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Abstrakt 

Netěsnost střevních anastomóz vede k seriózním pooperačním komplikacím. Překrytí 

chirurgické anastomózy dvouvrstvým vlákenným materiál představuje zcela inovativní 

způsob, jak zabránit prosakování střevního obsahu skrz anastomózu a usnadnit hojení. 

Předpokládá se, že hydrofilní strana přilne k anastomóze, a naopak hydrofóbní strana 

materiálu vytvoří kontakt s okolním prostředím a zabrání srůstům hladkých tkání v dutině 

břišní. V této diplomové práci jsou představeny dva materiály, které by potencionálně 

mohly sloužit pro tento účel. Tyto vlákenné materiály byly vytvořeny pomocí 

elektrostatického zvlákňování. První dvouvrstvu tvoří hydrofilní ultrajemná nanovlákna 

kyseliny hyaluronové (HA) a hydrofóbní vlákna poly-ε-kaprolaktonu (PCL). Druhým 

materiálem je vrstva hydrofilních vláken polyvinylalkoholu (PVA) a vrstva hydrofóbních 

vláken PCL. Hydrofilní strany obou materiálů byly rovněž ošetřeny methanovým 

plazmatem, což vedlo ke zvýšení hydrofobicity vláken HA při zachování 

cytokompatibility. Materiály byly otestovány biologickými in vitro testy.  

Grafický abstrakt 

 

Klíčová slova: nanovlákna, tkáňové inženýrství, elektrostatické zvlákňování, střevní 

anastomóza, plazmatická modifikace 

  



Abstract 

Anastomosis leakage after colorectal resection leads to serious post-operative 

complications. Covering the chirurgical anastomosis with fibrous double-layered material 

introduces an innovative way how to prevent leakage of intestinal contents through 

anastomosis and facilitate healing. It is assumed that the hydrophilic side adheres 

to the anastomosis and vice versa, the hydrophobic side of the material creates contact 

with the surrounding environment and prevents adhesions of smooth tissues 

in the abdominal cavity. This diploma thesis presents two materials that could potentially 

serve for this purpose. These fibrous materials were formed by electrospinning. The first 

material was created by hydrophilic ultrafine nanofibers of hyaluronic acid (HA) 

and hydrophobic poly-ε-caprolactone (PCL) fibers. The second material was made from 

hydrophilic polyvinyl alcohol (PVA) layer and hydrophobic PCL fibrious layer. 

The hydrophilic sides of both materials were also treated with methane plasma, resulting 

in enhanced hydrophobicity of HA fibers while maintaining cytocompatibility. 

The materials were tested by biological in vitro tests. 

Graphical abstract 

 

Key words: nanofibers, tissue engineering, electrospinning, gastrointestinal anastomosis, 

plasma treatment
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Úvod 

Kolorektální karcinom je jedno z nejčastěji se vyskytujících nádorových onemocnění 

na světě. Česká republika se navíc řadí mezi země s nejvyšší incidencí. Toto maligní 

nádorové onemocnění vyžaduje komplexní léčbu. Chirurgická část léčby spočívá 

v odstranění postižené části střeva s nádorem. Po resekční fázi následuje fáze 

rekonstrukční, při které dojde k umělému spojení konců ponechané trávicí trubice – tedy 

k vytvoření tvz. gastrointestinální anastomózy. Byť je tento zákrok častou operací 

v dutině břišní, procento pooperačních komplikací anastomóz je stále velké. Život 

ohrožující komplikací je netěsnost anastomózy, která vede k leaku (úniku) obsahu střev 

do dutiny břišní. Tato komplikace nastává v 3% až 19% případů. Navíc je obtížné 

anastomotický leak včasně detekovat a proto je stále větší tlak vyvíjen na prevenci. 

Aktuálně neexistují na trhu žádné materiály, po jejichž aplikaci by bylo spolehlivě 

předcházeno komplikacím. Dvouvrstvý vlákenný materiál, vyvíjen v rámci této 

diplomové práce, je zcela novou slibnou možností a v budoucnu by mohl sloužit nejen 

jako prevence anastomotického leaku ale i jako podpora hojení anastomózy. Cíl práce 

tkví ve zhotovení biodegradabilního vlákenného tkáňového nosiče s odlišnou smáčivostí 

jednotlivých vrstev. Materiál bude hydrofilní stranou přiložen na čerstvě vytvořenou 

anastomózu a zajistí tak bezpečné hojení bez vedlejších efektů. Resekce části střeva, 

vytvoření anastomózy i její překrytí vlákenným materiálem proběhne v rámci jednoho 

chirurgického zákroku. 

Pomocí elektrostatického zvlákňování na NanospiderTM byly vyrobeny dva materiály 

splňující požadavky. Jedná se o dvouvrstvu, připravenou z polyvinylalkoholu (PVA) 

a poly-ε-kaprolaktonu (PCL) a dvouvrstvu tvořenou kyselinou hyaluronovou (HA) 

a PCL. Smáčivost těchto vrstev byla ověřena měřením kontaktního úhlu na rozhraní. Také 

byl nalezen způsob, jak zvýšit hydrofobicitu nanovlákenné HA, a to sice pomocí 

povrchové úpravy methanovým plazmatem. Cytokompatibilita materiálů pak byla 

ověřena pomocí in vitro testů. Na obě strany materiálů byly nasazeny myší fibroblasty 

a jejich proliferace byla vyhodnocena za použití MTT testu, fluorescenční mikroskopie 

a skenovací elektronové mikroskopie (SEM).  
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TEORETICKÁ ČÁST 

Teoretická část je sestavena ze tří hlavních pilířů. Tvoří je (1) úvod do tkáňového 

inženýrství, dále pak kapitola, věnující se (2) studii samotných dvouvrstvých vlákenných 

materiálů a v neposlední řadě (3) objasnění pojmu „střevní anastomóza“ a představení 

pooperačních komplikací. Kapitola 2 je psána s důrazem na způsob výroby, 

hydrofilní/hydrofóbní polymery a povrchové úpravy vlákenných vrstev, které byly 

použity v této diplomové práci.  

1 Tkáňové inženýrství 

1.1 Úvod do problematiky 

Tkáňové inženýrství je definováno jako multidisciplinární obor, jenž si klade za cíl 

vytvořit biologickou náhradu, sloužící k obnově, náhradě nebo regeneraci poškozené 

tkáně či orgánu (Langer a Vacanti 1993). Tento stále se rozvíjející obor kombinuje 

poznatky z přírodních věd a principy inženýrství a vytváří alternativu ke konvenčním 

způsobům náhrad poškozených tkání či orgánů (Aramwit et al. 2017). 

Ztráta či poškození tkání a orgánů se dnes nejčastěji řeší (1) transplantací dárcovského 

orgánu či tkáně lidského původu (allograft) nebo (2) transplantací vlastní tkáně, odebrané 

z jiné části těla pacienta (autograft). Tyto přístupy ovšem představují několik úskalí. 

V případě allograftů může dojít k odmítnutí orgánu imunitním systémem příjemce a jejich 

použití je omezeno převahou čekatelů na orgán nad dárci. Autografty sice plně vylučují 

nežádoucí imunitní reakci pacienta, ale čelí jistým anatomickým omezením 

(O’Brien 2011). Tkáňové inženýrství oproti tomu nabízí řešení zmíněných limitací, 

na druhou stranu otevírá řadu nových, převážně etických otázek (Baker et al. 2016; 

Liguori et al. 2017). 

Tkáňové inženýrství kombinuje tři základní komponenty, kterými jsou buňky, scaffold 

(nosič) a signály, jak lze vidět na Obrázku 1 (Goh a Holmes 2017). Klasický přístup 

všeobecně zahrnuje následující kroky. Nejprve dojde k izolaci příslušných buněk a jejich 

kultivaci in vitro za biologicky příznivých podmínek, dokud není dosaženo dostatečného 

množství buněk. Následuje výroba biokompatibilního scaffoldu a jeho osazení buňkami. 

Růst buněk lze podpořit různými signály, mezi které se řadí použití bioreaktoru 

či růstových faktorů. Po určité době dojde k implantaci materiálu do organismu. Scaffold 

je ale možné implantovat i bez předchozího osazení buňkami (Chan a Leong 2008). 
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Stejný přístup bude uplatněn na vlákenné tkáňové nosiče vyvinuté v rámci této diplomové 

práce. Výsledný dvouvrstvý vlákenný materiál se po sterilizaci umístí přímo 

na postiženou část střeva a podpoří tak, mimo jiné, regeneraci. Následně se materiál 

postupně rozloží bez vzniku nežádoucích degradačních produktů a není tak nutná další 

operace pro vyjmutí materiálu. 

 

Obrázek 1: Základní stavební kameny tkáňového inženýrství. 

1.2 Scaffold 

Scaffold neboli tkáňový nosič je struktura, která biologicky i strukturně napodobuje 

nativní mezibuněčnou hmotu (ECM) a poskytuje tak buňkám oporu při růstu nové tkáně 

(Ikada 2006). Scaffold tedy nezajišťuje pouze výsledný tvar a objem nové tkáně, nicméně 

je nezbytné, aby podporoval i předávání mechanických a molekulárních signálu mezi 

buňkami (Laurencin a Nair 2008). 

Na vlastnosti scaffoldu jsou tak kladeny velké požadavky. V první řadě musí být materiál 

biokompatibilní, což znamená, že nesmí způsobit jakoukoli nežádoucí imunitní odezvu 

organismu, která může vést k nevyžádaným komplikacím, od zpomalení hojení 

až k odmítnutí nosiče. Je velmi důležité si uvědomit, že tkáňový nosič neslouží jako 

finální a permanentní součást lidského těla, jako je tomu u běžného implantátu. 

Je žádoucí, aby buňky v lidském těle produkovaly vlastní ECM a postupně tak nahradily 

implantovaný scaffold. Z toho vyplývá, že je nezbytné používat biodegradabilní 

materiály. Na degradačním profilu velmi záleží, je nutné, aby stupeň degradace 

korespondoval s růstem tkáně uvnitř scaffoldu. Materiál také musí vykazovat vysoce 

porézní strukturu s propojenými póry, rozměr pórů musí být dostatečný pro migraci 

buněk a efektivní zajištění dodávání živin i odstranění odpadních látek (O’Brien 2011; Li 
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Wan‐ Ju et al. 2007). Na druhou stranu příliš velké póry znesnadňují interakce 

a komunikace mezi nosným materiálem a buňkami. Optimálně by se velikost pórů měla 

pohybovat v rozmezí 100 až 500 µm (Sun et al. 2017; Fadhil Albab et al. 2018). 

Důležitou roli v uchycení buněk hrají i povrchové vlastnosti tkáňového nosiče, jako 

například smáčivost povrchu. Přílišná hydrofobicita ale i nadměrná hydrofilicita 

znesnadňuje adhezi buněk a vede tak k nedostatečné buněčné kolonizaci scaffoldu (Ikada 

2011). Buněčná adheze k povrchu scaffoldu je totiž zprostředkována spontánně 

adsorbovanými proteiny ECM. Mezi tyto proteiny patří například fibronektin, kolagen 

či fibrin. Pokud je povrch scaffoldu vysoce hydrofóbní, proteiny se sice adsorbují, 

ale v denaturovaném stavu a rigidní struktuře. Taková struktura způsobí nízkou buněčnou 

adhezi, jelikož buněčné receptory adheze (například integriny) mají zhoršený přístup 

ke specifickým vazebným místům proteinů. Extrémní hydrofilicita naopak způsobuje 

slabé navázaní proteinů, které zprostředkovávají buněčnou adhezi (Bacakova et al. 2011). 

Smáčivost materiálu lze upravit několika způsoby povrchových modifikací, kterým 

se podrobněji věnuje kapitola 2.5. Záleží také na mechanických vlastnostech scaffoldu 

a reprodukovatelnosti jeho výroby (Bissoli a Bruschini 2018). 

Existuje několik druhů tkáňových nosičů, všeobecně je lze rozdělit na nevlákenné 

a vlákenné scaffoldy. Od toho se odvíjí i způsob jejich výroby. Mezi nevlákenné nosiče 

se řadí hydrogely, pěny a další, pro jejichž výrobu se používají metody jako  vymývání 

částic porogenu, zpěňování plynem, 3D tisk a další (Chan a Leong 2008). Vlákenné 

nosiče se pak dále dělí na tkané a netkané (Wolfová et al. 2015). Tkané vlákenné scaffoldy 

se vyrábí klasickými textilnými metodami jako tkaní či pletení a v případě výroby 

netkaných nanovlákenných vrstev se nejčastěji používá elektrostatické zvlákňování 

(Singh et al. 2015; Stratton et al. 2016). V rámci diplomové práce byly vyrobeny právě 

netkané nanovlákenné scaffoldy a podrobně se jim věnuje následující kapitola 2. 
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2 Dvouvrstvé vlákenné tkáňové nosiče 

2.1 Úvod 

Nanovlákenné materiály jsou vhodným materiálem pro tkáňové nosiče, jelikož jsou 

morfologicky podobné nativní ECM, která se skládá z komplikovaných mikro a nano 

struktur (Wang a Nain 2014). Vlastnosti nanovláken jako vysoká mikro-porosita a velký 

měrný povrch podporují buněčnou adhesi, proliferaci, diferenciaci a migraci a mnoho 

publikací se tak zabývá optimalizací vlastností nanovlákenných nosičů  pro tkáňové 

inženýrství (Vasita a Katti 2006). Ve snaze co nejlépe simulovat přirozenou komplexní 

strukturu tkání, někteří autoři studují vícevrstevné nanovlákenné nosiče. 

2.2 Historie vícevrstvých tkáňových nosičů 

V roce 2005 byla vydána studie od autorů S. Kidoaki et al., kde byly představeny dva 

nové způsoby výroby vícevrstvých vlákenných materiálů pomocí elektrostatického 

zvlákňování. Jednalo se o (1) postupné zvlákňování různých polymerních roztoků, 

kdy byl nejprve zvlákněn první polymer a teprve poté byl vyměněn polymerní roztok 

ve stříkačce a byla vytvořena druhá nanovlákenná vrstva na stejný kolektor, a (2) 

současné zvlákňování dvou polymerních roztoků na jeden kolektor.  

Pomocí prvního přístupu byl vytvořen dvouvrstvý tubulární materiál, jelikož vlákna 

polymerních roztoků byla postupně ukládána na rotační kolektor válcového tvaru. Cílem 

bylo napodobit strukturu nativní cévy. Pro tyto účely byly polymerní roztoky vrstveny 

v následujícím pořadí. Nejprve byl zvlákněn roztok polyethylenoxidu (PEO), na tuto 

vrstvu byla uložena kolagenová vlákna I. typu a vnější vrstvu tvořila vrstva 

polyurethanových vláken. Následně byl tubulární scaffold manuálně stažen z kolektoru. 

Vlákna PEO však nevykazovala přílišnou adhezi k vrstvě kolagenových vláken a zůstala 

tak uchycena na válcovém kolektoru. Byl tak připraven pouze dvouvrstvý tubulární 

scaffold. V případě druhého přístupu, tedy současného zvlákňování dvou roztoků, autoři 

pozorovali elektrostatické odpuzování polymerních trysek v oblasti nestability a vlákna 

obou polymerů proto byla samovolně ukládána v přílišné vzdálenosti od sebe. Aby došlo 

k překryvu vláken, roztoky byly zvlákněny na kolektor s vysokou rychlostí rotace 

(Kidoaki et al. 2005). 

V roce 2013 byl v publikaci od Y. Wang et al. vyroben třívrstvý vlákenný materiál, 

kombinující přednosti přírodních a syntetických polymerů. Takový materiál měl sloužit 

jako  scaffold pro regeneraci tvrdé mozkové pleny a jako alternativa k tehdejším 
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chirurgickým technikám, používaným při uzavírání tvrdé mozkové pleny 

po neurooperacích. Výsledný vlákenný materiál byl rovněž vyroben jehlovým 

elektrostatickým zvlákňováním a obsahoval vnitřní vrstvu kyseliny poly-mléčné (PLA) 

k redukci adheze tkáně, střední vrstvu z PLA a PCL a vnější stranu tvořil kolagen a PLA 

k usnadnění regenerace tkáně a zlepšení mechanických vlastností.  Strukturu vrstvení lze 

vidět na Obrázku 2. Pro in vitro testování byly vybrány lidské kmenové buňky a bylo 

potvrzeno, že buňky proliferují na obou stranách materiálu. Po delší časovém úseku bylo 

více buněk nalezeno na vnější vrstvě a potvrdil se tak předpoklad, že kombinace kolagenu 

a PLA zvyšuje buněčnou proliferaci. In vivo testy byly provedeny na králičí tvrdé 

mozkové pleně a bylo shledáno, že scaffold vykazuje excelentní biokompatibilitu (Wang 

et al. 2013). 

 

Obrázek 2: Znázornění struktury vícevrstvého scaffoldu pro náhradu tvrdé pleny 

mozkové. Převzato a přeloženo z (Wang et al. 2013). 

