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Seznam použitých zkratek 

ul - mikrolitr 

um - mikrometr 

3D - troj dimenzionální 

ABS - Akrylonitrilbutadienstyren 

A S T M - American Society for Testing and Materials 

atd. - a tak dále 

°C - stupeň Celsia 

cca - cirka 

CCK-8 - Cell Counting Kit-8 

CD - compact disc 

CXI - Ústav pro nanomateriály, pokročilé technologie a inovace 

D M E M - Doubellco's Modified Eagle's Medium 

E C M - extra cellular matrix 

FS - fakulta strojní 

FZS - Fakulta zdravotních studií 

g - gram 

In vitro - v umělých podmínkách 

KNT - Katedra netkaných textilií a nanovlákenných materiálů 

m 2 - metr čtvereční 

mA - miliampér 

mg - miligram 

ml - mililitr 
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mm - milimetr 

mol - látkové množství 

mT - militesla 

mS - milisiemens 

NC - negative control 

nm - nanometr 

Obr. - obrázek 

PBS - fosfátový pufr 

PC - positive control 

PCL - polycaprolactone 

rpm - otáčky za minutu 

S E M - skenovací elektronový mikroskop 

STL - stereolitografie 

TI - tkáňové inženýrství 

TIT - titan 

TIT-00 - titan - obroušený, očištěný 

tj. - to jest 

T U L - Technická univerzita v Liberci 

tzv. - takzvaný 

V - volt 
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1 Úvod 

Ke studiu manipulace s nanovlákennými substráty a jejich interakce s vodivými materiály 

lze přistupovat různými způsoby. Problematika je značně rozsáhlá, a pro účely bakalářské 

práce bylo proto nutné po konzultaci s vedoucím práce a konzultantkou vybrat určitou 

oblast k řešení, a to i s ohledem na řešené úkoly na Katedře netkaných textilií 

a nanovlákenných materiálů Technické univerzity v Liberci. Katedra má poměrně silnou 

skupinu zabývající se tkáňovým inženýrstvím na nanovlákenných substrátech. Při řešení 

těchto témat je problémem obtížná mechanická manipulace s nanovlákennými materiály, 

protože používané vrstvy jsou z velmi jemných vláken. Dalším problémem je fakt, že 

v bioreaktoru nanovlákenná vrstva snadno vyplave na hladinu kultivačního média a není 

snadné nanovlákenný scaffold udržet u dna kultivační jamky. S ohledem na řešenou 

problematiku některých dizertačních prací na K N T byla bakalářská práce zaměřena na 

konstrukci a realizaci buněčného reaktoru, který by svým řešením usnadnil manipulaci 

s nanovlákennými vrstvami a zároveň umožnil řízenou elektrickou stimulaci během 

kultivování buněk. 

Obecně vzato se buněčné reaktory staly hlavním nástrojem pro kultivaci buněk in vitro 

ve tkáňovém inženýrství. Účelem těchto reaktorů je vytvořit pro buňky dostatečně 

příznivé prostředí, které umožňuje jejich následné dělení. V současné době jsou buněčné 

reaktory často tvořeny kultivačními destičkami, do nichž se vkládají stimulační elektrody, 

které se jeví jako velice efektivní pro získání podstatně většího množství buněk než 

v původní metodě bez elektrické stimulace. Tyto stimulace jsou zprostředkovány buďto 

stejnosměrným, nebo střídavým proudem, ale zároveň byly prokázány účinky 

magnetického pole. Další slibnou roli hrají právě nanovlákenné scaffoldy, které dokážou 

imitovat nativní prostředí buňky a tím ještě více posílit proliferaci a adhezi buněk. 

Vytváření reaktorů obsahujících kombinaci stimulačních elektrod a nanovlákenných 

scaffoldů s sebou nese řadu funkčních problémů, které je potřeba vhodnou metodikou 

eliminovat. V teoretické části jsou nastíněny principy tkáňového inženýrství včetně 

popisu některých již zkonstruovaných řešení, která však v jistých ohledech nesplňují 

výchozí požadavky. Cílem výzkumné části bylo tedy vytvořit takové kombinované 

zařízení, které svým konstrukčním řešením splní nároky na jednoduchou manipulaci 

s možností opakované sterilizace při zachování rozumných cenových nákladů. 

13 



2 Teoretická část 

2.1 Tkáňové inženýrství 

Jednou z hlavních motivací pro vznik tkáňového inženýrství (TI) byly velice nízké počty 

darovaných tkání a orgánů, které ani zdaleka neměly šanci pokrýt velkou poptávku po 

potřebných transplantacích. Navíc je zde spousta kontraindikací při hledání shody mezi 

příjemcem a dárcem tkání, orgánů, která ještě více omezuje možnost úspěšné 

transplantace (Lanza, 2020). 

Tkáňové inženýrství zahrnuje několik vyvíjejících se odvětví vědy, která svými poznatky 

zlepšují používané technologie, a to materiálové inženýrství, nanotechnologie, 

farmakologie, medicínu, molekulární biologii nebo také chemii (Lanza, 2020; Sharma et 

a l , 2019). 

Hlavním principem tkáňového inženýrství je získat z tkáně živé buňky, které jsou 

schopné regenerace a za pomoci růstových faktorů dokážou vytvářet nové tkáně, které 

následně můžeme implantovat na potřebná místa. Samotná kultivace buněk in vitro je 

zprostředkována na tkáňovém nosiči, tzv. scaffoldu (Sharma et al., 2019). 

2.1.1 Scaffold 

Scaffold v tkáňovém inženýrství plní roli extracelulární matrix (ECM), tj. podpůrné 

struktury, která by měla svojí funkčností a vlastnostmi co nejvíce simulovat původní 

nativní strukturu (Eltom et al. 2019). Vlastnosti scaffoldu, podporující efektivní adhezi 

a proliferaci buněk, j sou zej ména j ej ich vlákenná struktura, pórovitost a také mezipórové 

dráhy, které umožňují tok živin a migraci buněk (Tamer Uyar, 2017). Dalšími vlastnostmi 

jsou smáčivost (Sun et al. 2021) a průměr vláken (Jenkins a Little, 2019) při zachování 

biokompatibility a biodegradability (Tamer Uyar, 2017). 

2.1.1.1 Vlastnosti scaffoldu 

Biokompatibilita posuzuje interakci mezi tělem a cizím materiálem. Za biokompatibilní 

materiály považujeme ty, které nemají žádné toxické účinky a vyvolávají minimální 

zánětlivou imunitní reakci v těle pacienta (Naahidi et al., 2017). Na druhou stranu 
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biodegradabilita materiálu je proces, při kterém se materiál odbourává vlivem 

biologických jevů, jako jsou buněčné a enzymatické procesy. Nutno dodat, že 

biodegradabilita není spjata pouze s degradací materiálu v lidském těle, ale projevuje se 

obecně v přirozeném vnějším prostředí (Venezuela a Dargusch, 2019). 

Průměr vláken ovlivňuje mnoho parametrů a je možné, že má vliv na sekreci 

protizánětlivých cytokinů na daný scaffold, kdy menší průměry vláken zajišťují nižší 

sekreci, než na průměrech vláken o velikostech ( 1-50 um) (Jenkins a Little, 2019). 

Nedílnou roli v proliferaci a adhezi buněk hraje také smáčivost materiálu, kdy hydrofobní 

materiály vykazují neschopnost adheze buněk k danému materiálu. Naopak hydrofilní 

materiály mají o dost větší přilnavost a tím je zde i lepší adheze a proliferace (Sun et al., 

2021). 

Díky nanovlákenným materiálům jsme schopni vytvářet scaffoldy, které jsou 

strukturově velice podobné E C M buňky (Smith a Ma, 2004). 

