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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce je zaměřena na buněčný růst v simulovaných in vivo podmínkách. 

V teoretické části jsou shrnuty dosavadní znalosti ohledně biomateriálů, vlivu povrchových 

vlastností, mechanického namáhání a kultivačních podmínek na chování buněk. 

V praktické části byla buněčná morfologie sledována pomocí invertovaného mikroskopu 

s fázovým kontrastem na chemicky i topograficky stejných površích v podmínkách běžné 

kultivace a kultivace v bioreaktoru. V poslední části byl proveden MTT test, díky kterému 

byly získány hodnoty buněčné viability u všech vzorků. 
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ABSTRACT 

This bachelor thesis focuses on cell growth in simulated in vivo conditions. The theoretical 

part summarizes the current knowledge about biomaterials, influence of surface properties, 

mechanical stress and culture conditions on cell behaviour. In the practical part, cell 

morphology was monitored by a inverted phase microscope on both chemically and topo-

graphically identical surfaces under conditions of conventional cultivation and cultivation 

in the bioreactor. In the last part, the MTT test was performed, resulting in cell viability for 

all samples. 
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ÚVOD 

Biomateriály byly po velmi dlouhou dobu používány pro jednoduché aplikace, které měly 

účel spíše kosmetický než funkční. Poté došlo k navrhování biomateriálů použitelných 

v kardiovaskulárních, zubních, ortopedických a oftalmologických operacích. Je podstatné, 

aby implantovaný biomateriál byl organismem přijat a nevyvolal tak žádnou negativní re-

akci. Z tohoto důvodu jsou velmi důležité vlivy materiálového povrchu na biologický sys-

tém, jakožto adsorpce proteinů a následná buněčná adheze a diferenciace. Důležitou roli 

také hraje struktura a povrchová morfologie materiálu, které přímo ovlivňují interakci mezi 

implantovaným materiálem a tkání. 

Každý biomateriál musí nejprve projít sérií testů, než je plně používán v lidském těle. 

Obecně platí, že se používají nejčastěji dva typy testů a to in vivo a in vitro testy. Pro lepší 

a kvalitnější výsledky slouží in vivo studie, ale z etických důvodů je používána v menší 

míře jako in vitro studie. Hodnocení bezpečnosti materiálu by mělo být také provedeno 

podle mezinárodní normy ISO 10993 pro použití řízení rizika na zdravotnické prostředky. 

V této práci budou použity ke srovnání jak statické, tak i dynamické kultivační podmínky. 

Jako zástupce dynamické kultivační podmínky byl vybrán reaktor s mechanickou stimula-

cí, který simuluje in vivo podmínky. Tento bioreaktor reguluje teplotu, živiny, koncentraci 

kyslíku a hodnoty pH. Je tedy ideální pro překonání určité nevýhody statické kultury,   

jelikož rotační pohyb zabraňuje sedimentaci a vytvořená suspenze prostředí posiluje inter-

akce mezi buňkami a simuluje tak skutečné prostředí živého organismu. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOMATERIÁLY 

Existuje mnoho definic termínu biomateriál. Pro účely této bakalářské práce je vhodná 

následující definice: „Biomateriál, je syntetický materiál, který je určen k náhradě orgánů a 

tkání nebo pro interakci s biologickým systémem v lidském těle“ [1]. Existuje velké množ-

ství biomateriálů, a tedy i jejich členění. Z praktického pohledu je pak podstatné, že mohou 

mít různé specifické a charakteristické vlastnosti v závislosti na jejich aplikaci. Každé mís-

to aplikace má specifické požadavky vycházející z anatomie, fyziologie, či mechanických 

vlastností. Mechanické vlastnosti, jako je pevnost, pružnost, tuhost a propustnost se budou 

lišit v různých místech. Reakce organismu s materiálem lze rozdělit do tří hlavních katego-

rií: bioinertní, bioaktivní a bioresorbovatelné. Bioinertní reakce zahrnují minimální inter-

akci materiálu s okolní tkání. Bioaktivní materiál naopak komunikuje s okolní tkání, což 

ovlivňuje např. adhezi, proliferaci či diferenciaci buněk. Bioresorbovatelný materiál se 

odbourává a je odstraněn pomocí metabolické aktivity lidských buněk [2]. Kromě výše 

uvedených vlastností je klíčová biokompatibilita, „schopnost materiálu vyvolávat požado-

vanou hostitelskou reakci v konkrétních aplikacích “. Dále by měly být biomateriály 

schopné usnadňovat biochemické a biologické procesy potřebné pro růst či regeneraci  

tkáně v těle. Před implantací by měly být sterilizovány, aniž by došlo k jejich poškození. 

Úspěch implantace závisí i na mnoha jiných faktorech, jako je konstrukce implantátu,   

chirurgická technika a zdravotní stav pacienta. Volba správného biomateriálu je velmi dů-

ležitá a musí se vzít v úvahu před samotnou implantací [3]. Základem poznání vlastností 

biomateriálů jsou in vitro testy za použití alternativních modelů. Z tohoto pohledu je pak 

klíčovým poznáním chování modelových systémů za běžných (statických) kultivačních 

podmínek a za podmínek simulujících in vivo podmínky, tedy např. pomocí dynamických 

systémů kultivace. 

1.1 Historie biomateriálů 

Použití biomateriálů nastalo prakticky až po příchodu aseptické chirurgické metody vyvi-

nuté Dr. J. Listerem v roce 1860. Dříve byly chirurgické zákroky s implantáty i bez nich 

obecně neúspěšné v důsledku infekce, která nastala. Nejvíce úspěšné implantáty byly 

v kosterním systému. Kostní destičky byly zavedeny v roce 1900 na pomoc při fixaci zlo-

meniny. Mnohé z těchto destiček byly zlomeny v důsledku špatné mechanické konstrukce, 

kdy byly destičky příliš tenké a měly v rozích koncentrované napětí. Také materiály, jako 

vanadová ocel, které byly vybrány pro své dobré mechanické vlastnosti, rychle             
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zkorodovaly a způsobily špatné hojení. Brzy následovaly lepší materiály a jejich konstruk-

ce. V roce 1930 byla zavedena nerezová ocel a kobaltová slitina chromu, poté bylo dosa-

ženo lepšího úspěchu u fixace zlomeniny, kde byla provedena první implantace. Následně 

bylo zjištěno, že úlomky z polymetylmetakrylátu (PMMA), kterými byli zraněni vojenští 

piloti za 2. Světové války, nejsou chronicky nepříznivé pro lidské tělo. Polymetylmetakry-

lát se proto stal používaným materiálem pro výměnu rohovky a náhradu části poškozené 

lebky [4]. V roce 1937 byl poprvé úspěšně použit zubní implantát. První cévní protéza byla 

implantována u lidí v roce 1952 a následně v roce 1959 byl poprvé implantován kardiosti-

mulátor. Poté v roce 1960  nastaly další pokroky v materiálech v chirurgické technice, kdy 

byly nahrazeny srdeční chlopně a použity kloubní náhrady. V roce 1964 Dr. Branemark 

objevil titan, jako vhodný materiál pro zubní a ortopedické implantáty [5]. K rozvinutí ky-

čelní protézy došlo mezi lety 1968-1972 a poté mezi lety 1978-1986 došlo k vyvinutí de-

signu prvního implantovaného stentu [2]. V dnešní době jsou biomateriály velmi využívá-

ny. Existují akademická oddělení, programy a výzkumné ústavy zaměřené speciálně na 

vzdělání a průzkum v oblasti biomateriálů [6]. 

1.2 Klasifikace biomateriálů 

Materiály používané v medicíně mohou být klasifikovány do tří základních skupin podle 

druhu zvoleného materiálu: kovy, keramiky a polymery. Tento systém je založen přede-

vším na chemickém složení a na chemických vazbách. Čtvrtým druhem materiálu je   

kompozit, který je kombinací dvou nebo více materiálů z uvedených tří základních tříd [7]. 

1.2.1 Kovy 

Kovy se používají jako biomateriály z důvodů jejich vynikající elektrické a tepelné vodi-

vosti a dobrým mechanickým vlastnostem [8]. Materiály jsou složeny z jednoho nebo více 

kovových prvků (např. Fe, Ni, Al, Cu, Zn a Ti) a často také i z nekovových prvků (např. C, 

N a O) ve velmi malém množství. Atomy kovů a jejich slitin jsou velmi uspořádané.   

Elektrony atomů kovů jsou delokalizované a tvoří elektronový oblak, ve kterém jsou ulo-

ženy kovové ionty. Kovová vazba je elektrostaticky přitažlivá síla mezi záporně nabitým 

elektronovým obalem a kladně nabitými ionty kovů. Častým problémem pro kovy a slitiny 

v mokrém nebo slaném prostředí je koroze. Lidský organismus je agresivní prostředí pro 

kovové implantáty, jelikož obsahuje všechny tři reaktivní prvky: kyslík, vodík a iontové 

soli. Z tohoto důvodu je koroze nejzávažnějším problémem trvale implantovaného        
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kovového materiálu [7]. Použití kovových materiálů je všestranné. Nejčastěji jsou použí-

vány jako náhrady kostní hmoty, a to buď jako trvalé protézy (kyčelní protézy a zubní  

implantáty) nebo jako dočasné implantáty (desky, čepy, šrouby a tyče pro fixaci zlomenin) 

[9]. 