Ve studii od P. Askari et al. (2015) bylo také použito jehlové elektrostatické zvlákňování 

k výrobě třívrstvého vlákenného materiálu, vrstvení bylo provedeno v pořadí PVA, poté 

PCL a nakonec opět PVA. Vrstva PCL rovněž obsahovala tetracyklin hydrochlorid 

a vrstva PVA naopak sodnou sůl fenytoinu. Studie potvrdila, že v porovnání 

s jednovrstevnými materiály se tato léčiva uvolňují z materiálu pomaleji. Také 

se ukázalo, že růst a proliferace fibroblastů na třívrstvých scaffoldech je vyšší v porovnání 

se samotnou PCL vrstvou. V publikaci od autorů R.B. Trinca et al. (2017) byla vyrobena 

vlákenná dvouvrstva na bázi PCL a směsi chitosanu a PEO. Jednotlivé polymerní roztoky 

byly zvlákněny postupně na stejný kolektor a výsledná vrstva měla sloužit jako krytí 

kožních ran. Vrstva obsahovala PCL vlákna kvůli zlepšení mechanických vlastností 

scaffoldu, zatímco chitosanová vlákna primárně podporovala funkci hojení rány. 

Elektrostatické zvlákňování není jedinou metodou pro výrobu vícevrstvých scaffoldů. 

Ve studii od T. Knight et al. (2013) byla představena nová metodu pro výrobu tubulárních 
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tkáňových nosičů, a to sice kombinací lisování vrstev a vymývání částic porogenu. 

Ve studii od B. Cecen et al. (2017) byl připraven dvouvrstvý scaffold, také bez použití 

elektrostatického zvlákňování. Jako nosná struktura byla použita přírodní houba (lufa), 

která byla postupně ponořována do různých polymerních roztoků. Takto byly připraveny 

dvě vrstvy, které byly slepeny fibrinovým lepidlem, jak lze vidět na Obrázku 3. 

Předpokládalo se, že taková struktura dobře splní požadavky kladené na osteochondrální 

scaffoldy, které musí podporovat jak léčbu chrupavky, tak podchondrální kosti přímo 

pod kloubovou chrupavkou. Pomocí in vitro testů byla potvrzena dobrá proliferace 

chondrocytů i osteoblastů. Také v publikaci od L. Dong et al. (2017) byl vyroben scaffold 

pro kostní tkáňové inženýrství kombinací 3D tisku polymeru PCL a následné inkorporace 

chitosanového hydrogelu do struktury. Podařilo se tak sloučit výhody obou materiálů 

a vytvořit scaffold s dobrými mechanickýmu vlastnostmi a zároveň vhodným prostředím 

pro proliferaci buněk.  

 

Obrázek 3: Příprava vícevrstvého tkáňového scaffoldu lepením jednotlivých vrstev 

fibrinovým lepidlem. Převzato a přeloženo z (Cecen et al. 2017). 

2.3 Materiály pro přípravu vlákenných tkáňových nosičů 

Jak již bylo uvedeno v kapitole 1.2, na vlastnosti scaffoldu je kladena celá řada požadavků 

a volba výrobního materiálu je proto posuzována z několik hledisek. Pro výrobu 

vlákenných scaffoldů se nejčastěji používají polymery. V odborné literatuře se polymery 

pro tkáňové inženýrství obvykle dělí na přírodní a syntetické (Wolfová et al. 2015). 

S ohledem na cíle této diplomové práce a použité materiály jsou zde netradičně děleny 

na hydrofilní a hydrofóbní.  

Mezi používané hydrofilní polymery se řadí chitosan, želatina, kolagen, HA, PVA, PEO 

a polyvinylpyrolidon. Naopak jako hydrofóbní polymery lze uvést PCL, PLA, kyselinu 

poly-glykolovou (PGA) a jejich kopolymery, polyuretan a další (Maitz 2015; Cortizo a 

Belluzo 2017; Kumar a Han 2017). 
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2.3.1 Hydrofilní polymery 

Kyselina hyaluronová je přírodní polymer s vysokou molekulovou hmotností, která 

může dosáhnout až více než 4⋅106
 Da (Kwiecinski et al. 2011). Z hlediska struktury 

se HA řadí mezi lineární polysacharidy, opakující se monomerní jednotku tvoří 

disacharid. Disacharidickou jednotku představují dva monosacharidy, jedná se 

o N-acetylglukosamin a kyselinu D-glukuronovou, které jsou spojeny 

β-1,3 glykosidickou vazbou, jak lze vidět na Obrázku 4 (Stratton et al. 2016). 

 

Obrázek 4: Struktura kyseliny hyaluronové. Převzato z (Saboktakin 2011). 

HA se v lidském těle nachází jako součást ECM, synoviálních tekutin, v očním sklivci 

a kůži (Brychta a Staněk 2014). V lidském těle je HA syntetizována v celulární membráně 

za působení enzymů, které se nazývají hyaluronan syntázy (Siiskonen et al. 2015). Uměle 

lze HA vyrobit pomocí biofermentačních procesů bakterií Streptococcus či extrakcí 

ze zvířecích tkání. Existuje i další technologie, která stojí na katalýze polymerizace 

disacharidických monomerů pomocí izolované hyaluronan syntázy. Tato poměrně nová 

metoda výroby by dokázala odstranit problémy, které přináší používané HA bakteriálního 

či živočišného původu (Boeriu et al. 2013). Naopak biodegradace HA probíhá 

za působení několika druhů hyaluronidáz (Honegrová 2010). 

Kyselina hyaluronová vykazuje biokompatibilitu, schopnost tvořit hydrogely, má 

viskoelastické vlastnosti a je biodegradabilní, tudíž se nabízí její široké využití 

ve zdravotnictví, dermatologii, farmacii a tkáňovém inženýrství (Yoo et al. 2005; Boeriu 

et al. 2013). Dermatologie využívá především schopnost HA hydratovat kůži a redukovat 

tvorbu jizev. Používá se také pro drobné augumentace, kde ale degradace HA in vivo 

zkracuje výdrž výplně a jedná se spíše o dočasné zvětšení (Brychta a Staněk 2014). Další 

aplikací HA je viskosuplementace pro synoviální tekutiny. Studie ovšem ukázaly, že HA 

velmi rychle zdegraduje a léčba tak má velmi malý efekt. Nicméně i nadále lze HA 
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v ortopedických aplikacích používat, jelikož byly zjištěny protizánětlivé a analgetické 

účinky HA, čímž jsou zmírňovány bolestivé příznaky artrózy (Dungl 2014). 

Polyvinylalkohol patří mezi syntetické lineární polymery. PVA je biokompatibilní, 

biodegradabilní a v tkáňovém inženýrství lze využít v podobě vláken, hydrogelů a směsí 

s jinými polymery (Alhosseini et al. 2012; Kamoun et al. 2017). Jak lze vidět na Obrázku 

5, monomerní jednotku PVA tvoří vinylalkohol. Vinylalkohol je velmi nestabilní a rychle 

se rozpadá. Proto se PVA vyrábí polymerizací vinyl acetátu na poly-vinylacetát (PVAc) 

a následnou hydrolýzou. Výsledkem jsou polymery s různým stupněm hydrolýzy 

v závislosti na rozsahu reakce, které se dělí na plně a částečně hydrolyzované. 

Při částečné hydrolýze je PVA tedy vždy kopolymerem PVAc a PVA. Stupeň hydrolýzy 

se vyjadřuje procenty a obvykle se pohybuje v obvykle v rozmezí 80 – 99% a více 

(M. Hassan a A. Peppas 2000; Gaaz et al. 2015). Od stupně hydrolýzy se pak také odvíjí 

další vlastnosti PVA jako rozpustnost ve vodě, viskozita, povrchové napětí a tedy 

i obtížnost zpracování takových roztoků elektrostatickým zvlákňováním (Zhou a Wang 

2007). 

 

Obrázek 5: Struktura PVA. Převzato z (Gaaz et al. 2015). 

2.3.2 Hydrofóbní polymery 

Poly-ε-kaprolakton je semikrystalický polyester, jehož strukturu lze vidět na Obrázku 

6. Tento syntetický polymer nalezne široké využití v tkáňovém inženýrství pro své dobré 

mechanické vlastnosti, biokompatibilitu, nízký bod tání (okolo 60°C), mísitelnost 

s dalšími polymery a postupnou degradaci (Woodruff a Hutmacher 2010; Patrício et al. 

2013). PCL je navíc FDA (Food and Drug Administration) schválený, což umožňuje 

snažší uvedení nového produktu na trh (Woodruff a Hutmacher 2010). Vlákenné vrstvy 

z PCL se používají jako matrice pro dopravu léčiv, cévní náhrady, kostní scaffoldy, kožní 

kryty ran a další (Mondal et al. 2016). 

PCL lze připravit katalytickou polymerizací ε-kaprolaktonu za otevření kruhu. Degradace 

PCL pak probíhá neenzymatickou hydrolýzou esterové vazby, a po dosažení dostatečně 

nízké molekulové hmotnosti dojde k intracelulární degradaci fragmentů PCL (Woodruff 

a Hutmacher 2010). 
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PCL je rozpustný např. v chloroformu, dichlormethanu, benzenu, toluenu, méně poté 

v acetonu a dimethylformamidu a prakticky nerozpustný v alkoholu a diethyletheru 

(Woodruff a Hutmacher 2010). Jeho mísitelnosti s dalšími polymery se často využívá 

v různých odvětvích tkáňového inženýrství. Jako příklad lze uvést kostní tkáňové 

inženýrství, kde je vyvíjena snaha na zvýšení mechanických vlastností scaffoldu. 

Toho lze odsáhnout například kombinací PCL a poly-mléčné kyseliny (PLA) 

(Patrício et al. 2013). Naopak pro kryty ran je možné PCL mísit s přírodními polymery 

jako je chitosan nebo želatina a tím dosáhnout vyšší buněčné adheze (Mondal et al. 2016). 

 

Obrázek 6: Struktura PCL. Převzato z (Coelho et al. 2010). 

Kyselina poly-mléčná se řadí mezi syntetické polymery. PLA je biokompatibilní 

a biodegradabilní alifatický polyster s vhodnými mechanickými vlastnostmi pro řadu 

oblastí biomedicíny (Barnes a Harris 2008). Jako porézní scaffold tak nalezne využití 

v kardiovaskulárním, kostním, kloubním a neurologickém tkáňovém inženýrství 

(Santoro et al. 2016). Struktura PLA je znázorněna na Obrázku 7. PLA se nejčastěji 

připravuje polykondenzací kyseliny mléčné nebo polymerizací laktidu za otevření kruhu 

(Xiao et al. 2012). Molekula PLA je chirální a existuje její L- nebo D- isomer a jejich 

kombinace (Savioli Lopes et al. 2012). Nejčastěji se používá kyselina poly-L-mléčná 

(PLLA), jelikož při hydrolytické degradaci esterových vazeb vzniká kyselina L-mléčná, 

která se přirozeně vyskytuje v lidském těle (Barnes a Harris 2008). 

 

Obrázek 7: Struktura PLA. Převzato z (Ghanbarzadeh a Almasi 2013). 

2.4 Proces výroby – Elektrostatické zvlákňování 

Nanovlákenné scaffoldy pro tkáňové inženýrství lze vyrobit pomocí několika metod. 

Jedná se o elektrostatické zvlákňování, dloužení (drawing), fázovou separaci 

a samoorganizaci.  Elektrostatické zvlákňování je nejpoužívanějším přístupem. Kromě 

vzrůstajícího zájmu o nanotechnologie v posledních dvaceti letech je důvodem 
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ekonomická výhodnost procesu, jednoduchá obsluha zařízení a variabilita procesu. 

Změnou vzdálenosti elektrod, korigováním použitého napětí, mísením zvlákňovácích 

roztoků a dalších parametrů je možné dosáhnout morfologicky různých vlákenných 

scaffoldů. Lze takto zvláknit řadu syntetických i přírodních polymerů a jejich směsí. 

Navíc na trhu jsou dostupné různé aparatury pro laboratorní výzkum, ale i stroje 

pro průmyslovou výrobu. (Li Wan‐ Ju et al. 2007) 

2.4.1 Princip elektrostatického zvlákňování 

Aparatura pro laboratorní elektrostatické zvlákňování se skládá ze tří základních 

komponent, a to sice zdroje vysokého napětí, zvlákňovací elektrody a kolektoru 

(Garg a Bowlin 2011). Jehlová aparatura pro laboratorní využití je zachycena na Obrázku 

8. Proces tvorby vláken začíná přivedením vysokého elektrického napětí na zvlákňovací 

elektrodu a tím vytvořením elektrostatického pole mezi onou elektrodou a kolektorem, 

který je uzemněn nebo opačně nabit. Zvlákňovací elektroda pro laboratorní využití často 

bývá jehla, do které je z injekční stříkačky dávkován polymerní roztok, a na konci jehly 

je tvořena kapka polymerního roztoku. Vlivem vnějšího elektrického pole dojde k indukci 

náboje na povrchu polymerní kapky. Tento náboj je stejné polarity jako vysokonapěťový 

zdroj a tím pádem je přitahován ke kolektoru. Částice stejného náboje se vzájemně 

odpuzují, zároveň  se ale kapalina snaží držet svůj tvar díky povrchovému napětí. 

V důsledku dojde k deformaci polokulovitého tvaru kapky na konci jehly do kónického 

tvaru. Při dalším zvyšování intenzity pole dojde k dosažení tvz. kritického napětí, 

při kterém je překonáno napětí povrchové, a z Taylorova kužele se začne tvořit proud 

roztoku, který míří k oblasti nižšího potenciálu (kolektor). Proud roztoku následně 

prochází stabilní a nestabilní fází. V rámci bičující nestability dochází k dloužení, úžení 

a rapidnímu odpařování rozpouštědla. Na kolektor pak ideálně dopadají suchá vlákna 

(Huang et al. 2003; Li Wan‐Ju et al. 2007). 
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Obrázek 8: Aparatura pro elektrostatické zvlákňování z jehly. Převzato z (Zagho a 

Elzatahry 2016). 

Pro průmyslovou výrobu nanovlákenných vrstev se často využívá technologie 

NanospiderTM, která byla vyvinuta profesorem Jirsákem et al. z Technické univerzity 

v Liberci v roce 2003. Zvlákňovací elektrodou v NanospiderTM je struna, na kterou je 

z uzavřené nádrže natírán polymerní roztok. Vlivem elektrostatického pole se na celém 

povrchu tenké struny formují Taylorovy kužele a zvlákňování je tak daleko 

produktivnější, než při použití samostatné jehly. Výsledná vlákenné vrstva je ukládána 

na netkanou textilii, tvz. spunbond, která je převíjena dle nastavené rychlosti. 

Při správném nastavení vzdálenosti mezi elektrodami a dalších parametrů dopadají na 

spunbond suchá nanovlákna (Yalcinkaya 2016). 

2.4.2 Parametry elektrostatického zvlákňování 

Při elektrostatickém zvlákňování je nutné korigovat hned několik operačních podmínek, 

které mají zásadní vliv na výslednou morfologii vláken. Tyto parametry lze rozdělit 

do tří základních skupin, kterými jsou vlastnosti polymerního roztoku, procesní 

parametry a okolní podmínky.  

Mezi důležité vlastnosti polymerního roztoku patří koncentrace, viskozita, vodivost 

a povrchové napětí. Viskozita je přímo úměrně závislá na koncentraci roztoku. 

Všeobecnou překážkou při zvlákňování vysokomolekulárních biopolymerů je vysoká 

viskozita, která znemožňuje tvorbu vláken. Roztoky lze pak zpracovat elektrostatickým 

zvlákňováním pouze při nízkých koncentracích. Na druhou stranu, přílišné snížení 

koncentrace vede spíše k elektrostatickému rozprašování (electrospraying) (Wei 2012; 
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Brenner et al. 2012). Elektrická vodivost je další z důležitých vlastností roztoku. 

Se zvyšující se elektrickou vodivostí je snižován průměr vláken a tvořena uniformní síť 

nanovláken. Protože většina biodegradabilních polymerů nenese náboj, elektrická 

vodivost se zvyšuje pomocí vhodných rozpouštěděl. Pro PCL se tak používá například 

N,N-dimethylformamid (DMF), který má vysokou dielektrickou konstantu 

(Li Wan‐ Ju et al. 2007). Pro zvýšení vodivosti se do zvlákňovacích roztoků přidávají 

soli (Qin et al. 2006). Ve studii od Zhang et al. (2005) bylo pozorováno zvýšení vodivosti 

roztoků PVA a snížení průměrů vláken po přidání NaCl. Také vysoká hodnota 

povrchového napětí znesnadňuje tvorbu vláken. Povrchové napětí lze ovlivňovat 

přídavkem surfaktantů jako například TRITON-X 100, který je ovšem toxický a je nutné 

zvážit riziko jeho přítomnosti v nanovláknech (Kalarikkal et al. 2016). 

Mezi procesní parametry patří především velikost napětí, vzdálenost mezi elektrodami 

a rychlost dávkování roztoku. Velikost napětí je stěžejní pro celý proces zvlákňování. 

Napětí musí být dostatečně vysoké, aby došlo k tvorbě Taylorova kuželu a polymerních 

trysek. Efekt aplikovaného napětí na průměr vláken je kontroverzní. Byla zveřejněna 

studie od Beachley a Wen (2009), ve které je patrné snížení průměru vláken PCL při 

zvyšujícím se napětí. Na druhou stranu, v publikaci autorů S. Huan et al. (2015) byl 

pozorován zvyšující se průměr vláken polystyrenu při zvyšujícím se napětí. 

