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ABSTRAKT 

Tkáňové inženýrství je multidisciplinární obor, který využívá několik strategií pro 

regeneraci dysfunkční tkáně nebo její nahrazení. Nejběžnějším způsobem je využití matrice 

pro regeneraci tkáně neboli ,,scaffoldu“. Pro výrobu scaffoldů se v dnešní době používá řada 

biomateriálů, ať už se jedná o materiály přírodního nebo syntetického původu. Jelikož 

implantovaný materiál přichází do těsného kontaktu s buňkami je nutné znát souvislosti 

vztahující se k interakce buněk s materiály. Praktická část této diplomové práce se zaměřuje 

na studium vlivu povrchových vlastností biomateriálů na buněčnou adhezi a proliferaci. 

V experimentu byl testován vliv polylaktidu (PLA) na myší embryonální fibroblasty a myší 

embryonální kmenové buňky. Cytotoxicita materiálu byla nejprve testována v nepřímém 

kontaktu, kdy byla pomocí MTT testu stanovena buněčná viabilita v přítomnosti různých 

koncentrací extraktu materiálu. Dále pak byla studována schopnost proliferace buněk na 

materiálu. PLA jako běžně využívaný materiál v tkáňovém inženýrství nevykazoval 

cytotoxické účinky a buňky, zejména fibroblasty, byly schopny adheze a následného 

množení.  

Klíčová slova: tkáňové inženýrství, biomateriály, scaffoldy, kmenové buňky, proliferace  

ABSTRACT 

Tissue engineering is a multidisciplinary field of science that uses several strategies to 

regenerate dysfunctional tissue or to replace it. The most common approach is the use of 

matrix for tissue regeneration also known as "scaffold". Various biomaterials are used 

nowadays for the production of scaffolds, whether they are of natural or synthetic origin. 

Since the implanted material comes in close contact with cells, it is necessary to know the 

context of cell-material interaction. The practical part of this thesis focuses on the influence 

of surface properties of biomaterials on cell adhesion and proliferation. In an experiment, 

the effect of polylactide (PLA) on somatic and stem cells was tested. The cytotoxicity of the 

material was first tested in indirect contact, where cell viability was determined in the 

presence of different concentrations of the material extract using the MTT assay. Next, the 

ability of cells to proliferate on the material was studied. PLA, a commonly used material in 

tissue engineering, did not show cytotoxic effects, and cells, especially fibroblasts, could 

adhere and subsequently proliferate. 

 

Keywords: tissue engineering, biomaterials, scaffolds, stem cells, proliferation  
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ÚVOD 

 

Poškození tkání nebo orgánů může být způsobeno jako následek vážných zdravotních 

komplikací ať už jde o chronická onemocnění včetně onkologických diagnóz nebo jako 

trvalé následky vážného zranění. Přestože některé tkáně mají schopnost samo regenerace, 

v některých případech je nutné použít možnosti léčby pro obnovení nebo udržení funkce 

poškozené tkáně. Poškozené buňky ztrácejí schopnost replikace a dochází tak k poškození 

fyziologické funkce tkáně, co může vést k úplnému selhání orgánu. Léčba poškozené tkáně 

závisí na druhu a rozsahu poškození. Jednou z možností je zamezení působení toxické látky 

na orgán, jak je tomu například u jaterní tkáně v období abstinence. Mezi další možnosti 

léčby patří využití možnosti buněčné terapie nebo chirurgická transplantace dysfunkčního 

orgánu. Přestože transplantace může pacientovi zachránit život, nese s sebou riziko 

odmítnutí cizí tkáně a řadu dalších komplikací. Tento přístup je rovněž omezen nedostatkem 

dárců orgánů a jejich vhodností pro příjemce. Plná obnova funkce tkáně ale může být 

v některých případech obtížná a neúspěšná. Poškození tkáně tak může mít tragické následky 

pro pacienta spojenou s celoživotní chronickou dysfunkci, vedoucí k úplnému selhání 

orgánu. Vědci se proto zaměřují na výzkum nových technik reparace tkání a zaměřují se na 

nové alternativní přístupy léčby [1, 2]. To vedlo rovněž k rozvoji oboru zvaného tkáňové 

inženýrství (TI), které je oblastí regenerativní medicíny. Tento obor se zaměřuje na vývoj a 

rekonstrukci složitých umělých struktur, které po implantaci do poškozené oblasti mohou 

obnovit integritu a funkčnost poškozených tkání [3]. Materiály používané v tkáňovém 

inženýrství se označují souhrnně jako biomateriály [4].  

Pojem ,,biomateriál“ byl poprvé definován v roce 1986 jako ,,neživotaschopný materiál 

používaný v lékařském zařízení, jehož účelem je interakce s biologickými systémy“. V té 

době byly biomateriály z velké části používány v lékařských zařízeních k léčbě nebo 

nahrazení jakýchkoli tkání, orgánů těla, aniž by způsobily jakoukoli nepříznivou reakci na 

živé tkáně. Potřeba předefinovat tento pojem vyplynula ze skutečnosti, že 

,,neživotaschopný“ popis již nebyl relevantní, a také pro to, že biomateriály byly používány 

v mnoha jiných aplikacích, než jsou implantovaná zařízení, včetně systémů pro podávání 

léků, zobrazovací kontrastní činidla a konstrukty TI. Definice biomateriálu, který dosáhl 

konsensu na konferenci v roce 2018 je následující: ,,Materiál navržený tak, aby nabyl formy, 

která může prostřednictvím interakcí s živými systémy řídit průběh jakéhokoli 

terapeutického nebo diagnostického postupu“. Bylo dohodnuto, že tento termín je 
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synonymem pro ,,biomedicinský materiál“ [4]. Současné aplikace TI zahrnují použití široké 

škály biomateriálů jako jsou syntetické a přírodní polymery, anorganické biomateriály 

(kovy, keramika) [5]. 

Pro umělou výrobu tkáně in vitro se používají speciálně navržené biomateriály, ve formě 

trojrozměrného porézního lešení, takzvaného „scaffoldu“. Návrh scaffoldu vyžaduje použití 

vhodných buněk a růstových faktorů, které společné tvoří ,,triádu“ TI. Každá složka triády 

je individuálně důležitá a pochopení jejich interakcí je klíčové pro úspěšnou aplikaci v TI. 

Buňky jsou schopny syntetizovat extracelulární matrix (ECM), která časem zcela nahradí 

scaffold v případě, že je biodegradabilní. Růstové faktory ovlivňují buněčný růst a 

diferenciaci. Scaffold slouží jako transportní zařízení buněk nebo růstových faktorů, 

poskytuje mechanickou stabilitu a zajišťuje vhodné prostředí pro buněčný růst a proliferaci 

[1, 3]. Struktura a mechanické vlastnosti materiálu jsou důležitými parametry pro schopnost 

imobilizace buněk na povrchu scaffoldu. Povrchové vlastnosti materiálu umožňují 

přichycení a ukotvení buněk a pórovitá struktura umožňuje buněčný růst, migraci a efektivní 

transport tekutin a živin. Mikroporézní struktura je důležitá zejména pro buněčné vrůstání a 

interakce mezi buňkami a matricí, zatímco makroporozita je důležitá pro zásobení buněk 

živinami a odstraňováním odpadu buněčného metabolismu [6].  
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  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 TKÁŇOVÉ INŽENÝRSTVÍ 

TI je multidisciplinární obor uplatňující poznatky a technologie z oblasti biologie, 

buněčné biologie, medicíny, chemie a materiálového inženýrství [7, 8]. Tato moderní vědní 

disciplína se věnuje manipulaci s živými tkáněmi, které lze potencionálně kombinovat 

s protetickými materiály. Dále se zaměřuje na vývoj nových samostatných tkání nebo tkání 

v kombinaci s vhodnými biologickými látkami nebo biomateriály [9].  

Dysfunkce tkáně může nastat jako důsledek vrozené vady, traumat nebo onemocnění. 

Organismus je schopen do jisté míry opravit poškozenou tkáň díky reparačním systémům. 

Pro podporu regenerace je v dnešní době využíváno mnoho přístupů léčby. V některých 

případech je nutné poškozenou tkáň nahradit transplantací. Z důvodu nedostatku dárců 

orgánů a možné imunologické reakci po transplantaci dárcovského orgánu, jsou vědci a 

lékaři motivováni vyvinout bezpečné a spolehlivé zdroje tkání a orgánů pro transplantaci. 

Obory vědy využívající inženýrské a biologické principy ke tvorbě a regeneraci tkání, 

orgánů jsou TI a regenerativní medicína [10].  

TI je součástí oboru zvaného regenerativní medicína. Zahrnuje konstrukci tkáně in vitro. 

Podstatou TI je studium a vývoj biokompatibilních náhrad, díky kombinaci využití buněk, 

technických materiálů a biochemických faktorů [11, 12, 13]. TI se dále specializuje na vývoj 

specializovaných mimotělních systémů pro podporu života (např. umělá játra a ledviny) a 

také tkáňové jednotky, které lze použít pro diagnostický screening. Kromě toho se TI 

zaměřuje na testování účinnosti a toxikologii léčiv a také základní studie vývoje tkání a jejich 

morfogeneze [8]. Regenerativní medicína se týká nástrojů, které pomáhají tělu znovu 

vypěstovat poškozenou tkáň in vivo u pacienta. Základem regenerativní medicíny je 

pochopení morfogeneze a přirozených, inherentní samoopravných mechanismů tkání. 

Zahrnuje použití kmenových buněk, genové terapie, rozpustných bioaktivních molekul a 

věnuje se studiu buněk a tkání. Jelikož se oba obory (tkáňové inženýrství a regenerativní 

medicína) navzájem doplňují, jsou společně označovány pod zkratkou ,,TERM“ (tissue 

engineering and regenerative medicine) [13].   

1.1 HISTORIE  

Historie TI sahá do začátku 70. let 20 století, kde bylo provedeno několik experimentů 

náhrady tkáně. Jedním z nich byla snaha dětského chirurga T. W. Greena o vytvoření nové 

chrupavky pomocí králičích chondrocytů nasazených na odvápněné fragmenty kostí. 
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Konstrukt s buňkami byl následně implantován laboratorním myším [14]. Přesto, že 

experiment nevedl k očekávaným výsledkům, myšlenka využití matrice s buněčnou 

kulturou vedla k nové metodologii experimentálních technik regenerace tkání. O několik let 

později Dr. John Burke pracoval na vytvoření nové kožní tkáně pomocí kolagenové matrice, 

která podporovala růst dermálních fibroblastů buněk naočkováním těchto buněk na 

kolagenové gely. Dalším experimentem byl pokus Dr. Howarda Greena o přenesení 

keratinocytové tkáně na popáleniny pacientů. Společně tyto pokusy, a mnoho dalších, daly 

základ nové vědní disciplíně pod názvem TI [9]. 

Termín „tkáňové inženýrství“ ve smyslu aplikace pro regeneraci tkáně byl poprvé použit 

v roce 1988 [1, 15] na workshopu Národní vědecké nadace - National Science Foundation 

(NSF).  Do té doby se tento termín aplikoval pouze na použití protetických zařízení a 

chirurgických manipulací s tkáněmi [9]. Tuto definici později formálně popsali Langer a 

Vacanti v roce 1993 [12]. Ve své práci (Langer a Vacanti 1993) popisují koncept TI a 

označují ho jako multidisciplinární obor, který uplatňuje principy inženýrství materiálů a 

přírodních věd k rozvoji náhrad tkání [8].  

S vidinou potenciálních aplikací vznikla v Evropě a Spojených státech řada laboratorních 

středisek zaměřujících se na výzkum v oblasti TI. Mezi významná střediska patřil vývoj 

Pittsburské iniciativy tkáňového inženýrství – Pittsburgh Tissue Engeineering Initiative 

(PTEI), založený na začátku 90. let Peterem Johnsonem nebo Cardiovascular Tissue 

Engineering Initiative v Georgii a další. V Evropě, Dr. Julia Polak, patoložka a bioložka se 

zaměřením na kmenové buňky, stála v čele v oblasti TI na Imperial College a byla 

zakladatelkou Evropské společnosti tkáňového inženýrství (ETES). Tato společnost si 

později vytvořila volné spojení se Společností tkáňového inženýrství (TES, Tissue 

Engineering Society), která byla založena v roce 1994 v Bostonu. K TES se postupně 

připojovala další evropská a asijská sdružení, co vedlo k vytvoření konsolidované 

společnosti – Mezinárodní společnost tkáňového inženýrství a regenerativní medicínu 

(TERMIS) v roce 2005 [9]. 

1.2 Strategie  

Pro správný a efektivní průběh procesu regenerace tkání jsou důležité tři vzájemně na 

sobě závislé prvky, které společně tvoří takzvanou „triádu tkáňového inženýrství“. Jedná se 

o scaffold (nosič, substrát), buňky pěstované v prostředí in vitro a signální molekuly 

nejčastěji v podobě růstových faktorů [16, 17, 18] Jednotlivé prvky a jejich kombinace jsou 
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zásadní pro úspěch aplikací TI [13], z toho důvodu je nutné přizpůsobit komponenty triády 

TI pro specifické aplikace, co vyžaduje pochopení jejich vzájemné interakce [1]. 

