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ABSTRAKT 

Biokompatibilita syntetických polymerních materiálů zaujímá vysokou vědeckou důleži-

tost v důsledku vzrůstajícího množství aplikací v medicíně. V důsledku toho dochází 

k vysoce důležitým potřebám přípravy aktivních povrchových vrstev, které vykazují ade-

kvátní interakci s živými buňkami. V této diplomové práci byla studována imobilizace 

chondroitin sulfátu na vzorku polyethylenu navázaného prostřednictvím vícestupňového 

fyzikálně-chemického procesu. 
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ABSTRACT 

The biocompatibility of synthetic polymer materials is of a high scientific importance due 

to the increasing amount of applications in medicine. Due to this fact, there is high impor-

tance to prepare active surface layers which have adequate interaction to the living cells. In 

this thesis, the immobilization of chondroitin sulphate on polyethylene substrate via mul-

tistep physico-chemical approach has been studied. 
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ÚVOD 

Je známo, že UV záření plazmatu i chemické interakce mezi reaktivními částicemi plazmatu a 

bakteriemi nebo spory mohou způsobit nekrózu bakterií. Bylo také prokázáno, že citlivé ma-

teriály, jako jsou polymery, nejsou odolné vůči reaktivním plynným částicím plazmatu a do-

chází k pomalému leptání povrchu polymeru. Nejlepší výsledky byly dosaženy zamezením 

interakce opracovávaného povrchu s excitovanými plynnými ionty pomocí dohasínající emi-

se. 

Zpracování biomedicínských materiálů pomocí plynného plazmatu má velký potenciál pro 

budoucí aplikace. Např. diagnózou neurodegenerativních onemocnění před tím, než jsou vidi-

telné první příznaky. Neurodegenerativní onemocnění je způsobeno přítomností určitých pro-

teinů v tělních tekutinách, mozkomíšním moku a krvi. Koncentrace těchto proteinů je velmi 

nízká a je obtížné je detekovat konvenčními metodami. Problémem taky je, že proteiny mají 

tendenci k adsorpci na povrchu zkumavky pro ukládání tělních tekutin. Tomuto jevu se poda-

řilo zabránit ošetřením vnitřní stěny zkumavky plazmatem helia za nízkého tlaku 

v kapacitním režimu. Na aktivovaný povrch se nanesly ochranné povlaky obsahující specific-

ké chemické látky, které umožňovaly pouze nepatrnou adsorpci proteinů ve skladovaných 

zkumavkách. 

Další využití je u kardiovaskulárních chorob, které jsou často léčeny chirurgicky. Špatná 

krevní céva je nahrazena umělou vyrobenou z polymeru. Cévní štěpy s průměry menšími jak 

milimetr mají nízkou biokompatibilitu, která způsobuje aktivaci trombocytů a v konečném 

důsledku vznik trombu. Tomuto efektu se dá zabránit modifikací cévní náhrady použitím vy-

soce nerovnovážného plazmatu kyslíku. Toto plazma s velkou koncentrací neutrálních atomů 

kyslíku je často nehomogenní, takže ošetřený povrch polymeru má nanostrukturovanou mor-

fologii, která v kombinaci s přítomnými vysoce polárními funkčními skupinami způsobuje, že 

povrch polymeru má velmi hydrofilní charakter. A právě hydrofilní charakter povrchu poly-

meru zabraňuje aktivaci krevních destiček. 

Rány při diabetes se ošetřují netkanými celulózovými materiály, které slouží jako absorpční 

vrstva. Plazmová úprava pomocí nízkotlakých výbojů zlepšuje sorpční vlastnosti těchto mate-

riálů [1]. 

    



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 10 

 

I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYETHYLEN 

Polyethylen (PE) patří mezi polyolefiny, což je kvantitativně největší skupina syntetických 

polymerů, a to hlavně díky dostupnosti surovin pro výrobu monomerů a dobré zpracovatel-

nosti [2]. Žádný jiný polymer se nevyvinul tak rychle jako právě PE. Je znám už od roku 

1935, ale jeho výroba se začala rozšiřovat až po roce 1953 zavedením nízkotlaké polymerace, 

která nebyla tak náročná jako polymerace za vysokého tlaku. Má vynikající vlastnosti, díky 

nimž má všestranné způsoby použití a vyrábí se téměř ve všech průmyslově vyspělých státech 

[3, 4].  

 

 

 

 

Obrázek 1: Vzorec PE 

 

PE se řadí mezi termoplasty, které při vyšší teplotě měknou a stávají se plastickými, přičemž 

se chemicky nemění, a ochlazením opět ztvrdnou. Tento proces lze libovolně opakovat [3]. 

Podle hustoty se dělí na PE s nízkou hustotou (LDPE), PE s vysokou hustotou (HDPE) a na 

PE o střední hustotě (MDPE). V tab. 1 jsou uvedeny přesné hodnoty hustot. Dále pak roze-

znáváme lineární PE o nízké hustotě (LLDPE) a PE s ultravysokou molekulovou hmotností 

(UHMW-PE) [2]. 

 

Tabulka 1: Hustota jednotlivých typů PE při teplotě 23 °C 

Typy PE Hustota [g/cm3] 

LDPE 0,915 – 0,925 

HDPE 0,950 – 0,960 

MDPE 0,925 – 0,940 

LLDPE 0,915 – 0,935 

UHMW-PE 0,944 – 0,954 
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1.1 Výroba 

Monomerem pro výrobu PE je poměrně reaktivní ethylen, bezbarvý nasládlý plyn, jenž se 

získává hlavně z ropy a zemního plynu. Je to jednoduchý symetrický alken, u kterého probíhá 

polymerace jen za mimořádných podmínek nebo za použití katalyzátorů [4]. 

 Vysokotlaká polymerace 

Polymerace se provádí v kontinuálních reaktorech za použití vysokého tlaku (50 až 300 MPa) 

při teplotě 150 až 400 °C. Polymer vzniká ve formě taveniny. Při daných podmínkách se vo-

dík snadno přenáší z polymeru na rostoucí radikál. Tím vzniká na polymeru radikál, na kte-

rém poté roste řetězec [4, 5]. To má za následek vznik vysoce rozvětveného polymeru 

s nízkou hustotou (viz obr. 2), který má nižší stupeň krystalinity, je měkký, pružný a houžev-

natý [6]. 

 

 

Obrázek 2: Struktura LDPE 

 

Radikálovou polymerací lze vyrábět kopolymery ethylenu s polárními monomery. Příkladem 

je kopolymer EVA, kopolymer ethylen-akrylát [5].  

 Nízkotlaká polymerace 

Polymerace se provádí podle Zieglera za použití nízkého tlaku a katalyzátorů. PE se vyrábí 

buď v suspenzi, nebo výhodnějším postupem na fluidním loži, protože se zde nepoužívá roz-

pouštědlo. Výsledkem je lineární polymer s vysokou hustotou (viz obr. 3), který je tužší, lesk-

lejší a má vyšší tepelnou odolnost. Katalytickým způsobem lze vyrábět i LLDPE [5, 6]. 
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Obrázek 3: Struktura HDPE 

 

1.2 Vlastnosti a použití 

Všechny typy PE jsou tuhé, v tenkých vrstvách ohebné a téměř průhledné, mají vysokou hou-

ževnatost a tažnost. Teplota tání je v rozsahu 105 až 136 °C. Za normální teploty je PE odolný 

vůči kyselině sírové, chlorovodíkové, dusičné i fluorovodíkové a nerozpouští se v žádném 

rozpouštědle. Méně stálý je v přítomnosti oxidačních činidel. Většina typů PE se nad 50 °C 

rozpouští v aromatických nebo chlorovaných uhlovodících. PE odolává mrazu, nepropouští 

vodní páru, při působení napětí má tendenci praskat. Absorbuje tuky, uhlovodíky, aminy, 

ethery, ketony a jiné kapalné organické sloučeniny. Můžeme na něm pozorovat studený tok. 

Pokud není PE stabilizovaný, má nízkou odolnost proti povětrnosti, a to především proti slu-

nečnímu záření. Odolnost se zvyšuje přídavkem 2% ZnO [2]. 

Vesměs všechny vlastnosti PE jsou závislé na teplotě. Amorfní část zajišťuje ohebnost LDPE 

do velmi nízkých teplot. Převládající krystalická část je zodpovědná za dobrou pevnost. Při-

bližně při 60 °C začíná krystalická část tát a polymer měkne. Při teplotě kolem 110 až 115 °C 

dochází k roztavení veškeré krystalické části a polymer se stává plastický. Při ochlazení do-

chází opět k vytvoření krystalické struktury. Obsah krystalické fáze a velikost krystalů lze 

ovlivnit rychlostí chlazení taveniny. Při pomalém chlazení vznikají relativně velké krystaly, 

při rychlém vznikají početné krystalické oblasti a polymer má vyšší transparentnost. PE je při 

velmi nízkých teplotách (-120 °C) tvrdý a křehký. S rostoucí teplotou se stává ohebným. Po-

kud výrobky z PE nedeformují vnější síly, nebo pokud nemají sklon ke smršťování, jsou tva-

rově stálé do teplot kolem 100 °C [3]. 

