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ABSTRAKT 
T k á ň o v é i nžený r s tv í je p e r s p e k t i v n í b iomed ic ínský obor, k t e r ý se z a b ý v á obnovou poško

zených nebo z t r a c e n ý c h t k á n í . J e d n í m z k l íčových pi l í řů t k á ň o v é h o i nžený r s tv í jsou ma

te r iá ly z b iodeg radab i l n í ch p o l y m e r ů , k t e r é tvoř í fyzickou oporu b u n ě k a svými 

vlastnostmi podporu j í jejich růs t a diferenciaci. V e l m i d ů l e ž i t ý m aspektem t ě c h t o mate

r iá lů je jejich s t ruktura na mik roskop ické ú rovn i , k t e r á m ů ž e ovl ivni t charakter interakce 

s b u ň k a m i a t k á n í více než její chemické složení. Toho v y u ž í v á tato d i p l o m o v á p ráce , 

k t e r á se z a b ý v á n á v r h e m , v ý r o b o u a t e s t o v á n í m d v o u v r s t v é h o m a t e r i á l u z polydio-

xanonu, k t e rý z k a ž d é strany vykazuje rozd í lnou b u n ě č n o u ak t iv i tu . Jednu v rs tvu tvo ř í 

t e n k á fólie, jejíž povrch je pokryt s y s t é m e m k o n k á v n í c h struktur, v y t v o ř e n ý c h p o m o c í 

self-assembly metody z n á m é jako Brea th Figures. D r u h o u v r s tvu tvo ř í v l á k n a p ř i p r a v e n á 

s t e j n o s m ě r n ý m e l ek t r i ckým z v l á k ň o v a n í m s v y u ž i t í m p o l o p r ů m y s l o v é h o zař ízen í N a -

nospider. P o d ů k l a d n é charakterizaci z á k l a d n í c h v l a s t n o s t í ná s l edova ly in vitro testy 

s m y š í m i fibroblasty 3T3 . C C K - 8 test m e t a b o l i c k é ak t iv i ty a s n í m k y z e l ek t ronové a flu

o rescenčn í mikroskopie p r o k á z a l y ve lmi od l i šnou m í r u b u n ě č n é proliferace na obou stra

n á c h m a t e r i á l u . P roduk t m á tedy po tenc iá l fungovat jako rozhran í , k t e r é z j e d n é strany 

podporuje růs t t k á n ě , ale z d r u h é strany b r á n í n e ž á d o u c í m u p ř i r ů s t á n í t k á n ě j i né . T a k o v ý 

m a t e r i á l m á p e r s p e k t i v n í využ i t í v o p e r a t i v n í medic íně , k t e r á j iž d l o u h o d o b ě h l e d á od

pověď na o t á z k u , jak předej í t p o o p e r a č n í m k o m p l i k a c í m v d u t i n ě bř išní , j m e n o v i t ě ana-

s t o m o t i c k ý m l e a k ů m a i n t e r p e r i t o n e á l n í adhezi. Apl ikace v y v i n u t é h o m a t e r i á l u na 

o p e r o v a n é m í s t o m ů ž e t ě m t o p r o b l é m ů m z a b r á n i t a b ě h e m hojení se v tě le ne škodně 

rozloži t . 

Grafický abstrakt 
V ý r o b a mater iá lu neadhezivní strana - fólie Ap l ikace - a n a s t o m ó z y 

- adhezivní strana - vlákna 

Breath-Figure . f ° l i e s . 
, , konkavmmi 

polymeru self-assembly s t r u k t u r a m i 

elektrické 
zvlákňovaní 
(Nanospider) 

dvouvrstvý 
materiál 

aplikace 
dvojvrstvy 

peritoneálni 
adheze 

anastomotický 
leak 

Kl íčová slova: polydioxanon, Brea th Figures, fólie, n a n o v l á k n a , t k á ň o v é i nžený r s tv í 



ABSTRACT 
Tissue engineering is a perspective field of biomedicine, which studies the possibilities of 

replacement of damaged or lost tissue. A key aspect of tissue engineering are biodegrada

ble polymeric materials, wh ich act as a scaffold that physical ly supports cells and pro

motes their growth and differentiation. A n important property of such materials is their 

structure on the microscopic level, which influences the interaction w i t h tissues even more 

than their chemical composit ion. The presented d ip loma thesis takes advantage of this 

reali ty and aims at developing a double-layered material made of polydioxanone, which 

exhibits a different level of cell ac t iv i ty on each of its two surfaces. One layer consists of 

a th in foil w i t h an array of cavities on its surface, created using the Brea th Figures self-

assembly method. The other layer is made of fibres produced by ut i l iz ing Nanospider, 

a D C electrospinning machine for nanofiber product ion on a semi-industrial scale. After 

a thorough characterization of the material 's properties, in vitro tests w i th 3T3 mouse 

fibroblasts were conducted. C C K - 8 metabolic ac t iv i ty test, as well as electron and fluo

rescent microscopy proved that the degree of cell proliferation is significantly different on 

each side of the product. Therefore, the material has a potential to act as a physical 

interface, which promotes tissue regrowth on one side, but prevents unwanted tissue 

adhesion on the other side. Such material has a perspective to be used during surgical 

procedures i n the abdominal cavity, which carry unresolved risks of complications, in 

cluding anastomotic leaks and intraperitoneal adhesions. A patch of the material de

scribed in this work can be applied to the surgery site to reduce risk of the aforementioned 

complications, while degrading harmlessly i n the body during the healing process. 

Graphical abstract 
Material production non-adhesive side-foil Application - anastomosis 

Keywords: polydioxanone, Brea th Figures, foils, nanofibers, tissue engineering 
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I . T E O R E T I C K Á Č Á S T 



1 ÚVOD 

Nezanedbatelnou čás t l idské populace d e n n ě t r á p í nemoci a pos t ižen í spo jená s poškoze

n ím , z t r á t o u či n a r u š e n í funkce něk t e r é z t k á n í nebo o r g á n ů , ať už se j e d n á o ú razy , 

popá l en iny , geneticky p o d m í n ě n é abnormali ty nebo celou ř a d u civi l izačních o n e m o c n ě n í , 

v č e t n ě k a r d i o v a s k u l á r n í c h chorob či rakoviny. Med ic ína pracuje s r ů z n ý m i metodami, jak 

tyto stavy léčit a kompenzovat. T r a d i č n í postupy, jako jsou transplantace, či p r o t e t i c k é 

n á h r a d y , jsou v š a k spojené s n e z a n e d b a t e l n ý m i úska l ími , k t e r á se dosud nepoda ř i l o uspo

kojivě vyřeš i t a nab íz í se tak o t á z k a , zda není žádouc í zvoli t zcela j i n ý p ř í s t u p . 

T k á ň o v é i nžený r s tv í je p o m ě r n ě m l a d ý obor, k t e rý by mohl b ý t o d p o v ě d í na tuto o t á z k u . 

Z a použ i t í v l a s t n í c h b u n ě k pacienta a v ideá ln ím p ř í p a d ě l evných a d o s t u p n ý c h m a t e r i á l ů 

se tento b iomed ic ínský směr pokouš í o produkci b io logických n á h r a d , co m o ž n á nejvěrněj i 

kopíruj íc ích funkci p ů v o d n í čás t i l idského t ě l a a bez r iz ika o d m í t n u t í organismem. J e d n í m 

ze t ř í k l íčových pi l í řů tohoto oboru (vedle b u n ě k a r ů z n ý c h t y p ů b iochemických s ignálů) 

jsou p r á v ě v h o d n é m a t e r i á l y , tzv. scaffoldy, k t e r é t vo ř í z á k l a d n í „lešení" pro nově vytvo

ř e n o u t k á ň , p ř í p a d n ě mohou plnit i dalš í funkce, n a p ř í k l a d u s m ě r ň o v a t regeneraci t k á n ě 

u r č i t ý m z p ů s o b e m a b r á n i t tak n a p ř . n e ž á d o u c í m u s r ů s t á n í v p o o p e r a č n í r áně . 

Ta to d i p l o m o v á p r á c e se z a b ý v á n á v r h e m , v ý r o b o u a t e s t o v á n í m jednoho t a k o v é h o ma

te r iá lu . P o p r o z k o u m á n í p o ž a d a v k ů k l a d e n ý c h na biologické scaffoldy a r ů z n ý c h m o ž n o s t í 

jejich p ř í p r a v y a modifikace by l p ř i p r a v e n d v o u v r s t v ý m a t e r i á l , j ehož z á k l a d e m je fólie 

z b i o d e g r a d a b i l n í h o polymeru polydioxanonu. Jedna strana fólie nese specifickou struk

turu v y t v o ř e n o u self-assembly metodou z n á m o u jako Breath Figures, z a t í m c o d r u h á 

strana je p o k r y t á n a n o v l á k n y . P o ana lýze r ů z n ý c h v l a s t n o s t í tohoto m a t e r i á l u bylo usou

zeno, že m á po tenc iá l podporovat b u n ě č n o u proliferaci na j e d n é s t r a n ě , ale b r á n i t př i 

r ů s t á n í ke t k á n i ze strany d r u h é . Ta to h y p o t é z a by l a ná s l edně o v ě ř e n a in vitro testy 

s m y š í m i fibroblasty. 

K p ř í p r a v ě s t r u k t u r o v a n é fólie b y l využ i t j e d n o d u c h ý postup zahrnu j í c í n an esen í t e n k é 

vrs tvy roztoku polydioxanonu na h l a d k é sk leněné des t i čky a jejich u m í s t ě n í do k l imat i 

zované komory, kde byly vystaveny toku vzduchu o def inované vlhkost i a t ep lo t ě . Z a 

t ě c h t o p o d m í n e k došlo k o d p a ř e n í r o z p o u š t ě d l a z roztoku a z á r o v e ň ke kondenzaci vod

n ích kapek na h l ad ině t u h n o u c í h o polymeru. Ot i sky t ě c h t o kapek p o t é zůs t a ly z a c h o v á n y 

na vzniklé p o l y m e r n í fólii v p o d o b ě s y s t é m u k o n k á v n í c h struktur. K e l ek t r i ck ému 
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z v l á k ň o v a n í bylo p o u ž i t o zař ízení Nanospider 1WS500U umožňu j í c í produkci nanov lá -

k e n n ý c h vrstev v p o l o p r ů m y s l o v é m m ě ř í t k u . Morfologie fólie i v l á k e n n é vrs tvy by la cha

r a k t e r i z o v á n a skenovac í elektronovou mikroskop i í a opt ickou prof i lometr i í . P ř e d in vitro 

t e s t o v á n í m by l proveden test cytotoxic i ty dle normy ISO 10993:5. In vitro test b u n ě č n é 

proliferace by l vyhodnocen u r č e n í m m e t a b o l i c k é ak t iv i ty b u n ě k p o m o c í C C K - 8 , k r o m ě 

toho by la b u n ě č n á populace p o z o r o v á n a p r o s t ř e d n i c t v í m skenovac í e l ek t ronové mikro

skopie a f luorescenční mikroskopie. 

Celý m a t e r i á l je p ř i p r a v e n pouze z jednoho, p ř íp . kombinace dvou t y p ů p o l y m e r ů , bez 

jakéko l iv modifikace jejich chemické s t ruktury či n a v á z á n í da lš ích lá tek . P roduk t tak 

p ř e d s t a v u j e z a j í m a v o u u k á z k u , j ak lze pouze morfologií m a t e r i á l u ov l ivňova t interakci 

scaffoldu s t k á n í a mohl by b ý t n a p ř í k l a d z á k l a d e m scaffoldů, k t e r é budou podporovat 

hojení p o o p e r a č n í c h ran v d u t i n ě bř i šn í a z á r o v e ň b r á n i t i n t r a p e r i t o n e á l n í adhezi. 
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2 TKÁŇOVÉ I N Ž E N Ý R S T V Í 

N á p l n í t é t o d ip lomové p r á c e je vývoj m a t e r i á l u pro t k á ň o v é inženýr s tv í . T a k o v é materi

ály jsou a p l i k o v á n y v ž ivých organismech, kde podporu j í regeneraci t k á n í . D íky tomu 

jsou na ně kladeny m n o h o č e t n é a ve lmi specifické p o ž a d a v k y . P r o jejich p o c h o p e n í by la 

provedena l i t e rá rn í rešerše, jejíž n á p l n í jsou z á k l a d n í pr incipy t k á ň o v é h o inženýrs tv í , 

z e j m é n a v z á j e m n á interakce b u n ě k , m a t e r i á l ů a dalš ích fak torů . 

2.1 Definice a význam tkáňového inženýrství a úskalí jeho alternativ 

T k á ň o v é inženýr s tv í (tissue engineering, T E ) je obvykle de f inováno jako mul t id isc ip l i -

n á r n í obor, k t e r ý v y u ž í v á p o z n a t k ů i nžený r s tv í a p ř í rodn ích věd k vývoj i a v ý r o b ě biolo

g ických n á h r a d , k t e r é mohou nahradit či obnovit p o š k o z e n o u t k á ň či o rgán , nebo mohou 

vylepš i t jeho funkci [1]. Proces t k á ň o v é h o i nžený r s tv í lze s t r u č n ě shrnout nás ledovně : 

Z á k l a d e m je v h o d n ý scaffold neboli „lešení" umožňuj íc í růs t a diferenciaci b u n ě k , k t e r ý m 

obvykle b ý v á b u ď dece lu l a r i zovaná b u n ě č n á hmota, nebo s y n t e t i c k ý p o l y m e r n í m a t e r i á l , 

k t e r ý svou s t rukturou a vlastnostmi m e z i b u n ě č n o u hmotu napodobuje. N a tento scaffold 

jsou zavedeny odpovída j íc í typy b u n ě k a vhodnou s t imu lac í (pomocí p a r a m e t r ů p ros t ř ed í , 

k je j ichž regulaci slouží bioreaktory, dá le p r o s t ř e d n i c t v í m s igná lů a t a k é p o m o c í d o d á v á n í 

v h o d n ý c h živin, h o r m o n ů , s t i m u l a n t ů a da lš ích ú č i n n ý c h lá tek) docház í k jejich prolife-

raci, p o s t u p n é m u osídlení celého scaffoldu a v h o d n é diferenciaci tak, že v ý s l e d n ý m pro

duktem je funkční umě le v y t v o ř e n á biologická t k á ň . T a t o t k á ň m ů ž e po t é sloužit k již 

z m í n ě n ý m úče lům, tedy k n á h r a d ě poškozené či chyběj íc í t k á n ě / o r g á n u pacienta. 

T rad i čně j š ím i metodami zabýva j í c ími se s t e j n ý m p r o b l é m e m jsou transplantace t k á n í 

a o r g á n ů a syn t e t i cké (mechan ické ) n á h r a d y a p ro t ézy . O p r v n í c h pokusech s transplan

tacemi exis tu j í z á z n a m y již z doby s t a rověku , n a p ř . v E b e r s k é m papyru d a t o v a n é h o do 

doby okolo 1550 př . n . 1. se lze dočís t o p r o c e d u ř e léčení popá l en in pomoc í transplantace 

kožních š t ě p ů [2]. Transplantace vě t š ích k u s ů t k á n í či celých i n t e rn í ch o r g á n ů n i c m é n ě 

by l a dlouho spíše p ř e d m ě t e m legend (p ř íběhy o t ě c h t o zákroc ích v y k o n a n ý c h bohy či 

léčiteli s n a d p ř i r o z e n ý m i schopnostmi lze dohledat v řeckém, ř í m s k é m , e g y p t s k é m či in 

d i ckém folklóru, spolehl ivé z á z n a m y o ú s p ě š n ý c h s k u t e č n ě v y k o n a n ý c h t r a n s p l a n t a c í c h 

tohoto t ypu v š a k neexis tuj í ) a reali tou se stala až v 50. letech 20. s tole t í , kdy by la pro

vedena p r v n í ú s p ě š n á transplantace ledviny [3]. 
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Ačkol iv se dnes j iž p o m ě r n ě ú spěšně da ř í transplantovat jak kusy t k á n í (např . kůže) , tak 

celé o rgány , transplantace jsou s tá le spojeny s v ý z n a m n ý m i úska l ími a omezen ími . P ř i 

transplantaci z t ě l a j i n é h o č lověka - dá rce (tzv. allograft) n e z ř í d k a docház í k nežádouc í 

reakci i m u n i t n í h o s y s t é m u , k t e rý transplantovanou t k á ň r o z e z n á v á jako cizí objekt. 

Tento p r o b l é m b ý v á k o m p e n z o v á n t l u m e n í m i m u n i t n í h o s y s t é m u p o m o c í imunosupresiv, 

k t e r é v š a k vede ke snížení obranyschopnosti organismu, či m á j iné nepř í zn ivé úč inky [4]. 

Dalš í kompl ikac í př i transplantaci allograftu m ů ž e b ý t nedostatek v h o d n ý c h d á r c ů - če

kací l h ů t y na transplantace býva j í d louhé ř á d o v ě i roky, což v p ř í p a d ě a k u t n í c h s t a v ů 

vyžadu j íc ích co nejrychlejš í řešení p ř e d s t a v u j e n e s m í r n ý p r o b l é m . V n ě k t e r ý c h p ř í p a d e c h 

lze využ í t t ransplantaci v l a s tn í t k á n ě z t ě la pacienta (autograft), k t e r á s výše z m í n ě n ý m 

r iz ikem i m u n i t n í reakce nen í spojena, m o ž n o s t i využ i t í t é t o metody jsou v š a k o mezené 

(z p o c h o p i t e l n ý c h d ů v o d ů takto nelze nahrazovat n a p ř . celé v n i t ř n í o r g á n y ) , j sou spojeny 

s da l š ím ch i ru rg i ckým z á s a h e m do t ě l a pacienta, a tedy p ř í p a d n ý m i kompl ikacemi a t a k é 

se z v ý š e n o u p r a v d ě p o d o b n o s t í infekce [5]. 

S te jně tak p ro t ézy , tedy nebiologické (mechan ické ) n á h r a d y zdaleka nejsou ideá ln ím ře

šen ím. V současné d o b ě je j iž m o ž n é sestrojit b ionické p ro t ézy konče t in , k t e r é jsou pro

pojené s n e r v o v ý m s y s t é m e m pacienta a umožňu j í u r č i t o u m í r u pohybu. V e vývoj i jsou 

rovněž technologie umožňuj íc í v y t v á ř e t smys lové vjemy (hmat, pocit tepla či chladu 

a p o d o b n ě ) . V současnos t i v š a k neexis tu j í k o m e r č n ě d o s t u p n é syn t e t i cké n á h r a d y 

s c h o p n é nahradit v šechny funkce p ů v o d n í biologické část i t ě l a dokonale [6]. Už íván í pro

téz je spojené i s p sych i ckými t ě ž k o s t m i (pacienti mívaj í ob t í že z t o t o ž n i t se s mechanic

kou n á h r a d o u a v n í m a t j i jako součás t v l a s t n í h o tě la , což mimo j iné souvisí p r á v ě 

i s absenc í smys lových v j e m ů a všech funkcí p ů v o d n í k o n č e t i n y ) , rehabilitace po ampu

taci a o b d r ž e n í p ro t e t i cké n á h r a d y je t a k é ve lmi n á r o č n á z časového , p sych ického i fi

n a n č n í h o hlediska [7]. 

Situace je j e š t ě m é n ě p ř í zn ivá v p ř í p a d ě i n t e r n í c h o r g á n ů . N a p ř í k l a d i m p l a n t o v a t e l n á 

u m ě l á srdce jsou p o u ž í v á n a a neus t á l e z d o k o n a l o v á n a j iž p řes 60 let, a ačkol iv ně j akou 

formu t a k o v é h o zař ízení j iž obdrže lo okolo 1700 p a c i e n t ů po celém světě , existuj ící u m ě l á 

srdce slouží spíše jako dočasné řešení k p ř e k l e n u t í doby p řed na l ezen ím v h o d n é h o d á r c e 

pro transplantaci . B y l y a jsou t a k é spojena s mnoha omezen ími , n a p ř . s t a r š í pneumaticky 

p o h á n ě n é modely v y ž a d o v a l y pro svou č innos t r o z m ě r n é p o h o n n é zař ízení , k t e r é zname

nalo p e r m a n e n t n í u p o u t á n í pacienta na lůžko. D o dnešn í doby se n ikomu nepodař i lo 
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sestrojit t a k o v é umělé srdce, k t e r é by umožn i lo s k u t e č n ě t rva lou n á h r a d u tohoto o r g á n u 

a zajistilo pacientovi d louhý a kva l i t n í ž ivot [8]. N i c nenasvědču je tomu, že by v t é t o 

oblasti mělo brzy dojí t k z á s a d n í m u p r ů l o m u , a tak se zdá , že biologické n á h r a d y t k á n í 

a o r g á n ů v y t v o ř e n é p o m o c í t k á ň o v é h o inženýr s tv í by mohly p ř e d s t a v o v a t lepší řešení . 

T k á ň o v é i nžený r s tv í m á po tenc iá l el iminovat a obejí t v ě t š i n u p r o b l é m ů z m í n ě n ý c h u j i 

n ý c h metod n á h r a d y t k á n í a o r g á n ů . T k á ň o v é i nžený r s tv í u m o ž ň u j e použ í t k „vypěs to

v á n í " n á h r a d y v l a s tn í b u ň k y pacienta a t í m zamezit o d m í t a v é reakci i m u n i t n í h o s y s t é m u 

na novou t k á ň . V p ř í p a d ě , že je jako zák lad n á h r a d y p o u ž i t a dece lu l a r i zovaná mezibu-

n ě č n á hmota, je spektrum m o ž n ý c h d á r c ů mnohem širší než v p ř í p a d ě transplantace ce

lého o r g á n u , neboť nen í n u t n é řeši t kompat ib i l i tu dá rce a př í jemce (ta je za j i š t ěna 

o s a z e n í m dece lu la r i zované hmoty v l a s t n í m i b u ň k a m i p ř í j emce) , pokud je použ i t ý scaffold 

syntet icky p ř i p r a v e n ý , nen í n u t n é d á r c o v s t v í řešit v ů b e c . T k á ň o v é i nžený r s tv í cílí na 

p ř í p r a v u biologických n á h r a d t v o ř e n ý c h b u ň k a m i a m e z i b u n ě č n o u hmotou, a tedy v ě r n ě 

kopíruj íc ích p ů v o d n í o r g á n / t k á ň a v š e c h n y jejich funkce, což je v kontrastu s j iž zmíně 

n ý m i nedokonalostmi s y n t e t i c k ý c h n á h r a d a p ro téz . 

2.2 Historie tkáňového inženýrství 

P o č á t k y t k á ň o v é h o i nžený r s tv í tak, jak ho c h á p e m e dnes, lze vysledovat na p o č á t e k 

70. let 20. s to le t í do Spo jených s t á t ů A m e r i c k ý c h , k o n k r é t n ě do m ě s t a Boston, k t e r é bylo 

po více než deset let j e d i n ý m centrem v ý z k u m u tohoto n o v é h o v ě d n í h o oboru. Tehdy 

doktor W . T . Green, m í s t n í d ě t s k ý chirurg, provedl p r v n í pokusy s r egenerac í t k á n ě 

( k o n k r é t n ě chrupavky) p o m o c í c h o n d r o c y t ů ( b u n ě k c h r u p a v č i t é t k á n ě ) i m p l a n t o v a n ý c h 

na kos tn í š t ěp iny . Exper iment sice nedopadl úspěšně , z á k l a d n í m y š l e n k a (zaveden í vhod

n é h o t y p u b u n ě k na odpovída j íc í scaffold) v š a k by la s p r á v n á . B ě h e m někol ika n á s l e d n ý c h 

let bylo provedeno vícero e x p e r i m e n t ů s cí lem v y t v o ř i t novou kožní t k á ň pro implantac i 

p a c i e n t ů m s p o p á l e n i n a m i . T y t o pokusy využ íva ly r ů z n é typy kožních b u n ě k (kožní fib-

roblasty, kerat inocyty, ...) a jako scaffold by la v ě t š i n o u p o u ž i t a ně j aká forma kolagenu. 

Z á s a d n í mi ln ík ve vývoj i t k á ň o v é h o i nžený r s tv í přišel u p r o s t ř e d 80. let, kdy vědc i Joseph 

V a c a n t i a Robert Langer přišli s m y š l e n k o u k o n t r o l o v a n é h o designu v l a s tn í ch scaffoldů 

z p o l y m e r n í c h m a t e r i á l ů . D o t é doby se na v š e c h n y experimenty použ íva ly pouze p ř í rodn í 

m a t e r i á l y , u k t e r ý c h nebylo m o ž n é ov l ivňova t v š e c h n y klíčové vlastnosti a je j ichž použ i t í 

v roli scaffoldů p ř ináše lo n e p ř e d v í d a t e l n é výs ledky . 
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P a t r n ě p r v n í použ i t í t e r m í n u „ t k á ň o v é i n ž e n ý r s t v í " je d a t o v á n o do roku 1991, kdy v pe

r iod iku Surgical Engineering Intrernational vyšel č lánek s n á z v e m „ F u n c t i o n a l Organ 

Replacement: The New Technology of Tissue Engineering". B ě h e m 90. let se t a k é v ý z k u m 

t k á ň o v é h o i nžený r s tv í rozšířil z oblasti Massachusetts i do j i n ý c h ob la s t í Spo jených s t á t ů 

a t a k é do E v r o p y a Japonska. V ě t š i n a v ý z k u m n í k ů p ř i t o m u d r ž o v a l a spo luprác i s původ 

n ími b o s t o n s k ý m i p r ů k o p n í k y tohoto oboru [9]. 

T k á ň o v é i nžený r s tv í se dostalo do ve ře jného p o v ě d o m í (nutno podotknout že p o m ě r n ě 

r o z p o r u p l n ý m z p ů s o b e m ) v polovině 90. let, kdy byly ve č l ánku od B B C o po tenc i á lu 

tohoto oboru použ i t y fotografie tzv. Vacan t iho myši , k t e r á m ě l a na zád ech s t rukturu 

p ř ipomína j í c í l idské ucho. Jednalo se o součás t experimentu, kdy by la c h r u p a v č i t á struk

tura t v o ř e n á b u ň k a m i skotu i m p l a n t o v á n a do myš i , aby n á s l e d n ě prorostla m y š í m i b u ň 

kami [10]. Fotografie vzbudi ly velké kontroverze, k t e ré byly ale zčás t i z p ů s o b e n é 

n e p o c h o p e n í m podstaty experimentu la ickou veře jnos t í . 

P r v n í pacient léčený za použ i t í metod t k á ň o v é h o inženýr s tv í by l m l a d ý člověk s vrozenou 

vadou h r u d n í h o koše, d íky k t e r é m u mimo j iné chybě l a h r u d n í kost (sternum). U tohoto 

pacienta by la chyběj íc í kost nahrazena c h r u p a v č i t o u t k á n í , v y t v o ř e n o u p o m o c í implan-

tace v l a s t n í c h ( au to logn ích) c h o n d r o c y t ů pos t i ženého na s y n t e t i c k ý p o l y m e r n í scaffold. 

Podobnou metodou by l v roce 1998 u j i n é h o č lověka s u b s t i t u o v á n chyběj íc í č lánek prstu, 

zde je za j ímavos t í , že jako scaffold posloužil po rózn í kus hydroxyapa t i tu z í skaný z moř 

ského k o r á l u [11]. Lze dohledat j e š t ě někol ik da lš ích p ř í p a d ů e x p e r i m e n t á l n í léčby s vyu

ž i t ím t k á ň o v é h o inženýrs tv í , z a t í m v š a k nedoš lo k m a s o v é m u nasazen í t ě c h t o p o s t u p ů do 

kl inické praxe. S tá le z b ý v á to t i ž vyřeš i t někol ik z á s a d n í c h p r o b l é m ů , jednak jak efekt ivně 

postupy t k á ň o v é h o i nžený r s tv í p řevés t do m a s o v é h o m ě ř í t k a (tzv. scaling up), ale t a k é 

jak omezit podí l b u n ě k , k t e r é nepřeži j í proces implantace nově v y t v o ř e n é t k á n ě . Ex is tu j í 

i e t i c k á úskal í - aby bylo m o ž n é efekt ivně v y t v o ř i t ve lké m n o ž s t v í t k á n ě z někol ika m á l o 

b u n ě k , je v ý h o d n é použ í t tzv. k m e n o v é b u ň k y (viz K a p i t o l a 2.3.1). V h o d n é typy kmeno

v ý c h b u n ě k se v š a k n ě k d y získávaj í k o n t r o v e r z n í m i z p ů s o b y , n a p ř í k l a d z p o t r a c e n ý c h 

l idských e m b r y í . Existuje někol ik hledisek, ze k t e r ý c h lze na tento p r o b l é m pohl íže t , sku

t ečnos t , že zde toto e t ické di lema existuje v š a k nelze zcela opomí je t . 

18 



2.3 Základní principy tkáňového inženýrství 

Jak j iž bylo z m í n ě n o v Kapi to le 2.1, obvyk lý postup t k á ň o v é h o i nžený r s tv í je následuj ící : 

Je v y t v o ř e n v h o d n ý scaffold (buď vyroben synteticky, nebo o d e b r á n z o rgan ické hmoty) , 

na k t e r ý je nasazen odpovída j íc í typ b u n ě k , jež jsou p ř e d e m k u l t i v o v á n y in vitro za pro 

ně p ř í zn ivých p o d m í n e k . B u ň k y u c h y c e n é na scaffoldu jsou nás l edně s t i m u l o v á n y vhod

nou k o m b i n a c í b iologických, chemických a fyzikálních f a k t o r ů a s ignálů , aby došlo k je

j i ch r ů s t u a diferenciaci k v y t v o ř e n í p o ž a d o v a n é h o t ypu t k á n ě . V souladu s t í m t o 

postupem se n ě k d y hovoř í o t ř e ch z á k l a d n í c h pil íř ích t k á ň o v é h o inženýrs tv í , nebo o „tri-

á d ě t k á ň o v é h o inžený r s tv í " [12], kde v š e c h n y t ř i komponenty muse j í fungovat v souladu, 

aby bylo m o ž n é dospě t k p o ž a d o v a n é m u výs ledku . T y t o komponenty jsou b u ň k y , 

scaffoldy a s igná ly . 

2.3.1 Buňky 

B u ň k y v y u ž í v a n é v t k á ň o v é m inžený r s tv í mohou p o c h á z e t z r ů z n ý c h zd ro jů a jsou růz

n ý c h t y p ů . P r e f e rované je použ i t í a u t o g e n n í c h b u n ě k (v las tn ích b u n ě k z t ě l a pacienta), 

použ i t í a l logenních b u n ě k ( b u n ě k od j i n é h o l idského dá rce ) a x e n o g e n n í c h b u n ě k ( b u n ě k 

z j i n é h o ž ivoč išného druhu) je v ž d y sp ja t é s r iz ikem nežádouc í ch i m u n i t n í c h reakcí . P r o 

jejich schopnost n e k o n e č n é h o dělení a diferenciace je t a k é výhodně j š í využ i t í k m e n o v ý c h 

b u n ě k oprot i b u ň k á m s o m a t i c k ý m . 

M e z i typy b u n ě k a t r a k t i v n í pro použ i t í v t k á ň o v é m inžený r s tv í pa t ř í : 

• E m b r y o n á l n í k m e n o v é b u ň k y (ESCs): V ý h o d o u t ě c h t o b u n ě k je schopnost m n o ž e n í 

bez diferenciace (self-renewal) a pluripotence, tedy schopnost diferenciovat se t é m ě ř 

v j akýko l iv typ buněk , a to jak e n t o d e r m n í c h (např . b u ň k y v n i t ř n í h o povrchu plic či 

t r áv i c ího t raktu) , m e z o d e r m n í c h (svalové, kos tn í aj. b u ň k y ) , i e k t o d e r m n í c h (nervové 

a e p i d e r m á l n í b u ň k y ) [13]. P r o b l é m e m jsou j iž z m í n ě n á e t i c k á di lemata související se 

z í s k á v á n í m t ě c h t o b u n ě k , proto se jako v h o d n á al ternat iva rozvíjí využ i t í indukova

n ý c h p l u r i p o t e n t n í c h k m e n o v ý c h b u n ě k ( i P S C ) - v iz pozděj i . 

