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Abstract

This work describes physico-chemical properties of the carbon nanostructures created with PVD
method on the polymeric substrate and interaction carbon nanostructures with the cell.
Polyethylenetephtalate (PET) and polytetrafluoroethylene (PTFE) were covered with carbon layer
prepared by flash evaporation deposition. The layers were evaporated from the distance of 2, 3, 4,
5,6and 7 cm.

The physicochemical properties of substrates like the wettability and the surface resistance was
studied.

The wettability of prepared layers was characterized using contact angle measurement. The
"character" of the prepared carbon layers was studied by Rarnan spectroscopy. Consequently, the
adhesion and the proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMC) were studied in vitro. The
adhesion and proliferation were studied on PTFE and PET with the carbon layer deposited from
the distance of 2, 4 and 6 cm. The study of adhesion was carried out using Burker cell and by
microscope cell counting. The study of proliferation was carried out by microscope cell counting
and counting using cell viability analyzer Vi-Cell. Viability of the cells was studied by cell
viability analyzer Vi-Cell.

The surface wettability is increasing with the presence of carbon deposited on PET, PTFE surface.
the sheet resistance of all studied substrates is increasing with distance of deposition. The carbon
layers have positive efect on adhesion and proliferation of VSMC cells compared to uncarbonized

substrates (PTFE, PET).
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Abstrakt

Tato prace se zabyva vlastnostmi uhlikovych vrstev deponovanych na polymerni substraty.
Uhlikové vrstvy byly napafeny na polymerni folie PTFE (polytetrafluorethylen), PET
(polyethylen) ze vzdalenosti 2, 3, 4, 5, 6 a 7 cm. Nejprve byly na vSech pfipravenych vzorcich
zjistovany fyzikdlné-chemické vlastnosti — smécivost a morfologie povrchu jejich vrstev.
Smacivost povrchu vrstev byla stanovovana goniometricky méfenim kontaktniho Ghlu. Charakter
pripravenych uhlikovych vrstev byl studovan Ramanovou spektroskopii. Poté byla na vzorcich z
PET a PTFE s uhlikovymi vrstvami deponovanymi ze vzdalenosti 2, 4 a 6 cm studovana adheze a
proliferace hladkych svalovych bunék (VSMC) in vitro. Pro studium adheze byla zvolena
Biirkerova komtirka a pfimé pocitani bunék pod mikroskopem. Ke zjisténi proliferace bylo pouZito
pifimé pocitani bunck pod mikroskopem a pocitini pomoci automatického pocitace bunck
Beckman Vi-Cell. Viabilita bunék byla zjiStovdnana pomoci automatického pocitace bunék
Beckman Vi-Cell.

Uhlikova vrstva, kterd je deponovédna na povrch PET a PTFE, zvySuje jeho smacivost. Plosny
odpor u vSech studovanych substratd roste s rostouci vzdalenosti vzorku od zdroje uhliku pfi
depozici. Uhlikova vrstva md amorfni charakter. Pfitomnost uhlikové vrstvy pozitivn€ ovliviuje

adhezi 1 proliferaci VSMC bunék.
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Seznam zkratek

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Minumim Essential Medium

FS Fetal Serum albumin

PET Polyethylene terephthalate

PTFE Polytetrafluorethylen

PBS Phosphate Buffered Saline

TCPS Tissue Culture Polystyrene = tkanovy polystyren

VSMC Vascular Smooth Muscle Cell = svalove buiiky z aorty potkana
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1. Uvod

V dnesni dobé¢ je v ramci tkaflového inZenyrstvi snaha najit nové moznosti 1écby, zlepseni
zdravi a kvality Zivota a proto se hledaji perspektivni materidly s jejichZ pomoci se tyto problémy
potieba zlepSovat jejich biokompatibilni vlastnosti. Jedno z moznych feSeni je povlakovani
povrchu polymeru uhlikovou vrstvou, se kterou burniky bez problémi interaguji, protoze uhlik je
soucasti zivych organismi. Vyuziti takovychto vrstev zavisi na jejich chemickém slozeni a metodé
depozice. Tato prace se zabyva studiem vlastnosti polymerti s deponovanou uhlikovou vrstvou a
jejich interakci s bunkami. Pro prehlednost byla literami reSerSe rozdé€lena na n€kolik oblasti a to

tkanové inzenyrstvi, polymerni biomaterialy, depozice tenkych vrstev a kultivace bunck.
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2.1 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi nebo-li regenerativni medicina je multidisciplinarni obor spojujici
biologii, medicinu a inZzenyrstvi. Cilem je vytvorit zptisoby jak obnovit, zachovat a zlepsit funkce
tkani a orgdntl, a tim zlepsit zdravi a kvalitu zivota pro miliony lidi na celém svéte [9, 10].

Tkanové inzenyrstvi je zalozeno na nékolika obecnych principech, které logicky rozsituji
konven¢ni medicinu a chirurgické postupy. Zahrnuje kontrolu a regulaci bézného procesu hojeni,
zkou$i nahradit nebo doplnit buiiky v nemocnych tkanich, vyuzivd bunééné procesy k fizeni
ucinku 1éciv a vytvaii nové modely pro studium lidské fyziologie [10, 13].

Tkanové inzenyrstvi se rozviji také pod vlivem nedostatku organti vhodnych k transplantaci
a omezeni nezadoucich G¢inkli s ni spojenych (rejekce St€pu, podavani imunosupresiv). Hlavni
myslenkou je vytvoreni tkani nebo celych organti z bunék na vhodném nosici. K vytvoreni kvalitni
tkanové nahrady je nutné pouziti vysoce propracovanych biologickych piistupti a kultivace bun¢k
na biologicky kompatibilnim nosi¢i [10, 12].

Nosi¢e mohou mit rizné vlastnosti. Pouzivaji se materialy piirodni, syntetické nebo
materialy kombinované, které¢ spojuji vyhody jak piirodnich (biokompatibilita, biodegradabilita,
obsah pfirozenych vazebnych mist pro bunky) tak syntetickych materialti (piesné definovatelné
slozeni a vlastnosti, moznost inkorporace mediatord proliferace a diferenciace bunck). Nosice
mivaji riznou podobu (gel, hydrogel, péna, tkané a netkané textilie).

Vybér bunek je klicovy pro uspésnou lécbu. Nejvhodngjsi jsou autologni transplantaty
(zdrava tkan nebo bunky téhoz jedince), méné¢ vhodné jsou allogenni (z rtiznych jedinch téhoz

zivoc¢isného druhu), ptipadné xenogenni (darce je jiného Zivocisného druhu nez piijemce) [10, 11].

2.2 Biomaterialy

Biomateridl je nezivy materidl pouzivany v lékarskych piistrojich a je ur€eny k interakci s
biologickymi systémy. Biomaterialy jsou syntetické materidly, které se pouzivaji k vyrob¢
pomucek, k nahrazeni Casti zivého systému nebo jeho funkce v organismu. Jsou bezpecné,
spolehlivé a fyziologicky pfijatelné. Pii 1é¢bé nemoci nebo urazii se pouziva fada pomtcek a
materialil, napt. jehly, katétry, zubni vypln¢ apod [11].

Materialy Ize klasifikovat na polymery, kovy, keramiku a kompozitni materialy. Usp&né

pouziti biomaterialli v téle zavisi na mnoha faktorech napf. vlastnostech daného materialu,
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struktuie a biokompatibilité, ale i na pouzité chirurgické technice, stavu pacienta a jeho chovani

po zékroku [11, 12].

Biokompatibilita vyjadiuje pfijeti umélého implantitu okolnimi tkanémi a télem jako
celkem. Biokompatibilni materidly by mély byt nedrazdivé pro okolni struktury, nekancerogenni a
nemély by vyvolavat abnormalni zanétlivou, alergickou ani imunologickou odpoveéd [12]. K
dalSim dulezitym vlastnostem nezbytnych pro spravnou funkci implantatu z biomaterialii patti (1)
odpovidajici mechanické vlastnosti jako je pevnost, pruznost a stalost vlastnosti, (2) prislusné
optické vlastnosti v piipadé, Ze material ma byt pouzit do oci, kiize nebo zubti a (3) vhodna hustota.
Dale je dilezité, aby byl implantat sterilizovatelny, mél vhodnou technickou konstrukei a bylo ho
mozné relativné dlouhodobé uchovavat (viz Tab. 2.1) [1-4, 15, 16].

Tab. 2.1 Pozadované viastnosti polymernich biomaterialii [11]

Vlastnost Popis
Biokompatibilita Nekarcinogenni, nepyrogenni, netoxicky, nealergizujici odezva
Sterilizovatelnost Autoklav, suché teplo, ethylenoxid, zareni
Fyzikalni vlastnosti Pevnost, elasticita, stalost
Zpracovatelnost Obrabeéni, tvareni, extruze (vytlaGovani), zvlaknovani
2.2.1 Polymery

Polymery jsou pfirodni nebo syntetické makromolekularni slouceniny, v nichz se
mnohonasobn¢ opakuje zékladni jednotka (monomer). Poctem monomerti a jejich sefazenim do
riznych struktur 1ze vytvaret latky raznych vlastnosti [17].

Polymery se d¢€li na elastomery a plasty. Elastomery jsou vysoce elastické polymery, jez
lze za bé&znych podminek znacn¢é deformovat (pfevazné vratng) relativné malou silou bez jejich
poruseni. Prikladem eleastomerti jsou kaucuky, z nichz se vyrabi pryz.

Plasty jsou polymery za b&znych podminek vétSinou tvrdé, pii zvySené teplot¢ se stavaji
plastickymi a tvarovatelnymi [19].
1. Termoplasty — méknou teplem, chladem tuhnou, tato zména je opakovateln¢ vratna

(nylon, polyethylen, polyvinylchlorid, polystyren, teflon)

2. Reaktoplasty (termosety, pryskyfice) — zméknou teplem, po ochlazeni nevratné

ztvrdnou (bakelit, epoxid, polyester, polyurethan)

Polymerni biomaterialy
Zvlastni skupinu tvoii “polymerni biomateridly”. Vyuzivani polymert v medicinskych
aplikaci je stale CastejSi. Mezi jejich vyhody patfi vysoka poddajnost pii vyrob¢ a formovani

5
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do riznych tvarti o rliznych rozmérech, dobré mechanické vlastnosti, chemicka stabilita a

nizka hmotnost [4].

V soucasnosti jsou v klinickych aplikacich nejrozsifenéjsi pouzivané polymerni
nedegrabilni hydrofobni materialy napf. silikon, polyethylen, polyuretan, poly (methylmetakrylatu)
a poly (ethylen-covinylacetat) . Z biodegradabilnich se pouzivaji polylaktaty a polyglykoly [17, 19,
20]. K jejich vyhodam patii cenova dostupnost, snadna opracovatelnost a dobré mechanické
vlastnosti. Vysoka elasticita a nizka specificka hmotnost ¢ini z polymera atraktivni materialy napf.
pro transplantace mekkych tkani. V soucasnosti se polymery v medicinské praxi pouzivaji napt.
pro nahrady cév, srdecnich chlopni, panchytickych organti nebo jako kultiva¢ni nosice (substrat)
kozniho krytu. Po vyztuzeni kovovymi nebo keramickymi vlakny mohou byt pouzity pii
konstrukci umélych kloubi a kosti. Velmi perspektivni uplatnéni biodegradabilnich polymerti bude
jejich aplikace pfi transportu 1éCiv (napf. cytostatika, antibiotika, hormony, riistové faktory) v
organismu k mistu plsobeni. Pro nékteré aplikace polymerd je nutné zmenit jejich biologické
vlastnosti, ¢imz se mysli napt. zvySeni adheze, rGstu a homogenity bun¢k kultivovanych na
povrchu polymeru. Toho 1ze dosahnout fyzikalni nebo chemickou modifikaci povrchu polymeru
[17, 22]. Uhlik je soucasné dob¢ jednim z nejpouzivanéjsich materiali vhodnych pro depozici na
povrchy polymernich substratd, protoze ma jednak své zvlastni chemické chovani, ale také je
soucasti biologickych systémt. V Tab. 2.2 jsou shrnuty bézné pouzivané polymery a moznosti
jejich pouziti.

