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ABSTRAKT 
Oblast inženýrství kostní tkáně se zaměřuje na vývoj biokompatibilních tkáňových nosičů, 
které mohou úspěšně napodobit mezibuněčnou hmotu lidské tkáně a poskytovat rostoucím 
kostním buňkám nezbytnou mechanickou podporu a vhodnou st imulaci pro správný růst 
a prol i feraci. Ta to bakalářská práce popisuje základní principy tkáňového inženýrství 
s důrazem na oblast regenerace kostní tkáně, zkoumá aktuá ln í technologické výzvy 
a diskutuje perspekt ivní mater iály a technologie pro návrh kompat ib i ln ího tkáňového 
nosiče. Podrobněj i jsou diskutována elektrospřádaná nanovlákna, jej ich charakterist ické 
vlastnost i a adaptabi l i ta. Na základě teoret ických poznatků z rešerše je vytvořen návrh 
vhodného tkáňového nosiče ze zvoleného materiálu pro následné osazení kostními buňkami 
a jsou představeny plánované postupy výroby. Dle návrhu je tkáňový nosič vytvořen a 
provedena je na něm základní výzkumná analýza z hlediska struktury, chemického složení, 
smáčivost i , obsahu krystal ických fází a buněčné adheze, z čehož jsou vyvozeny závěry 
ohledně adaptabi l i ty pro kostní tkáňové inženýrství. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
inženýrství kostní tkáně, polyvinylidenfluorid, tkáňový nosič, osteoblasty, buněčná adheze, 
elektrostatické zvlákňovaní, nanovlákna, biokompat ibi l i ta, piezoelektrický jev 

ABSTRACT 
T h e field of bone t issue engineering focuses on developing b iocompat ib le scaffolds, 
which can successful ly mimic the extracel lular matr ix of human tissue and provide the 
growing bone cells with the necessary mechanical support and adequate st imulat ion for 
proper growth and prol i ferat ion. Th i s bachelor thesis describes the basic principles of 
t issue engineering with an emphasis on the area of bone t issue regeneration, examines 
current technological challenges and discusses prospective materials and technologies for 
the design of a compat ib le t issue scaffold. E lect rospun nanofibers, their character ist ic 
properties and adaptabil ity are discussed in more detail. Based on the theoretical findings 
from the research, a design of a suitable scaffold created from the selected material for 
fo l lowing seeding of bone cells, and the planned product ion procedures are presented. 
According to the design, the tissue scaffold is manufactured and a series of fundamental 
research analyses are conducted on it in terms of its st ructural integrity, chemical 
composit ion, wettability, crystalline phase content and cell adhesion. The results of these 
analyses inform the conclusion regarding the tissue scaffold's adaptabil i ty for bone tissue 
engineering. 

KEYWORDS 
bone tissue engineering, polyvinylidenfluorid, scaffold, osteoblasts, cell adhesion, electro-
spinning, nanofibers, biocompatibi l i ty, piezoelectric effect 
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Úvod 
V d o b ě s tá le se zvyšujícího v ý s k y t u onemocněn í pohybového a p a r á t u v důs ledku 

zvyšujícího se p růměrného věku populace, obezity a absence zdravé fyzické aktivity 

h l e d á m e nej vhodnějš í terapie, k t e ré by byly schopné nahradit poškozenou kostní 

t k á ň a podpoř i t její regeneraci. Vhodnou alternativu ke stávajícím p o s t u p ů m léčby 

by mohl předs tavovat obor tkáňového inženýrství . 

Tato baka lá řská práce se zabývá l i terární rešerší v oblasti tkáňového inženýrství 

se z a m ě ř e n í m na opravu a n á h r a d u kos tn í t k á n ě . Je definováno, co je to t k á ň o v ý 

nosič a j aké parametry musí obecně splňovat pro s p r á v n o u funkci. P r o z k o u m á n je 

vývoj ma te r i á lů a metod pro n á v r h a konstrukci kompat ib i ln ích t k á ň o v ý c h nosičů 

a jsou p o r o v n á n y jejich v ý h o d y a nevýhody. Vzhledem k n e d á v n é h o pokroku ve 

vědě v oblasti kostního tkáňového inženýrství jsou posouzeny technologické a etické 

výzvy, k t e ré b r á n í p ř e sunu do lékařské praxe a v souladu s t í m j sou p r o z k o u m á n y 

pe r spek t ivn í ma te r i á ly a technologie jako jsou nanov l ákna z polyvinylidenfluoridu 

s p iezoelektr ickými vlastnostmi. Vzhledem k velkému funkčnímu po tenc iá lu jsou 

důkladněj i d i sku tována e l e k t r o s p ř á d a n á nanov lákna , typy struktur, k t e ré mohou 

tvoři t a parametry jejich výrobního procesu. 

Je vy tvo řen n á v r h struktury t k á ň o v ý nos ič -buňky a jsou p ředs t aveny zvolené 

postupy výroby. Tkáňový nosič je následně dle návrhu zkonstruován a je provedena 

základní výzkumná analýza jeho struktury, chemického složení, smáčivosti, charakteru 

krysta l ických fází a buněčné adheze vzhledem k posouzení adaptability pro kostní 

tkáňové inženýrství . 
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1 Tkáňové inženýrství 

1.1 Výzkumný záměr tkáňového inženýrství 

Využití umělých tkán í v regenerat ivní medicíně se dostává do centra pozornosti v dů

sledku h ledán í a l t e rna t ivn ích te rapi í , k t e ré by nahradily transplantaci od dárců . 

Díky neus tá lým pokrokům v moderní medicíně roste věk, kterého se lidská populace 

p r ů m ě r n ě dožívá a t í m n a r ů s t á i p o p t á v k a po transplantaci selhávajících orgánů . 

M i m o věk, jsou faktory n á r ů s t u pop távky po tkáňových n á h r a d á c h i špa tný životní 

styl, sedavé z a m ě s t n á n í a ú r azy spojené s náh lou a n e ú m ě r n o u fyzickou akt ivi tou. 

I když se eventuálně pacient dočká vhodného dárce, tak je stále velkým prob lémem 

možnost odmí tnu t í š těpu a následné komplikace, i přes dlouhodobou imunosupresivní 

terapii. S cílem nalézt řešení těch to problémů začali v 60. letech 20. století výzkum

níci v oblasti zd ravo tn ic tv í mísi t nové technologie a mater iá lové vědy s b u n ě č n o u 

a moleku lá rn í biologií, což p o s t u p n ě vedlo v 80. až 90. letech 20. s tolet í ke vzniku 

nového s a m o s t a t n é h o oboru. Tkáňové inženýrs tví (zkr. TI) je nyní definováno jako 

interdisciplinární obor, k terý aplikuje principy inženýrství a biologických věd směrem 

k vývoji b iokompat ib i ln ích náhražek , d íky k t e r ý m bude možné zachovat, obnovit 

nebo zlepšit funkci poškozených tkán í [1, 2]. 

P r ů z k u m tohoto re la t ivně nového b iomedic ínského oboru ukazuje na to, že 

umělé b iomimet ické t káňové n á h r a d y maj í po tenc iá ln í kapacitu řeši t přetrvávaj ící 

kr iz i nedostatku kompat ib i ln ích t k á n í a orgánů . Využi t í v běžné péči o pacienty 

je však v současnost i s tá le omezené. P a c i e n t ů m jsou již implan továny např . tepny, 

kožní š těpy či chrupavka, ale léčba je s tá le ve s t ád iu e x p e r i m e n t ů a p r i m á r n ě 

je m i m o ř á d n ě n á k l a d n á , kvůli neopt imal izovaných p r o c e s ů m výroby, n á k l a d n ý m 

m a t e r i á l ů m a b u n ě č n ý m liniím. Mnohem složitější orgánové t k á n ě se zachovanou 

biologickou funkcí jako je srdce a plíce již byly úspěšně rekonstruovány v laboratorních 

p o d m í n k á c h , avšak s tá le j e š tě zdaleka nejsou př ip ravené k implantaci l idskému 

pacientovi [2]. 

Obecná strategie terapeut ického odvětví tkáňového inženýrství se rozděluje podle 

toho, zda je cílem t k á ň nahradit, dodat j i oporu, nebo stimulovat k vlastní regeneraci. 

Dle toho zavádíme: 

• B u n ě č n é terapie - strategie spoléhající na vlastní aktivitu buněk, které mohou 

bý t imp lan továny injekčné buď s a m o s t a t n ě nebo např . spolu s hydrogelem. 

Jejich účelem je nahrazen í populace buněk , k teré přes ta ly správně fungovat. 

• T k á ň o v é terapie - strategie využívající buněk usazených na 3D tkáňový nosič 

viz obr. 1.1, na k te rém se buňky in vitro množí a rostou v tkáň před implantaci 

spolu s n o s n ý m ma te r i á l em. T y t o konstrukty maj í za cíl nahradit chybějící 

část t káně a dodat j i oporu při regeneraci, nebo nahradit celý orgán [1]. 
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Obr. 1.1: Pr incip tkáňové terapie založený na výrobě tkáňového nosiče z vhodného 

mater iá lu a jeho funkční modifikaci pro dosažení opt imálních vlastnost í pro následné 

osídlení b u ň k a m i a kultivaci t káně před implantací . P řevza to a upraveno z [3]. 

1.2 Odvětví kostního tkáňového inženýrství 

Cílem kostního tkáňového inženýrství (zkr. K T I ) je vývoj úspěšné a l ternat ivní terapie 

pro regeneraci a n á h r a d u poškozené kostní tkáně . Základem tohoto snažení musí být 

porozumění s t ruk tuře kosti, buněčné skladbě jednotl ivých částí, mechanice základních 

funkcí a převážně procesu tvorby a remodelace. Více než 200 kostí v lidském těle tvoří 

pevnou kostru pro podporu a ochranu měkkých orgánů před zraněním. Ve spolupráci 

se svaly, k t e ré se na kosti upínaj í , udržuj í žádoucí polohu tě la a umožňuj í pohyb. 

Kost v sobě uchovává růs tové faktory a pro tě lo důleži té minerá ly jako je vápník 

a fosfor. V nepos lední ř a d ě zde sídlí ž lu t á kos tn í d řeň uchovávající tuk a červená 

zajišťující vznik, dozrávání a zánik část i krevních e lementů [4]. 

Jak dospěl í jedinci dá le s t á r n o u a dostávaj í u rč i t é nemoci, kos tn í remodelace, 

k t e r á v různé míře p r o b í h á celý život, se může s t á t nevyváženou. Jako důs ledek 

poruchy či nedostatku urč i tých minerá lů může bý t ods t r aňováno více kostní t káně , 

než kolik př ibývá. V důs ledku toho mohou kosti ř ídnou t a s lábnout , což může vést 

k bolesti, omezení v pohyblivosti a zranění , k teré se v pokroči lém věku již obtížněji 

hojí. Os teoporóza , tedy ř ídnu t í kostí , je v dnešní době nejčastější př íč inou fraktury 

kostí, k te rá může mít pro starší pacienta i fatální následky. Kromě získaných patologií 
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můžou ke kos tn ím defektům vést také neléčené vrozené poruchy, rozsáhlé infekce či 

novotvary. Pokud se tělo pacienta již s t ěmi to obtížemi není schopno samo vypořáda t , 

tak se ošetřující lékař musí uchýli t k invazivnímu chirurgickému zákroku. To může 

zahrnovat použit í kostních štěpů, biomater iá lů pro n á h r a d u kostí a vkládání kovových 

dílů pro podporu stability, funkce a regenerace kosti [4, 5]. 

Přes tože je kost nyní celosvětově druhou nejčastěji transplantovanou tkání , stále 

jsou zde výrazné omezení a dosud nevyřešené problémy v procesu léčby. Autoštěpy, 

tedy kostní štěpy odebrané př ímo z těla léčeného pacienta, jsou aktuá lně nejideálnější 

formou léčby. Tato metoda je však limitována množstv ím tkáně , kterou lze pacientovi 

odebrat, aby nedošlo k výraznému poškození, a také bolestmi, či možnou infekcí, k teré 

mohou bý t komplikacemi provedené operace. Aloš těpy pocházej í z neident ického 

lidského jedince, k te rému jsou odebrány např . z hlavice femuru při náhradě kyčelního 

kloubu a xenoštěpy z j iného živočišného druhu představují riziko přenosu onemocnění, 

či nepříznivé imunitní reakce pacienta na š těp. Hlavní nevýhodou implantace kovových 

dílů je p o s t u p n á degradace v čase a opo t řeben í při lehlých kostí [5]. 

Sl ibnou alternativou k t r a d i č n í m m e t o d á m léčby onemocněn í kost í je vývoj 

v odvětví kostního tkáňového inženýrství představující široké spektrum biomater iálů 

pro výrobu 3D tkáňových nosičů, které by ve spojení s vhodnými buňkami potenciálně 

mohly nahradit auto-, alo- a xeno- štěpy. H lavn ím v ý z k u m n ý m z á m ě r e m je proto 

nalezení opt imální kombinace biomateriálů, metody výroby tkáňového nosiče a výběr 

buněčné linie pro osazení. 

1.2.1 Stavba kosti a její buněčná struktura 

T k á ň kostní , ch rupavč i t á a vazivo p a t ř í do kategorie pojiva, což jsou t k á n ě , k te ré 

se kromě buněk skládají i z mezibuněčné hmoty, kterou pojivové buňky produkují pro 

svou oporu. Mez ibuněčná hmota výrazně ovlivňuje vlastnosti a chování celé t k á n ě . 

Kost je pojivo skládající se z bílkovin, kolagenu a minerálů. Nejdůležitějšími minerály 

jsou zde uhl ič i tan a fosforečnan vápenatý, k te ré činí kost tvrdou a pevnou, za t ímco 

kolagen poskytuje pružnos t a odolnost proti zlomení. Kost je prostoupena krevními 

cévami, a proto je na rozdíl od chrupavky schopná do urči té míry regenerace a srůstu. 

Povrch kosti pokrývá vazivová blána zvaná periosteum, k terá je hustě p ro tkána Ha-

versovými kaná lky zajišťující výž ivu t káně . Popisujeme kost fibrilární a lamelární , 

v rámci jejíž vni t řn í stavby rozlišujeme kost kompaktn í , k te rá tvoří převážně střední 

část kosti a kost spongiosní, k t e rá odstupuje ke koncům. Základní hmota se organi

zuje do lamel, t r ámč in a tvoří dutiny, které jsou vyplněny kostní dření a ohraničeny 

vrstvou endostea. 
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Kostn í t k á ň je složena viz obr. 1.2 z: 

• Preosteoblasty - os teoprogeni torové kmenové b u ň k y na p o č á t k u procesu 

diferenciace, které jsou př ímým prekurzorem osteoblastů. Svou funkcí ovlivňují 

proces formování kosti. 

• Osteoblasty - nezralé kos tn í b u ň k y nacházející se na vnějš ím i v n i t ř n í m 

povrchu kosti, v mís tech regenerace či rů s tu a produkuj í kolem sebe látky, ze 

k te rých vzn iká mez ibuněčná hmota. Ve chvíli, kdy se j í obklopí , tak se mění 

v osteocyty. 

• Osteoklasty - b u ň k y jejichž úkolem je rozpouš tě t a odbouráva t kostní t k á ň . 

• Osteocyty - zralé kostní buňky plně obklopené mezibuněčnou hmotou tvořící 

strukturu uvn i t ř vyvinuté kosti a podílející se na metabolismu minerá lů . 

• M e z i b u n ě č n á hmota - p o d p ů r n á n e b u n ě č n á struktura t vo řena svazky ko-

lagenních vláken, k te ré jsou tmeleny základní amorfní mez ibuněčnou hmotou 

z převážně osseinu [6]. 

Typy kostních buněk 

Osteoblast Osteoklast 
PreOSteoblaSt (Syntéza kostní matrix) OsteOCyt (Odbourává kostní tkáň) 

(Prekurzorová buňka) (Základní buňka zralé kosti) 

Obr. 1.2: Vizual izace mikroskopické anatomie j edno t l ivých t y p ů b u n ě k tvořících 

kostní t k á ň a jejich p r imárn í funkční význam. 

1.2.2 Vývoj a regenerace kostní tkáně 

K tvo rbě kosti dochází buď i n t r a m e m b r á n o v o u nebo endochondrá ln í cestou. Intra-

membránová tvorba kosti zahrnuje mezenchymální osteoprogenitorové buňky diferen

cující se p ř í m o na osteoblasty a vyskytuje se převážně u kost í lebky. Vě t š ina kostí 

v těle je však t vo řena endochondrá lně , kdy se mezenchymáln í os teoprogeni torové 

buňky nejprve diferencují na chondrocyty tvořící chrupavčitý základ, k terý je později 

minera l izován a nahrazen kost í v procesu osifikace. P ro udržen í no rmá ln í funkce 
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vyspělých zdravých kostí a minerá ln í homeos tázy je zapo t řeb í procesu kostní remo-

delace, v rámci k te rého je důležité zachování rovnováhy mezi osteoklastickou kostní 

resorpcí a osteoblastickou tvorbou kosti [4]. 

Schopnost rychlé a úč inné kos tn í regenerace je klíčovou pro zaj iš tění obnovy 

původní morfologie a funkčnosti tkáně před zraněním. Mezi p r imárn í odpovědi orga

nismu na frakturu kosti viz. obr. 1.3 pa t ř í formace stabilizujícího hematomu a vyvolání 

zánětlivá reakce, k terá přivolá buňky imuni tního systému a uvolní lá tky zahajujících 

proces hojení. Dochází k neovaskularizaci a k tvorbě měkkého vazivo-chrupavčitého 

kalusu poskytujícího oporu a prostředí pro osteogenezi a tvorbu nevyspělé primit ivní 

kosti, tzv. tkané kosti. Kalus pos tupně tvrdne procesem mineralizace a po dokončení 

formace kosti je resorbován. V rámc i měsíců je t k a n á kost r emode lována v kost 

lamelami pro obnovení původních vlas tnos t í t káně [7]. 

Proces hojení fraktury kosti 

Obr. 1.3: Or ien tačn í popis h lavních fází hojení fraktury kosti předs tavuj íc í vn i t řn í 

procesy probíhající v mís tě defektu v p r ů b ě h u hodin až měsíců. 

16 



2 Tkáňové nosiče 
Význam mezibuněčné hmoty neboli extracelulární matrix (zkr. E C M ) pro formování 

a regeneraci t káně byl již mnoha studiemi nezpochybni te lně zdokumentován . E C M 

poskytuje b u ň k á m 3D podpůrnou strukturu, k te rá zprostředkovává komunikaci mezi 

b u ň k a m i a ovlivňuje buněčnou adhezi, migraci, proliferaci, diferenciaci a samotnou 

tvorbu další E C M . 

P o d s t a t n ý rozdíl by l z a z n a m e n á n v chování a r ů s t u buněk kul t ivovaných ve 2D 

prostředích. Tento postup je využíván převážně buněčnými biology při studiu jednot

livých procesů v buňkách , avšak chování celé tkáně in vivo lze dle aktuáln ích studií 

kvůli provázanost i E C M a buněk simulovat pouze ve 3D kult ivačních prostředích. 

Strategie využívající porézního odboura t e lného syntet ického mate r i á lu jako pro

s t ř edku pro tvorbu t káňového nosiče a simulaci E C M byla p o p r v é p ř e d s t a v e n a ve 

vědecké prác i publ ikované Langerem a Vacant im již v roce 1988 [8], teprve rok 

po zakotvení pojmu tkáňové inženýrství. Následné studie však ukázaly, že univerzální 

ma te r i á l bude těžké, ne-li t é m ě ř nemožné naj í t vzhledem k tomu, že k a ž d á t k á ň 

vykazuje různé vlastnosti a dynamiku chování [9]. 