• S o m a t i c k é k m e n o v é b u ň k y (SCSs): J e d n á se o typ k m e n o v ý c h b u n ě k nacházej íc í se 

v m a l é m m n o ž s t v í v dospívaj íc ích a dospě lých organismech. Existuje někol ik t y p ů 

S C S , z n ichž k a ž d ý je m u l t i p o t e n t n í , tedy schopný diferenciace pouze do u r č i t ého 

spektra b u n ě č n ý c h t y p ů (např . h e m a t o p o e t i c k é k m e n o v é b u ň k y jsou s c h o p n é 
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diferenciace ve v šechny h l avn í typy k revn ích buněk , jako jsou erytrocyty, monocyty 

a neutrofily). E t i k a využ i t í t ě c h t o b u n ě k je mnohem m é n ě r o z p o r u p l n á , jejich izolace 

a m n o ž e n í je v š a k o b t í ž n á a oproti e m b r y o n á l n í m k m e n o v ý m b u ň k á m maj í pouze 

o m e z e n é možnos t i diferenciace. 

I n d u k o v a n é p l u r i p o t e n t n í k m e n o v é b u ň k y (iPSCs): Z p ů s o b produkce tohoto typu 

k m e n o v ý c h b u n ě k by l objeven v p r v n í m dese t i le t í 21. s to le t í a spoč ívá v „přeprogra 

m o v á n í " s o m a t i c k ý c h b u n ě k p o m o c í t r a n s k r i p č n í c h f a k t o r ů (speciální typ proteinu 

k t e r ý ř ídí t ranskripci gene t ické informace) a kult ivace za p o d m í n e k imi tu j íc ích pod

m í n k y za k t e r ý c h vznikaj í e m b r y o n á l n í k m e n o v é b u ň k y [14]. V ý s l e d k e m jsou b u ň k y , 

k t e r é maj í p o d o b n é použ i t í jako E S C s , ale mohou b ý t v y t v o ř e n y ze s o m a t i c k ý c h bu

něk pacienta, bez nutnosti sklízení b u n ě k z l idských e m b r y í . V ý z k u m i P S C s s tá le 

p r o b í h á a objevuj í se tak nové a nové zdroje v h o d n ý c h s o m a t i c k ý c h b u n ě k pro pře 

p r o g r a m o v á n í (lze j iž využ í t n a p ř . kožní fibroblasty, kerat inocyty o d e b r a n é z v lasů 

a och lupen í , k revn í b u ň k y či dokonce epi te l iá ln í b u ň k y izo lované z moči [15], proces 

o d b ě r u b u n ě k pro p ř e p r o g r a m o v á n í je tak č ím dál m é n ě t r a u m a t i z u j í c í ) a t a k é se da ř í 

s t á le lépe ř íd i t jej ich diferenciaci. P r o b l é m e m z ů s t á v á z í skáván í a u d r ž o v á n í dosta

t ečné populace b u n ě k (viabi l i ta b u n ě k čas to rychle klesá j iž po někol ika m á l o pasá 

ž ích) , kontrola nad procesem diferenciace a z a m e z e n í m u t a c í m a ce lková 

t echno log ická n á r o č n o s t metod využívaj íc ích i P S C s . 

R e p r o g r a m o v a n é b u ň k y (DRCs): A l t e rna t ivou k v y t v o ř e n í i n d u k o v a n ý c h kmeno

v ý c h b u n ě k a jejich nás l edné diferenciaci je p ř í m é p ř e p r o g r a m o v á n í jednoho typu 

s o m a t i c k ý c h buněk , aby z nich vzn ik l typ j iný , tzv. transdiferenciace. Tento proces 

je p ř ímočaře j š í než využ i t í k m e n o v ý c h b u n ě k a teoreticky je tak lépe k o n t r o l o v a t e l n ý . 

J iž se v praxi podař i lo n a p ř . p ř e p r o g r a m o v a t l idské fibroblasty v n e u r o n o v é b u ň k y , 

m u l t i p o t e n t n í s rdečn í b u ň k y či v hepatocyty [16]. Tento p ř í s t u p je p o m ě r n ě nový 

a vyžadu je proto mnoho da l š ího v ý z k u m u , ale z d á se bý t ve lmi sl ibnou al ternativou 

k j i n ý m t y p ů m buněk . 

S o m a t i c k é b u ň k y : S o m a t i c k é neboli t ě ln í b u ň k y jsou p lně d i ferenciované b u ň k y ode

b r a n é z u r č i t é t k á n ě , n a p ř . fibroblasty, hepatocyty nebo osteoklasty. P ř e s t o ž e p r á c e 

s n imi je snazš í než s n ě k t e r ý m i z j i n ý c h z m í n ě n ý c h t y p ů buněk , využ i t í nacháze j í 

spíše ve v ý z k u m u než pro p r a k t i c k é aplikace v t k á ň o v é m inženýr s tv í . T o je p ř í p a d 

i t é t o d ip lomové práce , kde jsou pro in vitro testy v y r o b e n é h o d v o u v r s t v é h o m a t e r i á l u 
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v y u ž í v á n y m y š í fibroblasty 3T3 , j a k o ž t o jeden z ča s to v y u ž í v a n ý c h m o d e l o v ý c h t y p ů 

b u n ě k . 

2.3.2 Scaffoldy 

Scaffold („lešení") je m a t e r i á l , na k t e r ý jsou n a s a z o v á n y b u ň k y a poskytuje j i m mecha

nickou oporu a v h o d n é p o d m í n k y ke s p r á v n é m u r ů s t u a diferenciaci. Svými vlastnostmi 

by scaffold měl p ř i p o m í n a t m e z i b u n ě č n o u hmotu ( E C M ) . 

• O b e c n é p o ž a d a v k y na scaffoldy: K o n k r é t n í podoba a vlastnosti scaffoldů se m ů ž e 

lišit v závis lost i na jeho aplikaci , obecně je v š a k od scaffoldů v y ž a d o v á n o , aby byly 

b iokompa t ib i l n í , to z n a m e n á , že v p r o s t ř e d í l idského t ě l a m u s í p ř í z n i v ý m z p ů s o b e m 

interagovat s organismem [17]. K o n k r é t n ě je žádouc í , aby scaffold nebyl pro organis

mus tox ický , nevyvo láva l záně t l ivé i m u n i t n í reakce a aby nedoš lo k jeho oba len í va

z ivovou t k á n í (reakce organismu na c izorodé p ř e d m ě t y , k t e r é nen í s c h o p n ý rozložit 

nebo vy louč i t z t ě l a ) . Naopak by měl podporovat adhezi a s p r á v n ý rů s t a diferenciaci 

b u n ě k na svém povrchu a ve svém objemu [18, 19]. K tomu je dů lež i t á porozi ta ma

t e r i á lu - E C M nej lépe n a p o d o b u j í vysoce porézn í m a t e r i á l y s p o d o b n ý m i rozměry 

pó rů , jako je velikost b u n ě k , k t e r ý m i bude m a t e r i á l os ídlen (obvykle jednotky až 

des í tky m i k r o m e t r ů ) [20-23]. T o je t a k é d ů v o d , p roč jsou pro v ý r o b u scaffoldů v h o d n á 

s u b m i k r o n o v á v l á k n a a n a n o v l á k n a . Obvykle je t a k é n u t n é , aby by l scaffold biode-

g radab i ln í , to z n a m e n á , aby se po u r č i t é m čase v l idském těle rozložil na ne tox ické 

metaboli ty. D o b a degradace opě t záleží na k o n k r é t n í apl ikaci , m a t e r i á l by měl p lně 

zdegradovat až ve chvíli , kdy je j iž d o s t a t e č n ě p ro ros t lý novou t k á n í (scaffold je po

s t u p n ě nahrazen m e z i b u n ě č n o u hmotou [24]. S toxic i tou m a t e r i á l u v ý z n a m n ě souvis í 

p ř í t o m n o s t r ez iduá ln ích rozpouš t ěde l , obzvlášť pokud je scaffold p ř i p r a v e n elektric

k ý m z v l á k ň o v a n í m z p o l y m e r n í h o roztoku [25]. N ě k t e r é polymery p o u ž í v a n é v bio-

med ic íně lze d o b ř e rozpustit pouze v tox ických rozpouš t ěd l ech (např . 

polykaprolakton v chloroformu nebo polydioxanon v 2,2,2-trifluorethanolu) a po vý

robě scaffoldů by mě lo v m a t e r i á l u t ě c h t o rozpouš t ěde l z b ý v a t co ne jméně , ideá lně 

ž á d n é . V e l m i d ů l e ž i t ý m parametrem v y ž a d o v a n ý m pro zaveden í j akéhoko l iv biome-

d ic ínského v ý r o b k u do praxe (scaffoldů nevyj ímaje) je t a k é opakovatelnost v ý r o b y -

je n u t n é v y t v o ř i t postup, k t e r ý m bude m o ž n é scaffold o p a k o v a n ě p ř i p r a v o v a t , aniž 

by docháze lo k v ý r a z n ý m rozd í lům ve vlastnostech mezi j e d n o t l i v ý m i ša ržemi . T o 
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b ý v á p r o b l é m u scaffoldů za ložených na p ř í rodn ích ma te r i á l ech , n a p ř . kolagenu. Jed

no t l ivé šarže kolagenu se t o t i ž mohou mezi sebou lišit (dé lkou ř e t ězců apod. [26]). 

• Mater iá ly p o u ž í v a n é k v ý r o b ě scaf fo ldů: Lze je rozděl i t do dvou zák l adn í ch skupin 

- p ř í r o d n í a syn te t i cké . M e z i p ř í r o d n í m a t e r i á l y , k t e r é mohou sloužit jako zák lad 

scaffoldů p a t ř í peptidy a proteiny (kolagen, že la t ina , fibrinogen, elastin, p ř í r o d n í hed

váb í , kerat in a dalš í ) , polysacharidy (celulóza, chi t in , glykosaminoglykany), nebo po-

lynukleot idy - polymery složené ze s t e jných s t a v e b n í c h b loků, k t e r é tvoř í D N A 

a R N A [27]. V n ě k t e r ý c h p ř í p a d e c h b ý v á v y u ž í v á n a t a k é dece lu l a r i zovaná mezibu-

n ě č n á hmota. V ý h o d o u p ř í rodn ích m a t e r i á l ů je jejich v y s o k á b iokompat ib i l i t a a bio-

degradabil i ta - organismus se s t ě m i t o l á t k a m i běžně s e tkává , interaguje s n imi 

a k jejich degradaci m á obvykle k dispozici enzymy. N e v ý h o d o u jsou obecně horš í 

m e c h a n i c k é vlastnosti a příliš rych lá degradace oproti s y n t e t i c k ý m p o l y m e r ů m [28], 

vě t š í n á c h y l n o s t na p řenos infekce a p r o b l é m y s o p a k o v a t e l n o s t í p ř í p r a v y . M e z i syn

te t i cké m a t e r i á l y p o u ž í v a n é k p ř í p r a v ě scaffoldů p a t ř í p ř e d e v š í m následuj íc í poly

mery: Kyse l i na L-polymléčná ( P L A , přesněj i P L L A ) , kyselina po lyg lykolová ( P G A ) , 

kopolymery kyseliny po lymléčné a polyglykolové ( P L G A ) , polykaprolakton ( P C L ) , 

polyethylenglykol ( P E G ) , p ř í p a d n ě kopolymery výše z m í n ě n ý c h ( P C L - P E G , P C L -

P L A ) [29]. V ý h o d o u t ě c h t o p o l y m e r ů je, že je lze je snadno a ve ve lkém m ě ř í t k u 

o p a k o v a t e l n ě p ř i p r a v o v a t . Maj í t a k é vě tš í rozpě t í m e c h a n i c k ý c h v l a s t n o s t í a degra-

dabi l i ty než p ř í r o d n í l á tky , ty to vlastnosti mohou b ý t dá le p ř i z p ů s o b o v á n y k o n k r é t n í 

apl ikaci p r o s t ř e d n i c t v í m tvorby k o p o l y m e r ů . P r o t o ž e se v š a k j e d n á o t ě lu nepř i rozené 

l á tky , m ů ž e u nich d o c h á z e t k i m u n i t n í reakci organismu, p ř í p a d n ě k degradaci na 

metaboli ty s nep ř í zn ivými loká ln ími úč inky (např . vyvolávaj íc í z m ě n u p H ) . O poly

merech p o u ž i t ý c h v p r a k t i c k é čás t i t é t o p r á c e p o j e d n á v á K a p i t o l a 3. 

• T k á ň o v é i n ž e n ý r s t v í bez p o u ž i t í s ca f fo ldů: P o u ž i t í scaffoldů z ů s t á v á i n t eg rá ln í sou

čás t í vě t š iny e x p e r i m e n t ů v oblasti t k á ň o v é h o inženýrs tv í , exis tu j í v š a k i postupy, 

k t e r é od použ i t í scaffoldů upouš tě j í a m í s t o toho spoléhaj í čistě na m e z i b u n ě č n o u 

adhezi a schopnost b u n ě k v y t v á ř e t v l a s tn í m e z i b u n ě č n o u hmotu. Z v l á d n u t í t ě c h t o 

metod je l ákavé , neboť eliminuje celou ř a d u po tenc iá ln í ch r iz ik spo jených s p o u ž i t í m 

scaffoldů. P r o b l é m o v é je z v l á d á n í t ě c h t o p o s t u p ů v d o s t a t e č n ě ve lkém m ě ř í t k u , aby 

by ly prakt icky použ i t e lné [30]. 
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2.3.3 Signály 

Pojem „signály" v t k á ň o v é m inžený r s tv í zahrnuje někol ik r ů z n ý c h f a k t o r ů a m e c h a n i s m ů , 

je j ichž spo l ečným znakem je, že působ í na b u ň k y usazené na scaffoldu a ovl ivňuj í jejich 

rů s t a diferenciaci. 

• B i o l o g i c k é faktory: D o t é t o kategorie p a t ř í r ů z n é typy biomolekul podporu j íc ích re

generaci t k á n ě . Ma lé molekuly, kam se ř a d í kortikosteroidy a hormony, z p r o s t ř e d k o 

váva j í signalizaci i n t e r ce lu l á rn í (komunikaci u v n i t ř b u ň k y ) i i n t r a c e l u l á r n í 

(komunikaci mezi b u ň k a m i ) p r o s t ř e d n i c t v í m n a v a z o v á n í se na specifické typy b u n ě č 

n ý c h receptoru. Pep t idy a b í lkoviny (proteiny), mohou plnit funkci m i t o g e n ů ( lá tek 

spouš tě j íc ích m i t ó z u - b u n ě č n é dě lení ) , mor fogenů ( lá tek ř ídících b u n ě č n o u diferen

ciaci) nebo c y t o k i n ů ( lá tek spouště j íc ích i m u n i t n í reakci). Specifickou skupinou bio

molekul jsou r ů s t o v é faktory, j e d n á se opě t o molekuly b í lkov inné povahy, k t e r é se 

v á ž o u na b u n ě č n é receptory a podporu j í r ů s t t k á n ě , k t e r á p o t é p ř i b ý v á rychleji než 

bez jejich použ i t í [28]. P ř í k l a d y r ů s t o v ý c h fak to rů , je j ichž už i t í v t k á ň o v é m inženýr

s tv í bylo p o p s á n o a p u b l i k o v á n o , jsou b F G F / F G F - 2 (faktory podporu j íc í růs t fibrob-

l a s tů ) nebo V E G F , k t e r ý podporuje rů s t cévn ího epitelu [31]. Existuje někol ik 

m e c h a n i s m ů n a v á z á n í a dopravy bio logických f ak to rů k b u ň k á m . P r v n í m o ž n o s t í je 

n a v á z á n í faktoru na ně jaký nosič (kova len tně , nebo častěj i n e k o v a l e n t n ě ) , n a p ř . do 

l ipozomu, p o l y m e r n í c h mikrosfér nebo do hydrogelu [32]. N ě k t e r é biologické faktory 

zůs t áva j í a k t i v n í i p ř i k o v a l e n t n í m n a v á z á n í na nosič nebo povrch. Fak to ry lze n ě k d y 

p ř í m o v m í c h a t do m é d i a př i in vitro b u n ě č n é kul t ivac i , zde v š a k m ů ž e bý t p r o b l é m 

s ř í zen ím rychlosti , j akou je maj í b u ň k y s p o t ř e b o v á v a t . Jednou z možnos t í , j ak toho 

docíl i t , je ř ízení a u t o k r i n n í - p a r a k r i n n í signalizace mezi b u ň k a m i [33], což je v š a k slo

ž i tý proces. Da lš í m o ž n o s t í je z a k o m p o n o v á n í b io logických f ak to rů p ř í m o do 

scaffoldu, rychlost u v o l ň o v á n í je po t é ř í zena rych los t í degradace scaffoldu. 

• F y z i k á l n ě - c h e m i c k é faktory: M í r a b u n ě č n é adheze ( z p r o s t ř e d k o v á n a spec iá ln ími 

proteiny - integriny), s te jně jako schopnost a rychlost proliferace a diferenciace do 

velké m í r y závis í na morfologii a fyz iká lně-chemických vlastnostech povrchu 

scaffoldu. P ř i v ý r o b ě scaffoldu je tak n u t n é docílit v h o d n é topografie a geometrie 

(velikost pórů , t l oušťku a orientaci v l áken a p o d o b n ě ) , p ř í p a d n ě lze použ í t r ů z n é 

metody p o v r c h o v ý c h ú p r a v ke z lepšení v l a s t n o s t í m a t e r i á l u . Da l š ími faktory, na 
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k t e r ý c h záleží, je elasticita m a t e r i á l u a vnějš í síly, k t e ré na něj působ í , n a p ř . t lak či 

per iod ické n a m á h á n í v u r č i t é m s m ě r u - n ě k t e r é typy t k á n í ( nap ř . kos tn í t k á ň nebo 

v n i t ř n í povrch plic) jsou to t i ž p ř i rozeně vystaveny p o d o b n ý m p o d m í n k á m a jejich 

simulace tak vede k lepší regulaci b u n ě č n é diferenciace [34]. 

• Bioreaktory: Bioreaktor je zař ízení , k t e ré dokáže v y t v á ř e t d y n a m i c k é p r o s t ř e d í 

v h o d n é k b u n ě č n é kul t ivac i . Ku l t i vace ve s t a t i c k é m p r o s t ř e d í (bez p r o m í c h á v á n í ) 

u m o ž ň u j e v y p ě s t o v a t pouze u r č i t o u m a x i m á l n í t l oušťku t k á n ě , než se vysky tnou pro

b l é m y se za j i š t ěn ím kysl íku, živin a odvodu m e t a b o l i t ů všech b u n ě k [35]. P o u ž i t í 

bioreaktoru tento p r o b l é m eliminuje, a nav íc u m o ž ň u j e p ů s o b e n í da lš ích fyzikálně-

c h e m i c k ý c h fak torů , k t e r é byly z m í n ě n y v p ř e d c h o z í m bodě . Existuje někol ik t y p ů 

bioreaktoru s r ů z n o u m í r o u s loži tost i , ne j j ednodušš í bioreaktor je v p o d s t a t ě konti

n u á l n ě p r o m í c h á v a n á p r ů h l e d n á n á d o b a (tzv. spinner fíask reactor), s loži tějš ím ty

pem je n a p ř . k o m p r e s n í bioreaktor, k t e r ý u m o ž ň u j e d y n a m i c k é n a m á h á n í scaffoldu 

a je tak v h o d n ý n a p ř . ke s t imulaci r ů s t u c h r u p a v č i t é t k á n ě . 
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3 BIO PO LYMERY A S P E C I A L I Z O V A N É ME
TODY J E J I C H ZPRACOVÁNÍ 

P r v n í čás t t é t o kapi toly p ř e d s t a v u j e vhled do v l a s t n o s t í a využ i t í dvou b i o p o l y m e r n í c h 

m a t e r i á l ů , k t e ré jsou v y u ž í v á n y v p r a k t i c k é čás t i - polydioxanonu a poly kap rolaktonu. 

D r u h á polovina se pak z a b ý v á metodami e lek t r i ckého z v l á k ň o v a n í a Breath-figure self-

assembly. T y t o spec ia l izované metody jsou využ i t y v p r a k t i c k é čás t i p r áce k p ř í p r a v ě 

m a t e r i á l ů se specifickou strukturou, k t e r á z á s a d n ě ovl ivňuje , j a k ý m z p ů s o b e m in te ragu j í 

s b u ň k a m i a t k á n í . 

3.1 Polydioxanon 

Polydioxanon, přesněj i poly-p-dioxanon ( P D X ) je s y n t e t i c k ý semik rys t a l i cký polyester, 

v j ehož s t r u k t u ř e se opaku j í e t h e r o v é a e s t e rové jednotky. Tep lo ta t á n í polydioxanonu je 

okolo 110 °C a teplota ske lného p ř e c h o d u leží v rozmezí -10 až 0 °C [36]. K v ý r o b ě P D X 

slouží p-dioxanon, P D X se z něj v y r á b í p o m o c í polymerizace s o t e v í r á n í m k ruhu (ring 

opening polymerization) za p ř í t o m n o s t i o r g a n o k o v o v é h o k a t a l y z á t o r u , n a p ř . acetylace-

tonu z i rkonu nebo l a k t á t u z inku , a za d o d á n í tepla. Tento proces je schematicky znázor 

n ě n na O b r á z k u 1. 

katalyzátor 

Obrázek 1: Reakční schéma výroby polydioxanonu. 

Nejs ta r š í a nej rozšířenější ap l ikac í polydioxanonu v med ic íně je v ý r o b a ch i ru rg ických ši

cích ni t í . Z a t í m t o úče lem by l t a k é tento polymer p ů v o d n ě v y r á b ě n americkou společnos t í 

E t h i c o n Inc. Po lyd ioxanon b ý v á z p r a c o v á v á n e x t r u z í za nejnižší m o ž n é teploty, aby se 

p ředeš lo jeho depolymerizaci [36]. Ch i ru rg i cké n i t ě z P D X se vyznaču j í vysokou o h e b n o s t í 

a v p o r o v n á n í s j i n ý m i čas to v y u ž í v a n ý m i v l ákny , jako je Dexon ( P G A ) a V i c r y l (kopo-

lymer P G A a P L A ) u nich docház í k pomale j š í degradaci, př i k t e r é nit z t r á c í m é n ě ze 

své pevnosti. K ú p l n é m u v s t ř e b á n í v těle docház í p ř ib l ižně po šest i měsíc ích . R o v n ě ž 

záně t l ivos t P D X ni t í b ý v á v p o r o v n á n í s j i n ý m i m a t e r i á l y nižší. 

Da l š ím p o u ž i t í m P D X je v ý r o b a b i l iá rn ích s t e n t ů , k t e r é se používa j í pro léčbu ben ign í 

b i l iá rn í s t enózy ( n e n á d o r o v é o n e m o c n ě n í př i k t e r é m docház í ke zúžen í ž lučových cest). 
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Touto ap l ikac í se z a b ý v á společnos t E L L A - C S , od k t e r é pocházej í vzorky polydioxano-

n o v ý c h n i t í p o u ž í v a n é v p r a k t i c k é čás t i k p ř í p r a v ě p o l y m e r n í c h fólií [37]. 

P r o snadnou viditelnost př i použ i t í jako šicí m a t e r i á l nebo stent bývaj í P D X n i t ě obar

veny, nejčastěj i barvivem Solvent Vio le t 13 ( jedná se o a n t r a c h i n o n o v é barvivo se syste

m a t i c k ý m n á z v e m l-hydroxy-4-(4-methylanil ino)anthracen-9,10-dion), k t e r é j i m 

propůjču je t m a v ě modrofialovou barvu [38]. T a k t o by l obarven i m a t e r i á l p o u ž í v a n ý jako 

surovina v p r a k t i c k é čás t i , což je p ř í č inou f ialového z a b a r v e n í p ř i p r a v e n ý c h p o l y m e r n í c h 

fólií ( p a t r n é na O b r á z k u 7 na s t r a n ě 43). 

V pos ledn í d o b ě jsou z k o u m á n y m o ž n é nové b iomedic ínské aplikace P D X . U k á z a l o se, že 

metodou e l e k t r o s t a t i c k é h o z v l á k ň o v a n í lze p ř ip r av i t P D X n a n o v l á k e n n ý m a t e r i á l s tako

v ý m i r o z m ě r y v l á k e n a pórů , že napodobuje s t rukturu m e z i b u n ě č n é hmoty [36]. Mecha

nické vlastnosti P D X n a n o v l á k e n jsou nav íc p o d o b n é m e z i b u n ě č n é h m o t ě poj ivové t k á n ě , 

jejíž h l avn í s t ruktura je t v o ř e n a kolagenem a elastinem. P D X t a k é vykazuje u r č i t o u tva

rovou paměť , což je př i apl ikaci v rol i š icího m a t e r i á l u spíše n e v ý h o d a , neboť je kompl i 

kovaně jš í na n i t i v á z a t a p e v n ě utahovat uzly, tuto vlastnost lze v š a k v ý h o d n ě využ í t př i 

p ř í p r a v ě cévních n á h r a d , nebo scaffoldů sloužících pro regeneraci cév. K o p o l y m e r i z a c í 

P D X s monomery d e r i v á t ů (např . s benzyloxymethyldioxanonem, j ehož n á s l e d n o u modi

fikací lze na ře tězci polymeru v y t v o ř i t h y d r o x y m e t h y l o v é funkční skupiny [39], nebo s j i 

n ý m i l á t k a m i (např . s k r á t k ý m i úseky polysacharidu nebo fosfátů [40]) lze ř ídi t rychlost 

degradace, a tak se o teví ra j í i nové m o ž n o s t i využ i t í P D X jako nosiče pro ř ízené uvo lňo

v á n í a dopravu léčiv (drug delivery systems). V ý h o d o u oprot i j i n ý m b i o p o l y m e r ů m (jako 

je P L G A ) , je t a k é sku t ečnos t , že d e g r a d a č n í produkty polydioxanonu nesnižuj í lokální 

p H , tyto z m ě n y p r o s t ř e d í to t i ž mohou n e g a t i v n ě ov l ivňova t b u n ě č n o u v iab i l i tu a prolife-

raci. 

3.2 Polykaprolakton 

Poly-s-kaprolakton, n ě k d y n a z ý v a n ý j e d n o d u š e polykaprolakton či P C L , je z á s t u p c e m 

hydro fobn ích b iodeg radab i ln í ch po lyes t e rů . J e d n á se o semikrys ta l i cký polymer, j ehož 

teplota t á n í je okolo 60 °C a teplota ske lného p ř e c h o d u -60 °C. P C L se v y r á b í polymeri-

zací s o t e v í r á n í m kruhu, kde jako prekurzor slouží s-kaprolakton, cykl ický polyester se 

s e d m i č e t n ý m kruhem v y r á b ě n ý oxidac í cyklohexanonu kyselinou peroxooctovou. 
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P o l y m e r i z a č n í reakce p r o b í h á za zvýšené teploty a obvykle za p ř í t o m n o s t i k a t a l y z á t o r u , 

n a p ř . 2 - e t h y l h e x a n o á t u c ína t ého . R e a k č n í s c h é m a v ý r o b y P C L znázo rňu j e O b r á z e k 2. 

n 
Obrázek 2: Schéma polymerizační reakce používané k výrobě PCL. 

Polymerizace P C L m ů ž e p r o b í h a t za r ů z n ý c h p o d m í n e k (teplota, doba polymerizace, typ 

a p ř í t o m n o s t k a t a l y z á t o r ů , p o m ě r m o n o m e r ů a r o z p o u š t ě d l a ) , t í m lze u r č o v a t molekulo

v o u hmotnost a polydisperzi tu v ý s l e d n é h o polymeru, a tedy dobu jeho degradace a me

chan ické vlastnosti [41]. 

P C L je d o b ř e r o z p u s t n ý v chloroformu, dichlormethanu, benzenu, cyklohexanonu nebo 

toluenu. H ů ř e r o z p u s t n ý je v acetonu, e t h y l a c e t á t u nebo dichlormethanu. V e v o d ě a etha-

nolu je P C L n e r o z p u s t n ý [42]. P ř i produkci v ý r o b k ů z P C L pro b iomed ic ínu se tak čas to 

nelze vyhnout použ i t í z d r a v í škodl ivých rozpouš t ěde l a je proto n u t n é v ě n o v a t pozornost 

m o ž n é p ř í t o m n o s t i r o z p o u š t ě d l o v ý c h rez iduí ve v ý s l e d n é m m a t e r i á l u . 

V e fyziologickém p r o s t ř e d í docház í k n e e n z y m a t i c k é hydro lýze e s t e rových vazeb a t í m 

k degradaci p o l y m e r n í h o ře tězce [43]. K r á t k é o l igomern í fragmenty ( re la t ivn í m o l e k u l o v á 

hmotnost nižší než 3000) jsou p o t é dá le d e g r a d o v á n y u v n i t ř b u n ě k . Ce lková doba degra

dace závis í na objemu m a t e r i á l u , u č i s tého h o m o p o l y m e r n í h o P C L se v š a k pohybuje 

v ř á d u měs íců až let. K ov l ivněn í doby degradace se v y u ž í v á kopolymerizace či míšen í 

s j i n ý m i druhy p o l y m e r ů [44]. 

Po lykapro lak ton je polymer, k t e rý je v současnos t i ho jně z k o u m á n a v y u ž í v á n v biome-

dicíně . Ačkol iv jeho b iokompat ib i l i ta nen í v z á k l a d n í fo rmě příliš vysoká , P C L nab íz í 

š i roké možnos t i modifikace, k t e r é u m o ž ň u j í upravovat ř a d u v l a s t n o s t í v ý s l e d n é h o mate

r iá lu , jako je doba degradace, smáč ivos t , nebo morfologie povrchu. Lze t a k é snadno vy

t v á ř e t blendy (směsi) a kopolymery s j i n ý m i l á t k a m i . D o b a degradace je obvykle delší 

než u j i n ý c h b i o p o l y m e r ů ( P L A , P G A , P L G A ) . P C L je nav íc dnes j iž r e l a t i vně levný 

a d o s t u p n ý m a t e r i á l . 

27 



N ě k t e r é v ý r o b k y z P C L jsou schvá leny pro med ic ínské využ i t í americkou Food and D r u g 

Admin i s t r a t ion ( F D A ) . M e z i ne j s ta r š í z nich p a t ř í Capronor, v s t ř e b a t e l n ý a n t i k o n c e p č n í 

i m p l a n t á t uvolňuj íc í z P C L tyč inek syntet ickou obdobu progesteronu [45]. J i n ý m př ík la

dem je Monoc ry l , b iodeg radab i l n í ch i ru rg i cká v l ákna , k t e r á jsou vyrobena z kopolymeru 

kaprolaktonu a g lykol idu [46]. D o s t u p n é jsou i drug delivery s y s t é m y na báz i P C L , kon

k r é t n ě v ý r o b k y spadaj íc í pod z n a č k u SynBiosys, k t e r é maj í formu mikrosfér , mik ro tyč i 

nek a j i n ý c h ú t v a r ů s ložených z kopolymeru lak t idu kaprolaktonu a ethylenglykolu. 