 

 

Obrázek 1 Triáda tkáňového inženýrství, upraveno dle Murphy et al., 2013. 

 

Koncept léčby poraněných tkání pomocí implantace izolovaných buněk je v současnosti 

považován za buněčnou terapii. Růstové faktory patří do skupiny látek, které se podílí na 

podpoře buněčného růstu, proliferace, diferenciace. Dále ovlivňují buněčné přežití, migraci 

a stimulují buňky ke tvorbě nové tkáně. Buňky nebo růstové faktory mohou být umístěny na 

matrici, která je následně implantována do místa poranění [17]. Současné pokroky v TI 

zahrnují vývoj ve všech prvcích triády [13]. Přesto, že se platformy buněk a signálních 

molekul během posledních desetiletí vyvinuly, stupeň úspěchu metod TI je stále velmi 

závislý na materiálových vlastnostech scaffoldu. Z toho důvodu se vědci stále více zaměřují 

na studium buněčných interakcí se scaffoldy (viz kapitola Interakce buněk s biomateriály) a 

jejich následné využití pro biologické aplikace [17]. 

Strategie regenerace tkáně s využitím scaffoldů zahrnuje několik dějů, které po sobě 

následují. Nejprve dochází k odběru části tkáně neboli biopsii, po které následuje izolace 

buněk spočívající v jejich uvolnění z přirozené matrice. Následuje in vitro expanze buněčné 

kultury v bioreaktoru. Expandované buňky se následně in vitro naočkují na scaffold, který 
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buňkám poskytuje strukturální podporu. Tkáňový konstrukt je společně s buňkami umístěn 

do sterilní komory bioreaktoru. Přidáním vhodného kultivačního média, bohatého na živiny 

a růstové faktory dochází ke stimulaci buněčných dějů zahrnující adhezi, proliferaci a 

diferenciaci [16, 18]. 

Scaffoldy TI jsou vyráběny ze speciálních materiálů, které se souhrnně označují jako  

,,biomateriály“ [2]. Ty mají v oblasti TI a regenerativní medicíny velký význam. Již po 

staletí se používají pro různé aplikace, jako například výměna nitroočních čoček a zubní 

výplně. Pokroky v buněčné a molekulární biologii, chemii, materiálové vědě a inženýrství 

dnes poskytují mnohem širší příležitosti pro klinické aplikace [20]. Příkladem je právě 

zmíněná výroba porézních scaffoldů se specifickými požadovanými vlastnostmi, které 

mohou být tvarem přizpůsobeny pacientovi a místu poranění [2]. 
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2 BIOMATERIÁLY  

V TI se jako biomateriály označují materiály syntetického a přírodního původu, které jsou 

používány pro propojení s biologickými systémy za účelem léčby nebo nahrazení jakékoli 

tkáně, orgánu nebo funkce těla [21, 22]. 

Biomateriály mají mnoho jedinečných vlastností, které mu umožňují interakci s živým 

systémem zahrnujícím tkáně, buňky atd. Vědci navrhli mnoho definic a popisů pro 

biomateriály, které se v průběhu let měnily [22]. Termín ,,biomateriál“  byl Evropskou 

společností pro biomateriály v roce 1987 definován jako „neživotaschopný materiál 

používaný v lékařském zařízení, jehož účelem je interakce s biologickými systémy“ [23]. 

Skutečnost, že popis ,,neživotaschopný“ byl později uznán jako nerelevantní, bylo potřeba 

biomateriál předefinovat. Kromě toho došlo k rozšíření aplikací biomateriálů, které se začaly 

používat jako systémy na dodání léků, zobrazovací kontrastní činidla a konstrukty TI [4]. 

V roce 1999 byl biomateriál definován jako ,,materiál určený k propojení s biologickými 

systémy za účelem hodnocení, léčby, rozšíření nebo náhrady jakékoli tkáně, orgánu nebo 

funkce těla“ [23]. Jiná definice z roku 2018 označuje biomateriál, jako ,,materiál navržený 

tak, aby samotný nebo jako součást komplexního systému, který prostřednictvím interakcí 

s živými systémy řídil průběh jakéhokoli terapeutického nebo diagnostického postupu, v 

humánní nebo veterinární medicíně“ [4, 22]. Přesto, že definice biomateriálu se v průběhu 

let měnila, cílem všech výzkumů bylo zhotovení funkčního biomateriálu, který je podobný 

nativní tkáni. Dalším kritériem byla implantace do organismu, aniž by došlo k poškození 

tkáně, nebo nepřívětivé reakci hostitelského organismu. Dnes existuje řada biomateriálů pro 

odlišné klinické aplikace TI. Použití těchto biomateriálu by mělo být pro danou aplikaci 

specifické, jelikož biomateriál, který je úspěšný v jedné aplikaci, nemusí v jiné uspět [20]. 

Výběr nejvhodnějšího kandidáta pro určitou aplikaci je složitým procesem [24]. Aplikacím 

biomateriálu v klinické praxi musí předcházet několik studií jako je správný technický návrh 

a testování in vitro (buněčné kultury) a in vivo (na zvířatech a na lidech) [21]. 

Pro klinické aplikace dnes existuje více než sto různých tříd biomaterálů. Další 

biomateriály jsou v pokročilém stavu testování pro jejich potenciální aplikace. Široké 

spektrum chemických, fyzikálních, mechanických, biologických nebo morfologických 

vlastností biomateriálů vykazuje velký rozsah využití v tkáních hostitelských organismů. 

Jedná se o pevnou tkáň nebo orgány in vivo, nervový systém in vivo, kardiovaskulární systém 
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in vivo, smyslové orgány in vivo, vylučovací soustava in vivo, turbulární systém, kůže a 

sliznice. Dále ex vivo systém buněčné kultury nebo mimotělní oběhový systém [25]. 

2.1 Klasifikace biomateriálů 

Biomateriály jsou v TI nejčastěji klasifikovány z hlediska původu. Z tohoto hlediska lze 

rozlišit syntetické a přírodní biomateriály. Syntetické biomateriály jsou dále klasifikovány 

jako polymery, kompozity, kovy a keramika. Biomateriály přírodního původu jsou dále 

klasifikovány jako polysacharidy (chitosan, kyselina hyaluronová – HA, alginát), nebo 

proteinového původu (kolagen, hedvábí). Některé biomedicínské scaffoldy jsou 

připravovány kombinací přírodních a syntetických biomateriálů, co zlepšuje jejich 

fyzikálně-chemické vlastnosti [26]. 

Pro výběr vhodného polymeru pro TI je důležité pochopit vliv polymerních materiálů na 

životaschopnost, růst a funkci buněk, které jsou v těsném kontaktu s materiálem [27]. 

2.1.1 Kovy 

Kovy jsou pro strategie TI vhodnými biomateriály díky jejich dobrým mechanickým 

vlastnostem, které jim umožňují být v zatížení, aniž by docházelo k jejich deformaci. 

Přestože mechanické vlastnosti umožňují kovům být vhodnými kandidáty pro výrobu 

scaffoldu, jejich snížená buněčná adheze k povrchu je omezuje v použití. Kovové implantáty 

mohou navíc uvolňovat toxické ionty nebo částice. Dalším omezením je, že při kontaktu 

s biologickými tekutinami v místě implantace může docházet ke korozi materiálu, který 

muže narušit jejich funkci. [28] Používanými kovy v TI jsou například nerezová ocel, slitiny 

kobaltu a titanu, které se uplatňují v ortopedii a zubní lékařství [28, 29]. 

2.1.2 Biokeramika  

Pojmem biokeramika lze označit skupinu keramických materiálů, které jsou uplatňeny 

v oblastech biomedicíny a regenerativní medicíny, a to k rekonstrukci poškozených tkání 

těla [30]. Biokeramické materiály jsou tvrdé, křehké a jsou charakterizovány iontovými a 

kovalentními vazbami mezi atomy kovů a nekovových prvků [31]. Řadíme je mezi 

anorganické sloučeniny přírodního nebo syntetického původu [28]. Mechanické vlastnosti 

se vyznačují tvrdým povrchem, vysokou tuhostí, nízkou elasticitou a tepelnou roztažnosti, 

to vše v [30] závislosti na typech atomů a na různých krystalických strukturách. Zejména 

mikrostruktura a výsledné vlastnosti jsou silně ovlivněny výrobním procesem (např. čistota 
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prášku, trvání tepelných kroků a maximální teplota, která je typicky vyšší ve srovnání s 

ostatními třídami biomateriálů) [31]. 

Dle chování ve fyziologickém prostředí jsou kategorizovány do tří skupin: 

bioresorbovatelné, bioinertní a bioaktivní. Mezi bioresorbovatelné biokeramické materiály 

patří vápník nebo vápenaté fosforečnany. Ty podléhají in vivo degradaci rozpuštěním 

v tělních tekutinách. Bioinertní keramika je zcela inertní vůči biologickému prostředí (oxid 

hlinitý, oxid zikroničitý). Bioaktivní keramika je schopná tvorby chemické vazby s živou 

tkání. Přesto, že se vyznačuje vysokou biokompatibilitou a bioaktivitou, její použití v 

aplikacích TI je omezené kvůli její křehkosti a pomalé degradaci. Uplatnění nacházejí 

v ortopedii při regeneraci kostní tkáně, díky osteokonduktivním vlastnostem a podporou 

osteogenní diferenciace [2, 30, 31, 32]. 

2.1.3 Polymery  

Polymery jsou tvořeny řetězcem opakujících se funkčních jednotek (monomerů), [31] a 

jako biomateriály se používají více než 50 let [18]. Obecně mají nižší modul pružnosti a 

nižší hustotu než předchozí dvě materiálové třídy (kovy, keramika). Jejich vlastnosti závisí 

na délkách řetězců a příčných vazbách. Vazby mezi řetězci mohou být slabé povahy v 

případě termoplastických polymerů nebo kovalentní povahy v případě termosetových 

polymerů. Elastomery mají jak slabé, tak kovalentní vazby, které přispívají k jejich pružnosti 

[31]. V TI a regenerativní medicíně se polymery používají díky obrovské rozmanitosti 

vlastností, jako je biodegradace a různé mechanické vlastnosti [5]. Biomedicínské polymery 

se rozdělují do dvou základních skupin: polymery přírodního původu (biopolymery) a 

syntetické polymery [28]. Kromě toho se v TI využívá skupina speciálních polymerů 

s vodivými vlastnostmi.  

2.1.3.1 Přírodní polymery  

Přirozeně odvozené polymerní materiály jako je kolagen, fibrin, fibroin, 

glykosaminoglykany (GAG), chitosan, algináty a škrob, mohou být přímo extrahovány z 

rostlin, zvířat, lidských tkání nebo z nich odvozeny [6]. Jedná se zejména o proteiny a 

polysacharidy. Mezi nejčastěji používané přírodní polymery v TI pro regeneraci tkání in situ 

patří chitosan, celulóza, kolagen a elastin [2, 18]. Přírodní polymery, odvozené z 

polysacharidů a proteinů mají vynikající biokompatibilní vlastnosti [2, 6]. Degradace a 
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absorpce přírodních polymerů je in vivo zprostředkována enzymy, které se přirozeně 

vyskytují v organismu [32]. 

Při použití přírodních biomateriálů však existují určité nedostatky. Jedná se například o 

relativně špatné mechanické vlastnosti omezující jejich použití v anatomických místech s 

náročným mechanickým zatížením, jako je regenerace tvrdých tkání. Za účelem zlepšení 

těchto vlastností se přírodní polymery často kombinují se syntetickými a tímto vzniknou 

hybridní biomateriály, které bez kompromisů využívají výhod obou tříd polymerů [2]. 

2.1.3.2 Syntetické polymery  

Syntetické polymery jsou vysokomolekulární sloučeniny složené z řady monomerních 

jednotek. Na základě své struktury mohou být lineární, rozvětvené nebo zesítěné. Vzhledem 

k jejich termomechanickým vlastnostem rozlišujeme termoplastické nebo termosetové 

polymerní materiály [28].  Syntetické polymerní biomateriály pro použití při regeneraci 

tkání in situ jsou založeny na degradovatelných polymerech. Vyráběny jsou pomocí různých 

přístupů za účelem výroby struktur se zlepšenými fyzikálními, chemickými a mechanickými 

vlastnostmi, jako je tuhost, degradace a poréznost [2]. Jako lešení v TI se používají 

především kvůli jejich vysoké všestrannosti, vlastnostem, reprodukovatelnosti a dobré 

zpracovatelnosti [6]. Díky těmto vlastnostem lze ze syntetických polymerů vyrobit 

specifické scaffoldy pro konkrétní aplikaci, které odpovídají cílové anatomii a fyzikálně-

chemickým vlastnostem poraněné tkáně [2, 5].  

Syntetické polymery lze rozdělit do dvou tříd jako biologicky odbouratelné (kyselina 

poly(glykolová), kyselina poly(mléčná) a kopolymery, polykaprolakton, polydioxanon a 

polyuretany) a biologicky nerozložitelné (polyvinyl alkohol, polyhydroxyethymethakrylát a 

poly(N-isopropylakrylamid) [32]. Přesto, že syntetické polymery lze snadno zpracovat, jsou 

v porovnání s přírodními polymery méně biokompatibilní a nejsou bioaktivní [6]. Často jsou 

proto kombinovány s přírodními polymery pro zvýšení hydrofilních vlastností spojených 

s lepší adhezí buněk na povrch biomateriálu [5]. 

