Povrchové upravy polymeru pro zvyseni bunééné
proliferace

David Podlipny

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2014 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymerii
akademicky rok: 2013/2014

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: David Podlipny

Osobni ¢islo: T11462
Studijni program:  B2808 Chemie a technologie materiali
Studijni obor: Polymerni materialy a technologie
Forma studia: prezenéni
Téma préce: Povrchové tpravy polymeri pro zvyseni bunééné
proliferace.
Zasady pro vypracovani:

Student se seznami s dosud publikovanymi informacemi o vyznamu modifikace poly-
mernich povrchli pomoci plasmy a praktického vyuZiti v ramci ovlivnéni vazby lidskych
bunék. V teoretické asti pak tyto informace prehledné zpracuje. Prakticky se seznami
s praci v laboratofi bunéénych kultur a osvoji si zakladni techniky prace v laboratofi.
V praktické &asti provede a vyhodnoti testy vazby a migrace bunék na modifikovanych
polymernich povrsich.



Rozsah bakalafské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Polymers for regenerative medicine. Publisher: Berlin ; New York : Springer, (2006) ISBN
3540333533.

Biomedical technology and devices handbook. Publisher: Boca Raton : CRC Press,
(2004) ISBN 0-8493-1140-3

Cell Biology: A Laboratory Handbook, Four Volume Set. Publisher: Academic Press, 3
edition (July 18, 2005). ISBN-10: 0121647307.

Culture of Animal Cells: A manual of Basic Technique. Publisher: Wiley-Liss; 5 edition
(July 29, 2005) ISBN-10: 0471453293.

Culture of Cells for Tissue Engineering. Publisher: Wiley-Liss; 1 edition (February 3,
2006) ISBN-10: 0471629359.

Vedouci bakalafské préce: Ing. Petr Humpolicek, Ph.D.
Centrum polymernich materiald
Datum zadéni bakaléfské préace: 10. ledna 2014

Termin odevzdani bakaléiské prace: 28. kvétna 2014

Ve Zliné dne 7. 4nora 2014

>
/

7 7 /

LS. - 3
e Pttt
do¢. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Lubomir Beniéek, Ph.D.

dékan reditel istavu



Ptijmeni a jméno: Podlipny David Obor: Polymerni materidly a technologie

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zmén¢ a doplnéni dal-
Sich zédkonl (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisi, bez
ohledu na vysledek obhajoby b,

*  beru na védomi, Ze diplomové/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupna k nahlédnuti, ze jeden vytisk diplomo-
vé/bakalaiské prace bude uloZen na ptisluSném ustavu Fakulty technologické UTB ve
Zliné a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

* byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakaléiskou praci se plné vztahu-
je zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autor-
skym a o zméné nékterych zakont (autorsky zakon) ve znéni pozdé€jSich pravnich
predpist, zejm. § 35 odst. 3 2),

*  beru na védomi, Ze podle § 60 % odst. 1 autorského zédkona ma UTB ve Zling pravo na
uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského za-
kona;

+  beru na v&domi, 7e podle § 60 2 odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomo-
vou/bakaléfskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s ptedchozim pi-
semnym souhlasem Univerzity TomaSe Bati ve Zliné, ktera je opravnéna v takovém
pfipadé ode mne pozadovat pfiméteny piispévek na tihradu nakladd, které byly Uni-
verzitou TomaSe Bati ve Zlin€ na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skute¢né vy-
Se);

* beru na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomése Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vy-
sledky diplomové/bakaléiské prace vyuzit ke komerénim Gceltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalarské prace jakykoliv softwa-
rovy produkt, povaZzuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze
kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhajeni
préce.

VEZINE oo



Y zGkon €& 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a doplinéni dalSich zdkon( (zdkon o vysokych skoldch), ve znéni pozdeéjsich prav-
nich predpisd, § 47 Zverejriovdni zdavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudkt oponent(i a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplsob zverejnéni stanovi
vnitfni predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdce odevzdané uchazeCem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnd
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitfnim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zverejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% z6kon ¢& 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zakonu (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsSich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem primého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdéldavaciho zarizeni (Skolni dilo).

% zdkon €& 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkon( (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vdzného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
Jjeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
Skoly nebo skolského Ci vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské Ci vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primeérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZi-
ly, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pritom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného Skolou nebo skolskym ¢i vzdéldavacim
zarizenim z uZiti skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Hlavnim cilem této prace je studium povrchovych uprav polyanilinu pro zvyse-
ni bunééné proliferace s tim, ze se celkova problematika pohybuje v oblasti plasmo-
v¢é upravy povrchl a jejich nasledné modifikace. Teoretickd Cast se zabyva prede-
v8im interakcemi mezi bunikou a povrchem materialu. Jejim cilem je popsat zaklad-
ni operace a principy souvisejici s touto problematikou. V praktické ¢asti je testo-
van Vvliv aplikace bovinniho sérového albuminu na plasmou aktivované povrchy na
eukaryotické bunky. Po pusobeni plasmatu (v atmosféfe vzduchu nebo vzacného
plynu — argonu) na testované polyanilinové povrchy byl aplikovan sérovy albumin.
Posléze byla studovana schopnost bunék se na povrchy pfichytit a nasledné rust.
Zaroven byla také stanovena schopnost migrace bun€k na studovanych povrsich.
Vysledky poukazuji na potencionalni vyuziti plasmovych tprav a vyuziti sérového

albuminu k povrchovym modifikacim polyanilinu.