V ý r o b c e u v á d í , že ty to produkty mohou sloužit k ř ízené d o p r a v ě široké škály léčiv a j i 

n ý c h l á t ek a využ íva j í se n a p ř . př i léčbě cukrovky, k a r d i o v a s k u l á r n í c h o n e m o c n ě n í , v on

kológii nebo v oční medic íně [47]. K r o m ě toho lze s t e j n ý m kopolymerem p o k r ý v a t 

i m p l a n t á t y pro zvýšení jejich b iokompat ib i l i ty . 

Z a z m í n k u stojí v ý z k u m , k t e r é h o se d l o u h o d o b ě ú č a s t n í T e c h n i c k á univerzi ta v L ibe rc i 

ve spo luprác i s L é k a ř s k o u fakultou Univerz i ty K a r l o v y v P l z n i a vědci z da lš ích v ý z k u m 

n ý c h ins t i tuc í , v č e t n ě z a h r a n i č n í c h . Ú s t ř e d n í m t é m a t e m t é t o v ý z k u m n é č innos t i je vývoj 

b iodeg radab i ln í ch , pro b u ň k y a n t i a d h e z i v n í c h m a t e r i á l ů , k t e ré by mohly sloužit k zab rá 

něn í n e ž á d o u c í m u s r ů s t á n í t k á n í př i p o o p e r a č n í léčbě (k p o d o b n é m u úče lu by mohl sloužit 

i m a t e r i á l p ř i p r a v e n ý v p r a k t i c k é čás t i t é t o p r áce ) . Ř a d a m a t e r i á l ů v y v i n u t ý c h a testo

v a n ý c h v r á m c i tohoto v ý z k u m u by la na báz i P C L . N a n o v l á k e n n é P C L vrs tvy p ř i p r a v e n é 

bez jeh lovým e l ek t r i ckým z v l á k ň o v a n í m na zař ízení Nanospider byly o t e s t o v á n y in vivo 

jako kryc í m a t e r i á l na s t ř evn í a n a s t o m ó z y , k t e r ý by měl podporovat hojení t k á n ě a omezit 

r iz iko a n a s t o m o t i c k é h o leaku (komplikace př i k t e r é docház í k p r o s a k o v á n í obsahu s t ř e v a 

skrz a n a s t o m ó z u , v ý z n a m n ě zvyšující mor ta l i tu a r iz iko dalš ích kompl ikac í ) . M a t e r i á l se 

ukáza l bý t d o b ř e b i o k o m p a t i b i l n í a c y t o k o m p a t i b i l n í , nebyl p o z o r o v á n ž á d n ý nega t i vn í 

efekt na organismus zv í řa t , n a n o v l á k e n n o u z á p l a t u bylo m o ž n é snadno u m í s t i t na posti

žené mís to , k t e r é z a k r ý v a l a po celou dobu experimentu (i když v n ě k t e r ý c h p ř í p a d e c h 

došlo k j e j í m u d r o b n é m u posunu). V o š e t ř e n ý c h mí s t ech bylo z j i š těno v ý r a z n ě vyšš í 

m n o ž s t v í kolagenu než u zv í řa t , kde nebyla n a n o v l á k n a ap l i kována , což lze p o v a ž o v a t za 

d ů k a z stimulace hojení . K a n a s t o m o t i c k é m u leaku nedoš lo u ž á d n é h o z t e s t o v a n ý c h zví

ř a t z obou skupin (kon t ro ln í a t e s tovac í ) , v l iv n a n o v l á k e n n é z á p l a t y na snížení r i z ika 

leaku tedy nebylo m o ž n é posoudit [48]. 

V j i n é m experimentu by la jedna strana n a n o v l á k e n n é P C L vrs tvy upravena nejprve na

n e s e n í m m i k r o k a p i č e k p o m o c í electrosprayingu a nás l edně chemickou depozicí 
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hexamethyldis i loxanu. V ý s l e d k e m b y l velice hydro fobn í povrch, i n s p i r o v a n ý morfologií 

l o tosového l is tu. N á s l e d n é testy probíha j íc í po dobu šesti měs íců sledovaly m o ž n é z m ě n y 

morfologie a složení povrchu a p rokáza ly , že hydro fobn í vlastnosti u p r a v e n é h o povrchu 

zůs t áva j í z a c h o v á n y . Testy s b u n ě č n ý m i ku l tu rami vedly k p o t v r z e n í b iokompat ib i l i ty 

m a t e r i á l u a př i ex vivo testech bylo p o z o r o v á n o , že u p r a v e n á strana je m é n ě adhez ivn í 

pro b u ň k y a m a t e r i á l tak m á po tenc iá l b r á n i t n e ž á d o u c í m u p ř i r ů s t á n í t k á n ě př i hojení 

n a p ř . s t ř evn í a n a s t o m ó z y [49]. 

U v e d e n é p ř ík l ady prob íha j íc ího v ý z k u m u ukazu j í v ý h o d n é vlastnosti P C L (ze jména P C L 

n a n o v l á k e n ) , k t e r ý c h je v y u ž i t o v p r a k t i c k é čás t i p ř i p ř í p r a v ě j e d n é z variant dvouvrst-

v é h o m a t e r i á l u , k t e r ý m á za cíl, p o d o b n ě jako z m í n ě n ý v ý z k u m , podporovat adhezi b u n ě k 

pouze z j e d n é strany. 

3.3 Breath-figure self-assembly 

Breath-figure self-assembly ( B F S A ) je metoda, kterou je m o ž n é p ř i p r a v o v a t p o l y m e r n í 

m a t e r i á l y , je j ichž povrch je pokryt u s p o ř á d a n o u sítí p ó r ů či p r o h l u b n í (p ropo jených nebo 

n e p r o p o j e n ý c h ) , p ř ipomína j í c ích s t rukturu včelí p l á s tve . Jak j iž název n a p o v í d á , j e d n á se 

o tzv. self-assembly (lze přeloži t jako „ samouspořádán í " ) metodu, př i k t e r é docház í k sa

m o v o l n é organizaci p ů v o d n ě n e u s p o ř á d a n ý c h komponent ně j akého s y s t é m u do u rč i t é 

u s p o ř á d a n é konfigurace, p ř i čemž tento proces nevyžadu je vnějš í z á s a h y a je ř ízen pouze 

t e r m o d y n a m i c k ý m i z á k o n y (snaha s y s t é m u existovat ve s tavu energe t i cké r o v n o v á h y 

[50]. 

Breath-figures je jev z n á m ý již p o m ě r n ě dlouhou dobu. Dos lovný p řek lad tohoto pojmu 

(k te rý se v š a k v českých pub l ikac ích nepouž ívá ) by b y l „dechové obrazce". Název m á 

p ů v o d v j e d n é z nej t r iv iá lnějš ích s i tuac í , kde se s t í m t o f e n o m é n e m lze setkat, což je 

kondenzace v o d n í c h kapek na s t u d e n é m povrchu př i vysoké vlhkost i , n a p ř . pokud v z imě 

člověk d ý c h n e na okno [51]. Jev by l nejprve z k o u m á n v souvislosti s meteorologi í , mimo 

j iné ve snaze objasnit proces, j a k ý m v z n i k á rosa [52]. N a konci 20. s to le t í v š a k zača l bý t 

v y u ž í v á n k p ř í p r a v ě p o l y m e r n í c h fi lmů s hierarchicky s t r u k t u r o v a n ý m povrchem [53]. 
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Obrázek 3: Princip Breath-figure self-assembly metody. 

P r i n c i p metody, p o m o c í k t e r é lze tento jev aplikovat k p ř í p r a v ě s t r u k t u r o v a n ý c h poly-

m e r n í c h m a t e r i á l ů , je z n á z o r n ě n na O b r á z k u 3 a lze ho popsat nás l edovně : V r s t v a poly-

m e r n í h o roztoku, ideá lně p ř i p r a v e n é h o s v y u ž i t í m vysoce t ě k a v é h o rozpouš t ěd la , je 

u m í s t ě n a do p ros t ř ed í , ve k t e r é m p r o u d í v lhký vzduch (1). V y p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a spo

t ř e b o v á v á energii ( skupenské teplo v y p a ř o v á n í ) , a pokud je d o s t a t e č n ě rychlé , docház í 

k och l azován í povrchu kapaliny na teplotu, př i k t e r é začne d o c h á z e t ke kondenzaci 

v z d u š n é v lhkos t i (2). N a och lazené h l ad ině se díky kondenzaci začínaj í formovat v o d n í 

kapky, k t e r é jsou nejprve m a l é a n e u s p o ř á d a n é , p o s t u p n ě se pak zvě tšu j í a s a m o u s p o ř á -

dáva j í do mř í žky pokrývaj íc í celou h ladinu (3). Za ideá ln ích p o d m í n e k takto vzn iká pra

v ide lná h e x a g o n á l n í s t ruktura t ě sně u s p o ř á d a n ý c h kapek. E v e n t u á l n ě dojde k o d p a ř e n í 

v š e h o r o z p o u š t ě d l a a p o t é i v lhkos t i (po o d p a ř e n í r o z p o u š t ě d l a j iž ž á d n é jevy r a p i d n ě 

n e s p o t ř e b o v á v a j í teplo, proto dá le nedocház í ke kondenzaci). V ý s l e d k e m je p o l y m e r n í 

f i lm s u s p o ř á d a n o u s t rukturou p ó r ů / p r o h l u b n í (4). 

Vel ikost takto p ř i p r a v e n ý c h p ó r ů / p r o h l u b n í se obvykle pohybuje v ř á d u m i k r o m e t r ů . 

V ý s l e d n o u podobu struktury, či to, zda k ce lému procesu v ů b e c ú spěšně dojde, v š a k závis í 

na celé ř a d ě p a r a m e t r ů [54]. Z a z m í n k u stojí p ř e d e v š í m následuj ící : 

• Vlhkost: Zvýšen í re la t ivn í v lhkost i obvykle vede k vě t š í vel ikost i pó rů . A b y jev mohl 

v ů b e c p r o b í h a t , je obvykle z a p o t ř e b í r e l a t ivn í vlhkost a l e spoň 50 %. 

• Teplota: č ím vyšš í je teplota, t í m rychleji se o d p a ř u j e rozpouš t ěd lo . P r o t o ž e př i nižší 

t e p l o t ě t r v á ú p l n é o d p a ř e n í r o z p o u š t ě d l a déle, maj í kondenzuj íc í v o d n í kapky delší 

dobu na růs t , než dojde ke z m ě n ě hladiny na pevnou l á t k u . Zvýšení teploty tedy 

obvykle vede ke zmenšen í pó rů . 

• P o u ž i t ý polymer: Po lymery s de lš ím ř e t ě z c e m (vyšší r e l a t ivn í molekulovou hmot

nos t í ) p r o d u k u j í vě t š í póry . V l i v na morfologii p ó r ů m á t a k é tvar p o l y m e r n í h o ře tězce 

- r ozvě tvené ře tězce mohou produkovat m e n š í póry , polymery s k u l o v i t ý m ře t ězcem 

vedou k u s p o ř á d a n é s t r u k t u ř e . 
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• Koncentrace polymeru: Nižší koncentrace polymeru v roztoku obvykle vede k t v o r b ě 

vě t š í ch pó rů . U n ě k t e r ý c h p o l y m e r n í c h r o z t o k ů v š a k závis los t na koncentraci nebyla 

p o z o r o v á n a . 

• Tlak: Snížení t l aku vede ke z rych len í v y p a ř o v á n í r ozpouš t ěd l a . S te jný efekt m á zrych

lení toku p roud íc ího vzduchu. 

C h o v á n í s y s t é m u závis í t a k é na k o n k r é t n í m p o u ž i t é m polymeru a rozpouš t ěd l e . V t é t o 

d i p l o m o v é p rác i je k p ř í p r a v ě fólie s t r u k t u r o v a n é metodou breath-figure self-assembly 

využ i t P D X r o z p u š t ě n ý v tr if luorethanolu ( T F E ) , p ro tože tento roztok by l na K a t e d ř e 

n e t k a n ý c h text i l i í j iž d ř íve p o u ž í v á n k p ř í p r a v ě m a t e r i á l ů pro t k á ň o v é i nžený r s tv í a bě

hem n ě k t e r ý c h e x p e r i m e n t ů by l p o z o r o v á n na fóliích p ř i p r a v e n ý c h z tohoto roztoku vznik 

s t ruktur p ó r ů p r á v ě d íky B F S A . Cí lem je p ř ip r av i t fólii, k t e r á na j e d n é s t r a n ě inhibuje 

b u n ě č n o u adhezi. V l i t e r a t u ř e exis tuj í z á z n a m y o využ i t í s truktur p ř i p r a v e n ý c h metodou 

B F S A k ov l ivnění b u n ě č n é adheze, proliferace a diferenciace. S t ruktury se ča s to využíva j í 

ke zvýšení adheze oprot i h l a d k é m u p o l y m e r n í m u povrchu, př i v h o d n é morfologii v š a k 

mohou b u n ě č n o u proliferaci naopak inhibovat . N a p ř . F u k u h i r a et al. p ř iprav i l i p o m o c í 

breath-figure self-assembly s t r u k t u r o v a n ý p o l y m e r n í f i lm z P L A , u k t e r é h o bylo in vivo 

testy na k rysách p r o k á z á n o , že do u rč i t é m í r y snižoval r iz iko i n t r a p e r i t o n e á l n í adheze -

n e ž á d o u c í h o p ř i r ů s t á n í t k á n ě k v n i t ř n í m u povrchu bř i šn í dut iny po ch i ru rg i ckém z á k r o k u 

v tomto prostoru [55]. T a n a k a et al. pozorovali v p r v n í fázi svého experimentu restrikci 

l a t e r á r n í migrace h e p a t o c y t ů pomoc í f i lmu s pó ry o p r ů m ě r u 5 m i k r o m e t r ů - b u ň k y měly 

z a k u l a c e n ý tvar a z ů s t á v a l y v menš í ch shlucích, z a t í m c o b u ň k y na h l a d k é m povrchu 

tvoř i ly monovrs tvu [56]. P o m o c í fólií s t r u k t u r o v a n ý c h metodou B F S A lze t a k é inhibovat 

r a k o v i n n é b u ň k y [57] a bakterie [58]. 

4.2 Elektrické zvlákňovaní 

Elek t r i cké z v l á k ň o v a n í je p r a v d ě p o d o b n ě nejčastěj i v y u ž í v a n ý z p ů s o b produkce nanov lá -

ken. T o je d á n o jeho j e d n o d u c h o s t í , m o ž n o s t í rozš í ření do p r ů m y s l o v é h o m ě ř í t k a a širo

kou šká lou p a r a m e t r ů , k t e r é je m o ž n é ř ídi t , aby bylo dosaženo o p t i m á l n í podoby 

v ý s l e d n ý c h v l áken . A p a r a t u r a pro s t e j n o s m ě r n é e lek t r ické z v l á k ň o v a n í se s k l á d á p řede

vš ím z nás leduj íc ích k o m p o n e n t ů [59]: 

• Z v l á k ň o v a c í elektroda: M ů ž e mí t r ů z n o u podobu. Ne j s t a r š í a v l a b o r a t o r n í c h pod

m í n k á c h dosud v y u ž í v a n ý typ je d u t á jehla, skrze kterou je d á v k o v á n roztok 
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z v l á k ň o v a n é h o polymeru. V zař ízen ích pro p r ů m y s l o v o u v ý r o b u b ý v á m í s t o toho po

uži t n a p ř . kovový válec nebo struna, k t e r é jsou roztokem n a t í r á n y . Zv lákňovac í elek

t roda b ý v á obvykle k l a d n ě n a b i t á . 

• Kolektor: P locha , na kterou jsou z a c h y t á v á n a v y r o b e n á n a n o v l á k n a . M ů ž e s á m 

o sobě plnit funkci d r u h é elektrody (je nab í j en o p a č n ý m n á b o j e m než zv l ákňovac í 

elektroda), nebo je kolektor u m í s t ě n mezi zv l ákňovac í elektrodou a druhou elektro

dou. V l a b o r a t o r n í c h p o d m í n k á c h m ů ž e b ý t kolektor n a p ř . kus t v r d é h o p a p í r u , v za

ř ízeních pro velkoobjemovou v ý r o b u se obvykle p o u ž í v á s p u n b o n d o v á textilie, igelit 

nebo j i n ý p o d k l a d o v ý m a t e r i á l , k t e rý je p o s t u p n ě převí jen, a tak v z n i k á k o n t i n u á l n í 

p á s p o v l á k n ě n é h o m a t e r i á l u . 

• Zdroj v y s o k é h o napě t í : N a p ě t í p o u ž í v a n é př i e l ek t r i ckém z v l á k ň o v a n í obvykle dosa

huje hodnot v ř á d u des í tek k V . 

Sofis t ikovanějš í zv l ákňovac í zař ízení býva j í u m í s t ě n a v izo lované komoře , k t e r á k r o m ě 

ochrany p řed ú r a z e m e l e k t r i c k ý m proudem u m o ž ň u j e t a k é u r č i t o u regulaci p o d m í n e k 

z v l á k ň o v a n í (teplota, vlhkost) . T y t o p o d m í n k y mohou mí t ve lký v l i v na podobu nano-

v l á k e n a je n u t n é je p ř i z p ů s o b o v a t podle p o u ž i t é h o polymeru a r o z p o u š t ě d l o v é h o sys

t é m u . S c h é m a ne j j ednodušš í aparatury pro e lek t r ické z v l á k ň o v a n í znázo rňu je O b r á z e k 4. 

stejnosměrného napětí 

Obrázek 4: Schéma aparatury pro elektrické zvlákňovaní z jehly. 

B ě h e m procesu z v l á k ň o v a n í v y t v á ř í zdroj n a p ě t í e l e k t r o s t a t i c k é pole mezi zv lákňovac í 

elektrodou a kolektorem. N a zv l ákňovac í elektrodu je v y t l a č e n nebo n a t ř e n vod ivý poly-

m e r n í roztok, k t e rý se v l ivem e lek t r i ckého pole nabije s t e j n ý m n á b o j e m , j a k ý m á zv lákňo

vac í elektroda. V d ů s l e d k u toho je p o l y m e r n í roztok p ř i t a h o v á n k o p a č n ě n a b i t é m u 
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kolektoru a čás t ice v n ě m maj í tendenci se odpuzovat (mají v š e c h n y s te jný nábo j ) , prot i 

t omu v š a k působ í kohezn í síly čás t ic kapaliny, projevuj íc í se jako pov rchové n a p ě t í . O b ě 

síly jsou po u r č i t ou dobu v rovnováze a jejich p ů s o b e n í m dojde k p rod loužen í kapky po-

l y m e r n í h o roztoku na e l ek t rodě do kón ického tvaru, tzv. Tay lo rova kužele . V m o m e n t ě , 

kdy je r o v n o v á h a p o r u š e n a a e l ek t r i cká síla p ř e v l á d n e , vytryskne z kužele proud polymeru 

( p o l y m e r n í tryska), k t e r ý směřu je ke kolektoru. B ě h e m letu docház í k o d p a ř o v á n í a od

p r a š o v a n í r o z p o u š t ě d l a a d r o b n é nestabili ty letící t rysky jsou p ř í č inou tzv. b i čován í (whi-

pping), p ř i k t e r é m se vznikaj ící v l á k n o p rod lužu je a z t enču je [60]. N a kolektor j iž obvykle 

v l á k n a d o p a d a j í suchá , bez r o z p o u š t ě d l a (pokud jsou parametry z v l á k ň o v a n í s p r á v n ě 

nastaveny). 

F i n á l n í m produktem p r a k t i c k é čás t i t é t o p ráce je d v o u v r s t v ý m a t e r i á l , j ehož jedna vrs tva 

je t v o ř e n a P C L nebo P D X n a n o v l á k n y . K v ý r o b ě n a n o v l á k e n bylo p o u ž i t o za ř ízen í N a -

n o s p i d e r T n l W S 5 0 0 U , v y r á b ě n é společnos t í E lmarco na zák l adě technologie v y v i n u t é na 

T e c h n i c k é un ive rz i t ě v L ibe rc i prof. O. J i r s á k e m a jeho t ý m e m . Jako zv lákňovac í elek

t roda zde slouží př ib l ižně pů l metru d l o u h á struna, k t e r á je n a t í r á n a p o l y m e r n í m rozto

kem p o m o c í hydraul icky p o h á n ě n é h o jezdce nesouc ího cartridge se z á s o b n í k e m na 

p o l y m e r n í roztok a p r ů v l a k e m , k t e r ý s trunu o b e p í n á . N a s t r u n ě po z a p n u t í e l ek t r i ckého 

pole v z n i k á velké m n o ž s t v í T a y l o r o v ý c h kuže lů a p rodukt iv i t a je tak v ý r a z n ě vyšší než 

u z v l á k ň o v a n í z jehly [61]. V y r o b e n á v l á k n a jsou z a c h y t á v á n a na p r ů b ě ž n ě převí jený 

spunbond, procházej íc í mezi zv l ákňovac í elektrodou a protielektrodou. S c h é m a zv lákňo

v a n í v za ř ízen í Nanospider je uvedeno níže ( O b r á z e k 5). 

Převíjený 
spunbond 
(kolektor) 

Obrázek 5: Schéma zařízení Nanospider. 
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4 POLYMERNÍ F Ó L I E VE TKÁŇOVÉM I N 
Ž E N Ý R S T V Í 

Následuj íc í kapi tola p ř e d s t a v u j e p řeh led v y b r a n ý c h p o l y m e r n í c h fólií ( m e m b r á n , f i lmů) , 

k t e r ý m i se z a b ý v a l v ý z k u m v oblasti t k á ň o v é h o inženýrs tv í , nebo k t e r é jsou již k o m e r č n ě 

d o s t u p n é . P r o t o ž e scaffold pro t k á ň o v é i nžený r s tv í m u s í bý t porézn í a v ě t š i n o u je v h o d n é , 

aby by l t r o j r o z m ě r n ý , jsou fólie (v klas ické p o d o b ě d v o u r o z m ě r n ý , m á l o p r o d y š n ý mate

riál) obvykle v y u ž í v á n y v modi f ikované formě (povrchové ú p r a v y , v y t v o ř e n í p ó r ů ) , jako 

jedna ze součás t í v í cev r s tvého s y s t é m u , k t e rý nav íc nese i více po rézn í komponenty (např . 

n a n o v l á k n a ) , nebo v r a n é m e x p e r i m e n t á l n í m stadiu, kdy je obvykle z á m ě r e m pozděj i 

upustit od použ i t í fólie a p ř i p r a v i t t r o j r o z m ě r n ý scaffold. S f ó l i e m i / m e m b r á n a m i se m ů 

žeme t a k é setkat u o r g á n ů na č ipu, což je o d v ě t v í b iomedic íny , k t e r é n e s p a d á p ř í m o pod 

t k á ň o v é inženýrs tv í , v y u ž í v á ale n ě k t e r é p o d o b n é koncepty. 

T k á ň o v é i nžený r s tv í pracuje s teori í , že vod ivé p r o s t ř e d í m ů ž e b ý t v h o d n é pro s t imulaci 

r ů s t u n ě k t e r ý c h t y p ů buněk , p ro tože u s n a d ň u j e p ř e d á v á n í s igná lů mezi n imi a u m o ž ň u j e 

elektr ickou s t imulaci [62]. Existuje někol ik v o d i v ý c h po lymerů , k o n k r é t n ě polyani l in 

( P A N I ) , polypyrol ( P P Y ) a polythiofen, k t e r é vykazu j í cy tokompat ib i l i tu a m o ž n o s t vy

už i t í v t k á ň o v é m inženýrs tv í . V r s t v y p ř i p r a v e n é z t ě c h t o p o l y m e r ů podporu j í adhezi, 

proliferaci a diferenciaci r ů z n ý c h t y p ů b u n ě k a in vivo testy n e p r o k á z a l y ž á d n é nega t i vn í 

úč inky implantace t ě c h t o m a t e r i á l ů do organismu [63, 64]. S y n t é z a f i lmů t ě c h t o p o l y m e r ů 

je obvykle c h e m i c k á nebo e l ek t rochemická . L i u et ai . v roce 2013 př ip rav i l i po lypyr ro lové 

m e m b r á n y metodou elektropolymerizace pyr ro lu na sklíčko p o k r y t é i nd ium-c ín oxidem. 

V ý s l e d n ý m a t e r i á l by l a j e d n o l i t á vrs tva t v o ř e n á r o v n o m ě r n ě r o z m í s t ě n ý m i pospojova

n ý m i k u l o v ý m i čás t i cemi o p r ů m ě r n é velikosti 62 n a n o m e t r ů . N a t é t o m e m b r á n ě byly 

n á s l e d n ě k u l t i v o v á n y myš í pre-osteoblasty M C 3 T 3 - E 1 . Testy ukáza ly , že v r s tva je pro 

tyto b u ň k y c y t o k o m p a t i b i l n í . M e m b r á n a s b u ň k a m i by la ná s l edně vystavena t ř e m t y p ů m 

stimulace: m e c h a n i c k é m u n a m á h á n í pomoc í o rb i t á ln í t ř e p a č k y s f rekvencí 150 o t á č e k za 

minutu , e lek t r ické s t imulaci k o n s t a n t n í m n a p ě t í m 200 m V a kombinaci obou t y p ů sti

mulace. P o u ž i t á stimulace n e m ě l a v ý z n a m n ý v l i v na morfologii b u n ě k , došlo v š a k ke 

z rych len í b u n ě č n é proliferace a diferenciace. Nejvíce p a t r n ý by l tento efekt u v z o r k ů vy

s t a v e n ý m obou t y p ů m stimulace zá roveň . Exper iment tedy p rokáza l , že použ i t í P P Y 

34 



m e m b r á n y u m o ž ň u j e aplikovat s t i m u l a č n í efekty k t e r é urychlu j í růs t a diferenciaci oste

o b l a s t ^ což by mohlo mí t v ý z n a m pro kos tn í t k á ň o v é i nžený r s tv í [65]. 

M i n et ai. b ě h e m v ý z k u m u p u b l i k o v a n é h o v roce 2014 př iprav i l i m e m b r á n u z polyethylen 

t e r e f t a l á tu ( P E T ) , k t e r á nesla su l fonovaný polyani l in . N a m a t e r i á l u byly k u l t i v o v á n y 

pre-osteoblasty M C 3 T 3 - E 1 a s t r o m á l n í b u ň k y kos tn í d ř e n ě ( B M S C s ) . B y l o z j i š těno, že 

m í r a b u n ě č n é adheze a proliferace je p ř í m o ú m ě r n á mí ře sulfonace polyani l inu. P ř í t o m 

nost P A N I u m o ž n i l a s t imulaci e l ek t r i ckým proudem, k t e r á vedla k vyšš í m í ř e b u n ě č n é 

mineralizace, tedy produkci fosfátu v á p e n a t é h o a jeho z a b u d o v á n í do m e z i b u n ě č n é 

hmoty, což je z á s a d n í součás t p ř i rozeného procesu r ů s t u a obnovy kos tn í t k á n ě [66]. 

Hydro fobn í polymery, kam p a t ř í i P C L , jsou čas to v y u ž í v á n y jako m a t e r i á l pro scaffoldy 

a b i o i m p l a n t á t y d íky jejich v ý h o d n ý m m e c h a n i c k ý m vlastnostem a obvykle n ízké imu

n i t n í odezvě organismu. Hydrofobic i ta v š a k z á r o v e ň b r á n í rychlé integraci s t k á n í . Sen-

gupta et ai . se pokusi l i vylepš i t b iokompat ib i l i tu hydro fobn í p o l y e t h e r i m i d o v é (PEI ) fólie 

sérií p o v r c h o v ý c h ú p r a v , k t e r é vedly k v ý r a z n é m u zvýšení hydrofi l i ty. P r v n í m krokem 

by la p l a z m o v á ú p r a v a povrchu fólie za použ i t í směsi dus íku a v o d í k u (2:3), k t e r á zavedla 

na povrch fólie a m i n o v é (-NH2) funkční skupiny. N a a m i n o v é skupiny byly n e k o v a l e n t n ě 

n a v á z á n y z l a t é nanočás t i c e s t ab i l i zované c i t r á t e m . V ý s l e d n á fólie by la m á č e n a v roztoku 

argininu (b iogenní aminokyselina), t í m došlo k n e k o v a l e n t n í m u zachycen í argininu na 

povrch z l a t ý c h n a n o č á s t i c . P r o p o r o v n á n í byly v y t v o ř e n y i vzorky, k t e r é s t e j n ý m způso

bem přes z la té čás t ice imobi l izovaly fibronektin (glykoprotein nacházej íc í se v E C M ) . 

Smáč ivos t a morfologie byly c h a r a k t e r i z o v á n y p o m o c í m ě ř e n í k o n t a k t n í h o ú h l u a A F M . 

Ku l t i vace v b u n ě č n é suspenzi (myší fibroblasty) a v y h o d n o c e n í b u n ě č n é adheze a v iabi 

l i ty ukáza ly , že k u p r a v e n ý m p o v r c h ů m po 4 h o d i n á c h adheruje okolo 90 % b u n ě k v su

spenzi a v iab i l i t a b u n ě k je vyšší než na n e u p r a v e n é m polymeru, nebo na b ě ž n é m povrchu 

ku l t i vačn í ch des t iček. V z o r k y s argininem nav íc dosahovaly p o d o b n ý c h v ý s l e d k ů jako 

vzorky s fibronektinem, z d á se tedy, že pokud je tato j e d n o d u c h á aminokysel ina v h o d n ě 

imobi l i zována , reaguj í na ní b u ň k y p o d o b n ě př ízn ivě , jako na proteiny p ř i rozeně se vy

skytuj íc í v m e z i b u n ě č n é h m o t ě . V ý z k u m nas t ín i l j ednu z m o ž n o s t í ú p r a v y hydro fobn ích 

p o l y m e r ů pro z lepšení cy tokompat ib i l i ty a vy tvoř i l m a t e r i á l , k t e r ý by mohl bý t v h o d n ě j 

š ím podkladem pro ku l t ivac i a d h e r e n t n í c h buněk , než povrch běžně p o u ž í v a n ý c h kul t i 

v a č n í c h l á h v í / d e s t i č e k [67]. 
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Bassi et ai. publ ikoval i v roce 2021 studii , k t e r á se z a b ý v a l a t e s t o v á n í m P C L m e m b r á n y 

o b o h a c e n é 5 % hydroxyapat i tu (dů lež i tým s t a v e b n í m kamenem kos tn í t k á n ě ) jako 

scaffoldu pro ř í zenou regeneraci kost í . Testy p r o b í h a l y in vivo na t e s tovac í populaci krys 

s 8mm defektem lebeční kosti . Jako nega t i vn í kontrola sloužila populace, jejíž hojení ne

bylo a s i s tované ž á d n o u m e m b r á n o u , l éčba poz i t ivn í kontroly by l a p o d p o ř e n a kolagenovou 

m e m b r á n o u z praseč í kůže (u ko lagenových m e m b r á n je j iž delší dobu z n á m o , že jsou 

b iokompa t ib i l n í , h e m o s t a t i c k é (zas tavuj í k rvácen í ) , p e r m e a b i l n í pro ž iviny a podporu j í c í 

migraci o s t e o b l a s t ů a f ib rob las tů [68]). K v y h o d n o c e n í procesu hojení po 7, 15, 30 a 60 

dnech byly použ i ty his to logické a h i s t o me t r i ck é testy. U k á z a l o se, že P C L m e m b r á n a 

podporuje hojení kosti p o d o b n ě , jako ko l agenová m e m b r á n a , po 30 i 60 dnech by la u obou 

v z o r k ů p o z o r o v á n a ve lká oblast nově se formující kos tn í t k á n ě , po 60 dnech došlo u ně

k t e r ý c h s u b j e k t ů k t é m ě ř ú p l n é m u zacelení defektu novou kos tn í t k á n í . Opro t i tomu 

u n e g a t i v n í kontroly p r o b í h a l o hojení p o d s t a t n ě h ů ř e a s t ř ed defektu by l zacelen pouze 

poj ivovou t k á n í . Test ukáza l , že P C L m e m b r á n y mohou b ý t ú č i n n ý m p r o s t ř e d k e m pro 

ř í zenou obnovu kos t í a u m o ž ň u j í l éčbu defektů , k t e r é organismus n e u m í bez asistence 

zregenerovat [69]. 