2.1.3.3 Vodivé polymery 

Vodivé polymery jsou souhrnně označovány jako CP (conducting polymers). Jejich 

elektrické vlastnosti připomínají kovy a anorganické polovodiče se zachováním snadné 

syntézy a flexibility při zpracování. Za normálních okolností jsou polymery nevodivé. 

Vodivými se polymery stávají díky dopingovému procesu, který zavádí do polymeru náboje. 
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Neustálý pohyb dvojných vazeb za účelem stabilizace nábojů v sousedních atomech 

způsobuje jejich přeskakování přeskakují mezi řetězci a činí tak polymer vodivým [33, 34]. 

Měkká povaha organických vodivých polymerů poskytuje lepší mechanickou kompatibilitu 

a strukturální laditelnost s buňkami a orgány než běžné elektronické anorganické a kovové 

materiály.  CP jsou nejen biokompatibilní, ale mohou také podporovat buněčné aktivity, 

včetně buněčné adheze, migrace, proliferace, diferenciace a sekrece proteinů na rozhraní 

polymer-tkáň s nebo bez elektrické stimulace. Biomateriály založené na CP jsou zvláště 

užitečné při konstrukci elektricky citlivých tkání, jako jsou kosterní svaly, srdeční svaly, 

nervy, kůže a kosti. Biomateriály obsahující CP mohou významně zvýšit buněčnou adhezi a 

proliferaci řady buněk, jako například fibroblastů, myoblastů, srdečních buněk, primárních 

kardiomyocytů a mezenchymálních kmenových buněk [33].  

Mezi příklady vodivých polymerů patří polyanilin (PANI), polypyrrol (PPY) a polythiofen 

a jejich deriváty a kompozity, které jsou atraktivní díky dobré biokompatibilitě, snadné 

syntéze a schopnosti elektronicky řídit řadu fyzikálních a chemických vlastností. Tyto 

výhodné vlastnosti je činí atraktivními v mnoha biomedicínských aplikacích, včetně systémů 

pro podávání léků, umělých svalů, biosenzorů a aplikacích TERM pro regeneraci kostní, 

nervové, srdeční tkáně a hojení ran kůže a kosterních svalů [33].  

2.2 Biokompatibilita  

Biomateriál, který přichází do kontaktu s živých organismem musí splňovat řadu 

důležitých kritérií, z nichž jedním z nejdůležitějších je biokompatibilita [18]. V průběhu let 

byla definice biokompatibility obměňována. V roce 1987 byla vydána definice 

biokompatibility, ke které se dospělo na základně konference v Chesteru ve Spojeném 

království ve snaze harmonizovat terminologii v oblasti biomateriálů a zdravotnických 

prostředků. Tato definice označovala biokompatibilitu jako „schopnost materiálu fungovat 

s vhodnou odezvou hostitele v konkrétní aplikaci“ [4, 35, 25, 36]. Nejnovější definice 

biokompatibility v souvislosti s biomateriály je následující: „Biokompatibilita se týká 

schopnosti biomateriálu vykonávat svou požadovanou funkci s ohledem na léčebnou terapii, 

aniž by u příjemce nebo příjemce této terapie vyvolával jakékoli nežádoucí místní nebo 

systémové účinky, ale generoval nejvhodnější prospěšnou buněčnou nebo tkáňovou odezvu 

v konkrétní situaci a optimalizaci klinicky relevantního výkonu této terapie." [22]. 

Biokompatibilita je jedním z nejdůležitějších faktorů, které odlišují biomateriál od 

jakéhokoli jiného materiálu [22, 36]. Nezávisí pouze na samotném materiálu, ale především 
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na systému materiál-hostitel [25, 31]. Ukázalo se, že existuje mnoho různých způsobů, jak 

mohou materiály a tkáně interagovat. Hledání biomateriálů, které jsou schopny zajistit 

nejlepší výsledky v regenerativní medicíně, bylo založeno na získání znalostí a porozumění 

těchto interakcí. Tyto interakce budou dále diskutovány v kapitole 4 ,,Interakce buněk 

s biomateriály“ [25]. 

Pro hodnocení biokompatibility materiálu je nutné provést řadu testů v závislosti na 

aplikaci. Nejčastější testy biokompatibility zahrnují tři typy biologických testů: test in vitro, 

testy in vivo a klinické testy. Běžným přístupem pro hodnocení biologického chování 

materiálu je začít jednoduchými in vitro testy. Pokud výsledky těchto testů přinesou slibná 

zjištění, následuje komplexnější studie na experimentálních zvířatech (in vivo). Posledním 

krokem celého procesu testování jsou klinické zkoušky. Při testech jsou kromě příznivé 

tkáňové odpovědi a klinicky relevantní účinnosti biomateriálu sledovány parametry 

zahrnující cytotoxicitu, genotoxicitu, mutagenitu, karcinogenitu a imunogenitu.  [30]. 

2.3 Biodegradace a bioresorpce 

Některé biomateriály jsou biologicky odbouratelné a díky schopnosti biodegradace se 

v tkáních rozkládají. Slovo ,,biodegradace“ je přesněji definováno jako jev, kdy dochází 

k degradaci materiálu nebo jeho rozpuštění ve vodném prostředí [37]. Cílem TI je umožnit 

buňkám organismu, aby časem nahradily implantované lešení nebo konstrukt TI tvorbou 

vlastní extracelulárního matrix (ECM) [19]. 

Zásadním parametrem pro úspěšnou regeneraci tkáně in situ je rychlost degradace 

biomateriálu [2]. Tato rychlost musí odpovídat rychlosti regenerace tkáně. Obecně nesmí 

být degradace biomateriálů příliš rychlá, jelikož musí zaručit důležitou počáteční 

mechanickou podporu tkáně. Na druhé straně, pokud je však degradace skeletu příliš pomalá, 

jeho kolonizace novou tkání by mohla být ohrožena. Dokonalá biomateriálová matrice 

zůstává v organismu tak dlouho, dokud je nezbytná pro kolonizaci buněk, proliferaci a 

diferenciaci [32]. Při rozkladu biomateriálu dochází k uvolnění produktů rozkladu materiálu 

do okolního prostředí v těle. Jako samotný biomateriál, produkty degradace rovněž nesmí 

být toxické a musí být schopny opustit organismus [4]. 

Bioresorbovatelné materiály jsou po degradaci resorbovány tkáněmi. Tyto materiály se 

vyznačují pomalou degradací nebo rozkladem a uvolňují svou hmotu v mikro nebo nano 

formách do okolního prostředí. Poté dochází k jejich absorbci tekutinami přítomnými v 
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organismu. Tyto materiály se v průběhu času zcela rozpustí v tělesné tekutině [38]. 

Biomateriály, které po implantaci do lidského těla neprocházejí dezintegrací a nejsou 

resorbovány tkáněmi lidského těla, jsou známy jako neresorbovatelné materiály [4].  

Příkladem použití biodegradabilních materiálů jsou vstřebatelné chirurgické šicí nitě, 

využívané za účelem držení rány pohromadě. Když se rána zacelí dochází ke vstřebání 

materiálu bez nutného mechanického odstranění. Další aplikací těchto materiálu je podpora 

růstu přirozené tkáně. Určité obvazy na rány a keramické materiály pro augmentaci kostí 

podporují tkáň, aby do nich vrůstala tím, že poskytují vhodnou matrici. Biodegradabilní 

materiály rovněž nacházejí uplatnění v medikamentózní terapii, kdy je možné chemicky 

vázat určité léky na biologicky odbouratelný materiál. Po implantaci těchto materiálů 

dochází k uvolnění léčiva do organismu degradací materiálu, a tímto je dosaženo 

dlouhodobého lokálního uvolňování léčiv po předvídatelnou dobu. Příkladová studie Farto-

Vaamonde et al., 2019, se zaměřila na využití 3D tištěných PLA scaffoldů jako nosiče léku 

prednisolonu a dexamethasonu pro aplikace regenerace kostní tkáně [39].  

Mezi příklady biodegradabilních materiálu patří polylaktid (PLA), polyglykol (PGL), 

polykaprolakton (PCL) a přirozeně se vyskytující materiály jako kolagen, alginát, agaróza, 

deriváty kyseliny hyaluronové, chitosan, hydroxyapatit a fosforečnan vápenatý.  

Kromě biologicky odbouratelných scaffoldů existují také nebiodegradovatelná lešení 

zkoumané pro účely TI. Tyto materiály mohou být použity za účelem opravy kostí a 

chrupavek, srdce, jater a svalů [39, 40]. 

2.3.1 Biodegradabilní biomateriály  

Biodegradační a bioresorpční vlastnosti mají například některé syntetické nebo přírodní 

polymery. Existují dva způsoby, kterými dochází k degradaci nebo rozpuštění biomateriálu 

v místě implantace. Prvním způsobem je hydrolýza nebo enzymatické štěpení hlavního 

řetězce a snížení tak molekulové hmotnosti materiálu. Druhým způsobem je chemické 

zasíťování materiálu za vzniku ve vodě nerozpustného hydrogelu. Tato vazba je následně 

degradována na ve vodě rozpustné fragmenty a dochází tak k bioresorpci biomateriálu 

v místě implantace [37].  

V TI se díky biodegradačním schopnostem běžně používají syntetické lineární alifatické 

syntetické polyestery, jako PLA, PGA a jejich kopolymer poly(laktid-ko-glykolová) 

kyselina neboli PLGA,  které jsou schválené Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (anglicky 

Food and Drug Administration, FDA). Produkty jejich degradace (kyselina mléčná a 
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glykolová) získané hydrolýzou jsou za normálních podmínek přítomny v metabolických 

drahách lidského těla. Obměnou jejich molekulové hmotnosti a v případě PLGA také 

kopolymerního poměru, lze rychlost biodegradace a mechanické vlastnosti upravit na míru 

[41]. Kopolymer PLGA byl poprvé dostupný v roce 1974 jako biodegradabilní chirurgická 

šicí niť pod obchodním názvem Vicryl v roce 1974. Ve vodném prostředí se PLGA rozkládá 

hydrolyticky, přičemž doba celkové degradace na PLA a PGA je ve směsi 50 : 50 přibližně 

8 týdnů [40, 42]. Kyselina polyglykolová (PGA) je jednoduchým, lineárním, alifatickým 

polyesterem, který byl poprvé použit jako biologicky odbouratelný steh [40]. Základním 

produktem degradace PGA je kyselina glykolová, která může být tělem metabolizována a 

vylučována v moči [43]. Rychlost degradace byla studována in vitro, přičemž po 8 týdnech 

zůstalo pouze 30 % polymeru [40]. Studie Reed a Gilding 1981 prokazuje, že PLA stehy 

ztratí 50 % své hmotnosti po přibližně 14 týdnech při pH 7 a 37 °C [44]. Produkty 

degradace PLA jsou monomerní nebo oligomerní jednotky kyseliny mléčné, které mohou 

být metabolizovány neurony v mozku, oxidovány na pyruvát v buňkách srdce, svalů a mozku 

a přeměněny na glukózu glukoneogenezí v játrech [43]. Poly(ε-kaprolakton) je pomalu 

degradující polymer. PCL scaffoldy jsou atraktivní z dlouhodobého hlediska, protože se 

degradují 2 roky [40]. Hlavním degradačním produktem PCL je kyselina kapronová, která 

je dále metabolizována [43].  
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3 BUŇKY TKÁŇOVÉHO INŽENÝRSTVÍ 

Strategie TI využívají přímé inokulace samotných buněk do poškozeného místa, nebo 

v kombinaci s biomateriálovým scaffoldem [16]. 

 

Dle původů jsou děleny na autologní (od stejného pacienta), alogenní (jiný pacient), 

xenogenní (živočišný původ) [10]. Množství odebraných buněk nemusí být vždy vystačující 

pro klinickou aplikaci. V takovém případě jsou buňky rozmnožovány ve sterilním prostředí 

tak, aby při manipulaci s buňkami nedošlo k jejich kontaminaci. Tento postup je však časově 

náročný a případná kontaminace se může vyskytnout z jiného zdroje, jako například 

kultivačního média nebo fetálního telecího séra, které je do média přidáváno [45]. 

Použití autologních buněk je preferovanou možností. Tyto buňky jsou odebrány pacientovi 

a následně po komplementaci se scaffoldem transplantovány zpět. Jelikož se jedná o buňky 

tělu vlastní, riziko specifické imunitní odpovědi po transplantaci je velmi nízké. Ne vždy je 

ale možné tuto variantu využít. U nemocných nebo starších pacientů se přiklání 

k alternativním zdrojům buněk, buď jako jiný lidský nebo zvířecí dárce [46]. Alogenní 

buňky jsou v TI užitečné díky dobrým schopnostem krytí rány oproti materiálu, který není 

biologického původu, jelikož mají schopnost sekrece silných růstových faktorů a přispívají 

tak k rychlejšímu hojení rány [45]. Xenogenní buňky, jakožto buňky živočišného původu, 

mohou být použity v regenerativní medicíně [10]. Díky jejich epidermální růstové aktivitě 

se tyto buňky využívají ke tvorbě epidermální tkáně z keratinocytů. Použití alogenních a 

xenogenních buněk v TI, na rozdíl od autologních buněk, vyžaduje imunosupresivní terapii, 

jelikož jsou imunogenní [45].  

