonce urcit jeji skupenstvi [40]. Voda v kapalném skupenstvi se projevuje Sirokou
absorpci a krystalova voda vyvola zménu intenzity a posuny existujicich ¢ar. Vzdusna
vlhkost je dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje kazdé méfeni a je potieba jej zohlednit
jiz pfi piipravé experimentu. V fadé piipadi 1ze vliv vodnich par zanedbat. Pokud je
vSak nutné okolni vlhkost eliminovat, cela draha THz svazku se vzduchotésné uzavie a
v prostoru je vytvofena kontrolovana atmosféra (vakuum, dusik). Pro méfeni vody
v kapalné fazi je potfeba pouzit specialni kyvetu, ktera je navrzena tak, aby opticka
draha prochazela roztokem o optimalni tloust'ce kolem 100 um [41]. Voda a dipolarni
kapaliny mohou byt analyzovany na zakladé komplexni permitivity & nebo
komplexniho indexu lomu 7 . Jednoduchymi modely dielektrické relaxace pro
permitivitu a vodivost Ize popsat experimentalné ur¢enou € vody a nizSich alkoholt
nejméne do 1 THz. Na vyssich frekvencich (> 6 THz) mé4 odpovéd’ vody rezonanéni
povahu. Objevuji se periodické pohyby (hapt. librace), a absorpce, ktera neni spojena
s monotonnim poklesem & pii rostouci frekvenci. Rezonance stoji za odchylkami od
dielektrickych relaxa¢nich modelid a konkrétn€ voda vykazuje silné absorbujici valenéni
vibrace [42].

Na velkych kontrastech latek je zalozena tfada THz zobrazovacich aplikaci.
Jelikoz obvykle pouzivané obalové materidly jsou dielektrické, THz zobrazovani
umoziuje nedestruktivni kontrolu baliki. Na silném odrazu kovovych pfedmétd jsou
zalozeny bezpecnostni aplikace pro detekci zbrani, exploziv a ilegalnich drog ukrytych
v béznych obalovych materialech. Silné absorpce vody muze byt vyuzito zejména
Vv fad¢ biologickych aplikaci, kdy mohou byt odhaleny i velmi malé zmény v hydrataci
vzorkd. Pravé této vlastnosti lze vyuzit 1 vpro zkoumani absorpéni schopnosti
hemostatik v ptedlozené praci.
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2.5 Terahertzova spektroskopie v ¢asové doméné

Terahertzova spektroskopie v ¢asové doméné (THz TDS) umoziuje charakterizovat
spektralni vlastnosti materidlti v THz oblasti, nebot’ fada z nich (zejména organickych)
zde vykazuje vibra¢ni a rotacni stavy, souvisejici se strukturou molekul a jejich
dynamikou. Vibra¢né-rotaénimi stavy molekul se zabyva také Ramanova a infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Hlavni odli$nost vSak spoc¢iva v tom,
ze ob& zminéné metody méii energii, zatimco THz TDS méfi elektrické pole.

THz TDS je technikou koherentni detekce, kterou lze ziskat informaci jak o fazi,
tak amplitud¢ signdlu. Pravé koherence umoziiuje pfimé méieni redlné a imaginarni
slozky permitivity materialu [26]. THz impuls trva fadové nékolik pikosekund,
poskytuje tak vysoké casové rozliseni a umoznuje dynamickou spektroskopii. THz-TDS
navic pouziva pro vzorkovani THz impulsi casové hradlovani, tzv. ,time-gating®
(detektor je zapnut jen po velmi kratkou dobu) [28], ¢imz lze efektivné potlacit Sum na
pozadi (pomér SNR az 100 000 [29]). Bohuzel pravé v biomedicinskych zobrazovacich
aplikacich je spousta faktorti, které SNR dramaticky sniZuji; jedna se napf. o rychlost
akvizice a vysokou absorpci biologickou tkani [29]. Vzhledem ke vzorkovani THz
impulsi v ¢ase je méfeni pomérné zdlouhavé, nicméné postupnym zdokonalovanim
m¢éficich systému Ize dosahnout i vyssi rychlosti skenovani se sluSnym pomérem SNR.

THz TDS vS8ak trpi nizkym spektralnim rozlisenim vzhledem Kk omezenému
skenovacimu rozsahu pfi realném méfeni. Pfi méfeni spektra vzorku v kondenzovaném
stavu, jehoz spektralni vlastnosti maji Casto rozsah nékolika desitek THz, neni omezené
spektralni rozliSeni takovym problémem jako tfeba u plynd, u nichz je vhodné&j$i pouZit
zdroj kontinualniho THz viInéni s uzkou §itkou pasma [28].

2.5.1 Obecny princip generovani a detekce THz impulsu (pump-probe)

Na principu pump-probe pracuje prakticky vétSina impulsnich THz systému
vyuzivanych jak pro spektroskopii, tak zobrazovaci aplikace. Tato technika se vyuziva
k méfeni fyzikalnich jevl s Casovym rozliSenim v rozsahu nanosekund az femtosekund.
Obr. 2.3 uvadi schéma pump-probe experimentu.

Probe

Emitter THz Sensor

N

‘E P —
‘ 7
Chopper .

Signall

Delay Line

1aseT s}

Obr. 2.3 Princip pump-probe pro impulsni generovani a detekci THz viny (ptevzato z [28]).

Svazek zareni z femtosekundového laseru je rozdélen na dva: pump a probe.
K rozdéleni laserového svazku slouzi polarizatory a pulvinné desticky. Pfedpokladame-
li linedrni polarizaci svazku zéfeni, pak vzniknou dva kolmé svazky zéateni. Palvlnnou
desti¢kou Ize pak ménit polariza¢ni thel a fidit mnozstvi energie kazdého svazku. Oba
impulsy jsou ptivodem ze stejného optického svazku, maji tedy i stejnou $itku, obvykle
v rozsahu 20 az 120 fs. Energie pump impulsu je vSak podstatné vétsi nez energie probe
impulsu, protoze budi emitor k vygenerovani THz viny, kterd ma mnohem delsi trvani
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(fadové nékolik ps). Mezi nejCastéjsi emitory patii fotoelektricky vodivé antény a
elektro-optické krystaly. THz impuls je poté opticky usmérnén a zaméfen na zkoumany
vzorek. Ukolem probe impulsu je ucastnit se detekce THz vinéni. Detektor registruje
signal pouze za pritomnosti probe i THz impulsu soucasné. Protoze je probe impuls
mnohem kratsi, jde o efektivni zplisob vzorkovani THz signélu s rozliSenim danym
Sitkou femtosekundového impulsu. Obr. 2.4 znazorfiuje zdznam THz impulsu.

amplituda THz pole

Obr. 2.4 Schéma principu THz TDS (pfevzato z [43]).
Postupnym skenovanim THz viny probe impulsem v ¢ase ziskame informaci o amplitudé i fazi.

Zménou zpozdéni mezi pump a probe impulsy mtize byt zmapovan cely prubéh
elektrického pole (amplituda a faze) THz impulsu jako funkce ¢asu. Detekovany signal
signal(ty) je proporciondlni integralu [43], kde I,.,p.(t —to) je intenzita probe
svazku, jehoz maximum je v ¢ase ty, a Ery,(t) je amplituda THz pole v Gase t:

. ° 2.51
signal(ty) « J Lyrobe (t — to) Erpy, (D)dt (@51)

Vysledkem detekce je kiivka zachycujici zménu amplitudy elektrického pole THz
impulsu v zavislosti na zpozdéni (Casovy rozestup) mezi probe a pump impulsy. Toto
zpozdéni je ftizeno pomoci delay line (zpozd'ovaci linky) umisténé v draze pump
svazku. Vlastni mechanismus detekce se odviji od typu pouzitého detektoru. Obdobné
jako pro generovani THz zafeni mohou byt i pro jeho detekci pouzity fotoelektricky
vodivé antény nebo elektro-optické krystaly [36],[26].

2.5.2 Zdroje impulsniho THz zareni

wevr

Pro ziskani kratkych femtosekundovych impulsii je potfeba spinani laseru modulovat,
aby se energie nashromazdénd v dobé mezi impulsy vyzafila pravé béhem impulsu.
Vyuziva se techniky ,,mode-locking®, neboli médové synchronizace, pii niz vznikaji
kratké, periodické impulsy S vysokym vykonem. Uvnitf dutiny laseru dochazi
k destruktivni a nedestruktivni interferenci vin a svétlo se ustaluje v tzv. moddech.
Vzhledem k tomu, Ze mody nejsou generovany soucasné a se stejnou fazi, 1ze pozorovat
nepravidelné pulsace intenzity. Synchronizaci jsou mody pfinuceny k soucasnému
generovani s priblizn€ stejnymi amplitudami. Pokud jsou synchronizovany i faze, médy
spolu interferuji a vysledné zateni ma tvar kratkych impulst. B&zné pouzivané lasery
pro buzeni THz zafeni jsou na bazi titan-safiru, neodymového skla a optickych vldken
dopovanych neodymem, ytterbiem nebo erbiem [36].
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Nejcastejsi komponentou THz systému pro generovani impulsniho THz zafeni je
fotoelektricky vodiva anténa. Princip tohoto zafizeni uvadi Obr. 2.5. Sklada se ze dvou
kovovych elektrod nanesenych na polovodicovém substratu. Pfi ozafeni mezery mezi
elektrodami ultrarychlym laserem se uvoliuji fotoelektrické nosi¢e. Castice jsou
urychlovany v elektrickém poli vytvofeném pomoci pfilozeného napéti mezi
elektrodami a usmérnénym pohybem ¢astic vznika fotoelektricky proud.

(a) (b) a

Obr. 2.5 Fotoelektricka anténa s motylkovou anténou (a) a jeji profil (b) (pfevzato z [36]).
Femtosekundovy laserovy impuls ptichazi zleva (0zn. Cervené) a THz zafeni je na vystupu vpravo
(ozn.zeleng). Silikonova ¢ocka soustiedi zafeni uvolnéné ze substratu.

Obecné je pohyblivost dér ve srovnani s elektrony mensi, proto miize byt zanedbéna.
Hustotu fotoelektrického proudu J(t) Ize popsat rovnici (2.52), kde N(t) je hustota
nosicul, e elementarni naboj, ue pohyblivost elektronu a Ep intenzita elektrického pole
(pfedpéti). Hustota nosi¢t N(t) je funkci asu a zavisi na vlastnostech laserového
impulsu. Nasledkem ¢asové proménlivého fotoelektrického proudu vznika THz impuls
s intenzitou elektrického pole popsanou rovnici (2.53), kde A je oblast mezery ozarené
laserovym paprskem, g, permitivita vakua, c¢ rychlost Sifeni svétla ve vakuu,
z vzdalenost bodu v poli od THz zdroje.:

J(@) = N(t)euEyp, (2.52)

1 A 0 A- oON .
A YO _Ae WO (2.53)

E = =
THZ ™ Amey c2z Ot  A4meyc?z Ot

Dalsim zptisobem generovani THz impulsi je optickd rektifikace ultrarychlého
optického impulsu dopadajiciho na elektroopticky krystal, pfi niz dochézi v disledku
nelinearnich optickych jevi k pfechodné polarizaci a nasledné emisi THz impulsu. Tato
schopnost generovat THz zéfeni byla dosud objevena u téchto materiald: GaAs, GaSe,
ZnTe, CdTe a LiNbOs3 [33].

2.5.3 Detektory impulsniho THz zaieni

Impulsni systémy vyuzivaji metody koherentni detekce, kterymi lze pfimo méfit
amplitudu a fazi elektrického pole THz viny. Princip koherentnich detektord je podobny
mechanismu generovani THz vIny v opa¢ném poradi. Stejné jako pro generovani THz
zafeni byvd 1 pro detekci cCasto pouzivana fotoelektricky vodiva anténa.
Femtosekundovy probe impuls aktivuje anténu k tvorbé fotoelektrickych nosicu, které
jsou v elektrickém poli dopadajictho THz impulsu urychlovany. Vysledny proud,
generovany v mezefe mezi elektrodami, je zesilen, pfeveden na napéti a obvykle
detekovan fazové citlivym detektorem. Mezi THz a laserovymi impulsy zlstava stejny
¢asovy odstup a proud J indukovany THz polem je dan rovnici (2.54), kde N je
prumérna hustota elektronti a T ¢asové zpozdéni mezi probe a THz impulsem:
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J = NeuE(1) (2.54)

THz vlna je skenovana jako funkce zpozdéni t [28]. Detekovany signal je
umérny vektoru elektrického pole, nikoliv pouze intenzité, coz umoziuje fazove citlivé
méieni a pfimé urceni absorpcniho koeficientu i indexu lomu.

Pro zvySeni citlivosti detekce a vys§i SNR byva pouzit lock-in zesilovac,
skladajici se ze zdroje referen¢niho signalu pro modulaci méfeného signalu a fazové
citlivého detektoru. Pro modulaci pump svazku byva obvykle zafazen opticky chopper,
ktery moduluje odezvu systému na stejné frekvenci jako referenéni signal. Vzhledem k
rozdilné rychlosti odezvy dorazi oba signaly do zesilovace v riznych Casech a jsou tedy
fazové posunuté. Pro dosazeni maximalniho vystupu vSak musi byt referencni signal a
modulovany vstupni signal ve fazi, coz je hlavnim tikolem lock-in zesilovace [36].

Pro detekci lze dale vyuzit i1 elektroopticky krystal diky Pockelsové jevu.
Ptilozené statické elektrické pole indukuje v krystalu zménu polarizace zateni, které jim
prochazi. Jde o opacny postup k optické rektifikaci [1], [33], [36].

2.5.4 THz impuls a jeho spektrum

Za icelem ziskani spektralni informace je ¢asovy pribéh THz viny E (t) transformovan
do frekven¢ni oblasti pomoci Fourierovy transformace (FT) dle (2.55) [28]:

i (2.55)
B@) = FIE@} = [ E@e“dt = [E(@)]e®

— 00

Spektrum E(w) ma obecn& komplexni tvar a je tvofeno amplitudovou |E(w)| a
fazovou slozkou @(w). Diky koherenci miiZze byt realna i imaginarni ¢ast permitivity
zméfena piimo bez pouziti Kramers-Kronigovych vzorcl. Ve skuteCnosti je méfen
index lomu a utlum materialu, ktery pfimo souvisi s komplexni permitivitou [26], viz
kap. 2.4.3. Obr. 2.6 uvadi obé slozky spektra ziskané Fourierovou transformaci THz
viny. Amplitudové spektrum je pomérné Siroké, presahujici nékolik fada vinové délky.
Obsahuje fadu ostrych $picek v mistech, kde se objevuji rota¢ni prechody vodnich par
(oznaceno Sipkami), viz kap. 2.4.4. Vlozeny graf zaznamenava fazové spektrum
V rozbaleném tvaru pro odstranéni skok® na uhlové frekvenci 2n. Zavislost faze na
frekvenci je pfiblizn€ linearni. Fazové citlivé métfeni je obvyklé spiSe u mikrovinnych
systému, avSak fazova informace miZe byt uzitetna pro zobrazovani, nebot faze
koreluje s tloustkou vzorku a v mnoha ptipadech i s jeho hustotou [25].

Ve skutecnosti je méteny THz signal ¢asové omezeny a diskrétni, nikoliv spojity,
proto nelze prakticky pouzit spojitou Fourierovu transformaci dle (2.55), ale jeji

diskrétni podobu (DFT) podle (2.56) [44], kde E} je k-ty spektralni koeficient, N pocet
vzorki vstupni posloupnosti THz signalu Ej,:

A N-1 Lk (2.56)
E, = DFT{E,} = Z E,-e ™"
n=0
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Aby bylo mozné vypocet DFT pouzit, je poticba ziskat diskrétni reprezentaci
signalu vzorkovanim, pfi némz vstupni signal E(t) nasobime vzorkovacim oknem
v(t) délky T a vzorkovacim krokem At. Pouzitim konvolu¢niho teorému (2.57) pak
1ze odvodit spektrum signalu E (w):

1 .
FTE(D) - v(D)] = FTE(D] * FTIv(D)] = 5-E(@) * V(@) (2.57)
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Obr. 2.6 THz vlna a jeji amplitudové a fazové spektrum (pievzato z [25]).

Vlevo je znazornéna typicka THz vlna v casové oblasti méfena za normalnich okolnich podminek
na vzduchu. Oscilace, které nasleduji po pocate¢nim piechodovém jevu, zptisobuji vodni pary

v draze viny. Pferusovana kiivka znazoriuje intenzitu jako obalku signalu vypoctenou z méteného
elektrického pole E(t) pouzitim Hilbertovy transformace.

Vpravo je uveden graf amplitudové slozky spektra |E(w)| v logaritmickém méfitku. Sipky
oznacuji frekvence, na kterych se typicky vyskytuji absorpéni linie vodnich par. Vlozeny graf
znazoriuje fazi spektra odvozenou z E (t).

Jelikoz pracujeme s ¢asovymi signaly s periodou vzorkovani T, mizeme pouzit
interpretaci DFT blizkou klasické FT jako funkci frekvence. Defini¢ni vztah (2.56) l1ze

popsat ekvivalentné jako (2.58) [44], kde koeficienty diskrétniho spektra ptislusi
uritym frekvencim k(2 a vzorky asového signalu casovym okamziklim nT.:

N-1 (2.58)
E(k0) = Z E(nT) - e~tkemT
n=0

Z povahy Fourierovy transformace vyplyva souvislost frekven¢niho rozliseni Af
a frekvenéniho rozsahu f,,,,, s délkou vzorkovaciho okna T a ¢asovym rozlisenim At,
které jsou popsany nasledujicimi vztahy (2.59) a (2.60) [28],[36],[44]:

1 (2.59)
Af ==
T
(2.60)
E > meax
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Z ptedchozich vzorcl vyplyvaji tfi zakladni dusledky, ke kterym je nutné u THz
impulsnich systému piihlédnout:

1. Af je nepfimo umérné délce vzorkovaciho okna T. Tento faktor je dilezity
zejména pii spektroskopickém meéfteni latek, jejichz spektralni otisky mohou
mit rznou Sitku. Ve spektru plynt se objevuji velmi Gzkéd absorpéni maxima
a je tedy nutné zajistit vysoké frekvencni rozliSeni (100 MHz — 1 GHz), které
vyzaduje skenovaci okno delsi nez 100 ps. Naopak absorpéni maxima
pevnych latek jsou Sirsi a pro jejich analyzu postaci nizsi frekvencni rozliSeni
(~ 1 GHz), coz odpovida délce skenovaciho okna kolem 10 ps [26].

2. Rovnice (2.60) vychazi ze vzorkovaciho teorému (2.61), ktery uréuje velikost
vzorkovaciho kmitoétu f,,, nutného pro co nejlepsi rekonstrukci ptivodné
spojitého signalu. f,,, musi byt minimalné dvojnasobkem nejvyssi frekvence
fmax Vyskytujici se v signalu [44]. THz systémy obvykle vyuzivaji pasmo do
5 THz, proto f,,, musi byt nejméné 10 THz nebo T kolem 100 fs.

0
fvz > zfmaxv kde fvz = IZ_n (2'61)

3. Dosazitelné SNR souvisi s rychlosti akvizice. Ke sniZzeni Sumu v signalu mize
byt pouzito primérovani, které vsak prodluzuje ¢as méteni.

Pii transformaci z Casové oblasti do frekvenéni miize vzniknout v disledku
pocetnich operaci fada artefakt, zejména aliasing, ,,rozmazani“ a etalonovy efekt.
Signal s kone¢nou dobou trvdni ma nekonecné Siroké spektrum, nicméné vSechny
energeticky dulezité slozky spektra lezi obvykle pod kmitoctem fp,q, . Idedlni
vzorkovani je doprovazeno periodizaci spektra piivodniho signalu. Pokud neni splnéna
podminka vzorkovaciho teorému (rovnice (2.61)), dochéazi kaliasingu (zkresleni
spektra), a ztraté informace v dusledku ptekryti spektralnich slozek a jejich s¢itani [44].

V disledku ¢asového omezeni spojitého signalu po aplikaci skenovaciho okna
s kone¢nou délkou T dochdzi ve frekven¢ni oblasti ke konvoluci spekter signalu a
okna. Kazda ¢ara v puvodnim spektru se tak ,,rozmaze™ a dochazi k prosakovani hodnot
na jiné kmitodty, coz méa negativni vliv na spektralni rozliseni. Resenim miize byt
prodlouZeni okna, ale velky vliv ma také vybér vhodného tvaru okna, ktery ovliviiuje
tvar spektra. Existuje Skéala vzorkovacich oken s riznymi profily, které poskytuji
rozdilné spektralni rozliSeni. NejCastéji se pouziva obdélnikové okno, pro vyssi
spektralni rozliseni pak Hannovo nebo Hammingovo [26].

U fady THz systémt mtizeme na vystupu detekovat nejen THz impuls, ale také
jeho ozvény, zplsobené jeho odrazy na rozhrani optickych komponent (Cocky, delice
svazku). Pokud je skenovaci okno pfilis dlouhé, pak se tato echa jevi jako malé repliky
THz impulsu. Ve spektru signalu, ktery obsahuje THz impuls i jeho repliky, pak dojde
K interferencim téchto slozek, tzv. etalonovému efektu. Nasledkem toho mohou byt
prekryty skute¢né spektralni znaky, které pfi analyze spektra hleddme. Pro odstranéni
tohoto nezadouciho jevu je nutné omezit délku skenovaciho okna tak, aby zachytilo
pouze hlavni THz impuls, s ¢imz opét souvisi spektralni rozliseni [26].

2.5.5 Transmisni vs. reflexni méreni

Systémy pro THz TDS lze uspofadat pro reflexni i transmisni méfeni. Na kazdém
méfeni se do jisté miry promitnou vlastnosti jednotlivych komponent THz systému, coz

28



neni zadouci. Zahrnuti optickych parametrii a ptenosovych funkci vSech komponent do
vypocti by bylo velmi naro¢né, proto se k méteni kazdého vzorku provadi i méfeni
reference. V pfipad¢ transmisniho médu jde o volny prostor bez vzorku, v pripadé
reflexniho méfeni odraz od referencniho zrcadla. Méfeni vzorku je referencnim
meéfenim normalizovano, ¢imz dojde k odstranéni neznamych vlivii samotného systému.
Pro systém s pevné danou geometrii je tedy zmétena THz odezva vzorku a reference a
pomoci Fourierovy transformace jsou ziskana jejich spektra. Spektralni vlastnosti
zkoumaného vzorku E,.ony (@) pak ziskame dekonvoluci poméru naméteného spektra
signalu vzorku E,,, e se spektrem referen¢niho signélu E,..r [36]:

Evzorek (w) (262)

Edeconv(w) = Erer(@)

Obecné je preferovano transmisni méfeni pred reflexnim, nebot’ se pii ném vice
projevi absorpéni vlastnosti zkoumaného vzorku [36],[39]. Obr. 2.7 znazornuje zakladni
schéma propagace THz viny skrz vzorek umistény ve vakuu. Cést vinéni vzorkem
projde, ale zaroven uvnitt materidlu dochazi k mnohacetnym odraziim na rozhranich
vzorku s okolni atmosférou, nez dojde k uplnému prichodu. Celkova transmise je pak
dana superpozici vSech casti [34] dle (2.63), kde FP(w) ptedstavuje Fabry-Pérotav
efekt, nasledek mnohacetnych odrazi uvniti materialu [43]:

Ejtityel?® _i 2.63
Er = 1_Ir111‘22e2i¢> = tit,e PFP(w)E,, (2.63)
— 1 2.64
FP(0) = o —5 (2.64)
E: Er
E:

reference no

Obr. 2.7 Schéma zékladniho modelu transmise elektromagnetické viny E; skrz jednu vrstvu
materialu o tloust’ce d a s komplexnim indexem lomu 7A(w).

Na rozhrani vrstvy a okolniho prostfedi s indexem lomu n, (napf. vakuum) dochazi nejen

k prichodu viny (charakterizované transmisnimi koeficienty t; a t,), ale také k
mnohacetnym odraziim (reflexni koeficienty r; a r,). Detektorem snimame pouze vinéni Ey
proslé vzorkem a porovnavame s referenci, ktera odpovida ve vakuu Ej.

Nasledkem interakce THz viny se vzorkem je zpozdéni signalu oproti referenci a
snizeni jeho amplitudy. Uvazujeme-li kolmy dopad (6; = 0), pak muZeme transmisni
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ti, t, areflexni koeficienty r;, r, na rozhrani vyjadtit pomoci vztaht (2.37) a (2.38) a
fazovy posun ¢(w) viny Sifici se materidlem odpovida rovnici (2.65):

d(w) = A(w)kod = ﬁ(w)%d (2.65)

Ve skuteénosti méfime komplexni transmisni koeficient £(w) samplitudou
|t(w)| a fazi ¢(w) a mizeme jej vyjadiit jako pomér elektrickych intenzit pro§lého
vlnéni E; k dopadajicimu E;:

t(w) = It(a))leq’(“’) (2.66)
_Er(w) 4fi(w)elP@)
T E(0) " [A(w) + 112 - [A(w) — 1]2e2i¢@)

Odvozeni spektra komplexniho indexu lomu #(w) z namé&eného spektra
komplexni propustnosti f(w) se fe$i numericky. Dlerovnice (2.66) je mozné
z naméienych £(w) a ¢(w) urdit A(w), popt. extinkéni koeficient x(w) po aplikaci
rovnice (2.46). Pocate¢ni hodnota 7i(w) je zvolena odhadem a itera¢nimi vypolty
zptesiiovana podle kritéria minimalniho rozdilu mezi naméfenou a vypoctenou
hodnotou [34],[39]. Prvni analyza spoc¢iva ve vypoctu indexu lomu ze zpozdéni THz
impulsu pti prichodu vzorkem. Pokud zname tloustku vzorku d, pak mizeme zjistit
realny index lomu n,,,. Z délky optické drahy A podle A=n,,pper-d. THz
spektrometrem je méteno zpozdéni 6t THz viny po prichodu vzorkem a referenci a
pro homogenni a izotropni vzorky plati [36]:

S5t = d-(Myzorek—MREF) (267)

Cc

V ptipad¢ vzduchu nebo dusikové atmosféry je ngzzr = 1. Absorpéni koeficient
homogenniho vzorku lze uréit pomoci Lambert-Beerova zakona [36],[40]:

n (E2) (2:69)

Ne vSechny vzorky je vSak mozné meéfit v transmisnim moédu. PredevSim pro
meéteni opticky tlustych vzorkid je potfeba pouzit reflexni reZzim, kdy se materidlové
parametry zjistuji z odrazu THz viny od vzorku. Usporadani experimentu pro reflexni
méfeni zndzornuje Obr. 2.8. Obecné odvozeni indexu lomu z reflexniho méfeni je
mozné na zaklad¢ Fresnelovych vztaht (2.31) a (2.33). Vypocet vSak komplikuje
zavislost thlu lomu na indexu lomu materidlu podle Snellova zdkona. Pokud je vSak
uvazovan kolmy dopad vinéni na méfeny vzorek, situace se zjednodusi (viz kap. 2.4.2)
[36].
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Obr. 2.8 Schéma zakladniho modelu pro reflexni méfeni elektromagnetické viny E; pti odrazu od
jedné vrstvy materialu s komplexnim indexem lomu 7(w).

Na rozhrani vrstvy a okolniho prostiedi s indexem lomu n, (napt. vakuum) dochazi k odrazu viny
(charakterizovano reflexnim koeficientem r). Detektorem snimame odrazenou vinu Ex (reflexni
koeficient rzzr) (nahote) a porovnavame s referenéni vinou Eggp, odrazenou od referenéniho
zrcadla s indexem lomu figgr(w) (dole).

Opét méfime komplexni reflexni koeficient vzorku #(w) a reference frpr(w)
samplitudou |[r(w)| (resp. |rggr(w)|) a fazi ®(w) (resp. Prpr(w) ). Pomér
elektrickych intenzit vInéni odraZzeného vzorkem Er(w) avinéni odrazeného
referenénim zrcadlem Ergzr(w) odpovida poméru jejich reflexnich koeficientt [39]:

Erlw) _ _flw) _ |r(w)|e (@ _ [@)-1][Arer(w)+1] (2.69)
Erpr(@)  7rer(@)  Irrer(@)|e!®REF(@) " [A(w)+1][firpr(w)-1]’

kde figgr(w) je index lomu zrcadla. Platnost (2.69) je vsak omezena pouze na piipad
kolmého dopadu THz viny na vzorek, kdy je zanedban prinik viny do vzorku, odrazy
uvniti n¢j a prostorové vychyleni referenéni viny a viny odrazené vzorkem [36],[39].

vvvvv

opatieni jsou vysledky zatizeny skrytymi chybami. Klicové je spravné umisténi emitoru
THz vIn, méfeného vzorku a detektoru tak, aby bylo mozné odrazeny signal zachytit.
Velkym problémem je posun referen¢niho zrcatka do jiné polohy nez vzorek [36],[39]. |
mala odchylka vnasi velkou chybu do vypoctu faze. Pro vérohodné vysledky by nemélo
dojit k vychyleni zrcatka od puvodni polohy vzorku o vice nez 1 um [45]. Tento
problém je prakticky vyiesen kombinaci THz TDS a metody zeslabeného uplného
odrazu ATR (Attenuated Total Reflection) nebo elipsometrii [39]. Pouziti reflexniho
modu muze byt vSak v fadé ptipadech znemoznéno; spousta materiali ma relativné
nizky reflexni koeficient (cca 10 %), s ¢imz souvisi nizky SNR a ztizena identifikace
spektralnich znakd. Proto je vhodné reflexni spektra vyuzit spise K porovnani s databazi
absorp¢nich spekter znamych materialti naméfenych v transmisnim rezimu [36].

2.5.6 THz spektroskopie biologickych objekti

Pti popisu interakei biologickych tkani s THz zatfenim sehrava kli¢ovou roli elektrické
pole. Prvni moznosti je popsat odezvu pomoci klasické elektromagnetické viny a
charakterizovat zkoumané médium pomoci permitivity (schopnosti média polarizovat
se) a vodivosti (schopnosti iontt pohybovat se médiem). Tyto parametry popisuji reakci

31



shlukit molekul, tedy celkové pohyby v makroskopickém métitku. Dilezity je vSak i
mikroskopicky pohled, ktery absorpci zafeni Spojuje S pfesuny mezi energetickymi
hladinami molekul. Energie fotoni THz zafeni se zminénymi piesuny uzce souvisi,
nebot’ nabyva hodnot ptiblizné 2,0.10%2 az 1,3.10%° J. Pro porozuméni témto interakcim
je tak potieba zohlednit i energetické trovné molekul a kvantovou mechaniku [42].

THz vinéni je vhodné pro zkoumani biologickych objekti ze dvou hlavnich
divodi. Prvnim z nich je bezpecnost pouzitého zateni. Dle Planckova zékona E = hf
je energie fotonu na f = 1 THz rovna 6,6:102% J nebo 4,1 meV. Energie zptsobujici
ionizaci atomu je vsak az 1000krat vyssi. Vykon THz spektrometrii nepiesahuje 1 W,
coz je milionkrat méné nez piirozené THz zafeni emitované lidskym télem (az 1 W
[36]). Z tohoto pohledu tedy nelze hovofit ani 0 termalnich ucincich [40]. Bezpecné
urovné ozafeni byly aplikovany napf. na keratinocyty a krevni leukocyty a nebyly
pozorovany zadné zmény [36]. Skodlivost THz zafeni podrobné zkoumal mezinarodni
projekt THz-Bridge, ktery se zabyval spektroskopii proteint, enzymu, biologickych
membran a vybranych bungk, in vitro sledovanim genotoxickych u¢inki na lidské
periferni leukocyty a lymfocyty a G¢inky na modely membran a epitelu. Byl nalezen
pouze jeden negativni vysledek pti dlouhodobém vystaveni (> 60 minut) lymfocytd
kontinualnimu THz zafeni na frekvenci 100 GHz s intenzitou 0,05 mW/cm?, jinak
nebyly zjistény zadné genotoxické G¢inky na DNA nebo celkové negativni zmény [46].

Dalsim davodem pouziti THz zafeni pro studium biologickych vzorku je
skutecnost, ze existuji mezimolekularni vibrace rezonujici na THz frekvencich. Studium
biologickych vzorki je ¢asto zalozeno na specifické interakci THz zafeni s vodou, ktera
je hojné obsazena ve tkanich. Diky vysokému obsahu vodikovych vazeb vykazuje na
THz frekvencich silné absorpce, proto jiZ mald zména obsahu vody ve tkani je snadno
detekovatelna, ¢ehoz lze vyuzit napt. v diagnostice nadorti, nebot’ pfitomnost tumoru
obvykle mistné zvysi pratok krve, a tedy i obsah vody ve tkani [36]. Do urcité miry je
THz zateni schopné také interagovat s bunéénymi strukturami, nebot rozméry mnoha
bun¢k koresponduji s vinovou délkou THz zateni.

U roztokli aminokyselin dominuji pfi interakci s THz zafenim zmény rotacnich a
vibra¢nich stavii, nebot” jejich molekuly nejsou schopny reagovat na rychle se ménici
THz elektrické pole celkovou rotaci. Obdobn¢ molekuly proteinii nejsou schopny
reorientace otoCenim a ptispivaji k méfené permitivité roztokd elektronickou a atomarni
polarizaci a hromadnymi vibra¢nimi stavy, které mohou poskytnout informaci o
konformacni zméné [42]. Méfena byla i THz spektra nukleobazi, nukleosidu,
deoxynukleosidti a nukleotidu v krystalickych stavech vrozsahu 0,4 — 5,8 THz, ve
kterém vykazovaly odlisné charakteristické spektralni znaky [33].

Nejvétsi potencial pro studium biologické tkané predstavuje THz impulsni
zobrazovani, nebot’ dokaze rozlisit rizné typy tkani i jejich funkcni stav. Obrazy jsou
zaloZeny na jednoduchych parametrech v porovnani s detailni analyzou pouZivanou ve
spektroskopii. Hodnota kazdého pixelu je vysledkem analyzy tvaru THz viny proslé
nebo odrazené vzorkem. Vyzkum v této oblasti se soustiedi zejména na dvé aplikace: in
vivo diagnostika povrchovych tkani a studium vzorkt vnitinich tkani ex vivo [42]. In
Vvivo experimenty jsou limitovany silnou absorpci vody, ktera omezuje hloubku praniku
THz vInéni, proto je mozné zobrazit pouze snadno pristupné Casti téla, napt. pokozku a
zuby (Casna detekce zubnich kazi [38], [42]). Citlivost THz vInéni na vodu v§ak ma i
své vyhody, nebot’ Stupenn hydratace vypovida o kondici tkané€, resp. stupni jejiho
poskozeni, ¢ehoz lze vyuzit v diagnostice popalenin [25], hojeni ran nebo charakterizaci
tkani po biopsii [38].
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3 HEMOSTATIKA

Hemostatika jsou materidly, které diky svym vlastnostem dokazou podpoftit piirozenou
hemostazu organismu, tedy zastavu Krvaceni. Diky specifické interakci s vodnym
prostiedim, resp. krvi, se fadi do skupiny polymernich geli, tzv. hydrogelt. Pied
samotnou charakterizaci hemostatik je vhodné objasnit princip hemostatické reakce téla.

3.1 Hemostaza

Krvaceni je typickym projevem organismu prakticky na jakékoliv zranéni, pii némz
dojde k naruseni cévni stény. Pfirozenou obranou je hemostaza, tedy proces zastavy
krvaceni jako zakladni mechanismus zachovani integrity organismu [23]. Jde o slozity
komplexni d¢j, ktery zahrnuje tii zakladni kroky — vazokonstrikci, adhezi a aktivaci
krevnich desti¢ek a tvorbu fibrinu [47].

Pfi poranéni cévy je obnazena subendotelialni extracelularni matrix, jez obsahuje
nckolik adhezivnich proteinti, zejména kolagen. Kolagenova vldkna se chovaji jako
ligandy pro povrchové receptory krevnich desticek a za pomoci von Willebrandova
faktoru desticky k vlaknim piilnou. Adhezi se desticky zaroven aktivuji a zacnou
uvolnovat latky podporujici adhezi a aktivaci dalSich desticek a latky
s vazokonstrikénim G¢inkem (serotonin, PDGF faktor, tromboxan Ay). Nasledkem
vazokonstrikce dojde k omezeni prutoku krve skrz postizenou oblast cévy [48],[49].
Aktivaci méni desticky svij tvar; zokrouhlych bunék vznikaji kulicky
s pseudopodiemi?, kterymi se vzajemné proplétaji. Agregace je podpoifena trombinem a
stabilizovdna glykoproteinovymi receptory IIb/Illa exponovanymi na povrch desticek.
Na receptory se vaze fibrinogen, ktery spojuje desticky navzajem.

Hemokoagulace se ucastni celd fada koagulacnich faktorti, které jsou za
normalnich okolnosti Vv neaktivni podobé. Aktivace faktori probihd v kaskadé
enzymatickych reakci, ktera miZe byt zahajena endogenné ? nebo exogenné 3.
Endogenni aktivace za¢ina v misté poruseni cévy kontaktni aktivaci faktoru XII, ktery
zpusobi aktivaci prekalikreinu na kalikrein, jenz zesiluje aktivaci faktoru XII. Nasleduje
aktivace faktort XI, IX, VIII a nakonec X. K faktoru X vede i exogenni hemokoagulace
pii vétsich poranénich, kdy do kontaktu s krvi pfichazi tkanova trombokinaza (faktor
I11) a aktivuje faktor VII a X. Po aktivaci faktoru X (endogenné/exogenné) dochazi
k aktivaci faktoru V, ktery spolu s fosfolipidy a ionty Ca?* vytvafi protrombinazu. Tento
komplex pfeméni protrombin (faktor II) na trombin, ktery aktivuje fibrinogen na fibrin,
fibrin-stabilizujici faktor XIII a faktory V, VIII a XI. Fibrinova vldkna polymerizuji a
vytvati rozpustny fibrin, ktery je stabilizovan faktorem XIII na nerozpustny fibrin [50].
Ptilnutim a zesitovanim fibrinovych proteinli je vytvofena sit, kterd zachytava dalsi
desticky a Cervené krvinky za ucelem vytvoreni finalni fibrinové zatky (trombu)
[51],[52], ktera je po zahojeni cévy postupné degradovana fizenou fibrinolyzou [52].

V pfipad€, Ze je rdna relativn€ mal4, je samotnd hemostdaza schopna zastavit
krvaceni bez vyznamnéjsi ztraty krve a bez vaznych nasledkd. Existuji vsak i situace,
kdy pfirozena obranna reakce organismu na efektivni zastavu krvaceni nestaci. Nejde
pouze o zranéni, ale typicky napiiklad o pldnované chirurgické zékroky. Pfi téchto

! panozky
2 uvnitf cévy
3 vné cévy
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vykonech mize byt hemostdza podpofena kompresi?, ligaci®, kauterizaci® nebo
metodou ,.clipping*’ [23]. Nicméné v n&kterych piipadech mize byt pouziti zminénych
konven¢nich metod Sohledem na charakter krvacejici tkané vylouceno. V téchto
situacich je mozné vyuzit pravé lokaln¢ hemostaticky piisobici latky ptirodniho nebo
syntetického piivodu [53], zalozené na chemické reakci podporujici hemostazu [54].

Chemickéa hemostaza byla znama uZ ve starém Recku, kdy Hippokrates pouZil pro
zastavu krvaceni ziraviny [54]. Moderni chemicka hemostatika vsak byla objevena az
na konci 18. stoleti, kdy Paul Carnot piedstavil Zelatinu. Pozdéji chirurg Victor Horsley
zkousel vymodelovanym voskem zastavit vnitini lebecni krvéaceni u psa. V roce 1886
pak vytvofil smés vceliho vosku, kyseliny salicylové a mandlového oleje, ktery
predstavil jako antisepticky vosk vhodny pro pouziti v kranialni a spindlni chirurgii
[55]. Pouziti fibrinu jako hemostatika poprvé diskutoval S. Bergel uz roku 1909 [56],
ale teprve roku 1940 byl fibrinogen prakticky pouzit pro lepeni povrchovych nervi [57]
a kombinace trombin-fibrinogen pak byla aspés$né pouzita pfi transplantaci kuze [58].
Podrobngjsi zkoumani mechanismu vlastni koagulace krve vedlo k vyvoji oxidované
celulozy (1942) [59] a nasledné i Zelatinové pény (1945) [60]. Kyanoakrylatova lepidla
byla objevena Harry Cooverem roku 1942, ale az roku 1959 publikoval mozné vyuziti
pro lepeni Zivych tkani [61]. Roku 1970 nasledoval objev mikrofibrilarniho kolagenu
z Cisténé hovézi skary [62] a hemostatické pouziti chitosanu pak poprvé publikoval
William Malette roku 1983 [63].

Jednotné rozdéleni hemostatickych materialti v literatufe neexistuje, nicméné je
mozné roz€lenit je do péti hlavnich skupin podle piivodu nebo mechanismu ucinku [64]:

a) mechanické,

b) absorpéni,

c) biologicky aktivni,
d) kryci,

e) syntetické.

Mechanicka hemostatika (kostni vosk, ostene) funguji na principu fyzikalni
bariéry, tj. mechanickou okluzi brani kostnimu krvaceni. Absorpéni hemostatika se
nepfimo ucastni hemokoagulace tim, ze poskytuji matrici pro proces srazeni krve
(hemostatika na bazi zelatiny a oxidované celul6zy) nebo podporuji usazovani krevnich
desticek a jejich aktivaci (kolagen). Biologicky aktivni hemostatika jsou na bazi
fibrinogenu a trombinu a ucastni se tak hemokoagula¢ni kaskady piimo. Hemostatické
kryti (obvazy) jsou na bazi chitinu, chitosanu, zeolitového mineralu nebo v kombinaci
s absorp¢nimi a biologickymi prostfedky. Syntetickd hemostatika funguji jako tkanova
lepidla; mechanismus ucinku je zalozen bud’ na pfirozené sitovaci reakci lepidla pti
kontaktu s tkani (kyanoakrylaty), nebo na smichani specifickych slozek za ucelem
vytvoreni hotového lepidla pro uzavieni rany [64],[65].

Zminéna hemostatika jsou dnes vyuzivana v mnoha oblastech chirurgické praxe;
predevS§im se jedna o aplikace v plastické [66] a gynekologické chirurgii [67], ale
prakticky se uplatni pii jakémkoliv chirurgickém vykonu [65]. Vybér vhodného
hemostatika v dané aplikaci zavisi na klinickych zkuSenostech operatéra a jeho tymu

4 stlaceni cévy

5 podvaz cévy

6 uzavér cévy mistnim plisobenim vysoké teploty
7 zasvorkovani cévy
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[68]. Volba idealniho hemostatika zahrnuje zohlednéni nékolika dalezitych faktort [69].
Prvnim znich je bezpecnost piipravku, tzn. nesmi piedstavovat zadné riziko pro
pacienta. Nem¢lo by byt antigenni, infek¢éni, mutagenni nebo zpasobovat jiné zdravotni
komplikace. Dalsi véci je také dostupnost hemostatik, at’ uz se jedna o cenu ¢i komer¢ni
dostupnost v konkrétni zemi. Jednim z faktord je také nenarocna manipulace
s materidlem, coz zahrnuje jednoduchou a rychlou pfipravu materidlu a snadny postup
nasledné aplikace vhodnym aplikatorem s ohledem na rozsah postizené oblasti.
V nasledujicich kapitolach jsou specifikovana hemostatika, ktera byla pouzita v této
studii, pficemz jejich vybér byl podminén tfemi hlavnimi faktory:

a) schvaleni pouziti piislusného hemostatika v CR,

b) komer¢ni dostupnost volné prodejnych hemostatik,

c) aktualni dostupnost Specialnich hemostatik na spolupracujicim pracovisti
Krajské nemocnice Tomase Bati ve Zling.