1.2.2 Keramika 

Použití keramiky sahá až do devatenáctého století, kdy byl síran vápenatý používán jako 

lepidlo pro fixaci kostí. V současné době se běžně používají oxidy kovů (např. Al2O3 a 

MgO, SiO2 a ZrO2), fosforečnan vápenatý a sklokeramika. Oxidy kovů jsou téměř        

bioinertní v biologických prostředích, zatímco fosforečnan vápenatý a sklokeramika jsou 

bioaktivní, protože se mohou vázat na kost v místech implantace [9]. Až do nedávné doby 

bylo použití keramiky poněkud omezené v důsledku křehkosti, nízké pevnosti v tahu a 

nízké rázové houževnatosti. V posledních letech si lidé uvědomili, že keramika a její kom-

pozity mohou být také používány pro nahrazení různých částí těla, zejména kostí, díky 

dobré biokompatibilitě. Jejich relativní inertnost k tělesným tekutinám, vysoká pevnost a 

esteticky příjemný vzhled vedly k použití keramiky v zubním lékařství jako zubní korunky 

[8]. Používané implantované keramiky můžeme rozdělit na vstřebatelné a nevstřebatelné 

biokeramiky. Nevstřebatelné biokeramiky jsou bioaktivní a podporují tvorbu biologické 

vazby mezi tkání a implantátem, aniž by docházelo k degradaci v průběhu času. Na druhou 

stranu vstřebatelné biokeramiky, jako například fosforečnan vápenatý, hydroxyapatit a 

síran vápenatý, degradují a jsou nahrazeny živou tkání [10]. 

1.2.3 Polymery 

Nejširší třídu biomateriálů tvoří polymery skládající se z opakujících se malých chemic-

kých jednotek zvaných monomery. V dnešní době je řada polymerů k dispozici pro výrobu 

nejrůznějších biomateriálů. Polymery mohou být jak přírodního, tak i syntetického původu 

[3]. I když polymery mají mnoho žádoucích charakteristik, mají také tendenci mít nízkou 

mechanickou pevnost v porovnání s kovy a keramikou, proto jsou často používány v    

rekonstrukci měkkých tkání. Hrají tedy klíčovou roli ve tkáňovém inženýrství [8]. 
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1.2.3.1 Přírodní polymery 

V průběhu posledních 40-50 letech, jsme svědky značného nárůstu zájmu o polymery pří-

rodní, jako např. kolagen, kyselina polymléčná, želatina a kopolymer kyseliny glykolové 

[11]. Přírodní biomateriály mají řadu výhod, jako je vynikající biokompatibilita a snadné 

zpracování. Můžou mít také tu výhodu, že indukují pouze mírné zánětlivé odpovědi.     

Nevýhodou je pak nehomogenita materiálu s ohledem na jeho zdroj [12]. 

1.2.3.2 Syntetické polymery 

Na rozdíl od přírodních polymerů se syntetické polymery vyrábí řízenými procesy, které 

poskytují produkty konzistentních vlastností [12]. Mezi pozoruhodné příklady syntetických 

polymerů patří polyetylen, polyetylentereftalát a polymetylmetakrylát. Díky jejich bio-

kompatibilitě, flexibilitě, nízké hmotnosti a tvárné povaze jsou tyto polymery využívány 

v širokém rozsahu biomedicínských aplikací [3].  

1.2.4 Kompozity 

Kompozitní materiály jsou pevné látky, které obsahují dva nebo více rozdílných kon-

strukčních materiálů. Tyto materiály nabízí celou řadu výhod, např. možnost kontroly nad 

vlastnostmi materiálu [8]. Cílem návrhu kompozitů je dosáhnout kombinaci nejlepších 

vlastností z daného materiálu. Pro biokompozity je důležité, aby každá složka kompozitu 

byla biokompatibilní [7]. Aplikace kompozitních materiálů je široká. Ve velkém měřítku 

se používají jako dentální výplně a ortopedické implantáty s porézními povrchy [8]. 

1.3 Aplikace biomateriálů 

Velká rozmanitost a propracovanost materiálů, které se používají v medicíně a biotechno-

logii, jsou svědectvím významných vědeckých a technologických pokroků, ke kterým do-

šlo v průběhu posledních 50 let. Jsou navrhovány tak, aby byly vhodné pro použití 

v přímém kontaktu s biologickým systémem. Kontakt biomateriálu je realizován třemi 

způsoby. Jsou to permanentní implantace (˃ 30 dní, např. srdeční chlopně, náhrady kloubů 

a nitrooční čočky), dlouhodobé aplikace (24 hodin-30 dní, např. fixace zlomenin, kontaktní 

čočky a zubní protézy) a nakonec materiály s přechodným použitím (≤ 24 hodin, např.  

jehly pro očkování, hojení ran a přístroje pro mimotělní oběh). Kritéria pro výběr vhodné-

ho biomateriálu jsou určena podle jeho specifické aplikace [5, 9]. 
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1.3.1 Kardiovaskulární implantáty 

Během uplynulých 30 let bylo dosaženo významného pokroku v použití biomateriálů 

k rozvoji kardiovaskulárních zařízení. V případě kardiovaskulárních zařízení je třeba vzít 

v úvahu interakce s krví, s přilehlými okolními tkáněmi a navíc také adhezi a růst bakterií 

v blízkosti zařízení. Tyto materiály mohou být jak přírodní, tak i syntetické [6]. Materiály 

vhodné pro regeneraci srdce či náhrady musí být biokompatibilní a nesmí vyvolávat nežá-

doucí reakce. Mezi přírodní materiály patří želatina, kolagen, alginát, chitosan a fibrinové 

lepidlo. Kolagen, hlavní součást extracelulární matrix, je jedním z populárních přírodních 

materiálů pro použití v srdečních implantátech. Alginát je polysacharid z mořských řas a 

byl intenzivně zkoumán při hojení ran, dodávce léčiva a při tkáňovém inženýrství.        

Chitosan byl používán pro zlepšení endotelu a pro větší přežití buněk. Fibrinové lepidlo, 

které bylo vyrobeno převážně z fibrinogenu a trombinu, se používá pro vytvoření fibrinové 

sraženiny. Obvykle se používá k opravě stěny levé komory a k utěsnění prasklého myokar-

du.  Naopak syntetické materiály jsou vyrobeny ze syntetického polymeru, kovu nebo je-

jich kombinací. Materiály mají vynikající pevnost a trvanlivost, ale přítomné zvýšení toxi-

city vytváří problémy [13]. 

Mezi kardiovaskulární implantáty patří protetické srdeční chlopně, které se používají 

k nahrazení přirozené srdeční chlopně, pokud přestává plnit svou normální funkci 

z důvodu nemoci. Poprvé byly použity u lidí v roce 1960. Jsou vyrobené z pyrolytického 

uhlíku, Co-Cr slitin a titanu. Dalšími implantáty jsou syntetické cévní štěpy, které jsou 

vyrobeny z polyuretanů, silikonů a PTFE, který je uspokojivý, pokud jde o pevnost v tahu. 

Stent, který je na obrázku 1, je další implantát vyrobený z inertních materiálů, jako je titan, 

tantal a NiTi slitiny. Stent slouží jako dočasné nebo trvalé vnitřní lešení. 

 

                     Obrázek 1: Koronární stent tepen [6] 
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Často používaný je také kardiostimulátor. Elektrody kardiostimulátorů jsou vyrobeny 

z platiny, stříbra, titanu, nerezové oceli nebo ze slitin kobaltu. Perfluorchemikálie slouží 

jako skupina sloučenin, které se ukázaly jako slibné v náhradě krve. Některé z nich mohou 

nést stejné množství kyslíku jako hemoglobin. Do budoucna mají biomateriály velký    

potenciál v srdeční reparaci a regeneraci [13, 6]. 

1.3.2 Zubní implantáty 

Snad nejdůležitějším aspektem implantátů je, že mohou ovlivňovat kvalitu lidského života. 

Během 18. a 19. století syntetické materiály a jejich design pokročily do stádia, kdy byly 

stanoveny fyzikální, mechanické, chemické, elektrické a biologické vlastnosti zubních im-

plantátů. Syntetické materiály pro kořenové formy byly původně vyrobeny z drahých   

kovů, jako jsou zlato, platina, iridium a paladium. Vysoké náklady na materiály a vysoká 

pevnost brzy vedly k používání slitin, jako je tantal, titan, zirkon a kovových systémů 

z lehkých slitin na bázi kobaltu a železa. Od roku 1950 se začaly používat i ostatní        

materiály a to keramiky, atomy uhlíku, polymery a kompozity. Zubní systémy implantátů 

se dají rozdělit na ty, které jsou přímo v kontaktu s tkáněmi a ty, které nahrazují části zubů. 