S te jný t ý m o rok dř íve (2020) provedl o b d o b n ý experiment t a k é s m e m b r á n o u z bakteri

á lní celulózy N a n o s k i n ® (celulóza v y t v o ř e n á metabolickou ak t iv i tou m i k r o o r g a n i s m ů , ob

vykle b a k t e r i í ) . In vivo experimenty a jejich v y h o d n o c e n í p r o b í h a l o o b d o b n ý m z p ů s o b e m , 

jako u výše z m í n ě n é h o experimentu. N i c m é n ě se ukáza lo , že ce lu lózová m e m b r á n a nen í 

pro regeneraci kos tn í ch defek tů v h o d n á , defekt by l po 60 dnech zace lený pouze pojivovou 

t k á n í (nedošlo k regeneraci kosti) a rovněž i m u n i t n í odezva by la vyšš í než u ko lagenové 

m e m b r á n y . M e m b r á n a N a n o s k i n ® je u r č e n a pro regeneraci m ě k k ý c h tkán í , z e j m é n a kůže , 

a tento experiment ukáza l , že př i apl ikaci pro regeneraci j i n é h o t y p u t k á n ě nen í její úč inek 

uspokoj ivý [70]. 

K o m e r č n ě d o s t u p n ý m v ý r o b k e m , k t e r ý lze klasifikovat jako fólii pro t k á ň o v é inženýrs tv í , 

je Cu t i ce l l® Epigraft [71]. P o d o b n ě jako v p ř í p a d ě výše z m í n ě n é m e m b r á n y N a n o s k i n ® 

se j e d n á o p r ů h l e d n o u v r s tvu z b a k t e r i á l n í celulózy v y t v á ř e n o u bak te r i í Gluconacedobac-

ter xylinus. P ř í p r a v e k neobsahuje ž á d n á adheziva a je u rčen k apl ikaci na r ány , popá le 

niny či m í s t a o d b ě r u kožních š t ěpů , kde m ů ž e setrvat po dobu někol ika d n ů . V ý r o b e k 

stimuluje růs t nových kožních buněk , a tak n a p o m á h á k u rych len í epitelizace. K l in i cká 

studie z let 2011-2012 sledovala úč inky tohoto p ř í p r a v k u na někol ika pacientech, k te ř í 
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prodě la l i autotransplantaci kožn ího š t ě p u pro léčbu r ů z n ý c h t y p ů kožních k a r c i n o m ů . 

M í s t o o d b ě r u kožn ího š t ě p u bylo p ř e k r y t o vrs tvou fólie Epigraft s p ř e s a h e m 1 cm na 

k a ž d é s t r a n ě r á n y a p ř e v á z á n o gázou. P ř í p r a v e k setrval na m í s t ě aplikace po dobu dvou 

t ý d n ů , b ě h e m nichž došlo k t é m ě ř k o m p l e t n í reepitelizaci pokožky a pos t i žené m í s t o bylo 

u všech p a c i e n t ů t é m ě ř bezbo les tné . Nedoš lo t a k é k ž á d n é m u rozvoji infekce ani k j i n ý m 

k o m p l i k a c í m . Studie ukáza la , že celulózové fólie, jako je p ř í p r a v e k Epigraft , mohou b ý t 

v h o d n ý m n á s t r o j e m k oše t ř en í r ů z n ý c h t y p ů p o v r c h o v ý c h ran a p o d p o ř e n í jejich reepite-

lizace a al ternat ivou k j i n ý m p r o s t ř e d k ů m p o u ž í v a n ý m k t ě m t o úče lům, jako jsou pří

pravky z a lg iná tů , s i l ikonové vrs tvy nebo různé p ě n y [72]. 

P o l y m e r n í m e m b r á n y tvoř í j ednu z nej důleži tě jš ích komponent tzv. o r g á n ů na čipu. 

J e d n á se o mikrof lu idní s y s t é m y osazené b u ň k a m i , k t e r é jsou schopny napodobit struk

turu r ů z n ý c h t y p ů t k á n í a o r g á n ů a simulovat jejich odezvu na b iochemické p o d n ě t y 

(léčiva, tox ické l á tky apod.), a to mnohem přesněj i než běžné metody in vitro t e s t o v án í . 

P o l y m e r n í m e m b r á n y v o r g á n e c h na č ipu tvoř í rozh ran í , k t e r é slouží jako m e c h a n i c k á 

opora b u n ě k , p r o b í h á skrz něj transport c h e m i c k ý c h l á t ek a u m o ž ň u j e mechanickou sti

mulaci b u n ě k p r o s t ř e d n i c t v í m jeho smršťován í a n a t a h o v á n í [73, 74]. Č a s t ý m i polymery 

pro v ý r o b u m e m b r á n v y u ž í v a n ý c h v o r g á n e c h na č ipu jsou P D M S (polydimethylsi loxan), 

j ehož v ý h o d o u je elasticita, umožňuj íc í periodickou deformaci ke s t imulaci buněk , [75-

77] a P E T [78, 79]. V y u ž í t lze t a k é po ly imid , p o l y k a r b o n á t a dalš í m a t e r i á l y . K za j i š tění 

p r o d y š n o s t i musej í b ý t ty to m e m b r á n y porézní , k t v o r b ě p ó r ů lze využ í t n a p ř . track 

etching, j ehož pr incipem je o z a ř o v á n í fo tosenz i t ivn ího prekurzoru f inálního m a t e r i á l u těž

k ý m i ionty, k t e r é po sobě zanecháva j í k a n á l k y p ros tupu j í c í m e m b r á n o u . R ů z n ý m i modi

fikacemi t é t o metody lze p rec izně ř íd i t velikost pó rů , k t e r á m ů ž e dosahovat 

s u b m i k r o n o v é h o až m i k r o n o v é h o m ě ř í t k a [80, 81]. J inou m o ž n o s t í je využ i t í fotolitografie 

[82]. V nepos ledn í ř a d ě m ů ž e b ý t m e m b r á n a zhotovena z n a n o v l á k e n p ř i p r a v e n ý c h elek

t r i c k ý m z v l á k ň o v a n í m , v t u chvíli se v š a k j iž n e d á mluvi t o fólii v p r a v é m slova smyslu. 

T a b u l k a 1 na následuj íc í s t r á n c e shrnuje z á k l a d n í informace o p o l y m e r n í c h fóliích, mem

b r á n á c h a filmech p o p s a n ý c h v t é t o kapitole a v Kap i to le 3. 

37 



Tabulka 1: Přehled vybraných polymerních fólií a jejich aplikací v biomedicíně. 

Materiál vrstvy Modifikace/Přidané látky Status Aplikace Zdroj 

PPY žádné testováno in 
vitro 

regenerace kostní 
tkáně 

[65] 

PET sulfonovaný polyanilin testováno in 
vitro 

regenerace kostní 
tkáně 

[66] 

PEI 1. plazmatická úprava k za
vedení -NH2 skupin 

2. nekovalentní navázání 
stabilizovaných AuNPs 

3. nekov, zavázání Argi-
ninu/fibronektinu na 
AuNPs 

testováno in 
vitro 

hydrofilní podklad pro 
in vitro buněčnou kulti
vaci 

[67] 

PCL 5% hydroxapatit testováno in 
vivo 

regenerace kostní 
tkáně 

[69] 

bakteriální celu
lóza 

závisí na konkrétním vý
robku, obvykle žádné 

komerčně do
stupné (Na-
noskin", 
Cuticelf Epi-
graft aj.) 

kožní kryty stimulující 
regeneraci měkkých 
tkání - léčba popálenin 
apod. 

[70 -
72] 

kolagen cross-linking komerčně do
stupné 

regenerace kostní a po
j ivové tkáně, podpora 
hojení ran 

[68, 
83] 

PDMS submikronové až mikronové 
póry, obvykle vytvořené lito
graficky 

experimen
tální aplikace 

Membrány pro orgány 
na čipu 

[75 -
77, 
8 0 -
82] 

kopolymer do-
decylakryla-
midu a co-
karboxyhexy-
lakrylamidu 

strukturované jamky (prů
měr cca 5 u.m) vytvořené 
breath-figure self-assembly 
metodou 

testováno in 
vitro 

řízená kultivace hepa-
tocytů, potenciálně re
generace jaterní tkáně 

[56] 

PS porézní struktura (průměr 
pórů cca 10 um) vytvořená 
breath-figure self-assembly 
metodou 

testováno in 
vitro 

zamezení vzniku bakte
riálního biofilmu 

[58] 

polymer na bázi 
tetrafenyetheru 
připomínající 
strukturu glyko-
genu 

porézní struktura (průměr 
pórů v řádu jednotek u.m) 
vytvořená breath-figure self-
assembly metodou 

testováno in 
vitro 

inhibice růstu rakovin
ných buněk 

[57] 
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V r á m c i p r v n í poloviny p r a k t i c k é čás t i by la p r o z k o u m á n a Breath-figure self-assembly 

metoda a m o ž n o s t i její aplikace pro p ř í p r a v u P D X fólií s povrchem s t r u k t u r o v a n ý m sys

t é m e m k o n k á v n í c h struktur. P o d n ě t pro tento v ý z k u m vzešel z p o z n a t k ů dř íve z j i š těných 

na K N T v r á m c i j i n é h o experimentu, kdy b ě h e m p ř í p r a v y P D X fólie došlo k n e ř í z e n é m u 

Breath-figure jevu a by la vznesena h y p o t é z a , že tato metoda strukturace povrchu by 

mohla na léz t u p l a t n ě n í pro h y b r i d n í m a t e r i á l y pro t k á ň o v é inženýr s tv í . Cí lem p r v n í čás t i 

p r á c e je tento jev důk ladně j i prozkoumat a na léz t v h o d n ý postup a kombinaci p o d m í n e k 

(koncentrace roztoku pro p ř í p r a v u fólií, teplota, vlhkost , ...) k u m o ž n ě n í ř ízené a opako

v a t e l n é p ř í p r a v y fólií s t r u k t u r o v a n ý c h B F S A metodou. 

V r á m c i d r u h é čás t i p r áce byly p r o z k o u m á n y m o ž n o s t i k o n k r é t n í h o využ i t í takto struk

t u r o v a n ý c h fólií. D le p u b l i k o v a n é l i teratury [55-58] lze s t ruktury p ř i p r a v e n é B F S A me

todou př i v h o d n é morfologii použ í t k omezen í b u n ě č n é adheze a inh ib ic i proliferace. 

Naopak u rč i t é typy n a n o v l á k e n b u n ě č n o u proliferaci podporu j í [48, 49, 84]. P ro to by l 

p ř i p r a v e n d v o u v r s t v ý k o m p o z i t n í ma te r i á l , skládaj ící se z fólie a n a n o v l á k e n n é vrs tvy 

(z P C L nebo z P D X n a n o v l á k e n ) , k t e r ý by mohl poslouži t jako krycí m a t e r i á l pro v n i t ř n í 

p o o p e r a č n í r á n y zabraňu j í c í n e ž á d o u c í m u s r ů s t á n í t k á n í . M a t e r i á l b y l c h a r a k t e r i z o v á n 

někol ika r ů z n ý m i metodami (morfologie p o m o c í S E M a op t i cké profilometrie, testy smá-

čivost i , m ě ř e n í p r ů m ě r ů v l áken a r o z m ě r ů p r o h l u b n í na S E M sn ímcích pomoc í softwaru 

ImageJ, m ě ř e n í t loušťky vrs tvy, testy toxic i ty pro vy loučen í p ř í t o m n o s t i r ez iduá ln ích 

rozpouš t ěde l ) a ná s l edně byly provedeny in vitro testy b u n ě č n é proliferace na obou stra

n á c h d v o j v r s t v é h o m a t e r i á l u . 

Fól ie zde v y v i n u t á a o t e s t o v a n á m ů ž e p ř e d s t a v o v a t a l ternat ivu k j i n ý m h y b r i d n í m ma

t e r i á lům, k t e r é jsou vyví jeny v r á m c i d louho le t ého t rva j íc ího v ý z k u m u , k t e r é h o se ú č a s t n í 

T U L ve spo luprác i s L é k a ř s k o u fakultou U K v P l z n i a da l š ími o d b o r n í k y z C R i zahra

ničí. C í lem v ý z k u m u je na léz t m a t e r i á l , k t e rý by mohl b ý t v y u ž i t ý pro v y z t u ž e n í s t ř evn í 

a n a s t o m ó z y a p o d p o ř e n í j e j ího hojení , ale zá roveň k z a b r á n ě n í i n t r a p e r i t o n e á l n í adheze, 

tedy n e ž á d o u c í h o p ř i r ů s t á n í o p e r o v a n é t k á n ě k v n i t ř n í s t ěně bř i šn í dut iny, p ř íp . k okol

n í m s t ř e v n í m z á h y b ů m . M a t e r i á l y dosud t e s t o v a n é v r á m c i toho v ý z k u m u byly vyrobeny 

p ř e v á ž n ě z polykaprolaktonu a polyvinyla lkoholu a aspekt b r á n ě n í b u n ě č n é adhezi 

z vnějš í strany z a t í m nebyl doveden k dokonalosti [48, 84]. V jednom p ř í p a d ě by la pro 

tento účel t e s t o v á n a P C L v l á k n a u p r a v e n á electrosprayingem kap iček s t e jného polymeru 

a n á s l e d n o u plazmovou depozic í t e n k ý c h vrstev, tento proces vy tvoř i l povrch p o d o b n ý 
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s u p e r h y d r o f o b n í m u povrchu lo tosového l is tu [49]. Tento m a t e r i á l m á sku tečně omezenou 

b u n ě č n o u adhezi, m á v š a k v ý z n a m z a b ý v a t se p r o z k o u m á n í m dalš ích možnos t í , j ak docíl i t 

s t e jného efektu, k t e ré by mohly n a p ř . bý t j e d n o d u š š í na v ý r o b u , nebo vyprodukovat 

m a t e r i á l s j i n ý m i m e c h a n i c k ý m i vlastnostmi. M a t e r i á l n a v r ž e n ý a v y r o b e n ý v p r a k t i c k é 

čás t i t é t o p ráce by mohl b ý t jednou takovou alternativou. 

Proces, k t e r ý m se v r á m c i p r a k t i c k é čás t i dospělo od p r v o t n í c h e x p e r i m e n t ů až po pří

p ravu a t e s t o v á n í znázo rňu je diagram níže ( O b r á z e k 6). 

Polymer (PDX) 

I  

F F 
OH 

Rozpouštědlo (TFE) 

Optimalizace koncentrace roztoku, prvotní experiment 

\ 
Testování vlivu parametrů 

BFSA na morfologii fólií 

I 

Neosvědčené postupy 
{vodní pára, ochlazování 

substrátu) 

(Z) 

Optimalizovaný postup -

příprava fólií v klimatizované komoře | 

X 

Charakterizace fólií 

' '^S (Optická profilometrie, 

měření rozměrů pórů na SEM snímcích) 

í 
Povlákňování fólií PCL a PDX vlákny 

Charakterizace povlákněných fólií 
(Měření rozměrů vláken, 

měření tloušťky fólie, 
test smáčivosti) 

I 
Test cytotoxicity • 

povlákněných fólií s° 

I 
In vitro testy buněčné proliferace na obou 

j stranách povlákněných a nepovlákněných fólií 

Obrázek 6: Diagram experimentálního výzkumu provedeného v praktické části. 

41 



5 VÝVOJ A VÝROBA M A T E R I Á L U 

5.1 Metoda přípravy PDX fólií 

P o celou dobu e x p e r i m e n t ů by l a p o u ž í v á n a metoda p ř í p r a v y p o l y d i o x a n o n o v ý c h fólií po

p s a n á v t é t o kapitole, p ř í p a d n é d r o b n é modifikace postupu budou v ž d y uvedeny u pří

s lu šného experimentu. 

Po lyd ioxanon ve formě fi lamentu pro v ý r o b u s t e n t ů (výrobce E L L A - C S s. r. o., šarže 

M20000153 nebo S21002279-01) by l n a s t ř í h á n na kusy o délce okolo 0,5-1 cm. P o ž a d o v a n é 

m n o ž s t v í (záviselo na m n o ž s t v í roztoku p o t ř e b n é m na experiment) ú s t ř i ž k ů bylo navá 

ženo do sk leněné lahv ičky se š r o u b o v a c í m u z á v ě r e m . K ú s t ř i ž k ů m fi lamentu b y l ná s l edně 

n a p i p e t o v á n 2,2,2-trifluorethanol ( T F E , v ý r o b c e T C I ) , aby v z n i k l roztok o p o ž a d o v a n é 

h m o t n o s t n í koncentraci (na zák l adě experimentu p o p s a n é h o v Kap i to le 5.2 b y l pro vě t 

š inu e x p e r i m e n t ů p o u ž í v á n roztok s h m o t n o s t n í k o n c e n t r a c í 3 %) . Roz tok b y l p o m o c í 

m a g n e t i c k é h o m í c h a d l a 24 hodin p r o m í c h á v á n za l a b o r a t o r n í teploty př i 300 o t á č k á c h za 

minutu , aby došlo k r o z p u š t ě n í P D X v T F E . 

Skl íčka o r o z m ě r u 4,5 x 7 cm byly omyty vodou a oč i š těny ethanolem. N a každé o m y t é 

sklíčko by ly n a d á v k o v á n y 2 m l roztoku P D X v T F E (nejprve p o m o c í s t ř íkačky , př i poz

dějších experimentech by la pro zvýšen í p ře snos t i p o u ž i t a pipeta s n a s t a v i t e l n ý m obje

mem) tak, aby roztok p o k r ý v a l celou plochu sklíčka. Sklíčko bylo u m í s t ě n o ve v o d o r o v n é 

poloze do p o ž a d o v a n é h o p r o s t ř e d í ( p r v o t n í experimenty p r o b í h a l y v n e k l i m a t i z o v a n é m 

p r o s t ř e d í l a b o r a t o ř e a v k o m o ř e zv l ákňovac ího zař ízení Nanospider, pozděj i by l a p o u ž i t a 

k l i m a t i z o v a n á komora s m o ž n o s t í p ř e s n é h o ř ízení teploty a vlhkost i ) . V tomto p r o s t ř e d í 

bylo sklíčko p o n e c h á n o po dobu 24 hodin, kdy p r o b í h a l o o d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a z roz

toku a z fo rmován í t e n k é p o l y m e r n í fólie. Fól ie by la o d d ě l e n a ze skl íčka p o m o c í pinzety. 

5.2 Určení optimální koncentrace roztoků pro přípravu fólií 

Exper iment p o p s a n ý v t é t o kapitole měl za cíl urč i t ne jvhodně jš í koncentraci roztoku 

P D X , k t e r á bude p o u ž í v á n a pro v š e c h n y dalš í experimenty zahrnu j íc í p ř í p r a v u fólií. 

Metodika: Pos tupem p o p s a n ý m v Kapi to le 5.1 by ly p ř i p r a v e n y roztoky P D X v T F E 

o p ř ib l i žných h m o t n o s t n í c h k o n c e n t r a c í c h 1 %, 2 %, 3 %, 5 %, 7,5 % a 10 %. P o u ž i t by l 

P D X šarže M20000153. N a skl íčka bylo n a n á š e n o k o n s t a n t n í m n o ž s t v í roztoku (pro 
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k a ž d o u koncentraci by l v y t v o ř e n jeden vzorek, v ž d y na s a m o s t a t n é m skl íčku) . P o nane

sení by la skl íčka s roztoky p o n e c h á n a na vzduchu po dobu 24 hodin, b ě h e m k t e r ý c h došlo 

k o d p a ř e n í T F E a z fo rmován í t e n k é folie z P D X na k a ž d é m ze sklíček. P o n a n e s e n í by la 

skl íčka s roztoky p o n e c h á n a po dobu 24 hodin v p r o s t ř e d í s p o č á t e č n í teplotou 22,8 °C 

a r e l a t ivn í v lhkos t í 50,2 %. 

P o u p l y n u t í 24 hodin byly fólie oddě l eny od sklíček. Podoba p ř i p r a v e n ý c h fólií je zachy

cena na O b r á z k u 7 (fialové z b a r v e n í je z p ů s o b e n o p ř í t o m n o s t í ba rv iva Solvent Vio le t 13 

v P D X v láknech , k t e r é byly p o u ž i t y jako v s t u p n í surovina - v iz K a p i t o l a 3.1). 

Ze všech fólií by ly o d s t ř i ž e n y m a l é vzorky pro p o z o r o v á n í morfologie na s k e n o v a c í m elek

t r o n o v é m mikroskopu ( S E M ) . S n í m k y j e d n o t l i v ý c h fólií, poř ízené s k e n o v a c í m 

e l e k t r o n o v ý m mikroskopem Tescan V E G A 3 (tento mikroskop by l p o u ž í v á n na všechny 

S E M s n í m k y použ i t é v t é t o p rác i ) , j sou zachyceny na O b r á z c í c h 8 a 9. P ř e d p o z o r o v á n í m 

pod S E M byly vzorky pro zvýšení vodivost i pozlaceny 7nm vrs tvou zla ta p o m o c í zař ízení 

Q150ES (výrobce : Q u o r u m Technologies). 

1% roztok 2% roztok 3% roztok 

5% roztok 7,5% roztok 10% roztok 

Obrázek 7: Fólie připravené z roztoků PDX různých koncentrací. 
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7,5% roztok 10% roztok 

Obrázek 8: SEM snímky předních stran fólií připravených z různých koncentrací roz

toku PDX. Zvětšení 2500*. 
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Obrázek 9: Podoba zadní strany fólie (shodná pro všechny připravené vzorky). 

V y h o d n o c e n í : K e z fo rmován í fólie došlo z r o z t o k ů všech k o n c e n t r a c í . V ý s l e d n é fólie byly 

n e p r ů h l e d n é , fólie p ř i p r a v e n á z 1% roztoku by la k ř e h k á a ob t í žně se s ní manipulovalo, 

aniž by došlo k j e j í m u roz t ržen í . Fól ie ze 7,5 a 10% roztoku byly p o m ě r n ě t u h é a b ě h e m 

s c h n u t í se odděl i ly od sklíček a za tuhly v n e r o v n é m , p o m a č k a n é m tvaru . Fól ie z 2 až 5% 

r o z t o k ů z ů s t a l y po z a s c h n u t í na sklíčku, ze k t e rých je bylo m o ž n é odděl i t vcelku. 

P o z o r o v á n í pod S E M ukáza lo , že obě strany fólie maj í rozd í lnou morfologii. N a s t r a n ě , 

k t e r á by l a př i o d p a ř o v á n í vystavena o k o l n í m u p r o s t ř e d í (dále bude o z n a č o v á n a jako 

„předn í" nebo „vnější") došlo př i p o u ž i t ý c h p o d m í n k á c h k t v o r b ě s y s t é m u n e p r o p o j e n ý c h 

k o n k á v n í c h struktur p r o s t ř e d n i c t v í m Breath-figure self-assembly, nej lépe p a t r n á 

a nej prav ide lně jš í by l a s t ruktura u fólie z 1% roztoku, do u rč i t é mí ry j i bylo m o ž n é 

pozorovat i u fólie z 2% a 3% roztoku. U fólie s 5% a vyšší koncentraci j iž s t ruktura 

p r o h l u b n í nevznikala. P o z o r o v a n é p r o h l u b n ě měly r o z m ě r y v ř á d u des í tek m i k r o m e t r ů 

(u 1% fólie mě ly p r ů m ě r př ib l ižně 20 [im, u 2% a 3% fólie byly menš í a m é n ě p rav ide lné ) . 

Strana, k t e r á by l a př i o d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a př i leh lá ke skl íčku (bude o z n a č o v á n a jako 

„zadní" nebo „vni třní") m ě l a u vě t š iny fólií nepravidelnou s t rukturu a její podoba by la 

konz i s t en tně j š í než u p ř e d n í strany. Podoba z a d n í strany fólie je zachycena na O b r á z k u 

9 a o d p o v í d á vě t š ině fólií, k t e r é byly v p r ů b ě h u celé d ip lomové p r á c e p ř i p r a v e n y . 

R o z d í l n o u podobu m ě l a z a d n í strana fólií p ř i p r a v e n ý c h z 1% a 2% roz toků , nerovnosti 
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na n ich byly vě t š í a jsou p a t r n é otvory procházej íc ích celou t loušťkou fólie, k t e r é jsou na 

fóliích p ř i p r a v e n ý c h z r o z t o k ů vyšš ích k o n c e n t r a c í ojedinělé . 

Diskuse: Je l ikož v š e c h n y roztoky a fólie byly p ř i p r a v e n y za s t e jných p o d mín ek , lze ř íc t , 

že morfologie povrchu fólie je v ý r a z n ě o v l i v n ěn a k o n c e n t r a c í roztoku, ze k t e r é h o vzn iká . 

V z n i k p r a v i d e l n ý c h p r o h l u b n í související s Breath-figure self-assembly lze pozorovat u fó

lií vzn ik lých z nižších k o n c e n t r a c í r o z t o k ů (1 až 3 %), fólie p ř i p r a v e n é z vyšš ích koncen

t r ac í maj í h ladš í morfologii. P o u ž i t é p o d m í n k y (ze jména vlhkost okolo 50 %) jsou na 

s p o d n í hranici podmínek , za k t e r ý c h běžně k B F S A docház í [54]. J ev í se proto jako 

v h o d n é př i dalš í p ř í p r a v ě fólií vlhkost zvýš i t (jak je p o p s á n o v K a p i t o l á c h 5.3 a 5.4, 

n á s l e d n á p ř í p r a v a fólií př i 55% a 65% vlhkost i s k u t e č n ě vedla k uspokoj ivě jš ím výsled

k ů m ) . Je p o t ř e b a zváži t t a k é m a t e r i á l o v é vlastnosti - u fólií z r o z t o k ů o m a l é koncentraci 

(1 a 2 %) docház í k B F S A jevu snáze (to je v souladu s l i teraturou [54]), ty to fólie v šak 

maj í š p a t n é m e c h a n i c k é vlastnosti (jsou k ř ehké a př í manipulac i se ve lmi snadno t rha j í 

a p raska j í ) . O p t i m á l n í koncentrace roztoku proto leží okolo 3 % - fólie p ř i p r a v e n é z to

hoto roztoku maj í uspokojivou odolnost a z á roveň na nich j iž př i spodn í hranici p ř ízn ivé 

v lhkos t i (okolo 50 %) docház í k B F S A . 

Závěr: P o v y h o d n o c e n í m a t e r i á l o v ý c h v l a s t n o s t í a p r ů b ě h u B F S A jevu b y l a jako nej-

vhodně j š í pro p ř í p r a v u fólií v y b r á n a 3% (hm.) koncentrace roztoku. P r o v š e c h n y násle

dující experimenty by l p o u ž í v á n tento roztok a morfologie fólie by la o v l i v ň o v á n a regulac í 

j i n ý c h p a r a m e t r ů . 

5.3 Pozorování vlivu podmínek prostředí na proces Breath-figure self-
assembly 

P o určen í v h o d n é koncentrace roztoku P D X experimentem p o p s a n é m v Kapi to le 5.2. 

bylo n u t n é zjistit , j a k ý v l iv maj í na Breath-figure self-assembly p o d m í n k y p ros t ř ed í , 

a t a k é bylo v y z k o u š e n o někol ik da lš ích m e c h a n i s m ů , k t e r é by mohly proces ovl ivni t (ošet

řen í vznikaj íc í fólie v o d n í p á r o u a v l i v teploty skl íčka) . P r o t o ž e v p r v n í fázi p r a k t i c k é 

čás t i nebylo k dispozici vhodně j š í zař ízení umožňuj íc í n a s t a v e n í u rč i t é teploty a vlhkost i , 

by l experiment proveden v k o m o ř e zař ízení pro e lek t r ické z v l á k ň o v a n í Nanospider, k t e r á 

je propojena s k l ima t i začn í jednotkou N S A C 1 5 0 a u m o ž ň u j e tak na omezenou dobu 

v y t v á ř e t p r o s t ř e d í s u r č i t o u teplotou a v lhkos t í . 
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Metodika: P r o p r v n í sadu v z o r k ů (dále o z n a č e n ý c h jako 1,2,3 a M ) b y l p ř i p r a v e n 3% 

roztok P D X v T F E (šarže M20000153). V k o m o ř e zař ízení Nanospider s p ř ipo j enou k l i 

m a t i z a č n í jednotkou byly nastaveny následuj íc í p o d m í n k y : teplota 30 °C, r e l a t ivn í v lh 

kost 52 %. S k u t e č n é p o d m í n k y v k o m o ř e byly m ě ř e n y l a b o r a t o r n í m v l h k o m ě r e m . 

V oko ln ím p r o s t ř e d í panovaly ty to p o d m í n k y : teplota 23,2 °C, r e l a t ivn í vlhkost 48 %. 

Č t y ř i skl íčka o r o z m ě r u 4,5 x 7 cm byly ochlazeny v m r a z á k u př ib l ižně na teplotu 0 °C, 

n á s l e d n ě na ně by la pomoc í in jekční s t ř í kačky nanesena r o v n o m ě r n á vrs tva roztoku P D X 

( s p o t ř e b a cca 2 m l roztoku na k a ž d é skl íčko) . Jedno ze sklíček bylo p o n e c h á n o v p r o s t ř e d í 

l a b o r a t o ř e (vzorek M ) , z b y l á t ř i skl íčka (vzorky 1, 2 a 3) by la po dobu někol ik v t e ř i n 

vystavena proudu t ep lé v o d n í p á r y , v y t v o ř e n é m u i m p r o v i z o v a n ý m za ř í zen ím se s t ro j eným 

z foggeru (mlhovače) pro terarist iku, a nás l edně by la u m í s t ě n a do k l i m a t i z o v a n é komory 

Nanospideru, ve k t e r é byly n a m ě ř e n y s k u t e č n é p o d m í n k y t = 25 °C, R H = 85 % (liší se 

od t ě ch n a s t a v e n ý c h ) . V š e c h n y č tyř i vzorky byly p o n e c h á n y v p ř í s lu šném p r o s t ř e d í po 

dobu př ib l ižně 24 hodin. 

V j i n ý den by la p ř i p r a v e n a d r u h á skupina v z o r k ů z nově n a m í c h a n é h o roztoku (s te jná 

koncentrace a šarže jako u 1. sady). V k o m o ř e Nanospideru byly opě t nastaveny pod

m í n k y t = 30 °C, R H = 52 %. Oko ln í p o d m í n k y v l a b o r a t o ř i by ly v l h k o m ě r e m u rčeny 

jako t = 22 °C, R H = 51 %. N a n e s e n í m vrs tvy P D X na skl íčka ( s t e jná metoda jako 

u 1. skupiny vzo rků ) bylo p ř i p r a v e n o celkem pě t vzorků , k t e ré byly o z n a č e n y p í smeny 

A - D : 

• Vzorek A I by l p ř i p r a v e n n a n e s e n í m roztoku na sklíčko p ř e d e m och lazené na cca 0 °C, 

k o d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a docháze lo v p o d m í n k á c h l a b o r a t o ř e . 

• Vzorek A 2 by l p ř i p r a v e n n a n e s e n í m roztoku na sklíčko o pokojové t ep lo t ě , k o d p a ř o 

v á n í r o z p o u š t ě d l a docháze lo v p o d m í n k á c h l a b o r a t o ř e . 

• Vzorek B by l p ř i p r a v e n n a n e s e n í m roztoku na sklíčko o pokojové t ep lo t ě , k o d p a ř o 

v á n í r o z p o u š t ě d l a docháze lo v k l i m a t i z o v a n é k o m o ř e Nanospideru. 