3.2 Absorp¢ni hemostatika

Absorpcni hemostatika se fadi do kategorie tzv. hydrogell, cozZ jsou polymery tvorené
trojrozmérnou hydrofilni siti schopnou pojmout velké mnozstvi vody. Tyto sité¢ se
skladaji z homopolymeri nebo kopolymert zesitovanych prostfednictvim chemickych
nebo fyzikalnich vazeb, které zajistuji strukturu a fyzikalni integritu celé polymerni
sité. Pravé diky témto vazbam jsou ve vod¢é nerozpustné [70]. Hydrogely jsou
biokompatibilni, a dokonce schopny simulovat biologickou tkan, proto také maji Siroké
uplatnéni v biomedicinskych aplikacich a tkanovém inzenyrstvi. Casto jsou vyuzivany
jako nosice 1éki, které se z polymerni matrice uvolni v disledku jejiho nabobtnani [71].
Pravé schopnost nabobtnat v pfitomnosti termodynamicky kompatibilniho roztoku je
dulezitou vlastnosti pro jejich hemostatické tcely, viz podrobné kap. 6.5.1.

3.2.1 Oxidovana celuldza

Celuléza je makromolekularni latka, nejrozsifenéjsi polysacharid v rostlinné fisi.
Ziskava se z bavlny (témét Cista celuloza) nebo ze dieva (technickd celuloza). Je
slozena z glukézovych monomernich jednotek spojenych linearné 1,4-B-glykosidovou
vazbou, zakladni stavebni jednotkou je cellobiosa [72]. Oxidovand regenerovana
celuloza se vyrabi rozlozenim buniiny ze dieva a naslednou obnovou ve formé
celulozovych vlaken. Vldkna maji stejny primér po celé délce, coz je dilezité pro jejich
naslednou rovhomérnou a konzistentni oxidaci, jsou spletena do provazka, ze kterych je
utkana textilie 0 rizné hmotnosti. K oxidaci se pouziva oxid dusi¢ity (NO2) nebo jeho
dimer (dinitrigen tetroxide N20a), kyselina dusi¢na HNOg, jodista (Hs10g) nebo chlorna
(HCIO), na konci reakce se vysledné produkty rGzni. Oxida¢nim procesem ziskava
tkanina antibakterialni vlastnosti a schopnost biodegradace [73]. Diky ptitomnosti
karboxylovych skupin dochdzi pti kontaktu oxyceluldzy s télnimi tekutinami ke sniZeni
pH okoli. Pokusy in vitro a in vivo byla zjisténa antimikrobialni aktivita proti gram-
pozitivnim | gram-negativnim organismim, véetné methicilin-rezistentniho kmene
Staphylococcus aureus [74],[75]. Baktericidni schopnost ovlivituje koncentrace
oxidac¢niho ¢inidla [76], struktura textilie i jeji tloustka [77].

Suché tkanina oxycelulozy se aplikuje pfimo do rany, neni doporuceno ji pfedem
zvlh¢ovat. Vyhodou je snadna manipulace; tvar tkaniny je mozné vystiizenim piesné
prizpisobit tvaru krvacejici rany, neulpiva na chirurgickych nastrojich a je mozné ji
v rané pridrzet, dokud nedojde k nastartovani hemostazy. Nizké pH zptsobuje rozpad
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cervenych krvinek, coz se projevi hnédym zbarvenim tkaniny pii kontaktu s krvi.
Uvolnény hemoglobin pak reaguje s kyselinou a vznika kysely hematin [64].

Hemostatické ptsobeni oxycelulézy zacind absorpci vody. V disledku lehkého
nabobtnani material vytvaii tamponadu, kterd fyzicky brani dal§imu krvaceni. Vldkna
celuldzy zachycuji nejen vodu, ale také proteiny, trombocyty a dalsi krevni buniky, ¢imz
se vytvari gelova matrice dulezitd pro zformovani pevné fibrinové zatky branici
venéznimu i kapilarnimu krvaceni. Uginnost hemostatika vyznamné ovliviiuje hustota
vlaken a vzor tkané textilie [21],[13]. Mé&fenim c¢asu hemostazy ruznych typu
oxyceluldz se zabyvala studie [21]. Hemostatika byla aplikovana na krvacejici feznou
ranu ve slezing Yorkshirského prasete in vivo. Cas hemostazy se pohyboval v rozmezi
3,7 — 5,9 minut v zavislosti na poctu vrstev. Oxyceluléza mize byt pouzita u riznych
typti otevienych i endoskopickych operaci, napt. laparoskopické parcialni nefrektomie®
[78], cholecystektomie® [79], sternotomiel® [80], traumat jater a sleziny [81],[82], dale
v u$ni/nosni/kréni chirurgii [83], operaci porodnicko-gynekologickych [84],[85],
urologickych a ortopedickych [86], a v plastické chirurgii [87]. Byva také vkladana
mezi poskozené tkané a brani tak srustim b&éhem hojeni [23]. Oxyceluldza je G¢inna
také u pacientti s poruchami krevni koagulace [23].

Oxyceluldza je obvykle dobfe snaSena. Nizké pH vSak blokuje funkci dalSich
biologicky aktivnich hemostatik, piedev§im trombinu. Kyseld povaha tohoto
hemostatika mulize navic zpusobit zanét okolni tkan¢ a zpomalovat proces hojeni [88].
Pii pH krve se oxyceluloza ptirozené degraduje. Biodegradace oxycelulozy v téle je
zaloZena na fagocyt6ze makrofagy, které¢ obsahuji hydrolytické enzymy schopné §teépit
oligomery. Na konci procesu stépeni zlstavaji pouze degradaéni produkty, tj. glukéza a
glukuronova kyselina, které se nehromadi v krvi ani v moc¢i [73],[89],[90]. Oxyceluloza
se V téle rozpadne z 80 % do 14-ti dnt [73],[90], nicméné histologické studie [91],[92]
dokazuji ptitomnost celulézovych vldken i1 n€kolik let po operaci srdce. Celuldézova
vlakna v tkani granuluji a pfi radiologickém nebo MRI zobrazovani mohou byt
zaménéna s tumory [93],[94]. Dalsi moznou komplikaci fesi studie [95],[96], kdy se
oxyceluldza pouzita pii operaci hrudniku dostala ptes meziobratlovy otvor a zpusobila
kompresi michy. Nedoporucuje se také aplikovat tato hemostatika v infikované rané.

Tato prace zkouma vlastnosti dvou oxyceluldéz: Surgicel NuKnit a Surgicel
Fibrillar. Ob& hemostatika maji stejného vyrobce Johnson & Johnson, Ethicon, nicméné
lisi se strukturou textilie, plosnou hustotou i tloustkou [21]. Surgicel NuKnit ma podobu
sitoviny s hustym a silnym upletem. PouZiva se zvlasté pfii laparoskopickém feSeni
traumat, sternotomii a chirurgii pevnych organt [65]. Latka mize byt smotana a vlozena
i do uzkého perforovaného prostoru, zaroven tvoii podporu pii $iti rany [77]. Surgicel
Fibrillar je netkand textilie, kterd se strukturou podoba klasické vatové bunicing. Je
indikovan k zastavé Zilniho krvéaceni, krvaceni po lobektomiil! nebo resekci tumoru
[97], dale pro kontrolu krvaceni pfi kraniotomii'?, laminektomii®® a angioplastice
koronarnich arterii [65].

8 chirurgické odstranéni ledviny

® odstranéni zluéniku

10 fez prsni kosti

1 odstranéni plicniho laloku

2 chirurgické otevieni lebky

13 odstranéni zadni &asti pateiniho obratle
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3.2.2 Zelatina

Zelatina je pifrodni a vstiebatelny material ziskany &asteénou hydrolyzou kolagenu,
ktery je zadkladem pojivovych a vazivovych tkéni. Ziskdva se ze zvifecich kiizi
hovéziho, vepiového nebo konského pivodu a mohou mit formu prasku, tenkého filmu
nebo porézni pény [98]. Do rany se aplikuje sucha nebo namoc¢ena ve fyziologickém
roztoku [23]. Mechanismus ucinku neni zcela znamy, nicméné piedpoklada se, ze
Zelatinova péna vytvari v rané fyzickou matrici a podporuje tim srazeni krve [54],[98].
Zelatinova péna je schopna pojmout t&lni tekutiny do nékolikanasobku své hmotnosti
[23]. Porézni struktura navic aktivuje agregaci trombocyti [23]. Po ukonceni
koagula¢ni kaskady miize plazma pies Zelatinovou matrici stale prochazet [54].

Zelatinovd hemostatika nachazi uplatnéni v zastavé kapilarniho, Zilniho i
arterialniho krvaceni pti riznych chirurgickych vykonech [65]. Vyjimeéna absorpéni
schopnost vSak muize predstavovat i jisté riziko. Hemostatikum dokaze dvojnasobné
zvysit svlij objem, coz muze zpusobit utladeni nékterych organt ¢i nerva [64].
Nedoporucuje se tak aplikace u o¢nich vykont [65] a pouziti v infikované rané [54].

Zelatina je zcela absorbovéana obvykle do 6 tydnii od aplikace [23],[64]. Stejné
jako oxyceluldza v§ak mize zanechavat v téle 1éze, které lze zaznamenat zobrazovacimi
metodami [99]. Ackoliv je zvifeciho puivodu, neni antigenni. Na rozdil od oxidované
celulozy je jeji pH neutralni, proto mize byt pouzita i v kombinaci s trombinem a
zasahem piimo do hemokoagula¢ni kaskady podpofit vlastni hemostaticky ucinek [54].

Studovanym zelatinovym hemostatikem je pripravek Gelita-Spon (Gelita Medical,
GmbH, SRN). Jedna se o sterilni absorbovatelnou zelatinovou pénu, vyrobenou z
Cisténé veprové Zelatiny. Je nerozpustna ve vodé, avSak absorpci krve dokaze zvysit
svou vahu vice nez 40krat. Pokud je hemostatikum aplikovano suché, je potieba jej
lehce stlacit, ptilozit na krvacejici oblast a ptidrzet na misté 1 az 2 minuty [100].

3.2.3 Kolagen

Mikrofibrildrni kolagen je pfirodni, nedenaturovany a vstiebatelny material ziskany
z hovézich $lach a kuzi [23], mize vykazovat antigenni potencial a zptusobovat rizné
alergické reakce. Nema Zadné bakteriostatické vlastnosti a piedstavuje tak 1 jisté riziko
infekce [54]. MiZe mit formu prasku, plsti i porézni houby [64].

Zakladni stavebni jednotkou kolagenu je tropokolagen, slozeny ze ti
polypeptidovych fetézcl, znichz kazdy je tvofen asi tisicem aminokyselinovych
zbytktl. Tyto levotocivé helikalni fetézce jsou stoCeny do pravotoCivé trojité Sroubovice
stabilizované vodikovymi vazbami a tvofi tzv. superhelix [101]. Strukturalni slozitost
kolagenu je zdrojem velkého mnozstvi nejruznéjSich antigenti. Konce superhelixu jsou
tvofeny telopeptidy, které jsou nositeli s nejvétsi druhovou variabilitou antigenti, proto
jejich odstranénim miZeme imunogenni riziko snizit. Produkt enzymatické Upravy
kolagenu, pii némz dojde k odstépeni telopeptid, se nazyva atelokolagen [88].

Kolagen se pevné lepi na povrch krvécejici rany a dochazi témeét k okamzité
hemostaze. Absorpci krve nijak vyrazn€ nezvétSuje objem, nedochazi k nezadoucimu
utlacovani okolnich tkani. Krev obvykle pfes hemostatikum dale neprosakuje, a i po
zastavé krvaceni kolagen zlstdva ke tkani pevné pfichycen. Princip hemostazy je
zalozen na vytvofeni zachytné sit¢ pro krevni desticky, které mohou okamzité zahdjit
svou aktivaci a urychli se tim vytvofeni trombu [54],[64]. Hemostaza obvykle nastane
béhem 2 az 5 minut [64]. Jelikoz mechanismus G¢inku souvisi pfimo s aktivaci desticek,
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je kolagen méné uc¢inny u pacientll postizenych trombocytopeniil4. Naopak velmi dobra
Gginnost je u heparinizovanych pacientii. Pouziva se pro kontrolu parenchymatézniho®
krvaceni a pii laparoskopickych operacich [54],[64],[65]. Vysoka ptilnavost kolagenu
k vilhkému povrchu je zaroven nevyhodou; jednak ztéZuje manipulaci pied aplikaci do
cilového mista [54],[64] a nezadouci je téz adheze Kk okolnim nervovym strukturam
v misté aplikace, zptsobujici bolest az znecitlivéni [54].

Do na$i studie byla zafazena vstiebatelna atelokolagenova hemostaticka plst
Hypro-Sorb R (Hypro s. r. 0., Komarov, CZE). Jedna se o 99,9% krystalicky hovézi
atelokolagen typu I. Jeho interakce spociva ve specifické aktivité¢ k trombocytim —
indukuje uvolnovani koagula¢nich faktort, které spolu s faktory krevni plazmy vytvaii
fibrinovou zatku. Je indikovan pro zéastavu kapilarniho a parenchymat6zniho krvéceni
(nikoliv v8ak tepenného), ale také k vyplni télnich dutin v chirurgii, stomatologii a
traumatologii. Nesmi byt aplikovan mezi okraje feznych ran, kde mize komplikovat
srustani kiize s nasledkem Siroké jizvy. Hypro-Sorb R se poklada piimo na krvacejici
ranu a jemn¢ se pritlaci. K hemostaze by mélo dojit béhem 2 az 5 minut [102].

3.3 Biologicky aktivni hemostatika

Biologicky aktivni hemostatika se diky vlastnimu obsahu koagulacnich faktord pfimo
ucastni hemokoagula¢ni kaskady. Jedna se o fibrinova a trombinova lepidla. Trombin je
dualezity faktor krevniho sraZeni, nebot’ hraje roli v pfeméné rozpustného fibrinogenu na
nerozpustny fibrin, zaklad krevni srazeniny [69]. Hlavnim zdrojem je hovézi plazma a
piedstavuje tak vysoké riziko imunitni reakce [103],[104], proto byl vyvinut trombin
z lidské plazmy a rekombinantni lidsky trombin. Oba typy lidského trombinu maji
[105],[106], ovsem nejsou stoprocentné neantigenni. U trombinu vyrobeného z lidské
plazmy existuje potencialni riziko pienosu infekénich latek a anafylaxe ® a u
rekombinantniho lidského trombinu je riziko alergické reakce u pacientii citlivych na
zvifeci proteiny (had, kiecek) [65]. Trombin je pIné degradovatelny a netoxicky.
Samotny trombin mize byt pouzit k zastavé krvaceni z drobnych cév v neurochirurgii a
Vv zilni, srde¢ni, misni, bfi$ni a ortopedické chirurgii [L07]. Neni doporucen K systémové
aplikaci z davodu mozné trombodzy [23]. Obvykle se nepouziva samostatné, ale
v kombinaci s Zelatinou nebo kolagenem.

Fibrinova hemostatika patii spiSe do skupiny tkanovych adheziv pouZzivanych
k lepeni tkani [23]. Kombinuji dvé slozky — lidsky trombin s chloridem vapenatym
Vv jednom aplikatoru a fibrinogen (z lidské plazmy) s aprotininem hovéziho puvodu
v dal$im oddéleném aplika¢nim systému. Mechanismus ucinku je zalozen na podpote
ptirozené fyziologické reakce srazecich faktord, které katalyzuji pfeménu fibrinogenu
na fibrin, aktivaci a agregaci desticek, ¢imz dojde k urychleni lokalni hemokoagulace.
K iniciaci reakce nevyzaduji krvaceni a funguji i nezavisle na vlastnim fibrinogenu
pacienta [65]. Pti aplikaci hemostatika spolu ob¢ slozky reaguji za vzniku fibrinovych
koagulli. Mechanickd pevnost lepidla je ddna obsahem fibrinogenu a rychlost vytvoteni
zatky a jeji pevnost pak souvisi skoncentraci trombinu [64]. V porovnani se
syntetickymi lepidly je v8ak adheze ke tkanim velmi slaba [108].

14 snizené mnoZstvi krevnich desti¢ek v krvi
15 funkéni epitelova tkah organt
16 celkova akutni alergické reakce
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Fibrinova lepidla jsou biokompatibilni, biodegradovatelnd fddové ve dnech az
tydnech a nezplsobuji zéancét. Pouzivaji se kzastavé plosného krvaceni
Vv kardiovaskularni chirurgii, Zilnitho krvaceni retroperitonea a vnitinich organd,
duralniho krvaceni, krvaceni Vv plicni, urologické a plastické chirurgii [64],[65],[109].
Fibrinova hemostatika jsou vyrobena z lidské plazmy, proto nesou potencialni riziko
pienosu infekénich chorob (viry a priony). Pro vyrobu mohou byt pouzity i hovézi
bilkoviny, ¢imz muzeme snizit riziko infekce, ale naopak zvysit riziko alergické ¢i
anafylaktické reakce organismu [23],[65]. Nevyhodou je zdlouhava a komplikovana
ptiprava lepidla pfed vlastni aplikaci [109]. Tekutad forma lepidla vyzaduje k vlastni
reakci suchy povrch, naslednd polymerizace slozek je velmi rychla. Naopak pevna
forma fibrinového hemostatika (v kombinaci napi. s kolagenem) vyzaduje pro
polymerizaci kontakt s tekutinou (voda, krev, mozkomis$ni mok) [110].

Studovanym biologicky aktivnim hemostatikem je produkt TachoSil (Takeda
Pharmaceuticals International GmbH, CHE). Jde o kombinaci lidského fibrinogenu a
lidského trombinu nanesenych Vv tenké vrstvé na kolagenovou plst. Pouzity kolagen je
konského puvodu a vzhledem K potencialnimu riziku imunitni reakce je zbaven
imunogennich epitoptt [111]. Svym slozenim kombinuje vlastnosti absorpéniho
hemostatika a tkanového lepidla. Vysledkem by méla byt tedy i rychlejsi hemostaza,
coz bylo potvrzeno ve studii [112], kdy k zastaveé krvaceni doslo béhem 3 minut u 75 %
pacientli ve srovnani s 33 % pacient, u nichZ byla pouzita konven¢ni hemostaticka plst
bez koagulacnich faktor. Dojde-li ke kontaktu hemostatika s krvi, biologicky aktivni
vrstva se rozpusti a dojde k uvolnéni koagulacnich proteinti, které zahaji polymerizaci
fibrinu. Hemostazy je dosaZeno v okamZziku, kdy vytvofena fibrinova vrstva pfilepi
kolagenovou plst k povrchu rany, ¢imz se vytvoii fyzicka bariéra blokujici dalsi ztraty
krve. Hemostatikum je G¢inné enzymaticky degradovano, nicméné zbytky mohou
v tkani pietrvavat i po 12 mésicich [111]. TachoSil mize byt aplikovan u popalenin, pti
rekonstrukci kosti, v zubni a ortopedické chirurgii, ale také v kardiochirurgii,
neurochirurgii a chirurgii vnitinich organu [111],[113],[114].

3.4 Synteticka tkanova lepidla

Tkanova lepidla jsou vyrabéna na bazi syntetickych polymert; nejéastéji jde o
polykyanoakrylaty, derivaty polyetylenglykolu, polyuretany a kopolymery kyseliny
glykolové a kyseliny mlécné [115]. Pro nasi studii bylo vybrano lepidlo ze skupiny
kyanoakrylat,, které jsou dnes jiz komer¢né dostupné. Adhezivni vlastnosti
kyanoakrylatii byly objeveny uz roku 1959. Dnes jsou znamé piedevsim jako tzv.
sekundova lepidla pro jednoduché a pohotové lepeni v domacnosti, ale také pro
tkani v mediciné bylo poprvé pouzito v 60. letech [115] a diky rychlosti polymeriza¢ni
reakce se stalo oblibenou alternativou klasického chirurgického $iti. Kapalné monomery
kyanoakrylatu jsou vysoce reaktivni a pifi pokojové teploté velmi rychle polymerizuji
bez potieby pouziti katalyzatoru, vyssi teploty nebo tlaku. Ptirozenym Spoustééem
reakce je vzdusna vlhkost obsazena v okolnim prostiedi. Vzhledem K pfitomnosti
nitrilové skupiny —C=N, ktera ma tendenci odcerpavat elektrony, je akryladtova vazba
polarizovana, ¢imZ se stane nachylngjsi K nukleofilnimu !’ ataku slabymi bazemi,
jakymi jsou voda nebo aminy. Po zahajeni reakce monomery kyanoakrylatu velmi

17 molekuly nebo ionty s volnymi pary elektront, které poskytuji elektrofilu v chemické reakci za vzniku
chemické vazby
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rychle podléhaji aniontové polymerizaci, Viz podrobn¢ kap. 5.5.1. Reakce je exotermni
a jeji rychlost je nepfimo imérna délce alkylového fetézce [116].

Zakladni monomer kyanoakrylatu ma formu kapaliny s velmi nizkou viskozitou.
Pti kontaktu s vlhkou tkani polymerizuje a vytvaii pevny film pojici pfilozené vrstvy.
Vytvotend zatka je hydrofobni a diky své nepropustnosti plni i antimikrobialni funkci
[64],[65]. Adheze lepidla ke tkani je zprostiedkovana kovalentnimi vazbami mezi
kyanoakrylatem a funkénimi skupinami bilkovin obsazenych ve tkani (napf. aminy
lyzinu). Pevnost vazby souvisi s délkou alkylového fetézce; kratSi fetézce napf.
butylkyanoakrylatu tvofi pevnéjsi sit’ nez delsi fetézce oktylkyanoakrylatu. Naproti
tomu delsi fetézce vytvari flexibilngjsi spoje a existuje mensi riziko jejich polamani nez
u kieh¢ich kyanoakrylati s krat§imi fetézci. Od délky fetézce se odviji také doba
degradace polymeru ve tkani, pfi niz dochazi k hromadéni toxickych degradacnich
produktd, které mohou zpusobit zanét zabranujici normalnimu hojeni rany [64].
Polymery jsou degradovdny hydrolyzou, kdy se uvoliluje alkylkyanoacetit a
formaldehyd [116]. Kyanoakrylaty s delSim fetézcem degraduji pomaleji a riziko
cytotoxické reakce organismu vyznamné snizuji. Kvili vysokému riziku cytotoxicity
bylo zcela upusténo od pouziti metyl- a etyl-kyanoakrylatt [115].

Hlavni a klinicky provétenou aplikaci kyanoakrylatd je lepeni povrchovych fezi,
ran a trhlin kaze, kdy poskytuji rychlé, bezbolestné a kosmeticky efektivni feseni.
Nékteré¢ typy kyanoakrylath mohou byt pouzity pifi rekonstrukci cév, napf.
arteriovenozni zkraty nebo bypassy, ale také pro embolizaci cévnich malformaci [116].
Postupné byly nalezeny i dalsi aplikace v riznych oblastech chirurgie, avsak tyto
moznosti jsou omezeny vzhledem k cytotoxicité¢ a karcinogenité lepidla a znaénému
riziku zanétu tkané s hrozici nekrozou.

Do studie bylo zatazeno tkanové lepidlo Histoacryl® (B. Braun, SRN). Lepidlo je
vyrobeno z enbukrylatu (n-butyl-kyanoakrylat) a pro snadné&j$i kontrolu nanesené¢ho
mnozstvi obsahuje modré barvivo D&C violet’ €. 2. Pfipravek je indikovan k lepeni ran
S malym napétim z chirurgickych fezli a jednoduchych traumaticky indikovanych
koznich ran, sklerotizaci Sirokych varixd v jicnu a zalude¢nim fundu a fixaci herniovych
sitek [117].
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4 SPECIFIKACE POUZITYCH METOD A TECHNIKY

StéZzejni metodou pro zkoumani hemostatik v této praci je THz spektroskopie.
Vzhledem Kjeji experimentalni povaze je u vzorkl, které to umoznuji, doplnéna
méfenim dal§imi metodami pro adekvatni porovnani vysledkd. Jedna se o metody
impedanéni spektroskopie, infradervené spektroskopie, Ramanovy spektroskopie a
mikroskopické techniky. V nésledujicich kapitolach jsou shrnuty zdkladni principy
pouzitych metod a specifikace méficich pristroji. K oddéleni desetinnych mist
v méfenych datech je u vSech zafizeni primarné nastavena desetinna teCka, podobné
také u programového softwaru (Matlab, Statistica) pouzitého ke zpracovani dat. Pro
jednotné srovnani vysledkli je tedy desetinna teCka zachovéna i U vSech grafi
Vv nasledujicich kapitolach.

4.1 Terahertzova spektroskopie

4.1.1 TPS Spectra 3000

Pro méteni v oblasti THz vin elektromagnetického spektra je pouzito zatfizeni TPS
Spectra 3000 (TeraView, Ltd., UK), impulsni systém zalozeny na obecném pump-probe
principu generovani a detekce THz vInéni pomoci fotovodivostni antény (GaAs).
Zakladem je erbiem dopovany vlaknovy laser, emitujici femtosekundové impulsy
0 vlnové délce 780 nm s opakovaci frekvenci 100 MHz a primérmym vykonem > 65
mW. Spektrometr je kompaktni a vSechny optické komponenty tvoii uzavieny systém
pro maximalni zachovani mechanické stability. Pomoci modula Ize spektrometr
pfizpisobit pro transmisni méfeni, analyzu ATR nebo zobrazovani v reflexnim rezimu.
K méfeni 1ze vyuzit spektralniho rozsahu 0,06 — 4 THz (2 cm™ — 120 cm™), piicemz
spektralni rozliSeni je dano typem skenovani. Pfi standardnim pouziti rychlého
skenovani s rychlosti 30 snimkt za sekundu je mozné dosahnout spektralniho rozliseni
az 32 GHz (1,2 cm™). Optické zpozdéni je fizeno rychle se pohybujicimi zrcadly.
Rychlejsi sbér dat (az 100 skent za sekundu) ma za nasledek snizeni SNR [118].

Jelikoz je méteni zaloZeno na jednopaprskové konfiguraci, je nutné ziskat nejdiive
odezvu pozadi, tedy referenci. Obr. 4.1 (a) uvadi srovnani namétenych THz signala
reference a studovaného vzorku Histoacrylu. THz signal mize nabyvat i zapornych
hodnot, nebot’ je monitorovano THz elektrické pole, nikoliv intenzita signdlu jako u
klasické spektroskopie. Rychlou Fourierovou transformaci (FFT) ziskdme frekvencni
spektrum signald, viz Obr. 4.1 (b). Pi vlozeni vzorku do drahy THz viny dojde jednak
ke snizeni trovné signalu v disledku absorpce vzorkem, ale také k posunu pozice
maxima vIny souvisejiciho s indexem lomu vzorku. Odpovidajici absorbanci a index
lomu méteného vzorku uvadi Obr. 4.1 (c), resp. (d).

Vlastnosti vzorku Ize vyvodit podle elektromagnetické teorie (Viz rovnice (2.66))
z poméru elektrickych intenzit THz viny pros§lé vzorkem Er(w) a THz viny reference
E;(w). Odvozeni materialovych parametrti u TPS Spectry vychazi z rovnice (4.1), kde
T(n) jsou Fresnelovy ztraty v disledku odrazi na rozhranich:

ET((U) (_a_d+inwd) (41)
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Uvazujeme-li E;(w) a E;(w) podle rovnic (4.2) a (4.3), kde As a Aggp jSOU
amplitudy elektrického pole THz viny (redlna ¢ast FFT) a ¢g(w) a ¢prer(w) jsou faze
THz viny (imaginarni ¢ast FFT), pak Ize urcit absorpéni koeficient a a index lomu n

podle rovnic (4.4) a (4.5) [118]:

Er(w) = Age'®s(®
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Obr. 4.1 THz signaly reference, tj. ATR krystalu (ozn. ¢ervené), a vzorku Histoacrylu po aplikaci
na krystal (ozn. modre) (a) a z nich vypoctena spektra (b), absorbance (c) a index lomu vzorku (d).

Ve skutecnosti software TPS Spectry pii hodnoceni méfenych dat s Fresnelovymi
ztratami nepocita [118]. Pokud ma material relativné nizky index lomu, Fresnelovy
ztraty mohou byt zanedbany. Pro jednoduché srovnani: typické hodnoty n na THz
frekvencich jsou napi. U plasti v rozsahu <1,3; 2>, u keramiky <2; 3> a u polovodict
kolem 3. U plastickych hmot a keramiky « obvykle s frekvenci roste, a to
diky rozptylu, nebot’ velikost zrnek a zachycenych vzduchovych kapes (~ 100 pum)
odpovida piiblizné vinové délce vyssich THz frekvenci [26].
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4.1.2 ATR modul

Pro ucely naseho méfeni byla vybrdna technika zeslabeného Uplného odrazu ATR.
Klasické transmisni méfeni nemohlo byt realizovano hned znékolika davodi.
Konfigurace drahy svazku THz zafeni u TPS Spectry umoziuje transmisni méfeni
pouze pfi vertikalni poloze zkoumaného vzorku, coz je pro méfeni kapalnych vzorkt
nepraktické. Kapalny vzorek je nutné umistit do kyvety nebo nanést na jiny podklad,
¢imz ale ménime pivodné jednovrstvy vzorek na vicevrstvy. Drdha THz vinéni
prochazi pies dalsi rozhrani, coz se vice ¢i méné (podle pouzit¢ho podkladového
materialu) projevi na métené odezvé a ztézuje urceni parametrd ptivodné¢ zkoumaného
materialu. Pfi pouziti podkladové vrstvy narazime i na ménici se tloustku vzorku
v prub¢hu meéfeni, stékani vzorku z podkladu atd. Témto problémim se lze vyhnout
pouzitim piidavného ATR modulu.

ATR umozituje méteni opticky tlustych vzorkt s vy$$im SNR nez u transmisniho
méfeni; typicky se jedna o polarni kapaliny [119]. Zakladem ATR modulu je krystal
vyrobeny z materialu s vysokym indexem lomu, obvykle z kifemiku nebo germania.
V tomto ptipadé je pouzit kiemikovy krystal s indexem lomu 3,42 [118]. Kiemik se
pouziva pro své vyjimecné vlastnosti; stalost, odolnost vii¢i chemickym slouc¢eninam,
izotropii a vybornou propustnost THz zafeni s minimalni disperzi vzhledem
K vysokému mémému odporu (> 10 kQ-cm) [120]. Méfeny vzorek se nanasi
horizontaln¢ ptimo na krystal. Diky malé méfici plosce (kruh s primérem 7 mm) staci
malé mnozstvi vzorku, ktery vSak musi byt v t€ésném kontaktu s krystalem. Kapalné
latky ke krystalu snadno piilnou, pevné latky je tfeba zajistit dotazenim Sroubem [118].

vzorek ns

v

evanescentni

i -

dopadajici svazek
THz zéreni

(a) (b)

Obr. 4.2 Optické schéma méfeni pomoci ATR metody (a) (pfevzato z [43]) a detail rozhrani
krystal-vzorek se vznikem evanescentni viny §itici se vzorkem (b) (pfevzato z [121]).

ATR vychazi z principu uplného odrazu zafeni na fazovém rozhrani dvou latek
s vyrazn¢ odliSnymi indexy lomu. Méfeny vzorek se nanasi pfimo na meéfici krystal.
Krystal ma tvar lichob&znikového hranolu (viz Obr. 4.2 (@)) a jeho dileZitou specifikaci
je uhel dopadu na rozhrani, ktery odpovida 35° [118]. Krystal je umistén do drahy THz
svazku tak, aby na fazovém rozhrani krystal/vzorek doslo k jeho uplnému odrazu.
Detekovany svazek zareni je kolinedrni se svazkem vstupujicim do krystalu; vloZenim
krystalu tedy neni nijak narusena draha ptivodniho transmisniho uspofadani [43].

Obdobné jako u transmisniho a reflexniho médu je zméfena nejprve reference,
poté vzorek. Mé&fi-li se bez vzorku (rozhrani krystal/vzduch), dochazi k uplnému odrazu
za podminky (4.6) [43], kde 26 je vrcholovy thel krystalu a n,, jeho index lomu:

sin6 = n, sin (29 - g) (4.6)
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Pokud vSak na krystal aplikujeme zkoumany vzorek, THz zéateni do vzorku
¢aste¢né difunduje ve formé evanescentni viny, viz Obr. 4.2 (b), a v dusledku absorpce
na urcitych frekvencich jsou pak tyto slozky v detekovaném signale zeslabeny [36].
Evanescentni vlna pronikne vzorkem do ur€ité penetracni hloubky d,,, ktera zavisi na

vlnové délce A, indexech lomu vzorku ng a krystalu n, a uhlu dopadu na fazové
rozhrani 6. Pro p-polarizovany svazek plati (4.7) [122]:

ngng cos 6 (4.7)

n(n2 — ng)\/(ng sin2 @ —n2)

dy(2) = A~

Na rozdil od transmisni techniky drdha prichodu vzorkem neodpovidé tloustce
vzorku, ale kopiruje exponencialni pokles intenzity elektrického pole [123]. Penetra¢ni
hloubka je obecné¢ definovana jako hloubka, pii které poklesne intenzita

elektromagnetické viny Sifici se materialem na é (37 %) ptavodni hodnoty [124]. Na

zakladé platnosti Lambert-Beerova zakona prakticky odpovida %, kde a je absorpéni

koeficient vzorku [122]. Evanescentni vilna pronikne do vzorku fadové pouze nékolik
um [124]. Pro p-polarizovany svazek je hloubka vniku pfiblizné dvojnasobna ve
srovnani s S-polarizovanym svazkem zafeni [122]. Hloubka vniku je zavisla na
frekvenci, resp. vino¢tu; na nizSich frekvencich dochazi k hlubSimu priniku nez na
vysS8ich frekvencich, proto je absorpce na niz$ich frekvencich intenzivngjsi [124].

Nasledkem této frekvencni zavislosti dochazi k odchylce, ktera mtze byt empiricky
ATRsignal(k)
ke
dat [122],[124], kde k. je stiedni vinoCet pro normalizovani absorbance A(k).

upravena korekci Acorrectea(k) = pro zachovani korektnosti namétenych

Pro siln€ absorbujici vzorky (typicky voda) vSak rovnice (4.7) piestava platit,
protoze draha evanescentni viny je srovnatelna s drahou Gtlumu ve vzorku a detekovany
odrazeny signal neni imérny absorp¢nimu koeficientu a [125]. Ovlivnit vysledky
muze také nedodrzeni minimalni tloustky vzorku, ktera musi byt vétsi neZ penetracni
hloubka evanescentni viny [126].

Spektra z THz-ATR koresponduji s vysledky transmisniho méfeni, navic vsak tato
metoda skyta i dalsi vyhody. Pro méfeni sta¢i i malé mnozstvi vzorku — u pevnych latek
200 pg az nekolik mg, u kapalin okolo 1 ml [122]. Vzorky nevyzaduji zadnou specialni
ptipravu, pfi méfeni nedochazi k jejich degradaci a mohou byt pouzity pro dalsi
analyzy. Nékteré pevné materidly, zejména praskové substance, se pro méfeni michaji
s PE (polyetylen) nebo PTFE (polytetrafluoretylen) praskem a lisuji do pelet [127].
Referenci je v takovém piipad¢ lisovana tableta Cist¢ého PE nebo PTFE.

4.2 Dielektricka spektroskopie

Dielektricka spektroskopie (DS) je moderni nedestruktivni metodou umoziujici
charakterizaci elektrickych i neelektrickych vlastnosti materialGi souvisejicich hlavné
s jejich chemickym sloZenim. DS tak stoji na pomezi elektrotechniky, fyziky, chemie i
materidlového inZenyrstvi, nebot’ aplikaci vné&jSich elektrickych podnéti zkouma
odezvu latky danou jejimi vlastnostmi. Zakladni princip metody spociva v nepfimém
méfeni polarizace latky jako odezvy na zménu vnéjSiho elektrického pole. Zminéné
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polarizacni vlastnosti lze métit po aplikaci stejnosmérného i stiidavého elektrického
pole. Pomoci DS je mozné zkoumat dynamiku vazanych i volnych nabojt v materialu
(pevnych latek i kapalin); maze jit o ionty, polovodice, smisené elektron-iontové latky i
dielektrika [128]. V tomto piipadé pujde o zkoumani dielektrik, coz jsou idealné latky,
které obsahuji pouze naboje vazané elektrostatickymi silami. U realnych dielektrik se
vSak vyskytuji 1 naboje volné, zpusobujici nezaddouci vodivost. DS je zameéfena
pfedev§im na studium dielektrické polarizace, pti niz jsou elektricky vdzané naboje
vychyleny ze svych rovnovaznych poloh na kratké vzdéalenosti pisobenim vnéjSiho
elektrického pole. U nepolarnich dielektrik se indukuji elektrické dipdly, u polarnich
dielektrik dojde k orientaci stavajicich naboju ve sméru elektrického pole [128],[129].

4.2.1 Princip metody

DS spada principidlné do oblasti impedanc¢ni spektroskopie, nicméné jejim zajmem neni
méfeni impedance latky, ale méfeni zavislosti komplexni dielektrické permitivity
materialu na frekvenci nebo jiném parametru ovliviiujicim jeho vlastnosti (napf. teplota,
vihkost, tlak). Dielektrickd méfeni pro zjisténi elektrochemického chovani elektrolytt
nebo vodi¢u jsou obvykle provadéna ve specialné upravené cele, kde je vzorek vlozen
mezi dvé stejné elektrody. Pokud jsou vSak pfedmétem zkoumani chemické vzorky
nebo zivé bunky, neni obvykle mozné piesnou symetrii elektrod zachovat. Povaha
experimentu mize vyzadovat i ptitomnost specialni atmosféry (vakuum, argon, kyslik).
Meéfici aparaturu je tedy Casto nutné pfizpusobit specifickym pozadavkim experimentu.
Existuji dva zakladni pfistupy méteni DS, a to v ¢asové nebo frekvencni oblasti. Pfi DS
Vv Casové oblasti se na zkoumany vzorek ptivede elektricky stimul (skokové napéti, bily
Sum, napétovy ¢i proudovy signal [128]) a sleduje se odezva ¢asového pribéhu proudu
vzorkem. Namétena data v Casové oblasti lze prevést pomoci Fourierovy transformace
do frekven¢ni a naopak. Komplexni permitivita mize byt méfena v Sirokém rozsahu
frekvenci 10®° az 10 Hz a umoziuje sledovat pomalé i rychlejsi molekularni jevy
[130], zaroven vSak vyzaduje rizné méfici techniky a odpovidajici ptistrojové vybaveni.
Zakladni zapojeni paralelniho obvodu pro méfeni permitivity materialu uvadi Obr. 4.3.

U(t)=Uosin(wt) U(t)=Uosin{wt)

—_— —
u U
j— 11
Ir Rp
;}l—|
T_,\T 1
ﬁ\/% —cI —
A= 5 |
1 - |
— Cp

P(t)=Posin(wt+ )
(a) (b) ()

Obr. 4.3 Schéma zéakladniho zapojeni pro dielektrickou spektroskopii (a), ekvivalentni elektricky
model charakterizujici vlastnosti méteného systému (b) [131] a fazovy diagram (c) [129].

Schéma sestava ze zdroje stiidavého napéti a dvou elektrod, které predstavuji jednoduchy
kapacitor. Stiidavé napéti U(t) zptisobi polarizaci P(t) vzorku dielektrika mezi elektrodami.
Systém elektroda-material 1ze nahradit jednoduchym elektrickym modelem slozenym z paralelniho
zapojeni idealniho kapacitoru s kapacitou C,, a rezistoru s odporem R, vyjadiujicim svodovou
vodivost. Fazorovy diagram zachycuje proudovou odezvu RC modelu pfi napajeni harmonickym
napétim. Ztratovy proud rezistorem Ir je ve fazi s pfivedenym napétim U, coz vSak neplati pro
nabijeci proud kapacitorem lc. Uhel ¢ pfedstavuje fazovy posun napéti U a celkového proudu I,
uhel ¢ je ztratovy a popisuje energetické ztraty na rezistoru.
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Obvod je tvofen zdrojem stfidavého napéti a elektrodami jednoduchého
kondenzatoru, mezi nimiz je vlozen vzorek dielektrika. Aplikujeme-li periodicky
napétovy signal U(t) = Uysin(wt) , dochazi k ¢asové proménné polarizaci
vzorku P(t) . Existuje nékolik zakladnich typd polarizace, které mohou byt rtzné
intenzivni, pficemz silngj$i jevy piekryvaji ty slabsi. Podle druhu castice, ktera je
uvedena do pohybu piasobenim vnéjsiho pole, rozliSujeme obecné polarizaci
elektronovou (vychyleni elektronti viéi jadru), atomovou (deformace atomu v molekule
nebo miizce) a orientacni (molekuly polarnich latek se chovaji jako neuspoiadané
dipdly i bez ptitomnosti elektrického pole, pii jeho puisobeni dojde k jejich orientaci)
[132]. Molekuly diclektrika se snaZi na oscilujici pole co nejdiive reagovat. Odezva
vSak neptichdzi okamzité a polarizace je vici aplikovanému elektrickému poli fazove
zpozdéna o ¢@. Rychlost reakce se odviji od pouzité frekvence pole a také od slozitosti a
pevnosti struktury molekul, tj. uspofddani atomi (iontl) a vazbach mezi nimi.
Polarizovatelnost prvku obecné roste sjeho atomovym c¢islem [133]. Logicky je
polarizace elektronti rychlejs$i nez atomova ¢i orientaéni.

Podrobné&jsi popis polarizace vychazi z Maxwellovych rovnic rozebranych v kap.
2.4.1. Lokalni odezvu volnych i vazanych naboji popisuji komplexni a frekvencné
zavislé materialové parametry; dielektrickd permitivita € a magnetickd permeabilita fi
charakterizujici elektromagnetické vlastnosti hmoty v makroskopickém méfitku, tedy
polarizaci Pa magnetizaci M média, viz rovnice (2.6) a (2.7). Dielektricka permitivita
charakterizuje vlastnosti dielektrika pii buzeni harmonickym elektrickym polem.
Matematicky predstavuje konstantu imérnosti mezi fazory elektrické intenzity E a

indukce D podle (4.8), jeji komplexni charakter popisuje rovnice (4.9), kde realna
slozka &' je relativni permitivita a imaginarni slozka &' ztratové ¢islo:

D = éeyF (4.8)
é(w)=¢(w)—ie"(w) (4.9

Relativni permitivita charakterizuje schopnost dielektrika polarizovat se
pusobenim vnéjsiho stejnosmérného elektrického pole. Pii plisobeni stfidavého pole
zaroven dochazi k energetickym ztratam v disledku absorpce energie materidlem.
Orientace dip6li v materidlu je ndhodna a dipdlové momenty nestihaji reagovat na
rychlé zmény vnéjSiho elektrického pole. Imaginarni slozka tedy urCuje miru ztrat
v dielektriku vzniklych puisobenim stiidavého elektrického pole. Uroven ztratovosti
materidlu mizeme popsat ztraitovym Cinitelem neboli disipaénim (rozptylovym)
faktorem D jako pomér energetickych ztrat v dielektriku k celkové energii pienesené
dielektrikem. Zaroven pomér odpovida funkci tangens ztratového tthlu § podle (4.10):

@ e (4.10)

g'w)

Z fazorového diagramu na Obr. 4.3 (¢) Ize odvodit, ze tgd = i—R, tedy tgd je
C

roven poméru ztratového proudu rezistorem I, a nabijeciho proudu kapacitorem I,
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[131]. Pro proudové slozky plati rovnice (4.11) a (4.12), kde R, je odpor rezistoru [Q],
X, Je kapacitance kapacitoru [Q] a C, kapacita kapacitoru [F]:

@:% (4.11)
Q:%:j;ﬂ@@, (4.12)
¢ (uCp

Pomoci (4.11) a (4.12) Ize odvodit dalsi vyjadieni D (4.13). Dosazenim z (4.14) a
(4.15) je mozné dalsiho zjednodu$eni D do tvaru (4.16) velmi vyhodného pro praktické
méfeni, nebot’ neni zavisly na geometrickych parametrech vzorku, tj. vzdalenosti
elektrod kondenzatoru d (tloustka vzorku) [m] a plose elektrod S [m?], ani vodivosti
rezistoru G [S], ale zavisi pouze na uhlové frekvenci, permitivit¢ & [F.m?] a
konduktivité materialu o [S.m™]:

pok__1 (4.13)
_IC_prCp
S (4.14)
Cp=€a
1 d (4.15)
R = —_ = —
p oS
1 e (4.16)
D=— ST we
w—¢e=
oS d

Dielektricka permitivita je ¢asové (resp. frekvenéné) zavisla vzhledem ke zménam
uvnitf materialu, tj. rezonanéni jevy zpisobené vibracemi atomi a molekul (elektronova
a atomova polarizace) nebo relaxacni jevy spojené s fluktuacemi dipoli (orientacni
polarizace). Diky setrvacnosti dipolti nepatii orientacni polarizace mezi rezonancni
jevy, ale jde o tzv. dielektrickou relaxaci. Relaxacni d¢j lze charakterizovat relaxacni
Casovou konstantou 7, kterd ptfedstavuje dobu, za jakou dosahne systém nového
rovnovazného stavu po predchozim vybuzeni a souvisi s relaxacni frekvenci f. [Hz]

1 - ’ v s s 5 =y
vztahem T= = Tento proces je navic teplotné zavisly, nebot souvisi
[ [

s viskozitou materialu. S rostouci teplotou se snizuje vnitini tfeni v latce, coz usnadiuje
nataceni dipolu a roste polarizace dielektrika, tedy i «.