Tab. 2.2 Béznée pouzivané polymery v biomediciné [15]

Synteticky polymer Aplikace

Polvinylchlorid (PVC) Vaky na krev a roztoky, chirurgické obaly, dialyzacni
pomucky

Polyethylen (PE) Farmaceutické lahve, netkané textilie, katétry, flexibilni
zasobniky, orthopedické implantaty, vacky

Polypropylen (PP) Jednorazové injekeni stiikacky, membrany, Sici nité, netkané
textilie, umélé cévy

Polymethymethakrylat Krevni pumpy a rezervoary, membrany pro krevni dialyzéry,

(PMMA) a jeho derivaty nitroo¢ni ¢ocky, kostni cement

Polystyren (PS) Lahve pro tkanové kultury, filtracni zafizeni

Polyethylentereftalat (PET) Implantovatelné spojnice, cévni implantaty, sitky, srdecni
pumpy

Polyterafluorethylen (PTFE) Katétry, cévni implantaty

Polyuretan (PU) Filmy, hadice, rizné soucasti

Polyamid (PAD) Obaloveé folie, katétry, zformované soucasti
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Uhlik a jeho slouceniny

Uhlik je velmi dulezity prvek pro zivé organismy na Zemi, protoze soucasti vSech
organickych slou¢enin je uhlikovy fetézec. Atom uhliku ma tfi rizné hybridni orbitaly spj, sp2 asp,
které umoznuji rizné chemické vazby. Tato rozmanitost umoznila vznik obrovského poctu
uhlovodikil. Vazba mezi uhliky vyuZivajici orbitaly sp® a sp” tvoii strukturu anorganickych
uhlikatych sloucenin (diamant, grafit). U neddvno objevnych sloucen fullerenu C60 a carbynu
prepokladame, Ze jsou tvoteny vazbami sp [1, 23, 24]. Obrazek 2.1 ukazuje, jak rozmanitost vazeb
atomtl uhliku vede k velké skupiné organickych molekul a anorganickych uhlikovych materialti
jako napt. diamantu, grafitu a fullerenti, které vyplynuly z rozsifeni, aby se stal obii molekuly
téchto organickych materialii [25].
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\/\r’\/\/\("‘\

/,‘L
wavs *vjwﬂ,

anthracen polyacetylen o /J—I U
H B

1 ,3-butadien H
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/ \ 1-buten- 3-yn -
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propan T~
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Obr. 2.1 Diagram vlivu druhu vazeb mezi atomy na vznik modifikact uhliku [24,50]
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V Tab. 2.3 jsou uvedeny vlastnosti elementarniho uhliku, které se 1i8i svoji strukturou.

Tab. 2.3 Viastnosti elementarniho uhliku [50]

diamant grafit C60
bezbarvé sedocerné o
. . . hned \
vzhled krystalu silne ldmajici vrstevnate © oce’rne
o lesklé
svétlo
talova
krystalov kubicka hexagonalni kubicka
soustava
tvrdost nejtvrdsi nerost mekky meékky
taje, nad 1500°C . o
teplota tani netaye, fa cca 3700°C pii 600°C sublimuje
prechazi na grafit

Zvlastni forma uhliku nazvana “diamantu podobny uhliku” (dale jen DLC), ktera se nachazi
mezi modifikacemi diamantu a grafitu a je odlisna od pfirodniho diamantu, zejména proto, Ze je
amorfni. V dostate¢né mife vSak zachovava uzite¢né vlastnosti diamantu, jako jsou vysoka tvrdost,
nizky treci koeficient, vysoka odolnost proti opotiebeni a korozi, chemicka inertnost, vysoky
elektricky odpor, infraervena transparentnost, vysoky index lomu a vynikajici hladkost [3, 23] .

V ptirod¢ se uhlik vyskytuje v riiznych alotropickych modifikacich. Srovnani typickych
vlastnosti DLC s diamatem a grafitem je v Tab. 2.4.

Tab. 2.4 Srovnani diamantu, grafitu a diamond-like uhliku (DLC) [50]

diamant grafit DLC
"y Cisty uhlik s 11 o o .
slozeni < 1% atomit vodiku ¢isty uhlik do 50% atomt vodiku
mikrostruktura krystalicka krystalicka amorfni
vazby jen sp3 jen sp2 rizny pomeér sp3, spz, sp
stabilita stabilni stabilni metastabilni
1 -1 -1
Ramanovo spektrum ostry pik 1332 cm ostry pik 1580 cm Siroké pasy 1330 a 1550 cm
elektricka vodivost isolant vodi¢ Dle chf:mlckeho sk;zem S olant
az nedokonaly vodi¢
Uhlik a jeho modifikace

Pti kontaktu povrchu biomaterialu s krvi dochazi k aktivaci riznych kaskad plazmytickych
enzymu (napf. koagulace, fibrinolyzy i kininii a komplementdrniho system). Je nutné vyrabet
biomaterialy s povrchem, ktery nebude aktivovat enzymy potlacujici hemokoagulaci. Interakce
biomateridlu s krvi zac¢ind adsopci plazmatickych bilkovin na jeho povrchu. DLC vrstvy s
povrchovou upravou (naneseni na rizné substraty) se pouzivaji jako "biokompatibilni" materialy

pro biomedicinske aplikace [1-4].
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Zvyieni hemokompatibility zavisi na vysi poméru sp*/sp® a poméru Ramanovi D-vazby a

G-vazbové intenzity (Ip / Ig) na DLC filmech. DLC je skupina materiald, ktera ve své struktute
obsahuje Siroké spektrum atomovych vazeb, jejhoz vlastnosti jsou zavislé na zptsobu piipravy.
Vsechny tyto vlastnosti také odpovidaji kritériim pro biomateridly vhodné pro pouziti v ortopedii,
kardiologii, zubnim lékaistvi nebo pro kontaktni Socky. DLC filmy obsahuji smés sp’a sp’
uhlikovych vazeb, ve kterych je ulozeno velké mnozstvi energie. DLC filmy se vyrabéji riznymi
metodami za pouziti iontového svazku, radiofrekvenéni plazmy, chemické depozice z plynné faze,
filtrace na katodickém oblouku ve vakuu, iontového pokovovani, implantace a depozice iontll
ponofenim do plazmy, magnetronového naprasovani, iontového naprasovani, pulzni laserové
depozice a ukladani mnozstvim vybranych iontovych svazku [1-4].

Obrazek 2.2 ukazuje, stavovy diagram systému C-H v amorfnim stavu objeveny

Jakobem a Mollerem. Je patrné, Ze filmy DLC obsahuji 3 faze. Hybridni C (sp’ a sp®) a H atomy.

1 skelny uhlik

sp . 2 grafit

3 a-C (amorfni uhlik)
4 naprasovany a-C (:H)

5 ta-C (tetrahedralni amorfni uhlik)

6 diamant

7 ta-C:H

4 8 a-C:H (amorfni vodiku a uhliku)

9 HC polymery

10 zadné vrstvy

2
sp

Obr. 2.2 Stavovy diagram systému C-H [1]

Tento diagram tvoii tfi faze. V pravém spodnim rohu je limitujici Cast oblasti tvorby
polyethylenu -(CH2)n-. Depozi¢ni metody byly vyvijeny tak, aby byl obsah sp3 co nejvyssi.
Naprasovanim miizeme zvysit pomér sp3/sp2 [1-4].

Pro depozici uhliku existuje mnoho metod, kterymi lze piipavovat uhlikové vrstvy s
riznymi vlastnostmi. Uhlikaté materidly jsou zndmy svou vysokou biokompatibilitou, jez byla
ovétena v podminkach in vitro stejné jako in vivo. Jsou proto studovany moznosti zvysSeni

biokompatibility polymerit zvySovanim obsahu uhliku v jejich povrchové vrstvé. Je vyuZzivano

9
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napt. depozice uhlikovych vrstev na povrchu polymert, dopovani polymer( sazemi nebo iontové

implantace. Ve vSech uvedenych pripadech bylo prokazano zlepseni adheze a riistu bunek [18].

2.3 Depozice tenke vrstvy

Pro vytvéteni tenkych vrstev bylo nutné vyvinout vice metod, které 1ze délit do tfech

zékladnich skupin (viz. Obr. 2.3) [28-30]:

1) metody chemické (CVD - Chemical Vapour Deposition)

2) metody fyzikaln€ chemické (PACVD - Plasma Assisted Chemical Vapour

Deposition)

3) metody fyzikélni (PVD - Physical Vapour Deposition)

1050°C

950°C

750°C

500°C

300°C—

Chemical Vapor Deposition

CcvD

Plasma Assisted

Chemical Vapor Deposition

PACVD

Physical Vapor Deposition

PVD

Obr. 2.3 Zakladni depozicni procesy [32]

Physical Vapor Deposition
(PVD)

Substrat

2.3.1 Princip metody CVD

Chemical Vapor Deposition
(cvD)

Substrat

Metody chemické (CVD) se tadi mezi nejstarSi a nejvice propracované metody.

Chemicka metoda depozice vrstev CVD je synteticky proces, ktery vyuziva pro depozici

smeés chemicky reaktivnich plynt (napt. CH4, C;H,, apod.) zahtatou na pomérné vysokou

teplotu 900 — 1100°C. Reakéni slozky jsou pfivadény v plynné fazi a vrstva vznika na

povrchu substratu heterogenni reakci. Produktem je pevny film na povrchu substratu.

Koncem Sedesatych let zacala byt metoda CVD pouzivana v prumyslu, zvIasté pro povlakovani

feznych britovych desticek a nastroju ze slinutych karbida.

10



Rezd Khalili, Priprava uhlikovych nanostruktur pro tkdriové inZenyrstvi
Depozi¢ni zafizeni vhodné pro vytvareni tenkych vrstev metodou CVD se sklada z

Sesti zakladnych casti: generatoru, systému michani plynt, depozi¢ni nadoby, obvodu ohfevu,
Cerpaciho systému a systému regulace a fizeni depozi¢niho procesu.

V podstaté je mozné do depozicni aparatury napoustét libovolnou kombinaci plyni.
Tato metoda mé tfadu vyhod jako je vytvofeni vrstev s vysokou teplotni stabilitou, moznost
vytvaret slozité vrstvy a to nejen nitridi kovit (Al,Oj;, uhlikové kluzné vrstvy, diamantové
vrstvy), vysoka adheze vrstev, odolnost proti opotiebeni a rovhomérna tloustka i u tvarové
slozitych nastroji a predmétt. [30-32]

Pouziti technologie CVD je omezeno pouzitim vysoké teploty depozi¢niho procesu,
kterda mtze vést k degradaci zékladniho materialu. Nevyhodou muze byt vysoka energeticka
naro¢nost a dlouhy pracovni proces, proto byly hledany nové metody depozice vrstev [3, 30].
Existuje nekolik zpiisobii chemického nanaseni. Chemické nanaseni pti atmosférickém tlaku
(APCVD), nizkotlaké chemické nanaseni (LPCVD), chemické nanaSeni s obohacenou
plasmou (PECVD) a laserem obohacené chemické nanaseni (LECVD).