Kromě tohoto rozdělení je lze ještě dále dělit na endostální a subperiostální. Mezi nejčastě-

ji používané materiály pro endostální implantáty, což jsou různé kořenové formy (čepele, 

sponky, rámy, šrouby a dráty) patří titan, slitiny titanu, oxid hlinitý a povlaky z keramiky 

vyrobené z fosforečnanu vápenatého. Subperiostální implantáty se skládají z kovové  

mřížky, která je implantovaná pod periostu z alveolárního výběžku [6,14]. Naopak intrao-

rální protézy, jako jsou korunky, můstky a zubní protézy, zahrnují širokou škálu kovů, ke-

ramik, polymerů a kompozitů. Nejčastěji se však používají zesíťované polymery. Tyto 

vysoce zesíťované polymery musí mít navíc stejné vlastnosti jako má zubní sklovina nebo 

tkáň, na kterou mají být připojeny. Obecně tedy platí, že zubní protézy se skládají ze    

základního materiálu, jako je polymetylmetakrylát a pružného obkladového materiálu   

etylenvinylacetátu. Polymetylmetakrylát se běžně používá jako základní materiál pro zubní 

protézy kvůli jeho dobré biokompatibilitě, snadné manipulaci a nízké toxicitě. Ethylenvi-

nylacetát je netoxický materiál s minimální absorpcí vlhkosti, dobré pružnosti, snadné vý-

roby a dobrými mechanickými vlastnostmi. Jako materiály na zubní náhrady se používají 

nerezová ocel, Co-Cr-Mo slitiny, Ti slitiny a biosklo [9, 15]. 
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1.3.3 Ortopedické implantáty 

S rostoucím využíváním ortopedických implantátů na celém světě, existuje stále velký zá-

jem o vývoj nových technologií, s cílem dále zlepšit efektivní klinickou účinnost součas-

ných léčebných zařízení. Za posledních 60 let byly biomateriály pro ortopedické aplikace 

přesunuty z dostupných materiálů pro různé aplikace, do vývoje materiálů se schopností 

komunikovat s biologickým prostředím. Ortopedické implantáty jsou určeny k provádění 

určité biologické funkce, nebo opravy odlišné tkáně, jako jsou kosti, chrupavky, vazy a 

šlachy. Moderní materiály, jako je kobalt, chrom, polyetylén a keramiky (oxid hlinitý, oxid 

zirkoničitý, lze vidět na obrázku 2), jsou přijímány jako sypké materiály pro ortopedické 

implantáty [17, 18].  

 

Obrázek 2: Ukázka ortopedických protéz z  

keramického materiálu [19]. 

 

Stále více používané biomateriály pro spinální implantáty jsou polyetherketony, které se 

také používají jako stehenní stonky, nosné materiály pro kyčle a kolena. Silikony jsou tra-

dičně známé pro jejich biokompatibilitu. Nejčastější aplikace silikonu jsou kloubní implan-

táty, např. klouby prstů. Dokonce i teď silikon zůstává nejrozšířenějším typem malých 

kloubních implantátů [18]. V dnešní době jsou velmi používány i bioresorbovatelné im-

plantáty, které jsou často vyrobeny z kyseliny polyglykolové (PGA) a kyseliny polymléčné 

(PLA). Postupem času vedou ke vstřebání implantátu a jeho místo je naplněno novou kost-

ní tkání. Pokud se jedná o celkovou kyčelní protézu, je důležité, aby hlava stehenní protézy 

byla vyrobena ze slitiny kobaltu, chromu nebo keramiky. Součást, která ve skutečnosti 
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nahrazuje stehenní kost, je z titanové slitiny. Způsob jak zvolit vhodné materiály pro orto-

pedické operace závisí na specifickém umístění implantátu [19].   

1.3.4 Oční implantáty 

Pro korekci očních nedostatků způsobených chorobami, věkem a očním traumatem se pou-

žívají zařízení, vyrobené ze široké škály biomateriálů. Rozmanité polymerní zařízení, jako 

jsou brýle, kontaktní čočky a intraokulární implantáty, se používají pro korekci optické 

funkce oka. Moderní implantáty jsou často založeny na hydroxyapatitu nebo na porézním 

polyetylenu. Hlavními vlastnostmi materiálů u kontaktních čoček, kromě požadovaných 

optických vlastností, chemické stability a dobré výrobní ceny, jsou vysoká propustnost pro 

kyslík, smáčenlivost a odolnost proti hromadění usazenin na povrchu čočky. Musí být také 

snadno čistitelné a dezinfikovatelné. V roce 1940 byl objeven polymetylmetakrylát 

(PMMA, viz obrázek 3), za předpokladu využití jiného materiálu pro výrobu očních pří-

strojů. Tento objev vedl k vývoji současných čoček. PMMA má dobré optické vlastnosti, je 

lehký, má přijatelnou smáčenlivost a výjimečnou trvanlivost. Nízká propustnost pro kyslík 

tohoto materiálu omezuje dlouhodobé nošení těchto čoček. Kvůli propustnosti pro kyslík 

by měla být ideální kontaktní čočka vyrobena z polydimetylsiloxanu [6, 16]. V roce 1961 

Otto Wichterle poprvé vyrobil měkké kontaktní čočky z  polyhydroxyetylmetakrylátu 

(PHEMA). Tento materiál obsahoval 38% vody a měl vynikající smáčenlivost, což vedlo 

k lepšímu pohodlí nositele. V dnešní době se nejvíce pro výrobu kontaktních a nitroočních 

čoček používají hydrogely, silikony a akryláty [9, 16]. 

 

Obrázek 3: Strukturní vzorec 

PMMA [20]. 
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2 POVRCHOVÉ VLASTNOSTI 

Atomy a molekuly tvoří nejzevnější povrch biomateriálů, což je rozhraní mezi materiálem 

a okolním prostředím. Tyto atomy a molekuly, které jsou umístěny na povrchu, mají 

zvláštní organizaci, reaktivitu a přímou biologickou odpověď. Vyžadují speciální metody k 

charakterizaci a řízení mnoha biologických reakcí, které se objevují v reakci na biomateriál 

(např. adsorpce proteinů, adheze buněk, růst buněk a kompatibilita krve). Pohyby atomů a 

molekul blízko povrchu v závislosti na okolním prostředí jsou velmi významné [5]. 

2.1 Povrchová energie 

Povrchová energie je definovaná jako povrch přebytečné volné energie na jednotku plochy 

a je zásadní pro pochopení přilnavosti. Povrchové energie jsou také spojeny s tvorbou  

adhezivní vazby [21, 22]. Povrchy pevných materiálů mohou být rozděleny do kategorie 

s vysokou nebo s nízkou povrchovou energií. Kategorie vysoké povrchové energie zahrnu-

je materiály, jako jsou kovy a anorganické sloučeniny, mezi které patří oxidy, silikáty,  

diamant a nitridy. Nízkoenergetické materiály jsou převážně složeny z organických látek a 

polymerů. Polymerní povrchy jsou klasifikovány zvlášť, a to jako polymery s nízkou, 

střední nebo vysokou povrchovou energií [23]. 

2.2 Povrchové napětí 

Síla působící na povrchu kapaliny kolmo na jednotku délky se nazývá povrchové napětí. Je 

to také výslednice přitažlivých sil, které působí mezi molekulami. Tyto síly se navzájem 

ruší, protože na molekulu uvnitř kapaliny působí přitažlivé síly okolních molekul ze všech 

stran stejně. V mezinárodní soustavě jednotek je jeho jednotka Nm
-1

. Síly, které působí 

směrem dovnitř kapaliny, převažují u povrchu a díky tomu jsou molekuly z povrchu vta-

hovány dovnitř kapaliny. Povrchové napětí způsobuje, že se kapalina snaží nabýt takového 

tvaru, aby byl její povrch co nejmenší. Vytváří proto tvar kapičky [24, 25]. 
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2.3 Objemové vlastnosti 

Objemové vlastnosti biomateriálů jsou důležité pro lékařské implantáty. Ukázalo se, že 

objemové vlastnosti přímo ovlivňují a v některých případech kontrolují dynamické inter-

akce, ke kterým dochází při tkáň-implantát rozhraní. Je důležité, že syntetické materiály 

mají specifické hmotnosti a charakteristiky. Tyto charakteristiky musí být známé před kaž-

dým medicínským použitím, ale také musí být ve vztahu ke změnám, které se mohou v in 

vivo testech v čase uskutečnit. Informace, týkající se základních vlastností, jsou předepsány 

národní a mezinárodní normou, a také v příručkách a různých odborných časopisech. [26]. 

2.4 Morfologie 

Struktura a povrchová morfologie patří k faktorům, které přímo ovlivňují interakci mezi 

implantovaným materiálem a tkání. Morfologie ovlivňuje zánětlivé reakce, jakožto odpo-

věď na mikrobiální napadení. Intenzita zánětlivé reakce se zvyšuje s počtem ostrých hran 

implantovaného materiálu. Drsnost povrchu má významný vliv na hemokompatibilitu a na 

biokompatibilitu daného materiálu. Pro uchycení buněk a jejich růst na materiálu je důleži-

tá tvrdost povrchu a kombinace fyzikální a chemické formy [27]. 

2.5 Topografie 

Topografie je obecný termín označující tvar povrchu. Používá se k popisu povrchu       

materiálů, jak se mění s ohledem na hladkost a drsnost. Pro implantované zařízení je ob-

vykle topografie stanovena výrobním procesem. Obrábění a odlévání mohou mít za násle-

dek nerovnosti, které mohou být sníženy elektrolytickým leštěním. Povrchová úprava 

ovládá vlastnosti, jako je tření a opotřebení dosedacích ploch u kloubních náhrad, korozi a 

degradační procesy materiálu. Buňky a proteiny jsou schopny komunikovat se specifický-

mi rysy povrchu materiálu, proto může být topografie záměrně zavedená a má pravidelný 

tvar. Samotné textury na materiálech mohou být vyrobeny různými technikami, které jsou 

většinou na bázi litografie, včetně elektronové litografie a laserového paprsku [11]. Nepra-

videlnosti povrchu podporují ulpívání bakterií a tvorbu biofilmu, protože drsný povrch má 

větší povrchovou plochu a trhliny v povrchu poskytují příznivé místo pro kolonizaci. Při-

lnavost bakterií na povrchu nakonec závisí na šířce vzniklých drážek [28].  
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2.6 Metody studia povrchových vlastností 

Povrchové vlastnosti mají obrovský vliv na úspěch nebo neúspěch biomateriálů. Dostateč-

ná charakterizace povrchu daného materiálu má tedy velký význam. Vlastnosti, které jsou 

předmětem zájmu při charakterizaci povrchů biomateriálů, zahrnují chemickou strukturu 

(hydrofilnost a hydrofobicitu), přítomnost iontových skupin, morfologii a topografii.   