Nejjednodussim modelem pro popis frekvenéni zavislosti permitivity pro jeden
relaxacni mechanismus spojeny s reorientaci dipolt je Debyeho model dle (4.17), kde
€ & & je permitivita vybuzeného a relaxovaného stavu:

Es — Eoo (4.17)

f(w) =g, + -
(@) 1+ iwt
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Obr. 4.4 znazornuje ob¢ slozky € jako funkce kmitoctu wt [134]. Na nizkych
frekvencich maji dipdly dostatek Casu sledovat zmény pusobiciho elektrického pole a
natacet se do svych krajnich poloh. Permitivita ¢’ dosahuje své maximalni hodnoty &,
hustota naboje je maximalni, energie je soustfedéna v materidlu, polarizace se uplatiuje
naplno a ztraty €” jsou tméré frekvenci. Se vzristajici frekvenci se vSak dipdly
nejsou schopny vracet do pivodniho stavu (relaxovat se) a polarizace se postupné
zpomaluje. S dalsim zvySovanim frekvence nestihaji dipoly reagovat na zmény vnéjsiho
pole a prestavaji se podilet na celkové polarizaci. Pokles efektivni polarizace je
charakteristicky poklesem &’ a zaroven rychlym vzristem ztratového Cisla €”'. Ziskana
energie je prevadéna na teplo. Po dosazeni relaxacni frekvence jiz obé slozky € klesaji,
protoze zmény elektrického pole jsou pfili§ rychlé, orientacni polarizace se utlumi.
Pokles &' za¢ina na tGrovni &, odpovidajici souétu dipdlové a vzdy piitomné
elektronové polarizace, a kon¢i na urovni €4, 0dpovidajici jen elektronové polarizaci.

Debyeho model je jednoduchym teoretickym piiblizenim pro zakladni pochopeni
jevu s jednim relaxacnim ¢asem. Realné relaxacni procesy je vSak slozit&jsi a zahrnuji
vice relaxaénich cCast, proto vyzaduji modifikaci modelu (napt. Cole-Cole, Cole-
Davidson, Havriliak Negami) [43].

Obr. 4.4 Realna &' a imaginarni ¢ast €' komplexni permitivity jako funkce kmitoétu wt
(ptevzato z [134]).

&, je nejvyssi Groveni (tzv. relaxovana), které mize dosahnout &’ na nizkych frekvencich, kdy je
polarizace maximalni a dip6ly dielektrika sleduji zmény vné&jsiho elektrického pole. Se zvysujici
se frekvenci se vSak tato schopnost snizuje, az dosdhne Grovné nerelaxovaného stavu &,.
Imaginarni slozka € dosahuje pii urc¢ité frekvenci svého maxima, jehoz vyska souvisi

s intenzitou disperze [135].

4.2.2 LCR metr E4980A

Pro méteni metodou DS byl pouzit automaticky vyvazovany LCR mustek piistroje
E4980A (Agilent Technologies, USA). Jedna se o precizni LCR metr, ktery umoziuje
meéteni impedancnich parametri dvojpdlovych prvkil v rozsahu frekvenci 20 Hz az 2
MHz [136]. Zakladni princip méfeni vychdzi z voltampérové metody, kdy se méfi
napéti 1 proud na svorkach vzorku a dale jejich fazovy posun pro zjisténi komplexni
impedance.

4.3 Infracervena spektroskopie

Infracervena (IR) spektroskopie je velmi uzite¢nou analytickou metodou umoznujici
studium téméf kteréhokoli vzorku v jakémkoli skupenstvi; s pouZitim vhodnych technik
a vybaveni lze studovat kapalné roztoky, pasty, gely, prasky, tenké vrstvy, vlakna,
plyny aj. [137]. Vyhodami jsou moznost kvalitativni i kvantitativni analyzy a
nedestruktivnost metody, nebot’ poskytuje informaci o slozeni vzorku, aniz by doslo
kjeho poskozeni. Ackoliv je IR spektroskopie pouzivana ke zkoumani
makroskopickych vzorki, jeji podstata je zaloZzena na interakci molekul vzorku s IR
zarenim, které zaujima v elektromagnetickém spektru rozsah vinocti ptiblizné€ od 14000
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do 10 cm™ (tj. 0,7 um — 300 um), pii¢emz tuto oblast prakticky délime jesté na dalekou
(FIR), stiedni (MIR) a blizkou (NIR). FIR oblast umoziuje sledovat vibrace slabych
vazeb a vazeb tézkych atomt,, v MIR oblasti se projevuji zdkladni vibrace a rotacné
vibraéni struktury malych molekul a v NIR oblasti dominuji kombina¢ni'® piechody a
overtony®® [138].

4.3.1 Princip metody

IR spektroskopie je zalozena na vibracich atoma pfi kontaktu IR zafeni s hmotou.
Energie IR zafeni neni dostatecnd pro vyvolani excitacnich piechodu elektront, ale
postacuje ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavii molekuly. Celkova
energie molekuly E je tvofena 4 slozkami: E = E,j, + Eyip + Evot + Etrans, Kde Egpe
odpovida energii ptechodi elektronti v molekule, E,;;, predstavuje vibracni energii
molekuly ziskanou absorpci zéfeni, E,,; je rotacni energie molekuly ziskand absorpci
energie predevSim v oblasti mikrovinnych frekvenci a Ei..,s je translacni energie
spojena s pieskupovanim molekul v prostoru (tepelny pohyb castic) [139].

Z pohledu klasické fyziky muzeme vibrace popsat jako zmény délek vazeb
(natahovani neboli stretching) nebo thli vazeb (ohybani neboli bending). Zména délky
vazeb muze probihat symetricky nebo asymetricky a lze je hromadné nazvat vibrace
valen¢ni. Pii zméné uhli se jednd o vibrace deformacni, které jsou podle zpiisobu
provadéného vibracniho pohybu dale ¢lenény na rovinné (ntizkové neboli scissoring,
kyvadlové) a mimorovinné (v&jifové, kroutivé), a to podle orientace vibrace vzhledem
K rovin€ [137]. Uvedené typy vibraci znazornuje Obr. 4.5.

0
}:/ \\H\ R O---H

symetrické natahovani asymetrické natahovani

—_— - e —_— + + +

H\C /H H\C/H H\C /H H\C /H

deformaéni nlZkové deformaéni kyvadlovd  deformacni véjifova deformaéni kroutivé

Obr. 4.5 Typy vibraci vazeb molekul (ptevzato z [137]).
Smeéry deformacnich vibraci jsou naznaCeny ve vztahu k roviné dané rovinou papiru.

Vibraéni energetické hladiny jsou kvantovany. Kazdy atom nebo molekula
systétmu se v daném okamziku nachdzi na jedné ztéchto hladin. Ve vétSim shluku
molekul budou jednotlivé atomy a molekuly rozloZzeny na riznych energetickych
urovnich. Pii kazdé interakci molekuly s IR zafenim je kvantum energie bud
emitovano, nebo absorbovano, a dochdzi ke zménam dipdlového momentu molekuly.
Pro vétSinu molekul odpovidaji energeticke rozdily mezi kvantovymi stavy oblasti MIR
(4000 — 400 cmY), pro je nejéast&ji vyuzivanou oblasti pro spektroskopii nejriizngjsich
latek [139]. Obecné ma kazda molekula o N atomech 3N stupiiti volnosti a mtize konat
translacni a rotaéni pohyb. Vibrace viceatomové molekuly uz tedy predstavuje slozity
kmitavy pohyb, ktery lze popsat souctem jednoduchych harmonickych pohybt
[138],[139].

18 soucasna excitace n&kolika vibra¢nich modii
19 excitace daného vibraéniho modu do vy3§i excitované hladiny
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Pii IR spektroskopickém méfeni jsou zjisStovany vinocty, pii kterych dochézi
k absorpci nebo emisi IR zafeni, a tim ke zméné vibra¢niho stavu molekul (vibra¢ni
prechod). Naméfené IR spektrum ma podobu zavislosti transmitance, absorbance nebo
reflektance na vinoctu ¢i vinové délce absorbovaného zafeni. Spektrum je tzv. pasové;
jednotlivé absorpéni pasy odpovidaji riznym vibraénim piechodiim. VInocet
absorbovaného zafeni odpovidd vlno¢tu vibrace molekuly a absorbovana energie se
projevi zvySenim amplitudy vibraci.

MIR spektrum muze byt rozdéleno na dvé hlavni Casti: oblast valen¢nich vibraci
4000 — 1500 cm™ a oblast deformaénich vibraci (tzv. fingerprint) 1500 — 600 cm™.
Oblast valen¢nich vibraci obsahuje charakteristické absorp¢ni pasy funk¢nich skupin
v molekule. V rozsahu 4000 — 2500 cm™ se nachazi valenéni vibrace vazeb vodiku
(obecné X-H), u organickych latek jde zejména o O-H, C-H a N-H. Volnéa vazba O-H
obsazena hlavné v kapalnych vzorcich se ve spektru projevuje jako Siroky pas kolem
vlnoétii 3700 — 3600 cm™. N-H vazby se objevuji v rozsahu 3700 — 3600 cm™ a mohou
se s O-H vazbami vzajemné piekryvat, jsou vsak ostiejsi a byvaji slabsi. Do oblasti
3100 — 2850 cm™ se promitaji C-H vazby. Mezi 2500 — 2000 cm™ méizeme pozorovat
vibrace trojnych vazeb C=C, C=N, avsak lze nalézt i absorpce skupin X-H, kde X
pfedstavuje masivn&j$i atom napt. fosforu & kiemiku. Oblast 2000 — 1500 cm
obsahuje absorp¢ni pasy dvojnych vazeb C=C a C=0. Vibrace karbonylovych C=0
skupin jsou nejintenzivngjsi, zatimco C=C vazby jsou slabsi a nachazi se v blizkosti
1650 cm™ [137]. Analyza a interpretace absorpénich pasti v oblasti deformacnich
strukturou molekuly. | velmi mala zména ve struktufe molekuly se ve spektru silné
projevi, nicméné soubor vInoCth je pro kaZdou slouceninu velmi charakteristicky.
Vibra¢ni spektrum molekuly je natolik unikétni pro dany typ molekuly, ze umoziuje
velmi dobrou identifikaci neznamé latky na zakladé srovnani jeho spektra s databazi
referencnich spekter [138].

4.3.2 FTIR spektroskopie

IR spektroskopie ma pocatky jiz ve 40. letech 20. stoleti, kdy byly vyvinuty
disperzni IR spektrometry [137]. Tyto systémy pracovaly na principu rozkladu
(disperzi) svétla pomoci monochromatoru a proces skenovani celého rozsahu IR spektra
byl velmi zdlouhavy. S rozvojem techniky v 80. letech byl tento problém piekonan,
nebot’ byly vyvinuty IR spektrometry s Fourierovou transformaci (zkr. FTIR). FTIR
spektroskopie je zaloZena na interferenci zafeni mezi dvéma paprsky, jejimz vystupem
je interferogram, tj. funkce ménici se délky drahy mezi dvéma paprsky. Vysledné
spektrum je ziskdno matematickou konverzi do frekvenéni oblasti pomoci Fourierovy
transformace [137]. Zakladni komponentou FTIR spektrometru je interferometr, méftici
interferenci mezi dvéma paprsky. Schéma principu FTIR spektrometru s nejcastéji
pouzivanym Michelsonovym interferometrem je naznacen na Obr. 4.6. Svétlo z IR
zdroje dopadéd na polopropustné zrcadlo. Zrcadlo polovinu zéafeni odrazi a polovinu
propusti. Paprsek odrazeny dopada na dalsi fixni zrcadlo, od kterého je odrazeno zpét k
polopropustnému zrcadlu. Druhy paprsek (prosly polopropustnym zrcadlem) je zaméien
na pohyblivé zrcadlo, na kterém dojde také k odrazu zpét k polopropustnému
zrcadlu. Pohyblivé zrcadlo zptsobuje drahovy rozdil mezi paprsky a diky tomu na
polopropustném zrcadle dochazi k jejich interferenci. Jsou-li viny stejné vinové délky
ve fazi, tj. jejich dréhovy rozdil je celoCiselny nasobek vinové délky, projevuje se
konstruktivni interference a viny se s¢itaji. Pokud neni tato podminka splnéna, viny jsou
mimo féazi, dochazi k destruktivni interferenci a viny se odecitaji. Rekombinovany
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paprsek je zaméten na vzorek, se kterym interaguje a dopada na detektor. Zrcadlo se
pohybuje smérem k polopropustnému zrcadlu pies polohu nulového drahového rozdilu
a zpét, ¢imz vytvaii vystupni vinu interferogramu s proménlivou amplitudou [140].
Poloha zrcadla je méfena pomoci referencniho laseru He-Ne, ktery urcuje vzorkovaci
frekvenci signalu, nebot’ IR detektor snimé signadl pouze v okamziku, kdy sinusovy
referen¢ni signal laseru prochéazi nulou.
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Obr. 4.6 Schéma FTIR spektrometru (pievzato z [137]).

Interferogram obsahuje kompletni spektrdlni informaci; zaznamenava signal,
ktery je souftem vSech konstruktivnich i destruktivnich interferenci na rtznych
frekvencich, nebot’ na vstupu interferometru je polychromatické IR zafeni. V kazdé
poloze pohyblivého zrcadla je ziskan jeden interferogram, ktery je Fourierovou
transformaci pieveden na jednopaprskové spektrum, tedy zavislost intenzity signalu na
vlno¢tu zafeni. Pohybem zrcadla jsou =ziskany dalsi interferogramy, které Ize
primérovat a dosahnout vy$§iho SNR. IR spektrum pak vznikne pomérem dvou
jednopaprskovych spekter, tj. podilem intenzity v kazdém bod¢ spektra vzorku a
intenzity shodnych bodu spektra pozadi.

4.3.3 Nicolet™ jSTM5Q

Pro spektroskopickou analyzu vzorkii v IR oblasti byl pouzit spektrometr Nicolet™
iS™M50 (ThermoScientific, USA). Jde o klasicky FTIR spektrometr, princip funkce
odpovida popisu Vv kap. 4.3.2. Spektrometr nabizi integraci modul pro Sirokou skalu
experimentl umoziujici chemickou analyzu riznych materiali. Pro nase ucely a
adekvatni srovnani vysledkt byl pouzit ptidavny Smart iTR modul pro ATR méfeni.

Modul pro ATR je opét zaloZen na principu totalniho vnitiniho odrazu, jak bylo
vysvétleno v kap. 4.1.2. Zkoumany vzorek se nanasi ptimo na ATR krystal vyrobeny
z diamantu, ktery je dostate¢né chemicky i mechanicky odolny. Zdrojem IR zafeni je
Polaris™, polopropustné zrcatko je vyrobeno z KBr a pro detekci je pouzit DTGS KBr
detektor. Vzorkovani signalu zajistuje He-Ne laser [141].
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4.4 Ramanova spektroskopie

Stejn¢ jako IR spektroskopie je i Ramanova spektroskopie uzite¢nou metodou pro
analyzu vzorkl v jakémkoli skupenstvi. Skyta fadu vyhod; jde o nedestruktivni metodu,
kterd vyzaduje minimalni nebo Zzadnou pifedchozi pfipravu vzorku, méfeni jen
minimaln¢ ovliviiuje voda a nedochéazi k zadné interferenci s atmosférickym CO. a
vodnimi parami. Technika je pouzivana v mnoha aplikacich v oblasti chemie, biologie,
geologie, farmakologie, analyzy material a materidlovych vad. Vysledky Ramanovy
spektroskopie jsou Casto doplnény méfenim v IR oblasti; zatimco IR spektrum odhaluje
vibrace funk¢nich skupin a vysoce polarnich vazeb, Ramanovo spektrum zachycuje
vibrace patefnich struktur a symetrickych vazeb [142].

4.4.1 Princip metody

Ramanova spektroskopie je zalozena na tzv. Ramanové jevu nebo také Ramanové
rozptylu, ktery byl poprvé experimentalné popsan indickym fyzikem C. V. Ramanem
roku 1928. Pro jednoduché vysvétleni jevu uvazujeme monochromatickou vinu jako tok
fotond, pficemz vSechny maji stejnou energii danou h-f. Pii stietu fotonu
monochromatického zafeni s molekulou latky mize dojit obecné k absorpci, prichodu
nebo rozptylu. Pti rozptylu se velké mnozstvi fotoni odrazi do vSech sméri bez ztraty
energie, jde o tzv. elasticky rozptyl, podrobné popsany Rayleighem. Velmi malé
mnozstvi fotont v§ak muze interagovat s molekulou za vymény energie, dochazi k tzv.
neelastickému Ramanové rozptylu. Energie rozptylenych fotond uz neni rovna h-f a
vinova délka rozptylenych fotond bude vzhledem k excita¢ni posunuta [143]. Pokud je
frekvence rozptylené¢ho zatreni mensi neZ frekvence excitaniho, pak se jedna o tzv.
Stokestv rozptyl. Je-li frekvence rozptyleného zéateni vyssi, pak jde o anti-Stokestv
rozptyl, ktery je obecné slabsi nez Stokestv [144]. Dle zakona zachovani energie plati,
ze energeticky rozdil fotoni pfed a po srdzce s molekulou musi odpovidat energetické
zméné molekuly, dochazi tedy k prechodu mezi dvéma vibra¢nimi stavy [145].

V zéavislosti na typu molekuly mizeme v IR a Ramanové spektru pozorovat
stejné, ale i odlisné vibra¢ni ptrechody, obé techniky poskytuji do jisté miry
komplementarni informaci. Vibrace souvisejici se zménou dipdlového momentu
molekuly se projevi v IR spektru, zatimco vibrace indukujici zménu polarizovatelnosti
molekuly zachycuje Ramanovo spektrum. V IR spektroskopii se vyjadiuje mnozstvi
absorbovaného zareni v jednotkach absorbance. Naopak intenzita rozptyleného zaieni je
v Ramanové spektroskopii métena jako mnozstvi rozptylenych fotont detekovanych za
sekundu. Jelikoz tato hodnota zavisi na mnoha vlastnostech méficiho zafizeni, mize byt
pro relevantni fyzikalni interpretaci pouzito vyjadieni pouze pomoci relativni intenzity
v tzv. arbitrary jednotkach [a.u] nebo byva métitko zcela zanedbano. Zatimco u IR
spektroskopie koresponduje energie vibra¢niho piechodu na uréitém vinoctu s frekvenci
absorbovaného zafeni, v Ramanové spektroskopii odpovidd rozdilu frekvenci
excitacniho a rozptyleného zareni (Ramantv posun) [145].

Intenzita rozptylu souvisi s vykonem excitatniho laseru, polarizovatelnosti
analyzované molekuly a excitacni frekvenci laseru. Jelikoz je rozptyl umérny ctvrté
mocniné excitaéni frekvence, obvykle se pouzivaji pro buzeni zdroje UV zatfeni [144],
mén¢ Casto i zdroje VIS ¢i NIR zatfeni [145]. V piipad¢ excitace pomoci UV zafeni se
totiz V mens$i mife projevuje nezadouci fluorescence nez pii pouziti VIS. Fluorescence
vykazuje mnohem silngjsi aktivitu a dokaze slabsi Ramantv rozptyl ve spektru zcela
piekryt. Nevyhodou UV zafeni je vSak jeho absorpce fadou materiali. Vysoka energie

fotonli navic predstavuje urcité riziko degradace vzorku (az spaleni) [144].
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4.4.2 Techniky méreni

Stejné jako u IR spektroskopie existuji dv€ moznosti uspofadani méfici aparatury:
disperzni spektrometr nebo spektrometr s Fourierovou transformaci. Princip FT-
Ramanova spektrometru je obdobny jako u FTIR (viz Obr. 4.6). Schéma disperzniho
Ramanova spektrometru je uveden na Obr. 4.7. Po excitaci zkoumaného vzorku laserem
dochazi k Ramanové rozptylu. Pro vytvoifeni Ramanova spektra je tieba rozlozit
naméfenou intenzitu Ramanova rozptylu na jednotlivé vinové délky. Misto difrakéni
miizky lze pouzit také sadu filtr [144]. Rozptylené zafeni se soustied’uje soustavou
optickych ¢ocek na difrakéni miizku, kteréd jej rozlozi na jednotlivé vinové délky nebo
vinocty. Tato odezva je zaznamenana obvykle pomoci detektort CCD [142].

CCD
Ernnnr

Laser

opticky
systém Eocek

0 vzorek

Obr. 4.7 Schéma disperzniho Ramanova spektrometru (pievzato z [142]).

difrakeni
miizka

Moderni Ramanovy spektrometry jsou casto kombinovany s mikroskopem a
umoznuji tak analyzu velmi malych vzorki nebo jejich ¢asti. Pro excitaci vzorku se
pouzivaji prevazné¢ lasery s kratSi vinovou délkou, jelikoz prostorové rozliSeni je
omezeno difrakci. V Soucasnosti lze ziskat rozliSeni < 1 um [144],[142]. Pro takové
prostorové rozliseni je potfeba mit opticky systém optimalné sefizen. Chceme-1i zaméfit
a analyzovat ¢astici 0 velikosti ~ 1 pum, pak musi byt optickd draha pro pozorovani
vzorku, excitaéni drédha laseru a drdha Ramanovsky rozptyleného svazku od vzorku
smérem k detektoru zaméteny do stejného bodu. Umisténim malé clonky pted detektor
do fokalni roviny mikroskopu lze navic vyuzit vyhod konfokalni mikroskopie [144].

Systém pro Ramanovo zobrazovani mé vétSinou misto difrakéni miizky
zakomponovany filtry pro vybér jednotlivych vinovych délek. Pouzitim filtru je
vybrano a detekovano pouze zafeni v Uzkém pasmu vinovych délek odpovidajici
vyznamnému vibracnimu piechodu molekuly. Detektor zaznamenava obraz stejné jako
pii mikroskopickém snimani s tim rozdilem, ze jsou sbirana data na vlnové délce
odpovidajici pouzitému filtru. Ramantv obraz je tedy snimkem dané oblasti vzorku
pouze na konkrétni vinové délce [144].

Pii Ramanové mapovani je S pouzitim pozi¢niho zafizeni vzorek postupné
skenovan a Vv kazdém bod¢ se méfi Ramanovo spektrum. Pro zkoumanou vibraci
mizeme zobrazit mapu meénici se intenzity Ramanova jevu ve vybrané oblasti vzorku
[144]. Vyhoda mapovani spocéiva ve zméfeni celého spektra ve vSech bodech, cely
proces je v praxi velmi zdlouhavy. Metoda je uzite¢na hlavné pfi analyze heterogennich
vzorkt, napt. pti studiu rozlozeni Gi¢inné latky a piidavnych latek v tableté 1éCiva.

4.4.3 InViaBasis Raman mikroskop

Pro Ramanovu spektroskopickou analyzu byl pouzit systém InViaBasis Raman
(Renishaw, plc., UK), ktery je kombinaci Ramanova spektrometru inViaBasis
a konfokalniho mikroskopu Leica DM 2500 (Leica Microsystems, SRN). InViaBasis
ma funkéni usporadani typické pro disperzni spektrometr. Standardné je vybaven dvéma
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excitacnimi zdroji: NIR diodovym laserem (785 nm, 300 mW) a argonovym iontovym
laserem (514 nm, 20 mW). K odstranéni excita¢nich vinovych délek laseri ze spekter
jsou zatrazeny filtry. Dle pouzitého typu excita¢niho zdroje je potieba pouzit jinou
difrakéni miizku: 1200 mm™ pro NIR oblast a 1800 mm™ pro VIS oblast. Vystupni
signal zaznamenava CCD detektor [146].

4.5 Klasicka svételna mikroskopie

4.5.1 Zakladni specifika metody

Klasicka svételna mikroskopie je dnes natolik znama, ze neni tfeba popisovat princip
zobrazovani. Mikroskopicky lze pozorovat tenké i opticky tlusté (neprihledné) vzorky,
a to prizpusobenim konstrukce mikroskopu na transmisni (prichod svétla vzorkem)
nebo reflexni (odraz svétla od povrchu vzorku) rezim snimani. Pti tvorbé obrazu je bod
Vv ptredmétové rovin€ zobrazen idealn¢ jako bod v obrazové roviné. Ve skute¢nosti tomu
tak neni z ditvodu pfirozené se vyskytujicich vad optickych prvkl soustavy (hlavné
objektivu) mikroskopu. Kvalita vystupniho obrazu pak zavisi na tom, jak dobie se
podafi tyto nedokonalosti pfi vyrobé nebo nasledném zpracovani obrazu kompenzovat.
Mikroskopicka technika je v soucasnosti velmi vyspéla a umoziuje fadu modifikaci pro
specialni oblasti pouziti. Dafi se tak pozorovat i pfedméty, u kterych bylo donedévna
klasické zobrazeni ve svételném poli problematické. Jedna se predevsim o kontrastovaci
metody (tmavé pole, fazovy kontrast, Hoffmanliv modula¢ni kontrast, polarizacni a
interferencni mikroskopie) a fluorescenéni mikroskopii.

4.5.2 Opticky mikroskop ZeissAxio Scope.Al

Pro zékladni transmisni zobrazeni struktur vzorka byl pouzit mikroskop Axio Scope.Al
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, SRN). Mikroskop umoziiuje nejen klasické pozorovani
ve svétlém poli na prichod i odraz, ale také polarizacni zobrazovani vhodné pro
zviditelnéni dvojlomnych vzorkl. Mikroskop je vybaven objektivy pro zvétSeni az 50X,
polariza¢nimi filtry a kamerou pro kontinualni snimani.

4.6 Konfokalni skenovaci mikroskopie

Konfokalni mikroskopie dosahuje ve srovnani s ostatnimi metodami svételné
mikroskopie mnohem vyssiho kontrastu a rozliSeni lateralniho (az 0,25 um) i axialniho
(az 0,7 pm) [147] a umoziuje tak detailngjsi analyzu zkoumanych vzorkd. Pficinou je
odli$ny princip expozice 1 sbéru dat, ktery umoziiuje snimat pozadovanou oblast vzorku
bodové a potlacit signal zoblasti mimo rovinu zaostieni. Princip konfokalniho
zobrazovani poprvé popsal Marvin Minsky roku 1955. Klicovou mys$lenkou konfokalni
optiky je projekce obrazu nasviceného bodu ve vzorku na malou aperturu
v konjugované ohniskové roving. Svétlo zosvétleného bodu projde konfokalni
aperturou a je detekovano, zatimco svétlo z mimoohniskovych struktur je zadrzeno,
¢imz dojde ve vysledném obrazu ke zvySeni jak rozliSeni, tak kontrastu [147].

4.6.1 Princip metody

Zakladni princip konfokalniho mikroskopu v reflexnim uspofadani je naznacen na Obr.
4.8. Excitatnim zdrojem zafeni je obvykle laser, jehoz vystup je upraven prvni
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konfokalni clonkou a uzky svazek zateni je po dopadu na dichroické zrcadlo odklonén
na objektiv. Soustavou cocCek objektivu je svazek zaméfen na pozadovany bod ve
vybrané rovin¢ vzorku. Primér bodu odpovida rozliSovaci schopnosti objektivu (tzv.
difrak¢ni mez). Zafeni odrazené¢ z tohoto bodu se vraci pres Cocky objektivu na
dichroické zrcadlo, prochazi pies druhou konfokalni clonku a je detekovano citlivymi
fotonasobiCi. Rozmitanim laseru ve sméru os X a Y je bod po bodu a poté i fadek po
fadku naskenovan jeden fez vzorkem. Posunem vzorku ve sméru osy Z jsou ziskany
dalsi 2D fezy vzorkem, coz umoziuje naslednou 3D rekonstrukci obrazu.

detektor

konfokalni
apertura

detektoru

dichroické
zrcadlo

laser

konfokalni
apertura zdroje

L, objektiv

Obr. 4.8 Princip konfokalniho mikroskopu v reflexnim uspotadani (ptevzato z [148]).
Laserovy svazek po priichodu konfokalni aperturou tvofi témét bodovy zdroj zafeni, které je
odrazeno dichroickym zrcadlem a zaméteno ¢ockou objektivu na zkoumany vzorek. Zareni
odrazené z fokusovaného bodu se vraci ptes objektiv a dichroickym zrcadlem je propusténo
smérem k detektoru. Na detektor dopadne vsak jen zafeni, které projde konfokalni clonou
detektoru. Clony zdroje a detektoru jsou konfokalni s fokusovanym bodem vzorku. Vysledny
obraz 2D fezu vzorkem je vytvofen postupnym skenovanim bod po bodu v roviné XY.

Rozliseni u konfokalniho mikroskopu lze popsat pomoci Rayleighova kritéria:
obrazy dvou bodu jsou rozliSitelné, pokud centralni maximum Airyho disku prvniho
bodu lezi v prvnim minimu Airyho disku druhého bodu. Na rozliseni se vsak podili i
proces skenovani a nastaveni skenovaciho zoomu, proto je dulezité zohlednit také
Nyquistiiv teorém [149]. Pti Nyquistové vzorkovani je optimalni vzdalenost mezi
sousednimi pixely rovna poloviné periody mezi dvéma rozliSitelnymi detaily ve vzorku
neboli pixel musi byt alespon dvakrat mensi nez nejmensi skenovany detail ve vzorku.
Pro kazdy objektiv existuje optimalni nastaveni clony, které je vétSinou mozZné
softwarové zjistit a aplikovat.

4.6.2 Konfokalni mikroskop Zeiss LSM 700

V této praci byl pouzit konfokalni skenovaci mikroskop typ LSM 700 (Zeiss, SRN).
Zaklad tvoti mikroskop Axio Imager.Z2m, ktery je vybaven konfokalnim skenovacim
modulem LSM 700. Mikroskop Axio Imager.Z2m je klasicky, svételny, plné
motorizovany Mikroskop uréeny piedev§im pro materidlové aplikace. V kombinaci
s konfokalnim LSM 700 modulem umoziiuje detailni 2D a 3D analyzu mikrostruktur
ruznych povrchi. Pro fluorescenéni méieni je vybaven osvétlovacim LED systémem
Colibri.2 (13 luminiscen¢nich diod kompletn¢ pokryva spektrum od ultrafialové po
tmaveé Cervenou oblast). Pro zakladni skenovani vzorkd byl pouzit laser s vinovou
délkou 405 nm.
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5 STUDIUM VLASTNOSTI TKANOVYCH LEPIDEL

Pfedmétem tohoto experimentu je popis prubéhu polymerizaéni reakce tkamnového
lepidla na zakladé objektivniho méfeni fyzikalnimi metodami, véetné charakterizace
zesitované struktury. Kinetika je sledovana jednak v ryze laboratornich podminkach, tj.
bez pritomnosti biologickych tekutin ¢i tkani, a dale také v co nejpfirozenéjsich
podminkach bézného pouziti lepidla, tedy za piitomnosti zivocisné tkan¢. Mimo to bylo
zkoumano, zda ma na chovani lepidla vliv pfimés olejové baze, jak bylo popsano
v n¢kolika literarnich zdrojich. Ke sledovani kinetiky polymerizace byly pouzity
metody THz TDS, dielektrické a infracervené spektroskopie. Dynamicka
spektroskopickd méfeni byla doplnéna metodami klasické svételné mikroskopie,
konfokalni mikroskopie a Ramanovy spektroskopie k objasnéni struktury lepidel a
lepSimu porozuméni prabéhu reakce.

5.1 Priprava vzorkii pro méreni Kinetiky lepidla

Pro experiment bylo vybrano tkanové lepidlo Histoacryl, a to z n€kolika divodi: jako
jedno z mala lepidel je na ¢eském trhu povolené, je dostupné i bez 1ékatrského predpisu
a s jeho aplikaci nejsou spojena zadna vyznamné;jsi rizika. Reakce lepidla s biologickou
tkani je velmi rychla, vyrobce uvadi zatvrdnuti do 3 minut od aplikace [117].
V literatufe vSak existuji informace o moznosti regulovat polymeriza¢ni Cas reakce
pfidanim riznych substanci jako oleje nebo kyseliny octové [3],[4]. V 1ékatské praxi se
ke kratkodobému omezeni tuhnuti Histoacrylu pouziva jeho smichani s pfipravkem
Lipiodol (etyljodidovany olej), kontrastni latka pouzivana v radiografii ke zvySeni
kontrastu pii zobrazeni tkani a Selektivnimu zvyraznéni cév pii zobrazovani tumort
[150],[151]. Zékladem piipravku je Cisty makovy olej, do n€hoz je ptidan jod jako
hlavni kontrastni sloZka. Pro experimentalni méfeni byla pouzita pravé olejova slozka
Lipiodolu, tedy panensky makovy olej. Byly pfipraveny nejen vzorky cistého lepidla,
ale také smési lepidla s makovym olejem (Solio) v poméru 3:1 (75 obj. % Histoacrylu a
25 obj. % oleje), 1:1 (50 obj. % Histoacrylu a 50 obj. % oleje) a 1:3 (25 obj. %
Histoacrylu a 75 obj. % oleje). Podle obsahu slozky lepidla jsou smési pojmenovany
mix75, mix50 a mix25. Michani smési probihalo mikropipetou v mikrozkumavce;
lepidlo bylo opatrné vmichano do oleje, aby byla omezena tvorba vzduchovych bublin.

Pro experiment sledujici reakci lepidla s biologickou tkani byly pfipraveny vzorky
svalové tkan¢ prasete (plec) s rozméry piiblizné 7x7 mm a tloustkou 2 mm. Za tGcéelem
pfibliZit se co nejvice vlhkosti pfirozené prokrvené tkané v laboratornich podminkach
byly vzorky tkané uchovany ve fyziologickém roztoku pti pokojové teploté.

5.2 Dielektricka spektroskopie

Dielektrickou spektroskopii byla sledovana pouze reakce samostatného lepidla a jeho
smési s olejovou slozkou. Reakce s tkdni neni realizovatelnd z divodu vysoké vodivosti
tkané, ktera zptisobi premosténi vlastni reakce lepidla.

5.2.1 Metodika méreni

Blokové schéma pouzité aparatury pro dielektricka méfeni je uvedeno na Obr. 5.1.
Zkoumany vzorek byl nanesen mezi dvé elektrody, které jsou propojeny s LCR metrem.
Me¢tena data jsou pfes GPIB kabel posilana k online zpracovéani a zdznamu do souboru
pomoci programu vytvoieného v softwarovém prostredi Agilent VEE Pro, ver. 9.2.
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Obr. 5.1 Blokové schéma pouzité méfici aparatury pro dielektrickou spektroskopii.

Realné zapojeni méfticiho pracovisté uvadi Obr. 5.2. Pro méfeni byly pouzity dvé
valcové elektrody o stejném objemu, piicemz spodni elektroda ma pramér kruhové
podstavy 55 mm a vysku 28 mm a horni elektroda primér 40 mm a vysku 53 mm. Na
elektrody nejsou pii méteni kladeny zadné zvlastni naroky, proto nebyl k vyrobé pouzit
drahy kov, ale slitina Zeleza, které je chemicky i fyzikdln¢ dostatecné stalé a odolné.
Robustni provedeni elektrod zajistuje dobrou tepelnou kapacitu a 1épe tak udrzi
optimalni teplotu i po del$i dobu méfeni.

Pted realizaci findlniho experimentu probé&hla celd tfada ptipravnych méfeni,
nebot’ bylo nutné vzit v uvahu mnoho okolnosti. Z divodu silnych adhezivnich
vlastnosti méfené¢ho vzorku a omezeni znecisténi elektrod byl nejprve vzorek nanasen
mezi dvé vrstvy tenké hlinikové folie vlozené mezi elektrody. K zamezeni ptimého
kontaktu vodivych ploch byly vrstvy vodivé foélie navzijem odd€leny tenkou
parafinovou vrstvou s malym okénkem pro vzorek. Z divodu vlozeni dalSich vrstev
vSak samotné méfeni sitovaci reakce ovliviiovaly nezadouci parazitni jevy spojené
S nerovnomérnym pfilnutim vzorku k riznym vrstvdm, a tim nemoznost dodrzet
srovnatelné podminky méfeni. S cilem zajistit rovnomérné rozlozeni a tloustku vzorku
byla provéfena moznost aplikovat vzorek pfimo na spodni elektrodu, ktera byla
opatiena izola¢ni vrstvou ve formé pevné pfilnuté tenké vrstvy vosku s jednotné
definovanym otvorem pro naneseni vzorku. V tomto piipadé se vsak objevil zasadni
problém s blokovanim pfirozené sitovaci reakce lepidla z divodu nedostatecného
pfistupu okolniho vzduchu (a tedy i vlhkosti) diky utésnéni vrstvou vosku.

Dalsim kritériem, které bylo nutné vzit v ivahu pro co nejpfirozenéj$i pribéh
sitovani lepidla, byla také tloustka vrstvy lepidla. Pfi béZzném lepeni tkani sta¢i malé
mnozstvi lepidla, které je nasledné pfitlacenim spojovanych tkani rozprostfeno do velmi
tenké vrstvy. Pokud by byla pti méfeni vrstva pfilis silna (> 0,2 mm [152]), sitovani by
probihalo mnohem déle, fadové i desitky minut, coz se neshoduje s popisem
piirozenych vlastnosti lepidla deklarovanym vyrobcem.

Analyzou nedostatkti pfedchozich pfipravnych méfeni byl stanoven postup
vysledného experimentu, ktery se jevil jako nejvhodné€j$i pro srovnani vysledka se
zavery ostatnich metod. Pro eliminaci parazitnich vlastnosti rozhrani materiald a
nezadoucich jeva ruSicich méfeny signal byly pouzity holé elektrody. Systém elektrod
byl umistén na nevodivé podloZce a horni elektroda opatifena po obvodu nevodivym
obalem z divodu nezadouciho ruseni pfi manipulaci s ni. Kizolaci elektrod byla
pouzita tenkd lepici polypropylenova folie o tloust’ce 40 pm. Pro zajisténi dostate¢ného
piistupu okolni vlhkosti byl vzorek nanesen blize okraji elektrody s izola¢ni vrstvou
upevnénou na spodni elektrodé na druhé stran¢ vzorku (viz detail na Obr. 5.2 (b)).

Samotné meéteni probihalo za pomoci vytvofeného automatizovaného programu
DS_AgE4980A 1k 10k _100k.vee. Vzhledem k tomu, ze jde o méteni v Case, je potieba
nepietrzity zapis naméfenych hodnot disipa¢niho faktoru do souboru. Program obsahuje
zvukovou signalizaci usnadiujici provedeni jednotlivych ukonti v definovaném case. Po
5 sekundach od spusténi méteni byl na spodni elektrodu nanesen vzorek lepidla o
celkovém mnozstvi 2 ul a po dalSich 5 sekundach ptiklopen horni elektrodou.
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Sledovanym parametrem byl disipacni faktor, ktery je jednoduse interpretovatelny a pro
méfeni velmi uziteCny, nebot nezavisi na geometrickych parametrech vzorku (u
kapalného vzorku lze velmi obtizné¢ podchytit), ale pouze na twhlové frekvenci,
permitivité¢ a konduktivité¢ materialu (viz kap. 4.2.1). Budicim vstupem byl sinusovy
signal s amplitudou 1 V a frekvenci 1 kHz, 10 kHz a 100 kHz.

@) )

Obr. 5.2 Reélné zapojeni méfticiho pracovisté pro dielektrickou spektroskopii (a) a detail systému
elektrod pro vlozeni vzorku (b).

5.2.2 Zpracovani dat

Nameétena data byla programem automaticky zapisovdana do textového souboru
vzorek_xy.txt, kde xy je ¢islo vzorku. Méfené frekvence (1 kHz, 10 kHz a 100 kHz) byly
zvoleny z oblasti, kde se projevuji rezonan¢ni polarizace dielektrickych materiald.
Namétené kiivky disipa¢niho faktoru v ¢ase D(t) pro vzorek Cistého Histoacrylu uvadi
Obr. 5.3 (a) a stejné prub&hy D, ,m(t) normalizované na interval 0 az 1 Obr. 5.3 (b)
podle rovnice (5.1), kde D,,i, @ Dypgy jsOu minimalni a maximalni hodnoty D:

D(t) - Dmin (5-1)

Dnorm(t) =
Dmax - Dmin
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Obr. 5.3 Namétené ¢asové zavislosti disipaéniho faktoru vzorku Histoacrylu (hist_1) na 3 riznych
frekvencich (a) a odpovidajici normalizované pribéhy v intervalu 0 az 1 (b). Ptekmit v grafu (b)
neni bran v Gvahu, nebot’ jde o chybu méfeni zptisobenou pii aplikaci elektrody.

Pro vSechny tii frekvence lze pozorovat témét identické pribéhy jen s drobnymi
odchylkami, proto pro dalsi analyzu dat byla vybrdna frekvence 1 kHz. Programem
ds_2017_07_20.m byly naméiené D(t) na frekvenci 1 kHz zpracovany do tabulky.
Vysledkem je série soubort vzorek_data.xIs, v nichz byl dale ru¢né proveden ofez dat
od okamziku piiklopeni elektrody (zalozka tab).
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5.2.3 Charakteristika dat

Prvni nahled chovani jednotlivych vzorki ukazuje Obr. 5.4. Zobrazené pribéhy jsou
zpramérovany zdat obsazenych v souborech: hist_datal.xls, mix75_data.xls,
mix50 data.xls a mix25 data.xls. Sitovani kyanoakrylatu je siln¢ exotermicka reakce a
ihned po aplikaci zac¢ne rust teplota vzorku [153]. Rostouci teplota zplsobi pokles
rezistivity vzorku, resp. zvySeni jeho konduktivity [154], s ¢imZ souvisi narist D(t).
Vyssi teplota sice urychluje pocatecni fazi sitovani, avsak po urcité dobé dosdhne svého
maxima. V dusledku mohutné polymerizace se zvySuje viskozita vzorku, ¢imz dojde
Kk poklesu konduktivity, a tim i D(t), ktery pfedtim dosahne svého maxima a poté klesa
na konstantni uroven signalizujici ukonceni sitovaci reakce.
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Obr. 5.4 Piehled zpramérovanych namétenych ¢asovych zavislosti disipa¢niho faktoru D(t) u
vzorka Histoacrylu a jeho smési.

U vzorkt ¢istého Histoacrylu je ziejmy typicky pribéh sitovaci reakce popsany
vySe, tj. pofateéni exponencialni rast kiivky D(t), dosazeni maxima a nasledny pokles
na kone¢nou konstantni uroven. S pfibyvajicim mnoZstvim oleje ve vzorku vSak
pocate¢ni narGst kiivky postupné mizi. Jak popisuje rovnice (4.16), D souvisi s
konduktivitou ¢ a permitivitou & méfeného vzorku, tvofeného smési dvou latek
s riznymi charakteristikami. Zatimco € makového oleje je 3,55 (na 1 kHz [155]) a je
v ramci celého méfeni neménna, € kyanoakrylatovych lepidel se pohybuje v rozsahu
ptiblizné¢ 1 az 3,5 (na 1 kHz, po vytvrzeni [156],[157]). Na rozdil od oleje neni €
lepidla v pribéhu méteni konstantni a bude tedy vyznamné ovliviiovat celkovou €
vzorku. Na zacatku méfeni je lepidlo v tekutém stavu, hodnota € je nejvyssi a
sitovanim se postupné blizi k vySe uvedenym hodnotam pro uplné vytvrzeni. Vzhledem
k silné teplotni zavislosti & vSak dochazi pii zahfivani vzorku je$té k jejimu
kratkodobému narustu obdobné jako u méteného D(t) [154].