Vsechny tyto procesy maji spolecné zakladni faze postupu pti vytvareni vrstvy,

které jsou nasledujici [32, 43]:

1) Dochazi ke konven¢nimu a difuznimu pienosu reaktantii z plynu do reakcniho prostoru

2) Probiha chemicka reakce v plynné fazi k vytvoreni novych reaktivnich druht a vedlejSich
produktt

3) Pfenaseni pivodnich reaktanti a jejich produkti na povrch substratu

4) Adsorbce (chemicka a fyzicka) a difuze obou skupin prvkl na povrchu substratu

5) Heterogenni reakce katalyzovana povrchem a vedouci k vytvoieni vrstvy

6) Desorbce tékavych vedlejsich produktii pii povrchovych reakcich

7) Konvekeni a difuzni ptenos vedlejsich produktti vzniklych pii reakci pry¢ z reakeni oblasti.

2.3.2 Princip metody PACVD

Metody fyzikalné chemické (PACVD) jsou nejnovéji pouzivané metody depozice
tenkych vrstev. Zacaly se pouzivat v 80. letech dvacatého stoleti ve strojnim pramyslu.
Tyto metody vytvari deponované tenké strukturované vrstvy pii chemické reakci v plazmatu
(v ionizovaném prostiedi) za vyznamné nizsi teploty nez CVD, s vyssi presnosti depozice a
jsou pouzitelné pii nanaseni tenkych vrstev i na nerovné povrchy.

Principem jsou plazmochemické reakce probihajici ve vyboji hoficiho v plynné fazi a

vytvareji na povrchu substratu charakteristickou vrstvu urcitého slozeni. Pti kontaktu

11
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plazmatu s povrchem predmétu dochazi k prenosu ¢asti energie, a tim ke znacnému zvySeni

jeho reaktivity, kterd umozni navazat molekuly z pracovni smési na povrch predmétu [28].
Vznik a vlastnosti tenké vrstvy ovlivituje jak reaktivita povrchu pfedmétu pii ptasobeni
plazmového vyboje, tak i slozeni pracovniho plynu, prekurzori a nastaveni depozic¢nich
podminek. Reprodukovatelnost technologickych procesii je zavisld na pfesné regulaci a
kontrole velkého mnozstvi parametri (pracovni plyn, prekurzor, piimeési, pratoky, rychlost
depozice, vyska, vykon, atd).
Rozvoj technologie depozice tenkych vrstev souvisi s experimentalnim vyzkumem

fyzikalné chemické podstaty plazmatickych procest, ktera neni upln€ objasnéna [8, 28].

2.3.3 Princip metody PVD

Metody fyzikalni (PVD) umoznuji vytvareni tenkych vrstev na materidlech, u kterych
by béhem procesu depozice hrozila tepelna degradace napt. predméty z rychlotezné oceli, z
hliniku, plastu vcetné velmi tenkych, n€kolik mikrometra silnych foéliich z PP, PE. PVD
procesy probihaji v prostfedi vysokého vakua pfti teplotach mezi 150°C — 500°C. Skladaji se
ze tii fazi [30]: (i) pfevedeni nanasené¢ho materialu do plynné faze, (ii) transport par ze zdroji
k substratu a (iii) vytvareni vrstvy na povrchu substratu [29].

Mezi zakladni PVD fyzikalni metody patii napafovani a naprasovani, které se dale déli
na DC, AC, reaktivni, magnetronové naprasovani a iontové platovani. Existuje nékolik dalSich
hybridnich modifikaci téchto dvou zakladnich metod, ale vySe zminéné patfi k

nejrozsitenéjsim. (viz Obr. 2.4):

substrat substrat substrs substrat . ¥
[ e e —— s | [ e iontovy
wakuum \ f valkuum & svarek
\/ 7 g NS
m
vldlno (katoda) - terc terc
Wakuové napafovani ————————  NapraSovani -
substrat substrat substrat substrit
e —J
. wvakmnnm
a1
(plazha ) N/
5, vidkno
vldkno iontovy
svarek
iontove
platovani depozice prostiednictvim
(implantace} iontoveho svazku (IBADY

Obr. 2.4 PVD fyzikalni procesy [29]
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Vakuové napaiovani

Vakuové napafovani je nejjednodussi a nejrozsifenéjsi technologii nanaseni tenkych
vrstev, 1ze je pouzit jak pro kovové tak i nekovové materialy. V komote vakuové naparovacky
zahfivame napafovany material, az se z n¢ho za¢nou uvolilovat Castice a utvoti se rovnovazny
stav tenze jejich nasycenych par. Toto zahiivani vedouci k vypafovani miize byt zajisténo
odporovym ohfevem, iontovym svazkem, vysokofrekvenénim ohfevem, elektronovym
paprskem a pulsni (Flash) metodou, kdy se vypatfovana latka rovnomémé sype ve forme
jemnych zrnicek na vyparovaci zdroj, ktery ma vysokou teplotu a z n¢hoz se v téchto malych
mnozstvich kvantitativné vypaii dand latka [38].

Tim jsou vytvofeny podminky pro pfenos materidlu z mista o vyssi teploté tzv.
vyparniku do mista s niz$i teplotou tj. na povrch, na kterém kondenzuje tenka vrstva. Cely
proces probihd ve vakuu 10* - 10° Pa z déivodu zvétseni stiedni volné drahy molekul
nanaseného materialu. Tepelna energie se §ifi ve vakuu daleko pomaleji, a proto je mozné
nanaset tenké vrstvy i na termolabilni materidly. Nanesené vrstvy obsahuji mnozstvi
strukturnich nehomogenit a defektl, proto zde mohou probihat déje smétujici k dosazeni
termodynamické rovnovahy systemu. To Ize urychlit preventivnim ,,zestarnutim® vrstvy za

zvysené teploty [38].

NapraSovani
Naprasovani je dalsi fyzikalni metodou umoznujici vytvareni tenkych vrstev. Ve vakuu
jsou bombardovanim ionty s vysokou energii z ter¢e nanaSen¢ latky vytrhdvany atomy, molekuly 1
shluky molekul. Zdrojem iontl je pracovni plyn napt. helium, neon, argon, xenon. Tyto ionty jsou
elektricky urychlovany na pozadovanou energii. Naprasovani délime na 4 hlavni metody DC,
AC, reaktivni a magnetronové naprasovani [3, 29].
DC NapraSovani
DC naprasovani byva také casto nazyvano jako diodové nebo katodové naprasovani, pti
kterém je na systém dvou elektrod privadéno stejnosmerné napéti. Na katodu dopadaji ionty,
které z ni vyrazeji elektrony, které se pak pohybuji smé€rem k anod¢ a pii tom ionizuji atomy
pracovniho plynu. V praxi jsou pak stejnosmérné diody omezeny bud’ vysokym napétim a
nizkym iontovym proudem nebo pracovnim tlakem, ktery je ptiliS§ vysoky na to, aby se
depozice uskutecnila rychleji. Toto lze feSit zvySenim hustoty plynu, pfi kterém je nutné
zvysit pracovni tlak (az desitky Pa). Naprasené atomy pak pfi takto velkych tlacich maji velmi

malou stfedni drahu. Dal§im problémem pak je rychla oxidace katody [32].

13
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AC NapraSovani

Pti tomto zplisobu naprasovani je pouzit stifidavy proud zapojeny pres kondenzator, to
vede k odstranéni problému nizké depozicni rychlosti i zoxidovani katody. Stfidavé nabijena
elektroda mize diky vyssi pohyblivosti elektronii zachytit béhem jednoho cyklu vétsi nez
elektronovy proud. Elektroda se pak muze nabijet zdporné€. Ale zvySovanim vykonu napé€ti na
katod¢ se linearn¢ nezvysuje naprasovaci rychlost u AC napraSovani [32].

Reaktivni naprasSovani

Reaktivni naprasovani je na principu rozprasovani materialu terce ionty smési inertniho
a reaktivniho plynu, které jsou urychlovany elektrickym polem. Vytrhané cCastice terce
dopadaji na povrch povlakovanych predmétt, kde vznika reaktivni depozice vrstev riznych
chemickych sloucenin. Takto se pfipravuji vrstvy oxidi, nitridd, karbidd a dalsich [51].

Magnetronové naprasovani

Metoda magnetronové naprasovani je zaloZzena na uvoliovani ¢astic z pevného terce katody
kladnymi ionty z plazmatu pracovniho plynu s tiikrat vétsi energii nez je povrchova vazebna
energie, v magnetickém poli. Castice uvolnéné z tere katody prolétaji plazmatem k ziporné

nabitému substratu [51].

Iontova implantace

Iontova implantace je dal§i metoda Upravy povrchu predmét zalozena na zavedeni ciziho
prvku tzv. dopantu do materidlu v aparatufe pro iontové napraSovani s urychlovacem
elektrostaticky urychlujicim ionty. Tento process probiha za relativnné nizké teploty, vytvaii
vhodné modifikace polymeru pti zachovani rozméru kone¢ného povrchu. Tato medetoda se da
aplikovat i jen na urcité¢ oblasti predmétt. Velkou nevyhodou této metody je mald penetracni
hloubka a pomérné vysoka cena. Pouzivaji se rtizné iontové implantace aplikované na kovy,
polymery a keramiku. Nejvyhodnéjsi se zda byt Gprava pro zmény bunécné adheze, trecich
vlastnosti a chemické inertnosti povrchu ve vlhkém prostiedi a pfi vyrobé implantati pro

transplantace v medicing [66, 70].
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2.4 Vliv fyzikané chemickych vlastnosti povrchu substratu na adhezi bunék

Na adhezi je zavisla zivotaschopnost vétSiny bun€k, které mohou zacit plnit své
fyziologické funkce az po uchyceni na povrchu vhodného substratu. Adhezi ovliviluje fada faktorti
vnéjsiho prostiedi napt. dostupnost zivin, osmoticky tlak, pH, teplota atd., ale i ndro¢nost rtiznych
druhti bunék na tyto podminky [1-4].

Zivé buitky nemohou piimo interagovat s cizimi materialy. Adheze bunék probihd az po
adsorbci adhezivnich proteinli k povrchu substratii. Adsorpci proteinii na povrchu materialii
ovlivituje jak intenzita energetickych interakci mezi molekulami na povrchu substratu a proteinu
(napt. vodikové mustky, elektrostatické a van der Waalsovy sily) tak i entropické zmény v
dusledku zmén konformace molekul bilkovin i uvoliiovani vody vazané na povrchu [39-41].
Adhezivni proteiny (napi. fibronektin, vitronektin, fibrinogen, kolagen, laminin) jsou obsaZeny ve
fyziologickych tekutinach, extracelularni matrix a v kultivaénim médiu pifi metodach in vitro. Na
tyto adhezivni proteiny se v misté urCitych sekvenci aminokyselin navazi builky svymi
transmembranovymi glykoproteiny (integriny). Uspésnost kultivace bunék na umélych materialech
velmi zavizi na fyzikalné-chemickych vlastnostech jeho povrchu (smacivosti, chemickém slozenti,
polarité¢ povrchu i morfologii povrchu) [41, 45].