• Vzorek C by l p ř i p r a v e n n a n e s e n í m roztoku na sklíčko p ř e d e m och lazené na cca 0 °C, 

k o d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a docháze lo v k l i m a t i z o v a n é k o m o ř e Nanospideru. 

• Vzorek D by l p ř i p r a v e n n a n e s e n í m roztoku na sklíčko p ř e d e m och lazené na cca 0 °C 

a n á s l e d n ý m v y s t a v e n í m vrs tvy t ep lé p á ř e po dobu př ib l ižně 5 sekund. K o d p a ř o v á n í 

r o z p o u š t ě d l a docháze lo v k l i m a t i z o v a n é k o m o ř e Nanospideru. 
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V š e c h n y vzorky byly p o n e c h á n y v p ř í s l u šném p r o s t ř e d í po dobu cca 24 hodin, aby došlo 

k ú p l n é m u o d p a ř e n í rozpouš t ěd l a . P o u m í s t ě n í v z o r k ů do komory Nanospideru v n ě m 

by la v l h k o m ě r e m n a m ě ř e n a teplota 27 °C a re l a t ivn í vlhkost 72 %. P o ú p l n é m o d p a ř e n í 

r o z p o u š t ě d l a by l př ib l ižně ze s t ř e d u všech fólií vys t ř i žen m a l ý vzorek k p o z o r o v á n í na 

S E M . 

V y h o d n o c e n í : S y s t é m y k o n k á v n í c h struktur vzn ik ly na všech vzorc ích s vý j imkou 

vzorku A 2 . Morfologie povrchu fólií je zachycena na S E M snímcích ( O b r á z k y 10-16): 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 10: SEM snímky vzorku 1 (sklíčko ochlazené na 0 °C, ošetřen proudem páry, 

odpar rozpouštědla v komoře Nanospideru za podmínek cca t = 25 "C, RH = 85 %). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 11: SEM snímky vzorku 2 (sklíčko ochlazené na 0 °C, ošetřen proudem páry, 

odpar rozpouštědla v komoře Nanospideru za podmínek cca t = 25 "C, RH = 85 %). 

Téměř identicky vypadá i vzorek 3, proto zde jeho snímky nejsou zvlášť uvedeny. 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 12: SEM snímky vzorku M (sklíčko ochlazené na 0 °C, odpar rozpouštědla 

v prostředí laboratoře za podmínek cca t = 23,2 "C, RH = 48 %). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 13: SEM snímky vzorku AI (sklíčko ochlazené na 0 °C, odpar rozpouštědla 

v prostředí laboratoře za podmínek cca t = 22 "C, RH =51 %). 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 14: SEM snímky vzorku A2 (sklíčko o pokojové teplotě, odpar rozpouštědla 

v prostředí laboratoře za podmínek cca t = 22 "C, RH = 51 %). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 15: SEM snímky vzorku B (Sklíčko o pokojové teplotě, odpar rozpouštědla 

v komoře Nanospideru za podmínek cca t = 27 °C, RH = 72 %). 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 16: SEM snímky vzorku C (sklíčko ochlazené na 0 °C, odpar rozpouštědla 

v komoře Nanospideru za podmínek cca t = 27 "C, RH = 72 %). Identicky vypadá 

i vzorek D. 

Diskuse: Ačkol iv poče t p ř i p r a v e n ý c h v z o r k ů nen í příliš ve lký a nelze v nich vysledovat 

příliš k o n z i s t e n t n í trendy, z d á se, že p l a t í následující : 

• P o k u d je vlhkost, p ř i k t e r é se T F E v y p a ř u j e ve lmi v y s o k á (nad 85 %), kondenzuj íc í 

kap i čky vody na povrchu fólie se s léva j í / spoju j í do vě t š í ch celků, což vede ke vzn iku 

rozsáh lých p r o h l u b n í n e p r a v i d e l n ý c h t v a r ů , k t e r é mohou mí t r o z m ě r y až v ř á d u 

stovek m i k r o m e t r ů nebo m i l i m e t r ů (vzorky 1,2 a 3). Je v š a k t a k é možné , že tyto 

vzorky byly až příliš i n t e n z i v n ě o še t ř eny v o d n í p á r o u - do t é mí ry , že ke 

z k o n d e n z o v á n í ve lkých kapek na povrchu schnouc í fólie došlo j iž b ě h e m v y s t a v e n í 

proudu p á r y a nikol iv až p o s t u p n ě b ě h e m v y p a ř o v á n í r ozpouš t ěd l a . J i n ý vzorek 

o š e t ř e n ý p o d o b n ý m z p ů s o b e m (vzorek D) to t i ž tyto rozsáhlé p r o h l u b n ě nevykazuje. 

• V z o r k y v y s t a v e n é proudu p á r y obecně tvo ř í vě t š í p r o h l u b n ě , než vzorky takto 

neoše t ř ené . T o koresponduje s poznatkem z l i teratury, že vyšší vlhkost obecně vede 

k t v o r b ě vě t š ích p r o h l u b n í (vyšší r e l a t ivn í vlhkost vede k vě tš í m í ř e kondenzace 

kap iček vody na povrchu schnouc í fólie a kapky vody tak nabydou vě t š í ch r o z m ě r ů 

a zanecha j í vě t š í p r o h l u b n ě [54]). 

51 



• N a vzorc ích , k t e r é schnuly na och l azených skl íčkách, vznikaj í n e p a t r n ě vě t š í 

p r o h l u b n ě , než na vzorc ích p ř i p r a v e n ý c h na sk l íčkách o pokojové t ep lo t ě . S t u d e n é 

sklíčko p r a v d ě p o d o b n ě vedlo k och lazen í roztoku na n ě m od l i t ém, což umožn i lo vě tš í 

n á r ů s t k o n d e n z o v a n ý c h kapek p řed jejich o d p a ř e n í m a vznik vě t š í ch p r o h l u b n í [54]. 

Regulace teploty roztoku o c h l a z o v á n í m podkladu je n ě k d y v y u ž í v á n a k ř ízení p r ů b ě h u 

B F S A , je k t omu v š a k p o t ř e b a sofis t ikovanější aparatura s c h o p n á ochlazovat roztok 

po celou dobu o d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a [85]. K o n t i n u á l n í och l azován í s u b s t r á t u m ů ž e 

způsob i t zvýšen í viskozi ty roztoku a z p o m a l e n í o d p a ř o v á n í , což vede k vyšší organi

zovanosti výs l edné s t ruktury [86]. 

Závěr: V k l i m a t i z o v a n é k o m o ř e Nanospideru bylo p ř i p r a v e n o někol ik v z o r k ů P D X fólií, 

k t e r é byly r ů z n ý m i z p ů s o b y oše t ř eny , a pro p o r o v n á n í bylo p ř i p r a v e n o i někol ik v z o r k ů 

za l a b o r a t o r n í c h p o d m í n e k , aby bylo m o ž n é posoudit, j a k ý v l i v maj í p o d m í n k y př i 

v y p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a a r ů z n é z p ů s o b y oše t řen í v l iv na morfologii jejich povrchu, 

k o n k r é t n ě na vzn ik a velikost p r a v i d e l n ý c h p r o h l u b n í d íky Breath-figure self-assembly. 

Z mik roskop ických s n í m k ů v ý s l e d n ý c h fólií se zdá , že p l a t í u rč i t é trendy (např . že vyšší 

vlhkost , o še t ř en í proudem p á r y či p ř í p r a v a v z o r k ů na o c h l a z e n é m skl íčku vede ke zvě t šen í 

vel ikost i p ó r ů ) , p ro tože se v š a k b ě h e m experimentu nepoda ř i l o u d r ž e t v k o m o ř e 

d l o u h o d o b ě n e m ě n n é p o d m í n k y , ani nebylo m o ž n é p o d m í n k y z a z n a m e n á v a t v r e á l n é m 

čase, nelze z experimentu vyvodi t přesnějš í z ávě ry . P r o následuj íc í experimenty se 

poda ř i lo o p a t ř i t k l imat izovanou komoru se spolehlivější regulac í p o d m í n e k a m o ž n o s t í 

jejich k o n t i n u á l n í h o měřen í , k t e r á bude v y u ž í v á n a m í s t o komory zař ízení Nanospider. 

V l i v och lazen í sk l íčka či o še t ř en í v o d n í p á r o u t a k é n e b ý v á k o n z i s t e n t n í a ty to z á s a h y je 

o b t í ž n é p o k a ž d é opakovat s te jně , z tohoto d ů v o d u je od nich př i da lš ích experimentech 

u p u š t ě n o a morfologie k o n k á v n í c h struktur je ř í zena v ý h r a d n ě regulac í v lhkost i a teploty. 

5.4 Příprava fólií za kontrolovaných podmínek v klimatizované komoře 

N a tyto a v šechny následuj íc í experimenty zahrnu j íc í p ř í p r a v u fólií by l a p o u ž í v á n a k l i 

m a t i z o v a n á komora série B inde r (výrobce V E R K O N ) p o s k y t n u t á Ka ted rou o d ě v n i c t v í 

(Faku l t a tex t i ln í , T U L ) . V t é t o k o m o ř e bylo provedeno někol ik e x p e r i m e n t ů s cí lem při

pravi t sadu fólií s co ne jkonz i s t en tně j š í podobou s y s t é m u k o n k á v n í c h struktur na všech 

vzorc ích . 

52 



Metodika: P r o p r v n í sadu v z o r k ů by l n a m í c h á n 3% roztok P D X v T F E ze ša rže 

M20000153. B y l y p ř i p r a v e n y t ř i vzorky fólií, k a ž d ý ze 2 m l roztoku. F o r m o v á n í fólie 

p r o b í h a l o v k l i m a t i z o v a n é k o m o ř e za p o d m í n e k t = 23 °C, R H = 55 %. Skl íčka by la 

u m í s t ě n a vedle sebe na velké Pe t r iho misce, k t e r á spoč íva la na r o š t u u p r o s t ř e d k l imat i 

začn í komory. O d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a p r o b í h a l o po dobu 24 hodin, p o t é byly fólie vy

j m u t y z komory a p o z o r o v á n y pomoc í S E M . 

D r u h á sada v z o r k ů by la p ř i p r a v e n a z 3% roztoku, na k t e r ý by la p o u ž i t a šarže P D X 

S21002279-01 (p rvn í p o u ž í v a n á šarže by l a v tento moment zcela s p o t ř e b o v a n á ) . O p ě t 

by ly p ř i p r a v e n y t ř i fólie, k a ž d á ze 2 m l roztoku. K a ž d é ze sklíček bylo t e n t o k r á t u m í s t ě n o 

zvlášť na malou Pet r iho misku, misky byly r o v n o m ě r n ě r o z m í s t ě n y po k l ima t i začn í ko

m o ř e s rozestupy cca 15 cm mezi n imi . N a s t a v e n é p o d m í n k y byly t = 23 °C, R H = 55 %. 

P o dobu 5 hodin, b ě h e m k t e r ý c h p r o b í h a l o o d p a ř o v á n í rozpouš t ěd la , by ly p o d m í n k y 

v k o m o ř e k o n t i n u á l n ě m ě ř e n y (interval o d e č t u hodnot 30 sekund) pomoc í čidel teploty 

a r e l a t ivn í v lhkost i p ř ipo j ených na datalogger Vernier LabQuest 1, aby bylo ově řeno , že 

k l i m a t i z a č n í komora udržu je n a s t a v e n é p o d m í n k y s tab i ln í . Z v ý s l e d n ý c h dat b y l v y t v o ř e n 

graf (Graf 1 n íže) . P o u p l y n u t í t é t o doby došlo k o d p a ř e n í ve ške rého r o z p o u š t ě d l a a ke 

z fo rmován í fólií, ty byly vy jmuty z komory a opě t p o z o r o v á n y na S E M . 

Z grafu je p a t r n é , že p o d m í n k y v k l i m a t i z o v a n é k o m o ř e se lehce liší oprot i n a s t a v e n ý m 

a kolísají okolo u rč i t é s t ř e d n í hodnoty. V lhkos t by la nastavena na 55 %, ve s k u t e č n o s t i 

kol ísala v rozmez í 51,5 až 55,5 %. Teplo ta by la nastavena na 23 °C, b ě h e m experimentu 

se pohybovala zhruba v rozmezí 23 až 24 °C. V ý k y v y hodnot nejsou příliš vysoké a od 

n a s t a v e n ý c h hodnot se příliš neliší (vl iv na rozdí ly mezi s k u t e č n o u a nastavenou hodnotou 

mohou mí t i p o d m í n k y okoln ího p r o s t ř e d í ) , lze tedy p ř e d p o k l á d a t , že n a s t a v e n é hodnoty 

p o m ě r n ě d o b ř e odpovída j í s k u t e č n ý m p o d m í n k á m b ě h e m experimentu. 
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Graf vývoje podmínek v klimakomoře během experimentu 

l/l 
o 

c 

Relativní v lhkost 

Graf 1: Vývoj podmínek v klimatizované komoře během experimentu. 

T ř e t í sada v z o r k ů by la p ř i p r a v e n a z 3% roztoku P D X (šarže S21002279-01). Skl íčka by la 

opě t r o v n o m ě r n ě r o z m í s t ě n a po k l ima t i začn í k o m o ř e s rozestupem a lespoň 15 cm. Nasta

v e n é p o d m í n k y byly t e n t o k r á t R H = 65 %, t = 23 °C, s k u t e č n é n a m ě ř e n é p o d m í n k y se 

pohybovaly v rozmezí 61-65 % R H a 22-23 °C. Cí lem bylo ověř i t , j a k ý v l i v m á zvýšení 

v lhkos t i z 55 % na 60-65 % na morfologii s t ruktur vznikaj íc ích d íky Breath-figure self-

assembly. 

V y h o d n o c e n í : Ze všech p ř i p r a v e n ý c h v z o r k ů byly poř ízeny S E M sn ímky , k t e r é jsou v idě t 

na O b r á z c í c h 17 až 24. 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 17: SEM snímky vzorku č. 1 z experimentu v klimatizované komoře č. 1 (tep

lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky blízko sebe). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 18: SEM snímky vzorku č. 2 z experimentu v klimatizované komoře č. 1 (tep

lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky blízko sebe). 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 19: SEM snímky vzorku č. 3 z experimentu v klimatizované komoře č. 1 (tep

lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky blízko sebe). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 20: SEM snímky vzorku č. 1 z experimentu v klimatizované komoře č. 2 (tep

lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky s rozestupy 15 cm). 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 21: SEM snímky vzorku č. 2 z experimentu v klimatizované komoře č. 2 (tep

lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky s rozestupy 15 cm). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 22: SEM snímky vzorku č. 3 z experimentu v klimatizované komoře č. 2 (tep

lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky s rozestupy 15 cm). 
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Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 23: SEM snímky vzorku č. 1 z experimentu v klimatizované komoře č. 3 (tep

lota 23 °C, vlhkost 65 %, vzorky s rozestupy 15 cm). 

Přední strana, zvětšení 5000x Přední strana, zvětšení lOOOx 

Obrázek 24: SEM snímky vzorku č. 2 z experimentu v klimatizované komoře č. 3 (tep

lota 23 °C, vlhkost 65 %, vzorky s rozestupy 15 cm). 
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Diskuse: P ř i p r v n í m experimentu, kdy byly vzorky u m í s t ě n y bl ízko sebe na j e d n é velké 

Pe t r iho misce, se morfologie všech vzn ik lých fólií velice lišila - na j e d n é z fólií vzn ik ly 

k o n k á v n i s t ruktury o p r ů m ě r u př ib l ižně 10-30 [im, na d r u h é fólie vznika ly p r o h l u b n ě 

z n a t e l n ě m e n š í (o r o z m ě r u cca 5-10 | im), na t ř e t í fólii nedoš lo k B F S A v ů b e c . Nen í vy

loučeno , že př i rozmís t ěn í v z o r k ů takto bl ízko sebe se n a v z á j e m ovl ivňuje tok p l y n ů nad 

n i m i (buď d íky v z á j e m n é fyzické blokaci , nebo d íky v y p a ř o v á n í p l y n ů z povrchu jednot

l ivých v z o r k ů ) , p ř i čemž intenzi ta a geometrie p r o u d ě n í vzduchu nad vzorky m á dle lite

ratury v l iv na p r ů b ě h B F S A [87]. P ro to byly př i nás leduj íc ích experimentech vzorky 

rozmísťovány dá le od sebe, aby by l jej ich v z á j e m n ý v l iv m in ima l i zován . 

D r u h ý experiment, kde byly vzorky rozmís t ěny dá le od sebe na s a m o s t a t n ý c h Petr iho 

mi skách , vedl ke vzn iku fólií s mnohem konz i s t en tně j š í s t rukturou. Nejvě tš í k o n k á v n i 

s t ruktury na t ě c h t o fóliích dosahovaly r o z m ě r ů 30-50 [im a v m e z e r á c h mezi n imi se mí s ty 

vyskytovaly mnohem menš í p r o h l u b n ě o r o z m ě r u okolo 5 [im. Nejvíce se lišil vzorek číslo 

3, kde byly p r o h l u b n ě celkově o něco menš í . T o je p r a v d ě p o d o b n ě z p ů s o b e n o t í m , že 

skl íčko s roztokem nebylo u loženo zcela v o d o r o v n ě a roztok tak b ě h e m o d p a ř o v á n í roz

p o u š t ě d l a stekl více k j e d n é s t r a n ě . R o v n o m ě r n o s t / t l o u š ť k a vrs tvy roztoku, a tedy vý

s ledné fólie se z d á bý t da l š ím parametrem, k t e r ý m á v l iv na v ý s l e d n o u morfologii s y s t é m u 

k o n k á v n í c h struktur (to je v souladu s odbornou l i teraturou [88, 89, 90]). 

P ř í č inou , p roč jsou na fóliích p ř i p r a v o v a n ý c h př i v lhkos t i 55 % a t ep lo t ě 23 °C pozoro

v a t e l n é jak velké p r o h l u b n ě (30-50 | im), tak ma lé p r o h l u b n ě (jednotky | im), a p roč je 

u s p o ř á d á n í celkově p o m ě r n ě nep rav ide lné , je p r a v d ě p o d o b n ě jev z v a n ý koalescence - spo

j o v á n í z k o n d e n z o v a n ý c h kap iček vody do vě t š í ch kapek dř íve , než dojde k o d p a ř e n í veš

k e r é h o r o z p o u š t ě d l a a z t u h n u t í m a t e r i á l u [91]. P ř i zvýšen í v lhkost i na 65 % př i t ř e t í m 

experimentu vzn ik l a prav ide lně jš í s t ruktura o uni formnějš í velikosti k o n k á v n í c h struktur, 

okolo 20 [jim. Zvýšení vlhkost i dle [54] vede ke v z n i k u vě t š í ch p ó r ů a dle jejich j e d n o t n ě j š í 

vel ikost i , t ě s n é m u u s p o ř á d á n í a p rav ide lně jš í s t ruktury zde p r a v d ě p o d o b n ě ke koalescenci 

nedoš lo , nebo jen v omezené mí ře . Rozdí l v koalescenci je p r a v d ě p o d o b n á p ř í č ina toho, 

p roč př i zvýšení v lhkost i vzn ik ly menš í p r o h l u b n ě , což by mělo bý t v rozporu s běžně 

p l a t n ý m i z á k o n i t o s t m i B F S A - Dle l i teratury vede obvykle zvýšen í v lhkos t i k t v o r b ě 

vě t š í ch p ó r ů [54, 92], p ř í p a d n ě je v l i v z m ě n y vlhkost i n e p a t r n ý (toto c h o v á n í pozorovali 

n a p ř í k l a d Zhang et ai . p ř i použ i t í roztoku po lyv iny lbu ty ra lu v e t h y l a c e t á t u o koncentraci 
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40 m g / m l [93]. V z n i k menš í ch p ó r ů př i zvýšen í v lhkost i je tak n u t n é p ř i soud i t j i n é m u 

jevu, p r a v d ě p o d o b n ě p r á v ě rozdí lu v koalescenci. 

Závěr: Exper imenty ukáza ly , že p o u ž i t á k l i m a t i z o v a n á komora m ů ž e b ý t p o m ě r n ě 

ú spěšně p o u ž i t a k p ř í p r a v ě sad fólií se s t r u k t u r o v a n ý m povrchem, k t e r é maj í v šechny 

př ib l ižně stejnou morfologii. Je v š a k p o t ř e b a d b á t na d o d ržen í celé ř a d y p a r a m e t r ů , 

k r o m ě k o n z i s t e n t n í h o n a s t a v e n í teploty a vlhkost i záleží t a k é na fyzickém rozmís t ěn í 

v z o r k ů v komoře , k t e r é p r a v d ě p o d o b n ě ovl ivňuje p r o u d ě n í vzduchu nad n imi , je t a k é 

dů lež i t é zajistit v o d o r o v n é uložení sklíček a p ře sné d á v k o v á n í roztoku, aby by la vrs tva 

roztoku, pokud m o ž n o s te jně s i lná na všech skl íčkách. Toho lze docíli t n a p ř . pomoc í 

v y v a ž o v a č í c h s to lků a p ř e s n é h o d á v k o v á n í roztoku p o m o c í a u t o m a t i c k é pipety. B y l o t a k é 

z j iš těno, že regulace teploty m á v ý r a z n ý v l i v na morfologii s y s t é m u k o n k á v n í c h struktur, 

kdy př i v lhkos t i 55 % obecně vznika ly vě tš í p r o h l u b n ě , než př i v lhkost i 65 %. To to cho

v á n í je na p r v n í pohled neobvyk lé v p o r o v n á n í s výs ledky r e p o r t o v a n ý m i v o d b o r n é lite

r a t u ř e , jeho p ř í č inou je p r a v d ě p o d o b n ě rozd í lná m í r a koalescence v o d n í c h kapek 

z p ů s o b e n á z m ě n o u p o d m í n e k . 

O p t i m a l i z o v a n ý postup p ř í p r a v y fólií s v y u ž i t í m k l ima t i začn í komory znázo rňu j e s c h é m a 

na O b r á z k u 25. P r o dalš í experimenty ( p o v l á k ň o v á n í fólií a in vitro t e s t ován í ) jsou vyu 

ž ívány fólie p ř i p r a v o v a n é t í m t o z p ů s o b e m za v lhkos t i 55 % a teploty 23 °C, pokud n e n í 

uvedeno j inak. 

1. Příprava roztoku 2. Nanesení 3. Umístění destiček do 4. Sejmutí polymerních 
(3% polydioxanon roztoku na hladkou klimatizované komory fólií z destiček, kontrola 
vtrifluorethanolu) skleněnou destičku (t = 23 °C, RH = 55 %) struktury pomocí SEM 

Obrázek 25: Schéma optimalizovaného postupu pro přípravu strukturovaných PDX fólií. 
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5.5 Vliv stáří roztoku na morfologii povrchu 

N a p ř í p r a v u všech v z o r k ů v dosud p o p s a n ý c h experimentech b y l p o u ž í v á n roztok p ř ip ra 

v o v a n ý den p řed experimentem, v d o b ě u m í s t ě n í v z o r k ů do k l ima t i začn í komory b y l tedy 

roztok v ž d y zhruba 24 hodin s t a r ý . Následuj íc í experiment měl za cíl zjistit, z d á m á s t á ř í 

roz toku ně jaký v l iv na morfologii povrchu výs ledné fólie. 

Metodika: B y l p ř i p r a v e n 3% roztok P D X (šarže M20000153) v T F E . P ř e d p o u ž i t í m by l 

roztok p o n e c h á n 4 dny v k l idu za pokojové teploty. N á s l e d n ě z něj by ly p ř i p r a v e n y fólie 

za použ i t í k l i m a t i z o v a n é komory s p o d m í n k a m i t = 23 °C, R H = 55 % (postup p ř í p r a v y 

by l p o p s á n v K a p i t o l á c h 5.1 a 5.4). Výs l edné fólie byly p o z o r o v á n y pomoc í S E M . 

V y h o d n o c e n í : N a p ř i p r a v e n ý c h fóliích by l p o z o r o v á n vzn ik p r o h l u b n í p r o s t ř e d n i c t v í m 

B F S A . N a O b r á z k u 26 níže je uvedeno p o r o v n á n í s t ruktury fólie p ř i p r a v e n é z 24 h 

s t a r é h o roztoku a fólie p ř i p r a v e n é ze 4 dny s t a r é h o roztoku. 

Z roztoku starého 24 h, zvětšení 5000x Z roztoku starého 24 h, zvětšení lOOOx 

Z roztoku starého 4 dny, zvětšení 5000x Z roztoku starého 4 dny, zvětšení lOOOx 

Obrázek 26: Porovnání morfologie fólie připravené z 24 h starého roztoku a fólie při
pravené ze 4 dny starého roztoku. 
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Morfologie a p r ů m ě r k o n k á v n í c h struktur byly p o d o b n é jako u fólií p ř i p r a v o v a n ý c h z 24 h 

s t a r é h o roztoku, povrch s t ruktury se v š a k jev i l z n a t e l n ě h ladš í . T o je p r a v d ě p o d o b n ě 

z p ů s o b e n o t ím , že ře tězce P D X mohou př i d l o u h o d o b é m v y s t a v e n í T F E p o d l é h a t degra

daci, č ímž docház í ke z m e n š e n í jejich moleku lové hmotnost i . K r a t š í ře tězce jsou fyzicky 

menš í , a tak se př i u t v á ř e n í s t ruktury fólie u spo řáda j í těsněj i k sobě a výs l edný povrch 

je proto hladš í . 

Závěr: S t á ř í roztoku n e m á v ý z n a m n ý v l i v na velikost vznikaj íc ích p r o h l u b n í , vede v š a k 

k v y t v o ř e n í s t ruktury s h l a d š í m povrchem. P ř i in vitro testech p o p s a n ý c h v Kap i to le 6.6 

se nezdá lo , že by h ladš í s t ruktura m ě l a v ý z n a m n ý v l i v na b u n ě č n o u adhezi a proliferaci, 

mnohem více záleželo na p ř í t o m n o s t i a velikosti k o n k á v n í c h struktur. 

5.6 Povlákňování fólií PDX a PCL nanovlákny 

V r á m c i tohoto experimentu bylo vyzkoušeno , zda je m o ž n é p ř i p r a v e n é P D X fólie p o k r ý t 

v rs tvou P D X a P C L n a n o v l á k e n pomoc í zař ízení Nanospider pro s t e j n o s m ě r n é e lek t r ické 

zv l ákňovan í . 

Metodika: P r o p o v l á k ň o v á n í P D X v l á k n y b y l p ř i p r a v e n 10% roztok P D X v T F E s t e j n ý m 

z p ů s o b e m , jako roztok p ř i p r a v o v a n ý pro v ý r o b u fólií (pouze s rozd í lnou k o n c e n t r a c í -

10 hm. % m í s t o 3 %) M e t o d a p ř í p r a v y tohoto roztoku je p o p s á n a v Kap i to le 5.1. 

P r o p o v l á k ň o v á n í P C L v l á k n y b y l p ř i p r a v e n 16% roztok P C L r o z p u š t ě n í m g r a n u l á t u 

P C L ( M r = 45 000) v r o z p o u š t ě d l o v é m s y s t é m u chloroform (CHCl3) / e thano l 

( E t O H ) / k y s e l i n a o c t o v á ( A A ) v h m o t n o s t n í m p o m ě r u 8:1:1 (výrobce rozpouš těde l : 

Penta) . Roz tok by l m í c h á n 24 hodin př i pokojové t ep lo t ě , aby došlo k ú p l n é m u r o z p u š t ě n í 

polymeru. 

P o v l á k ň o v á n y byly P D X fólie o r o z m ě r u př ib l ižně 4,5 x 7 cm, p ř i p r a v e n é v r á m c i p řed

chozích e x p e r i m e n t ů metodou popsanou v Kapi to le 5.1. K e t v o r b ě n a n o v l á k e n bylo pou

ži to zař ízení Nanospider N S 1WS500U s p ř ipo j enou k l i m a t i z a č n í jednotkou N S A C 1 5 0 

(Výrobce : E lmarco) . P ř e d z v l á k ň o v a n í m by la vždy sada P D X fólií pomoc í o b o u s t r a n n é 

lepicí p á s k y p ř i p e v n ě n a ke s p u n b o n d o v é text i l i i ( p á s k a by la a p l i k o v á n a na rohy materi

álu, k t e r é byly pozděj i ods t ř i ž eny ) , k t e r á je p řev í j ena skrze komoru z v l á k ň o v a c í h o zař ízení 

jako podklad pro z a c h y t á v á n í n a n o v l á k e n (podrobně j i o za ř ízen í Nanospider p o j e d n á v á 

K a p i t o l a 4.3). P o v l á k ň o v á n a by la h l a d k á strana fólií (ta na k t e r é nebyl v y t v o ř e n s y s t é m 
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k o n k á v n í c h s truktur) . P ř e d p o v l á k n ě n í m fólií b y l vždy vyroben vzorek s a m o t n ý c h nano-

v l á k e n p ř í m o na spunbond, aby bylo m o ž n é pozděj i porovnat morfologii s a m o t n ý c h na-

n o v l á k e n s n a n o v l á k n y na fólii). Z v l á k ň o v a n í z 10% roztoku P D X v T F E p r o b í h a l o 

s parametry u v e d e n ý m i v Tabulce 2, pro z v l á k ň o v a n í z 16% roztoku P C L byly použ i t y 

parametry u v e d e n é v Tabulce 3. Parametry pro z v l á k ň o v a n í P C L vycháze j í z v ý z k u m u 

p u b l i k o v a n é h o Rosendorfem et al, j ehož výs l edkem by la P C L v l á k n a s dobrou cytokom-

pat ib i l i tou [48], pro z v l á k ň o v a n í P D X byly dle zkušenos t í z p ředchoz ích e x p e r i m e n t ů na 

K N T zvoleny t a k o v é parametry, aby bylo docí leno v l áken o p o d o b n é m p r ů m ě r u . 

Tabulka 2: Parametry použité pro zvlákňovaní PDX vláken. 

Vzdálenost mezi elektrodami [mm] 182 

Napětí [kV] Elektroda 1 Elektroda 2 

- 1 0 +40 

Rychlost pohybu cartridge E M W [mm/s] 400 

Rychlost převíjení podkladu [mm/min] 28 

Průměr otvoru průvlaku [mm] 0,6 

Teplota [°C] 22 nastaveno, reálně naměřeno ~25 

Relativní vlhkost vzduchu [%] 55 

Tabulka 3: Parametry použité pro zvlákňovaní PCL vláken. 

Vzdálenost mezi elektrodami [mm] 174 

Napětí [kV] Elektroda 1 Elektroda 2 

- 1 0 +40 

Rychlost pohybu cartridge E M W [mm/s] 480 

Rychlost převíjení podkladu [mm/min] 40 

Průměr otvoru průvlaku [mm] 0,6 

Teplota [°C] 22 

Relativní vlhkost vzduchu [%] 50 

P o ukončen í z v l á k ň o v a n í byly p o v l á k n ě n é fólie sejmuty ze spunbondu a byly z nich vy

s t ř i ženy vzorky pro p o z o r o v á n í pod S E M . P r o S E M b y l o d e b r á n t a k é vzorek v l áken na-

v l á k n ě n ý c h p ř í m o na spunbondu. 
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V y h o d n o c e n í : Níže ( O b r á z e k 27 až 30) jsou uvedeny S E M sn ímky s a m o s t a t n ý c h nano-

v l á k e n a s n í m k y v l áken n a v l á k n ě n ý c h na fólii. 

Obrázek 28: SEM snímky PDX nanovláken zvlákněných na hladkou stranu PDX fólie. 
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Zvětšení 5000x Zvětšení lOOOx 

Obrázek 30: SEM snímky PCL nanovláken zvlákněných na hladkou stranu PDX fólie. 