2.1.2 Nanovlákenné materiály 

Obecně definováno se jedná o vlákna, která dosahují průměru menšího než 1 um, avšak 

tato definice se mění v závislosti na vědním oboru, ve kterém mohou být nanovlákna 

definována až teprve s průměrem pod 100 nm (Williams et al. 2018). Výroba scaffoldů 

se provádí za pomoci několika metod, mezi něž patří elektrické zvlákňovaní 

(electrospinning), fázová separace (phase-separtion) nebo samosestavování molekul 

(self-assembly), nicméně nejpoužívanější metodou pro výrobu nanovlákenných materiálů 

je právě elektrické zvlákňovaní (Smith a Ma, 2004). 

2.1.3 Elektrické zvlákňovaní 

Základním mechanismem elektrického zvlákňovaní je vytvoření vysokonapěťového pole 

mezi kladně nabitým roztokem polymeru dávkovaným pomocí dávkovací pumpy 

s injekční stříkačkou a záporně nabitým kolektorem při využití elektrických sil, kde 

vysoké napětí musí vpolymerním roztoku překonat povrchové napětí (Rahmati et al., 

2021). To způsobí hydrodynamickou nestabilitu mající podobu polymerních trysek, ze 

kterých se odpařením rozpouštědla vytváří nanovlákna (Jenčová et al., 2021). Polymer se 

formuje do Taylorova kužele a dopadá na záporně nabitý kolektor (viz Příloha A). 
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Výslednou podobu získaného materiálu určuje mnoho faktoru, jako jsou viskozita 

roztoku, polarita, elektrická vodivost nebo povrchové napětí rozpouštědla (Rahmati et al., 

2021). 

2.1.3.1 Zvlákňovaní syntetických a přírodních polymerů 

Elektrickým zvlákňovaním bylo možné zvláknit přírodní a syntetické polymery, které 

jsou následně používané ve TI. Přírodní polymery v zastoupení jako je kolagen, želatina, 

chitosan nebo alginát mají však nevýhodu v omezené dostupnosti a velice rychlé 

degradaci, proto jsou pro medicínské aplikace spíše používané syntetické polymery, kde 

výhoda těchto polymerů tkví v tom, že každá šarže je stejná, tudíž víme jaký bude mít 

výsledný materiál vlastnosti. V závislosti na aplikaci a požadovaných vlastnostech, lze 

využít bidegradabilní polymery, jako je například: polyuretan (PU), kopolymer kyseliny 

mléčné a kyseliny glykolové (PLGA) nebo polykaprolakton (PCL) (Jenčová et al., 2021). 

2.2 Buněčné reaktory v tkáňovém inženýrství 

Jednou z potřeb pro praktické fungování TI bylo vyvinout metodu, která bude schopna 

generovat tkáně in vitro. To dalo vzniknout buněčným reaktorům, jejichž hlavním cílem 

bylo zlepšit fungování a nahradit kultivaci tkání in vivo za použití materiálů schopných 

imitovat původní E C M a možnosti dynamické kultivace při použití stimulačních metod 

(Zhao et al. 2016). 

Design buněčných reaktorů závisí na několika faktorech jako typ tkáně nebo buněk, kdy 

každé z nich vyhovují trochu jiné podmínky, přesto by měl každý buněčný reaktor co 

nejvíce připomínat nativní prostředí buňky a měl by se skládat z tkáňové struktury, 

buněčné kultury a buňky by zde měly být schopné přežít (Selden a Fuller, 2018) a zároveň 

by buněčné reaktory měly být snadno sestavitelné a sterilní (Zhao et al., 2016). 

2.2.1 Stimulace elektrickým polem v tkáňovém inženýrství 

Experimentální pokusy s elektrickou stimulací vykazují velký potenciál v aplikacích TI, 

zejména díky jejich schopnosti aktivovat vnitrobuněčné signální dráhy, mikroprostředí 

a zároveň stimulovat nativní prostředí některých tkání, např. nervové tkáně (Chen et al., 

2019). Různé designy stimulace elektrickým polem prokázaly efekt na morfologii, 

16 



orientaci a migraci buněk v závislosti na určitém typu stimulovaných buněk. Buňky je 

možné stimulovat buďto střídavě elektrickou stimulací, nebo elektrickou stimulací 

stejnosměrnou. A právě stejnosměrná elektrická stimulace se objevuje v drtivé většině 

aplikací (Ryan et al., 2021). Můžeme vymezit tři nej častější sestavy využívající 

stejnosměrnou stimulaci a těmi jsou přímé spojení, kdy elektrody jsou v kontaktu 

s médiem, kapacitní spojení a sestava využívající pro stimulaci elektromagnetické pole, 

kdy elektrody případně magnety nejsou v kontaktu s médiem (viz Příloha B). Velikost 

proudů závisí na konstrukci stimulačního zařízení a na typu buněk kultivovaných v těchto 

buněčných reaktorech. Obecně se jedná o uA až mA za vzniku elektrického polev nižších 

jednotkách V/m (Ryan et al., 2021). Ovšem při nesprávné manipulaci s elektrickou 

stimulací nemusí mít ve výsledku stimulace buďto žádný efekt, nebo v horším případě 

může kultivované buňky usmrtit (Chen et al., 2019). 

2.2.2 Různé typy sestav pro stimulaci elektrickým polem 

Existuje hned několik sestav, které umožňují stimulaci buněk in vitro pomocí 

elektrického pole. Každá z těchto sestav má svá pro a proti. Sestavy jsou vždy 

uzpůsobeny tak, aby svými parametry vyhovovaly potřebám dané laboratoře (Chen et al., 

2019). Nej důležitějšími parametry j sou použité materiály, ať už pro elektrody vedoucí 

elektrický proud vodičem, který může být v přímém kontaktu s buňkami, nebo samotné 

materiály bioreaktorů. Pro elektrody jsou využívány zejména kovové vodiče, jako jsou 

nerezové oceli, oxidy iridia, nitridy titanu nebo platina. Právě zmíněná platina j e i přes 

poměrně velkou pořizovací cenu velmi oblíbenou volbou, a to z důvodu menší 

náchylnosti ke korozi (Leppik et al., 2020) a zároveň výbornou měrnou vodivostí (Chen 

et al., 2019). Materiály pro výrobu bioreaktorů jsou nejčastěji z poly m ethyl akry látu 

(PMMA), polydimethylsiloxanu (PDMS), skla nebo plastu. Často se jedná o průhledné 

materiály, aby bylo u buněk možné pozorovat pomocí mikroskopu viditelné změny před 

stimulací a po ní (Ryan et al., 2021). 

Sestava na základě přímého spojení je používaná zejména díky své jednoduchosti. Jednou 

ze základních a nejjednodušších metod přímého spojení je vložení dvou elektrod na dno 

kultivační misky, kdy kultivované buňky jsou právě mezi těmito elektrodami. 

Konkrétním příkladem (viz Příloha C) může být sestava z publikace (Mobini et al., 2018) 

skládající se z platinových elektrod, které jsou součástí víčka ójamkové titrační destičky 
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o velikosti (128 x 85 x 22 mm s vnitřním průměrem 33,78 mm a kultivační plochou 

8,960 mm). Tyto rozměry by měly zabránit případnému odparu média. Elektrody jsou 

z 99,99 % z čisté platiny, kde každá elektroda má délku od 21 až do 29 mm a konce jsou 

ohnuty do tvaru písmene L. Tyto elektrody j sou od sebe vzdáleny přesně 25 mm. Napájení 

bylo vedeno postříbřeno-měděnými vodiči, které byly připájeny na čouhající konce 

elektrod z víčka titrační destičky a byly zapojeny do paralelního obvodu. Stejnosměrný 

proud byl dodáván třívýstupovým zdrojem. Zařízení bylo sterilizováno v 70% ethanolu 

po dobu 10 minut a omyto v Dulbecco's phosphate buffered saline (Mobini et al. 2018). 

Ovšem nevýhodami v těchto sestavách může být případné zahřívání elektrod a také 

uvolňování látek do média s buňkami a to může nepříznivě měnit pH, které může být pro 

buňky smrtelné (Leppik et al., 2020). 