Klic¢ova slova:

Bioaktivni povrchy, bunééné modely, bovinni sérovy albumin, plasma, polyani-

lin.



ABSTRACT

The main aim of this study was to detect the impact of plasma surface modifi-
cation in combination with application of serum albumin on ability of cells to attach
and proliferate on polyaniline films. Theoretical part is focused on interaction of
cells with materials surfaces. The influence of plasma treatment in combination wi-
th bovine serum albumin on polyaniline films biocompatibility was studied in
practical part. Concretely, the cell attachment, proliferation and scratch assay was
used. The results outlined the possible application of plasma treatment and serum

albumin on modification of polyaniline films.

Keywords:

Bioactive surfaces, cell models, bovine serum albumin, plasma, polyaniline.
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UvVOD

Hlavni problematikou prace bylo stanoveni adheze, a nésledné proliferace my-
Sich fibroblastti (NIH/3T3) na povrchu polyanilinové soli, umisténé v jamkach kul-
tivaCnich mikrotitraénich desti¢ek. Studovany byly jednak nativni polyanilinové
filmy, jednak filmy upravené pomoci aplikace bovinniho sérového albuminu (BSA),
spole¢né s aktivaci povrchu pomoci plasmy.

Je jiz zndmo mnoho experimentli vyuzivajicich sérovy albumin, at’ se jedna o
experimenty albuminid s krevnimi destiCkami (Sivaraman a Latour, 2010), at uz se
jedna o ,,zelené palivo budoucnosti®, spojeného v ramci porfyrino — albuminového
komplexu (Tsuchida, Komatsu a Curry, 2006). Nicméné, v souvislosti s polyanili-
novymi filmy, vyuzivajicich mySich fibroblastii, nebyla dosud publikovdna Zadna
prace. Pravé urceni vlivu aplikace bovinniho sérového albuminu na polyanilinové
filmy bylo jednim z cild na$i prace. Nebudeme zde v ivodu zmiiovat, jaké jsou
formy polyanilinu, ¢i jeho vyznam s ohledem na elektrickou vodivost. Jedna se o
informace vSeobecné zndmé, a navic popsané V teoretické ¢asti. Nicméné — je dule-
zité tici, Ze se jedna o material, jenz nachazi ¢im dal vétsi uplatnéni v oblasti medi-
ciny, ale také v oblasti elektrotechniky ¢i elektroreologie.

Jiz bylo uvedeno, co je hlavnim cilem této prace. OvSem, jak se dané vysledky
ziskaly, si uvedeme struéné v tomto kratkém odstavci. Pfedev§im byla vyuZita me-
toda zvand MTT test. Jedna se o metodu vyuzivajici absorbanci latky majici nazev
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromid), pomoci niz se ur¢i,
jaka je viabilita, neboli Zivotaschopnost bunék. Vysledky byly zhodnoceny pomoci
T — testu, detekujiciho prikaznost rozdil mezi primérnymi hodnotami absorbanci
vzorkl a danou referenci. Referenci v tomto ptfipad¢ byla vyuzita prazdna (bez pfti-
tomnosti polynilinové soli) polystyrenova mikrotitra¢ni desti¢ka. Ziskané vysledky

jsou prezentovany i pomoci mikrofotografii.
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1 VZACNE PLYNY

Na zacatek této bakalarské prace je dilezité podotknout, ze problematika ptiso-
beni vzacnych plynii na polyanilinové filmy upravené v plasmovém reaktoru je do-
posud ne pfili§ prozkoumanym a probadanym jevem. Proto se nebudeme zabyvat
tématem jako takovym, ale zamétime se na jednotliva klicova slova — vzacné plyny,
polyanilin a plasmové upravy. Jedna se tedy o zalezitost ne natolik prostudovanou,
ale prav¢ tato problematika byla cilem nasi praktické bakalaiské prace, jejiz vysled-

ky budou diskutovany pozd¢ji.