Různé informace o těchto vlastnostech lze získat pomocí různých metod analýzy. Volba 

použité metody pro charakterizaci povrchu může být závislá na nepřeberném množství 

úvah, zahrnujících rozsah analyzovaného povrchu, požadovanou přesnost a správnost, vliv 

vzorku na přístroj, různá omezení, jakožto i snadnost a dostupnost daného zařízení [29]. 

2.6.1 Mikroskopické metody 

Mezi tyto metody patří skenovací elektronová mikroskopie (SEM), která může pojmout 

poměrně velké vzorky a poskytuje téměř trojrozměrné obrazy. Zaměřený paprsek elektro-

nů se přežene po celém povrchu. Elektrony, které unikají z povrchu, jsou zachyceny a po-

čítány pomocí detektoru. Počty elektronů v každém bodě jsou sestaveny do digitálního 

obrazu. Stejně jako u většiny technik elektronového paprsku se musí vzorek umístit do 

vakua. Povrch materiálu musí být čistý, suchý a elektricky vodivý. Jinou technikou je 

energická disperzní rentgenová spektroskopie (EDX), která poskytuje dodatečné informace 

o chemických prvcích přítomných na povrchu materiálu. Oproti skenovací elektronové 

mikroskopii má mikroskopie atomárních sil (AFM) vyšší rozlišení a snadno detekuje hře-

beny nebo prohlubně na povrchu materiálu. Další jedinečnou předností mikroskopie ato-

márních sil před skenovací elektronovou mikroskopií je schopnost použití ve vodném pro-

středí, jako v reálném prostředí pro biomateriály [11,30]. 

2.6.2 Spektroskopické metody 

Spektroskopické metody jsou široce používány pro získání informací o základních prvcích 

a chemické struktuře v blízkosti povrchu [29]. Velmi používaná je elektronová spektrosko-

pie pro chemickou analýzu (ESCA), která poskytuje komplexní kvalitativní a kvantitativní 

přehled o povrchu, který by bylo velmi těžké získat jiným způsobem. Na rozdíl od jiných 

metod vyžaduje složité a drahé přístroje. Tato metoda, také nazývaná jako rentgenová fo-

toelektronová spektroskopie, je založena na fotoelektrickém efektu. Interakce rentgenové-

ho záření s atomy ve vzorku způsobí emise na úrovni jádra elektronů. Energie těchto   

elektronů se měří a jejich hodnoty poskytují informace o povaze prostředí atomů, z něhož 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 23 

 

pocházejí. Mezi výhody patří vysoký obsah informací, rychlost analýzy, nízké poškození a 

schopnost analyzovat vzorky bez speciálních příprav. K nevýhodám patří nutnost vakuové 

kompatibility [21]. Další metodou je infračervená spektroskopie, která se používá k získání 

informací o molekulární struktuře. Při analýze infračervenou spektroskopií (IR) se vzorek 

podrobí elektromagnetickému záření v infračervené oblasti spektra. Vlnové délky závisí na 

přítomné chemické skupině. Tyto vlnové délky jsou definovány vlnočtem (cm
-1

). Přípravy 

vzorků jsou minimální a přístrojové vybavení je relativně levné [23, 29]. 

2.6.3 Kontaktní úhel 

Měření kontaktního úhlu kapalného prostředí kapky na pevném povrchu je přímočará 

technika odhalující informace o povrchové energii. I když tento způsob představuje jednu 

z nejstarších metod zkoumání povrchové struktury, stále poskytuje velmi užitečné infor-

mace. Kapka kapaliny je umístěná na povrchu biomateriálu, je dosaženo rovnovážné polo-

hy a kontaktní úhel je určen z tečny spojené s povrchem. Analýza kontaktního úhlu může 

rychle poskytnout informace o hydrofobnosti a hydrofilnosti povrchu. Obvykle nejsou za-

potřebí žádné speciální postupy při přípravě vzorků pro analýzu kontaktního úhlu, avšak 

povrchy musí být čisté [29]. 

 

 

Obrázek 4: Kontaktní úhel v ideálním stavu,  

upraveno podle [23]. 

 

Na obrázku 4 je vidět kontaktní úhel v ideálním stavu, kdy je povrch pevný, hladký a tuhý. 

Indexy l, s a g značí kapalnou, pevnou a plynou fázi [23]. Pod určitým úhlem θ se kapalná 

fáze stýká s fází tuhou. Tento úhel se nazývá úhel smáčení. Kapalina smáčí povrch tuhé 

podložky, pokud 0 < θ < 90°. Na druhou stranu kapalina daný povrch nesmáčí, pokud 90° 

< θ < 180°. Úhel smáčení závisí na mezipovrchových energiích a mezifázových rozhra-

ních, mezi které patří rozhraní mezi tuhou a kapalnou fází (γsl), rozhraní mezi tuhou a   
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plynou fází (γsg) a rozhraní mezi kapalnou a plynou fází (γlg). Pro úhel smáčení je možno 

odvodit vztah (1). 

                                                                             (1) 

Pokud γsg > γsl je cos θ kladný, úhel θ je menší než 90° a kapalina smáčí povrch. V případě, 

že γsl > γsg má cos θ zápornou hodnotu, poté je úhel smáčení větší než 90° a kapalina tuhý 

povrch nesmáčí [31].             
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3 BIOLOGICKÁ ROZHRANÍ 

Interakce mezi biologickými systémy a umělými materiály se běžně vyskytují na jejich 

rozhraní. To znamená, že biologické rozhraní a odpovídající biologický systém mají zá-

sadní význam pro studii biomateriálů a přímo řídí jejich úspěch či selhání v in vivo a in 

vitro aplikacích. Nejjednodušší biologické rozhraní je, pokud se molekuly, jako jsou DNA, 

RNA, proteiny a protilátky, dotýkají povrchu pevné látky. Na druhou stranu složité biolo-

gické rozhraní zahrnuje větší biologické předměty, jako membrány, viry, nebo buňky,  

které jsou uvedeny do styku s umělým materiálem [32]. 

3.1 Vliv materiálového povrchu na biologické systémy 

Je již dlouho známo že, chemická a fyzikální podstata povrchů velmi ovlivňuje různé mak-

roskopické vlastnosti. Kontakt povrchu biomateriálu a jakékoli živé hmoty (tkáně, buňky, 

krve a jiné biologické tekutiny uvnitř nebo vně lidského těla) je doprovázena zánětlivými 

reakcemi těla, které se mohou překonat vhodným povrchovým inženýrstvím materiálu. 

Zejména použitím biokompatibilního vnějšího povrchu materiálu upraveného vrstvou nebo 

povlakem, můžeme minimalizovat dané negativní reakce při zachování funkčnosti zaříze-

ní. Existují různé inženýrské metody k vytvoření biomateriálů s lepšími vlastnostmi      

povrchů pro biologický kontakt. Dosud známé inženýrské metody jsou rozděleny do tří 

hlavních skupin. Do první skupiny patří fyzikálně chemické metody včetně leptání kyseli-

nou, roubování povrchu funkčními skupinami a ozařování plazmou. Další skupinou jsou 

metody založené na imobilizaci biomolekul, jako je matrice proteinů a peptidové sekvence. 

Poslední metodou je vzorování povrchu modifikací, neboli vytváření povrchových mikro 

nebo nanostruktur [30]. 

3.2 Adsorpce proteinů 

Existují různé typy biologických reakcí na implantované biomateriály, které často omezují 

jejich použití, včetně srážení krve a reakce na cizí těleso. Je zřejmé, že lidské tělo biomate-

riál rozpozná a reaguje na něj. Základem těchto reakcí je adsorpce proteinů na povrch bio-

materiálu. Adsorpce proteinů biomateriál převádí na biologicky rozpoznatelný materiál. 

Tato reakce je velmi rychlá a děje se na všech materiálech, které byly implantovány do 

biologického systému [5]. Reakce je obecně rozdělena do pěti fází, které jsou popsány 

v tabulce 1 a schematicky znázorněny na obrázku 5 [26]. 
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Fáze 1 Fáze 2 Fáze 3 Fáze 4 Fáze 5 

Doprava Adsorpce Výměna Denaturace Nepřetržitá 

adsorpce 

Přeprava mole-

kul proteinů 

k povrchu. 

Vratná vazba 

molekuly znovu 

na povrch. 

Změna složení 

adsorbované 

vrstvy, dokud 

nedojde k ustá-

lenému stavu. 

Adsorbované 

proteiny podstu-

pují konformač-

ní změnu 

v jejich trojroz-

měrné struktuře. 

Tvorba násobné 

proteinové vrst-

vy. 

