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ABSTRAKT

Oblast inzenyrstvi kostni tkané se zaméfuje na vyvoj biokompatibilnich tkarnovych nosiéi,
které mohou Uspésné napodobit mezibunécnou hmotu lidské tkané a poskytovat rostoucim
kostnim bunkam nezbytnou mechanickou podporu a vhodnou stimulaci pro spravny riist
a proliferaci. Tato bakalarska prace popisuje zakladni principy tkanového inzenyrstvi
s dlirazem na oblast regenerace kostni tkané, zkouma aktualni technologické vyzvy
a diskutuje perspektivni materidly a technologie pro navrh kompatibilniho tkanového
nosiCe. Podrobnéji jsou diskutovana elektrospradana nanovlakna, jejich charakteristické
vlastnosti a adaptabilita. Na zakladé teoretickych poznatk( z reSerse je vytvoren navrh
vhodného tkanového nosice ze zvoleného materialu pro nasledné osazeni kostnimi burikami
a jsou predstaveny planované postupy vyroby. Dle navrhu je tkanovy nosi¢ vytvoren a
provedena je na ném zakladni vyzkumna analyza z hlediska struktury, chemického slozeni,
smacivosti, obsahu krystalickych fazi a bunécné adheze, z ¢ehoz jsou vyvozeny zavéry
ohledné adaptability pro kostni tkanové inzenyrstvi.

KLICOVA SLOVA

inzenyrstvi kostni tkané, polyvinylidenfluorid, tkdnovy nosi¢, osteoblasty, bunécna adheze,
elektrostatické zvlaknovani, nanovldkna, biokompatibilita, piezoelektricky jev

ABSTRACT

The field of bone tissue engineering focuses on developing biocompatible scaffolds,
which can successfully mimic the extracellular matrix of human tissue and provide the
growing bone cells with the necessary mechanical support and adequate stimulation for
proper growth and proliferation. This bachelor thesis describes the basic principles of
tissue engineering with an emphasis on the area of bone tissue regeneration, examines
current technological challenges and discusses prospective materials and technologies for
the design of a compatible tissue scaffold. Electrospun nanofibers, their characteristic
properties and adaptability 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
following seeding of bone cells, and the planned production 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 structural integrity, chemical
composition, wettability, crystalline phase content and cell adhesion. The results of these
analyses inform the conclusion regarding the tissue scaffold’s adaptability for bone tissue
engineering.

KEYWORDS
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Uvod

V dobé stale se zvysujicitho vyskytu onemocnéni pohybového aparatu v disledku
zvysujiciho se primérného véku populace, obezity a absence zdravé fyzické aktivity
hledame nejvhodnéjsi terapie, které by byly schopné nahradit poskozenou kostni
tkan a podporit jeji regeneraci. Vhodnou alternativu ke stavajicim postupim lécby
by mohl predstavovat obor tkanového inzenyrstvi.

Tato bakalarska prace se zabyva literarni resersi v oblasti tkanového inzenyrstvi
se zamérenim na opravu a nahradu kostni tkané. Je definovano, co je to tkanovy
nosic¢ a jaké parametry musi obecné splnovat pro spravnou funkci. Prozkouman je
vyvoj materiali a metod pro navrh a konstrukci kompatibilnich tkanovych nosici
a jsou porovnany jejich vyhody a nevyhody. Vzhledem k nedavného pokroku ve
védé v oblasti kostniho tkanového inzenyrstvi jsou posouzeny technologické a etické
vyzvy, které brani presunu do lékarské praxe a v souladu s tim jsou prozkoumany
perspektivni materialy a technologie jako jsou nanovlakna z polyvinylidenfluoridu
s piezoelektrickymi vlastnostmi. Vzhledem k velkému funkénimu potencialu jsou
dikladnéji diskutovana elektrospradand nanovldkna, typy struktur, které mohou
tvorit a parametry jejich vyrobniho procesu.

Je vytvoren navrh struktury tkanovy nosi¢-bunky a jsou predstaveny zvolené
postupy vyroby. Tkanovy nosi¢ je nasledné dle navrhu zkonstruovan a je provedena
zakladni vyzkumna analyza jeho struktury, chemického slozeni, smacivosti, charakteru
krystalickych fazi a bunééné adheze vzhledem k posouzeni adaptability pro kostni

tkanové inzenyrstvi.
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1 Tkanové inzenyrstvi
1.1 Vyzkumny zamér tkanového inzenyrstvi

Vyuziti umélych tkani v regenerativni mediciné se dostava do centra pozornosti v di-
sledku hledani alternativnich terapii, které by nahradily transplantaci od darcu.
Diky neustalym pokrokim v moderni mediciné roste vék, kterého se lidskd populace
prumérné doziva a tim nartsta i poptavka po transplantaci selhavajicich organ.
Mimo vék, jsou faktory nartstu poptavky po tkanovych nahradach i spatny zivotni
styl, sedavé zaméstnani a trazy spojené s ndhlou a neiimérnou fyzickou aktivitou.
I kdyz se eventualné pacient docka vhodného darce, tak je stale velkym problémem
moznost odmitnuti stépu a nasledné komplikace, i pres dlouhodobou imunosupresivni
terapii. S cilem nalézt Feseni téchto problému zacali v 60. letech 20. stoleti vyzkum-
nici v oblasti zdravotnictvi misit nové technologie a materidlové védy s bunéénou
a molekularni biologii, coz postupné vedlo v 80. az 90. letech 20. stoleti ke vzniku
nového samostatného oboru. Tkanové inzenyrstvi (zkr. TI) je nyni definovano jako
interdisciplinarni obor, ktery aplikuje principy inzenyrstvi a biologickych véd smérem
k vyvoji biokompatibilnich nahrazek, diky kterym bude mozné zachovat, obnovit
nebo zlepsit funkei poskozenych tkani [1, 2].

Prizkum tohoto relativné nového biomedicinského oboru ukazuje na to, zZe
umélé biomimetické tkanové ndhrady maji potencidlni kapacitu fesit pretrvavajici
krizi nedostatku kompatibilnich tkani a organt. Vyuziti v bézné péci o pacienty
je vsak v soucasnosti stdle omezené. Pacientiim jsou jiz implantovany napft. tepny,
kozni stépy ¢i chrupavka, ale 1écba je stale ve stadiu experimentii a primarné
je mimoradné nékladna, kvili neoptimalizovanych procesim vyroby, nakladnym
materialim a bunéénym liniim. Mnohem slozitéjsi organové tkané se zachovanou
biologickou funkci jako je srdce a plice jiz byly iispésné rekonstruovany v laboratornich
podminkach, avsak stale jesté zdaleka nejsou pripravené k implantaci lidskému
pacientovi [2].

Obecna strategie terapeutického odveétvi tkanového inzenyrstvi se rozdéluje podle
toho, zda je cilem tkan nahradit, dodat ji oporu, nebo stimulovat k vlastni regeneraci.
Dle toho zavadime:

» Bunécné terapie — strategie spoléhajici na vlastni aktivitu bunék, které mohou
byt implantovany injekéné bud samostatné nebo napt. spolu s hydrogelem.
Jejich tcelem je nahrazeni populace bunék, které prestaly spravné fungovat.

« Tkanové terapie — strategie vyuzivajici bunék usazenych na 3D tkanovy nosic¢
viz obr. 1.1, na kterém se bunky in vitro mnozi a rostou v tkan pred implantaci
spolu s nosnym materidlem. Tyto konstrukty maji za cil nahradit chybéjici

¢ast tkané a dodat ji oporu pri regeneraci, nebo nahradit cely orgén [1].
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Obr. 1.1: Princip tkanové terapie zaloZeny na vyrobé tkanového nosice z vhodného
materidlu a jeho funkéni modifikaci pro dosazeni optimélnich vlastnosti pro nasledné

osidleni burikami a kultivaci tkdné pfed implantaci. Pfevzato a upraveno z [3].

1.2 Odvétvi kostniho tkanového inzenyrstvi

Cilem kostniho tkanového inzenyrstvi (zkr. KT1) je vyvoj tispésné alternativni terapie
pro regeneraci a nahradu poskozené kostni tkané. Zakladem tohoto snazeni musi byt
porozumeéni strukture kosti, bunécné skladbé jednotlivych ¢asti, mechanice zakladnich
funkei a prevazné procesu tvorby a remodelace. Vice nez 200 kosti v lidském téle tvori
pevnou kostru pro podporu a ochranu mékkych organt pred zranénim. Ve spolupraci
se svaly, které se na kosti upinaji, udrzuji zadouci polohu téla a umoznuji pohyb.
Kost v sobé uchovava ristové faktory a pro télo dilezité mineraly jako je vapnik
a fosfor. V neposledni radé zde sidli zlutd kostni dien uchovavajici tuk a cervena
zajistujici vznik, dozravani a zanik ¢asti krevnich elementu [4].

Jak dospéli jedinci dale starnou a dostavaji urcité nemoci, kostni remodelace,
kterd v rtizné mire probiha cely Zivot, se miize stat nevyvazenou. Jako dusledek
poruchy ¢i nedostatku urcitych mineraltt mtze byt odstranovano vice kostni tkané,
nez kolik pribyva. V disledku toho mohou kosti fidnout a sldbnout, coz mize vést
k bolesti, omezeni v pohyblivosti a zranéni, které se v pokrocilém véku jiz obtiznéji
hoji. Osteoporoza, tedy fidnuti kosti, je v dnesni dobé nejcastéjsi pricinou fraktury

kosti, kterda mize mit pro starsi pacienta i fatalni nasledky. Kromé ziskanych patologii
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muzou ke kostnim defektim vést také nelééené vrozené poruchy, rozsahlé infekce ¢i
novotvary. Pokud se télo pacienta jiz s témito obtizemi neni schopno samo vypotradat,
tak se osetiujici lékar musi uchylit k invazivnimu chirurgickému zakroku. To miize
zahrnovat pouziti kostnich stépi, biomateriali pro ndhradu kosti a vkladani kovovych
dili pro podporu stability, funkce a regenerace kosti [4, 5].

Prestoze je kost nyni celosvétové druhou nejcastéji transplantovanou tkani, stale
jsou zde vyrazné omezeni a dosud nevyresené problémy v procesu lécby. Autostépy,
tedy kostni stépy odebrané primo z téla léceného pacienta, jsou aktualné nejidedlnéjsi
formou léc¢by. Tato metoda je vSak limitovana mnozstvim tkané, kterou lze pacientovi
odebrat, aby nedoslo k vyraznému poskozeni, a také bolestmi, ¢i moznou infekci, které
mohou byt komplikacemi provedené operace. AloStépy pochazeji z neidentického
lidského jedince, kterému jsou odebrany napt. z hlavice femuru pri nahradé kycelniho
kloubu a xenostépy z jiného zivoc¢isného druhu predstavuji riziko prenosu onemocnéni,
¢i nepriznivé imunitni reakce pacienta na stép. Hlavni nevyhodou implantace kovovych
dili je postupnd degradace v ¢ase a opotiebeni prilehlych kosti [5].

Slibnou alternativou k tradi¢nim metodam lé¢by onemocnéni kosti je vyvoj
v odvétvi kostniho tkanového inzenyrstvi predstavujici Siroké spektrum biomaterial
pro vyrobu 3D tkanovych nosici, které by ve spojeni s vhodnymi bunkami potencialné
mohly nahradit auto-, alo- a xeno- stépy. Hlavnim vyzkumnym zamérem je proto
nalezeni optimalni kombinace biomaterialu, metody vyroby tkanového nosice a vybér

bunécéné linie pro osazeni.

1.2.1 Stavba kosti a jeji bunécna struktura

Tkan kostni, chrupavcita a vazivo patii do kategorie pojiva, coz jsou tkané, které
se kromé bunék sklddaji i z mezibunééné hmoty, kterou pojivové bunky produkuji pro
svou oporu. Mezibunécna hmota vyrazné ovliviiuje vlastnosti a chovani celé tkané.
Kost je pojivo skladajici se z bilkovin, kolagenu a minerali. Nejdulezitéjsimi mineraly
jsou zde uhlic¢itan a fosforecnan vapenaty, které ¢ini kost tvrdou a pevnou, zatimco
kolagen poskytuje pruznost a odolnost proti zlomeni. Kost je prostoupena krevnimi
cévami, a proto je na rozdil od chrupavky schopna do urc¢ité miry regenerace a srustu.

Povrch kosti pokryva vazivova blana zvana periosteum, ktera je husté protkana Ha-
versovymi kanalky zajistujici vyzivu tkané. Popisujeme kost fibrilarni a lamelarni,
v ramci jejiz vnittni stavby rozlisSujeme kost kompaktni, ktera tvori prevazné stredni
cast kosti a kost spongiosni, ktera odstupuje ke konctim. Zakladni hmota se organi-
zuje do lamel, traméin a tvori dutiny, které jsou vyplnény kostni dieni a ohraniceny

vrstvou endostea.
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Kostni tkan je slozena viz obr. 1.2 z:

Obr.

kostni tkan a jejich primarni funkéni vyznam.

Preosteoblasty — osteoprogenitorové kmenové bunky na pocatku procesu
diferenciace, které jsou primym prekurzorem osteoblasti. Svou funkci ovliviuji
proces formovani kosti.

Osteoblasty — nezralé kostni bunky nachézejici se na vnéjsim i vnitinim
povrchu kosti, v mistech regenerace ¢i ristu a produkuji kolem sebe latky, ze
kterych vznikd mezibunééna hmota. Ve chvili, kdy se ji obklopi, tak se méni
v osteocyty.

Osteoklasty — bunky jejichz tkolem je rozpoustét a odbouravat kostni tkan.
Osteocyty — zralé kostni bunky plné obklopené mezibunéénou hmotou tvortici
strukturu uvniti vyvinuté kosti a podilejici se na metabolismu minerali.
Mezibunééna hmota — podptrna nebunéénd struktura tvorena svazky ko-
lagennich vlaken, které jsou tmeleny zakladni amorfni mezibunéénou hmotou

7z prevazné osseinu [6].

Typy kostnich bunék

Osteoblast Osteoklast
Preosteoblast (Syntéza kostni matrix) (Odbourava kostni tkaf)
Osteocyt
(Prekurzorova bufika) (Zakladni burika zralé kosti)

1.2: Vizualizace mikroskopické anatomie jednotlivych typi bunék tvoricich

1.2.2 Vyvoj a regenerace kostni tkané

K tvorbé kosti dochézi bud intramembranovou nebo endochondralni cestou. Intra-
membranova tvorba kosti zahrnuje mezenchymalni osteoprogenitorové bunky diferen-
cujici se primo na osteoblasty a vyskytuje se prevazné u kosti lebky. Vétsina kosti
v téle je vsak tvorena endochondralné, kdy se mezenchymalni osteoprogenitorové
bunky nejprve diferencuji na chondrocyty tvorici chrupavéity zaklad, ktery je pozdéji

mineralizovan a nahrazen kosti v procesu osifikace. Pro udrzeni normélni funkce

15



vyspélych zdravych kosti a mineralni homeostazy je zapotfebi procesu kostni remo-
delace, v ramci kterého je dulezité zachovani rovnovahy mezi osteoklastickou kostni
resorpci a osteoblastickou tvorbou kosti [4].

Schopnost rychlé a uc¢inné kostni regenerace je klicovou pro zajisténi obnovy
ptivodni morfologie a funkénosti tkdné pred zranénim. Mezi primérni odpovédi orga-
nismu na frakturu kosti viz. obr. 1.3 patii formace stabilizujictho hematomu a vyvolani
zanétliva reakce, ktera privold bunky imunitniho systému a uvolni latky zahajujicich
proces hojeni. Dochézi k neovaskularizaci a k tvorbé mékkého vazivo-chrupavéitého
kalusu poskytujiciho oporu a prostfedi pro osteogenezi a tvorbu nevyspélé primitivni
kosti, tzv. tkané kosti. Kalus postupné tvrdne procesem mineralizace a po dokonceni
formace kosti je resorbovan. V ramci mésict je tkana kost remodelovana v kost

lamelarni pro obnoveni ptvodnich vlastnosti tkané [7].

Proces hojeni fraktury kosti

Zanétliva reakce Tvorba mékkého a tvrdého kalusu Kostni remodelace
(Hodiny aZ dny) (Dny aZ tydny) (Tydny aZ mésice)

kost

Mékky vazivo-
chrupavéity
kalus

kalus

Obr. 1.3: Orientacni popis hlavnich fazi hojeni fraktury kosti predstavujici vnittni

procesy probihajici v misté defektu v pribéhu hodin az mésici.
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2 Tkanové nosice

Vyznam mezibunécné hmoty neboli extracelularni matrix (zkr. ECM) pro formovéani
a regeneraci tkané byl jiz mnoha studiemi nezpochybnitelné zdokumentovan. ECM
poskytuje bunkam 3D podptrnou strukturu, ktera zprostredkovava komunikaci mezi
bunkami a ovliviiuje bunéénou adhezi, migraci, proliferaci, diferenciaci a samotnou
tvorbu dalsi ECM.

Podstatny rozdil byl zaznamenan v chovani a ristu bunék kultivovanych ve 2D
prostredich. Tento postup je vyuzivan prevazné bunécénymi biology pri studiu jednot-
livych procest v bunkach, avSsak chovani celé tkané in vivo lze dle aktualnich studii
kvili provazanosti ECM a bunék simulovat pouze ve 3D kultivac¢nich prostredich.

Strategie vyuzivajici porézniho odbouratelného syntetického materialu jako pro-
stredku pro tvorbu tkanového nosice a simulaci ECM byla poprvé predstavena ve
védecké praci publikované Langerem a Vacantim jiz v roce 1988 [8], teprve rok
po zakotveni pojmu tkanové inzenyrstvi. Nasledné studie vsak ukazaly, ze univerzalni
material bude tézké, ne-li témér nemozné najit vzhledem k tomu, ze kazda tkan

vykazuje rizné vlastnosti a dynamiku chovani [9].