Také vzdálenost mezi elektrodami je nutné vhodně nastavit, aby došlo k odpaření 

rozpouštědel a vznikala suchá vlákna.  

Celý proces je ovlivněn také okolními podmínkami, jako jsou okolní teplota, vlhkost 

a další. Zvláště u vodných roztoků biopolymerů je ale nutné, aby okolní vlhkost nebyla 

vysoká. Při přílišné vlhkosti nedojde k odpaření rozpouštědla. Ve článku od Um et al. 

(2004) bylo zajištěno dostatečné odpařování pomocí metody electroblowing, což je 

modifikace klasické aparatury pro elektrostatické zvlákňování. Při tomto zpracování 

nanovláken proudí vzduch okolo elektrody, ze které se zvlákňuje polymerní roztok, 

a proud vzduchu tak urychluje vypařování rozpouštědla. Pomocí úpravy 

rozpouštědlového systému, molekulové hmotnosti HA a modifikaci aparatury se tak 

podařilo připravit nanovlákennou vrstvu HA, která je jinak obtížně zvláknitelná. 

2.5 Povrchové modifikace vlákenných vrstev 

Pro dosažení adekvátní interakce mezi tkáňovým nosičem a buňkami jsou klíčové 

povrchové vlastnosti scaffoldu. Biodegradabilní polyestery jako PCL, PLA, PGA a jejich 
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kopolymery jsou sice hojně používané v tkáňovém inženýrství pro svou biokompatibilitu, 

biodegradabilitu a mechanické vlastnosti. Nicméně jejich nízká smáčivost a hydrofobicita 

může tvořit překážku v dostatečné buněčné kolonizaci. Nejen z těchto důvodů se způsoby 

povchových úprav vlákenných vrstev v posledních letech těší velké pozornosti 

(Rigogliuso et al. 2012; Janvikul et al. 2013). Metody povrchových úprav lze rozdělit 

do dvou základních skupin, jedná se o (1) fyzikální modifikace, do kterých patří 

vysoko-teplotní úpravy a vysoko-energetické iradiační procesy jako plazmatická úprava 

či vystavení gamma a UV záření, a (2) chemické modifikace, jako například chemické 

depozice z plynné fáze nebo chemické povrchové úpravy za mokra (Drioli et al. 2017; 

Kim et al. 2018). 

2.5.1 Plazmatická úprava nanovlákenných vrstev 

Plazmatická úprava nanovláken je hojně používanou metodou. Výhody povrchových 

úprav nanovláken pomocí plazmatu tkví ve všestranosti, jelikož do vlákenných struktur 

lze zavést různé funkční skupiny v závislosti na parametrech plazmatických procesů 

(Chen a Su 2011). Navíc je možné modifikovat povrch vláken bez ovlivnění bulkových 

vlastností (Martins et al. 2009). Úprava plazmatem také nevyžaduje přítomnost žádných 

toxických rozpouštěděl a v odborné literatuře je zaznamenáno několik případů použití 

plazmatu pro biomedicínu, ať už se jedná o zlepšení biokompatibility, zvýšení smáčivosti 

polyesterových scaffoldů, či vytvoření funkčních skupin pro připojení dalších molekul, 

například léčiv (Valence et al. 2013; Liu et al. 2014). Plazmatická úprava tak otevírá nové 

možnosti biokompatibilní úpravy vlákenných scaffold, avšak tato metoda má i jisté 

nevýhody. Jedná se například o obtížnou reprodukovatelnost, kdy operační parametry 

jako průtok plynu, tlak vakua, použité napětí nemusí nutně vést k depozici stejného 

množství fukčních skupin na povrch scaffoldu. Optimální procesní parametry také musí 

být samostatně nalezeny pro každé zařízení a metodu modifikace (Sarmadi 2013).  

Plazma je částečně ionizovaný plyn, který se skládá elektronů, iontů, radikálů 

a neutrálních atomů a molekul. Plazma vzniká tak, že neutrálnímu (zásobnímu) plynu je 

dodávána energie. Dostatečný přísun energie pro generování a udržení plasmy je nutné 

udržet po celou dobu procesu a vhodných zdrojů existuje hned několik. Jedním 

z nejpoužívanějších přístupů pro technologické aplikace je použití elektrického pole. 

Jinými slovy, volné elektrony v neutrálním plynu jsou pomocí elektrického pole 

urychlovány na energie dostatečné k ionizaci. Ionizace nastává, když dojde ke srážkám 

elektronů s dostatečnou energií s neutrálními atomy a molekulami zásobního plynu 



27 

 

(Conrads a Schmidt 2000; Bittencourt 2004; Fridman a Kennedy 2012). Do používaných 

zásobních plynů patří kyslík (O2), vodní pára,  fluorid sírový (SF6), chlorid titaničitý 

(TiCl4), amoniak (NH3), dusík (N2), oxid uhličitý (CO2), tetrafluormethan (CF4), argon 

(Ar) a další. Na povrch materiálu lze tak navázat karbonylové (v případě CO2), 

hydroxylové (v případě O2 a vodní páry) a aminové nebo amidové funkční skupiny 

(v případě NH3 nebo N2) (Fridman 2008; Drioli et al. 2017). Na Obr. 9 je znázorněna 

interakce částic plazmatu s nanovlákenným povrchem, která vede ke změně vlastností.  

 

Obrázek 9: Interakce částic plazmatu s nanovlákenným povrchem. 

Plazma se dělí na tvz. studené a horké. V horkém plazmatu je teplota elektronů, atomů 

a molekul extrémně vysoká a blíží se tepelné rovnováze. Při těchto podmínkách jsou 

molekuly prakticky ionizované. Naopak v případě studeného plazmatu mají vysokou 

teplotu pouze elektrony, zatímco ionty setrvávají při pokojové teplotě a pouze malý podíl 

molekul plynu je ionizováno. Studené plazma je tak vhodné používat i pro polymerní 

a textilní povrchy, které jsou citlivé na vysoké teploty, při kterých degradují 

(Muthu 2014).  

V závislosti na druhu reaktivního plynu, teplotě a délce procesu lze plazmatickou úpravou 

vytvořit více hydrofilní, ale i hydrofóbní povrch. V této diplomové práci byla povrchová 

úprava studeným plazmatem použita pro modifikaci hydrofilních stran dvouvrstvých 

vlákenných nosičů, to znamená pro PVA a HA vlákna. Taková povrchová úprava může 

vést ke zvýšení hydrofobicity a případně zesítění vodorozpustných polymerů. Tento 

přístup je poměrně nový a existuje pouze několik publikací věnující se této problematice.  

Polymer HA se síťuje pro vytvoření ve vodě nerozpustné HA, zpomalení hydrolytické 

degradace, která v lidském těle nastává rychle, a případně i zlepšení mechanických 

vlastností (Tomihata a Ikada 1997; Fan et al. 2014). HA lze běžně síťovat za přidání 

různých chemických aditiv jako glutaraldehyd, divinyl sulfon, glyoxal 

a butandiol-diglycidyl ether, nebo pomocí UV záření (Khunmanee et al. 2017). Síťování 

PVA se také věnuje řada studií, lze tak provést za přítomnosti činidla glutaraldehydu, 
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chemickou reakcí s glyoxalem nebo s boráty či vystavením UV záření 

(Kamoun et al. 2017). Avšak chemická síťovací činidla mohou působit cytotoxicky a není 

tak vhodné výsledné vrstvy používat pro účely biomedicíny (Liguori et al. 2016). 

Plazmatická úprava oproti tomu nabízí novou metodu síťování bez chemických aditiv. 

Bylo vydáno několik článků, které se věnují síťování jiných polysacharidů za využití 

plazmatu. Ve studii od Molina et al. (2014) byla představena nová metoda přípravy 

zesíťovaných hydrogelů polysacharidu chitosanu. Jako metoda pro úspěšné síťování byla 

zvolena atmosférická plasma s dielektrickým bariérovým výbojem (DBD). Chemická 

struktura chitosanu přitom nebyla změněna. V roce 2015 byla vydán článek od A. Liguori 

et al., ve kterém byla poprvé zesíťována vlákna polysacharidu pullulanu za použití 

atmosférického plazmatu s DBD. Podařilo se tak vytvořit ve vodě nerozpustnou 

vlákennou vrstvu bez změny morfologie či průměr vláken. Efektivita byla zkoumána 

ponořením naplasmovaných vzorků do destilované vody (DIW) a následným pořízením 

SEM snímků. Změny v chemické struktuře pullulanu pak byly vyhodnoceny pomocí 

infračerveného spektrometru s Fourierovou transformací s technickou zeslabeného 

úplného odrazu (ATR-FTIR), kde se ukázal pokles hydroxylových skupin 

(Liguori et al. 2015). Podobný přístup byl úspěšně aplikován i v další studii 

od Liguori et al. (2016), kde bylo znovu aplikováno atmosférické plazma s DBD 

na elektrostaticky zvlákněný polyssacharid, konkrétně želatinu. Podobně lze upravovat 

i PVA povrchy a obdobných výsledků bylo dosaženo například ve studii od A. Thongpud 

et al. (2008), kde se podařilo vytvořit hydrofóbní povrch PVA vláken pomocí plazmatu 

se zásobním plynem SF6. 

2.5.2 Měření smáčivosti materiálu pomocí kontaktního úhlu 

Míra smáčivosti tkáňových nosičů je velice důležitým parametrem. Smáčivost vyjadřuje, 

jak tekutina adheruje k povrchu materiálu, přímo souvisí s porchovou energií a lze 

ji kvantifikovat pomocí měření kontaktního úhlu (Menzies a Jones 2010). Kontaktní úhel 

vyjadřuje chování kapky tekutiny na povrchu materiálu. Jak lze vidět na Obrázku 10, 

kontaktní úhel θ je definován jako úhel, který svírá tečna k povrchu kapaliny 

(vedená v bodě kontaktu se všemi třemi fázemi) a povrch materiálu  (Zhao a Jiang 2018). 

Pokud je kontaktní úhel menší než 90°, znamená to, že adhezní síly mezi kapalinou 

a materiálem jsou vyšší než kohezní síly mezi molekulami kapaliny. Materiál má vysokou 

povrchovou energii, povrch je smáčivý a kapalina se po něm rozprostře. Naopak úhel 

vyšší než 90° značí, že kohezní síly mezi molekulami vody nebyly překonány silami 
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adhezními. Jinými slovy, materiál má nízkou povrchovou energii, jedná se o nesmáčivý 

povrch a kapalina se snaží minimalizovat kontakt, takže zůstane ve tvaru kapky 

(von Fraunhofer 2012; Bracco a Holst 2013). Pokud byla jako testovací kapalina použita 

voda, povrchy se pak značí jako hydrofilní (θ <90°) nebo hydrofóbní (θ >90°) 

(Law 2014). 

 

Obrázek 10: Znázornění kontaktních úhlů, které dělí materiály na 

smáčivé (θ <90°) a nesmáčivé (θ >90°). Převzato z (Bracco a Holst 2013). 

Existuje několik metod měření kontaktního úhlu, které lze rozdělit do dvou základních 

skupin. Jedná se o přímé optické metody a nepřímé silové metody (Bracco a Holst 2013). 

Mezi přímé optické metody se řadí metoda sedící kapky a metoda přisedlé bubliny, 

při kterých je kontaktní úhel vyhodnocen pomocí obrazové analýzy. Naopak mezi 

nepřímé silové metody patří např. Wilhelmyho metoda, při které se do kapaliny ponoří 

materiál ve tvaru rovné destičky. Pomocí citlivých vah je pak měřena síla potřebná 

k vyvážení destičky (Bartovská a Šišková 2005; Grulich 2015). 

Nejpoužívanější laboratorní metodou je metoda přisedlé kapky. I při této metodě existují 

dva způsoby, jak změřit kontaktní úhel, a to sice statická a dynamická metoda 

(viz Obrázek 11). Při statické metodě je na rovný vodorovný povrch materiálu pipetou 

nadávkována kapka (několik mikrolitrů). Následně je snímán profil kapky na povrchu 

a vypočten kontaktní úhel pomocí goniometru (Bracco a Holst 2013). Pokud taková 

analýza není dostatečná, lze využít i dynamické metody, při kterém je manuálně 

zasahováno do objemu nadávkované kapky na povrchu (Korhonen et al. 2013). 
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Při dynamickém měření může být objem kapaliny zvětšován či zmenšován. Při 

zvětšování objemu kapaliny je měřen největší možný kontaktní úhel bez zvýšení 

mezifázové oblasti mezi kapalinou a povrchem, tedy tvz. postupující (advancing) úhel.  

Naopak při zmenšování objemu je určen tvz. ustupující (receding) úhel, což je nejmenší 

možný kontaktní úhel bez snížení mezifázové oblasti mezi kapkou a materiálem 

(Bandyopadhyay a Bose 2013). 

 

Obrázek 11: Statické (a) a dynamické měření kontaktního úhlu (b). Při dynamickém 

měření lze měřit postupující (advancing) a ustupující (receding) kontaktní úhel.(Bracco 

a Holst 2013) 
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3 Střevní anastomózy 

3.1 Úvod do problematiky 

Chirurgická anastomóza je uměle vytvořené spojení mezi dvěma dutými orgány. 

Při chirurgickém zákroku v oblasti gastrointestinálního traktu se postižená část traktu 

odstraní. Oba konce trubice se následně spojí tvz. anastomózou (Zachová 2010). 

Pro úspěšný průběh hojení je nutné dodržet několik zásadních podmínek při zakládání 

chirurgického spojení. Jedná se o následující body: (A) oba konce trubice musí být 

spojeny bez tahu, (B) oba konce trubice musí dobře přiléhat, (C) oba okraje musí 

i po spojení vykazovat dostatečné krevní zásobení, (D) spojení nesmí bránit normální 

funkci trávicího traktu a způsobovat poruchy střevní pasáže (Mortensen a Ashraf 2008; 

Goulder 2012). Zároveň nesmí docházet k prosakování obsahu střev skrze anastomózu, 

netěsnost této chirurgické spojky může vést až k úmrtí pacienta (Shein a Rogers 2011). 

Nejčastější techniky tvorby chirurgické anastomózy jsou dva a to sice 1) ruční šití a 2) 

použití staplerů (Yao et al. 2016). Volba jedné z technik záleží spíše na preferencích 

chirurga a zvyklostech pracoviště. Randomizované studie neukázaly větší výskyt 

netěsnosti anastomózy v případě použití jedné či druhé techniky (Chen 2012). V případě 

ručního šití se používají syntetické nevstřebatelné a hlavně vstřebatelné materiály. Ideální 

šicí materiál je takový, který nezpůsobuje nežádoucí imunologickou odezvu a zároveň 

poskytuje dostatečnou mechanickou pevnost. Mezi často používané materiály patří 

Monosyn® (B. Braun), polyglaktin 910 (např. Vicryl), polydioxanon a hedvábí (Chen 

2012; Blažej et al. 2015). Druhá možnost, použití staplerů, je známa již přes 100 let, avšak 

častému využití se těší až s příchodem moderních přístrojů s velmi nízkým výskytem 

technických problémů a snazší manipulací (Mortensen a Ashraf 2008). Tyto přístroje 

různých typů a velikostí obsahují sterilizované svorky, pomocí kterých jsou uzavřeny 

rány či chirurgické incize. Staplery představují rychlou metodu spojení tkání a tím pádem 

i kratší dobu anestezie. Tkáň není tolik poškozena jako při ručním šití, na druhou stranu 

je nutné stapler precizně umístit, chybné spojení tkáně pomocí svorek je v porovnání 

se šicí technikou komplikovanější na opravu (Association of Surgical Technologists 

2016). Pro střevní anastomózy se používají tři druhy staplerů v závislosti na typu založení 

anastomózy (Mortensen a Ashraf 2008). 
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Hlavní typy založení anastomóz existují tři. Jedná se o (a) end to end – oba konce k sobě 

(b) end to side – koncem ke straně, a (c) side to side – stranou k straně. Tyto techniky 

vytvoření anastomózy jsou znázorněny na Obrázku 12.  

 

Obrázek 12: Možnosti založení střevních anastomóz. a) End-to-end anastomóza mezi 

segmenty tenkého střeva. b) End-to-side anastomóza mezi dva segmenty tenkého střeva. 

c) Side-to-side anastomóza mezi tenkým a tlustým střevem. Převzato z  

(Gerardo Terrone et al. 2011). 

V posledních letech se objevilo několik publikací, které se zabývají vývojem nových 

metod uzavírání intestinálních anastomóz. Pozornost je kladena především na spojování 

konců střeva pomocí tkáňových lepidel.  Tkáňová lepidla jsou dostupná na bázi 

kyanoakrylátů, glutaraldehydu, fibrinu a polyethylenoxidových hydrogelů. Každý 

z těchto druhů přípravků má však jisté nevýhody, ať už se jedná o vysokou cenu, 

komplikovanou přípravu nebo riziko toxicity vůči tkáním (Behrens Adam M. et al. 2015). 