Na celkové o vzorku se budou rovnéz podilet ob¢ slozky, 1 kdyZ ptfitomny olej
ma nekolikandsobné niz§i rezistivitu ve srovnani s vytvrzenym kyanoakrylatem.
Zatimco rezistivita olejii se pohybuje fadové v jednotkach 10° Q.cm [158],[159],
rezistivita kyanoakrylatii je mnohem vyssi, fadové 102 az 10 Q.cm v zaschlém stavu
[157],[160],[161]. Lze vsak ptedpokladat, ze u tekutého vzorku, v némz je dostupné
velké mnozstvi volnych iontd, nabyva o vysokych hodnot, které se mohou podstatné
lisit od uvedenych hodnot o u zaschlého kyanoakrylatu. Z grafu na Obr. 5.4 je ziejma
také odliSnost vychozich hodnot D pro naméfené prabéhy jednotlivych vzorka. U
Cistého lepidla dosahuji poc¢atecni hodnoty D v maximu 1,5 — 4,5, u smési mix75 pak
0,8 — 2, pro mix50 0,3 — 1,3 a mix25 0,02 — 0,12. S vétsim mnozZstvim oleje ve vzorku
se vyznamng snizuje i celkovy rozsah hodnot D.
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Z méfeni vyplyva, ze olej vyznamné blokuje zahtivani vzorku lepidla pfi sitovani
a jistym zpusobem tak brani pfirozenému prub¢hu reakce. Této skute¢nosti se v praxi
vyuziva napiiklad pfi vyrobé kosmetickych lakli na nehty na bazi kyanoakrylatl, do
kterych se piimichava jojobovy nebo avokadovy olej s cilem zabranit podrazdéni
pokozky vysokou teplotou [162].

Nasledné modelovani bylo zaméfeno pouze na druhou cast kiivky, kterd je
spole¢na vSem vzorklim a koresponduje s pribéhem sitovaci reakce. VEtsi mnozstvi
oleje ve vzorku lepidla zplsobuje postupné vymizeni vzestupné hrany u meéienych
prubéht D(t), ktera je spojena s nardstem teploty pfi rychlé inicializaci sitovaciho
procesu (vazba OH™ na monomery), jak bylo popsano vyse.

5.3 Terahertzova spektroskopie

THz spektroskopie byla pouzita pro oba typy experimentu, tj. sledovani vlastni reakce
lepidla a jeho smési a také reakce lepidla s Zivo¢isnou tkani. Cast dat experimentélni
prace byla namétena v ramci pobytu na Institutu optoelektroniky Wojskovy Akademie
Techniczne ve Varsave.

5.3.1 Metodika méreni

Pro zkoumdani kinetiky lepidel byl pouzit ATR modul s vestavénym kiemikovym
krystalem. Mgfeni probihalo v rozsahu vInoétd 2 cm™ — 120 cm™? (0,06 — 4 THz).
Méfeni probihalo v klimatizované mistnosti pfi teploté (23 + 1) °C a relativni vlhkosti
(37 + 2) %. VsSechna méfeni probihala za od¢erpavani vodnich par z komory
spektrometru pomoci vakuové pumpy.

Pied kazdym vzorkem bylo zméfeno pozadi, tj. referencni signal bez pfitomnosti
vzorku. Poté byl na krystal nanesen vzorek lepidla nebo jeho smési v mnozstvi 2 pl a
piiklopen zavaZim pro vytvofeni tenké vrstvy vzorku. Jako zavazi byla pouzita horni
elektroda z dielektrické spektroskopie a pro zajisténi stejné tloustky vzorku (40 pm)
byla vloZena tenka lepici polypropylenova folie. Po méfeni byl krystal diikladné zbaven
necistot pomoci acetonu a dociStén pomoci isopropylalkoholu. Pro zajisténi
dostatecného piistupu okolni vlhkosti byla elektroda umisténa tak, aby svou okrajovou
casti prekryvala krystal. M¢feni reakce probihalo Vv ¢ase zcela automatizované.
Nastaveni spektrometru bylo potifeba optimalizovat tak, aby skenovéani probihalo
pfimétené rychle ovSem pii zachovani dobrého SNR. Kvili vysoké pocetni ndrocnosti,
ktera by zna¢né prodluzovala ¢as méteni, bylo upusSténo od vypocti ATR parametra
(index lomu, ATR spektra aj.) a byla métena pouze surova data ve form¢ THz signalu,
ktera vSak obsahuji vesker¢ dilezit¢ informace o méfeném objektu.

V pripad¢ sledovani reakce lepidla s zivocisnou tkani byl na vzorek lepidla
aplikovan vzorek tkan€ a nasledovalo ptiklopeni elektrodou, ktera byla vyzdvizena
polypropylenovou podlozkou o tloustce 2000 pum, aby nedoslo k uplnému vytlaceni
vzorku lepidla z krystalu vlastni vahou elektrody. Tento experiment byl realizovan také
na pracovisti ve VarSave€. Ackoliv bylo pouZzito identické zafizeni TPS Spectra 3000
stejného  vyrobce, pristroj nebyl schopen automatizovaného meéfeni v Case
S pozadovanymi parametry. Méfeni bylo spousténo manualn¢ za soucasného sledovani
¢asu. Po ptiklopeni elektrody bylo zahajeno méfeni sitovaci reakce lepidla na krystalu.
THz odezva byla zmé&fena ihned po pfiloZzeni elektrody, déale po 15 sekundach do 2
minut od zahajeni méteni, nasledné kazdych 30 sekund do 5 minut od zahajeni méteni a

60



poté kazdych 60 sekund do ukonceni méfeni. Nastavené parametry méfeni jsou uvedeny
v Tab.5.1.

Tab. 5.1 Nastavené parametry pro ATR méfeni kinetiky lepidla na pfistroji TPS Spectra 3000.

Parametr méfeni Hodnota
Pocet skenii 30
Rozliseni (vlnoéet) 1,2 cm?
Frekvence skenovani 305

Doba vytvofeni 1 finalniho skenu 1,44 s

Pocet opakovani automatické méfeni / manualni spusténi méteni
v danych ¢asovych intervalech

5.3.2 Zpracovani dat

Jak jiz bylo feceno, v experimentu byla méfena odezva materialu v podobé surového
THz signélu, ktery vSak obsahuje veSkerou diilezitou informaci o méfeném objektu a
doplnujici optické parametry lze v ptipadé potieby s pomoci dodaného softwaru zpétné
spocitat. Pro ucely této prace vSak nejsou stézejni. Pfi hodnoceni kinetiky reakce
vychdzime ze zmén méteného THz signdlu, ke kterym dochdzi v pribéhu reakce
v souvislosti se zménou struktury lepidla v dasledku sitovani. Z méteného THz signalu
je mozné zjistit jak realnou (amplitudu), tak imaginarni (fazi) slozku permitivity
méfeného vzorku. Na Obr. 4.1 je ziejmé, Ze fazovy posuv mezi THz signalem reference
(Cisty krystal) a vzorku (nanesené lepidlo) je téméi zanedbatelny, coz souvisi s velmi
tenkou vrstvou naneseného vzorku. Naopak rozdil amplitud obou signall je vyrazny a
amplitudovou slozku signalu lze vyuzit k hodnoceni. Konkrétné¢ sledujeme zménu
hodnoty peak-to-peak (Spicka-$picka) THz signalu neboli rozkmit THz viny. Princip
metody je relativné jednoduchy a zaroven dostatecné robustni pro monitorovani zmén
ve zkoumaném materialu [163].

Surova data z méfeni na THz spektrometru se automaticky ukladaji do .csv
souboru, ve kterém jsou jednotlivé hodnoty oddéleny ¢arkou. V prvnim sloupci souboru
jsou ulozeny hodnoty osy x, tj. Scanner position [mm] nebo odpovidajici Optical delay
[ps] (volitelné v nastaveni), dal§i sloupce obsahuji hodnoty osy Yy odpovidajici
naméfenému THz signalu v kazdém méfeném okamziku, tj. Terahertz signal [a.u.].
Vzhledem k poc¢tu opakovanych méteni (250) a délce méfeného signalu (1655 vzorki)
napliuji data matici o rozméru 1655 fadkt x 250 sloupct. V tomto objemu by bylo jiz
velmi problematické pracovat s daty rucné, a proto byl pro zpracovani dat pouZit
softwarovy programovaci nastro) MATLAB, ver. R2010a.

Surova data z .csv soubord byla jako prvni natena a zpracovana programem
ATR_TDS_AB_Polsko 2017 _07_31.m. Jednotlivda méfeni jsou V ptivodnim souboru
zpiehazena, prvni krok tedy vedl k chronologickému usporadani prabéhii. V dal$im
kroku byly v kazdém pribéhu nalezeny extrémni hodnoty THz viny, tj. maximum a
minimum, a stanoveny hodnoty rozkmitu viny (zkr. P-P), v¢etné¢ soutfadnic osy X.
V nékterych piipadech bylo nutné manualni ureni extrémt pomoci okna s grafickym
zobrazenim prvniho naméteného THz impulsu (reference) a THz impulsu, u kterého
doslo k dramatické zméné tvaru, tj. po aplikaci tekutiny, viz Obr. 5.5. Bylo tak
zamezeno chybné detekci extrému softwarem a zaroven probéhla kontrola spravného
vyhodnoceni P-P hodnoty. Zjisténé hodnoty byly ulozeny do tds_vzorekxy extrem.xls,
kde xy udava ¢islo vzorku. U takto zpracovanych dat je pak provedena kontrola, zda
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jsou data uplna, nedoslo v pribéhu meéfeni k chybam nebo vyznamnym odchylkam.
Dale je stanoven zacatek méfeni vlastni reakce hemostatika s kapalinou, data jsou
V tomto bod¢ ru¢né ofezana a ulozena do vzorek.xls, ktery obsahuje P-P hodnoty vsech
vzorku a je podkladem pro vytvotfeni modelu sitovani Histoacrylu a jeho smési.
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Obr. 5.5 Okno pro vybér extrémi a definici hodnoty P-P (rozkmitu THz viny).

Zatimco na THz spektrometru na pracovisti UTB ve Zliné¢ bylo mozZzné rychlé
automatické zaznamenavani hodnot v Case, experiment na Univerzit¢ ve VarSaveé
probihal s manualnim spousténim kazdého méfeni za soucasného sledovani Casu. Data
z obou spektrometri tedy maji odliSné vzorkovani a pro pocate¢ni zpracovani bylo
potieba i rozdilnych programu. V piipadé dat métenych na polském spektrometru byly
soubory tds_vzorek_xx.csv (kde xx je potadi vzorku) nejdiive zpracovany programem
thz_tds.m. Vystupem jsou tabulky ¢asovych zavislosti P-P hodnot jednotlivych vzorkt
ulozenych v souborech tds_vzorek_extr.xls, které jsou pfimo vstupem pro nasledné
modelovani. Zpracovani dat zméfeni reakce lepidla s ZivociSnou tkani probéhlo
identickym zplisobem popsanym vyse.

5.3.3 Charakteristika dat

Obr. 5.6 zobrazuje hodnoty naméfené metodou THz spektroskopie zachycujici sitovani
Histoacrylu a jeho smési. Graf pfedstavuje normované prabéhy P-P hodnot THz viny
norm. Xpp(t) Vv Case t charakteristické pro jednotlivé vzorky. Data jsou zobrazena v case
200 sekund od zahdjeni méfeni, nebot na zafatku méteni kiivky lehce osciluji na
konstantni hladin¢ (kolem hodnoty 0 po normalizaci) nebo se také nepravidelné objevuji
rostouci ¢i klesajici exponencialni tendence. K témto zménam dochazi jesté pied
samotnym sitovanim vzorku, které se projevuje az jako vyrazny narust sigmoidniho
tvaru s ustalenim na konecné konstantni urovni (pfiblizné hodnota 1 po normalizaci).

Obr. 5.7 poskytuje prvni nahled na data naméfena v ramci druhého experimentu,
kdy je sledovan vliv pfidané zivocisné tkané nasycené fyziologickym roztokem na
sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési. Jedna se pivodni, nijak neupravena data
hodnot P-P THz viny, tedy rozkmitu Xpp, v zavislosti na ¢ase t. Z grafu je zfejmé, Ze pro
kontrolni vzorky samostatné praseci tkané (pork) a jeji reakci pouze s makovym olejem
(oilpork) je méfena odezva mnohem slab$i nez u vzorkti Histoacrylu a jeho smési
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solejem. Velké rozdily v rozsazich jednotlivych vzorkli neumoznuji detailni popis
naméfenych dat, proto byly originalni data zarovnana do poc¢atku v bodé [0, 0].
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Obr. 5.6 Piehled ¢asovych zavislosti normalizované P-P hodnoty THz viny norm. Xep(t) méfenych
vzorkd Histoacrylu a jeho olejnatych smési.
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Obr. 5.7 Srovnani vybranych ptivodnich namétenych ¢asovych zavislosti P-P hodnot THz viny

xpp(t) pro sitovani vzorkl Histoacrylu (histpork) a jeho smési (mix75pork, mix50pork, mix25pork)

za pFitomnosti Zivo¢isné tkané nasycené fyziologickym roztokem (pork).

Pro rozliSeni reakce praseci tkané pouze s makovym olejem byl zméten i kontrolni vzorek oilpork.

Vysledkem piedchoziho je Obr. 5.8, ktery ukazuje slabsi odezvu vzorkt pork a
oilpork a tedy jejich odliSnost od vzorku obsahujicich Histoacryl. Tento fakt vede
K vyznamnému dikazu, Ze samotna sitovaci reakce neni prekryta makovym olejem, ani
aplikovanou svalovou tkani, resp. fyziologickym roztokem, ve kterém byla tkan
uchovavana pted méfenim. Pro detailni srovnani ¢asovych prubéht bylo v dal§im kroku
provedeno normovani dat v intervalu <0, 1>. Graf normovanych ¢asovych zavislosti
rozkmitu THz viny uvadi Obr. 5.9.
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Obr. 5.8 Namétené ¢asové zavislosti rozkmitu THz viny Xpp(t) po jejich zarovnani do pocatku
[0,0] pro lepsi nahled na chovani jednotlivych vzorka Histoacrylu (histpork) a jeho smési

V pfitomnosti zivo¢i$né tkané.

Pro kontrolu byly zatazeny také vzorky tkané (pork) a reakce tkané pouze s olejem (oilpork).
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Obr. 5.9 Normované ¢asové zavislosti rozkmitu THz viny norm.xpp(t) pro detailni srovnani

chovani vzorkt Histoacrylu a jeho smési v ptitomnosti Zivo¢isné tkang.

Na Obr. 5.9 je jiz ziejmé, ze po piidani vzorku praseéi tkané se charakteristika
sitovani Histoacrylu zasadn¢ méni. Vysledkem jiz neni sigmoidni funkce, nybrz
rostouci exponencialni priabéh u vSech méfenych vzorkll. Zaroven je patrna i jista
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podobnost napiic¢ vzorky ve srovnani s piedchozim experimentem bez Zivoc¢isné tkané.
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5.4 Infracervena spektroskopie

5.4.1 Metodika méreni

Pro srovnani ptedchozich vysledki z THz spektroskopie byly vzorky lepidel méreny
rovnéz technikou ATR. Zékladem ATR modulu Fourierova infracerveného
spektrometru Nicolet iS50 je diamantovy krystal kruhového tvaru, na ktery se pfimo
nanasi zkoumany vzorek. Spektra byla méfena ve stfedni infracervené oblasti v rozsahu
vlnoéta 4000 — 600 cm™. S ohledem na pozadavky experimentu (rychlejsi skenovani,
dobry SNR) byl vytvoien v softwaru OMNIC méfici protokol pro nastaveni parametrt
podle Tab. 5.2. V zakladnim vybaveni spektrometr neumoziuje automatizované méfeni
Vv Case, proto bylo skenovani spekter spousténo manualné a ¢as byl sledovan stopkami.

Tab. 5.2 Nastavené parametry pro ATR méfeni na piistroji Nicolet iS50 FTIR.

Parametr méreni Hodnota
Pocet skenu 7
Rozliseni (vIno&et) <lcm?
Méi‘eny parametr absorbance
Korekce 7adna

Doba vytvoreni 1 finalniho skenu 6s

Meéfeni probihalo v klimatizované mistnosti pii teploté (23 + 1) °C a relativni
vihkosti (40 + 1) %. Pfed kazdym vzorkem bylo zméfeno pozadi, tj. spektrum ¢istého
diamantového krystalu. Nasledovala aplikace vzorku v mnozstvi 2 ul ptimo na krystal,
jeho piiklopeni horni elektrodou pouzivanou pro DS a méfeni absorpénich spekter
Vv Case. M¢teni kazdého typu vzorku bylo opakovano 10krat.

IR spektroskopie byla pouzita také pro sledovani reakce lepidla s Zivocisnou
tkdni. Postup méteni byl stejny jako u THz spektroskopie. Na vzorek lepidla na ATR
krystalu byl aplikovan vzorek tkdné a nasledovalo pfiklopeni elektrodou, ktera byla
vyzdvizena polypropylenovou podlozkou o tloustce 2000 um, ¢imz bylo zajisténo
optimalni rozprostieni lepidla mezi krystalem a tkani.

5.4.2 Charakteristika namérenych dat
A. Histoacryl a jeho smési s olejem

Prvni jednoducha pichledova analyza spekter probéhla pomoci méticiho softwaru
OMNIC dodavaného vyrobcem spektrometru. Méfena spektra maji podobu zavislosti
absorbance na vinoc¢tu. Ve spektru Ize identifikovat oblasti charakteristické pro vibrace
konkrétnich funkénich skupin molekul. Tyto oblasti jsou typické piitomnosti
absorp¢nich maxim s intenzitou ménici se v prub&hu pozorované sitovaci reakce. Obr.
5.10 srovnava IR spektra Cistého Histoacrylu (ozn. modie) méfena v prubéhu sitovaci
reakce a makového oleje (ozn. Cervené) pridavaného do smési. Spektra je mozné
rozdélit na tfi hlavni oblasti se zajimavymi absorpénimi zménami V prub&hu sit'ovaci
reakce: (A) 2700 — 3200 cm™, (B) 2200 — 2300 cm™ a (C) 1200 — 1900 cm™.

Prvni oblast spektra (A) detailnéji piiblizuje Obr. 5.11. Dominuje zde pas
absorpce Vrozsahu vinoétd 2800 — 3000 cm™, kde se projevuje symetrické i
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asymetrické natahovani —C—H vazeb methylovych a methylenovych skupin (-CH>-, -
CHs) kyanoakrylatu [6]. Absorpéni $picky (2961, 2936 a 2874 cm™) se vsak prekryvaji
se spektrem makového oleje. Absorpéni $picky u oleje na 2922 a 2853 cm™ predstavuji
symetrické a asymetrické natahovani alifatickych CH2 skupin triglyceridi. Maximum
kolem 3008 cm™ je charakteristické pouze pro olej a odrazi C-H stretching cis-
dvojnych vazeb =CH [164]. Dalsi absorpéni maximum kolem 3127 cm™ se objevuje
pouze u Histoacrylu a charakterizuje stretching dvojnych vazeb —C=C— vinylovych
struktur =CH-, =CH,, které v pribéhu reakce =zanikaji [6], coz koresponduje

S postupnym zeslabovani absorpéniho maxima.
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Obr. 5.10 IR absorpéni spektra makového oleje (Cervené) a Histoacrylu pfi sitovani (modré).
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Obr. 5.11 Detail prvni ¢asti spektra (oblast A) makového oleje a Histoacrylu na za¢atku (t=0¢s) a
konci sitovaci reakce (t = 1500 s) V rozsahu vinoétii 2700 — 3200 cm™.

Detail druhé oblasti spektra (B) na Obr. 5.12 zachycuje absorpci Histoacrylu
kolem vInoétu 2240 cm™, na némz se projevuje protahovani vazby -C=N. V prib&hu
sitovani dochazi jednak k postupnému zeslabeni intenzity absorpéniho maxima, ale také
k mirnému posunu doleva smérem k vy$§imu vIno¢tu. Pfesny pivod tohoto jevu zatim
neni zcela objasnén, ale mize byt vysvétlen nékolika hypotézami. Prvni z nich dava
posun do souvislosti se ztratou piivodniho propojeni mezi skupinami C=N, C=C a C=0
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a existenci C=N vazeb ve dvou odlisnych konfiguracich ve sledovaném systému. Dalsi
moznosti je stabilizace aniontu na a-uhliku (vzniklého po pocatecnim nukleofilnim
ataku) skupinami —COOR a —CN a pfemisténim zaporného naboje. Zaroven je vSak
mozné posun —CN maxima ptisoudit vodikovym vazbam uvniti i vn¢ molekul [6].
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Obr. 5.12 Detail druhé ¢asti spektra (oblast B) makového oleje a Histoacrylu na zacatku (t=05) a
konci sitovaci reakce (t = 1500 s) V rozsahu vlnod&ti 2200 — 2300 cm'™,
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Obr. 5.13 Detail tieti ¢asti spektra (oblast C) makového oleje a Histoacrylu na za¢atku (t=0s) a
konci sitovaci reakce (t = 1500 s) Vv rozsahu vlnoéti 1200 — 1900 cm™L.

Obr. 5.13 zachycuje posledni zajimavou oblast spektra, ktera ¢aste¢né zasahuje do
oblasti spektroskopického otisku (< 1500 cm™). Dominantni absorpce kolem 1740 cm™
ptipada protahovani —C=0 vazeb a v prubéhu reakce dochazi k zeslabovani intenzity a
zaroven mirnému posunu absorpcniho maxima. Podobnou vibraci vSak vykazuje i
makovy olej diky pfitomnosti -C=0 vazeb cholesterol esteru [164]. Na 1615 cm™
dochézi k protahovani C=C vazeb, absorpce je siln&jsi nez na 3127 cm™ a u makového
oleje zcela chybi. Absorpéni pas v oblasti 1500 — 1350 cm™ je charakteristicky pro
vazby typu scissoring a bending u CH> a CHs ptitomnych v lepidle. U oleje je patrna
rovnéz odezva kolem 1460 cm™ spojena s ohybanim CH, vazeb a spektra se lehce
piekryvaji. Maximum na vinoétu 1319 cm™ je spojené s vibracemi C-O vazeb [165].
Dalii silna absorpce se pak objevuje kolem vInodtii 1284 a 1253 cm™. Jde o specifické
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vibrace C-H skupin souvisejici jednak se zanikajici dvojnou vazbou C=C (1284 cm™) a
zarovei s nové vznikajici vazbou C—C, konkrétné v fetézci CH,—C—CH: (1253 cm™)
[166]. Ve spektru lze tak pozorovat postupny pokles absorpéniho maxima na 1284 cm™

a v protivaze riist maxima na 1253 cm™.

K podrobnéjsi analyze kinetiky reakce lepidla mohly byt pouZzity pouze oblasti
spektra, ve kterych absorpce lepidla pfevazovala nad absorpci oleje. Popis jednotlivych
oblasti a postup vybéru je popsan v Tab. 5.3. Analyzou spekter Histoacrylu a makového
oleje byly vybrany vyznamné oblasti absorpénich maxim (oznaceny 1 az 16). Dle
intenzity maxim bylo rozhodnuto o dominanci lepidla ¢i oleje v dané oblasti. Ke
sledovani kinetiky lepidla pfipadaji v ivahu maxima oznacena ¢. 1, 7, 8, 9, 12, 13, 14,
15a 16 (ozn. x v Tab. 5.3).

Tab. 5.3 Pfehled vyznamnych oblasti v naméfenych IR spektrech Histoacrylu a makového oleje.

- pFitomnost maxima
=E g ve spektru . moznost
g 5 E| vinocet X... piitomen dominance hodnoceni
S 2= a vibrace funkénich skupin P o > H... Histoacryl,
£ g g [em™] -... neptitomen 0... makovy olej X... ano,
=) ” e _
= Histoacryl | "@kovy - e
olej
3159,84 | -C=C- stretching vinylovych
- skupin X - H X
1 3100,06 (=CH-, =CH2)
C-H stretching
) 300606 | s dvojnych vazeb =CH - X © -
2990,14
- x (slaby) X prekryv -
3 2944,82
2944,82
- symetricky/asymetricky X (slaby) X piekryv -
4 2918,78 stretching -C-H vazeb
2887,93
- x (slaby) X prekryv -
5 2867,68
6 2855,16 - X ] -
2265,99
- -C=N stretching X - H X
7 2221,63
1789,65
- -C=0 stretching X X (slaby) H X
8 1699,97
1640,19
- C=C stretching X - H X
9 1588,12
1483,98
- X X piekryv -
10 1452,16
144927 CH: a CHjs scissoring a Y
E bending X X prekryv i
11 1415,52
12 1394,05 X - H X
13 1383,39 X - H X
14 1319,21 C-O stretching X - H X
1300,77 vibrace C-H skupin spojené H
§ anikem C=C vazby X i X
15 | 128149 | S¢®M
vibrace C-H skupin spojené
1253,53 se vznikem C-C vazhy X - H X
16 (CH2-C-CH>)
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B. Histoacryl pri reakci s praseci svalovou tkani

Dalsim krokem byla rovnéz analyza spekter vzorkt Histpork a mix, tedy Histoacrylu a
jeho olejnatych smési pii reakci s prase¢i svalovou tkani. Obr. 5.14 uvadi IR spektra
prislusejici reakci Histoacrylu s tkani (ozn. modie), samotnému fyziologickému roztoku
(ozn. Cervené) a svalové tkani v ném uchovavané (ozn. zelené). Fyziologicky roztok
vyznamné absorbuje IR zéafeni a ve spektru se objevuje Siroky absorpéni pas, ktery
zpusobi ¢astecny nebo uplny piekryv zdjmovych oblasti spektra na vinoctech 2700 —
3200 cm™ (A) a 2200 — 2300 cm™ (B). Nejlépe zachovanou &sti spektra ziistava oblast
vlno¢t 1200 — 1900 cm™? (C).

035415 “reakce Histoacrylu s tkani
130 [ (oznaceni spektra podle doby
las | od okamziku naneseni vzorku

0.30 :EU .’ na krystal v [s])

absorbance

3600 “3400 w0 300 2800 “2600 2400 200 2000 1800 1600 1400 1200

vinocet [1/cm)]

Obr. 5.14 IR absorpéni spektra fyziologického roztoku (Eervené), zivocisné svalové tkané ve
fyziologickém roztoku (zelené) a Histoacrylu pfi reakcei s tkani (modré).

Podrobny popis zachycenych zmén dokumentuje Tab. 5.4. Diky vysoké absorpci
IR zafeni vlhkou tkéni, ptekryvu s olejem ¢i slabému signalu Histpork se piivodni vybér
oblasti vlnoctl zajimavych pro dalsi analyzu z(zil na absorpéni maxima 0znacena €. 8,
13, 14, 15 a 16, viz podrobngjsi piehled v Tab. 5.4.

Tab. 5.4 Vyznamné oblasti namétenych IR spekter Histoacrylu, jeho smési s olejem (mix),

pouzité praseci svalové tkané uloZzené ve fyziologickém roztoku (pork) a Histoacrylu pfi reakci
s touto tkani (Histpork).

- odezva latky ve spektru
EE @ vino&et [em™] X... piitomen, moZnost
88 E - i hodnoceni
S RS ... nepritomen Y
g3 g ) I » T X... ano,
S 2 Hlstoa_cryl Hlstpf)rk a praseci svalova tkan Histpork - e
® a mix mix ve fyziologickém roztoku
3159,84
1 - 3128,19 1 absorpce X (slaby) -
3100,06
2 3006,06 3008,31 1 absorpce - -
2990,14
3 - 2960,14 1 absorpce prekryv s olejem -
2944,82
294482 2944,82
4 - - 1 absorpce piekryv s olejem -
2918,78 2904,32
2887,93
5 - 2873,11 - piekryv s olejem -
2867,68
6 2855,16 2855,16 - - -
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N © vino&et [em™] odezva létlf,y ve spektru moznost
g S E X... pritomen, hodnoceni
s & = -... nepiitomen
§ 2 £ | Histoacryl | Histpork a praseci svalova tkan - X... ano,
2 - - - e Histpork -...ne
= a mix mix ve fyziologickém roztoku
2265,99 2265,99
7 - - - X (slaby) -
2221,63 2221,63
1789,65 1789,65
8 - - - X X
1699,97 1699,97
1640,19
9 - 1618,46 1 absorpce X (slaby) -
1588,12
1483,98 1483,98
10 - - 1 absorpce piekryv s olejem -
1452,16 1452,16
1449,27
11 - 144121 - piekryv s olejem -
1415,52
12 1394,05 1394,05 - - -
13 1383,39 1383,39 - X X
14 1319,21 1319,21 - X X
1300,77
15 - 1289,58 - X X
1281,49
16 1253,53 1253,53 - X X

5.4.3 Zpracovani dat

S vyuZzitim programu TQ Analyst byla provedena identifikace z4jmovych mist v IR
spektru a extrakce hodnot maximalni intenzity v téchto bodech v zavislosti na Case.
Polohy jednotlivych bodd byly oznaceny ¢. 1 az 17, v¢etné polohy reference REF na
3300 cm™ u Histoacrylu a jeho smési a reference na 2500 cm™ u méfeni reakce s tkani
(Histpork). Vybér absorpénich maxim odpovida tabulkam Tab. 5.3 a Tab. 5.4.
Podrobnou specifikaci poloh maxim pro vzorky Histoacrylu a jeho smési uvadi protokol
diag_TQpeak max histoacryl+mix.xlsx a pro méfeni reakce stkani protokol
diag_TQpeak max histpork+mix.xlsx. Vysledky analyzy jsou ulozeny v souborech
max_vzorekxx.csv, kde vzorek ptedstavuje hist, mix75, mix50 nebo mix25 a xx udava
potadi vzorku. Pro dalsi analyzu bylo potieba data upravit do tabulkové podoby vhodné
pro dalsi zpracovani a analyzu. Veskera uprava dat byla provedena pomoci
vypracovanych  skripti v programovém  prostiedi =~ Matlab.  Programem
ftir_nacti_2017_10_13.m byla ze souborti .csv extrahovana Casova osa a hodnoty
jednotlivych maxim, probéhla normalizace na interval <0, 1> a zapis do tabulky
max_vzorek_data_norm.xls. Piepis nameéfenych casovych zavislosti maxim vsech
vzorkt umoznil program ftir_pik_2017 10 13.m. Vysledné soubory jsou uloZeny pod
nazvem max_vzorek_piky.xls a jsou vychozimi pro nasledné modelovani.

Nejvyrazngjsi zménu pii sledované reakci zaznamenavaji maxima ¢. 15 a 16, tj. na
vlnoétech cca 1284 cm™ a 1253 cm™, viz také 3D graf spektra Histoacrylu na Obr. 5.15
vytvoifen pomoci programu V Matlabu. Tyto oblasti odpovidaji vibracim C-H skupin
spojenych s pfeménou dvojné vazby C=C na jednoduchou C-C vazbu prodluzujiciho se
polymerniho vldkna. Casové pribdhy maxim jsou identické s tim rozdilem, Ze
maximum na 1284 cm™ kles4 a na 1253 cm™ roste, viz Obr. 5.16. Pro dal§i analyzu byl
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vybran vinocet 1253 cm™, charakteristicky vibracemi vazby CH,—C—CH> rostouciho
polymerniho fetézce.

Obr. 5.17 uvadi piehled namétenych ¢asovych zavislosti absorpéniho maxima (€.
16) vzorkt Histoacrylu a jeho smési. Jedna se o normované hodnoty vysky maxim
Vv pritbéhu sitovani. U vSech vzorktl se s riznym zpozdénim objevuje sigmoidni kiivka.
Zpozdéni se meni nezavisle na typu méten¢ho vzorku a jedna se o dobu, ktera ub&hne,
nez dojde K nastartovani sledované sitovaci reakce. U vzorki Histoacrylu byla tato
doba obvykle delsi, coz si vysvétlujeme omezenym piistupem vlhkosti k ¢istému
lepidlu ve srovnani se vzorky smési.
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Obr. 5.15 3D graf IR spektra Histoacrylu (hist2) v rozsahu 1100 — 1350 cm™.
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Obr. 5.16 Srovnani ¢asovych prib&hi normalizované vysky absorpénich maxim na 1284 cm?
(peak 15, modry) a 1253 cm™* (peak 16, Eerveny) u vzorku Histoacrylu (hist2).
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Obr. 5.17 Casové zavislosti normalizované vyiky absorpéniho maxima 1253 cm™ (peak 16)
méfenych vzorku Histoacrylu a jeho olejnatych smési.

Stejné jako u pfedchozich vzorki Histoacrylu a jeho smési bylo k sledovani
reakce Histoacrylu se svalovou tkani vybrano absorpéni maximum na 1253 cm™ (€. 16).
Obr. 5.18 uvadi namétené ¢asové prubehy pro vzorky Histpork a jeho olejnaté smési
(mixpork) v reakci se svalovou tkani ve fyziologickém roztoku. Stejné jako u méfeni
metodou THz spektroskopie pozorujeme zménu charakteru dat po ptidani svalové tkané
ke vzorkiim lepidla. Pivodné sigmoidni prubéh je nahrazen exponencialni rostouci
funket, a to pro vSechny typy vzorkd.
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Obr. 5.18 Casové zavislosti normalizované vyiky absorpéniho maxima 1253 cm™ (peak 16)
méfenych vzorka Histoacrylu (histpork) a jeho olejnaté smési (mixpork) pii reakci s zivo¢isnou
svalovou tkani ve fyziologickém roztoku.
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5.5 Modelovani sit’ovaci reakce tkanového lepidla

Jesté pred modelovanim namétenych dat je tieba podrobnéji nahlédnout do chemické
podstaty kinetiky sitovani kyanoakrylati. Odvozeni vychazejici z chemickych rovnic
mohou byt zakladnim kamenem pro vytvoreni matematického modelu.

5.5.1 Kinetika sit’ovani kyanoakrylatového lepidla

Estery kyanoakrylatu mohou sit'ovat dvojim zptsobem — radikalovou nebo aniontovou
polymerizaci [167]. V piipadé lepidel se pfirozené uplatiiuje aniontova polymerizace
vzhledem k jednoduchosti zahajeni sitovaci reakce diky snadno dostupnym OH™ iontim
ptitomnym ve vzdu$né vlhkosti. Mechanismus polymerizace kyanoakrylatu popisuje
Obr. 5.19. Prvnim krokem je inicializace neboli zahajeni reakce, ke které dochazi
spontanné béhem nékolika sekund po aplikaci lepidla na povrch. Volny hydroxylovy
iont OH" se lehce vaze na elektronakceptorni skupiny -COOR a -CN, které pfemisténim
zaporného naboje dokazi stabilizovat anion vznikly na a-uhliku a zabranit tak dalSimu
nukleofilnimu ataku [6]. Dvojna vazba mezi uhliky C=C zanikd a je nahrazena
jednoduchou vazbou C-C. Polymerizace se rychle S§iti (tzv. propagace); dochazi
K postupnému navazovani volnych monomerd na zaporn¢ nabity konec polymerniho
fetézce, vznika zivy (,live”) polymer. Mechanismy pfenosu (transferu) a ukonceni
(terminace) polymerizace nejsou dosud zcela objasnény, ale obecné se piedpoklada, ze
molekula vody H>O se vaze na zaporné nabity konec zivého polymeru za vzniku
inertniho polymerniho fetézce (,,dead” polymer) a OH", schopného zahajit nové
polymerni vlakno [6]. Polymerizace konéi vyCerpanim dostupnych monomert,
rozpoustédla (H20) nebo po ptidani neutralizujiho roztoku (napi. kyseliny, HsO") [168].

Kazdy krok aniontové polymerizace kyanoakrylati Ize popsat chemickymi
rovnicemi (5.2) az (5.6), které shrnuje Tab. 5.5. Do reakce vstupuji tzv. reaktanty (leva
strana rovnice) a vystupem jsou produkty (prava strana rovnice). Sipka v rovnici
naznacuje typ reakce; s vyjimkou disociace vody jsou vSechny reakce jednosmérné a
nelze je tedy zvratit. Pro kazdou reakci je specificka rychlostni konstanta oznacena ks,
kde x oznacuje ptislusnou reakci.

Tab. 5.5 Chemické rovnice aniontové polymerizace kyanoakrylatt [169].

Vysvétleni zkratek: M — monomer, P — polymer, +/- oznaceni polarity, Kw — rychlostni konstanta

disociace vody, ki — rychlostni konstanta inicializace, kp — rychlostni konstanta propagace,
ks — rychlostni konstanta ptenosu, k¢ — rychlostni konstanta ukonceni reakce.

Disociace vody 2H,0 w H,0% + OH~ (5.2)
Inicializace sit'ovani - ki _ 5.3
(Initiation) OH™ +M - P 3)
Sifeni polymerizace - kp 1 — 5.4
(Propagation) Py +M=P, 64
_ ky _
Py + M- Py

Pienos (Transfer) P, +H,0 bty P.H+ OH (5.5)
Ukonéeni sitovaci reakce P, + Hs ot E P.H+ H,0 (5.6)
(Termination) t ‘
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kolem 40 %.
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Obr. 5.19 Aniontova polymerizace kyanoakrylatii iniciovana slabymi nukleofily (ptevzato z [6]).

Z chemickych rovnic pak Ize odvodit kinetické diferencialni rovnice, které jsou

vychozim bodem pro nasledné modelovani. Disociace vody je samovolny a zvratny
proces, ktery poskytuje dostatek volnych iontl pro zahéjeni i nekomplikovany priibéh
polymerizace lepidla. MnoZstvi OH™ aniontli vstupujicich do reakce se odviji od
aktualni vzdusné vlhkosti (pfip. vlhkosti vazané na povrchu vzorku), ktera se pohybuje
Samotné vldkno polymeru vznikd v okamziku inicializace prvniho
monomeru OH- iontem, jak popisuje rovnice (5.7). Retézec polymeru se postupné
prodluzuje navazovanim dal$ich monomerd na volny konec vlakna (,,live®), viz rovnice
(5.8). Ukonceni reakce a vznik hotového polymeru (,,dead”) popisuje rovnice (5.9).

74



Kazdému procesu pfislusi uvedena rychlostni konstanta kx charakterizujici rychlost
probihajici reakce.

Tab. 5.6 Diferencialni rovnice vychazejici z chemickych rovnic v Tab. 5.5 popisujici aniontovou
polymerizaci kyanoakrylatu.

Inicializace polymeru o[Pn] _ _ _ (5.7)
Eo2 = ki[OH ™M)
,.Live“ polymer O[Pns1] _ - (5.8)
3 = ky[Pr1[M]
d“ l _ _
oDeadpolymer NPH] = key P 11H20) + ol PR [H307) 59)

5.5.2 Odvozeni modelu sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési

Obecné Ize diferencialnimi rovnicemi popsat soubor nejriiznéjsich chemickych rovnic a
vyjadfit tak rychlost pfemény reaktantii na produkty. Z podstaty experimentu je ziejmé,
ze pti sitovaci reakci kyanoakrylatu pievldda propagace polymerniho fetézce nad
inicializaci hydroxylovymi ionty. Polymer rychle roste pfipojovanim dalsich a dalSich
monomerl, kdeZzto dostupnost mist, kde mulze byt zahdjeno nové vldkno, je
S postupujici polymerizaci vzorku velmi omezend. Z toho divodu se zamétfime na
odvozeni modelu na zaklad¢ Sifeni polymerizace. Vychazi se zrovnice propagace
polymerniho fetézce (5.8), kterou lze zjednodusit do tvaru (5.10) zavedenim zreagované
a a nezreagované frakce (1-a) [170], tedy zesitovaného polymeru [P] a dosud
nezesit'ovanych volnych monomera [M], viz (5.11):

iii—c: =ky,a(1—a), (5.10)
kde [P] = «a M =1-«a (5.11)

Vysledkem upravy rovnice (5.10) je vyraz (5.12). Zavedenim parcialnich zlomka
podle (5.13) lIze ziskat rovnici (5.14), jejimz integrovanim je koneéné feSeni ve tvaru
sigmoidni funkce (5.15):

1 _ (5.12)
mda = kpdt
é+ B 1 (5.13)
a 1—-a a(l-a)
1 -1
<— — —) da = kydt (5.14)
a 1—a
In|a| —In|1 —a| = k,t + ¢,
a
ln|1_a| =kpt+cp
1
a(t) = (5.15)

1+ e_(kpt+cp)
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Ziskana sigmoidni funkce odvozena z propagace polymerniho fetézce dobie
kopiruje tvar kiivek ¢asovych zavislosti méfenych parametrd v ramci v§ech pouzitych
metod; tedy disipacniho faktoru u dielektrické spektroskopie, rozkmitu THz viny u THz
spektroskopie a vysky absorpéniho maxima na vlnoétu 1253 cm™ u infradervené
spektroskopie. Na zakladé toho byla sigmoida pouzita pro modelovani dat Histoacrylu a
jeho olejnatych smési u vSech tfi metod.

5.5.3 Odvozeni modelu sitovani Histoacrylu v piitomnosti Zivo¢isné tkané

Pti reakci Histoacrylu a jeho smési se vzorkem praseci svalové tkan¢ se zasadné¢ méni
charakter namétenych dat jak u THz spektroskopie, tak i u infracervené spektroskopie.
Pivodné sigmoidni funkce je zcela nahrazena exponencialni. Tuto zménu vsak lze
objasnit, vyjde-li se z podstaty experimentu.

Pii méfeni samotného sitovani tkanového lepidla a jeho olejnatych smési nebylo
do reakce nijak vyrazné zasahovano. Sitovani probihalo spontann¢ a zaviselo pouze na
dostupnosti OH" aniontti v okoli, coz bylo dano pfedev§im relativni vlhkosti vzduchu
Vv laboratofi. Dale stlateni vzorku omezilo prunik vlhkosti dovniti vzorku jen z
okrajovych ¢asti. Pfidanim tekutinou nasyceného vzorku tkané K lepidlu vsak docilime
témef 100%-ni vlhkosti a jejiho neomezeného ptistupu k lepidlu ze vSech stran. Situace
se méni a diky prebytku OH™ anionti muize byt zahdjeno vice polymernich vldken
v riiznych mistech vzorku najednou. Inicializace sitovani se za¢ina projevovat ve vetsi
mife oproti ptivodnimu experimentu, kdy ziejmé pievazovala propagace polymeru.