2.1 Základní parametry pro návrh tkáňového nosiče 

Za předpokladu , že je zvolena strategie ve formě tkáňové terapie, musí být navržen 

a vyroben t k á ň o v ý nosič, k t e r ý bude d o s t a t e č n ě dobře napodobovat strukturu 

a funkci E C M ve vybraném typu tkáně . Díky tomu bude nosič poskytovat po t řebnou 

oporu v růs tu a na něm usazené buňky budou prosperovat. Design tkáňového nosiče 

se sp rávnými vlastnosti závisí p řevážně na zvoleném m a t e r i á l u a m e t o d ě výroby, 

k teré musí splňovat specifické kri téria: 

• Biokompatibilita - zvolený mater iá l nesmí být toxický a také nesmí vyvolávat 

imuni tn í reakci organismu. 

• K o n t r o l o v a n á biodegrabilita - s t ád ium degradace musí odpovídat rychlosti 

ná růs tu nové mezibuněčné hmoty, přičemž musí stále nosič udržovat po t řebnou 

oporu a produkty degradace mate r i á lu nesmí být toxické. 

• Bioaktivita - mater iá l musí být schopen se spojit s hostitelskou tkání , komu

nikovat, přenáše t biologické p o d n ě t y a lá tky jako jsou růstové faktory. 

• Mikroarchitektura - porézní a dos t a t ečně s tabi lní struktura ma te r i á lu na

p o m á h á ke sp rávné b u n ě č n é infiltraci, adhezi j edno t l ivých buněk , umožňuje 

difúzi lá tek a buněčnou migraci. 
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• M e c h a n i c k é vlastnosti - výsledný tkáňový nosič mus í bý t pevný a p ř i t o m 

dosta tečně elastický a podda jný pro vhodné př izpůsobení se tkán i , do které je 

implantován. Upřednos tňovány jsou mate r i á ly s hydrofilním povrchem, k te rý 

usnadňuje b u ň k á m přichycení. 

Dle uvedených kr i tér i í mus í b ý t t k á ň o v ý nosič b iokompat ib i ln í a biologicky 

o d b o u r a t e l n ý porézn í ma te r i á l s vlastnostmi p o d o b n ý m i t kán i , do k t e ré m á bý t 

implan tován . Tyto nosiče povětš inou nejsou navrženy jako d louhodobé implantá ty , 

měly by pouze zajistit přeži t í buněk , dodat počá tečn í oporu t r ansp lan tované t kán i 

a usnadnit hos t i t e l ským b u ň k á m vy tvá řen í mez ibuněčné hmoty, k t e r á even tuá lně 

převezme mís to a funkci nosiče [5, 9]. 

2.2 Typy používaných materiálů 

2.2.1 Rozdělení dle vývoje 

Pokrok z j e d n é generace ma te r i á lů pro T I na druhou odráž í ros toucí po rozuměn í 

oboru biologie člověka, mate r iá lové vědě a regenera t ivn í medicíně. B iomate r i á l je 

látka, mater iá l nebo prostředek, k terý m á schopnost kladně interagovat s biologickým 

sys t émem. Výzkumníc i v oboru pokračuj í ve vývoji a zdokonalování b ioma te r i á lů 

a technologií za cílem vytvoři t struktury, které budou moci bez problému integrovat 

do tkáně pacienta, a nakonec plně obnovit nebo nahradit poškozené tkáně a orgány. 

První generace 

Prvn í generaci tvoří bioinertní netoxické látky, které se obvykle používají v případech, 

kdy dlouhodobá degradace a kompletní integrace do tkáně není žádoucí a p r imárn ím 

cílem je mechan ická podpora. M e z i běžné p ř ík lady p a t ř í nerezová ocel a t i tan pro 

ortopedické imp lan t á ty a polyethylen pro kloubní n á h r a d y [10, 11]. 

Druhá generace 

Mate r i á ly d r u h é generace se vyznačuj í svou biologickou akt ivi tou, rozloži telnost í 

a vs t řebate lnos t í . Ty to mater iá ly časem degradují , t akže jsou vhodné pro dočasnou 

s t ruk tu rá ln í podporu, než dojde k nahrazen í novou tkán í , a nebo např . jako nosiče 

léků. Jsou schopny interakce s prostředím, do kterého jsou implantovány a podporuj í 

tvorbu chemických vazeb na rozh ran í t k á ň / n o s i č . M e z i p ř ík lady p a t ř í b ioak t ivn í 

sklo-keramika či polymery jako např . polyglykolid [11, 12]. 
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Třetí generace 

Tře t í generace předs tavuje 3D porézní b ioakt ivní rozložitelné mater iá ly , k teré svou 

aktivitou podporuj í t k á ň k regeneraci a hojení. Cílem je vytvoři t dynamický a biore-

sponsivní t káňový nosič, k te rý dokáže napodobit př i rozenou E C M a plně se zainte

gruje po morfologické i funkční s t ránce do tkáně . Zkoumána je také forma zpracování 

mater iá lu , kdy do popředí kromě syntetických či př írodních hydrogelů přichází např . 

nanov lákna a nanočás t ice [11, 12]. 

2.2.2 Rozdělení dle charakteru materiálu 

Materiály, které se v současnosti používají pro výrobu tkáňových nosičů pro inženýr

ství kostní tkáně , jsou anorganické mater iá ly jako jsou kovy a biokeramika a př í rodní 

nebo syntetické polymery. Pro zlepšení mechanických vlas tnost í mater iá lů a zvýšení 

interakce mezi t kán í a nosičem byly vyvinuty kompozity [12]. 

Kovy 

Kovy lze považovat za nejstarší mater iá l používaný pro implantáty, jelikož jejich první 

z a z n a m e n a n é použ i t í bylo již v dobách s ta rověkého Egypta , d á v n o p řed vznikem 

tkáňového inženýrství a první generací biomater iá lů . P rvn í použi té kovy byly hliník, 

zlato a s t ř íbro [13]. 

V současné době jsou nerezová ocel, t i tan a jeho slitiny nejčastěji použ ívanými 

kovovými b iomate r i á ly pro den tá ln í a o r topedické i m p l a n t á t y a k loubní náhrady , 

a to díky jejich m i m o ř á d n é pevnosti, b iokompat ib i l i tě , netoxic i tě a odolnosti proti 

korozi. Kovy však nejsou biologicky odboura te lné , a proto pokud neslouží jako trvalá 

n á h r a d a , tak je obvykle n u t n é kovové i m p l a n t á t y odstranit, ze jména u dět í , k te ré 

jsou stále v procesu růs tu a vývinu. Pokud dojde k opo t řeben í mater iá lu , reoperace 

je opět žádoucí [12, 14]. 

P ř i zavedení kovového i m p l a n t á t u t aké může nastat tzv. „stress-shielding", kdy 

dochází k redistribuci mechanického napě t í v kosti. Kostní t káň a její struktura jsou 

dynamické a reagují na mechanické namáhán í . V oblastech, kde je vlivem implan tá tu 

snížen mechanický stres, může kostní t k á ň pod léha t procesu kostní resorpce, jelikož 

není vystavena obvyklé n á m a z e . To může vést ke z t r á t ě hmoty a os labení kosti 

v blízkosti i m p l a n t á t u [5]. 

Biokeramika 

Biokeramika je využívána na základě její příznivé biokompatibility, biologické rozloži

telnosti a osteokonduktivity. Mimo to, kostními buňkami zprostředkovaná degradace 

t é t o keramiky in vivo produkuje vápena té a fosfátové ionty, k teré podporu j í tvorbu 
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nové kosti pros t řednic tv ím osteoindukce. Pro K T I nejpoužívanější biokeramika zahr

nuje hydroxyapatit, (3-trikalciumfosfát, bioaktivní sklo atd. Díky chemické podobnosti 

s na t i vn í kost í vykazuje v ý z n a m n é vlastnosti usnadňuj íc í diferenciaci a proliferaci 

usazených buněk [11, 12, 14]. 

Mezi nevýhody některých z těchto tv rdých mate r iá lů pa t ř í křehkost , k te rá může 

způsobit problémy s mechanickým n a m á h á n í m a řízením rychlosti degradace. K překo

nání těchto mechanických omezení je biokeramika kombinována s j inými biomateriály 

za úče lem vy tvořen í kompoz i tn í ch t káňových nosičů s žádouc ími vlastnostmi, jak 

bude diskutováno později [5]. 

Přírodní polymery 

Př í rodn í polymery jako jsou polysacharidy (alginát sodný, chitin/chitosan, deriváty 

kyseliny hyaluronové) a proteiny (kolagen, fibrinové gely, hedvábný fibroin) jsou 

využ ívány v K T I pro tvorbu t káňových nosičů na zák ladě jejich dobré plasticity, 

biokompatibility a biologické rozložitelnosti na oxid uhličitý a vodu in vivo. Význam

nou v ý h o d o u p ř í rodn ích p o l y m e r ů je, že čas to obsahuj í na svém povrchu funkční 

molekuly, k teré v dobrých podmínkách napomáha j í adhezi a integraci buněk. Velká 

pozornost je obracena např . na kolagen, k t e r ý je nejhojnější bí lkovinou v l idském 

těle nacházející se především v chrupavce, vazech, kůži, šlachách a je hlavní složkou 

organické části kosti [5, 11, 12]. 

N a druhou stranu u těch to b iomater iá lů t aké pozorujeme mnoho nevýhod , jako 

jsou problémy s imuni tn í reakcí organismu, nedosta tečně ovladatelná rychlost degra

dace a spolu se syntet ickými polymery i subopt imáln í mechanické vlastnosti nosičů, 

kvůli k te rým se opět ve vývoji obrací na využit í př írodních polymerů v kompozitních 

nosičích, pro dosažení žádoucí pevnosti ma te r i á lu [5, 14]. 

Syntetické polymery 

Synte t ické polymery v K T I zahrnuj í kyseliny polymléčné , kyseliny polyglykolové 

a kopolymery kyseliny po lymléčné a glykolové. Vzhledem k tomu, že synte t ické 

polymery jsou n á m i zvolenými metodami v y r á b ě n y ze zcela neorganických slouče

nin, tak je možno si jejich s trukturu a vlastnosti velice snadno př izpůsob i t naš im 

p o ž a d a v k ů m oproti ex t r ahovaným a omezeně up ravovaným p ř í rodn ím p o l y m e r ů m . 

Skrze parametry výroby je mimo j iné možné př izpůsobení velikosti a množství pórů, 

rychlosti degradace a omezeně i mechanické pevnosti [5]. 

Synte t ické polymery jsou však obecně hydrofobní a mnohdy t aké pos t r áda j í 

osteoinduktivní vlastnosti, kvůli čemuž bývá nu tná sekundární modifikace pro zlepšení 

povrchové mikrostruktury a bioaktivity. Jelikož nejsou tělu vlastní , zůs tává nutnost 
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pečlivé volby takového polymeru, k te rý b ě h e m své existence i rozkladu nevykazuje 

toxické účinky a při degradaci příliš nesnižuje p H svého okolí [5, 12]. 

Kompozity 

Jak již bylo zmíněno, tkáňové nosiče vyrobeny pouze z jednoho mater iá lu mají ř adu 

nevýhod, k teré mohou být kompenzovány kombinací s dalším mater iá lem za vzniku 

kompozitu. Aktuá lně nej lepší vlastnosti vykazují kompozity z biokeramiky a polymeru 

(např. hydroxyapatit/kolagen), nebo z kombinace syntetických polymerů s př í rodními 

polymery (např . po lykap ro l ak ton /a lg iná t ) . Jedna z populárn ích metod předs tavuje 

p ř idán í biokeramiky nebo bioskla jako povlak nebo plnivo do po lymern í matrice 

pro zlepšení bioakt ivi ty a mechanických v las tnos t í nosiče jako je např . pevnost 

a pružnost . Vhodná pórovitost mater iá lu může být docílena v kompozi tn ím polymer-

keramickém nosiči s různou úspěšnost í pomocí určitých metod výroby jako je 3D tisk 

a elektrostat ického zvlákňovaní. Tyto kompozity se pak svými vlastnostmi mnohem 

více blíží skutečné kostní tkán i [5, 11, 12]. 

2.3 Metody výroby 

Pro výrobu tkáňových nosičů pro využit í v K T I bylo vyvinuto několik již osvědčených 

technologií. Požadované vlastnosti nosiče určují způsob výroby, k terý bude pro daný 

p ř ípad zvolen [11]. Pro specifické a často velice komplikované klinické p o t ř e b y jsou 

vyžadovány pokročilé technologie, které umožní výrobu tkáňového nosiče, k terý bude 

tzv. šitý na mí ru pacientovi [15]. 

2.3.1 Decelularizace 

Proces decelularizace zahrnuje různé metody ods t ranění buněk z biologické tkáně při 

zachování přirozeného chemického složení E C M , jeho mikroarchitektury a schopnosti 

podporovat b u n ě č n ý růs t a diferenciaci pro nás ledné využi t í E C M jako nosiče pro 

novou tkáň . Metody decelularizace zahrnují využit í povrchově akt ivních látek, enzy

matických metod (např. kyselina e thylendiaminte t raoctová v kombinaci s trypsinem), 

t epe lného šoku nebo aplikace ultrazvuku. Poslední kroky procesu zahrnuj í aplikaci 

nukleáz a dehydra tovaného alkoholu pro úplné ods t r aněn í buněčných zbytků , k teré 

by mohly znečistit novou t k á ň a vyvolat imunitní reakci po transplantaci do pacienta. 

Správné provedení decelularizace je potvrzeno nás l edným m ě ř e n í m obsahu D N A 

a ba rven ím buněčných jader v očištěné E C M [15]. 
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2.3.2 Fázová separace 

Výroba tkáňového nosiče metodou fázové separace využívá jevu, kdy dodaná tepelná 

energie indukuje separaci fází v p o l y m e r n í m roztoku. Proces zač íná rozpuš t ěn ím 

polymeru v rozpouštědle s vysokou teplotou a s nízkou molekulární hmotnos t í kolem 

bodu tán í polymeru, což umožňuje vytvoření homogenní taveniny. Roztok je odlit do 

požadovaného tvaru a kontrolovane ochlazen, kdy dochází k separaci fází a srážení 

roztoku do fáze b o h a t é na polymer a fáze b o h a t é na rozpouš těd lo . O d s t r a n ě n í roz

pouštědla zanechává v polymerní matrici žádoucí póry. Kvůli relat ivně nízké velikosti 

pórů (10-100 um) a variabilní poréznosti (60-98 %) tato metoda není bez modifikace 

příliš vhodná pro výsev osteoblastů a růst kostní tkáně . Vlastnosti výsledného materi

álu výrazně závisí na koncentraci použi tého polymeru, typu rozpouštědla a tep lo tn ím 

gradientu [5, 12, 15]. 

Již kolem roku 2011 byla metoda použi ta k výrobě polymerních nanovlákenných 

kons t ruk tů z alifatických polyesterů díky správné regulaci teploty gelování. Ukázalo 

se, že vy tvo řené struktury dosahuj í až 98,5% poréznos t i a p r ů m ě r j ednot l ivých 

nanovláken se nacház í v rozmezí od 50 do 500 nm. Správně modifikované varianty 

t é t o metody lze použ í t k vy tvořen í funkčních nanov lákenných t k á ň o v ý c h nosičů 

z různých mate r i á lů s ř ízenou a pečlivě navrženou porézní mikroarchitekturou [16]. 

2.3.3 Odlévání rozpouštědlem a louhování částic 

Tato technika (angl. solvent casting/particle leaching) je nejběžnější a nejjednodušší 

metodou výroby tkáňového nosiče, nevyžaduje speciální vybavení , a lze skrze ní do 

jisté míry kontrolovat velikost pórů a celkovou poréznost nosiče. Tato metoda spočívá 

v rozpuštění polymeru v organickém rozpouštědle a jeho smíchání s částicemi ve vodě 

rozpustného porogenu jako je např . chlorid sodný. Následuje odlit í výsledné směsi do 

formy. Rozpouš těd lo se odpa ř í a kompozit polymer/porogen je vy luhován ve vodě, 

což vede k vymytí porogenu z nosiče. Celková poréznost nosiče závisí na množství po

užitého porogenu (<85 %) a velikost jednotl ivých pórů odpovídá velikosti z porogenu 

vytvořených krys ta lů (30-300 um). P rob lémem zůstává nehomogenní rozložení pórů 

a nedostatek jejich vni t řn í konektivity. Zbývající toxické rozpouštědlo může způsobit 

denaturaci inkorporovaných molekul, což vede ke snížení bioakt ivi ty a nemožnos t 

př idání farmakologických látek do nosiče [12, 15]. Touto metodou je možno dosáhnout 

pouze určité t loušťky struktur (tenké porézní membrány) a omezených mechanických 

vlas tnos t í [11]. 
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2.3.4 Zpěňování 

Proces zpěňování (angl. gas-foaming) je metoda výroby tkáňového nosiče, díky které 

je možné se zcela vyhnout použit í organických rozpouštědel , k teré do výroby přinášejí 

u rč i té komplikace. Ine r tn í nízko-toxický porogenn í p lyn , jako je CO2 nebo N 2 , je 

využit k natlakování modelovaného polymeru, kdy se jako odpověď na expanzi plynu 

v polymeru tvoř í bubliny formující póry. Tato metoda poskytuje vysoce porézní 

struktury (velikost p ó r ů >100 um) s poréznos t í až 93 %. P r o b l é m e m však zůs tává 

vzá jemné propo jen í p ó r ů ze jména na povrchu, kde konektivi ta dosazuje pouze 

10-30 %. Celkově je konektivita a velikost pórů touto metodou obtížně modifikována, 

což vede k vy tvá řen í s truktury s če tnými , velkými, ale v p o d s t a t ě nespo jenými 

póry s nedos t a t ečnou mechanickou integritou jako celek. Tato metoda nemůže být 

bez modifikace p o u ž i t a pro hydrofilní ma t e r i á l y a sklovité polymery kvůli nízké 

rozpustnosti v C 0 2 , kdy však použit í pomocného rozpouštědla, jako je ethanol nebo 

zředěná kyselina, by mohlo problém vyřešit [5, 11, 12]. 

2.3.5 Sušení mrazem 

Metoda sušení mrazem (angl. freeze-drying) je t aké z n á m á pod názvem lyofilizace. 

Proces zač íná z m r a z e n í m celého roztoku, což vede k t v o r b ě ledových k r y s t a l ů roz

pouš t ěd l a mezi po lymern ími agregáty. Okolní t lak je nás ledně vakuem snížen pod 

rovnovážný tlak par zmrzlého rozpouštědla. Rozpouštědlo je tak sublimováno z pevné 

fáze p ř í m o do fáze p lynné do t é doby, než z ů s t a n e pouze suchý po lymern í nosič 

s propojenou porézní strukturou [5]. Procesem lyofilizace je možné vytvoři t tkáňový 

nosič s př ib l ižně 90% porozitou a velikostí p ó r ů v rozmezí 20-200 pm. Velikost 

a konektivi ta p ó r ů je ř ízena rychlost í t u h n u t í rozpouš těd la , koncent rac í polymeru 

v roztoku, zvolenou teplotou a okolním tlakem [15]. Jednou z výhod t é to metody je 

možnost použi t í vody mís to organického rozpouštědla , což vede ke snížení šance na 

kontaminaci nosiče lá tkami , k teré by mohly způsobi t buněčnou smrt [11]. 