V další sestavě v publikaci (Li et al., 2018) jsou znovu využívány platinové elektrody, ale 

tentokrát j sou tvarovány do podoby obdélníků s rozměry (18 x 4 x 1 mm), které jsou 

zafixovány do víčka 24jamkové kultivační destičky, kdy elektrody byly od sebe vzdáleny 

8 mm. Na rozdíl od předchozího případu se tentokrát na dno kultivační misky vkládají 

předpřipravené Fe304/PGLA a PEDOT/Fe304/PGLA vlákenné scaffoldy vyrobené 

elektrickým zvlákňovaním. V této konkrétní sestavě není použit stejnosměrný zdroj jako 

v předchozích případech, nýbrž zdrojem je zde dvoukanálový generátor, který generuje 

přes měděné vodiče obdélníkový pulzní signál o velikosti frekvence 20 Hz a amplitudou 

500 mV. Pro získání kombinované stimulace elektrického a magnetického pole byla 

destička vložena mezi dva stejné magnety, které generovaly pole o velikosti 0,072 T při 

velikostech magnetu (15 x 88 x 44 mm) (Li et al., 2018). 

V jedné ze starších publikací (Bodhak et al., 2012) bylo představeno zařízení 

pro stimulaci buněk osteoblastů ve 12jamkové destičce, kdy kryt destičky byl vyroben 

z polytermického plechu Ultem 1000 o tloušťce plechu 0,6 cm a pro soustavu přenášející 

elektrický proud bylo použito hned několik materiálů. Elektrody byly vyrobeny 

z nerezové oceli 316 s vnitřním průměrem 0,043 cm a vzdáleny od sebe 1,5 cm, na konci 

těchto elektrod byl vytvořen elektrodový kontakt spojující nerezové elektrody 

s titanovými disky na dně kultivační destičky. Tyto spojovací kontakty byly vyrobeny 

ze zlata, ve svém vnitřku obsahovaly pružiny vyrobené ze slitiny beryliové mědi a písty 

vyrobené z měděné slitiny potažené niklem. Elektrody před vsazením do jamek byly 

zalisovány do polytermické fólie. Stimualce této sestavy byla řízena víceotáčkovým 
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potenciometrem s použitými rozsahy proudu 0 až 30 u A a napětím od 0 až 6 V. Zdrojem 

napětí byla 9V baterie (Bodhak et al., 2012). 

Podobně jako v předchozích případech se stejným principem paralelních elektrod 

a tentokrát se vzájemnou vzdáleností elektrod 8 mm od sebe byla zrealizována sestava 

pro elektrickou stimulaci mezenchymálních kmenových buněk na PCL scaffoldu, kde 

byly použity uhlíkové elektrody umístěné na dno Petriho misky, kde byly připevněny 

silikonem. Proud do elektrod byl dodáván stejnosměrným zdrojem a veden pomocí 

vodičů vyrobených ze stříbra (Zhang et al., 2016). 

Další provedení je používáno zejména pro jeho konstrukci elektrod, ve které nejsou 

použity kovové materiály jako v předchozím případě, nýbrž vedení stimulace je 

zprostředkováno přes tzv. agarové mosty (viz Příloha D). Tyto mosty tvořené 

z polyetylenových nebo skleněných trubiček obsahující nasycený roztok inertních solí, 

jako jsou chloristan sodný (NaC104), dusičnan draselný (KN03) nebo chlorid draselný 

(KC1), fungují jako baterie, které převádějí elektrický proud na iontový proud 

prostřednictvím redoxních reakcí (Leppik et al., 2020). Další možností sestavení 

agarových mostů je naplnění skleněných zkumavek 1% roztokem agarózy rozpuštěné 

v roztoku fosfátového pufru (PBS) (Snyder et al., 2017). Ovšem i přes značnou výhodu 

v necytoxicitě elektrod a tím minimalizování důsledku změn pH je zde hned několik 

omezení, která snižují efektivitu této sestavy. Jedním z omezení je limitovaná expozice 

elektrickou stimulací z důvodu rozdílných koncentrací a teplotních rozdílů mezi 

agarovými mosty a médiem. Další problém je s celkovou náročností sestavení výsledné 

sestavy, neschopnost zachování její sterility a opakovatelnosti. Poslední úskalí se nachází 

v dodání relativně velkého napětí okolo 70 V ze stejnosměrného zdroje z důvodu 

poměrně velkého odporu těchto mostů (Leppik et al., 2020). 

Pro dosažení větší kompaktnosti při využití přímého spojení bylo vytvořeno hned několik 

mikrofluidních sestav s uzavřeným systémem, které nám díky svým malým rozměrům 

poskytují větší kontrolu nad jednotností elektrického pole stimulujícího buňky a zároveň 

zmírňují vznikající Joulovo teplo. Ovšem původní výhoda kompaktnosti zařízení se může 

považovat i za nevýhodu, protože v této sestavě lze pracovat pouze s malým vzorkem 

buněk (Ryan et al., 2021; Sun, 2017). Sestavy se skládají ze základní destičky vyrobené 

z materiálů, jako jsou polydimethylsiloxanu (PDMS) nebo polymethylmethakrylátu 

(PMMA) (Sun, 2017). Ve většině sestav zajišťují elektrické pole platinové elektrody, 
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které jsou prostřednictvím agarových mostů vsazeny do těla destičky a přicházejí 

do přímého styku s médiem. Ovšem způsob vedení se může lišit, příkladem může být 

sestava využívající vedení pomocí měděné vrstvy plošného spoje. Sestava zachycená 

v Příloze E je rovněž speciální v tom, že vedení pro stimulaci bylo vyrobeno lisováním 

PDMS kanálu se třemi šířkami (100, 150 a 350 um) vytvářejícími tři elektrická pole 

(1,5 V/cm, 3 V/cm, 4,5 V/cm) (Li et al. 2017b). Zajímavé provedení lze vytvořit taktéž 

s destičkou z P M M A a dvěma kanály pro vodu a médium, kdy médiem je přes agarové 

mosty vedena stimulace a kanál pro vodu efektivně odvádí Joulovo teplo (Li et al., 

2017a). 

Sestavy využívající kapacitního spojení mají výhodu zejména v tom, že zde není problém 

s biokompatibilitou elektrod, protože elektrody jsou umístěny mimo médium 

s kultivovanými buňkami, a proto můžeme použít širší škálu materiálů, ze kterých jsou 

elektrody vyrobeny. Sestavy jsou tedy uzpůsobeny tak, že elektrody připojené 

na stejnosměrný zdroj napětí vytváří elektrické pole, ve kterém jsou uloženy destičky 

s buňkami. Nevýhodami těchto sestav jsou zejména potřeby většího napětí mezi 

elektrodami a delší expozicí elektrickou stimulací (Chen et al., 2019; Khaw et al., 2022). 

Jedno z nejnověji realizovaných řešení je zobrazeno v Příloze F. Tato sestava je 

zrealizována tak, že v každé komoře je stejně velké elektrické pole, tím se zajistí stejná 

stimulace pro každou komoru. Rozměry buněčného reaktoru byly zvoleny na základě 

výsledků metody konečných prvků. Sestava je tvořena 8komorovou průhlednou 

destičkou z polytetrafluorethylenu (PTFE, Alfa Aesar, Spojené království), kde do každé 

komory byly společně s médiem vloženy kultivační disky z čistého 99,5% titanu grade 4 

s průměrem 14 mm a tloušťkou 0,25 mm (Alfa Aesar, Spojené království). Titan byl 

před nasazením do komor sterilizován ultrafialovým zářením po dobu 45 min. 

Vytvoření elektrického pole zajistily tři elektrody zhotovené z chirurgické oceli 

(Alfa Aesar, Spojené království), přičemž dvě kladné byly umístěny paralelně v krajích 

buněčného reaktoru a poslední, záporná elektroda byla vedena středem sestavy. Výsledné 

napětí mezi elektrodami bylo nastaveno na 30 V dodávaných zdrojem (Khaw et al., 

2022). 