Byla zveřejněna studie od autora T. Nordentoft (2015), věnující se vlákenné kolagenové 

náplasti, která sloužila jako matrice pro fibrinové lepidlo. Tento produkt je známý 

pod obchodním názvem TachoSil®. Studie ukázala, že uzavírání střevních anastomóz 

pomocí TachoSil® je bezpečné, nicméně efekt léčení a zabránění komplikací nebyl 

pozorován (Nordentoft 2015). Pro snížení krvácení a redukci anastomotického leaku 

po použití staplerů existuje na trhu produkt s názvem Gore® Seamguard®. Tento 

syntetický porézní materiál je vyroben z PGA a trimethyl-karbonátu. V klinických testech 

byla testována pouze fibrinová lepidla a Gore® Seamguard®, v největších 

randomizovaných studiích se však neprokázal pokles v incidenci anastomotického leaku 

(Boersema et al. 2017). Nanovlákenné materiály se v klinické praxi zatím nevyužívají. 

Na Obr. 13 je zachycena část tenkého střeva prasete s vlákenných materiálem. Jedná se 
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o PCL vlákennou vrstvu,  kterou je obaleno místo, kde byla provedena anastomóza. 

Fotografie byla pořízena během prvotních in vivo testů, provedených v Biomedicínském 

centru v Plzni. Implantované vlákenné materiály byly vyrobené na Technické univerzitě 

v Liberci na zařízení NanospiderTM.  

 

Obrázek 13: Vlákenný PCL nosič překrývá chirurgickou anastomózu, která byla 

vytvořena na tenkém střevě prasete. 

3.2 Pooperační komplikace střevních anastomóz 

Od prvního provedení gastrointestinální anastomózy proběhlo již zhruba 200 let. 

Od té doby je vyvíjeno úsilí zlepšit operační techniky a hlavně minimalizovat pooperační 

komplikace. I přes rostoucí znalost problematiky a existenci kvalitních nástrojů 

pro vytvoření anastomóz stále dochází k selhání těchto uměle vytvořených chirurgických 

spojek (Betzold a Laryea 2014; Thomas a Margolin 2016). Taková selhání vedou 

k akutním i dlouhodobým zdravotním problémům. Nejčastější problémy zahrnují infekci 

v ráně, krvácení, leak z anastomózy, zúžení střevní trubice až neprůchodnost 

(Kirchhoff et al. 2010; Umanskiy a Hyman 2016). 

Jednou z nejobávanějších komplikací je právě netěsnost anastomózy, která vede 

k tvz. leaku střevního obsahu skrze anastomózu (viz Obrázek 14). Tato závažná 

komplikace signifikantně zvyšuje pooperační mortalitu a morbiditu (Gessler et al. 2017). 

Při léčbě je klíčová včasná detekce leaku, která ovšem stále zůstává obtížným úkolem 

kvůli různým klinickým projevům (Popescu et al. 2017). Všeobecně naznačují 

anastomotický leak příznaky pacienta jako agonizující bolest břicha, vysoká horečka, 

tachykardie (Hyman et al. 2007). Zpožděná detekce však přispívá k rozšířené 

kontaminaci dutiny břišní a sepsi. Sepse je charakterizována jako reakce organismu 

na mikrobiální infekci. Může se vyvinout až do septického šoku a selhání orgánů, 
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což vede ke smrti pacienta (Polat et al. 2017). Existuje několik faktorů ovlivňující vznik 

leaku. Patří mezi ně stav pacienta, vzdálenost anastomózy od konečníku, přičemž nejhůře 

se hojí spojení tlustého střeva a nejnižší části konečníku, zkušenosti operatéra a další. 

Mezi riskantní faktory patří diabetes, kouření, kardiovaskulární onemocnění, anémie, 

vysoký věk, obezita, předešlé absolvování chemoterapie nebo radioterapie a medikace, 

zejména imunosupresivní léčiva (Chen 2012; Mcdermott et al. 2016). 

 

Obrázek 14: Anastomotický leak v dutině břišní (Rowe 2018).  
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PRAKTICKÁ ČÁST 

V rámci praktické části diplomové práce byly vyrobeny dva dvouvrstvé vlákenné 

materiály, které byly následně podrobeny povrchové úpravě. Praktická část se tak skládá 

ze tří stěžejních kapitol, kterými jsou (a) Experiment 1 – Dvouvrstvý vlákenný materiál 

PVA/PCL, (b) Experiment 2 – Dvouvrstvý vlákenný materiál HA/PCL a (c) Experiment 

3 – Povrchová úprava hydrofilních stran dvouvrstvých vlákenných materiálů pomocí 

plazmatického procesu.  

Výsledky jsou pak uvedeny u každé kapitoly a následně diskutovány. Pro lepší 

přehlednost bylo vytvořeno schéma na Obrázku 15, které vyjadřuje jednotlivé zásadní 

kroky, které byly provedeny v rámci experimentální části.  

 

Obrázek 15: Schéma jednotlivých kroků při výrobě dvouvrstvých vlákenných materiálů. 
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4 Experiment 1 – Dvouvrstvý vlákenný materiál 

polyvinylalkohol/poly-ε-kaprolakton  

4.1 Metody 

4.1.1 Příprava polymerních roztoků  

Byl připraven 12% w/w vodný roztok PVA, a to sice ředěním 16% PVA Sloviol R 

(Mw 130,000 g/mol, 88% hydrolýzy, Novácké chemické závody, a.s.). 

Poly-ε-kaprolakton (Mw 43,000 g/mol, Polysciences) byl rozpuštěn v rozpouštědlovém 

systému chloroform (Penta)/kyselina octová (Penta)/ethanol (Penta) 8/1/1 (v/v/v). 

Koncentrace PCL v rozpouštědlovém systému činila 16% w/w. Takto připravené roztoky 

byly za stálého míchání rozpouštěny po dobu 24 hodin a ihned zvlákněny. 

4.1.2 Měření vlastností zvlákňovacích roztoků 

Viskozita byla měřena při konstantních otáčkách na rotačním viskozimetru HAAKETM 

Roto ViscoTM 1 od firmy ThermoFisher. Měření bylo provedeno při konstantní smykové 

rychlosti 400 s-1.  Dávkované množství polymerních roztoků pro měření bylo vždy 

300 µl. Měření bylo opakováno třikrát pro každý roztok a byl vypočten průměr 

a směrodatná odchylka. 

Povrchové napětí bylo určeno pomocí přístroje PocketDyne od firmy Krüss. Tento 

přístroj měří maximální tlak, který je potřebný k vytlačení bubliny z kapiláry 

do měřeného roztoku. Naměřený tlak je přímo uměrný povrchovému napětí roztoku, které 

přístroj vypočítá. Měření bylo provedeno desetkrát pro každý roztok a z naměřených dat 

byl vypočten průměr a směrodatná odchylka.  

4.1.3 Elektrostatické zvlákňování  

Elektrostatické zvlákňování bylo provedeno na přístroji NanospiderTM typu NS 

1WS500U od firmy Elmarco, zvlákňovací elektrodou byla struna, na kterou byl nanášen 

roztok ze zásobníku s průvlakem o průměru 0,6 mm. Roztoky byly zvlákněny postupně, 

tedy nejprve byl zpracován jeden polymerní roztok a následně byl vyměněn obsah 

zásobníku za druhý polymer. Byly ověřeny oba způsoby vrstvení, nejprve byla ukládána 

na spunbond vlákna PVA a poté vlákna PCL. Ve druhém experimentu bylo postupováno 

v opačném pořadí. Parametry zvlákňování jsou vypsány v Tabulce 1.  
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Tabulka 1: Parametry zvlákňování roztoků PVA a PCL na NanospiderTM. 

 PVA PCL 

Napětí na struně [kV] 47,4 kV 46,1 kV 

Napětí na kolektoru [kV] - 10,3 kV - 10,4 kV 

Vzdálenost elektrod [cm] 15,9 cm 18,4 cm 

Odtah substrátu [mm/min] 14 – 15 mm/min 15 – 17 mm/min 

Rychlost cartridge [mm/s] 133,8 mm/s 133,8 mm/s 

Teplota [°C] 23°C 23°C 

Vhlkost [%] 42 – 43% 42 – 43% 

 

4.1.4 Skenovací elektronová mikroskopie 

Snímky morfologie vlákenných vrstev byly pořízeny na skenovacím elektronovém 

mikroskopu TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe. Pro zvýšení vodivosti byly vzorky 

pozlaceny 7 nm vrstvou zlata na přístroji Q150ES of firmy Quorum Technologies. 

Snímky byly pořízeny v různých zvětšeních, aby byla umožněna dostatečná morfologická 

charakteristika vrstev. Průměry vláken byly měření v programu NIS Elements 

od společnosti Laboratory Imaging s.r.o. . Bylo změřeno 100 průměrů na snímcích 

se zvětšením 5000x. Výsledky průměrů jsou tak vždy uvedeny ve tvaru 

průměr ± směrodatná odchylka.  

4.1.5 Měření kontaktních úhlů 

Kontaktní úhly vlákenných vrstev byly určeny pomocí přístroje See System 6.2 od firmy 

Advex Instruments. Vrstva byla nalepena na laboratorní sklíčko pomocí oboustranné 

lepící pásky a umístěna na posuvný stolek. Následně bylo pipetou nadávkováno 6 µl DIW 

na vrstvu a pomocí CCD kamery pak byly nasnímány fotografie kapky na vrstvě. Pokud 

byl materiál hydrofilní a kapka se vsakovala, bylo vsakování natočeno a kontaktní úhel 

byl měřen v první vteřině po dosednutí kapky na povrch. Na každé straně materiálu bylo 

naměřeno 10 hodnot, ze kterých byl spočten průměr a směrodatná odchylka.  

4.1.6 Měření adheze 

Adheze dvouvrstvy byla vyjádřena jako kritická síla, při které dojde k odtržení 

jednotlivých vrstev. Síla byla měřena pomocí pružinového siloměru s rozsahem 5 N. 

Vzorek dvouvrstvy o velikosti 1,5 cm x 2 cm, byl pomocí oboustranné lepící pásky 

připevněn PVA vlákennou stranou na rovný pevný povrch a naopak na PCL vlákenné 

straně byl uchycen k rovné podložce, která byla zavěšena na pružinový siloměr. Následně 

byla manuálně zvyšována tahová síla, zátěž byla vytvářena kolmo na rovinu upevnění. 

Průběh byl natáčen pomocí videokamery. Ze zpomaleného záznamu pak byla určena 
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kritická hodnota, při které došlo k odtržení vrstev. Od výsledné síly bylo odečteno 

zatížení, které bylo způsobeno zavěšením podložky na siloměr. Měření bylo opakováno 

5x a výsledek je proto vyjádřen jako průměr ± směrodatná odchylka. Oddělené vrstvy 

byly dále charakterizovány pomocí SEM (TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe), aby došlo 

k ověření, zda dochází k úplnému rozdělení vrstev PVA a PCL.  

4.1.7 Buněčné in vitro testy 

Kultivace a nasazení buněk na materiály 

Materiály byly vystřihány do velikosti dna 24 jamkových kultivačních destiček (průměr 

1,6 cm)  a zatíženy skleněnými kroužky. Před nasazením buněk byly materiály 12 h 

sterilizovány ethylen oxidem (Anprolene) a odvětrány při pokojové teplotě po dobu 

2 týdnů. Myší 3T3 fibroblasty byly kultivovány v Dulbecco´s Modified Eagle Medium 

(DMEM, Biosera) s přídavkem 10% fetálního bovinního séra (FBS, Biosera) a 1% směsi 

antibiotik (penicilin/streptomycin/amfotericin B/glutamin) (Biosera). Buňky byly 

umístěny v kultivačních lahvičkách do inkubátoru se zvlhčenou atmosférou, obsah CO2 

činil 5 % a teplota byla udržována na 37 °C. Poté, co se vrstva buněk stala konfluentní, 

bylo odsáto médium, připipetován fosfátový pufr (PBS) a buňky byly opatrně 

propláchnuty. Dále byly buňky odděleny ze dna kultivační láhve přídavkem trypsinu 

(Lonza), dále pak resuspendovány v novém médiu. Pro určení počtu buněk bylo 

do mikrozkumavky typu Eppendorf napipetováno 10 μl buněčné suspenze a přidáno 10 

μl trypanové modři. Počet buněk byl spočten pomocí přístroje LUNATM od firmy Logos 

Biosystems. Na vlákenné vzorky pak byly nasazeny myší 3T3 fibroblasty (pasáž 14) 

v koncentraci 104
 buněk/jamku. Buňky byly nasazeny v polovině případů na PVA vrstvu 

(bez podkladové vrstvy spunbondu) a v polovině případů na PCL vlákennou vrstvu 

(při testování byla ponechána vrstva spunbondu pro lepší manipulaci se vzorky). Další 

testování probíhalo po 1 dni a 7 dnech metodami metabolického MTT testu, fluorescenční 

a elektronové mikroskopie. 

MTT test  

MTT test slouží k určení metabolické aktivity živých buněk a je založen na redukci 

žlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT) pomocí 

mitochondriálních enzymů na fialovo-modrý formazan, který lze kvantifikovat 

spektrofotometricky. Po 1 dni a 7 dnech byly vzorky (byly analyzovány 3 vzorky 

od každého materiálu) přesunuty do nových kultivačních destiček a bylo přidáno 50 μl 
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roztoku MTT (Amresco) a 150 μl média. Vzorky byly inkubovány po 4 h při 37°C. 

Vzniklé krystalky formazanu byly následně rozpuštěny přidáním 500 μl kyselého 

isopropanolu (IPA) ke každému vzorku. Vzniklé roztoky byly několikrát promíchány 

a následně bylo přeneseno 200 μl do 96 jamkové mikrotitrační destičky a pomocí přístroje 

typu ELx808 od firmy BioTek byly změřeny absorbance při vlnových délkách 570 nm 

a 690 nm. Vlnová délka 690 nm sloužila jako referenční. Výsledná data byla spočtena 

jako rozdíl hodnot při těchto vlnových délkách a opět vyjádřena ve tvaru 

průměr ± směrodatná odchylka. Porovnání získaných hodnot bylo vyneseno do grafu 

za použití programu GraphPad Prism. Data pocházela z normálního rozdělení a proto byl 

použit Bonferonni parametrický test. P-hodnota značí, jak je významná odlišnost mezi 

porovnávanými skupinami a v grafu je tato míra odlišnosti vyznačena pomocí hvězdiček.  

Příprava vzorků pro fluorescenční mikroskopii 

Vzorky (jeden od každého materiálu) po 1 dni a 7 dnech byly 2x opláchnuty v PBS 

a následně fixovány roztokem 2,5% glutaraldehydu (Sigma Aldrich) v PBS po dobu 

10 min při 4°C. Po dokončení fixace byly vzorky 2x opláchnuty v PBS 

a permeabilizovány v 500 μl 0,1% roztoku Tritonu X-100 (Sigma Aldrich) v PBS + 0,1% 

roztoku bovinního sérového albuminu (BSA, VWR Chemicals) po dobu 5 minut. 

Následně byly vrstvy opláchnuty v PBS a bylo přidáno 500 μl roztoku 

phalloidin-fluorescein izokyanátu (FITC, Sigma Aldrich), ředěného 1:1000. Takto 

připravené vzorky byly ponechány 30 minut v alobalu, aby nedošlo k znehodnocení 

fluorescenčního barviva na světle. Poté byly vzorky 2x opláchnuty v PBS a k dalšímu 

barvení byl použit roztok 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI, Sigma Aldrich), ředěný 

1:1000. Barvení probíhalo po dobu 5 min a mikrotitrační destička byla opět chráněna 

alobalem proti světlu. Po dokončení barvení byly vzorky 2x opláchnuty v PBS 

a ponechány v PBS. Vzorky byly následně nasnímány na fluorescenčním mikroskopu 

Nikon. Pro porovnání počtu buněk na testovaných materiálech byla provedena jejich 

kvantifikace. Ze snímků buněčných jader obarvených DAPI (zvětšení 100x) byly 

spočítány buňky z 10ti zorných polí a výsledky přepočítány počet buněk na 1 mm2. Tyto 

hodnoty byly opět znázorněny v grafu, vytvořeném v software GraphPad Prism. 

V případě statisticky významné odlišnosti mezi skupinami je vynesena příslušná 

p-hodnota, která je značena hvězdičkami. 
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Příprava vzorků pro SEM  

Vzorky byly po 7 dnech propláchnuty 2x v PBS a následně fixovány v 2,5% 

glutaraldehydu (Sigma Aldrich) v PBS po dobu 10 min při 4°C. Následně byly vzorky 

odvodněny vzestupnou ethanolovou řadou (60%, 70%, 80%, 90%, 96% a 100%). 

Ke vzorku bylo vždy napipetováno 500 μl příslušného ethanolového roztoku a bylo 

ponecháno po deset minut, dokud nebyl roztok odsát a vyměněn za více-procentní. 

Po dokončení odvodnění byly vzorky ponechány schnout na parafilmu. Po úplném 

uschnutí byly vzorky nalepeny oboustrannou lepící páskou na terčík, pozlaceny 7 nm 

vrstvou zlata a nasnímány na skenovacím elektronovém mikroskopu TESCAN VEGA 3 

SB Easy Probe. 