2.1 Zakladni parametry pro navrh tkanového nosice

Za predpokladu, zZe je zvolena strategie ve formé tkanové terapie, musi byt navrzen
a vyroben tkanovy nosi¢, ktery bude dostatecné dobie napodobovat strukturu
a funkci ECM ve vybraném typu tkané. Diky tomu bude nosi¢ poskytovat potrebnou
oporu v rustu a na ném usazené bunky budou prosperovat. Design tkanového nosice
se spravnymi vlastnosti zavisi prevazné na zvoleném materidlu a metodé vyroby;,
které musi spliiovat specifické kritéria:

o Biokompatibilita — zvoleny material nesmi byt toxicky a také nesmi vyvolavat
imunitni reakci organismu.

» Kontrolovana biodegrabilita — stadium degradace musi odpovidat rychlosti
narustu nové mezibunécné hmoty, pricemz musi stéle nosi¢ udrzovat potiebnou
oporu a produkty degradace materialu nesmi byt toxické.

o Bioaktivita — materidl musi byt schopen se spojit s hostitelskou tkani, komu-
nikovat, prenaset biologické podnéty a latky jako jsou ristové faktory.

o Mikroarchitektura — porézni a dostatecné stabilni struktura materialu na-
pomaha ke spravné bunécné infiltraci, adhezi jednotlivych bunék, umoznuje

difazi latek a bunéénou migraci.

17



e Mechanické vlastnosti — vysledny tkanovy nosi¢ musi byt pevny a pritom
dostatecné elasticky a poddajny pro vhodné prizptsobeni se tkani, do které je
implantovan. Uprednostnovany jsou materialy s hydrofilnim povrchem, ktery
usnadnuje bunkam prichyceni.

Dle uvedenych kritérii musi byt tkanovy nosi¢ biokompatibilni a biologicky
odbouratelny porézni material s vlastnostmi podobnymi tkani, do které ma byt
implantovan. Tyto nosice povétsinou nejsou navrzeny jako dlouhodobé implantaty,
mély by pouze zajistit preziti bunék, dodat pocateéni oporu transplantované tkani
a usnadnit hostitelskym bunkam vytvareni mezibunécné hmoty, ktera eventualné

prevezme misto a funkci nosice [5, 9].

2.2 Typy pouzivanych materiali

2.2.1 Rozdéleni dle vyvoje

Pokrok z jedné generace materialti pro TI na druhou odrazi rostouci porozuméni
oboru biologie ¢lovéka, materidlové védé a regenerativni mediciné. Biomaterial je
latka, materidl nebo prostredek, ktery ma schopnost kladné interagovat s biologickym
systémem. Vyzkumnici v oboru pokracuji ve vyvoji a zdokonalovani biomateriala
a technologii za cilem vytvorit struktury, které budou moci bez problému integrovat

do tkané pacienta, a nakonec plné obnovit nebo nahradit poskozené tkané a organy.

Prvni generace

Prvni generaci tvori bioinertni netoxické latky, které se obvykle pouzivaji v pripadech,
kdy dlouhodoba degradace a kompletni integrace do tkané neni zadouci a primarnim
cilem je mechanickd podpora. Mezi bézné priklady patii nerezova ocel a titan pro
ortopedické implantaty a polyethylen pro kloubni nahrady [10, 11].

Druha generace

Materialy druhé generace se vyznacuji svou biologickou aktivitou, rozlozitelnosti
a vstiebatelnosti. Tyto materidly ¢asem degraduji, takze jsou vhodné pro docasnou
strukturalni podporu, nez dojde k nahrazeni novou tkani, a nebo napft. jako nosice
1éki. Jsou schopny interakce s prostredim, do kterého jsou implantovany a podporuji
tvorbu chemickych vazeb na rozhrani tkan/nosi¢. Mezi priklady patii bioaktivni

sklo-keramika ¢i polymery jako napt. polyglykolid [11, 12].

18



Treti generace

Tteti generace predstavuje 3D porézni bioaktivni rozlozitelné materialy, které svou
aktivitou podporuji tkan k regeneraci a hojeni. Cilem je vytvorit dynamicky a biore-
sponsivni tkanovy nosic, ktery dokaze napodobit prirozenou ECM a plné se zainte-
gruje po morfologické i funkéni strance do tkané. Zkoumana je také forma zpracovani
materidlu, kdy do popredi kromé syntetickych ¢i prirodnich hydrogelti prichazi napt.

nanovldkna a nanocastice [11, 12].

2.2.2 Rozdéleni dle charakteru materialu

Materialy, které se v soucasnosti pouzivaji pro vyrobu tkanovych nosi¢t pro inzenyr-
stvi kostni tkané, jsou anorganické materialy jako jsou kovy a biokeramika a prirodni
nebo syntetické polymery. Pro zlepseni mechanickych vlastnosti materiala a zvyseni

interakce mezi tkani a nosicem byly vyvinuty kompozity [12].

Kovy

Kovy lze povazovat za nejstarsi materidl pouzivany pro implantaty, jelikoz jejich prvni
zaznamenané pouziti bylo jiz v dobach starovékého Egypta, davno pred vznikem
tkanového inzenyrstvi a prvni generaci biomaterialii. Prvni pouzité kovy byly hlinik,
zlato a stiibro [13].

V soucasné dobé jsou nerezova ocel, titan a jeho slitiny nejcastéji pouzivanymi
kovovymi biomateridly pro dentalni a ortopedické implantaty a kloubni nahrady,
a to diky jejich mimoradné pevnosti, biokompatibilité, netoxicité a odolnosti proti
korozi. Kovy vsak nejsou biologicky odbouratelné, a proto pokud neslouzi jako trvala
nahrada, tak je obvykle nutné kovové implantaty odstranit, zejména u déti, které
jsou stale v procesu ristu a vyvinu. Pokud dojde k opotiebeni materialu, reoperace
je opét zadouct [12, 14].

Pr1i zavedeni kovového implantatu také mize nastat tzv. ,stress-shielding“, kdy
dochézi k redistribuci mechanického napéti v kosti. Kostni tkan a jeji struktura jsou
dynamické a reaguji na mechanické namahani. V oblastech, kde je vlivem implantatu
snizen mechanicky stres, muze kostni tkan podléhat procesu kostni resorpce, jelikoz
neni vystavena obvyklé namaze. To mlze vést ke ztraté hmoty a oslabeni kosti

v blizkosti implantatu [5].

Biokeramika

Biokeramika je vyuzivana na zakladé jeji priznivé biokompatibility, biologické rozlozi-
telnosti a osteokonduktivity. Mimo to, kostnimi bunkami zprostiedkovana degradace

této keramiky in vivo produkuje vapenaté a fosfatové ionty, které podporuji tvorbu
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nové kosti prostrednictvim osteoindukce. Pro KTI nejpouzivanéjsi biokeramika zahr-
nuje hydroxyapatit, 3-trikalciumfosfat, bioaktivni sklo atd. Diky chemické podobnosti
s nativni kosti vykazuje vyznamné vlastnosti usnadnujici diferenciaci a proliferaci
usazenych bunék [11, 12, 14].

Mezi nevyhody nékterych z téchto tvrdych materialt patii kiehkost, ktera muze
zpusobit problémy s mechanickym naméhanim a fizenim rychlosti degradace. K preko-
nani téchto mechanickych omezeni je biokeramika kombinovana s jinymi biomaterialy
za ucelem vytvoreni kompozitnich tkanovych nosi¢i s zadoucimi vlastnostmi, jak

bude diskutovano pozdéji [5].

Ptirodni polymery

Ptirodni polymery jako jsou polysacharidy (algindt sodny, chitin/chitosan, derivaty
kyseliny hyaluronové) a proteiny (kolagen, fibrinové gely, hedvabny fibroin) jsou
vyuzivany v KTI pro tvorbu tkanovych nosi¢t na zakladé jejich dobré plasticity,
biokompatibility a biologické rozlozitelnosti na oxid uhli¢ity a vodu in vivo. Vyznam-
nou vyhodou prirodnich polymeri je, Ze ¢asto obsahuji na svém povrchu funkéni
molekuly, které v dobrych podminkach napomahaji adhezi a integraci bunék. Velka
pozornost je obracena napt. na kolagen, ktery je nejhojnéjsi bilkovinou v lidském
téle nachazejici se predevsim v chrupavce, vazech, ktzi, slachach a je hlavni slozkou
organické ¢asti kosti [5, 11, 12].

Na druhou stranu u téchto biomateriali také pozorujeme mnoho nevyhod, jako
jsou problémy s imunitni reakci organismu, nedostatecné ovladatelna rychlost degra-
dace a spolu se syntetickymi polymery i suboptimélni mechanické vlastnosti nosici,
kvtli kterym se opét ve vyvoji obraci na vyuziti prirodnich polymert v kompozitnich

nosicich, pro dosazeni zddouci pevnosti materialu [5, 14].

Syntetické polymery

Syntetické polymery v KTI zahrnuji kyseliny polymlééné, kyseliny polyglykolové
a kopolymery kyseliny polymlécné a glykolové. Vzhledem k tomu, zZe syntetické
polymery jsou nami zvolenymi metodami vyrabény ze zcela neorganickych slouce-
nin, tak je mozno si jejich strukturu a vlastnosti velice snadno prizptisobit nasim
pozadavkim oproti extrahovanym a omezené upravovanym prirodnim polymertm.
Skrze parametry vyroby je mimo jiné mozné prizptisobeni velikosti a mnozstvi port,
rychlosti degradace a omezené i mechanické pevnosti [5].

Syntetické polymery jsou vSak obecné hydrofobni a mnohdy také postradaji
osteoinduktivni vlastnosti, kviili ¢emuz byva nutnd sekundarni modifikace pro zlepseni

povrchové mikrostruktury a bioaktivity. Jelikoz nejsou télu vlastni, zlistava nutnost
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peclivé volby takového polymeru, ktery béhem své existence i rozkladu nevykazuje

toxické ucinky a pii degradaci prilis nesnizuje pH svého okoli [5, 12].

Kompozity

Jak jiz bylo zminéno, tkanové nosice vyrobeny pouze z jednoho materidlu maji radu
nevyhod, které mohou byt kompenzovany kombinaci s dalsim materidlem za vzniku
kompozitu. Aktudlné nejlepsi vlastnosti vykazuji kompozity z biokeramiky a polymeru
(napt. hydroxyapatit /kolagen), nebo z kombinace syntetickych polymeri s prirodnimi
polymery (napf. polykaprolakton/alginat). Jedna z popularnich metod predstavuje
pridani biokeramiky nebo bioskla jako povlak nebo plnivo do polymerni matrice
pro zlepseni bioaktivity a mechanickych vlastnosti nosice jako je napf. pevnost
a pruznost. Vhodnd poérovitost materialu mtze byt docilena v kompozitnim polymer-
keramickém nosici s rtiznou tspésnosti pomoci urcitych metod vyroby jako je 3D tisk
a elektrostatického zvlaknovani. Tyto kompozity se pak svymi vlastnostmi mnohem

vice blizi skutecné kostni tkéani [5, 11, 12].

2.3 Metody vyroby

Pro vyrobu tkanovych nosic¢i pro vyuziti v KTT bylo vyvinuto nékolik jiz osvédéenych
technologii. Pozadované vlastnosti nosice urcuji zptusob vyroby, ktery bude pro dany
ptipad zvolen [11]. Pro specifické a ¢asto velice komplikované klinické potieby jsou
vyzadovany pokrocilé technologie, které umozni vyrobu tkanového nosice, ktery bude

tzv. $ity na miru pacientovi [15].

2.3.1 Decelularizace

Proces decelularizace zahrnuje riizné metody odstranéni bunék z biologické tkané pri
zachovani prirozeného chemického slozeni ECM, jeho mikroarchitektury a schopnosti
podporovat bunécny rust a diferenciaci pro nasledné vyuziti ECM jako nosice pro
novou tkan. Metody decelularizace zahrnuji vyuziti povrchové aktivnich latek, enzy-
matickych metod (napft. kyselina ethylendiamintetraoctova v kombinaci s trypsinem),
tepelného Soku nebo aplikace ultrazvuku. Posledni kroky procesu zahrnuji aplikaci
nukledz a dehydratovaného alkoholu pro tuplné odstranéni bunécnych zbytku, které
by mohly znecistit novou tkan a vyvolat imunitni reakci po transplantaci do pacienta.
Spravné provedeni decelularizace je potvrzeno nédslednym mérenim obsahu DNA

a barvenim bunécnych jader v ocisténé ECM [15].
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2.3.2 Fazova separace

Vyroba tkanového nosice metodou fazové separace vyuziva jevu, kdy dodana tepelna
energie indukuje separaci fazi v polymernim roztoku. Proces zac¢ina rozpusténim
polymeru v rozpoustédle s vysokou teplotou a s nizkou molekularni hmotnosti kolem
bodu tani polymeru, coz umoznuje vytvoreni homogenni taveniny. Roztok je odlit do
pozadovaného tvaru a kontrolované ochlazen, kdy dochézi k separaci fazi a srazeni
roztoku do faze bohaté na polymer a faze bohaté na rozpoustédlo. Odstranéni roz-
poustédla zanechava v polymerni matrici zadouci pory. Kvtli relativné nizké velikosti
péru (10-100 pm) a variabilni poréznosti (60-98 %) tato metoda neni bez modifikace
prilis vhodna pro vysev osteoblastl a rust kostni tkané. Vlastnosti vysledného materi-
alu vyrazné zavisi na koncentraci pouzitého polymeru, typu rozpoustédla a teplotnim
gradientu [5, 12, 15].

Jiz kolem roku 2011 byla metoda pouzita k vyrobé polymernich nanovlakennych
konstrukti z alifatickych polyestert diky spravné regulaci teploty gelovani. Ukazalo
se, ze vytvorené struktury dosahuji az 98,5% poréznosti a prumér jednotlivych
nanovlaken se nachéazi v rozmezi od 50 do 500 nm. Spravné modifikované varianty
této metody lze pouzit k vytvoreni funkénich nanovldkennych tkanovych nosic¢t

z ruznych materiala s fizenou a peclivé navrzenou porézni mikroarchitekturou [16].

2.3.3 Odlévani rozpoustédlem a louhovani ¢astic

Tato technika (angl. solvent casting/particle leaching) je nejbéznéjsi a nejjednodussi
metodou vyroby tkanového nosice, nevyzaduje specidlni vybaveni, a lze skrze ni do
jisté miry kontrolovat velikost pért a celkovou poréznost nosice. Tato metoda spociva
v rozpusténi polymeru v organickém rozpoustédle a jeho smichani s ¢asticemi ve vodé
rozpustného porogenu jako je napt. chlorid sodny. Nasleduje odliti vysledné smési do
formy. Rozpoustédlo se odpaii a kompozit polymer/porogen je vyluhovan ve vodé,
coz vede k vymyti porogenu z nosice. Celkova poréznost nosice zavisi na mnozstvi po-
uzitého porogenu (<85 %) a velikost jednotlivych péru odpovida velikosti z porogenu
vytvorenych krystali (30-300 pm). Problémem zustava nehomogenni rozlozeni poru
a nedostatek jejich vnitini konektivity. Zbyvajici toxické rozpoustédlo miize zpusobit
denaturaci inkorporovanych molekul, coz vede ke snizeni bioaktivity a nemoznost
pridani farmakologickych latek do nosice [12, 15]. Touto metodou je mozno dosdhnout
pouze urcité tloustky struktur (tenké porézni membrany) a omezenych mechanickych

vlastnosti [11].
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2.3.4 Zpénovani

Proces zpénovani (angl. gas-foaming) je metoda vyroby tkanového nosice, diky které
je mozné se zcela vyhnout pouziti organickych rozpoustédel, které do vyroby prinaseji
urcité komplikace. Inertni nizko-toxicky porogenni plyn, jako je COy nebo Njy, je
vyuzit k natlakovani modelovaného polymeru, kdy se jako odpovéd na expanzi plynu
v polymeru tvori bubliny formujici pory. Tato metoda poskytuje vysoce porézni
struktury (velikost pérua >100 pm) s poréznosti az 93 %. Problémem vsak zustava
vzajemné propojeni poru zejména na povrchu, kde konektivita dosazuje pouze
10-30 %. Celkové je konektivita a velikost poru touto metodou obtizné modifikovana,
coz vede k vytvareni struktury s c¢etnymi, velkymi, ale v podstaté nespojenymi
péry s nedostatecnou mechanickou integritou jako celek. Tato metoda nemtze byt
bez modifikace pouzita pro hydrofilni materidly a sklovité polymery kvili nizké
rozpustnosti v CO,, kdy vSak pouziti pomocného rozpoustédla, jako je ethanol nebo

zfedénd kyselina, by mohlo problém vyftesit [5, 11, 12].

2.3.5 Suseni mrazem

Metoda suseni mrazem (angl. freeze-drying) je také zndma pod nazvem lyofilizace.
Proces zac¢ina zmrazenim celého roztoku, coz vede k tvorbé ledovych krystali roz-
poustédla mezi polymernimi agregaty. Okolni tlak je nasledné vakuem snizen pod
rovnovazny tlak par zmrzlého rozpoustédla. Rozpoustédlo je tak sublimovano z pevné
faze primo do faze plynné do té doby, nez ztstane pouze suchy polymerni nosic¢
s propojenou porézni strukturou [5]. Procesem lyofilizace je mozné vytvorit tkanovy
nosi¢ s priblizné 90% porozitou a velikosti péru v rozmezi 20-200 pm. Velikost
a konektivita péru je rizena rychlosti tuhnuti rozpoustédla, koncentraci polymeru
v roztoku, zvolenou teplotou a okolnim tlakem [15]. Jednou z vyhod této metody je
moznost pouziti vody misto organického rozpoustédla, coz vede ke snizeni Sance na

kontaminaci nosice latkami, které by mohly zptsobit bunéénou smrt [11].