Další možnou sestavu z publikace (Vaca-González et al., 2016) využívající kapacitní 

spojení lze vidět v Příloze G. Jako v předchozím případě jsou elektrody z nerezové oceli, 

avšak tentokrát ve formě desek, které jsou obalené v akrylových podporách, aby nedošlo 
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k přímému kontaktu s inkubátorem. Pro připojení elektrického obvodu byla k deskám 

privarená kladná a záporná svorka. Elektrický obvod je pro stimulaci napájen pomocí 

duálního zdroje (Dual-Source, HM-20, Ceif, Národní univerzita), který napájí oscilátor 

generující 50 a 100 V při frekvenci 60 kHz sinusového tvaru. Pro sledování průběhu 

elektrické stimulace byl použit osciloskop (Vaca-González et al., 2016). 

Poslední možností ke stimulování buněk v kultivačních sestavách je pomocí indukční 

vazby. Hlavním principem této metody je vytvoření pulsního elektromagnetického pole 

(PEMF) vodivou cívkou, která je umístěna okolo kultivační destičky. Stimulace je 

prováděna tak, aby napodobila přirozený přenos potenciálu lidskou tkání. PEMF 

poskytuje potenciál blízko buňky, nikoliv na přímo, jako je tomu u přímého spojení. Tato 

metoda stejně jako kapacitní spojení má výhodu v nepřímém kontaktu s buňkami 

a zároveň zajišťuje přirozený přenos potenciálu v lidském těle. Ovšem nevýhody se 

nachází zejména v potřebě velice dlouhé expozice, která může dosahovat až 10 hodin, 

a další úskalí spočívá ve značné složitosti přípravy s přílišnou spotřebou zdrojů (Chen et 

a l , 2019; Sun, 2017). 

Hlavní změna oproti ostatním sestavám je v generovaném napájecím obvodu, který 

obstarávají cívky umístěné okolo kultivační destičky s médiem v několika různých 

provedeních. Prvním provedením může být sestava z Helmholtzových cívek z (Varani et 

al., 2017). Jedná se o dvě cívky s průměrem 20 cm, vzdálených od sebe 10 cm, kde vinutí 

cívky je zhotoveno ze smaltovaného měděného drátu s průměrem 1 mm a výsledným 

počtem 80 závitů. Kultivační destička s nasazenými osteoblasty byla vsazena přesně do 

středu, aby se zaručila jednotnost magnetického pole. Generátor v tomto případě 

generoval pulzy při frekvenci 15,38 Hz se šířkami pulsu zobrazenými v grafu na obrázku 

v Příloze H a magnetickým polem o velikosti až 2 mT (Zhai et al., 2016). Druhá sestava 

je velice podobná, liší se ale v uspořádání cívek, které jsou tentokrát umístěny 

horizontálně, každá z nich byla vyrobena z 1400 závitů měděného drátu. Cívky byly 

napájeny generátorem s pulzy o frekvenci 75 Hz s dobou trvání pulsu 1,3 ms při dosažení 

magnetického pole až 1,5 mT (Varani et al., 2017). 
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2.3 Materiály ve zdravotnictví 

Materiály vhodné pro použití ve zdravotnictví považujeme za biomateriály, jež se od 

klasických materiálů odlišují tím, že jsou biokompatibilní. Nachází uplatnění ve řadě 

odvětví medicíny, a to zejména ve formě protetík, a to díky jejich mechanickým 

vlastnostem. Odvětvími využívajícími tento materiál jsou ortopedie, stomatologie, 

chirurgie nebo také oftalmologie. Důležité je také dodat, že tyto materiály nemusejí 

sloužit pouze jako protetika, ale nachází široké uplatnění v biotechnologických 

aplikacích, j ako j e růst buněk nebo v rámci laboratorních testů krevních proteinů (Wagner 

et al. 2020). V současně době jsou díky technologickému vývoji keramika a polymery 

zajímavou volbou při výběru biokompatibilního materiálu, přesto podstatnou část, a to 

konkrétně 70 % používaných materiálů ve zdravotnictví, zastupují kovy. Hlavními 

nároky na kovové materiály jsou biokompatibilita, odolnost vůči korozi, zpracovatelnost 

a dostupnost (Hanawa, 2019). 

Přehled nejběžnějších kovových materiálů používaných ve zdravotnictví a porovnání 

jejich vlastností (Hanawa, 2019; Chen et al., 2019; Engineering ToolBox, 2005; Elmenstine, 

2019): 

• Nerezová ocel 

Nerezová ocel typu 316L má dobrou pevnost v tahu, je výborně tvárná a také má 

výbornou odolnost proti opotřebení a korozi. Mezi negativa řadíme nízkou 

biokompatibilitu a elektrickou vodivost 2,04*106 S/m. 

• Titan 

Titan oproti ostatním kovům má nej lepší mechanické a dobré korozní vlastnosti, jedná se 

o materiál s náročnou obrobitelností a poměrně nízkou vodivostí 2,63*106 S/m, přesto je 

jeho výhodou vysoká biokompatibilita. 

• Platina 

Platina má velice dobrou pevnost, biokompatibilitu a korozní odolnost. Oproti ostatním 

kovům má vynikající elektrickou vodivost 9,43* 106 S/m, negativem zde může být vysoká 

pořizovací cena. 
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• Hořčík 

Hořčík patří mezi kovy s velice dobrou elektrickou vodivostí 2*107 S/m, vysokou 

mechanickou odolností a zároveň špatnou biokompatibilitou, u níž dochází k uvolňování 

iontů. 

Mezi nekovové alternativy můžeme zařadit uhlíkové trubičky nebo také grafen. Uhlíkové 

trubičky se vyznačují dobrou mechanickou odolností a snadnou biofunkcionalizací 

při vyšší vodivosti 1,8*107 S/m. Na druhou stranu grafen je elastický, má vysokou 

mechanickou odolnost a chemickou stabilitu a poměrně dobrou vodivost mezi 106 až 108 

S/m. Bohužel tyto materiály mohou být za určitých podmínek pro buňky mírně toxické 

(Chen et a l , 2019). 
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3 Výzkumná část 

3.1 Cíle a výzkumné předpoklady 

Cílem této práce je vytvořit návrh funkčního zařízení pro elektrickou stimulaci buněk 

na tkáňovém nosiči v kultivačních miskách při dodržení sterilních a manipulačních 

požadavků a tím zajistit vyšší adhezi a proliferaci nových buněk. Výsledné zařízení se 

skládá ze samotných elektrod zhotovených z titanového plechu, dále z odlité silikonové 

formy, která slouží pro následné vylití epoxidovou pryskyřicí, a tím vytvoření pevného 

usazení pro titanové elektrody. 

Nedílnou součástí je i zavedení metodiky pro práci s nanovlákennými scaffoldy 

ve vyrobeném zařízení. Předpokládá se, že navržená metodika zpracování 

nanovlákenných substrátů umožní mnohem snazší a opakovatelnou práci s nimi. 

Dále v rámci splnění nároků na biokompatibilitu byl proveden test na cytotoxicitu 

materiálu ze zbylých odřezků kousků titanu, které vznikly při vyřezávání laserem 

ze zakoupeného titanového plechu. 

3.2 Metodika výzkumu 

Laboratorní úkony spjaté s prací byly zrealizovány na půdě Technické univerzity 

v Liberci, a to konkrétně v biologické laboratoři Fakulty textilní, Katedry netkaných 

textilií a nanovlákenných materiálů v budově E a v Ústavu pro nanomateriály, pokročilé 

technologie a inovace budovy C X I v časovém období od 15.11. 2021 do 3.5.2022. Jedná 

se o metodu kvalitativní. 
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3.3 Vlastní návrh stimulačního zarízení pomocí titanových elektrod 

Design elektrody byl navrhován podle 24jamkové titrační destičky, tak aby elektrody 

zatěžovaly materiály na dně kultivační destičky a zároveň aby šlo s jamkami pracovat 

(tedy nebyly zakryté a mohlo se pipetovat/odsávat). Elektrody, které budou přímo 

v jamkách, musí být rovné pro vytvoření homogenního elektrického pole. 