1.1 Uvod a charakteristika vzacnych plyni véetné jejich vyskytu

Vzacné plyny jsou prvky VIII. A skupiny periodické soustavy prvkl, nazyvané
téz prvky p®. Tyto plyny, nazyvané diive nete¢né ¢&i inertni, zahrnuji prvky, jako
jsou hélium, neon, argon, krypton, xenon a radioaktivni radon (Vacik a kolektiv,
1999; Benesova a Satrapova, 2002). Podle své polohy v periodickém systému lze
zde eventuelné zatadit i synteticky pfipraveny prvek majici protonové cislo 118,
ununoctium (Emsley a kolektiv, 2011). Maji plné obsazené valenc¢ni orbitaly
(ns?np®), a tudiz se vyskytuji v atomarnim stavu stabilni, a navic také nereaktivni.
Dulezité je znat, ze vzacnymi se nazyvaji z toho divodu, ponévadz se v nepatrném
mnozstvi vyskytuji v atmosféte Zemé (Vacik a kolektiv, 1999). Velice Casto poté
byvaji produkty radioaktivnich rozpadl nerosti, mluvime zejména o héliu (Beneso-
va a Satrapovd, 2002). Ze vzacnych plyni ma ve vzduchu nejvyssi zastoupeni argon
(w = 1,28 %), nejméné poté xenon (w = 3,6.107° %) a radon (w = 4.10717 %) (Va-
cik a kolektiv, 1999).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1.2 Vlastnosti a reakce vzacnych plyni

Prvky VIII. A skupiny jsou nejen za béznych podminek plynné (Vacik a kolek-
tiv, 1999), ale také jsou slozeny z jednotlivych atomu nevytvaiejicich molekuly.
Také lze o téchto prvcich fici, ze maji vysokou ionizaéni energii (BenesSova a Satra-
povd, 2002).

Nesmime zapomenout zminit jeden dulezity fakt, a to, Ze az v 60. letech 20. sto-
leti se podatilo pfipravit prvni sloueniny xenonu, ale také kryptonu s prvky majici
vysokou ionizaéni energii. Mluvime napiiklad o fluoridu xenonatém XeF,, fluoridu
xenoniéitém XeF,, oxidu xenoni¢elém XeO,, anebo kyseliné xenonové H,XeO, (Va-
cik a kolektiv, 1999). Slouceniny hélia, neonu a argonu nejsou doposud zndmy (Be-
nesova a Satrapova, 2002). Vysoké urovné v oblasti chemie vzacnych plynt zacina-
ji postupné dosahovat slouceniny hélia se rtuti, takzvané helidy (Barthelmy, 2010).
Zvlastni skupina sloucenin vzacnych plynil je pfedstavena takzvanymi klatraty, coz
nejsou slou¢eniny v pravém slova smyslu, ale jednad se pouze o slouceniny (zpravi-
dla krystalické adi¢ni latky), v nichz jsou atomy vzacnych plynt uzavieny v dutiné
struktury krystalové mtizky jinych sloucenin. Sice nesouvisejice s touto kapitolou,
ale uved’'me si pro zajimavost jednu z nejznaméjSich — molekulu methanového kla-

tratu (Pearce, 2009) — jejiz struktura je zobrazena na obrazku ¢. 1.

Obrazek ¢. 1: Molekula methanového klatratu (Pearce, 2009)
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1.3 Vyroba a vyuziti

Vzéacné plyny lze ziskat jako vedlejsi produkty pii frakcni destilaci kapalného
vzduchu (Vacik a kolektiv, 1999). Hélium, coby nejrozsifenéjsi vzacny plyn ve
vesmiru, se zpravidla ziskava na zakladé tézby zemniho plynu (Benesova a Satra-
pova, 2002). Vzacnymi plyny se plni zafivky a vybojové trubice, ponévadz maji
schopnost zbarvovat produkované svétlo do jednotlivych odstinti. Hélium zbarvuje
¢ervené, neon oranzove, argon modre, krypton fialové a xenon modrofialove.
lektiv, 1999). Diky tomu, Ze mé hélium velmi malou viskozitu, nese dvé dulezita
oznaceni — supravodivy a supratekuty (BeneSovd a Satrapovd, 2002). Hélium m4a ze
v§ech zndmych plynii nejniz$i teplotu tadni (plni se jim balony). Kapalny stav (pfi
velmi nizkych teplotach plati: t, = —269 °C) znaci vlastnosti, jako je naptiklad vy-
bornd kondukce elektrického proudu (Vacik a kolektiv, 1999). Spolecné s argonem
vytvari hélium takzvané ochranné plyny zabranujici kontaktu latek se vzdusSnym
kyslikem, vyuzivané v chemickém primyslu a specidlnim hutnictvi pfi svafovani
nékterych kova (Benesova a Satrapova, 2002, Vacik a kolektiv, 1999). V neposledni
fad¢ se v siln¢ zfedénych roztocich vyuziva k 1écebnym tcelim, predevsim k 1é¢bé

rakoviny, radioaktivni radon (Vacik a kolektiv, 1999).