2.3.6 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlakiiovani neboli elektrospradani (angl. electrospinning) je popu-
larni, jednoduchou a relativné nendkladnou metodou vyroby tkanového nosice o velké
plose vhodné pro usazeni bunék. Metoda produkuje pomérné jednoduse modifikova-
telny nanovlakenny porézni nosi¢ o vysoké konektivité jednotlivych péri. Vyuzivano
je externé aplikované elektrické pole, které umoznuje zvlaknéni nabitych polymernich
roztoki nebo tavenin. Vldkna v rozsahu mikro- a nano- metri lze na sebe postupné
ukladat za tcelem vytvoreni 3D tkanového nosice s moznosti zakomponovani pri-

datnych materiali a aktivnich biomolekul. Tato metoda, parametry jeji aplikace
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a mozné povrchové tpravy vytvoreného materidlu ovliviiujici vlastnosti vysledného

nosice budou dale podrobnéji diskutovany v samostatné kapitole [5, 12].

2.3.7 3D biotisk

Tradi¢ni metody vyroby tkanového nosice, které byly doposud struc¢né predstaveny,
obecné nabizeji omezenou kontrolu nad velikosti péri, jejich geometrii a vzajemnou
konektivitou. 3D tisk umoznuje komplexni ndvrh a presnou interpretaci mikroar-
chitektury modelované struktury skrze pocitacem podporované navrhovani (angl.
computer-aided design) (zkr. CAD). Aplikace CAD modelované 3D objekty popisuji
jako fadu prurezovych vrstev, coz umoznuje 3D tiskarnam fyzicky reprodukovat mo-
dely prostrednictvim vrstveni. Plati tedy, ze 3D tisk vyrabi objekty vrstvu po vrstve
zpracovanim praskovych, kapalnych nebo pevnych substrati, které tiskdrna na sebe
postupné nanasi a spojuje v celek.

3D biotisk je revoluéni technologie, ktera zahrnuje zpracovani a ukladani zivych
bunék, mezibunééné hmoty a pridavnych biomaterialti vrstvu po vrstvé za uce-
lem vytvoreni trojrozmérnych struktur napodobujicich tkan jako celek. Soucasti
predzpracovani je ¢asto skenovani anatomické struktury cilové tkdné pomoci pocita-
cové tomografie ¢i magnetické rezonance a nasledné prevedeni téchto snimki do 3D
modell rozdélenych do vrstev. Proces biotisku umoznuje presné umisténi vysokého
poc¢tu bunék a dalsich pomocnych slozek k vybudovani komplexnich biologickych
tkani. Naproti tomu konven¢ni metody tkanového inzenyrstvi usazuji bunky na
predem vyrobeny holy tkanovy nosic, coz ve vysledku omezuje schopnost vytvaret
slozitéjsi hierarchické tkanové struktury. Biotisk je velice slibnou technologii také
z hlediska vaskularizace vysledné tkané, avsak stéle se jedna o velice nakladnou a ne

pro vsechny materialy optimalizovanou metodu [5, 15].
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3 Aktualni stav ve védé v oblasti KTI

I pres rozsahly vyzkum v odvétvi K'TT je stale nejpouzivanéjsi metodou lé¢by kostnich
defektt transplantace autostépt. Tkanové inzenyrstvi obecné stoji na spravné funkci
a spolupraci jednotlivych kultivovanych bunék, tkanového nosice a proudéni signala
a latek mezi nimi. V soucasné dobé se védecti pracovnici zaméruji na zdokonaleni
souc¢innosti téchto zakladnich pilita v nadéji, ze tkanové inzenyrstvi nahradi zavedenou
lécbu a jeji uskali.

3.1 Problematika presunu do Iékarské praxe

3.1.1 Technologické vyzvy

Kromé splnéni zédkladnich parametri pro navrh a konstrukei tkanového nosice je
zapotiebi vyTesit mnoho dalsich problému, které vyplyvaji na povrch, kdy vyteseni
jednoho problému mnohdy vede ke vzniku jiného. Mezi nejvyznamnéjsi technologické

vyzvy patii:

Volba bunék pro osazeni

Mnoho typu bunék a jejich jednotlivych linii je testovano pro vyuziti v danych
odvétvich tkanového inzenyrstvi, a presto nejicinnéjsi volba pro osazeni nosice
zlistava nejasnou. Mezi nejpouzivanéjsi bunky dosud patii mezenchymalni kmenové
bunky, které jsou pouzivany experimentalné i klinicky s riznym stupném tspéchu
v zavislosti na zpisobu dodani. Existuje vSak potencialni riziko spojené s jejich
odbérem z kostni diené, jejich regeneracni schopnost je omezend a klesa s vékem
pacienta.

Alternativou k mezenchymaéalnim kmenovym bunkam jsou napfr. embryondalni
kmenové burnky, které vykazuji dvé pozoruhodné vlastnosti: schopnost proliferovat
v nediferencovaném, ale pluripotentnim stavu a schopnost diferencovat se do mnoha
specializovanych typt bunék. K vytvoreni geneticky identickych embryi s jejich zdro-
jem lze za tcelem produkce embryonalnich kmenovych bunék vyuzit terapeutického
klonovani. V poslednich letech je také zkoumana metoda transformace dospélych
somatickych bunék na pluripotentni kmenové bunky prostrednictvim tzv. genetického
preprogramovani bez vyuziti embryi. Tyto bunky se vSak bézné nepodileji na remo-
delaci dospélé zralé tkané a mohou vyzadovat vyznamnou laboratorni manipulaci

a piipravu [5].

25



Neovaskularizace ve tkanovém nosici

Integrita kosti jako vysoce prokrvené tkané zavisi kromé tésného spojeni sousedicich
bunék také na angiogenezi (proces novotvorby krevnich kapilar), ktera hraje klicovou
roli ve vyvoji a opravé kosti pri naruseni jeji struktury. Pri absenci vaskularni sité
jsou kostni bunky zcela zavislé na difizi latek z mezibunécéného prostoru, a pokud
neni dostacujici, tak buniky neprosperuji a postupné umiraji. Lokalni vaskularizace
obzvlasté v casnych stadiich po transplantaci dodava transplantované tkani zakladni
ziviny nutné pro zakomponovani do prilehlé zdravé tkané a umoznuje jeji komunikace
se zbytkem téla.

V soucasnosti je pro umélé tkanové nosice neovaskularizace a vymeéna latek
s okolim stale problém. Oproti jiz delsi dobu vyrabénym velkym cévam neni stale
nalezena optimalni metoda pro konstrukci drobnych kapilar nutnych pro lokalni
prokrveni tkané nosice. Dle prizkumi se nové cévy tvori prevazné v povrchovych
vrstvach, coz vede k nizkému prenosu zivotné dilezitych latek do vnitini oblasti, kde
miize mit takovy jev za nésledek brzdéni proriistani nosic¢e hostitelskou tkani nebo

dokonce nezvratnou nekrézu [14, 5].

Osteoindukéni materialy

Osteoindukce je biologicky proces, ktery stimuluje tvorbu a rist kostni tkané v téle.
Jednd se o stimulaci diferenciace kmenovych bunék na osteoblastické bunécné linie
prevazneé skrze signdlni molekuly produkované mikroprostiedim. Ackoli biologické
mechanismy tohoto jevu nebyly plné objasnény, je dobre znamo, ze osteoinduktivni
materialy vyrazné zvedaji Zivotaschopnost a rozsah integrace tkanového nosice.
Bylo zjisténo, ze s osteoindukci souvisi také napt. piezoelektrické vlastnosti
nékterych materiald, jelikoz takové materidly pri mechanickém namahéni generuji
elektrické impulzy, coz muze vést k zadouci stimulaci bunék v ristu a regeneraci.
Cilem je tedy nalézt takovy material, ktery kromé splnéni zdkladnich parametria
kompatibility bude disponovat schopnosti tkan stimulovat k ristu bez externiho

napéjeni ¢i injekce stimulacnich medikamentu [14, 17].

Povrchova hydrofilita

Dalsim dulezitym faktorem pri vybéru vhodného materialu je jeho hydrofobita, resp.
hydrofilita. Jedna se o vlastnost povrchu a jejich molekul, ktera se projevuje ochotou
¢i neochotou interagovat s vodou. Vysoce hydrofobni materialy brani adekvatni
adhezi bunék a tim tvorbé funkéni tkané. Z toho vyplyva, Ze je zadouci pri nedosta-
tecné hydrofilnim charakteru materialu pozménit po chemické strance jeho povrch

metodami, jako je oSetfeni kyslikovou plazmou [18].
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3.1.2 Etické vyzvy

Presun tkanového inzenyrstvi z laboratori do bézné praxe spolu nese i mnoho etickych,
spolecenskych a nabozenskych vyzev, které je zapotiebi véas zmapovat a vyhodnotit.
I kdyz toto téma sahd do jiné kategorie vyzkumné prace, je tieba jej zminit pro

celistvejsi uchopeni problematiky. Mezi mnohé etické problémy patii:

Naklady na lécbu

Navzdory velkym nadéjim, které jsou spojené s biotiskem organit na pockani pro
jednotlivé pacienty s konkrétnimi pozadavky, tato lécba nyni pripada v tivahu pouze
pro pacienty, kteri by si tuto nakladnou alternativni 1é¢bu zvladli na vlastni naklady
uhradit. Navyseni a optimalizace produkce jsou tedy nutné pro lécbu rozsahlych

kostnich defekti a vétsiho poctu i ne prilis zamoznych pacientt [5, 19].

Problematika lidského faktoru

Z predbéznych vyzkumii a praxe vyplyva, Ze ne vSichni pacienti by byli ochotni
podstoupit 1écbu, ktera by zahrnovala implantaci cizich lidskych ¢i zvitecich bunék
a syntetickych materialti. Etické a nabozenské otazky se mimo jiné objevuji naprt.
kolem vyuzivani bunék z embryi, které jsou v procesu znic¢eny, nebo kolem vlastnictvi

tkané, ze které jsou burky derivovany [5, 1].

Rizika terapie

V dusledku nedostatku dlouhodobych in vivo studii je obtizné kvantifikovat riziko
spojené s negativni reakci téla na tkanovou terapii napr. Ve formé vzniku zanétu
vyvolaného nerozlozenym tkanovym nosicem ¢i vzniku teratomu (nador slozeny

z ruznych tkani, které v daném misté normalné nebyvaji) [5, 19].

3.2 Perspektivni materialy a technologie

3.2.1 Nanostruktury

Kombinace pokroku v oblasti nanotechnologii a tkanového inzenyrstvi vyustila ve
vyvoj nanostrukturnich biomaterial, které predstavuji velice slibnou cestu pro
efektivnéjsi a méné invazivni opravu a regeneraci poskozenych tvrdych tkani [20].
Nanomaterialy jsou bézné definovany jako struktury s rozsahem vnitinich ¢i
vnéjsich rozmeéra v rozmezi 1-100 nm. Mohou mit rtizné tvary a zaujimat relativné
rozsahlé struktury o slozité morfologii, pricemz jsou na zakladé rozmeéru klasifikovany

do ¢ty skupin: 0D, coz jsou bezrozmérné struktury soustiedéné v jednom bodé
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(napft. nanocastice); 1D, struktury kde existuje pouze jeden definujici parametr
v nano-méritku (napt. nanovlakenné nité); 2D, kde existuji dva definujici parametry
v nano-méritku, zatimco treti je mimo jejich rozsah (napf. tenké grafenové filmy); a 3D,
kde existuje délka, vyska a Sitka v nano-méritku (napf. nanogely ¢i nanovldkenné
sits) [21, 22].

Nanostrukturni materialy mohou byt rtizného ptvodu a chemického slozeni —
organické, anorganické i kompozitni. VSechny dohromady predstavuji zédkladni sta-
vebni kameny v dynamicky se rozvijejici oblasti bioinzenyrstvi tkani. Nanomaterialy
obecné vykazuji mnoho zajimavych a jednoduse modifikovatelnych parametri, jako
jsou vyznamné mechanické vlastnosti, moznost funkcionalizace povrchu pro dosazeni
bioaktivity, velky povrch vzhledem k malému objemu a vysoka poréznost. Zaclenénim
syntetickym nanostruktur do organickych tkanovych nosicii lze dosdhnout kompozita
s jedine¢nymi vlastnostmi pozadovanymi pro inzenyrstvi tvrdych a mékkych tkani.
K napodobovani struktury kosti jsou nejcastéji pouzivanymi entitami anorganicky
nanohydroxyapatit, nanostruktury kfemicitanu vapenatého ¢i uhlikové nanotrubice,
které 1ze snadno zformovat do potfebné struktury [21].

V tkanovém inzenyrstvi casto pouzivané nanomaterialy zahrnuji jak organické,
tak syntetické polymerni nanovlakna, kterda mohou slouzit jako opérné struktury pro
bunécnou kultivaci, nebo jako findlni tkdnové nosice simulujici prirozenou ECM [21].
Primeér nanovlaken se tésné shoduje s primérem vlaken v ECM a jejich relativné velky
povrch napoméhd spravné adhezi bunék. Polymerni nanovlakna lze vyrabét pomoci
metod jako je elektrostatické zvlaknovani ¢i fazova separace a jejich slozeni, primér,
usporadani, miru degradace a mechanické vlastnosti lze prizptisobit zamyslené aplikaci
[16]. Pro velky potencidl jejich vyuziti v KTI budou konkrétni vlastnosti a typy

nanovldkennych struktur déle diskutovany.

3.2.2 Polyvinylidenfluorid

Diky pritomnosti a rizné koncentraci iont a jinych nabitych komponent v ECM
a na obou stranach bunécnych membran lze takovou biologickou strukturu povazovat
za elektricky aktivni. Skrze zapojeni urcitych signalnich drah, vymeéné ionti, Zivin
a rustovych faktortt mize byt tkan stimulovana k hojeni a regeneraci, v pripadé kosti
konkrétné k osteindukci a osteogenezi. Kromé toho je povrch kostni tkané ze své
podstaty povazovan za nabity, z ¢ehoz lze usoudit, Ze indukce a vedeni elektrickych
signaltt v navrhovaném tkanovém nosi¢i bude hrat vyznamnou roli pfi simulaci
ptirozeného prostredi v kostni tkani [17].

Polyvinylidenfluorid (PVDF) (-CH2-CFy-) je termoplasticky synteticky poly-
mer, ktery je Siroce pouzivan v mnoha ruznych biomedicinskych aplikacich. PVDF

disponuje vysokou biokompatibilitou, dobrymi mechanickymi parametry a skrze
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urcité metody vyroby z néj lze vytvorit vysoce porézni a flexibilni tkanovy nosic.
Tento polymerni material k sobé pritahl pozornost zejména diky svym vyznamnym
piezoelektrickym vlastnostem, které z néj ¢ini idedlniho kandidata pro reseni do-
savadni nosic¢i nedostatecné zprostiedkované osteoindukce. Jak fyzikalné-chemické,
tak biologické vlastnosti a chovani PVDF konstruktt silné zavisi na jejich mikro-
architektufe a na samotnych parametrech jednotlivych metod vyroby [23]. Mnoho
studii se omezuje na pouziti 2D nanovlakennych tkanovych nosi¢t na bazi PVDF
pouze pro kultivaci bunék in vitro, a tudiz systematické zkoumani bunécné odezvy
na elektrospfadané PVDF in vivo ve vétsi mife stale chybi [16].

Piezoelektricky jev miize byt v polymernich materialech indukovan mechanickym
napéti, a je klicovy pro urcité aplikace, jako je pravé tvorba funkcénich tkanovych
nosici, jelikoz mize vést k zadouci osteoindukci. PDVFE ma celkem pét krystalickych
fazi se tfemi hlavnimi viz obr. 3.1 — «, 3 a 7y, s riznymi konformacemi chemického
fetézce a vyslednou polaritou v disledku nerovnomérného rozlozeni naboje v molekule
(vysoky rozdil elektronegativity atomu H a F). Faze, kterd se tvori ve vétsiné
polymert nejjednoduseji, je a-faze, ktera je vzhledem k antisymetrickému usporadani
dipélu nepolarni, tedy elektricky neaktivni (ndboje se vyrusi). B-faze je vsak diky
v-faze také vykazuje urcité piezoelektrické vlastnosti, avsak znacné mensi nez [3-faze.
Kromé toho je nutno zminit, ze piezoelektrickd odezva PVDF je jedna z nejvyssich

mezi netoxickymi organickymi i syntetickymi polymery [24, 25, 26].
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Nejbéznéjsi krystalicke faze PVDF

. Trans-Gauche
a-faze (TGTG')
- Nepolarni
B-faze Trans (TTT)
= Polarni

£4 Trans-Gauche
Y-taze (T3GT3G)
- Polarni

® Uhlik ® Vodik Fluor

Obr. 3.1: Chemické konformace nejbéznéjsich krystalickych fazi vyskytujicich

se v PVDF a jejich charakter v ramci piezoelektricka polarizace.
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4 Elektrospradani nanovlaken

Za zakladatele metody elektrostatického zvlaknovani je povazovan A. Formhals,
ktery mezi lety 1930-1944 vydal nékolik patentt zabyvajicich se procesem vyroby
a potfebnou aparaturou pro syntézu umélych vlaken z polymernich roztoka [27].
K jeho dilu prispél G. I. Taylor v roce 1964 svou praci [28], kteraf se zabyvala
matematickym modelovanim tvaru, jaky zaujme tekutina v elektrickém poli, ¢imz
byl popséan i jev vyskytujici se v procesu elektrospradani, ktery si podle néj nese
jméno Taylortuv kuzel. Zajem o elektrospradani byl znovu obnoven kolem roku 1995,
kdy byly publikovany vyznamné ¢lanky na téma vyroby polymernich vlaken v mikro-
a nanoméritku [29]. Nové napady a inovativni feseni do této problematiky pfinasi
také cesti védecti pracovnici jako je napr. O. Jirsak, ktery v roce 2003 vynalezl
technologii Nanospider™ pro bezjehlové elektrospradani [30], nebo D. Lukas, ktery
ve svém vyzkumu [31] podrobné zkouma potencial riznych modifikaci procesu vyroby
a vlastnosti siroké skaly nanovlakennych struktur pro aplikaci i mimo biomedicinu.