Substrat je casto polymerni biomaterial, ktery by mél stimulovat nejen buné¢né uchyceni a
diferenciaci, ale také tvorbu extracelularni matrix a regeneraci tkani. Znalost mechanismu interakce
bunky s povrchem je velmi dalezita pro navrzeni povrchu biomaterialu s lepSimi biokontaktnimi
vlastnostmi. Je znamo, ze rizné typy bunck pouzivaji rizné mechanismy, kdy ke spojeny ¢i adhezi
bun€k na rizné povrchy zpravidla nedochdzi piimo, ale prostfednictvim proteind, které jsou
vyluované a nasledn¢ adsorbované k povrchu materiali a maji ,,funkci lepidla. Rizné metody
povrchového inZenyrstvi vedouci ke zlepSeni adheze bunck jsou rozdéleny do dvou hlavnich
skupin: fyzikalné-chemickych a biologickych. 1- Fyzikalné-chemické metody (pro rozvoj
povrchového inzenyrstvi bioinertnich nebo bioaktivnich biomaterialit) vedouci ke zméné
povrchového napéti a drsnosti (oxidace, pomoci ionizujiciho zaieni napt. studena plazma, iontové
a elektronové svazky, laser, foto-litografie, povrchové implantace funkcnich skupin), 2- Biologické
metody (jednoduché fyzikalni preadsorpce bilkovin, peptidit a nebo ristovych faktorti, enzymy
imobilizace a bunécného rdstu) pro navrhovani extracelularni matrix podobné piirodni se

specifickymi vlastnostmi nebo funkcemi [40, 47, 49]. (viz Obr. 2.5)

15



Rezd Khalili, Priprava uhlikovych nanostruktur pro tkdriové inZenyrstvi
Step 1: Conjugate attachment

(a) Glass (b) Alumina
X X: COQ, N
b o g e i
é .°" H .*' alkanes
d oy cic. ¢

BO,Sn—oa N I\ P |\ g g g c

e HoH H g

APTS I | rl
3-AmmopropyltnmethoxyﬂIane Alumlna *

Step 2. CAM attachment

Cell Adhesion Molecules K K K
K K K

K K K Peptide

Peptide
KHIFSDDSSE
(KHIF SDDSSE) Peptide bond | l

C00-  C00- C0O- i h
CO-NH X:NH,: €00 X°X* X' peptide bond

+
JH X X X co-nH
NH3+ N r.m; ’ /%
e L :
0 o o

o9 ci) 0 0 O
] 0 0 0
| Glass | | olass | | Alumina

HoAdoDO

Ao AOAQADADOOAT o A

Coll adhesive profein
Stem cel Diferentiaied cell
@ /mp( ©
A A

= A &_:.'-.- ") e Ao iy !L

Material swlace of anrﬁml organ

Aol AOADA0AnSnATADAICTTE A
Y
Cell adhesion substrate
AD0 Cell adhesion ligands
YUY Cell adhesion receptors

Obr. 2.5 Trojfazovy postup pro dvé riizné vrstvy pro zvyseni povrchové aktivity

2.4.1 Polarita a smacivost povrchu
Polarita (povrchovy naboj) povrchu materialu vyrazné ovliviiuje adsorpci bilkovin a tim i
adhezi bun¢k. Mirné zvyseni polarity povrchovych polymert zvySuje bunéénou adhezi. Smacivost

povrchu je vysledkem puisobeni adheznich a koheznich sil mezi molekulami v misté styku kapaliny
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a pevného povrchu, byva vyjadiena hodnotou kontaktniho thlu kapaliny (thel, ktery svira tecna
k povrchu kapky, vedena v bod¢ styku kapky s rozhranim) (viz Obr. 2.6). U biomaterialti 1ze
stanovit smacivost povrchu pomoci vody. Pokud je kontaktni uhel méfici kapaliny mensi nez 90°
jedna se o materidl smacivy, jehoz povrch je hydrofilni a jeli kontaktni thel vétSi nez 90° je
materidl nesmacivy s hydrofébnim povrchem. Na zékladé méfeni kontaktniho thlu je mozné urcit
vlastnosti povrchu materialu napiiklad po naneseni tenké vrstvy [4, 57]. Na slabé hydrofilni
povrchy, které umoziuji adsorpci sérovych proteinti s nestabilni vratnou vazbou, adheruji bunky
prednostné, protoze se mohou snaze na tyto proteiny navazat nebo je maly, coz zté¢zuje i adhezi

bun¢k na tyto povrchy [2, 53, 58, 59].

a
a
A = Uhel v&L5) nek 90 B - Uhal mezi 0 a 90" C-Uhel=10
MNedostateéne smaceni Smadeni Roztékani
Obr. 2.6 Kontaktni uihel
2.4.2 Morfologie povrchu

Morfologie povrchu neboli drsnost povrchu je dana velikosti, tvarem a vzdalenosti
povrchovych nerovnosti. Bunky vykazuji rtiznou afinitu k rozdilné drsnym povrchim.
Vhodnost drsnosti zavizi na druhu a tvaru bunék, umoznuje jejich adhezi, proliferaci, migraci
a orientaci. Ze studii uhlikovych kompozitnich materiald pro konstrukci kostnich nahrad
vyplyva, Ze snizenim drsnosti povrch materialu doje k vyssi smacivosti, tim snazsi adsorpci
proteint i adhezi, proliferaci a diferenciaci lidskych kostnich bun¢k. Pro jiné druhy bun¢k ma

drsnost zanedbatelny vliv na poc¢atecni adhezi [1-4, 53].

2.4.3 Elektricka vodivost povrchu

Elektricka vodivost povrchu je dalsim dilezitym faktorem pro adhezi, interakci a pohyb
bun¢k. Na bunéiné membrané jsou mista se zapornym nabojem, ktera bunka vyuziva v
rozpoznavacim procesu a pii interakcich se substratem (viz Obr. 2.7). Elektricky naboj povrchu
substratu ovliviiuje adsorpci adhezivnich proteint.. Elektrickou vodivost povrchu lze zvysit
nékolika metodami napt. ozafenim UV svétlem, karbonizaci nebo grafitizaci nebo iontovou

implantaci dopantu [1-4, 755, 60].
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Obr. 2.7 Interakce buriky s povrchem

2.4.4 Chemické sloZeni povrchu
Chemické slozeni povrchu biomaterialu ma rovnéz velky vliv na adhezi a proliferaci bunék.
Duilezita je pritomnost vodiku, ale i obsah a mnozstvi aminoskupin, hydroxylovych, aldehydovych,
karbonylovych skupin na povrchu materialu. V posledni dob¢ se studuji povrchy s navazanymi
vazebnymi sekvencemi aminokyselin pro piimou adhezi bunék, které maji suplementovat

extracelularni matrix [1, 53].

2.5 Cytologie

2.5.1 Struktura a fyziologie buiiky

Buniku definujeme jako nejmensi jednotku Zivého organizmu schopnou samostatné
existence. Veskeré zivé organizmy jsou slozeny z bunék. Hlavnimi Zivotnimi projevy buiiky jsou
metabolismus, drazdivost, schopnost déleni a rust. U vysSich organismll je tvar bunék
ptizpisoben jejich specifickym funkcim. V buiikéach rozliSujeme tii zakladni kompartmenty —
jadro, cytoplazmu a bunécnou membranu. V cytoplazmé bunék se dale nachazi mnozstvi
bunécnych organel, napt. jadro, jadérko, mitochondrie, ribozomy, endoplazmatické retikulum,
Golgiho aparat, lyzozomy, peroxizomy, centrioly, cytoskelet. Buiika je ohrani¢ena plazmatickou
membranou, ktera chrani jeji vnitini prostfedi. Kolem bunék napft. vysSich organismd je tzv.
extracelularni matrix, kterou tvoii slouceniny vyluCované bunikami. Z hlediska fyziologie
mnohobunécnych zZivocichil hraje velmi vyznamnou roli bunécné (plazmatickd) membrana [2,

63, 641.
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2.5.2 Buné¢na (plazmatickd) membrana a cytoskelet

Bunééna (plazmatickd) membrana obklopuje buiiku, je polopropustna, tvori ji
fosfolipidova dvojvrstva a proteiny. Membranové proteiny délime podle jejich ulozeni na
integralni proteiny a periferni proteiny, maji mnoho riznych funkci, napt. bunécné adhezivni
molekuly, pfipoutdvaji buniky k buitkdm sousednim nebo k bazalnim membrandm, transportni
molekuly- iontové kandly, pumpy a pfenasece, receptory pro vazbu neurotransmitert a hormont, a
enzymy. Membrany maji dynamickou strukturu, slozky se neustile obménuji. Dalsi dulezitou
vlastnosti membrany je udrzovani homeostazy tj. riznych koncentraci kationtli a aniontli v
intra- a extracelularnim prostfedi. Uvnitf bun¢k vétS§iny mnohobunécénych Zzivocichii je
koncentrace K* kationtd podstatné vySsi nez koncentrace Na® kationtll, zatimco v
extracelularni tekutiné jsou pomeéry obou iontd opacné. Vznik klidového membranového
potencialu je podminén odliSnou prostupnosti plazmatické membrany pro jednotlivé ionty a
rovnéz aktivnimi prenaseCovymi systémy. Membranové napéti je v klidu uvnitt bunky vzdy
zaporné proti kladnému extracelularnimu prostoru [65, 66].

Bazalni vrstva (basal lamina) obklopuje vétSinu bunék, je to tenka chmyfita vrstva, nebo-li
extracelularni matrix, kterou tvofi mnoho typi proteinti (kolagenni proteiny, lamininy, fibronektin,
tenascin a proteoglykany), které udrzuji bunky pohromade¢, reguluji jejich vyvoj a uréuji jejich rist
[65, 66]. (viz Obr. 2.8 a2.9)

Dynamicky systém vlaknitych proteinovych struktur v cytoplasmé bunék se nazyva
cytoskelet. Cytoskelet buriky je systém mikrofilament, mikrotubulii, intermedialnich filament a
mikrotrabekult, ktrery zajistuje dynamickou organizaci cytoplazmy a organel, prenos nekterych
informaci (tlak, pohyb), fixuje tvar buiky a zaroven umoziiuje zmény tvaru bunky a jeji aktivni

pohyb. Hraje dtlezitou roli také pti déleni bunky [4, 69, 70].
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Obr. 2.8 Biologicka membrana. Molekuly fosfolipidit obsahuji vzdy dva retézce mastnych kyselin (vinovky),
které jsou vazany na fosfatovou hlavicku (nevyplnénda kolecka).
Proteiny jsou zobrazeny jako vybarvené utvary. VétSina proteinii je integralni casti membrany a prochdzeji
celou membranou, ale periferni proteiny jsou prichycené uvniti- membrany a na vnéjsi stranu jsou nékdy k
membrané prichyceny glykosylfosfatidylinozitolem (GPI) [69]
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Obr. 2.9 Vazby proteinit na membranové lipidy. Nékteré se vazou svymi aminokonci, jiné svymi
karboxylovymi konci. Mnohé aminokyseliny jsou vazany pomoci glykosylované formy fosfatidylinozitolu
(GPI prichyceni). [69]

2.5.3 Bunécna adheze

Mezibunééna spojeni

Mezibunécna spojeni  ve tkanich zajist'uji pripoutani bun¢k mezi sebou a k okolni tkani i
mezibunéénou komunikaci a transport iontdl a dalSich molekul z buiky do bunky. Mezibunécna
spojeni sousednich bun¢k zajistuji soudrznost a stabilitu tkani, patii sem pevna spojeni (tight
junctions, zonula occludens) umoznujici transport malych iontli do mezibunééného prostoru,
dezmosomy a ,,zonula adherens* vzajemn¢ spojuji bunky, hemidezmosomy a fokalni adheze vazi
buiiky k jejich bazilni membrand. Stérbinova spojeni (duté spoje, gapjunction) mezi buitkami
umoznuji prichod iontim a nizkomolekularnim rozpusténym latkam  (sacharidiim,

aminokyselinam aj.) [68, 69]. (viz Obr. 2.10)