1.4 Vyuziti vzacnych plyni v ramci povrchovych tprav s plasmou

Pro rozséhlost bakalaiské prace si uvedeme pouze konkrétni ptiklad, a to povr-
chovou modifikaci na zékladé plasmové Upravy argonem zvySujici antioxidaéni
obranou schopnost ovarialnich bunék ¢inského kiecka (zkratkou CHO — k1) na tita-
novém povrchu. Je dano, Ze titan patifi mezi jedny z nejpouzivanéjSich materiald
Vv oblasti implantati. Zmény na jeho povrchu mohou modifikovat celularni funkéni
odpovédi pro lepsi fixaci implantdtu. Plasmova povrchova Uprava argonem, ktera je
1 pfedmétem nas$i praktické casti, generuje povrch se zlepSenymi mechanickymi
vlastnostmi bez potfebné modifikace jeho chemické kompozice. Oxidacni stres vy-
volany biomaterialy je povaZovan za jeden z majoritnich divodl selhani implantata.
Zivotaschopnost CHO — k1 bunék byla vys§i na takzvanych PTTS (plasma treated
titanium surface) discich. Buinky rostouci na titanovém povrchu byly podrobeny
intracelularnimu oxidacnimu stresu. Titanové disky podrobené plasmové upraveé

indukovaly oxidaéni stres méné nez ty, které podrobeny nebyly, coz vedlo ke zvy-
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Seni pfeziti bunck (viz obrazek ¢. 2). A tento fakt je spojen se zlepSenim bunécné
celularni odpovédi v PTTS. Zajimavost — u bunck rostoucich na zvrdsnéném po-
vrchu byl pozorovan pokles oxida¢niho poskozeni proteini a molekul DNA vice nez
u buné¢k rostoucich na povrchu hladkém. Studie tykajici se této problematiky hraji
hlavni roli v oblasti vyhodnoceni biokompatibility nového materialu. Lze tedy fici
na zakladé tohoto experimentu, Ze Uprava titanu pomoci argonové plasmy mize
zvysit jeho biokompatibilitu, coz je vyznamny bod pro jeho vyuziti coby implantaty

¢i scaffold v tkanovém inzenyrstvi (Freries de Queiroz a kolektiv, 2014).
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Obrazek ¢. 2: Ukazka upraveného a neupraveného titanového povrchu (Freries de

Queiroz a kolektiv, 2014)
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2 POLYMERY

Zakladnimi stavebnimi jednotkami vétSiny latek jsou molekuly. Jedna se o stala
seskupeni atomu spojenych chemickymi vazbami. Toto spojeni je natolik pevné, ze
molekuly vystupuji jako samostatné ¢astice, naptiklad pii rdznych fdzovych piemé-
nach. Z diivodu mozného pteruseni vazeb v molekulach na zédkladé chemické reakce
jsou molekuly povazovany za nejmensi Castice latky, majici schopnost reagovat
v urcitych reakcich. Moderni teorie chemické vazby nahlizi na molekulu jako na
soubor atomovych jader obklopenych ptisluSnym poctem elektronti, neboli na vice-
jadernou castici (Vacik a kolektiv, 1999). Uved’'me si nyni zakladni rozdéleni mole-
kul. Takzvané stejnojaderné, alias mononukledrni molekuly jsou takové, které obsa-
huji pouze atomy téhoz prvku, ku ptikladu vodik, dusik ¢i chlor. Naopak riiznoja-
derné, neboli heteronuklearni molekuly, obsahuji atomy ruzné, tedy voda, amoniak
¢i kyselina chlorovodikova (Benesova a Satrapova, 2002).

V ptfedchozim oddé¢leni byl kladen diraz na to, co je zékladnim kamenem vSech
latek. Pojd'me se nyni zaméfit na znacné Siroky pojem, polymer. Polymery jsou roz-
sédhlou skupinou latek, kterou je mozno ¢lenit riznymi zptsoby. Zde bude zminéno
pouze dvoji déleni. Abychom mohli fici, co je polymer, musime si nejprve zodpO-
veédet otazku tykajici se dvou pojml — makromolekula a mer. Syntetické polymery,
které nas pfednostné zajimaji, i nékteré piirodni latky maji obrovské molekuly.
Mluvime o takzvanych makromolekulach, obsahujici az desetitisice atomi, jejichz
pocet se muze v riznych makromolekulach jedné latky ponékud ménit, zejména te-
dy u syntetickych latek (Vacik a kolektiv, 1999). Makromolekuly, coby castice slo-
zené z velkého poctu atomt spojenych do dlouhych tetézcl (Benesova a Satrapova,
2002), vznikaji tedy spojenim velkého poctu opakujicich se ¢asti, neboli merd. Me-
ry jsou ziistatky ze spojujicich se vychozich molekul, takzvanych monomert. Malé
mnozstvi spojenych merl se oznacuje pod pojmem oligomer, zatimco veliké mnoz-
stvi pod pojmem polymer (Stoklasa, 2005). Jak jiz bylo feceno, existuji i ptirodni
makromolekularni latky slozené z makromolekul, z nichz nejvyznamnéjsi jsou pro-

teiny, nukleové kyseliny a polysacharidy (Benesovd a Satrapovd, 2002).
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Prvni moznosti je déleni na polymery pfirodni, vyskytujici se v zivé pfirodé, a
polymery syntetické, v ptirodé se nevyskytujici, a vyrdbéjici se v poslednich sto
letech pramyslovou cestou (Stoklasa, 2005). Pojd'me se nyni na tyto polymery po-
divat z hlediska bliz8iho.