4.2 Výsledky 

4.2.1 Vlastnosti zvlákňovacích roztoků 

V den zvlákňování byly změřeny vlastnosti zvlákňovacích roztoků, a to sice viskozita 

a povrchové napětí. Viskozita PVA roztoku činila (0,486 ± 0,008) Pa⋅s při teplotě 20°C 

a povrchové napětí bylo (81,96 ± 2,42) mN/m při teplotě 25,7°C . Hodnota viskozity PCL 

byla (0,189 ± 0,002) Pa⋅s při teplotě 20°C a povrchové napětí poté (123,48 ± 5,00) mN/m 

při teplotě 25,9°C. 

4.2.2 Výsledná morfologie vrstev 

Na zařízení NanospiderTM byly vyrobeny dva materiály a ověřeny tak oba způsoby pořadí 

(v textu dále značeny jako Přístup 1 a Přístup 2), ve kterém mohou být roztoky 

zvlákňovány.  

Přístup 1 - Zvlákňování v pořadí PVA - PCL 

Nejprve bylo přistoupeno ke zvláknění roztoku PVA, na vzniklou vlákennou vrstvu byl 

okamžitě zvlákňován roztok PCL. Oba polymery byly zvlákňovány po dobu 15 minut. 

Morfologie PVA je společně s histogramem četnosti naměřených průměrů vláken 

znázorněna na Obrázku 16. Průměr vláken činil (242,11 ± 84,21) nm. Výsledná vlákenná 

vrstva obsahuje spojitá PVA vlákna. Vlákna jsou hladká a mají pravidelný tvar. Nejsou 

patrné žádné kapkové defekty, nedocházelo tedy k elektrostatickému rozprašování 

a koncentrace roztoku byla zvolena vhodně. Na některých místech lze vidět shluky 

spojených vláken většího průměru, je proto možné, že nedošlo k úplnému odpaření 

rozpouštědla a některá vlákna dopadala na spunbond mokrá. 
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Obrázek 16: SEM snímky vlákenné vrstvy PVA, měřítko 50 µm; 10 µm, společně s 

histogramem četnosti naměřených průměrů vláken. 

Na Obrázku 17 lze vidět morfologii vrstvy PCL a histogram četnosti naměřených 

průměrů vláken. Průměr vláken byl (846,60 ± 805,61) nm. Vrstva obsahuje defekty 

typické pro PCL vlákna. Co se průměrů týká, vrstva je nehomogenní a obsahuje převážně 

submikronová vlákna. Místy jsou patrné kapkové defekty.  
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Obrázek 17: SEM snímky vlákenné vrstvy PCL, měřítko 50 µm; 10 µm, společně s 

histogramem četnosti naměřených průměrů vláken. 

Přístup 2 - Zvlákňování v pořadí PCL - PVA 

V druhé části experimentu bylo cílem nejprve zvláknit PCL a na vzniklý povrch následně 

uložit vlákennou vrstvu PVA. Roztoky byly zvlákňovány při stejných podmínkách jako 

v Přístupu 1. Oba polymerní roztoky bylo možné zvláknit i tímto způsobem, nicméně 

vytvořená dvouvrstva nevykazovala soudržnost a vrstvy se od sebe samovolně 

oddělovaly (viz Obr. 18). S vrstvou proto nebude dále pracováno.  
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Obrázek 18: Fotografie vlákenné vrstvy substrát - PVA - PCL (a) a vlákenné vrstvy 

substrát - PCL - PVA (b). 

4.2.3 Výsledný kontaktní úhel 

Kontaktní úhel byl měřen na soudržné vrstvě (Přístup 1). Hodnota kontaktního úhlu PVA 

vrstvy činila (32,85 ± 6,81)°. Materiál je smáčivý a kapka se vždy vsákla do materiálu 

během 15 vteřin. Naopak PCL strana vykazovala kontaktní úhel (95,33  ± 21,79)°.  

4.2.4 Adheze vrstvy 

Hodnota kritické zátěže, při které došlo k oddělení vrstev (vytvořených Přístupem 1), 

dosáhla hodnoty (3,22 ± 0,19) N. Na Obrázku 19 lze vidět SEM snímky a morfologii 

vrstev po oddělení. Dle SEM snímků lze usoudit, že vrstvy od sebe nebyly plně 

separovány. Vlákenná morfologie PVA oddělené vrstvy není hladká a uniformní, naopak 

jsou patrná i defektní vlákna, typická pro PCL. Navzdory tomu, že vrstvy byly 

zvlákňovány sekvenčně, nejspíš došlo k částečnému propletení vláken PVA a PCL a není 

tak možné je od sebe odtrhnout jednotlivě.  
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Obrázek 19: SEM snímky morfologii mechanicky oddělených vrstev vlákenné 

dvouvrstvy PVA/PCL (Přístup 1), měřítko 50 µm. 

Závěr 

Pomocí bezjehlového elektrostatického zvlákňování byla připravena vlákenná 

dvouvrstva z polymerů PVA a PCL. Metoda výroby v pořadí PVA/PCL (Přístup 1) 

se ukázala jako úspěšná. Jednotlivé vrstvy drží u sebe a neoddělují se. Naopak, pokud je 

nejprve vyrobena vrstva PCL, na kterou jsou ukládána vlákna PVA (Přístup 2), výsledná 

vrstva není soudržná, jak lze vidět na Obrázku 18 (b), a tato vrstva nebude dále používána.  

4.2.5 Výsledky in vitro testování 

Test metabolické aktivity buněk kultivovaných na testovaných materiálech (MTT)  

Výsledky metabolické aktivity buněk po 1 a 7 dnech kultivace na vlákenné vrstvě PCL 

a PVA jsou zobrazeny v grafu na Obrázku 20. Buněčná adheze po 1 dni od nasazení byla 

srovnatelná na obou stranách kompozitního materiálu. Po týdenní kultivaci došlo k větší 

proliferaci na vrstvě PVA, kde byla naměřena vyšší absorbance odpovídající metabolické 

aktivitě, resp. počtu buněk na vlákenných vrstvách.  
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Obrázek 20: Test buněčné viability po inkubaci vlákenných materiálů s fibroblasty po 1 

a 7 dnech kultivace, * p<0.05 (ANOVA, Bonferroni). 

Fluorescenční mikroskopie  

Buňky byly vizualizovány fluorescenčně (viz Obr. 21) dvojím barvením 

phalloidinem+FITC, který se váže na aktinová vlákna cytoskoletu (zelená) a DAPI 

zvýrazňující buněčná jádra (modrá). Rozprostřenější buňky se nacházely na vrstvě PVA 

po 1 dni kultivace. Během týdenní kultivace došlo na obou materiálech k proliferaci 

buněk. Na vrstvě PCL se po týdnu nacházely klastry buněk. Na straně, kde se nacházela 

vlákna PVA, byla vytvořena téměř konfluentní vrstva buněk. 
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Obrázek 21: Snímky z fluorescenční mikroskopie buněk obarvených 

phalloidinem+FITC (zelená) a DAPI (modrá) po 1 a 7 dnech kultivace, měřítko 50 µm. 

Pro porovnání počtu buněk na testovaných materiálech byla provedena jejich 

kvantifikace. Výsledky jsou shrnuty v grafu na Obrázku 22. První testovací den byl počet 

buněk na obou materiálech srovnatelný. Po týdenní kultivaci se nacházelo statisticky 

významně větší množství buněk na vrstvě PVA, což dokazuje i předchozí snímek 

z fluorescenční mikroskopie. 
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Obrázek 22: Počet buněk na 1 mm2 získaný kvantifikací buněčných jader na testovaných 

materiálech, *** p<0.001 (ANOVA, Bonferroni). 

SEM  

Fibroblasty na testovaných materiálech byly dále vizualizovány pomocí skenovací 

elektronové mikroskopie (viz Obrázek 23). Výsledky se shodují s výstupy fluorescenční 

mikroskopie, po týdenní kultivaci se nacházelo více buněk na vrstvě PVA než 

na vlákenném PCL. Ze snímků je patrné, že vlákna PVA se během experimentu 

rozpustila. Jejich přítomnost však značně ovlivnila buněčnou adhezi a proliferaci, která 

byla přítomností PVA vláken zlepšená. 
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Obrázek 23: SEM snímky testovaných vrstev po týdenní kultivaci fibroblastů, měřítko 50 

μm. 

Závěr 

In vitro testování bylo provedeno na materiálu PVA/PCL, který byl vyroben vrstvením 

v pořadí PVA – PCL a vykazoval tak přilnavost jednotlivých vrstev. Přestože hydrofilní 

nanovlákna PVA byla rozpuštěna, byl pozorován výrazný vliv přítomnosti tohoto 

polymeru na buněčnou proliferaci. Po týdenní kultivaci byl naměřen větší počet buněk 

korespondující s vyšší metabolickou aktivitou buněk na vrstvě obsahující nanovlákna 

PVA v porovnání s vrstvou PCL. 
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5 Experiment 2 – Dvouvrstvý vlákenný materiál kyselina 

hyaluronová/poly-ε-kaprolakton 

Kompozitní vrstva HA/PCL byla vyrobena dvěmi metodami, které budou dále v textu 

označeny jako Metoda A a Metoda B. V obou případech se jednalo o zpracování 

polymerních roztoků v elektrostatickém poli. 

5.1 Metody 

5.1.1 Příprava polymerních roztoků  

Pro Metodu A byla používána HA (Mw = 1 700 kDa, dodavatel Kutilov) bakteriálního 

původu v kosmetické kvalitě, 𝜌 = 0,143 g/cm3, obsah proteinu pod 0,1%. Byl připraven 

vodný roztok HA o koncentraci 0,3% w/w. Roztok HA byl obarven červeným barvivem 

pro snažší pozorování elektrostatického sprayování a orientačnímu určení obsahu kapek 

HA ve výsledné vrstvě. Poly-ε-kaprolakton (Mw = 43,000 g/mol, Polysciences) byl 

rozpuštěn v rozpouštědlovém systému chloroform (Penta)/kyselina octová 

(Penta)/ethanol (Penta) 8/1/1 (v/v/v). Koncentrace PCL v rozpouštědlovém systému 

činila 16% w/w. Roztoky byly míchány na magentickém míchadle po dobu 24 hodin, 

dokud nedošlo k úplnému rozpuštění polymerů. 

Pro Metodu B byla použita HA (Mw = 1 200 kDa, dodavatel Kutilov) bakteriálního 

původu v kosmetické kvalitě, 𝜌 = 0,143 g/cm3, obsah proteinu pod 0,1%. Byl připraven 

vodný roztok HA o koncentraci 0,5% w/w. Poly-ε-kaprolakton (Mw 43,000 g/mol, 

Polysciences) byl rozpuštěn v rozpouštědlovém systému chloroform (Penta)/kyselina 

octová (Penta)/ethanol (Penta) 8/1/1 (v/v/v). Koncentrace PCL v rozpouštědlovém 

systému činila 16% w/w. Takto připravené roztoky byly rozpouštěny po dobu 24 hodin. 

5.1.2 Měření vlastností zvlákňovacích roztoků 

Měření viskozit a povrchového napětí roztoků je popsáno v kapitole 4.1.2, v tomto 

experimentu bylo postupováno stejným způsobem. 

5.1.3 Elektrostatické zvlákňování  

Pro Metodu A byl zvolen přístup, který kombinuje elektrostatické rozprašování 

(pro roztok HA) a elektrostatické zvlákňování (pro PCL). Předpokládalo se, že kapky 

vysoko-molekulární kyseliny hyaluronové budou zachyceny mezi PCL vlákna a tím 

dojde k nižší rozpustnosti HA ve vodě a udržení ve vrstvě i ve vodném prostředí. Aby 

došlo k dostatečnému propletení vláken PCL a kapek HA, ale zároveň aby nebyly 
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navzájem ovlivňovány jednotlivé procesy zvlákňování a rozprašování,  byly jehly 

s polymerními roztoky umístěny proti sobě (viz Obrázek 24). Jehla s roztokem PCL byla 

připojena na kladný zdroj, zatímco jehla s vodným roztokem HA byla připojena 

na záporný zdroj. Mezi jehly byl umístěn rotující kolektor ve tvaru válce, který byl 

uzemněn. Vznikající vlákna a kapky byly ukládány na modrý spunbond. Parametry 

zvlákňování jsou zapsány v Tabulce 3. 

 

 

Obrázek 24: Schéma (a) a fotografie aparatury pro přípravu vrstvy HA/PCL (b), 

metodou A. 
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Tabulka 2: Parametry elst. zvlákňování (PCL) a elst. sprayování (HA), Metoda A. 

 16% w/w PCL 0,3% w/w HA 

Napětí [kV] 20 - 25 (sníženo z - 29) 

Proud [mA] 0,1 0,1 

Vzdálenost od kolektoru 

[cm] 

17 15 

Průměr jehly [mm] 1,38 0,89 

Dávkování roztoku [ml/h] 30 2 (sníženo ze 4) 

Okolní teplota [°C] 24,1 24,1 

Vlhkost [%] 32 - 35 32 - 35 

 

Pro Metodu B se postup výrazně lišil. Roztoky byly postupně elektrostaticky zvlákněny 

na zařízení NanospiderTM. Nejprve byl zvlákněn PCL a následně byl vyměněn roztok 

v zásobníku za HA. Vznikající vlákna byla ukládána na modrý spunbond. Parametry 

zvlákňování jsou zapsány v Tabulce 4. 

Tabulka 3: Parametry elst. zvlákňování roztoků PCL a HA na NanospiderTM. Metoda B. 

 PCL HA 

Napětí na struně [kV] 30,7 kV 39 kV 

Napětí na kolektoru [kV] - 10,2 kV - 10,7 kV 

Vzdálenost elektrod [cm] 16,9 cm 13,3 cm 

Odtah substrátu [mm/min] 11 mm/min 3 mm/min 

Rychlost cartridge [mm/s] 288,1 mm/s 189,2 mm/s 

Teplota [°C] 22°C 22°C 

Vhlkost [%] 40,9 % 40,7 % 

 

Jelikož elektrostatické zvlákňování HA není tak produktivní jako tvorba vláken PCL, 

byly provedeny dva cykly nanášení roztoku HA oproti jednomu cyklu nanášení PCL. 

Bylo tak dosaženo zvláknění většího objemu roztoku HA a také došlo k vytvoření 

souvislé vrstvy vláken HA. Parametry zvlákňování HA při druhém převíjení jsou uvedeny 

v Tabulce 5. Materiál byl následně charakterizován pomocí SEM. Na základě SEM 

snímků bylo rozhodnuto, že pro větší podíl HA ve výsledné vrstvě bude 10 ml roztoku 
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HA do zvlákněné dvouvrstvy manuálně rozprášeno pomocí difuzéru. Manuální 

rozprašování bylo provedeno ze vzdálenosti 50 cm od vrstvy.  

Tabulka 4: Parametry elst. zvlákňování roztoku HA na NanospiderTM, Metoda B. 

 HA 

Napětí na struně [kV] 38,9 kV 

Napětí na kolektoru [kV] - 10,7 kV 

Vzdálenost elektrod [cm] 13,3 cm 

Odtah substrátu [mm/min] 9 mm/min 

Rychlost cartridge [mm/s] 154,5 mm/s 

Teplota [°C] 22,6°C 

Vhlkost [%] 37,2 % 

 

5.1.4 Skenovací elektronová mikroskopie  

Metodika snímání vzorků pomocí SEM byla provedena stejným způsobem, jako již bylo 

popsáno v kapitole 4.1.4. 

5.1.5 Měření kontaktních úhlů 

Kontaktní úhly byly měřeny stejnou metodou jako bylo popsáno v kapitole 4.1.5. 

V případě HA/PCL vrstvy vyrobené Metodou A byl kontaktní úhel měřen pouze z jedné 

strany vrstvy (svrchní), jelikož se nejedná o dvouvrstvu ale kompozitní materiál.  

5.1.6 Měření adheze 

Adheze byla měřena pouze pro vlákennou dvouvrstvu vyrobenou Metodou B. Metodika 

měření byla totožná s měřením adheze materiály PVA/PCL a je popsána v Kapitole 4.1.6. 

5.1.7 Gelová permeační chromatografie – Metoda A 

Pro ověření efektivity zachycení elektrostaticky rozprášených kapek HA mezi PCL 

vlákna byla použita gelová permeační chromatografie (GPC). Z výsledné vrstvy byly 

vystřiženy tři vzorky, plocha každého vzorku činila 2 cm2. Následně byl jeden vzorek 

ponechán bez rozpouštění a ostatní dva byly samostatně ponořeny do DIW po dobu 1 h, 

resp. 24 h. Následně byly vzorky ponechány volně uschnout a dále analyzovány. Byl 

použit systém  Dionex Ultimate 3000 vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) 

s diode array detektorem a odpařovacím detektorem rozptylu světla (ELSD) Varian 

LC-385. Pro stanovení PCL byla použita polymerní GPC kolona Phenomenex Phenogel 
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délky 30 cm s vnitřním průměrem 4,6 mm a velikostí částic 5 µm. Jako mobilní fáze byl 

použit čistý tetrahydrofuran čistoty HPLC, průtok  činil 1 ml/min. Pro stanovení kyseliny 

hyaluronové byla použita polymerní GPC kolona Asahipak GF 7M délky 30 cm 

s vnitřním průměrem 7,8 mm a velikostí částic 9 µm. Jako mobilní fáze byl použit 

5% acetonitril čistoty HPLC v deionizované vodě, průtok  činil 0,6 ml/min. 