21



Rezd Khalili, Priprava uhlikovych nanostruktur pro tkdriové inZenyrstvi

AL

tight junction
(claudins)

adhesion belt

(cadherins) cadherins

CELL-CELL
ADHESION

lg-like CAMs

desmosome
] (cadherins)

: A integrins
inter- ! ]gap junction : ) selectins
mediate (connexins) r
filaments
P hemidesmosome focal adhesion e |
o g {integrins) (integrins) mepio
!3: o membrane
=t \\\ﬂ H// ﬁ“}}/f/ proteoglycan f _
ARG integrins
T 2 basal lamina hid ddN
(&)
JUNCTIONAL ADHESION NONJUNCTIONAL ADHESION

MECHANISMS MECHANISMS
Obr. 2.10 Mezibunécna spojeni [71]

Bunééné adhezivni molekuly
Bunééné adhezivni molekuly (Cell Adhesion Molecules, CAM) jsou dilezitou soucasti
intercelularnich spojeni a bazalni membrany, zajist'uji nejen pevna spojeni sousednich bungk, ale i
prenos signalli z buriky a do bunky [69]. D€lime je do ¢tyt skupin:
l.integriny, coz jsou heterodimery, které se vazi s rlznymi receptory, jejich interakce
s cytoskeletem, odpovidaji za bunécny pohyb.
2. nadrodiny IgG, které patii do rodiny imunoglobulinti, n¢které tvoii vazbu heterofilni a jiné
homofilni.
3. kadheriny, Ca®* dependentni molekuly, které zprostiedkovavaji homofilni vazby mezi buitkami.
4. selektiny obsahuji ¢asti podobné lektiniim a tvori vazby s glykany.

Extraceluldrni matrix

Extracelularmi matrix (ECM) nebo-li mezibunéénd hmota je uloZena v mezibunéénych
prostorech obsahuje proteiny (hlavni slozkou je kolagen), glykosaminoglykany (hlavni slozkou
jsou proteoglykany) a glykoproteiny (laminin, fibronektin), jeji proménné sloZeni umoziuje
velkou rtiznorodost podle potieb dané tkane. Extracelularni matrix je k buiikam ptichycena pomoci
integrinl, ma dtlezitou tlohu ve fixaci a ochrané bunék, mezibunééné komunikaci i bunécné

diferenciaci [69].
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2.5.4 Bunécny cyklus a smrt

Bunécny cyklus

Bunécny cyklus je tada na sebe navazujicich procest, kterymi prochazi kazdéa bunka
od svého vzniku po dalsi déleni. Generacni dobou se nazyva celkové trvani cyklu. Doba od
konce jedné mitézy po zacatek druhé nazyvame interfaze, kdy po sob¢ nasleduji ptipravné

faze ( G1, S, G2) amitdza (M) a vlastni dé€leni buiiky. (viz Obr. 2.11)

a) Faze G1 (growth, nebo-li ristovd) obdobi, kdy builka roste, produkuje RNA, proteiny a
nukleotidy, tim znasobuje svou bunécnou hmotu. Na jejim pocatku je umistén hlavni
kontrolni uzel bunécného cyklu, ktery mtize zastavit ptipravu na dalsi déleni a tim i
dalsi cyklus, bunka piejde do faze GO. V této fazi se nachazi vétsina diferencovanych
bunék.

b) Faze S (synthesis, nebo-li synteticka ) nasleduje po fazi G1, krom¢ produkce RNA a
nasledné protesyntézy, dochazi k replikaci DNA, kazdy chromosom je na konci této
faze zdvojeny, tj. tvoii jej dveé sesteské chromatidy.

c¢) Faze G2, kdy probiha zdvojovani organel, probiha produkce struktur potiebnych pro tvorbu
mitotického vieténka.

d) Faze M (mitosis, mitéza) probiha déleni jadra (karyokineze), d€leni buiiky (cytokineze),

vysledkem jsou dvé buinky o stejném poctu chromozomi  [63-65].
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Obr. 2.11 Schéma bunécného cyklu eukaryotické buiky
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Bunééna smrt

Bunécénéd smrt je konec zivota buiky, kterému predchazi soubor procest. Bunécéna
smrt probiha dvéma hlavnimi cestami a to nekrézou a apoptozou.

Nekroza je patologicky proces. Bunka pii ni odumird z davodu mechanického,
chemického, fyzikdlniho nebo biologického poskozeni nebo pfiineptiznivych Zivotnich
podminkach. Pii nekroze dochéazi k poruSeni integrity bunécné membrany, naslednému
narusSeni rovnovahy vnitiniho prostiedi buiky. Vede k objemovym zménam celé bunky i
neékterych jejich organel (mitochondrii, endoplazmatického retikula), enzymatickému
poskozeni bunéénych struktur az k jejimu rozpadu. Uvolnéni bunééného obsahu do okoli
muze indukovat nekrozu okolnich bun¢k a zplsobit tak rozsahlejsi poskozeni tkané a
nasledny zanét. Apoptoza, neboli programovana bunécna smrt je fyziologicky proces [70].
Muize byt indukovana proapoptotickym signdlem zvenci i z buiiky samotné. Prabéh apoptozy
vyuziva enzymatické regulacni kaskady buiky. Buika se smrStuje a méni se i charakter
ruznych organel, nakonec se rozpada do apoptotickych membranou ohrani¢enych télisek,

ktera neohrozi okolni buriky [70].

ww_ 7

2.5.5 Bunééné kultury

Bunécné kultury jsou populace buncék péstované na umélych kultivacnich médiich v
kultivacnich naddobach, tvofi je buiiky izolované z zivocichti nebo rostlin.
Bunééné kultury se v jiz bézn€ pouzivaji v zakladnim a aplikovaném vyzkumu i ve vyrobg.
Ve vyzkumu slouzi piedevsim jako zdroj materialu pro pokusy. Biotechnologické aplikace patii
mezi nejpouzivangjSich biologické modely, 1 kdyZ nemohou Uplné nahradit ostatni typy modell
(tkan€, organy, laboratorni zvirata, lidské dobrovolniky) [72].
Vyhodou je, ze bunécné kultury umoziuji praci s jednim dobte charakterizovanym typem
bunck. Jejich pouziti md svd omezeni napf. builky se kultivuji za nefyziologickych podminek,
chybi jim okoli obvyklé v tkanich, nékdy béhem kultivace dediferencuji ¢i méni svij fenotyp. Déle
prace s bunéénymi kulturami vyzaduje vhodné vybavenou laboratof, pouzivani specialnich
pomucek a materialu a proskoleny personal a to ma nemalé organizacni a ekonomické naroky [74].
Déleni bunéénych kultur
Bunécné kultury délime podle jejich staii do tii skupin:

1. Primarni bunécné kultury - vznikaji z bun€k izolovanych z nativni tkané kutivaci v kultivacnim
médiu v kultivanich nadobach. Zpravidla se jedna o smés rtznych typd diploidnich
bunek. Tyto kultury maji relativné kratkou zivotnost, slouzi k ziskani bunék, které jsou

schopny se prizptsobit kultivaénim podminkam [66].
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2. Sekundérni bunééné kultury (diploidni) - obsahuji pouze jeden vybrany typ bunék, které byly
vice nez jednou pasazované z primarni kultury. Takto pfipravéné bunécné kmeny, jejichz
bunky jsou schopny v priméru 40-50 dé€leni a poté zanikaji, lze pasazovat zhruba jeden
rok.

3. Bunécné linie (heteroploidni) — jsou ziskany fizenym vybérem z primarnich kultur pomoci
fyzikalnich nebo chemickych mutagent piipadné piimo z nadorovych bunék. Jedna se o
linie heteroploidnich bunék s prakticky neomezenou Zivotnosti a schopnosti neomezen¢ se
delit.

Rustova kiivka bunééné kultury
Rustova kiivka popisuje riist bun€k v bunécné kultute, sklada se ze Ctyt Casti:

1. Lag faze je charakterizovana poklesem poctu bunék, ktery po adaptaci buné€k na kultivacni
médium zacne pozvolna nartstat

2. Log faze vykazuje exponencialni narist poctu bunék, které maji dostatek zivin pro svij
metabolismus.

3. Stacionarni faze dochazi ke zpomalovani a zastavovani bunécného ristu disledkem
nedostatku zivin a hromadénim odpadnich produktti.

4. Faze odumirani - konecna faze, kdy je nutné prevést buriky na nové médium, protoze jiz
nelze udrzet bunéfnou kulturu. V médiu doslo k vycerpani Zivin a hromadénim
metabolitl i k poklesu pH [65,71].

Podminky kultivace

Zakladnim ptedpokladem pro praci s bunéénymi kulturami je dokonalé zvladnuti sterilni
pracovni techniky a zamezeni kontaminace. Kultivace mize byt kratkodoba (n€kolik dni) nebo
dlouhodoba (tydny), probihd ve vhodnych kultivacnich nadobach s kultivaénim médiem.

Kultivacni média jsou smési nekolika desitek latek, obsahuji anorganické ionty, zdroj energie,

aminokyseliny, pufrujici slozku, vitaminy a ristové faktory, pfipadné antibiotika.

Kultivace probiha za stalé teploty 37°C, konstantniho pH a stalé atmosfére bud’ v bézné nebo se

zvysenym parcialnim tlakem oxidu uhlicitého [73, 74].

Stanoveni po¢tu bunék

Prace s bunécnymi kulturami ¢asto vyzaduje stanoveni po¢tu bunék. Pouzivaji se techniky
zalozené na piimém pocitani pod mikroskopem, pritokové pocitace bunék, kvantifikace bunck
podle koncentrace vybranych latek (bilkovina, nukleové kyseliny) ¢i podle aktivity nekterych
enzymd. Dal§im ukolem byva uchovani zivych bunck. Je mozné je dlouhodobé skladovat
zmrazené¢ kapalnym dusikem nebo v hlubokomrazicim boxu. Pfed poskozenim mrazem chrani

bunky vhodné kryokonzervacni latky (nejCastéji dimetylsulfoxid). DuleZity je proces zmrazovani a

rozmrazovani suspenze bunck, ktery musi probihat vhodnou rychlosti [74].
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3. Cil prace

Diplomové prace je zdméfena na studium piipravy uhlikovych vrstev na polymernich
substratech (PET a PTFE), jejich fyzikalné-chernickych vlastnosti a interakci s bunéénym

materialem.

Cile prace lIze shrnout do nékolika bodii:

»  seznameni s danou problematikou uhlikovych vrstev a jejich aplikaci pro tkanové
inzenyrstvi

»  priprava uhlikovych vrstev napafovanim na polymerni substrat

»  méfeni fyzikalné-chemickych vlastnosti (smacivosti, elektrického odporu) pfipravenych
uhlikovych vrstev

»  stanoveni chemického slozeni vrstev pomoci Ramanovy spektroskopie

v

studovani interakci bunéénych kultur s uhlikovou vrstvou

»  diskuze ziskanych vysledkl s publikovanymi tidaji
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité materialy

Pro studium vlastnosti a biokompatibility polymernich materiali s deponovanou
vrstvou byl pouzil polyethylentereftalat (PET) a polytetrafluoroethylen (PTFE). Jako kontrola
pfi studiu biokompatibility byl pouzit tkanovy polystyren (TCPS- Tissue Culture
Polystyrene). Strukturni vzorec jsou zobrazeny v Tab. 4.1. Tkanovy polystyren je bézné
pouzivany ve tkanovém inzenyrstvi i k vyrobé kultiva¢nich nadob a pomticek. PET i PTFE
byly od vyrobce Goodfellow Cambridge Ltd. Materialy mély tloustku 30 um. Vzorky PET i
PTFE byly ptipraveny ve formé kolecek folii o priméru 20 mm. Pfed depozici byly vSechny

vzorky z obou stran oCistény stlacenym dusikem.