3.1 Kmenové buňky  

Kmenové buňky (SC, Stem Cells), jsou perspektivní jako terapeutické nástroje 

v regenerativní medicíně, které mají neomezenou schopnost sebeobnovy a proliferace. 

Označují se jako ,,nediferencovaný“ buněčný typ [47]. Vlivem specifických biologických 

signálů generovanými například růstovými faktory, redoxním potenciálem nebo 

magnetoelektrickou stimulací je lze přimět k diferenciaci na různé typy somatických buněk 

(fibroblasty, osteocyty, buňky hladké svaloviny, kardiomyocyty). Díky tomu se mohou 

působit jako zdroj zásobních buněk pro různé tkáně/orgány [4, 47, 48]. SC lze dělit 

z několika hledisek. Na základě zdroje rozlišujeme tři kategorie SC – embryonální kmenové 

buňky (ESC), indukované pluripotentní buňky (iPSC) a dospělé kmenové buňky (ASC). 

Všechny kategorie kmenových buněk mají zásadní roli v regeneraci tkání. [29]. ESC jsou 
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buňky odvozené z vnitřní buněčné hmoty blastocysty a mají neomezenou schopnost 

diferenciace na spektrum somatických buněk pocházejících ze tří zárodečných vrstev 

(endoderm, ektoderm a mezoderm). Využívání ESC se potýká s řadou etických problémů. 

Vhodnou alternativou k ESC jsou indukované pluripotentní buňky, které jsou odvozeny ze 

somatických pluripotentních buněk. Indukované pluripotentní buňky mají podobné 

vlastnosti jako ESC. Dospělé kmenové buňky (ASC), kam řadíme např. mezenchymální 

kmenové buňky (MSC), jsou z hlediska etiky vhodnější, mají ale sníženou schopnost 

diferenciace. Kromě toho postup izolace těchto buněk může být složitější [47]. 

Na základě diferenciačního potenciálu lze rozlišovat buňky totipotentní, pluripotentní, 

multipotentní a progenitorové (unipotentní) buňky. Totipotentní buňky mají schopnost 

diferenciace do libovolných buněk v těle, včetně embryonální tkáně. Pluripotentní buňky 

mohou být zdrojem všech typů buněk. Do této skupiny patří ESC. Pluripotentní buňky jsou 

rané buňky zárodku ve stadiu blastocysty a mají schopnost diferenciace do každé ze tří 

zárodečných vrstev, kromě trofoblastu. Buňky multipotentní pak mají schopnost 

diferenciace do dalších typů buněk ale již v omezené míře. Unipotentní buňky diferencují 

do pouze jednoho typu buněk [29, 49].   

 

Obrázek 2 Diferenciační potenciál kmenových buněk, 

upraveno dle Knapp, 2021 [50]. 
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Pro úspěšné TI založené na SC a jejich diferenciaci do předem navržených buněčných 

linií by měly být vytvořeny vhodné podmínky pro posílení aktivit SC [47]. Zda se SC změní 

na diferencovanou buňku závisí na mikroprostředí neboli tak zvaného ,,niche“, ve kterém se 

buňka nachází [29]. Niche SC se obvykle skládá z okolních buněk (kmenových i stromálních 

buněk), signálních molekul, architektury matrice a dalších faktorů prostředí. Prostředí 

poskytuje buňkám mechanické, chemické a topologické podněty a iniciuje řadu složitých 

biochemických a biofyzikálních signálů [48, 51]. Mnoho studií a recenzí zdůrazňuje význam 

niche SC při modulaci jejich chování, včetně buněčné adheze, migrace, proliferace/apoptózy 

nebo diferenciace do konkrétní buněčné linie) [47].  

Lepší pochopení funkce a mechanismů niche SC umožňuje nahlédnout do optimálního 

lokálního mikroprostředí, které podporuje endogenní SC nebo exogenně aplikované SC, a 

tím usnadnit jejich integraci a diferenciaci v místě implantace. Za fyziologických podmínek 

niche SC udržuje dospělé SC v nediferenciačním nebo klidovém stavu. Avšak po poranění 

tkáně dochází k přenosu signálů přicházejících z mikroprostředí, které vedou SC k podpoře 

sebeobnovy a diferenciaci vedoucích k opravě tkáně. Tyto signály regulují niche SC 

podporou interakce buňka – buňka, buňka – molekuly (proteiny a další složky ECM) a 

fyzikálně – chemickou povahu prostředí (pH, iontové síly, metabolity) [48]. 
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4 INTERAKCE BUNĚK S BIOMATERIÁLY  

Scaffoldy by měly podporovat správnou buněčnou interakci, migraci, diferenciaci a 

proliferaci a nezpůsobovat nežádoucí imunitní reakci hostitele. Jejich vlastnosti by měly být 

podobné vlastnostem ECM tkáně pro dokonalou a kompletní regeneraci. Nicméně funkčnost 

scaffoldu závisí na několika parametrech, zahrnujících druh buněčné linie, podkladový 

materiál, povrchové vlastnosti a strukturu scaffoldu [52]. 

Interakce mezi povrchem biomateriálu a buňkami jsou zprostředkovány pomocí bílkovin 

neboli adhezních proteinů podobně, jak je tomu při interakci buněk s přirozenou ECM. Mezi 

adhezní proteiny zajišťující spojení buněk s biomateriálem patří fibronektin, vitronektin, 

kolagen nebo laminin. Jedná se o glykoproteiny, které mohou být adsorbovány na povrch 

materiálu z okolního prostředí, tzn. buněčného kultivačního média in vitro nebo tělesné 

tekutiny in vivo [27, 53, 54]. Přístup proteinu pevnému povrchu biomateriálu může být 

ovlivněn transportem proteinu, jeho velikostí a koncentračními gradienty [55]. Proteiny 

adsorbované na povrch implantovaného materiálu vytvoří proteinovou vrstvu, která je pro 

buňky rozpoznatelná a jsou schopny s ní interagovat.  [56]. 

Adhezní proteiny obsahují specifické aminokyselinové sekvence, které slouží jako ligandy 

pro adhezní receptory buněk. Mezi specifické sekvence patří například RGD sekvence, která 

je přítomna ve většině adhezních proteinů (např. fibronektin). Jedná se o tripeptid arginin-

glycin-kyselina asparagová (Arg-Gly-Asp). Buňky jsou schopny tyto sekvence rozpoznat 

pomocí integrinových receptorů buněčné membrány. Z toho důvodu musí být RGD 

sekvence ve správné konformaci, aby byly přístupné pro vazbu integrinů membrány buněk.  

Kromě RDG sekvence existují další sekvence aminokyselin, které bývají specifické pro daný 

buněčný typ. RGD sekvence je ,,univerzální“ a často je používaná k modifikaci povrchu 

biomateriálu TI a cílem zlepšení adheze buněk [27, 54, 57, 58, 59].   

V TI je buněčná adheze k povrchu rozhodující, jelikož adheze buněk předchází dalšímu 

chování buněk, jako je šíření, migrace  a diferenciace. Po buněčné adhezi následuje vytvoření 

pevných spojů mezi buňkami a tkáňovým nosičem prostřednictvím vazby integrinů 

s adsorbovanými proteiny na povrchu biomateriálu [27]. Cytoplasmatická doména integrinu 

se váže na talin, následně na vinculin. Prostřednictvím vazby s α-aktininem je vinculin 

spojen s aktinovými vlákny, která jsou propojená s jádrem buňky. Po vytvoření pevné vazby 

mezi adhezními proteiny a integrinovými receptory dochází k takzvané ,,fokální adhezi“. 

Kromě funkce kotvy buňky s okolním prostředím slouží fokální adheze k přenosu signálu 
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oběma směry. K signalizačním molekulám patří kinázy, jako například fokální adhezní 

kináza (FAK), vázaná na integrin kináza (ILK), mitogenem aktivované proteinkinázy 

(MAPK), extracelulárním signálem regulovaná kináza (ERK). Tyto kinázy mohou regulovat 

přežití, růst, morfologii, pohyb a diferenciaci buněk v reakci na nové prostředí po kontaktu 

s biomateriálem [53, 54, 57].  

 

Sledování interakcí mezi buňkami a biomateriály hraje významnou roli v proliferaci a 

diferenciaci buněk v rámci skeletu. Aby došlo k úspěšné adsorpci proteinů a adhezi buněk 

na povrch scaffoldu musí biomateriál splňovat určité vlastnosti [16]. 

4.1 Vliv povrchových vlastností biomateriálu na buněčnou odezvu 

Povrchové charakteristiky hrají důležitou roli v rozsahu buněčné adheze a proliferace na 

povrchu scaffoldu [2]. Důležitými parametry určující povrchové vlastnosti je topografie, 

smáčivost, drsnost, vzorkování a náboj [60]. Manipulací s povrchovými vlastnostmi 

implantátů lze řízeně ovlivnit počáteční připojení buněk [61]. 

4.1.1 Hydrofilita a hydrofobicita  

Smáčivost povrchu (hydrofilita/hydrofobicita) je jedním z parametrů, které ovlivňují 

biologickou odezvu biomateriálu [60]. Smáčivost povrchů je určena interakcí pevné látky a 

kapaliny: ty závisí na takzvaném kontaktním úhlu θ na styčné ploše. Čím je kontaktní úhel 

menší, tím je povrch materiálu více hydrofilní. Se zvětšujícím se kontaktním úhlem se 

zvyšuje i hydrofobicita povrchu materiálu [62]. Pokud je kontaktní úhel θ menší než 90°, 

jedná se o povrch s hydrofilními vlastnostmi. Pokud je tento úhel větší než 90°, povrch je 

považován za hydrofobní. Super-hydrofilní povrchy se vyznačují kontaktním úhlem θ blízko 

0°. Naopak super-hydrofobní povrchy mají kontaktní úhel θ větší než 150°.   

Smáčivost povrchu ovlivňuje adsorpci proteinů a buněčnou adhezi na povrch 

biomateriálu, které jsou vyšší u hydrofilních povrchů [60, 63]. Hydrofilní povrchy vážou 

adhezní proteiny, které podporují buněčnou adhezi [63]. Jestliže je materiál příliš hydrofobní 

proteiny zprostředkovávající buněčnou adhezi jsou na povrch vázány v denaturovaném a 

rigidním stavu. Proto specifické aminokyselinové sekvence v jeho molekule jsou pro tyto 

receptory buď nedostupné, nebo dostupné pouze omezeně [58]. Studie Wei et al., 2007 se 

zaměřila na vliv stupně smáčivosti povrchu biomateriálu na adhezi fibroblastů. S využitím 

hexamethyldisiloxanových scaffoldů bylo vytvořeno několik povrchů se širokým rozsahem 

smáčivosti od 106° (hydrofobicita) až po téměř 0° (superhydrofilita). Hydrofilní povrchy se 
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vykazovaly větším šířením fibroblastových buněk ve srovnání s hydrofobními 

povrchy. Významný rozdíl v proliferaci buněk v reakci na hydrofobní a hydrofilní povrch 

nebyl prokázán. Tato studie rovněž uvádí, že stupeň smáčivosti povrchu má vliv na adsorbci 

různých typů adhezních proteinů. Například fibronektinový protein lépe adsorboval na 

hydrofilních površích, zatímco albumin byl lépe adsorbován na hydrofobních površích [61]. 

Optimální buněčná adheze je na mírně hydrofilních povrchších. Vysoce hydrofilní povrch 

omezuje nebo zcela znemožňuje přichycení a následnou proliferaci buněk, jelikož adhezní 

proteiny jsou na tyto povrchy navázány relativně slabými silami. V pozdějších kultivačních 

intervalech může dojít k příliš vysoké adsorpci buněk vedoucí k oddělení  

adhezních proteinů společně s buněčnou kulturou [58]. Shin et al., 2008, pozorovali nejvyšší 

přilnavost a životaschopnost lidských MSC na polyethylenových (PE) lešeních se středně 

smáčitelnými povrchy (kontaktní úhly kolem 57° nebo 65°) ve srovnání s PE lešením s 

hydrofilními nebo hydrofobními povrchy (kontaktní úhly 48° a 97°, v tomto pořadí). Kromě 

toho MSC odhalily zploštělou a zaoblenou morfologii na hydrofilních a hydrofobních 

površích [61]. 

Některé biomateriály používané v TI a medicíně mohou mít příliš hydrofobní charakter, 

a proto nemohou zajistit dostatečnou buněčnou kolonizaci. Takové povrchy lze proto učinit 

hydrofilnějšími za pomocí fyzikálních metod, jako je například ozáření ionty, plazmou nebo 

ultrafialovým světlem. Dále je možné povrch upravit chemickými způsoby, co zahrnuje 

leptání povrchu za použití kyselin a hydroxidů [58]. 