Obr. 1 24jamková titrační destička (Zdroj: Anon, 2022) 

Pro vytvoření návrhu výřezku z titanového plechu byl použit pro studenty volně dostupný 

2D program. Na obrázku vidíte návrh elektrody připomínající hřeben a rozměrově 

uzpůsobený tak, aby se vešel do zmiňované kultivační misky. Velikosti jsou v jednotkách 

milimetrů. 

Obr. 2 Návrh titanové elektrody (Zdroj: autor) 
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3.4 Výběr materiálů na elektrody 

Pro výrobu hřebenových elektrod bylo nutné vybrat vhodný vodivý materiál, který je 

zároveň necytotoxický. Byl zvolen titan, který je biokompatibilní a již široce využívaný 

ve zdravotnictví, díky svým mechanickým vlastnostem nachází uplatnění v chirurgii 

při nahrazování kloubů nebo i v jiných oblastech, jako je stomatologie. Titan má sice 

nízkou elektrickou vodivost (resp. vysoký odpor) v porovnání s ostatními kovy, ale je 

cenově dostupnější a má dobré chemické vlastnosti. Lze ho sterilizovat ethylen oxidem 

i ethanolem. Čistý titanový plech grade 2 (dle standardu ASTM) byl zakoupen od firmy 

zabývající se zpracováním a výrobou titanových plechů. Rozměry pořízeného titanového 

plechu jsou tedy 200 x 100 x 0,4mm. Hřebeny byly řezány do titanového plechu pomocí 

vláknového laseru JK Fiber Lasers JK400FL při výkonu 200 W, které vyřezal pan 

Ing. Martin Lachman, Ph.D. (FS Katedra výrobních systémů, na CXI). 

Obr. 3 Proces řezání vláknovým laserem (Zdroj: autor) 
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Z titanového plechu bylo vyřezáno 8 elektrod, které byly začištěny pilníkem a odmaštěny 

za pomoci acetonu. Zbylé odřezky byly použity pro test cytotoxicity v další části této 

práce. Na obr. 4 vidíte výsledek řezání. 

Obr. 4 Vyřezané elektrody (Zdroj: autor) 

3.5 Vytvoření dřevěné formy pro vylití silikonem 

Pro vytvoření silikonové formy je zapotřebí vyrobit samotnou formu na silikon. Z důvodu 

lehké opracovatelnosti a dostupnosti materiálu bylo zvoleno dřevo. Forma je vyrobena ze 

čtyř kusů zkrácených latí a spodek formy tvoří zbytek z podlahové krytiny (Obr. 5). 

Obr. 5 Materiálová příprava formy (Zdroj: autor) 
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Zkrácené latě byly předvrtány a spojeny vruty do obdélníkového půdorysu. Výsledný 

půdorys má rozměry 152 x 145 x 35 mm. Velice důležitým úkonem je také vyplnění 

veškerých mezer silikonem, a to z důvodu možného protékání tekuté směsi z formy ven. 

Obr. 6 Sešroubovaná dřevěná forma (Zdroj: autor) 

Pro získání konečného tvaru formy je zapotřebí vložit dovnitř takové přípravky, které 

budou v konečném důsledku sloužit jako dutina pro usazení titanových elektrod, 

a následně ho zalít epoxidovou pryskyřicí. Pro návrh přípravků byl stejně jako 

v předchozím případu využit 2D program, avšak ten přímo nepodporuje formát pro 3D 

tisk, proto Obr. 7 slouží čistě pro prezentaci rozměrových potřeb přípravku. 
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Obr. 7 Návrh zařízení pro finální tvar formy (Zdroj: autor) 

Ke zhotovení tohoto návrhu byl tentokrát využit bezplatný 3D software, který poskytne 

potřebný formát STL pro 3D tisk (viz Obr. 8). 
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Obr. 8 Návrh zařízení v 3D programu (Zdroj: autor) 

Tisk byl proveden na 3D tiskárně Creality ENDER 3 V2 (viz Obr. 9), kde byla nastavena 

doporučená teplota podložky na 100 °C při teplotě tisku 255 °C. Tyto teploty jsou 

doporučené u použitého filamentu niceABS bronze s průměrem 1,75 mm, kde ABS 

v názvu značí typ filamentu. 

Obr. 9 Výroba na 3D tiskárně (Zdroj: autor) 
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Po dokončení tisku je nutné nechat vyhřátou podložku vychladnout, aby se zařízení 

a podložka při sloupávání zbytečně nepoškodily. Po vyjmutí byly spodní hrany lehce 

zbroušeny smirkovým papírem (viz Obr. 10). 

Obr. 10 Vyjmutá a začištěná zařízení z 3D tiskárny (Zdroj: autor) 

Zařízení bylo potřeno lepidlem a vsazeno do vnitřku formy. Poté bylo zatěžkáno závažími 

a přebytečné lepidlo bylo odstraněno vatovou tyčinkou. Lepidlo bylo ponecháno 

zaschnutí po dobu 24 hodin (Obr. 11). 

Obr. 11 Přilepená a zatěžkaná zařízení v dřevěné formě (Zdroj: autor) 
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3.6 Vylití silikonem 

K vylití formy byl použit kondenzační silikon s tvrdostí 25, který je dvoj složkový se 

složkou A a složkou B - tvrdidlo. Bylo postupováno dle návodu na obalu silikonu, 

tzn. složka A byla nalita do předem připravené čisté nádobky a trochu promíchána, 

zvážena na připravené váze k získání správného poměru. Návod udává poměr 100 : 2, 

proto při 555 g složky A (silikon) bylo přidáno cca 11,3 g složky B (tvrdidlo) a směs byla 

důkladně promíchána (viz Obr. 12). 

Obr. 12 Navážení složek A a B (Zdroj: autor) 

Takto rozmíchaným silikonem byly opatrně vylévány prostory formy (viz Obr. 13) a pro 

docílení jeho rozlití do všech mezer bylo s formou poklepáno. 

Obr. 13 Vylití formy silikonem (Zdroj: autor) 
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Z důvodu míchání a vylévání se do směsi vmísila spousta vzduchových bublin, proto je 

vhodné je špendlíkem nebo jehlou propíchnout, aby směs byla co nejvíce celistvá. Forma 

byla ponechána cca 24 hodin k vytvrdnutí (Obr. 14). 

Obr. 14 Tuhnutí silikonu v dřevěné formě (Zdroj: autor) 

Po zatuhnutí byla dřevěná forma rozšroubována a nožem byl odstraněn jističi silikon, 

poté bylo formu možné j ednoduše vyndat. Po vyndání byly nožem začištěny přesahující 

odlitky. Očištěný výsledek lze vidět na (Obr. 15). 
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3.7 Vylití epoxidovou pryskyřicí a usazení titanových elektrod 

Vylití epoxidovou pryskyřicí bylo procesově velice podobné jako v případě vylévání 

formy silikonové. Znovu se jednalo o dvousložkovou směs, avšak potřebné množství pro 

vylití v tomto případě je pouhých 180 g, proto při poměru 100 : 23, který byl udán 

výrobcem na obalu láhve, bylo v čisté nádobce naváženo a smícháno 150 g složky 

A (pryskyřice) a 3 g složky B (tvrdidla). 

Tentokrát bylo potřeba dostat nechtěné bubliny vzniklé při míchání jiným způsobem, než 

tomu bylo v předchozím případě. Byla zvolena vakuová pumpa, jejíž využití nám bylo 

poskytnuto v laboratořích CXI. V nádobce rozmíchaná epoxidová pryskyřice byla 

vložena do vakuové komory, kde byl odsát vzduch, což způsobilo vypráskání 

vzduchových bublin. Proces byl zopakován po vylití z nádobky do silikonové formy (viz 

Obr. 16). V mezičase byly připraveny titanové elektrody. 