Tab. 4.1 Pouzite polymerni materialy

i 0 c
FFFIEEE
O{H'IE}Z-O—!‘@‘\J-‘ L] H
| =C~C-C~C~C~C |

Strukturni
panies,
Poly(ethylene terephthalate) | H H],
Polytetrafluoroethylene Pol
(ET) (PTFE) R

4.2 Metody depozice uhlikovych vrstev

K ptipravé uhlikovych vrstev byla pouzita metoda napafovani — flash evaporation
pomoci pfistroje SPUTTER COATER SCD 050 od firmy BAL-TEC se specialni napafovaci
hlavou.

Na Obr. 4.1. je znazornéno schéma piistroje. Horni ¢ast komory je tvoiena
odnimatelnou hlavici se dvémi meédénymi elektrodami, mezi kterymi bylo natazené zdvojené
uhlikové vldkno (BAL-TEC), zdroj uhliku pro napafovani. Ve spodni Céasti komory je
umistény polohovatelny stolek, kterym lze ménit vzdalenost substratu od uhlikového zdroje.
Pro napatovani uhlikovych vrstev byl na pfistroji zvolen rezim EVAP. Vzdalenost depozice
uhlikovych vrstev na vzorek byla 2, 3, 4, 5, 6 a 7 cm. Napatfovani probihalo pfi pracovnim
tlaku 4 Pa a za laboratorni teploty cca 21°C. Pfred zahajenim vlastni depozice bylo vzdy
provedeno odplynéni uhlikového vlakna proudem 2,5 — 2,7 A po dobu cca 10 s. Béhem

odplynéni bylo vlakno stinéno clonou. Po odstinéni byl spustén jednorazovy vysoky proud
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cca 16 A, tim doSlo k pretaveni uhlikového vldkna, a tim k expanzi Castic do prostoru

komory a napateni uhlikové vrstvy na substrat. Béhem tohoto zplsobu naparovani nevznika
homogenni vrstva na celém povrchu stolku. Za homogenni Ize povazovat vrstvu ve stiedu
polohovatelného stolku o primeéru 2 cm, na okrajich stolku je tloustka vrstvy nizsi. [4], proto
byly vzorky o priméru 2 cm jednotlivé pfipeviiovany na stfed stolku, aby byla docilena
nejvyssi moznd homogenita deponované vrstvy. Takto byly modifikovany vzorky PET a

PTFE.

Zdroj
napajeni

Clona

I Uhlikové
vlikno

Napatovaci
komora
(Vakuové)

w7 |i| L -

Substrat

Obr. 4.1 Schéma naparovaci komory a pristroj pro naparovani

4.3 Pouzité analytické metody

Ke studiu sloZeni a fyzikalnich vlastnosti ptipravenych uhlikovych vrstev byly pouZity

goniometrie, stanoveni plosného odporu vrstev a Ramanova spektroskopie.

4.3.1 Goniometrie

K meéfeni smacivosti povrchu byl pouzit pfistroj Surface Energy Evaluation System
firmy Advex Instruments s.r.o. (SEE system). (viz Obr. 4.2) Smacivost povrchu vzorku byla
stanovena goniometrickym métenim kontaktniho tthlu kapky destilované vody o konstantnim
objemu 8ul nanesené na povrchy vzorkii. Na kazdy vzorek bylo automatickou pipetou
(Tranferpette® electronic 0,5 pl - 10 ul firmy BRAND) naneseno Sest kapek. Kazda kapka
byla vyfocena ve vodorovném smeéru piistrojem pomoci CCD kamery a jeho softwarem byl

metodou tfi bodl vypocten kontaktni thel. Méfeni probihala za laboratorni teploty.
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Obr. 4.2 Pristroj a vyvhodnocovani kontaktniho tthlu kapky

4.3.2 Stanoveni plosného odporu vrstev

Ke stanoveni plosného odporu vrstev byl u vzorkti nanasenych ze vzdalenosti 6 a 7
cm pouzit pikoampermetr KEITHLY 487 s rozsahem MQ - pQ a vzorkli nanasenych ze
vzdalenosti 2, 3, 4 a 5 cm multimetrem UNI-T typu UT83 s rozsahem 0 - 1 MQ. Plosny odpor
byl stanoven pomoci Au kontaktd , které byly na vzorky naneseny metodou katodového
naprasovani pomoci pfistroje SPUTTER COATER SCD 050 v rezirnu (SPUT). Na katodu by
umistén Au ter¢, tlak plynu v pracovni komote byl 4 Pa. Na stolek, ktery byl anodou, byly
rozmistény Ctyfi vzorky a prekryty mosaznou Sabonou tak, aby se na kazdém vzorku naprasily
tii prouzky zlata (Au kontakty) (viz Obr. 4.3). Po zapaleni vyboje, které probihalo po dobu

120 s a pii proudu 40 mA, dochazelo k odprasovani zlata urychlenymi ionty pracovniho plynu
Ry =Fp QE:{E:I

[1], kde R, je m&my odpor, / je délka jednotlivych kontakti (/ = 1.10 m) a s je vzdalenost

az na vzorky. Odpor naméfeny na kontaktech byl piepocitdn pomoci rovnice

mezi kontakty (s=1.10"m).
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Obr. 4.3 Schéma naprasovaci komory a schéma rozmisténi Au kontaktii pro mereni plosného odporu

[1]

4.3.3 Ramanova spektroskopie

Vzorky naprasenych vrstev byly charakterizovany pomoci Near-infrared excited
surfaceenhanced Raman scattering (NIR SERS). Spektra byla méfena na aktivnim
pozlaceném platinovém substratu pouzitim Fourierovy transformace (FT-NIR) a spektrometru
Equinox 55/S (Bruker, Némecko) s FT Raman modulem FRA 706/S. Koherentni Laserovy
paprsek Nd:YAG laser s vinovou délkou 1064,1 nm, vykonem 50 mW, USA byl pouzit pro
excitaci Ramanova rozptylu. Pouzitim Si separatoru a Ge detektoru chlazeného kapalnym N2
bylo ziskano 1024 — terferogramu. Méfeni byla provedena na Ustavu analytické chemie,

VSCHT Praha.

4.4 Sterilizace vzorku

Ke sterilizaci vzorkli byl pouzit v 75% vodny roztok nedenaturovaného ethanolu.
Sterilizace probihala po dobu 60 minut za bézné laboratorni teploty.

Bezprostiedné po sterilizaci byly vzorky pro kultivaci umistény do kultivacnich plat s
dvanacti jamkami (o priméru 2,14 cm, TTP Switzerland) a fixovany polymernimi krouzky.
Béhem manipulace, kterd probihala v boxu s lamindmim proudénim vzduchu, doSlo k

odpareni roztoku denaturovaného ethanolu ze vzorki.
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4.5 Bunécné kultury, media a roztoky

Na vzorcich polymerd s deponovanou uhlikovou vrstvou byla kultivovana 8. pasaz
buné€k hladké svaloviny cév (vascular smooth muscle cells = VSMC) ziskané z aorty potkana.
Bunky byly kultivovany v médiu DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Minimum Essential
Medium (Sigma Aldrich, U.S.A.), ke kterému bylo ptfidano 10% fetalniho bovinniho séra
(FBS, Sebak GmbH, Aidenbach, Némecko). K oplachiim bun¢k byl pouzivan fosfatovy pufr
(Phosphate Buffered Saline - PBS). Pro odvoliiovani bun€k od povrchu vzorkd byl pouzit
trypsin s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (trypsin-EDTA, Sigma Aldrich).

K fixaci bun¢k pro foceni byl pouzit 75% ethanol o teploté -20°C a k obarveni bunék
smes fluorescencnich barviv. Pro obarveni buné¢né membrany bylo pouzito barvivo Texas
Red C2-maleimid (Molecular Probes, Invitrogen), pro obarveni chromatinu barvivo Hoechst #
33342 (Sigma Aldrich, U.S.A.). Smés fluorescencnich barviv byla pfipravena smisenim 25 ml

PBS, 50 pl barviva Texas a 120 pul barviva Hoechst.

4.6 Metody pro stanoveni adheze a proliferace bunék

4.6.1 Kultivace hladkych svalovych bunék

Kultivace hladkych svalovych bunék probihala v ptipravenych kultivacnich platech.
Do vsech komurek se vzorky byly napipetovany 3 ml média s 50 000 bunikami. Kultivace
probihala v médiu DMEM s ptidavkem FBS po dobu 1, 3 a 7 dni pfi teploté 37°C, vlhkosti
85%, v atmosféte vzduchu s 5% CO2. Kazdy typ vzorku byl studovan ve tfech exemplarich.
e Stanoveni adheze: Dva vzorky byly pouzity pro pocitani bunék v Biirkerové komtrce
a jeden pro piimé pocitani pod mikroskopem.
e Stanoveni proliferace: Dva vzorky byly pouzity pro pocitani bun€k v automatickém
pocitaci bunek Vi-Cell XR a jeden pro ptfimé pocitani bun¢k pod mikroskopem.
Prace byla provadéna ve Fyziologickém Ustavu Akademie véd CR na Oddéleni ristu a

diferenciace buné¢énych populaci.

4.6.2 Priprava vzorki a méieni adheze a proliferace

Méreni adheze bunék pomoci Biirkerovy komuirky

Adheze bunék k povrchu vzorka byla stanovovana po 24 hodinach od nasazeni. Z
komtrek bylo pipetou odstranéno médium, ze vzorkil byly odstranény polymerni krouzky.
Vzorky s adherovanymi bunkami byly opatrné oplachnuty v ¢istém PBS a pfemistény do
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¢istych plat s 0,7 ml trypsinu a umistény do termostatu na cca 10 minut, dokud se buiky

neuvolnily z povrchu vzorku. Poté bylo ke kazdému vzorku pfiddno 0,7 ml média. Smés
média s buitkami byla pfenesena pipetou do Biirkerovy komirky. Pocet bunék byl stanoven
4x u kazdého vzorku. Biirkerova komurka (Marienfeld, Germany) je kalibrovana, ma
hloubkou 0,100 mm a mifiZzku o rozmérech ¢étverct 0,0025 mm’ a 0,04 mm’. Miizka je
sloZzena z deviti Ctvercl, ve kterych se pocitd mnozstvi bun€k. Pocitani probihalo pod
svételnym mikroskopem OLYMPUS IX51. Vysledky byly porovnavany s vysledkem adheze
na tkanovém PS (viz Obr. 4.4).