4.1.2 Povrchový náboj  

Povrchový náboj může regulovat adsorpci proteinu a přímo ovlivňovat vazbu integrinu, 

čímž moduluje buněčnou adhezi [55, 62]. Povrchy materiálu mohou mít neutrální, kladný 

nebo záporný náboj. Toho je dosaženo pomocí různých mechanismů, jako je adsorpce iontů 

(přítomnost iontové složky v médiu), disociace povrchových chemických skupin nebo 

účinkem vnějšího elektrického pole ve vodných roztocích [61]. Stejné náboje mají tendenci 

se odpuzovat. Proto je na povrch biomateriálu zvýšená adsorpce molekul a iontů s opačným 

nábojem [64].  

Současná literatura naznačuje, že kladně nabité povrchy materiálu zvyšují buněčnou 

adsorpci díky elektrostatickým interakcím s negativním nábojem buněčné membrány [61]. 

Například dle Dos Santos et al., 2017, gely 2-hydroxyethylmethakrylátu s pozitivním 
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povrchovým nábojem podporují lepší adhezi a šíření fibroblastů a osteoblastů ve srovnání s 

negativními nebo neutrálními náboji [60]. 

Důležitá je rovněž hustota náboje. Se zvyšující se hustotou náboje, je pozorována lepší 

buněčná adheze, afinita, diferenciace a proliferace [55, 65]. Konečné účinky povrchového 

náboje na buněčné odpovědi závisí na složení biomateriálu, typu buněk a tkáňovém 

mikroprostředí [61].  

4.1.3 Topografie  

Topografie povrchu materiálu je dalším důležitým faktorem ovlivňujícím chování buněk 

[62]. Nejdůležitějším aspektem topografie povrchu je drsnost, která udává texturu povrchu 

materiálu [61]. 

4.1.3.1 Drsnost 

Drsnost je určena povrchovými výstupky nebo prohlubní materiálu [61]. Různé kontaktní 

plochy hladkého a drsného povrchu s molekulami a buňkami modulují biologickou odezvu 

tkání v kontaktu s implantátem, poskytnutím podnětů pro buněčnou adhezi, orientaci, 

migraci a produkce ECM [60, 62, 66]. Adheze buněk je dle buněčného typu závislá na různé 

drsnosti. Například osteoblastové buňky preferují drsnější povrch, periodontální 

fibroblastové buňky se lépe přichytí k hladším povrchům a epiteliální buňky přilnou k 

hladkým povrchům [61].  

Drsnost povrchu lze rozdělit do několika různých stupňů: makroskopická (nerovnost 

dosahuje rozměrů 100 µm – 1 mm a více), mikroskopická (100 nm – 100 µm) a nanometrová 

(méně než 100 nm) [56, 66]. Makroskopická drsnost je vhodná pro upevnění implantátu ve 

tkáni, jelikož má malý vliv na chování buněčné adheze. Buňky mají mezi makroskopickými 

nepravidelnostmi dostatek prostoru pro šíření a růst. Studie ukazují, že buňky pěstované na 

makro drsném povrchu jsou stimulovány k diferenciaci na základě výsledků genové exprese 

[55]. Například Yang et al., 2016 zjistili, že drsný povrch vede k osteogenní diferenciaci 

MSC exprese specifického osteogenního markeru – alkalické fosfatázy. Makrodrsná 

topografie je tak účinným faktorem v regeneraci kostní tkáně pro adhezi a stimulaci 

osteoblastů [55]. 

Adheze buněk na materiály s drsností v mikroměřítku není tak příznivá, jelikož plocha pro 

adhezi buněk je omezena reliéfem povrchu materiálu, který zahrnuje průměr, výšku a rozteč 

mikrotopografických znaků. Nanodrsnost je považována za nejbližší přirozené morfologii 
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tkání a je ideálním faktorem, který má pozitivní vliv na buněčnou adhezi, růst a zrání buněk. 

Například u lidských žilních endoteliálních buněk může zvýšení drsnosti povrchu 

biomateriálu v nanometrovém měřítku zvýšit adhezi a růst buněk [66].  

4.1.3.2 Povrchový vzor 

Kromě drsnosti povrchu biomateriálu přispívají specifické topografické vzory na povrchu 

biomateriálu k řízení chování buněk směrem k regeneraci tkáně [42]. Biologické tkáně se 

vyznačují různými morfologickými rysy jako jsou vlákna, póry, sloupky nebo důlky [61]. 

Tyto povrchové vzory lze vytvořit v mikroměřítku nebo v nanoměřítku, přičemž každý vzor 

ovlivňuje chování buněk označované jako ,,kontaktní vedení“ [42, 61, 66]. Mikrovzorkování 

povrchu ovlivňuje polohu buňky, růst, morfologii a reorganizaci cytoskeletu. 

Nanovzorkování povrchu může zvýšit povrchovou energii a ovlivnit adsorpci proteinů, 

migraci buněk, šíření, proliferaci, expresi genů a případně tkáňové integrace s implantátem 

[61].  

Povrchové vzory můžou být orientovány v jednom směru nebo jako geometrické útvary bez 

jakékoli zjevné symetrie [67]. Z hlediska symetrie jsou povrchové vzory klasifikovány jako 

anizotropní a izotropní. Anizotropní povrchový vzor označuje směrově závislé a 

systematicky orientované vzory jako drážky nebo hřebeny. Izotropní povrch nemá směrovou 

orientaci vzoru a obsahuje topografické vzory jako jsou sloupy, výstupky, výběžky, důlky a 

kruhové, čtvercové, trojúhelníkové tvary [61]. V regenerativní medicíně mohou být povrchy 

anizotropních biomateriálů preferovány pro vývoj konstruktů TI [67]. Geometrická 

orientace vzoru v jednom směru představuje morfologii a funkci více připomínající nativní 

tkáň ve srovnání s jejich izotropními protějšky [47]. Většina tkání v organismu má určitý 

stupeň anizotropie, jelikož mají strukturu založenou na kolagenových vláknech 

systematicky orientovaných v jednom směru (tkáň myokardu, svalů, krevních cév, kostní 

tkáně). Schopnost napodobit tyto anizotropní vlastnosti má prvořadý význam v oblasti TI 

díky schopnosti modulace buněčné adheze, diferenciace a proliferace [68]. Důležitost 

zarovnání buněk a ECM na vzorovaných površích v tkáňovém inženýrství byla prokázána u 

mnoha různých typů buněk, jako jsou osteoblasty, srdeční buňky, růst neuritů, svalové 

buňky, epiteliální buňky rohovky, fibroblasty, a vaskulární buňky [69]. 

SC reagují a přizpůsobují se orientované struktuře prostřednictvím kontaktního vedení. 

To odkazuje vnímání buněk k dobře definované geometrii ECM, která následně řídí jejich 

tvar, pohyblivost a diferenciaci [47]. Například v srdečním TI, s vysoce organizovaným 
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nativním ECM a buněčným uspořádáním, vyžadují materiály pro TI správnou orientaci 

nasazených buněk a produkované ECM. Různé studie prokázaly účinnost povrchového 

vzorování při vývoji biomateriálů pro svalovou a kardiovaskulární regeneraci. Konkrétně 

bylo prokázáno, že 3D tištěný želatinový hydrogel obsahující mikrokanálky podporuje 

zarovnání lidských MSC a diferenciaci na kardiomyocyty spolu se spontánními a 

synchronizovanými kontrakcemi. Zejména mikrokanály způsobily zvýšení sarkomer 

(základní funkční a strukturální jednotka myofibril) v kardiomyocytech a v kombinaci s 

vodivým poly(pyrrolem) vykazovaly známky elektrické vazby mezi buňkami [42]. 

Kromě orientované struktury má na diferenciaci SC do určitého buněčného typu vliv výška, 

měřítko a geometrie povrchových vzorů. Ukázalo se například, že výška nanoprvků je 

relevantní při indukci diferenciace SC. Studie Song et al., 2016 uvádí, že 560 nm vysoké 

topografické hřebeny zvyšují diferenciaci pluripotentních kmenových buněk na neurony 

[70]. Studie Abagnale et al., 2015 se zaměřila na vliv mikrovzorů na in vitro diferenciaci 

MSC na různých drážkových/hřebenových strukturách. Výsledek studie prokázal, že tyto 

struktury ovlivňovaly šíření buněk a orientaci lidských MSC, což se projevilo i ve fokálních 

adhezích, morfologii a velikosti. Celkově povrchové vzory jasně zvýšily diferenciaci MSC 

směrem ke specifickým liniím: 15 μm hřebeny zvýšily adipogenní diferenciaci, zatímco 2 

μm hřebeny zvýšily osteogenní diferenciaci. Nano-vzory s periodicitou 650 nm zvýšily 

diferenciaci směrem k osteogenním i adipogenním liniím [71]. Dále Yang et al., 2014 

prokázali, že kombinace nanopórů a mikrodrážek byla schopna vyvolat diferenciaci 

nervových buněk do neuronů [42]. 

4.2 Vliv geometrie biomateriálu na buněčnou odezvu 

Spolu s povrchovými vlastnostmi biomateriálu je geometrické uspořádání struktury další 

vlastností, která podmiňuje buněčné chování a následnou regeneraci tkáně [19, 42]. 

Geometrie biomateriálu určuje mechanické a fyzikálně-chemické vlastnosti materiálu, jako 

je propustnost a proudění tekutiny skrz biomateriál a ovlivňuje zadržování buněk v rámci 

lešení. Správný výběr geometrie scaffoldu je velmi důležitý při napodobení struktury a 

funkce přirozené ECM [61, 72].  

4.2.1 Trojrozměrná struktura  

Obecně jsou typy buněčných kultur vysvětlovány jako 2D nebo 3D buněčné kultury z 

hlediska rozměru buněčného růstu. Rozdíly v buněčné funkci 2D a 3D přístupů jsou dány 

způsobem, jak buňky reagují na své mikroprostředí. 2D buněčný růst na rovinném povrchu 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cardiomyocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sarcomere
https://cs.wikipedia.org/wiki/Myofibrila
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kultivačních láhví se jeví jako monovrstva, a obvykle zahrnuje jeden typ buněk. Jedna část 

buněk je ukotvena se substrátem a zbývající část buněk je vystavena kultivačnímu médiu. 

Kromě toho je kontakt se sousedními buňkami omezen pouze na adhezní plochu, kterou 

navzájem sdílejí. Z toho důvodu se 2D modely buněčného růstu používají zejména ve 

výzkumu pro jednodušší pozorování buněk [59]. Klasické 2D buněčné kultury 

nenapodobují přirozené prostředí tkání, kde buňky adherují, proliferují a diferencují ve 

složitých 3D mikroprostředích [59, 73]. 

Scaffoldy jsou důležitým nástrojem pro poskytování 3D prostředí buňkám, jak in vitro, 

tak in vivo. Tyto trojrozměrné struktury poskytují ideální platformu pro komunikaci buňka-

buňka a buňka-materiál [59].  

4.2.2 Porézní struktura 

Poréznost, propojení pórů a velikost pórů jsou velmi důležitými parametry biomateriálů. 

Všechny tři vlastnosti umožňují buněčnou penetraci, vaskularizaci, adekvátní difuzi živin a 

kyslíku do buněk v rámci konstruktu [16, 19, 28, 56]. Poréznost znamená procento objemu 

dutin v materiálech [62]. Rozsah poréznosti závisí na typu použitého biomateriálu a na tom, 

zda zvýšení poréznosti může vést ke snížení mechanických vlastností [74]. 

Nejběžněji se ke tvorbě porézní struktury biomateriálů používají následující techniky: 

plynové plnění, louhování solí, separace fází, slinování a lyofilizace [28]. 

Dle velikosti se póry dělí na makropóry (>50 µm) a mikropóry (<50 nm). Velikost pórů 

je klíčový prvek pro účinnost buněčné penetrace a migrace do struktury biomateriálu. Makro 

a mikro architektura pórů skeletu kriticky ovlivňuje přežití buněk a povrchovou adhezi, ale 

také buněčnou proliferaci, diferenciaci a expresi specifických genů [28]. Makropóry jsou 

schopny určovat buněčný růst a kolonizaci, zatímco mikropóry buněčnou adhezi a 

resorbovatelnost biomateriálu kontrolovatelnou rychlostí [61]. Pokud jsou póry struktury 

příliš malé, dochází k omezení buněčné penetrace do scaffoldu. Velké póry umožňují 

snadnější migraci a rovnoměrnou distribuci buněk ve struktuře biomateriálu [75]. Nadměrná 

velikost pórů může snižovat kontaktní poměr mezi buňkami a podporovat tak buněčný růst 

ve 2D organizaci namísto 3D [76]. 

Konstrukty se správnou porézností a homogenními propojenými póry prokázaly slibné 

výsledky pro účely TERM. Porézní síť v lešení může napodobovat nativní architekturu ECM 

umožňující buňkám interakci s jejich mikroprostředím. Je třeba poznamenat, že velikost 

pórů a geometrie se v lidských tkáních liší. Z toho důvodu by pórovitost a architektura pórů 
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měly být navrženy na základě cílových tkání a anatomických míst [61]. Například bylo 

zjištěno, že póry o velikosti 200–400 μm jsou účinné pro tvorbu kostní tkáně [28].  Studie 

Kuboki et al., 2009 se zabývala vlivem velikostí pórů za účelem tvorby kostní tkáně 

s pomocí hydroxyapatitových skeletů s kostními morfogenetickými proteiny. Póry s menším 

průměrem než 90 – 120 μm indukovaly tvorbu chrupavky s následnou tvorbou kostí tkáně, 

zatím co póry s průměrem 350 μm indukovaly přímou tvorbu kosti [76, 77]. Póry o velikosti 

50–200 μm jsou vhodné pro růst buněk hladkého svalstva. Lešení s velikostí pórů mezi 10–

44 a 44–75 μm umožňují akomodaci pouze vazivové tkáně.  Velikost pórů potřebná pro 

indukci regenerace dermis a periférních nervů je 20–120 μm a 5–10 μm [76].   