Největší uplatnění má PE o velké průměrné relativní molekulové hmotnosti. Dá se zpracová-

vat vstřikováním, vytlačováním, tvářením, vyfukováním, litím a lisováním. Vyrábí se z něj 

např. obaly pro potravinářský a spotřební průmysl, koše, vaničky, nádobí, lahve, tašky, hrač-

ky, transparentní fólie, z technických výrobků pak trubky, nádoby pro dopravu a přechovává-
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ní chemikálií. Dále se používá k oplášťování kabelů. Práškový PE slouží i jako ochrana po-

vrchu kovových předmětů před korozí, kdy se na povrch předmětů nanáší natavováním [4, 6]. 

I když má PE přívětivé vlastnosti a je snadno zpracovatelný, vzhledem k jeho inertnímu po-

vrchu nemá využití jako speciální materiál. K dosažení takových povrchových vlastností, jako 

je hydrofilita, drsnost, selektivní propustnost, potiskovatelnost apod., je třeba povrch modifi-

kovat. Povrchovou modifikací, kdy se na povrchu PE vytvoří karbonylové, karboxylové a jiné 

skupiny, lze dosáhnout použitím různých metod, např. působením chemikálií, roubováním, 

zavedením atomu halogenu, působením plazmatu aj. [7, 8]. 

1.2.1 Vysokohustotní polyethylen 

HDPE je nejtužší ze všech typů PE. V některých případech je nutné začlenit malé množství 

komonomeru, např. 1-hexenu, který snižuje hladinu krystalinity. Tím se zlepší jeho houževna-

tost, ovšem na úkor tuhosti. Stupeň krystalinity je vyšší jako 60 %. Je to dáno nízkou úrovní 

větvení, která takřka nebrání polymeru krystalizovat [9].   

1.2.2 Nízkohustotní polyethylen 

Molekuly LDPE mají mnoho krátkých a dlouhých řetězců, LDPE má tedy velkou polydisper-

zitu. Úroveň krystalinity se pohybuje v rozmezí od 30 do 55 %. Tento nižší obsah krystalické 

fáze je dán vysokou úrovní větvení LDPE, která narušuje schopnost polymeru krystalizovat 

[9]. Větvení je náhodné a u polymeru se může vyskytovat buď s mnoha krátkými rameny na 

základním řetězci, nebo může mít polymer komplexní stromovou strukturu [10]. Vysoce roz-

větvená struktura a široká distribuce molekulové hmotnosti dává tavenině vysokou pevnost a 

snadnou zpracovatelnost, proto bývá LDPE přidáván do takových typů PE, které jsou obtížně 

zpracovatelné [9].  

Filmy vyrobené z LDPE jsou relativně transparentní, protože jejich sférolity jsou obvykle 

podstatně menší než vlnová délka světla [9]. LDPE fólie lze snadno zpracovávat vyfukováním 

nebo jako lité fólie vytlačovacím zařízením. Výběr vytlačovacího zařízení závisí na konkrétní 

aplikaci a požadovaných vlastnostech [11].  

1.2.3 Odolnost proti mikroorganismům 

PE není živná půda pro mikroorganismy, proto není jimi napaden. To ovšem neplatí, pokud je 

tloušťka stěny nebo filmu menší jak 0,1 μm. V tenčí stěně mohou být při výrobě zavedeny 

malé póry. Látky s nízkou molekulovou hmotností, jako jsou změkčovadla, stabilizátory, an-
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tioxidanty atd. mohou migrovat na povrch polymeru a podporovat tak růst mikroorganismů, 

což se může projevit zhoršením mechanických vlastností, estetické kvality, ztrátou optické 

transparentnosti apod. K zabránění růstu mikroorganismů se používají konzervační činidla, 

např. fungicidy nebo biocidy, která se přidávají do plastových materiálů [12]. 

1.3 Polyethylen jako biomateriál 

Polymery získaly mnoho různých aplikací v oblasti biomedicínského inženýrství díky svému 

zpracování a výhodným vlastnostem. Mohou být snadno vyráběny v různých velikostech a 

tvarech (latex, vlákna, film, atd.) a jsou lehčí než konvenční materiály. PE se 

v biomedicínských aplikacích používá k výrobě ortopedických implantátů (kolenního a ky-

čelního kloubu), dále jako farmaceutické lahve, netkané textilie, katétry, pružné obaly, atd. 

[13].  

Aby mohl být PE použit jako biomateriál, musí splňovat řadu kritérií a být biokompatibilní. 

Testy na biokompatibilitu jsou navrženy tak, aby určily riziko nepříznivých účinků na zdraví. 

Toxicita materiálu závisí na toxicitě přidaných složek a jejich migrace do těla. Mezi potenci-

álně toxické látky patří antioxidanty, stabilizátory, maziva, separační činidla atd. a degradační 

produkty vzniklé při skladování polymeru nebo při implantaci. Hodnocení bezpečnosti zdra-

votnických prostředků, ať už jsou přímo či nepřímo v kontaktu s tělem nebo s tělními tekuti-

nami, popisuje norma ISO 10993 – Biologické hodnocení zdravotnických prostředků. Rozsah 

testování závisí na délce kontaktu, jaká část těla bude v kontaktu s materiálem a na povahu 

kontaktu s tělem (vnější nebo vnitřní) [12]. 
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2 CHONDROITIN SULFÁT 

Chondroitin sulfát (CHS) je komplexní polysacharid spadající mezi glykosaminoglykany 

(GAG). Nachází se v extracelulární matrix tkání jako součást proteoglykanů, na buněčných 

povrchových receptorech a uvnitř buňky. Je významnou složkou chrupavky. Jeho struktura se 

skládá z opakujících se jednotek kyseliny D-glukuronové (GlcA) a N-acetyl-D-galaktosaminu 

(GalNAc), jejichž hydroxylové skupiny jsou sulfatovány (u GlcA na druhém a třetím uhlíku, 

u GalNAc na čtvrtém a šestém uhlíku). Počet a umístění sulfátových skupin se může lišit, 

nejčastěji se však vyskytují u GalNAc v pozici 4 (viz obr. 4) nebo 6. Jeden řetězec obsahuje 

přibližně 40 disacharidových jednotek o molekulové hmotnosti asi 20 000. Jednotlivé typy 

CHS mají rozdílné regulační schopnosti jak v případě biologických funkcí, tak i v případě 

zánětů, enzymatické aktivity, syntézy extracelulární matrix, adheze, proliferace, diferenciace 

a apoptóze. O tom, jak velký význam má specifický vzor CHS v biologických funkcí, dokazu-

je vysoká variabilita vzorů a jejich přítomnost v různých typech tkání [14, 15, 16]. 

 

 

Obrázek 4: Vzorec chondroitin-4-sulfátu 
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2.1 Regulační vlastnosti 

Vnější část kloubní chrupavky obsahuje nediferencované mezenchymální buňky. Existuje 

domněnka, že pericelulární prostor těchto buněk je složen z proteoglykanů obsahující CHS 

s nízkým stupněm sulfatace, který udržuje buňky v nediferencovaném stavu. Když se nedife-

rencované mezenchymální buňky začnou dělit, dceřiné buňky opustí oblast s nízkou sulfatací 

a vstoupí do oblasti s vysokou sulfatací, kde se začnou diferencovat do zralých chondrocytů. 

Buňky se od sebe v oblasti s velkou sulfatací odlišují z toho důvodu, že proteoglykany obsa-

hující CHS selektivně vážou růstové faktory v závislosti na počtu sulfátových skupin v CHS. 

A tyto růstové faktory diferenciaci řídí [14]. 

CHS se řadí mezi symptomaticky pomalu působící lék na osteoartrózu. V mnoha klinických 

studiích se uvádí, že po perorálním podání dochází k úlevě od symptomů, zlepšení šířky 

kloubního spojení, ke snížení degradace extracelulární matrix chrupavky a kostní tkáně a ke 

zlepšení pohyblivosti kloubů. Účinnost však hodně závisí na kvalitě podávaného CHS. Ke 

zlepšení stavu dochází až po několika měsících, zato příznivé účinky přetrvávají i po skončení 

medikace [14]. 

2.2 Použití CHS v biomedicíně 

CHS izolovaný z obratlovců se využívá terapeuticky. Zejména CHS izolovaný z kostí drůbe-

že, skotu a z nosní přepážky prasat se používá jako biomedicínská přísada pro léčbu osteoar-

tritidy a osteoartrózy. Tato onemocnění se běžným způsobem léčí nesteroidními protizánětli-

vými léky a analgetiky, které mohou způsobit vážné nežádoucí účinky. Proto je použití CHS 

výhodnou alternativou. CHS-C se prodává jako vyživující látka pro kloubní chrupavky 

k zabránění jejich poškození nebo degeneraci. Dále se pro své viskoelastické vlastnosti použí-

vá u operace očního zákalu a při implantaci nitrooční čočky a jako přísada do hydratačních 

krémů pro léčbu popálenin. Skrz rostoucí zájem o CHS bylo navrženo několik dalších farma-

ceutických aplikací k různým typům CHS. Jejich vysoká variabilita v živočišných tkáních 

vyžaduje přísnou kontrolu úrovně sulfatace ve výrobcích [17]. Informace o struktuře lze zís-

kat pomocí nukleární magnetické rezonance (NMR), která však vyžaduje dostatečné množství 

relativně čistého vzorku [18]. 