Obr. 16 Silikonová forma s epoxidem ve vakuové komoře (Zdroj: autor) 
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Na (Obr. 17) můžeme vidět titanové elektrody, které byly pomocí distančních špalíků 

a montážních podložek vzdáleny od sebe mezerou 12 mm a byly zajištěny plastovými 

svěrkami. 

Obr. 17 Připravené elektrody (Zdroj: autor) 

Takto připravené elektrody byly velice opatrně vloženy do vnitřku formy 

s tekutou epoxidovou pryskyřicí, jak lze vidět na (obr. 18), a znovu byly vloženy do 

vakuové komory. 

Obr. 18 Titanové elektrody vsazené do tekuté pryskyřice v silikonové formě (Zdroj: 
autor) 
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Na (Obr. 19) lze na první pohled vidět vycházející vzduchové bubliny z formy ven. Tento 

proces trval cca 10 min, poté byla celá forma vyndána a ponechána k vy tuhnutí 

v pokojové teplotě po dobu 24 hodin. 

Obr. 19 Forma se zařízením vložená ve vakuové pumpě (Zdroj: autor) 

Po uplynutí doby pro vytuhnutí pryskyřice byla zařízení velice jednoduše vyjmuta 

z formy ven. Jak lze vidět na (Obr. 20), bylo potřeba začistit nedokonalosti a hlavně 

uvolnit zalité konce napájecích ploch elektrod. 

Obr. 20 Vyndaná zařízení po vytuhnutí pryskyřice (Zdroj: autor) 
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Pro uvolnění napájecích ploch elektrod byla použita frézka, kdy bylo postupně frézováno 

až k tenké vrstvě, která se dala odloupnout za pomoci nože. Na (Obr. 21) je zachycen 

průběh frézování a na (Obr. 22) vidíte výsledek po začištění. 

Obr. 21 Proces frézování (Zdroj: autor) Obr. 22 Výsledek frézování (Zdroj: autor) 

Ofrézovaná zařízení byla uložena do titrační destičky, kde byla naposledy zkontrolována, 

zda dostatečně pasují, a případným broušením byla doupravena (viz Obr. 23) 

Obr. 23 Usazení zařízení do titrační destičky (Zdroj: autor) 
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Poslední úpravou zbývá přizpůsobit původní zakrývací víčko, které na zařízení nesedí 

z důvodu přesahu napájecích ploch titanových elektrod ztitrační destičky, proto bylo 

víčko doupraveno za pomoci ruční frézky, kterou byly vyřezány dostatečně velké otvory, 

ty byly očištěny a zapilovány jehlovým pilníkem (viz Obr. 24). 

Obr. 24 Upravené zakrývací víčko titrační destičky (Zdroj: autor) 

3.8 Příprava nanovlákenného scaffoldu do titrační destičky 

Pro výrobu nanovlákenného materiálu byl použit roztok polykaprolaktonu (PCL) 

s molekulovou hmotností 45000 g/mol o koncentraci 16 hmotnostních %, který byl 

rozpuštěn v chloroformu, ethanolu a kyselině octové o poměru 8 : 1 : 1 a poté byl 

zvlákněn na zařízení Nanospider T M NS 1WS500U (Elmarco, Česká republika) 

inženýrkou Markétou Klíčovou z Fakulty textilní, Katedry netkaných textilií 

a nanovlákenných materiálů. Výrobní parametry byly nastaveny tak, aby výsledná vrstva 

měla plošnou hmotnost 20 g/m2. 

3.8.1 Hodnocení morfologie nanovlákenného materiálu 

Vyrobený scaffold je potřeba zkontrolovat pod elektronovým mikroskopem T E S C A N 

V E G A 3 SB Easy Probe (Tescan, Česká republika) z toho důvodu, aby bylo zjištěno, zda 

při výrobě scaffoldu nedošlo k deformacím, které by mohly negativně ovlivnit proliferaci 

a adhezi buněk. Scaffold byl před vsazením do mikroskopu pozlacen lOnm vrstvou zlata 
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na zařízení Quorum Q150R ES (Quorum Technologiesú). Snímky na (Obr. 25) byly 

pořízeny se zvětšením 5000x a neobjevují se na nich výrazné deformace. 

Obr. 25 Snímky vláken ze SEM s měřítky 100 um, 50 um, 20 um a 10 
um (Zdroj: autor) 

3.8.1.1 Průměr vláken 

Průměr nanovláken byl vypočítán za pomoci softwaru ImageJ, kde bylo naměřeno 250 

hodnot, ze kterých byl vypočítán průměr a směrodatná odchylka. Výsledný průměr 

vlákna je tedy (819 ± 657) nm. Na (Graf 1) byla vynesena četnost naměřených průměrů 

vláken. 
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Četnost naměřených průměrů vláken 
140 

průměr v [[im] 

Graf 1 Histogram průměrů vláken (Zdroj: autor) 

3.8.2 Smáčivost vrstev 

Smáčivost je hodnocena pomocí kontaktních úhlů kapek dopravených na materiál. Pokud 

má kapka mezní úhel pod 90°, je materiál považován za smáčivý, avšak pokud má kapka 

mezní úhel nad 90°, je materiál považován za nesmáčivý. Test smáčivosti byl proveden 

na vystřiženém kousku PCL, který byl přilepen oboustrannou páskou na podložní sklíčko 

(viz obr. 26). Sklíčko s materiálem bylo umístěno před snímací kameru a pipetou byly 

nanášeny kapičky destilované vody. Z uskutečněných měření byl vypočítán průměr 

a směrodatná odchylka (39,06 ± 4,39)°. Podle výsledku se testovaný materiál jeví jako 

smáčivý. 

Obr. 26 Připravený materiál po provedení testu smáčlivosti (Zdroj: autor) 
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3.9 Metodika přípravy nanovlákenného materiálu do titrační destičky 

Pro testování zařízení je třeba připravit nanovlákenný scaffold. Do jamek o průměru 

16 mm je nutné scaffold nastříhat za pomoci vykrajovátka, které má právě zmíněný 

průměr. Protože je scaffold velice jemný, byl vložen mezi dva listy papíru, kde byla 

tužkou vyznačena jeho horní strana a vystřižena. Vystřižené scaffoldy byly vyndány 

z pomocných papírů a za pomocí pinzety opatrně vloženy na dno titrační destičky (viz 

Obr. 27). 

Obr. 27 Vykrájený materiál usazený do titrační destičky (Zdroj: autor) 

Destička s nanovlákennými materiály byla sterilizovaná ethylenoxidem po dobu 12 hodin 

při teplotě 37 °C (Aprolene, UK). Sterilizace byla provedena podle normy ČSN E N ISO 

11135-1 Sterilizace výrobků pro zdravotní péči - Sterilizace ethylenoxidem - Část 1: 

Požadavky na vývoj, validaci a průběžnou kontrolu sterilizačního postupu pro 

zdravotnické prostředky. Vyrobené zařízení bylo sterilizováno 70% ethanolem po dobu 

30 minut a uloženo do boxu s U V zářením na 20 minut. Po sterilizaci je možné usadit 

zařízení do destičky (viz Obr. 28). 
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Obr. 28 Usazení zařízení a zakrytí víčkem (Zdroj: autor) 

3.10 Nastavení elektrické stimulace 

Pro laboratorní testy je potřeba nastavení vhodné elektrické stimulace při odporu 

titanových elektrod a média. Zařízení bylo zapojeno do jednoduchého obvodu za použití 

krokosvorek, přičemž červené vodiče byly kladné polarity a žluté vodiče polarity 

záporné. Jak lze vidět na Obr. 29, tři řady byly stimulovány a zaplněny běžně používaným 

médiem využívaným právě pro kultivaci buněk s vodivostí 15 mS/cm a jedna řada byla 

ponechána čistě bez stimulace a média. 