Diky svym jedineénym vlastnostem mohou byt polymerni elektrospradana nano-
vldkna vyznamnym kandidatem pro navrzeni idedlni struktury, ktera v kombinaci
s vhodnym biokompatibilnim materidlem, bude moci slouzit jako funkéni tkanovy
nosic¢ pro usazeni bunék. Elektrospradani jako metoda pro vyrobu nanovladken pro
KTT k sobé pritahuje velkou pozornost diky své schopnosti vytvaret struktury po-
dobné prirozené vldknité ECM. Umoznuje zpracovavat sirokou skélu materialt a je
to jednoduchd, relativné nenakladna a casové nenaro¢na metoda vyroby nanovldken
kulatych, plochych, dutych i vicevrstvych. Vlastnosti vzniklé nanovlakenné struk-
tury jako je napt. plosna hustota, primér ¢i orientace vlaken mohou byt jednoduse
ovlivnény skrze vhodné zvolené parametry vyroby. Mimo jiné je elektrospradani také
jednou z nejucinnéjsich metod vyroby piezoelektrickych nanomateriali.

Velky povrch nanovlaken a celkova porézni struktura nanovlakenné sité zajistuje
propustnost pro kyslik a podporuje adhezi bunék, jejich proliferaci, migraci a dife-
renciaci. V pripadé potieby muze byt povrch nanovldken dodatecné upravovan pro
dosazeni zadoucich vlastnosti jako je napr. povrchova hydrofilita ¢i bioaktivita. Pro
funcionalizaci tkanového nosice muze byt zvazeno zaclenéni pridatnych bioaktivnich

prvki jako jsou napf. enzymy ¢i rustovymi faktory [24, 32].

V4 Vd

4.1 Princip elektrospradani

Vyrobni proces zahrnuje aplikaci elektrického pole o vysokém napéti na taveninu
nebo roztok polymeru v rozpoustédle. Podle tvaru zvlaknovaci elektrody rozliSujeme
zvlaknovani z jehly nebo z povrchu. V pripadé obou metod se vytlacena kapka poly-

merniho roztoku nebo taveniny pod vlivem elektrostatického pole deformuje do tvaru
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Taylorova kuzele. Po prekonani kritické hodnoty intenzity pole dochazi k vytrysknuti,
kdy je utvoren proud nabitého polymeru putujici z emitoru smérem k uzemné-
nému kolektoru, coz vede k tvorbé vlaken. Elektricky nabity proud polymeru je
urychlovan a diky odpafovani rozpoustédla napinan a ztencovan [24, 33]. Takto
formovana vlakna jsou nejcastéji chaoticky pritahovana bud na deskovy kolektor

nebo navijena na valec, kde se neorganizované zachyti jiz v suchém stavu.

4.1.1 Zvlaknovani z jehly

Elektrostatické zvlaknovani na bazi emitoru ve formé jehly tvori zakladni usporadani,
kdy vybranym emitorem pripojenym k drzédku protéka roztok stanovenou pritokovou
rychlosti a v idealnim pripadé diky piisobeni elektrostatického pole tvori Taylortv
kuzel viz obr. 4.1. Pro tato usporadani je pouzivany roztok uchovavan v uzavte-
ném zasobniku a pomoci stiikacky je Cerstvé mnozstvi roztoku vhanéno do jehly.
Tyto systémy na bazi jediného jehlového emitoru nabizeji jednoduchou kontrolu
nad rychlosti zvlaknovani roztoku a pri dostatecné rychlosti poskytuji nanovlakna
o nizké variabilité v jejich priméru. Pro svou nizkou vytéznost se hodi prevazné pro
vyzkumné ucely, avSak nabizi také rizné modifikace vedouci k uplatnéni v Siroké
skale aplikaci. Za tcelem zvyseni produkce nanovlaken se vyuzivaji metody s vétsim
poc¢tem jehlovych emitorti. Mezi vyznamné modifikace s vétsim poctem jehel patri
naprt. koaxialni elektrospradani vyuzivajici jehlu v jehle pro tvorbu dutych vldken,

které ddle mohou byt vnitiné funkcionalizovany.

r r

Schéma elektrospradani

Rotujici kolektor

|Tay|orfjv kuzel

—
ﬁ Jehlovy emitor Stiikacka

/‘\ET Nanm{ékna

Zdroj vysokého napéti

Polymerni roztok

Obr. 4.1: Schéma vyroby nanovldken metodou elektrostatického zvlaknovani za pou-

ziti jediné jehly jako emitoru a rotujiciho valce jako kolektoru s ukéazkovym napétim.
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4.1.2 Zvlaknovani z povrchu

Usporadani pro bezjehlové elektrospradani standardné predstavuje otevienou na-
dobu naplnénou polymernim roztokem, ve kterém se otaci c¢astecné ponoreny valec,
a na némz se tvori tenky film daného roztoku. Na povrchu valce v misté nejvétsi
intenzity elektrostatického pole se spontanné tvori mnohocetna ohniska Tayloro-
vych kuzelt davajici vznik separatnim proudim polymeru. Mezi nejvétsi vyhody
bezjehlové metody patii nemoznost ucpani pritokovych systému a produkce velkého
mnozstvi nanovlaken za kratky cas, coz umoznuje nepretrzity provoz o vysokém vy-
konu. Na druhou stranu vsak také neumoznuje jemné fizeni parametru vyroby, které
nabizi metody na bézi jehly a vyroba také silné zavisi na intenzité elektrostatického
pole tahnouciho roztok, coz se promita do nutnosti pouziti vyrazné vyssich napéti.
Konstantni odparovani z povrchu roztoku ovliviiuje reprodukovatelnost morfologie
vlaken vzorku a miize vést k celkové nehomogenité tloustky materialu. Zvldknovani
z povrchu nemusi byt nejucinnéjsi metodou pro generovani slozitych struktur jako

jsou koaxidlni, viceosové usporadana nebo vicevrstva nanovlakna.

4.2 Typy nanovlakennych struktur pro Tl

Jak jiz bylo zminéno, nanovlakenné nité se typicky v procesu elektrospradani shromaz-
duji do netkané neusporadané membrany. Prirozena kost méa vsak vyrazné anizotropni
vlastnosti projevujici se vysoce orientovanymi vlakny ECM a usporadanymi kostnimi
bunkami. Prostfednictvim urc¢itého zarovnani nanovlaken mize byt modulovana bu-
nécna morfologie usazenych bunék, ktera dale ovliviiuje mezibunéénou komunikaci
a celkovou funkci tkané. Tato modulace se na vyrovnanych vldknech pti kultivaci
bunék projevuje extenzi cytoskeletu a jadra bunék, které se pii rustu vyrovnaji
a prodlouzi ve sméru vlaken. Proto se ma za to, ze usporadand a usmérnéna mikro-
architektura tkanového nosice je nezbytna pro co nejpresnéjsi napodobeni nativni
struktury ECM kostni tkédné [32].

Kromé 2D nanovldkennych membran zarovnanych v jedné ose jsou pro potieby
KTI zkouméany také radidlné ¢i spiralovité zarovnana nanovldkna vhodna napt. pro
mohou predstavovat elektrosprddané 3D nanovldkenné sité (matrice) s vysoce cet-
nymi a vzajemné propojenymi pory a fizenym zarovnanim, které jsou potencialné
schopny ve vétsim méritku vyplnit objem kostniho defektu [32]. Inspirovani hierar-
chickymi strukturami kostni tkdné M. Deng a jeho spolupracovnici navrhli a Gspésné
zkonstruovali 3D biomimeticky tkanovy nosi¢ pomoci sousttedného smotavani elek-
trospradanych nanovlakennych listi s otevienou centralni dutinou pro napodobeni

jednotlivych vrstev kosti [34].
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Obecné je to prave typ kolektoru, ktery ma rozhodujici vliv na tvar tkanového
nosice. Kolektory ve formé urcitych vzorovanych ploch ¢ Sablon (napt. zvinénd
desti¢ka) determinuji usporadani, které budou nanasend vlakna zaujimat a vysledny
tvar pripravené struktury. Tyto kolektory jsou obvykle navrzeny pomoci programu
CAD. Pro specifické aplikace bylo navrzeno mnoho ruznych tvart sablon jako jsou
napt. mrizky, struktury napodobujici véeli plastev ¢i trubice. V dtisledku rychlého
tuhnuti proudu polymeru po opusténi emitoru a elektrostatické pritazlivosti mezi
vlakny na uzemnéném kolektoru a nabitymi tryskami emitoru mize elektropradana
struktura z urcitych materiali rist smérem k nabitym tryskam a tvotit 3D struktury
s tloustkou dosahujici i vice nez 10 cm. Dalsim typem kolektoru muze byt kolekto-
rova koagulacéni lazen, kde dochazi ke sbéru vlaken za pomoci kapaliny. Dilezitym
aspektem, ktery je tfeba u tohoto kolektoru zvazit, je povrchové napéti daného
roztoku, jelikoz lazné s nizkym povrchovym napétim vytvareji z vlaken neusporadané
rozvolnéné struktury. Naopak roztoky s vysokym povrchovym napétim se svym
chovanim viceméné podobaji tradi¢ni kolektorové sbérné desce. Vldkna jsou tedy
shromazdovana na povrchu roztoku a tvori hustou pevnou strukturu. Mezi nova vy-
lepseni tradi¢nich postupu elektrospradani patii vyuziti pohyblivého x-y transla¢niho

kolektoru podobného tomu, ktery je vyuzivan pii standardnim 3D biotisku [35].

4.3 Parametry vyrobniho procesu

V oblasti volby parametrii v procesu elektrospradani se literatura zabyva predevsim
vlivem na morfologii vldken, jejich primeér a miru tvorby (3-faze. Mezi tyto hlavni
parametry patii koncentrace polymeru v roztoku, jeho vodivost, typ a vlastnosti

rozpoustédla, pouzité napéti, pratok roztoku, typ kolektoru atd.

4.3.1 Vlastnosti roztoku

Prumér nanovlaken se zvysuje s rostouci koncentraci (uziteéné rozpéti 10-25 %)
a molekularni hmotnosti (b&Zné 275,000 nebo 534,000 g - mol~!) polymeru v roztoku
s rozpoustédlem v dusledku vyssi viskozity a silnéjsich intermolekularnich interakei.
Pri nizkych koncentracich se misto souvislych vlaken tvori pouze struktury pripomi-
najici kordlky na provazku. Optimalni vodivost roztoku zajistuje samotné natahovani
vlaken v elektrostatickém poli, kdy nevodivé ani prilis vodivé roztoky nemohou byt
zvlaknovany. Vybér vhodného rozpoustédla je rozhodujici také pro vysledny tvar vla-
ken, tedy pro vytvoreni hladkych souvislych vlaken bez defektl. Tékava rozpoustédla
s nizkym bodem varu a rychlou rychlosti odparovani jsou obecné preferovana, protoze
usnadnuji dehydrataci a tuhnuti proudu polymeru. Prilis vysoce tékava rozpoustédla

s velmi nizkymi body varu mohou vsSak vést k ucpavani trysky ¢i ke tvorbé péra
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ve strukture samotnych vldken. Na rozdil od toho méalo tékava rozpoustédla vedou
k tomu, ze vlakna dopadaji na kolektor mokra a splyvaji v homogenni strukturu.
V potaz je tieba vzit také to, ze rychlost odparovani rozpoustédla ovliviiuje i trans-
formaci o-faze na (-fazi, takze volba kombinace rozpoustédel vyrazné zavisi na
konkrétni aplikaci [24, 36]. K rozpusténi napr. PVDF se pouzivaji hlavné jednoduché
polarni rozpoustédla, jako je dimethylacetamid, dimethylsulfoxid, dimethylformamid
a N-methyl-2-pyrrolidon, nebo binarni smés téchto rozpoustédel s acetonem. Pridani
malého mnozstvi acetonu vede k adekvatnimu zvyseni tékavosti rozpoustédla pro

optimaln{ tvorbu -faze [37].

4.3.2 Zvlaknovaci napéti

Morfologii nanovldken je mozné ovlivnit pracovnimi parametry zvoleného pristroje.
Zvyseni pouzitého zvlaknovaciho napéti (bézné uzivané jednotky az desitky kV)
vede ke zvétseni elektrostatickych sil, které jsou zdrojem napinani proudu polymeru.
Stredni hodnota primeéru vldken se zmensuje se zvysujicim se napétim az po jeho
kritickou hodnotu, kdy proud zac¢ne byt nestabilni a na kolektoru se tvori neuniformni
vlakna opét vétsiho pruméru. Elektrospradani za vyssich hodnot napéti také orientuje
dipoly chemickych fetézcii piezoelektrickych polymert, coz umoznuje zménu o-faze
na [3-fazi, ale pti prekroceni kritické hodnoty opét dochazi k prevaze tvorby o-faze.
V zavislosti na danych experimentalnich podminkach, existuji riizné optimalizované
hodnoty zvlaknovaciho napéti, coz ukazuje na absenci jednoduché timérnosti. Sta-
noveni optimalnich hodnot pro generovani Taylorova kuzele a tizeni tvorby vlaken

s zadoucim obsahem (3-faze je proto vyzvou [37].

4.3.3 Provoz kolektoru

Jak typ kolektoru ovliviiuje strukturu tkanového nosice bylo jiz zminéno v predchozi
sekci, avsak stoji za zminéni i parametry jeho provozu pro dosazeni usmérnéné
struktury. Usporadani a orientace vyslednych nanovldken mize byt nejjednoduseji
modulovana pti vyuziti rotujiciho valcového kolektoru zménou rychlosti jeho rotace.
Usmérnéni nanovldken pri elektrospradani se zvétsuje s rostouci rychlosti rotace.
Z existujicich studii je zrejmé, Ze rychlost rotace pod 1000 ot./min je relativné nizka
pro dosazeni zadouciho zarovnani, a proto se pro vysoce usmérnénd nanovlakna stan-
dardné vyuziva rychlosti 2000-2500 ot./min. Zvyseni rychlosti otdceni také zvysuje
tvorbu [-faze, snizuje prumér vlaken, avsak i celkovou poréznost nosice. Za bézné

uzivanou vzdalenost kolektoru od emitoru se povazuji jednotky az desitky cm [24].
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4.3.4 Prutok emitorem

Pro ziskani a udrzeni stabilniho Taylorova kuzele pii jakémkoli pouzitém napéti
je vyzadovana optimalni a hlavné stabilni hodnota pritoku emitorem. Stabilni
priitok do jisté miry zabranuje nadmérné tvorbé defektii, zejména zhusténych kulicek,
a s narustem jeho hodnoty se zvysuje i stfedni hodnota priméru nanovlaken. Uzivany
rozsah bézné v desetindch az desitkdch ml/h, kdy konkrétni hodnoty zavisi na celkové
konfiguraci (viskozita roztoku apod.) a jejich vliv na tvorbu 3-faze je stéle predmétem
vyzkumu a diskuze [37].

4.3.5 Teplota pracovniho prostredi

Ve vyzkumné praci Lanceros-Mendéze a jeho spolupracovniku [38] byl prokazan
také vliv teploty pracovniho prostfedi a roztoku na obsah krystalickych fazi v na-
nostrukturach. Z jeho prace vyplyva, ze k vysokému obsahu 3-faze znacné prispiva
samotné makromolekularni natahovani chemického tetézce pti tvorbé vldken v pro-
cesu elektrospradani a tohoto efektu lze optimélné docilit pfi odpatrovani rozpous-
tédla za pokojové teploty. Jak se teplota zveda, obsah [-faze se zvysuje, avSak
pouze do pokojové teploty 25 °C, kde dosahuje optima. Pii metodach jako je taveni
a rekrystalizace materialu za teplot pracovniho prostredi nastavenych na 210 °C,
nebo pri elektrospradani nad 45 °C byl pozorovan velmi nizky obsah (-faze [24, 38].
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5 Navrh a vyroba tkanového nosice

Cilem dosavadniho snazeni bylo poskytnout hlubsi pochopeni metod tkanového
inzenyrstvi a tskali, kterym tento interdisciplinarni obor ¢eli. Pro splnéni zakladnich
kritérii konstrukce tkanovych nosici pro pouziti v K'TT byly prozkoumany rtzné
typy materiali a technologii vyroby, které poskytuji uspokojivé vysledky, avsak pro
dosazeni pokrocilych funkcénich a stimulacnich vlastnosti jako je napft. schopnost
osteoindukce, je potreba stale vyvijet nové inovativni postupy. Porovnani vSech
moznych kombinaci materidli, metod vyroby a povrchovych tprav tkanového nosice
je vsak nad rdmec moznosti jediné vyzkumné préce.

Navazujici prace je zaloZzena na posouzeni adaptability série vzorku elektrospra-
danych nanovlaken ze zvoleného materidlu pro konstrukci tkanového nosice kompa-
tibilniho s kostnimi bunkami, a proto se bude experimentalni ¢ast zabyvat pouze
konstrukeci a zkouméanim téchto nanostruktur. Hlavnim cilem je zkonstruovat ne-
toxickou opérnou strukturu, na které bunky preziji, vhodné se zacleni do nosice
a budou prosperovat. Materidl je volen dle mnoha dalsSich parametrti mimo biokom-
patibilitu, napt. dle schopnosti osteoindukce skrze piezoelektricky jev, kdy vsak pro
posouzeni zékladni adaptability budou zkoumény predevsim morfologické, strukturni

a interakéni vlastnosti vzorkt tkanovych nosict.