Do biomateriálů je výhodné začleňovat CHS, protože jim poskytuje biologickou účinnost 

v oblasti regulace buněk, jako je proliferace, diferenciace, syntéza enzymů, apoptóza a sekre-

ce cytokinů. Vyvíjejí se pro řadu klinických aplikací, např. pro regeneraci chrupavky, tkáňové 
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inženýrství (pro srdeční chlopně), podávání léků, chirurgická lepidla a tmely, regeneraci me-

ziobratlové ploténky, hojení ran atd. Tyto materiály jsou buď zcela biologické, nebo jsou slo-

ženy z biologických a syntetických polymerů. Použitím syntetických polymerů můžeme kont-

rolovat mechanické vlastnosti biomateriálů, které jsou dány chemickou strukturou molekul. 

Samozřejmě chemická struktura musí být taková, aby materiál vykazoval co nejmenší toxicitu 

do okolní tkáně [14]. 
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3 CHONDROCYTY 

Chondrocyty jsou buňky chrupavčité tkáně. Jsou to dospělé, většinou velké, plně vyvinuté 

buňky obsahující kulaté jádro s jedním nebo dvěma jadérkami. Nezralé chondrocyty se nazý-

vají chondroblasty, jsou menší, ploché a na rozdíl od chondrocytů nemají v cytoplazmě zrnka 

glykogenu a jemné tukové kapky. V plně vyvinuté chrupavce se chondrocyty většinou vysky-

tují v párech, nebo v trochu větším seskupení umístěných v dutinách matrix, zvaných lakuny. 

Většímu množství chondrocytů se říká izogenetické skupiny [19]. Chondrocyty mají různou 

morfologii v závislosti na hloubce výskytu v chrupavce: na povrchu jsou více zploštělé, 

v hlubších oblastech jsou kulatější a větší. Chondrocyty v povrchové vrstvě produkují lubri-

cin, který přispívá k mezní vrstvě maziva, díky čemuž má chrupavka hladký povrch s velmi 

nízkým koeficientem tření. Chondrocyty ve střední zóně syntetizují relativně větší množství 

agrekanu a množství menších proteoglykanů. Za normálních okolností jsou chondrocyty 

v klidovém, ustáleném stavu a udržují syntézu proteoglykanů a jiných nekolagenních molekul 

[20]. Obvod buňky těsně přiléhá k mezibuněčné hmotě. V místě výskytu izogentických sku-

pin je extracelulární matrix výrazně basofilní [19]. Matrix kolem chondrocytů je bohaté na 

GAG a chudé na kolagen [21].  

Vzhled chondrocytů na ultratenkých řezech závisí na tom, zda je chondrocyt v aktivním stavu, 

nebo zda je již nečinný. Aktivní formy (chondroblasty) produkují extracelulární matrix, obsa-

hují granulované endoplazmatické retikulum a Golgiho aparát. Jakmile dochází k poklesu 

jejich aktivity, redukuje se velikost endoplazmatického retikula i Golgiho komplexu, celá 

cytoplazma se přestavuje a objevují se v ní zrnka glykogenu a lipoidní materiál [19]. 

Chondrocyty se vyvíjejí z mezenchymu v procesu zvaném chondrogeneze [19]. 

3.1 Chondrogeneze 

Při chondrogenezi vznikají chondroblasty buď po interakci kondenzovaného mezenchymu 

s bazální membránou, nebo po interakci epitelového krytu a mezenchymu. Počátek chondro-

geneze je signalizován ovalizací budoucích chrupavčitých buněk a produkcí kolagenu typu II 

[22]. Proces začíná agregací a kondenzací mezenchymu. Kondenzační mezenchym produkuje 

různý extracelulární matrix a různé adhezní molekuly. Mezenchym diferencuje do chondrocy-

tů a tyto buňky začínají produkovat extracelulární matrix bohatý na kolagen typu II a agrekan 

[23].  
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K chondrogenezi dochází jak v průběhu embryogeneze, tak i v dospělosti v důsledku opravy 

skeletální tkáně. Velmi důležité jsou při chondrogenezi kostní morfogenetické proteiny 

(BMP), jenž patří mezi růstové faktory. Jejich účinek závisí na tom, v jaké koncentraci se ve 

tkáni nachází a na době působení. Reguluje se kladnou i zápornou zpětnou vazbou [22, 23].  

Během vývoje se buňky rychle množí. Buňky v blízkosti středu každého rostoucího prvku 

nakonec vystoupí z buněčného cyklu a zahájí hypertrofickou diferenciaci neboli proces zrání. 

V tomto procesu se chondrocyty zvětšují, diferencují, mineralizují a nakonec podléhají apo-

ptóze. Jejich zbytková chrupavčitá matrix slouží jako scaffold pro další ukládání minerálů a 

pro tvorbu kostní tkáně s následným osídlením osteoblasty a osteoklasty [23].  

 

 

Obrázek 5: Chondrogeneze [24] 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2214711/
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3.2 Funkce zralých kloubních chondrocytů 

Zralý kloubní chondrocyt není v extracelulárním matrix mitoticky aktivní a má nízkou rych-

lost syntetické aktivity. Protože kloubní chrupavka není vaskularizovaná, musí se pro výměnu 

živin a metabolitů spoléhat na difůzi chondrocytů z povrchu kloubu nebo ze subchondrální 

kosti. Chondrocyty udržují transportní systém membrány aktivní pro výměnu kationtů (Na
+
, 

K
+
, Ca

2+
 a H

+
), jejichž koncentrace kolísají se zatížením a se změnou složení chrupavčité mat-

rix. Cytoskelet chondrocytů se skládá z aktinu, tubulinu a vimentin vláken a složení těchto 

vláken je odlišné v různých zónách chrupavky [25]. 

Metabolismus chondrocytů pracuje v chrupavčité matrix při nízké koncentraci kyslíku. Roz-

mezí je od 10 % na povrchu chrupavky do méně než 1 % v hlubší zóně. Spotřeba kyslíku na 

jednotlivé buňky je pouze 2 až 5 %. Chondrocyty obvykle neobsahují mitochondrie, jejich 

metabolismus je silně závislý na dodání glukózy, která slouží jako hlavní zdroj energie a jako 

základní prekurzor pro syntézu GAG. Usnadnění transportu glukózy v chondrocytech je zpro-

středkováno několika odlišnými proteiny pro transport glukózy [25]. 

Pokud dojde k vážnému poškození kolagenové sítě, je replikace chondrocytů v matrix kloubní 

chrupavky těžší. V počátečních stádiích OA reagují chondrocyty na strukturální změny 

v okolí matrix tak, že zvyšují proliferaci a syntézu proteinů, proteináz a anabolických a kata-

bolických faktorů. Toto nestandardní chování chondrocytů se odráží ve vzhledu fibrilace, vy-

čerpání matrix, shromažďování buněk a ve změně množství, distribuce nebo složení proteinů 

v matrix [25]. 
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4 FIBROBLASTY 

Fibroblasty se řadí mezi nejběžnější a nejvýznamnější buňky vazivové tkáně. Mají protáhlý, 

vřetenovitý až hvězdicovitý tvar, jenž se mění podle aktuálního funkčního stavu. Pokud pro-

bíhá tvorba bílkovin, buňky se zvětšují. Fibroblasty obsahují četná drsná endoplazmatická 

retikula a Golgiho aparát. Produkují základní vláknitou a amorfní hmotu vaziva, tedy tropoko-

lagen, proteoglykany a dokonce i molekuly elastinu. Fibroblasty se podílejí na regeneraci tká-

ně, jsou hlavním zdrojem materiálu vyplňujícího tkáňové defekty – jizvy. Fibroblasty, které se 

aktivně nepodílí na sekreci, se nazývají fibrocyty. Jsou vývojově starší a mají minimální 

schopnost diferenciace [26, 27]. 

 

 

Obrázek 6: Fibroblasty [28] 

 

Fibroblasty jsou schopné fagocytovat cizorodé částice. V tkáňových kulturách snadno prolife-

rují a rostou, a to hlavě působením různými druhy dráždidel a přívodu živin krví. Jako první 

byly pěstovány fibroblasty, které se získaly z embryonálních tkání. Poté se začaly získávat i 

z dalších druhů pojiv, např. ze synoviálních membrán a synoviálních tkání. V médiu těchto 

tkání byla zjištěna přítomnost hyaluronanu, proto se fibroblasty pokládají za místo, kde vzni-

kají mukopolysacharidy [29]. 