Diskuse: Ze s n í m k ů je p a t r n é , že morfologie v l áken n a n e s e n ý c h na fólie se v ý r a z n ě neliší 

od morfologie v l áken z v l á k n ě n ý c h s a m o s t a t n ě na spunbond. P D X tvo ř í h l a d k á v l á k n a 

bez p a t r n ý c h kapek nebo defektů , z n ichž nejsilnější maj í p r ů m ě r okolo 1 mikrometru 

a mnohem četnějš í t enč í v l á k n a dosahu j í t loušťky v ř á d u stovek n a n o m e t r ů , nejčastěj i 

okolo 300-400 n m (měřen í p r ů m ě r ů v l á k e n je p o p s á n o v Kapi to le 6.3). P C L tvoř í mnohem 

m é n ě u s p o ř á d a n á v l ákna , k t e r á jsou p r o t k á n a m n o ž s t v í m kapek r ů z n ý c h vel ikost í , od 

ve lmi m a l ý c h , o rozměrech s r o v n a t e l n ý c h s r o z m ě r y v l á k e n (stovky n m až mikrometry) , 

po p o m ě r n ě velké o rozměrech v ř á d u des í tek m i k r o m e t r ů . T l o u š ť k a v l áken je s r o v n a t e l n á 

s P D X v l á k n y (viz histogramy v Kapi to le 6.3). 
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P o u ž i t í P C L v láken o t é t o morfologii m á v ý z n a m , p ro tože dle série s tud i í p u b l i k o v a n é 

J . Rosendorfem et al. [48, 84, 94] jsou b i o k o m p a t i b i l n í a nevyvo láva j í nežádouc í i m u n i t n í 

odezvu, což bylo d o k á z á n o sérií in vitro a in vivo t e s t ů . St rana m a t e r i á l u p o k r y t á t ě m i t o 

v l á k n y by tak m ě l a podporovat b u n ě č n o u adhezi a proliferaci. P o l y d i o x a n o n o v á v l á k n a 

maj í na pohled od l i šnou morfologii, dosahu j í v š a k p o d o b n ý c h r o z m ě r ů a o jejich použ i t í 

v b iomedic íně t a k é exis tuj í z á z n a m y v o d b o r n é l i t e r a t u ř e [36, 95]. P ř i použ i t í P D X v láken 

o č e k á v a t dobrou adhezi mezi o b ě m a komponentami, p r o t o ž e se j e d n á o s t e jný polymer, 

z j a k é h o je vyrobena fólie, a nav íc se lze vyvarovat v l i v u na lokální p H , k t e rý je spojený 

s d e g r a d a c í P C L v láken [95, 96]. K r o m ě toho by se jednalo o z a j í m a v o u u k á z k u toho, že 

s a m o t n á morfologie m a t e r i á l u m ů ž e ovl ivni t b u n ě č n o u interakci a p ř í p r a v k y pro cílené 

ř ízení b u n ě č n é proliferace tak mohou bý t v y r á b ě n y pouze z jednoho typu polymeru. 

Závěr: P o d a ř i l o se úspěšně p o k r ý t h l ad k é strany P D X fólií d v ě m a r ů z n ý m i typy nano-

v láken . T í m by l p ř i p r a v e n d v o u v r s t v ý m a t e r i á l , j ehož cytotoxic i ta a v l iv na b u n ě č n o u 

proliferaci by ly pozděj i o t e s t o v á n y in vitro (viz K a p i t o l a 6.5 a 6.6). 
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6 C H A R A K T E R I Z A C E A IN VITRO TESTY 

6.1 Charakterizace morfologie fólií optickým profilometrem 

D v a vzorky fólií p ř i p r a v e n é o p t i m a l i z o v a n ý m postupem s v y u ž i t í m k l ima t i začn í komory 

(viz K a p i t o l a 5.4) byly c h a r a k t e r i z o v á n y o p t i c k ý m profilometrem Sensofar S Neox, k te rý 

poskytuje informace o t r o j r o z m ě r n é s t r u k t u ř e povrchu m a t e r i á l ů . P r v n í vzorek zastupo

va l fólie s vě t š ími p r o h l u b n ě m i , dle S E M s n í m k ů o p r ů m ě r u cca 20-25 \rm (př ib l ižně 

o d p o v í d á fóliím p ř i p r a v o v a n ý m při v lhkost i 55 %, k t e r é maj í k o n k á v n i s t ruktury v roz

mez í 20-40 | im), d r u h ý vzorek měl těsnějš í s t rukturu p r o h l u b n í o p r ů m ě r u okolo 10 [jim, 

k t e r á spíše o d p o v í d á v z o r k ů m p ř i p r a v o v a n ý m př i 65 % R H , i když n ě k d y se vyskytova la 

i na čá s t ech fólií p ř i p r a v o v a n ý c h př i 55 % R H . A n a l y z o v a n á oblast m ě l a pro oba vzorky 

r o z m ě r cca 340 x 280 \rm. N a p ř ímce d i agoná lně pro t ína j íc í m ě ř e n o u oblast b y l u obou 

v z o r k ů u rčen profil m a t e r i á l u a by la něko l ik rá t u r č e n a h loubka p r o h l u b n í jako rozdíl mezi 

loká ln ím min imem a max imem profilu. Výs l edky ana lýzy p r v n í h o vzorku (s vě t š ími pro

h l u b n ě m i ) jsou uvedeny níže na O b r á z k u 31 (na 3D modelu nen í podél všech os s te jné 

m ě ř í t k o , reliéf je r o z t a ž e n ý podél osy z ) . 

SEM s n í m e k 3D model rel iéfu 

X(|im) 

Profil d i a g o n á l y n a s n í m a n é oblasti 
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Obrázek 31: Výsledek analýzy prvního vzorku (fólie s většími prohlubněmi). 

H l o u b k a k o n k á v n í c h struktur na p r v n í m vzorku by la m ě ř e n a na osmi mí s t ech profilu, 

p r ů m ě r n á n a m ě ř e n á hloubka je 7,6 + 0,8 [Jim. 
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V ý s l e d k y ana lýzy d r u h é h o vzorku (s m e n š í m i p r o h l u b n ě m i ) jsou uvedeny níže na Ob

r á z k u 32. 

SEM s n í m e k 3D model rel iéfu 

Profil d i a g o n á l y n a s n í m a n é oblasti 

Obrázek 32: Výsledek analýzy druhého vzorku (fólie s menšími prohlubněmi). 

H l o u b k a k o n k á v n í c h struktur na d r u h é m vzorku byla m ě ř e n a na d v a n á c t i m í s t e c h profilu, 

p r ů m ě r n á n a m ě ř e n á hodnota je 3,9 + 0,8 [Jim. 

Závěr: U fólií p ř i p r a v e n ý c h při 65% rel. v lhkos t i dosahuje h loubka p r o h l u b n í p o d o b n ý c h 

hodnot, jako jejich po loměr , m ů ž e m e tedy p ř e d p o k l á d a t , že p r o h l u b n ě jsou t é m ě ř pů lku-

lové otisky v o d n í c h kapek z k o n d e n z o v a n ý c h na povrchu b ě h e m procesu o d p a ř o v á n í roz

p o u š t ě d l a a t u h n u t í polymeru. U fólií p ř i p r a v e n ý c h př i 55% vlhkost i je h loubka spíše 

m e n š í než p r ů m ě r , což by mohl b ý t dalš í d ů k a z , že ty to vě t š í p r o h l u b n ě vznikaj í procesem 

koalescence, tedy spo jen ím někol ika menš ích , p ů v o d n ě ku lových , kapek. 

O b z v l á š t ě u vě t š ích k o n k á v n í c h struktur je h loubka ve s t e j ném ř á d u , jako r o z m ě r euka-

r y o t n í c h buněk , což by mohlo h r á t roli v mí ře b u n ě č n é proliferace na povrchu takto 

s t r u k t u r o v a n é h o m a t e r i á l u - b u ň k y a d h e r o v a n é u v n i t ř p r o h l u b n í jsou ze všech stran 

(mimo horn í ) fyzicky b l o k o v á n y m a t e r i á l e m . 
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6.2 Měření tloušťky fólií 

K určen í t loušťky p ř i p r a v e n ý c h fólií a n a n o v l á k e n n ý c h n á n o s ů by l použ i t ana logový 

t l oušťkoměr (model n e z n á m ý , p ře snos t 0,01 mm) . M e t o d a m ě ř e n í vycháze l a z normy 

D I N 53855 pro m ě ř e n í t loušťky n e t k a n ý c h text i l i í : Zař ízení měř í t l oušťku m a t e r i á l u 

o ploše př ib l ižně 2500 m m 2 př i za t í žen í odpov ída j í c ímu t l aku 0,5 k P a . Odeče t hodnot 

p r o b í h a l př ib l ižně 10 sekund po za t í žen í . M ě ř e n o bylo 10 hodnot na v z o r k á c h n a n o v l á k e n 

a n e p o v l á k n ě n ý c h fólií a pouze 5 hodnot t loušťky p o v l á k n ě n ý c h fólií, z d ů v o d u jejich m a l é 

celkové plochy. 

Nejprve by la m ě ř e n a t loušťka j e d n é z n e p o v l á k n ě n ý c h P D X fólií, p ř i p r a v e n ý c h postupem 

s v y u ž i t í m k l i m a t i z o v a n é komory při r e l a t ivn í v lhkost i 55 % a t e p l o t ě 23 °C (Kap i to l a 

5.4.). P r ů m ě r n á n a m ě ř e n á hodnota by l a (0, 5 + 0, 2) mm. N á s l e d n ě by la p r o m ě ř e n a fólie 

p o v l á k n ě n á vrs tvou P D X v láken , jejíž t loušťka byla rovna (0,44 + 0, 07) mm. T l o u š ť k a 

fólie p o k r y t é P C L v l á k n y by l a u r č e n a jako (0,44 + 0,06) mm. 

P r o t o ž e t loušťky p o v l á k n ě n ý c h a n e p o v l á k n ě n ý c h fólií j sou v z á j e m n ě p o m ě r n ě p o d o b n é 

a jsou za t í žen i velkou nejistotou měřen í , nen í m o ž n é spolehl ivě urč i t t l oušťku n á n o s u 

n a n o v l á k e n p o r o v n á n í m t loušťky n e p o v l á k n ě n é a p o v l á k n ě n é fólie. Z toho d ů v o d u by la 

z m ě ř e n a t loušťka s a m o t n ý c h P C L a P D X vrstev n a v l á k n ě n ý c h na spunbondu, na k t e r é m 

by ly př i p o v l á k ň o v á n í u p e v n ě n y i fólie. T loušťka spunbondu s P D X v l á k n y by l a u r č e n a 

jako (0, 34 + 0, 02) mm a t l oušťka spunbondu s P C L v l á k n y jako (0, 39 + 0, 05) mm. 

P o t é by la z m ě ř e n a t loušťka s a m o t n é h o (nepov l ákněného ) spunbondu, n a m ě ř e n á hodnota 

by l a (0, 2 + 0, 02) mm. P o odeč t en í lze usoudit, že v rs tva n á n o s u P D X zře jmě dosahuje 

t loušťky okolo 0,1-0,15 mm, t loušťka n á n o s u P C L v láken se jev í bý t o něco silnější 

a mohla by ležet v rozmezí 0,15-0,25 mm. 

Závěr: P o m o c í t l o u š ť k o m ě r u by la u r č e n a p ř ib l i žná t loušťka fólií a n a n o v l á k e n n ý c h ná

nosů . Z d á se, že t l oušťka fólií se pohybuje okolo 0,5 mm, n á n o s n a n o v l á k e n pak dosahuje 

mocnosti cca 0,1-0,25 m m . Hodnoty jsou ve lmi o r i en tačn í , p ro tože z d ů v o d u m a l é h o roz

m ě r u fólií nebylo m o ž n é p rovés t ve lké m n o ž s t v í m ě ř e n í na s t e jném vzorku, fólie jsou 

nav íc obvykle po p ř í p r a v ě lehce zv lněné , a p ro tože se j e d n á o p o m ě r n ě p e v n ý a p r u ž n ý 

m a t e r i á l , je m o ž n é , že toto zv lnění vnáš í do m ě ř e n í dalš í nep řesnos t . 
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6.3 Měření charakteristických rozměrů konkávních struktur a vláken 

P o m o c í J a v a aplikace ImageJ byly z m ě ř e n y c h a r a k t e r i s t i c k é r o z m ě r y ( t loušťka v l áken 

a p r ů m ě r p r o h l u b n í ) na S E M sn ímcích fólií a n a n o v l á k e n p ř i p r a v e n ý c h v r á m c i experi

m e n t ů p o p s a n ý c h v p ředchoz ích kap i to l ách . P r o u rčen í p r ů m ě r u k o n k á v n í c h struktur 

by l a nejprve v softwaru o z n a č e n a plocha p r o h l u b n ě (S) a p r ů m ě r (d) b y l ná s l edně dopo

č í t án pomoc í vzorce d = 2jŠ/ n , kde n je Ludolfovo číslo (je p ř e d p o k l á d á n o , že pro

h l u b n ě maj í př ib l ižně k r u h o v ý tvar) . P r ů m ě r v l áken b y l m ě ř e n p ř í m o p o m o c í označen í 

k o l m é h o p r ů ř e z u v l á k n a na d o b ř e v id i te lné čás t i ú sečkou s kolmicemi. Z n a m ě ř e n ý c h 

hodnot by l v ž d y sestrojen histogram. 

P r v n í m ě ř e n í bylo provedeno na s n í m k u fólie s vě t š ími p r o h l u b n ě m i (zvětšení 500x), př i 

p r a v e n é př i r e l a t ivn í v lhkost i 55 %. Ta to fólie reprezentuje v ě t š i n u fólií p ř i p r a v o v a n ý c h 

a p o u ž í v a n ý c h b ě h e m e x p e r i m e n t ů v p r a k t i c k é čás t i . K v ý p o č t u p r ů m ě r u bylo na s n í m k u 

o z n a č e n o 164 r ů z n ý c h p r o h l u b n í (červeně v y b a r v e n é oblasti na levé čás t i O b r á z k u 33). 

Obrázek 33: Analyzovaný SEM snímek fólie s většími prohlubněmi a histogram vypoč

tených průměrů. 

V y n e c h á n y byly p r o h l u b n ě , k t e r é se příliš t ě sně d o t ý k a l y j iž o z n a č e n ý c h p r o h l u b n í (soft

ware dvě do týka j íc í se oblasti považu je za jednu) a p r o h l u b n ě ve lmi n e k u l a t é h o tvaru. 

Z n a m ě ř e n ý c h dat vyp lývá , že p r ů m ě r n ý p r ů m ě r p r o h l u b n í na p r v n í fólii je (34 + 5) lim. 

S t e j n ý m z p ů s o b e m bylo provedeno m ě ř e n í na s n í m k u vzorku fólie (zvětšení 1000*) při

p r a v e n é př i v lhkos t i 65 %. M ě ř e n o bylo celkem 162 k o n k á v n í c h struktur. 
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Obrázek 34: Analyzovaný SEM snímek fólie s menšími prohlubněmi a histogram vypoč

tených průměrů. 

Z n a m ě ř e n ý c h dat vyp lývá , že p r ů m ě r n ý p r ů m ě r p r o h l u b n í na d r u h é fólii je 

(19 + 3) |im. Dá le bylo z m ě ř e n o 100 p r ů m ě r ů v l áken na s n í m k u P C L v l á k e n (zvětšení 

5000x), p ř i p r a v e n ý c h postupem p o p s a n ý m v Kapi to le 5.6: 

Obrázek 35: Analyzovaný SEM snímek PCL vláken a histogram naměřených průměrů 

vláken. 

Z n a m ě ř e n ý c h dat v y p l ý v á , že p r ů m ě r n ý p r ů m ě r P C L v láken je (0,4 + 0, 3) um. N a 

a n a l y z o v a n é m úseku m a t e r i á l u v ý r a z n ě převažu j í v l á k n a o p r ů m ě r u 200-400 nm, pří

tomna jsou v š a k t a k é silnější v l ákna , k t e r á dosahu j í p r ů m ě r u i p řes 1 mikrometr . 
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Nakonec by l o b d o b n ě a n a l y z o v á n i S E M sn ímek p ř i p r a v e n ý c h P D X v láken (zvětšení 

5000x). M ě ř e n o bylo opě t 100 r ů z n ý c h v láken: 

Obrázek 36: Analyzovaný SEM snímek PDX vláken a histogram naměřených průměrů 

vláken. 

Z n a m ě ř e n ý c h dat v y p l ý v á , že p r ů m ě r n ý p r ů m ě r P D X v l á k e n je (0, 5 + 0, 3) um. Dis

tribuce j e d n o t l i v ý c h p r ů m ě r ů je p o d o b n á jako u P C L v láken , více jsou v š a k zastoupeny 

silnější v l á k n a . 

Závěr: Z n a m ě ř e n ý c h a v y p o č t e n ý c h dat vyp lývá , že p r ů m ě r n á velikost k o n k á v n í c h 

s t ruktur na fóliích p ř i p r a v o v a n ý c h př i 55% vlhkos t i se pohybuje okolo 35 m i k r o m e t r ů , 

zvýšení v lhkost i tento p r ů m ě r sníží zhruba na polovinu. P o d r o b n ě j š í diskuse v l i v u v lh 

kosti na morfologii fólie je uveden v z á v ě r u K a p i t o l y 5.4. 

O b a typy n a n o v l á k e n n ý c h m a t e r i á l ů dosahu j í p o d o b n ý c h p r ů m ě r ů j e d n o t l i v ý c h v láken . 

Nejvíce z a s t o u p e n á jsou v obou p ř í p a d e c h v l á k n a o p r ů m ě r u okolo 200-400 nm, v menš í 

mí ř e se vysky tu j í v l á k n a o p r ů m ě r u přes 1 mikrometr . B iokompa t ib i l i t a n a n o v l á k e n při

p r a v e n ý c h s t e j n ý m z p ů s o b e m byla j iž t e s t o v á n a , lze tedy o č e k á v a t dobrou m í r u b u n ě č n é 

adheze a proliferace [48, 84, 94]. 
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6.4 Určení smáčivosti měřením kontaktního úhlu 

M ě ř e n í k o n t a k t n í h o ú h l u poskytuje informaci o smáč ivos t i m a t e r i á l u . M ě ř e n í obvykle 

p r o b í h á na kapce t e s tovac í kapal iny př isedlé na povrch t e s t o v a n é h o m a t e r i á l u . K o n t a k t n í 

úhe l je pak def inován jako úhel , k t e rý sv í rá t e č n a povrchu kapal iny (vedená v b o d ě kon

tak tu se všemi t ř e m i fázemi - m a t e r i á l e m , kapal inou a oko ln ím p r o s t ř e d í m ) s povrchem 

m a t e r i á l u [97]. P o k u d je k o n t a k t n í úhel menš í než 90 °, p řev láda j í a d h e z n í síly mezi 

m a t e r i á l e m a kapal inou nad kohezn ími si lami, působ íc ími v z á j e m n ě mezi molekulami 

kapal iny. P o k u d úhel p řek raču je 90 °, p řev láda j í m í s t o toho kohezn í síly kapal iny. C í m 

vyšš í jsou a d h e z n í síly, t í m vyšší je p o v r c h o v á energie m a t e r i á l u . Nejčastě j i p o u ž í v a n o u 

t e s tovac í kapal inou je voda, podle smáč ivos t i vodou lze m a t e r i á l y děli t na hydrof i ln í 

( k o n t a k t n í úhel <90 °) a hyd ro fobn í ( k o n t a k t n í úhel >90 °). M ě ř e n í k o n t a k t n í h o úh lu 

m á v b iomedic íně v ý z n a m , p ro tože m í r a b u n ě č n é proliferace na p o l y m e r n í m scaffoldu je 

obvykle p ř í m o ú m ě r n á jeho hydrof i l i tě [98]. 

Metodika: P r o m ě ř e n í by l použ i t p ř í s t ro j See System od společnos t i A d v e x Instruments, 

umožňu j í c í s t a t i c k é měřen í k o n t a k t n í h o ú h l u př isedlé kapky. Z t e s t o v a n ý c h m a t e r i á l ů 

( h l a d k á strana fólie, strana fólie s m a l ý m i p r o h l u b n ě m i ( p r ů m ě r okolo 10 | im), strana 

fólie s ve lkými p r o h l u b n ě m i ( p r ů m ě r 20-25 | im) , P C L v l á k n a a P D X v l á k n a ) byly ods t ř i 

ženy kusy o rozměrech př ib l ižně 2 x 5 cm a pomoc í o b o u s t r a n n é lepicí p á s k y byly upev

n ě n y na l a b o r a t o r n í skl íčka. M ě ř e n í p rob íha lo nás l edovně : N a t e s t o v a n ý m a t e r i á l 

u m í s t ě n ý na p o s u v n ý stolek by la nanesena kapka des t i l ované vody o objemu 8 yil pomoc í 

a u t o m a t i c k é pipety. N á s l e d n ě by l C C D kamerou poř ízen s n í m e k kapky, na k t e r é m by l 

p o m o c í softwaru z m ě ř e n k o n t a k t n í úhel . M ě ř e n í bylo o p a k o v á n o d e s e t k r á t pro každý 

t e s t o v a n ý m a t e r i á l . P r o t o ž e m a t e r i á l y vykazovaly spíše hydrof i ln í chován í , b y l použ i t 

k o n t i n u á l n í rež im, kdy kamera s n í m a l a obraz k a ž d ý c h 0,3 sekund. M ě ř e n í p o t é p r o b í h a l o 

na p r v n í m s n í m k u , kde kapka zcela dosedla na m a t e r i á l . P o skončen í m ě ř e n í b y l softwa

rem See System v y p o č í t á n p r ů m ě r n ý k o n t a k t n í úhe l v č e t n ě s m ě r o d a t n é odchylky pro 

k a ž d ý m a t e r i á l , a t a k é v o l n á p o v r c h o v á energie podle Kwokova -Neumannova modelu 

[99]. 

V y h o d n o c e n í : V y p o č t e n é výs ledky , z a o k r o u h l e n é dle odchylky na jednu platnou číslici, 

jsou shrnuty v Tabulce 4: 
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Tabulka 4: Výsledky měření kontaktního úhlu a výpočtu volné povrchové energie. 

Materiál Kontaktní úhel [°] Volná povrchová energie [mJ • m 2] 

Fólie - hladká strana 40 ±20 58 ± 7 

Fólie s menšími prohlubněmi 60 ±30 50 ±20 

Fólie s většími prohlubněmi 67 ± 9 43 ± 7 

PCL vlákna 40 ±20 60 ±20 

PDX vlákna 17 ± 6 70 ± 3 

Závěr: Ačkol iv m ě ř e n í nebylo příliš p ř e s n é kvůl i v e l k é m u rozpty lu n a m ě ř e n ý c h hodnot 

k o n t a k t n í c h ú h l ů pro j e d n o t l i v é vzorky, z dat vyp lývá , že strana fólie se s y s t é m e m kon-

k á v n í c h struktur je obecně hydrofobnějš í než h l a d k á strana fólie nebo n a n o v l á k n a . T o je 

jeden z fak to rů , k t e rý by mohl p ř i sp íva t nižší m í ř e b u n ě č n é proliferace na s t r u k t u r o v a n é 

s t r a n ě fólie. Z a z m í n k u stojí rozdíl mezi P D X n a n o v l á k n y a P D X fólií s t rukturovanou 

p r o h l u b n ě m i - ačkol iv se chemicky j e d n á o ten s a m ý m a t e r i á l , bez d o d a t e č n ý c h modifi

kac í měníc ích chemické složení, m í r a smáč ivos t i se p o m ě r n ě z n a t e l n ě liší. T o dokazuje, 

že s te jný m a t e r i á l m ů ž e m í t r ů z n é p o v r c h o v é vlastnosti v závis lost i pouze na morfologii 

jeho povrchu. 

6.5 Testy toxicity povlákněných fólií 

Cí lem tohoto testu je ověř i t , že je v y r o b e n ý d v o u v r s t v ý m a t e r i á l s á m o sobě ne tox ický 

pro b u ň k y . S a m o t n é použ i t é polymery jsou ne tox ické a používa j í se v b iomed ic ínských 

ap l ikac ích (viz K a p i t o l a 3), po tenc i á ln í tox ic i ta by ale mohla bý t z p ů s o b e n a p ř í t o m n o s t í 

r ez iduá ln ích rozpouš těde l . Testy byly p r o v á d ě n y dva. P r v n í test sloužil k v y v r á c e n í to

x ic i ty n e p o v l á k n ě n é fólie. P r o t o ž e rozpouš t ěd lo ( T F E ) se m ů ž e z fólie p o s t u p n ě o d p a ř o 

vat, by l test proveden na dvou vzorc ích fólií r ů z n é h o s t á ř í - 4 a 12 t ý d n ů . D r u h ý test 

sloužil k v y h o d n o c e n í toxic i ty fólií p o k r y t ý c h n a n o v l á k n y a toxic i ty v l á k e n s a m o t n ý c h . 

Metodika: Testy toxici ty byly provedeny podle normy ISO 10993:5 - Biologické hodno

cení z d r a v o t n i c k ý c h p r o s t ř e d k ů - Zkoušky na cy to toxic i tu in vitro [100]. V z o r k y k a ž d é h o 

ze z k o u m a n ý c h m a t e r i á l ů ( n e p o v l á k n ě n á fólie, fólie p o v l á k n ě n á P C L v lákny , fólie povlák-

n ě n á P D X v l ákny , s a m o t n á P C L v l á k n a a s a m o t n á P D X v l á k n a ) byly n a s t ř í h á n y na 

m a l é kusy a p řed experimentem s te r i l i zovaný ethylenoxidem. P o steril izaci by ly vzorky 

t ý d e n o d v ě t r á v á n y . 
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T o x i c i t a by l a t e s t o v á n a na 8. pasáž i l in i i myš ích f ib rob las tů 3T3 . Ta to linie by la nejprve 

z p a s á ž o v á n a a to nás leduj íc ím postupem: Z ku l t i vačn í l áhve bylo o d s á t o s t a r é ku l t i vačn í 

m é d i u m a dno l áhve bylo o p l á c h n u t o fosfá tovým pufrem ( P B S ) . N á s l e d n ě bylo do l áhve 

n a p i p e t o v á n o m a l é m n o ž s t v í roztoku trypsinu, p ř e d e m o h ř á t é h o ve v o d n í lázni na 37 °C. 

K u l t i v a č n í láhev by la u m í s t ě n a na 4 minuty do CO2 i n k u b á t o r u . P o d mikroskopem bylo 

z k o n t r o l o v á n o , zda došlo k oddě len í b u n ě k od podkladu. N á s l e d n ě bylo dno l áhve něko

l ikrá t o p l á c h n u t o b u n ě č n ý m m é d i e m D M E M (Dulbecco's Modif ied Eagle M e d i u m , objem 

d v o j n á s o b n ý oprot i t rypsinu), aby došlo k deaktivaci t ryps inu a ke s p l á c h n u t í co největ -

š ího m n o ž s t v í u v o l n ě n ý c h b u n ě k . V z n i k l a b u n ě č n á suspenze, z níž by l o d e b r á n vzorek do 

mikrozkumavky . K tomuto vzorku suspenze by l a p ř i d á n a t r y p a n o v á m o d ř (v o b j e m o v é m 

p o m ě r u 1:1), výs l edný roztok by l n a p i p e t o v á n do t e s tovac í des t i čky a vložen do o p t i c k é h o 

cytometru. A n a l ý z o u na cytometru by la u r č e n a v iab i l i t a a koncentrace b u n ě k v suspenzi. 

Suspenze by la n a ř e d ě n a D M E M o h ř á t ý m na 37 °C tak, aby vzn ik l roztok o koncentraci 

10 4 b u n ě k / m l . 

K t e s t o v á n í byly použ i t y dvě 96 jamkové m i k r o t i t r a č n í des t ičky . D o jamek bylo napipe

t o v á n o po 100 [ú b u n ě č n é suspenze nás leduj íc ím z p ů s o b e m : 

• 1. d e s t i č k a : 36 jamek pro t e s t o v á n í n e p o v l á k n ě n é fólie s t a r é 4 t ý d n y ; 36 jamek pro 

t e s t o v á n í n e p o v l á k n ě n é fólie s t a r é 12 t ý d n ů ; 12 jamek poz i t ivn í kontrola; 12 jamek 

n e g a t i v n í kontrola 

• 2. d e s t i č k a : 12 jamek pro t e s t o v á n í fólie p o v l á k n ě n é P D X v l á k n y ; 12 jamek pro tes

t o v á n í fólie p o v l á k n ě n é P C L v l ákny ; 12 jamek s a m o t n ý c h P D X v láken ; 12 jamek 

s a m o t n ý c h P C L v láken ; 12 jamek poz i t ivn í kontrola; 12 jamek n e g a t i v n í kontrola 

Des t i čky s b u n ě č n o u suspenz í by ly k u l t i v o v á n y v i n k u b á t o r u po dobu 24 hodin. Z kaž

d é h o z t e s t o v a n ý c h m a t e r i á l ů by l p ř i p r a v e n v ý l u h (koncentrace 10 mg m a t e r i á l u na 1 m l 

D M E M , l o u h o v á n í p r o b í h a l o po dobu 24 h za s t á l ého m í c h á n í a inkubace př i 37 °C). Z a 

s t e jných p o d m í n e k by l i n k u b o v á n t a k é roztok D M E M , k t e rý pos louží jako zák lad roztoku 

pro poz i t ivn í a nega t i vn í kontrolu. 

P o 24 h byly des t i čky s n a s a z e n ý m i b u ň k a m i vy jmuty z i n k u b á t o r u a pod o p t i c k ý m mi 

kroskopem by l z k o n t r o l o v á n stav b u n ě č n é populace. N á s l e d n ě bylo ze všech jamek o d s á t o 

ku l t i vačn í m é d i u m a nahrazeno po 100 [ú v ý l u h u p ř í s lušných t e s t o v a n ý c h m a t e r i á l ů (dle 

klíče u v e d e n é h o výše ) , po 100 [ú č i s tého D M E M i n k u b o v a n é h o př i 37 °C pro j amky 
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odpovída j íc í nega t i vn í kontrole (nega t ivn í kontrola p ř e d s t a v u j e p r o s t ř e d í ne tox ické pro 

b u ň k y a je vůči ní p o s u z o v á n a v iab i l i t a b u n ě k na t e s t o v a n ý c h vzorc ích) a po 100 [ú 0,1% 

roztoku T r i t o n u X-100 pro j amky odpovída j íc í poz i t ivn í kontrole (Tr i ton X-100 je povr

chově a k t i v n í l á tka , k t e r á n a r u š u j e fosfolipidovou m e m b r á n u a způsobu je b u n ě č n o u lýzi, 

poz i t ivn í kontrola tedy simuluje p r o s t ř e d í pro b u ň k y tox ické ) . D e s t i č k a s v ý l u h y a kon

t rolami by la na da lš ích 24 hodin u m í s t ě n a do i n k u b á t o r u . 

P o 24 h o d i n á c h by la vyhodnocena v iab i l i t a b u n ě k p r o s t ř e d n i c t v í m testu m e t a b o l i c k é ak

t iv i ty C C K - 8 (Cell Counting Kit-8). K l íčovou komponentou t é t o t e s tovac í sady je che

mikál ie W S T - 8 , což je t e t r a zo l i ová sůl r o z p u s t n á ve vodě , kterou jsou m e t a b o l i c k ý a k t i v n í 

b u ň k y s c h o p n é p r o s t ř e d n i c t v í m enzymu d e h y d r o g e n á z y transformovat na formazan. T e n 

m á o r a n ž o v o u barvu a v ý z n a m n ě absorbuje svě t lo v lnové délky 450 nm. P o m o c í U V / V i s 

spektrofotometru je p o t é m o ž n é změř i t absorbanci a p o r o v n á n í m s k o n t r o l n í m m ě ř e n í m 

urč i t v i ab i l i t u buněk . 