Ptirodni polymery, dale délené na puivodni a chemicky modifikované, byly prv-
nimi makromolekuldrnimi latkami, které naSly technické vyuziti. Mluvime napfti-
klad o ptirodnim kaucuku ve form¢ mlécné bil¢ stavy (latexu) ziskaného ze stromu
pod nazvem Hevea brasiliensis z ¢eledi Euphorbiacea péstovaného na plantazich,
dale o gutaperce, rtiznych derivatech celuldzy (Stoklasa, 2005, Duchacek, 20006) ¢i
kaseinu, coz je dulezity rozpustny fosfoprotein obsazeny v mléce, kde na sebe vaze
vapnik dualezity pro rist kosti (Benesova a Satrapova, 2002). Ptirodni makromole-
kularni latky — biopolymery, se od syntetickych polymert 1i§i stavbou polymerniho
losa) s monosacharidy coby zakladni stavebni jednotky, proteiny s aminokyselinami
coby stavebni jednotky, nukleové kyseliny s nukleotidy, a izoprenoidy, konkrétné
poté polyterpeny (pfirodni kaucuk), jejichz zdkladni stavebni jednotkou je isopren
(Benesova a Satrapovd, 2002; Stoklasa, 2005, Duchdcek, 2006).

Syntetické polymery vznikaji ¢innosti clovéka prostfednictvim jeho umu, ovS§em
na zaklad¢ chemické syntézy (Duchdacek, 2006). Lze je rozdé&lit podle typu chemic-
kych reakci (pfiprava na zdkladé polymerace, polykondenzace ¢i polyadice), podle
tvaru molekul (linearni, rozvétvené, zesitované a prostorové zesitované — viz obra-
zek ¢&. 3) a podle chovani za zvy$ené teploty (termoplasty a termosety). Retézce syn-
tetickych polymert tvofi zpravidla atomy téhoz prvku — uhliku. Dale se mize jednat
o kyslik, dusik ¢i siru, ale také i o atomy kiemiku a kysliku coby zaklad tfetézct si-

likonii. Dal$i moZnosti déleni je na polymery vodivé a nevodivé.
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Obrazek ¢&. 3: Jednotlivé fetézce polymert (Benesovd a Satrapovd, 2002), pti¢emz:
a) Linearni fetézec syntetickych polymera; b) Rozvétveny fetézec syntetickych po-
lymeru; ¢) Zesitovany fetézec syntetickych polymert; d) Prostorové zesitovany

fetézec syntetickych polymerii

2.1 Elektricky vodivé a nevodivé polymery

Nyni bude celad problematika kratce zaméfena na rozdil mezi vodivymi a nevo-
divymi polymery. Polymerni latky, jako polyethylen ¢i polyvinylchlorid, jsou nevo-
divymi a vybornymi elektrickymi izolanty. OvSem existuji i takové polymery, které
vodivé jsou, mluvime ku pfikladu o polyacethylenu, polypyrrolu, polythiofenu, po-
lyfenylenu ¢i polyanilinu, o némz bude feceno pozdéji (Stejskal, 2001). Ve struktuie
vodivych polymert se pravidelné stfidaji jednoduché a dvojné vazby, ponévadz jsou
tvofeny systémem konjugovanych dvojnych vazeb (Stoklasa, 2005). Konjugace neni
jedinym pfedpokladem elektrické vodivosti polymerti, mluvime také o takzvaném
dopovani, tedy o pfitomnosti nositelli ndboje zprostiedkovavajici jeho transport po

fetézci. Elektrickd vodivost posledné zminénych polymerti se pohybuje na Grovni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

0,01 —30S.cm™2, coz je srovnatelnd hodnota s anorganickymi polovodivymi mate-
rialy, ku ptikladu s germaniem (Stejskal, 2001).

Nejcastéji studovanymi vodivymi polymery jsou polyacethylen, polypyrrol a
polyanilin. Samoziejm¢ byla provedena fada experiment. Napiiklad halogenace
trans — polyacethylenu zvysila jeho elektrickou vodivost az o n¢kolik fadi. Na tento
zna¢né dulezity fakt ptiSel japonsky védec Hideki Shirakawa. Smysl experimentu
spocival ve vystaveni polyacethylenovych filmG param jodu, coz vedlo ke vzniku
produktu o vodivosti az 38 S.cm™?! (Stejskal, 2001). Polyacethylen ma svou omeze-
nou stabilitu, mnohem stabiln¢jsi jsou jiz zminéné polypyrrol ¢i polyanilin, jez je
predmétem nasi prace.