S vy$$im mnozstvim OH" aniontli zaroven roste i mnozstvi H3O" kationtd, které se
naopak podili na ukonceni sitovani, viz rovnice (5.6). Vzhledem Kk ptimému kontaktu
svodou se Vv neposledni fad¢ zacne uplatiovat také transfer fetézce polymeru, viz
rovnice (5.5). Resenim diferencialnich rovnic popisujicich jednotlivé reakce Ize odvodit
modelovou funkci. Pro zjednoduseni lze mnozstvi polymeru [P] a monomerd [M]
v reakci opét vyjadrit jako pomér zreagované « a nezreagované frakce (1 — a). Dale je
uvazovano dostate¢né mnozstvi vody [H,0], které nijak neomezuje rychlost reakce.
VVoda mize vstoupit do reakce ptimo v ramci transferu polymerniho fetézce dle (5.18)
nebo po disociaci na ionty [OH ] ucastnici se inicializace polymerniho vldkna dle
(5.16) a [H30™] ucastnici se terminace polymeru dle (5.20). Po zavedeni konstant K;,
K a K; do rovnic (5.16), (5.18) a (5.20) je ziskano feseni v podob¢ exponencialnich
funkei podle (5.17), (5.19) a (5.21). Na celkovém sitovani Histoacrylu v ptitomnosti
zivocisné tkdné se mohou riznou mérou podilet vSechny zminéné reakce a miizeme
z nich tedy vychazet pfi sestaveni vysledného modelu.

o[P 5.16
Inicializace % = k;[OH"][M],kde k;[OH"] = K; (5.16)
da K1 —
dt - i( a)
a=1— e Kit+e) (5.17)
a|P 5.18
Transfer % = k4 [P][H,0],kde k:[H,0] = K¢ (5.18)
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da

E = Ktr a
a = e(Ktrt+CtT‘) (5.19)
a|p 5.20
Terminace % = k,[P][H30%],kde k. [H;0%] = K, (5.20)
da
d_t = Kta
a = e(Kt+cr) (5.21)

5.5.4 Modelovani mérenych dat
A. Histoacryl a jeho olejnaté smési

Naméiené prubéhy sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési byly modelovany
sigmoidni funkci ve tvaru (5.22):

(5.22)

“(®) = T aeo

V prostiedi GUI Matlab byl pro kazdou z pouzitych metod vytvofen program
umoznujici nacteni, zobrazeni a modelovani dat s uloZenim vystupii. V piipadé dat
z THz spektroskopie a dielektrické spektroskopie jde o programy se shodnym nazvem
model_hill.m a u IR spektroskopie model_pik_hill.m (oznaceni hill je dano podobnosti
pouzit¢ modelové funkce s Hillovou funkci). Obr. 5.20 uvadi nahled grafického
ovladaciho okna programu pro modelovani casovych kiivek naméfenych IR
spektroskopii. Nejdiive je vybrano absorpéni maximum (0zn. pik), které se bude dale
analyzovat, a tlaCitkem Nacti se natou pfislusna data do grafického okna.
V rozbalovaci listé vlevo nahote se zvoli soubor s daty, ktery ma byt otevien K analyze.
V grafickém okné se automaticky zobrazi prubéh prvniho méreného vzorku. Celkovy
prehled chovani vSech vzorkii je mozné zobrazit tla¢itkem Nahled. Zadanim
konkrétnich hodnot do vkladacich poli nad grafem vlevo a vpravo lze vymezit zobrazeni
dat v intervalu na ¢asové ose t [S], po némz nasleduje normalizace hodnot v zajmové
oblasti obecné oznacené osy Y. Tlacitky se Sipkami nad grafem vlevo a vpravo
pfepindame mezi jednotlivymi vzorky. Rovnice pouZit¢tho modelu a jeho parametry
zjisténé programem pro aktualné analyzovany pribéh jsou uvedeny pod grafem.
Tlacitkem Uloz jsou aktualné zjisténé parametry vzorku uloZeny do souboru
vzorek_vysl_modelu.xls. V grafu jsou zobrazeny hranice 95%-niho intervalu
spolehlivosti odhadu parametr (Pred Bound). K modelovani kiivek byla pouzita
nelinearni regrese s odhadem parametrii metodou nejmensich Ctverct, tzn. cilem je
minimalizace sumy ¢tverci odchylek (SSE fit, z angl. Sum Squared Error), zvoleného
nelinearniho modelu f(x;) od ptivodnich dat y; podle rovnice (5.23):

L 5.23
SSE = min (Z[yi - f(xl-)]> %

i=1
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Obr. 5.20 Okno programu pro modelovani ktivek Histoacrylu a smési méfenych IR spektroskopii.

K feSeni tohoto optimalizaéniho problému byl pouzit algoritmus ,,Trust-region®,
ktery je zalozen na principu hleddni nového extrému v tzv. divéryhodné oblasti
stanovené v okoli doposud nejlepSiho nalezeného feSeni. Nalezeni spravného feSeni
velmi zavisi na volbé startovacich bodu.

B. Histoacryl pri reakci s Zivocisnou tkani

U naméfenych pribéha sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési Vv pfitomnosti
zivocisné tkané ve fyziologickém roztoku (tedy vzorky Histpork, resp. mixpork) byl
identifikovan exponencialni rist vSech kfivek métenych casovych zavislosti vysky
absorpéniho maxima u IR spektroskopie i rozkmitu THz viny u THz spektroskopie.
Rostouci exponenciala je charakteristicka pro inicializaci polymerizace, proto byla
nejprve k modelovani kiivek pouzita rovnice (5.17). Aproximace kiivek jednou
exponencialou vSak zcela neodpovida vzhledem K jejich slozitéjsimu zaktiveni. Dalsim
krokem bylo tedy rozsiteni modelu o dalsi exponencialu podle (5.24)

a(t) =1-— e_(Klt'l'Cl) _ e(K2t+Cz) (524)

Obr. 5.21 poskytuje grafické srovnani vysledkd aproximace jednou (exp) a dvémi
exponencialami (biexp). Jako kritérium optimality byla opét zvolena chyba SSE.
Zatimco pfi pouziti jedné exponencialy je SSE 0,09, u biexponencialniho modelu je
SSE 0,0012, tedy téméf o dva fady nizsi. Pro modelovani kiivek Histpork a mixpork
proto byla pouzita biexponencialni funkce dle (5.24), at’ uz se na vysledné polymerizaci
podili kterykoliv z déji — inicializace, transfer ¢i terminace.

V prosttedi GUI Matlab byly opét vytvofeny programy pro modelovani
naméfenych dat biexponencialni funkci. V pfipadé¢ dat z THz spektroskopie jde o
program model_biexp.m a u IR spektroskopie model_pik_biexp.m. Také biexponencialni
kiivky jsou modelovany nelinearni regresi s odhadem parametri metodou nejmensich
¢tverci SSE za pouziti optimalizacniho numerického algoritmu ,,Trust-region®.
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Struktura uzivatelského prostiedi programu podobné jako u ptedchoziho modelovani
sigmoidou.

1‘2 T T T T T
1 s
0.8 7
¢ Original data
0.6 — Biexp 1
Biexp - boud
- Biexp - boud
. Exp
04 '_,': Exp - bound | 7
f Exp - bound
02 1
D - -
0.2 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600

t[s]

Obr. 5.21 Srovnani exponencialniho (modra) a biexponencialniho modelu (Eervend) pro namétena
data z IR spektroskopie (vyska absorpéniho maxima ¢. 16) u vzorku Histpork.
Hranice 95%-niho intervalu spolehlivosti odhadu modelu jsou v grafu vyznaceny te¢kované.

5.5.5 Vysledky modelovani dat

Aproximaci naméfenych dat vySe odvozenymi modelovymi kifivkami byly ziskany
obecné parametry € a K, jejichz hodnoty lze pouzit k vysvétleni chovani zkoumanych
vzorkd. U Histoacrylu a jeho olejnatych smési byly modelovanim sigmoidni funkci
ziskany 2 parametry, ozn. ¢ a k. VSechny casové zavislosti métenych veli¢in maji
podobné prubehy, avSak objevuji se Sruznym zpozdénim, coZz kopiruje hodnota
parametru c. Délka tohoto zpozdéni neboli posun kiivky na Casové ose muze byt
ovlivnéna ruznymi faktory, nejvice se vSak podili doba, po kterou se vzorek
rovnomérné rozptyluje do tenké vrstvy, pii které je teprve schopen sitovani. Mnohem
veétsi vyznam pro naSe zkoumani sitovani lepidla ma parametr k, resp. jeho pfevracena
hodnota — ¢asova konstanta 7 = 1/k. Casové konstanta charakterizuje rychlost sledované
reakce, tzn. ¢im niz8i je hodnota 7, tim rychleji reakce probiha. Pravé casovymi
konstantami Ize srovnat rychlosti riiznych procest.

Tab. 5.7 uvadi stiedni hodnoty parametrti modelu ¢ a 7 ziskanych metodami DS,
IR a THz spektroskopie pro jednotlivé vzorky. Konkrétné jde o hodnoty mediant, coz
bude podrobné vysvétleno v nasledujici kapitole. Uvedené parametry byly pouzity
k vykresleni reprezentativnich modelovych prubéhti na Obr. 5.22 az Obr. 5.25. Kftivky
byly vycentrovany podle inflexniho bodu (program sig_podle_inflex_bod.m) do bodu
[0, 0], coz umoznuje adekvatni srovnani sklonu jednotlivych sigmoidnich prubéhd, a
tim i rychlosti probihajicich reakci. Kiivky dat z dielektrické spektroskopie maji ve
srovnani s ostatnimi metodami sestupnou tendenci, proto byly pteklopeny podle osy x,
aby bylo mozné kiivky vSech metod srovnat v jednom grafu. Na prvni pohled je ziejmé,
ze 7 je nejdelsi u vzorkli samotného Histoacrylu, a to u vSech tifi metod. Zaroven vSak
nepozorujeme piimou zavislost mezi ptidanim oleje ke vzorku lepidla a prodluzovanim
7 S vyjimkou méteni na THz spektroskopii (Obr. 5.24).
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Tab. 5.7 Prehled parametrii 7 a ¢ sigmoidniho modelu (median = MAD) pro vzorky Histoacrylu a
jeho olejnatych smési u jednotlivych méficich metod (DS, FTIR, THz).
U DS jsou klesajici kiivky otoceny dle osy x pro adekvatni srovnani s kiivkami z ostatnich metod.

Vzorek 7 [s] c[]
Hist. 30+13 3,7+£0,7
mix75 23+6 3,8+0,3
DS
mix50 22+4 3,2+0,3
mix25 172 2,1+0,2
Hist. 309 -10,5+ 0,6
mix75 194 -9,0+3,0
FTIR
mix50 151 -6,5+2,0
mix25 203 -4,1+04
Hist. 43+ 10 -10+7
mix75 135 -39+ 20
THz
mix50 205 21+7
mix25 337 -11+9
06
0.4
0.27
hist DS
g o ks 05
mix25 DS
-0.2|
0.4
067
-2 ﬁO -1 -50 -1 i)O -5-0 O 5-0 160 1 50 200

t[s]

Obr. 5.22 Modelov¢ kiivky sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési métenych DS.

0.6
0.4
0.2
—hist FTIR
g 0 y mix75 FTIR
> f mix50 FTIR
mix25 FTIR|
-0.2
-0.4
-0.6
-200 -150 -100 -50 0 50 100 150 200

t[s]
Obr. 5.23 Modelov¢ kiivky sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési métenych IR
spektroskopii.
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Obr. 5.24 Modelové ktivky sitovani Histoacrylu a jeho olejnatych smési méfenych THz

spektroskopii.
Obr.

5.25 uvédi grafické srovnani modelovych kiivek vzorki ziskanych

jednotlivymi metodami. U vSech vzorkd pozorujeme odchylky mezi metodami,
nejcastéji se lisi kiivky modelu méteni THz spektroskopii, nicméné kiivky pro metody
DS a IR spektroskopie pomérné dobie koreluji.
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0
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mx25 FTIR
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Obr. 5.25 Porovnani modelovych kiivek dat ziskanych métenim vSemi spektroskopickymi
metodami (DS, FTIR, THz) vzorku Histoacrylu (a), mix75 (b), mix50 (c) a mix25 (d).

Pii reakci vzorku Histoacrylu a jeho olejnatych smési s zivociSnou tkani byly
casové zavislosti métenych veli¢in modelovany biexponencialni funkci a ziskany tak 4
parametry ci, C2 a K1, ko charakterizujici pribéh reakce. Stejné jako u sigmoidni funkce
jsou stézejnimi casové konstanty 71= 1/ky a 72 = 1/ko, popisujici zakfiveni obou
exponencial. Parametry ziskané z biexponencidlniho modelu jsou pro obé méfici
metody shrnuty v Tab. 5.8. Modelové kiivky odpovidajicich modelovych parametri
jsou graficky zobrazeny na Obr. 5.26 pro IR spektroskopii a Obr. 5.27 pro THz
spektroskopii. Zatimco kiivky IR spektroskopie se mirn€ rozchazi v intervalu 50 — 150
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s, U THz spektroskopie jsou odchylky vétsi. Ani z téchto vysledkd neni ziejma jakakoliv
souvislost mezi mnozstvim oleje ve vzorku lepidla a rychlosti jeho sitovani.

Tab. 5.8 Piehled parametri 7, 72, C1, C2 (medidn + MAD) biexponencidlniho modelu pro vzorky
Histoacrylu a jeho olejnatych smési méfenych IR a THz spektroskopii

11[S] ci[-] 12[s] cz2[-]
Histpork 9+2 06+02 9712 0,8+0,3
mix75pork 12+2 0,5+0,2 1016 1,0%0,3

FTIR
mix50pork 10+5 0,4+0,1 96 + 15 1,1+0,2
mix25pork 10+6 0,6+0,2 99+9 0,9+0,3
Histpork 8+3 08+03 140+31 05+0,3
mix75pork 11+6 10+03 145+40 0,4+0,2
THz mix50pork 22+16 04+03 181+125 0,8+0,4
mix25pork 12+9 0,7+0,6 96 + 27 0,5+0,7
1 e
0.9
o7
0.7 //
§ 0.6 //
£ 0.5
5 04 |f
0.3 I
0.2 ’
0.1
0
0 100 200 300 400 500 600
Cas [s]
—Histpork FTIR —mix75pork_FTIR mix50pork_FTIR —mix25pork_FTIR

Obr. 5.26 Modelové kiivky sitovani vzorkt Histpork a mixpork z méteni IR spektroskopii.
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Obr. 5.27 Modelové ktivky sitovani vzorkt Histpork a mixpork z méfeni THz spektroskopii.
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5.6 Statisticka analyza

Predchozi provedené experimenty naznacuji, Ze zvolenymi fyzikalnimi metodami Ize
sledovat kinetiku sitovani tkanového lepidla na bazi kyanoakrylatu. Z chemické
podstaty kinetiky byly odvozeny modely casovych zavislosti métenych veliin a
stanoveny parametry modelu, charakterizujici sledovany proces. Z experimentu
vyvstava fada otazek, které mizeme shrnout a formulovat do n¢kolika zakladnich:

a) Jsou vysledky méfeni, reprezentujici povahu kinetiky sit'ovani tkanového lepidla
a jeho olejnatych smési, srovnatelné napfic vSemi méticimi metodami?

b) Ovliviiuje pfimichani olejové slozky do lepidla kinetiku sitovaci reakce?

C) Zmeéni se kinetika sitovani lepidla v pfitomnosti Zivo¢isné svalové tkané?

Nekteré otazky byly jiz ¢asteéné zodpovézeny, napf. ménici se povaha kinetiky
lepidla po ptidani Zivoc¢isné tkané€. Pro hlubsi pochopeni struktury dat a vzajemnych
vztahti mezi métenymi vzorky Se nabizi moznosti statistické analyzy. Ke statistickému
zpracovani dat byl pouzit software Statistica, verze 10.

5.6.1 Histoacryl a jeho olejnaté smési

Prvni informaci o povaze naméfenych dat poskytuje popisna statistika ve formé vypocti
zakladnich numerickych charakteristik a grafické reprezentace dat. Velmi uZziteCnym
nastrojem pro ziskani poc¢atecni predstavy o struktufe méfenych parametru je grafické
znazornéni rozlozeni dat pomoci histogramu a krabicového grafu; napovi mnohé nejen
o struktufe dat, ale také jejich rozdé€leni, pfedpokladech dals§iho testovani, a usnadni i
volbu charakteristiky popisujici centralni tendenci dat (stfedni hodnotu).

Histogramy pro zjisténé hodnoty ¢asové konstanty 7 u vzorkti Histoacrylu a jeho
smési v ramci jednotlivych méficich metod uvadi pfiloha A. Histogram ma podobu
sloupcového grafu; jednotlivé sloupce predstavuji cetnosti hodnot zkoumané proménné
7 a Cervend kiivka zndzorfiuje idedlni normalni rozdéleni dat. Dle histogramii data
normdln¢ rozd€lena nejsou, dokonce vykazuji rizné typy Spicatosti a Sikmosti a
pfitomnost odlehlych hodnot. Tento fakt potvrzuji rovnéz krabicové grafy hodnot na
Obr. 5.28 a grafy normality s vypoctenymi kritickymi hodnotami Shapiro-Wilkova testu
normality (SW-W), viz pfiloha B. Pro asymetricky rozdélena data je vhodné zvolit jako
ukazatele centralni tendence median, ktery neni pfili$ citlivy k odlehlym hodnotam jako
aritmeticky primér [171]. Vedle centralni tendence umozinuje krabicovy graf posoudit
rozptylenost dat. Krabicku tvoii 50 % dat, uvnitf je median, dolni hrana krabicky
ptredstavuje prvni kvartil (Qi, percentil 25 %), horni hrana tfeti kvartil (Qui, percentil 75
%), vousy grafu minimum a maximum nalezené v datech. S vylou¢enim priméru jako
ukazatele stiedu dat je nutné zamitnout také pouziti rozptylu a smérodatné odchylky k
popisu rozptylenosti dat. Misto nich lze zvolit interkvartilové rozpéti, tedy rozdil mezi
ttetim a prvnim kvartilem (Qu-Qi) a medianovou absolutni odchylku MAD. MAD se
vypocita jako median z absolutnich odchylek jednotlivych méfeni od medianu dat a
nasobenym piislusnym koeficientem podle rovnice (5.25) [171],[172]:

MAD = 1,4826 - median{|x; — median(x)|} (5.25)
Vsechny vySe uvedené charakteristiky ¢asové konstanty 7 pro zkoumané vzorky

v ramci vSech tfi méficich metod jsou piehledné shrnuty v piiloze C.1. V piiloze C.2 je
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obdobn¢ shrnuta popisnd statistika pro modelovou konstantu €. V prvnim sloupci
tabulky je uveden pocet platnych vzorku, tj. vybér reprezentativniho souboru dat
pouzity pro statistickou analyzu. V dal$ich sloupcich je pak srovnani ukazateli centralni
tendence a rozptylenosti dat, tj. median a jeho absolutni odchylka MAD, primeér,
nalezené minimum a maximum v datech, vypoctené hodnoty dolniho (Qi) a horniho
kvartilu (Qui) a interkvartilové rozpéti (Qin — Q).
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Obr. 5.28 Krabicové grafy ¢asové konstanty 7 pro vzorky Histoacrylu a jeho olejnatych smési

zjisténych jednotlivymi méficimi metodami.

Z vysledki popisné statistiky je zfejmé, Ze nejvétsi rozptyl vykazuji vzorky
¢istého Histoacrylu, a to v ramci vSech méficich metod. S tim souvisi i vétsi odchylka
medianu, kdy MAD je vétSinou az 2x vyssi nez u olejnatych smési lepidla. Zaroven se
ukazuje, ze vzorky Histoacrylu vykazuji celkové nejdelsi ¢asovou konstantu.

Dalsi srovnani charakteristik vzorkd a identifikovani vztahd mezi nimi umoziuje
statistické testovani. S ohledem na validitu vysledki je dalezitym krokem vybér
vhodného statistického testu. Chceme-li srovnat vice vzorkd najednou, je potieba volit
test pro vice nez dva vybéry, tedy z kategorie analyzy rozptylu. Nenormalni rozdéleni
dat zavrhuje pouziti parametrickych testli. Neparametrickou obdobou analyzy rozptylu
je Kruskal-Wallisav test [173]. Za piedpokladu nezavislosti pozorovanych hodnot lze
testovat nulovou hypotézu Ho, postavenou na shod¢é vybérovych distribu¢nich funkci
srovnavanych souborti podle (5.26). Alternativni hypotéza H; pak zni, ze alespon jedna
distribu¢ni funkce bude odlisna:

Hy: Fyise. () = Fix75(X) = Frixso(X) = Frixas (x) (5.26)
H,: Alespon jedna F;(x) se lisi od ostatnich (5.27)

Postup testu je nasledujici: Zakladem je sdruzeny ndhodny vybér, zahrnujici
hodnoty ze vSech m skupin (celkem tedy n hodnot). Hodnoty se vzestupné usporadaji a
kazdé z nich se pfifadi potfadi ve sdruzeném vybéru. V dalsim kroku se vypocitaji
koeficienty T jako soucty pofadi hodnot z i-té¢ skupiny. Testovaci statistika Kruskal-
Wallisova testu H méfi rozdilnost priméru poradi ve skupinach podle rovnice (5.28):

(5.28)

12 (T;)?
H =n(n+1)zi: n; —3(+ D)
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Nulova hypotéza Ho je zamitnuta na hladiné vyznamnosti a Vv piipade¢, ze hodnota
testovaciho kritéria H je v&tSi nez kriticka hodnota (kvantil) pfislusné hladiny
vyznamnosti a. Pro velmi malé velikosti souboru (méné nez 5 hodnot ve skuping) se
kritické hodnoty testu uvadéji ve specialnich tabulkach, jinak Ize distribuci H
aproximovat Pearsonovym y? rozd&lenim s m-1 stupni volnosti, viz (5.29):

h(a,m—1) = y*(a,m—1) (5.29)

Test je mozné vyhodnotit dvojim zplsobem; srovnanim testovaci statistiky
s kritickou mezi nebo srovnanim p-hodnoty vyznamnosti (po pievedeni do
pravdépodobnostni $kaly). p-hodnota vyjadiuje pravdépodobnost, ze by pii platnosti Ho
testova statistika nabyla hodnoty, jaka vySla z dat, nebo hodnoty jesté extrémnéjsi.
Tedy ¢im je p-hodnota testu mensi nez a, tim mensi je pravdépodobnost platnosti Ho,
nebot’ ma malou oporu v pozorovanych datech, a miizeme ji zamitnout.

Jestlize zamitneme Ho, je potfeba rozhodnout, které dvojice skupin se vyznamné
lisi. K tomu slouzi test mnohonasobného porovnani primérného potradi pro vSechny
skupiny. Srovnavaci test lze vyhodnotit dvojim zptisobem; pomoci z’-skére nebo p-
hodnot. Vypocet z” hodnot pro srovnani dvou skupin u a v uvadi rovnice (5.30) [173],

Ti . o oo : < o .,
kde t; = n—‘ je pramér poradi skupin a n,, n,, pocet hodnot ve srovnavanych skupinach:
i

- |ty — tyl (5.30)
wy 1 (1 1
S+ +D

Ny

Vypoctené z -skore se srovna s hodnotou kvantilu normalniho standardizovaného
rozdéleni pro vicendsobné porovnavani z,(m), kterou lze vyhledat ve statistickych
tabulkach (napt. [174]) nebo vypocist pomoci statistického softwaru. Rozdil hodnot u-té
a v-t¢ skupiny je vyznamny, pokud z", ,, > z,(m). Z'-skére mizeme také prevést na p-
hodnoty podle (5.31) a vyhodnotit test srovnanim hladin vyznamnosti:

p =p@)k(k—1), (5.31)
kde p(z) =2(1-P(Z < 2)) (5.32)

Vysledky Kruskal-Wallisova testu uvadi tabulky Tab. 5.9 pro data z DS, Tab.
5.11 pro data z IR spektroskopie a Tab. 5.13 pro data z THz spektroskopie. Test byl
vyhodnocen srovnanim hodnoty H s kritickou hodnotou x2(0,05; 3) = 7,8153. U
vSech tfi metod vysel test vyznamné (p < 0,05), zamitame tedy Ho, ze vSechny 4
skupiny vzorkll pochazeji zrozdéleni se stejnou distribucni funkei, a lze fici, ze se
Casové konstanty jednotlivych typa vzorka (Histoacryl a jeho smési), vzajemné lisi.

Zaveér Kruskal-Wallisova testu je obecny a vztahy mezi kazdou dvojici vzorkt je
mozné dale analyzovat testem vicendasobného porovnani. Srovnani bylo provedeno jak
pomoci z’-skore, tak p-hodnot u vSech méfenych metod, nicméné pro snadnéjsi
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interpretaci vysledkt jsou uvedeny pouze p-hodnoty testu v Tab. 5.10 pro data z DS,
Tab. 5.12 pro data z IR spektroskopie a Tab. 5.14 pro data z THz spektroskopie.
Tabulky z-skore jsou pak shrnuty v ptiloze D. Statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami jsou Vv tabulkach zvyraznény cCervené. V piipad¢é z'-skore jde o srovnani
s hodnotou kvantilu z, 45(4) = 2,639, u p-hodnot se stanovenou hladinou vyznamnosti
a = 0,05, tzn. vyznamné jsou oznaceny vztahy, pro néz plati z" > 2,639 a p < 0,05.

Tab. 5.9 Souhrn vysledkt Kruskal-Wallisova testu pro modelova data z DS.

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test: H ( 3, N= 66) =19,15926 p =0,0003

Kod nplatnych  Soucet pofadi T  Primér poradi t

Histoacryl 101 18 827 45,94444
mix75 102 19 603 31,73684
mix50 103 19 651 34,26316
mix25 104 10 130 13,00000

Tab. 5.10 Vysledky testu vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova pro ¢asovou
konstantu z z modelovych dat DS.

p-hodnota  Histoacryl mix75 mix50 mix25
Histoacryl 0,146631 0,385836 0,000081
mix75 0,146631 1,000000 0,074861
mix50 0,385836  1,000000 0,027476
mix25 0,000081 0,074861 0,027476

Z vysledku vicenasobného porovnani skupin vzorki u DS je ziejmé, Ze nejvice se
od ostatnich odliSuje vzorek mix25, tedy smés Histoacrylu s nejvétSim podilem oleje.
Casova konstanta je nejkratii a jednozna¢né se lisi od Histoacrylu i vzorku mix50
s polovi¢nim zastoupenim obou slozek. U vzorku mix75 test sice vyznamné nevysel,
nicméné p-hodnoty maji k hranici zamitnuti Ho velmi blizko.

Tab. 5.11 Souhrn vysledki Kruskal-Wallisova testu pro modelova data z IR spektroskopie.

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test: H ( 3, N= 38) =20,47894 p =0,0001

Kéd nplatnych  Soucet pofadi T  Pramér poradi t

Histoacryl 101 7 221 31,57143
mix75 102 10 205 20,50000
mix50 103 11 90 8,18182
mix25 104 10 225 22,50000

Tab. 5.12 Vysledky testu vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro
¢asovou konstantu 7 z modelovych dat IR spektroskopie.

p-hodnota  Histoacryl mix75 mix50 mix25
Histoacryl 0,259308 0,000081 0,585838
mix75 0,259308 0,067107 1,000000
mix50 0,000081 0,067107 0,019142
mix25 0,585838 1,000000 0,019142
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Tab. 5.13 Souhrn vysledk Kruskal-Wallisova testu pro modelova data z THz spektroskopie.

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test: H ( 3, N= 66) =32,03690 p =0,0000

Kod nplatnych  Soucet pofadi T  Primér poradi t

Histoacryl 101 8 415 51,87500
mix75 102 15 252 16,80000
mix50 103 21 530 25,23810
mix25 104 22 1014 46,09091

Tab. 5.14 Vysledky testu vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro
¢asovou konstantu 7 z modelovych dat THz spektroskopie.

p-hodnota  Histoacryl mix75 mix50 mix25
Histoacryl 0,000180 0,005030 1,000000
mix75 0,000180 1,000000 0,000031
mix50 0,005030  1,000000 0,002219
mix25 1,000000 0,000031 0,002219

U IR spektroskopie test mnohondsobného porovnani poukazuje na nejvetsi
odlisnost vzorku mix50. Nejvyznamnéj$i je odchylka od samotného Histoacrylu a
potvrzena je i u vzorku smési mix25. Test srovnavajici dvojici vzorkli mix50 a mix75
vyznamné nevySel, ale p-hodnoty sahaji velmi blizko k hranici zamitnuti Ho. U THz
spektroskopie zamitime Ho o podobnosti ¢asovych konstant téméf u vSech vzorkl
s vyjimkou dvojice Histoacrylu a mix25 a dvojice mix75 a mix50.

Dalsi otazkou bylo, zda jsou ¢asové konstanty konkrétnich vzorkd srovnatelné i
mezi jednotlivymi metodami. Zamérem je tedy srovnat ¢asové konstanty zjisténé vSemi
metodami. Opétovné lze pouzit Kruskal-Wallisiv test na stejna data naméfenych
Casovych konstant s tim rozdilem, Ze budou ¢lenény podle méfici metody jako nezavislé
promé&nné. Nulova hypotéza Ho je postavena na shodé vyberovych distribucnich funkci
srovnavanych souborid podle (5.33), tedy c¢asovych konstant zjisténych pouzitymi
spektroskopickymi metodami (DS, FTIR, THz). Alternativni hypotéza pak pracuje
s variantou odli$nosti alespon jedné distribu¢ni funkce nékteré z méficich metod.

Hy: Fps(x) = Fprir(x) = Fry,(x) (5.33)
H,: Alesporn jedna F;(x) se lisi od ostatnich (5.34)

Vysledky testu shrnuji tabulky Tab. 5.15 pro ¢isty Histoacryl, Tab. 5.16 pro smés
mix75, Tab. 5.18 pro mix50 a Tab. 5.20 pro mix25. Pfi hodnoceni testu byla pouzita
tabelovana kriticka hodnota h(0,05; 2) = x¥2(0,05; 2) = 5,9918. U vsech vzorkd,
s vyjimkou ¢istého Histoacrylu, vysel test vyznamné (p < 0,05), tedy ¢asova konstanta
vzorku nema stejné rozlozeni hodnot u v§ech méfenych metod.

Pro podrobné&jsi analyzu byl u vzorkli smési aplikovan test vicenasobného
porovnani, vysledky uvadi Tab. 5.17 pro mix75, Tab. 5.19 pro mix50 a Tab. 5.21 pro

mix25. Pro snadngjsi interpretaci jsou opét uvedeny pouze tabulky p-hodnot, i kdyz se
vychézi ze z’-skore, které je nasledné prepocitano do pravdépodobnostni skaly, jak bylo
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popsano diive. Nejcastéji se od ostatnich odlisuje 7 dat z THz spektroskopie (u mix75 a
mix25), u vzorku mix50 naopak vy¢niva 7 dat z IR spektroskopie.

Tab. 5.15 Kruskal-Wallistv test zji$t'ujici rozdilnost 7 sitovani Histoacrylu pro v§echny métici
metody (DS, FTIR, THz).

Kruskal-Wallis ANOVA zaloZzena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: metoda
Kruskal-Wallistv test: H ( 2, N= 33) =3,681245 p =0,1587

Kod nplatnych  Soucet poradi T  Prumeér poradi t

DS 101 18 261 14,50000
FTIR 102 7 121 17,28571
THz 103 8 179 22,37500

Tab. 5.16 Kruskal-Wallistv test zjist'ujici rozdilnost ¢asovych konstant 7 sitovani smési mix75
pro vSechny méfici metody (DS, FTIR, THz).

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: metoda
Kruskal-Wallisv test: H ( 2, N= 44) =8,968953 p =0,0113

Kod nplatnych  Soucet poradi T  Prumeér poradi t

DS 101 19 515 27,10526
FTIR 102 10 258 25,80000
THz 103 15 217 14,46667

Tab. 5.17 Test vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou
konstantu z smési mix75.

DS FTIR THz
DS 1,000000 0,013171
FTIR  1,000000 0,092044

THz  0,013171 0,092044

Tab. 5.18 Kruskal-Wallistv test zjist'ujici rozdilnost ¢asovych konstant 7 sitovani smési mix50
pro viechny méfici metody (DS, FTIR, THz).

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: metoda
Kruskal-Wallistv test: H ( 2, N=51) =14,45754 p =0,0007

Kéd nplatnych  Soucet pofadi T Primér poradi t

DS 101 19 636 33,47368
FTIR 102 11 133 12,09091
THz 103 21 557 26,52381

Tab. 5.19 Test vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou
konstantu z smési mix50.

DS FTIR THz
DS 0,000440 0,419419
FTIR  0,000440 0,027283

THz  0,419419 0,027283
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Tab. 5.20 Kruskal-Wallistv test zji$t'ujici rozdilnost ¢asovych konstant  sitovani smési mix25
pro v8echny méfici metody (DS, FTIR, THz).

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau [s], nezavisla proménna: metoda

Kruskal-Wallistv test: H ( 2, N= 42) =25,05249 p =0,0000

Kod nplatnych  Soucet poradi T  Primeér poradi t

DS 101 10 75 7,50000
FTIR 102 10 168 16,80000
THz 103 22 660 30,00000

Tab. 5.21 Test vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou
konstantu z smési mix25.

DS FTIR THz
DS 0,270160 0,000005
FTIR 0,270160 0,014351

THz  0,000005 0,014351

Pro lepsi piedstavu podobnosti rozlozeni hodnot 7 zjisténych méficimi metodami
u jednotlivych vzorki slouzi krabicové grafy, viz Obr. 5.29. Grafické zobrazeni
zvyraziuje vzajemné odchylky rozloZeni téhoz parametru méteného riiznymi metodami.
Nejvetsi variabilita dat je zfejma u Cistého Histoacrylu, ktery ma nejSirsi interkvartilové
rozpéti pro z, a to u vSech metod.
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Obr. 5.29 Krabicové grafy ¢asové konstanty 7 zjisténé méticimi metodami pro kazdy typ vzorku.
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5.6.2 Histoacryl pfi reakci s Zivo¢iSnou tkani

Kinetika sitovani Histoacrylu (v¢. jeho olejnatych smési) pii reakci s ZivocisSnou tkani
podstatné méni sviij charakter, jak bylo popsano v kap. 5.5.3. VVzhledem k pouziti velmi
dobie vodivé zZivocisné tkané nasycené fyziologickym roztokem nemohla byt do méteni
zatazena také metoda dielektrické spektroskopie jako u ptedchoziho experimentu.
Casové zavislosti méfenych parametri ziskané IR spektroskopii a THz spektroskopii
byly modelovany biexponencialni funkci se 4 parametry ci, C2 a ki, k2. Stejné jako u
sigmoidni funkce zustavaji stéZejnimi parametry casové konstanty 71 a 72, jejichz
hodnoty se odréazi v zaktiveni obou exponencidl a vystihuji rychlost sledované reakce.

Prvni fazi statistické analyzy je graficky nahled rozlozeni hodnot parametri 7; a
72. Histogramy cCetnosti a normalni pravdépodobnostni grafy (v¢. SW-W testu) pro
hodnoty 71 a 72 u jednotlivych vzorka uvadi pfiloha A a B proméfeni THz i IR
spektroskopii. Z grafické analyzy je ziejmé, Ze data nemaji normalni rozdéleni a jako
ukazatele centralni tendence dat neni vhodné pouzit primér a dalsi charakteristiky z néj
vychazejici. Stfedni hodnotu dat 1épe reprezentuje median a jako miry rozptylenosti
MAD a kvartily obdobné jako u dat Cistého Histoacrylu a jeho olejnatych smési.
Parametry jsou graficky prezentovany v podobé¢ krabicovych grafti na Obr. 5.30 pro IR
spektroskopii a Obr. 5.31 pro THz spektroskopii. VSechny numerické charakteristiky
jsou shrnuty v ptiloze C.3 pro IR spektroskopii a C.5 pro THz spektroskopii. Popisna
statistika parametri C1, C2 je pro obé méfici metody uvedena v pfilohach C.4 a C.6.
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Obr. 5.30 Krabicové grafy ¢asovych konstant 71 a 72 z IR spektroskopie pro vzorky Histoacrylu
(Histpork) a jeho olejnatych smési (mixpork) pfi reakci s zivo€isnou tkani.
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Obr. 5.31 Krabicové grafy ¢asovych konstant 71 a 7> z THz spektroskopie pro vzorky Histoacrylu
(Histpork) a jeho olejnatych smési (mixpork) pii reakci s zivo€isnou tkani.
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Ve srovnani s pfedchozim experimentem vykazuji vzorky Histoacrylu (Histpork)
mnohem mensi rozptylenost dat, a to i vic¢i ostatnim vzorkim (mixpork) v ramci obou
meéfenych metod. Zatimco mediany casovych konstant u IR spektroskopie jsou si napiic
vSemi vzorky velmi podobné, u THz spektroskopie tomu tak jiz neni a objevuje se
rostouci tendence c¢asovych konstant s pfibyvajicim mnozstvim oleje ve vzorku.
Vyjimkou je ovSem vzorek mix25pork, u n¢hoz jsou ¢asové konstanty srovnatelné se
vzorkem Histpork nebo dokonce i kratsi. Zda se hodnoty 71 a 72 jednotlivych vzorkt
skute¢né 1isi, bylo posouzeno Kruskal-Wallisovym testem.

Tab. 5.22 a Tab. 5.23 uvadi vysledky Kruskal-Wallisova testu srovnavajiciho
Casové konstanty 71 a 72 z modelu dat IR spektroskopie. Hodnota testu H je v obou
ptipadech mensi neZ kriticka hodnota h(0,05; 3) = 7,8153, zaroven p > 0,05, proto
nemiiZzeme zamitnout Ho, Ze vSechny 4 skupiny vzorkili pochazeji z rozdéleni se stejnou
distribu¢ni funkci. Rozdily ¢asovych konstant v ramci jednotlivych vzorki nejsou nijak
vyrazné. Zda se tedy, Ze po pfidani ZivociSné tkané ke vzorkiim Histoacrylu i jeho smési
probiha reakce podobnou rychlosti.

Tab. 5.22 Souhrn vysledka Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou konstantu 71 ziskanou
modelovanim dat z IR spektroskopie.

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau1 [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test:H ( 3, N= 39) =3,849456 p =0,2782

Koéd nplatnych Soucet pofadi T  Primér poradi t

Histpork 101 9 135 15,00000
mix75pork 102 9 188 20,88889
mix50pork 103 10 185 18,50000
mix25pork 104 11 272 2472727

Tab. 5.23 Souhrn vysledki Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou konstantu 7, ziskanou
modelovanim dat z IR spektroskopie.

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau2 [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test:H ( 3, N= 39) =2,370482 p =0,4992

Koéd nplatnych  Soucet pofadi T  Primér poradi t

Histpork 101 9 187 20,77778
mix75pork 102 9 180 20,00000
mix50pork 103 10 157 15,70000
mix25pork 104 11 256 23,27273

Kruskal-Wallisiiv test byl pouzit rovnéz pro srovnani casovych konstant
biexponencialniho modelu dat z THz spektroskopie. Hodnota testu H je v pfipadé 71
vyssi nez kriticka hodnota h(0,05; 3) = 7,8153 a lze tedy zamitnout Ho, coZ potvrzuje
I p < 0,05, viz Tab. 5.24. Nasledujici test mnohonasobného porovnani hodnot Kruskal-
Wallisova testu (z'-skore v ptiloze D a p-hodnoty v Tab. 5.25) poukazuje na nejvetsi
odchylku vzorku mix50pork od Histpork. V piipad¢ srovnani 72 je hodnota testu tésné
pod kritickou hranici, nicméné nejde 0 dostate¢né silny dikaz k zamitnuti Ho (p >
0,05). Rozdil 72 napti¢ vzorky tedy neni vyznamny.
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Tab. 5.24 Souhrn vysledkt Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou konstantu 71 ziskanou
modelovanim dat z THz spektroskopie.

Kruskal-Wallis ANOVA zaloZzena na poradi
Zavisla proménna: taul [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test:H ( 3, N=42) =11,83540 p =0,0080

Koéd nplatnych  Soucet pofadi T  Primér poradi t

Histpork 101 15 204 13,60000
mix75pork 102 11 258 23,45455
mix50pork 103 10 304 30,40000
mix25pork 104 6 137 22,83333

Tab. 5.25 Vysledky testu vicenasobného porovnani p-hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ;
modelovych dat THz spektroskopie.

p-hodnota Histpork  mix75pork mix50pork  mix25pork

Histoacryl 0,258071 0,004772 0,715224
mix75pork  0,258071 1,000000 1,000000
mix50pork  0,004772 1,000000 1,000000

mix25pork  0,715224 1,000000 1,000000

Tab. 5.26 Souhrn vysledki Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou konstantu 7, ziskanou
modelovanim dat z THz spektroskopie.

Kruskal-Wallis ANOVA zalozena na poradi
Zavisla proménna: tau2 [s], nezavisla proménna: vzorek
Kruskal-Wallistv test:H ( 3, N= 42) =7,546907 p =0,0564

Koéd nplatnych Soucet pofadi T  Primér poradi t

Histpork 101 15 337 22,46667
mix75pork 102 11 231 21,00000
mix50pork 103 10 274 27,40000
mix25pork 104 6 61 10,16667

Dalsi otazkou je, zda parametry 71 a 72 budou shodné, at’ zvolime k méfeni IR
spektroskopii ¢i THz spektroskopii. Zkoumame tedy rozloZeni parametru ve dvou
skupinach, ovSem nejedna se o parova data. Vzhledem k nenormalnimu rozdéleni dat
musime opé&t volit neparametricky test pro 2 nezavislé vybéry, nabizi se tedy Mann-
Whitney U test, ktery je obdobou dvouvybérového Wilcoxonova testu [171]. Obecné,
Mann-Whitney U test porovnava kazdou hodnotu parametru z prvni skupiny xi s kazdou
hodnotou z druhé skupiny yi. Koneény pocéet porovnanych dvojic je nxny [171]. Testuje
se nulovd hypotéza Ho, ze vybéry pochézeji ze stejné populace a maji stejné stfedni
hodnoty. Ackoliv jde o neparametricky test, pfedpokladem pouziti je, ze se tvar
rozlozeni obou skupin vyrazné nelisi, coz lze zkontrolovat napt. na histogramech.

Pocate¢ni kroky jsou stejné jako u Wilcoxonova testu. Prvni je vytvoren sdruzeny
vybér, tedy vzestupné usporadani vsech hodnot z obou skupin do jednoho vektoru délky
nx + Ny, pfitom oznaceni skupin se voli tak, aby platilo nx > ny. Vypocteme soucet poradi
hodnot v kazdé skupiné, tj. Tx pro hodnoty x a Ty pro y. Mann-Whitney test vychazi
z tzv. U statistiky dle rovnic (5.35) a (5.36). Je stanovena hodnota U = min (U,, U,),
ktera je porovnana s tabelovanou kritickou hodnotou pro Mann-Whitneytv test; je-li U
mensi nebo rovno kritické hodnot¢, pak na stanovené hladin€¢ vyznamnosti o zamitame
Ho o totoZnosti distribu¢nich funkci zkoumanych vybért.
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n,(n,+1 5.35
Ux=nxny+—X(x )—T ( )

2 X
n,(n, +1) (5.36)

U, = nxny+%—Ty
Uy + U, = nyn, (5.37)

Mann-Whitneyuv test ve Statistice dale pocita také podrobnéjsi z-statistiku. Pokud
je poCet vzorki dostateCné velky (n,n, > 20), pak miZe byt pouZita aproximace
normalnim rozdélenim No(0,1), pro jehoz stiedni hodnotu E(U) a rozptyl D(U) plati
vztahy (5.38) a (5.39). Testovaci z-statistiku pak Ize obecné vypocist ze vztahu (5.40).
Software Statistica vyuziva pfi aproximaci No(0,1) navic korekeci na nespojitost a z-

statistika mé tedy tvar rovnice (5.41), pricemz — se picita, pokud U — E(U) <2,
V opa¢ném piipad¢ se % odecte [175]. Pro lepsi interpretaci vysledkl Ize rovnéz zjistit
ptislusnou p-hodnotu ptevedenim hodnoty z do pravdépodobnostni skaly.

E(U) = %nxny (5.38)
D) = %nxny(nx +n, +1) (5.39)
7 = U_—E(U) (5_40)
JD()
U-EU)t; (5.41)

JD)

Shrnuti vysledkti Mann-Whitneyho testu pro data Histpork uvadi Tab. 5.27.
V tabulce jsou uvedeny vysledky pro obé ¢asové konstanty zaroven. Prvni dva sloupce
uvadi soucet pofadi u jednotlivych metod (Tx, Ty), dale hodnoty U a z-statistiky,
odpovidajici hodnotu p asymptotického testu (pfi aproximaci No(0,1)), pocet platnych
méfeni pro kazdou metodu (nx, Ny) a tzv. presna p-hodnota vychazejici z jednostranného
testu. Pokud jsou obé uvedené p-hodnoty pfiblizné stejné, pak piislusna aproximace se
jevi jako vhodna pro dand data. Pfesna p-hodnota miize byt odhadnuta rtiznym
zpusobem; nékdy lze vyuzit tabulky kritickych hodnot pro pfislusny test na dané
hladin¢ vyznamnosti, mnohdy jsou vSak vypoCty piesnych hodnot natolik pocetné
naroc¢né, ze jsou bez pomoci vypocetni techniky téméf neproveditelné [171].