Tabulka 1: Fáze adheze proteinů na biomateriál, upraveno podle [26]. 

 

 

Obrázek 5: Různé fáze adsorpce proteinů na povrchu biomateriálů, upraveno podle [26]. 

 

 

Adsorpce proteinů se řídí jak vlastnostmi proteinů, tak i povrchovými vlastnostmi biomate-

riálu a podmínkami prostředí. Na této reakci se také podílí molekulární síly, jako jsou   

hydrofobní interakce a elektrostatické síly. Často se stává, že vrstva proteinů interaguje 

s dalšími biomolekulami a buňkami, což také vede k jejich adhezi na povrchu [9, 30]. 
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3.3 Interakce s krví  

Krev je intersticiální tekutina, která se dostane do kontaktu s implantáty a s mnoha dalšími 

biomedicínskými a bio-analytickými přístroji. Kompatibilita krve má tedy velký význam 

v mnoha klinických postupech [30]. Pro kompatibilitu krve je známá tato definice: „Kom-

patibilita krve je vlastnost materiálu nebo zařízení, která umožňuje správnou funkci mate-

riálu v kontaktu s krví bez vyvolání nežádoucích účinků“ [5]. Pokud je tedy biomateriál 

vložen do kardiovaskulárního systému, jako první dojde k adsorpci plazmatické bílkoviny. 

Na adsorpci proteinů je závislá řada biologických reakcí, jako je adheze destiček, aktivace 

leukocytů a další. Složení adsorbované proteinové vrstvy se mění s komplexním procesem 

v závislosti na době expozice. Poté dojde k adsorbování fibrinogenu a jiných krevních des-

tiček. Ty stimulují přilnavost proteinů a podporují nevratnou adhezi krevních destiček, 

které podporují tvorbu bílého trombu. Konečné kroky v koagulační kaskádě zahrnují tvor-

bu trombinu, který přeměňuje fibrinogen na nerozpustný fibrin, z něhož jsou vyrobeny 

fibrinové sítě. Z toho vyplívá, že krev má sklon ke srážení při kontaktu s cizími povrchy 

[26]. 

3.4 Adheze buněk 

Počáteční adsorpce proteinů na povrchu materiálu kontrolují všechny následné události, 

jako je adheze buněk, diferenciace a tvorba konečné tkáně [33]. Buňky pomocí difúze mi-

grují na povrch implantátu, který je ponořen v tělní tekutině. Po tom co buňky přilnou 

k povrchu, mohou zde růst, množit se a organizovat do tkání. Daná adheze buněk závisí na 

povrchových vlastnostech a struktuře jednotlivých buněčných membrán, které tvoří dvojitá 

vrstva fosfolipidů s glykoproteiny, lipoproteiny a sacharidy. Různým částem buněčných 

membrán odpovídají různé funkce, jako je absorpce, transport, sekrece tekutiny a komuni-

kace s ostatními buňkami. Buňky jsou spojeny intracelulárními vlákny cytoskeletu. Konti-

nuální vláknitá síť po celém epitelovém listě je poskytována spojováním vláken na desmo-

zomy nebo přechody do sousedních buněk. Pohromadě buňky drží také těsné spojení  

(tight junction), které tvoří téměř nepropustné mezibuněčné těsnění a vytváří tak kontinu-

ální bariéru, přes kterou molekuly nemohou projít. Komunikační spojení (gap junctions) 

umožňuje průchod malých molekul z cytoplazmy z jedné buňky do druhé a také komuni-

kaci mezi sousedními buňkami. Mezi molekuly, které můžou takto přecházet, patří anorga-

nické soli, cukry, aminokyseliny, nukleotidy a vitamíny. Velké molekuly jako nukleové 

kyseliny a proteiny nemůžou projít. Buněčná adheze také závisí na fyzikálně chemických 
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površích, hydrofobnosti a je velmi důležitá pro přežití a růst buněk [9]. Důležitou roli 

v buněčné adhezi také hrají změny, které určují události v široké škále onemocnění, jako je 

artritida, rakovina a osteoporóza. V lidských nádorech je přilnavost buněk obecně snížená, 

což má za následek zničení histologické struktury, která je pro nádory charakteristická 

[34]. 

3.5 Diferenciace buněk 

Mnohobuněčné organismy se skládají z jednotlivých buněk s výraznou specializací jejich 

funkcí a struktur [12]. Buněčná diferenciace je proces, při kterém se buňky stále více    

specializují. Klasickým příkladem diferenciace je proces, kdy se zygota vyvíjí z jedné buň-

ky do mnohobuněčného embrya, které se dále rozvíjí [35].   

 

 

 

Obrázek 6: Diferenciace buněčných linií z totipotentní blastocysty, upraveno podle [5]. 

 

Všechny specializované buňky pochází původně z buněk totipotentních, které jsou obsaže-

ny v blastocystě. Podmnožiny těchto totipotentních buněk diferencují a specifikují se, což 

nakonec vede k tvorbě zralých tkání (např. svalů, kostí, jater, kůže a mozku, jako je zná-

zorněno na obrázku 6) [5]. Buněčná diferenciace je také regulována mnoha procesy a lát-

kami, včetně buněčné velikosti, tvaru, hustoty, polarity a složení extracelulární matrix. 

Každá z buněk je naprogramovaná tak, aby tyto vnější faktory rozlišila a nakonec zrála do 

specializované buňky, jako jsou např. buňky srdeční, kožní a mozkové [35]. Proces dife-

renciace v sobě zahrnuje pozměnění genové exprese. Každá buňka v těle obsahuje geno-

typ. S diferenciací jsou vybrané podmnožiny genů exprimovány, čímž se získá odlišný        

biologický profil, tzv. fenotyp. S postupnou specializací buňky vypínají obvykle nevratně 
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„zbytečné geny“. Některé z genů jsou aktivní po celou dobu, jiné mohou být selektivně 

aktivovány nebo upravovány v závislosti na vnějších vlivech. Funkční a strukturní změny, 

vyskytující se během diferenciace buněk, jsou obvykle nevratné. Kromě toho zvýšená   

specializace vede ke ztrátě buněčného dělení. [5]. 
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4 IN VIVO / IN VITRO STUDIE    

Tak jako všechny výrobky určené k použití u člověka, tak i zdravotnické prostředky a   

materiály musí být testovány kvůli jejich bezpečnosti na lidské zdraví. Každý biomateriál 

musí být tedy důkladně hodnocen z hlediska jeho biokompatibility a správné funkce 

v biomedicínské aplikaci. Obecně platí, že se pro tyto účely používají dva druhy hodnotí-

cích technik: in vitro (ve skle) a in vivo (v živém organismu). Hodnocení bezpečnosti by 

mělo být provedeno v souvislostech procesu řízení rizik, jako je popsáno v mezinárodní 

normě ISO 10993 pro použití řízení rizika na zdravotnické prostředky. Objevená rizika by 

měla být odstraněna nebo snížena, pokud je to možné [36, 37]. 

4.1 In vivo studie 

Testování, které zahrnuje živá zvířata, je zařazeno do kategorie in vivo. Vzhledem 

k rostoucím obavám o dobré životní podmínky a práva zvířat, došlo k vyvinutí metody in 

vitro a k nahrazení tak tradičních testů in vivo [38]. Některé z in vivo testů jsou potřebné 

pro potvrzení nebo vyvrácení výsledků získaných v in vitro testech (např. odpověď geno-

toxicity), zatímco jiné toxikologické účinky mohou být určeny pouze na základě in vivo 

zkoušek (např. lokální reakce tkáně) [36]. Zkouška in vivo je tedy kritickým prvkem ve 

vývoji a zavádění implantátů pro uspokojivý in vitro screening. Cílem tohoto testu je po-

souzení slučitelnosti tkáně s biomateriálem na zvířecích modelech, aby se zjistilo, jestli 

materiál nepředstavuje žádné nebezpečí pro uživatele. Pro toto testování musí být vybrán 

zvířecí model, který nabízí přiměřeně stejné anatomické, fyziologické a biochemické sys-

témy jako u lidí. Testy jsou následně rozděleny podle povahy kontaktu tkáně s povrchem 

biomateriálu (např. kůže, slizniční membrány), podle externího předávajícího typu (např. 

krevní cesty) a nakonec podle doby kontaktu na omezené (hodina), prodloužené (1-30 dnů) 

nebo permanentní (30 dnů a více). Pro krátkodobé testy se obvykle používají zvířata, jako 

jsou myši, krysy, morčata a králíci. Naopak pro dlouhodobé zkoušky se používají krysy, 

morčata, králíci, psi, ovce a kozy [3]. 
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4.2 In vitro studie 

Testy zahrnující umělé prostředí vytvořené vně živých zvířat se nazývají testy in vitro [38]. 

In vitro testování může poskytnout rychlejší a relativně levná data ve srovnání s in vivo 

testováním. Navíc také in vitro testy mohou poskytnout užitečný screening materiálu a 

mohou pomoci pochopit reakci materiálu z in vivo testů. Tyto poznatky mohou pomoci 

určit, zda implantát potřebuje další vyhodnocení a minimalizují tak množství zvířat použi-

tých pro in vivo testy [37]. Obecně jsou in vitro testy užitečné pro identifikaci potenciální-

ho nebezpečí, spojeného s chemickou sloučeninou nebo materiálem. Pro testování se pou-

žívají jak pevné látky, tak i extrakty z biomateriálů. Velkým omezením in vitro testů je to, 

že nemohou poskytnout informace o dávce, kterou je možno extrapolovat na člověka.  