Obr. 29 Testování vyrobeného zařízení elektrickou stimulací (Zdroj: autor) 
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Cílem testu bylo nastavit stimulaci tak, aby platilo, že výsledná amplituda peak to peak 

bude 100 m V. Na připojeném osciloskopu (viz Obr. 30) lze vidět průběh 100 m V bez 

zátěže. 

Obr. 30 Průběh stimualce na osciloskopu bez zátěže (Zdroj: autor) 

V případě napipetování média do jamek poklesne napětí z původních 100 mV na 56 mV 

(viz Obr. 31), to je třeba jednoduchým přenastavením zdroje bez nutnosti zesilovače 

navýšit opět na chtěných 100 mV. 

Obr. 31 Průběh stimulace na osciloskopu se zátěží (Zdroj: autor) 
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3.11 Test cytotoxicity 

Test cytotoxicity poskytuje informaci, zda při řezání za pomocí vláknového laseru 

nedošlo ke vzniku toxických reziduí, která by mohla negativně ovlivnit proliferaci buněk 

v titrační destičce. Jedná se o třídenní test, který se hodnotí pomocí metabolického testu 

CCK-8. Tento test je použit k určení viability, čímž je myšlena životaschopnost buněk. 

Test cytotoxicity probíhá dle normy ČSN E N ISO 1993 - 5 Biologické hodnocení 

zdravotnických prostředků - Část 5: Zkouška na cytotoxicitu in vitro. Byla použita 

buněčná linie 3T3 myší fibroblasty a médiem Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM, Biosera, Francie) s 10% fetálně bovinním sérem (Biosera, Francie) a s 1% 

směsi antibiotik obsahujících penicilin, streptomycín, amfotericin B a glutamin (Biosera, 

Francie), pro odloučení buněk ze dna kultivační misky jsme použili trypsin-EDTA 

(Lonza, Švýcarsko) a pro pozitivní kontrolu byl použit cytotoxický Triton X-100 (Sigma 

Aldrich, USA). Vyhodnocení bylo provedeno za pomoci spektrofotometru. 

3.11.1 První den testu 

V prvním dnu testu bylo tedy cílem si připravit buněčnou suspenzi s kultivačním médiem, 

které bylo poté nasazeno do 96ti jamkové titrační destičky, avšak před nasazením buněk 

do jamek je nutné buňky zpasážovat. Pasážování buněk je proces, při kterém buňky 

ředíme a měníme jejich vyčerpané médium. Veškeré procesy s buňkami se odehrávají 

v laminárním boxu, kde manipulujeme s prostředky, které byly důkladně 

vydezinfikované ethanolem a veškeré nástroje se opalují plamenem z kahanu k docílení 

co nej větší sterility. 

Buňky uložené na dně kultivační lahvičky s médiem vyndáme z vyhřátého inkubátoru 

s teplotou 37 °C a zkontrolujeme pod mikroskopem. Z kultivační lahvičky odsajeme 

odsávačkou staré médium a přidáme 2 ml PBS (fosfátový pufr) pro propláchnutí buněk 

a znovu odsajeme. Pro uvolnění buněk ze dna lahvičky použijeme 2 ml trypsinu a poté 

kultivační lahvičku vložíme na 5 minut zpět do inkubátoru. Působením trypsinu dojde 

nejenom k odlepení ze dna, ale taktéž ke změně morfologie buňky, a to ve formě 

zakulacení. Po uplynutí 5 minut znovu vyndáme z inkubátoru a zkontrolujeme pod 

mikroskopem. V další části přidáme pipetou 4 ml média obsahujícího mimo jiné 

i blokátor trypsinu. Pro docílení rozbití shluků buněk musíme médium pipetou několikrát 

nasát a vypustit, ideálně po dně kultivační lahvičky. Následně se odebere buněčná 
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suspenze z kultivační lahvičky, kde necháme 3 až 6 kapek a k tomuto zbytku přidáme 

12 ml média. 

Dalším úkonem je spočítání buněk, aby byl zjištěn počet buněk nutný pro vložení do 

jedné jamky a aby bylo možné spočítat celkové množství média. Bylo odebráno 10 ul 

buněčné suspenze a k tomu bylo přidáno 10 ul trypanové modři. Byla provedena dvě 

měření. Obsah zkumavky pipetou opakovaně nasajeme a vypustíme, abychom docílili 

promíchání. Do připravené speciální destičky napipetujeme 10 ul obarvené suspenze 

a destičku vložíme do automatického počítadla (Luna™ cell counter), které spočítá buňky 

a vyhodnotí jejich viabilitu. Do jedné jamky bylo přidáno takové množství buněčné 

suspenze, aby bylo v jamce 10 4buněk. Po rozpočítání je celkové množství média D M E M 

6536 ul, které napipetujeme dojamektitrační misky. 

V poslední části prvního dne testování byly připraveny materiály, které prošly řezáním 

za pomoci vláknového laseru, přičemž jeden kousek byl opilován a odmaštěn acetonem 

(TIT-OO) a druhý byl ponechán bez odmaštění a opilovaní (TIT). Oba materiály prošly 

30ti minutovou sterilizací v 70% ethanolu a vysvícením pod U V světlem. Následně byly 

uloženy do sterilního boxu. 

Na 10 mg materiálu je potřeba 1 ml média, proto při váze použitých materiálů, kde každý 

z nich má 100 mg, přidáme 10 ml média D M E M . Uložené materiály byly vyndány ze 

sterilního boxu a vloženy do připraveného média, kde byly louhovány po dobu 24 hodin 

na třepačce o otáčkách 60 rpm při teplotě 37 °C. 

3.11.2 Druhý den testu 

V druhý den testu byla destička s buňkami nejprve zkontrolována pod mikroskopem. 

Bylo odsáto staré médium a k buňkám bylo připipetováno 100 ul výluhu z materiálu 

připraveného z předchozího dne. Dále byla připravena pozitivní (PC) a negativní kontrola 

(NC). Pozitivní kontrola byla aplikována z toho důvodu, aby byla vyvolána a potvrzena 

cytotoxická odezva, to je provedeno pomocí 13 ul cytotoxického Tritonu-X 100 

o koncentraci 0,1 % společně s médiem D M E M o objemu 1287 ul do prvního řádku 

misky. Negativní kontrola je čisté médium přidané k buňkám a slouží jako reference 

buněčné viability (viz Obr. 29). 
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Obr. 32 Fotografie extraktů materiálů v 96jamkové destičce (Zdroj: autor) 

3.11.3 Třetí den testu 

V poslední den testu bylo připraveno 10% CCK-8 v médiu s celkovým objemem 760 ul 

společně s 6840 ul média D M E M . Destička byla vyndána z inkubátoru a zkontrolována 

pod mikroskopem. Extrakty byly odsáty a bylo napipetováno do jamek 100 ul 10% C C K -

8 s médiem D M E M . Následně byly buňky inkubovány 3 hodiny v inkubátoru. 

Po uplynutí 3 hodin byly vytaženy z inkubátoru a změřeny za pomoci spektrofotometru. 

Na (obr. 30) stojí za povšimnutí výrazný rozdíl v barvách řádku s pozitivní kontrolou 

a ostatními řádky. To je způsobeno tím, že v pozitivní kontrole byly buňky usmrceny 

cytotoxickým tritonem-X a v ostatních řádcích vzniká žlutě zbarvený formazan 

vyprodukovaný aktivitou buněk. 
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Obr. 33 Destička po 3hodinové inkubaci CCK-8 (Zdroj: autor) 

3.11.4 Vyhodnocení výsledků 

Data naměřená ze spektrofotometru při vlnové délce 450 nm jsou zaznamenána v tabulce 

v Příloze I. Červená barva v tabulce znamená odchýlenou hodnotu, která s největší 

pravděpodobností vznikla špatnou manipulací při pipetování, proto byla vyřazena. 