Vodivé polymery jsou dilezitym piedstavitelem schopnosti ménit svou vodivost
vV reakci na vn¢j$i prostiedi, a proto mohou nést oznaceni ,,inteligentni polymer*
(Prokes, 2001). A nyni z hlediska vyuziti — vodivé polymery jsou zkoumany nejen
pro své elektrické vlastnosti, ale také coby funk¢éni materidly a z divodu jejich
schopnosti reakce na vnéj$i podnéty (viz pojem ,,inteligentni polymer*). Typickymi
vodivymi polymery, studovanymi samostatné, anebo coby soucast kompozitnich
materiald, jsou tedy polyanilin, polypyrrol a také poly(3,4 - ethylendioxythiofen).
Zaméime se nyni konkrétné na vyuziti polyanilinu.

Zmény ve fyzikaln€ — chemickych vlastnostech polyanilinu, vyskytujicich se v
odpovédi na vngjsi stimuly, jsou vyuzivany v rozdilnych aplikacich (Levi, 2000;
MacDiarmid, 2001), jako jsou naptiklad organické elektrody, senzory a jednotlivé
pohony (Jin, Su a Duan, 2001; Sotomayor a kolektiv, 2001; Kane-Maguire a Walla-
ce, 2001). Dalsi vyuziti jsou zaloZzena na kombinaci elektrickych vlastnosti typic-
kych pro polovodice a charakteristickych materidlovych vlastnosti polymert, jako
jsou rozvoj ,,plastické* mikroelektroniky (MacDiarmid, 2001; Hamers, 2001), elek-
trochromickych zatizeni (Rosseinsky a Mortimer, 2001), vyrobou kompozitnich sys-
tému na miru (Prokes a kolektiv, 2000; Elyashevich a kolektiv, 2001) a takzvanych
»chytrych® tkanin (Armes a Miller, 1988). Prokazani fyzikalnich vlastnosti polyani-
linu odrazejicich podminky preparace je tedy dileZitou a vyznamnou zalezitosti.
Dalsi vyuziti polyanilinu jsou znama coby zpomalovace hofeni, v palivovych ¢lan-
cich, ptfi antikorozni ochrané kovi ¢i v elektroreologii. Sou¢asnym pfedmétem stu-

dia je predevsim karbonizace vodivych polymert zachovavajici si svou morfologii,
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kombinace vodivych polymert a iontovych kapalin ¢i kombinace vodivych polyme-

ru se stiibrem (Stejskal a kolektiv, 2001).

2.2 Vyuziti polymert

Polymerni latky jsou bézné vyuzivany v primyslu z divodu jejich vybornych
objemovych vlastnosti, jako jsou naptiklad pevnost ¢i dobra odolnost vii¢i chemika-
liim. Povrchové vlastnosti polymert jsou pro mnohé aplikace neadekvatni vzhledem
Kk jejich nizké povrchové energii. Povrchova modifikace je velice Casto potiebna, z
niz praveé plasmova povrchova modifikace je v poslednich desetiletich Gspésné vyu-
Zivana, predevsim v oblasti zkouméani biomedicinskych polymernich materiald. Pro
biomedicinské polymery musi byt povrchové vlastnosti upraveny ze tii vyrazné pa-
trnych diitvodli — aby podporovaly pfilnavost neboli adhezi buné€k, jejich rist neboli
proliferaci, a také z hlediska jejich vhodnosti pro rizné implantaty. Tato realna fak-
ta poskytuji prehled o vyuziti plasmové povrchové modifikace biomedicinskych
materialll a jejich vliv na bunécéné interakce s jednotlivymi materialy (Jacobs a ko-

lektiv, 2012).

2.2.1 Vyuziti polymeri v tkafiovém inZenyrstvi

V poslednich desetiletich byla moderni medicina vyzvana k ,,souboji* se slozi-
tymi problémy v oblasti zdravotnictvi. Zminime napiiklad tkafiové inZenyrstvi. Je to
dano tim, Ze se jedna o multidisciplinarni obor kombinujici principy biologie, medi-
ciny a inzenyrstvi, ktery si klade za cil nahrazovat poSkozené, zranéné nebo dokon-
ce chybéjici organy a tkané s funk¢énimi umélymi nahradami (Tabata, 2001; Vasita,
Shanmugam a Katti, 2008). Tato komplexnost ma za nasledek rozmanité naroky na
pouzité materialy, jako je napifiklad biokompatibilita, jejiZ definice a vyznam budou
feCeny pozdé&ji v kapitole: Bikompatibilita polyanilinu, dale biodegradabilita ¢i po-
vrchové vlastnosti daného materialu (Oehr, 2003).