Kvůli tomu nemohou být použity při konečném hodnocení rizika biomateriálu na lidský 

organismus [36]. Testy jsou prováděny mimo živý systém, kdy jsou určeny podmínky  

prostředí, jako je pH a teplota. Charakteristika biomateriálu je hodnocena v purifikovaném 

roztoku za fyziologických podmínek, kdy pH je 7,4 a teplota je 37 °C. Po více než dvě  

desetiletí se k vyhodnocení biologické kompatibility materiálů používají buněčné kultivač-

ní metody. Pro testování se tedy používají různé typy buněk, které se liší v relativní citli-

vosti a času potřebného k testování. Pro hodnocení cytotoxicity bomateriálu se používá 

přímý kontakt, difúzní agar a eluční testy. Životaschopnost buněk se hodnotí po inkubaci 

dvou dní. Po skončení této testovací doby je toxicita hodnocena mikroskopicky na přítom-

nost morfologické změny, snížení hustoty buněk, nebo rozpadu zkoušeného materiálu [3]. 

4.3 Srovnání statických a dynamických kultivačních podmínek 

V dnešní době se k buněčnému testování používají statické a dynamické kultivační     

podmínky. Statické kultury (baňky a Petriho misky) mají velkou nevýhodu v tom, že trpí 

nahromaděním odpadů a omezenou difúzí. Za účelem překonání těchto nedostatků static-

kých podmínek bylo zkoumáno několik typů bioreaktorů, jako dynamické in vivo podmín-

ky pro aplikace tkáňového inženýrství [39]. Dalším problémem statických kultur je také to, 

že jen málo buněk proniká do vnitřního prostoru Scaffoldu na rozdíl od dynamických 

podmínek, kde buňky pronikají dovnitř Scaffoldu, jako testovaného materiálu [40]. Biore-

aktory umožňují řízení a monitoring teploty, pH, kyslíku a střední koncentrace živin, za 

účelem splnění požadavků tkáně v rámci studie. Celkově lze tedy říci, že kultura 

v závěsných systémech s odlišnou sílou míchání, výrazně zlepšuje růst buněk a následnou 

diferenciaci ve srovnání se statickými podmínkami [41]. 
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4.4 Bioreaktory a mechanická stimulace 

Bioreaktory jsou in vitro kultivační systémy, které monitorují a řídí prostředí pro růst    

buněk. Bioreaktory jsou důležité pro růst a řízenou diferenciaci buněk před jejich použitím 

ve tkáňovém inženýrství. Tyto buňky vyžadují řízený in vitro růst za účelem rozšíření na 

velký počet. Kromě toho, diferenciace kmenových buněk může být ovlivněna jak fyzikál-

ními (např. pH, teplota, rozpuštěný kyslík, smykové napětí a osmolarita) tak i biochemic-

kými (např. živiny, metabolické odpadní produkty, růstové faktory a cytokiny) parametry 

v bioreaktorech [42]. Správně zkonstruovaný bioreaktor by měl vytvořit prostředí, které 

umožní buněčnou proliferaci a diferenciaci, měl by také zařídit prostorově jednotné rozlo-

žení buněk na Scaffoldu, udržet požadovanou koncentraci živin a zajistit efektivní přenos 

tkáňové hmoty. Záměrem konstrukce bioreaktoru je udržení klíčových podmínek 

v hodnotách, které napodobují in vivo podmínky. V první řadě to znamená regulaci teploty, 

živin, koncentraci kyslíku a hodnoty pH. Kontrola hodnoty pH je jedním z nejdůležitějších 

procesů. Typický výrobní proces vyžaduje rozmezí pH 6,9 až 7,2 pro konzistentní kvalitu a 

produktivitu. Druhým důležitým faktorem je teplota. Pro optimální buněčný růst je       

optimální teplota 36 až 37 °C.  Danému systému by měly být rovněž určeny podmínky pro 

sterilní provoz, při kterých by nemělo dojít k infekci [43, 44]. 

4.4.1 Reaktor s mechanickou stimulací 

Existuje několik druhů bioreaktorů. Tato práce je zaměřena na reaktor s mechanickou sti-

mulací, jelikož byl použit v praktické části. Nedávné studie ukázaly, že reaktor 

s mechanickou stimulací může ovlivňovat nejdůležitější buněčné reakce, jako je diferenci-

ace, proliferace a životaschopnost buněčného cyklu. Tento systém je tedy ideální pro pře-

konání určité nevýhody statické kultury, jelikož rotační pohyb zabraňuje sedimentaci a 

vytvořená suspenze prostředí posiluje interakce mezi buňkami [45]. Reaktor 

s mechanickou stimulací patří do třídy konvenčních bioreaktorů. Tento bioreaktor se sklá-

dá z rotujících nádob, které míchají kultivační médium v celém objemu bioreaktoru. Pohyb 

oběžného kola poskytuje dobře smíchané prostředí a minimalizuje oblasti stacionární    

buněčné vrstvy na povrchu konstrukce. Velkou nevýhodou tohoto typu je turbulentní prou-

dění, které vytváří smykové napětí a může poškodit buňky. Rotující nádoby zahrnují rotaci 

celého bioreaktoru, a tím zajišťují dynamické laminární proudění daného prostředí [42]. 

Tento druh bioreaktoru se úspěšně používá ke kultivaci buněk pro chrupavky, kůži a kosti 

[46]. 
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4.5 Technologie Lab on the chip s užitím dynamických podmínek      

kultivace 

Mikrofluidní systémy jsou součástí nově vznikající technologie, umožňující kombinovat 

různé systémy v rámci malých povrchů. Tyto systémy mají široké uplatnění v celé řadě 

vědních oborů, mimo jiné pro biosenzory [47]. Mikrofluidní systémy, založené na principu 

Lab on the Chip, hrají stále důležitější roli v objevech v buněčné biologii, neurobiologii, 

farmakologii a tkáňovém inženýrství [48]. Technologie Lab on the chip je např. ideálním 

nástrojem pro analýzu proteinů, jelikož poskytuje informace o velikosti, koncentraci a čis-

totě v jednom testu. Velkou výhodou je snadnost použití, dobrá reprodukovatelnost, digi-

tální data a významné snížení nebezpečného odpadu. Lab on the chip technologie může být 

také použita s jinými činidly a čipy pro analýzu DNA a RNA. Kromě toho také technologie 

Lab on the chip může umožnit jednoduchou průtokovou cytometrii a detekci exprese    

proteinů v populaci eukaryotických buněk [49]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 MATERIÁL A METODIKA 

5.1 Příprava vzorků 

Pro přípravu vzorků byla použita samoorganizovaná modifikace povrchové struktury, která 

je popsána v článku Variations of Polymer Porous Surface Structures via the Time Seque-

nced Dosing of Mixed Solvents. Vzorky byly připraveny na Ústavu fyziky a materiálového 

inženýrství Fakulty technologické UTB. Jako substráty byly použity dvě velikosti Petriho 

misek z tkáňového polystyrenu (TPP, Švýcarsko). Velké misky o průměru 5,4 cm, které 

nebyly sterilizovány a malé misky o průměru 3,4 cm, které byly sterilizovány zářením. 

Před použitím velkých PS byly destičky promyty alkoholem, ultra čistou vodou a sušeny v 

sušárně při 323 K. Pro povrchovou úpravu substrátů byla použita metoda Spin-Coating s 

tetrahydrogenfuranem (THF) a 2-ethoxyethanolem (ETH). Nakonec byl u poloviny vzorků 

upraven povrch, pomocí plazmového zařízení Diener PICO (Diener electronic 

GmbH+Co.KG) s kapacitní radiofrekvenční spojkou na frekvenci 13,56 MHz a tlaku 0,4 

mbar [50]. 

 

5.1.1 Polystyren 

Polystyren je syntetický aromatický polymer vyrobený z monomerů styrenu. V průmyslu 

se připravuje radikálovou polymerací v suspenzi, emulzi i v bloku. Nejčastěji se zpracová-

vá vytlačováním, tepelným tvářením nebo vstřikováním. Jeho neohebné a tuhé makromo-

lekuly vedou k tomu, že je tvrdý, málo houževnatý, křehký, ale na druhou stranu má dobré 

dielektrické vlastnosti. Díky těmto vlastnostem je jeho využití rozsáhlé. Nejčastěji se pou-

žívá jako obalový materiál potravin a materiál na výrobu kuchyňských spotřebičů a spo-

třební elektroniky. Polystyrenové pryskyřice patří mezi nejčastěji používaný materiál pro 

stavebnictví a také pro lékařské aplikace, včetně vaniček pro tkáňové kultury, zkumavek a 

Petriho misek [51, 52]. Pro přípravu našich vzorků byly využity komerčně dostupné   

Petriho misky speciálně upravené pro potřebu kultivace buněk. Jedná se o tzv. tkáňový 

polystyren. V našem případě byly použity misky od firmy TPP (Švýcarsko). 
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5.2 Sterilizace vzorků 

Před samotným in vivo testováním byly obdržené vzorky dezinfikovány v 70 % etanolu. 