2.3.6 Elektrostatické zvlákňovaní 

Elekt ros ta t ické zvlákňovaní neboli e l ek t rosp řádán í (angl. electrospinning) je popu

lární, jednoduchou a relat ivně nenákladnou metodou výroby tkáňového nosiče o velké 

ploše vhodné pro usazení buněk. Metoda produkuje poměrně j ednoduše modifikova-

telný nanovlákenný porézní nosič o vysoké konektivi tě jednotl ivých pórů. Využíváno 

je externě aplikované elektrické pole, které umožňuje zvláknění nabi tých polymerních 

roztoků nebo tavenin. Vlákna v rozsahu mikro- a nano- m e t r ů lze na sebe pos tupně 

u k l á d a t za úče lem vy tvořen í 3D tkáňového nosiče s možnos t í zakomponován í pří-

d a t n ý c h m a t e r i á l ů a ak t ivn ích biomolekul. Tato metoda, parametry její aplikace 
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a možné povrchové úp ravy vytvořeného mate r i á lu ovlivňující vlastnosti výsledného 

nosiče budou dále podrobněj i d iskutovány v samos ta tné kapitole [5, 12]. 

2.3.7 3D biotisk 

Tradiční metody výroby tkáňového nosiče, k te ré byly doposud s t ručně představeny, 

obecně nabízejí omezenou kontrolu nad velikostí pórů , jejich geometri í a vzájemnou 

konektivitou. 3D tisk umožňuje komplexní n á v r h a p ř e snou interpretaci mikroar-

chitektury mode lované struktury skrze p o č í t a č e m p o d p o r o v a n é navrhován í (angl. 

computer-aided design) (zkr. C A D ) . Aplikace C A D modelované 3D objekty popisují 

jako řadu průřezových vrstev, což umožňuje 3D t i ská rnám fyzicky reprodukovat mo

dely pros t řednic tvím vrstvení. P la t í tedy, že 3D tisk vyrábí objekty vrstvu po vrstvě 

zpracováním práškových, kapalných nebo pevných subs t rá tů , které t i skárna na sebe 

pos tupně nanáš í a spojuje v celek. 

3D biotisk je revoluční technologie, k t e rá zahrnuje zpracování a uk ládán í živých 

buněk , mez ibuněčné hmoty a p ř ídavných b ioma te r i á lů vrs tvu po vrs tvě za úče

lem vy tvořen í t ro j rozměrných struktur napodobuj íc ích t k á ň jako celek. Součást í 

předzpracování je často skenování anatomické struktury cílové tkáně pomocí počí ta

čové tomografie či magnet ické rezonance a následné převedení těchto snímků do 3D 

modelů rozdělených do vrstev. Proces biotisku umožňuje přesné umís těn í vysokého 

p o č t u b u n ě k a dalších p o m o c n ý c h složek k vybudován í komplexních biologických 

tkán í . Naprot i tomu konvenční metody tkáňového inženýrs tv í usazují b u ň k y na 

p ř e d e m vyrobený holý t k á ň o v ý nosič, což ve výsledku omezuje schopnost vy tváře t 

složitější hierarchické t káňové struktury. Biot isk je velice slibnou technologií t aké 

z hlediska vaskularizace výsledné tkáně , avšak stále se j edná o velice nákladnou a ne 

pro všechny mate r iá ly optimalizovanou metodu [5, 15]. 
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3 Aktuální stav ve vědě v oblasti KTI 
I přes rozsáhlý výzkum v odvětví K T I je stále nejpoužívanější metodou léčby kostních 

defektů transplantace autoš těpů. Tkáňové inženýrství obecně stojí na správné funkci 

a spolupráci jednot l ivých kult ivovaných buněk, tkáňového nosiče a proudění signálů 

a lá tek mezi n imi . V současné době se vědečt í pracovnic í zaměřuj í na zdokonalení 

součinnosti těchto základních pilířů v naději, že tkáňové inženýrství nahrad í zavedenou 

léčbu a její úskalí . 

3.1 Problematika přesunu do lékařské praxe 

3.1.1 Technologické výzvy 

K r o m ě splnění zák ladn ích p a r a m e t r ů pro n á v r h a konstrukci t káňového nosiče je 

zapo t řeb í vyřešit mnoho dalších problémů, k te ré vyplývají na povrch, kdy vyřešení 

jednoho problému mnohdy vede ke vzniku j iného. Mezi nej významnější technologické 

výzvy pa t ř í : 

Volba buněk pro osazení 

Mnoho t y p ů b u n ě k a jejich j edno t l ivých linií je t e s továno pro využi t í v daných 

odvě tv ích t káňového inženýrs tví , a p ř e s to nej účinnější volba pro osazení nosiče 

zůstává nejasnou. Mezi nejpoužívanější buňky dosud pa t ř í mezenchymální kmenové 

buňky, k t e ré jsou použ ívány expe r imen tá lně i kl inicky s r ů z n ý m s t u p n ě m úspěchu 

v závislosti na způsobu dodán í . Existuje však po tenc iá ln í r iziko spojené s jejich 

o d b ě r e m z kos tn í d řeně , jejich regenerační schopnost je omezená a klesá s věkem 

pacienta. 

Al ternat ivou k m e z e n c h y m á l n í m k m e n o v ý m b u ň k á m jsou např . embryoná ln í 

kmenové buňky, k te ré vykazuj í dvě p o z o r u h o d n é vlastnosti: schopnost proliferovat 

v nediferencovaném, ale p lu r ipo ten tn ím stavu a schopnost diferencovat se do mnoha 

specializovaných typů buněk. K vytvoření geneticky identických embryí s jejich zdro

jem lze za účelem produkce embryonálních kmenových buněk využít te rapeut ického 

klonování . V pos ledních letech je t aké z k o u m á n a metoda transformace dospělých 

somatických buněk na p lur ipotentní kmenové buňky pros t řednic tvím tzv. genetického 

přeprogramování bez využi t í embryí . Tyto buňky se však běžně nepodílejí na remo-

delaci dospělé zralé t k á n ě a mohou vyžadova t v ý z n a m n o u l abo ra to rn í manipulaci 

a p ř íp ravu [5]. 
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Neovaskularizace ve tkáňovém nosiči 

Integrita kosti jako vysoce prokrvené tkáně závisí kromě těsného spojení sousedících 

buněk také na angiogenezi (proces novotvorby krevních kapilár) , k terá hraje klíčovou 

roli ve vývoji a opravě kosti při na rušen í její struktury. P ř i absenci vaskulárn í sítě 

jsou kos tn í b u ň k y zcela závislé na difúzi lá tek z mez ibuněčného prostoru, a pokud 

není dostačující , tak b u ň k y neprosperuj í a p o s t u p n ě umíraj í . Lokální vaskularizace 

obzvláště v časných stadiích po transplantaci dodává t ransplantované tkáni základní 

živiny nu tné pro zakomponování do přilehlé zdravé tkáně a umožňuje její komunikace 

se zbytkem těla. 

V současnost i je pro umělé t káňové nosiče neovaskularizace a v ý m ě n a lá tek 

s okolím s tá le p rob lém. Oprot i již delší dobu v y r á b ě n ý m ve lkým cévám není s tá le 

nalezena o p t i m á l n í metoda pro konstrukci d robných kapi lá r n u t n ý c h pro lokální 

p rokrvení t k á n ě nosiče. Dle p r ů z k u m ů se nové cévy tvoř í p řevážně v povrchových 

vrstvách, což vede k nízkému přenosu životně důležitých látek do vni t řn í oblasti, kde 

může mí t t akový jev za následek brzdění p ro růs t án í nosiče hostitelskou t k á n í nebo 

dokonce nezvratnou nekrózu [14, 5]. 

Osteoindukční materiály 

Osteoindukce je biologický proces, k te rý stimuluje tvorbu a růs t kostní t káně v těle. 

J e d n á se o stimulaci diferenciace kmenových buněk na osteoblast ické buněčné linie 

převážně skrze signální molekuly p rodukované mik rop ros t ř ed ím. Ačkoli biologické 

mechanismy tohoto jevu nebyly plně objasněny, je dobře známo, že os teoindukt ivní 

mater iá ly výrazně zvedají ž ivotaschopnost a rozsah integrace tkáňového nosiče. 

B y l o zj iš těno, že s os teoindukcí souvisí t aké nap ř . piezoelektr ické vlastnosti 

něk te rých ma te r i á lů , jelikož takové ma te r i á ly př i mechan ickém n a m á h á n í generují 

elektrické impulzy, což může vést k žádouc í stimulaci b u n ě k v r ů s t u a regeneraci. 

Cí lem je tedy naléz t t akový mate r iá l , k t e r ý k r o m ě splnění zák ladn ích p a r a m e t r ů 

kompatibi l i ty bude disponovat schopnos t í t k á ň stimulovat k r ů s t u bez ex te rn ího 

napájení či injekce s t imulačních m e d i k a m e n t ů [14, 17]. 

Povrchová hydrofilita 

Dalším důleži tým faktorem při výběru vhodného mater iá lu je jeho hydrofobita, resp. 

hydrofilita. J edná se o vlastnost povrchů a jejich molekul, k terá se projevuje ochotou 

či neochotou interagovat s vodou. Vysoce hydrofobní ma t e r i á l y b r á n í adekvá tn í 

adhezi buněk a t ím tvorbě funkční tkáně . Z toho vyplývá, že je žádoucí při nedosta

tečně hydrofilním charakteru ma te r i á lu pozměn i t po chemické s t ránce jeho povrch 

metodami, jako je ošetření kyslíkovou plazmou [18]. 
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3.1.2 Etické výzvy 

Přesun tkáňového inženýrství z laboratoř í do běžné praxe spolu nese i mnoho etických, 

společenských a náboženských výzev, které je zapotřebí včas zmapovat a vyhodnotit. 

I když toto t é m a sahá do j iné kategorie v ý z k u m n é práce , je t ř e b a jej zmín i t pro 

celistvější uchopení problematiky. Mez i mnohé etické problémy pat ř í : 

Náklady na léčbu 

Navzdory ve lkým naděj ím, k t e ré jsou spojené s biotiskem o rgánů na počkán í pro 

jednotlivé pacienty s konkrétními požadavky, tato léčba nyní p ř ipadá v úvahu pouze 

pro pacienty, kteří by si tuto nákladnou al ternat ivní léčbu zvládli na vlastní náklady 

uhradit. Navýšení a optimalizace produkce jsou tedy n u t n é pro léčbu rozsáhlých 

kostních defektů a většího p o č t u i ne příliš zámožných pac ien tů [5, 19]. 

Problematika lidského faktoru 

Z p ředběžných v ý z k u m ů a praxe vyplývá , že ne všichni pacienti by byl i ochotni 

podstoupit léčbu, k t e rá by zahrnovala implantaci cizích lidských či zvířecích buněk 

a synte t ických ma te r i á lů . Et ické a náboženské o t ázky se mimo j iné objevují nap ř . 

kolem využívání buněk z embryí, které jsou v procesu zničeny, nebo kolem vlastnictví 

t káně , ze k te ré jsou b u ň k y derivovány [5, 1]. 

Rizika terapie 

V důs ledku nedostatku d louhodobých in vivo s tudi í je ob t í žné kvantifikovat riziko 

spojené s nega t ivn í reakcí tě la na t k á ň o v o u terapii např . Ve formě vzn iku z á n ě t u 

vyvolaného neroz loženým t k á ň o v ý m nosičem či vzn iku teratomu (nádor složený 

z různých tkán í , k te ré v d a n é m mís tě normálně nebývají) [5, 19]. 

3.2 Perspektivní materiály a technologie 

3.2.1 Nanostruktury 

Kombinace pokroku v oblasti nanotechnologi í a t káňového inženýrs tv í vyús t i l a ve 

vývoj n a n o s t r u k t u r n í c h b iomate r i á lů , k t e ré p ředs tavu j í velice slibnou cestu pro 

efektivnější a méně invazivní opravu a regeneraci poškozených tv rdých tkán í [20]. 

N a n o m a t e r i á l y jsou běžně definovány jako struktury s rozsahem vn i t řn ích či 

vnějších rozměrů v rozmezí 1-100 nm. Mohou mí t různé tvary a zauj ímat re lat ivně 

rozsáhlé struktury o složité morfologii, přičemž jsou na základě rozměrů klasifikovány 

do čtyř skupin: OD, což jsou bez rozměrné struktury sous t ředěné v jednom b o d ě 
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(např . nanočás t i ce ) ; I D , struktury kde existuje pouze jeden definující parametr 

v nano-měř í tku (např. nanovlákenné ni tě) ; 2D, kde existují dva definující parametry 

v nano-měří tku, zat ímco t ře t í je mimo jejich rozsah (např. tenké grafenové filmy); a 3D, 

kde existuje délka, výška a š ířka v n a n o - m ě ř í t k u (např . nanogely či nanov lákenné 

sítě) [21, 22]. 

N a n o s t r u k t u r n í ma t e r i á l y mohou b ý t r ů z n é h o p ů v o d u a chemického složení -

organické, anorganické i kompozi tn í . Všechny dohromady předs tavuj í zák ladní sta

vební kameny v dynamicky se rozvíjející oblasti bioinženýrství tkání . Nanomater iá ly 

obecně vykazují mnoho zaj ímavých a j ednoduše modifikovatelných p a r a m e t r ů , jako 

jsou významné mechanické vlastnosti, možnost funkcionalizace povrchu pro dosažení 

bioaktivity, velký povrch vzhledem k malému objemu a vysoká poréznost . Začleněním 

syntet ickým nanostruktur do organických tkáňových nosičů lze dosáhnout kompozitu 

s jed inečnými vlastnostmi požadovanými pro inženýrs tví t v rdých a měkkých tkán í . 

K n a p o d o b o v á n í struktury kost í jsou nejčastěji použ ívanými entitami anorganický 

nanohydroxyapatit, nanostruktury kremič i tanu vápena tého či uhlíkové nanotrubice, 

k teré lze snadno zformovat do po t ř ebné struktury [21]. 

V t k á ň o v é m inženýrs tv í čas to použ ívané n a n o m a t e r i á l y zahrnuj í jak organické, 

tak syntetické polymerní nanovlákna, k terá mohou sloužit jako opěrné struktury pro 

buněčnou kultivaci, nebo jako finální tkáňové nosiče simulující přirozenou E C M [21]. 

P růměr nanovláken se těsně shoduje s p růměrem vláken v E C M a jejich relat ivně velký 

povrch n a p o m á h á správné adhezi buněk. Polymerní nanovlákna lze vyrábě t pomocí 

metod jako je elektrostat ické zvlákňovaní či fázová separace a jejich složení, průměr , 

uspořádání , míru degradace a mechanické vlastnosti lze přizpůsobit zamýšlené aplikaci 

[16]. P ro velký po tenc iá l jejich využi t í v K T I budou konkré tn í vlastnosti a typy 

nanovlákenných struktur dále d i sku továny 

3.2.2 Polyvinylidenfluorid 

Díky p ř í t o m n o s t i a různé koncentraci ion tů a j iných nab i tých komponent v E C M 

a na obou s t ranách buněčných m e m b r á n lze takovou biologickou strukturu považovat 

za elektricky akt ivní . Skrze zapojení urč i tých signálních drah, v ý m ě n ě iontů, živin 

a růstových faktorů může být t káň stimulována k hojení a regeneraci, v př ípadě kosti 

konkré tně k osteindukci a osteogenezi. K r o m ě toho je povrch kos tn í t k á n ě ze své 

podstaty považován za nabitý, z čehož lze usoudit, že indukce a vedení elektrických 

s ignálů v n a v r h o v a n é m t k á ň o v é m nosiči bude h r á t v ý z n a m n o u roli př i simulaci 

př i rozeného pros t ředí v kostní tkán i [17]. 

Polyvinylidenfluorid ( P V D F ) ( - C H 2 - C F 2 - ) je t e rmop las t i cký syn te t ický poly

mer, k t e rý je široce používán v mnoha různých biomedicínských aplikacích. P V D F 

disponuje vysokou biokompatibi l i tou, d o b r ý m i mechan ickými parametry a skrze 
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urč i té metody výroby z něj lze vy tvoř i t vysoce porézn í a flexibilní t k á ň o v ý nosič. 

Tento polymerní mater iá l k sobě př i t áh l pozornost zejména díky svým v ý z n a m n ý m 

piezoelekt r ickým vlastnostem, k t e ré z něj činí ideálního k a n d i d á t a pro řešení do

savadní nosiči nedos t a t ečně zpros t ředkované osteoindukce. Jak fyzikálně-chemické, 

tak biologické vlastnosti a chování P V D F k o n s t r u k t ů silně závisí na jejich mikro-

a rch i t ek tu ře a na s amotných parametrech jednot l ivých metod výroby [23]. Mnoho 

s tudi í se omezuje na použ i t í 2D nanov lákenných t k á ň o v ý c h nosičů na bázi P V D F 

pouze pro kultivaci buněk in vitro, a tud íž sys temat ické zkoumání buněčné odezvy 

na e lek t rospřádané P V D F in vivo ve větší míře stále chybí [16]. 

Piezoelektrický jev může být v polymerních materiálech indukován mechanickým 

n a m á h á n í m , kdy se měn í elektrická těžiště záporných a kladných nábo jů a vznikne 

napě t í , a je klíčový pro urč i t é aplikace, jako je p rávě tvorba funkčních t káňových 

nosičů, jelikož může vést k žádoucí osteoindukci. P D V F m á celkem pět krystalických 

fází se t ř emi hlavními viz obr. 3.1 - a, (3 a y, s různými konformacemi chemického 

řetězce a výslednou polaritou v důsledku nerovnoměrného rozložení náboje v molekule 

(vysoký rozdíl elektronegativity a t o m ů H a F ) . Fáze , k t e r á se tvoř í ve větš ině 

polymerů nejjednodušeji, je a-fáze, k terá je vzhledem k ant isymetr ickému uspořádání 

d ipólů nepolárn í , tedy elektricky neak t ivn í (nábo je se vyruš í ) . (3-fáze je však díky 

symetrickému uspořádání dipólů polární a pro celkovou piezoelektricitu nej důležitější, 

y-fáze také vykazuje určité piezoelektrické vlastnosti, avšak značně menší než (3-fáze. 

Kromě toho je nutno zmíni t , že piezoelektrická odezva P V D F je jedna z nejvyšších 

mezi netoxickými organickými i synte t ickými polymery [24, 25, 26]. 

Nejběžnější krystalické fáze PVDF 

Trans-Gauche 
a-fáze ÍTGTG-) 

* Nepolární rtA ÍWV ľVR JTR H flíl 

p-fáze MMNNfíh í s h 
* * * * * * -polární 

• Uhlík • Vodík • Fluor 

Obr. 3.1: Chemické konformace nejběžnějších krys ta l ických fází vyskytuj íc ích 

se v P V D F a jejich charakter v rámci piezoelektrická polarizace. 
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4 Elektrospřádání nanovláken 
Z a zakladatele metody e lek t ros ta t ického zvlákňovaní je považován A . Formhals. 

k t e rý mezi lety 1930-1944 vyda l několik p a t e n t ů zabývajících se procesem výroby 

a p o t ř e b n o u aparaturou pro syn tézu umělých v láken z po lymern ích roz toků [27]. 