Vysledky Mann-Whitneyho testu uvadi Tab. 5.28 pro data mix75pork, Tab. 5.29
pro mix50pork a Tab. 5.30 pro mix25pork. Vyznamné vysledky testll jsou vyznaceny
cervené (p < 0,05). V téchto piipadech lze zamitnout Ho o shodé stfednich hodnot
zkoumanych skupin. Pfi rozhodovani se zaméfujeme piedev$im na hodnotu 2*1str.
presné p, které je vé€rohodné&jsi u rozsahu vybéri mensich nez 30 [175]. Vysledky
testovani poukazuji na to, Ze Casova konstanta 71 zjiSténd z meétfeni IR nebo THz
spektroskopii je u vétSiny vzorku stejna s vyjimkou vzorku mix50pork. Naopak casova
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konstanta 7> zjisténa IR a THz spektroskopii se 1isi vyznamné u vSech vzorki
s vyjimkou mix25pork.

Tab. 5.27 Mann-Whitney U Test dat Histpork dle proménné metoda (p < 0,05 ozn. ¢erveng).

Soucet Soucet U z p- n platnych n platnych 2*1str.
poradi FTIR poradi THz hodnota FTIR THz presné p
1 [S] 126 174 54 0,77517 0,438240 9 15 0,445986
1 [s] 52 248 7 -357771  0,000347 9 15 0,000069
Tab. 5.28 Mann-Whitney U Test dat mix75pork dle proménné metoda (p < 0,05 ozn. &ervené).
Soucet Soucet U z p- n platnych n platnych 2*1str.
poradi FTIR poradi THz hodnota FTIR THz presné p
1 [S] 84 126 39 -0,75974 0,447412 9 11 0,456097
1, [s] 48 162 3  -3,49479 0,000474 9 11 0,000083
Tab. 5.29 Mann-Whitney U Test dat mix50pork dle proménné metoda (p < 0,05 ozn. erveng).
Soucet Soucet U z p- n platnych n platnych 2*1str.
poradi FTIR poradi THz hodnota FTIR THz pifesné p
1. [s] 74 136 19 -2,30558 0,021135 10 10 0,018543
1, [s] 63 147 8 -3,13711 0,001706 10 10 0,000725
Tab. 5.30 Mann-Whitney U Test dat mix25pork dle proménné metoda (p < 0,05 ozn. ¢erveng).
Soucet Soucet U z p- n platnych n platnych 2*1str.
poradi FTIR poradi THz hodnota FTIR THz presné p
1. [s] 101 52 31 0,150756 0,880169 11 6 0,883646
1, [s] 104 49 28 0,452267 0,651077 11 6 0,660472

Vysledky Mann-Whitneyho testu lze ovéfit vizualné pomoci krabicovych graft

(Obr. 5.32). Na prvni pohled je zfejmé, Zze Casové konstanty ziskané z modelt dat
méfenych THz spektroskopii vykazuji mnohem veétsi rozptylenost ve srovnani s daty
z IR spektroskopie. Medidny casové konstanty 71 jsou u obou metod relativné blizké,
zatimco Casova konstanta 72 métena THz spektroskopii je ve vétSiné pripadl delsi nez u
IR spektroskopie.
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Obr. 5.32 Krabicové grafy srovnavajici ¢asové konstanty 71 a 72 zjisténé u jednotlivych vzorki

metodami IR a THz spektroskopie.
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5.7 Charakterizace struktury tkanového lepidla

Predchozi kapitola se zabyvala kinetikou tkanového lepidla a srovnanim casovych
konstant ziskanych modelovanim métenych pribéhid pomoci statistické analyzy.
Z vysledkt vSak neni zcela zfejmy vztah mezi mnozstvim oleje ptidaného ke vzorku
lepidla a rychlosti sitovani. K lep§imu porozuméni pti¢iny chovani jednotlivych vzorkt
muze prispét mikroskopicka analyza jejich konecné zesitované struktury.

5.7.1 Svételna mikroskopie

Pro pozorovani struktury lepidla a jeho olejovych smési byly prislusné vzorky naneseny
na mikroskopicka podlozni sklicka a ponechany cca 60 minut zcela vytvrdit. Zesitované
vzorky pak byly pozorovany mikroskopem Zeiss Axio Scope.Al v transmisnim reZzimu
pii zvétSeni 5x, 20x a 40x. Snimky jednotlivych vzorkd uvadi Obr. 5.33 (Cisty
Histoacryl), Obr. 5.34 (mix75), Obr. 5.35 (mix50) a Obr. 5.36 (mix25).

@) (b) ‘ ©

Obr. 5.33 Snimky ¢istého Histoacrylu ziskané svételnym mikroskopem v transmisnim rezimu
postupnym zvé&tSovanim vyznacené oblasti zajmu: 5x (a), 20x (b) a 40x (c).

T

Obr. 5.34 Snimky smési MIX75 ziskané svételnym mikroskopem v transmisnim rezimu
postupnym zvétSovanim vyznacené oblasti zajmu: 5x (a), 20x (b) a 40x (c).

(@) “(b) ©

Obr. 5.35 Snimky smési MIX50 ziskané svételnym mikroskopem v transmisnim rezimu
postupnym zvétSovanim vyznacené oblasti zajmu: 5X (a), 20x (b) a 40x (c).
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Obr. 5.36 Snimky smési MIX25 ziskané svételnym mikroskopem v transmisnim rezimu

postupnym zvétSovanim vyznacené oblasti zajmu: 5x (a), 20x (b) a 40x (c).

Kontrast snimki pfi téchto méfenich je dan absorpci svétla denznich struktur ve
vzorku. U ¢istého lepidla byl kontrast nejhorsi (viz Obr. 5.33) a i siln&jsi vrstva lepidla
byla ve svétlém poli téméf transparentni, coz ztézovalo podrobnéjsi zkoumani struktury.
Naopak okraj vzorku, kde byla vrstva latky nejtenci, poskytoval nejlepsi obraz
polymernich ¢astic uspotadanych do husté sité fetézovych ttvart. Ptirozené tenci vrstva
na okraji ma lepsi pfistup k okolni vlhkosti a dokéaze ji 1épe absorbovat za vzniku husté
polymerni sité. U silngjsi vrstvy ve stfedu vzorku je dalsi prunik vlhkosti blokovan
tenkou vrstvou zesitovaného polymeru na povrchu, coz celkové zpomaluje vytvrzovani
uvniti vzorku. Ze snimki 1ze odhadovat velikost ¢astic v fadech jednotek pm.

Ptidanim olejové sloZzky do lepidla se kontrast vzorku jednoznaéné zvysil a lze
pozorovat strukturu vzorku jiz pfi nejmensim zvétseni. Nejlépe pozorovatelné jsou opét
denzni struktury na okraji vzorku, kde je sit’ ¢astic nejhustsi. U vSech smési se objevuji
jasn¢ ohrani¢ené tmavé a svétlé utvary, pricemz vyskyt tmavych stop se zvysuje
s rostoucim pifidavkem olejové slozky ve vzorku. Ze snimkil je zfejma heterogenita
smeési, ale neni mozné na zakladé mikroskopického zobrazeni jednoznacné rozlisit
olejovou slozku od lepidla. Za tcelem identifikace jednotlivych oblasti vzorku byla
pouzita Ramanova spektroskopie a k podrobn&jSimu zkoumani vnitinich struktur také
konfokalni mikroskopie.

5.7.2 Ramanova spektroskopie

Z mikroskopickych pozorovéani je ziejma heterogenita olejnatych smési tkanového
lepidla, avsak nelze jednoznaéné identifikovat jednotlivé slozky, proto bylo pouzito
mapovani Ramanovou spektroskopii, které dokaze na zdklad¢ spektralni analyzy urcit
zastoupeni jednotlivych slozek ve vzorku. Ramanova spektroskopicka meéfeni byla
provedena na Ramanové mikroskopu inViaBasis s pouzitim budiciho diodového laseru
NIR na vinové délce 785 nm a s maximalnim vykonem 300 mW. Kazdy bod vzorku byl
zméfen objektivem se zvétSenim 20x, vV 5 akumulacich pifi expoziénim ¢ase CCD
detektoru 2 sekundy a s rozliSenim 1,5 um v 0se X a y. Nastaveni systému bylo totozné
pro viechny vzorky a skenovéni probéhlo v rozsahu vlno&td 700 az 1800 cm™.

V prvnim kroku bylo zméfeno Ramanovo spektrum ¢istého makového oleje a
Histoacrylu, viz Obr. 5.37. Spektra se od sebe podstatné lisi a v kazdém lze nalézt
oblasti s vyznamnou intenzitou charakterizujici danou latku. Piehled vibraénich maxim
ve spektrech obou latek uvadi Tab. 5.31. Pomineme-li oblasti pfekryvu vibracnich
maxim obou latek, Histoacryl mize byt charakterizovan maximy na vino¢tech 845, 936,
1058, 1127, 1452 a 1750 cm™, zatimco u makového oleje dominuji vinoéty 1080, 1265
a 1658 cm™. Pravé zminéné oblasti jsou kliové pro identifikaci jednotlivych slozek pfi
nasledném Ramanové mapovani smési.
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Obr. 5.37 Ramanovo spektrum Histoacrylu (dole) a makového oleje (nahote).

Tab. 5.31 Piehled dominantnich vibra¢nich maxim v Ramanovych spektrech Histoacrylu (H) a
makového oleje (O).
Typy vibraci byly uréeny podle [176], [177], [178] a [179].

prislusnost vibracniho maxima ve
vlnoéet Ramanova posunu [cm-!] typ vibrace spektru (x pfitomen, - nepfitomen) | 4o minance
Histoacryl makovy olej
840 - 845 C=C stretching X X (slaby) H
936 X - H
C-O stretching
1058 X - H
1080 C-C stretching - X (0]
1127 C-O stretching X - H
deformace CH vazeb
1265 cis-dialkyl etylend - X 0
(CH=CH)
1302 X X prekryv
1223 deformace CH; a CH3 » » prekryv
vazeb
1452 X - H
stretching cis-dialkyl
1658 C=C vazeb i X ©
1745 - 1750 C=0 stretching X X (slaby) H

Pii Ramanové mapovani je postupné prochazena zvolena oblast zajmu ve vzorku,
vV kazdém bodé se zméii intenzita spektra a porovnava se podobnost s jiz zndmymi
spektry jednotlivych slozek. Na zdklad¢ srovnani je bod pfifazen k ptislusné latce.
Ramanovu mapu pro smés mix75 a mix50 uvadi Obr. 5.38. Na zakladé podobnosti se
znamymi spektry dvou hlavnich komponent byly skenované body barevné rozliSeny,
tedy Cervenou pro olej a zelenou pro lepidlo. Na ziskanych mapach 1ze pozorovat, Ze ve
svétlych oblastech mikroskopického obrazu vzorku pievazuje pravé Histoacryl, zatimco
olej jednoznaéné dominuje v tmavych oblastech.
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Obr. 5.38 Ramanova mapa pro smés mix75 (a) a mix50 (b).
Skenovana oblast zajmu je v ¢ernobilém mikroskopickém obrazku vyznacena barevné na zakladé
shody spektra zméfeného v daném bodé se spektrem oleje (Cervena) nebo Histoacrylu (zelend).

5.7.3 Konfokalni mikroskopie

Podrobnéjsi zobrazeni struktury vzorkl a vyssi rozliSeni umoznil konfokalni mikroskop
Zeiss LSM 700. Vzorky byly analyzovany objektivem C Epiplan-Apochromat 50x/0.95
DIC M27, nastavené parametry skenovani shrnuje Tab. 5.32. Vysledné 2D a 3D snimky
vzorki uvadi Obr. 5.39 az Obr. 5.42.

Tab. 5.32 Nastaveni parametra skenovani na konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 700.

Parametr Hodnota

RozliSeni 0sy X,y a z X: 0,109 um; y: 0,109 um; z: 0,102 um

Rozméry obrazu x: 512 px, y: 512 px, z: individualni podle tloustky skenované vrstvy
Zoom skenovani 2,3

Velikost konfokalni clony 12 um
Zesileni detektoru 480 — 510
Digitalni zesileni 1,16 -1,24

(a) (b)
Obr. 5.39 2D obraz fezu ten¢i vrstvou (9 pm) vzorku Histoacrylu (a) a jeho rekonstruovany
konfokalni 3D snimek celé skenované vrstvy (b).
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(a) (b)

Obr. 5.40 2D obraz jednoho fezu vrstvou vzorku smési mix75 (a) a rekonstruovany konfokalni 3D
snimek celé skenované vrstvy o tloustce 20 um (b).

(a) (b)

Obr. 5.41 2D obraz jednoho fezu vrstvou vzorku smési mix50 (a) a rekonstruovany konfokalni 3D
snimek celé skenované vrstvy o tloustce 13 um (b).

(a) (b)
Obr. 5.42 2D obraz jednoho fezu vrstvou vzorku smési mix25 (a) a rekonstruovany konfokalni 3D
snimek celé skenované vrstvy o tloustce 13 um (b).

100



Obr. 5.39 uvadi 2D (a) a rekonstruovany 3D obraz (b) vrstvou Histoacrylu
tloustky 9 um. Na obrazcich je ziejma fetézovita formace polymeru a té€sné prilnuti
fetézcu k sobé. Kompaktnost struktury se vSak postupné vytraci s pridanim oleje, jak je
ziejmé na snimcich vzorkt smési Histoacrylu s olejovou slozkou, viz Obr. 5.40
(mix75), Obr. 5.41 (mix50) a Obr. 5.42 (mix25). Jiz u smési mix75 lze pozorovat
¢astecné rozvolnéni fetézch diky pritomnému oleji, ktery prostupuje veskery volny
prostor mezi fetézci polymeru a vytvari na povrchu hladky film, ze kterého vystupuji
ostruvky lepidla, viz Obr. 5.41 a Obr. 5.42. Olejovy film na povrchu vzorku do jisté
miry zté¢zuje mapovani a snizuje kvalitu ziskanych snimkd.

5.8 Diskuze vysledki

Cilem tohoto experimentu bylo porozumét sitovani tkanového lepidla Histoacryl,
a to objektivnim métenim fyzikalnich parametri pomoci modernich spektroskopickych
metod — THz spektroskopie, IR a dielektrické spektroskopie pii zachovani identickych
postupl a manipulace se vzorky. Sitovani polymeru totiz souvisi s ¢asovou zménou
sledovanych parametrii (atlum THz viny, absorbance u IR a disipa¢ni faktor u DS).

Pro spektroskopicka méfeni byly piipraveny vzorky cistého Histoacrylu a jeho
smési s makovym olejem oznacené mix75, mix50, mix25 podle procentudlniho podilu
lepidla v kone¢ném objemu vzorku. Vzhledem kvelmi rychlému sitovani lepidla
vlivem vzdusné vlhkosti bylo nutné manipulovat se vzorky co nejkratsi dobu. Jeding tak
bylo mozné zajistit, aby pfed samotnym umisténim vzorku na méfici krystal, resp.
elektrodu u DS, nebyl promeskan nastup vlastni reakce. Korektni pribéh reakce zavisel
velmi podstatné také na tloustce vrstvy lepidla, coz bylo ovéfeno i vlastnim méfenim.
Cim silngjsi byla vrstva lepidla, tim déle sitovani trvalo a nebylo neobvyklé, Ze ¢ast
vzorku v prubéhu méfeni neztuhla vibec, resp. tuhla v mnohem del$im c¢asovém
horizontu fadové i nékolika hodin. Tato doba vSak neni akceptovatelna pro méfeni
Z hlediska praktického pouziti lepidla. Sitovani inicializuji vodni pary a nésledna
polymerizace je nejrychlejs$i na rozhrani lepidlo/povrch a lepidlo/vzduch, kde dochazi
k pfimému kontaktu s vlhkosti. V téchto mistech vSak zaroven vznika nepropustna
polymerni vrstva, kterd brani dalSimu vniku vody dovniti vzorku, a tim 1 kompletnimu
zesitovani uvnitt vzorku. V piipadé tloustky vzorku bylo potieba zvolit kompromis;
pro uplné zesitovani by mél byt vzorek co nejtenci, ale zaroven aby i uzky prostor ptili§
neomezoval piistup vlhkosti. Dostupnymi prostiedky bylo cileno na zachovani jednotné
tloustky vzorku 40 pum, ktera se jevila optimalni s ohledem na realné meétitelnou dobu
sitovani. Vzorky s tloustkou kolem 100 pum jiz situji fadoveé desitky minut [6], tedy
neumérné dlouho vzhledem k potfebam tohoto experimentu. Méfeni mohla byt zatizena
také dalSimi chybami, které¢ i pies veskerou snahu nebylo snadné podchytit, napf.
ptitomnost vzduchovych bublin, nedostate¢né rozmichani slozek smési ¢i dalsi vlivy
zpusobujici nestandardni chovani vzorku (napf. netiplné zesit'ovani).

I ptes chyby méfeni byly ziskany ¢asové pribéhy sitovaci reakce Histoacrylu a
jeho olejnatych smési, u nichz byl rozpoznan sigmoidni trend, a reakce stejnych vzorkt
s zivoc¢isnou tkani, charakteristické biexponencialnim trendem. Modelové funkce byly
odvozeny z kinetickych rovnic aniontové polymerizace. Vysledkem modelovani je
souhrn parametrii, znichz stézejni jsou casové konstanty charakterizujici rychlost
reakce: = u sigmoidy, 71 a 2 u biexponencialy. Ziskané hodnoty byly také predmétem
zkoumani statistické analyzy.
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V prvni fadé¢ byla snaha ovétit, zda ptidani olejové slozky ke vzorku lepidla
skutecné zpomaluje vlastni sitovaci reakci. Samotna interakce lepidla s olejem neni
Vv literatuie podrobné popsana a schopnost zpomaleni sitovaci reakce neni ani
jednoznacné potvrzena. Mechanismus, jakym olej zasahuje do polymerizace lepidla, je
diskutovan predevsim na zakladé¢ zmén fyzikalnich vlastnosti lepidla v jejich smési.
Publikované vysledky [180],[181],[182] naznacuji, Zze duleZitou roli zde hraje viskozita.
Za normdlni pokojové teploty 20 °C ma Histoacryl nizkou viskozitu v rozmezi 2 — 3,5
cP [180], zatimco viskozita oleje je nékolikrat vyssi. Makovy olej patii do skupiny oleju
s vysokym obsahem nenasycené¢ mastné kyseliny linoleové [181] a jeho dynamicka
viskozita se pohybuje kolem 60 cP pii 20 °C [182]. Je tedy zfejmé, Ze viskozita smési
Histoacryl-olej vzroste. Ve studii [183] bylo zjisténo, ze se zvySujici se viskozitou
smési se hustota lepidla snizuje, coz by mohlo byt i pfi¢inou zpomaleni polymerizace.

S vyuzitim prostfedku statistické analyzy byl na zaklad¢ hodnot ¢asové konstanty
analyzovan vztah mezi jednotlivymi vzorky (Histoacryl a jeho smési) métenymi kazdou
z metod. Podle vysledku Kruskal-Wallisova testu (Tab. 5.9, Tab. 5.11, Tab. 5.13) a také
krabicovych grafii (Obr. 5.28) se vzorky ¢istého Histoacrylu odliSuji od vzorku jeho
smési u vSech pouzitych metod. Zaroven se hodnota 7 jevi vyrazné delsi ve srovnani
s olejnatymi vzorky. Vys$§i 7 poukazuje vSak 1 na celkové delsi dobu celého sit'ovani,
coz se zcela neshoduje s piivodnim ocekavanim, ze by mélo byt sitovani Cistého lepidla
bez olejové piimési naopak nejrychlejsi. Tento fakt je vSak s velkou pravdépodobnosti
zaptiinény praveé ztizenym pristupem vzdusné vlhkosti ke vzorku, jak je ziejmé
z designu experimentu (uzavieni vzorku mezi dvé plochy pii zachovani konstantni
vzdalenosti mezi nimi, resp. tloustky vzorku). Pfidanim oleje k lepidlu a naslednym
promichanim se vzorek stava ptistupnéjsi ataku okolni vlhkosti vzhledem k tomu, Ze se
na okrajich nevytvaii pfili§ kompaktni polymerni struktura zabranujici ptistupu vodnich
par dovnitt vzorku. Pro objasnéni podstaty véci byla struktura ¢istého Histoacrylu a jeho
smési dale zkoumana svételnou a konfokalni mikroskopii.

Na mikroskopickych snimcich (Obr. 5.33 — Obr. 5.36) mulzeme pozorovat
heterogenni povahu vSech smési. Struktura vzorku se zfetelné méni v souvislosti se
zvySujicim se mnozstvim oleje. U vzorku ¢istého Histoacrylu (Obr. 5.33) bez piidané
olejové slozky vytvari lepidlo konzistentni sit’ mensich ¢astic, kdezto u smési s olejem
(Obr. 5.34, Obr. 5.35, Obr. 5.36) se objevuje velmi kontrastni obraz tmavych a svétlych
ohrani¢enych ostrivkl. K identifikaci pozorovanych komponent byla pouzita
Ramanova spektroskopie. Ramanova mapa mikroskopického snimku (Obr. 5.38)
potvrdila heterogennost smési a analyzou spekter v jednotlivych bodech obrazu byly
identifikovany klastry ¢astic lepidla (svétlé oblasti) rozprosttené v oleji (tmavé oblasti).

Konfokalnim mikroskopem byla u Histoacrylu pozorovana pravidelna struktura
fetézcl polymeru, které k sobé té€sné priléhaji a vypliuji cely prostor vzorku, pticemz
tloustka fetézcl je cca 2 — 3 um. U vzorkl olejnatych smési 1ze pozorovat obklopeni
hydrofilnich ¢astic lepidla hydrofobnim olejem, ktery brani jejich shlukovani do vétSich
utvard. Smés lepidlo-olej vytvaii koloidni systém, kde jsou cCastice obou sloZzek
oddé€leny. Pravé narusSeni struktury tésné pftiléhajicich polymernich fetézci u smési
pravdépodobné stoji za zpfistupnénim vlhkosti do vzorku a kratSim ¢ sitovani.
Srovnanim 7 smési nebyl zjisStén pfimy vztah mezi dobou sitovani a mnoZstvim oleje.
Jediny naznak se objevuje u THz spektroskopie, kdy se 7 S pfibyvajicim mnozstvim
oleje ve vzorku prodluzovala, coz vSak zbylymi metodami nebylo potvrzeno.

Zmeéna sigmoidniho trendu sitovaci reakce lepidla po pfidani vzorku Zivocisné
tkdn¢ na biexponencidlni koresponduje se zdsahem do kinetiky reakce. Sigmoidni
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funkce odpovida kinetické rovnici propagace polymeru, kterd prevlada za normalnich
podminek (pokojova teplota, vzdu$na vlhkost). Po pfidani vzorku Zzivocisné tkané
uchovavané ve fyziologickém roztoku skokové vzroste mnozstvi vody a zacnou se
prosazovat jevy inicializace, transfer a terminace polymeru. Dle Kruskal-Wallisova
testu srovnavajicich 71 a 72 z IR spektroskopie neni vyznamny rozdil v Kinetice vzorka
Histpork, mix75pork, mix50pork a mix25pork. U THz spektroskopie se po ptidani oleje
k lepidlu az do poméru 1:1 (mix50pork) objevuje rust z1 I 72, U vzorku mix25pork
dochazi naopak k poklesu. Diivod muze byt riizny, napf. trojndsobné mnozstvi oleje
muze zastinovat vlastni reakci lepidla, ale pro Uplné objasnéni by bylo potieba
analyzovat mnohem vétsi soubor dat.

Po pfidani zivocisné tkan€ dochdzi k velkému zvratu u reakce Cistého Histoacrylu.
U samotného Histoacrylu byla z (i celkova doba sitovani), zietelné delsi nez u vzorki
jeho olejnatych smési, coz lze vysvétlit omezenim piistupu H20. Za ptitomnosti
zivoci$né tkané, kterd byva piirozené bohatym zdrojem tekutin, se doba polymerizace
podstatné zkrati (dle 7). Napt. u IR spektroskopie je stfedni hodnota 7 u Histoacrylu 30
sekund, zatimco 71 u vzorku Histpork 9 sekund. Hodnota 7> odrazi spiSe pozvolné
doznivani reakce a nema pro hodnoceni velkou vahu.

Na zavér bylo zkoumano, zda lze vSemi metodami naméfit shodné hodnoty
jednotlivych vzorkt. U ¢istého Histoacrylu se zjisténé hodnoty 7 vyrazné nelisi narozdil
od olejnatych smési (Obr. 5.29). Dle vysledku testu vicenasobného porovnani se
nejcastéji od ostatnich odlisuji 7 zjisténé THz spektroskopii, konkrétné u vzorka mix75
(nejkratsi 7, Tab. 5.17) a mix25 (nejdelsi 7z, Tab. 5.21), naopak u vzorku mix50 (Tab.
5.19) vyc¢niva 7 zjisténé IR spektroskopii (nejkratsi 7). Na krabicovych grafech (Obr.
5.29) a podle odpovidajicich vysledkt Kruskal-Wallisova testu lze také zaznamenat, Ze
S pfibyvajicim mnozZstvim oleje ve vzorku se vice rozchazeji hodnoty t namétfené
riznymi metodami. Tento fakt vzbuzuje dojem, Ze pfidany olej vnasi do méfeni také
vetsi chybu.

Obdobn¢ byla ovérena identita 71, 72 zjisténych riznymi metodami u vzorkd
lepidla, jejichz sitovaci reakce byla ovlivnéna pfidanim ZivociSné tkadné nasycené
fyziologickym roztokem. Dle vysledki Mann-Whitneyho testu a krabicovych grafa
(Obr. 5.32) je ziejmé, ze po piidani Zivocéisné tkané jsou rozdily hodnot ¢asovych
konstant mezi metodami u stejného vzorku mensi. S vyjimkou vzorku smési mix50pork
Ize u vSech ostatnich vzorki konstatovat, ze 71 zjisténé obéma metodami jsou podobné.
Naopak, 72 méfena THz spektroskopii je u vSech vzorkd vyrazné delSi nez u IR
spektroskopie, s vyjimkou vzorku mix25pork.
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6 STUDIUM VLASTNOSTI HEMOSTATIK

Rychlost hemostatické reakce hemostatika by méla byt dana jednak jeho absorpéni
schopnosti, tedy schopnosti pojmout co nejvétsi mnozstvi tekutiny v relativné kratkém
Case, ale také schopnosti vytvofit bariéru branici dal$imu pritoku krve. Pfedmétem
nasledujicich experimentl je sledovani obou zminénych vlastnosti hemostatik pomoci
THz spektroskopie, kterou Ize vyuzit k objektivnimu srovnani vzorkl na zédklad¢ méteni
zmén fyzikalnich parametrt v prib&hu reakce.

Studie byla rozd€lena do dvou dilCich experimentl, které na sebe navazuji.
V praxi reaguje pfirozené¢ hemostatikum piimo skrvi, tedy velmi komplexnim
systétmem 2z chemického 1 fyzikélniho pohledu, coz vnasi do meéfeni jistou davku
variability a nejistoty. Pro prvotni testovani je nutné zajistit nejen stalé¢ laboratorni
podminky a opakovatelné postupy, ale obecné je také vhodné co nejvice omezit vstup
dalsich proménnych, které lze stézi podchytit. Proto byl pro pocate¢ni testovani
absorpéni schopnosti hemostatik pouzit fyziologicky roztok jako jednotné, stalé a 1épe
specifikovatelné médium jak po fyzikalni, tak chemické strance.

Na prvni experiment navazuje testovani samotné hemostatické reakce piimo
s lidskou krvi. Snazime se tedy o sledovani Kinetiky reakce za podminek co nejvice
blizkych realité. Vzhledem k tomu, Ze je v experimentu pouzit biologicky material
ziskany ptimo od lidskych dobrovolniki, bylo nutné Zadat o povoleni etickou komisi,
viz Priloha E. Na zakladé¢ udéleni oficidlniho pisemného souhlasu odborné etické
komise Ustavu biomedicinského inZenyrstvi (viz Piiloha F) bylo mozné zahajit plan
vlastniho experimentu. Cilem analyzy naméfenych dat je pak vytvorit model kinetiky
jednotlivych hemostatik a stanovit specifické casové konstanty procesu. Srovnani téchto
dvou experimenti by mohlo ptispét k lepsimu pochopeni principu ucinku jednotlivych
typt hemostatik; zdali je mechanismus u¢inku dan prevazné jejich absorpéni
schopnosti, ¢i jsou podstatnéj§i zmény ve struktuie vzorku.

6.1 Priprava vzorki

Pro méfeni byly pfipraveny vzorky hemostatik, jejichZ charakteristika byla uvedena
v kap. 3.2 a 3.3. Celkem bylo pouzito 5 riznych typti hemostatik: absorp¢éni hemostatika
z oxidované celulozy (Surgicel Nu-Knit, Surgicel Fibrillar), zelatiny (Gelita-Spon) a
kolagenu (Hypro-Sorb R) a biologicky aktivni hemostatikum (TachoSil). Snahou bylo
zajistit pestry vybeér vzorku, aby byl zastoupen idealné¢ kazdy typ hemostatika. Zaroven
byl vSak vybér vzorkli podminén dostupnosti na spolupracujicim medicinském
pracovisti a také celkovou dostupnosti v Ceské republice, nebot’ ne viechny produkty se
na Cesky trh dodavaji. Do méfeni byla zafazena také Cista celuloza (kosmeticka vata)
jako kontrolni vzorek bez jakychkoliv zndmych hemostatickych vlastnosti, a to pro
srovnani piedevSim s oxycelul6zovymi hemostatiky. Pro meéteni byly zuvedenych
materiali pfipraveny vzorky s takovymi rozméry, aby byl zachovan pfiblizné stejny
objem a mohly byt nasyceny aplikovanou kapalinou (20 ul). V kone¢ném dusledku vsak
nejsou precizni rozméry vzorku pfili§ dilezité, nebot’ penetracni hloubka THz viny do
vzorku je velmi omezena (max. desitky um) a neméfime material v celé tloust'ce, ale
pouze velmi tenké rozhrani v kontaktu s krystalem. Nejdulezitéjsim aspektem je tedy
dodrzet dobry kontakt vzorku s krystalem a zajistit dostatecné nasyceni této kontaktni
vrstvy kapalinou. Tab. 6.1 uvadi rozméry piipravenych vzorka hemostatik.

Ve studii byly pouzity dva typy roztokl, pomoci nichz byla sledovéna absorp¢ni a
hemostaticka reakce vybranych hemostatik. K méfeni absorp¢ni schopnosti byl pouzit
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fyziologicky roztok vyrobce Fresenius Kabi Italia S.r.l., 0,9 %ni roztok chloridu
sodného bézné pouzivany pro piipravu infazi. Pro zkoumani vlastni hemostatické
reakce byla pouzita lidska krev poskytnutd dobrovolniky, kteti byli s pribéhem celého
experimentu a naslednym pouzitim dat sezndmeni. Jejich dobrovolna ucast
v experimentu byla stvrzena a dolozena formou informovanych souhlasti. Formulaf
informovaného souhlasu je uveden v piiloze G. Pro méfeni bylo potieba sice jen velmi
malé mnozstvi krve (fddoveé pl), ale zaroven byl nutny jeji opakovany odbér tak, aby
byla pro kazdé méteni Cerstva. Krev odebrana jednorazové ve vétSim mnozstvi se totiz
rychle srazi a nelze ji pouzit opakovan¢ v pribéhu nékolika minut k dal$imu méfeni.
Vzhledem k pifedchozimu byl zvolen odbér kapky kapilarni krve po vpichu do ltzka
prstu ruky pomoci pera Accu-Chek® Fastclix. Jde o nejsetrng&jsi zptsob odbéru krve,
ktery bézné praktikuji diabetiti pacienti pii pravidelné kontrole aktudlni hladiny
glukézy. Po vpichu je kapka kapilarni krve zprstu nasata pipetou a pfipravena
k okamzité aplikaci.

Tab. 6.1 Rozméry vzorkid hemostatik pfipravenych pro méfeni.

Hemostatikum Tlou$t’ka [mm] Rozmér [mm]

S. NuKnit 0,4 7x72
S. Fibrillar 0,6 7X5
HyproSorb 0,5 7x6
Gelita 0,6 7x5
TachoSil 0,6 7x5
Celuloza 0,6 7%x5

V pribéhu ptipravy experimentl byla feSena otdzka nahrady krve jinym, nejlépe
laboratorné ptipravenym roztokem, ktery by se svym sloZenim krvi co nejvice podobal
a dokazal ji nahradit. Pfikladem je Krebsiv roztok pouzivany pii experimentech
provadénych na zvifecich srdcich. Nahrada Cerstvé krve je vSak obtiznym problémem.
Pfredmétem studia je totiz vlastni hemostatickd reakce, kterd je pfimo podminéna
pfitomnosti krevnich element (erytrocytd, leukocyti a trombocytt) v krvi, jak bylo
popsano v kap. 3.1. Z toho divodu je v zajmu experimentu dodrzet vSechny pfirozené
vlastnosti krve, véetné srazlivosti, aby byly co nejvice zachovany pfirozené podminky
pro ucelové pouziti hemostatika. Laboratorni roztoky lze sice pfipravit ve slozeni
odpovidajici krvi, ale bez pfitomnosti krevnich elementl, které se na hemostaze
vyznamné podili. Pii pouziti takovych roztoki by byla méifena pouze absorpcni
schopnost hemostatika, kterou lze snadngji zkoumat dostupnym fyziologickym
roztokem. Rovnéz krevni konzervy se zviteci nebo lidskou krvi byly z experimentu
vylouceny, nebot’ tato krev je oSetiena protisrazlivymi latkami (nejCastéji citronanem
sodnym), aby se ptedeslo pfirozené hemokoagulaci a vzniku krevniho koléace, ktery by
krev znehodnotil pro dal$i pouZiti.

6.2 Metodika méreni

Jak bylo teoreticky vysvétleno v kap. 2.4.4, THz spektroskopie je metoda velmi citliva
na obsah vody ve vzorku. Z toho divodu se jevi jako vhodny zpiisob monitorovani
absorp¢ni i1 hemostatické aktivity hemostatik za podminky, Ze nedojde k Gplnému
utlumu signalu pfitomnosti kapalného vzorku, coz bylo ovéteno testovacimi méfenimi.
Pfi zkoumani absorp¢ni schopnosti dochédzi k nasdknuti vzorku fyziologickym
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roztokem. Pfi sledovani hemostatické aktivity je dualezita rychlost vytvofeni pevné
krevni zatky za ucasti hemostatika, tedy premény kapalného skupenstvi krve na pevnou
krevni srazeninu. Vzhledem kriznému plivodu hemostatickych materiald se
predpoklada i jejich rozdilnost v obou experimentech.

K méfeni kapalnych vzorkti je vhodnéjsi metoda ATR. Postup aplikace je
naznacen na Obr. 6.1. Na vy¢istény kiemikovy krystal bylo pipetou naneseno nejdiive
pozadované mnozstvi 20 pl fyziologického roztoku, resp. krve. Vzapéti byla kapka
roztoku ptiklopena vzorkem hemostatika za dodrzeni konstantniho tlaku pomoci
pritlacného Sroubu a byla sledovana jejich reakce, resp. méfena ¢asova zavislost atlumu
THz vlny ve vzorku souvisejici s probihajici reakci. Mcfeni na spektrometru bylo
zahajeno jeste¢ pred okamzikem naneseni kapaliny na krystal, aby byly zachyceny
vSechny zmény souvisejici s aplikaci jednotlivych slozek.

Obr. 6.1 Aplikace vzorku kapaliny (zde fyziologicky roztok) na ATR krystal (a), nasledné
pfiklopeni pfipravenym vzorkem hemostatika a jeho upevnéni pomoci Sroubu (b).

Nastaveni spektrometru bylo optimalizovano pro dostate¢né rychlé skenovani a
zachovani dobrého SNR. Byla méfena pouze surova data, tj. THz signal bez dalsich
vypocti ATR parametrd. Nastavené parametry skenovani uvadi Tab. 6.2, pficemz jedno
méfeni trvalo 1,44 s. U spektrometru ve VarSavé bohuzel dochazelo k vypadkum
méteni, pravdépodobné z diivodu ndrocnosti ukladani velkého objemu dat do paméti.
Zapis dat byl po pteruSeni ihned obnoven, doba pieruseni obvykle nepiesahla 10 s.

Meteni probihalo v klimatizované mistnosti pii teplot¢ (23 + 1) °C a relativni
vlhkosti (25 = 1) %. Z vnitini optické komory spektrometru byl po celou dobu méfeni
odsavan vzduch vakuovou pumpou za téelem minimalizovat pfitomnost vodnich par.
Cisty ATR krystal byl méfen pred kazdym vzorkem jako reference. Po méfeni vzorku
byl krystal dikladné zbaven necCistot a oSetfen isopropylalkoholem. M¢teni bylo
opakovano, aby bylo od kazdého hemostatika k dispozici alesponn 10
reprodukovatelnych prabéht.

Tab. 6.2 Nastavené parametry pro ATR méfeni kinetiky hemostatik na piistroji TPS Spectra 3000

Parametr méfeni Hodnota
Pocet skenu 30
Rozliseni 1,5cm?
Frekvence skenovani 30s?

Pocet opakovani (pocet vyslednych skenu) 249 - 599
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6.3 Zpracovani dat

Pti hodnoceni kinetiky reakce vychdzime ze zmén méteného THz signalu, ke kterym
dochazi v prubéhu reakce v souvislosti s absorbovanim tekutiny hemostatikem nebo
zménou jeho struktury. Opét je tedy sledovana zména rozkmitu THz viny (P-P). THz
signal poskytuje pro tuto analyzu veskerou dulezitou informaci o méfeném objektu.

Surova data, tj. soubory ve formatu .csv, obsahuji THz signaly zmétené v kazdém
casovém okamziku. Ke zpracovani objemnych dat byl op€t pouzit programovaci néstroj
MATLAB. Po nacteni dat programem ATR_TDS_AB_Polsko 2017 _07_31.m bylo
provedeno chronologické prerovnani jednotlivych pribéhti a nasledné vyhledani
extrémnich hodnot THz viny se zjisténim hodnoty P-P, v¢etné soufadnic na ose x.
Zjisténé hodnoty byly ulozeny do souboru tds_vzorekxy_extrem.xls, kde xy udava ¢islo
vzorku. U takto zpracovanych dat byla provedena kontrola, zda jsou data uplna a zdali
nedoslo v pribéhu méfeni k chybam nebo vyznamnym odchylkdm. Data jsou pfenesena
do souboru vzorek.xls, ktery obsahuje zaznamy P-P hodnot pro vSechny vzorky daného
vzorku hemostatika v zavislosti na ¢ase (zalozka tab).

U nékterych prubéhti méfenych na spektrometru ve Varsavé se objevuji vypadky
hodnot, proto bylo v prvni fadé nutné odstranit vzniklé mezery v datech. Pro nahradu
kubickym splinem. V pfipad¢ téchto dat se vSak ukdzalo plné dostacujici provést
nahradu chybéjicich hodnot zprimérovanim sousednich hodnot. Prodleva byla
vzhledem k rozsahu méfenych dat pomérné kratka (cca 10 sekund) a neméla podstatny
vliv na nasledné modelovani dat, pokud by se neobjevily vyrazné extrémy.

6.4 Charakteristika dat

Obr. 6.2 poskytuje prvni nahled na chovani jednotlivych typt hemostatik (originalni
pribéhy bez jakékoliv ptedchozi Gpravy) pii reakci s fyziologickym roztokem. Odezva
vzorkd na bazi celulézy je podstatné slabsi ve srovnani s ostatnimi hemostatiky a je
zastinéna Silngj$imi reakcemi ostatnich hemostatik, proto bylo provedeno sjednoceni
rozsahi méfenych signali normalizovanim, coz umozni i adekvatni srovndni vSech
vzorkl. Pii popisu dynamického jevu nejsou konkrétni hodnoty métenych parametrt
tolik dulezité jako jejich zména v ¢ase. Naméiené Casové signaly byly normalizovany
na interval <0, 1> dle rovnice (6.1), kde norm y(t) je normalizovana hodnota aktualni
hodnoty signalu y(t), Ymin @ Vmax minimalni, resp. maximalni hodnota signalu:

y(t) = Ymin (6.1)

norm y(t) =
Ymax — Ymin

[RA4

vzorkll vykazuji celulozy; utlum souvisi s pfitomnosti vody ve vrstvé tésné piiléhajici
ke krystalu. Oxidované celulozy (S. Fibrillar, S. NuKnit) vSak zaroven vykazuji vyssi
SNR ve srovnani s kontrolnim vzorkem celuldzy, tedy ziejmé jsou schopny pojmout
Veétsi mnozstvi roztoku. Hemostatika na bazi zelatiny (Gelita) a kolagenu (HyproSorb)
vykazuji minimalni zaSuménim signala a reakce s fyziologickym roztokem se zda byt
efektivnéjsi (siln€jsi signal v disledku lepsi absorpce roztoku) i dynamictéjsi. Podobny
charakter vykazuje i TachoSil, pfi¢emz kombinace s fibrin-trombinovou vrstvou
zpisobuje variabilngj$i chovani.
107



18000
et
16000 ]
14000 / //
12000
. 1oooo
=
> 8000
6000 —
4000
2000 %
0+ T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
t[s]
—S. Fibrillar —S. NuKnit —celuloza —Gelita —HyproSorb —TachoSil

Obr. 6.2 Srovnani vybranych ptivodnich namétenych ¢asovych zavislosti rozkmitu THz viny y(t)
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Obr. 6.3 Normované ¢asové zavislosti rozkmitu THz viny norm. y(t) pro detailni srovnani chovani
hemostatik reagujicich s fyziologickym roztokem.
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Vsem hemostatikim je spoleény poc¢atecni rist kiivek norm y(t), tzn. zvétsuje
se rozkmit THz viny a sili intenzita signalu. Toto chovani koresponduje s pohlcovanim
fyziologického roztoku hemostatikem a ubytkem tekutiny z povrchu krystalu. U vsech
vzorkli je pozorovan exponencialni narast s vyjimkou TachoSilu, u kterého je rtst
patrny jen na pocatecnim intervalu (do cca 50 sekund), po némz nésleduje pozvolny
pokles hodnot aZ na konstantni urover.

Pti reakci s krvi méni zméfené Casové zavislosti rozkmitu THz viny u nékterych
typt hemostatik svij charakter, viz Obr. 6.4. U vzorku TachoSilu je tato zména
nejvyrazngj$i, nebot’ u vétSiny vzorkli se objevuje pouze exponencidlni pokles a
pocatecni rostouci exponencidla je zachycena jen ojedin¢le. Naopak kiivky vzorka
Gelita a HyproSorb ziistavaji zachovany. Kfivky oxyceluldz vykazuji vyssi SNR, tedy
reakce s krvi ziejm¢ bude efektivnéjsi. Pro srovnani je uvedena také naméfena kiivka
pro vzorek samotné krve.

6.5 Modelovani absorpc¢ni reakce hemostatik

6.5.1 Princip interakce hydrofilniho polymeru a vodného prostiedi

Pii kontaktu hydrofilniho polymeru s vodnym prostfedim dochazi k absorpci tekutiny
do struktury polymerni matrice, ktera zaéne bobtnat a zvétSovat sviij objem. Déje se tak
prostfednictvim difiize, pfi niZ dochdzi k ndhodnym pohybim ¢astic po koncentracnim
spadu s cilem dosahnout jejich rovhomérného rozptyleni v prostoru. Diflize zavisi na
mnoha faktorech (napf. teplota, tlak, velikost ¢astic, vlastnosti prostiedi) a velmi se tak
1isi jeji rychlost v riznych prosttedich (u plynd o nékolik ada rychlejsi nez u kapalin a
pevnych latek) [184]. Diftze v polymernich materidlech je vzhledem ke slozitosti
struktury a fyzikalné-chemickym vlastnostem velmi komplexnim dé&jem. Polymery jsou
zesitovany chemicky (kovalentnimi vazbami) nebo fyzicky (spletenim ¢i krystalizaci), a
bobtnani probiha do nastoleni rovnovazného stavu, tj. do vyrovnani elastickych a
osmotickych sil [185]. Bobtnani zahrnuje tfi kroky: difize molekul vody do polymerni
sité, relaxace (hydratace polymernich fetézcl) a expanze polymerni sit¢ do vodného
prostiedi. Priib¢h celé reakce se muize liSit podle toho, ktery z krokli je dominantnéjsi.
Bobtnani se v rizné mife objevuje u vSech analyzovanych vzork.