P r o test by l p ř i p r a v e n 10% roztok C C K - 8 v D M E M . Z jamek se vzorky, s poz i t ivn í 

a s n e g a t i v n í kontrolou bylo o d s á t o m é d i u m . J amky byly p r o p l á c h n u t y P B S . D o každé 

j a m k y bylo p ř i d á n o 100 yl 10% roztoku C C K - 8 . K u l t i v a č n í des t i čky se vzorky byly umís 

t ě n y na 3 hodiny do i n k u b á t o r u . N á s l e d n ě by la na U V / V i s spektrometru z m ě ř e n a absor-

bance r o z t o k ů v j e d n o t l i v ý c h j a m k á c h pro v lnovou dé lku 450 nm, k t e r á je ú m ě r n á 

koncentraci formazanu v y p r o d u k o v a n é h o m e t a b o l i c k ý a k t i v n í m i b u ň k a m i . Absorbance 

by l a p ř e p o č í t á n a na v i ab i l i t u b u n ě k v z t a ž e n í m k nega t i vn í kontrole (hodnota absorbance 

n a m ě ř e n á pro nega t i vn í kontroly by la vza ta jako 100% viabi l i ta ) . A b y mohl bý t vzorek 

p o v a ž o v á n za ne tox ický , m u s í bý t jeho v iab i l i t a (vče tně c h y b o v é h o intervalu s t a t i s t i cké 

odchylky) vyšší než 70 % oprot i nega t i vn í kontrole. 

V y h o d n o c e n í : P o z m ě ř e n í absorbance byly hodnoty př í s lušné k a ž d é m u ze v z o r k ů zp rů -

m ě r o v á n y a z n á z o r n ě n y graficky, v č e t n ě c h y b o v ý c h úseček znázorňu j íc ích s m ě r o d a t n o u 

odchylku . G r a f 2 znázo rňu j e hodnoty t e s t o v á n í n e p o v l á k n ě n ý c h fólií a G r a f 3 hodnoty 

pro p o v l á k n ě n é fólie a n a n o v l á k n a (Grafy jsou uvedeny na následuj íc í s t r á n c e ) . 
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140 

S-120 

ra 100 

Test cytotoxicity povlákněných fólií 

140 

S" 120 

S 100 

•Š 8 0 

.% 70 

.es 60 c >u >eu 40 c 
m 20 1 

Fólie 4 týdny 

o 
• Fólie + PDX vlákna • Fólie + PCL vlákna 

• PDX vlákna • PCL vlákna 

• PK • NK 

Graf 2: Cytotoxicita nepovlákněných fólií. Graf 3: Cytotoxicita povlákněných fólií 

a nanovláken. 

(u obou grafů značí červená linie limitní hranici buněčné viability, pod kterou je materiál pova

žován za toxický. PK = pozitivní kontrola = prostředí pro buňky toxické. NK = negativní kon

trola = prostředí pro buňky netoxické) 

'Závěr. Ž á d n ý z t e s t o v a n ý c h v z o r k ů nen í dle normy ISO 10993:5 cy to tox ický . Cy to tox i 

c i ta by u t ě c h t o m a t e r i á l ů mohla bý t z p ů s o b e n a p ř e d e v š í m u v o l ň o v á n í m tox ických d á v e k 

rez idu í rozpouš t ěde l , test tuto m o ž n o s t v y v r á t i l . P ř í t o m n o s t r ez iduá ln ích rozpouš t ěde l by 

do budoucna bylo v h o d n é ověř i t i j inak, n a p ř . c h e m i c k ý m i testy. P r o tuto p rác i je v š a k 

z á s a d n í p ř e d e v š í m d ů k a z , že m a t e r i á l nen í cy to tox ický a lze na n ě m p rovés t in vitro test 

b u n ě č n é proliferace. 

6.6 In vitro testy buněčné proliferace 

Cí lem tohoto experimentu je zjistit , do j a k é mí ry docház í k b u n ě č n é proliferaci na dvou-

v r s t v é m m a t e r i á l u ses táva j íc ím z P D X fólie, jejíž jedna strana je pokry ta k o n k á v n í m i 

s t rukturami v r o z m ě r u ř á d u des í t ek m i k r o m e t r ů , a d r u h á strana je p o v l á k n ě n a d v ě m a 

r ů z n ý m i typy n a n o v l á k e n ( P D X a P C L ) . 

Metodika: K t e s t o v á n í bylo použ i t o celkem 12 P D X p o l y m e r n í c h fólií, p ř i p r a v e n ý c h me

todou popsanou v K a p i t o l á c h 5.1 a 5.4. P ř i p ř í p r a v ě by la p o u ž i t a teplota 23 °C a vlhkost 

55 s t u p ň ů , byly tedy z í skány fólie se s t ř e d n í m p r ů m ě r e m k o n k á v n í c h s t ruktur cca 35 [im 

(u rčen í s t ř e d n í h o p r ů m ě r u p r o h l u b n í je p o p s á n o v Kapi to le 6.3). Č t y ř i fólie byly použ i ty 

bez da lš ích ú p r a v , 4 byly z h l a d k é strany p o v l á k n ě n y P C L n a n o v l á k n y a 4 byly povlák-

n ě n y P D X n a n o v l á k n y (k p ř í p r a v ě n a n o v l á k e n bylo použ i t o zař ízení Nanospider, 
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metodika p o v l á k ň o v á n í je p o p s á n a v Kap i to le 5.6). Dá le byly p ř i p r a v e n y s a m o s t a t n é 

vzorky P C L a P D X n a n o v l á k e n . Ze všech m a t e r i á l ů byly v y s t ř i ž e n y k u l a t é vzorky o prů

m ě r u př ib l ižně 1 cm a r o z m í s t ě n y do 2 4 j a m k o v ý c h ku l t i vačn í ch des t iček . B y l y p ř i p r a v e n y 

dvě sady m a t e r i á l ů - na t e s t o v á n í po 2 a po 6 dnech. O d k a ž d é h o t e s t o v a n é h o m a t e r i á l u 

by ly p ř i p r a v e n y t ř i t e s tovac í vzorky a jedna n e g a t i v n í kontrola ( s a m o t n ý m a t e r i á l bez 

osazen í b u ň k a m i ) . P r o k a ž d ý t e s tovac í den byly t a k é p ř i p r a v e n y t ř i poz i t ivn í kontroly 

( b u n ě č n é m é d i u m osazené b u ň k a m i bez t e s t o v a c í h o m a t e r i á l u ) . K r o m ě toho byly z kaž

d é h o z t e s t ovac í ch d n ů p ř i p r a v e n y vzorky na f luorescenční mikroskopi i a na S E M . V z o r k y 

by ly za t í ženy sk l eněnými k roužky a v šechny des t i čky se vzorky byly s te r i l i zovaný ethy-

lenoxidem a t ý d e n o d v ě t r á v á n y . 

Výchoz í b u n ě č n o u kul turou by la 20. pa sáž linie myš ích f ib rob las tů 3T3 . T a t o linie by la 

z p a s á ž o v á n a , s t e j n ý m postupem, j a k ý b y l p o p s á n v Kapi to le 6.5. T í m by la z í skána bu

n ě č n á suspenze, k t e r á by la n a ř e d ě n a tak, aby obsahovala př ib l ižně 10 4 b u n ě k / m l . D o 

k a ž d é j a m k y obsahuj íc í vzorek na test m e t a b o l i c k é akt iv i ty , vzorek na mikroskopi i a t a k é 

do jamek pro poz i t ivn í kontroly by l n a p i p e t o v á n 1 m l n a ř e d ě n é b u n ě č n é suspenze. D o 

k a ž d é z jamek s n e g a t i v n í kontrolou bylo n a p i p e t o v á n o 1 m l D M E M bez b u n ě k (nega t ivn í 

kontrola př i testu proliferace p ř e d s t a v u j e m a t e r i á l bez b u n ě k , n a m ě ř e n á hodnota absor-

bance př i M T T testu je tedy pro nega t i vn í kont ro lu nejnižší . T o je o p a č n á situace než 

př i testu toxici ty , kde nega t i vn í kontrola p ř e d s t a v u j e ne tox ické p r o s t ř e d í a tedy 100% 

v iab i l i t u b u n ě k ) . D o p r o v e d e n í dalš ích t e s t ů byly ku l t i vačn í des t i čky se vzorky u c h o v á n y 

v CO2 i n k u b á t o r u . 

Ku l t i vace p r v n í sady v z o r k ů p r o b í h a l a po dobu dvou d n ů , kult ivace d r u h é sady po dobu 

šest i d n ů . P o k a ž d é m z t ě c h t o i n t e r v a l ů by l proveden test m e t a b o l i c k é ak t iv i ty a byly 

p ř i p r a v e n y vzorky na f luorescenční a elektronovou mikroskopi i . 

T e s t o v á n í m e t a b o l i c k é aktivity p o m o c í C C K - 8 : P r inc ip C C K - 8 testu m e t a b o l i c k é akt i

v i t y a jeho p r ů b ě h by l p o p s á n v Kap i to le 6.5. Test v tomto p ř í p a d ě p r o b í h a l o b d o b n ý m 

z p ů s o b e m . 

Hodnoty absorbance z í skané m ě ř e n í m na U V / V i s spektrometru byly pro k a ž d ý t e s t o v a n ý 

m a t e r i á l z p r ů m ě r o v á n y a v loženy do grafu (Graf 4 na následuj íc í s t r á n c e ) . 
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Graf 4: Naměřená absorbance pro jednotlivé vzorky. 
(Linie označená „NKU značí přibližnou hodnotu absorbance příslušnou negativní kontrole, která 

pro všechny vzorky vycházela okolo 0,33) 

Z grafu je p a t r n é , že n a m ě ř e n á absorbance (a tedy v iab i l i t a b u n ě k ) je v ž d y z n a t e l n ě vyšš í 

na s t r a n ě fólie s n a n o v l á k n y než na s t r a n ě fólie s k o n k á v n í m i s t rukturami . H l a d k á strana 

n e p o v l á k n ě n é fólie m á v iab i l i tu jen o m á l o vyšší než strana s p r o h l u b n ě m i . T y t o výs ledky 

koreluj í s p ř e d p o k l a d e m , že s t r u k t u r o v a n á strana fólie neposkytuje př ízn ivé p r o s t ř e d í pro 

rů s t a diferenciaci buněk , naopak n a n o v l á k n a fungují jako scaffold a růs t b u n ě k s t imulu j í . 

F i x o v á n í a barven í v z o r k ů pro mikroskopii: Ze všech jamek des t iček se vzorky pro mi 

kroskopii bylo o d s á t o m é d i u m a byly p r o p l á c h n u t y P B S . N á s l e d n ě by l do k a ž d é j amky 

n a p i p e t o v á n 1 m l 2,5% roztoku glutaraldehydu, k t e rý slouží k f ixaci b u n ě k . D e s t i č k y byly 

n á s l e d n ě u m í s t ě n y do lednice. 

P o př ib l ižně 30 m i n u t á c h byly des t i čky vy jmuty z lednice a roztok glutaraldehydu by l 

o d s á t pipetou. J a m k y se vzorky by l p r o p l á c h n u t y P B S . N á s l e d n ě b y l do každé z jamek 

u r č e n ý c h pro F M n a p i p e t o v á n př ib l ižně 1 m l p ř e d e m p ř i p r a v e n é h o pe rmeab i l i začn ího 

roztoku ( P B S + T r i t o n X-100 + fe tá ln í bov inn í s é r u m ) k n a r u š e n í b u n ě č n ý c h m e m b r á n 

a u m o ž n ě n í vs tupu barviv do b u n ě k . Tento roztok na vzorky působi l 5 minut , nás ledova lo 

o d s á n í a proplach P B S . P o t é bylo do všech jamek n a p i p e t o v á n o 300 yl roztoku F I T C 

(peptid phal loidin nesoucí barvivo fluorescein - l á t k a se váže na cytoskelet b u n ě k , ale 
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t a k é na n a n o v l á k e n n ý scaffold). V tomto roztoku byly vzorky p o n e c h á n y 30 minut . P o 

v ý p l a c h u P B S nás l edova lo p ř i d á n í D A P I - barviva, k t e r é se váže na D N A v b u n ě č n é m 

j á d ř e (preferenčně na bázové p á r y adenin-thymin). P o pě t i m i n u t á c h p ů s o b e n í by l roztok 

D A P I o d s á t , vzorky byly p r o p l á c h n u t y P B S a v roztoku P B S byly p o n e c h á n y až do 

zahá jen í p r á c e s mikroskopem, aby se zamezilo v y s c h n u t í . P r o t o ž e barv iva jsou c i t l ivá na 

svět lo , by la de s t i čka p řed m i k r o s k o p o v á n í m obalena alobalem. 

Série v z o r k ů u r č e n á pro p o z o r o v á n í e l e k t r o n o v ý m mikroskopem by la o d v o d n ě n a vzestup

nou ethanolovou ř a d o u - z jamek bylo o d s á t o m é d i u m , do k a ž d é z nich by l n a p i p e t o v á n 

cca 1 m l 60% roztoku ethanolu, po 5 m i n u t á c h p ů s o b e n í b y l roztok o d s á t a postup by l 

o p a k o v á n se 70%, 80%, 96% a 100% ethanolem. P o o d s á t í 100% ethanolu byly vzorky 

p o n e c h á n y bez roztoku k v y s c h n u t í . 

S E M s n í m k y : N a s k e n o v a c í m e l e k t r o n o v é m mikroskopu byly poř ízeny s n í m k y všech 

v z o r k ů po dvou i šest i dnech kultivace, na k t e r ý c h je p a t r n é , j a k ý m z p ů s o b e m a do j a k é 

m í r y jsou j e d n o t l i v é m a t e r i á l y p o r ů s t á n y b u ň k a m i . V y b r a n é s n í m k y jsou uvedeny níže: 

• O b r á z k y 37 a 38 znázorňu j í v y b r a n é s n í m k y b u n ě k na s t r u k t u r o v a n ý c h s t r a n á c h fólií 

( n e p o v l á k n ě n ý c h i p o v l á k n ě n ý c h ) po dvou a šest i dnech kultivace. 

• O b r á z e k 39 znázo rňu j e v y b r a n é s n í m k y b u n ě k na h l ad k é n e p o v l á k n ě n é s t r a n ě fólie 

po dvou a šesti dnech kultivace. 

• O b r á z e k 40 znázo rňu j e v y b r a n é s n í m k y b u n ě k na P D X v l á k n e c h n a v l á k n ě n ý c h na 

fólii po dvou a šest i dnech kultivace. 

• O b r á z e k 41 znázo rňu j e v y b r a n é s n í m k y b u n ě k na P D X v l á k n e c h n a v l á k n ě n ý c h na 

fólii po dvou a šest i dnech kultivace. 

• O b r á z e k 42 znázo rňu j e v y b r a n é s n í m k y b u n ě k na s a m o s t a t n ý c h P D X a P C L v l á k n e c h 

po dvou a šesti dnech kult ivace. 
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Zvětšení 5000x Zvětšení 5000x 

Obrázek 37: Buněčná proliferace na strukturovaných stranách fólií, po 2 dnech kulti

vace. 
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Zvětšení 2500x Zvětšení 5000x 

Obrázek 38: Buněčná proliferace na strukturovaných stranách fólií, po 6 dnech kulti

vace. 
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Po šesti dnech, zvětšení lOOOx Po šesti dnech, zvětšení 2500x 

Obrázek 39: Buněčná proliferace na hladkých stranách fólií. 
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Obrázek 40: Buněčná proliferace na stranách fólií povlákněných PDX vlákny. 
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Obrázek 41: Buněčná proliferace na stranách fólií povlákněných PCL vlákny. 
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PDX, po dvou dnech, zvětšení 5000x PCL, po dvou dnech, zvětšení 5000x 

PDX, po dvou dnech, zvětšení lOOOx PCL, po šesti dnech, zvětšení lOOOx 

Obrázek 42: Buněčná proliferace na samostatných PDX a PCL vláknech. 
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S n í m k y z fluorescenčního mikroskopu: N a sn ímcích z f luorescenčního mikroskopu niže 

( O b r á z e k 43 až 45) je d o b ř e p a t r n é rozmís t ěn í a poče t b u n ě k na s n í m a n ý c h oblastech. 

M o d ř e jsou z b a r v e n á j á d r a b u n ě k o b a r v e n á barvivem DAPI, zelené jsou cytoskelety bu

něk vázaj ící F I T C . V š e c h n y s n í m k y jsou poř ízeny s 20x zvě t šen ím. 

Strana s prohlubněmi nepovlákněné fólie 
po 2 dnech kultivace 

Hladká strana nepovlákněné fólie po 
2 dnech kultivace 

Strana s prohlubněmi fólie povlákněné PCL 
po 2 dnech kultivace 

Strana s vlákny fólie povlákněné PCL po 
2 dnech kultivace 

Strana s prohlubněmi fólie povlákněné PDX 
po 2 dnech kultivace 

Strana s vlákny fólie povlákněné PDX po 
2 dnech kultivace 

Obrázek 43: První část snímků z fíuorescenční mikroskopie. 
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Samostatná PCL vlákna po 2 dnech kultivace Samostatná PDX vlákna po 2 dnech kultivace 

Strana s prohlubněmi nepovlákněné fólie 
po 6 dnech kultivace 

Strana s prohlubněmi fólie povlákněné PCL 
po 6 dnech kultivace 

Hladká strana nepovlákněné fólie 
po 6 dnech kultivace 

Strana s vlákny fólie povlákněné PCL 
po 6 dnech kultivace 

Obrázek 44: Druhá část snímků z fíuorescenční mikroskopie. 
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Strana s prohlubněmi fólie povlákněné PDX 
po 6 dnech kultivace 

Strana s vlákny fólie povlákněné PDX 
po 6 dnech kultivace 

? 34• * 
,50 lim, 

Samostatná PCL vlákna po 6 dnech kultivace Samostatná PCL vlákna po 6 dnech kultivace 

Obrázek 45: Třetí část snímků z fíuorescenční mikroskopie. 

'Závěr. P r o v e d e n á série in vitro t e s t ů b u n ě č n é proliferace ukáza la , že po cca t ý d n u docház í 

na s t r a n ě P D X fólie p o v l á k n ě n é n a n o v l á k n y P C L nebo P D X k v ý r a z n ě v ě t š í m u n á r ů s t u 

b u n ě č n é populace než na s t r a n ě p o k r y t é k o n k á v n í m i s t rukturami s p r ů m ě r e m v ř á d u de

s í tek m i k r o m e t r ů . Ze s n í m k ů poř í zených na S E M a F M je p a t r n é , že b u ň k y ros touc í na 

n a n o v l á k n e c h mívaj í r o z t a ž e n ý / h v ě z d i c o v i t ý tvar c h a r a k t e r i s t i c k ý pro fibroblasty v pří

v ě t i v é m p r o s t ř e d í a po t ý d n u v y t v á ř e j í ve lké shluky t v o ř e n é p a t r n ě d e s í t k a m i až s tovkami 

b u n ě k . B u n ě č n á populace na s t r a n á c h p o k r y t ý c h p r o h l u b n ě m i se z v ě t š i n y tolik nerozvíj í , 

b u ň k y ča s to zůs t áva j í j e d n o t l i v ě nebo v menš í ch s k u p i n á c h na dně p roh lubn í , vě t š í shluky 

jsou m é n ě čas t é a obvykle jsou t v o ř e n y m e n š í m p o č t e m b u n ě k . B u ň k y nav íc častěj i mívaj í 

zaku lacený , m é n ě r o z t a ž e n ý tvar, t yp ický pro b u ň k y v n e p ř í v ě t i v é m p r o s t ř e d í . B u ň k y 

k u l t i v o v a n é na h l a d k é s t r a n ě n e p o v l á k n ě n é fólie proliferují více než b u ň k y na strukturo

v a n é s t r a n ě , ale z n a t e l n ě m é n ě než b u ň k y na n a n o v l á k n e c h . 
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Velikost k o n k á v n í c h struktur n e b ý v á zcela k o n z i s t e n t n í po celé ploše fólií, což se z d á mí t 

u r č i t ý v l i v na b u n ě č n o u populaci . Z d á se, že vě tš í p r o h l u b n ě (o p r ů m ě r u 40-50 mikrome

t r ů ) b r á n í b u n ě č n é populaci v r ů s t u více, než menš í p r o h l u b n ě r o z m ě r u do 20 m i k r o m e t r ů 

- častěj i se s t ává , že b u ň k a nebo m a l ý shluk b u n ě k z ů s t a n e u z a v ř e n ý u v n i t ř j e d n é struk

tury a n e p ř e r ů s t á p řes jej í okraje do okoln ích p r o h l u b n í a prostotu mezi n imi . Ačkol iv 

cí lem bylo u d r ž e t r o z m ě r k o n k á v n í c h struktur co ne jkonz is ten tně j š í , toto p o z o r o v á n í po

skytuje za j ímavé poznatky o tom, jak morfologie povrchu fólie ov l ivňuje c h o v á n í b u n ě k 

(všechny fólie jsou t v o ř e n y s t e j n ý m m a t e r i á l e m , m ů ž e m e tedy vylouči t v l iv rozdí lů v che

m i c k ý c h vlastnostech m a t e r i á l u ) . I přes var iab i l i tu r o z m ě r u p r o h l u b n í v š a k ve všech pří

padech s t r u k t u r o v a n á strana podporuje růs t b u n ě k m é n ě než strana s v l ákny , z á k l a d n í 

h y p o t é z a experimentu tedy by la potvrzena. 

M a t e r i á l y snižující b u n ě č n o u proliferaci na zák l adě morfologie svého povrchu spojené se 

sn íženou smáč ivos t í by ly j iž z k o u m á n y , jako př ík lad lze uvés t j iž z m í n ě n é P C L v l á k e n n é 

vrs tvy, k t e r é využ íva ly konvexn ích s t ruktur v y t v o ř e n ý c h pomoc í electrosprayingu 

a p l a z m o v é depozice [49]. M a t e r i á l v y v i n u t ý v r á m c i t é t o p r á c e v y u ž í v á naopak konkáv

n ích struktur, v y t v o ř e n ý c h p o m o c í Breath-figure self-assembly, což je metoda j e d n o d u c h á 

a v p ř í p a d ě na lezení o p t i m á l n í c h p a r a m e t r ů a p l i k o v a t e l n á v p o m ě r n ě ve lkém m ě ř í t k u . 

M i n i m á l n ě z hlediska jednoduchosti v ý r o b y by tak zde p r e z e n t o v a n ý m a t e r i á l mohl bý t 

lepší var iantou než j iné v y z k o u š e n é postupy. 

6.7 Zhodnocení degradability materiálu 

B ě h e m in vitro t e s t o v á n í bylo p o z o r o v á n o ve lmi rychlé zhor šen í m e c h a n i c k ý c h v l a s t n o s t í 

m a t e r i á l ů . U v z o r k ů v y s t a v e n ý c h k u l t i v a č n í m u m é d i u D M E M s m y š í m i fibroblasty j iž po 

u p l y n u t í dvou d n ů došlo ke z n a t e l n é m u zvýšení k řehkos t i a př i pokusu o manipulaci se 

m a t e r i á l snadno trhal . P o šesti dnech docháze lo u čás t i v z o r k ů k p a t r n é m u dro len í a ma

nipulace s m a t e r i á l e m bez jeho rozpadu nebyla m o ž n á . Z tohoto d ů v o d u t a k é nebylo 

m o ž n é kvantif ikovat počet b u n ě k na j e d n o t l i v ý c h vzorc ích z f luorescenčních s n í m k ů -

bylo by z a p o t ř e b í z k a ž d é h o vzorku poř íd i t 10 s n í m k ů př i 20x zvě t šen í a využ í t skript 

softwaru M a t l a b ke spoč í t án í o b a r v e n ý c h b u n ě č n ý c h jader na sn ímcích a z nich u rčen í 

p r ů m ě r n é hustoty osídlení b u ň k a m i na vzorc ích . Kvů l i pokroči lé degradaci se v š a k pro 

tento ú k o n nepoda ř i l o odebrat d o s t a t e č n ě velké kusy m a t e r i á l u . 
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Degradace vrstev p o k r y t ý c h v l á k n y nebyla tak v ý r a z n á jako u s a m o s t a t n ý c h nepov lák-

n ě n ý c h vrstev, obzv lá š t ě v p ř í p a d ě P C L v láken . T o m ů ž e b ý t z p ů s o b e n o vyšš í celkovou 

m o c n o s t í p o v l á k n ě n é h o m a t e r i á l u , z d á se však , že P C L v l á k n a degradu j í pomaleji než 

P D X v l á k n a a fólie. Degradace m a t e r i á l u je p o d s t a t n ě rychlejší , než bylo o č e k á v á n o , 

u v á d í se, že doba degradace P D X a P C L se obvykle pohybuje v ř á d u měs íců [36, 44]. 

Degradace v š a k závis í na celé ř a d ě fak to rů , k r o m ě p r o s t ř e d í t a k é na t loušťce m a t e r i á l u . 

P r o t o ž e m a t e r i á l t e s t o v a n ý v r á m c i t é t o p r á c e s e s t á v á z t e n k é fólie se s t r u k t u r o v a n ý m 

povrchem a z p o m ě r n ě ř ídké vrs tvy s u b m i k r o n o v ý c h v l áken a n a n o v l á k e n , specifický po

vrch m a t e r i á l u (poměr plochy povrchu k u objemu) je ve lmi vysoký , což p r a v d ě p o d o b n ě 

p ř i sp ívá k vysoké rychlosti degradace. 

Vzh ledem k c h o v á n í p o z o r o v a n é m při in vitro testech lze u m a t e r i á l u o č e k á v a t vysokou 

m í r u biodegradabili ty př i apl ikaci v ž ivém organismu. Rychlost biodegradabili ty je v š a k 

n u t n é p řed p ř í p a d n ý m i in vivo testy d ů k l a d n ě charakterizovat n ě k t e r o u z n o r m o v a n ý c h 

metod t e s t o v á n í biodegradabili ty. 
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7 D I S K U S E 

7.1 Návrh materiálu 

Ú k o l e m t é t o d ip lomové p ráce bylo navrhnout, p ř i p r a v i t a otestovat m a t e r i á l za ložený na 

b i o d e g r a d a b i l n í p o l y m e r n í (po lyes te rové) fólii, k t e r ý by mohl na léz t u p l a t n ě n í v oblasti 

t k á ň o v é h o inženýrs tv í . V ý s t u p e m p ráce je d v o u v r s t v ý m a t e r i á l , skládaj ící se z polydio-

x a n o n o v é fólie se s t rukturou p ó r ů / p r o h l u b n í , v y t v o ř e n o u p o m o c í Breath-figure self-as

sembly metody, a vrs tvy n a n o v l á k e n z polydioxanonu nebo polykaprolaktonu, p ř i p r a v e n é 

metodou s t e j n o s m ě r n é h o e l ek t r i ckého zv l ákňovan í . 

Fól ie v k las ickém slova smyslu je ve lmi t e n k ý a obvykle n e p r o d y š n ý m a t e r i á l z polymeru 

nebo kovu [101]. M a t e r i á l t é t o podoby lze jen t ěžko r o z u m n ý m z p ů s o b e m uplatnit v tká 

ň o v é m inženýrs tv í , kde je obvykle n u t n é , aby by l m a t e r i á l p r o d y š n ý , o b j e m n ý a celkově 

aby p ř i p o m í n a l s t rukturu m e z i b u n ě č n é hmoty, a lespoň tedy pokud je p o ž a d o v á n a jeho 

poz i t ivn í interakce s t k á n ě m i a b u ň k a m i [20-23]. Je ale m o ž n é fólii využ í t jako jednu 

komponentu v í cev r s tvého p ř í p r a v k u , nebo využ í t ně j akou metodu ú p r a v y je j ího povrchu. 

T a k lze z íska t m a t e r i á l se d v ě m a stranami, z nichž k a ž d á interaguje s ž ivou hmotou v bi 

o logickém s y s t é m u j i n ý m z p ů s o b e m . Exis tu j í med ic ínské aplikace, k t e r é by t ě c h t o vlast

nos t í mohly v y u ž í v a t , j e d n í m z dosud uspokoj ivě nevy ře šených p r o b l é m ů jsou n a p ř . 

i n t r a p e r i t o n e á l n í adheze - n e ž á d o u c í p ř i r ů s t á n í t k á n ě k v n i t ř n í s t r a n ě bř i šn í dut iny nebo 

k j i n ý m t k á n í m po o p e r a t i v n í m z á k r o k u v t é t o oblasti . K o m e r č n ě d o s t u p n é v ý r o b k y spo

lehlivě b rán íc í i n t r a p e r i t o n e á l n í adhezi z a t í m nejsou d o s t u p n é [102], vyví jené zdravot

nické p r o s t ř e d k y tohoto t y p u mívaj í p r o b l é m s biodegradabili tou, což z n e m o ž ň u j e jejich 

apl ikaci u v n i t ř l idského tě la [103, 104], nebo využíva j í l á t ek se s p o r n ý m i úč inky na orga

nismus pro dosažen í p o ž a d o v a n ý c h v l a s t n o s t í [105]. M a t e r i á l n a v r ž e n ý v r á m c i t é t o p ráce 

v y u ž í v á pouze b i o k o m p a t i b i l n í a b io d eg rad ab i l n í polymery j iž v y u ž í v a n é v medic íně , bez 

d o d a t e č n ý c h modif ikací jej ich chemické s t ruktury. R o z d í l n á interakce s t k á n í je zapř íč i 

n ě n a pouze rozdí ly v morfologii m a t e r i á l u . Tento p ř í p r a v e k m á tedy po tenc iá l obej í t 

běžné p r o b l é m y , se k t e r ý m i se vědci př i vývoj i b iodeg radab i l n í ch m a t e r i á l ů pro prevenci 

t k á ň o v ý c h adhez í po týka j í . 

Jako surovina pro v ý r o b u fólie by l zvolen polydioxanon. T o je biopolymer, ve k t e r é m se 

opaku j í e t h e r o v é a e s t e rové jednotky a j e d n o t l i v é monomery jsou spojené e s t e r o v ý m i 
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vazbami , lze ho tedy z a ř a d i t mezi polyestery. Po lyd ioxanon by l j iž od doby, kdy by l 

p o p r v é s y n t e t i z o v á n , v y u ž í v á n v medic íně , nejprve p r i m á r n ě jako m a t e r i á l pro v ý r o b u 

šicích n i t í a s t e n t ů [36, 37], v pos ledn ích dvou d e k á d á c h v š a k n a c h á z í u p l a t n ě n í i př i 

vývoj i m o d e r n í c h b iomed ic ínských p r o s t ř e d k ů , jako jsou scaffoldy pro t k á ň o v é inženýr

s tv í nebo p r o s t ř e d k y pro ř í zenou dopravu a u v o l ň o v á n í léčiv [36, 39, 40]. M e z i v ý h o d n é 

vlastnosti P D X p a t ř í v y s o k á pevnost a r e l a t ivně d l o u h á doba degradace bez v z n i k u me-

t a b o l i t ů ovl ivňuj íc ích lokální p H . P ro to by P D X mohl bý t v h o d n ý m polymerem pro vý

robu p ř í p r a v k ů k te ré se t rváva j í po delší dobu v l idském těle, n a p ř . p r á v ě m a t e r i á l ů pro 

fortifikaci v n i t ř n í c h poope račn í ch ran. 