K jeho dílu př i spě l G . I. Taylor v roce 1964 svou prac í [28], k te ráf se zabývala 

m a t e m a t i c k ý m mode lován ím tvaru, j a k ý zaujme tekutina v e lektr ickém pol i , čímž 

byl p o p s á n i jev vyskytuj íc í se v procesu e lek t rospřádán í , k t e r ý si podle něj nese 

jméno Taylorův kužel. Zájem o e lektrospřádání byl znovu obnoven kolem roku 1995, 

kdy byly publikovány významné články na t é m a výroby polymerních vláken v mikro-

a n a n o m ě ř í t k u [29]. Nové n á p a d y a inovat ivní řešení do t é t o problematiky př ináš í 

t aké čeští vědečt í pracovníc i jako je nap ř . O. J i r sák , k t e r ý v roce 2003 vynalezl 

technologii Nanosp ider™ pro bezjehlové e lek t rospřádání [30], nebo D . Lukáš , k terý 

ve svém výzkumu [31] podrobně zkoumá potenciál různých modifikací procesu výroby 

a vlastnosti široké škály nanovlákenných struktur pro aplikaci i mimo biomedicínu. 

Díky svým jedinečným vlastnostem mohou být polymerní e lek t rospřádaná nano-

v lákna v ý z n a m n ý m k a n d i d á t e m pro navržen í ideální struktury, k t e r á v kombinaci 

s v h o d n ý m b iokompa t ib i ln ím ma te r i á l em, bude moci sloužit jako funkční t k á ň o v ý 

nosič pro usazení buněk . E l ek t ro sp řádán í jako metoda pro v ý r o b u nanovláken pro 

K T I k sobě p ř i t ahu je velkou pozornost d íky své schopnosti vy tvá ře t struktury po

dobné přirozeně vlákni té E C M . Umožňuje zpracovávat širokou škálu mate r i á lů a je 

to jednoduchá , relat ivně nenák ladná a časově nenáročná metoda výroby nanovláken 

kula tých , plochých, d u t ý c h i v ícevrs tvých. Vlastnost i vzniklé nanov lákenné struk

tury jako je např . p lošná hustota, p r ů m ě r či orientace vláken mohou být j ednoduše 

ovlivněny skrze vhodně zvolené parametry výroby. Mimo jiné je e lektrospřádání také 

jednou z nej účinnějších metod výroby piezoelektrických nanomate r i á lů . 

Velký povrch nanovláken a celková porézní struktura nanovlákenné sítě zajišťuje 

propustnost pro kyslík a podporuje adhezi buněk , jejich proliferaci, migraci a dife

renciaci. V p ř ípadě po t ř eby může být povrch nanovláken doda tečně upravován pro 

dosažení žádoucích v las tnos t í jako je např . povrchová hydrofilita či bioaktivita. Pro 

funcionalizaci tkáňového nosiče může být zváženo začlenění př ída tných bioaktivních 

p rvků jako jsou např . enzymy či růs tovými faktory [24, 32]. 

4.1 Princip elektrospřádání 

Výrobn í proces zahrnuje aplikaci e lektr ického pole o vysokém n a p ě t í na taveninu 

nebo roztok polymeru v rozpouštědle. Podle tvaru zvlákňovací elektrody rozlišujeme 

zvlákňovaní z jehly nebo z povrchu. V př ípadě obou metod se vyt lačená kapka poly-

merního roztoku nebo taveniny pod vlivem elektrostat ického pole deformuje do tvaru 
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Taylorova kužele. Po překonání kritické hodnoty intenzity pole dochází k vytrysknut í , 

kdy je u t v o ř e n proud n a b i t é h o polymeru putu j íc í z emitoru s m ě r e m k uzemně

n é m u kolektoru, což vede k t v o r b ě vláken. Elekt r icky n a b i t ý proud polymeru je 

urychlován a d íky odpa řován í rozpouš těd la n a p í n á n a z tenčován [24, 33]. Takto 

formovaná v l ákna jsou nejčastěji chaoticky p ř i t a h o v á n a bud na deskový kolektor 

nebo navíjena na válec, kde se neorganizovaně zachyt í již v suchém stavu. 

4.1.1 Zvlákňovaní z jehly 

Elektrostat ické zvlákňovaní na bázi emitoru ve formě jehly tvoří základní uspořádání , 

kdy vybraným emitorem připojeným k držáku protéká roztok stanovenou průtokovou 

rychlost í a v ideálním p ř ípadě díky působen í e lek t ros ta t ického pole tvoř í Taylorův 

kužel viz obr. 4.1. P r o tato u s p o ř á d á n í je použ ívaný roztok uchováván v uzavře

n é m zásobníku a pomoc í s t ř íkačky je čers tvé množs tv í roztoku v h á n ě n o do jehly. 

T y t o sys t émy na bázi j ed iného jehlového emitoru nabízejí jednoduchou kontrolu 

nad rychlost í zvlákňovaní roztoku a př i dos t a t ečné rychlosti poskytu j í nanov lákna 

o nízké variabilitě v jejich p růměru . Pro svou nízkou výtěžnost se hodí převážně pro 

v ý z k u m n é účely, avšak nabíz í t aké různé modifikace vedoucí k u p l a t n ě n í v široké 

škále aplikací. Za účelem zvýšení produkce nanovláken se využívají metody s větším 

p o č t e m jehlových emitoru. Mez i v ý z n a m n é modifikace s větš ím p o č t e m jehel pa t ř í 

např . koaxiální e l ek t rosp řádán í využívající jehlu v jehle pro tvorbu du tých vláken, 

k teré dále mohou být vn i t řně funkcionalizovány. 

Schéma elektrospřádání 

Obr. 4.1: Schéma výroby nanovláken metodou elektrostat ického zvlákňovaní za pou

žití jediné jehly jako emitoru a rotujícího válce jako kolektoru s ukázkovým napě t ím. 
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4.1.2 Zvlákňovaní z povrchu 

U s p o ř á d á n í pro bezjehlové e l ek t rosp řádán í s t a n d a r d n ě p ředs tavu je o t ev řenou ná

dobu nap lněnou po lymern ím roztokem, ve k t e r ém se otáčí částečně ponořený válec, 

a na němž se tvoř í t e n k ý film d a n é h o roztoku. N a povrchu válce v mís tě nej větší 

intenzity e lek t ros ta t ického pole se s p o n t á n n ě tvoř í m n o h o č e t n á ohniska Tayloro-

vých kuželů dávající vznik s e p a r á t n í m p r o u d ů m polymeru. M e z i největší v ý h o d y 

bezjehlové metody pa t ř í nemožnost ucpání pří tokových systémů a produkce velkého 

množs tv í nanovláken za k r á tký čas, což umožňuje nepře t rž i tý provoz o vysokém vý

konu. Na druhou stranu však také neumožňuje jemné řízení p a r a m e t r ů výroby, které 

nabízí metody na bázi jehly a výroba také silně závisí na intenzitě elektrostat ického 

pole t á h n o u c í h o roztok, což se p r o m í t á do nutnosti použ i t í výrazně vyšších napě t í . 

K o n s t a n t n í odpařován í z povrchu roztoku ovlivňuje reprodukovatelnost morfologie 

vláken vzorku a může vést k celkové nehomogeni tě t loušťky mater iá lu . Zvlákňovaní 

z povrchu nemus í bý t nejúčinnější metodou pro generování složitých struktur jako 

jsou koaxiální , víceosově u s p o ř á d a n á nebo vícevrstvá nanovlákna . 

4.2 Typy nanovlákenných struktur pro TI 

Jak již bylo zmíněno, nanovlákenné ni tě se typicky v procesu elektrospřádání shromaž

ďují do ne tkané neuspořádané membrány. Př i rozená kost m á však výrazně anizotropní 

vlastnosti projevující se vysoce orientovanými vlákny E C M a uspořádanými kostními 

buňkami . Pros t ředn ic tv ím urč i tého zarovnání nanovláken může být modulována bu

něčná morfologie usazených buněk , k t e r á dále ovlivňuje mez ibuněčnou komunikaci 

a celkovou funkci t k á n ě . Tato modulace se na vy rovnaných v láknech př i kult ivaci 

b u n ě k projevuje ex tenz í cytoskeletu a j á d r a buněk , k t e ré se př i r ů s t u vyrovnaj í 

a prodlouží ve směru vláken. Proto se m á za to, že u s p o ř á d a n á a usměrněná mikro-

architektura t káňového nosiče je n e z b y t n á pro co nejpřesnější n a p o d o b e n í na t ivn í 

struktury E C M kostní t káně [32]. 

K r o m ě 2D nanovlákenných m e m b r á n zarovnaných v j edné ose jsou pro po t ř eby 

K T I zkoumány také radiálně či spirálovitě za rovnaná nanovlákna v h o d n á např . pro 

napodoben í tv rdé pleny mozkové. Výrazně složitější organizované vlákni té struktury 

mohou p ředs tavova t e l ek t rosp řádané 3D nanov lákenné sítě (matrice) s vysoce čet

nými a vzá jemně p ropo jenými p ó r y a ř í zeným za rovnán ím, k t e ré jsou po tenc iá lně 

schopny ve vě tš ím měř í t ku vyplni t objem kostního defektu [32]. Inspirováni hierar

chickými strukturami kostní tkáně M . Deng a jeho spolupracovníci navrhli a úspěšně 

zkonstruovali 3D biomimet ický tkáňový nosič pomocí sous t ředného smotávání elek-

t ro sp řádaných nanovlákenných listů s o tevřenou centrá lní dutinou pro n a p o d o b e n í 

jednot l ivých vrstev kosti [34]. 
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Obecně je to p rávě typ kolektoru, k t e rý m á rozhoduj ící v l iv na tvar tkáňového 

nosiče. Kolektory ve formě urč i tých vzorovaných ploch či šablon (např . zv lněná 

destička) determinují uspořádání , k teré budou nanášená vlákna zaujímat a výsledný 

tvar př ipravené struktury. Tyto kolektory jsou obvykle navrženy pomocí programu 

C A D . Pro specifické aplikace bylo navrženo mnoho různých tva rů šablon jako jsou 

např . mřížky, struktury napodobuj íc í včelí p lás tev či trubice. V důs ledku rychlého 

t u h n u t í proudu polymeru po opuš t ěn í emitoru a e lek t ros ta t ické př i taž l ivos t i mezi 

vlákny na uzemněném kolektoru a nab i tými tryskami emitoru může e lek t ropřádaná 

struktura z určitých mater iá lů růst směrem k nab i tým t ryskám a tvořit 3D struktury 

s t loušťkou dosahující i více než 10 cm. Dalš ím typem kolektoru může bý t kolekto

rová koagulační lázeň, kde dochází ke sběru vláken za pomoci kapaliny. Důlež i tým 

aspektem, k t e r ý je t ř e b a u tohoto kolektoru zvážit , je povrchové n a p ě t í d a n é h o 

roztoku, jelikož lázně s nízkým povrchovým napě t ím vytvářejí z vláken neuspořádané 

rozvolněné struktury. Naopak roztoky s v y s o k ý m p o v r c h o v ý m n a p ě t í m se svým 

chováním v íceméně podoba j í t r ad ičn í kolektorové sbě rné desce. V l á k n a jsou tedy 

shromažďována na povrchu roztoku a tvoří hustou pevnou strukturu. Mezi nová vy

lepšení t radičních pos tupů elektrospřádání pa t ř í využit í pohyblivého x-y t ranslačního 

kolektoru p o d o b n é h o tomu, k te rý je využíván při s t a n d a r d n í m 3D biotisku [35]. 

4.3 Parametry výrobního procesu 

V oblasti volby p a r a m e t r ů v procesu e lekt rospřádání se literatura zabývá především 

vl ivem na morfologii v láken, jejich p r ů m ě r a m í r u tvorby (3-fáze. M e z i tyto hlavní 

parametry p a t ř í koncentrace polymeru v roztoku, jeho vodivost, typ a vlastnosti 

rozpouštědla , použi té napě t í , p rů tok roztoku, typ kolektoru atd. 

4.3.1 Vlastnosti roztoku 

P r ů m ě r nanov láken se zvyšuje s ros toucí koncen t rac í (uži tečné rozpě t í 10-25 %) 

a molekulární hmotnos t í (běžně 275,000 nebo 534,000 g • m o l - 1 ) polymeru v roztoku 

s rozpouš těd lem v důsledku vyšší viskozity a silnějších intermolekulárních interakcí. 

P ř i nízkých koncentracích se mís to souvislých vláken tvoří pouze struktury př ipomí

nající korálky na provázku. Opt imáln í vodivost roztoku zajišťuje samotné natahování 

vláken v e lektros ta t ickém poli , kdy nevodivé ani příliš vodivé roztoky nemohou být 

zvlákňovány. Výběr vhodného rozpouštědla je rozhodující také pro výsledný tvar vlá

ken, tedy pro vytvoření hladkých souvislých vláken bez defektů. Těkavá rozpouštědla 

s nízkým bodem varu a rychlou rychlostí odpařování jsou obecně preferována, protože 

usnadňují dehydrataci a t u h n u t í proudu polymeru. Příliš vysoce těkavá rozpouštědla 

s velmi n ízkými body varu mohou však vést k ucpáván í t rysky či ke t v o r b ě p ó r ů 
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ve s t r u k t u ř e samotných vláken. N a rozdíl od toho málo těkavá rozpouš těd la vedou 

k tomu, že v l ákna dopada j í na kolektor m o k r á a splývají v homogenn í strukturu. 

V potaz je t ř eba vzít také to, že rychlost odpařování rozpouš tědla ovlivňuje i trans

formaci a-fáze na (3-fázi, t a k ž e volba kombinace rozpouš těde l vý razně závisí na 

konkrétní aplikaci [24, 36]. K rozpuštění např . P V D F se používají hlavně jednoduchá 

polární rozpouštědla, jako je dimethylacetamid, dimethylsulfoxid, dimethylformamid 

a N-methyl-2-pyrrolidon, nebo binární směs těchto rozpouštědel s acetonem. Př idání 

ma lého množs tv í acetonu vede k a d e k v á t n í m u zvýšení těkavos t i rozpouš těd la pro 

op t imáln í tvorbu (3-fáze [37]. 

4.3.2 Zvlákňovací napětí 

Morfologii nanovláken je možné ovlivnit pracovními parametry zvoleného př ís t roje . 

Zvýšení použ i t ého zvlákňovacího n a p ě t í (běžně užívané jednotky až des í tky kV) 

vede ke zvětšení elektrostat ických sil, k teré jsou zdrojem nap ínán í proudu polymeru. 

S t ředn í hodnota p r ů m ě r u vláken se zmenšuje se zvyšujícím se n a p ě t í m až po jeho 

kritickou hodnotu, kdy proud začne být nestabilní a na kolektoru se tvoří neuniformní 

vlákna opět většího průměru . Elekt rospřádání za vyšších hodnot napě t í také orientuje 

dipóly chemických ře tězců piezoelektrických polymerů , což umožňuje změnu a-fáze 

na (3-fázi, ale při překročení kritické hodnoty opět dochází k převaze tvorby a-fáze. 

V závislosti na daných exper imentálních podmínkách , existují různé optimalizované 

hodnoty zvlákňovacího napě t í , což ukazuje na absenci j e d n o d u c h é úměrnos t i . Sta

novení op t imáln ích hodnot pro generování Taylorova kužele a řízení tvorby vláken 

s žádoucím obsahem (3-fáze je proto výzvou [37]. 

4.3.3 Provoz kolektoru 

Jak typ kolektoru ovlivňuje strukturu tkáňového nosiče bylo již zmíněno v předchozí 

sekci, avšak stojí za zmíněn í i parametry jeho provozu pro dosažení u směrněné 

struktury. U s p o ř á d á n í a orientace výsledných nanovláken může bý t nej jednodušej i 

modulována při využi t í rotujícího válcového kolektoru změnou rychlosti jeho rotace. 

Usměrněn í nanov láken př i e l ek t rosp řádán í se zvětšuje s ros touc í rychlos t í rotace. 

Z existujících studií je zřejmé, že rychlost rotace pod 1000 ot . /min je relat ivně nízká 

pro dosažení žádoucího zarovnání , a proto se pro vysoce usměrněná nanovlákna stan

da rdně využívá rychlostí 2000-2500 ot . /min . Zvýšení rychlosti o táčení t aké zvyšuje 

tvorbu (3-fáze, snižuje p r ů m ě r vláken, avšak i celkovou poréznos t nosiče. Za běžně 

užívanou vzdálenost kolektoru od emitoru se považují jednotky až desí tky cm [24]. 
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4.3.4 Průtok emitorem 

Pro získání a udržen í s tab i ln ího Taylorova kužele př i jakémkol i p o u ž i t é m n a p ě t í 

je vyžadována op t imá ln í a h lavně s tab i ln í hodnota p r ů t o k u emitorem. Stabi ln í 

p rů tok do jisté míry zabraňuje nadměrné tvorbě defektů, zejména zhuštěných kuliček, 

a s ná růs t em jeho hodnoty se zvyšuje i s t řední hodnota p růměru nanovláken. Užívaný 

rozsah běžně v desetinách až desítkách m l / h , kdy konkrétní hodnoty závisí na celkové 

konfiguraci (viskozita roztoku apod.) a jejich vl iv na tvorbu (3-fáze je stále p ředmětem 

výzkumu a diskuze [37]. 

4.3.5 Teplota pracovního prostředí 

Ve v ý z k u m n é prác i Lanceros -Mendéze a jeho spo lupracovn íků [38] by l p r o k á z á n 

t aké v l iv teploty p racovn ího p ros t ř ed í a roztoku na obsah krys ta l ických fází v na-

nos t ruk tu rách . Z jeho práce vyplývá, že k vysokému obsahu (3-fáze značně přispívá 

samotné makromolekulami na tahován í chemického řetězce při t vo rbě vláken v pro

cesu e l ek t rosp řádán í a tohoto efektu lze o p t i m á l n ě docíli t př i odpa řován í rozpouš

t ěd la za pokojové teploty. Jak se teplota zvedá, obsah (3-fáze se zvyšuje, avšak 

pouze do pokojové teploty 25 °C, kde dosahuje optima. Př i me todách jako je tavení 

a rekrystalizace m a t e r i á l u za teplot p racovn ího p ros t ř ed í nas t avených na 210 °C, 

nebo při e lekt rospřádání nad 45 °C byl pozorován velmi nízký obsah (3-fáze [24, 38]. 
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5 Návrh a výroba tkáňového nosiče 
Cílem dosavadn ího snažení bylo poskytnout h lubš í pochopen í metod tkáňového 

inženýrství a úskalí, k t e rým tento interdisciplinární obor čelí. Pro splnění základních 

kri tér i í konstrukce t k á ň o v ý c h nosičů pro použ i t í v K T I byly p r o z k o u m á n y různé 

typy mate r iá lů a technologií výroby, k teré poskytuj í uspokojivé výsledky, avšak pro 

dosažení pokroč i lých funkčních a s t imulačních v las tnos t í jako je např . schopnost 

osteoindukce, je p o t ř e b a s tá le vyvíjet nové inovat ivní postupy. Po rovnán í všech 

možných kombinací mater iá lů , metod výroby a povrchových úprav tkáňového nosiče 

je však nad rámec možnost í jediné výzkumné práce . 

Navazující práce je založena na posouzení adaptability série vzorků elektrospřá-

daných nanovláken ze zvoleného mate r i á lu pro konstrukci tkáňového nosiče kompa

t ib i ln ího s kos tn ími b u ň k a m i , a proto se bude expe r imen tá ln í čás t zabýva t pouze 

kons t rukcí a z k o u m á n í m t ěch to nanostruktur. H lavn ím cílem je zkonstruovat ne

toxickou o p ě r n o u strukturu, na k t e ré b u ň k y přežijí, v h o d n ě se začlení do nosiče 

a budou prosperovat. Mater iá l je volen dle mnoha dalších p a r a m e t r ů mimo biokom-

patibil i tu, např . dle schopnosti osteoindukce skrze piezoelektrický jev, kdy však pro 

posouzení základní adaptability budou zkoumány především morfologické, s t ruk turn í 

a interakční vlastnosti vzorků tkáňových nosičů. 