5.1 Volba nosného materialu

Dle predeslé literarni reserse ma pro konstrukei nanovlakenného tkanového nosice
metodou elektrospradani velky potencidl praveé piezoelektricky PVDEF. Jak jiz bylo
feceno, jedna se o biokompatibilni synteticky polymer, ktery vykazuje vyznamné
mechanické i osteoindukéni vlastnosti a jeho roztok je vhodny pro elektrospradéani.
Elektrostatické zvlaknovani je i¢innou a lehce nastavitelnou metodou, pomoci které
lze vytvorit porézni a flexibilni PVDF nanovlakenny materidl s vysokym obsahem
B-faze a se zarovnanim molekularnich dipéla podél sméru aplikovaného napéti.
Pro vyrobu tkanového nosice je roztok zvlaknovan pri pokojové teploté pomoci
zarizeni 4SPIN (Contipro, Dolni Dobroué¢, CZE) za vyuziti jediné jehlové trysky
jako emitoru a rotujictho valce jako kolektoru pokrytého hlinikovou folii, diky ¢emuz
se vytvorend tenka vrstva nanovldkenného materidlu jednoduseji sejme. Parametry
vyrobniho procesu jsou pro jednotlivé vzorky zvoleny dle stavajicich poznatkl a jsou
primarné odvozeny z védeckych praci autorii Li Yuchao [24], Cernohorsky Petr [39)],

He Zhongchen [37] a jejich spolupracovniki.
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Na zdkladé téchto védeckych praci je pouzit 20% roztok PVDF (Sigma-Aldrich,
St. Loius, USA) s molekularni hmotnosti 275 000 g - mol~!. PVDF je rozpustén
v dimethylsulfoxid-acetonu pripraveném v poméru 7:3. Vysledna smés je pred pouzitim
zahiivana po dobu 24 hodin na michadle pri teploté 80 °C a rychlosti 200 ot./min.

5.2 Volba kostnich bunék

Existuje fada bunécénych linii, které lze pouzit pro tcely inzenyrstvi funkéni tkané.
Volba vhodnych bunék zélezi primarné na typu tkané, do které tkanovy nosi¢ ma
byt integrovan, tedy v pripadé stimulovani regenerace kostni tkané je prvni volbou
linie lidskych osteoblastt derivovanych z kmenovych bunék.

Biokompatibilita testovanych materialii a mira bunécna adheze je vSak nejcastéji
v ranych stadiich vyzkumu zkouména pomoci bunéénych linii osteosarkomu namisto
zminénych osteoblasti. Hlavnimi divody je nizsi porizovaci cena, snadnéjsi kultivace
a udrzba bunék z divodu toho, Ze diky mutacim z nich 1ze jednoduseji vytézit
vétsi mnozstvi bunék. Osteosarkomatické bunky jsou dostupné v fadé bunécénych
linif s vzajemné se lisicimi mutageny, které ovliviiuji jejich morfologii, mitotickou
rychlost, profil exprese ¢i mineraliza¢ni aktivitu a mnohé jiné. Mimo do jisté miry
odlisené chovani je jejich dalsim problémem patologicky fenotyp. Pti studiu bunéénych
a materidlovych interakci vsak stale neni zcela jasné, do jaké miry vyznamnosti
se maligni buriky lisi svym chovanim od nemutovanych osteoblasti [40].

Bunééna linie lidského osteosarkomu Saos-2 (ATCC® HTB-85™) (Manassas,
Virginie, USA) byla v roce 1975 izolovana z narodové kostni tkdné 11leté bélosské
divky. Cinnost bunék Saos-2, tedy exprese cytokint, ristovych faktori ¢ struktura
syntetizovaného kolagenu, je vysoce podobnéa ¢innosti osteoblastii. Diky tomu je linie
Saos-2 povazovana za nejreprezentativnéjsi bunéény model pouzivany ke studiu inter-
akci v tkanovych nosicich, ktery poskytuje vyhody rychlé a jednoduché kultivace [40].

Pro tuto praci jsou proto dle vyse uvedenych poznatkt pouzity pravé bunky Saos-2.

5.3 Vyroba nanovlaken

Z predchoziho vyzkumu [41] jsou odvozeny optimélni parametry procesu elektrospia-
dani na zatizeni 4SPIN pro zvolenou aplikaci v K'TT viz tab. 5.1, které se pro dané
sady vzorki lisi pouze v rychlosti otdc¢eni valcového kolektoru. Jak jiz bylo zminéno,
rychlost otacek ovliviiuje celkové usporadani a usmérnéni nanovlaken v materialu,
a prispiva i k mife vysledné poréznosti tkanového nosice, kterd predstavuje jeden
z nejdulezitéjsich faktori udavajicich adaptabilitu tkanového nosice pro bunécéné

osidleni. Ocekava se, ze materialem s moc velkymi péry bunky propadnou na podsadu
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a neuchyti se, a na materialu s moc malymi poéry muze byt omezeny prostor pro rust
bunék, infiltraci do hlubsich vrstev ¢i diftzi plynt a zivin. Vyroba takto odlisnych

sad poslouzi k posouzeni vhodného nastaveni a vyznamnosti zkoumaného parametru.

Konfigurace Sada 1 Sada 2
Roztok 20% PVDF 275 DMSO/AC | 20% PVDF 275 DMSO/AC
Typ kolektoru rotujici valec s Al folii rotujici valec s Al folii
Typ emitoru 1 jehla 1 jehla
Priitok emitorem 35 pL/min 35 pL/min
Vysoké napéti 50kV 50 kV
Vzdalenost elektrod 20 cm 20 cm
Otacky kolektoru 300 ot./min 2000 ot./min
Objem strikacky 10 mL 10mL
Teplota prostredi 24°C 24°C
Vlhkost prostfedi 30 % 30 %

Tab. 5.1: Parametry vyroby 2 nanovlakennych materialit metodou elektrospradani
lisici se nastavenim rychlosti otaceni valcového kolektoru. Oba materidly jsou rozstii-

hany na jednotlivé vzorky a tvori sadu 1 a 2.

5.4 Povrchova modifikace plazmou

OsetTeni plazmou je jednou z nejrozsitenéjsich metod modifikace povrchovych vlast-
nosti polymerti, jelikoz plazma predstavuje vysoce reaktivni chemické prostredi
schopné funkcionalizace Sirokého spektra materiali. Modifikace plazmou je vhodna
pro zvyseni povrchové energie, smacivosti, adhezni pevnosti a také ¢isténi ¢i leptani
prostrednictvim nevratnych reakci v povrchovych vazbach vystavenych plazmatu.
Adekvatni volbou zdroje ionizace, pouzitého plynu a ¢asu pusobeni lze ziskat povrchy
se specifickymi vlastnostmi Sitymi na miru konkrétnim aplikacim.

Dle pouzitého zarizeni muze oSetreni plazmou probihat bud pii atmosférickém
tlaku nebo v pripadé zvoleného pristroje NANO Plasma Cleaner (Diener electronic,
Ebhausen, DEU) v uzaviené komore, ze které je vyventilovan vzduch. Komora je
naplnéna privedenym plynem, ktery je zdrojem elektrické energie ionizovan, ¢imz
vznika reaktivni plazma. V biomedicinskych aplikacich se obvykle vyuziva Ar a O,
jejichz hlavni rozdil predstavuje mechanismus povrchové aktivace, kdy pouziti Ar
plazmy vede prevazné k fyzickému leptani, avsak Oy plazma zvysSuje povrchové napéti

materialu skrze odstranéni kontaminanti a zavedeni polarnich molekul.
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Z reserse [42, 43] vyplyva, ze je povrchova modifikace PVDF nanovldken plazmou
zéddouci vzhledem ke zlepseni adheznich vlastnosti, coz se také projevuje vétsi mi-
rou smacivosti materidlu v disledku napt. zavedeni kysliku do vazeb a uvolnéni
fluoru (defluorace pro snizeni hydrofobicity). Aplikace Oy a Ar plazmy na ruzné
polymerni substraty prinesla slibné vysledky pii podpore bunééného ristu. Osetieni
plazmou obvykle vede vzhledem k jejimu druhu, dobé ptisobeni a vykonu do jisté
miry k degradaci povrchu polymeru. Degradac¢ni proces je doprovazen Stépenim
molekularnich fetézcu, zavedenim funkénich skupin a tvorbou volnych radikali, které
aktivuji povrch polymeru (reakce s funkénimi skupinami, radikalova polymerace,
zména povrchové energie aj.), coz je v ramci funkcionalizace povrchu zadouci.

Vzhledem k nabytym poznatktim je provedena tprava ¢asti vzorkia dle praci M.
Kitsara [43] a D. M. Correia [42] a jejich spolupracovnikt pomoci Oy plazmy, Ar
plazmy nebo Oy + Ar plazmy po dobu 2 min s vykonem 200 W nebo po dobu 10 min
s vykonem 300 W. Vysledné vzorky pripravené pro analyzu a osidleni bunkami jsou

serazené v tab. 5.2.

Cislo vzorku | Modifikace | Druh plynu | Cas [min] | Vykon [W]
1.1 Ne - - -
2.1 Ne - - -
2.2 Ano Os 2 200
2.3 Ano Ar 2 200
2.4 Ano Oy + Ar 2 200
2.5 Ano Os 10 300
2.6 Ano Ar 10 300
2.7 Ano Oy + Ar 10 300

Tab. 5.2: Razeni pripravenych vzorkii nanovliken pojmenovanych dle formatu
'sada.vzorek". Posouzen bude vliv rychlosti otaceni kolektoru pri vyrobé sady 1
a 2, a dale bude prozkouman vliv procesu povrchové tpravy vzorka ze sady 2

plazmou. Tyto vzorky se lisi druhem pouzitého plynu, vykonem a dobou osetfeni.

5.5 Osidleni nosice bunkami

Procesy bunécné kultivace a samotné manipulace s bunkami jsou provedeny na za-
kladé predchoziho vyzkumu, obecnych kultivac¢nich protokolu [44] a odbornych
konzultaci, primarné dle prace Z. Fohlerové a jejich spolupracovniku [45].

Rist bunék je pravidelné kontrolovan pod mikroskopem a pri dostateéném na-

mnozeni a vycerpani zivného média a je ¢ast bunék odebrana a prenesena do nové
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kultivacni nadobky s ¢erstvym zivnym roztokem. Tento proces se nazyva pasazovani
a ve zkratce zahrnuje odstranéni starého média, proplach pomoci PBS, pridani
rozifedéného trypsinu pro uvolnéni bunék od povrchu nadobky, inhibici enzymu
opétovnym priidavkem média a centrifugaci pro vytvoreni peletu bunék na dné zku-
mavky. Nasledné Ize aplikovat metody pro pocitani bunek, oddeélit urcité mnozstvi
pro experimenty, ¢i rozdélit bunky do novych zivnych médii.

Kultiva¢ni médium DMEM (Corning, New York, USA) doplnéné 10% fetalnim bo-
vinnim sérem (Corning, New York, USA) a kombinaci antibiotik ve formé 5% roztoku
penicilinu a streptomycinu (50 UT - ml=! a 50 g - ml™!) je pouZito k tdrzbé ziskanych
bunék Saos-2. Bunky jsou skladovany v kultivacni lahvicce pro adherujici bunky
s filtraénim vickem pii teploté 37 °C v inkubatoru se zvlhéenym vzduchem a 5% COs.
K extrakeci bunék slouzi proces trypsinizace pomoci 0,25% roztoku trypsin-EDTA.
Burnky jsou na vytvorené sterilni vzorky (UV sterilizacni boxy) elektrospiradanych
PVDF nanovldken pfedem hydratovanych Zivnym médiem nasazeny v hustoté 1x103
bunék/ml a jsou uloZeny do inkubatoru na 24 hodin. Paraformaldehydem fixované
buriky jsou permeabilizovany roztokem 0,5% Triton—X 100 a 2% hovéziho sérového
albuminu, coz umoznuje prunik barviv do bunék. Nasledné jsou bunky dikladné
promyty v deionizované vodé a obarveny pomoci DAPI pro vizualizaci jader a FITC
pro zobrazeni bunééné membrany. Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od spo-

le¢nosti Sigma Aldrich.
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6 Metody pro zakladni vyzkumnou analyzu

Vlastnosti pripravenych vzorku nanovldken je nutno popsat vhodnymi zobrazovacimi
metodami a fyzikalnimi mérenimi, aby bylo mozné posoudit, zda jsou elektrospradana
nanovlakna z PVDF schopna podporovat usazené bunky a jaky maji jejich konkrétni
parametry na né vliv. V této kapitole budou shrnuty metody pro zakladni vyzkumnou

analyzu a nastavéni konkrétnich meéreni.

6.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Prostredkem pro zakladni topografickou, morfologickou a kompozi¢ni analyzu tka-
nového nosice je zvolena skenovaci elektronova mikroskopie (SEM). Jedn4 se o me-
todu mikroskopie, ktera vyuziva tzkého svazku elektroni pohybujiciho se postupné
po vzorku. Diky velmi kratkym vinovym délkam elektronti je mozné ziskat obraz
o mnohem vyssim rozliseni nez pri optické mikroskopii.

Svazek elektronii vychazejici z déla aktivuje emisi primarnich rozptylenych elek-
troni na vysokych energetickych hladinach, které pochazi z hloubky materidlu
a umoznuji ziskat data vypovidajici o jeho kompozici. Z prostredi tésné pod povr-
chem pochazi sekundarni emitované elektrony o nizsi energii poskytujici informace
o povrchové strukture. Kdyz elektrony interaguji s povrchem, jsou také vzhledem
k vyrazeni elektronu z orbitalu a zaplnéni dér po nich emitovany paprsky X nesouci
informaci o prvkovém slozeni. Kdyz emitované elektrony vstoupi do detektoru, na-
razi na scintilator, ktery vyzaruje svételné zablesky po dopadu nabité castice. Tyto
zablesky se ve fotonasobi¢i preméni na elektricky proud a vyslou signal do katodové
trubice, kde néasledné vznika obraz, ktery je mozné si prohlizet a zaznamenavat.

Pozorovani jsou provadéna na mikroskopu LYRA3 (Tescan, Brno, CZE) pomoci
SE detektoru pro povrchovou analyzu, s urychlovacim napétim elektronti 2 kV,
s pracovni vzdalenosti 9 mm a danym zvétsenim a zornym polem, nebo pomoci
pripojeného EDS detektoru X-Max 50 (Oxford Instruments, Oxford, GBR) slouziciho

k chemické analyze s urychlovacim napétim elektronti 5 kV.

6.1.1 Potazeni vodivym filmem

Pro bezproblémové zobrazeni pomoci SEM je nutné potazeni povrchu nevodivych
vzorku citlivych na elektronovy svazek tenkou vrstvou vodivého materialu. Povlak
zabranuje hromadéni elektrického naboje na povrchu a fixuje nanovlakna béhem
pozorovani. Bez povlaku by bylo zaméreni a skenovani pti velkém zvétSeni obtizné.
Pro potazeni vzorkii tenkou vrstvou zlata nebo uhliku byl pouzit pristroj Coater EM
ACEG600 (Leica Microsystems, Wetzlar, DEU).
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6.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie predstavuje efektivni a nedestruktivni metodu analytické
chemie, kterd poskytuje informace o vibrac¢nich prechodech v molekulach, coz vypo-
vida o chemickém slozeni, molekularnich interakcich ¢i krystalickych fazich v ana-
lyzované latce. Vibracni rezimy molekul jsou funkci orientace jejich atomt a vazeb,
jednotlivé atomové hmotnosti a poradi vazeb. Nejlépe je 1ze modelovat za predpokladu,
ze pozorovana sloucenina je slozena z kulicek predstavujicich atomy, spojenych che-
mickymi vazbami z pruzin, pri¢emz je ztejmé, ze vstup energie do slouc¢eniny zptisobi,
ze jednotlivé molekuly budou vibrovat, dle jejich charakteristickych vlastnosti.

Molekula analyzované latky po ozareni laserem absorbuje budici foton, ¢imz
je excitovana z pocatecniho stavu do virtualniho vyssiho energetického stavu. Pri
relaxaci molekula emituje foton a dostane se do koncového klidového vibra¢niho stavu,
ktery neni totozny s pocateénim stavem molekuly (Stokests rozptyl). Urcitd mensi
cast molekul se uz pred interakci s budicim fotonem miize nachazet na excitované
vibra¢ni hladiné, kdy se takové molekuly po absorpci fotonu vraci na jejich zédkladni
vibra¢ni hladinu (anti-Stokests rozptyl). Tyto dva druhy rozptylu nesouci analytickou
informaci pod sebou sdruzuje termin Ramantv rozptyl.

Rozdil mezi poc¢atecnim a koncovym energetickym stavem molekul vede k posunu
frekvence emitovanych fotonu od excitacni frekvence budicich fotoni (Ramantv po-
sun). Rozptylené fotony jsou detekovany a na zakladé méritelné zmény jejich frekvence
je provadéna kvalitativni analyza vzorku. Ramanovo spektrum popisuje intenzitu
Ramanova rozptylu v zavislosti na Ramanové posunu, kdy jednotlivé piky ve spektru
odpovidaji urcité vibraci molekul ve vzorku, jelikoz kazda molekula ¢i funkéni skupina
ma své charakteristické hodnoty energii vibracnich hladin.

T¥i hlavni krystalické faze studovanych PVDF nanovlaken jsou identifikovany
z Ramanova spektra pomoci pristroje WITec Alpha 300R (WITec, Ulm, DEU). Pri
spektroskopii je pouzit zeleny laser o vlnové délce 532 nm a vykonu 6 mW. Pocet

akumulaci byl 10 pri integracni dobé 10 s za pouziti objektivu se zvétsenim 50 X.