Ly

Obr. 4.4 Biirkerovy komiirka

Méieni adheze a proliferace bunék pomoci mikroskopi

VSMC buiiky byly nasazeny v mnoZstvi cca 16 tisic bundk/cm’ do 12-jamkovych
kultivacnich plat se vzorky. Vzorky 1., 3. a 7. den od nasani byly opatrné vyndany a
oplachnuty PBS jako pii pfedchozim méfeni, ale poté byly po dobu 45 minut fixovany
ethanolem ochlazenym na -20°C. Po odstranéni ethanolu byly vzorky opét oplachnuty PBS a
pak cca 60 minut barveny roztokem fluorescencnich barviv (viz kapitola 4.5) v temnu za
laboratorni teploty. Po oplachnuti v PBS byly pfeneseny na podlozni sklicka a pfikryta
krycimi sklicky. Za pouziti fluorescenéniho mikroskopu OLYMPUS IX51 s pouzitim
digitalni kamery Olympus DP 70 bylo pofizeno 20 fotografii bun¢k z riznych mist na vzorku.
Pocet bunck na fotografiich byl stanoven pomoci software GSA Image Analyser v3.5.9.

Vysledky byly porovnavany s vysledky na tkanovem PS.
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Stanoveni po¢tu bunék pomoci Vi-Cell XR

Vzorky na nichz byly bunky kultivovany po dobu 3 a 7 dnti byly opatrn¢ vyndany a
oplachnuty PBS jako pfi ptfedchozich stanoveni a poté premistény do Cistych plat s 0,7 ml
trypsinu a umistény do termostatu na cca 10 minut, aby se buiiky uvolnily z povrchu vzorku.
Daéle bylo ke vzorkiim napipetovano 0,7 ml media. 1 ml smesi bun€k v médiu byla prenesena
do kyvety pro méfeni v automatickém pocitaci bun¢k Cell Viability Analyzer (Vi-Cell XR,
Beckman Coulter). Tento piistroj zjisti zdkladni vlastnosti kultivovanych bungk, stanovi
mnozstvi zivych i mrtvych bunék i celkovou zivotaschopnost bunék. Pocitani bunck je
zalozeno na vylucovacim testu trypanovou modii, kdy nedojde k obarveni zivych bunék.
Celkovy pocet bun¢k a jejich Zivotaschopnost byly stanoveny ze dvou vzorki, oba vzorky

byly proméfeny dvaktrat. Vysledky byly porovnavany s vysledky na tkanovem PS.
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5.Vysledky a diskuze

5.1 Stanoveni smacivosti pomoci goniometrie

Smacivost povrchu uhlikovych vrstev deponovanych na polymerni substraty byla
stanovovana goniometricky. Na Obr. 5-1 jsou uvedeny hondnoty kontaktnich uhl uhlikovych
vrstev pripravenych napafovanim na oba substraty (PTFE a PET). V zavislosti na vzdalenosti
depozice od 2 do 7 cm byly u vrstev sledovany zmény kontaktnich thlu. U pvodniho
substratu PTFE, tj. bez nanesené uhlikové vrstvy, byl naméfen kontaktni uhel 112° a u
puvodniho substratu PET bez nanesené uhlikové vrstvy byla tato hodnota 75°. Po napateni
uhlikovych vrstev doslo, jak je patrné z Obr. 5.1, ke snizeni hodnot kontaktnich uhlt a tim ke

zvySeni smacivosti povrchu u vSech substrati.

120 +

110 +

100 +

[Xe]
=]

80 -
=—PET

Kontakni tihel (°)

70 - =i—PTFE

60 -

50 4

40
pristine 2 3 4 5 6 7
Vzdalenosti depozice od zdroje (cm)

Obr. 5.1. Zavislost velikosti kontaktniho uhlu na vzdalenosti depozice od zdroje

Kontaktni uhel se zvySoval u substrati z nepolarniho PTFE s rostouci vzdalenosti
vzorku od “zdroje”, tzn. ¢im byly vrstvy tenci. Oproti tomu se kontaktni uhel u substrati z

polarniho PET neménil v ramci experimentalni chyby.

5.2 Stanoveni elektrického odporu deponované vrstvy

Pti méfeni hodnot plosného odporu na uhlikovych vrstvach napafenych na PET a
PTFE substaty byly zaznamenany jejich zmény v zavislosti na vzdalenosti depozice (viz. Obr.
5.2). Plosny odpor pivodnich substratil byl stanoven R = 1x10'* Q pro PET a z literatury je
znamo, 7¢ R = 1x10'7 Q pro PTFE. Napatované uhlikové vrstvy se vykazuji polovodivy
charakter [53]. Podle vysledkd plosny odpor u vzorkli s deponovanymi vrstvami klesa v

porovnani s puvodnimi substraty. Pokles vzrista s tlouskou a “elektrickou” spojitosti
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deponované vrstvy. Je znamo, ze pii depozici se uhlik ukladd pfednostné na nerovnosti

------

—4—PET
—8—PTFE

Odpor (k€)) x 10000

[1)-. 0 /

3 4 5 6 7
Vzdalenosti depozice od zdroje (cm)

]

Obr. 5.2 Zavislost plosného odporu na velikosti vzdalenosti depozice od zdroje

5.3 Stanoveni struktury naparovanych uhlikovych vrstev pomoci Ramanovy

spektroskopie

Ramanovou spektroskopie se studuje struktura uhlikovych vrstev. Diilezitym parametrem
je pomér sp’/sp” nebo pomér intenzit I/l nebo také pomér ploch pod kiivkou (integrated areas)
(Ap/Ag) [76 -79]; vtéto literatufe zabyvajici se podrobnym studiem uhlikovych nanostruktur
pomoci Ramanovy spektroskopie je uvedeno n¢kolik oblasti, které jsou shrnuty v 7ab. 5.1

Tab. 5.1 Oblasti charakteristické pro riizné uhlikové nanostruktury v Ramanové spektroskopii

Ramaniiv posun cm” | Nézev oblasti a typ uhlikové struktury

712 cm’ Péas nerovinné deformace (neusporadana vrstva)

1360 cm” "D pas", amorfni uhlik (neuspotfadany ve struktufe vrstvy)

1580 cm’ "G pés", grafitické struktura (valenéni C=C vibrace uhliku (Sp”))
2950 cm’ Pas vibraci valen¢ni vazby C-H

Charakter vazeb je siln¢ zavisly na typu krystalové miizky [4,76 -79]. Spektra, ktera
byla ziskana méfenim uhlikovych vrstev napatenych ze 2 cm na aktivni pozlaceny platinovy

substrat, jsou uvedena na Obr. 5.3.
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Obr. 5.3 Ramanovo spektrum vzorku naparené uhlikové vrstvy na Au-Pt substrat ze vzdalenosti 2 cm

Na spektru je patrny pik 714 cm’, ktery je typicky pro nerovinné deformace a je
potvrzenim neuspotradané vrstvy. Dale j zefejmy velmi intenzivni asymetricky pik s maximem
pii 1370 em™ typickym pro amorfni uhlik. Pro ziskani blizsich informaci o typu uhliku ve
vrstvé byla provedena separace pasil v oblasti 1800 - 500 cm’. Pro separaci jsme pouzili
program Origin pro verze 8.5, funkci peak Analyzer, algoritmus Gaussian/Lorentzian.

Vysledek separace pasi je uveden na Obr. 5.4.
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Obr. 5.4 Separace pasii z Ramanova spektra vzorku
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Z nesymetrické ¢asti byly takto ziskany 3 pasy. Vysledky vSech nafitovanych hodnot jsou
shrnuty v Tab. 5.2.

Tab. 5.2 Oblasti ziskané nafitovanim dat z Ramanova spektra

Ramaniiv posun cm™ Nazev oblast a typ uhliku
712 cm’ Pés nerovinné deformace (neusporadanad vrstva)
1392 cm’ byl separovan na:
1- 1092 cm™ 1- Pas cyklickych uspotadani souvisejici s grafitickou
2- 1366 cm™ struktury
3- 1572 cm™ 2- "D pas" amorfniho uhliku
3- "G pas" grafitickeho uhliku

V Tab. 5.3 jsou uvedeny pozice jednotlivych nafitovanych pikii a pomér In/Ig (Sp’/Sp°).

Tab. 5.3 Pozice typickych pikii v uhlikovém spektru a pomér Ip/lg (Sp*/Sp?).

C.

piku Typy pikt Vrchol X | Intenzita | FWHM | obsah plochy (A) | In/lg
1 | Gaussian/Lorentzian 713,83 0,07 135,15 14,77
2 | Gaussian/Lorentzian 1092,44 0,14 252,41 38,74 11.59
3 | Gaussian/Lorentzian 1366,39 0,89 346,8 334 ’
4 | Gaussian/Lorentzian 1572,1 0,07 137,53 13,09

Z vysledkti uvedenych ve spektrech lze konstatovat, Ze naparovanim uhlikovych vrstev z
uhlikového vldkna dojde k depozici ,,dominantné* nejvétsi casti amorfniho typu uhliku a z ,,malé*

Casti grafitického uhliku.

5.4 Studium adheze a proliferace bunék

V tkanovém inZzenyrstvi se pouzivaji polymerni materidly s deponovanymi uhlikovymi
nanostrukturami s doloZenou biokornpatibilitou. V této casti jsou shrnuty vysledky adheze a
proliferace bunék hladké svaloviny cév (vascular smooth muscle cells = VSMC) na uhlikovych
vrstvach napafenych ze vzdalenosti 2, 4 a 6 cm na polymerni substraty PET a PTFE. Prvni den po
nasazeni dochazi k adhezi bun€k na material. Po uchyceni nésleduje lag faze (24-48 hodin po

nasazeni). Pokud bunky tuto fazi "preziji", zaCina jejich rust a déleni, dochazi k tzv.

proliferaci.
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5.4.1 Stanoveni po¢tu adherovanych bunék na vzorcich pomoci Biirkerovy

komiirky

Pocet bune¢k hladkého svalstva VSMC adherovanych na studované substraty je uveden na
Obr. 5.5. Pocet byl stanoven pomoci Biirkerovy komurky po 24 hodinach od zacatku kultivace. Jako
srovnavaci materidl (kontrolni vzorek) byl pouzit tkanovy polystyren (PS). Nejnizs§i mnozstvi bunék
bylo nalezeno na nemodifikovaném PTFE. Nejvétsi pocet adherovanych bunék byl na PTFE s
uhlikovou vrstvou napatenou ze 4 cm (cca 11000 bunék/cm?). Vice naadherovanych bunék bylo
nalezeno i na vzorcich PET s uhlikovou vrstvou napafenou ze 2 a 4 a 6 cm. Toto mnozstvi je
srovnatelné¢ s kontrolnim vzorkem. V ramci odchylek jsou pocty bunék na vSech dalSich

vzorcich ,,velmi* podobné. (viz Obr. 5.5)
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Obr. 5.5 Zavislost poctu adherovanych bunék na studovanych vzorcich stanoveni Biirkerovou

komiirkou na vzorcich PET a PTFE s uhlikovou vrstvou naparenou ze 2, 4 a 6 cm

Vysledky studia adheze VSMC potvrdily, ze pfitomnost uhlikové vrstvy ma piiznivy
vliv na uchycovani bunék. Z vysledki dale vylyva, Ze nejen pouzity substrat, ale i tloustka
vrstvy ovliviiuje mnozstvi adherovanych bunék. Tenkavrstva napafeného uhliku vznikla pfi
depozice vétsi vzdalenosti (6 cm), vedla pii studiu PET ke snizeni, pfi pouziti PTFE ke

zvyseni poctu adherujicich VSMC bungk.