4.3 Vliv mechanických vlastností biomateriálu na buněčnou odezvu 

Mechanické vlastnosti biomateriálů jsou velmi důležité pro aplikaci v klinické praxi při 

regeneraci tkáně. Ovlivňují degradabilitu biomateriálu a jeho interakci s buňkami, co 

v konečném důsledku určuje reparační efekt biomateriálu [78]. Mechanické vlastnosti by 

měly být přizpůsobeny aplikaci pro kterou je biomateriál navrhován [16]. V ideálním případě 

by pro úspěšnou regeneraci tkáně měly být shodné nebo příbuzné s vlastnostmi tkáně v místě 

implantace [16, 19, 32]. Z praktického hlediska je vhodné, aby byl materiál dostatečně pevný 

pro umožnění chirurgické manipulace během implantace [19].  

Mechanické vlastnosti určují odezvu biomateriálu za různých silových podmínek, které 

jsou charakterizovány napětím a deformacemi v materiálu, které jsou výsledkem posunů 

v defektech. Biomateriál s nedostatečnými mechanickými vlastnostmi nemůže poskytnout 

dostatečnou mechanickou podporu. Informace o mechanických vlastnostech biomateriálu, 

jako je modul pružnosti nebo mez kluzu, získáme pomocí mechanických zkoušek (zkouška 

tahem, kompresní test, stres-relaxace nebo namáhání materiálu). Výsledky měření poskytují 

informace o tuhosti, deformovatelnosti a pevnosti materiálu [16, 78]. 

4.3.1 Tuhost povrchu 

Tuhost udává schopnost materiálu odolávat deformaci způsobené vnější silou a je 

nepostradatelnou součástí mechanických vlastností ECM a syntetických biomateriálů [47]. 

Tuhé materiály se používají v aplikacích, kde je nutné, aby si zachovaly svou mechanickou 

funkci a nedošlo k jejich opotřebení. Tyto biomateriály jsou například používané jako nosné 

protézy kyčlí a kolen. U takových defektů tkání, kde není kritickou vlastností nosnost nemusí 
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být biomateriály tak pevné. V tomto případě jsou vhodnými kandidáty biomateriály, které 

podléhají degradaci [41].   

Funkční tkáně mají pozoruhodně rozdílnou tuhost, od nejměkčí mozkové tkáně po nejtvrdší 

kost. [47]. Adheze, proliferace a diferenciace buněk do určité míry závisí na tuhosti 

substrátu. Kromě toho jsou buňky schopny modulovat povrch biomateriálu na rozhraní mezi 

tkání a implantátem a měnit tak tuhost svého vlastního nebo jiného buněčného 

mikroprostředí.  

Některé studie naznačují, že v neuronální regeneraci počáteční měkký substrát podporuje 

axonální elongaci. Následné vytvrzení matrice může podpořit růst více primárních dendritů 

neuronů, a tím posílit synaptogenezi. Na druhou stranu měkké substráty mohou modifikovat 

buněčnou morfologii a inhibovat proliferaci SC [55, 62]. Například zvýšení mechanické 

tuhosti matrice hedvábného fibroinu podporuje lidské embryonální mezenchymální SC 

(hEMC) k diferenciaci do osteogenní linie [79]. 
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  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍLE PRÁCE 

 Cytotoxicita PLA extraktu na myší embryonální fibroblastové buňky NIH/3T3  

 Cytotoxicita PLA extraktu na myší embryonální kmenové buňky ES R1 

 Vyhodnocení vlivu topografie povrchu na proliferaci buněčné linie NIH/3T3 

 Vyhodnocení vlivu topografie povrchu na proliferaci buněčné linie ES R1 
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6 MATERIÁLY A METODY 

6.1 Biologický materiál 

Pro experiment v rámci diplomové práce byly použity dvě buněčné linie – myší 

embryonální fibroblastové buňky NIH/3T3 a myší embryonální kmenové buňky ES-R1.  

6.1.1 Myší fibroblasty 

Buněčná linie myších fibroblastů NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) byla získaná od 

American Type Culture Collection, ATCC. Kultivace probíhala v DMEM kultivačním 

médiu (Dulbecco's Modified Eagle Medium, ThermoFisher Scientific, USA) s přídavkem 

10 % Calf séra (BCS, Biosera, Francie) a 1 % antibiotik penicilin – streptomycin (Biosera, 

Francie). NIH/3T3 buněčná linie je adherentní a byla kultivovaná v T75 kultivačních láhvích 

(TPP Trasadigen, Švýcarsko) v inkubátoru Heracell 150i (ThermoFisher Scientific, USA) 

při teplotě 37 °C, 95 % vlhkosti a 5 % CO2 atmosféře.  

 

Obrázek 3 Kultivační láhev s NIH/3T3 buněčnou linií. 

6.1.2 Kmenové buňky  

Myší embryonální kmenové buňky (ES-R1) byly kultivovány na petriho miskách pro 

tkáňové kultury. Kultivace kmenových buněk probíhá standardně na tkáňovém plastiku 

potaženém 0,1 % želatinou pro zlepšení adheze. Pro kultivaci bylo použito kompletní 

médium obsahující DMEM, 15 % fetálního telecího séra, 1 U ml-1 penicilinu, 0,1 mg/ml 

streptomycinu a 100 mM roztok neesenciálních aminokyselin (vše od Thermo Fisher, 

Waltham, MA, USA), 0,05 mM 2-merkaptoethanolu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000 

U ml-1 LIF (Gibco, MA, USA) [80]. 
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6.2 Struktura polylaktidu 

Testované vzorky PLA byly připraveny na Ústavu polymerů SAV, Slovenská akademie 

věd, díky spolupráci výzkumné skupiny Biomateriály na Centru polymerních systémů ve 

Zlíně s Mgr. Zdenkem Špitálskym, PhD.  

Kyselina polymléčná neboli polylaktid (PLA) je biologicky odbouratelný polymer kyseliny 

mléčné. Získává se z kyseliny mléčné a degraduje se procesem hydrolýzy. Kyselina mléčná 

(LA) je přírodní organická kyselina, kterou lze vyrobit fermentací cukrů získaných z 

obnovitelných zdrojů, jako je kukuřice a cukrová třtina. PLA je tedy ekologický netoxický 

polymer a byl schválen FDA pro implantaci do lidského těla. Díky svým vlastnostem se jeví 

jako důležitý polymerní materiál pro biomedicínské aplikace, jako je biokompatibilita, 

biologická rozložitelnost, mechanická pevnost a zpracovatelnost. Přestože má PLA široké 

spektrum aplikací, existují určitá omezení, jako je pomalá rychlost degradace, hydrofobnost 

a nízká rázová houževnatost spojená s jeho použitím.   

Použití PLA ve směsi s jinými polymery nabízí vhodné možnosti pro zlepšení souvisejících 

vlastností nebo pro vytvoření nových PLA polymerů/směsí pro cílové aplikace, jako je 

podávání léků, implantáty, stehy a TI. PLA a jeho kopolymery se stávají široce používáné v 

TI pro obnovu funkcí poškozených tkání díky jejich vynikající biokompatibilitě a 

mechanickým vlastnostem. Míchání PLA s jinými přírodními nebo syntetickými polymery 

s lepší smáčitelností a rychlejší degradací poskytuje účinný prostředek k vyladění její 

biologické rozložitelnosti tak, aby byla kompatibilní s dobou potřebnou k růstu a/nebo 

regeneraci tkáně. PLA tak může být smíchán s různými polymery pro modifikaci tkáňově 

specifických skafoldů [81]. Ghosal et al., 2019 ve své práci vytvořili kolagen/PLA 

kopolymer, který má potenciál jako scaffold pro TI chrupavky díky jeho vysoké poréznosti 

a propojení pórů, dobré absorpci vody a penetraci chondrocytů a zlepšení mechanické 

pevnosti ve srovnání s jednoduchými kolagenovými scaffoldy [82]. Další studie (Scaffaro et 

al., 2016) uvádí, že scaffold na bázi PLA/PEG představuje zajímavé biomedicínské 

aplikace, zejména týkající se oblasti regenerace kostí. [83]. Bylo prokázáno, že PEG zlepšuje 

porézní strukturu změnou distribuce velikosti pórů, co vede ke zvětšení velikosti pórů bez 

zvýšení celkové pórovitosti. Kromě toho PLA scaffoldy s PEG podporují metabolickou 

aktivitu v průběhu času, co ukazuje na zvýšení proliferace buněk v porovnání se samotným 

PLA. [84]. Zhang el al., 2016, vyrobili kompozitní lešení PLA/hydroxyapatit pomocí 3D 

tisku a vyhodnotili jejich schopnost opravy kostí a zánět. Tyto 3D scaffoldy vykazovaly 
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dobrou biokompatibilitu, bioaktivitu a osteoinduktivní aktivitu s malou zánětlivou reakcí, 

což dokazuje jejich slibnou kandidaturu na opravu kostních defektů [81]. 

 

 

 
 

Obrázek 4 Struktura polylaktidu. 

 

6.3 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

6.3.1 Test cytotoxicity – MTT test 

Test MTT se používá k měření buněčné metabolické aktivity jako indikátoru buněčné 

životaschopnosti. Tento kolorimetrický test je založen na redukci žluté tetrazoliové soli 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid na purpurové krystaly 

formazanu metabolicky aktivními buňkami. Životaschopné buňky jsou schopny aktivním 

metabolismem převést MTT na purpurově zbarvený formazanový produkt s maximem 

absorbance blízko 570 nm. Když nastane buněčná smrt v důsledku vystavení vyšším 

koncentracím toxické látky, ztrácejí buňky schopnost přeměnit MTT na formazan. Redukce 

MTT na formazan je katalyzována mitochondriální dehydrogenázou v dýchacím řetězci. 

Množství́ formazanu je přímo úměrné počtu živých buněk. Čím je roztok tmavší, tím větší 

je počet životaschopných, metabolicky aktivních buněk. Tvorba formazanu tak slouží jako 

užitečný a vhodný marker životaschopnosti buněk [85]. 

Cytotoxicita materiálu byla stanovena in vitro dle normy ČSN EN ISO 10993. Samotný 

test cytotoxicity in vitro byl proveden v souladu s 5. části normy ČSN EN ISO 10993, tedy 
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ISO 10993–5:2009 – Biologické hodnocení zdravotnických prostředků –  Část 5: Zkoušky 

na cytotoxicitu in vitro.  

Příprava mikrotitračních destiček: Denzita buněk byla v případě buněčné linie NIH/3T3 

1 x 105 buněk/ml a v případě buněčné linie ES R1 1,5 x 103 buněk/cm2. Nasazení buněk na 

mikrotitrační destičku bylo provedeno 24 hodin před přidáním extraktu. Nasazením buněk 

na mikrotitrační destičku se rozumí pasážování buněčné linie, naředění suspenze na 

příslušnou koncentraci, napipetování 100 µl suspenze do každé jamky 96 jamkové destičky 

a inkubace 24 hodin. 

Příprava extraktu: Před testem byla provedena extrakce materiálu podle části 12 této 

normy, tedy ČSN EN ISO 10993-12:2021 – Biologické hodnocení zdravotnických 

prostředků – Část 12: Příprava vzorků a referenční materiály. Extrakční podmínky u této 

zkoušky jsou založeny na základě standardizovaného přístupu, který je v mnoha ohledech 

vhodným v rámci použití produktu. Přijatelná extrakce materiálu pro test cytotoxicity je 24 

hodin při (37 ± 1) ° C v kultivačním médiu. Vyšší extrakční teplota, než 37 ° C může 

nepříznivě ovlivnit chemii nebo stabilitu složek kultivačního média včetně séra. Testovaný 

materiál PLA struktury spadá do kategorie ,,nepravidelné tvarované pevné prostředky“, 

proto byl zvolen extrakční poměr 0,2 g/ml viz tabulka 1 [86]. 

Tabulka 1 Standardní plochy povrchu a objemy extrakčního média dle ISO 10993-12. 