Chromatogramy vzorků byly zaznamenávány při  vlnové délce 200, 210, 220a 250 nm 

a pomocí ELSD detektoru po dobu 23 minut. Teplota nebulizéru ELSD detektoru byla 

nastavena na 80°C a evaporátoru na 80°C. Průtok dusíku činil 1,3 l/min. Teplota 

kolonového kompartmentu byla nastavena na 30°C. Bylo nastřikováno 30 µl vzorku.  

Vzorků polymerů bylo naváženo okolo 4 mg a tyto navážky byly rozpuštěny ve 4 ml vody 

v případě kyseliny hyaluronové a 4 ml tetrahydrofuranu v případě PCL. Vzorky byly 

před nastříknutím filtrovány teflonovým stříkačkovým filtrem s velikostí pórů 0,45 µm.  

5.2 Výsledky Metoda A  

5.2.1 Vlastnosti zvlákňovacích roztoků 

V den zvlákňování byly změřeny vlastnosti zvlákňovacích roztoků, a to sice viskozita 

a povrchové napětí. Viskozita HA roztoku činila (0,079 ± 0,002) Pa⋅s při teplotě 27°C 

a povrchové napětí bylo (76,96 ± 0,63) mN/m při teplotě 27°C . Hodnota viskozity PCL 

byla (0,190 ± 0,024) Pa⋅s při teplotě 27°C a povrchové napětí poté (121,53 ± 6,42) mN/m 

při teplotě 27°C. 

5.2.2 Výsledná morfologie vrstvy  

Morfologii materiálu lze vidět na SEM snímcích v Obr. 25 (A), společně s histogramem 

četnosti naměřených průměrů (B) a fotografií výsledné vrstvy (C). Z fotografie je patrné, 

že vrstva obsahuje kapky roztoku vysokomolekulární (1,7 MDa) HA, který byl obarven 

červeným barvivem. V morfologii PCL vláken lze nalézt značné množství defektů včetně 

kapkových útvarů, což značně stěžuje rozeznání od elektrostaticky rozprášených kapek 

roztoku HA. PCL vlákna mají průměr (893,25 ± 1378,49) nm. Průměr vláken je 

nehomogenní a vrstva obsahuje submikronová i mikronová vlákna.  
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Obrázek 25: SEM snímky vlákenné vrstvy HA/PCL (Metoda A) měřítko 50 µm; 10 µm 

(A), společně s histogramem četnosti naměřených průměrů vláken (B) a fotografií 

výsledné vrstvy (C).  

Pro lepší porovnání byly rovněž pořízeny SEM snímky samotné nanovlákenné vrstvy 

PCL (viz Obr. 26). Tato vrstva PCL byla zvlákněna z jehlové aparatury při stejných 

podmínkách, které byly aplikovány na roztok PCL při zvlákňování PCL/HA materiálu. 

Snímky samotné PCL vrstvy dokazují, že kapkové defekty jsou přítomny 

i při zvlákňování samotného PCL roztoku.  



55 

 

 

Obrázek 26: SEM snímky vlákenné vrstvy PCL (porovnání pro Metodu A) měřítko 50 

µm; 10 µm. 

5.2.3 Výsledný kontaktní úhel 

Kontaktní úhel vrstvy činí (109,55 ± 15,37)°. Materiál je hydrofóbní a na Obrázku 27 lze 

vidět fotografii, pořízenou CCD kamerou při měření.  

 

Obrázek 27: Fotografie kapek vody na PCL/HA materiálu (Metoda A). 

5.2.4 Výsledky gelové permeační chromatografie 

Cílem experimentu bylo zajistit nižší rozpustnost HA ve výsledné vrstvě.  Bylo tedy nutné 

ověřit, zda vrstva bude obsahovat elektrostaticky rozprášené kapky HA i po úplném 

ponoření do destilované vody. Pro tyto účely byly připraveny vzorky pro GPC, kde byly 

testovány materiály po 1 hod a 1 dni rozpouštění v DIW. Přítomnost HA však nebylo 
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možné potvrdit vzhledem k tomu, že ve výluhu z vrstvy byla koncentrace  HA nižší 

než 50 mg/l a metoda není citlivá na tak malý podíl. 

Závěr 

Cílem experimentu bylo vytvořit materiál obsahující efektivně zachycenou kyselinu 

hyaluronovou mezi PCL vlákna. Při úspěšném experimentu by dále nebylo nutné 

provádět síťování HA. Pomocí GPC stanovení se vzhledem k nízkému obsahu HA 

ve vrstvě nepodařilo potvrdit, zda byly elektrostaticky rozprášené kapky 

vysoce-molekulární kyseliny hyaluronové účinně zachyceny mezi PCL vlákna. Ze SEM 

snímků je patrné, že PCL vlákna nejsou uniformní a není tak možné s jistotou rozeznat 

kapky HA od defektů PCL. Na základě těchto výsledků a skutečnosti, že elektrostatické 

rozprašování a zvlákňování z jehly jsou neproduktivní metody, bylo rozhodnuto, 

že s materiálem nebude dále pracováno. Další charakteristika vrstvy jako měření adheze 

a in vitro testy proto nebyly provedeny.  

5.3 Výsledky Metoda B 

5.3.1 Vlastnosti zvlákňovacích roztoků 

Viskozita HA roztoku činila (0,081 ± 0,002) Pa⋅s při teplotě 23°C a povrchové napětí 

bylo (78,83 ± 1,15) mN/m při teplotě 25,9°C. Hodnota viskozity PCL byla 

(0,195 ± 0,003) Pa⋅s při teplotě 23°C a povrchové napětí poté (125,81 ± 7,20) mN/m 

při teplotě 25,9°C. Hodnoty byly měřeny v den zvlákňování. 

5.3.2 Výsledná morfologie vrstvy 

Obrázek 28 obsahuje SEM snímky vrstvy po zvláknění na NanospiderTM a také 

histogramy četnosti naměřených průměrů vláken. Průměr PCL vláken činil 

(798,55 ± 685,70) nm a průměr jemných HA byl (79,4 ± 18,6) nm. Vrstva obsahuje 

ultrajemná nanovlákna HA s občasnými defekty ve tvaru kapek. Docházelo tedy 

i k elektrostatickému rozprašování. V tomto případě se jedná o koncentrační problém. 

Koncentrace roztoků HA byly příliš nízká, což potvrzuje i nízká viskozita HA roztoků. 

Avšak koncentrace musí být udržena na nízkých hodnotách, jinak není možné zpracování 

vysokomolekulárních roztoků HA elektrostatickým zvlákňováním. Protože zvlákňování 

nebylo příliš produktivní, nedošlo k vytvoření homogenní vrstvy. Bylo tedy rozhodnuto 

doplnit obsah HA ve vrstvě manuálním rozprašováním pomocí difuzéru. Obrázek 29 pak 

zahrnuje SEM snímky po následném obohacení vrstvy o HA. Ze SEM snímků lze vidět, 

že jemná síť nanovláken HA poskytuje dostatečnou podporu pro doplnění HA tímto 
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způsobem. Z morfologických snímků je zjevné, že ve vrstvě byla udržena původní 

struktura a povedlo se tak vytvořit více uniformní povrch. PCL vlákna přesto nebyla plně 

překryta, jako tomu bylo v případě PVA/PCL vrstvy. 

  

 

Obrázek 28: SEM snímky elektrostaticky zvlákněné vrstvy HA/PCL (Metoda B), měřítko 

10 µm; 5 µm a histogram četnosti naměřených průměrů vláken. 
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Obrázek 29: SEM snímky elektrostaticky zvlákněné vrstvy HA/PCL (Metoda B) 

doplněné o manuální rozprašování; měřítko 10 µm. 

5.3.3 Výsledný kontaktní úhel 

Kontaktní úhel byl měřen z obou stran dvouvrstvy, vytvořené elektrostatickým 

zvlákňováním a manuálním rozprašováním. Hodnota kontaktního úhlu PCL strany činila 

(88,63  ± 20,29)° a naopak HA strana vykazovala kontaktní úhel (46,59  ± 15,19)° a kapka 

se vsákla během 15 vteřin.  

5.3.4 Adheze vrstvy 

Nepodařilo se spolehlivě změřit adhezi dvouvrstvy HA/PCL. Vrstva obsahuje 

nanovlákna HA, která však nejsou uniformně rozmístěna po celé vrstvě PCL vláken. Není 

tak jisté, zda se na všech vybraných vzorcích o malé ploše (3 cm2) nachází stejný podíl 

vláken HA. Hodnoty kritické síly se pak při každém měření výrazně liší a je obtížné 

zachytit moment oddělení ultrajemné vlákenné vrstvy HA.  

Závěr 

Podařilo se vytvořit nanovlákennou vrstvu HA/PCL kombinací elektrostatického 

zvlákňování a manuálního rozprašování. Byly nalezeny podmínky pro zvláknění vodného 

roztoku HA o vysoké molekulové hmostnosti bez přídavku aditiv. Zpracování roztoků 

HA v elektrickém poli však nebylo příliš produktivní, proto bylo rozhodnuto doplnit 

zvlákněnou vrstvu o HA pomocí manuálního rozprašování difuzérem. Takto připravená 

vrstva byla více homogenní a byla tak vybrána pro další experimenty. Bylo stanoveno, 

že in vitro testování bude provedeno až po povrchové úpravě hydrofilní HA vrstvy, 
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jelikož HA nanovlákna se ihned rozpustí ve vodě a během testování by nezůstala součástí 

dvouvrstvy.  

6 Experiment 3 – Povrchová úprava hydrofilních stran 

dvouvrstvých vlákenných materiálů pomocí plazmatického 

procesu 

Plazmatická úprava vrstev byla provedena za účelem zvýšení hydrofobicity 

elektrostaticky zvlákněných vodorozpustných polymerů, tedy PVA a HA. Tyto 

experimenty byly vykonány ve spolupráci s Ing. Lukášem Voleským (Katedra materiálů 

Technické univerzity v Liberci).  

6.1 Metody 

6.1.1 Příprava vrstev 

Byly použity vrstvy PVA/PCL a HA/PCL, vyrobené v kapitole 4 a kapitole 5. Metoda 

přípravy vrstev byla popsána v kapitole 4.1.3 a 5.1.3.  

6.1.2 Plazmatická úprava 

Plazmatická modifikace byla provedena studeným methanovým plazmatem, metodou 

RF PACVD (Radio Frequency Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition). Zařízení 

lze vidět na Obrázku 30. Jednalo se o chemickou metodu depozice, chemické reakce 

probíhaly ve vysokofrekvenčním elektrickém poli ve vakuové komoře, do které byl 

vpouštěn plynný methan. Další nastavené parametry zahrnovaly tlak vakua [Pa], napětí 

[V], průtok plynu [sccm] a čas [min]. Při všech procesech byly parametry drženy 

konstantně na následujících hodnotách: p = 20 Pa; U = 200 V; CH4 = 20 sccm; t = 3 min.  
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Obrázek 30: Plazmatická komora. 

6.1.3 Skenovací elektronová mikroskopie 

Změny v morfologii vrstvy po plazmatické úpravě byly vyhodnoceny pomocí SEM. 

Metodika je popsána v kapitole 4.1.4. Výsledné hodnoty naměřených průměrů 

v programu NIS Elements byly dále zpracovány pomocí software GraphPad Prism. Byla 

tak vytvořena vizualizace naměřených hodnot pomocí kvartilů neboli tvz. krabicový graf 

(boxplot).  

6.1.4 Kontaktní úhel 

Kontaktní úhel byl měřen stejnou metodou, jako bylo popsáno v kapitole 4.1.5. Výsledky 

obsahují naměřené hodnoty plazmaticky upravených stran v porovnání 

s nemodifikovanými stranami. 

6.1.5 Měření adheze 

Adheze vrstvy po plazmatické úpravě byla provedena stejnou metodikou jako bylo 

popsáno v Kapitole 4.1.6.  

6.1.6 Určení změn v chemické struktuře po plazmatické úpravě 

Případné strukturní změny plazmaticky upravených vrstev byly pozorovány pomocí 

ATR-FTIR analýzy. Pro tyto účely byl použit přístroj Nicolet iZ10 od firmy Thermo 

Fisher, ATR technika byla uskutečněna na krystale z Ge. Ve výsledném spektru byla 

provedena korekce na atmosféru, baseline a vyhlazení. 
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6.1.7 In vitro testování 

In vitro testování modifikovaných vrstev probíhalo podobnou metodikou, která byla již 

popsána v Kapitole 4.1.7. Vzhledem k výsledkům testů PVA/PCL vrstvy bez plazmatické 

úpravy (viz Kapitola 4.2.5) bylo tentokrát otestováno, zda případné degradační produkty 

plazmaticky upravených PVA / HA mohou ovlivnit buněčnou viabilitu. In vitro testy byly 

proto navýšeny o testování extraktů.  

1) Extrakty 

Testování bylo provedeno dle normy ČSN EN ISO 10993:5 Biologické hodnocení 

zdravotnických prostředků – Část 5: Zkoušky na cytotoxicitu in vitro. Extrakty byly 

připraveny inkubací vlákenných materiálů (o velikosti dna 24jamkové destičky) 

v kompletním médiu po dobu 24 hodin a 7 dnů (1 ml). Tyto extrakty byly následně 

přidány ke konfluentní vrstvě 3T3 myších fibroblastů v 96-ti jamkové destičce 

(nasazené 1 den předtím v koncentraci 104 buněk / jamku). Jako kontroly byly použity: 

(1) médium ve stejném objemu jako testované extrakty (100, 200 μl), (2) médium 

s obsahem cytotoxického Tritonu X-100. Po týdenní inkubaci byl testován pouze jeden 

objem média / extraktu (100 μl). Po 24 hodinách inkubace byl proveden standardní MTT 

test (mikroskopická kontrola buněk, inkubace buněk s 50 μl MTT 4 hodiny, 37°C, 

rozpuštění krystalů formazanu ve 100 μl okyseleného isopropanolu, měření absorbance 

při 570 nm, 650 nm). Výsledky byly přepočítány proti hodnotě viability kontrolních 

buněk ve 100 μl média (100%ní viabilita). 

2) Hodnocení adheze a proliferace fibroblastů na kompozitní materiály  

Kompozitní materiály PVA/PCL a HA/PCL po plazmatické úpravě byly osazeny myšími 

3T3 fibroblasty (pasáž 11) a hodnotila se interakce jednotlivých stran kompozitních 

materiálů s buňkami po 1 a 7 dnech kultivace. Materiály byly vystříhány do velikosti dna 

24jamkové destičky, zatíženy skleněným kroužkem a vysterilizovány v ethylen oxidu. 

Metodika MTT testu, fluorescenční mikroskopie a SEM byla popsána v kapitole 4.1.7.   

6.2 Výsledky 

6.2.1 Změna morfologie hydrofilních vrstev po plazmatické úpravě 

PVA/PCL soudržná vrstva, vyrobena vrstvením v pořadí PVA-PCL (Přístup 1), byla 

upravena pomocí plazmatické úpravy. Modifikaci byla podrobena pouze hydrofilní strana 

vrstvy. Na Obrázku 31 lze vidět snímky ze SEM před a po modifikaci a také fotografie 
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vrstvy. Průměr před modifikací činil (242,11 ± 84,21) nm a po plazmatické úpravě byl 

(236,96 ± 69,80) nm. Nejsou patrné žádné změny v morfologii vláken a nedošlo ani 

ke změně průměrů vláken. Na fotografiích je vidět pouze nepatrná změna barvy vrstvy, 

což také indikuje, že nedošlo k dostatečnému zabudováním uhlíku do struktury.  

 

Obrázek 31: SEM snímky vrstvy PVA/PCL před a po modifikaci plazmatickou metodou; 

měřítko 10 µm (A), společně s fotografiemi (B) a porovnáním průměrů vláken PVA (C). 

 

HA/PCL vrstva, vyrobená elektrostatickým zvlákňováním a manuálním rozprašováním, 

byla modifikována plazmatickou metodou. Upravena byla pouze hydrofilní HA strana 

vrstvy. SEM snímky původní a upravené vrstvy jsou součástí Obrázku 32 společně 
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s porovnáním průměrů vláken a fotografií vrstev. Průměr před modifikací činil 

(79,4 ± 18,6) nm a po plazmatické úpravě byl (113,77 ± 30,84) nm. Ze SEM snímků 

i z naměřených průměrů vyplývá zjevná změna morfologické struktury vláken. Vlákenná 

struktura zůstala zachována, ale vlákna mají hrubší a členitější povrch. To může být 

způsobeno depozicí methanových radikálů na vlákennou strukturu, ale i případným 

naleptáváním vrstvy dalšími reaktivními částicemi plazmatu. Modifikaci uhlíkovými 

skupinami lze předpokládat i dle fotografie, jelikož vrstva po úpravě plazmatem je 

zabarvená a tmavší.  