V zévislosti na rychlosti difuze a expanze polymeru lze zaznamenat riizné ¢asové
M(t)-My
Moo—M,
nabobtnaného polymeru vcase t M(t) —M, a stavu uplného nabobtnani
korespondujiciho s dosazenim nového rovnovazného stavu M, — M, [186].

Uvazujeme-li naprostou absenci vody ve vzorku polymeru na pocatku reakce, pak lze

M, = 0 a vyraz se zjednodusi na ?

o)

prabéhy sorpcni reakce, které lze vyjadrit jako , tedy pomér aktudlni Grovné

6.5.2 Modelovani kinetiky bobtnani hydrogela

Pro modelovani kinetiky bobtnani hydrogelt byla vytvofena fada modeld, které mohou
byt rozd€leny do t¥i hlavnich skupin: modely zaloZzené na Fickové difaznim zakonu,
modely kolektivni difuze a modely nefickovské difuze [186],[187]. Modely zalozené na
Fickov¢ difaznim zakonu vychazi z klasického matematického popisu formulovaného
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., o kgl o . .
rovnici (6.2), kde difuzni tok J [m;q_ S] je pfimo umérny zapornému spadu koncentrace

. ac [kg ey Ly c e qepr . m?
podél osy z —5 [F]’ pfiemZ konstantou imérnosti je difuzni koeficient Dy;f [T]
charakterizujici schopnost dané latky difundovat v ur¢itém prostredi [184],[188]:

F)
] = _Ddifa_g (6.2)

Modely kolektivni difuze vysvétluji bobtnani polymeru jako rozpinani polymerni
sité, které je fizeno gradientem pnuti. Model je vSak pouzitelny pouze pro sledovani
zmén v malych objemech. U vétSich objemu, kdy se cCasto objevuje napt. sigmoidni
prubéh, tento model selhava. Sigmoidni ¢i dvoufazové absorpéni kiivky jsou
charakteristické pro nefickovské chovani sledovaného systému [186]. Difazni proces
penetrantll v polymerech se v tadé piipadt od typicky fickovského chovani 1isi, coz
souvisi s fyzikalnimi vlastnostmi polymerni sit¢ a interakcemi mezi polymerem a
penetrujicim roztokem. Nejznaméjsi model bobtnani hydrogelu podle Alfreyho [189]
popisuje reakci ve tiech vrstvach: prvni vrstva v kontaktu s vodou se méni na gel,
nasleduje tenka vrstva postupné hydratovanych a rozvoliiovanych fetézcti polymeru a
posledni vrstva dosud nenabobtnaného suchého polymeru. Pii bobtnani se snizuje
teplota skelného pfechodu Ty a polymer piechazi z amorfni faze do kaucukovité. Tento
proces se jiz netidi pouze Fickovym zdkonem, kdy je rozvolilovani fetézct rychlejsi nez
difize vody dovnitt polymeru. Zacina se projevovat nefickovska diflize, na které se
podili relaxa¢ni procesy molekul na rozhrani amorfni a kaucukovité faze [190]. Toto
chovani se poji s dlouhymi relaxa¢nimi ¢asy, pomala reorientace molekul vede k mnoha
nezvyklym jeviim, zejména pii teploté nizsi nez Ty [187],[185]. Pomoci tzv. mocninné
rovnice (6.3) lze ur¢it, do jaké miry se proces chova podle Fickova zakona:

1G]
Meo

=k-t", (6.3)

kde M(t) je mnozstvi roztoku absorbované v Case t, M,, celkové mnozstvi roztoku
absorbované v Case t = oo, k kineticka konstanta charakteristicka pro dany systém [t"] a
n difazni exponent [-], podle jehoz hodnoty lze odhadnout typ transportu. Difazni
exponent n mocninné rovnice je zavisly na geometrickém uspotadani polymeru. Tab.
6.3 uvadi hodnoty n pro zarovnanou plochu vrstvy polymeru [188],[189],[190],[191].

Mocninna rovnice je spolehliva pro pribéh reakce % < 0,6, tedy do nabobtnani
ptiblizné 60 % polymeru [191].

Pro pfesnéjsSi analyzu sorp¢nich procest existuji jak teoretické, tak empirické
matematické modely. Teoretické modely jsou postaveny obvykle na Fickovych
zdkonech a diky své sloZitosti jsou i pocetné¢ naro¢né. Empirické modely vétSinou
nemaji zcela objasnény fyzikdlni zaklad, ale jsou Ccastéji preferovany diky své
jednoduchosti (maly pocCet parametri) a velmi dobrym vysledkiim aproximace. Piehled
jiz pouzitych empirickych 1 semi-empirickych modeld 1lze nalézt napf. v
[184],[192],[193],[194].
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Tab. 6.3 Clenéni mechanismi difize podle hodnoty diftizniho exponentu n z mocninné rovnice.

Diftzni Typ difazniho Vztah mezi rychlosti Vztah mezi teplotou experimentu
exponent n transportu difaze Rdirr a relaxace | T a teplotou skelného pi‘echodu Ty
Rrel
n<0,5 pseudo-Fickovska Raift << Rrel T>T,

difuze
n=05 Case | Ruaiff < Rrel T>Ty
diftze podle Fickova
zakona
05<n<1 nefickovska Raiff = Rrel T<Tq
(anomalni) difuze
n=1 Case Il Ruift > Rrel T<Tyg
transport fizeny
relaxa¢nimi procesy
n>1 super case Il Ruaitt >> Rrel T<T,g

Pro modelovani absorpcni reakce hemostatik byly vybrany empirické modely,
které vedou k feSeni v podobé exponencialnich funkci. Absorpce je soucast sorpéniho
procesu, proto lze vychdzet z obdobnych sorpcnich modeld. Nejblize je model
pseudoprvniho fadu popsany diferencialni rovnici (6.4) [195], z niZ po integrovani za
okrajovych podminek t; = 0 azt =t a My = 0 az M2 = M ziskame vyraz (6.5):

aM _ e _ (6.4)
=k (M, — M)

M=M,(1-ekt) (6.5)

Rovnici (6.4) 1ze modelovat rehydrataci suchych vzorka [192],[196], opacného
procesu k vysouseni vzorku za riznych podminek [197],[198], a je mozné ji pouzit i na
bobtnani hydrogela [187],[190],[199]. Podrobné odvozeni modelu je vysvétleno v kap.
6.5.3. Model pseudoprvniho tadu predstavuje jednoduchou rostouci exponencialu,
kopirujici postupny prinik roztoku do hydrogelu. Zname-li navic hodnotu M,,, pak se
pocet parametru jeSté zredukuje; po normalizaci dat na intervalu <0, 1> je M, = 1.
Rada vzorki se vSak od klasického rostouciho exponencialniho pribéhu lisi, coz nas
nuti uvazovat o zafazeni dal§tho parametru. U komplexnéjSich reakci byva
monoexponenciala nahrazena funkci sloZzenou z vice komponent. Nej€asteji jde o soucet
dvou exponencial, tzn. model je popsan jako dva paralelni procesy s kinetikou 1. fadu,
pficemz prvni piedstavuje rychlou reakci a druhy pomalou. Ne vzdy vsak je tento
ptistup vhodny, touto problematikou se podrobné&ji zabyva [200] v souvislosti s popisem
absorp¢ni kinetiky celul6zovych materialt.

K popisu komplexnéjsich reakei byl pouzit model zaloZeny na tzv. ,nataZeni*
exponenciadly (Stretching Exponential). Model vychazi z Weibullova rozd¢leni
pravdépodobnosti, které bylo Weibullem navrzeno jako zobecnéni exponenciilniho
rozdéleni pro popis odolnosti materialii a pozdé€ji k popisu chovéni systémi s riznym
stupném variability [192]. Z toho divodu byva model oznacovan také jako Weibullav ¢i
Kohlrausch-Williams-Wattav pfti aplikacich v oblasti impedanéni spektroskopie [128].
Obecna empiricka rovnice modelu podle (6.6) je pouzitelnd pro popis hydrataéniho
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procesu a obsahuje 2 parametry; ¢asovou konstantu procesu 7 [s] a bezrozmérny
parametr tvaru S [201],[202]:

M — M, _(5)® (6.6)
m:<l‘e@)

Casova konstanta 7 uréuje rychlost kinetiky sorpéni reakce a predstavuje ¢as nutny
k dosazeni piiblizné 63 % celého procesu. Hodnota parametru g ovliviwuje prabch
funkce hustoty pravdépodobnosti a miize tak aproximovat i jind rozdé€leni. Je-li =1,
Weibullovo rozdé€leni je identické S exponencidlnim a vysledkem modelovani je prosta
exponenciala. Pro f > 1 je charakteristickd rostouci sigmoida a pro f < 1 parabolicky
prubeh se strmym pocateéni nartistem [202]. Specialni piipady pak nastavaji pro S = 2,
kdy je Weibullovo rozdéleni blizké k Rayleighovu, pii g = 2,5 aproximuje lognormalni
rozdéleni a f = 3,6 normalni rozd¢leni [203].

Weibulllv model je model statisticky a nemd pevnou oporu v teoretickém
odvozeni, coz je Casto kritizovano. Tento problém se vSak vztahuje prakticky na
vSechna rozdéleni s ohledem na slozitost realnych biologickych dat [204]. Weibullav
model je tedy obecné povazovan za empiricky, avSak v [205] bylo demonstrovano jeho
teoretické vysvétleni s pomoci fyzikélnich zdkoni. Model je velmi Casto pouzivan
k analyze rozpous$téni a uvoliiovani 1é¢iv z nosic¢a [204]. Podle hodnoty £ je mozné urcit
typ transportu 1é¢iva, resp. rozpoustédla, v polymerni matrici: f < 0,75 pro diftzi podle
Fickova zékona; 0,75 < < 1 pro kombinaci Fickovy difuze a bobtnani; f > 1 pro

vvvvvv

6.5.3 Odvozeni modelu pseudoprvniho Fadu

Model vychazi ze zakladni predstavy absorpce vody do polymerni matrice. Tento jev je
mozné popsat jednoduchym kompartmentovym modelem [195], kdy je sorpce a
desorpce vzorku M v roztoku S dana rovnici (6.7), kde M; piedstavuje vzorek syceny
roztokem, k, a k; predstavuji rychlostni konstanty sorpce a desorpce:

k, (6.7)
M+ S oM,
kq

Oba procesy lze popsat diferencialni rovnici (6.8) a je-li navic vzorek v roztokem
nasaklém stavu M, a suchém stavu M uvazovan jako zreagovana « a nezreagovana
frakce (1 — a) dle vyrazu (6.9), pak Ize rovnici jesté zjednodusit na (6.10):

d

s KalSIIM) — kgIM,) ©8)
Mi+M=1 = a+(1l-a)=1 (6.9)
d .
= kafS1( ~ @) ~ ke (6.10)
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Pied zahajenim sorp¢ni reakce je koncentrace roztoku [Sy], V pribéhu reakce
dochazi k postupnému ubytku roztoku S, ktery ptechazi do vzorku v podob¢ zreagované
frakce a, coz lze popsat rovnici (6.11):

[50] = [5.) (611

[S]=[So] — B - «, kde B = "

Po ukonceni reakce, tzn. po uplném nasyceni vzorku roztokem a,, zistdva volny
roztok v mnozstvi [S,]. Po dosazeni vyrazu (6.11) do (6.10) ziskame obecnou rovnici
(6.12), ktera muze byt vychozim bodem pro odvozeni fady kinetickych modelt sorpéni
reakce za rtiznych podminek:

o — kaiSal ~ B ) (1~ @) — kga 612

Za normalnich okolnosti je kompartmentalni model (6.7) klasickou ukazkou
kinetické reakce 2. fddu. Pokud je vSak jeden z reaktantll vyrazné v pievaze, je mozné
rovnici zjednodusit a pouzit kinetiku pseudoprvniho tadu [207]. V tomto piipadé je
vyrazné v nadbytku pouzity roztok podle (6.13) a mnozstvi B - a@ je mozné V rovnici
zanedbat, resp. zahrnout do rychlostni konstanty k,. Rovnice (6.12) se zjednodusi
(6.14) a dalsi apravou lze ziskat podobu (6.15), ktera se po zavedeni substituce (6.16) a
(6.17) jeste zjednodusi na rovnici (6.18):

[So]l > B - a (6.13)
d .
o = kalSol(1 - @) — kga 619
d .
o = KalS] — alkglSo] + ko) 619
C = k,[S,] (6.16)
K = k,[S,] + kg (6.17)
da _ (6.18)
E =C—K-'«a

Integrovanim rovnice (6.18) je fesSeni (6.21):

“ da t (6.19)
= e
o C—K-a J,

K-a-C (6.20)
—C

In ‘z—K-t

113



K
1_5(4 - K-t (6.21)

In

V okamziku dosazeni rovnovazného stavu, kdy se koncentrace reaktanta ustali a
nedochazi k dal§im pfesunim, plati (6.22) a zaroven lze definovat rovnovaznou
konstantu K, podle (6.23), jejimz dosazenim do (6.22) lze vyjadfit a, podle (6.24):

(:z_: = 0= kq[Sol — oo (kal[So]l + ka) (6.22)
- (6.23)
o =T
_ KilS] € (6.24)
TR+l K

Nyni je mozné dosadit (6.24) do (6.21) a po odlogaritmovani ziskat kone¢né
feseni v podobé (6.25):

a(t) = ap * (1 — e KtHED) (6.25)

6.5.4 Odvozeni Weibullova modelu

Weibullﬁv model Vyuiivaj ici tZV ,,nataieni exponencialy je Velmi dobfe aplikovateln}'l
Z aproximace namerenych dat mocninnou funkci, Zadny ze vzorkl nevykazuje Cisteé
fickovské chovani a relaxacni jevy se vice ¢i méné podileji na transportnim mechanismu
roztoku do polymerni matrice.

Pfi odvozeni modelu se vychazi z ptedchoziho modelu kinetiky 1. fadu (6.4)
s tim, Ze o pivodni konstanté k uvazujeme jako o funkci ¢asu podle (6.26) [204],[208].
Po jejim dosazeni do diferencialni rovnice (6.4) ziskame (6.27), kterou integrujeme

(6.28) a vysledny vyraz (6.29) je upraven substituci konstantou Ky, = % na (6.30):

k(t) =ky-tF1 (6.26)
dM .
t (6.28)
= . ﬁ_l
f M fo ko - tP~1dt
Mo =M _ tPex, (6.29)
Mo,
M(t) = M, - (1 — e~Fwti+iz) (6.30)
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6.5.5 Modelovani namérenych dat

Po ptedchozich upraviach a ofezu namétfenych hodnot mohla byt data v souborech
vzorek.xls podrobena dalsi analyze a aproximaci matematickym modelem. Za timto
ucelem byl v prostifedni GUI Matlab vytvofen program tds_zprac.m, ktery piedstavuje
nastroj pro nacteni zdrojovych dat z listu tab, jejich zobrazeni v grafickém okné, ale
také nasledné modelovani s ulozenim vystupt. Souc¢asti programu je normalizace dat.

Struktura programu je az na n€kolik detailti shodna s programem pro modelovani
kinetiky sitovani tkanového lepidla, viz kap. 5.5.4. Modelovani kiivek se opét zaklada
na nelinearni regresi, kdy je KfeSeni optimaliza¢niho problému vyuzit algoritmus
,»Trust-region a k odhadu parametrti aplikovana metoda nejmensich ¢tvercu (SSE) dle
rovnice (5.23). Nahled grafického ovladaciho okna programu pro modelovani
naméfenych Casovych zavislosti uvadi Obr. 6.5.

|#] tds_zprac LI_I_J:' i

gelita.xlsx - Hotove a zobrazeno. SSE fit = 0.026515, R*2 = 0.9574

geltals
- o Nahled 347.04

12 T T T T T T

1k i . e - |

0.8

+ Data —
Maodel

Pred Bound
Pred Bound | —

0.6
=

0.4

0.2 1

il = -

| | | | | | |
0 50 100 150 200 2560 300 350 400

Model
@ asc. sir. exp 1 - expi-(t tau) “beta) tau beta

02

desc. sir. exp

sig

power law
5 £pss
exp Uloz. 40.3835 0.85055

Obr. 6.5 Uzivatelské okno programu pro modelovani naméfenych casovych zavislosti u
hemostatik (zde vzorek Gelita pfi reakci s fyziologickym roztokem).

Pro ptesné¢jsi odhad parametrii modelu je mozny ofez dat na Casové ose t [S]
zadanim konkrétnich hodnot do vkladacich poli nad grafem vlevo a vpravo, po némz
nasleduje normalizace hodnot ve vybrané zajmové oblasti obecné oznacené osy y. Mezi
jednotlivymi vzorky ptfepiname tlacitky se Sipkami nahote nad grafem vlevo a vpravo.
V levé casti pod oknem grafu lze vybrat ze seznamu modelovych funkci: rostouci
»,hatazena* exponenciala (asc. str. exp.), klesajici ,,natazena“ exponenciala (desc. str.
exp.), sigmoida (sSig), mocninna funkce (power law), monoexponenciala (exp). Po
zvoleni modelové funkce je vpravo uvedena prislusna rovnice a jeji parametry zjisténé
programem pro aktualn¢ analyzovany pribéh. Zaroven je vypoctena chyba modelu
pomoci kritéria SSE a také koeficient determinace R?, jehoz hodnota fika, jaka &ast
z celkové variability zkoumané proménné muze byt danym modelem vysvétlena.
Stiskem tlacitka Uloz jsou zjisténé parametry namétenych udaji pro ptislusny vzorek
ulozeny do souboru vzorek vysl_modelu.xls. Hranice 95%-niho intervalu spolehlivosti
odhadu parametri jsou v grafu naznaceny ¢ervenym teCkovanim.
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6.5.6 Vysledky modelovani dat a jejich popisna statistika

U vsSech pribéhii namétenych casovych zavislosti rozkmitu THz vilny pii reakci
hemostatik s fyziologickym roztokem i skrvi je Citelny rostouci trend, odrazejici
postupnou absorpci roztoku polymernimi vlakny matrice hemostatika. Métené kiivky
vzorki byly nejprve analyzovany mocninnou rovnici, z jejiz parametrt lze urcit, do jaké
miry se reakce hemostatika s danym roztokem chova podle Fickova zékona difuze.

Vysledky aproximace mocninnou funkci uvadi Tab. 6.4, shrnujici stfedni hodnoty
koeficientd ka n. U vzorku oxyceluloz, reagujicich s fyziologickym roztokem, lze dle
hodnot n = 0,5 usuzovat na chovani blizké Fickové difuzi. Pii reakci s krvi jiz tomu tak
neni (N > 0,5). Kontrolni vzorek celulézy vykazuje znac¢né rozdily; pii reakci
s fyziologickym roztokem je n < 0,5, po ptidani krve n > 0,5. U vzorkl Gelita a
HyproSorb ziistava n < 0,5 v ptipad€ obou médii. U TachoSilu byla analyzovana pouze
rostouci Cast kiivky; pii reakci s obéma médii vykazuje anomalni nefickovské chovani s
relaxaénimi jevy (n > 0,5).

Tab. 6.4 Stredni hodnoty (priméry) koeficientll k a n mocninné funkce ziskané modelovanim

naméfenych dat reakce hemostatik s fyziologickym roztokem a krvi.
Podrobna popisna statistika obou parametrti je uvedena v Ptiloze H.

Hem. + fyziologicky roztok Hem. + krev

Typ k[s7] n[] k[s7] n[]
celuléza | 0,12£0,08 038020 | 005+0,09 0,70+0,30
S. Fibrillar | 0,06+0,04  0,53+0,10 | 0,04+0,04 0,69 +0,30
S.NuKnit | 0,07£0,06 055+020 | 0,04+004 062020
Gelita 0,22+0,06  030+0,07 | 020£0,11 0,300,10
HyproSorb | 0,30+0,10  0,27+0,10 | 0,26+0,05 0,24 0,04
TachoSil | 0,07+0,04  0,70+0,10 | 0,09+0,08 0,60 +0,20

Mocninnd funkce sice pomérné dobie popisuje bobtnani polymerni matrice, ale

za¢ina selhdvat pti hodnotach % > 0,6. U rady hemostatik lze v této oblasti pozorovat

odchyleni modelu od naméfenych hodnot. Vétsina vzorkd se od principt fickovské
diftze vyrazné 1i§i a vykazuji spiSe nezvyklé chovani, zahrnujici vSechny piipady
difaze, pro néz plati n # 0,5 [186]. Anomalni chovani se projevuje riznymi ¢asovymi

M©

zavislostmi U hemostatik dominuje pifedev§im exponencialni charakter

o)

absorpCnich kfivek s riznymi tvarovymi odchylkami, které lze vystihnout prave
parametrem f modelu podle Weibulla.

Klasicka exponencialni funkce je feSenim kinetiky pseudoprvniho fadu a velmi
dobte aproximuje absorpéni kiivky celulézy a déale samotnou hemokoagulacni reakci
krve (Vv literatufe ¢asto popisovana spiSe jako sigmoidni funkce [209], [210]). Weibulltv
model je pak schopen aproximovat absorpcni kiivky ostatnich hemostatik, a to diky
tvarové prizpusobivosti. Vysledné hodnoty parametri modelovani hemostatik pomoci
uvedenych funkci shrnuje Tab. 6.5; jde jiz o primérné hodnoty parametrii, pricemz
jejich kompletni popisna statistika je uvedena v piiloze J. Pro exponencialni model jde o
parametry 7 a ¢, u Weibullova modelu 7 a 8 dle pouzitych rovnic (6.31) az (6.33):
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exponencialni model s (6.31)
(exp., pseudoprvniho fadu) M@®)=1-c-e

ascending (rostouci) stretched exponential model B (6.32)
(asc. str. exp., Weibull) M(t)=1- e_(?)

descending (klesajici) stretched exponential model _ (E)ﬁ (6.33)
(desc. str. exp., Weibull) M(@)=e \s

Tab. 6.5 Sttedni hodnoty (priméry) parametrti piislusnych modelt ziskanych modelovanim
naméfenych dat reakce hemostatik s fyziologickym roztokem a krvi

Hem. + fyziologicky roztok Hem. + krev
Typ hem. Typ modelu 1 [s] B[] c[] T [s] B[] c[]
. exp. ) 0,89 ) 0,98 £
celuléza (pseudo-1. Fadu) 122 £ 35 £0.13 184 + 24 0.07
. asc. str. exp.
S. Fibrillar Weibull 146+29  0,85%0,14 - 152 20 1,46 £ 0,39 -
S. NuKnit asc. str. exp. 135+32  0,83:0,18 - 134+ 15 1,20 £ 0,17 -
(Weibull)
. asc. str. exp.
Gelita Weibull 40+8 0,74 £ 0,04 - 73+ 15 0,81 + 0,07 -
asc. str. exp. _ _
HyproSorb (Weibul) 3010 0,78 0,09 46347  0,82+0,04
TachosSil S, il Op, 230+57 1,41+0,13 - 20,3+59 1,72 +0,94 -
(Weibull)
TachosSil desc. str. exp. 180+19  2,83:0,53 - 105 + 35 1,05 £ 0,35 -
(Weibull)
exp.
krev - 108 + 10 0698551
(pseudo-1. fadu) !

Ukazatelem stfedni hodnoty dat byl zvolen prumér na zakladé ovéteni normalniho
rozdéleni vétSiny dat pomoci normalniho pravdépodobnostniho grafu a Shapiro-
Wilkova testu normality. Vysledky testovani jsou uvedeny v pfiloze |. Ve vétsiné
ptipadi p-hodnota testu vychazi vyssi nez kriticka hladina 0,05, tzn. nelze zamitnout
nulovou hypotézu o pfisluSnosti dat k normalnimu rozdéleni. Vyjimku tvofi Casova
konstanta zascstrexp. U reakce TachoSilu s fyziologickym roztokem, fdescstrexp. U reakce
TachoSilu skrvi i fyziologickym roztokem, Pascstrexp. U VZOrku S. Fibrillar a také
parametr ¢ u samotné krve. Chyba vysledkli parametri §(x) odpovida ¢, p % kde %
je vybérova smérodatna odchylka aritmetického priiméru pro n hodnot a t,, p koeficient
Studentova rozd¢leni (pro pravdépodobnost P = 95 %) [211]. Zjisténé parametry byly
pouzity k vypoctim modelovych kiivek, které uvadi Obr. 6.6 pro reakce hemostatik
s fyziologickym roztokem a Obr. 6.7 pro reakce s krvi.
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Obr. 6.6 Graf modelovych ktivek s parametry dle Tab. 6.5 pro reakci hemostatik s fyziologickym

roztokem.
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Obr. 6.7 Graf modelovych ktivek s parametry dle Tab. 6.5 pro reakci hemostatik s krvi.

Pro ziskané parametry modelovych funkci byla provedena analyza rozdéleni dat
pomoci krabicového grafu. Vysledky uvadi Obr. 6.8 pro hodnoty ¢asové konstanty 7
(exp., str. exp.), parametr S (str. exp.) a konstantu ¢ (exp.). Krabicovy graf prezentuje
hodnoty pfislusnych parametr pro obé pouzitd média, podle nichZ jsou barevné
rozliSena (krev — Cervené, fyz. roztok — zelen€). Zaroven je graf kategorizovan dle typu
hemostatika. Krabicovy graf prezentuje hodnoty ptislusnych parametrti pro ob& pouzita
média, podle nichZ jsou barevné rozliSena (krev — Cervené, fyz. roztok — zeleng).
Zaroven je graf kategorizovdn podle typu hemostatika. Krabicova c¢ast je tvofena
prvnim (Qi) a tfetim kvartilem (Qi), mezi nimiz je linie odpovidajici hodnoté medianu.
Vousy grafu vyznacuji interval bez odlehlych hodnot. Jako odlehla je klasifikovana
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hodnota vétsi nez Qui, resp. mensi nez Q, a to nejméné o 1,5nasobek interkvartilového
rozpéti.
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Obr. 6.8 Krabicov¢ grafy rozlozeni hodnot ¢asové konstanty 7, parametru f§ a konstanty ¢
kategorizovanych dle typu hemostatika.
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6.6 Diskuze vysledki

Predlozena prace byla zamétena na zkoumani reakce hemostatik s cilem 1épe porozumét
jejimu mechanismu, a to s vyuzitim experimentalni metody THz spektroskopie.
Vlastnosti hemostatik byly testovany dvojim zplisobem — za pouziti fyziologického
roztoku a krve. Pfi reakci s fyziologickym roztokem lze ocekavat, Ze bude pfevazovat
absorpce roztoku, ovSem pii reakci s krvi se jiz vedle absorpce mohou ve vétsi miie
projevovat dalsi sorp¢ni jevy (adsorpce, chemisorpce) ¢i zmény ve struktuie vlivem
nasedani krevnich elementi.

Dle miry utlumu THz viny po prichodu vzorkem reagujicim s fyziologickym
roztokem byla posouzena absorp¢ni schopnost hemostatik (Obr. 6.2). Nejslabsi absorpci
vykazuji oxyceluldzy (S. Fibrillar, S. NuKnit); povrch krystalu je stile silné¢ smacen
kapalinou i pfes to, ze ji vlakna celuldzy v jisté mife vazou do sebe. Naopak odezva
kolagenovych hemostatik (HyproSorb, TachoSil) a Zelatiny (Gelita) je mnohem silné&jsi
a dynamictéjsi. Po normovani ¢asovych prabéhi norm. y(t) (Obr. 6.3) lze u vsech
vzorkll pozorovat narast signalu (zvétSujici se rozkmit THz vlny) v Case s tim, jak
vzorku celuldzy, coz potvrzuje lepsi absorpéni u¢innost oxyceluldoz. Oxyceluldzy si
zachovavaji svou strukturu, kolagenové a zZelatinové plsti typicky zeliruji a zvétSuji sviij
objem. Specialni chovani vykazuje TachoSil, u n€hoz pocateéni rast norm. y(t) prechazi
v exponencialni pokles. Ziejm¢ se zde uplatiuji dva rizné mechanismy, coz
koresponduje se slozenim hemostatika, tedy kombinaci kolagenu a fibrinogen-
thrombinu. Na méfeném signale se podili predevsim vrstva koagulacnich latek, ktera je
v tésném kontaktu s krystalem. Pocate¢ni rust signalu lze vysvétlit absorpci tekutin jako
u ostatnich hemostatik. Po rozpusténi a uvolnéni koagula¢nich latek ze suché vrstvy
dochdzi k jejich aktivaci a postupnému vytvrzovani fibrinové vrstvy, ktera propousti
stale méné THz zatfeni a zpisobi utlum signalu.

Pfi reakci s krvi dochazi v kinetice hemostatik k nékolika zménam. P#i reakci
oxyceluloz skrvi je prabéh reakce zachovan, ale s vyrazné vyssim SNR, coz
pravdépodobné souvisi s piitomnosti krevnich elementt, podilejicich se na reakci. Krev
tedy zpusobuje slabsi utlum THz viny nez fyziologicky roztok. Reakce samotné krve
ma podobny exponencialni trend jako vzorky oxyceluléz. Dynamicky charakter
hemostatické reakce HyproSorbu a Gelity zlstava zachovan, ovsem u vétSiny vzorki
TachoSilu byla pfi reakci s krvi zachycena pouze druhd faze signalu (exponencidlni
pokles). Jelikoz krev samotna obsahuje koagulac¢ni faktory, je pocate¢ni aktivace
faktorti ptitomnych v povrchové vrstvé TachoSilu rychlejsi, nebot’ uvolnéné latky
mohou reagovat piimo s krevnimi faktory.

Nameétené casové prubehy byly nejdiive analyzovany pomoci mocninné rovnice.
Na zakladé parametru n lze pak rozhodnout, jakym zptisobem piistupovat k modelovani
naméfenych dat. Fickovska diftize je obecné pozorovana u nebobtnajicich polymerd,
jejichz relaxacni ¢as je mnohem krat$i ve srovnani s charakteristickym ¢asem difuze,
tedy transport je fizen hlavné koncentratnim gradientem [212]. Podle hodnoty
parametru n (viz Tab. 6.4) aplikované mocninné rovnice nevykazuje Cisté fickovské
chovani (n = 0,5) zZadné hemostatikum, nejblize maji pouze oxycelulézy pfi reakci
s fyziologickym roztokem, u nichZ se bobtnani nijak vyrazné neprojevuje. Pro vzorky
Gelity a HyproSorbu je parametr n < 0,5, coz poukazuje na pseudo-fickovské chovani
souvisejici s rychlou hydrataci polymernich fetézct. Ackoliv zaklad TachoSilu tvofi
rovnéz kolagenova matrice, je n > 0,5 pfi reakci s obéma kapalnymi médii, tedy jde
ziejm¢ o anomalni nefickovské chovani, pfi némz se vedle difuze uplatiiuji také
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relaxacni projevy, snizujici rychlost reakce. Zaroven poukazuji na dominantni projev
aktivni fibrinogen-thrombinové slozky u métené odezvy.

Pro modelovani reakci s obéma kapalnymi médii byly pouzity dva kinetické
modely — model pseudoprvniho fadu (oxycelulézy s obéma médii) a Weibulliv model
(ostatni hemostatika). Ackoliv se jedna o semi-empirické modely, je uvedeno jejich
fyzikélni odvozeni s uvazenim n€kolika zjednoduseni. Oba modely poskytuji usp€snou
aproximaci kfivek s koeficientem determinace R? =~ 0,9. Zjisténé parametry obou
modeld shrnuje Tab. 6.5. Pro srovnani rychlosti kinetiky hemostatické reakce jsou
stéZejnim parametrem casové konstanty 7. U oxycelul6z je 7 srovnatelné pii reakci
s obéma médii a zaroven se ani vyrazné nelisi T mezi jednotlivymi vzorky. Z toho lze
usoudit, ze na rychlost reakce nebudou mit pfili§ velky vliv rozdilné vlastnosti
materiald, tj. struktura textilie (tkana vs. netkana), plo$na hustota ¢i tloustka materialu.
Znacné odchylky lze pozorovat u vzorki kontrolni celuldzy, které vykazuji mnohem
krat§i dobu absorpce fyziologického roztoku (121 s, srovnatelna se vzorky oxycelul6z)
ve srovnani s absorpci krve (184 s), coz potvrzuje hemostatickou ucinnost oxyceluldz.
U vzorki Gelity a HyproSorbu je rychlost reakce s fyziologickym roztokem vzdy kratsi
nez reakce s krvi. U Gelity je tento rozdil téméf dvojnasobny (u fyziologického roztoku
40 s, u krve 73 s). Reakce téchto hemostatik s krvi se tak jevi mnohem komplexnéjsi
nez pouha difuze fyziologického roztoku. Zejména u HyproSorbu dochéazi vedle
bobtnani i K silné adhezi krevnich elementti, zejména destiek, které maji ke kolagenu
ptirozené vyssi afinitu.

TachoSil vykazuje specialni chovani reakce vzhledem k jejim dvéma fazim
(vzestupna, sestupna). Casova konstanta prvni faze je u reakci s obéma pouzitymi médii
pfiblizné stejnd — ziejmé jde tedy 0 dobu, kdy dochazi k absorpci tekutiny a uvolnéni
koagulacnich faktorti. U reakce s krvi vSak byla prvni faze zachycena jen ve velmi
malém poctu piipadi. Druha faze se naopak objevuje u reakci s obéma typy médii; 7
druhé faze je téméft polovicéni (104 s) u krve ve srovnani s fyziologickym roztokem (180
s), coz poukazuje na rychlou aktivaci koagula¢ni kaskady. Tento fakt podtrhuje
srovnatelna hodnota r samotné krve (108 sekund), v jejimz pfipadé Se projevuje pouze
pfirozené srazeni krve bez jakéhokoliv wvngjSiho zasahu. V pfipadé srovnani
modelovych parametri krve a druhé faze TachoSilu vSak nejde jen o podobnost z, ale
také parametru f = 1, coz odpovida klasické monoexponencidle s ¢ = 1.

Pfi podrobné&jsi rozboru hodnot parametru tvaru f vzestupné exponencialy (asc.
str. exp.) podle Weibulla, vcetné jejich grafické prezentace krabicovym grafem, lze
konstatovat, Ze pfi reakci s fyziologickym roztokem je £ vZdy niZs8i nez pfti reakei s krvi.
Dle konkrétni hodnoty £ zaroven mizeme urcit charakter transportu. Pfi reakci vzorkl
Gelita a HyproSorb s fyziologickym roztokem je S velmi blizka hrani¢ni hodnoté 0,75 a
poukazuje tak na dominujici difizni mechanismus transportu, ¢imz zaroven potvrzuje i
vysledek analyzy pomoci mocninné rovnice. Pouzitim krve se zvysi £ na pfiblizné 0,81
a naznacuje tak kombinaci Fickovy diftize 1 bobtnani. Podobné hodnoty (5 = 0,8)
nalezneme u obou typl oxyceluldz pfi reakci s fyziologickym roztokem. Naopak pii
pouziti krve jsou hodnoty S > 1, které naznaluji transport fizeny komplexnim
mechanismem s relaxa¢nimi jevy. Podobna situace se tyka také obou fazi reakce u
vzorkl TachoSilu v piipad¢ fyziologického roztoku i krve.
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[ ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo prozkoumat a lépe porozumét principim funkce
hemostatickych pfipravki, a to s vyuzitim nové metody — THz spektroskopie. Ptiprava
vlastnich experimenti vychazela z teoretického tvodu, Vv némz je vysvétlena podstata
THz spektroskopie v Casové oblasti, principy a omezeni této metody v souvislosti
s aplikacemi na biologické vzorky. S ohledem na dostupné informace byl ptizpisoben
navrh experimentu tak, aby zkoumané jevy byly dobie méfitelné, i kdyz si proces
minimalizace nejistot u téchto méfeni vyzadal celou fadu kompromisi.

Prakticka cast disertace zahrnuje vlastni experimenty zabyvajici se kinetikou
kyanoakrylatového tkanového lepidla a kinetikou absorp¢nich hemostatik. Na zaklad¢
analyzy naméfenych udaji byly odvozeny modely kinetiky sledovanych vzorkd,
pomoci nichz lze popsat jejich chovani a zejména pak odvodit charakteristiky
souvisejici s rychlosti vlastni reakce, tj. sitovani u tkanovych lepidel a hemostatické
reakce u absorpcnich hemostatik. K realizaci vS§ech postupli zpracovani a analyzy dat,
véetné modelovani, byla vytvofena celd fada programovacich skripti v prostredi
Matlab. K podrobné&jsi analyze dat byly vyuzity také prostiedky statistické analyzy.

Z rozsahlé vyzkumné prace v této oblasti vyplyva tada novych poznatki.
V nésledujicich bodech jsou shrnuty vysledky experimentu s tkdfiovym lepidlem:

a) V experimentu nebyla jednoznaéné potvrzena schopnost ptidané olejové
slozky zpomalit sitovani kyanoakryldtového lepidla. Naopak, doba sitovani
samotného lepidla Vv porovnani s olejnatymi smésmi byla delsi. Hlavni
ptic¢inou jsou pravdépodobné ztizené podminky pro jeho pfirozené sitovani.

b) Kyanoakrylatové lepidlo nereaguje solejem piimo, ale vytvaii koloidni
systém, kde jsou Castice obou slozek velmi dobie oddéleny. Diky narusenému
kontaktu polymernich fetézci jsou olejnaté smési lépe piistupné okolni
vlhkosti, s ¢imz souvisi i krat$i ¢asové konstanty sitovani.

c) Pii interakci kyanoakrylatového lepidla se vzorkem zivocisné tkané€ nasycené
fyziologickym roztokem se méni sigmoidni priibéh reakce na biexponencialni.
Sigmoidni kiivka koresponduje s fazi propagace polymeru za béznych
okolnich podminek. Po pfidani vzorku Zivoci$né tkan& zacinaji pfevaZovat
dalsi jevy, tj. inicializace polymerniho vlakna, transfer a terminace polymeru,
jejichz kinetika ma spiSe exponencialni charakter.

d) V pritomnosti zivo¢isné tkané se doba polymerizace kyanoakrylatového
lepidla vyrazné zkrati (dle hodnoty ¢asové konstanty 71).

e) Statistickou analyzou bylo odhaleno nenormalni rozlozeni naméfenych dat,
které vyzadovalo pouziti neparametrickych testi. Kruskal-Wallisovym testem
bylo ovéteno, ze hodnota casové konstanty sitovani cCistého Histoacrylu
zjisténa riznymi spektroskopickymi metodami je pfiblizné stejna. V ptipadé
olejnatych smési se vSak Casové konstanty rlizni napii¢ metodami. Pii reakci
vzorkl s zivociSnou tkani se vSak tyto odchylky vyrazné snizi.

Ditlezité poznatky experimentu zkoumajiciho kinetiku absorp¢nich hemostatik
jsou shrnuty nasledovné:

a) Nejslabsi absorpeni schopnost ze v§ech méfenych hemostatik vykazuji vzorky
oxyceluloz (S. Fibrillar, S. NuKnit), a to dle méfitelné miry Gtlumu THz viny,
ktera pfimo souvisi s mnozstvim tekutiny na povrchu méficicho ATR krystalu.
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b)

d)

f)

9)

h)

Jako nejefektivnéjsi se jevi hemostatika na bazi kolagenu (HyproSorb,
TachoSil) a Zelatiny (Gelita), kterda vykazuji siln€j$i méfitelny signél a také
vétsi dynamiku reakce. Nejnizsi SNR se vyskytuje u kontrolniho vzorku
obyc¢ejné celuldzy, coz potvrzuje hemostatickou ucinnost oxyceluléz.

Charakter métené hemostatické reakce samotné krve odpovida jednoduché
rostouci exponencialni kiivce, ktera je aproximovana modelem pseudoprvniho
fadu stejné jako reakce obycejné celulozy s fyziologickym roztokem i krvi.

Pii interakci hemostatik s kapalnymi médii se v riizné mife projevuje bobtnani
a relaxacni procesy, tedy jevy, které se rozchazi s principy Fickovy prosté
diftze. Modely pro popis hemostatické reakce byly odvozeny na zakladé
analogie s reabsorpénimi procesy spiSe nez analogie s difazi.

Rostouci  exponencialni trend kiivek méfené reakce hemostatik
s fyziologickym roztokem i krvi souvisi s absorpci tekutiny do vnitini
struktury vzorku. K aproximaci kinetiky této reakce byl pouzit Weibullav
model se dvéma parametry.

Dle hodnot ¢asové konstanty modelovych funkci je rychlost hemostatické
reakce u obou typt oxycelul6z srovnatelna, nezavisi na rozdilnych fyzikalnich
vlastnostech materialli, ani na pouzitém médiu.

Rychlost absorp¢ni reakce kontrolniho vzorku ¢isté celulozy s fyziologickym
roztokem je srovnatelna srychlosti reakce u vzorki oxyceluloz. Reakce
celulozy s krvi je vSak vyznamné delsi, coz potvrzuje nulovou hemostatickou
ucinnost kontrolniho vzorku ve srovnani s oxycelul6zami.

Hemostatické plsti Gelita a HyproSorb reaguji s fyziologickym roztokem
mnohem rychleji nez s krvi. Tato skuteCnost poukazuje na vétsi slozitost
reakce s krvi, kdy vedle pouhé diftize tekutiny do vzorku dochazi i k dal§im
jevam ovliviujicim pribeh reakce (napi. bobtnani, specificka adheze krevnich
desti¢ek u HyproSorbu).

Kinetika reakce TachoSilu vykazuje dvé faze — pocateéni exponencialni rist
stiida exponencialni pokles. Na vysledné reakci se podili dva rizné procesy,
které souvisi s komplexnim sloZzenim TachoSilu (kolagen s vrstvou
fibrinogenu a thrombinu). Po pocateéni absorpci tekutiny vzorkem (vzestupna
cast métené kiivky) dochazi k uvolnéni a aktivaci koagula¢nich faktord,
jejichz cilem je vytvofeni fibrinové bariéry (sestupnéd ¢ast méfené kiivky). Pti
reakci TachoSilu s krvi se prvni faze vytraci; koagulacni faktory obsazené jiz
v krvi ziejmé pfimo aktivuji faktory v povrchové vrstvé TachoSilu a primarné
tedy méfime tvorbu fibrinové vrstvy. Tento fakt umocnuje shoda hodnoty
casové konstanty druhé faze reakce TachoSilu a casové konstanty
hemostatické reakce samotné krve.

Dil¢i vysledky popsané experimentalni prace byly prezentovany na konferenci

SPIE (The International Society for Optics and Photonics), a dale byly zvefejnény ve
védeckych publikacich IEEE (Institute of Electrical and Electronics Engineers) a
Springer. Prvni vysledky méteni vzorka Histoacrylu a jeho olejnatych smési na THz
spektroskopii byly prezentovany na konferenci SPIE [213]. Jednalo se o prvotni
testovaci méteni, které se v n€kolika ohledech od kone¢ného designu experimentu
odlisuje,
ovlivnila rychlost sitovaci reakce. Vyhodnocovanym parametrem zde byla minimalni
Spickova hodnota THz viny a k aproximaci ¢asovych zavislosti byla pouzita jednoducha

coz je 1 pri¢ina rozdilnych naméfenych hodnot. Vyssi teplota okoli zfejmé
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exponenciala. Dalsi vysledky méfeni kinetiky reakce tkanového Ilepidla THz
spektroskopii byly publikovany v [214]. Naméfené ¢asové zavislosti rozkmitu THz viny
byly opét aproximovany jednoduchou exponencialou. Vysledky méfeni byly doplnény
mikroskopickymi snimky zesitovanych vzorkl a jejich mapovanim pomoci Ramanovy
spektroskopie. Vysledky prvnich méfeni kinetiky reakci absorp¢nich hemostatik
s fyziologickym roztokem byly publikovany v [215]. Méfenym parametrem byl index
lomu (na 0,91 THz) a jeho casové zavislosti byly aproximovany jednoduchou
exponencialou. Do ¢lanku byla také zahrnuta piipadova studie reakce hemostatik s krvi
jednoho dobrovolnika, ktera nastinila dal$i moznosti tohoto typu méteni.