Tloušťka 
[mm] 

Extrakční poměr  

(plocha povrchu 

nebo 

hmotnost/objem) 
±10 % 

Formy materiálu 

<0,5 6 cm2/ml film, fólie, stěna hadičky 

0,5 až 1,0 3 cm2/ml stěna hadičky, plátek,  

malé tvarované předměty 

>1,0 1,25 cm2/ml velký(-é) tvarovaný(-é) předmět(-y) 

nepravidelné tvarované pevné 

prostředky 

0,2 g/ml prášek, palety, pěna, neabsorbující části,  

předměty vyrobené vstřikováním 

nepravidelné tvarované  

porézní prostředky  

(materiály o nízké hustotě) 

0,1 g/ml membrány 

 

Před samotnou extrakcí byl vzorek PLA nastříhán na drobné kousky, aby došlo ke 

zlepšení kontaktu materiálu s kultivačním médiem. Extrakce 24 hodin při 37 °C za stálého 

třepání. Po 24 hodinách byl extrakt materiálu přefiltrován přes 0,22 µm filtr Milex GV 

(Merck, Darmstadt, Německo) pro zajištění sterility. Původní 100 % extrakt byl naředěn na 
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sérii ředění kompletním médiem. Extrakty byly připraveny v jednotlivých koncentracích 

100, 75, 50, 25, 10 a 1 % přidány k předkultivovaným buňkám na 96 jamkové mikrotitrační 

destičce s příslušnou buněčnou linii, přičemž celkový obsah roztoku byl 100 µl/jamku.  

 

 

Obrázek 5 Ukázka mikrotitrační destičky po přidání MTT. Fialové 

zabarvení je spojeno s tvorbou krystalků formazanu.  

 

Přidání MTT: Po 24 hodinové kultivaci buněk v přítomnosti extraktů bylo přidáno v 

konečné koncentraci 0,5 mg/ml-1 MTT. Kultivace poté probíhala po dobu 4 hodin. Po 

uplynulé době kultivace byl obsah jamek odsát a následovala solubilizace krystalů 

formazanu 80 µl DMSO (Sigma Aldrich, USA). Výsledek testu byl stanoven pomocí 

spektrofotometru M200 PRO NanoQuant (Tecan, Švýcarsko) při absorbanci 570 nm.  
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Obrázek 6 Ukázka mikrotitrační destičky po přidání DMSO a 

rozpuštění formazanu.  

 

6.3.2 Test proliferace buněk na PLA 

Vzorek PLA byl před vyhodnocením proliferace sterilizován po dobu 15 minut v 70 % 

ethanolu a pomocí UV záření po dobu 30 minut z každé strany vzorku. Následně byl materiál 

nařezán na 8 jednotlivých vzorků, každý o rozměru 1 cm2. Vzorky byly vloženy do 24 

jamkové mikrotitrační destičky. Čtyři vzorky byly na 15 minut ošetřeny roztokem 0,1 % 

želatiny. Následně byla na vzorky nasazena buněčná suspenze s denzitou buněk v případě 

myších embryonálních fibroblastů 5 x 105 buněk/ml a v případě embryonálních kmenových 

buněk 4,5 x 103 buněk/cm2. Kultivace probíhala h. Po uplynulé době kultivace byla 

provedena fixace buněk na substrát. Fixace byla provedena odsátím média z jamek a po 

promytím PBS pufrem byl napipetován 1 ml 4 % formaldehydu na 15 minut. Objem jamky 

byl odsát a vzorky byly promyty PBS. 

Následovala permeabilizace buněčné membrány 1 ml 0,5 % Tritonem X-100 po dobu 5 

minut. Po uplynulé době byly vzorky 3x promyty PBS pufrem. Na závěr byla buněčná 

kultura nabarvena. Do 1 ml PBS pufru byla přidána 1 kapka barviva (ActinRedTM 555 

v případě buněčné linie NIH/3T3 a ActinGreenTM 488 v případě buněčné linie ES R1) a 25 

µl Hoechst 33258. Po 30 minutách byl PBS s barvivy odstraněn a buněčná morfologie byla 

pozorovány pomocí konfokálního miskroskopu (Olympus).  
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Obrázek 7 Vzorky PLA v mikrotitrační destičce před testem 

proliferace. 
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7  VÝSLEDKY 

7.1 Test cytotoxicity PLA extraktu 

Cytotoxicita PLA byla stanovena za základě normy ČSN EN ISO 10993–5:2009 – 

Biologické hodnocení zdravotnických prostředků – Část 5: Zkoušky na cytotoxicitu in vitro. 

Metoda je specifikována nepřímým kontaktem materiálu s buněčnou linií. Buňky byly 

vystaveny účinku extraktu PLA materiálu v různých koncentracích, kdy extrakt byl 

připraven dle normy ČSN EN ISO 10993-12:2021 – Biologické hodnocení zdravotnických 

prostředků – Část 12: Příprava vzorků a referenční materiály. Buněčné linie byly vystaveny 

následujícím koncentracím extraktu 100, 75, 50, 25, 10 a 1 %. Pro vyhodnocení 

životaschopnosti buněk v souvislosti s účinkem extraktu byl použit MTT kolorimetrický test 

zahrnující redukci žlutého MTT barviva na fialové krystaly formazanu za pomocí aktivního 

metabolismu živých buněk.  

 

Test cytotoxicity byl proveden pro obě buněčné linie – myší embryonální fibroblasty 

NIH/3T3 a myší embryonální kmenové buňky ES-R1. Hodnocení probíhalo za pomocí 

spektrofotometru s délkou absorbance 570 nm. Účinek extraktu na buňky byl porovnáván 

s referenčním vzorkem, kde buňky byly kultivovány s kompletním médiem bez extraktu. 

Podle ISO 10993-5 životaschopnost vyšší než 0,7 představuje nepřítomnost cytotoxicity, 

zatímco vzorky s životaschopností nižší než 0,7 jsou považovány za cytotoxické. 

 

Obrázek 8 Životaschopnost buněk linie NIH/3T3 po 

expozici extraktu PLA.  
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Obrázek 9 Životaschopnost buněk linie ES R1 po 

expozici extraktu PLA.  

 

 

Výsledky byly zpracovány ve formě grafu, kde byla reference nastavena na relativní 

buněčnou viabilitu 1. Tato hodnota odpovídá 100 % buněčné životaschopnosti. Dle stupnice 

normy ČSN EN ISO 10993-5:2009 jsou extrakty vzorků s relativní buněčnou viabilitou vyšší 

než 0,7 hodnoceny jako necytotoxické.  

V případě myších fibroblastových buněk buněčné linie NIH/3T3 byl v koncentraci extraktu 

100 % zaznamenán cytotoxický efekt kdy byla hodnota absorbance nižší než 0,7, (Obrázek 

8). U dalších koncentrací extraktu (75, 50, 25, 10, 1 %) nejsou zaznamenány žádné 

cytotoxické účinky. V případě linie myších embryonálních kmenových buněk ES R1 jsou 

hodnoty viability ve všech koncentracích vyšší než 70 % (Obrázek 9), co znamená že nebyl 

zaznamenán žádný toxický účinek. Obecně lze říci, že extrakt PLA není shledán jako 

cytotoxický.  

 

7.2 Test proliferace buněk na PLA 

Adheze buněk na materiál a následná proliferace in vitro je obecně používanou technikou 

ke stanovení interakce buněk s povrchem biomateriálu. Při testu proliferace jsou buňky 

kultivovány v přímém kontaktu s materiálem, přičemž je sledována buněčná odezva 
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související s povrchovými vlastnostmi materiálu. Test byl kvalitativně vyhodnocen pomocí 

konfokálního mikroskopu. Pro lepší zobrazení morfologie buněk byly jádra a cytoskelet 

předem nabarveny fluorescenčními barvami. Pro podporu adheze buněk na materiál byla 

před inokulací buněčné suspenze část vzorků inkubována 15 minut s želatinou. Jako 

referenční materiál byl použit polystyrenový tkáňový plastik, který se běžně používá pro 

kultivaci tkáňových kultur.  

 

 

Obrázek 10 Buněčná kultura NIH/3T3, a) PLA bez želatiny, b) PLA s želatinou, c) 

reference bez želatiny, d) reference s želatinou. 

 

Na obrázku 10. jsou výsledky proliferace pro myší embryonální fibroblasty NIH/3T3. 

Buňky zaujímaly typický rozvětvený a hvězdicovitý tvar, co je na mikrofotografiích 
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znázorněno jako červeně barvený aktinový vlákna. Jádra fibroblastů jsou typicky oválného 

tvaru a na mikrofotografiích se jeví jako modře barvené struktury. Pro zlepšení adheze buněk 

byla testována i sada ošetřená 0,1 % želatinou. Porovnáme-li proliferaci na PLA s želatinou 

(Obrázek 10, b) a PLA bez želatiny (Obrázek 10, a), vidíme mírné zlepšení proliferace na 

materiálu PLA s želatinou. Viditelné jsou jednotlivé vrstvy struktury polymeru, skrze které 

jsou buňky schopny prorůst. Stejně tak tomu bylo v případě reference, kdy želatina podpořila 

proliferaci buněk. Nicméně myší embryonální fibroblasty byly schopny proliferovat jak na 

pokoutovaném tak nepokoutovaném PLA, co naznačuje vhodné povrchové vlastnosti 

materiálu pro proliferaci buněk. Referenční vzorek s a bez želatiny znázorňuje rovnoměrné 

rozprostření buněk na povrchu ve srovnání se vzorky PLA struktury s a bez želatiny, kde 

buňky nejsou na celém povrchu jednotlivých vláken, ale prorůstají nerovnoměrně do 3D 

struktury materiálu.  
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Obrázek 11 Buněčná kultura ES-R1, a) PLA bez želatiny, b) PLA s želatinou, c) 

reference bez želatiny, d) reference s želatinou. 

 

Obrázek 11. znázorňuje výsledky proliferace pro myší embryonální kmenové buňky ES 

R1.  Kmenové buňky rostou v nediferencovaných shlucích s nepřesnými morfologickými 

znaky. Aktinová vlákna znázorňující cytoskelet buněk jsou na mikrofotografiích znázorněny 

zelenou fluorescenční barvou. Testované byly vzorky samotného PLA (Obrázek 11, a) a 

vzorky PLA ošetřené 0,1 % želatiny (Obrázek 11, b). Porovnáme-li proliferaci na PLA 

s želatinou a PLA bez želatiny lze si všimnout, vzorek PLA bez želatiny znázorňuje lepší 

prorůstání buněk skrze strukturu, co naznačuje, že adheze buněk na vnější vrstvě PLA 

materiálu s želatinou byla nižší ve srovnání s PLA bez želatiny. Naopak je viditelné mírné 

zvýšení počtu buněk u vzorku PLA s želatinou, co naznačuje podporu proliferace buněk díky 
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želatinové vrstvě. Při srovnání vzorků reference bez želatiny (Obrázek 11, c) a vzorek 

reference s želatinou (Obrázek 11, d) si lze všimnout, že želatina podpořila proliferaci 

embryonálních kmenových buněk. Mikrofotografie PLA s a bez želatiny znázorňují menší 

hustotu buněk v porovnání, jelikož rostou v jednotlivých vrstvách struktury, ve srovnání se 

vzorkem reference s a bez želatiny, kde buňky jsou rozprostřeny v jedné rovině na plochém 

2D povrchu. Jednotlivé mikrofotografie vzorku PLA s a bez želatiny naznačují lepší 

proliferaci NIH/3T3 buněk ve srovnání s buněčnou linií ES R1, přičemž extrakt PLA neměl 

na žádnou z linií cytotoxický účinek. Jednotlivé buněčné linie preferují topografické 

struktury. Rozdíly v proliferaci mohou být dané buněčným typem, jelikož každý typ buněk 

preferuje jiné povrchové vlastnosti materiálu.   
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8 DISKUZE 

Biomateriály se využívají jako scaffoldy ve strategiích TERM. Scaffoldy působí jako 

matrice pro buňky s cílem podpory tvorby nebo regenerace nové tkáně. Po implantaci do 

místa poškozené tkáně, dochází k buněčným odezvám na rozhraní implantovaného materiálu 

a okolního prostředí. Interakce buněk s biomateriálem jsou nezbytné pro přichycení 

adherentních buněk k povrchu a jejich souvisejících buněčných funkcí, jako je růst, 

diferenciace, migrace nebo apoptóza. Buněčné odezvy na materiál jsou nezbytné pro určení 

biokompatibility materiálu. Aspekty vztahů polymer-buňka lze pozorovat v lidských tkáních 

i na zvířecích modelech. Kromě toho lze studium buněčné aktivace a buněčné komunikace 

pozorovat pomocí in vitro metod, jako jsou buněčné kulturní systémy [87, 88]. 

 

V této práci byl studován vliv povrchových vlastností na proliferaci buněk. Použitým 

materiálem byla hotová struktura polylaktidu (PLA). Vzorkování struktury bylo zhotoveno 

technikou 3 D inkoustového biotisku. Polylaktid je alifatický hydrofobní polyester, který je 

schválený Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv FDA (Food and Drug Administration) a 

využívá se pro různé biomedicínské a klinické aplikace včetně konstruktů TI [89]. 