Dermální fibroblasty produkují a organizují extracelulární hmotu dermis. Komunikují jak 

mezi sebou, tak i s jinými typy buněk. Mají klíčovou roli v regulaci fyziologie kůže a hojení 

ran. Normální dospělá lidská kůže obsahuje nejméně tři odlišné subpopulace fibroblastů, a to 

papilární, retikulární a folikulární. Fenotypový rozdíl mezi těmito populacemi fibroblastů se 

projevuje v produkci a organizaci extracelulární hmoty, produkci růstových faktorů/cytokinů 

a v účasti v zánětlivých odpovědí [30]. 
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 Fibroblasty při hojení ran 

V případě, že dojde k poškození tkáně, začnou fibroblasty v její blízkosti proliferovat, migro-

vat do rány a produkovat velké množství kolagenní hmoty, která pomáhá izolovat a opravit 

poškozenou tkáň. Fibroblasty jsou schopné se pohybovat rychlostí 1,2 μm/min [31, 32]. Při 

opravě tkáně dochází u fibroblastů ke změně fenotypu z jejich obvykle relativního klidového 

stavu na kontraktilní myofibroblasty. Tyto buňky jsou fenotypově podobné s buňkami hlad-

kého svalstva. Několik výzkumníků z různých oborů v roce 1990 ukázalo, že myofibroblasty 

jsou během opravy tkáně současně přítomné v dalších tkání, včetně jater, ledvin a plic. Při 

běžné opravě tkáně dochází u myofibroblastů k apoptóze a vzniká jizva. V případě, že myo-

fibroblasty setrvávají ve tkáni, dochází k fibróze vlivem zvýšené syntéze matrix a tím ke 

zkracování tkáně, což v mnoha případech brání normální funkci orgánu [33]. 

 Organizace mezibuněčné hmoty 

Fibroblasty dokáží organizovat mezibuněčnou hmotu do ucelených částí. Pokud se k fibrob-

lastům v kultivační nádobě přidá kolagen, jehož síť vláken je náhodně orientovaná a tvoří tak 

gel, začnou k sobě fibroblasty kolagen přitahovat a tím dojde k redukci gelu na menší části. 

Další z možností je, že se fibroblasty shluknou do těsné blízkosti a zůstanou obklopeny orien-

tovanými kolagenními vlákny. Podobný jev nastává, když se dvě embryonální tkáně 

s fibroblasty vloží odděleně do kolagenního gelu. Kolagen vytvoří pevné vlákno mezi těmito 

tkáněmi a fibroblasty tak mohou z tkání migrovat [31].  
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5 PLAZMA 

Plazma, též někdy nazývané jako čtvrté skupenství hmoty, je částečně nebo úplně ionizovaný 

plyn. Ionizovaný znamená, že alespoň jeden elektron není vázán k atomu nebo molekule. Se 

zvyšující se teplotou mají molekuly čím dál větší energii a dochází k transformaci pevné látky 

na kapalnou, plynnou a nakonec vzniká plazma, kde se volně pohybuje směs nabitých a neut-

rálních částic, elektronů a iontů [34, 35]. Pojem plazma byl vytvořen Langmuirem a Tonksem 

v roce 1929, kdy tak označily část obloukového typu výboje, ve kterém jsou hustoty elektronů 

a iontů vysoké a v podstatě stejné [36]. Plazma je vlivem volných elektrických nábojů (elek-

tronů a iontů) elektricky vodivé, často i více jak zlato a měď, interaktivní a je silně ovlivňo-

váno elektromagnetickým polem. Aby se ionizovaný plyn mohl nazývat plazmatem, musí být 

elektricky neutrální a obsahovat velké množství elektricky nabitých částic, které mají vliv na 

elektrické chování a vlastnosti [34, 35]. 

Plazma tvoří většinu viditelné hmoty ve vesmíru, např. sluneční koróny, mlhoviny, sluneční 

vítr, a to až z 99 %. Na Zemi lze plazma pozorovat ve formě blesku a polární záře. Účinně se 

vyrábí v laboratoři a průmyslu. Používá se pro řadu aplikací včetně termonukleární syntézy, 

elektroniky, laserů, zářivek a mnoha dalších [34, 35]. 

 Stupeň ionizace 

Důležitým parametrem pro popis plazmatu je stupeň ionizace. Ve většině případů nebývají 

všechny částice v plazmatu ionizované. Při velmi nízké hustotě nabitých částic dojde 

k zničení účinků interakce mezi těmito částicemi vlivem neutrálních částic, které jsou 

v přebytku a dominují nad srážkami. U neutrálních částic dochází ke srážkám pouze tehdy, 

jsou-li navzájem v těsné blízkosti. Srážky mezi nabitými částicemi se řídí Coulombovým zá-

konem [35]. 

 Debyeovo stínění a délka 

Debyeovo stínění definuje plazma z kvantitativního hlediska. Plazma je kvazineutrální, což 

znamená, že má hustotu kladných a záporných nábojů stejnou. Ovšem v rozsahu Debyeovy 

délky může při určité teplotě a hustotě nabitých částic nastat nerovnováha v nábojích. Pokud 

je do plazmatu vložen záporný náboj, elektrony jsou odpuzovány a ionty přitahovány. Tento 

děj se děje velmi rychle a vede k posunutí elektronů a iontů a vytváří se polarizační náboj, 

který chrání plazma proti vloženému náboji – dochází k Deyebovu stínění. Ionizovaný plyn se 

nazývá plazmatem, pokud je Debyeova stínící vzdálenost menší než charakteristická délka 

systému [36, 37]. Debyeovu délku λD lze vypočítat podle vztahu (1): 
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Kde: n0 je hustota nabitých částic, e je náboj elektronu, ε0 je permitivita vakua a KT popisují 

kinetickou energii elektronu. 

Počet částic v Debyeově rozsahu (ND) se definuje jako parametr plazmatu: 

3

0
3

4
DD nN          (2) 

Jestliže je ND < ≈ 1, mají kolektivní jevy malý význam a dominují srážky. Pokud je ND >> 1, 

velké množství částic je zodpovědné za Debyeovo stínění. Tomuto jevu se říká kolektivní 

chování. Kolektivní účinky tedy dominují nad srážkami, což je kritérium plazmatu [37].  

 Generace plazmatu 

Existuje mnoho různých metod generace plazmatu. Plazma může mít vysokou nebo nízkou 

hustotu, vysokou nebo nízkou teplotu, může být trvalé nebo přechodné, stabilní nebo nesta-

bilní atd. Na základě termodynamických podmínek rovnováhy spolu úzce souvisí stupeň ioni-

zace a teplota elektronů [38].  

Plazma se dělí na termodynamicky rovnovážné a nerovnovážné. Termodynamicky rovnováž-

né plazma se vyznačuje velmi vysokou teplotou těžkých částic (často až 10 000 K). Tento typ 

plazmatu není vhodný k ošetření polymerních materiálů, protože teplota plynu je tak vysoká, 

že způsobuje jejich tepelnou degradaci. Zato v termodynamicky nerovnovážném plazmatu je 

teplota plynu podstatně nižší. Je to dáno nízkou teplotou těžkých částic a velmi vysokou tep-

lotou elektronů (často až 50 000 K). Proto je tento typ plazmatu vhodný k ošetření polymer-

ních materiálů. Další kapitoly budou zaměřeny právě na nevyvážené plazma [39].  

5.1 Nízkotlaké plazma 

Výboj plazmatu probíhá za nízkého tlaku (≤ 133 Pa) a vysoké frekvenci (≥ 1 MHz). Těžké 

částice (molekuly plynů a ionty) mají při pokojové teplotě kinetickou energie jen kolem 

0,025 eV, zatímco elektrony mají dostatek kinetické energie (1 – 10 eV) ke zničení kovalentní 

vazby a k vytváření další ionizace. Vytvořené chemicky reaktivní částice se mohou podílet na 

homogenních (plynná fáze) nebo heterogenních reakcí s pevným povrchem, který je 

v kontaktu s plazmatem. Nízkotlaké plazma se používá přibližně při pokojové teplotě, proto je 

vhodné pro zpracování tepelně citlivých materiálů, jako jsou polymery a polovodiče [40, 41]. 
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V nízkoteplotním plazmatu dochází k zahřívání elektronů pomocí elektromagnetické vlny, 

ionty musí být studené. Je proto nutné, aby hustota elektronů nebyla příliš vysoká. V opačném 

případě by mohlo dojít k přenosu energie z elektronů do iontů vlivem Coulombovým sráž-

kám, což by mělo za následek zahřívání iontů. Rychlost srážek mezi elektrony a ionty musí 

být tedy mnohem nižší, než mezi elektrony/ionty a neutrálním plynem [41]. 