A b y by l povrch j e d n é ze stran fólie co ne jméně adhez ivn í pro b u ň k y , bylo p ř i s t o u p e n o 

k jeho modifikaci p r o s t ř e d n i c t v í m self-assembly metody z n á m é jako Brea th Figures, d íky 

k t e r é by l na fólii v y t v o ř e n s y s t é m k o n k á v n í c h struktur o p r ů m ě r u v ř á d u des í t ek mikro

m e t r ů (v p o d o b n é m rozpě t í se po h y b u j í r o z m ě r y b ě ž n ý c h e u k a r y o t n í c h b u n ě k ) . Mod i f i 

kace povrchu m a t e r i á l ů p r o s t ř e d n i c t v í m B F S A se v b iomed ic ín ském v ý z k u m u obvykle 

v y u ž í v á spíše ke zvýšen í b u n ě č n é adheze oproti h l a d k é m u povrchu, tento efekt v š a k ob

vykle mívaj í m a l é pó ry o r o z m ě r u v ř á d u jednotek m i k r o m e t r ů , z a t í m c o vě t š í pó ry mohou 

m í t úč inek o p a č n ý . N a p ř . Cheng et al. pozorovali zvýšen í proliferace f ib rob las tů 3T3 

a Neuro-2A b u n ě k na P L A filmech s pó ry o r o z m ě r u 3-4 [im oprot i h l a d k ý m f i lmům, 

f i lmy s vě t š ími pó ry (7-8 u,m) v š a k vykazovaly podobnou m í r u b u n ě č n é ak t iv i ty jako 

h l a d k é f i lmy, v p ř í p a d ě Neuro-2A b u n ě k by l a po t ř e c h dnech kult ivace ak t iv i t a dokonce 

nižší oprot i h l a d k é m u m a t e r i á l u [106]. B i r c h et al. z j is t i l i , že kult ivace krys ích o s t e o b l a s t ů 

na P C L fólii s pó ry p r ů m ě r u okolo 3-4 [im vede ke zvýšení p o č t u fokálních adhez í b u n ě k 

k podkladu a m í r y produkce mine ra l i zované m e z i b u n ě č n é hmoty, u vě t š í ch p ó r ů 

(10-15 [jm) v š a k m n o ž s t v í fokálních adhez í pokleslo, a to i oprot i h l a d k é m u povrchu [107]. 

V ě t š í pó ry obecně mohou vést k „uvěznění" b u n ě k u v n i t ř j e d n o t l i v ý c h p r o h l u b n í , což vede 

k omezen í m e z i b u n ě č n ý c h in t e r akc í a l a t e r á r n í migrace b u n ě k po povrchu m a t e r i á l u [108]. 

F u k u h i r a et al. tohoto efektu využi l i , když př ipravi l i p o m o c í B F S A p o l y m e r n í f i lm z P L A 

s n a v z á j e m p r o p o j e n ý m i p ó r y o p r ů m ě r u okolo 5 [im, u k t e r é h o bylo in vivo testy na 

k r y s á c h p r o k á z á n o , že do u rč i t é mí ry snižoval r iziko i n t r a p e r i t o n e á l n í adheze [55]. Po

dobnou s t rukturu měl m a t e r i á l v y v i n u t ý Heng et al., p ř i p r a v e n ý z polymeru na bázi 

tetrafenyletheru, p ř ipomína j í c ího struhengkturu glykogenu, k t e r ý m á po tenc iá l inhibovat 

rů s t r a k o v i n n ý c h buněk , což bylo d o k á z á n o testy s H e L a b u ň k a m i [57]. Ze z m í n ě n ý c h 
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in formací lze vyvodi t , že ačkol iv v ě t š i n o u je na B F S A pohl íženo spíš jako na metodu, jak 

zvýši t b u n ě č n o u adhezi k povrchu, př i v h o d n é velikosti a morfologii p ó r ů touto metodou 

v y t v o ř e n ý c h (vě t š inou s pó ry o vě t š í velikosti , než j a k é b u n ě č n o u adhezi podporu j í ) m ů ž e 

m a t e r i á l s loužit naopak k inhib ic i b u n ě č n é ak t iv i ty . Tohoto efektu se pokusi la v y u ž í t 

i tato p ráce , jedna strana P D X fólie by la proto o p a t ř e n a s t rukturou p ó r ů o vel ikost i 

v rozpě t í 10-40 [am s v y u ž i t í m metody B F S A . 

K p o d p o ř e n í b u n ě č n é proliferace na d r u h é s t r a n ě m a t e r i á l u bylo p ř i s t o u p e n o k jeho po

k r y t í d v ě m a r ů z n ý m i typy n a n o v l á k e n . P o l y k a p r o l a k t o n o v á n a n o v l á k n a by l a zvolena, 

p r o t o ž e existuje série s tud i í dokazuj íc í jejich b iokompat ib i l i tu a př ízn ivé úč inky př i vyu 

žit í jako scaffoldu pro regeneraci t k á n ě [48, 49, 84, 94]. D r u h ý m typem v láken by la P D X 

v l á k n a , je j ichž využ i t í v med ic íně je t a k é z n á m o [36]. V h o d n ý m n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů 

se podař i lo p ř i p r a v i t v l á k n a o p o d o b n é dis t r ibuci t louš těk , j a k á m ě l a P C L v l á k n a . P r o t o ž e 

se j e d n á o s te jný polymer, z j a k é h o je vyrobena fólie, lze př i jejich použ i t í v l áken o č e k á v a t 

dobrou adhezi mezi o b ě m a komponentami, a nav íc se lze vyvarovat v l i v u na lokální p H , 

k t e r ý je spojený s d e g r a d a c í P C L v l á k e n [95, 96]. K r o m ě toho by se jednalo o za j ímavou 

u k á z k u toho, že s a m o t n á morfologie m a t e r i á l u m ů ž e ovl ivni t b u n ě č n o u interakci a pří

pravky pro cílené ř ízení b u n ě č n é proliferace tak mohou b ý t v y r á b ě n y pouze z jednoho 

typu polymeru. 

7.2 Příprava materiálu 

K p ř í p r a v ě fólií by l využ i t polydioxanon r o z p u š t ě n ý v 2,2,2-trifluorethanolu, v tomto roz

p o u š t ě d l e je to t iž polymer d o b ř e r o z p u s t n ý a z á r o v e ň je ve lmi t ě k a v é , což je pro p r ů b ě h 

B F S A důlež i té . V o d b o r n é l i t e r a t u ř e nelze dohledat p ř ík lad , kdy by by l m a t e r i á l struk

t u r o v a n ý metodou B F S A p ř i p r a v o v á n z t é t o kombinace polymeru a r ozpouš t ěd l a . Pro to 

bylo n u t n é proces otestovat a opt imalizovat pouze na zák l adě o b e c n ý c h zákon i tos t í , kte

r ý m i se Breath-figure self-assembly ř ídí a k t e r é byly p u b l i k o v á n y [54]. N a zák l adě expe

r i m e n t ů s r ů z n ý m i koncentracemi bylo usouzeno, že 3% (hm.) roztok P D X v T F E je 

v h o d n ý pro použ i t í pro dalš í experimenty - takto p ř i p r a v e n é fólie měly uspokoj ivé me

chan ické vlastnosti , roztok nen í příliš v i skózni a j iž př i v lhkost i okolo 50 % na n ě m do

cháze lo k B F S A , ačkol iv pro vhodnou morfologii a velikost p ó r ů bylo n u t n é pozděj i 

vlhkost zvýši t . 
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P ř i dalš í sérii e x p e r i m e n t ů byly v y z k o u š e n y r ů z n é metody, jak B F S A ř ídi t a dosahovat 

r ů z n é morfologie p r o h l u b n í . Vzh ledem k nutnosti spolehl ivé charakterizace p a r a m e t r ů 

procesu a opakovatelnosti p ř í p r a v y se nejvíce osvědči lo využ i t í k l i m a t i z o v a n é komory, ve 

k t e r é by l p r ů b ě h B F S A řízen n a s t a v o v á n í m r ů z n ý c h k o m b i n a c í teploty a vlhkost i . V y u 

žit í k o n s t a n t n í h o p r o u d ě n í v l h k é h o vzduchu o de f inovaných parametrech je nejčastě jš í 

z p ů s o b , k t e r ý m b ý v á B F S A p r o v á d ě n a , ty to parametry je v š a k n u t n é zvolit s ohledem 

na k o n k r é t n í polymer, r o z p o u š t ě d l o a p o ž a d o v a n o u velikost a morfologii p ó r ů . O d p a ř o 

v á n í r o z p o u š t ě d l a za teploty 23 °C a r e l a t ivn í v lhkost i 55 % vedlo nejčastěj i ke vzn iku 

n e p r a v i d e l n ě r o z m í s t ě n ý c h k o n k á v n í c h struktur o p r ů m ě r n é vel ikost i okolo 30-40 [jim, 

mezi k t e r ý m i se m í s t y vyskytovaly menš í p r o h l u b n ě o vel ikost i jednotek [im. D le D . Bey-

sense vznikaj í s t ruktury t é t o podoby ve chvíli , kdy je o d p a ř o v á n í r o z p o u š t ě d l a d o s t a t e č n ě 

p o m a l é na to, aby došlo ke koalescenci - spo jování z k o n d e n z o v a n ý c h kap iček vody do 

vě t š í ch kapek dř íve , než dojde k o d p a ř e n í ve ške rého r o z p o u š t ě d l a a z t u h n u t í m a t e r i á l u 

[91]. P ř i zvýšení vlhkost i na 65 % v z n i k l a prav ide lně jš í s t ruktura p ó r ů o uni formnějš í 

vel ikost i , okolo 20 [im, tedy menš í než př i 55% vlhkost i . Zvýšen í v lhkos t i dle [54] vede 

k u rych len í kondenzace v o d n í c h kapek a dle j edno tně j š í velikosti , t ě s n é m u u s p o ř á d á n í 

a p rav ide lně jš í s t r u k t u ř e p ó r ů zde p r a v d ě p o d o b n ě ke koalescenci nedošlo , nebo jen v ome

zené mí ře . Rozdí l v koalescenci je p r a v d ě p o d o b n á p ř í č i n a toho, p roč př i zvýšení v lhkost i 

vzn ik ly menš í póry , což by j inak mělo bý t v rozporu s běžně p l a t n ý m i z á k o n i t o s t m i 

B F S A . Z d á se, že m í r a koalescence obecně kolísá mezi j e d n o t l i v ý m i vzorky fólií, i př i 

d o d r ž o v á n í p ře sně de f inovaných p o d m í n e k je to t i ž morfologie a r o z m ě r p ó r ů mezi jednot

l ivými vzorky n ě k d y odl i šná . P ř í č i n o u mohou bý t parametry, k t e r é nebyly d ů k l a d n ě 

z k o u m á n y , n a p ř í k l a d z p ů s o b , j a k ý m v použ i t é k l ima t i začn í k o m o ř e cirkuluje vzduch (prů

b ě h B F S A závisí i na velikosti a geometrii toku v l h k é h o vzduchu nad vzorky [87]). 

V r á m c i t é t o p ráce je v š a k cí lem p ř e d e v š í m o t e s t o v á n í z á k l a d n í h y p o t é z y o tom, že struk

turou p ó r ů v y t v o ř e n o u B F S A lze inhibovat b u n ě č n o u adhezi na j e d n é s t r a n ě v í cev r s tvého 

m a t e r i á l u , a p ro tože pó ry p o z o r o v a n é na všech p ř i p r a v e n ý c h fóliích dosahovaly s te jné 

nebo vě tš í velikosti jako póry , k t e ré dle p u b l i k o v a n ý c h s tud i í mohou omezit adhezi nebo 

l a t e r á r n í migraci b u n ě k [55, 57, 106, 107, 108], by la d o s a ž e n á konzistence př i p ř í p r a v ě 

s t ruktury p ó r ů metodou B F S A p o v a ž o v á n a za dos tačuj íc í a její dalš í optimalizace m ů ž e 

b ý t spíše p ř e d m ě t e m b u d o u c í h o v ý z k u m u . Z v l á d n u t í o p a k o v a t e l n é p ř í p r a v y metodou 

B F S A je l ákavé z toho d ů v o d u , že se j e d n á o metodu s j e d n o d u c h ý m postupem p o m ě r n ě 
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snadno a p l i k o v a t e l n ý m ve v ě t š í m m ě ř í t k u . V kombinaci s p o l o p r ů m y s l o v o u metodou 

e l ek t r i ckého z v l á k ň o v a n í p o m o c í zař ízení Nanospider by tak zde p ř e d s t a v e n ý m a t e r i á l 

mohl b ý t p r o d u k o v á n v p o m ě r n ě ve lkém m n o ž s t v í , což je dů lež i t é pro p ř í p a d n é k o m e r č n í 

využ i t í a v ý s l e d n o u cenu produktu. 

K p o d p o ř e n í b u n ě č n é proliferace na s t r a n ě fólie bez s t ruktury p ó r ů b y l m a t e r i á l pokryt 

v rs tvou P C L a P D X n a n o v l á k e n . O d ů v o d n ě n í v ý b ě r u t ě c h t o dvou p o l y m e r ů j iž bylo 

d i s k u t o v á n o v Kap i to le 7.1. Parametry e lek t r i ckého z v l á k ň o v a n í P C L v láken byly nasta

veny s te jně jako ve studii , kterou publ ikoval Rosendorf et ai. [48], t í m by la z í skána v l á k n a 

o p o d o b n é s t r u k t u ř e (v l ákna ve z m í n ě n é studii dosahovala p r ů m ě r u 385 ± 239 nm, v l á k n a 

p ř i p r a v e n á v r á m c i t é t o p r á c e maj í p r ů m ě r 0,4 ± 0,3 | im). Parametry z v l á k ň o v a n í P D X 

vycháze ly z p ředeš l ého v ý z k u m u na K N T a byly o p t i m a l i z o v á n y tak, aby by la z í skána 

v l á k n a o p o d o b n é m p r ů m ě r u , j a k ý měly P C L v l ákna , k o n k r é t n ě bylo d o s a ž e n o p r ů m ě r n é 

t loušťky 0,5 ± 0,3 [im. 

Dů lež i t ý faktor, k t e r ý ovl ivňuje b u n ě č n o u adhezi k m a t e r i á l u je smáč ivos t povrchu. Je 

z n á m o , že hydrof i lní povrch obvykle vede k lepší b u n ě č n é adhezi, než hydro fobn í povrch 

[98]. N ě k t e r é m a t e r i á l y u rčené k omezen í b u n ě č n é adheze t é t o sku t ečnos t i využ íva j í t í m , 

že svou s t rukturou n a p o d o b u j í notoricky hydro fobn í plochy z n á m é z p ř í rody , n a p ř . loto

sový list [49]. M ě ř e n í k o n t a k t n í h o ú h l u p rokáza lo , že strana P D X fólie mod i f i kovaná 

B F S A metodou je hydrofobnějš í než h l a d k á strana fólie a oba typy n a n o v l á k e n , což by 

mě lo p ř i sp íva t k z a m ý š l e n é m u c h o v á n í v í cev r s tvého m a t e r i á l u . 

7.3 Vyhodnocení in vitro testů 

Test cytotoxic i ty dle normy ISO 10993:5 ukáza l , že ž á d n ý z p ř i p r a v e n ý c h m a t e r i á l ů nen í 

tox ický . T o x i c i t a nebyla p r o k á z á n a ani u fólií, ani u n a n o v l á k e n . Z d á se t a k é , že s t á ř í 

fólií n e m á v ý z n a m n ý v l iv na tox ic i tu (a lespoň ne po někol ika t ý d n e c h od p ř í p r a v y ) , lze 

tedy p ř e d p o k l á d a t , že v p ř i p r a v e n ý c h fóliích n e z b ý v á ž á d n é z b y t k o v é rozpouš těd lo , nebo 

se ve lmi brzy po p ř í p r a v ě odpa ř í . 

Test b u n ě č n é proliferace ukáza l , že na n a n o v l á k e n n é s t r a n ě d v o u v r s t v é h o m a t e r i á l u do

cház í ke z n a t e l n ě vě t š í b u n ě č n é proliferaci než na s t r a n ě s fólií o p a t ř e n o u k o n k á v n í m i 

s t rukturami . P ř e s n é hodnoty p o č t u b u n ě k na m a t e r i á l u nebylo m o ž n é urč i t , p r o t o ž e fólie 

by ly po něko l ikadenn í ku l t ivac i v b u n ě č n é m m é d i u a n á s l e d n é m u b a r v e n í pro mikroskopi i 
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čás t ečně z d e g r a d o v a n é , d íky č e m u ž nebylo m o ž n é odebrat z m i k r o t i t r a č n í des t i čky do

s t a t e č n ě velký vzorek pro softwarovou a n a l ý z u p o č t u b u n ě k . P o d a ř i l o se v š a k a lespoň 

urč i t r e l a t ivn í rozdí ly mezi všemi m a t e r i á l y pomoc í testu m e t a b o l i c k é ak t iv i ty C C K - 8 . 

V ý s l e d k y tohoto testu n e u k á z a l y příliš velké rozdí ly mezi h ladkou (neupravenou) fólií 

a fólií s k o n k á v n í m i s t rukturami v y t v o ř e n ý m i B F S A (výs ledky byly nav íc za t í ž eny po

m ě r n ě velkou stat is t ickou chybou), na S E M sn ímcích fólií s k o n k á v n í m i s t rukturami v š a k 

by ly p o m ě r n ě ča s to p o z o r o v á n y b u ň k y z a k u l a c e n é h o tva ru a b u ň k y nebo shluky b u n ě k 

vyplňuj íc í pouze jednu p r o h l u b e ň a nepřesahu j íc í mimo ní, z a t í m c o na sn ímcích h l a d k ý c h 

fólií by ly obvykle p o z o r o v á n y velmi r o z t a ž e n é b u ň k y (obzvlášť po 6 dnech kultivace) 

u k t e r ý c h bylo p a t r n é , že nic n e b r á n í jejich l a t e r á r n í m u r ů s t u a migraci . P o u ž i t í s t ruktury 

s k o n k á v n í m i s t rukturami tedy p a t r n ě v ý z n a m m á a je p o d p o ř e n o i l i t e r á rn ími zdroji 

( V i z K a p i t o l a 7.1), rozdíl mezi h ladkou a s t rukturovanou fólií by v š a k bylo v h o d n é kvan

tifikovat důk ladně j i (větš í t e s tovac í sada, delší kult ivace, kombinace s j i n ý m i metodami, 

n a p ř . p o č í t á n í b u n ě k na sn ímcích z f luorescenční mikroskopie). 

Výs l edek naznaču je , že m a t e r i á l m á po tenc iá l s louži t s v é m u z a m ý š l e n é m u účelu, tedy 

jako r o z h r a n í podporu j íc í r ů s t / h o j e n í t k á n ě na v n i t ř n í s t r a n ě , a b rán íc í nežádouc í adhezi 

j iné t k á n ě na s t r a n ě vnější . N ě k t e r é v ý z k u m y již dokáza ly , že s y s t é m y p ó r ů / k o n k á v n í c h 

s t ruktur v y t v á ř e n é p o m o c í Breath-figure self-assembly metody mohou inhibovat adhezi 

a l a t e r á r n í migraci buněk , studie p r o v e d e n á F u k u h i r o u et ai. dokonce s u r č i t ý m ú s p ě c h e m 

testovala p o d o b n ý m a t e r i á l p ř í m o v roli ba r i é ry b rán íc í i n t r a p e r i t o n e á l n í adhezi [55]. Ne

by l v š a k nalezen ž á d n ý v ý z k u m , k t e r ý by využ íva l s te jný princip v í cev r s tvého m a t e r i á l u , 

k t e r ý k r o m ě z a b r a ň o v á n í adhezi z vnějš í strany z á r o v e ň podporuje proliferaci ze strany 

v n i t ř n í , v tom se tedy z d á b ý t tato p r á c e u n i k á t n í . 

7.4 Potenciální úskalí a směry dalšího výzkumu 

Ačkol iv doba degradace polydioxanonu i polykaprolaktonu b ý v á u v á d ě n a v ř á d u měsíců , 

nebo i let [37, 44], př i in vitro testech došlo j iž po t ý d n u kultivace ke z n a t e l n é m u zhoršen í 

m e c h a n i c k ý c h v l a s t n o s t í vrstev. Bez vnějš ích z á s a h ů byly vrs tvy s tá le celistvé, př i mani

pulaci v š a k byly ve lmi k ř ehké a t r h a l y / l á m a l y se na m a l é kusy. D í k y tomu mimo j iné 

nebylo m o ž n é odebrat velké kusy m a t e r i á l u pro p o č í t á n í n a r o s t l ý c h b u n ě k . Je o t ázkou , 

jak p r o b l e m a t i c k é by toto c h o v á n í bylo př i použ i t í v ý r o b k u v ž ivém organismu, kde by 

p o ž a d o v a n á doba aplikace by l a m i n i m á l n ě někol ik t ý d n ů , než by došlo k zahojen í 
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o š e t ř e n é h o m í s t a . Degradace m a t e r i á l u u rč i t ě v y ž a d u j e důk ladně j š í p r o z k o u m á n í , n a p ř . 

p r o s t ř e d n i c t v í m d e g r a d a č n í c h t e s t ů . V p ř í p a d ě , že by se ukáza lo , že degradace je příliš 

rych lá , existuje m o ž n o s t nahradit použ i t é polymery j i n ý mi , n a p ř . polydioxanon lze teo

ret icky z a m ě n i t za p o l y h y d r o x y b u t y r á t , k t e rý se vyznaču je dlouhou dobou degradace 

[109]. Lze experimentovat t a k é s p ř í p r a v o u silnější fólie (použ i t í v ě t š í h o m n o ž s t v í roz

toku) a silnější vrs tvy v láken . 

Da l š ím faktorem, k t e r ý nebyl p ř í m o a n a l y z o v á n , je adheze n a n o v l á k e n n é vrs tvy k fólii. 

P o p ř í p r a v ě d v o u v r s t v é h o m a t e r i á l u bylo p a t r n é , že v l á k n a na fólii d o b ř e drží , nedochá 

zelo k jejich s a m o v o l n é m u či s n a d n é m u o d l u p o v a n í a ani po t ý d n u kult ivace nedošlo 

k oddě len í v l á k e n n é vrs tvy od fólie. M i n i m á l n ě v p ř í p a d ě P D X v l á k e n lze o č e k á v a t dob

rou adhezi, neboť se j e d n á o ten s a m ý polymer, z j a k é h o je vyrobena fólie, bylo by však 

v h o d n é adhezi n ě j a k ý m z p ů s o b e m analyzovat, n a p ř . p o m o c í o d t r h o v é zkoušky . 

Testy smáč ivos t i by ly p r o v á d ě n y pouze s desti lovanou vodou. T a k bylo sice d o k á z á n o , 

že v n i t ř n í strana m a t e r i á l u (s n a n o v l á k n y ) je více hydrof i lní než vnějš í strana, pro apl ikaci 

p roduktu v l idském organismu by v š a k bylo v h o d n é smáč ivos t otestovat s více kapali

nami , z e j m é n a se s i m u l o v a n ý m i t ě ln ími tekut inami. Nen í to t i ž vy loučeno , že v p r o s t ř e d í 

organismu bude rozdí l ve smáč ivos t i obou stran m e n š í a jeho zvýšení (např . ú p r a v o u 

p a r a m e t r ů B F S A ) by mohlo dá le p ř i spě t k v ě t š í m u rozdí lu v proliferaci b u n ě k na v n i t ř n í 

a vnějš í s t r a n ě . 
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8 ZÁVĚR 

V r á m c i t é t o d ip lomové p r á c e by l nav ržen , p ř i p r a v e n a o t e s t o v á n d v o u v r s t v ý m a t e r i á l 

skládaj íc í se z p o l y d i o x a n o n o v é fólie, jejíž povrch nese s y s t é m k o n k á v n í c h s t ruktur př i

p r a v e n ý p o m o c í Breath-figure self-assembly metody, a z v l á k e n n é vrs tvy P C L nebo P D X 

p ř i p r a v e n é e l ek t r i ckým z v l á k ň o v a n í m . M y š l e n k o u p r á c e bylo v y t v o ř i t m a t e r i á l , j ehož 

v n i t ř n í a vnějš í strana maj í v ý r a z n ě od l i šnou morfologii, k t e r á by vedla k rozdí lné mí ře 

b u n ě č n é proliferace na k a ž d é ze stran, a to bez nutnosti m a t e r i á l chemicky modifikovat 

n a p ř . z a v e d e n í m n o v ý c h funkčních skupin. V ý s l e d n ý m a t e r i á l by mohl b ý t u p l a t n ě n v ob

lasti med ic íny a t k á ň o v é h o i nžený r s tv í jako rozhran í , k t e r é podporuje obnovu t k á n ě na 

v n i t ř n í s t r a n ě , ale b r á n í p ř i r ů s t á n í t k á n ě z vnějš í strany. 

P o u ž i t é polymery byly v y b r á n y , p ro tože d íky jejich vlastnostem jsou široce z k o u m á n y 

a p o u ž í v á n y v b iomedic íně a t k á ň o v é m i n ž e n ý r s t v í a byly j iž v y u ž i t y i pro ve lmi p o d o b n é 

aplikace, jako ta z a m ý š l e n á pro tento m a t e r i á l . Ze s t e jného d ů v o d u bylo p ř i s t o u p e n o 

k už i t í n a n o v l á k e n jako j e d n é z vrstev výs l edného produktu, ( d louho le t á studie, k t e r é se 

ú č a s t n í T U L ve spo luprác i s L é k a ř s k o u fakultou U K v P l z n i a da l š ími p racov i š t i p roká 

zala v ý b o r n o u b iokompat ib i l i tu P C L n a n o v l á k e n a v y u ž í v á t ě c h t o a dalš ích m a t e r i á l ů 

k vývoj i k ryc ích vrstev pro v ý z t u ž s t ř evn ích a n a s t o m ó z , k t e r é by zá roveň b r á n i l y intra-

pe r i t oneá ln í adhezi). 

Breath-figure self-assembly je j e d n o d u c h á metoda strukturace povrchu využívaj íc í p ř i ro

zeného c h o v á n í vody nebo j i n ý c h kapal in př i kondenzaci. Jej í využ i t í v oblasti t k á ň o v é h o 

i nžený r s tv í bylo m n o h o k r á t p o p s á n o , obvykle k ú p r a v ě m a t e r i á l u pro zvýšení b u n ě č n é 

adheze, n ě k t e r é studie v š a k naznaču j í , že př i v h o d n é morfologii a r o z m ě r u struktur touto 

metodou p ř i p r a v e n ý c h m ů ž e d o c h á z e t naopak ke snížení adheze b u n ě k a migrace po jejich 

povrchu. P ro to bylo p ř i s t o u p e n o k využ i t í t é t o metody k p ř í p r a v ě povrchu pot laču j íc ího 

p ř i r ů s t á n í t k á n ě , k t e r ý by mohl b ý t al ternat ivou k j i n ý m m a t e r i á l ů m v y v í j e n ý m pro 

s te jný účel, k t e ré využíva j í n a p ř . n a p o d o b o v á n í p ř í r o d n í c h supe rhyd ro fobn í ch mi -

krostruktur . 

V y u ž i t í Breath-figure self-assembly metody ke s t ruktur izaci vrstev p ř i p r a v e n ý c h z poly-

dioxanonu za využ i t í tr if luoroethanolu jako r o z p o u š t ě d l a nen í v o d b o r n é l i t e r a t u ř e 

p o p s á n o . J e d n í m z p ř ínosů t é t o p ráce je tedy p r o z k o u m á n í c h o v á n í tohoto j evu př i použ i t í 

p o l y m e r n í h o roztoku, j e n ž pro tyto účely nen í č a s to v y u ž í v á n . P o sérii e x p e r i m e n t ů 
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z a m ě ř e n ý c h na na lezení o p t i m á l n í koncentrace roztoku a kombinace p a r a m e t r ů (ze jména 

kombinace v lhkos t i a teploty) by l n a v r ž e n postup, j a k ý m lze p ř i p r a v o v a t t e n k é P D X fólie 

s k o n k á v n í m i s t rukturami o r o z m ě r u v ř á d u 10-40 [im. Opakovatelnost procesu by bylo 

m o ž n é dá le vylepš i t , je v š a k uspokoj ivá . K r o m ě toho b y l p r o z k o u m á n v l i v da lš ích pro

m ě n n ý c h , n a p ř í k l a d s t á ř í roztoku, na morfologii v ý s l e d n ý c h struktur. 

P ř i p r a v e n é fólie byly nás l edně p o v l á k n ě n y za využ i t í zař ízení pro s t e j n o s m ě r n é e lek t r ické 

z v l á k ň o v a n í Nanospider 1WS500U. T y s a m é n a n o v l á k e n n é struktury, k te ré p rokáza ly 

v o d b o r n ý c h s tud i ích v ý b o r n o u cy tokompat ib i l i tu se tak podař i lo n a n é s t na v n i t ř n í 

s t ranu m a t e r i á l u , k t e r ý m á z vnějš í strany strukturu, jež je pro b u n ě č n o u proliferaci 

mnohem m é n ě p ř ívě t ivá . 

P ř i p r a v e n é fólie byly c h a r a k t e r i z o v á n y někol ika metodami - rozměr a t r o j r o z m ě r n á mor

fologie k o n k á v n í c h struktur, s te jně jako v láken , by la u r č e n a p o m o c í skenovac í e l ek t ronové 

mikroskopie a op t i cké profilometrie. T a k é by la z m ě ř e n a t loušťka fólií a v l á k e n n ý c h ná

n o s ů a o t e s t o v á n a jejich smáč ivos t , č ímž se ukáza lo , že s t r u k t u r o v a n ý povrch fólií je 

nejvíce hydrofobní , n a n o v l á k n a nejvíce hydrof i lní a smáč ivos t n e u p r a v e n é h o povrchu fólií 

leží mezi t ě m i t o hodnotami. 

Testy cytotoxic i ty v y v r á t i l y p ř í t o m n o s t r i z ikových rez iduí rozpouš t ěde l a in vitro testy 

b u n ě č n é proliferace vedly ke zj iš tění , že v n i t ř n í ( v l ákenná ) strana m a t e r i á l u s k u t e č n ě 

podporuje b u n ě č n o u proliferaci z n a t e l n ě více než strana vnější , o p a t ř e n á k o n k á v n í m i 

s t rukturami . P r á c e tak nas t ín i l a postup, j a k ý m lze p ř i p r a v i t v í cev r s tvý m a t e r i á l ov l ivňu

jící b u n ě č n o u proliferaci pouze na z á k l a d ě své mikrost ruktury, p ř i čemž celý m a t e r i á l m ů ž e 

b ý t vyroben z jednoho typu polymeru bez d o d a t e č n ý c h c h e m i c k ý c h ú p r a v . 

P r o spolehl ivé zhodnocen í , zda je m o ž n é produkt využ í t v b iomedic íně , by bylo v h o d n é 

p rovés t dalš í charakterist iky, mezi k t e r é p a t ř í m ě ř e n í d e g r a d a č n í h o profi lu či h o d n o c e n í 

smáč ivos t i a j i n é h o c h o v á n í v s i m u l o v a n ý c h tě ln ích t e k u t i n á c h . V p ř í p a d ě neuspokoji

v ý c h výs l edků je m o ž n é použ i t é polymery nahradit j i n ý m i , změn i t t loušťku obou vrstev 

m a t e r i á l u či p rovés t Breath-figure self-assembly metodu s j i n ý m i parametry, a tak z íska t 

povrch fólie s rozd í lnou morfologií a vlastnostmi. Ze z í skaných výs l edků lze v š a k usoudit, 

že z á k l a d n í pr incip je funkční a př i da l š ím rozvoji t é t o m y š l e n k y by mohly v ý s t u p e m bý t 

za j ímavé m a t e r i á l y pro b i o m e d i c í n u a t k á ň o v é inženýrs tv í , umožňuj íc í se lek t ivní ř ízení 

b u n ě č n é proliferace. 
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