5.1 Volba nosného materiálu 

Dle předešlé l i te rární rešerše m á pro konstrukci nanov lákenného t káňového nosiče 

metodou e lek t rospřádán í velký potenc iá l právě piezoelektr ický P V D F . Jak již bylo 

řečeno, j e d n á se o b iokompat ib i ln í syn te t ický polymer, k t e r ý vykazuje v ý z n a m n é 

mechanické i os teo indukční vlastnosti a jeho roztok je v h o d n ý pro e lek t rospřádán í . 

Elektrostat ické zvlákňovaní je účinnou a lehce nastavitelnou metodou, pomocí k teré 

lze vy tvoř i t porézn í a flexibilní P V D F nanov lákenný ma te r i á l s vysokým obsahem 

(3-fáze a se za rovnán ím molekulárních dipólů podél směru aplikovaného napě t í . 

Pro výrobu tkáňového nosiče je roztok zvlákňován při pokojové tep lo tě pomocí 

zařízení 4 S P I N (Contipro, Dolní Dobrouč , C Z E ) za využi t í j ed iné jehlové trysky 

jako emitoru a rotujícího válce jako kolektoru pokry tého hliníkovou folií, díky čemuž 

se vy tvořená t e n k á vrstva nanovlákenného mate r i á lu jednodušej i sejme. Parametry 

výrobního procesu jsou pro jednotlivé vzorky zvoleny dle stávajících pozna tků a jsou 

pr imárně odvozeny z vědeckých prací au to rů L i Yuchao [24], Černohorský Petr [39], 

He Zhongchen [37] a jejich spolupracovníků. 
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N a základě těch to vědeckých prac í je použi t 20% roztok P V D F (Sigma-Aldrich, 

St. Loius, U S A ) s moleku lá rn í h m o t n o s t í 275 000 g • m o l - 1 . P V D F je rozpuš t ěn 

v dimethylsulfoxid-acetonu př ipraveném v poměru 7:3. Výsledná směs je před použi t ím 

zahř ívána po dobu 24 hodin na míchadle při teplotě 80 °C a rychlosti 200 o t . /min . 

5.2 Volba kostních buněk 

Existuje ř a d a buněčných linií, k te ré lze použ í t pro účely inženýrs tví funkční t káně . 

Volba v h o d n ý c h b u n ě k záleží p r i m á r n ě na typu t k á n ě , do k t e ré t k á ň o v ý nosič m á 

být integrován, tedy v p ř ípadě s t imulování regenerace kostní t k á n ě je p rvn í volbou 

linie lidských os teoblas tů derivovaných z kmenových buněk. 

Biokompatibili ta testovaných mater iá lů a míra buněčná adheze je však nejčastěji 

v raných stádiích výzkumu zkoumána pomocí buněčných linií osteosarkomu namís to 

zmíněných osteoblastů. Hlavními důvody je nižší pořizovací cena, snadnější kultivace 

a ú d r ž b a b u n ě k z d ů v o d u toho, že d íky m u t a c í m z nich lze j ednoduše j i vytěž i t 

větší množs tv í buněk . Os teosa rkomat ické b u ň k y jsou d o s t u p n é v ř a d ě buněčných 

linií s vzá jemně se lišícími mutageny, k t e ré ovlivňují jejich morfologii, mitotickou 

rychlost, profil exprese či minera l izační ak t iv i tu a m n o h é j iné. M i m o do j i s té mí ry 

odlišené chování je jejich dalším problémem patologický fenotyp. Př i studiu buněčných 

a ma te r i á lových in terakcí však s tá le není zcela j a sné , do j aké mí ry v ý z n a m n o s t i 

se mal igní b u ň k y liší svým chováním od nemutovaných os teoblas tů [40]. 

B u n ě č n á linie l idského osteosarkomu Saos-2 ( A T C C ® H T B - 8 5 ™ ) (Manassas, 

Virginie , U S A ) byla v roce 1975 izolována z ná rodové kos tn í t k á n ě l l l e t é bělošské 

dívky. Činnost buněk Saos-2, tedy exprese cytokinů, růs tových faktorů či struktura 

syntetizovaného kolagenu, je vysoce podobná činnosti osteoblastů. Díky tomu je linie 

Saos-2 považována za nejreprezentativnější buněčný model používaný ke studiu inter

akcí v tkáňových nosičích, k terý poskytuje výhody rychlé a jednoduché kultivace [40]. 

Pro tuto práci jsou proto dle výše uvedených pozna tků použi ty právě b u ň k y Saos-2. 

5.3 Výroba nanovláken 

Z předchozího výzkumu [41] jsou odvozeny opt imální parametry procesu elektrospřá-

dán í na zařízení 4 S P I N pro zvolenou aplikaci v K T I viz tab. 5.1, k te ré se pro dané 

sady vzorků liší pouze v rychlosti o táčení válcového kolektoru. Jak již bylo zmíněno, 

rychlost o táček ovlivňuje celkové u s p o ř á d á n í a u směrněn í nanov láken v ma te r i á lu , 

a př ispívá i k mí ře výs ledné poréznos t i t k á ň o v é h o nosiče, k t e r á p ředs tavu je jeden 

z nej důležitějších fak torů udávajících adaptabil i tu t k á ň o v é h o nosiče pro buněčné 

osídlení. Očekává se, že mater iá lem s moc velkými póry buňky propadnou na podsadu 
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a neuchytí mater iá lu s moc malými póry může být omezený prostor pro růst 

buněk , infiltraci do hlubších vrstev či difúzi p lynů a živin. Výroba takto odlišných 

sad poslouží k posouzení vhodného nastavení a významnost i zkoumaného parametru. 

Konfigurace Sada 1 Sada 2 

Roztok 20 % P V D F 275 D M S O / A C 20 % P V D F 275 D M S O / A C 

Typ kolektoru rotující válec s AI folií rotující válec s AI folií 

Typ emitoru 1 jehla 1 jehla 

P r ů t o k emitorem 35 u L / m i n 3 5 u L / m i n 

Vysoké napě t í 50 k V 50 k V 

Vzdálenost elektrod 20 cm 20 cm 

Otáčky kolektoru 300 o t . /min 2000 o t . /min 

Objem st ř íkačky 10 m L 10 m L 

Teplota pros t ředí 24 °C 24 °C 

Vlhkost pros t ředí 30% 30% 

Tab. 5.1: Parametry výroby 2 nanovlákenných ma te r i á lů metodou e lek t rospřádán í 

lišící se nas tavením rychlosti otáčení válcového kolektoru. Oba mater iá ly jsou rozstří

hány na jednot l ivé vzorky a tvoří sadu 1 a 2. 

5.4 Povrchová modifikace plazmou 

Ošetření plazmou je jednou z nej rozšířenějších metod modifikace povrchových vlast

nos t í po lymerů , jelikož plazma p ředs t avu je vysoce reak t ivn í chemické p ros t řed í 

schopné funkcionalizace širokého spektra mater iá lů . Modifikace plazmou je v h o d n á 

pro zvýšení povrchové energie, smáčivosti , adhezní pevnosti a také čištění či leptání 

p r o s t ř e d n i c t v í m n e v r a t n ý c h reakcí v povrchových vazbách vys tavených plazmatu. 

Adekvátní volbou zdroje ionizace, použi tého plynu a času působení lze získat povrchy 

se specifickými vlastnostmi ši tými na mí ru konkré tn ím aplikacím. 

Dle p o u ž i t é h o zař ízení může oše t ření plazmou p r o b í h a t bud př i a tmosfér ickém 

t laku nebo v př ípadě zvoleného přís troje N A N O Plasma Cleaner (Diener electronic, 

Ebhausen, D E U ) v uzavřené komoře , ze k t e ré je vyvent i lován vzduch. Komora je 

n a p l n ě n a p ř ivedeným plynem, k t e r ý je zdrojem elektrické energie ionizován, čímž 

vzniká reakt ivní plazma. V biomedicínských aplikacích se obvykle využívá A r a 02, 

jejichž h lavní rozdíl p ředs tavu je mechanismus povrchové aktivace, kdy použ i t í A r 

plazmy vede převážně k fyzickému leptání, avšak O2 plazma zvyšuje povrchové napě t í 

mate r iá lu skrze ods t r aněn í k o n t a m i n a n t ů a zavedení polárních molekul. 
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Z rešerše [42, 43] vyplývá, že je povrchová modifikace P V D F nanovláken plazmou 

žádoucí vzhledem ke zlepšení adhezn ích v las tnos t í , což se t aké projevuje větší mí

rou smáčivost i m a t e r i á l u v důs ledku např . zavedení kysl íku do vazeb a uvolnění 

fluoru (defluorace pro snížení hydrofobicity). Apl ikace O2 a A r plazmy na různé 

polymerní subs t rá ty přinesla slibné výsledky při podpoře buněčného růs tu . Ošetření 

plazmou obvykle vede vzhledem k je j ímu druhu, době působen í a výkonu do j i s té 

mí ry k degradaci povrchu polymeru. Degradačn í proces je doprovázen š t ěpen ím 

molekulárních řetězců, zavedením funkčních skupin a tvorbou volných radikálů, které 

akt ivuj í povrch polymeru (reakce s funkčními skupinami, rad iká lová polymerace, 

změna povrchové energie aj.), což je v rámci funkcionalizace povrchu žádoucí. 

Vzhledem k n a b y t ý m p o z n a t k ů m je provedena úprava část i vzorků dle prac í M . 

Ki t sa ra [43] a D . M . Correia [42] a jejich spo lupracovn íků p o m o c í O2 plazmy, A r 

plazmy nebo O2 + A r plazmy po dobu 2 min s výkonem 200 W nebo po dobu 10 min 

s výkonem 300 W . Výsledné vzorky př ipravené pro analýzu a osídlení buňkami jsou 

seřazené v tab. 5.2. 

Č í s l o vzorku Modifikace D r u h plynu Č a s [min V ý k o n [W] 

1.1 Ne - - -

2.1 Ne - - -

2.2 A n o o 2 2 200 

2.3 A n o A r 2 200 

2.4 A n o 0 2 + A r 2 200 

2.5 A n o 0 2 
10 300 

2.6 A n o A r 10 300 

2.7 A n o 0 2 + A r 10 300 

Tab. 5.2: Řazen í p ř ip ravených vzorků nanovláken po jmenovaných dle fo rmá tu 

"sada.vzorek". Posouzen bude v l iv rychlosti o táčen í kolektoru př i v ý r o b ě sady 1 

a 2, a dále bude p r o z k o u m á n v l iv procesu povrchové ú p r a v y vzorků ze sady 2 

plazmou. Tyto vzorky se liší druhem použi tého plynu, výkonem a dobou ošetření . 

5.5 Osídlení nosiče buňkami 

Procesy buněčné kultivace a s a m o t n é manipulace s b u ň k a m i jsou provedeny na zá

k ladě předchoz ího výzkumu , obecných kul t ivačních p ro toko lů [44] a odbo rných 

konzultací , p r imárně dle práce Z. Fohlerové a jejích spolupracovníků [45]. 

Růs t b u n ě k je p rav ide lně kont ro lován pod mikroskopem a př i d o s t a t e č n é m na

množení a vyčerpání ž ivného méd ia a je část buněk o d e b r á n a a p řenesena do nové 
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kultivační nádobky s čers tvým živným roztokem. Tento proces se nazývá pasážování 

a ve zkratce zahrnuje o d s t r a n ě n í s t a r ého média , proplach pomoc í P B S , p ř idán í 

roz ředěného trypsinu pro uvolnění b u n ě k od povrchu nádobky , inhibici enzymu 

opě tovným př ídavkem média a centrifugaci pro vytvoření peletu buněk na dně zku

mavky. Nás ledně lze aplikovat metody pro poč í t án í buněk , odděl i t u rč i té množs tv í 

pro experimenty, či rozdělit b u ň k y do nových živných médií . 

Kult ivační médium D M E M (Corning, New York, U S A ) doplněné 10% fetálním bo-

vinním sérem (Corning, New York, U S A ) a kombinací antibiotik ve formě 5% roztoku 

penicilinu a s t reptomycínu (50 UI • m l - 1 a 50 g • m l - 1 ) je použi to k údržbě získaných 

b u n ě k Saos-2. B u ň k y jsou skladovány v kul t ivační lahvičce pro adheruj íc í b u ň k y 

s filtračním víčkem při teplotě 37 °C v inkubátoru se zvlhčeným vzduchem a 5% CO2. 

K extrakci b u n ě k slouží proces trypsinizace p o m o c í 0,25% roztoku t r y p s i n - E D T A . 

B u ň k y jsou na vy tvořené steri lní vzorky ( U V steri l izační boxy) e lek t rospřádaných 

P V D F nanovláken předem hydratovaných živným médiem nasazeny v hus to tě l x l O 3 

b u n ě k / m l a jsou uloženy do i n k u b á t o r u na 24 hodin. Paraformaldehydem fixované 

buňky jsou permeabi l izovány roztokem 0,5% T r i t o n - X 100 a 2% hovězího sérového 

albuminu, což umožňuje p r ů n i k barviv do buněk . Nás ledně jsou b u ň k y d ů k l a d n ě 

promyty v deionizované vodě a obarveny pomocí D A P I pro vizualizaci jader a F I T C 

pro zobrazení buněčné membrány. Všechny použi té chemikálie byly zakoupeny od spo

lečnosti Sigma Aldr ich . 
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6 Metody pro základní výzkumnou analýzu 
Vlastnosti připravených vzorků nanovláken je nutno popsat vhodnými zobrazovacími 

metodami a fyzikálními měřeními, aby bylo možné posoudit, zda jsou e lekt rospřádaná 

nanovlákna z P V D F schopna podporovat usazené buňky a j aký mají jejich konkrétní 

parametry na ně vliv. V té to kapitole budou shrnuty metody pro základní výzkumnou 

analýzu a nas tavění konkrétních měření . 

6.1 Skenovací elektronová mikroskopie 

P r o s t ř e d k e m pro zák ladní topografickou, morfologickou a kompoziční ana lýzu tká

ňového nosiče je zvolena skenovací e lektronová mikroskopie ( S E M ) . J e d n á se o me

todu mikroskopie, k t e rá využívá úzkého svazku elektronů pohybujícího se pos tupně 

po vzorku. Díky velmi k r á t k ý m v lnovým dé lkám e lek t ronů je možné z ískat obraz 

o mnohem vyšším rozlišení než při optické mikroskopii. 

Svazek elektronů vycházející z děla aktivuje emisi p r imárn ích rozptýlených elek

t r o n ů na vysokých energet ických h lad inách , k t e ré pocház í z hloubky ma te r i á lu 

a umožňuj í z ískat data vypovídaj íc í o jeho kompozici . Z p ros t řed í t ěsně pod povr

chem pochází sekundárn í emi tované elektrony o nižší energii poskytuj íc í informace 

o povrchové s t r u k t u ř e . Když elektrony interaguj í s povrchem, jsou t aké vzhledem 

k vyražení elektronů z orbitalu a zaplnění děr po nich emitovány paprsky X nesoucí 

informaci o prvkovém složení. Když emi tované elektrony vs toup í do detektoru, na

razí na scinti látor, k te rý vyzařuje světelné záblesky po dopadu nab i t é částice. Tyto 

záblesky se ve fotonásobiči přemění na elektrický proud a vyšlou signál do katodové 

trubice, kde následně vzniká obraz, k t e rý je možné si prohlížet a zaznamenáva t . 

Pozorování jsou prováděna na mikroskopu L Y R A 3 (Tescan, Brno, C Z E ) pomocí 

S E detektoru pro povrchovou ana lýzu , s urychlovacím n a p ě t í m e lek t ronů 2 k V , 

s p racovní vzdá lenos t í 9 m m a d a n ý m zvě t šen ím a z o r n ý m polem, nebo pomoc í 

připojeného E D S detektoru X - M a x 50 (Oxford Instruments, Oxford, G B R ) sloužícího 

k chemické analýze s urychlovacím n a p ě t í m elektronů 5 kV. 

6.1.1 Potažení vodivým filmem 

Pro bezprob lémové zobrazení pomoc í S E M je n u t n é po t ažen í povrchu nevodivých 

vzorků cit l ivých na e lekt ronový svazek tenkou vrstvou vodivého mate r i á lu . Povlak 

zabraňu je h r o m a d ě n í e lektr ického nábo je na povrchu a fixuje n a n o v l á k n a b ě h e m 

pozorování . Bez povlaku by bylo zaměření a skenování př i velkém zvětšení obt ížné . 

Pro potažení vzorků tenkou vrstvou zlata nebo uhlíku byl použit přístroj Coater E M 

A C E 6 0 0 (Leica Microsystems, Wetzlar, D E U ) . 
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6.2 Ramanova spektroskopie 

Ramanova spektroskopie předs tavu je efektivní a nedes t ruk t ivn í metodu analyt ické 

chemie, k te rá poskytuje informace o vibračních přechodech v molekulách, což vypo

v ídá o chemickém složení, molekulá rn ích in terakcích či krys ta l ických fázích v ana

lyzované látce. Vibrační režimy molekul jsou funkcí orientace jejich a t o m ů a vazeb, 

jednotlivé atomové hmotnosti a pořadí vazeb. Nejlépe je lze modelovat za předpokladu, 

že pozorovaná sloučenina je složena z kuliček představujících atomy, spojených che

mickými vazbami z pružin, přičemž je zřejmé, že vstup energie do sloučeniny způsobí, 

že jednot l ivé molekuly budou vibrovat, dle jejich charakter is t ických vlas tnost í . 

Molekula ana lyzované l á tky po ozáření laserem absorbuje budíc í foton, čímž 

je exc i tována z p o č á t e č n í h o stavu do v i r tuá ln ího vyšš ího energet ického stavu. P ř i 

relaxaci molekula emituje foton a dostane se do koncového klidového vibračního stavu, 

k te rý není to tožný s počá t ečn ím stavem molekuly (Stokesůs rozptyl). Urč i t á menší 

čás t molekul se už p řed interakcí s bud íc ím fotonem může nacháze t na exci tované 

vibrační hladině, kdy se takové molekuly po absorpci fotonu vrací na jejich základní 

vibrační hladinu (anti-Stokesůs rozptyl). Tyto dva druhy rozptylu nesoucí analytickou 

informaci pod sebou sdružuje t e rmín R a m a n ů v rozptyl. 

Rozdíl mezi počátečním a koncovým energetickým stavem molekul vede k posunu 

frekvence emitovaných fotonů od exci tační frekvence budících fotonů ( R a m a n ů v po

sun). Rozptýlené fotony jsou detekovány a na základě měři telné změny jejich frekvence 

je p rováděna kva l i t a t ivn í ana lýza vzorku. Ramanovo spektrum popisuje intenzitu 

Ramanova rozptylu v závislosti na Ramanově posunu, kdy jednotl ivé píky ve spektru 

odpovídají urči té vibraci molekul ve vzorku, jelikož každá molekula či funkční skupina 

m á své charakter is t ické hodnoty energií v ibračních hladin. 

T ř i h lavní krysta l ické fáze s tudovaných P V D F nanov láken jsou identifikovány 

z Ramanova spektra pomocí přís troje WITec A l p h a 300R (WITec, U l m , D E U ) . Př i 

spektroskopii je použ i t zelený laser o vlnové délce 532 nm a výkonu 6 mW. Poče t 

akumulac í byl 10 při in tegrační době 10 s za použi t í objektivu se zvětšením 50 x . 