Klíčové procesy pro disipaci translační a vnitřní energie představují pružné a nepružné srážky 

mezi elektrony, ionty, neutrálními atomy a molekulami. Zejména neelastické srážky horkých 

elektronů s těžkými částicemi mají velký význam jako hlavní zdroj v generaci nabitých, exci-

tovaných nebo vysoce reaktivních radikálů. Elementární srážky mezi částicemi v plazmatu 

musí být popsány zákonem zachování hybnosti a energie. V nízkotlakém plazmatu dominují 

binární srážky. Výsledek srážky mezi dvěma částicemi zpravidla závisí na jejich specifické 

fyzické interakci, která určuje energii, hmotnost a náboj částic, a na jejich specifickém sráž-

kovém průřezu [42]. 

 Buzení plazmatu 

K vybuzení plazmatu je třeba zajistit tři základní složky: 

1) Zdroj energie pro ionizaci 

2) Vakuový systém pro udržení plazmatu 

3) Reakční komoru 

Jako zdroj energie pro ionizaci atomů a molekul se používá elektrická energie, a to buď ve 

formě nízkofrekvenčního střídavého proudu s frekvencí 50 nebo 60 Hz, nebo ve formě střída-

vého proudu s frekvencí vyšší jak 60 Hz. Sem patří střídavý proud s vysokou frekvencí (10 

nebo 20 kHz), s radio-frekvencí (13,56 MHz) a mikrovlný kmitočet (2,45 GHz). Tato elek-

trická energie je dodávána z dvojice elektrod umístěných v reakční komoře v kapacitním při-

pojení s elektrickými generátory. Je možné také indukční připojení s elektrickými generátory 

[43]. 

Jedním ze způsobů výroby plazmatu je elektrický výboj v plynech. Při výboji v plynu je na-

příč ionizovaným plynem aplikováno elektrické pole, které urychluje volné elektrony a do-

chází k dalším srážkám. Jednou z charakteristik tohoto procesu je, že aplikace elektrického 

pole na přenosy energie je mnohem účinnější u lehkých elektronů než u relativně těžkých 

iontů. Teplota elektronů je obvykle vyšší než teplota iontů [38]. 
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Když je zdroj ionizace vypnutý, ionizace se postupně snižuje v důsledku rekombinace. 

V laboratoři obvykle dochází k rekombinaci tak rychle, že plazma zcela vymizí v malém 

zlomku sekundy [38].  

5.2 Interakce mezi plazmatem a povrchem polymerního materiálu 

Když je polymer vystaven plazmatu v optimálním čase a hustotě plazmatu, dojde k aktivaci 

povrchu polymeru. Dokonce může být vytvořen i síťovaný polymerní řetězec. Jako první je 

z polymerního řetězce odštěpen vodík, čímž se ve středu polymerního řetězce vytváří radiká-

ly, které potom rekombinují s radikály vytvořenými v plazmatu (např. vzduchu) za vzniku 

kyslíkatých nebo dusíkatých funkčních skupin [44]. 

 

 

Obrázek 7: Vznik nových funkčních skupin na povrchu polymeru [45] 

 

Jelikož je povrch polymeru vystaveny energii vyšší, než je vazebná energie, dochází ke štěp-

ným reakcím, čímž vznikají na povrchu nové vazebné konfigurace. S každou povrchovou 

úpravou pomocí plazmatu dochází současně k ablaci a depozici. Řadou parametrů se dá 

ovlivnit, jestli bude převládat leptání nebo povrchová úprava. Poněvadž jsou základní parame-

try reaktoru a substrát často předdefinované, musí být ošetření optimalizováno kontrolou toku 

materiálu do reaktoru a regulací příkonu do plazmové fáze. Často se nejprve provádí leptání, 

aby se odstranily slabé hraniční vrstvy, a poté dochází k vytváření radikálů, které se budou 

chemicky vázat [46]. 
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Pokud působení plazmatu nevede k vytvoření tenké vrstvy, jsou na povrchu substrátu obvykle 

pozorovány 4 hlavní účinky: 

1) Čištění povrchu, např. od organického znečištění 

2) Ablace nebo leptání materiálu z povrchu, čímž se odstraní slabé mezní vrstvy a zvý-

ší se povrchová plocha 

3) Síťování nebo větvení v blízkosti povrchových molekul 

4) Povrchová modifikace chemické struktury 

Každý z těchto čtyř hlavních účinků je při použití plazmatu vždy přítomné, ale v závislosti na 

substrátu, použitém plynu, konstrukci reaktoru a provozních parametrech může být jeden úči-

nek upřednostňován nad ostatními [40]. 

5.3 Aplikace 

Povrchová úprava pomocí plazmatu pravděpodobně patří mezi nejuniverzálnější metody. 

Různé typy plynů (jako je např. argon, kyslík, dusík, fluor, oxid uhličitý), můžou vytvořit 

jedinečné povrchové vlastnosti nutné pro řadu různých aplikací. Například ošetření povrchu 

pomocí plazmatu kyslíku může zvýšit povrchovou energii polymeru, kdežto ošetření plazma-

tem fluoru může povrchovou energii polymeru snížit a zlepšit chemickou inertnost. Zesíťová-

ní povrchu polymeru může být uskutečněno plazmatem inertního plynu. Modifikace plazma-

tem ovlivňuje povrch polymeru jen do několika desítek nanometrů [47]. Typ plynu a podmín-

ky působení plazmatu musí být zvoleny podle typu polymeru, aby se minimalizovala jeho 

degradace. K degradaci dochází především při rychlé interakci s radikály nebo ionty. Zde je 

důležitá intenzita a doba působení plazmatu [48]. 

Plazmová polymerace je unikátní technika pro výrobu tenkých polymerních filmů z různých 

organických a organokovových výchozích látek, nejedná se tedy o běžně známé polymerace. 

Plazmový polymer je vytvořen průchodem organického plynu nebo páry přes doutnavý výboj. 

Materiály vytvořené plazmovou polymerací jsou naprosto odlišné od běžných polymerů, 

představují tak nový druh materiálu. Díky vysoce zesíťované struktuře jsou nerozpustné, tep-

lotně stabilní, chemicky inertní a mechanicky odolné. Polymerizované filmy se v posledních 

letech využívají pro různé aplikace, např. jako ochranné nátěry, biomedicínské materiály, 

elektronická a optická zařízení atd. [49, 50, 51]. 

Čištění povrchu za použití nízkotlakého plazmatu se používá pro vysoce kvalitní aplikace 

v mikroelektronice, leteckém průmyslu, zdravotnictvím [52]. 
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Relativně nová aplikace nízkotlakého plazmatu je sterilizace. Je to slibná alternativa k jiným 

sterilizačním postupům (jako je zvýšená teplota, gama záření a etylenoxid), které nejsou 

vhodné pro klinické aplikace, kde se vyžaduje krátký sterilizační cyklus, nízká teplota, absen-

ce toxických zbytků atd. Hlavním důvodem použití plazmatu při sterilizaci je přítomnost vy-

soce reaktivních částic a udržení sterilizovaného materiálu při pokojové teplotě, což má velký 

význam pro polymerní materiály [53]. 

Nejvíce se rozšiřující oblastí v současném výzkumu je pravděpodobně depozice tenkých vrs-

tev. V mikroelektronice se využívá depozice SiO2 k oddělení jednotlivých prvků integrova-

ných obvodů. Další využití je depozice supertvrdých vrstev (většinou na bázi nitridů titanu, 

bóru a jiných kovových prvků) pro obráběcí stroje nebo na součástky, které jsou na povrchu 

mechanicky namáhané (např. písty motorů). Na polymerní a jiné materiály se mohou nanášet 

ochranné vrstvy hlavně na bázi uhlíku v konfiguraci podobné diamantu a různé organokřemi-

čité vrstvy [54]. 

V neposlední řadě se plazma využívá k aktivaci povrchů u polymerů. Povrch substrátu se stá-

vá vysoce reaktivním vlivem narušení některých chemických vazeb nebo excitací povrcho-

vých molekul. Na takovýto povrch se pak mohou nechat navázat různé látky, které mění po-

vrchové vlastnosti polymerních materiálů, příkladem může být změna povrchové energie 

[54]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 PŘÍPRAVA VZORKŮ 

V experimentální části práce byla použita fólie nízkohustotního polyethylenu. Fólie byla na-

stříhána na velikost 5 × 5 cm. Vzorky byly ošetřeny z každé strany pomocí plazmatu v 

plazmatickém reaktoru. Výkon reaktoru byl zvolen 50 W, frekvence 40 kHz, průtok vzduchu 

20 sccm, doba ošetření 1 minuta. Poté se na část takto upravených vzorků nanesly monomery, 

a to allylamin (AAM), N-allylmethylamin (MAAM) a N,N-dimethylallylamin (DAAM). Na-

nášení se provádělo v digestoři, kde se vzorky držely po dobu 20-ti sekund nad parami mo-

nomerů. Vzorky s monomery, PE ošetřený plazmatem a neošetřený PE se ponořily do 1% 

roztoku chondroitin sulfátu po dobu 24 hodin za stálého míchání. Po této době byly vzorky 

řádně opláchnuty, usušeny a schovány do připravených sáčků. 