Následně byly vzorky opláchnuty ultračistou vodou a vysušeny v laminárním boxe s     

řízenou cirkulací vzduchu. I samotný bioreaktor byl sterilizován. Rotující nádoby byly 

z reaktoru s mechanickou stimulací odšroubovány a vloženy do autoklávu ( Tuttnauer 3870 

ELPV ), kde byly sterilizovány při teplotě 121 °C a tlaku 101,5 kPa po dobu 23 minut. 

 

 

 

Obrázek 7: Autokláv Tuttnauer 3870 ELPV 

 

 

5.3 Použitá buněčná linie a kultivační médium 

Testování v simulovaných in vivo podmínkách bylo provedeno pomocí myších embryonál-

ních fibroblastů NIH / 3T3 buněčné linie (ATCC, USA). Jako kultivační médium bylo  

použito Dulbecco's modified Eagle's Minimum Essential Medium (DMEM) obsahující 10 % 

Calf séra (Biosérum, Francie) a 1 % penicilin / streptomycinu (PAA, Švýcarsko).  
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5.4 Příprava buněk 

Použitá buněčná linie byla kultivována v polystyrenových kultivačních nádobách v biolo-

gickém inkubátoru s řízenou atmosférou CO2 (HERAcell 150i). Po dostatečném namnožení 

buněk bylo provedeno pasážování buněk. Buňky byly přeneseny do laminárního boxu s 

řízenou cirkulací vzduchu, kde bylo kultivační médium odsáto. Kultivační nádoba byla 

promyta 15 ml fosfátového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm
2
), který byl následně odsát 

pomocí odsávacího zařízení. Poté bylo do nádoby přidáno 7,5 ml trypsinu (koncentrace 0,1 

ml/cm
2
), který byl zde ponechán po dobu 10 minut, než došlo k oddělení buněk od nádoby. 

Oddělené buňky byly zkontrolovány pomocí mikroskopu Olympus XI 8. Po oddělení   

buněk bylo do nádoby přidáno 7,5 ml kultivačního média a roztok byl pomocí mikropipety 

převeden do zkumavky. Zkumavka se vzniklým roztokem byla vožena do centrifugy    

Eppendorf 5702 R, kde probíhala centrifugace po dobu tří minut a 1100 rpm. Dále byl 

vzniklý supernatant odsát a ke koncentrovaným buňkám na dně zkumavky byl přidán 1 ml 

média, díky čemuž vznikla koncentrace 2×10
7
 buněk v 1 ml média. 

 

5.5 Postup testu 

Polovina všech testovaných vzorků byla ponechána po dobu 24 hodin v Calf séru, druhá 

polovina pak byla ponechána bez další úpravy. Buňky byly na povrchy všech vzorků nasa-

zeny v koncentraci 1×10
-5 

buněk na ml a vloženy do Petriho misek. Následně byly vzorky 

vloženy do biologického inkubátoru, kde se adherovaly po dobu 2 hodin. Poté, co se buňky 

dostatečně přichytily na povrch vzorků, byla polovina čistých i povrchově upravených 

vzorků vložena do předem připravených foliových konstrukcí, které byly upevněny v rotu-

jících nádobách bioreaktoru. Bioreaktor obsahoval 2 rotující nádoby o objemu 50 ml a dvě 

nádoby o objemu 10 ml. Po uzavření byly všechny nádoby naplněny médiem a bioreaktor 

byl zapnut v biologickém inkubátoru s řízenou atmosférou CO2. Druhá polovina vzorků, 

která nebyla vložena do bioreaktoru, byla doplněna 2 ml média v Petriho miskách a byla 

vložena do inkubátoru. Po 48 hodinách byly vzorky vytaženy z bioreaktoru a vloženy do 

Petriho misek. 
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Inkubátor Velká komora bioreaktoru Malá komora bioreaktoru 

PS PS  

Str PS_CS PS_CS 

Str Str 

Str_CS Str_CS 

Tabulka 2: Souhrn použitých vzorků 

 

 

Obrázek 8: Ukázka první poloviny vzorků v bioreaktoru a druhé poloviny 

vzorků v Petriho miskách 
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5.6 Buněčná morfologie 

Buněčná morfologie byla stanovena za použití barviva Hoechst 33258 (Invitrogen, USA), 

který barví DNA buněk a barviva ActinRed 555 (Thermo Fisher Scientific, USA), který 

barví buněčný cytoskelet. U všech vzorků před samotným barvením byla provedena fixace 

buněk, kdy bylo odsávacím zařízením odsáto médium a Petriho misky byly promyty 1 ml 

fosfátového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm
2
), který byl následně také odsát. Po odsátí 

fosfátového pufru byly na vzorky přidány 2 ml formaldehydu (koncentrace 4 %), které 

byly zde ponechány po dobu 15 minut. Po uplynutí této doby byl formaldehyd odsát a 

vzorky byly třikrát promyty 1 ml fosfátového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm
2
). Ná-

sledně byly přidány 2 ml Tritonu X-100  (koncentrace 0,5 %), který působil po dobu 5  

minut. Po 5 minutách byl Triton odsát a ke vzorkům byl přidán 1 ml fosfátového pufru 

(PBS, koncentrace 0,2 ml/cm
2
). Následovalo samotné barvení. Ke vzorkům bylo přidáno 

20µl Hoechstu 33258 (Invitrogen, USA) a 1 kapka ActinRed 555 (Thermo Fisher Scienti-

fic, USA). Poté byly vzorky inkubovány po dobu 30 minut ve tmě. Morfologie buněk byla 

pozorována pomocí obráceného mikroskopu s fázovým kontrastem (Olympus IX81, Ja-

ponsko).  

 

 

Obrázek 9: Reference NIH/3T3 [53]. 
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5.7 MTT test 

MTT test je široce používán pro hodnocení cytotoxicity a životaschopnosti buněk. Života-

schopné buňky jsou schopny redukovat žlutý MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyl-tetrazoliumbromid], který se štěpí na ve vodě nerozpustný fialově modrý formazan. 

Naopak buňky, které jsou po toxickém poškození mrtvé, nemohou MTT transformovat 

[54].  

Buňky byly na povrchy všech vzorků nasazeny v koncentraci 1×10
-5 

buněk na ml a vlože-

ny do Petriho misek a následně do bioreaktoru. Po 48 hodinách, kdy byly buňky kultivová-

ny v bioreaktoru, bylo provedeno MTT. Veškerý extrakt z Petriho misek byl odsát a poté 

nahrazen čistým médiem. Následně bylo k buňkám přidáno MTT (Duchefa Biochemie, 

Nizozemsko, koncentrace 0,5 mg/m). Po 4 hodinách v inkubátoru bylo z destičky odsáto 

80 μl a pipetou přidáno 80 μl DMSO (Dimethylsulfoxid, 99,9 %, Duchefa Biochemie, Ni-

zozemsko). DMSO zde bylo ponecháno 20 minut. Po uplynutí této doby byla změřena  

absorbance na mikrotitračním měřiči Infinite M200PRO (Tecan, Švýcarsko) při vlnové 

délce 570 nm. 

 

 

Obrázek 10: Přeměna MTT na formazan [55]. 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V praktické části byly zkoumány čtyři faktory na správný růst a morfologii buněk: úprava 

povrchu, použití Calf Sera, smykové napětí a dynamické vs. statické kultivační podmínky. 

Získané výsledky jsou dále uvedeny v textu. 

Aby byly lépe vidět rozdíly v buněčné morfologii, byly nabarvené buňky barvivem  

ActinRed 555 vyfoceny pomocí fluorescence invertovaným mikroskopem s fázovým kon-

trastem. Tyto fotografie můžeme vidět na obrázcích 11-15. Jelikož na fotografiích buněk, 

jejichž DNA bylo obarveno barvivem Hoechst 33258 nebyly vidět velké rozdíly, nebyly 

tyto fotografie zařazeny do praktické části této práce.  

 

 

A) PS, 500 µm 

 

B) PS, 100 µm 

 

C) PS_Str, 500 µm 

 

D) PS_Str, 100 µm 

Obrázek 11: Fotografie buněčné morfologie 
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A) PS_CS, 500 µm 

 

B) PS_CS, 100 µm 

 

C) Str_CS, 500 µm 

 

D) Str_CS, 100 µm 

Obrázek 12: Fotografie buněčné morfologie 
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A) PS_bioreaktor, 500 µm 

 

B) PS_bioreaktor, 100 µm 

 

C) PS_CS_bioreaktor, 500 µm 

 

D) PS_CS_bioreaktor, 100 µm 

Obrázek 13: Fotografie buněčné morfologie 
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A)  Str_bioreaktor, 500 µm 

 

B) Str_bioreaktor, 100 µm 

 

C) Str_CS_bioreaktor, 500 µm 

 

D) Str_CS_bioreaktor, 100 µm 

Obrázek 14: Fotografie buněčné morfologie 
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A) Str_malý bioreaktor, 500 µm 

 

B)  Str_malý bioreaktor, 100 µm 

Obrázek 15: Fotografie buněčné morfologie 
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Na obrázku 11 jsou zobrazeny fotografie buněk rostoucích v inkubátoru na upraveném i 

neupraveném povrchu polystyrenu. Jak je z fotek na první pohled vidět, na polystyrenu 

s upraveným povrchem rostou buňky v menším množství než na polystyrenu bez úpravy. 

Dokonce i vzhled buněk se liší. Buňky na strukturovaném povrchu vytváří větší množství 

výběžků než buňky na neupraveném povrchu.  