Definujme si nyni pojem biodegradabilita. Biodegradabilita neboli zkracené bi-
odegradace predstavuje pojem zahrnujici v sob& proces, pii kterém dochazi
k pfirozenému rozkladu latky (polymeru) za téinnosti mikroorganismu (Stloukal,
2010) ¢i povétrnostnich podminek na vodu a oxid uhli¢ity v idedlnim ptipadé (Lu-
basova, [b.r.]), aniz by doslo k zatézi zivotniho prostiedi. Posledni dobou zaujimaji

velkého rozsahu takzvané biodegradabilni plasty (viz obrazek ¢. 4), anebo biode-
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gradabilni kompostovatelné polymery (Stloukal, 2010), u nichz dochazi k degradaci

na zaklad¢ prostého procesu — kompostovani.
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Obrazek ¢. 4: Ukazky elektrostatického zvlaknovani biodegradabilnich polymert
typu (zleva doprava: chitosan, polykaprolakton, zelatina a sojovy protein) (Lubaso-
va, [b.r.])

Z vyse uvedeného plyne, Ze je velice obtizné najit material, ktery by spliioval a
vyhovoval vSem pozadavkim. Jednou z moznosti, respektive strategii, je vyuziti
kompozitnich materiali, které kombinuji vlastnosti jeho slozek. Dal§i moznym zp -
sobem je jiz zminéné pouziti materialu, ktery ma pozadované objemové vlastnosti,
jako naptiklad biodegradabilita ¢i pevnost, a u kterého je mozné provést pozadova-
nou povrchovou Upravu.

Ptikladem takovych materiali mohou byt biomedicinské polymery. Vyznam-
nymi a studovanymi piedstaviteli jsou poté kyselina polymlé¢na, poly — € — kapro-
lakton ¢i poly — (hydroxybutyrat) (Ikada a Tsuji, 2000). Jedna se o biokompatibilni,
v n¢kterych pfipadech mluvime také o biodegradabilnich materidlech, majici dobré
mechanické a strukturalni vlastnosti. Nicméné, jejich povrchové vlastnosti nejsou
vhodné pro uchyceni buncék, a proto je cCasto vyuzivana povrchova uprava.
V poslednich desetiletich byla dusledn¢ studovéna ku ptikladu povrchové tprava
polymertu s netermalnim plazmatem (Chan, Ko a Hiraoka, 1996), a stava se evi-
dentnim 1 fakt, Zze se jednéd o velice slibny a zajimavy cil zkoumani z hlediska bio-

medicinskych materiald (Morent a kolektiv, 2011; Desmet a kolektiv, 2009). Plas-
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mova modifikace biomedicinskych materidlti dava pftilezitost ke zméné povrcho-
vych vlastnosti polymernich implantdti dosazenim lepSi biokompatibility beze

zmény objemovych vlastnosti (Chu a kolektiv, 2002).

2.3 Povrchové vlastnosti

Diilezitost povrchu vyplyva z faktu, ze se jedna o interakéni oblast pro jakouko-
li komunikaci latky s okolnim prostfedim. Definujme nyni povrch z hlediska moz-
nosti u kapalin a u pevnych latek. U prvné zminénych je povrch definovan pomoci
prub¢hu koncentrace ¢astic ve sméru kolmém k povrchu. Pro pevnou latku, zejména
monokrystalickou, se 1épe hodi definice odvozena od uspotadani molekul v latce,
v niz hraji hlavni roli dva pojmy — povrch pfedstavujici posledni atomarni rovinu a
povrchova oblast (okraj) coby cast latky, kteréd se 1iS§i od objemu svym uspoiddanim

¢i slozenim (Jacobs a kolektiv, 2012).

2.3.1 Metody stanoveni povrchovych vlastnosti

Co se tyce metod stanoveni povrchovych vlastnosti, zde budou uvedeny tfi vy-

znamn¢ zdkladni metody — kontaktni tthel, metoda AFM, a nakonec i metoda XPS.

2.3.1.1 Kontaktni uhel

Jednou z mozZnosti stanoveni povrchovych vlastnosti je metoda métfeni kontakt-
niho uhlu sedici kapky kapaliny na pevném podkladu coby velice pfesnéd a rychla
metoda charakterizace pevnych materialti. Na zdklad¢ zjisténi kontaktniho uhlu lze
vypocitat povrchovou energii daného materidlu, ¢imz dochazi k lepSimu porozuméni
interakci mezi danym materidlem a kapalinou. Plati, ze kapalné faze se styka s fazi
tuhou pod ur€itym wthlem 0, a pravé tento thel se nazyva thel smaceni alias kon-
taktni uhel (Simek a Hrncirik, 2010). Méfeni se provadi stanovenim thlu, ktery svi-
ra te¢na K povrchu kapky vedena v bod¢ styku kapky s rozhranim (Svoboda a kolek-
tiv, 2006, Tarabek a kolektiv, 2006). Podivejme se nyni na celou problematiku
z hlediska fyziky. Pokud plati 0 < 8 <90 ° (viz obrdzek €. 5 napravo), fikame, Ze
kapalina smaci povrch tuhé podlozky. Jestlize je situace jina, tedy 90 °< 6 < 180 °
(viz obrazek ¢&. 5 nalevo), fikame, Ze kapalina dany povrch nesmaéi (Simek a Hrnci-
Fik, 2010; Svoboda a kolektiv, 2006). Uhel smaéeni (tvar kapky) zavisi na mezipo-
vrchovych energiich tfi koexistujicich mezifazovych rozhrani — mezi tuhou a kapal-