Obrázek 32: SEM snímky vrstvy HA/PCL před a po modifikaci plazmatickou metodou; 

měřítko 10 µm (A), společně s fotografiemi (B) a porovnáním průměrů vláken HA (C). 
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6.2.2 Změna kontaktního úhlu 

Kontaktní úhel byl měřen z obou stran materiálu, a to sice před i po modifikaci 

plazmatem. Byla vytvořena Tabulka 6, která porovnává jednotlivá měření. Kontaktní úhel 

HA vrstvy byl výrazně zvýšen a je proto zjevné, že se podařilo navýšit hydrofobicitu 

smáčivých stran vrstvy. Pro lepší ilustraci změny smáčivosti byly do Obrázku 33 vloženy 

fotografie kontaktních úhlů pořízených CCD kamerou.  

Tabulka 5: Porovnání kontaktních úhlů vrstev PVA/PCL a HA/PCL před a po 

plazmatické úpravě. 

 PVA/PCL před modifikací PVA/PCL po modifikaci 

 Kontaktní úhel [°] Kontaktní úhel [°] 

PCL strana 95,33  ± 21,79 99,8  ± 23,33 

PVA strana 32,85  ± 6,80 55,56  ± 26,55 

 HA/PCL před modifikací HA/PCL po modifikaci 

 Kontaktní úhel [°] Kontaktní úhel [°] 

PCL strana 88,63  ± 20,29 72,04  ± 26,81 

HA strana 46,59  ± 15,19 106,29  ± 10,23 

 

 

Obrázek 33: Fotografie kontaktních úhlu hydrofilních stran dvouvrstev před a po 

plazmatické úpravě. 
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6.2.3 Změna chemické struktury - FTIR charakteristika 

Plazmatická úprava byla provedena pro zvýšení hydrofobicity smáčivých stran vrstev. 

Bylo předpokládáno, že použitím studeného CH4 plazmatu dojde k navázání -CH3 skupin 

na povrch PVA a HA vlákenné vrstvy. Tím by došlo ke snížení počtu hydroxylových 

skupin polymerů, což by zajistilo nižší rozpustnost ve vodě. Tento přepoklad bylo nutné 

ověřit a pro tyto účely byla vybrána charakterizace vrstev pomocí FTIR.  

PVA/PCL spektra, získaná před a po plazmování, jsou vyneseny na Obrázku 34. 

Pro PVA jsou typická absorbční maxima v oblasti 3550 – 3200 cm-1, která přísluší O-H 

vazbám. Vrchol na 2840 – 3000 cm-1 odpovídá alkylovým C-H skupinám a maxima 

na vlnových délkách 1750 – 1735 cm-1 jsou způsobeny C=O a C-O skupinami, které jsou 

pozůstatek acetátových skupin (PVA vyrábí polymerizací vinyl acetátu). Zdá se, 

že opravdu došlo k mírnému poklesu v oblasti 3550 – 3200 cm-1, která přísluší O-H 

vazbám, což způsobuje nižší rozpustnost. Zároveň se objevuje jemný nárůst v oblasti 

1735 cm-1, který odpovídá navýšení C=O skupin, které jsou rovněž hydrofóbní.  

 

Obrázek 34: FTIR spektrum vláken PVA před a po modifikaci. 

HA/PCL spektra jsou vykresleny v grafu na Obrázku 35. Pro získání spekter HA 

před a po plazmování byly vyrobeny fólie z roztoku HA o stejném původu a koncentraci, 

jaké byly používány pro zvlákňování a vytvoření dvouvrstvy. K tomuto postupu bylo 

přistoupeno na základě nehomogenity vytvořené HA/PCL vrstvy, které obsahovala 

ultrajemná vlákna HA v malém množství oproti PCL vláknům a nebylo tak možné 

provést spolehlivou FTIR analýzu. Morfologii HA nanovláken lze vidět na SEM snímcích 

Obrázku 29, na kterých je zjevné, že vrstva HA plně nepokrývá PCL vlákna. Folie byly 
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připraveny nalitím 1 ml roztoku HA na očištěný alobal. Po 24 hod roztok zaschl a vytvořil 

hladkou průhlednou fólii, která byly naplazmována při stejných parametrech jako 

vlákenná vrstva (p = 20 Pa; U = 200 V; CH4 = 20 sccm; t = 3 min), aby bylo dosaženo 

porovnatelných výsledků v případných změnách chemické struktury.  

Charakteristické IR spektrum HA obsahuje několik absorpčních maxim. Patří mezi ně 

maximum na vlnové délce 3400 cm-1, který je připisován O-H vazbám. Vrchol 

na 1750 cm-1 přísluší C=O karboxylových kyselin. Maximum peaku na 1650 cm-1 a také 

na 1500 cm-1 se pak vztahuje k amidu. V případě maxim v rozmezí 1000 – 1300 cm-1 

se jedná o C-O estery a ethery. Ze spekter před a po modifikací však nelze určitě žádný 

výrazný rozdíl. Největší změny pravděpodobně nastaly v oblasti nepolárních vazeb mezi 

uhlíky, na které FTIR není citlivé, a případné změny tak nejsou ve výsledném spektru 

patrné.  

 

Obrázek 35: FTIR spektra fólií HA před a po modifikaci. 

6.2.4 Změna adheze dvouvrstvy po plazmatické úpravě 

Hodnota adheze PVA/PCL vrstvy byla měřena před i po úpravě methanovým plazmatem. 

Kritická síla potřebná k oddělení vrstev po plazmatické modifikaci činila 

(2,38 ± 0,28) N. Tato hodnota je nižší než v případě plazmaticky neošetřené vrstvy 

PVA/PCL, kde hodnota dosáhla (3,22 ± 0,19) N (viz Kapitola 4.2.4). Plazmatická úprava 

negativně ovlivnila adhezi jednotlivých vrstev. Toto pozorování mohlo byl zapříčiněno 

změnou pevnosti vláken. Ze SEM snímků PVA vlákenné strany materiálů, viz Obrázek 

31(A), nevyplývá žádná morfologická změna oproti neošetřeným PVA vláknům. 

Plazmatická úprava ovšem nemusí vytvořit homogenní modifikaci. Pokud místy došlo 
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k narušení struktury PVA vláken a vytvoření porézního materiálu, mohla být ovlivněna 

i adheze. Obrázek 36 obsahuje SEM snímky morfologie oddělených vrstev po měření. 

Opět nedošlo k úplnému rozdělení jednotlivých vrstev, ale lze vidět, že část PCL vláken 

ulpívá na PVA vrstvě.  

 

Obrázek 36: SEM snímky morfologii mechanicky oddělených vrstev plazmaticky 

ošetřené vlákenné dvouvrstvy PVA/PCL, měřítko 50 µm. 

Hodnota adheze HA/PCL materiálu nebyla měřena před modifikací ani po ošetření 

methanovým plazmatem. Kompozitní materiál neobsahoval ucelenou vrstvu jemných 

nanovláken HA a nebylo tak možné spolehlivě určit adhezi, jelikož se hodnoty kritických 

sil se výrazně lišily v každém bodě vzorku.  

6.2.5 In vitro testování materiálů 

1) Extrakty 

Z výsledků in vitro testování PVA/PCL vrstvy v Kapitole 4.2.5 bylo zjevné, že hydrofilní 

vlákna mohou ovlivňovat výsledky testování, přestože se během experimentu plně 

rozpustí. Extrakty, připravené inkubací plazmaticky upravených PVA/PCL a HA/PCL 

vrstev v plném médiu, byly přidány ke konfluentní vrstvě 3T3 myších fibroblastů v 96-ti 

jamkové destičce. 

Po 24 hodinách nedošlo ke změně metabolické aktivity buněk do kladných ani záporných 

hodnot (viz Obr. 37). Mírné odchylky mohou být způsobeny metodikou (odsátí části 
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konfluentní vrstvy během manipulace apod.). Předpokládalo se, že by případné 

degradační produkty PCL / HA mohly ovlivnit buněčnou viabilitu, což nebylo testem 

prokázáno. Nedošlo k poklesu hodnot metabolické aktivity buněk po 70% a dle normy 

ISO 10993:5 tak materiály nejsou cytotoxické.  

 

Obrázek 37: Hodnocení metabolické aktivity buněk po 24hodinové inkubaci s extrakty 

kompozitních materiálů. 

Po experimentu byla provedena mikroskopická kontrola materiálů po standardním 

procesu fixace a odvodnění vzorků vzrůstající ethanolovou řadou. Snímky ze skenovací 

elektronové mikroskopie jsou znázorněny na Obr. 38. V případě HA nedošlo k rozpuštění 

modifikovaných vláken. PVA bylo během experimentu či během přípravy vzorků 

pro SEM analýzu rozpuštěno; na snímku jsou patrná vlákna PCL, která se nacházela 

pod rozpuštěnou vrstvou PVA. 
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Obrázek 38: Snímky ze skenovací elektronové mikroskopie kompozitních materiálů 

PCL+HA, PCL+PVA po 24hodinové inkubaci v kompletním médiu, měřítko 10 μm. 

Po týdenní extrakci materiálů v kompletním médiu byl proveden obdobný experiment. 

Hodnota viability buněk opět nebyla pozměněna, výsledky byly konzistentnější (viz graf 

na Obr. 39A). Provedená mikroskopická analýza vypadala obdobně jako v předchozím 

hodnoceném časovém intervalu - HA byla i po týdenní inkubaci v médiu přítomná (viz 

Obr. 39B). 

 

Obrázek 39: Hodnocení metabolické aktivity buněk po týdenní inkubaci s extrakty 

kompozitních materiálů (A), SEM snímek kompozitního materiálu PCL+HA po týdenní 

inkubaci v kompletním médiu, měřítko 10 μm (B). 
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2) Hodnocení adheze a proliferace fibroblastů na kompozitní materiály  

Kompozitní materiály popsané výše byly osazeny myšími 3T3 fibroblasty (pasáž 11) a 

hodnotila se interakce jednotlivých stran kompozitních materiálů s buňkami po 1 a 7 

dnech kultivace. 

Značení materiálu bylo následující:  

1. PCL (dvouvrstva PCL-PVA – osazena strana PCL)  

2. PVA (dvouvrstva PCL-PVA – osazena strana PVA)  

3. PVA_pl (dvouvrstva PCL-PVA plazmaticky upravená – osazena strana PVA)  

4. HA_pl (dvouvrstva PCL-HA plazmaticky upravená – osazena strana HA)  

MTT test  

Metabolická aktivita buněk na vlákenných materiálech byla hodnocena pomocí MTT 

testu po 1, resp. 7 dnech kultivace (viz Obr. 40). První den po nasazení buněk byla 

naměřená největší hodnota absorbance odpovídající buněčné viabilitě na materiálu 

obohaceném o kyselinu hyaluronovou po plazmatické úpravě (HA_pl). Po týdenní 

kultivaci došlo k výrazné proliferaci opět na kompozitním materiálu PCL-HA (HA_pl). 

Na vrstvách PCL a PVA zůstala hodnota viability na nízkých hodnotách – srovnatelná 

s prvním dnem. Podobné výsledky na těchto třech materiálech jsou způsobeny 

pravděpodobně faktem, že došlo k rozpuštění PVA, proto se jednalo o interakci PCL 

a fibroblastů ve všech případech (PCL, PVA, PVA_pl). 
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Obrázek 40: Metabolická aktivita buněk nasazených na povrch vlákenných materiálů po 

1 a 7 dnech, ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001 (ANOVA, Bonferroni).  

Fluorescenční mikroskopie  

Buňky byly vizualizovány dvojím barvením phalloidin a DAPI, které umožňuje 

zviditelnění cytoplazmy (vazbou phalloidinu na aktinová vlákna cytoskeletu) a jader 

(vazba DAPI na DNA). Ze snímků na Obrázku 41 je patrné, že materiály PCL, PVA 

a PVA_pl nepodporovaly adhezi a proliferaci fibroblastů. Buňky měly spíše zakulacený 

tvar a jejich počet se během týdenního testování nenavyšoval. Naproti tomu materiál 

obohacený o kyselinu hyaluronovu (HA_pl) po plazmatické úpravě umožňoval dobrou 

buněčnou adhezi a rozprosteřní buněk. Po týdnu došlo k buněčné proliferaci, počet buněk 

se zvýšil oproti prvnímu dni.  
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Obrázek 41: Snímky z fluorescenční mikroskopie buněk na testovaných materiálech – 

zeleně se barví aktinová vlákna (phalloidin), modře buněčné jádro (DAPI), měřítko 50 

µm. 
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Buněčná jádra byla kvantifikována softwarem MATLAB a výsledky byly přepočítány 

na počet buněk na jednotce plochy (1 mm2). Výsledky jsou zobrazeny v grafu na Obrázku 

42. Nejnižší počet adhezních buněk byl zaznamenán u materiálu PVA-pl, tento nízký 

počet přetrvával i po týdenní kultivaci. K nejvýraznější proliferaci došlo na materiálu 

HA-pl, kde byl detekován nejvyšší počet buněk po týdenní kultivaci. 

 

Obrázek 42: Kvantifikace buněk na testovaných materiálech po 1 a 7 dnech kultivace,  

* p<0,05 ; **** p<0,0001 (ANOVA, Bonferroni). 

Skenovací elektronová mikroskopie  

U kompozitního materiálu PCL-PVA došlo k rozpuštění PVA vrstvy, jak již bylo 

dokázáno v předchozím experimentu s extrakty. Interakce buněk tak tedy probíhala pouze 

s vlákenným PCL, nikoliv s PVA, jak je uváděno pro dodržení počátečního označení 

strany osazení původního materiálu. Na snímku na Obrázku 43 je vidět pouze vrstva PCL 

s ojedinělými buňkami. 
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Obrázek 43: Snímky z elektronové mikroskopie fibroblastů na vlákenném nosiči PCL 

(vrstva PVA vláken již není přítomna) po týdenní kultivaci, měřítko 50 μm. 

Vrstva kyseliny hyaluronové byla během týdenní inkubace v médiu neporušena. Buňky 

na tuto kompozitní vrstvu adherovaly a proliferovaly během týdenního experimentu 

(viz Obr. 44). 

 

Obrázek 44: Snímky z elektronové mikroskopie fibroblastů na vlákenném nosiči 

PCL+HA_pl po 1 dni a 7 dnech kultivace, měřítko 10 μm. 
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Závěr  

Provedenými experimenty byla ověřena přítomnost kyseliny hyaluronové po plazmatické 

úpravě na vlákenném nosiči z PCL, která podporovala buněčnou adhezi a proliferaci. 

Vrstva PVA byla po kontaktu s médiem rozpuštěna, a to i po plazmatické úpravě. 

Výsledky ukazují potenciál modifikace kyseliny hyaluronové plazmatickou úpravou. 

7 Diskuse 

Elektrostatické zvlákňování je pro svou variabilitu nejpoužívanějším přístupem 

pro výrobu vlákenných scaffoldů pro tkáňové inženýrství. Řada studií toto tvrzení 

potvrzuje, jedná se například o publikace autorů Agarwal et al. (2008), Alhosseini et al. 

(2012), Chen et al. (2016) či Kishan a Cosgriff-Hernandez (2017). V této diplomové práci 

bylo elektrostatické zvlákňování použito jako metoda pro výrobu dvouvrstvých 

vlákenných nosičů s odlišnou smáčivostí povrchu. Jako hydrofilní polymery byly 

vybrány PVA a HA a jako hydrofóbní polymer pak PCL. V případě PVA se tato práce 

opírá o všestrannost PVA a jeho využití v biomedicíně, jak potvrzují i studie autorů 

Sasipriya et al. (2013), Jensen et al. (2016) a další. Kyselina hyaluronová se také těší 

roustoucí oblibě v tkáňovém inženýrství, jak dokazuje i přehledová studie (review article) 

od autorů Collins a Birkinshaw (2013), ale i novější studie od Hussain et al. (2017). Byla 

provedena řada in vitro, in vivo, i klinických studií v oblasti aplikace HA pro léčení ran. 

Poly-ε-kaprolakton se hojně využívá v tkáňovém inženýrství pro svou dostupnost 

a možnosti úprav jeho vlastností. Navíc byly vydány studie, které využívají PCL 

pro tkáňové inženýrství gastrointestinálního traktu. Například v publikaci od autorů T. 

Knight et al. (2013) byla směs PCL/PLGA použita pro výrobu tubulárního scaffoldu, 

který měl sloužit jako náhrada části tenkého střeva. 

7.1 Materiál PVA/PCL 

Jako první materiál byla vyrobena PVA/PCL vlákenná dvouvrstva. Vlákenný kompozitní 

materiál byl vytvořen sekvenčním zvlákňováním. Stejný přístup byl použit pro výrobu 

vícevrstvého materiálu např. ve studii od Kharaziha et al. (2013) či Kidoaki et al. (2005). 

Byly vyzkoušeny oba způsoby pořadí vrstvení. V Přístupu 1 byl nejprve zvlákněn PVA, 

který byl ukládán na spunbond, následně byl zvlákněn PCL a uložen na PVA vrstvu. 

Ve vrstvě, vytvořené Přístupem 2, byly polymery zvlákněny v opačném pořadí. 