Viabilita buněk byla posuzována podle negativní kontroly, jejíž průměr z naměřených 

hodnot byl stanoven na 100 %. V Tab. 1 jsou spočítané průměry absorbancí a jejich 

směrodatné odchylky, taktéž byla spočítána viabilita se směrodatnými odchylkami. 

Tab. 1 Vypočítané průměry se směrodatnými odchylkami a vypočtená viabilita se 
směrodatnými odchylkami (Zdroj: autor) 

průměr SD viabilita [%] SD viabilita 

NC 4,465 0,239 100,000 5,345 

PC 0,654 0,016 14,658 0,360 

TIT-00 4,798 0,214 107,467 4,785 

TIT 4,664 0,479 104,470 10,730 

Viabilita byla vynesena do (Graf 2). Vyznačená černá čára na 70 % určuje hranici, pod 

kterou byly materiály považovány jako cytotoxické. Z grafu lze vidět, že testované 

materiály nejsou pro buňky nijak cytotoxické. Dále byla pozorována mírně vyšší viabilita 

materiálu, který byl opilován a odmaštěn acetonem. 
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4 Diskuze 

Bakalářská práce byla zaměřena na úzkou část metod manipulací s buněčnými materiály, 

přihlíženo bylo též k aktuálním potřebám tkáňové laboratoře KNT. V teoretické části 

práce byly představeny různé realizace buněčných reaktorů, v rámci čehož byly 

dopodrobna analyzovány veškeré metodiky a použité materiály vhodné právě pro 

konstrukci těchto sestav. Sestavy sloužily jako odrazový můstek pro vytvoření vlastní 

konstrukce zařízení vyhovující účelům konkrétní biologické laboratoře. 

Jedním z prvních úkolů bylo vybrat vhodný materiál pro stimulační elektrody. Záměrem 

bylo vybrat takový materiál, který svými vlastnostmi bude dostatečně mechanicky 

a chemicky odolný, zároveň bude co nejvíce biokompatibilní. Uvažováno bylo o několika 

materiálech, jež byly popsány v kapitole 2.3. Jedním z klíčových kandidátů byla platina, 

která se objevuje ve většině sestav, ale i přesto byl vybrán titan, který se sice nemůže 

rovnat s vodivostí platiny, avšak jeho vynikající biokompatibilní a mechanické vlastnosti 

jsou prověřeny mnoha léty uplatnění v medicíně. V neposlední řadě nelze opomenout to, 

že je cenově dostupnější. 

Výsledný tvar elektrody nebyl ovlivněn pouze půdorysem a rozměry dané titrační 

destičky, ale zároveň okolnostmi, které elektrodě umožnily zatížení a udržení 

nanovlákenného scaffoldu na dně jamek. Za povšimnutí stojí, že veškeré dohledané 

sestavy z teoretické části pracují zvětší části bez nanovlákenných scaffoldu - vyjma 

řešení z publikací (Li et al. 2018; Zhang et al. 2016), proto bylo nutné přijít s vlastním 

řešením. 

V návaznosti na předchozí problém bylo taktéž nutno vymyslet, jakým způsobem bude 

do elektrod přiváděn proud a jak budou samotné elektrody držet v destičce. Nejlepším 

řešením se zdálo být zafixování elektrod do víčka titrační destičky - jak tomu je 

v publikacích (Mobini et al. 2018; L i et al. 2018). Ovšem to se nakonec prokázalo jako 

řešení nepraktické, jelikož při odkrytí víčka s elektrodami vyplave nanovlákenný scaffold 

na hladinu nebo přilne k elektrodám, což znepříjemňuje výměnu média a obecnou 

manipulaci ve sterilním prostředí. Proto bylo v této práci přistoupeno k uchycení elektrod 

pomocí epoxidové pryskyřice, která je pevná, chemicky odolná a snadno tvarovatelná. 

Vytvořením takovéhoto mezikusu se eliminoval problém vyplavání nanovlákenného 

scaffoldu - výsledkem byla snazší manipulace při výměně média. V neposlední řadě 
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můžeme benefit shledat ve výrobě silikonové formy pro zalití elektrod epoxidovou 

pryskyřicí (viz kapitola 3.6), která zaručuje opakovatelnost výroby těchto zařízení. 

Metodika vytváření nanovlákenných materiálů není ničím novým, přesto je důležité 

konkrétní nanovlákenný materiál vždy zkontrolovat a určit, zdaje vhodný pro použití 

v titračních jamkách. Posuzován byl zejména průměr vláken kontrolovaný v kapitole 

3.8.1.1 a smáčivost v kapitole 3.8.2 - dle (Sun et al. 2021;_Jenkins a Little 2019). 

Závěrem bylo provedeno testování použitého titanového materiálu, přičemž 

biokompatibilitatitanuje sice nepopiratelná, avšak vyvstaly odůvodněné obavy, že řezání 

vláknovým laserem by tuto schopnost materiálu mohlo negativně ovlivnit. Proto byl 

prvně proveden třídenní test (vyhodnocení viz Graf 2), který prokázal, že i přes provedené 

řezání nedošlo k poklesu viability pod 70% hranici, čímž byla vyloučena cytotoxicita 

použitého materiálu. 
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5 Návrh doporučení pro praxi 

Vytvořené zařízení umožňuje pomerne snadnou manipulaci a je vhodné k provádění 

opakovatelných testů v rámci kultivace buněk, ale přesto se stále jedná o základní 

zařízení, které lze mnoha dalšími úpravami vylepšit. Jednou z navrhovaných úprav může 

být vytvoření průtokové vodní lázně k odvádění Joulova tepla, a tím zabránění nárůstu 

teploty v médiu. Další zajímavou úpravou by mohla být kombinace stimulací elektrickým 

a magnetickým polem. Ovšem existuje i mnoho dalších úprav, které by mohly vytvořit 

vhodné podmínky pro hlubší výzkum této problematiky. 
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6 Závěr 

Hlavním cílem bakalářské práce bylo vytvoření funkčního zařízení a metodiky jeho 

použití. V teoretické části práce byly shrnuty hlavní principy tkáňového 

inženýrství - včetně vymezení konkrétní problematiky ve vytváření buněčných reaktorů 

s cílem zisku vyšší efektivity v oblasti kultivování buněk. Současně byla provedena 

rešerše zpracování využitelnosti nanovlákenných scaffoldů jako podpůrných struktur, 

které by měly zajistit větší proliferaci a adhezi buněk. Závěrem této části byly velice 

stručně nastíněny zejména kovové materiály využívané ve zdravotnictví a byly popsány 

bodovitě jejich zásadní rozdíly ve vlastnostech. 

Výzkumná část se zabývá primárně vytvořením metodiky výroby funkčního zařízení, 

přičemž bylo použito hned několik odlišných technik k dopracování se ke kýženému 

výsledku. Jedním z dílčích výstupů bylo vytvoření silikonové formy, která může 

v budoucnu sloužit k opětovnému použití, čímž se zajistí dostatečné množství zařízení 

pro testování. V dalším výstupu byla vypracována metodika nanovlákenných scaffoldů, 

ve které bylo v kombinaci se stimulačními elektrodami dosaženo snazší manipulace 

s nanovlákenným materiálem. V rámci třetího výstupu došlo k ověření cytotoxicity 

titanového plechu po řezání na vláknovém laseru, u kterého bylo prokázáno, že titanové 

elektrody nejsou cytotoxické, tím pádem jsou vhodné pro použití k přímému kontaktu 

s médiem v titračních jamkách. Předposlední výstup s nastavením stimulace prokázal 

schopnost vytvořit elektrické pole mezi dvěma opačně nabitými elektrodami. Ověření 

funkčnosti a kutivace buněk při elektrické stimulaci s vyrobeným zařízením nebyla 

možná kvůli dlouhodobé odstávce inkubátoru, proto tento test může být proveden 

až v další závěrečné práci. To nabízí též prostor pro vylepšení zařízení či provedení 

rozsáhlejšího buněčného testování. 
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