6.3 Infračervená spektroskopie 

Infračervená spektroskopie s Fourierovou t ransformací (zkr. F T I R ) je vysoce přesná 

spekt roskopická metoda pro ana lýzu absorpčních v las tnos t í ma t e r i á lů př i různých 

vlnových délkách, resp. frekvencích, infračerveného světla. A t o m y v chemických 

sloučeninách se neustá le pohybuj í a různě vibrují. K a ž d á z pro lá tku charakteristic

kých vibrací probíhá s j inou frekvencí, k te rá je pro dané chemické vazby, sloučeniny 

či krystalické fáze zkoumané lá tky jedinečná. Díky tomu, že tyto vibrační frekvence 
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odpovídaj í frekvencím infračerveného světla, mohou chemické sloučeniny př ís lušné 

frekvence při ozáření absorbovat. 

Paprsek infračerveného světla je generován širokopásmovým zdrojem světla, tudíž 

obsahuje celé spektrum vlnových délek. Paprsek vstupuje do specifické konfigurace 

zrcadel, Michelsonova interferometru, z nichž jedno se pohybuje pomocí motoru. Jak 

se toto zrcadlo pohybuje, každá vlnová délka světla ve svazku vstupujícím do vzorku 

je interferometrem periodicky b lokována a p r o p o u š t ě n a v důs ledku interference 

paprsků odražených od zrcadel. Nejprve je pro jednotl ivé vlnové délky změřeno emisní 

spektrum širokopásmového zdroje infračerveného světla (spektrum pozadí) , a po té je 

zaznamenáno emisní spektrum daného zdroje světla svítícího přes vzorek (spektrum 

vzorku). Rozdíl těchto odlišných spekter udává kolik světla bylo absorbováno vzorkem. 

Pro analyzuje nu tné počítačové zpracování, aby se surová data, tedy interferogram 

představující absorpci světla pro každou polohu zrcadla, změnila na absorpci světla 

pro k a ž d o u vlnovou délku vy jád řenou ve spektru p o m o c í její p řev rácené hodnoty 

v rec iprokých cm. Kl íčovým n á s t r o j e m je proto algoritmus využívající Fourierovy 

transformace sloužící k dekompozici funkce do jejích frekvenčních k o m p o n e n t ů . 

Čas to je v kontextu F T I R reciproční délka 1 c m - 1 , resp. vlnové číslo, chápáno jako 

energet ická jednotka rovnající se energii absorbovaného fotonu o vlnové délce 1 cm. 

K měřen í je použ i t př ís t roj F T I R Vertex 70s (Bruker, Bi l ler ica , U S A ) se 4 m m 

š tě rb inou . Výsledné spektrum předs tavu je rozdíl spektra vzorku, p r ů m ě r u z 16 

skenování vzorku, a spektra pozadí , dle s t anda rdů p růměru z 32 skenování bez vzorku. 

Po ukončení měřen í je provedena softwarová korekce izolinie spektra a p řevrácen í 

pro zisk absorbance mís to transmitance. Rozsah původního spektra 8000-300 c m - 1 

je zkrácen na uži tečné spektrum 1700-300 c m - 1 . 

6.4 Měření kontaktního úhlu kapaliny 

K o n t a k t n í úhel 0 je popsán mírou smáčení pevné lá tky kapalinou a je geometricky 

definován jako úhel, k te rý svírá kapalina na třífázové hranici kapaliny, plynu a pevné 

látky. Měření kon tak tn ího úh lu je založeno na Youngově rovnici, k te rá předpokládá , 

že mezifázové síly jsou termodynamicky s tabi ln í a p ředs tavu je vztah mezi úh lem 

smáčení a jednot l ivými mezifázovými energiemi. 

S ta t ické k o n t a k t n í úh ly se měří , když je kapka usazena na povrchu vzorku 

a tř ífázová hranice se nepohybuje, a p ředs tavu j í zdaleka nejčastější měřené formy 

smáčivost i . Tato měřen í nabíz í rychlé, s n a d n é a kvan t i t a t i vn í měřen í smáčivost i , 

k teré může sloužit k určení povrchového n a p ě t í pevného podkladu a jeho interakce 

s prost ředím, jako je adheze. Pokud je mater iá l dobře smáčivý (hydrofilní), kapalina 

se rozprostře na povrchu a úhel bude malý, nebo se kapka zcela vsákne. Pokud je však 

mater iá l nesmáčivý (hydrofobní), kapalina zůs tane ve formě kuličky a kontak tn í úhel 
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bude velký. Pozorován může b ý t i v l iv drsnosti ma te r i á lu , kdy však mí r a smáčení 

závisí t aké na tom, zda kapka smáčí povrchové drážky, nebo zda mezi kapkou 

a povrchem zůstávají vzduchové kapsy 

K provedení měření je použi to zařízení See System E (Advex Instruments, Brno, 

C Z E ) a k vyhodnocení kontak tn ího úhlu z fotografií slouží software See 7.0. Pomocí 

dávkovací mikropipety je na povrch nanov láken p o s t u p n ě usazeno deset kapek 

dest i lované vody o velikosti 3 um. V t = 4 s je z fotografie změřen k o n t a k t n í úhel 

pomoc í t ř í v y b r a n ý c h b o d ů , k te ré spo jen ím vy tvář í kružnici kopírující tvar kapky. 

Pro každý vzorek je výsledná hodnota kon tak tn ího úh lu p r ů m ě r e m z 10 měření . 

6.5 Konfokální mikroskopie 

Laserový skenovací konfokální mikroskop (zkr. C L S M ) je využ íván k zobrazení 

a de t a i ln ímu rozlišení m n o h o b u n ě č n ý c h struktur i j edno t l ivých ob j ek tů v buňce . 

Za využi t í imunofluorescence lze specificky označit složky fixovaných i živých buněk 

nebo tkáňových řezů jako jsou akt inová vlákna, celá j á d r a či navázané biomolekuly, 

a p o t é je vizualizovat ve vysokém rozlišení, aniž by je ruši la fluorescence z pozad í 

nebo j iných oblast í vzorku. 

N a m í s t o osvět lení celého vzorku najednou je laserové světlo skrze exci tační 

optickou d ráhu zaměřeno na definované mís to v urč i té hloubce uvn i t ř vzorku skrze 

sérii clon, zrcadel a objektivů, kde excituje úzce osvětlené molekuly vzorku. Emitované 

světlo putuje zpě t emisní optickou drahou do detektoru skrze další dírkovou clonu, 

k t e rá odřízne signály pozadí , k te ré jsou mimo ohnisko. 

R a s t r o v ý m sn ímán ím vzorku se p o s t u p n ě vytvářej í obrazy j edné optické roviny 

Složitější 3D objekty lze zobrazit skenováním několika rovin a jejich sk ládán ím 

pomocí v h o d n é h o dekonvolučního softwaru. Je t aké možné analyzovat v ícebarevná 

imunofluorescenční ba rven í p o m o c í nej moderně jš ích C L S M , k t e ré obsahuj í ř a d u 

laserů a emisních, resp. exci tačních filtrů. 

Interakce buněk s P V D F nanovlákny je vizualizována pomocí imunofluorescence. 

O b a r v e n é b u ň k y jsou zobrazeny pomoc í konfokálního mikroskopu Zeiss L S M 880 

(Carl Zeiss A G , Jena, D E U ) s objektivy C-Apochromat 40x a Plan-Apochromat 20x, 

a s lasery o vlnové délce 488 nm (pro excitaci F I T C [46]) a 405 n m (pro excitaci 

D A P I [47]). P r o softwarové zpracování a ana lýzu naskenovaných sn ímků je použ i t 

program Zeiss Z E N 3.10 L I T E . 
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7 Analýza a diskuze 
Mezi důlež i té faktory, k t e ré ovlivňují to, jak budou b u ň k y na t k á ň o v é m nosiči 

prosperovat, pa t ř í mimo netoxicitu ma te r i á lu t aké p r ů m ě r n á velikost pó rů v nosiči, 

jejich distribuce a propojenost, k t e ré dohromady zajišťují infiltraci celého objemu 

nosiče b u ň k a m i . P ro sp rávnou adhezi b u n ě k je dů lež i tá architektura nosiče, tedy 

p růměr nanovláken a zarovnání , a také povrchová smáčivost mate r iá lu [32, 43]. Pro 

využit í potenciálu P V D F je také důležité posouzení obsahu piezoelektrické (3-fáze [43]. 

Metody stručně popsány v minulé kapitole jsou použi ty k analýze výše zmíněných 

vlas tnos t í vyrobených nanomate r iá lů , výsledky jsou diskutovány a jsou vyvozovány 

závěry z hlediska adaptability nanovláken pro K T I . 

7.1 Hodnocení kvality nanovláken 

Proces e lek t rospřádání proběhl na základě dříve ověřených exper imentů . Díky opti

málně zvoleným p a r a m e t r ů m výroby a vlastnostem roztoku nedošlo k ucpání trysky 

ani k j i n é m u na rušen í zvlákňovaní , k t e ré by mohlo mí t v l iv na kval i tu výs ledného 

mater iá lu . Po spot řebování objemu stř íkačky byla vý roba ukončena , a díky AI fólii 

byl mate r iá l úspěšně sejmut z kolektoru a nas t ř íhán na čtverce velikosti l x l cm. 

Pozorování vzorků vyrobených nanovláken pro hodnocení jejich kvality je po po

tažení vodivou vrstvou zlata provedeno při nas tavení S E M : urychlovací napě t í 2 kV, 

pracovní vzdálenost 9 mm, zorné pole 11 um a zvětšení 50kx. 

Obr. 7.1: Sn ímky vzorků 1.1 a 2.1 z ískané S E M . N a sn ímku a) lze pozorovat neu-

směrněná nanovlákna zvlákňovaná s o táčením kolektoru 300 o t . /min a na snímku b) 

jsou zachycena usměrněná nanov lákna zvlákňovaná s o táčen ím 2000 ot . /min . 
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Při prozkoumání vzorků viz obr. 7.1 se potvrdilo, že nanovlákna byla úspěšně vy

robena bez větších tvarových nedokonalostí a působí jako hladká. Výskyt korálkových 

defektů se díky správnému p o m ě r u D M S O / A C ukázal být zanedbate lný. 

Největším rozdílem mezi nanomater iá ly je dle očekávání uspořádání jednotl ivých 

vláken, k t e ré je u vzorku 1.1 viz obr. 7.1 sn ímek a) velmi chaot ické a v l ákna jsou 

zkroucená a neusměrněná . Naopak na vzorku 2.1 na sn ímku b) lze vidět v lákna za

rovnaná a na tažená v relat ivně stejném směru. Dalším důležitým rozdílem je t loušťka 

vláken, k t e r á se na sn ímku a) vý razně mění , kdy rozdíl mezi nejširšími a nejten

čími v l ákny je až 1873 nm. N a sn ímku b) je t loušťka j edno t l ivých v láken menší 

a konzistentnější , kdy největší rozdíl v šířce je pouze 604 nm. Vyšší rychlost otáčení 

vede k rovnoměrnějš ímu rozložení nanovláken na povrchu kolektoru. Nižší rychlost 

způsobuje shlukování vláken a nerovnoměrnou distribuci s větší poréznost í . 

7.2 Morfologie nanovláken po ošetření plazmou 

Po ošetření vybraných vzorků O2, A r nebo O2 + A r plazmou za účelem analýzy jejího 

v l ivu na morfologii, smáčivost a poréznost nanovláken, je opě t na vzorky nanesena 

vrstva zlata a jsou vizualizovány pomocí S E M při nastavení: urychlovací napě t í 2 kV, 

pracovní vzdálenost 9 mm, zorné pole 19 um a zvětšení 29kx. 

N a obr. 7.2 lze na sn ímku a) pozorovat referenční vzorek nanovláken 2.1, k t e rý 

nebyl vystaven ž á d n é m u druhu plazmy, v lákna jsou tenká , h ladká , oddě lená a rela

t ivně usměrněná . Na snímku b) lze vidět vzorek 2.3 ošetřený A r plazmou po dobu 2 

min s v ý k o n e m 200 W , kde nedošlo k vý razné změně jak povrchu, tak usměrněn í 

nanovláken. Nicméně, na sn ímku c) jsou zobrazeny nanovlákna ze vzorku 2.4, které 

byly vystaveny O2 + A r plazmě po dobu 2 min s výkonem 200 W , a u kterých došlo 

k pokroucení a na rušen í jejich povrchové struktury, což vedlo k jejich vzá jemnému 

spojování a snižování p r ů m ě r n é velikosti pó rů celé struktury. P o d o b n ý výsledek lze 

pozorovat na sn ímku d) s nanov l ákny ze vzorku 2.2, k t e ré byly oše t řeny čistě O2 

plazmou se s te jnými pracovními parametry a došlo u nich nej výraznějš ím z m ě n á m 

v podobě kroucení, tvarové deformace a spojování, což ve výsledku ještě více snižuje 

poréznost a prostupnost výsledného tkáňového nosiče. 

Př i hodnocení nanovláken, které byly vystaveny plazmě po dobu 10 min o výkonu 

300 W lze pozorovat významné degenerat ivní změny viz obr. 7.2 snímky e) zobrazující 

vzorek 2.7 a f) se vzorkem 2.5. Vzorek 2.7 by l vystaven d louhému působen í O2 + 

A r plazmy, k t e r á zcela změni la jeho morfologii z nanov láken na nízko-porézní síť 

deformovaných t lus tš ích struktur vzdá leně př ipomínaj íc ích v lákna . U vzorku 2.5, 

na který takto významně působila čistě O2 plazma, již nelze vůbec pozorovat jakákoli 

v l ákna ani póry, ale struktura p ř i p o m í n á soudržnou směs různě velkých hrudek. 

Tyto des t rukt ivní účinky však nelze pozorovat u vzorku 2.6 vys tavenému dlouhému 
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působen í A r plazmy, k t e r ý se morfologicky t é m ě ř nezměni l od vzorku 2.3, resp. 

2.1. Po p r o z k o u m á n í vzorků 2.5 a 2.7 lze usoudit, že v l ivem in tenz ivního ošet ření 

0 2 plazmou již nesplňují požadavky pro porézní nanovlákenný nosič, tudíž nebudou 

p ř e d m ě t e m další analýzy. Dále se nabízí o tázka , jak moc ošetření plazmou ovlivnilo 

nejen strukturu mater iá lu , ale komple tně i jeho chemické a funkční vlastnosti. 

Obr. 7.2: Morfologie nanovláken po ošetření plazmou při různém pracovním nastavení 

vizualizovaná pomocí S E M . Snímek a) je referenční, přičemž snímky b), c) a d) byly 

ošetřeny plazmou při nižším výkonu a době leptání , a sn ímky e) a f) při vyšším. 
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7.3 Povrchová smáčivost nanovláken 

P ř e d osazením b u ň k a m i jsou vzorky P V D F nanovláken povrchově nemodifikované 

i modifikované plazmou ze sady 2 vystaveny měření povrchového kon tak tn ího úh lu 

kapaliny. Interval hydrofobie pro kontak tn í úhel vody na povrchu pevné lá tky je sta

noven od 90° do 150° (nad 150° superhydrofobní ) a hodnoty v intervalu hydrofilie 

se pohybuj í od 0° do 90° [48]. Ukázkové snímky z provedeného měření viz obr. 7.3. 

Obr. 7.3: Sn ímky ze zařízení See System E s využ i t ím softwaru See 7.0 pro vyhod

nocení k o n t a k t n í h o úh lu vody na povrchu ma te r i á lu . Ukázkové sn ímky zobrazuj í 

t ř íbodové měření , kdy na snímku a) lze pozorovat hydrofobní a na snímku b) hydro-

filní chování P V D F nanovláken ve vztahu k ošetření plazmou. 

Povrchový k o n t a k t n í úhel vody pro plazmou neoše t řená n a n o v l á k n a ze vzorku 

2.1 m á p r ů m ě r n o u hodnotu 124,6° z í skanou z 10 měřen í v t = 4 s. Do up lynu t í 

t = 600 s ma te r i á l neabsorboval větší množs tv í kapaliny. N a zák ladě t ěch to úda jů 

lze plazmou nemodifikované P V D F nanov lákna klasifikovat jako hydrofobní. 

P ř i dalších měřen ích šlo pozorovat, že se u nanov láken oše t řených plazmou 

k o n t a k t n í úhel p o s t u p n ě snižuje. P ro vzorek 2.3, k t e r ý by l vys tavené A r p l azmě 

po dobu 2 min o výkonu 200 W se kontaktn í úhel mírně snížil na hodnotu 122,2°, stále 

však v rámci hydrofobního intervalu. Vzorek 2.2 oše t řený O2 plazmou se s te jnými 

časovými a výkonnos tn ími parametry nicméně vykazuje výrazné zvýšení povrchové 

energie, jelikož došlo ke snížení k o n t a k t n í h o úh lu až na p r ů m ě r n o u hodnotu 22,8° 

spadaj íc í již do hydrofi lního intervalu. Usazené kapky byly pro vzorky 2.2 i 2.3 

stabilní a nebyly do t = 600 s více absorbovány. Tento rozdíl je p ravděpodobně obecně 

důsledkem toho, že při použit í inertního A r dochází především k fyzikálnímu leptání 

a čistění (větší a těžší atomy) a není výrazně pozměněna povrchová chemická struktura 

např . zaveden ím O2 do vazeb n a m í s t o F jako u O2 plazmy (menší a lehčí atomy). 

Vzorek 2.4 lze také označit za hydrofilní, jelikož u něj po vystavení O2 + A r plazmě 
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po dobu 2 min o výkonu 200 W dochází ke snížení kon tak tn ího úh lu na p r ů m ě r n o u 

hodnotu 32,5°. Usazené kapky byly také stabilní. U vzorku 2.6 ošetřeném A r plazmou 

po dobu 10 min o výkonu 300 W dochází k okamžité absorpci usazených kapek vody, 

lze tedy tomuto vzorku př i řadi t nulovou hodnotu kontaktn ího úhlu a označit jej jako 

hydrofilní. Závěry z měření jsou shrnuty v tab. 7.1. 

Č í s l o vzorku K o n t a k t n í ú h e l [° Charakter s m á č e n í 

2.1 124,6 hydrofobní 

2.2 22,8 hydrofilní 

2.3 122,2 hydrofobní 

2.4 32,5 hydrofilní 

2.6 0 hydrofilní 

Tab. 7.1: Shrnu t í p r ů m ě r n ý c h hodnot povrchového kon t ak tn ího úh lu vody pro jed

notlivé vzorky ze sady 2 se závěrem o charakteru smáčení daných nanovláken, tedy 

o jejich hydrofilních, resp. hydrofobních vlastnostech. 

7.4 Chemická charakterizace tkáňového nosiče 

Metoda E D S je provedena pro kvali tat ivní (zastoupení prvků) a kvant i ta t ivní analýzu 

(množs tv í j ednot l ivých p r v k ů a jejich poměr ) vzorků nanovláken 2.1-2.4 a 2.6 pro 

po tv rzen í chemického složení nemodif ikovaného referenčního vzorku a po rovnán í 

v l ivu ošetření plazmou na množs tv í zas toupených p rvků vyjádřené v hmotnos tn í ch 

procentech, resp. v poměrech. P řepoče t na a tomová procenta není v tomto př ípadě 

n u t n ý vzhledem k tomu, že rozdíl v re la t ivní a tomové hmotnosti vyskytuj íc ích 

se p rvků je zanedbate lný. E D S spektrometr je součást í sestavy pro S E M a jsou pro 

něj využi ty sn ímky při urychlovacím napě t í 5 kV. 