Připraveno tedy bylo 10 vzorků: 

- PE neopracovaný 

- PE neopracovaný + CHS 

- PE opracovaný 

- PE opracovaný + CHS 

- PE opracovaný + AAM 

- PE opracovaný + MAAM 

- PE opracovaný + DAAM  

- PE opracovaný + AAM + CHS 

- PE opracovaný + MAAM + CHS 

- PE opracovaný + DAAM  + CHS 
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7 CHARAKTERIZACE RŮZNĚ MODIFIKOVANÉHO PE 

Připravené vzorky byly charakterizovány níže uvedenými metodami. Dále byly u nich zjišťo-

vány biologické vlastnosti. 

7.1 Měření povrchové energie 

Mezi základní vlastnosti polymerů patří smáčivost. Povrch polymerů je hydrofilní nebo hyd-

rofobní, což je dáno interakcí na rozhraní mezi polymerem a vodní plochy. Za hydrofilní po-

vrch jsou zodpovědné polární skupiny, mezi nimiž a vodou se vyskytují silné interakce. Nao-

pak hydrofobní povrch vykazuje slabé interakce s vodou vlivem přítomnosti nepolárních sku-

pin [55].  

Jednoduchá a široce používaná metoda pro stanovení smáčivosti polymerních filmů je měření 

statického kontaktního úhlu kapky deionizované vody nebo jiné kapaliny na povrchu polyme-

ru. Kontaktní úhel Θ je geometricky definován jako úhel, který svírá tečna k povrchu kap-

ky vedoucí přes třífázové rozhraní, kde se protíná kapalina, plyn a pevná látka. Kontakt-

ní úhel se pohybuje v rozmezí od 0° do 180° [55]. Působení kapky na povrchu materiálu 

je výsledkem rovnováhy mezi třemi povrchovými energiemi: mezifázovou energií kapa-

lina-pára (γLV), pevná látka-pára (γSV) a pevná látka-kapalina (γSL). Kapka s vysokým po-

vrchovým napětím spočívající na povrchu pevné látky s nízkou povrchovou energií zau-

jímá sférický tvar, kontaktní úhel je vysoký (vyšší jak 90°). Pokud je povrchová energie 

pevné látky vyšší jak povrchové napětí kapaliny, zaujímá kapka plošší tvar, kontaktní 

úhel je nízký (nižší jak 90°) (viz obr. 8) [56]. 

 

 

Obrázek 8: Smáčení pevného povrchu kapalinou 
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Napříč rozhraní pevné látky a kapaliny působí dvě přitažlivé síly, a to disperzní Lifshitz-

van der Waalsovi síly (γLW) a Lewisovi acidobazické síly (γAB). Lifshitz-van der Waalsovi 

síly vznikají v důsledku indukovaných dipólů mezi sousedními molekulami, zatímco 

Lewisovi acidobazické síly vznikají polárními interakcemi mezi akceptorem elektronu (Lewi-

sova kyselina: γ
+
) a donorem elektronu (Lewisova báze: γ

-
) [56]. 

Pro měření kontaktního úhlu byla použita metoda „Acid-Base“, kde se používají 3 odlišné 

kapaliny. 

Postup měření kontaktního úhlu 

K měření povrchové energie byl použit See Systém (Surface energy evalution system). Na 

vzorky o velikosti 5 × 5 cm byly naneseny kapky tří různých kapalin o objemu 5 μl. Použité 

kapaliny byly následující: deionizovaná voda, diiodomethan a ethyleglykol. Od každé kapali-

ny bylo naneseno 5 kapek, které se snímaly pomocí CCD kamery a vyhodnocovaly pomocí 

See softwaru. 

 

 

Obrázek 9: See systém 

 

7.2 XPS – rentgenová fotoelektronová spektroskopie 

Rentgenová fotoelektronová spektroskopie (XPS) identifikuje a kvantifikuje přítomné prvky 

na povrchu polymerů. XPS používá rentgenový paprsek, který způsobuje emisi elektronů 

z povrchu vzorku. Vazebná energie emitovaných elektronů se měří a následně využívá 
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k identifikaci přítomných prvků. XPS analyzuje povrch vzorku ve velmi malé tloušťce (menší 

jak 10 nm). Nepružná střední volá dráha excitovaných fotoelektronů je typicky 2 – 4 nm. 

Změnou úhlu vzorku k detektoru můžeme měnit tloušťku analyzované povrchové vrstvy. Čím 

nižší úhel vyzařování budou mít fotoelektrony, tím je měření povrchu citlivější. S výjimkou 

vodíku a helia jsou pomocí XPS snadno detekovány všechny prvky v periodické tabulce. XPS 

měření se nejlépe provádí za použití monochromatického rentgenového zdroje. Monochroma-

tická XPS způsobuje nejmenší poškození jemných materiálů a je nezbytným předpokladem 

pro vytěžení maximálního informačního obsahu od většiny polymerních systémů. XPS je ši-

roce aplikována pro charakterizaci chemického složení materiálů používaných 

v bioinženýrství. Analyzuje funkční skupiny s kvalitativního i kvantitativního hlediska. Dále 

se ve velkém rozsahu používá ke zjištění čistoty a kontaminace povrchů vzorků v různých 

průmyslových odvětvích, např. v letectví, v automobilovém, biomedicínském a chemickém 

průmyslu [57, 58, 59]. 

Postup měření XPS 

Pro měření XPS byly použity všechny vzorky o velikosti 1 × 1 cm. Měření probíhalo v labo-

ratořích spolupracujícího pracoviště ve Slovinsku. 

7.3 SEM – skenovací elektronová mikroskopie 

Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) slouží k pozorování nejrůznějších povrchů. Urči-

tým způsobem ji lze považovat za analogii světelného mikroskopu v dopadajícím světle. Vel-

kou předností SEM mikroskopie oproti světelnému mikroskopu je velká hloubka ostrosti. To 

dává dvojrozměrným snímkům jistý náznak trojrozměrnosti [60]. Vedle topografických in-

formací poskytuje SEM i informace o chemickém složení blízko povrchu. Princip SEM mik-

roskopie je následující. Zdroj elektronů je soustředěn do paprsku o velikosti 5 nm, energie je 

v rozmezí od 1 do 50 keV [61]. Paprsek je rastrován po povrchu vzorku pomocí vychylovací 

cívky. Elektrony narážejí a pronikají na povrch, dochází k množství interakcí a SEM snímky 

jsou vytvářené pomocí sběru emitovaných elektronů na katodové trubici. Různé SEM techni-

ky jsou rozlišeny na základě toho, co je následně detekováno a zobrazeno. Existují 3 typy 

SEM snímků: snímky ze sekundárních elektronů, ze zpětně odražených elektronů a elemen-

tární rentgenové mapy [62]. Nevodivé vzorky se většinou musí před samotným měřením ne-

chat naprášit tenkou vrstvou kovového zlata [63]. 
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Postup měření SEM 

K měření bylo použito 5 vzorků o velikosti 1 × 1 cm: PE neopracovaný, PE opracovaný, PE 

opracovaný + AAM + CHS, PE opracovaný + MAAM + CHS a PE opracovaný + DAAM + 

CHS. Vzorek se připevnil na držáček a vložil do mikroskopu Phenom PRO. 

7.4 Proliferace fibroblastů 

Postup kultivace 

Pro kultivaci byla použita buněčná linie z myších embryonálních fibroblastů (NIH/3T3) 

z ATCC ® (číslo: CRL-1658
TM

). Jako kultivační médium bylo použito: Dulbecco's Modified 

Eagle Medium – s vysokým obsahem glukózy, ke které bylo přidáno 10 % telecího séra a 

antibiotikum (penicilin/streptomycin, 100 mg/ml), PAA laboratoře GmbH, Rakousko. 

Buňky byly odděleny ode dna kultivační nádoby, a to tímto způsobem: z kultivační nádoby se 

odsálo kultivační médium. Buňky se opláchly PBS (Phosphate Buffered Saline 10×) od firmy 

GIBCO. V dalším kroku se buňky inkubovaly při 37 °C s přidaným trypsinem-EDTA (1×) od 

firmy PAA (0,1 ml/cm
2
), aby se buňky od sebe oddělily. Inkubace netrvala déle jak 20 minut. 

Po inkubaci se k buňkám přidalo kultivační médium, a to v množství, jako se přidávalo 

trypsinu. Buňky se oddělily od kultivačního média pomocí centrifugace při teplotě 37 °C po 

dobu 3 minut a 1,1·10
3
 RPM a byly naředěny na koncentraci 10

5
/ml. Jednotlivé vzorky byly 

před samotnou kultivací dezinfikovány pomocí UV-záření (258 nm). Vzorky byly nastříhány 

tak, aby měly v průměru 3,5 cm a poté se vložily do Petriho misek stejného průměru. Na 

vzorky byly napipetovány buňky o objemu 2 ml, které se následně nechaly kultivovat 

v inkubátoru při 37 °C po dobu 48 h. Buněčná proliferace byla zjišťována pomocí mikroskopu 

Olympus, IX81 a pomocí kamery Leica DFC480 byly buňky vyfoceny.       
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Měření povrchové energie 

Měření povrchové energie bylo provedeno pomocí metody sedící kapky na přístroji See Sys-

tem. Kapky byly postupně nanášeny na vzorek vedle sebe a jednotlivě snímány. Poté byla 

odečtena hodnota jednotlivých kontaktních úhlů smáčení. Výsledná hodnota pro daný povrch 

byla aritmetickým průměrem jednotlivých měření. 