6.3 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (zkr. FTIR) je vysoce presna
spektroskopicka metoda pro analyzu absorpc¢nich vlastnosti materialt pti riznych
vlnovych délkach, resp. frekvencich, infracerveného svétla. Atomy v chemickych
slouc¢eninach se neustale pohybuji a rizné vibruji. Kazda z pro latku charakteristic-
kych vibraci probiha s jinou frekvenci, kterd je pro dané chemické vazby, slouceniny

¢i krystalické faze zkoumané latky jedinecna. Diky tomu, zZe tyto vibrac¢ni frekvence
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odpovidaji frekvencim infracerveného svétla, mohou chemické slouceniny prislusné
frekvence pti ozareni absorbovat.

Paprsek infracerveného svétla je generovan sirokopasmovym zdrojem svétla, tudiz
obsahuje celé spektrum vinovych délek. Paprsek vstupuje do specifické konfigurace
zrcadel, Michelsonova interferometru, z nichz jedno se pohybuje pomoci motoru. Jak
se toto zrcadlo pohybuje, kazda vlnova délka svétla ve svazku vstupujicim do vzorku
je interferometrem periodicky blokovana a propousténa v dusledku interference
paprskt odrazenych od zrcadel. Nejprve je pro jednotlivé vinové délky zméreno emisni
spektrum sirokopasmového zdroje infracerveného svétla (spektrum pozadi), a poté je
zaznamenano emisni spektrum daného zdroje svétla svitictho pres vzorek (spektrum
vzorku). Rozdil téchto odlisnych spekter udava kolik svétla bylo absorbovéno vzorkem.

Pro analyzu je nutné pocitacové zpracovani, aby se surova data, tedy interferogram
predstavujici absorpci svétla pro kazdou polohu zrcadla, zménila na absorpci svétla
pro kazdou vlnovou délku vyjadienou ve spektru pomoci jeji prevracené hodnoty
v reciprokych cm. Klicovym néastrojem je proto algoritmus vyuzivajici Fourierovy
transformace slouzici k dekompozici funkce do jejich frekvenc¢nich komponenti.
Casto je v kontextu FTIR recipro¢ni délka 1 cm™!, resp. vlnové &slo, chapano jako
energeticka jednotka rovnajici se energii absorbovaného fotonu o vinové délce 1 cm.

K méfteni je pouzit pristroj FTIR Vertex 70s (Bruker, Billerica, USA) se 4 mm
stérbinou. Vysledné spektrum predstavuje rozdil spektra vzorku, primeéru z 16
skenovani vzorku, a spektra pozadi, dle standardi priméru z 32 skenovani bez vzorku.
Po ukonc¢eni méteni je provedena softwarova korekce izolinie spektra a prevraceni

pro zisk absorbance misto transmitance. Rozsah piivodniho spektra 8000-300 cm™*

je zkracen na uziteéné spektrum 1700-300 cm~1.

6.4 Méreni kontaktniho dhlu kapaliny

Kontaktni thel 0 je popsan mirou smaceni pevné latky kapalinou a je geometricky
definovan jako thel, ktery svird kapalina na t¥ifazové hranici kapaliny, plynu a pevné
latky. Méreni kontaktniho thlu je zalozeno na Youngové rovnici, ktera predpoklada,
ze mezifazové sily jsou termodynamicky stabilni a predstavuje vztah mezi ithlem
sméaceni a jednotlivymi mezifazovymi energiemi.

Statické kontaktni thly se méri, kdyz je kapka usazena na povrchu vzorku
a trifazova hranice se nepohybuje, a predstavuji zdaleka nejcastéjsi mérené formy
smacivosti. Tato métfeni nabizi rychlé, snadné a kvantitativni méreni smacivosti,
které mize slouzit k urceni povrchového napéti pevného podkladu a jeho interakce
s prostfedim, jako je adheze. Pokud je material dobfe smacivy (hydrofilni), kapalina
se rozprostTe na povrchu a thel bude maly, nebo se kapka zcela vsakne. Pokud je vsak

materidl nesmacivy (hydrofobni), kapalina zustane ve formé kulicky a kontaktni thel
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bude velky. Pozorovan muze byt i vliv drsnosti materialu, kdy vSak mira smaceni
zavisi také na tom, zda kapka smaci povrchové drazky, nebo zda mezi kapkou
a povrchem zustavaji vzduchové kapsy.

K provedeni méreni je pouzito zatrizeni See System E (Advex Instruments, Brno,
CZE) a k vyhodnoceni kontaktniho thlu z fotografii slouzi software See 7.0. Pomoci
davkovaci mikropipety je na povrch nanovlaken postupné usazeno deset kapek
destilované vody o velikosti 3 pm. V ¢t = 4 s je z fotografie zméren kontaktni thel
pomoci tii vybranych bodi, které spojenim vytvari kruznici kopirujici tvar kapky.

Pro kazdy vzorek je vysledna hodnota kontaktniho thlu primeérem z 10 méfeni.

6.5 Konfokalni mikroskopie

Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop (zkr. CLSM) je vyuzivin k zobrazeni
a detailnimu rozliSeni mnohobunéénych struktur i jednotlivych objektid v burce.
Za vyuziti imunofluorescence lze specificky oznacit slozky fixovanych i zivych bunék
nebo tkanovych rezt jako jsou aktinova vlakna, cela jadra ¢i navazané biomolekuly,
a poté je vizualizovat ve vysokém rozliseni, aniz by je rusila fluorescence z pozadi
nebo jinych oblasti vzorku.

Namisto osvétleni celého vzorku najednou je laserové svétlo skrze excitacni
optickou drahu zaméreno na definované misto v urcité hloubce uvnitt vzorku skrze
sérii clon, zrcadel a objektivil, kde excituje tizce osvétlené molekuly vzorku. Emitované
svétlo putuje zpét emisni optickou drahou do detektoru skrze dalsi dirkovou clonu,
ktera odrizne signaly pozadi, které jsou mimo ohnisko.

Rastrovym snimanim vzorku se postupné vytvareji obrazy jedné optické roviny.
Slozitéjsi 3D objekty lze zobrazit skenovanim nékolika rovin a jejich skladanim
pomoci vhodného dekonvoluéniho softwaru. Je také mozné analyzovat vicebarevna
imunofluorescencni barveni pomoci nejmodernéjsich CLSM, které obsahuji fadu
lasertt a emisnich, resp. excitacnich filtri.

Interakce bunék s PVDF nanovlakny je vizualizovana pomoci imunofluorescence.
Obarvené bunky jsou zobrazeny pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 880
(Carl Zeiss AG, Jena, DEU) s objektivy C-Apochromat 40x a Plan-Apochromat 20x,
a s lasery o vlnové délce 488 nm (pro excitaci FITC [46]) a 405 nm (pro excitaci
DAPI [47]). Pro softwarové zpracovani a analyzu naskenovanych snimku je pouzit
program Zeiss ZEN 3.10 LITE.
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7 Analyza a diskuze

Mezi dilezité faktory, které ovlivnuji to, jak budou bunky na tkanovém nosici
prosperovat, patii mimo netoxicitu materialu také primérna velikost pori v nosici,
jejich distribuce a propojenost, které dohromady zajistuji infiltraci celého objemu
nosice bunkami. Pro spravnou adhezi bunék je dilezita architektura nosice, tedy
prumér nanovlaken a zarovnani, a také povrchova smacivost materialu [32, 43]. Pro
vyuziti potencidlu PVDF je také dilezité posouzeni obsahu piezoelektrické p-faze [43].

Metody strucné popsany v minulé kapitole jsou pouzity k analyze vyse zminénych
vlastnosti vyrobenych nanomaterialii, vysledky jsou diskutovany a jsou vyvozovany

zévéry z hlediska adaptability nanovldken pro KTI.

7.1 Hodnoceni kvality nanovlaken

Proces elektrospradani probéhl na zékladé diive ovérenych experimentii. Diky opti-
malné zvolenym parametrim vyroby a vlastnostem roztoku nedoslo k ucpani trysky
ani k jinému naruseni zvlaknovani, které by mohlo mit vliv na kvalitu vysledného
materidlu. Po spotfebovani objemu strikacky byla vyroba ukoncena, a diky Al folii
byl material uspésné sejmut z kolektoru a nastiihan na c¢tverce velikosti 1 x 1 cm.
Pozorovani vzorktu vyrobenych nanovlaken pro hodnoceni jejich kvality je po po-
tazeni vodivou vrstvou zlata provedeno pii nastaveni SEM: urychlovaci napéti 2 kV,

pracovni vzdalenost 9 mm, zorné pole 11 pm a zvétseni 50kx.

~989.68 nm

Obr. 7.1: Snimky vzorkt 1.1 a 2.1 ziskané SEM. Na snimku a) lze pozorovat neu-
smérnéna nanovldkna zvlaknovana s otacenim kolektoru 300 ot./min a na snimku b)

jsou zachycena usmérnéna nanovlakna zvldknovana s otac¢enim 2000 ot./min.
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Pti prozkoumani vzorki viz obr. 7.1 se potvrdilo, Ze nanovldkna byla tspésné vy-
robena bez vétsich tvarovych nedokonalosti a ptisobi jako hladka. Vyskyt koralkovych
defektt se diky spravnému poméru DMSO/AC ukézal byt zanedbatelny.

Nejvétsim rozdilem mezi nanomaterialy je dle ocekavani usporadani jednotlivych
vldken, které je u vzorku 1.1 viz obr. 7.1 snimek a) velmi chaotické a vldkna jsou
zkroucend a neusmérnéna. Naopak na vzorku 2.1 na snimku b) lze vidét vlakna za-
rovnand a natazend v relativné stejném sméru. Dalsim dilezitym rozdilem je tloustka
vldken, ktera se na snimku a) vyrazné méni, kdy rozdil mezi nejsirSimi a nejten-
¢imi vldkny je az 1873 nm. Na snimku b) je tloustka jednotlivych vldken mensi
a konzistentnéjsi, kdy nejvétsi rozdil v sitce je pouze 604 nm. Vyssi rychlost otaceni
vede k rovnomeérnéjsimu rozlozeni nanovldken na povrchu kolektoru. Nizsi rychlost

zpusobuje shlukovani vldken a nerovnomérnou distribuci s vétsi poréznosti.

7.2 Morfologie nanovlaken po oSetfeni plazmou

Po oSetteni vybranych vzork O,, Ar nebo Oy + Ar plazmou za tcelem analyzy jejiho
vlivu na morfologii, smacivost a poréznost nanovlaken, je opét na vzorky nanesena
vrstva zlata a jsou vizualizovany pomoci SEM pfi nastaveni: urychlovaci napéti 2 kV,
pracovni vzdalenost 9 mm, zorné pole 19 pm a zvétseni 29kx.

Na obr. 7.2 lze na snimku a) pozorovat referenéni vzorek nanovldken 2.1, ktery
nebyl vystaven zadnému druhu plazmy, vlakna jsou tenka, hladka, oddélena a rela-
tivné usmérnéna. Na snimku b) Ize vidét vzorek 2.3 osetfeny Ar plazmou po dobu 2
min s vykonem 200 W, kde nedoslo k vyrazné zméné jak povrchu, tak usmérnéni
nanovldken. Nicméné, na snimku ¢) jsou zobrazeny nanovlakna ze vzorku 2.4, které
byly vystaveny Oy 4+ Ar plazmé po dobu 2 min s vykonem 200 W, a u kterych doslo
k pokrouceni a naruseni jejich povrchové struktury, coz vedlo k jejich vzajemnému
spojovani a snizovani prumérné velikosti péru celé struktury. Podobny vysledek lze
pozorovat na snimku d) s nanovlakny ze vzorku 2.2, které byly oSetieny ¢isté O
plazmou se stejnymi pracovnimi parametry a doslo u nich nejvyraznéjsim zménam
v podobé krouceni, tvarové deformace a spojovani, coz ve vysledku jesté vice snizuje
poréznost a prostupnost vysledného tkanového nosice.

Pr1i hodnoceni nanovlaken, které byly vystaveny plazmé po dobu 10 min o vykonu
300 W lze pozorovat vyznamné degenerativni zmény viz obr. 7.2 snimky e) zobrazujici
vzorek 2.7 a f) se vzorkem 2.5. Vzorek 2.7 byl vystaven dlouhému ptisobeni Oy +
Ar plazmy, ktera zcela zménila jeho morfologii z nanovldken na nizko-porézni sit
deformovanych tlustsich struktur vzdalené ptripominajicich vldkna. U vzorku 2.5,
na ktery takto vyznamné pusobila ¢isté Oy plazma, jiz nelze viibec pozorovat jakakoli
vldkna ani pory, ale struktura pripomina soudrznou smés rizné velkych hrudek.

Tyto destruktivni ucinky vSak nelze pozorovat u vzorku 2.6 vystavenému dlouhému
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pusobeni Ar plazmy, ktery se morfologicky témeér nezménil od vzorku 2.3, resp.
2.1. Po prozkoumani vzorkl 2.5 a 2.7 lze usoudit, ze vlivem intenzivniho osetfeni
O, plazmou jiz nesplnuji pozadavky pro porézni nanovlakenny nosi¢, tudiz nebudou
predmétem dalsi analyzy. Déle se nabizi otazka, jak moc osetfeni plazmou ovlivnilo

nejen strukturu materialu, ale kompletné i jeho chemické a funkcéni vlastnosti.

Obr. 7.2: Morfologie nanovldken po osetfeni plazmou pti rizném pracovnim nastaveni
vizualizovand pomoci SEM. Snimek a) je referencni, pricemz snimky b), ¢) a d) byly

oSetfeny plazmou pri nizsim vykonu a dobé leptani, a snimky e) a f) pfi vyssim.
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7.3 Povrchova smacivost nanovlaken

Pted osazenim bunikami jsou vzorky PVDF nanovlédken povrchové nemodifikované
i modifikované plazmou ze sady 2 vystaveny méreni povrchového kontaktniho uhlu
kapaliny. Interval hydrofobie pro kontaktni tihel vody na povrchu pevné latky je sta-
noven od 90° do 150° (nad 150° superhydrofobni) a hodnoty v intervalu hydrofilie
se pohybuji od 0° do 90° [48]. Ukazkové snimky z provedeného méfeni viz obr. 7.3.

Obr. 7.3: Snimky ze zarizeni See System E s vyuzitim softwaru See 7.0 pro vyhod-
noceni kontaktniho thlu vody na povrchu materialu. Ukazkové snimky zobrazuji
tiibodové méfeni, kdy na snimku a) lze pozorovat hydrofobni a na snimku b) hydro-

filni chovani PVDF nanovlaken ve vztahu k oSetfeni plazmou.

Povrchovy kontaktni tthel vody pro plazmou neosetiena nanovlakna ze vzorku
2.1 ma priumérnou hodnotu 124,6° ziskanou z 10 méfeni v ¢ = 4 s. Do uplynuti
t = 600 s material neabsorboval vétsi mnozstvi kapaliny. Na zakladé téchto adaji
lze plazmou nemodifikované PVDF nanovlakna klasifikovat jako hydrofobni.

Pri dalsich mérenich slo pozorovat, Ze se u nanovlaken osetfenych plazmou
kontaktni thel postupné snizuje. Pro vzorek 2.3, ktery byl vystavené Ar plazmé
po dobu 2 min o vykonu 200 W se kontaktni tthel mirné snizil na hodnotu 122,2°; stale
vsak v rdmci hydrofobniho intervalu. Vzorek 2.2 osetteny O plazmou se stejnymi
casovymi a vykonnostnimi parametry nicméné vykazuje vyrazné zvyseni povrchové
energie, jelikoz doslo ke snizeni kontaktniho tthlu az na primérnou hodnotu 22,8°
spadajici jiz do hydrofilniho intervalu. Usazené kapky byly pro vzorky 2.2 i 2.3
stabilni a nebyly do ¢ = 600 s vice absorbovany. Tento rozdil je pravdépodobné obecné
dusledkem toho, ze pti pouziti inertnitho Ar dochazi predevsim k fyzikalnimu leptani
a Cisténi (vetsi a tézsi atomy) a neni vyrazné pozménéna povrchova chemicka struktura
napft. zavedenim Oy do vazeb namisto F jako u Oy plazmy (mensi a lehé¢i atomy).
Vzorek 2.4 l1ze také oznacit za hydrofilni, jelikoz u néj po vystaveni Oy + Ar plazmé
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po dobu 2 min o vykonu 200 W dochazi ke snizeni kontaktniho 1ihlu na primérnou
hodnotu 32,5°. Usazené kapky byly také stabilni. U vzorku 2.6 oSetfeném Ar plazmou
po dobu 10 min o vykonu 300 W dochéazi k okamzité absorpci usazenych kapek vody;,
1ze tedy tomuto vzorku prifadit nulovou hodnotu kontaktniho thlu a oznacit jej jako

hydrofilni. Zavéry z méteni jsou shrnuty v tab. 7.1.

Cislo vzorku | Kontaktni tihel [°] | Charakter sméceni
2.1 1246 hydrofobni
2.2 22,8 hydrofilni
2.3 1222 hydrofobni
2.4 32,5 hydrofilni
2.6 0 hydrofilni

Tab. 7.1: Shrnuti primérnych hodnot povrchového kontaktniho tihlu vody pro jed-
notlivé vzorky ze sady 2 se zavérem o charakteru smaceni danych nanovlaken, tedy
o jejich hydrofilnich, resp. hydrofobnich vlastnostech.

7.4 Chemicka charakterizace tkanového nosice

Metoda EDS je provedena pro kvalitativni (zastoupeni prvki) a kvantitativni analyzu
(mnozstvi jednotlivych prvka a jejich pomér) vzorku nanovlédken 2.1-2.4 a 2.6 pro
potvrzeni chemického slozeni nemodifikovaného referenéniho vzorku a porovnani
vlivu osetfeni plazmou na mnozstvi zastoupenych prvki vyjadiené v hmotnostnich
procentech, resp. v pomérech. Prepocet na atomova procenta neni v tomto pripadé
nutny vzhledem k tomu, Ze rozdil v relativni atomové hmotnosti vyskytujicich
se prvki je zanedbatelny. EDS spektrometr je soucasti sestavy pro SEM a jsou pro
néj vyuzity snimky pri urychlovacim napéti 5 kV.