V experimentech byly použity dvě buněčné kultury. První z nich byly myší embryonální 

fibroblastové buňky linie NIH/3T3.  Tyto buňky jsou adherentní, diferencované a mají 

specifický rozvětvený, hvězdicovitý tvar. Jedná se jednu z nejčastěji používaných 

buněčných linií pro studium řady mechanických buněčných testů, včetně funkční analýzy 

proteinů. Morfologie buněk je adherentní, fibroblastická a je považována za jednu z relativně 

snadno pěstovatelných buněčných linií. Doba zdvojení je 20-26 hodin. Druhou použitou 

buněčnou linii byla ES R1, přičemž se jedná o myší embryonální kmenové buňky. Buňky 

této linie jsou pluripotentní a mohou se diferencovat do jakéhokoliv typu somatických buněk 

[90]. Před provedením testu proliferace bylo nezbytné ověřit biokompatilbilní vlastnosti 

použitého materiálu. Biokompatibilita byla hodnocena testem cytotoxicity na základě ISO 

normy ČSN EN ISO 10993–5:2009 – Biologické hodnocení zdravotnických prostředků – 

Část 5: Zkoušky na cytotoxicitu in vitro. Vyhodnocení bylo provedeno MTT testem.  

PLA je FDA schváleným biomtaeriálem, běžně používaným v medicíně a aplikacích TI. U 

extraktu tohoto materiálu nebyla očekávaná žádná cytotoxicita. Vyšší cytotoxický účinek 

extraktu byl detekován pouze u 100 % koncentrace extraktu u buněčné linie NIH/3T3. Nutné 

je poznamenat, že v koncentraci 50, 25 a 10 % byla hodnota viability buněk vyšší ve srovnání 

s referencí. Tento výsledek může naznačovat uvolňování kyseliny mléčné při degradaci 

PLA, která pro buňky působí jako zdroj energie a ochrana před volnými radikály. Výsledky 
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byly srovnány s literaturou (Morozov et al., 2020), která se zaměřuje na in vitro studie 

degradačního chování, cytotoxicity a buněčné adheze ataktické kyseliny poly(mléčné) pro 

biomedicínské účely. Výsledky MTT testu cytotoxicity této studie potvrzují necytotoxické 

účinky tohoto materiálu [91].  

Test proliferace buněk byl hodnocen na základě schopnosti buněk množit se a růst na 

povrchu materiálu. Buněčné kultury byly kultivovány v přímém kontaktu se strukturou PLA 

biomateriálu. Hodnocení proběhlo kvalitativně na základě pozorování morfologie buněk. Na 

základě hodnocení pořízených mikrofotografií lze říci, že struktury poskytly buňkám vhodné 

povrchové vlastnosti pro adhezi a následnou proliferaci. Buňky fibroblastů ve srovnání 

s kmenovými buňkami vykazovaly lepší buněčnou adhezi na povrch biomateriálu a 

následnou proliferaci ve srovnání s kmenovými buňkami. Tyto výsledky proliferace buněk 

na PLA strukturu byly srovnány s literaturou (Farto-Vaamonde et al., 2019). Tato studie se 

zaměřila na využití 3D tištěných PLA scaffoldů jako nosiče léku (prednisolon a 

dexamethason) pro aplikace regenerace tkání. PLA materiál byl v této studií kultivován s 

mezenchymálními kmenovými buňkami (MSC). Scaffoldy poskytovaly buňkám vynikající 

biokompatibilitu a buňky dosáhly vysoké úrovně proliferace [92].  

V experimentální části této diplomové práce byly některé vzorky PLA byly před kultivací 

s buňkami opatřeny želatinou za účelem úpravy povrchových vlastností biomateriálu. 

Preparáty s želatinou vykázaly zvýšenou buněčnou adhezi ve srovnání se vzorky bez 

želatiny. U vzorků s želatinou rovněž došlo k lepšímu prorůstání do vnitřních vrstev 

scaffoldu u obou buněčných kultur.  

Želatina je molekulární derivát kolagenu získaný nevratnou denaturací kolagenových 

proteinů.  Sdílí velmi blízkou molekulární strukturu a funkci s kolagenem, a proto se často 

používá v buněčných a tkáňových kulturách jako náhrada kolagenu pro biomateriálové účely 

[93]. Přestože se želatina získává z nativního kolagenu hydrolýzou, která vede k oddělení 

molekul od původní konformace α-helixu přerušením mezimolekulárních vazeb, jednotlivé 

molekuly želatiny si stále zachovávají svou primární strukturu. Tato primární struktura 

poskytuje aminokyselinovou sekvenci RGD, což je rozpoznávací sekvence pro integrinem 

zprostředkovanou buněčnou adhezi. Podle literatury (Su a Wang, 2015) želatina významně 

zlepšuje infiltraci, adhezi, šíření a proliferaci buněk na scaffoldech, co bylo úspěšně 

prokázáno testem buněčné proliferace buněk v experimentální části této diplomové práce. 

[94]. Povrchovou úpravu PLA materiálu pomocí pokrytí struktury povrchu kolagenovým 

filmem studovali Atthof a Hilborn (Atthoff a Hilborn, 2007). Absorbovaná vrstva vykázala 
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na povrchu PLA jasné vláknité sítě. Tato studie prokázala zvýšenou adhezi myších 

fibroblastů buněčné linie 3T3 na povrch PLA [95]. 

Vlákna PLA struktury mají tloušťku cca 400 µm, co umožňuje buňkám jejich migraci 

buněk do struktury materiálu. Vlákna v mikrometrovém měřítku nemají vliv na změnu 

morfologie buněk. Pokud by byl použit materiál s vlákny v nano měřítku,  pravděpodobněji 

by došlo ke změně morfologie buněk. Faktorem určujícím adhezi, proliferaci a změnu 

morfologie buněk jsou topografické rysy na povrchu materiálu. Po adhezi se buňky začínají 

přizpůsobovat svému topografickému mikroprostředí na základě vytváření stabilních 

adhezních míst k substrátu. Konformace buněk by mohla vést ke změnám v buněčné 

morfologii, tvaru, uspořádání, a nakonec k buněčné diferenciaci. Na tyto změny májí vliv 

jak rozměry, tak geometrie a uspořádání jednotlivých topografických prvků [96]. Jelikož 

vlákna PLA materiálu nebyla strukturovaná, nebyla očekávaná změna morfologie buněk. 

Změnu morfologie fibroblastů v reakci na strukturu povrchů danou charakterizovanou 

výstupky studovali Dalby el al., 2003. Výsledky této studie ukázaly, že buňky na povrchu 

strukturovaném povrchu se ve srovnání s referencí plně nezploštily. Na plochých kontrolách 

fibroblasty přijaly svou obvyklou morfologii a byly schopné proliferovat a dosáhnout plné 

konfluence [97]. Vliv na morfologii fibroblastových buněk má i drsnost povrchu. Dle studie 

Hallab et al., 2001 bylo prokázáno, že drsnější povrchy polymerních materiálů vedou k 

zvýšenému přichycení fibroblastových buněk 3T3 na povrch polymeru [61]. Souvislost 

topografických vzorů na adhezi fibroblastových buněk na povrchy diskutovali Schulte et al., 

2009. K adhezi buněk na materiál dle této studie přispívají topografické vzory. 

Mikrostrukturovaná topografie linií nebo sloupků na povrch PEG umožnila zvýšení adheze 

fibroblastů ve srovnání s plochým substrátem [98]. Například na pilířových substrátech jsou 

fibroblasty schopny tvořit fokální adheze na vrcholcích a po stranách pilířů a jsou na těchto 

strukturách schopny tvořit rozvětvené morfologie, co v důsledku mělo vliv na jejich pohyb 

po substrátu [99].  Z hlediska těchto studí lze soudit, že adheze fibroblastů je úspěšnější na 

drsnější povrchy se strukturovanou topografií.  

Vliv topografie na kmenové buňky byl již zmíněn na základě výzkumů, z nichž některé 

byly uvedeny v teoretické části práce (kapitola 4.1.3.2. ,,Povrchový vzor“). Studie Song et 

al., 2016 zde uvádí, že 560 nm vysoké topografické hřebeny zvyšují diferenciaci 

pluripotentních kmenových buněk na neurony. Další studie (Abagnale et al., 2015) uvádí, že 

různé drážkové a hřebenové struktury zvyšují diferenciaci na specifické buněčné linie (15 

μm hřebeny – adipocyty, 2 μm hřebeny – osteocyty, nano-vzory s periodicitou 650 nm – 
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osteocyty a adipocyty). Dále Yang et al., 2014 prokázali, že kombinace nanopórů a 

mikrodrážek byla schopna vyvolat diferenciaci nervových SC do neuronů [42]. Autoři 

Gerecht et al., 2007 se v experimentální části zabývali účinky nanotopografie na lidské 

embryonální kmenové buňky. Výsledky ukázaly, že lidské ESC reagují na substrátovou 

topografii v nanoměřítku podobným způsobem jako jiné terminálně diferencované savčí 

buňky, čímž demonstrují prodloužení a zarovnání buněk, změny v organizaci a polarizaci 

proteinů cytoskeletu a sníženou proliferaci [100]. Dle literatury lze soudit, že buněčná 

odezva na topografii povrchu biomateriálu může mít vliv na diferenciaci kmenových buněk 

na určitý buněčný typ. 
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ZÁVĚR 

Tkáňové inženýrství je multidisciplinární obor a zahrnuje aplikaci principů a metod 

inženýrských a biomedicínských věd k vývoji biologických náhražek pro obnovu, udržení 

nebo zlepšení funkcí poškozených tkání. Koncept léčby dysfunkčních tkání a orgánů 

zahrnuje ,,triádu tkáňového inženýrství“, jejíž součástí jsou buňky, růstové faktory a matrice 

neboli scaffoldy. Za tímto účelem jsou využívané speciální materiály – biomateriály 

nejčastěji na bázi kovů, keramiky a polymerů. Biomateriály jsou definovány jako ,,materiály 

navržené tak, aby samotné nebo jako součást komplexního systému, který prostřednictvím 

interakcí s živými systémy řídil průběh jakéhokoli terapeutického nebo diagnostického 

postupu, v humánní nebo veterinární medicíně.“ Kritériem každého biomateriálu je 

biokompatibilita, která jim umožňuje aplikaci v přímém kontaktu s tkání pro regeneraci in 

situ.   

 

Studium interakcí buněk s biomateriály se primárně soustředí na dvě neoddělitelné oblasti 

zkoumání: povahu povrchu biomateriálu a biologickou odezvu na kontakt s 

materiálem. Biomateriály interagují s biologickým prostředím na jejich povrchu, takže 

přesná biofyzikální charakterizace povrchu je velmi důležitá pro pochopení následných 

biologických účinků. V této souvislosti je známo, že povrchové charakteristiky, jako je 

hydrofobnost, povrchová energie, drsnost, náboj a chemické složení, hrají klíčovou roli při 

regulaci odezvy buněk, které interagují s biomateriálem. Adheze buněk na povrch je 

zprostředkovaná adhezními glykoproteiny, které poskytují buňkám vazebný signál 

prostřednictvím specifické aminokyselinové sekvence. Další povrchové vlastnosti 

biomateriálu poskytují buňkám informace pro další buněčné chování včetně proliferace a 

diferenciace.  

 
Praktická část diplomové práce byla zaměřena na studium interakce buněk s biomateriály. 

Použitým biomateriálem byla 3D struktura polylaktidu zhotovená inkoustovým biotiskem. 

Hodnocena byla cytotoxicita biomateriálu a proliferace buněk na scaffoldu. Testy byly 

provedeny za použití buněčné linie NIH/3T3 a ES R1. V testu cytotoxicity nebyly prokázány 

žádné negativní účinky na životaschopnost buněk žádné z linií. Test povrchových vlastností 

na proliferaci buněk byl vyhodnocen pomocí konfokální mikroskopie. Buňky, především 

fibroblasty, byly schopné adheze na povrch materiálu a následné proliferace.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

Arg-Gly-Asp Tripeptid arginin-glycin-kyselina asparagová 

ASC                Dospělé kmenové buňky (Adult stem cells)  

ATCC           American Type Culture Collection 

CP             Vodivé polymery (Conducting polymers) 

DMEM Dulbeccovo modifikované Eagleho médium  

ECM             Extracelulární matrix  

ERK             Extracelulárním signálem regulovaná kináza 

ESC             Embryonální kmenové buňky 

ETES              Evropská společnost tkáňového inženýrství 

FAK                Fokální adhezní kináza 

FDA                Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administration)  

GAG               Glykosaminoglykany 

HA                  Kyselina hyaluronová (Hyaluronic acid) 

ILK                 Integrin kináza 

iPSC                Indukované pluripotentní buňky 

LA                   Kyselina mléčná (Lactic acid) 

MAPK            Mitogenem aktivované proteinkinázy 

MSC               Mezenchymální kmenové buňky  

MTT               (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid) 

NSF                 Národní vědecká nadace (National Science Foundation) 

PANI               Polyanilin  

PBS                 Fosfátový pufr (Phosphate Buffered Saline)  

PCL                 Poly(ε-kaprolakton) 

PGA                Kyselina poly(glykolová) 

PLA                 Kyselina poly(mléčná)  
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PLGA             Poly(laktid-ko-glykolová) kyselina 

PPY                Polypyrrol  

PS                   Polystyren  

PTEI               Pittsburg Tissue Engineering Initiative 

RGD               Specifická aminokyselinová sekvence 

SC                   Kmenové buňky (Stem cells) 

TERM             Tkáňové inženýrství a regenerativní medicína  

TERMIS         Mezinárodní společnost pro tkáňové inženýrství a regenerativní medicínu 

TI                    Tkáňové inženýrství 

TES                 Společnost tkáňového inženýrství – Tissue Engineering Society 
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