Výsledky jsou přehledně uvedeny v následující tabulce. Dále je zde přiložena tabulka, kde 

jsou pro jednotlivé vzorky vypočteny hodnoty povrchové energie a její složky. 

Z naměřených výsledků plyne, že čistý neopracovaný PE má poměrně malou smáčivost, kdy 

kontaktní úhel pro vodu dosahuje hodnot kolem 97 °. Tato hodnota se porovnání se vzorkem, 

který nebyl upraven a byl jen ponořen do CHS téměř nemění. Je to dáno tím, že samotný CHS 

nemá možnost se navázat na PE. 

Po úpravě v plazmatu se však situace zásadně mění, kdy hodnota kontaktního úhlu pro vodu 

klesá až k přibližně 42 °. Podstatné je sledovat rozdíl mezi vzorky opracovanými v plazmatu a 

vystavenými reakci s monomery a jejich srovnání se stejnými vzorky po navázání CHS. Vý-

sledné hodnoty smáčivosti naznačují, že došlo úspěšně k navázání CHS, což je důvod změny 

hodnot kontaktních úhlů. 

V případě povrchové energie lze konstatovat přibližně totéž. Zatímco povrchová energie PE je 

přirozeně nízká, avšak po úpravě v plazmatu, roubování monomerem i navázáním CHS vzrůs-

tá. Zejména pak dochází k růstu polární části povrchové energie, která indikuje přítomnost 

polárních funkčních skupin v povrchové struktuře. 
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Tabulka 2: Hodnoty kontaktních úhlů pro jednotlivé vzorky (kde W je deionizovaná voda, D 

je diiodomethan a E je ethylenglykol) 

Vzorek ΘW [°] ΘD [°] ΘE [°] 

PE neopracovaný 96,8 ± 3,4 52,2 ± 4,4 68,5 ± 12,2 

PE neopracovaný 

+ CHS 
92,1 ± 7,4 52,2 ± 9,6 64,8 ± 9,1 

PE opracovaný 41,9 ± 5,3 50,2 ± 13,6 32,9 ± 5,2 

PE opracovaný + 

CHS 
55,2 ± 2,8 39,5 ± 8,0 34,9 ± 8,6 

PE opracovaný + 

AAM 
40,6 ± 8,1 62,9 ± 22,9 33,0 ± 3,5 

PE opracovaný + 

MAAM 
59,1 ± 7,9 49,2 ± 4,5 33,4 ± 16,5 

PE opracovaný + 

DAAM 
28,2 ± 33,0 48,2 ± 12,3 35,6 ± 5,5 

PE opracovaný + 

AAM + CHS 
55,6 ± 7,6 32,6 ± 11,5 35,7 ± 9,6 

PE opracovaný + 

MAAM + CHS 
54,9 ± 3,4 38,8 ± 13,2 30,8 ± 6,9 

PE opracovaný + 

DAAM + CHS 
58,9 ± 41,1 41,8 ± 10,8 40,7 ± 4,9 
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Tabulka 3: Hodnoty povrchové energie pro jednotlivé vzorky 

Vzorek 
γtotal 

[mJ/m2] 

γLW 

[mJ/m2] 

γAB 

[mJ/m2] 

γ+ 

[mJ/m2] 

γ- 

[mJ/m2] 

PE neopracova-

ný 
33,06 33,05 0,01 0,00 1,08 

PE neopracova-

ný + CHS 
33,42 33,06 0,36 0,01 2,27 

PE opracovaný 35,13 34,18 0,95 0,00 50,41 

PE opracovaný 

+ CHS 
40,39 39,88 0,51 0,00 29,61 

PE opracovaný 

+ AAM 
36,62 26,94 9,68 0,45 52,07 

PE opracovaný 

+ MAAM 
41,85 34,72 7,13 0,58 22,08 

PE opracovaný 

+ DAAM 
46,61 35,27 11,34 0,42 76,00 

PE opracovaný 

+ AAM + CHS 
45,78 43,13 2,65 0,06 29,76 

PE opracovaný 

+ MAAM + CHS 
42,86 40,19 2,67 0,06 27,42 

PE opracovaný 

+ DAAM + CHS 
39,49 38,69 0,79 0,01 27,62 

 

8.2 XPS – rentgenová fotoelektronová spektroskopie 

Rentgenová fotoelektronová spektroskopie byla měřena na našem partnerském pracovišti 

v Lublani. Tato metoda dává výsledné hodnoty procentuálního zastoupení prvků v povrchové 
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struktuře. Získané výsledky jsou uvedeny pro jednotlivé vzorky v následující tabulce a dále je 

pro vizuální porovnání uveden graf se spektry neopracovaného a opracovaného PE. 

Z naměřených hodnot je zjevné, že neopracovaný povrch obsahuje ve své povrchové struktuře 

téměř výhradně atomy uhlíku, což plně odpovídá struktuře PE. Je zde přítomno i zanedbatelné 

množství kyslíku, to je však zřejmě dáno nečistotami, zejména prachem. 

Po ponoření neupraveného vzorku do CHS se situace zásadně nemění. Tento výsledek potvr-

zuje měření povrchové energie a fakt, že CHS se není schopen na neupravený vzorek vázat. 

Po opracování v plazmatu je však situace odlišná, dochází k výraznému úbytku v procentuál-

ním zastoupení atomu uhlíku v povrchové struktuře na úkor atomu kyslíku, kdy je taktéž pří-

tomno malé množství dusíku. Tento výsledek potvrzuje výraznou změnu v chemickém slože-

ní povrchové struktury opracovaného PE, kdy se na jeho povrchu tvoří polární funkční skupi-

ny obsahující kyslík a dusík, což jsou základní složky použitého plazmového plynu vzduchu. 

Pokud je tento vzorek vystaven interakci s CHS, tak lze opět uzavřít, že v podstatě neprobíhá. 

Po reakci s monomery AAM, MAAM a DAAM se situace mění v tom, že vzrůstá množství 

uhlíku, které je totiž v samotných monomerech obsaženo a stejně tak i dusíku. Tento nárůst je 

současně doprovázen poklesem množství kyslíku v povrchové struktuře, což dokazuje, že 

monomery jsou schopné se vázat na povrch. Obdobně, pokud jsou tyto vzorky vystaveny in-

terakci s CHS, jsou patrné změny. Výrazně se snižuje množství uhlíku a dusíku na úkor vzrůs-

tu obsahu kyslíku, což odpovídá struktuře CHS, který je tímto procesem navázán. Významná 

je přítomnost atomu síry, který s jistotou potvrzuje navázání CHS. 
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Tabulka 4: Tabulka naměřených hodnot - výsledná data XPS 

vzorek C % N % O % S % 

PE neopracovaný 99,8 0,0 0,2 0,0 

PE neopracovaný + CHS 99,8 0,0 0,2 0,0 

PE opracovaný 67,2 1,8 31,0 0,0 

PE opracovaný + CHS 67,4 1,7 30,9 0,0 

PE opracovaný + AAM 72,6 4,8 22,6 0,0 

PE opracovaný + MAAM 75,3 4,6 20,1 0,0 

PE opracovaný + DAAM 78,2 4,4 17,4 0,0 

PE opracovaný + AAM + CHS 62,3 2,8 31,3 3,6 

PE opracovaný + MAAM + CHS 60,1 2,9 33,3 3,7 

PE opracovaný + DAAM  + CHS 59,2 3,0 34,0 3,8 

 

 

Obrázek 10: Graf naměřených XPS spekter neupraveného LDPE a LDPE po úpravě 

plazmatem 
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8.3 SEM – rastrovací elektronová mikroskopie 

Rastrovací elektronová mikroskopie byla použita za účelem popisu topografické struktury 

povrchů vzorků. Výsledky jsou znázorněny pomocí sejmutých snímků na následujících ob-

rázcích. 

Z výsledků je patrné, že neopracovaný vzorek PE vykazuje poměrně hladkou povrchovou 

strukturu, která jen místy vykazuje přítomnost stop nečistot, které lze připsat zřejmě prachu, 

což potvrdila i měření XPS. 

Opracovaný vzorek vypadal podobně, kdy nečistoty byly ablací plazmatu odstraněny. 