Vysledky vyse uvedenych publikovanych praci se od vysledki piredlozené
komplexni experimentdlni prace V nckolika ohledech lisi. Dlvodem jsou zejména
odchylky v postupech méfeni a zpracovani namétenych hodnot, které byly postupné
Vv celém experimentu provedeny tak, aby vznikla optimalni metodika charakterizace
materialt. S pfibyvajicim poctem méfeni totiz vyvstavaly nové skuteénosti, kterym bylo
nutné prizpusobit design experimentu. Nejvétsi miru variability do spektroskopickych
méfeni tkanovych lepidel vnaSela teplota, pti které méfeni probihalo. Dale to byla
aproximace jednoduchym exponencidlnim modelem, kterd sice poskytovala zakladni
ptedstavu o sledovaném dg&ji, nicméné vykazovala jisté rezervy. Pfedevsim §lo 0 model
bez fyzikalniho ¢i chemického odvozeni a jednoducha exponencialni aproximace pouze
sjednim parametrem vyhovovala jen velmi omezenému useku kiivky namétenych
udaju. Z toho divodu byla prace cilena na podrobnéjsi odvozeni takovych modelu, které
poskytuji presnéjSi odhad chovani hemostatik a tkanovych lepidel s vyuzitim vice
modelovych parametri.

THz spektroskopie si svoje biomedicinské aplikace teprve hledd, nicméné
provedené experimenty v této praci potvrdily, Ze metoda piedstavuje jednu z moznosti,

jak zkoumat rychle probihajici biologické d&je s malou pravdépodobnosti posSkozeni
vzorku nebo jeho nezadouciho ovlivnéni neionizujicim zafenim.
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SEZNAM ZKRATEK

ATR
cCcD
cW
DS
FFT
FIR

FTIR

GPIB

GUI

MAD
MIR
MRI
NIR
PDGF
P-p
Qi

Qi
SNR
SSE
SW-wW
THz

THz-TDS

zeslabeny uplny odraz, z angl. Attenuated Total Reflection

¢ip pro snimani obrazu, z angl. Charge-Coupled Device
kontinualni vina, z angl. Continuous Wave

dielektricka spektroskopie, z angl. Dielectric Spectroscopy
rychla Fourierova transformace, z angl. Fast Fourier Transform
vzdaleni infraCervené zateni, z angl. Far Infrared Radiation

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, z angl. Fourier

Transform Infrared Spectroscopy

rozhrani pro komunikaci méficich a zkuSebnich ptistroju, z angl. General

Purpose Interface Bus

grafické uzivatelské rozhrani, z angl. Graphical User Interface
infraervené zafeni, z angl. Infrared Radiation

absolutni odchylka medianu, z angl. Median Absolute Deviation

zafeni ve stfedni infradervené oblasti, z angl. Mid-Infrared Radiation
zobrazovani magnetickou rezonanci, z angl. Magnetic Resonance Imaging
zateni v blizké infracervené oblasti, z angl. Nir-Infrared Radiation
ristovy faktor z krevnich destic¢ek, z angl. Platelet Derived Growth Factor
oznaceni rozkmitu viny $picka-Spicka, z angl. Peak-to-Peak

prvni kvartil (percentil 25 %)

treti kvartil (percentil 75 %)

pomeér signal/Sum, z angl. Signal to Noise Ratio

suma ¢tvercovych odchylek, z angl. Sum of Squared Error
Shapiro-Wilkuv W test normality dat, z angl. Shapiro-Wilk W test
terahertz

terahertzova spektroskopie v ¢asové doméné, z angl. Terahertz Time-
Domain Spectroscopy
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SEZNAM POUZITYCH KONSTANT A VELICIN

ARggr amplituda elektrického pole THz viny reference [a. u.]
Ag amplituda elektrického pole THz viny vzorku [a. u.]
B vektor magnetické indukce [T]
c rychlost svétla ve vakuu (¢ = 299 792 458 m's™?)
Gy kapacita kondenzatoru [F]
d tloustka materidlu [m]
D vektor elektrické indukce [C'm™]
Dyif difuzni koeficient [m?s™]
D ztratovy Cinitel, disipaéni (rozptylovy) faktor [-]
dy penetracni hloubka [m]
elementarni naboj (1,602 176 634:1071°C)
E energie [J]
(= intenzita elektrického pole (piedpéti) [N-C™?]
E vektor intenzity elektrického pole [V'm™]
E(w) komplexni spektrum THz viny slozené z amplitudové |E(w)| a
fazové slozky @ (w) zavislé na w
E, n-ty prvek posloupnosti vzorkované THz viny
F Lorentzova sila [N]
f frekvence [Hz]
fc relaxaéni frekvence [Hz]
foz vzorkovaci frekvence [Hz]
FP(w) Fabry-Pérotav artefakt
G vodivost [S]
H vektor intenzity magnetického pole [A'm™]
h Planckova konstanta (h = 6,626-10734 J-s)
h(t) vySka absorpéniho maxima IR spektra v ¢ase t
Iy pocateéni intenzita dopadajiciho zafeni [W-m™]
I; nabijeci proud kondenzatorem [A]
Ig ztratovy proud rezistorem [A]
] difazni tok [kg'm™]
]7 vektor hustoty elektrického proudu [A'm™]
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X

95)

vlnocet [m?]

vlnovy vektor [m™]

vlnové ¢&islo ve vakuu [m™]

rychlostni konstanty sorpce a desorpce vody [s?]
rychlostni konstanta inicializace polymeru [s™]

rychlostni konstanta propagace polymeru [s?]

rychlostni konstanta ukonéeni reakce polymerizace [s?]

rychlostni konstanta pfenosu pii polymerizaci [s™}]
vektor magnetizace [A'm™]

mnozstvi polymeru pied zahajenim bobtnani [-]
(rovnovazny stav v t = 0)

mnozstvi polymeru po uplném nabobtnani [-]
(rovnovazny stav v t — o)

mnozstvi polymeru nasyceného roztokem [-]
aktualni mnozstvi nabobtnaného polymeru v ¢ase t [-]
komplexni index lomu zavisly na w [-]

vektor polarizace [C'm™]

vykon dopadajici elektromagnetické viny [W]
vykon odrazené elektromagnetické viny [W]
vykon proslé elektromagnetické viny [W]

naboj ¢astice [C]

komplexni reflexni koeficient [-]

amplitudovy koeficient reflektivity (odrazivosti) [-]
odrazivost (reflektance) rozhrani [%]

odpor rezistoru [€2]

plocha elektrod [m?]

komplexni transmisni koeficient [-]

amplitudovy koeficient propustnosti [-]

propustnost (transmitance) rozhrani [%]

teplota skelného piechodu [°C]

Fresnelovy ztraty v disledku odrazli na rozhranich
spektrum vzorkovaci funkce v(t)

kapacitance kondenzatoru [Q]
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xpp(t)
a

p

)

Af

At

€o

Ecor Es
é(w)
Er

91’ 92

hodnota rozkmitu THz viny (Peak-to-Peak) v Case t [a. u.]
linearni absorpéni koeficient Lambert-Beerova zdkona [cm™]
bezrozmérny parametr tvaru Weibullovy modelové funkce [-]
ztratovy uhel [°]

frekvenéni rozliseni [Hz]

vzorkovaci krok [S]

permitivita vakua (pfiblizné 8,854:10"12 F-m™)

permitivita vybuzeného a relaxovaného stavu [F'm™]
komplexni permitivita [F-m™]

relativni permitivita (téz dielektricka konstanta) [-]

uhel dopadu a lomu elektromagnetické viny [°]

Ps(w), Prer(w)taze THz viny vzorku a reference

K

A

extinkéni koeficient, imaginarni slozka A(w) [M*t:cm™]
vinova délka [m]

pohyblivost elektronu [m?-V1-s?]

magneticka permeabilita [H'm™]

magneticka permeabilita vakua (pfiblizné 1,257-10° H'm™)
vektor rychlosti [m's™]

vzorkovaci funkce (Gasové okno) délky T [s]

objemova hustota volnych nabojii [C'm®]

konduktivita materialu [S.m™]

Casova konstanta procesu [s]

Casové zpozdéni mezi probe impulsem a THz vinou [s]
elektricka susceptibilita [-]

tihlova relaxaéni frekvence [rad's™]
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A.TKANOVA LEPIDLA — HISTOGRAMY (VZETNO’STi
HODNOT CASOVYCH KONSTANT U POUZITYCH
MERICICH METOD

Vzhledem k objemu dat je tato pfiloha soucasti ptilozeného CD.

B. TKANOVA LEPIDLA - NORMALNI
PRAVDEPODOBNOSTNI GRAFY A TESTY
NORMALITY HODNOT MODELOVYCH KONSTANT.

Vzhledem k objemu dat je tato ptiloha soucasti piilozeného CD.



C.TKANOVA LEPIDLA — POPISNA STATISTIKA
PARAMETRU MODELU

C.1  Numerické charakteristiky ¢asové konstanty z [s] sigmoidniho modelu pro jednotlivé méfici
metody (DS, FTIR, THz).

Vzorek N Median MAD Prameér Min Max Qi Qui Qu-Qi

Hist. 18 30,281 13,313 30,493 14,454 56,230 21,111 36,838 15,727

mix75 19 22,510 6,086 21,824 13,343 31,295 17,520 25,350 7,831

oS mix50 19 22,131 4,570 22,383 15485 29,580 19,048 27,045 7,997
mix25 10 16,668 2,347 16,919 13,917 20,417 15,303 18,469 3,166

Hist. 7 30,404 8,780 37,348 21,708 82,332 24,482 43,197 18,714

mix75 10 19,037 4,215 26,375 13,256 79,346 17,226 24,485 7,259

FTIR mix50 11 15,410 0,504 15,800 12,210 22,215 14,568 15,750 1,181
mix25 10 19,634 2,739 23,340 17,599 51,224 17,967 24,052 6,085
Hist. 8 43,017 10,435 41,365 19,216 61,489 33,049 49,040 15,992

mix75 15 12,954 4,533 17,755 8,733 46,181 10,325 17,632 7,307

T mix50 21 20,338 4,934 20,985 11,715 49,400 16,124 22,956 6,832
mix25 22 33,065 7,001 35,635 18,174 71,013 28,610 40,481 11,871

C.2  Numerické charakteristiky parametru c [-] sigmoidniho modelu méticich metod (DS, FTIR, THz).

Vzorek N Median MAD Pramér Min Max Q Qui Qu-Qi

Hist. 18 3,700 0,685 3,674 2,846 4,974 3,231 4,155 0,924

mix75 19 3,811 0,348 3,887 3,020 4,832 3,601 4,126 0,524

bS mix50 19 3,218 0,319 3,317 2,413 4,240 3,040 3,543 0,503
mix25 10 2,146 0,193 2,147 1,758 2,416 2,047 2,315 0,268

Hist. 7 -10,501 0,640 -9,010 -12,496 -3,902 -10,933 -4,338 6,595

mix75 10 -8,960 2,594 -8,976 -11,881 -5,003 -11,267 -7,768 3,499

FTIR mix50 11 -6,484 1,759 -6,936 -13,103 -4,689 -8,362 -5,298 3,064
mix25 10 -4,122 0,359 -4,046 -4,520 -3,516 -4,269 -3,748 0,521

Hist. 8 -10,358 6,664 -11,607 -20,390 -4,499 -16,580 -7,044 9,536

mix75 15 -38,675 20,196 -33,035 -59,254 -3,758 -51,748 -9,798 41,951

Trz mix50 21 -20,979 7,098 -19,631 -34,905 -5,103 -25,160 -12,191 12,969
mix25 22 -11,123 8,887 -10,745 -28,262 -3,161 -14,255 -4,618 9,637

C.3  Prehled zakladnich numerickych charakteristik ¢asovych konstant 71 a 7> biexponencialniho
modelu dat z IR spektroskopie.

N Median MAD Primeér Min Max Q Qu Qu-Q

Histpork 9 9,014 2,026 8,832 4573 11,189 8934 10,380 1,446

n  mix75pork 9 11,840 2,364 10,862 5424 16,756 7,857 12,249 4,392
[s]  mixsopork 10 9,680 5,209 10,646 4,244 17,394 7,319 14,890 7,572

mix25pork 11 10,334 6,039 15,375 6,261 35,530 9,105 20,011 10,906




N Median MAD Primér Min Max Qi Qui Qui-Q
Histpork 9 96,890 11,987 99,839 86,994 108,039 96,246 106,130 9,884
T mix75pork 9 100,572 6,414 99,068 84,882 110,988 94,340 104,281 9,941
[s] mix50pork 10 95,555 15,456 92,235 58,744 113,522 81,070 102,284 21,214
mix25pork 11 99,177 8,660 105,935 86,836 148,969 93,932 115,489 21,557
C.4  Prehled zakladnich numerickych charakteristik ¢asovych konstant c; a ¢, biexponencialniho
modelu dat z IR spektroskopie.
N Median MAD Pramér Min Max Qi Qui Qui-Q
Histpork 9 0,582 0,242 0,614 0,211 0,894 0,509 0,811 0,302
C1 mix75pork 9 0,461 0,202 0,538 0,322 0,761 0,450 0,628 0,178
[-] mix50pork 10 0,426 0,117 0,527 0,323 0,947 0,377 0,697 0,321
mix25pork 11 0,590 0,195 0,646 0,306 1,191 0,459 0,930 0,471
Histpork 9 0,818 0,339 0,855 0,527 1,660 0,589 0,921 0,332
C mix75pork 9 0,990 0,284 0,912 0,631 1,292 0,763 1,017 0,255
[-] mix50pork 10 1,060 0,245 0,953 0,491 1,305 0,689 1,149 0,460
mix25pork 11 0,809 0,285 0,810 0,362 1,256 0,501 1,001 0,501
C.5 Piehled zékladnich numerickych charakteristik ¢asovych konstant 71 a 7> biexponencialniho
modelu dat z THz spektroskopie.
N Median MAD  Pramér Min Max Qi Qui Qui-Qi
Histpork 15 7,726 3,365 9,167 2,318 23,298 5,457 14,140 8,683
61 mix75pork 11 11,321 6,311 14,868 6,667 29,799 9,189 18,924 9,736
[s] mix50pork 10 21,817 16,127 26,912 9,319 65,920 11,767 41,575 29,808
mix25pork 6 11,794 8,991 28,938 4,791 93,266 6,668 45,317 38,649
Histpork 15 139,866 30,872 167,225 95,602 381,723 125,743 200,888 75,144
I mix75pork 11 145,066 40,444 154,715 104,490 246,481 117,787 213,863 96,076
[s] mix50pork 10 180,846 1253'04 219,493 93,032 412,439 140,764 290,723 149,959
mix25pork 6 96,428 27,337 109,662 44,209 210,962 86,535 123,413 36,877
C.6  Piehled zakladnich numerickych charakteristik ¢asovych konstant ¢z a ¢, biexponencialniho
modelu dat z THz spektroskopie.
N Median MAD Pramér Min Max Q Qui Qui-Qi
Histpork 15 0,779 0,328 0,952 0,078 2,492 0,568 1,262 0,695
C1 mix75pork 11 1,009 0,321 1,003 2,083E-12 2,082 0,737 1,137 0,399
[-] mix50pork 10 0,374 0,334 0,448 2,262E-14 1,134 0,207 0,658 0,451
mix25pork 6 0,724 0,630 0,869 4,035E-11 2,134 0,392 1,241 0,850
Histpork 15 0,522 0,345 0,543 0,054 0,963 0,317 0,852 0,535
(73 mix75pork 11 0,362 0,194 0,316 0,081 0,546 0,143 0,451 0,307
[-] mix50pork 10 0,809 0,409 0,838 0,050 1,442 0,609 1,273 0,664
mix25pork 6 0,548 0,652 0,575 0,097 1,079 0,120 1,061 0,942




D. TKANOVA LEPIDLA — TEST VICENASOBNEHO
POROVNANI Z'-HODNOT KRUSKAL-WALLISOVA
TESTU

D.1  Vysledky testu vicenasobného porovnani z” hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou
konstantu T z modelovych dat DS.

z’-skore Histoacryl mix75 mix50 mix25
Histoacryl 2,250164 1,850053 4,351317
mix75 2,250164 0,405631 2,498362
mix50 1,850053 0,405631 2,835220
mix25 4,351317 2,498362 2,835220

D.2  Vysledky testu vicenasobného porovnani z” hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou
konstantu T z modelovych dat IR spektroskopie.

z’-skére Histoacryl mix75 mix50 mix25
Histoacryl 2,021598 4,353100 1,656406
mix75 2,021598 2,536879 0,402422
mix50 4,353100 2,536879 2,948771
mix25 1,656406 0,402422 2,948771

D.3  Vysledky testu vicenasobného porovnani z” hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro ¢asovou
konstantu T z modelovych dat THz spektroskopie.

z’-skére Histoacryl mix75 mix50 mix25
Histoacryl 4,173550 3,339801 0,729814
mix75 4,173550 1,300259 4,556907
mix50 3,339801 1,300259 3,560678
mix25 0,729814 4,556907 3,560678

D.4  Vysledky testu vicenasobného porovnani z~ hodnot z Kruskal-Wallisova testu pro 1 modelovych
dat THz spektroskopie.

z’-skore Histpork mix75pork mix50pork mix25pork
Histpork 2,023595 3,354414 1,558123
mix75pork  2,023595 1,295744 0,099774
mix50pork  3,354414 1,295744 1,194406

mix25pork  1,558123 0,099774 1,194406




E.ZADOST O VYJADRENI ETICKE KOMISE

VYSOKE UCENI FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
TECHNICKE A KOMUNIKACNICH
VBRNE TECHNOLOGII

Cj. EK":

Zadost o vyjadieni Etické komise UBMI
Fakulty elektrotechniky a komunikacnich technologii
Vysokého uceni technického v Brné

k projektu vyzkumné, habilita¢ni, doktorské, diplomové (bakalaiské) prace, zahrnujici lidské
ucastniky

Nazev: Sledovani kinetiky hemostatické reakce absorpénich hemostatik pomoci terahertzové
spektroskopie v ¢asové doméné

Forma projektu:
- aplikovany vyzkum v ramci doktorské prace

AutoFi: MUDr. Zdenék Adamik, Ph.D. (odpovédny vedouci experimentu)
Ing. Marie Nedvédova (osoba povétena provadénim experimentu)

Popis projektu:

1. Popis projektu:

Cilem tohoto vyzkumu je sledovat kinetiku hemostatické reakce certifikovanych
hemostatickych pfipravkii pfi kontaktu skrvi a porovnat jejich hemostatickou ucinnost.
Hemostatika jsou pfiipravky podporujici zastavu krvaceni pii rozsahlej$im poranéni ¢i
chirurgickych vykonech. Pro spravny prubéh reakce je tieba ziskat vzorek Cerstvé odebrané
krve se zachovanim vSech jejich pfirozenych obrannych mechanismi vedoucich k uc¢inné
zéastavé krvaceni. Vzorek krve subjektu je pouzit jako spoustéci médium hemostatické reakce
zkoumanych materialti. Tato reakce je zkoumana pomoci terahertzové spektroskopie v ¢asové
doméné. Dobrovolna ucast kazdého subjektu v experimentu bude doloZena informovanym
souhlasem.

2. Charakteristika souboru subjektl (pocet, vék, pohlavi):
Do experimentu bude zatazeno alespon 12 lidskych subjektd, coz je minimalni pocet
vyhovujici metodice statistického ovéfeni hypotézy. Predpoklada se Gicast subjektii ve vékovém
rozmezi od 18 do 60 let obou pohlavi, pficemz nebudou zahrnuty gravidni Zeny.

3. Doba trvani celého projektu (od — do):
Provedeni experimentu je planovano na obdobi 20. 11. 2017 — 19. 1. 2018.

Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta elektrotechniky a komunikaénich technologii, Technicka 3058/10, 616 00 Brno
T: 541 141 111, 1C: 00216305, DIC: CZ00216305, www.feec.vutbr.cz, info@feec.vutbr.cz



4. Popis nakladani se subjekty:
Vramci experimentu bude subjektim z ¢lanku prstu horni koncetiny opakované odebrana
kapka kapilarni krve, kterd bude pouzita pro studium riznych typi hemostatik. Pomoci
odbérového pera bude Setrné a bezpeéné proveden vpich sterilni jehlou do luzka prstu a
mikropipetou bude nasata krev o mnozstvi 20 ul z vytvoren¢ kapky na povrchu kuze.

5. Zajisténi bezpecnosti:
Dodrzovani standardnich hygienickych postupti a laboratornich zasad v prabéhu celého
experimentu je nutnym piedpokladem pro zajisténi bezpecnosti méfeného subjektu i osoby
povéifené provadénim experimentu. Pfed samotnym vpichem odbérovym perem si subjekt
fadné umyje ruce mydlem a tekouci ¢istou vodou, pripadné pouzije dezinfekéni prostiedek. Pro
vpich bude vzdy pouzita nova sterilni jehla.

6. Informovany souhlas ucastniki (viz pfiloha).
7. Kdo ponese naklady na odskodnéni v pfipadé poskozeni subjektu hodnoceni:
Z povahy experimentu a za predpokladu dodrzeni bezpeénosti prace nehrozi pfimé riziko

vedouci k posSkozeni subjektu hodnoceni. Pfipadné naklady na odSkodnéni vzniklé porusenim
vyse popsanych postupii ponese osoba povéfena provadénim experimentu.

V Bmé dne 9. 11. 2017 Podpis autora____.._- =

¢islo jednaci Etické komise doplni sekretariat UBMI
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F. SOUHLAS ETICKE KOMISE S PROVEDENIM
EXPERIMENTU

VYSOKE UCENI FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
TECHNICKE A KOMUNIKACNICH
VBRNE TECHNOLOGI|

Komu :

MUDr. Zdenék Adamik, Ph.D., Ustav zdravotnich véd, Univerzita Toméase Bati ve Zliné

Ing. Marie Nedvédova, UBMI FEKT VUT v Brné&, Ustav elektroniky a méfeni, Univerzita Tomase Bati ve Zliné
¢j. : EK : 03b/2017

VyjadFeni souhlasu Etické komise UBMI
Fakulty elektrotechniky a komunikaénich technologii
Vysokého uéeni technického v Brné
(FEKT VUT)

Projekt Cj. : EK : 03/2017 :

Sledovani kinetiky hemostatické reakce absorpénich hemostatik pomoci terahertzové spektroskopie

v ¢asové doméné

byl schvélen Etickou komisi UBMI Fakulty elektrotechniky a komunikaénich technologii Vysokého ueni technického
v Brné (FEKT VUT) :

dne :20.11.2017 . platny do : 31.1.2018

Etickd komise UBMI Fakulty elektrotechniky a komunikaénich technologii Vysokého uéeni technického v Brné ve
slozeni:

doc. Ing. Jana Kolafova, Ph.D. — pfedseda (VUT FEKT)

prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D. — ¢len (VUT FEKT)

Ing. Martin Mézl, Ph.D. — ¢len (VUT FEKT)

prof. MUDr. Marie Novakova, Ph.D. - élen (MU Fyziologicky tstav)
MUDr. Jaromir Gumulec, Ph.D. — &len (MU Ustav patologické fyziologie)

zhodnotila pfedloZeny projekt a neshledala Zzadné rozpory s platnymi zésadami, predpisy a mezinarodnimi smérnicemi
pro provadéni biomedicinského vyzkumu zahrnujici lidské Gcastniky.

Resitel projektu splnil podminky nutné k ziskani souhlasu-etické komise.
Za TECALN

om, ”/—1:,(‘
27
L1\

<) Vs

V Brné dne 20.11.2017

podpis predsedy EK

Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta elektrotechniky a komunikaénich technologii, Technicka 3058/10, 616 00 Brno
T: 541 141 111, IC: 00216305, DIC: CZ00216305, www.feec.vutbr.cz, info@feec.vutbr.cz
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G.FORMULAR INFORMOVANEHO SOUHLASU
S ODBEREM KREVNIHO VZORKU PRO UCELY
EXPERIMENTU

Gynekologicko-porodnické oddéleni Ustav elektroniky a méfeni Ustav biomedicinského inZenyrstyi
Krajska nemocnice T. Bati Univerzita Tomase Bati ve Zliné Vysoké uceni technické v Brné
Havli¢kovo ndbiezi 600, 762 75 Zlin Nad Stranémi 4511, 760 05 Zlin Technicka 12, 616 00 Brno

Informovany souhlas s odbérem kapilirni krve
pro sledovani kinetiky hemostatické reakce absorpénich hemostatik

Jméno a prijmeni ucastnika studie:

Datum a misto narozeni:

Ucastnik zarazen do studie pod identifikacnim cislem:

Odpovédny vedouci experimentu: MUDr. Zdenék Adamik, Ph.D.
Osoba povérend provadeénim experimentalniho méreni:  Ing. Marie Nedvédova

Popis studie:

V ramei tohoto experimentu Vam bude z ¢lanku prstu horni konéetiny opakované odebrana
kapka kapilarni krve, ktera bude pouzita pro studium riznych typi hemostatik. Hemostatika
jsou piipravky podporujici zastavu krvdceni pii rozsahlejSim poranéni ¢i chirurgickych
vykonech. Cilem tohoto vyzkumu je sledovat kinetiku hemostatické reakce jednotlivych
hemostatickych piipravkt pii kontaktu s krvi a porovnat jejich hemostatickou u¢innost.

Pomoci odbérového pera bude Setrné a bezpecné proveden vpich sterilni jehlou do Itizka prstu
a mikropipetou bude nasata krev o mnozstvi 20 pl z vytvofené kapky na povrchu kize.

Za piedpokladu dodrzeni hygienickych zasad (umyti rukou, pouziti dezinfekce) neni znamo
Zzidne piimé riziko ohroZzujici zdravi uUcCastnika. Vzorek krve bude okamzité pouZit
predepsanym zpiisobem za vy3e uvedenym uéelem. Vzorek bude v laboratofi zpracovan
anonymné, bude pouzit pouze jednou a nebude uchovavan za zadnymi jinymi cely.

Doba méfeni subjektu trvd cca 90 minut a od své asti ve studii miZe subjekt kdykoliv bez
postihu odstoupit. Subjektu nevznikaji zadné vydaje spojené s jeho Gcasti ve studii. V celé
studii se pfedpoklada tc¢ast cca 20 subjekti.

Prohlaseni tiéastika studie:

Ja, nize podepsany(4), souhlasim se svou dobrovolnou a bezuplatnou ucasti v této studii a
poskytnutim vzorku krve, ktery bude pouzit pro Ucely této studie. Byl(a) jsem podrobné
informovan(a) o cili studie a jejich postupech. Pracovnik povéfeny provadénim
experimentalniho méfreni mi vysvétlil piipadné problémy, které by se mohly vyskytnout
b&hem Gcasti v této studii, a vysvétlil mi zplsoby, jakymi budou tyto problémy feSeny.

Pii zafazeni do studie budou moje osobni data uchovana s plnou ochranou divérnosti dle
platnych zakonii Ceské republiky. Do mé dokumentace budou moci na zakladé tohoto
souhlasu nahlédnout za Gcelem ovéfeni ziskanych udaji zastupci vedeni experimentu,
nezavislych etickych komisi a mistnich nebo zahrani¢nich kompetentnich Gfadd. Pii vlastnim
provadeéni studie mohou byt naméfena data poskytnuta jinym nez vySe uvedenym subjektim
pouze bez identifikaénich 0dajl, to znamenid anonymni data oznadena Ciselnym kodem.
Rovnéz pro vyzkumné a védecké acely mohou byt naméfend data poskytnuta pouze bez
identifikac¢nich (dajt (tedy anonymni data) nebo s mym vyslovnym souhlasem.

Porozumél(a) jsem tomu, ze mé jméno se nebude vyskytovat v referatech o této studii.
Naopak souhlasim s uverejnénim a pouzitim vysledki této studie.

datum podpis Géastnika studie podpis osoby povéirené provadénim experimentu

VI



H.ABSORPCNI HEMOSTATIKA — POPISNA STATISTIKA PARAMETRU MOCNINNE
FUNKCE

H.1  Popisna statistika parametrti k 8 n mocninné funkce pro reakci hemostatik s fyziologickym roztokem.

N Pramér Median Min Max Qi Qui Qu-Qi  Rozptyl Smérodatna odchylka
celuloza 8 0,1214 0,1252 10,0165 0,2050 0,0573 0,1924 0,1351 0,0059 0,0770
S. Fibrilar 8 0,0568 0,0517 0,0125 0,1268 0,0364 0,0693 0,0329 0,0011 0,0344
K [s] S. Nuknit 13 0,0709 0,0714 0,0039 0,1582 0,0180 0,1265 0,1085 0,0031 0,0561
Gelita 17 0,2208 0,2145 0,1001 0,3102 0,1761 0,2731 0,0969 0,0041 0,0647
HyproSorb 11 0,2820 0,2766 0,0920 0,4670 0,1692 0,3593 0,1900 0,0159 0,1261
TachoSil 9 0,0742 0,0859 0,0236 0,1256 0,0397 0,0954 0,0556 0,0012 0,0347
celuléza 8 03765 0,3176 0,2275 0,6936 0,2555 0,4723 0,2167 0,0282 0,1680
S. Fibrilar 8 05284 0,5294 0,3308 0,7190 0,4589 0,6006 0,1416 0,0141 0,1191
S. Nuknit 13 0,5538 0,4989 0,3091 0,9779 0,4008 0,6934 0,2926 0,0409 0,2023
n[ Gelita 17 0,2998 0,2899 0,2166 0,4941 0,2431 0,3237 0,0806 0,0051 0,0717
HyproSorb 11 0,2697 0,2534 0,1285 0,4500 0,1889 0,3663 0,1774 0,0126 0,1126
TachoSil 9 0,7040 0,6522 0,5270 10,8928 0,6307 0,8322 0,2015 0,0159 0,1261




H.2  Popisna statistika parametrti kK a n mocninné funkce pro reakci hemostatik s krvi.

N Pramér Median Min Max Qi Qui Qu-Q1  Rozptyl Smérodatna odchylka
celuléza 16 0,0488 0,0160 0,0008 0,2911 0,0043 0,0399 0,0356 0,0073 0,0857
S. Fibrillar 21 0,0390 0,0315 0,0015 0,1531 0,0047 0,0507 0,0459 0,0017 0,0420
K [s] S.Nuknit 20 0,0429 0,0327 0,0015 0,1670 0,0167 0,0509 0,0341 0,0016 0,0408
Gelita 20 10,2641 0,2666 0,1592 0,3464 0,2351 0,2957 0,0605 0,0025 0,0504
HyproSorb 20 0,2043 0,2123 0,0416 0,3845 0,0880 0,2790 0,1910 0,0124 0,1115
TachoSil 5 0,0894 0,0616 0,0347 0,2219 0,0473 0,0815 0,0341 0,0057 0,0760
celuléza 16 0,7056 0,6976 0,2032 1,2091 0,5389 0,9305 0,3916 0,0796 0,2822
S. Fibrillar 21 0,6852 0,5903 0,3338 1,1421 0,5121 0,9060 0,3939 0,0649 0,2547
S.NukKnit 20 0,6204 0,5959 0,3148 1,1109 0,5157 0,7081 0,1923 0,0333 0,1827
g Gelita 20 10,2368 0,2292 10,1872 10,3192 0,2110 0,2619 0,0509 0,0013 0,0366
HyproSorb 20 0,3029 0,2680 0,1632 0,5384 0,2193 0,4074 0,1880 0,0128 0,1135
TachoSil 5 0,5982 0,658 0,2580 0,8075 0,5748 0,6920 0,1172 0,0431 0,2076




. ABSORPCNI HEMOSTATIKA — NORMALNI
PRAVDEPODOBNOSTNI GRAFY A TESTY
NORMALITY PARAMETRU MODELU

Vzhledem k objemu dat je tato pfiloha soucasti pfilozené¢ho CD.
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J. ABSORPCNI HEMOSTATIKA — POPISNA STATISTIKA PARAMETRU MODELU

J.1  Popisna statistika parametrt tau [s], ¢ [-], beta [-] modelovych funkci pro reakci hemostatik s fyziologickym roztokem.

Typ Parametry o g . i} Smérodatna
hemostatika Typ modelu modelu N Primér Median Min Max Qi Qui Qu-Q Rozptyl odchylka
G 6 0,8908 0,9229 0,7349 1,0723 0,7536 0,9379  0,1843 0,016 0,1270
celuléza exp.
tau 6 121,6962 121,0765 81,3920 175,1458 93,2145 138,2718 45,0573 1134,283 33,6791
tau 6 146,1250 147,7483 116,2175 177,9286 116,2799 170,8273 54,5474 751,0508 27,4053
S. Fibrillar asc. str. exp.
beta 6 0,8451 0,8746 0,5912 0,9921 0,8284 0,9096 0,0812 0,0187 0,1368
tau 8 135,1837 137,6246 80,2129 185,3556 104,5223 165,8038 61,2814 1491,037 38,6139
S. NuKnit asc. str. exp.
beta 8 0,8293 0,7942 0,5523 1,1579 0,6641 1,0036  0,3395 0,046 0,2136
tau 14 40,3331 37,4479 21,8946 63,3361 30,4111 52,3950 21,9839 182,0418 13,4922
Gelita asc. str. exp.
beta 14 0,7390 0,7338 0,6375 0,8505 0,6603 0,8128 0,1525 0,0056 0,0748
tau 10 30,0799 27,4565 11,5338 64,2134 21,6428 33,7460 12,1032 203,3866 14,2613
HyproSorb asc. str. exp.
beta 10 0,7767 0,8160 0,5728 0,9096 0,6582 0,8890  0,2308 0,0156 0,1247
tau 9 23,0397 19,5304 17,7439 38,9354 18,2147 23,2929 5,0782 54,9675 7,4140
asc. str. exp.
beta 9 1,4114 1,4201 1,1031 1,6942 1,3310 1,5161 0,1851 0,0288 0,1698
TachoSil
tau 7 180,0097 180,1798 149,0115 208,2560 166,9649 204,3126 37,3477 442,0979 21,0261
desc. str. exp.
beta 7 2,8251 2,6751 2,2531 4,0589 2,5659 2,8310 0,2651 0,3292 0,5737
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J.2 Popisna statistika parametrt tau [s], ¢ [-], beta [-] modelovych funkci pro reakci hemostatik s krvi.

Typ Parametry o g . i} Smérodatna
hemostatika Typ modelu modelu N  Pramér Median Min Max Qi Qui Qu-Q Rozptyl odchylka
G 17 0,9809 0,9610 0,6294 1,1873 0,9236 1,0456 0,1219 0,019 0,1365
celuloza exp.
tau 17 184,2938 185,7985 111,6965 284,9249 169,4237 203,3705 33,9468 2219,118 47,1075
tau 20 152,4832 155,7377 63,8044 237,9358 120,2502 177,7962 57,5459 1907,707 43,6773
S. Fibrillar asc. str. exp.
beta 20 1,4551 1,1840 0,6601 3,6896 0,9246 1,5107 0,5861 0,683 0,8267
tau 20 133,5940 127,3244 62,9620 205,6079 122,6136 150,0687 27,4551 1077,030 32,8181
S. NuKnit asc. str. exp.
beta 20 1,1986 1,1200 0,7049 2,0814 1,0156 1,3121  0,2965 0,127 0,3560
tau 23 73,0397 60,4883 24,7710 132,7281 43,8698 101,1647 57,2949 1176,589 34,3014
Gelita asc. str. exp.
beta 23 0,8104 0,8057 0,4885 1,1096 0,7129 0,8936  0,1806 0,028 0,1665
tau 20 46,2880 44,5117 29,1079 69,5823 40,5442 51,0422 10,4980 100,0853 10,0042
HyproSorb asc. str. exp.
beta 20 0,8191 0,8195 0,6694 0,9422 0,7785 0,8839  0,1054 0,0061 0,0783
tau 3 20,2810 19,6581 18,2657 22,9192 18,2657 22,9192 4,6535 5,7047 2,3884
asc. str. exp.
beta 3 1,7174 1,5667 1,4372 2,1483 1,4372 2,1483 0,7111 0,1434 0,3787
TachoSil
tau 16 104,8302 83,2516 14,5111 226,9409 59,5948 156,3614 96,7666 4224,996 64,9999
desc. str. exp.
beta 16 1,0537 0,7434 0,5123 2,5022 0,6412 1,3713  0,7299 0,428 0,6539
G 18 0,9558 0,9871 0,7388 1,0530 0,9321 1,0230 0,0908 0,0085 0,0921
krev exp.
tau 18 108,3383 104,1906 77,5435 143,4714 90,3169 127,5687 37,2518 423,7891 20,5861
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K.STRUKTURA PRILOZENEHO CD MEDIA

Na CD jsou umistény veSkeré origindlni zdrojové kody pro upravu, analyzu i
modelovani dat. Vedle elektronické verze disertacni prace ve formatu .pdf a souboru
Ptiloha — Statisticka analyza dat, obsahuje CD dv¢ hlavni slozky, které jsou nazvany
podle typu zkoumanych vzork (Hemostats, Histoacryl), a jejich obsah je ¢lenén dle
nasledujiciho schématu:

Hemostats:

Hemostats+blood

1_tds extrem — soubory nalezenych extréma pro vSechna méfeni s krvi
2_tds data zprac — soubory zpracovanych hodnot vzorek+blood.xls pro modelovani
3_model — soubory vzorek+blood_model.xls s hodnotami modelovych parametri
Matlab — obsahuje skripty vytvotené v Matlabu pro analyzu dat:
= ATR_TDS_AB_Polsko 2017 _07_31.m — skript pro zpracovani surovych dat z .csv
souborti: chronologické pierovnani, hledani extrémnich hodnot THz vlny, tedy
rozkmitu P-P; vstup: vzorek _xx.csv, vystup: tds_vzorek xx_extrem.xls
» tds_zprac.m — GUI program pro modelovani naméfenych Casovych zavislosti P-P
hodnot THz viny; vstup: vzorek+blood.xls, vystup: vzorek+blood_model.xls

O O O O

Hemostats+NaCl (stejné ¢lenéni jako Hemostats+blood)

Statistica — soubory statistickych tabulek (.sta) a seSiti s aplikovanymi metodami statistické
analyzy (.stw) vytvorené v programu Statistica
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Histoacryl:

Histoacryl

o DS:
= DS data:

e 1 Po extrakci dat — soubory analyzovanych dat vzorek_data.xls

e 2 Model - soubory s parametry modelu vzorek_data_vysl_modelu.xls

= Matlab

e ds 2017_07_20.m — skript pro zpracovani souborl s originalnimi naméfenymi
daty, sbira postupné vSechny hodnoty ze soubort vzorek_xy.txt (vstup) pro dany
typ vzorku a uklada vSechny Casové zavislosti disipacniho faktoru do souboru
vzorek_data.xls (vystup)

e model_hill.m — GUI program pro aproximaci naméfenych zavislosti disipaéniho
faktoru sigmoidni funkci s vypoétem parametrit modelu; vstup: vzorek_data.xls,
vystup: graficka prezentace kiivky origindlnich dat a modelu, vypocétené
parametry modelu uloZzeny do vzorek_data_vysl_modelu.xls

o FTIR:
= 1 TQ methods — soubory nalezenych poloh maxim, v¢. jejich vysky, v IR spektrech
= 2 3D grafy — 3D grafy namétenych IR spekter v ¢ase vytvoienych pomoci skriptu
graf3D_2017_05_31.m

= 3 FTIR data:
e 1 Nacteni csv souboru — data .csv a jejich zpracovani do
souborti max_vzorek data_norm.xls
e 2 Extrakce peaki — soubory sextrahovanymi hodnotami  maxim

max_vzorek_piky.xIs (vychozi pro modelovani)

e 3 Model — soubory s mod. parametry max_vzorek piky vysl_modelu.xls

= Matlab:

e ftir_nacti_2017_10_13.m — skript pro extrakci ¢asové osy a hodnot vSech maxim
pro dany vzorek s pofadim XX, z max_vzorekxx.csv (vstup), nasleduje
normalizace a zapis do tabulek vystupniho souboru max_vzorek data_norm.xls
(jednotlivé listy oznaCené jako max_vzorekxx obsahuji vycet vSech maxim
métenych v Case)

e ftir_pik_2017_10_13.m — skript pro piepis/pfeskupeni naméfenych pribeht, aby
mohlo byt srovnano chovani vzorkli v ramci jednoho maxima; vstup:
max_vzorek_data_norm.xls, vystup: max_vzorek_piky.xls (kazdy list oznacen dle
analyzovaného maxima pro vSechny vzorky)

e model_pik_hillm — GUI program pro modelovani jednotlivych ¢Easovych
prubéhi meéfenych maxim sigmoidni funkci; vstup: max_vzorek_piky.xls,
vystup: max_vzorek_piky vysl_modelu.xIs (uloZeni parametri modelu)

o THz:
» tds 20170710 Polsko:

e Data_zprac — tabulky extréma THz viny tds_vzorek_extr.xls

e Matlab:

o thz_tds.m - skript pro piedzpracovani dat z méfeni na polském
spektrometru; postupné naéteni surovych dat pro dany vzorek, vyhledani
max a min, vypoCet maximalnich rozdild v signalu;, vstup:
tds_vzorek_xx.csv, vystup: tds_vzorek_extr.xls
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o model_hillm — GUI program pro modelovani naméfenych casovych
zavislosti P-P sigmoidni funkci; vstup: tds_vzorek xy_extr.xls, vystup:
tds_vzorek_vysl_model.xls

e Model — tabulky modelovych parametrti tds_vzorek_vysl_model.xls
*  tds 20171109-13-20 Zlin

e tds_extrem — tabulky extrému tds_vzorekxy_extrem.xls

e Matlab:

o ATR_TDS_AB_Polsko_2017_07_31.m — skript pro zpracovani surovych dat
Z .csv souborl: chronologické pierovnani, hledani extrémnich hodnot THz
viny, tedy rozkmitu P-P; vstup: vzorekxy.csv, vystup: tds_vzorekxy_extr.xls

o model_hillm — GUI program pro modelovani naméfenych casovych
zavislosti P-P sigmoidni funkci; vstup: tds_vzorekxy_extr.xls; vystup:
tds_zprac_vysl_modelu_vzorek.xls

e Model — tabulky parametra modelu tds_zprac_vysl_modelu_vzorek.xls
o sig_podle_inflex_bod.m — program pro vykresleni modelovych sigmoidnich priubéhu
slicovanych dle inflexniho bodu kiivek

Histoacryl+pork

o FTIR (obdobné jako u FTIR Histoacryl)
= 1 Nacteni z csv
= 2 Extrakce peakl
= 3 Model
= Matlab:
e ftir_nacti_2017 10 13.m
o ftir_pik 2017 10 _13.m
e model_pik_biexp.m — GUI program pro modelovani jednotlivych ¢asovych
prubéhid méfenych maxim biexponencialni funkci; vstup: max_vzorek_piky.xls;
vystup: max_vzorek_piky_vysl_modelu.xls (uloZeni parametri modelu)
o THz (obdobné jako u THz Histoacryl)
*  tds 20170712 Varsava:

e THz data
e model
= tds 20171124 Zlin
e THz_ data
e model
= Matlab:
e thz tds.m

e ATR_TDS_AB_Polsko_2017_07_31.m

e model_biexp.m — GUI program pro modelovani namétenych ¢asovych zavislosti
P-P  biexponencialni  funkci;  vstup:  tds_vzorek xy extr.xls, vystup:
tds_vzorek_vysl_model.xls
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