5.4.2 Stanoveni po¢tu adherovanych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu

Pocet adherovanych bun¢k po 24 hodinach kultivace na studovanych vzorcich byl

vypocitan jako prumér pocti bun€k z dvaceti fotografii potizenych z fluorescen¢niho
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mikroskopu. Pocet bun¢k na substratech bez uhlikové vrstvy je nizsi nez na substratech s
napafenou uhlikovou vrstvou (viz Obr. 5.6). To je pravdépodobné zplisobeno vyssi
smacivosti vzorkll s napafenymi uhlikovymi vrstvami v porovnani s ptivodnimi polymernimi
foliemi. PET vykazoval srovnatelnou adhezi bunék k povrchu bez a s uhlikovou vrstvou. tato
adheze byla vyrazné vyssi nez v pripadé PTFE. Toto je nejspi$ zplsobeno niz§i hodnotou
kontaktniho thlu PET ve srovnani s ptivodnim PTFE. Velké odchylky (viz Obr. 5.6) jsou
dany pravdépodobné diky shlukovanim bunék (nizkou homogenitou), tedy vyskytem oblasti s
velkym poctem bunék i oblasti s velmi malym poctem bunék.

Na Obr. 5.6 jsou fotografie VSMC bunék adherovanych na studovanych vzorcich. Z
hlediska morfologie jsou VSMC buiiky na uhlikovych vrstvach vétsi a vice rozprostifeny. To
je vice zretelné na fotografii vzorku PTFE. Pro vzorky z PET (viz Obr. 5.6) po 1. dnu od
nasazeni adherovaly bunky pfichytily v ramci chyby méfeni srovnatelné jak u
nemodifikovaného tak u substratu s naprdSenymi uhlikovymi vrstvami. Vzhledem k
vysledklim smécivosti bylo takovéto chovani bunék ocekavano. Pro vzorky z PTFE (viz Obr.
5.6) po 1. dnu kultivace se bunky prichytily na substraty s napafenymi uhlikovymi vrstvami
1épe nez na ptivodni PTFE. Mezi substraty s napafenymi uhlikovymi vrstvami buniky nejméné
adherovaly na substrat deponovany ze 6 cm. Vzhledem k vysledkiim smacivosti bylo takovéto

chovani bunék opét ocekavano.

9000
8000
7000

pocet bunek/cm2
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2cm icm ecm 2cm 4dcm ecm
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Obr. 5.6 Zavislost poctu adherovanych bunék na typu vzorku PET a PTFE s uhlikovou vrstvou
naparenou ze 2, 4 a 6 cm stanovena metodou zorného pole
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5.4.3 Proliferace VSMC bunék na vzorcich

Na obrazku 5.7 je patrny narust poctu proliferovanych bunék 3. a 7. den kultivace
buneék na vzorcich s uhlikovou vrstvou napafenou ze vzdalenosti 2, 4 a 6 cm. MnoZstvi
proliferovanych bun€ék na vzorcich PET s napafenymi uhlikovymi vrstvami je
dokumentovano na Obr. 5.7. Ze stanoveni, které probihalo 3. den od nasazeni vyplyva, ze
mnozstvi proliferovanych bun¢k na vSech vzorcich mimo nemodifikovaného PTFE je v ramci
chyby méfeni srovnatelné. Po 7 dnech kultivace bunék byl stanoven nejveétsi pocet
proliferovanych bunék na PTFE s vrstvou uhliku naprasenou ze vzdalenosti 6 cm. Na
ostatnich vzorcich PTFE s uhlikem byl stanovem vyrazné€ niz§i pocet bunc¢k. V ptipadé
nemodifikovaného PET byl oproti 3. dni zjiStén mirny nartst mnozstvi proliferujicih bunék. V
ptipad¢ PET s uhlikovymi vrstvami byl nartist mnohem vyrazngj$i, avSak v ramci chyb
méfeni srovnatelny. Lze pfedpokladat, Ze tloustka vrstvy napatené¢ho uhliku na PET neni
urcujici pro proliferaci bunék.

Pro vzorky PTFE (viz Obr. 5.7) pro 3. a 7. den kultivace ve stanoveni s 3. dnem
kultivace vyplyva, Ze buinky nejvice proliferovaly na substrat deponovany ze 6 cm. U
substratti napatenych ze vzdalenosti 2 a 4 cm byla proliferace “sronatelna”. Toto jsme na
zakladé vysledkt studia adheze neocekavali. Zda se, ze builkkdm po adhezi na substrat
deponovany ze 6 cm podminky vice vyhovovaly a to vede k vyss§i proliferaci nez u ostatnich

substratd.
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Obr. 5.7 Zavislost poctu adherovanych (1. den) a proliferovanych (3. a 7. den) bunék na typu vzorku

PET a PTFE s uhlikovou vrstvou naparenou ze 2 , 4 a 6 cm stanovend metodou zorného pole
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Pti stanoveni mnozstvi proliferovanych bunék po 7. dnu od nasazeni jsme z

ptedchozich vysledkt oc¢ekavali nejvyssi nartst bun€k u substratu deponovaného ze 6 cm. Ale
jak je patrné z vysledkt uvedenych na Obr. 5.7, nartist byl mensi nez u substrati napafenych
ze vzdalenosti 2 a 4 cm. Z vysledki smacivosti bylo mozné tyto vysledky ze 7. dne
predpokladat. Je ale mozné, ze vysledky na substratu deponovaného ze 6 cm byly zkresleny
bud’ tim, ze pouzitd mikropickd technika neumoznila zachytil a rozliSit nékolik na sobé
lezicich vrstev bunék nebo béhem manipulace doslo k “odlomeni” hornich vrstev bunék,
pripadné doslo k pied¢asnému vycerpani zivin v médiu a tim zpomaleni proliferace. Pokud
nedoslo k vySe uvedenym skutecnostem, buiiky na substratu deponovaném ze 6 cm narostly
podle vysledku, jak jsme ptredpokladali z vysledki smacivosti. U substratli napafenych ze
vzdélenosti 2 a 4 cm byla proliferace v ramci odchylek srovnatelna.

Z Obr. 5.8 je patré, Ze mnozstvi uhliku, které bylo napareno na substraty PET z

ruznych vzdalenosti, neni pro adhezi ani proliferaci bun¢k urcujici.

1. den 3.den 7. den
PET
5 /)
r
e
PET 2 cm i
N
PET 4 cm
PET 6 cm

Obr. 5.8 Fotografie adherovanych (1. den) a proliferovanych (3. a 7. den) bunek na PET substraty
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Z Obr. 5.9 je ztejmé, ze na vzorcich PTFE, na které nebyl uhlik deponovan, burnky

nepiezivaji. Na fotografiich jsou vidét jen zbytky rozpadlych bunck. Pro jejich spravné
prichyceni, usazeni a zivotaschopnost je dulezité, aby byly bunky jiz po 1. dnu rozprostiené.
U PTFE substrat s uhlikovou vrstvou deponovanou ze 2, 4 a 6 cm je patrné, ze po 1. dnu lze
z tvaru buné€k (protahly a zplostély) usuzovat, ze dobie adherovaly. Na fotografiich ze 3. a 7.
dne je patrny nartst bun¢k hlavné u substratu deponovaného ze 6 cm, na kterém bylo 7. den
nalezeno velké mnozstvi bunék prertstajicich pres sebe.

Na Obr. 5.10 je patrné vyrazna adheze a prolifrace buné¢k u TCPS.

1. den 3.den 7. den

PTFE

PTFE 2 cm

PTFE 4 cm

PTFE 6 cm

Obr. 5.9 Fotografie adherovanych (1. den) a proliferovanych (3. a 7. den) bunék na PTFE substraty

1. den 3. den 7. den

TCPS

Obr. 5.10 Fotografie adherovanych (1. den) a proliferovanych (3. a 7. den) bunék na TCPS substraty
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5.4.4 Stanoveni poc¢tu Zivych buné€k pomoci automatického pocitace bunék Vi-Cell

Pocet bunék a jejich Zivotaschopnost v pribéhu proliferace na vzorcich byla
stanovovana pomoci automatického pocitate bunék Vi-Cell 1., 3. a 7. den od zacatku
kultivace. Na Obr. 5.11 je v ptipadé PTFE vzork patny vyssi pocet zivych bunék na vzorcich
s napafovanou uhlikovou vrstvou v porovnani s ptivodnim PTFE substratem. Stejny vysledek
jsme ocekavali i u vzorki z PET z vysledki stanoveni proliferace fluorescen¢nim
mikroskopem. Podle vysledkid (viz Obr. 5.11 ) je ale patrny nartst poctu Zivotaschopnych
bun¢k u subratu bez uhlikové vrstvy, ktery je dokonce o néco vyss$i v porovnani s mnozstvim
zivotaschopnych bun¢k ze vzorkli s deponovanou uhlikovou vrstvou. Pro tento vysledek
nemam piesné vysvétleni. Mohlo se jednat o chybu metodiky vypoctu nebo pfistroje,
nedostateéné mnozstvi vzorku, pfipadné mohly nastat chyby béhem ptipravy vzorkd nebo v
pribéhu manipulace se vzorky. Odchylky v poctu Zivotaschopnych bunék mohly byt také
zpasobeny nedostate¢nou dobou pulisobeni trypsinu, protoze bunky velmi dobie pfilnou k
povrchu substrati a je obtizné je z nich enzymaticky uvolnit, nebo naopak pfilis dlouhou
dobou pusobeni trypsinu, kterda mtze zplsobit odumirani uvolnénych bunck. Pro zptfesnéni
vysledkll by bylo potieba provedeni dalSich experimenti. Bunky VSMC mély primérnou
zivotaschopnost 80 % (3. den 83 % a 7. den 78 %). Z vysledkt 1ze usuzovat, Ze deponované
uhlikové vrstvy na povrchu polymernich substratli maji pfiznivy vliv na adhezi, proliferaci a

zivotaschopnost bunek, tedy s vyjimkou nemodifikovaného PET.
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Obr. 5.11 Pocet bunék na vzorcich studovanych materialii stanovenych 3. a 7. den kultivace
automatickym pociacem bunék Vi-Cell
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6. Zavér

Vysledky studia fyzikalné-chemickych vlastnosti a interakci bunc¢k s uhlikovymi
vrstvami pripravenymi metodou naparovanim na PET a PTFE substraty ukazaly:

v" vzdalenost vzorki od zdroje depozice uhlikovych vrstev na PET substrat nema zasadni
vliv na hodnotu kontaktniho uhlu na rozdil od PTFE, kde tato hodnota na vzdalenosti
depozice zavisi. S klesajici hodnotou kontaktniho uhlu roste smacivost povrchu
polymerniho substratu,

v se zvétdujici se vzdalenosti vzorku od zdroje depozice uhlikovych vrstev na PET a PTFE
substraty narasta plosny elektricky odpor,

v béhem napafovani uhliku z uhlikoveho vlakna dochéazi ptevazné k depozici amorfniho
uhliku,

v" adhezi a proliferaci hladkosvalovych bunék (VSMC) z aorty potkana pozitivné ovliviiuje
ptitomnost uhliku na PET a PTFE substratech, ale nejspi$ neni ,,pfilis* zavisla na tloustce
jeho vrstvy. VSMC buiiky adheruji k uhlikovym vrstvam velmi dobfe,

v mnozstvi bunék stanovenych na vzorcich s deponovanou vrstvou uhliku bylo vyssi nez na
pivodnim PET a PTFE substratu a srovnatelné s mnozstvim buné€k stanovenych na
tkanovém PS,

v" nejlépe VSMC buriky proliferovaly na vzorcich PTFE s uhlikovou vrstvou deponovanou
ze vzdalenosti 4 a 6 cm,

v' Zivotaschopnost VSMC bunék na vzorcich studovanych material byla ca 80%.
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