Vizualizovaná spektra jsou vhodná spíše pro identifikaci p rvků a přibližný odhad 

jejich množs tv í p r v k ů v měřených vzorcích, ale nelze z vykres lené intenzity n a m ě 

řeného signálu p ř ímo odeč í ta t hodnoty a dle nich vyhodnocovat koncentraci p rvků . 

P r v k y p ř í t o m n é ve velkých množs tv ích (>10 %) budou tvoř i t d o m i n a n t n í vysoké 

p íky ve spektru, z a t ímco prvky p ř í t o m n é v minor i tn ích (1-10 %) nebo s topových 

množs tv ích (<1 %) budou mí t malé nebo nedetekovate lné píky, avšak nejsou zcela 

p roporčn í ke koncentraci. Kvan t i t a t i vn í ana lýza tedy p r o b í h á softwarově, kdy do

chází k po rovnán í n a m ě ř e n é h o signálu s nasb í r anými daty a standardy, a výsledek 

představuje tabulka hmotnos tn í ch procent. 
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Z energetického spektra referenčního vzorku 2.1 získaného metodou E D S viz obr. 7.4 

lze vyčíst , že se P V D F nanov lákna z ískaná metodou e lek t rospřádán í skládají z pri

m á r n ě C (0,277 keV) a F (0,677 keV). P V D F obsahuje t aké H , k t e rý je však spek

troskopicky velmi špa tně detekovatelný, jelikož m á pouze jeden elektron. Př í tomnos t 

p o m ě r n ě ma lého množs tv í O (0,523 keV) může bý t z p ů s o b e n a v y s t a v e n í m P V D F 

nanov láken působen í vzduchu ze jména př i vý robě . V m a l é m množs tv í by l na ně

kterých dalších vzorcích nanoma te r i á lu detekován výskyt t aké N a (1,040 keV) a C l 

(2,622 keV), k te ré lze považovat p r a v d ě p o d o b n ě za kontaminanty rozpouš těd la . Ve 

spektru lze pozorovat t aké pík pro A u (2,120 keV), k t e r ý je důs ledkem po tažen í 

vzorků t e n k ý m z l a t ý m filmem, bez k t e r ého by S E M a E D S ana lýza byla velmi 

nepřesná . Ma lý pík lze pozorovat t aké na energii 1,66 keV, ten se však nepodař i lo 

př isoudit ž ádnému prvku. 
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Obr. 7.4: Spektra zobrazující energie, na kterých byly detekovány paprsky X vyzářené 

vzorkem dle jeho prvkového složení. Rozpoznané píky jsou popsány příslušnými prvky 

a spektra pro jednot l ivé vzorky 2.1-2.4 jsou rozlišené barvou viz legenda. 

P ř i pohledu na chemické složení nanov láken p ř ed a po oše t ření plazmou lze 

pozorovat viz tab. 7.2, že h m o t n o s t n í procento uhl íku vypovídaj íc í o za s toupen í 

ve vzorku je relat ivně stabilní napříč měřeními kolem hodnoty 56 %, zat ímco kyslíku 

přibývá z 2,1 % v referenčním vzorku 2.1 na 8,4 % ve vzorku 2.4 lep taném O2 + A r 

plazmou a zas toupení fluoru v téže vzorcích klesá ze 45,1 % až na 27,6 %. Tento jev 
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je také doprovázen poklesem poměru F / C z 0,856 na 0,599, což umožňuje odhadnout 

mí ru defluorace na zhruba 30 % skeletu P V D F . Vzhledem k n á r ů s t u p o m ě r u O / C 

z 0,040 na až 0,146 lze mí ru oxygenace odhadnout na zhruba 70 % skeletu. 

U vzorků 2.3 a 2.6 ošetřených A r plazmou při rozdílné době působen í a výkonu 

nelze pozorovat významnějš í rozdíl v p rocen tuá ln ím zas toupen í prvků, i když došlo 

ke změně smáčivost i ma te r i á lu . Tento jev lze vysvět l i t t ím , že působen í A r plazmy 

vede převážně k fyzikálnímu leptání a pouze m í r n ý m chemickým změnám. 

Z m ě n y lze pozorovat t a k é ve vykres lených spektrech viz obr. 7.4, kde je směr 

defluorace a oxygenace ve vztahu k ošetření plazmou t ak též znatelný. Změny obou 

F / C a O / C poměrů u vzorků 2.2. a 2.4 poukazuj í na úspěšnou povrchovou aktivaci 

nanov láken O2 plazmou v p o d o b ě p r a v d ě p o d o b n é h o odš t ěpen í část i hydrofobních 

skupin C - F a C - H a následnou tvorbou C = 0 , O H a C O O H hydrofilních funkčních 

skupin na povrchu P V D F nanovláken b ě h e m interakce mezi plazmou a vzorky [42]. 

Kompozice [%] P o m ě r 

Č í s l o vzorku C F O F / C O / C 

2.1 52,7 45,1 2,1 0,856 0,040 

2.2 56,1 34,6 6,8 0,617 0,121 

2.3 56,7 37,6 4,7 0,663 0,083 

2.4 57,7 27,6 8,4 0,478 0,146 

2.6 57,6 34,5 4,7 0,599 0,082 

Tab. 7.2: Sh rnu t í prvkové kompozice p ř ip ravených vzorků nanovláken vy jádřené 

v h m o t n o s t n í c h procentech a poměrech pro chemickou charakterizaci vzhledem 

k povrchové úpravě plazmou. Hodnoty jsou vyvozeny z energie a intenzity signálu. 

7.5 Obsah krystalických fází 

Jak již bylo zmíněno , P V D F m á strukturu, ve k t e ré jsou 2 atomy H nebo F na

vázány na atom C a u s p o ř á d á n y v opakuj ících se řetězcích. Pokud tato struktura 

vykazuje asymetrii nábo je v důs ledku prot i lehlého pros torového u spo řádán í a t o m ů 

H a F s vysoce rozdí lnou elektronegativitou, tak j í př ip isu jeme nenulový vn i t řn í 

dipólový moment a označujeme j i za polární . Toto uspořádán í pozorujeme v P V D F 

u (3-fáze. Fázové p ř e m ě n y nepo lá rn í OÍ na po lá rn í (3 se dosáhne p ů s o b e n í m mecha

nického stresu na vzorky P V D F , aby se po lymern í ře tězce vyrovnaly a vyvolala 

se para le lní konformace řetězce ( T T T ) . P ř i umís těn í do elektrického pole vysokého 

n a p ě t í se n á h o d n ě or ientované molekuly P V D F polarizují , což z n a m e n á , že jejich 

vni t řn í dipólové momenty se uspořádaj í v urči tém směru. Právě mater iá ly s vysokým 
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obsahem (3-fáze po vyjmut í z elektrického pole vykazuje nejsilnější zbytkovou pola

rizaci. E l ek t ro sp řádán í v procesu vý roby m a t e r i á l u současně vyvolává mechanické 

pro tahování i elektrické polování v j ed iném kroku zpracování [49]. 

Ačkoli F T I R je široce využívaná spektroskopická metoda pro charakterizaci struk

tury mater iá lu , v př ípadě P V D F především krystalických fází, mnoho t ex tů v odborné 

l i teratuře využívajících absorpčních spekter (někdy dokonce od stejných autorů) spěje 

čas to k p r o t i c h ů d n ý m závěrům, ze jména co se týče rozlišení frakcí (3 a y celkové 

e lek t roak t ivn í fáze kolem p á s ů 840 c m - 1 a 510 c m - 1 . To je zpravidla způsobeno 

t ím , že jednot l ivé vzorky P V D F pro d a n é vědecké p ráce byly z ískány z roz toků 

o různých vlastnostech nebo rozl ičnými vý robn ími metodami a expe r imen tá ln ími 

p o d m í n k a m i . N a d r u h é s t r a n ě bylo zj iš těno, že p á s y kolem 763 c m - 1 a/nebo 614 

c m - 1 , 1275 c m - 1 a 1234 c m - 1 lze spolehlivě použ í t k rozlišení a identifikaci všech 

t ř í hlavních krystal ických fází a, (3 a y [50, 51, 52]. 

Výsledky F T I R se již běžně používají mimo kval i ta t ivn í posouzení p ř í t omnos t i 

krystal ických fází t aké ke kvantifikaci obsahu jednot l ivých fází v P V D F pro odhad 

jeho piezoelektrických vlastnost í . Jak je uvedeno a vysvětleno v práci X . C i a a jeho 

spo lupracovn íků [52], tak j ed inečné p á s y kolem 1275 c m - 1 a 1234 c m - 1 pro fázi 

(3 a y by mohly bý t v r ámc i un iverzá ln ího postupu použ i ty ke kvantifikace složek 

e lek t roak t ivn í fáze. P r v n í m krokem je kvantifikace OÍ a celkové e lek t roak t ivn í fáze 

skrze pásy kolem 763 c m - 1 a 840 c m - 1 viz rovnice 7.1: 

E A 

í \ 
AEA 

x AA + A E A 

x 100 %, (7.1) 

\ K 7 6 3 — ' 

kde FEA p ředs tavu je re la t ivn í obsah e lek t roak t ivn í fáze ((3 a y), K 7 6 3 a K 8 I 0 ab

sorpční koeficienty a A A a AEA hodnoty absorbance pro odpovídaj íc í fáze na 763 

a 840 c m - 1 . Hodnoty absorpčn ích koeficientů jsou 6,1 x 10 4 c m 2 m o l - 1 pro 

a 7, 7 x 10 4 c m 2 m o l - 1 pro K8±0. 

Následně lze k vyjádření zas toupení jednotl ivých složek elektroaktivní fáze použít 

poměr výšky charakter is t ických píků kolem hodnot 1275 c m - 1 a 1234 c m - 1 k jejich 

nejbližšímu údolí (angl. peak-to-valley height ratio, P 2 V H R ) viz rovnice 7.2 a 7.3: 

w > = f - x ( ä í ť ^ ) x 1 0 0 % - ( 7 ' 2 )  

f w = f - x ( ä í í ^ ) x 1 0 0 % - <7'3> 
kde F(f3) a F(j) představují procentuální zas toupení frakcí (3 a y celkové elektroak

t ivní fáze F E A , A i f g a A i f 7 jsou rozdíly výšky (rozdíly absorbance) mezi příslušnými 

vrcholy kolem 1275 c m - 1 a 1234 c m - 1 a jejich nejbližšími údolími. 
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Charakteris t ické píky základních krystalických fází v rozmezí 1700-300 c m - 1 jsou 

pro vzorky 2.1-2.6 určeny srovnávacím studiem a s h r n u t í m F T I R vibračních pásů 

pro P V D F ze zpráv publ ikovaných v ak tuá ln í o d b o r n é l i t e ra tu ře a jsou vyznačeny 

v získaných absorpčních spektrech viz obr. 7.5. P ř í t omnos t jedinečných pásů kolem 

840, 763, 1275 a 1234 c m - 1 dokazuje existenci všech t ř í základních krystalických fází 

a,, (3 a y , klasifikace dalších p íků je pouze doplňková. 

1700 1500 1300 1100 900 700 500 300 
Vlnové číslo [cm 1] 

Obr. 7.5: Absorpční spektrum získané pomocí F T I R , oříznuté na užitečné spektrum 

1700-300 c m - 1 . T ř e m základním krystal ickým fázím P V D F (a, (3 a y ) jsou přiřazeny 

charakteristické a doplňkové píky pro vzorky 2.1-2.6. Studován je výskyt píků a jejich 

poměr vzhledem k ošetření plazmou. 
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Je známo, že v typických vzorcích semi-krystalického P V D F není obsah krystalic

kých struktur vyšší než 50-60 %. Dosud však neexistují konkré tn í informace o tom, 

jak amorfní část P V D F ovlivňuje E D S a F T I R spektra. Proto se diskuse v t é to práci 

soustředí na krystal ické fáze, k te ré jsou v ý z n a m n é z hlediska možné elektroaktivity 

skrze piezoelektrický jev [52]. Za využit í výše uvedených vz tahů (rovnice 7.1, 7.2 a 7.3) 

je vypoč í t áno % zas toupen í jednot l ivých krystal ických fází a je uvedeno v tab. 7.3. 

Ve všech vzorcích ze sady 2 pod í l e l ek t roak t ivn í fáze dosahuje ne jméně 90 % 

z celkového obsahu krys ta l ických fází oproti vzorku ze sady 1, u k t e r ého hodnota 

FEA dosahuje pouze 79 %, tudíž lze prohlási t , že se e lektrospřádání s vyšší rychlostí 

otáčení kolektoru potvrdilo jako v h o d n á metoda pro rychlou a jednoduchou výrobu 

P V D F nanovláken s vysokým obsahem elektroakt ivní fáze. Současně bylo dokázáno, 

že oše t ření vzorků jak O2, tak A r plazmou o u v e d e n é m nas taven í neponižuje vý

znamně její obsah, byť by se dal očekávat des t ruk t ivn í charakter. Lze však do j is té 

míry pozorovat změnu p o m ě r u jejích frakcí, kdy dochází k mí rnému poklesu (3-fáze 

na hodnotu 70 % (z původních 77,6 % pro vzorek 2.1) na úkor ná růs tu <x i y fáze pro 

vzorek 2.3 ošetřený A r plazmou o nižším výkonu, t řebaže ke stejnému jevu nedochází 

u vzorku 2.6 oše t řeném A r o vyšším výkonu, kde naopak dochází k n á r ů s t u (3-fáze 

na 88,8 %. K ne jvě tš ímu n á r ů s t u (3-fáze dochází u vzorku 2.4 o še t ř eném O2 + A r 

plazmou až na 94,3 % na úkor převážně y-fáze, jejíž podí l klesá na 0,5 %. 

Z a s t o u p e n í [%] 1.1 2.1 2.2 2.3 2.4 2.6 

F(a) 21,1 4,1 10 9,3 5,2 5,1 

m 52,1 77,6 84,3 70 94,3 88,8 

26,8 18,3 5,7 20,7 0,5 6,1 

Tab. 7.3: Kvantifikace krysta l ických fází P V D F pomoc í F T I R absorpčních spekter 

a výpoče tn í metody P 2 V H R . Výsledek předs tavu je % zas toupen í jednot l ivých fází 

(F(a), F(j3) a F(7)) v příslušných vzorcích 2.1-2.6. 

O b a nemodif ikované vzorky 1.1 a 2.1 lišící se v rychlosti o táčen í kolektoru př i 

e lektrospřádání jsou podrobeny Ramanově spektroskopii, k terá nese informaci o che

mických vazbách v P V D F , a zobrazuje rozdíl ve v ý s k y t u krys ta l ických fází mezi 

vzorky v podobě charakterist ických vibračních přechodů. Tyto vibrace odrážejí uspo

řádání vazeb a tomů v mater iá lu , které ovlivňuje jeho fyzikální a chemické vlastnosti, 

jako je právě piezoelektricita. Pro lepší pochopen í v ibračních p řechodů si lze mole

kulu p ředs t av i t jako p r u ž n o u strukturu, kde jsou atomy spojeny p ruž inami , k te ré 

umožňují a t o m ů m kmitat, různě se na táče t či mávat . V důsledku toho, že ne všechny 

symetrické a asymetrické úseky jsou spolehlivě zobrazeny jak pomocí F T I R , tak Ra-

manovy spektroskopie, považují se dané metody za komplementárn í pro co nejbližší 

popis krystalických fází sloučeniny (odhalení dalších píků) . Ramanova spektroskopie 

54 



není použ i t a pro vzorky oše t řené plazmou, jelikož skenování he te rogenních vzorků 

je obt ížné a citlivost př ís troje při použ i t ém výkonu není dostačující . 

Největší intenzita Ramanova signálu viz obr. 7.6 se vyskytuje v regionu 1517 

c m - 1 pro v ib račn í m ó d vazby C C a v oblasti p ro t ahován í C H (2800-3050 c m - 1 ) , 

k te rému dominuje silný pík na 2977 c m - 1 patř íc í symetr ickému m ó d u skupiny C H 2 , 

všechny typické pro a-fázi. Sousední pík na 3014 c m - 1 je spojován s asymet r ickým 

p r o t a ž e n í m CH2 s (3-fázi. Dalš í v ý z n a m n é p íky jsou v oblasti kolem 811 c m - 1 (y, 

CH2 kolébavý m ó d ) , 840 c m - 1 (y + |3, CH2 kolébavý m ó d a CF2 asymetr ické 

protahování) , 882 c m - 1 (<x + (3 + y, C C symetrické a asymetrické protahování a C H 2 

kroucení) a 1430 c m - 1 (y + (3, C H 2 kroucení + kývání) . Vzorek 2.1 s usměrněnými 

nanovlákny (2000 ot./min) vykazuje stejné píky jako vzorek 1.1, ale ve větším poměru 

e lek t roakt ivních ku ne-e lek t roak t ivn ím, a navíc vykazuje další 3 p íky s p r v n í m na 

513 c m - 1 , př i řazeným (3-fázi, d ruhým na 1074 c m - 1 , charakter is t ickým pro (3/a-fázi, 

a t ř e t í m na 1274 c m - 1 , j ed inečným pro (3-fázi [41, 50, 53]. Výsledky měřen í tedy 

naznačuj í , že ma te r i á l s u směrněnými nanov lákny vykazuje vyšší podí l (3-fáze než 

mater iá l s nanovlákny neusměrněnými . 

200 700 1200 1700 2200 
Vlnové číslo [cm1] 

2700 3200 3700 

Obr. 7.6: Ramanovo spektrum, o ř í znu té na uži tečné spektrum v rozsahu 

200-3700 c m - 1 , poskytuje informace o vibračních přechodech v analyzovaných vzor

cích 1.1 (otáčení kolektoru 300 ot . /min) a 2.1 (2000 ot . /min) . 
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7.6 Pozorování buněčné adheze 

Pro p r o z k o u m á n í t k á ň o v ý c h nosičů po nasazení , kult ivaci a fixaci kos tn ích b u n ě k 

Saos-2 byla nejprve zvolena S E M . Pozorování bylo provedeno se s tejným pracovním 

nastavení jako v předchozích sekcích, avšak se zorným polem 350 p m a zvětšením l ,6kx 

pro zhodnocení míry osídlení nosiče b u ň k a m i a se zorným polem 80 pm a zvětšením 

7kx pro posouzení tvaru jednot l ivých buněk a charakteru adheze. 

B u ň k y Saos-2 kult ivované na nanovláknech s ž ivným médiem po dobu 24 hodin 

se do urči tý míry uchytily na všech vzorcích 1.1, 2.1-2.4 a 2.6 viz vybrané na obr. 7.7, 

t ud í ž lze usoudit, že e l e k t r o s p ř á d a n á P V D F nanov l ákna neoše t řená i o še t ř ená 0 2 

či A r plazmou jsou pro použ i t é b u ň k y v d a n é m čase b iokompat ib i ln í a netoxická. 

Vzhledem k vysoké chemické stálosti P V D F se neočekává, že by ani při delší kultivaci 

uvolňoval toxické lá tky do pros t ředí a zhoršoval ž ivotaschopnost buněk . 