Kompozitní dvouvrstva byla vytvořena pouze Přístupem 1. Polymery je možné zvláknit 

i Přístupem 2, nicméně výsledné vrstvy nevykazují soudržnost (viz Obrázek 18). 
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Nesoudržnost vrstev je nejspíše způsobena rozpouštědlovým systémem. PVA byl 

připraven jako vodný roztok, avšak je rozpustný i v ethanolu. Když tedy na vytvořenou 

nanovlákennou vrstvu dopadnou PCL vlákna se zbytkovým rozpouštědlem, ve kterém je 

ethanol, snadno se vlákna přilnou. Na druhou stranu, PCL ve vodě rozpustný není. Pokud 

jsou tedy na vrstvu PCL vláken zvlákňována vodorozpustná vlákna PVA, nedojde 

ke spojení dvou vrstev. Dále proto bylo pracováno pouze s homogenní dvouvrstvou, která 

byla vyrobena v pořadí PVA-PCL (Přístup 1). 

Předpokládáná hydrofilita PVA strany a hydrofobicita PCL strany byla ověřena měřením 

kontaktního úhlu. Nízká hodnota kontaktního úhlu na PVA straně (okolo 33°) 

koresponduje se studií od Ngadimana et al. (2015). Hodnota kontaktního úhlu PCL 

(cca 95°) se shoduje se studií W. Wanga et al. (2016).  

Tato vrstva byla mimo jiné otestována pomocí in vitro testů, kdy byly nasazeny 3T3 myší 

fibroblasty na obě strany materiálu. Výsledky MTT testu ukázaly nárůst proliferace 

na PVA straně po 7 dnech kultivace oproti PCL straně. Snímky z fluorescenční 

mikroskopie tento výsledek potvrdily, nejvíce adherovaných buněk bylo na vrstvě PVA 

a tvořily tak téměř konfluentní vrstvu. Nižší proliferace na PCL straně vrstvy byla 

předpokládána, vzhledem k hydrofobicitě PCL. Nižší proliferaci buněk na PCL kvůli 

nižší smáčivost je popisován i např. ve studii od Jahani et al. (2012) a v přehledové studii 

(review article) od autorů Abedalwafa et al. (2012) je popsáno několik úprav PCL vrstev, 

které byly použity za účelem zvýšení nedostatečné buněčné proliferace. SEM snímky 

potvrdily, že se PVA vrstva během testování rozpustila, jak bylo předpokládáno. Nejspíš 

však přítomnost PVA na začátku experimentu a případné degradační produkty výrazně 

ovlivnily buněčnou adhezi a proliferaci.  

7.2 Materiál HA/PCL 

Jako druhý kompozitní materiál byla připravena dvouvrstva HA/PCL. Byly zvoleny dvě 

metody přípravy. Jednalo se o Metodu A, ve které bylo kombinováno elektrostatické 

rozprašování (pro HA roztok) a elektrostatické zvlákňování (pro PCL roztok) a Metodu 

B, ve které bylo zvoleno opět sekvenční elektrostatické zvlákňování. Předpokládalo 

se, že Metodou A dojde k efektivnímu zachycení elektrostaticky rozprášených 

vysokomolekulárních kapek HA mezi vlákna PCL. Podobný přístup a aparatura byly 

použity například ve studii od autorů Vitchuli et al. (2011), kde byly mezi nanovlákna 

Nylonu 6 inkorporovány ZnO nanočástice pro zavedení antibakteriálních vlastností 
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materiálu nebo také v publikaci od Chen a Elabd (2017) a dalších výzkumech. Pomocí 

GPC stanovení se ovšem hypotézu nepodařilo ověřit. Analyzované vzorky obsahovaly 

nízký podíl HA, který nebylo možné detekovat. Pro budoucí opakování experimentu je 

vhodné použít RASL (Right Angle Light Scattering) detektor, který je na polymery 

s vysokou molekulovou hmotností dostatečně citlivý.  

Metodou B byla vyrobena dvouvrstva HA/PCL. Zvlákňování vodných roztoku HA je 

velice obtížné. Důvodem je přílišná viskozita vodných roztoků a polyelektrolytické 

vlastnosti. (Brenner et al. 2012) Bez chemických aditiv je velice náročné připravit 

vlákennou vrstvu HA, avšak toxické přísady tvoří překážku pro biomedicínská využití 

takto připravených nanovláken. Ve studii od autorů Um et al. (2004) bylo pro zvlákňování 

využito mísení s nízkomolekulárních frakcí HA a ethanolu, spolu s modifikací aparatury 

pro elektrostatické zvlákňování, tzv. electroblowing. Při tomto zpracování nanovláken 

proudí vzduch okolo elektrody, ze které se zvlákňuje polymerní roztok. Proud vzduchu 

tak usnadňuje tvorbu Taylorových kuželů a zároveň urychluje vypařování rozpouštědla. 

Ve studii od autorů Liu et al. (2011) byl použit rozpouštědlový systém DIW/kyselina 

mravenčí/DMF (25/50/25). V publikaci od Brenner et al. (2012) bylo poukázáno 

na degradaci HA při použití rozpouštědel NaOH:DMF. Jako rozpouštědla v práci těchto 

autorů proto byla zvolena méně kyselá směs hydroxidu amonného (NH4OH) a DMF. 

Pro usnadnění zpracování roztoků HA v elektrickém poli a zvýšení produktivity výroby 

se většina studií přiklání k mísení HA s tvz. nosným polymerem, který lze snadno 

zvláknit. Zřejmým důsledkem tohoto postupu je však to, že se ve výsledné vrstvě nachází 

jen určitý procentuální podíl HA. Pro tyto účely se používá např. PVA (Kotzianová et al. 

2016) nebo PEO (Ji et al. 2006).  

V této diplomové práci byly nalezeny podmínky, při kterých lze zvláknit vodné roztoky 

vysokomolekulární (1,4 MDa) HA bez chemických aditiv a při relativně vysokých 

okolních vlhkostech (41%). Ukázalo se ale, že zvlákňování roztoků HA není tak 

produktivní, jako zvlákňování PCL roztoků, a proto nebyla vytvořena homogenní 

dvouvrstva. Vrstva ultrajemných HA nanovláken plně nepřekrývá PCL vrstvu a tím bylo 

ovlivněno i měření kontaktního úhlu, který dosahuje hodnoty (46,59 ± 15,19)°, což je 

vyšší hodnota než v případě PVA vrstvy. Nicméně vlákna HA i PVA jsou velmi smáčivá 

a proto bylo přistoupeno ke zvýšení jejich hydrofobicity.  
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7.3 Povrchová úprava PVA a HA stran vlákenných dvouvrstev 

Cílem diplomové práce bylo vyrobit vlákenný materiál, který se skládá ze dvou vrstev 

vláken s odlišnou smáčivostí. Elektrostatickým zvlákňováním byly připraveny dva 

materiály skládající se z PVA/PCL a HA/PCL. V budoucí aplikaci je zamýšleno 

dvouvrstvu přiložit hydrofilní stranou na čerstvě vytvořenou gastrointestinální 

anastomózu. Avšak hydrofilní polymery (PVA a HA) se okamžitě po kontaktu s tkání 

rozpustí. Dle Khunmanee et al. (2017) lze nižší rozpustnost lze zajistit pomocí klasických 

síťovacích technik (za přidání glutaraldehydu, divinyl sulfonu, glyoxalu či UV zářením 

za přidání UV iniciátorů). Tyto techniky však nejsou zcela vhodné pro biomedicínské 

aplikace a všeobecně síťování při zachování biokompatibility je velice obtížné. V této 

diplomové práci proto bylo přistoupeno k ošetření hydrofilní strany dvouvrstvých 

materiálů studeným methanovým plazmatem. Předpokládalo se, že dojde k navázání 

uhlíkových funkčních skupin na povrch vláken a tím se sníží rozpustnost. Tato metoda 

byla vybrána na základě výhod plazmatických procesů, jako je variabilita procesu 

a možnost zvýšení hydrofobicity vláken bez přídavku chemických aditiv. 

Na Obrázku 31 je SEM snímek morfologii PVA vláken po vystavení plazmatu. 

Na základě článku od autorů Thongpud et al. (2008) bylo předpokládáno, že dojde 

k zvýšení mikrodrsnosti povrchu vláken vlivem depozice uhlíkových funkčních skupin. 

Avšak SEM snímky před a po plazmatické úpravě s tímto předpokladem nekorespondují. 

Není vidět žádná změna v morfologii povrchu vláken a nedošlo ani ke statisticky 

významné změně průměrů vláken. Po plazmatické úpravě došlo ke zvýšení kontaktního 

úhlu (Tabulka 6), ale hodnota se stále pohybuje v oblasti hydrofilních materiálů. Procesní 

podmínky plazmatického procesu nebyly dostatečné pro modifikaci povrchu. 

V dostupných zdrojích nebyly nalezeny žádné publikace, které by se věnovaly zvýšení 

hydrofobicity vláken HA pomocí plazmatických procesů. V této práci byla úspěšně 

navýšena hydrofobicita HA nanovláken. Změna struktury nanovláken je výraznější než 

v případě modifikace PVA, jak lze vidět na Obrázku 32. Došlo k vytvoření 

strukturovanějšího materiálu, což rovněž způsobilo zvýšení průměrů vláken. Stejný 

výsledek potvrzuje i měření kontaktního úhlu, který dosahuje nad 100° a modifikovanou 

vrstvu HA lze tak označit jako hydrofóbní materiál.  

Změny v chemické struktuře byly analyzovány pomocí FTIR. Na základě studií bylo 

přepodkládáno, že dojde ke snížení –OH skupin a především navázání uhlíkových 
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funkčních skupin, jelikož bylo použito methanové plazma. (Jeong et al. 2009; Liguori et 

al. 2015) Tento předpoklad nebyl pomocí FTIR ověřen. Pokud ovšem byly v průběhu 

plazmatického procesu navázány uhlíkové funkční skupin, došlo k vytvoření nepolárních 

vazeb, na které není FTIR citlivá. Ve studii od Molina et al. (2014) také nebyla 

pozorována změna v IR spektrech chitosanových gelů před a po plazmatické úpravě. 

Ze spekter přesto vyplývá důležitý výsledek, tedy že nedošlo k výrazným změnám 

v chemické struktuře. Pro ověření navýšení uhlíku ve vrstvě by bylo vhodné provést 

například Rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii (XPS), čímž by byla získána 

prvková analýza vrstvy před a po modifikaci a kvantitativně pak vyhodnocen 

procentuální obsah jednotlivých prvků.  

In vitro testování potvrdilo rozpuštění PVA i po plazmatické úpravě. Výsledky MTT 

testu, fluorescenční i skenovací elektronové mikroskopie ukazují, že došlo k rozpuštění 

PVA před i po plazmatické úpravě a fibroblasty interagovaly pouze s vlákenným PCL, 

který byl součástí dvouvrstvého materiálu. Nedošlo tak k zvýšení buněčné adheze 

a proliferace oproti PCL vrstvě. Tyto výsledky se neshodují s prvotními in vitro testy 

PVA/PCL vrstvy. Pro porovnatelnost jednotlivých výsledků byla totiž testována opět 

původní PVA/PCL vrstva. Vrstva PVA se však nejspíše při skladování vlivem vnějších 

podmínek částečně rozpustila. Výsledky tak nejsou srovnatelné. Je tedy nutné experiment 

zopakovat. Podstatným výsledkem je, že plazmatická úprava PVA vláken nevedla 

ke zvýšení jejich rozpustnosti a modifikovaný materiál nepodporoval adhezi fibroblastů. 

Naopak ultrajemná síť HA vláken zůstala zachována i po týdenním testování a HA strana 

materiálu podporovala buněčnou adhezi a proliferaci. Ukázalo se tak, že plazmatická 

úprava HA nanovláken má dobrý potenciál pro zvýšení hydrofobicity HA vrstvy 

při zachování cytokompatibility.  
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8 Závěr 

Cílem diplomové práce bylo vyrobit dvouvrstvý vlákenný tkáňový nosič, jehož jednotlivé 

vrstvy mají odlišnou smáčivost. Výsledný materiál by tak mohl sloužit jako krytí čerstvě 

vytvořených chirurgických anastomóz v oblasti gastrointestinálního traktu. Pro tyto účely 

byly vyvinuty dva tkáňové nosiče. Jedná se o dvouvrstvu skládající se z hydrofilních 

vláken PVA a hydrofóbních vláken PCL, a dvouvrstvý materiál vytvořený z ultrajemných 

vláken HA a vláken PCL. Materiály pro výrobu nosičů byly vybrány na základě dobré 

znalosti polymerů PVA, HA a PCL v tkáňovém inženýrství. Oba vyrobené materiály 

splňují požadavky, kladené na tkáňové nosiče, které byly představeny v teoretické části.  

Jako metoda výroby bylo zvoleno bezjehlové elektrostatické zvlákňování technologií 

NanospiderTM, která umožňuje průmyslovou výrobu vlákenných vrstev. Touto metodou 

byly zvlákněny všechny polymerní roztoky, včetně vodných roztoků vysokomolekulární 

(1,4 MDa) HA. Přínosem diplomové práce tedy je nalezení podmínek, při kterých lze 

připravit ultrajemná vlákna (pod 100 nm) HA při vyšších okolních vlhkostech (41%). 

Není tak nutné použití klimatizační jednotky. Tento výsledek tvoří rozdíl oproti ostatním 

výzkumům, které se zabývají jehlovým zvlákňováním roztoků HA s chemickými aditivy 

pro snížení viskozity, modifikacemi zvlákňovacích aparatur (např. electroblowing) 

pro usnadnění odpařování vodného rozpouštědla nebo případně mísením roztoků HA 

s nosným polymerem, který usnadňuje zvlákňování. 

Hydrofilní strany obou materiály byly ošetřeny studeným methanovým plazmatem. Tato 

metoda byly zvolena jako alternativa k běžným síťovacím metodám pro snížení 

rozpustnosti polymerů, při kterých je velice obtížné zachovat biokompatibilitu materiálu. 

Pomocí plazmatické modifikace bylo dosaženo úspěšného navýšení kontaktního úhlu 

nanovlákenné HA vrstvy, který po modifikaci činil (106,29 ± 10,23)°. Při modifikaci 

se také podařilo zachovat ultrajemnou nanovlákennou strukturu, která nebyla rozpuštěna 

ani po týdenní inkubaci v kompletním médiu (viz SEM snímek na Obrázku 39B).  Navíc 

dle in vitro testů byl prokázán potenciál plazmatické modifikace HA, jelikož 

modifikovaná struktura podporovala buněčnou adhezi a proliferaci fibroblastů. 

V této diplomové práci tak byla představena úspěšná metoda modifikace povrchu vláken 

HA pro snížení rozpustnosti. Naopak v případě PVA vláken nedošlo po plazmatické 

úpravě k dostatečným změnám. Toto tvrzení potvrzují morfologické SEM snímky, 

fotografie vrstvy po úpravě (viz Obrázek 31), nedostatečné navýšení kontaktního úhlu 
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(Tabulka 6) i výsledky in vitro testování, ze kterých je zjevné, že se vrstva rozpustila 

a fibroblasty interagovaly pouze s vrstvou PCL.  

V dalších experimentech by proto bylo vhodné zopakovat plazmatickou úpravu PVA 

strany při jiných parametrech. Také lze použít jiný nosný plyn nebo metodu. Nejnovější 

publikace například ukazují na potenciál síťování vodorozpustných polymerů pomocí 

atmosférického plazmatu. Pokud by se ani tak nepodařilo zvýšit hydrofobicitu, lze 

přistoupit ke zvlákňování roztoků PVA s vyšším stupněm hydrolýzy, jelikož rozpustnost 

PVA je dána stupněm hydrolýzy a roztoky s vyšší hydrolýzou jsou nerozpustné 

ve vodných roztocích. V budoucích experimentech lze také zvážit možnost mísení HA 

s dalším polymerem (např. PEO) a zvláknění jako směsi. Výhoda tohoto přístupu tkví 

ve zvýšení produktivity zvlákňování a v ekonomické výhodnosti, jelikož pořízení HA 

v lékařské kvalitě je finančně náročné. Pokud by se PCL v postupném in vivo testování 

ukázal jako nevhodný polymer pro zabránění anastomotického leaku, lze jej nahradit 

jiným hydrofóbním polymerem, například kyselinou poly-L-mléčnou, která při in vitro 

testování ukazuje dobrou cytokompatibilitu.  

V blízkém časovém horizontu také proběhnou prvotní in vivo testy dvouvrstvých 

vlákenných materiálu vyrobených v rámci této diplomové práce. Spolupráce byla 

navázána s Biomedicínským centrem v Plzni, kde pod vedením doc. MUDr. Václava 

Lišky, Ph.D. již proběhly prvotní implantace. Pro prvotní in vivo testování byla vybrána 

pouze PCL vlákenná vrstva, připravená na NanospiderTM, která sloužila pro vytvoření 

metodiky operací a budoucímu porovnání s dvouvrstvými materiály. V rámci operací 

provedených na tenkém střevě prasat se ukázalo, že manipulace s vlákennými materiály 

při chirurgickém zákroku je jednoduchá, není potřeba žádné další speciální vybavení 

a překrytí střevní anastomózy je časově nenáročné. Materiály proto mají dobrý potenciál 

pro tuto aplikaci a v rámci diplomové práce bylo provedeno několik kroků pro jejich 

úspěšnou výrobu.   
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