Na dalším obrázku jsou fotografie, jak neupraveného polystyrenu s Calf Serem, tak i upra-

veného s Calf Serem. Jako na předchozím obrázku jsou zde vidět stejné rozdíly v počtu i 

v samotné morfologii buněk.  

Na obrázku 13, jsou zobrazeny fotografie buněk z neupraveného polystyrenu s Calf Serem, 

ale i bez něj. Tato kultivace probíhala ve velké komoře bioreaktoru. Na těchto fotkách mů-

žeme vidět, že v bioreaktoru je menší počet buněk než v inkubátoru, ale rozdíly mezi buň-

kami se sérem nebo bez séra nejsou tak viditelné.  

Na dalším obrázku jsou fotografie upraveného polystyrenu s Calf Serem i bez něj kultivo-

vané ve velké komoře bioreaktoru. Na fotkách můžeme vidět větší počet buněk, než na 

předešlých polystyrenových vzorcích bez úpravy. Je zde také vidět rozdíl v morfologii, kdy 

buňky na strukturovaných površích tvoří větší počet výběžků a jsou více nedefinovatelné. 

Viditelný je zde také rozdíl v přídavku Calf Sera, díky kterému je na vzorcích více buněk.  

Na obrázku 15 jsou zobrazeny buňky upraveného polystyrenu kultivované v malé komoře 

bioreaktoru. Kvůli nedostatečnému počtu vzorků, byly do malé komory bioreaktoru vlože-

ny jen tyto vzorky. Jsou zde vidět největší rozdíly oproti inkubátoru a velké komoře biore-

aktoru. Díky malé komoře došlo k velkému smykovému napětí, proto jsou buňky oriento-

vány v jednom směru, ve kterém teklo médium. Rozdíly v počtu buněk nejsou viditelné, 

ale vzhled buněk se velmi liší. 
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V druhé části práce byl použit MTT test, který se používá pro hodnocení viability, tedy 

životaschopnosti buněk. Z důvodu nedostatku vzorků byly vzorky, které se již použily na 

buněčnou morfologii opláchnuty 70 % etanolem a znovu použity na test MTT. Z toho dů-

vodu je třeba vnímat výsledky jako preliminární.  

 

 

Obrázek 16: Výsledky buněčné viability 
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Výsledky MTT testu byly rozděleny do čtyř grafů, které jsou zobrazeny na obrázku 16. Jak 

je na prvním grafu vidět, na polystyrenu bez úpravy kultivovaném v inkubátoru mají buňky 

o něco málo větší viabilitu, než na upraveném polystyrenu. Stejně je tomu tak i na druhém 

grafu, kde mají buňky polystyrenu bez úpravy s Calf Serem kultivované v inkubátoru o 

něco málo větší viabilitu, než na upraveném polystyrenu s Calf Serem. Na třetím grafu, 

kde jsou zobrazeny výsledky růstu buněk polystyrenu a polystyrenu s Calf Serem kultivo-

vané ve velké komoře bioreaktoru, je vidět mezi vzorky větší rozdíl. Buňky, které jsou na 

vzorcích opatřených Calf Serem, mají o poznání větší viabilitu než buňky, které jsou na 

vzorcích bez tohoto séra. Ve čtvrtém grafu je to však obráceně. Zde mají buňky na uprave-

ném povrchu opatřeném Calf sérem menší viabilitu, než upravené vzorky bez tohoto séra. 

Tato neshoda je pravděpodobně způsobena poničením povrchové struktury vzorků. 

Z tohoto důvodu nemůžeme považovat výsledek tohoto testu za věrohodný. 

MTT test byl také proveden u strukturovaných vzorků polystyrenu v malé komoře bioreak-

toru. Z důvodu poškození povrchu strukturovaných vzorků však výsledek tohoto testu není 

v této práci zveřejněn.  

Z uvedených výsledků je zřejmé, že existuje rozdíl mezi běžnou kultivací a kultivací 

v bioreaktoru. Kultivace v bioreaktoru vytváří umělé prostředí, ve kterém je buňkám povo-

len růst nebo interakce s okolím ve všech třech rozměrech. Tato kultivace napodobuje 

buňkám in vivo podmínky ve srovnání s nepřirozeně tenkými, jednovrstevnými buňkami, 

které rostou na dvourozměrném plastu. Kultivace v bioreaktoru radikálně zvyšuje buněčný 

růst, diferenciaci a funkci buněk. Kromě toho mají buněčné kultury v bioreaktoru větší 

stabilitu a delší životnost než buněčné kultury v Petriho miskách. Kultivace buněk 

v bioreaktoru je tedy podstatně lepší než kultivace za běžných statických podmínek [56]. 

Z výsledků mé práce však lze vidět, že vzorky, které byly kultivovány v bioreaktoru, byly 

pokryty menším množstvím buněk, než vzorky kultivované v inkubátoru. Kultivace za 

běžných podmínek buňkám vyhovovala více, než kultivace v bioreaktoru. Tento rozdíl je 

pravděpodobně způsoben velmi krátkou dobou kultivace, jelikož použití bioreaktoru vý-

znamně zvyšuje životaschopnost buněk a umožňuje kultivaci buněk v delší době.  

Velké rozdíly v počtu buněk jsou také vidět na vzorcích, které byly pokryty Calf Serem a 

na těch, které toto sérum neobsahovaly. Je známo, že sérové proteiny vysoce napomáhají 

adhezi buněk ke vzorku a následné proliferaci buněk [57].  Jak je vidět na fotkách obrázku 

12, Calf Serum podporuje větší adhezi buněk. Na vzorcích, které toto sérum obsahovaly, 

můžeme tedy vidět větší počet buněk, než na vzorcích, bez tohoto séra. 
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ZÁVĚR 

Tato bakalářská práce je zaměřená na buněčný růst v simulovaných in vivo podmínkách, 

tedy v bioreaktoru. Pro tuto práci byl vybrán reaktor s mechanickou stimulací, který pro 

naše účely nejlépe simuluje in vivo podmínky. 

Experimentální část této práce byla zaměřena na čtyři faktory pro správný růst buněk: 

úprava povrchu, použití Calf Sera, smykové napětí a dynamické vs. statické kultivační 

podmínky. Vzorky byly připraveny na Ústavu fyziky a materiálového inženýrství Fakulty 

technologické UTB, kde došlo i k povrchové úpravě poloviny vzorků. Rozdíl smykového 

napětí zde byl způsoben velkou a malou komorou bioreaktoru a dynamické kultivační 

podmínky byly zajištěny rotačním bioreaktorem. Buňky byly ponechány v inkubátoru po 

dobu 48 hodin a poté byly nabarveny a vyfoceny. Kultivace buněk pro MTT test byla pro-

vedena stejně jako kultivace pro buněčné focení. 

Z fotografií, které byly pořízeny invertovaným mikroskopem s fázovým kontrastem i 

z MTT testu, můžeme nejlépe vidět rozdíly v počtu buněk i buněčné morfologie. Z výsled-

ků těchto testů můžeme říci, že počet buněk kultivovaných v inkubátoru je o něco větší než 

počet buněk kultivovaných v bioreaktoru, tedy statické kultivační podmínky buňkám vy-

hovovaly více. Stejně tak i přítomnost Calf Sera na vzorcích způsobila větší počet buněk, 

než na vzorcích, které tímto sérem nejsou pokryty. Velké rozdíly v buněčné morfologii 

můžeme vidět na upraveném povrchu, jak v inkubátoru, tak i v bioreaktoru. Je tedy zřejmé, 

že povrchová úprava vzorku ovlivňuje vzhled buňky. Největší rozdíly v buněčné morfolo-

gii jsou však vidět na buňkách na upraveném vzorku, které byly kultivovány v malé komo-

ře bioreaktoru. Pravděpodobně vlivem velkého smykového napětí byly buňky orientovány 

ve směru toku média. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

PMMA 

Fe 

Ni 

Al 

Cu 

Zn 

Ti 

C 

N 

O 

Al2O3 

MgO 

SiO2 

ZrO2 

CO 

Cr 

PTFE 

Mo 

PGA 

PLA 

PHEMA 

SEM 

EDX 

AFM 

 Polymetylmetakrylát 

Železo 

PMMANikl 

 Hliník 

 Měď 

Zinek 

Titan 

Uhlík 

Dusík 

Kyslík 

Oxid hlinitý 

Oxid hořečnatý 

Oxid křemičitý 

Oxid zirkoničitý 

Oxid uhelnatý 

Chrom 

Polytetrafluorethylen 

Molybden 

Kyselina polyglykolová 

Kyselina polymléčná 

Polyhydroxyethylmetakrylát 

Skenovací elektronová mikroskopie 

Energická disperzní rentgenová spektroskopie 

Mikroskopie atomárních sil 
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ESCA 

IR 

γsl 

γsg 

γlg 

DNA 

RNA 

THF 

ETH 

PS 

DMSO 

Str 

CS 

 

 

Elektronová spektroskopie pro chemickou analýzu 

Infračervená spektroskopie 

Rozhraní mezi tuhou a kapalnou fází 

Rozhraní mezi tuhou a plynou fází 

Rozhraní mezi kapalnou a plynou fází 

Kyselina deoxyribonukleová 

Kyselina ribonukleová 

Tetrahydrogenfuran 

2-ethoxyethanol 

Polystyren 

Dimetylsulfoxid 

Upravený - strukturovaný polystyren 

Calf Serum 
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