Vizualizovana spektra jsou vhodnéa spise pro identifikaci prvku a priblizny odhad
jejich mnozstvi prvkil v métenych vzorcich, ale nelze z vykreslené intenzity namé-
feného signalu primo odecitat hodnoty a dle nich vyhodnocovat koncentraci prvki.
Prvky pfitomné ve velkych mnozstvich (>10 %) budou tvorit dominantni vysoké
piky ve spektru, zatimco prvky pfitomné v minoritnich (1-10 %) nebo stopovych
mnozstvich (<1 %) budou mit malé nebo nedetekovatelné piky, avsak nejsou zcela
proporcni ke koncentraci. Kvantitativni analyza tedy probiha softwarove, kdy do-
chazi k porovnani naméreného signalu s nasbiranymi daty a standardy, a vysledek
predstavuje tabulka hmotnostnich procent.
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Z energetického spektra referencniho vzorku 2.1 ziskaného metodou EDS viz obr. 7.4
lze vycist, ze se PVDF nanovldkna ziskana metodou elektrospradani skladaji z pri-
marné C (0,277 keV) a F (0,677 keV). PVDF obsahuje také H, ktery je vSak spek-
troskopicky velmi Spatné detekovatelny, jelikoz ma pouze jeden elektron. Pritomnost
pomérné malého mnozstvi O (0,523 keV) mize byt zptsobena vystavenim PVDF
nanovlaken ptsobeni vzduchu zejména prii vyrobé. V malém mnozstvi byl na né-
kterych dalsich vzorcich nanomaterialu detekovan vyskyt také Na (1,040 keV) a Cl
(2,622 keV), které lze povazovat pravdépodobné za kontaminanty rozpoustédla. Ve
spektru lze pozorovat také pik pro Au (2,120 keV), ktery je dusledkem potazeni
vzorkl tenkym zlatym filmem, bez kterého by SEM a EDS analyza byla velmi
nepresna. Maly pik lze pozorovat také na energii 1,66 keV, ten se vsak nepodafilo

prisoudit zadnému prvku.
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Obr. 7.4: Spektra zobrazujici energie, na kterych byly detekovany paprsky X vyzarené
vzorkem dle jeho prvkového slozeni. Rozpoznané piky jsou popsany prislusnymi prvky

a spektra pro jednotlivé vzorky 2.1-2.4 jsou rozlisené barvou viz legenda.

Pri pohledu na chemické slozeni nanovlaken pred a po oSetfeni plazmou lze
pozorovat viz tab. 7.2, ze hmotnostni procento uhliku vypovidajici o zastoupeni
ve vzorku je relativné stabilni napti¢ mérenimi kolem hodnoty 56 %, zatimco kysliku
pribyva z 2,1 % v referencénim vzorku 2.1 na 8,4 % ve vzorku 2.4 leptaném O, + Ar

plazmou a zastoupeni fluoru v téze vzorcich klesa ze 45,1 % az na 27,6 %. Tento jev
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je také doprovazen poklesem poméru F/C z 0,856 na 0,599, coz umoziuje odhadnout
miru defluorace na zhruba 30 % skeletu PVDF. Vzhledem k narustu poméru O/C
z 0,040 na az 0,146 lze miru oxygenace odhadnout na zhruba 70 % skeletu.

U vzorku 2.3 a 2.6 osetienych Ar plazmou pri rozdilné dobé ptisobeni a vykonu
nelze pozorovat vyznamnéjsi rozdil v procentudlnim zastoupeni prvki, i kdyz doslo
ke zméné smacivosti materialu. Tento jev lze vysvétlit tim, ze ptisobeni Ar plazmy
vede prevazné k fyzikdlnimu leptani a pouze mirnym chemickym zménam.

Zmény lze pozorovat také ve vykreslenych spektrech viz obr. 7.4, kde je smér
defluorace a oxygenace ve vztahu k osetfeni plazmou taktéz znatelny. Zmény obou
F/Ca O/C pomeéri u vzorkia 2.2. a 2.4 poukazuji na tspésnou povrchovou aktivaci
nanovlaken Oy plazmou v podobé pravdépodobného odstépeni ¢asti hydrofobnich
skupin C—F a C—H a naslednou tvorbou C=0, OH a COOH hydrofilnich funk¢nich

skupin na povrchu PVDF nanovldken béhem interakce mezi plazmou a vzorky [42].

Kompozice [%] Pomér

Cislovzorku | 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 | 84 | 0,478 | 0,146

2.6 57,6 | 34,5 | 4,7 | 0,599 | 0,082

Tab. 7.2: Shrnuti prvkové kompozice pripravenych vzorkd nanovldken vyjadrené
v hmotnostnich procentech a pomérech pro chemickou charakterizaci vzhledem

k povrchové tpravé plazmou. Hodnoty jsou vyvozeny z energie a intenzity signalu.

7.5 Obsah krystalickych fazi

Jak jiz bylo zminéno, PVDF ma strukturu, ve které jsou 2 atomy H nebo F na-
vazany na atom C a usporadany v opakujicich se retézcich. Pokud tato struktura
vykazuje asymetrii naboje v dusledku protilehlého prostorového usporadani atomu
H a F s vysoce rozdilnou elektronegativitou, tak ji ptripisujeme nenulovy vnitini
dipélovy moment a oznacujeme ji za polarni. Toto usporadani pozorujeme v PVDF
u (-faze. Fazové premény nepolarni « na polarni 3 se dosahne ptisobenim mecha-
nického stresu na vzorky PVDEF, aby se polymerni fetézce vyrovnaly a vyvolala
se paralelni konformace tetézce (T'TT). Pfi umisténi do elektrického pole vysokého
napéti se ndhodné orientované molekuly PVDF polarizuji, coz znamena, ze jejich

vnitini dipolové momenty se usporadaji v ur¢itém sméru. Pravé materialy s vysokym
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obsahem B-faze po vyjmuti z elektrického pole vykazuje nejsilnéjsi zbytkovou pola-
rizaci. Elektrospradani v procesu vyroby materialu soucasné vyvolava mechanické
protahovani i elektrické pélovani v jediném kroku zpracovani [49].

Ackoli FTIR je siroce vyuzivana spektroskopicka metoda pro charakterizaci struk-
tury materialu, v ptipadé PVDF predevsim krystalickych fazi, mnoho textii v odborné
literature vyuzivajicich absorpénich spekter (nékdy dokonce od stejnych autort) spéje
casto k protichidnym zavérim, zejména co se tyce rozliseni frakci 3 a y celkové

1'a 510 ecm™t. To je zpravidla zptisobeno

elektroaktivni faze kolem pasti 840 cm™
tim, ze jednotlivé vzorky PVDF pro dané védecké prace byly ziskdny z roztokt
o ruznych vlastnostech nebo rozliénymi vyrobnimi metodami a experimentalnimi
podminkami. Na druhé strané bylo zjisténo, Ze pasy kolem 763 cm~! a/nebo 614
cm™t, 1275 ecm™! a 1234 cm ! Ize spolehlivé pouzit k rozliseni a identifikaci vSech
tii hlavnich krystalickych fazi o,  ay [50, 51, 52].

Vysledky FTIR se jiz bézné pouzivaji mimo kvalitativni posouzeni pritomnosti
krystalickych fazi také ke kvantifikaci obsahu jednotlivych fazi v PVDF pro odhad
jeho piezoelektrickych vlastnosti. Jak je uvedeno a vysvétleno v praci X. Cia a jeho

1'a 1234 cm™! pro fazi

spolupracovniki [52], tak jedinecné pasy kolem 1275 cm™
3 a v by mohly byt v ramci univerzalniho postupu pouzity ke kvantifikace slozek
elektroaktivni faze. Prvnim krokem je kvantifikace o a celkové elektroaktivni faze

skrze pasy kolem 763 cm™! a 840 cm ™! viz rovnice 7.1:

Apa

% 100 %, (7.1)
X Aa + AEA

kde Fg4 predstavuje relativni obsah elektroaktivni faze (f a v), K73 a Kgqo ab-
sorpcni koeficienty a A, a Agps hodnoty absorbance pro odpovidajici faze na 763
a 840 cm~!. Hodnoty absorpénich koeficientti jsou 6,1 x 10* cm? mol™! pro Krgs
a 7,7 x 10* cm? mol™! pro Kgyp.

Nasledné lze k vyjadreni zastoupeni jednotlivych slozek elektroaktivni faze pouzit
pomér vysky charakteristickych pikdl kolem hodnot 1275 cm~! a 1234 cm ™! k jejich
nejblizsimu tdoli (angl. peak-to-valley height ratio, P2VHR) viz rovnice 7.2 a 7.3:

AH;
AH,

kde F(B) a F(v) predstavuji procentudlni zastoupeni frakei § a y celkové elektroak-
tivni faze Fra, AHg a AH, jsou rozdily vysky (rozdily absorbance) mezi ptislusnymi

vrcholy kolem 1275 em™! a 1234 em ™! a jejich nejblizsimi tidolimi.
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Charakteristické piky zakladnich krystalickych fazi v rozmezi 1700-300 cm ™ jsou
pro vzorky 2.1-2.6 urceny srovnavacim studiem a shrnutim FTIR vibra¢nich past
pro PVDF ze zprav publikovanych v aktualni odborné literature a jsou vyznaceny
v ziskanych absorpénich spektrech viz obr. 7.5. Pritomnost jedineénych past kolem
840, 763, 1275 a 1234 cm ™! dokazuje existenci vsech ti{ zdkladnich krystalickych fazi
«, B a7y, klasifikace dalsich piki je pouze doplinkova.

1172 (1149 o — 26
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Obr. 7.5: Absorpéni spektrum ziskané pomoci FTIR, ofiznuté na uzitecné spektrum
1700-300 cm ™. Tiem zakladnim krystalickym fazim PVDF («, § ay) jsou pfitazeny
charakteristické a doplinkové piky pro vzorky 2.1-2.6. Studovan je vyskyt pika a jejich

pomér vzhledem k osetfeni plazmou.

93



Je znamo, ze v typickych vzorcich semi-krystalického PVDF neni obsah krystalic-
kych struktur vyssi nez 50-60 %. Dosud vsak neexistuji konkrétni informace o tom,
jak amorfni ¢ast PVDEF ovliviiuje EDS a FTIR spektra. Proto se diskuse v této praci
soustTedi na krystalické faze, které jsou vyznamné z hlediska mozné elektroaktivity
skrze piezoelektricky jev [52]. Za vyuziti vyse uvedenych vztaht (rovnice 7.1, 7.2 a 7.3)
je vypocitano % zastoupeni jednotlivych krystalickych fazi a je uvedeno v tab. 7.3.

Ve vsech vzorcich ze sady 2 podil elektroaktivni faze dosahuje nejméné 90 %
z celkového obsahu krystalickych fazi oproti vzorku ze sady 1, u kterého hodnota
Fr 4 dosahuje pouze 79 %, tudiz lze prohlésit, Ze se elektrospradani s vyssi rychlosti
otaceni kolektoru potvrdilo jako vhodna metoda pro rychlou a jednoduchou vyrobu
PVDF nanovlaken s vysokym obsahem elektroaktivni faze. Soucasné bylo dokézéano,
ze oSetfeni vzorku jak Os, tak Ar plazmou o uvedeném nastaveni neponizuje vy-
znamné jeji obsah, byt by se dal o¢ekavat destruktivni charakter. Lze vsak do jisté
miry pozorovat zménu pomeéru jejich frakei, kdy dochézi k mirnému poklesu [3-faze
na hodnotu 70 % (z puvodnich 77,6 % pro vzorek 2.1) na tkor nartustu « iy faze pro
vzorek 2.3 oSetfeny Ar plazmou o nizsim vykonu, tiebaze ke stejnému jevu nedochazi
u vzorku 2.6 osetfeném Ar o vyssim vykonu, kde naopak dochdazi k narustu -faze
na 88,8 %. K nejvétsimu narustu p-faze dochazi u vzorku 2.4 osetfeném Oy + Ar

plazmou az na 94,3 % na tkor prevazné y-faze, jejiz podil klesa na 0,5 %.

Zastoupeni [%] | 1.1 | 2.1 | 2.2 | 2.3 | 24 | 2.6
F() 211 41 ] 10 | 93 |52 | 5.1
F(3) 521 | 77,6 | 843 | 70 | 943|888
F(v) 26,8183 57 1207 05 | 61

Tab. 7.3: Kvantifikace krystalickych fazi PVDF pomoci FTIR absorpcnich spekter
a vypocetni metody P2VHR. Vysledek predstavuje % zastoupeni jednotlivych fazi
(F(a), F(B) a F()) v ptislusnych vzorcich 2.1-2.6.

Oba nemodifikované vzorky 1.1 a 2.1 lisici se v rychlosti otaceni kolektoru pti
elektrospradani jsou podrobeny Ramanové spektroskopii, ktera nese informaci o che-
mickych vazbach v PVDF, a zobrazuje rozdil ve vyskytu krystalickych fazi mezi
vzorky v podobé charakteristickych vibrac¢nich prechodu. Tyto vibrace odrazeji uspo-
radani vazeb atomt v materialu, které ovliviiuje jeho fyzikalni a chemické vlastnosti,
jako je prave piezoelektricita. Pro lepsi pochopeni vibrac¢nich prechodt si 1ze mole-
kulu predstavit jako pruznou strukturu, kde jsou atomy spojeny pruzinami, které
umoznuji atomim kmitat, rizné se natacet ¢i mavat. V dusledku toho, Ze ne vSechny
symetrické a asymetrické tseky jsou spolehlivé zobrazeny jak pomoci FTIR, tak Ra-
manovy spektroskopie, povazuji se dané metody za komplementarni pro co nejblizsi

popis krystalickych fazi slouceniny (odhaleni dalsich piki). Ramanova spektroskopie
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neni pouzita pro vzorky osettené plazmou, jelikoz skenovani heterogennich vzorkt
je obtizné a citlivost pristroje pri pouzitém vykonu neni dostacujici.

Nejvétsi intenzita Ramanova signalu viz obr. 7.6 se vyskytuje v regionu 1517
cm ™! pro vibra¢ni méd vazby CC a v oblasti protahovani CH (28003050 cm™1),
kterému dominuje silny pik na 2977 cm™! patfici symetrickému médu skupiny CH,,
viechny typické pro a-fazi. Sousedni pik na 3014 cm™! je spojovan s asymetrickym
protazenim CHy s B-fazi. Dal$i vyznamné piky jsou v oblasti kolem 811 cm™! (v,
CH; kolébavy moéd), 840 ecm™! (y + B, CHy kolébavy méd a CF, asymetrické
protahovani), 882 cm™! ( + B + vy, CC symetrické a asymetrické protahovani a CH,
krouceni) a 1430 cm™! (y + B, CH; krouceni + kyvani). Vzorek 2.1 s usmérnénymi
nanovlakny (2000 ot./min) vykazuje stejné piky jako vzorek 1.1, ale ve vétsim poméru
elektroaktivnich ku ne-elektroaktivnim, a navic vykazuje dalsi 3 piky s prvnim na
513 cm™!, piitazenym B-fazi, druhym na 1074 cm™!, charakteristickym pro B /x-fazi,
a tietim na 1274 cm™', jedine¢nym pro B-fazi [41, 50, 53]. Vysledky méfeni tedy
naznacuji, ze material s usmérnénymi nanovlakny vykazuje vyssi podil (3-faze nez

material s nanovldkny neusmérnénymi.
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Obr. 7.6: Ramanovo spektrum, ofiznuté na uzitecné spektrum v rozsahu
200-3700 cm ™!, poskytuje informace o vibra¢nich prechodech v analyzovanych vzor-
cich 1.1 (otéceni kolektoru 300 ot./min) a 2.1 (2000 ot./min).
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7.6 Pozorovani bunééné adheze

Pro prozkouméni tkanovych nosi¢ii po nasazeni, kultivaci a fixaci kostnich bunék
Saos-2 byla nejprve zvolena SEM. Pozorovani bylo provedeno se stejnym pracovnim
nastaveni jako v predchozich sekcich, avsak se zornym polem 350 pm a zvétsenim 1,6kx
pro zhodnoceni miry osidleni nosic¢e buntkami a se zornym polem 80 pm a zvétsenim
7kx pro posouzeni tvaru jednotlivych bunék a charakteru adheze.

Bunky Saos-2 kultivované na nanovlaknech s zivnym médiem po dobu 24 hodin
se do urcity miry uchytily na vSech vzorcich 1.1, 2.1-2.4 a 2.6 viz vybrané na obr. 7.7,
tudiz lze usoudit, ze elektrospradand PVDF nanovldakna neosSetfend i osetiend Og
¢i Ar plazmou jsou pro pouzité bunky v daném case biokompatibilni a netoxicka.
Vzhledem k vysoké chemické stélosti PVDF se neocekava, ze by ani pri delsi kultivaci
uvolnoval toxické latky do prostfedi a zhorsoval Zivotaschopnost bunék.

Faktorem vyznamné prispivajicim k tspésnosti uchyceni bunék na nanovlaken-
ném materidlu se potvrdila byti vyssi rychlost otaceni sbérného valce v procesu
elektrospradani, ktera s dalsimi optimalné zvolenymi parametry poskytuje tenka
usmérnéna nanovlakna o relativné homogennim rozlozeni. Takto zkonstruovany tka-
novy nosi¢ viz obr. 7.7 snimky c¢) a d) diky své adekvatni poréznosti poskytuje
bunkam dostatecnou oporu a zaroven prostor pro souvisly rist a vzajemnou komuni-
kaci. Bunky se také na usmérnénych vlaknech vice protahuji, orientuji se stejnym
smérem a tvori spojité shluky, coz je pro né vyhodnéjsi z hlediska veétsi vzajemné
komunikace a celkové Zivotaschopnosti. Vysledna struktura vyznamné napodobuje
prirozenou tkan. Na rozdil od toho, na snimcich a) a b) lze pozorovat neusmérnénd
nanovlakna, na kterych roste pouze zlomek bunék oproti vlakntim usmérnénym.
Vzhledem k chaotickému usporadani nanovlaken a velkym pértim se mnoho bunék
pravdépodobné v dusledku nedostatecné opory neuchytilo, ¢i iplné propadlo, a bylo
odstranéno pri promyti vzorki pred fixaci. Bunky jsou kulatéjsi a netvoti tolik shluky.