Výrazně jiné povrchové topografie však bylo dosaženo v případě ostatních vzorků, kdy je 

z obrázků patrné zvrásnění struktury. 
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Obrázek 11: SEM, PE neopracovaný – 5000 × zvětšeno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12: SEM, PE neopracovaný – 30 000 × zvětšeno 
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Obrázek 13: SEM, PE opracovaný – 5000 × zvětšeno 

 

 

 

Obrázek 14: SEM, PE opracovaný – 30 000 × zvětšeno 
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Obrázek 15: SEM, PE opracovaný + AAM + CHS – 5000 × zvětšeno 

 

 

Obrázek 16: SEM, PE opracovaný + AAM + CHS – 30 000 × zvětšeno 
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Obrázek 17: SEM, PE opracovaný + MAAM + CHS – 5000 × zvětšeno 

 

 

Obrázek 18: SEM, PE opracovaný + MAAM + CHS – 30 000 × zvětšeno 
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Obrázek 19: SEM, PE opracovaný + DAAM + CHS – 5000 × zvětšeno 

 

 

Obrázek 20: SEM, PE opracovaný + DAAM + CHS – 30 000 × zvětšeno 
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8.4 Proliferace fibroblastů 

Kultivace fibroblastů proběhla u všech vzorků ve dvou opakováních. Zároveň se jako referen-

ce buňky nechaly proliferovat na čisté Petriho misce z tkáňového polystyrenu, kde jsou vidět 

životaschopné buňky (viz obr. 30). Pro všechny vzorky byly po stejné době kultivace poříze-

ny fotografie, které jsou zvětšené 64 ×. U neopracovaného PE (viz obr. 20) nejsou podle oče-

kávání žádné přeživší buňky. Stejný stav můžeme pozorovat u vzorku PE opracovaný + AAM 

(viz obr. 24). Několik adherovaných buněk lze spatřit u vzorků PE neopracovaný + CHS (viz 

obr. 21), PE opracovaný (viz obr. 22), PE opracovaný + MAAM a DAAM (viz obr. 25, 26). 

Nicméně, v porovnání s referencí je na těchto vzorcích proliferace buněk o mnoho slabší. 

Největší nárůst buněk, porovnatelný s referencí, lze vidět u vzorků, kde jsou navázány mo-

nomery s CHS, tedy u: PE opracovaný + AAM + CHS; MAAM + CHS a DAAM + CHS (viz 

obr. 27, 28, 29). Z výsledků je patrné, že došlo k úspěšnému navázání CHS na vzorky a 

k zvýšení biokompatibility těchto vzorků. 

  

 

Obrázek 21: NIH/3T3, PE neopracovaný, zvětšení 64× 
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Obrázek 22: NIH/3T3, PE neopracovaný + CHS, zvětšení 64× 

 

 

Obrázek 23: NIH/3T3, PE opracovaný, zvětšení 64× 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 49 

 

 

Obrázek 24: NIH/3T3, PE opracovaný + CHS, zvětšení 64× 

 

 

Obrázek 25: NIH/3T3, PE opracovaný + AAM, zvětšení 64× 
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Obrázek 26: NIH/3T3, PE opracovaný + MAAM, zvětšení 64× 

 

 

Obrázek 27: NIH/3T3, PE opracovaný + DAAM, zvětšení 64× 
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Obrázek 28: NIH/3T3, PE opracovaný + AAM + CHS, zvětšení 64× 

 

 

Obrázek 29: NIH/3T3, PE opracovaný + MAAM + CHS, zvětšení 64× 
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Obrázek 30: NIH/3T3, PE opracovaný + DAAM + CHS, zvětšení 64× 

 

 

Obrázek 31: NIH/3T3, reference, zvětšení 64× 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 53 

 

ZÁVĚR 

Závěry této diplomové práce lze shrnout následovně: 

 

- Neopracovaný PE má poměrně malou smáčivost, kdy kontaktní úhel pro vodu dosahuje 

hodnot kolem 97 °. Tato hodnota se porovnání se vzorkem, který nebyl upraven a byl jen po-

nořen do CHS téměř nemění. Po úpravě v plazmatu se však situace zásadně mění, kdy hodno-

ta kontaktního úhlu pro vodu klesá až k přibližně 42 °. Podstatné je sledovat rozdíl mezi vzor-

ky opracovanými v plazmatu a vystavenými reakci s monomery a jejich srovnání se stejnými 

vzorky po navázání CHS. V případě povrchové energie lze konstatovat přibližně totéž. Zatím-

co povrchová energie PE je přirozeně nízká, avšak po úpravě v plazmatu, roubování monome-

rem i navázáním CHS vzrůstá. 

- Neopracovaný povrch obsahuje ve své povrchové struktuře téměř výhradně atomy uhlíku je 

zde přítomno i zanedbatelné množství kyslíku, to je však zřejmě dáno nečistotami, zejména 

prachem. Po ponoření neupraveného vzorku do CHS se situace zásadně nemění, neboť CHS 

se není schopen na neupravený vzorek vázat. Po opracování v plazmatu je však situace odliš-

ná, dochází k výraznému úbytku v procentuálním zastoupení atomu uhlíku v povrchové struk-

tuře na úkor atomu kyslíku, kdy je taktéž přítomno malé množství dusíku. Pokud je tento vzo-

rek vystaven interakci s CHS, tak lze opět uzavřít, že v podstatě neprobíhá. Po reakci 

s monomery AAM, MAAM a DAAM se situace mění v tom, že vzrůstá množství uhlíku, kte-

ré je totiž v samotných monomerech obsaženo a stejně tak i dusíku. Tento nárůst je současně 

doprovázen poklesem množství kyslíku v povrchové struktuře, což dokazuje, že monomery 

jsou schopné se vázat na povrch. Obdobně, pokud jsou tyto vzorky vystaveny interakci 

s CHS, jsou patrné změny. Výrazně se snižuje množství uhlíku a dusíku na úkor vzrůstu ob-

sahu kyslíku a významná je přítomnost atomu síry, který s jistotou potvrzuje navázání CHS. 

- Neopracovaný vzorek PE vykazuje poměrně hladkou povrchovou strukturu, která jen místy 

vykazuje přítomnost stop nečistot. Opracovaný vzorek vypadal podobně, ovšem v případě 

ostatních vzorků došlo k zvrásnění struktury. 

- U neopracovaného PE nejsou žádné přeživší buňky. Stejný stav můžeme pozorovat u vzorku 

PE opracovaný + AAM. Několik adherovaných buněk lze spatřit u vzorků PE neopracovaný + 

CHS , PE opracovaný, PE opracovaný + MAAM a DAAM. Nicméně, v porovnání s referencí 

je na těchto vzorcích proliferace buněk o mnoho slabší. Největší nárůst buněk, porovnatelný 
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s referencí, lze vidět u vzorků, kde jsou navázány monomery s CHS, tedy u: PE opracovaný + 

AAM + CHS; MAAM + CHS a DAAM + CHS.  

- Z výsledků je patrné, že došlo k úspěšnému navázání CHS na vzorky a k zvýšení biokompa-

tibility těchto vzorků. 
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9. Dostupné z: 

http://app.knovel.com/web/toc.v/cid:kpABSTA002/viewerType:toc/root_slug:adhesi

ve-bonding-science/url_slug:adhesive-bonding-science 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

AAM  Allylamin 

BMP  Kostní morfogenetické proteiny 

CCD  Moderní detektor obrazu 

D  Diiodomethan 

DAAM  N,N-dimethylallylamin 

e  Náboj elektronu 

E  Ethylenglykol 

eV  Elektronvolt 

GAG  Glykosaminoglykany 

GalNAc  N-acetyl-D-galaktosamin 

GHz  Gigahertz – jednotka frekvence 

GlcA  Kyselina D-glukuronová 

HDPE  Polyethylen o vysoké hustotě 

Hz  Hertz – jednotka frekvence 

CHS  Chondroitin sulfát 

kHz  Kilohertz - jednotka frekvence 

KT  Popisuje kinetickou energii elektronu 

LDPE  Polyethylen o nízké hustotě 

LLDPE  Lineární polyethylen o nízké hustotě 

MAAM  N-allylmethylamin 

MDPE  Polyethylen o střední hustotě 

MHz  Megahertz - jednotka frekvence 

n0  Hustota nabitých částic 

ND  Počet částic v Debyeově rozsahu 

NIH/3T3  Buněčná linie z myších embryonálních fibroblastů 
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NMR  Nukleární magnetická rezonance 

OA  Osteoartróza 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

PE  Polyethylen 

SEM  Skenovací elektronová mikroskopie 

UHMW-PE  Polyethylen s ultra vysokou molekulovou hmotností 

W  Deionizovaná voda 

XPS  Rentgenová fotoelektronová spektroskopie 

γ
Total 

 Hodnota celkové povrchové energie [mJ/m
2
] 

γ
-
  Lewisova báze 

γ
+
  Lewisova kyselina 

γ
AB 

 Lewisovi acidobazické síly 

γ
LW 

 Disperzní Lifshitz-van der Waalsovi síly 

γLV  Mezifázová energie kapalina-pára 

γSV  Mezifázová energie pevná látka-pára 

γSL  Mezifázová energie pevná látka-kapalina 

Θ  Kontaktní úhel [°] 

ε0  Permitivita vakua 

λD  Debyeova délka 
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