Faktorem v ý z n a m n ě přispívajícím k úspěšnos t i uchycení buněk na nanovláken-

n é m ma te r i á lu se potvrdi la bý t i vyšší rychlost o táčen í sbě rného válce v procesu 

e lek t rospřádán í , k t e r á s dalš ími o p t i m á l n ě zvolenými parametry poskytuje t e n k á 

usměrněná nanovlákna o relat ivně homogenním rozložení. Takto zkonstruovaný tká

ňový nosič viz obr. 7.7 sn ímky c) a d) d íky své adekvá tn í poréznos t i poskytuje 

b u ň k á m dosta tečnou oporu a zároveň prostor pro souvislý růst a vzájemnou komuni

kaci. B u ň k y se t aké na u směrněných v láknech více p ro tahu j í , or ientuj í se s te jným 

s m ě r e m a tvoř í spoj i té shluky, což je pro ně výhodně jš í z hlediska větší vzá jemné 

komunikace a celkové ž ivotaschopnost i . Výs ledná struktura v ý z n a m n ě napodobuje 

přirozenou tkáň . N a rozdíl od toho, na snímcích a) a b) lze pozorovat neusměrněná 

nanov lákna , na k t e rých roste pouze zlomek b u n ě k oproti v l á k n ů m u s m ě r n ě n ý m . 

Vzhledem k chaot ickému u s p o ř á d á n í nanovláken a velkým p ó r ů m se mnoho buněk 

pravděpodobně v důsledku nedos ta tečné opory neuchytilo, či úplně propadlo, a bylo 

ods t raněno při promyt í vzorků před fixací. Buňky jsou kulatější a netvoří tolik shluky. 

Př i posuzování v l ivu plazmy na nanovlákna se ukázalo, že vzorky 2.3 a 2.6 ošetřené 

A r plazmou o nižším i vyšš ím p racovn ím nas taven í nevykazuj í vyšší kompatibi l i tu 

s b u ň k a m i Saos-2 oproti referenčnímu vzorku 2.1. Vzorky 2.2 a 2.4 oše t řené 0 2 

plazmou viz obr. 7.7 sn ímky e) a f), resp. 0 2 + A r plazmou, vykazuj í slibnější 

výsledky vzhledem k jejich prokázané hydrofilizaci a funkcionalizaci povrchu kyslíkem. 

Hydrofilní funkční skupiny na povrchu nanovláken přispívají k lepší adhezi b u n ě k 

s te jně tak, jak s t í m spojené vyšší z a s t o u p e n í e lek t roak t ivn í (3-fáze n a p o m á h á 

skrze elektromechanickou autostimulaci buněk jejich r ů s t u a vzá jemné komunikaci 

(viz práce M . Ki tsara a spol. [43]). 
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Obr. 7.7: Buněčná aďheze vizualizovaná pomocí S E M . N a snímcích a) a b) neusměr-

něná nanov lákna , na snímcích c) a d) u s m ě r n ě n á nanov lákna a na snímcích e) a f) 

u směrněná nanov lákna oše t řená O2 plazmou při nižším pracovním nas tavení . 

Pro další analýzu byla zvolena C L S M s využi t ím 2 fluorescenčních barviv D A P I 

a F I T C . M o d ř e fluorescenční D A P I specificky interaguje s A - T b o h a t ý m i oblastmi 

D N A a je často používáno k zobrazení jader živočišných buněk v kombinaci s dalšími 

fluorescenčními barvivy, jako je zde použi té zeleně fluorescenční F I T C , které prochází 
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skrze permeabilizovanou m e m b r á n u b u ň k y a váže se v cy top lazmě. Díky tomu. 

že jejich emisní spektrum je dobře oddělené , lze zře te lně skrze C L S M vizualizovat 

odlišné struktury, na k te ré se barviva vážou [46, 47]. 

N a snímcích získaných pomocí C L S M a zpracovaných kompat ib i ln ím softwarem 

Z E N 3.10 L I T E se lépe ukazuje, jak buňky usazené na hydrofilní vzorky ošetřené O2 

plazmou pronikají i do hlubších vrstev tkáňového nosiče a tvoří nejen povrchově ale 

také prostorově orientované shluky, př ičemž u hydrofobních vzorků zůstávají buňky 

převážně jen na povrchu. Na vybraných snímcích viz obr. 7.8 lze pozorovat oddělené 

modře zabarvené regiony jaderné D N A , které obklopuje zeleně zabarvená cytoplazma 

buněk. Barvivo D A P I by teoreticky mělo obarvit také A - T úseky D N A v buněčných 

mi tochondr i ích , avšak velikost s a m o t n é organely a úseků D N A v ní jsou tak malé 

ve srovnání s j ád r em, že často nejsou vůbec zaznamenány. 

Obr. 7.8: B u ň k y vizual izované p o m o c í imunofluorescence a C L S M za využ i t í fluo

rescenčních barviv F I T C (vazba na povrchu b u n ě k a v cy top lazmě, emituje zelené 

světlo) a D A P I ( A - T regiony převážně v j a d e r n é D N A , emituje m o d r é svět lo) . 

N a snímcích a) vzorek 2.1, na b) 2.3, na c) 2.4 a na d) 2.2. 
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7.7 Diskuze výsledků 

Během studia literatury byly identifikovány klíčové trendy v p o d o b ě různých forem 

využit í e lektrospřádaných nanovláken a byly posouzeny příspěvky existujících studií 

zahrnuj ící volbu silně piezoelektr ického P V D F jako b iokompa t ib i ln ího ma te r i á lu 

a diskuzi vhodných p a r a m e t r ů pro jeho výrobu. 

V oblasti biomedicíny je stále zkoumáno a i již v praxi používáno množství neto

xických polymerů pro výrobu vstřebatelných stehů či řízenou dopravu léčiv. Výhodou 

syntet ický mater iá lů je možnost v procesu výroby kontrolovat jejich chemické a fyzi

kální vlastnosti, konkrétně a reprodukovatelně vyrobit vhodnou strukturu a př ípadně 

j i funkčně modifikovat. Mezi významné biokompatibi lní ne-biodegradabilní syntetické 

polymery pa t ř í např . nylon-6, k terý kromě chemické odolnosti vyniká svou pružnost í 

a pevnost í v tahu, avšak nemá piezoelektrické vlastnosti. Nylon může být funkciona-

lizován a hybr idizován s j inými ma te r i á ly k vý robě nap ř . kožních obvazů či s ten tů , 

nevyn iká však svou bioaktivi tou, k t e r á je z hlediska designu chy t rých ma te r i á lů 

žádoucí. V odvětví K T I tudíž do popředí vstupují piezoelektrické materiály, schopné 

na svém povrchu vlivem i malého mechanického n a m á h á n í generovat elektrický náboj , 

k te rý může napomoci k aktivaci buněk . U biodegradabi ln ích po lymerů vyrobených 

z p ř í rodn ích zdrojů , jako je nap ř . s labě piezoelektr ický P L A , m ů ž o u však k romě 

z t rácen í na pevnosti v čase p rob l ém předs tavova t t aké kyselé produkty, na k te ré 

se P L A pos tupně rozkládá, a které můžou způsobit zánět při implantaci in vivo [54]. 

Vzhledem k tomu m á v ý z n a m studium m a t e r i á l ů na bázi p rávě P V D F , k t e rý 

poskytuje mimo základní biokompatibilitu, odolnost a pevnost také možnost elektro

mechanické stimulace buněk skrze své silné piezoelektrické vlastnosti. Ve vědeckých 

prac ích M . Ki t sa ra a spol. [43] jsou osteoblasty kul t ivované na P V D F nanovlák-

nech analyzovány skrze hodnocen í změn in t racelulární koncentrace vápníku v čase. 

Vápn ík je zapojen do in t race lu lá rn ích s ignálních a metabo l i ckých drah, a účas tn í 

se př i p řenosu s ignálu mezi b u ň k a m i v r ámc i aktivace odpovídaj íc ích iontových 

kanálů. Bylo zjištěno, že piezoelektrická stimulace je schopna vyvolat měři telný influx 

vápníku, k te rý následně aktivuje buňky, což vede ke zvýšení jejich růs tu a diferenci

ace. Z výsledků uvedené studie vyplývá, že b u ň k y pěs tované na e lek t rospřádaných 

P V D F t k á ň o v ý c h nosičích k n a n o v l á k n ů m př i lnou, p ř ičemž generují adhezn í síly, 

jejichž důsledkem je mechanické n a m á h á n í nanovláken, které je skrze piezoelektrický 

jev zodpovědné za zpě tnou elektromechanickou stimulaci samotných buněk (autos-

timulace). V u v e d e n é m článku je tedy p rokázáno , že osteoblasty jsou při interakci 

s e l ek t ro sp řádanými P V D F nanov lákny akt ivovány bez nutnosti vnějších p o d n ě t ů 

k vyvolání piezoelektr ické odezvy, a p rávě proto je kombinace tohoto ma te r i á lu 

a výrobní metody v rámci aplikace v K T I tak perspekt ivní . 

59 



Parametry e lektrospřádání bylo nu tné experimenty optimalizovat. Pokud je zvlá-

kňovací napě t í příliš vysoké, mohou vznikat nehomogenní nebo t r h a n á vlákna. Vyšší 

p rů tok a viskozita roztoku můžou vést k tvorbě hrubších vláken nebo tzv. korálkových 

defektů, zat ímco příliš nízký p rů tok a viskozita můžou způsobit t enká a křehká vlákna. 

Rychlost o táčení kolektoru ovlivňuje orientaci a u s p o ř á d á n í nanovláken , kdy vyšší 

rychlost otáčení může vést k vytvoření vláken s větší s tejnosměrnou orientací a lepší 

mechanickou pevnos t í . Teplota a vlhkost mohou ovlivnit odpařován í rozpouš těd la , 

sušení vláken a tvorbu defektů. Po dosažení vhodné konfigurace pro danou aplikaci 

byly úspěšně vyrobeny dvě sady vzorků lišící se rychlostí otáčení sběrného kolektoru, 

pro posouzení v l ivu usměrnění nanovláken na růst buněk v tkáňovém nosiči, a které 

byly následně p rozkoumány pomocí S E M . K r o m ě op t imálnos t i zvolené konfigurace 

elektrospřádání se také potvrdilo, že zvýšení otáček kolektoru z 300 na 2000 ot . /min 

snižuje a homogenizuje průměr nanovláken, snižuje poréznost a orientuje nanovlákna 

v d a n é m směru, díky čemuž b u ň k á m struktura poskytuje lepší oporu. 

V y b r a n é vzorky byly modifikovány O2 a A r plazmou o různé délce a výkonu 

ošetření pro posouzení jejího vl ivu na strukturu a smáčivost nosiče. Povrchy s vysokou 

povrchovou energií ve srovnání s povrchovým napě t ím kapaliny mají silné přitažlivé 

síly mezi jejich molekulami, což usnadňuje kapalině smáčet povrch. Ošetření plazmou 

by mělo v teorii zvyšovat povrchovou energii ma te r i á lu , což by mělo v praxi vést 

k lepším adhezním vlastnostem. Měřením kontaktn ího úhlu kapaliny na povrchu ma

teriálu se potvrdilo, že nemodifikovaná P V D F nanovlákna jsou hydrofobní a ošetření 

plazmou vede ke snížení kon tak tn ího úh lu až do hydrofilního rozpět í s výraznějšími 

úč inky pro O2 plazmu. Vzorky oše t řené plazmou o vyšš ím p r a c o v n í m nas taven í 

se ukázaly být nevhodné pro aplikaci v K T I , jelikož ztrácejí svou vlákni tou strukturu 

a infiltrace nosiče b u ň k a m i by nebyla možná . 

E D S analýza potvrdila chemické složení P V D F a změny obou F / C a O / C poměrů 

vzhledem k ošetření plazmou poukazuj ící na defluoraci a oxygenaci, tedy úspěšnou 

povrchovou aktivaci nanov láken oše t řených právě O2 plazmou. Ve všech vzorcích 

ze sady 2 neošet řených i oše t řených plazmou je dle F T I R podí l e lek t roakt ivn í fáze 

ne jméně 90 % z celkového obsahu krysta l ických fází s největš ím z a s t o u p e n í m silně 

piezoelektrické (3-fáze pro vzorky 2.2 a 2.4. Výsledky F T I R a Ramana pro vzorky 1.1 

a 2.1 potvrzují , že e lekt rospřádání s vysokými o táčkami kolektoru v procesu výroby 

mater iá lu skrze současné mechanické protahování a elektrické polování zvlákňovaného 

ma te r i á lu indukuje antisymetrickou para le ln í konformaci ře tězce charakteristickou 

pro vysokou piezoelektrickou (3-fázi. Také z F T I R vyplývá, že ošetření plazmou nemá 

dest rukt ivní účinky vzhledem k obsahu elektroaktivní krystalické fáze, nýbrž naopak, 

ošet ření O2 plazmou dodává energii nutnou k indukci fázového p ř e c h o d u z a-fáze 

na (3-fázi, zavádí polar izované funkční skupiny, a díky zvýšení povrchové energie 

p řeměnu stabilizuje. 
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Adheze buněk, neboli schopnost buněk při lnout k povrchům, je proces zahrnující 

interakce mezi buněčnými m e m b r á n a m i a povrchy mater iá lů . Pro aplikace v tkáňo

vém inženýrství a biomedicíně je zásadní posouzení ř ady faktorů, k teré tento proces 

ovlivňují. Adheze buněk je zprostředkovávána t ransmebránovými receptory, proteiny 

v E C M a dalš ími adhezn ími molekulami, a závisí na b iokompat ib i l i t ě , povrchové 

energii, chemickém složení, topografii a povrchové modifikaci použi tých syntetických 

nanov láken tvořících t k á ň o v ý nosič. Studiem zkons t ruovaných t káňových nosičů 

pomocí S E M a C L S M se ukázalo, že b u ň k á m vyhovuje pros t ředí nanovláken, k teré 

napodobuje př i rozené v lákn i t é mikro- a nano- rozměrné p ros t ř ed í E C M . Chemické 

složení P V D F se ukázalo být pro buňky po jednodenní kultivaci netoxické a biokompa-

tibilní. Ošetřené povrchy nanovláken s vysokou povrchovou energií a polarizovanými 

funkčními skupinami zlepšují smáčivost a interakci s buněčnými m e m b r á n a m i , čímž 

vedou k vě t š ímu rozšíření b u n ě k po povrchu t káňového nosiče a do jeho hlubších 

vrstev. Vhledem k tomu se ukázaly být nejkompatibilnějšími tkáňovými nosiči vzorky 

s t enkými , usměrněnými , hydrofilními a s vysoce piezoelektr ickými nanovlákny. 
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Závěr 
V rámc i t é t o baka lá ř ské p ráce byla úspěšně provedena l i te rárn í rešerše v oblasti 

K T I a n á v r h u funkčního nanov lákenného t k á ň o v é h o nosiče pro osazení kos tn ími 

b u ň k a m i . Tato p ráce obsahuje širší pohled na danou problematiku a poskytuje 

zák lady n u t n é pro volbu v h o d n é h o ma te r i á lu , technologických p o s t u p ů a buněk , 

k teré při vzájemné kombinaci budou kompat ib i ln í a vyprodukuj í funkční strukturu 

o žádoucích vlastnostech. Cí lem p ráce bylo vyrobit a prozkoumat b iokompat ib i ln í 

nanov lákennou strukturu, kterou je možné použ í t pro aplikace v K T I . Zvolená 

kombinace P V D F mate r iá lu a metody e lekt rospřádání nanovláken byla v teoretické 

části důk ladně p o p s á n a a zhodnocena vzhledem k osazení b u ň k a m i Saos-2. 

Parametry výrobního procesu byly experimenty opt imalizovány a nás ledně byly 

vyrobeny 2 sady vzorků, jejichž základní s t r uk tu rn í a funkční analýzou se pracovní 

nas t aven í s vyššími o t á č k a m i kolektoru potvrdi lo jako v h o d n é pro konstrukci bio-

kompat ibi lního tkáňového nosiče s vysokým obsahem elektroakt ivní krystalické fáze. 

Vzhledem k př i rozené hydrofobici tě P V D F byly pro dosažení co nejopt imálnějš ího 

hydrofi lního p ros t ř ed í pro adhezi b u n ě k nanov l ákna oše t řeny O2, A r a O2 + A r 

plazmou o různé době působení a výkonu plazmy. Jako buněčný mater iá l pro osídlení 

nosiče byly zvoleny osteosarkomatické buňky Saos-2, které jsou považovány za nejre-

prezentat ivnějš í buněčný model pro studium interakcí buněk osteoblast ického typu 

v tkáňových nosičích. 

V rámci základní výzkumné analýzy tkáňového nosiče byla použi ta pro posouzení 

kvali ty nanovláken , povrchové struktury a b u n ě č n é adheze metoda S E M . E D S 

ana lýza v kombinaci s F T I R a Ramanovou spekt roskopi í poukazuje na souvislost 

povrchových s t r u k t u r n í c h a funkčních z m ě n indukovaných oše t ř en ím O2 plazmou, 

k te ré společně vedou ke s tab i ln ímu fázového přechodu z a-fáze na piezoelektrickou 

(3-fázi a aktivaci povrchu. Skrze výsledky z měření kontaktn ího úhlu vody na povrchu 

nanovláken se modifikace vzorků O2 plazmou prokázala být také účinnou z hlediska 

zvýšení povrchové energie a t ím hydrofilizace nosiče. C L S M využívající fluorescenční 

kon t r a s tn í ba rven í jader a cytoplazmy ukazuje, že v ý z n a m n ý poče t b u n ě k Saos-2 

se uchytil k jednot l ivým nanovláknům, osídlil povrch nosiče a v př ípadě hydrofilních 

e lektroakt ivních nanovláken t aké ve shlucích infiltroval hlubší vrstvy nosiče. 

N a základě získaných dat se ukáza ly být nej kompatibi lnějš ími tkáňovými nosiči 

vzorky s t enkými , u směrněnými , hydrofilními a s vysoce piezoelektr ickými nano-

vlákny vyrobené s rychlost í o táčení kolektoru 2000 o t . / m i n a oše t řené O2 plazmou 

po dobu 2 min s v ý k o n e m 200 W . E l e k t r o s p ř á d á n á P V D F nanov l ákna se ukáza la 

bý t obecně velice dobře modifikovatelnou, kompa t ib i ln í a a d a p t a b i l n í strukturou 

vhodnou pro aplikaci v K T I , k t e r á díky p iezoelekt r ickým vlastnostem umožňuje 

elektromechanickou autostimulaci buněk. 
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Hlavní omezení p ráce p ředs tavova la k r á t k o d o b á 24 hodinová kultivace b u n ě k 

na tkáňovém nosiči před fixací. V navazujícím studiu by bylo vhodné provést analýzu 

stabili ty t káňového nosiče př i delší kul t ivaci (např . po 14 a 30 dnech) a stano

vení d louhodobých t e s t ů ž ivo taschopnos t i buněk . V b u d o u c í m v ý z k u m u by bylo 

užitečné dále detailněji studovat a měři t piezoelektrickou odpověď mater iá lu v závis

losti na stimulaci vnějším zdrojem deformace či adhezními silami usazených buněk, 

včetně hlubšího posouzení úč inků elektromechanické stimulace na růs t , komunikaci 

a proliferaci usazených osteoblast ických buněk. 
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Seznam symbolů a zkratek 
A C aceton 

C A D angl. Computer-Aided Design 

C L S M angl. Confocal Laser Scanning Microscopy 

D A P I 4', 6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid 

D M E M angl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

D M S O dimethylsulfoxid 

E C M extracelulární matrix 

E D S energeticky disperzní rentgenová spektroskopie 

F I T C fluorescein-5-isothiokyanát 

F T I R angl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

K T I kostní tkáňové inženýrství 

P 2 V H R angl. Peak-to-Valley Height Ratio 

P B S angl. Phosphate Buffered Saline 

P L A polylakt id 

P V D F polyvinylidenfluorid 

S E sekundárn í elektrony 

S E M skenovací elektronová mikroskopie 

T I tkáňové inženýrství 
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