Pti posuzovani vlivu plazmy na nanovladkna se ukazalo, ze vzorky 2.3 a 2.6 oSetfené
Ar plazmou o niz$im i vyS$sim pracovnim nastaveni nevykazuji vyssi kompatibilitu
s bunkami Saos-2 oproti referenénimu vzorku 2.1. Vzorky 2.2 a 2.4 oSetiené O,
plazmou viz obr. 7.7 snimky e) a f), resp. Oy + Ar plazmou, vykazuji slibnéjsi
vysledky vzhledem k jejich prokazané hydrofilizaci a funkcionalizaci povrchu kyslikem.
Hydrofilni funkéni skupiny na povrchu nanovldken prispivaji k lepsi adhezi bunék
stejné tak, jak s tim spojené vysSsi zastoupeni elektroaktivni (3-faze napomaéaha
skrze elektromechanickou autostimulaci bunék jejich rastu a vzajemné komunikaci

(viz prace M. Kitsara a spol. [43]).
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Obr. 7.7: Bunééna adheze vizualizovana pomoci SEM. Na snimcich a) a b) neusmér-
nénd nanovlakna, na snimcich c) a d) usmérnénd nanovlakna a na snimcich e) a f)

usmérnénd nanovlakna osetfena O plazmou prii nizsim pracovnim nastaveni.

Pro dalsi analyzu byla zvolena CLSM s vyuzitim 2 fluorescen¢nich barviv DAPI
a FITC. Modre fluorescenéni DAPI specificky interaguje s A-T bohatymi oblastmi
DNA a je casto pouzivano k zobrazeni jader zivoc¢isnych bunék v kombinaci s dalSimi

fluorescencénimi barvivy, jako je zde pouzité zelené fluorescenéni FITC, které prochazi
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skrze permeabilizovanou membranu bunky a vaze se v cytoplazmé. Diky tomu,
ze jejich emisni spektrum je dobte oddélené, lze zietelné skrze CLSM vizualizovat
odlisné struktury, na které se barviva vazou [46, 47].

Na snimcich ziskanych pomoci CLSM a zpracovanych kompatibilnim softwarem
ZEN 3.10 LITE se 1épe ukazuje, jak bunky usazené na hydrofilni vzorky osettfené Oq
plazmou pronikaji i do hlubsich vrstev tkanového nosice a tvori nejen povrchovée ale
také prostorové orientované shluky, pricemz u hydrofobnich vzorki zistavaji bunky
prevazné jen na povrchu. Na vybranych snimcich viz obr. 7.8 lze pozorovat oddélené
modrie zabarvené regiony jaderné DNA, které obklopuje zelené zabarvena cytoplazma
bunék. Barvivo DAPI by teoreticky mélo obarvit také A-T tseky DNA v bunéénych
mitochondriich, avsak velikost samotné organely a tseki DNA v ni jsou tak malé

ve srovnani s jadrem, Ze ¢asto nejsou viibec zaznamenany.

Obr. 7.8: Bunky vizualizované pomoci imunofluorescence a CLSM za vyuziti fluo-
rescen¢nich barviv FITC (vazba na povrchu bunék a v cytoplazmé, emituje zelené
svétlo) a DAPI (A-T regiony prevazné v jaderné DNA, emituje modré svétlo).
Na snimcich a) vzorek 2.1, na b) 2.3, na ¢) 2.4 ana d) 2.2.
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7.7 Diskuze vysledki

Béhem studia literatury byly identifikovany klicové trendy v podobé ruznych forem
vyuziti elektrospradanych nanovldken a byly posouzeny prispévky existujicich studii
zahrnujici volbu silné piezoelektrického PVDF jako biokompatibilntho materialu
a diskuzi vhodnych parametrt pro jeho vyrobu.

V oblasti biomediciny je stale zkouméano a i jiz v praxi pouzivano mnozstvi neto-
xickych polymert pro vyrobu vstiebatelnych stehti ¢i fizenou dopravu léc¢iv. Vyhodou
synteticky materiali je moznost v procesu vyroby kontrolovat jejich chemické a fyzi-
kalni vlastnosti, konkrétné a reprodukovatelné vyrobit vhodnou strukturu a pripadné
ji funkéné modifikovat. Mezi vyznamné biokompatibilni ne-biodegradabilni syntetické
polymery patii napf. nylon-6, ktery kromé chemické odolnosti vyniké svou pruznosti
a pevnosti v tahu, avsak nema piezoelektrické vlastnosti. Nylon muze byt funkciona-
lizovan a hybridizovan s jinymi materialy k vyrobé napt. koznich obvazii ¢i stent,
nevynika vsak svou bioaktivitou, ktera je z hlediska designu chytrych materiala
zadouci. V odveétvi KTI tudiz do popredi vstupuji piezoelektrické materialy, schopné
na svém povrchu vlivem i malého mechanického namahani generovat elektricky naboj,
ktery miize napomoci k aktivaci bunék. U biodegradabilnich polymert vyrobenych
z prirodnich zdroju, jako je napt. slabé piezoelektricky PLA, muzou vsak kromé
ztraceni na pevnosti v Case problém predstavovat také kyselé produkty, na které
se PLA postupné rozklad4, a které mizou zpusobit zanét pri implantaci in vivo [54].

Vzhledem k tomu mé vyznam studium materidlti na bazi pravé PVDF, ktery
poskytuje mimo zakladni biokompatibilitu, odolnost a pevnost také moznost elektro-
mechanické stimulace bunék skrze své silné piezoelektrické vlastnosti. Ve védeckych
pracich M. Kitsara a spol. [43] jsou osteoblasty kultivované na PVDF nanovlak-
nech analyzovany skrze hodnoceni zmén intraceluldrni koncentrace vapniku v case.
Vapnik je zapojen do intracelularnich signalnich a metabolickych drah, a tcastni
se pri prenosu signalu mezi bunkami v ramci aktivace odpovidajicich iontovych
kanali. Bylo zjisténo, Ze piezoelektricka stimulace je schopna vyvolat métitelny influx
vapniku, ktery néasledné aktivuje bunky, coz vede ke zvyseni jejich rustu a diferenci-
ace. Z vysledki uvedené studie vyplyva, ze bunky péstované na elektrospradanych
PVDF tkanovych nosi¢ich k nanovlaknim prilnou, ptricemz generuji adhezni sily,
jejichz disledkem je mechanické namahani nanovlaken, které je skrze piezoelektricky
jev zodpovédné za zpétnou elektromechanickou stimulaci samotnych bunék (autos-
timulace). V uvedeném ¢lanku je tedy prokazano, Ze osteoblasty jsou pii interakci
s elektrospradanymi PVDF nanovlakny aktivovany bez nutnosti vnéjsich podnéti
k vyvolani piezoelektrické odezvy, a pravé proto je kombinace tohoto materialu

a vyrobni metody v ramci aplikace v KTI tak perspektivni.
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Parametry elektrospradani bylo nutné experimenty optimalizovat. Pokud je zvla-
knovaci napéti prilis vysoké, mohou vznikat nehomogenni nebo trhana vlakna. Vyssi
priitok a viskozita roztoku mtizou vést k tvorbé hrubsich vlaken nebo tzv. koralkovych
defektti, zatimco prilis nizky prutok a viskozita mtizou zpusobit tenka a krehka vldkna.
Rychlost otaceni kolektoru ovliviiuje orientaci a usporadani nanovlaken, kdy vyssi
rychlost otaceni muze vést k vytvoreni vlaken s vétsi stejnosmérnou orientaci a lepsi
mechanickou pevnosti. Teplota a vlhkost mohou ovlivnit odparovani rozpoustédla,
suseni vlaken a tvorbu defektl. Po dosazeni vhodné konfigurace pro danou aplikaci
byly tispésné vyrobeny dvé sady vzorki lisici se rychlosti otaceni shérného kolektoru,
pro posouzeni vlivu usmérnéni nanovldken na rist bunék v tkanovém nosici, a které
byly nasledné prozkoumany pomoci SEM. Kromé optimalnosti zvolené konfigurace
elektrospradani se také potvrdilo, ze zvysSeni otacek kolektoru z 300 na 2000 ot./min
snizuje a homogenizuje primeér nanovlaken, snizuje poréznost a orientuje nanovlakna
v daném sméru, diky ¢emuz bunkam struktura poskytuje lepsi oporu.

Vybrané vzorky byly modifikovany Oy a Ar plazmou o ruzné délce a vykonu
osetTeni pro posouzeni jejitho vlivu na strukturu a smacivost nosice. Povrchy s vysokou
povrchovou energii ve srovnani s povrchovym napétim kapaliny maji silné pritazlivé
sily mezi jejich molekulami, coz usnadnuje kapaliné smacet povrch. Osetfeni plazmou
by mélo v teorii zvysovat povrchovou energii materialu, coz by meélo v praxi vést
k lepsim adheznim vlastnostem. Méfenim kontaktniho ihlu kapaliny na povrchu ma-
teriadlu se potvrdilo, Ze nemodifikovand PVDF nanovldkna jsou hydrofobni a osetfeni
plazmou vede ke snizeni kontaktniho tihlu az do hydrofilniho rozpéti s vyraznéjsimi
ucinky pro Oy plazmu. Vzorky osetfené plazmou o vyssim pracovnim nastaveni
se ukazaly byt nevhodné pro aplikaci v KTI, jelikoz ztraceji svou vlaknitou strukturu
a infiltrace nosice bunkami by nebyla mozna.

EDS analyza potvrdila chemické slozeni PVDF a zmény obou F/C a O/C poméru
vzhledem k osetreni plazmou poukazujici na defluoraci a oxygenaci, tedy tspésnou
povrchovou aktivaci nanovlaken osetfenych pravé Oy plazmou. Ve vSech vzorcich
ze sady 2 neosetfenych i oSetfenych plazmou je dle FTIR podil elektroaktivni faze
nejméné 90 % z celkového obsahu krystalickych fazi s nejvét$im zastoupenim silné
piezoelektrické [3-faze pro vzorky 2.2 a 2.4. Vysledky FTIR a Ramana pro vzorky 1.1
a 2.1 potvrzuji, ze elektrospradani s vysokymi otackami kolektoru v procesu vyroby
materidlu skrze soucasné mechanické protahovani a elektrické poélovani zvlaknovaného
materidlu indukuje antisymetrickou paralelni konformaci fetézce charakteristickou
pro vysokou piezoelektrickou (-fazi. Také z FTIR vyplyva, zZe oSetfeni plazmou nemé
destruktivni tc¢inky vzhledem k obsahu elektroaktivni krystalické faze, nybrz naopak,
osetreni Oy plazmou dodava energii nutnou k indukci fazového prechodu z «-faze
na (-fazi, zavadi polarizované funkéni skupiny, a diky zvysSeni povrchové energie

preménu stabilizuje.
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Adheze bunék, neboli schopnost bunék prilnout k povrchiim, je proces zahrnujici
interakce mezi bunéénymi membranami a povrchy materiali. Pro aplikace v tkano-
vém inzenyrstvi a biomediciné je zasadni posouzeni fady faktorl, které tento proces
ovliviiuji. Adheze bunék je zprosttedkovavana transmebranovymi receptory, proteiny
v ECM a dalsimi adheznimi molekulami, a zavisi na biokompatibilité, povrchové
energii, chemickém slozeni, topografii a povrchové modifikaci pouzitych syntetickych
nanovlaken tvoricich tkanovy nosi¢. Studiem zkonstruovanych tkanovych nosict
pomoci SEM a CLSM se ukazalo, ze bunkdm vyhovuje prostfedi nanovlaken, které
napodobuje prirozené vlaknité mikro- a nano-rozmérné prostredi ECM. Chemické
slozeni PVDF se ukazalo byt pro bunky po jednodenni kultivaci netoxické a biokompa-
tibilni. Osetfené povrchy nanovlaken s vysokou povrchovou energii a polarizovanymi
funkénimi skupinami zlepsuji smécivost a interakci s bunéénymi membranami, ¢imz
vedou k vétsimu rozsiteni bunék po povrchu tkanového nosice a do jeho hlubsich
vrstev. Vhledem k tomu se ukazaly byt nejkompatibilnéjsimi tkanovymi nosi¢i vzorky

s tenkymi, usmérnénymi, hydrofilnimi a s vysoce piezoelektrickymi nanovlakny.
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Zavér

V ramci této bakalarské prace byla tspésné provedena literarni reserse v oblasti
KTI a navrhu funkéniho nanovldkenného tkanového nosice pro osazeni kostnimi
bunkami. Tato prace obsahuje sirsi pohled na danou problematiku a poskytuje
zéklady nutné pro volbu vhodného materialu, technologickych postupt a bunék,
které pri vzajemné kombinaci budou kompatibilni a vyprodukuji funkéni strukturu
o zadoucich vlastnostech. Cilem prace bylo vyrobit a prozkoumat biokompatibilni
nanovlakennou strukturu, kterou je mozné pouzit pro aplikace v KTI. Zvolena
kombinace PVDF materialu a metody elektrospradani nanovlaken byla v teoretické
casti dukladné popsana a zhodnocena vzhledem k osazeni bunkami Saos-2.

Parametry vyrobniho procesu byly experimenty optimalizovany a nasledné byly
vyrobeny 2 sady vzorki, jejichz zédkladni strukturni a funkéni analyzou se pracovni
nastaveni s vyssimi otackami kolektoru potvrdilo jako vhodné pro konstrukei bio-
kompatibilniho tkanového nosice s vysokym obsahem elektroaktivni krystalické faze.
Vzhledem k prirozené hydrofobicité PVDF byly pro dosazeni co nejoptimalnéjsiho
hydrofilniho prostredi pro adhezi bunék nanovlakna osetfeny Os, Ar a Oy + Ar
plazmou o riizné dobé ptisobeni a vykonu plazmy. Jako bunéény material pro osidleni
nosice byly zvoleny osteosarkomatické bunky Saos-2, které jsou povazovany za nejre-
prezentativnéjsi bunéény model pro studium interakei bunék osteoblastického typu
v tkanovych nosicich.

V ramci zédkladni vyzkumné analyzy tkanového nosice byla pouzita pro posouzeni
kvality nanovlaken, povrchové struktury a bunééné adheze metoda SEM. EDS
analyza v kombinaci s FTIR a Ramanovou spektroskopii poukazuje na souvislost
povrchovych strukturnich a funkcénich zmén indukovanych osetfenim O, plazmou,
které spolecné vedou ke stabilnimu fazového prechodu z «-faze na piezoelektrickou
-fazi a aktivaci povrchu. Skrze vysledky z méteni kontaktniho tthlu vody na povrchu
nanovlaken se modifikace vzorkt O, plazmou prokazala byt také icinnou z hlediska
zvyseni povrchové energie a tim hydrofilizace nosice. CLSM vyuzivajici fluorescenc¢ni
kontrastni barveni jader a cytoplazmy ukazuje, ze vyznamny pocet bunék Saos—2
se uchytil k jednotlivym nanovlaknim, osidlil povrch nosice a v pripadé hydrofilnich
elektroaktivnich nanovlaken také ve shlucich infiltroval hlubsi vrstvy nosice.

Na zakladé ziskanych dat se ukézaly byt nejkompatibilnéjsimi tkanovymi nosic¢i
vzorky s tenkymi, usmérnénymi, hydrofilnimi a s vysoce piezoelektrickymi nano-
vldkny vyrobené s rychlosti otdc¢eni kolektoru 2000 ot./min a oSetiené O, plazmou
po dobu 2 min s vykonem 200 W. Elektrospradand PVDF nanovlakna se ukazala
byt obecné velice dobie modifikovatelnou, kompatibilni a adaptabilni strukturou
vhodnou pro aplikaci v KTI, ktera diky piezoelektrickym vlastnostem umoznuje

elektromechanickou autostimulaci bunék.
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Hlavni omezeni prace predstavovala kratkodoba 24 hodinova kultivace bunék
na tkanovém nosici pred fixaci. V navazujicim studiu by bylo vhodné provést analyzu
stability tkanového nosice pri delsi kultivaci (napt. po 14 a 30 dnech) a stano-
veni dlouhodobych test zivotaschopnosti bunék. V budoucim vyzkumu by bylo
uzitecné dale detailnéji studovat a mérit piezoelektrickou odpovéd materialu v zavis-
losti na stimulaci vnéjsSim zdrojem deformace ¢i adheznimi silami usazenych bunék,
véetné hlubsiho posouzeni ¢inkt elektromechanické stimulace na riist, komunikaci

a proliferaci usazenych osteoblastickych bunék.
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Seznam symbolii a zkratek

AC

CAD

CLSM

DAPI

DMEM

DMSO

ECM

EDS

FITC

FTIR

KTI

P2VHR

PBS

PLA

PVDF

SE

SEM

TI

aceton

angl. Computer-Aided Design

angl. Confocal Laser Scanning Microscopy
4’,6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid
angl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

extracelularni matrix

energeticky disperzni rentgenova spektroskopie
fluorescein-5-isothiokyanat

angl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy
kostni tkanové inzenyrstvi

angl. Peak-to-Valley Height Ratio

angl. Phosphate Buffered Saline

polylaktid

polyvinylidenfluorid

sekundarni elektrony

skenovaci elektronova mikroskopie

tkanové inzenyrstvi
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