nou fazi (yg), mezi tuhou a plynnou fazi (ys4), a nakonec mezi fazi kapalnou a
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plynnou (y;4). Z termodynamického hlediska lze moZno pro smaceci uhel odvodit

vztah (1).
YIg
Je — li ys4 >y, ma cos @ kladnou hodnotu, uhel 6 je mensi nez 90 ° a kapalina

smaci tuhy povrch. V piipadé opatném, tedy ysy; < y5, mé cos 6 zapornou hodnotu,

uhel smaceni je vetsi nez 90 © a kapalina nesmaci tuhy povrch (Simek a Hrncirik,

2010). Posledni zajimavosti tykajici se této mensi kapitoly je fakt, Ze v ptipadé pou-

ziti vody coby testovaci kapaliny mluvime o hydrofilnim, poptipad€ hydrofobnim

povrchu. Piistroj slouzici k méteni kontaktniho uhlu sedici kapky na zkoumaném

vzorku se nazyva Surface Energy Evaluation System (SeeSystem).

Kapalina s velkym
povrchovym napétim

na vhodném povrchu
Uhel smaceni Jje maly

a kapalina ma snahu tvofit
na povrechu kapky

Kapalina s malym
povrchovym napétim
na vhodném povrchu
Uhel smaceni je velky

a kapalina ma snahu
vyivaret na povrchu film

Obrazek &. 5: Ukazky obou piipad uhla smaceni (Simek a Hrncirik, 2010)
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2.3.1.2 Mikroskopie atomdrnich sil

Pozoruhodnou vlastnosti mikroskopie snimacich sond (dale jen zkratkou SPM)
je jejich schopnost zobrazeni detailti na atomové a molekularni Girovni, coz zvySuje
naSe porozuméni. Mikroskopie atomarnich sil (zkratkou AFM) coby jedna z metod
SPM, je zaloZena na interakci sil mezi hrotem a vzorkem zdvisejicich na jejich
vzdalenosti od sebe. V tésném kontaktu je sila repulsivni, zatimco vétsi oddélni
zpusobuje vznik sily pfitazlivé. Mikroskopie atomarnich sil je v soucasné dobé
aplikovana v rtiznych prostiedich, at’ uz se jedna o vzduch, kapalinu ¢i vakuum, a
typech materialt, jakou jsou kovové polovodice, mékké biologické vzorky, konduk-

tivni a nekonduktivni materialy (Vilalta-Cemente a Gloystein; 2008).

2.3.1.3 Rentgenovd fotoelektronova mikroskopie

Tuto metodu lze vysvétlit na danych obrazcich, které se nijakym zplisobem ne-
li8i, jen principialni hledisko bude uvedeno na zaklad¢ dvou vyznamnych piedstavi-
tell — Kaie Siegbahna a Alberta Einsteina. Metoda XPS, neboli rentgenova fotoe-
lektronova mikroskopie (viz obrazek ¢. 6), byla rozvinuta v poloviné 60. let minulé-
ho stoleti, Kaiem Siegbahnem (obdrZeni Nobelovy ceny v roce 1981) a jeho védec-
kou skupinou na Université Uppsala ve Svédsku (University of Uppsala, Sweden).
Povrchové analyzy (viz obrazek ¢. 7 nalevo) pomoci této metody je dosahnuto na
zékladé€ ozatfeni vzorku monoenergetickym mékkym rentgenovym zafenim a energii

analyzujici emitované elektrony (Moulder a kolektiv, 1995).
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e /,l
S » lons, Electrons

Obrazek ¢&. 6: Princip rentgenové fotoelektronové mikroskopie (Moulder a kolektiv,
1995)

Bézné jsou vyuzivany dva druhy zateni — MgKa rentgenové zafeni a AlKa
rentgenové zafeni. Fotony téchto zafeni maji pouze omezenou pronikavou silu
v pevnych latkach. Radové se jedna o 1 az 10 mikrometri. Nicméné — fotony in-
teraguji s atomy v této povrchové oblasti pti¢inou fotoelektrického jevu (viz obra-
zek ¢. 7 napravo), coz zpusobuje, ze dané elektrony emituji. Emitované elektrony
maji svou kinetickou energii danou vztahem (2), pfi¢emz soudin h-v piedstavuje
energii fotonu, Ezvazebnou energii atomového orbitalu, ze kterého elektron prame-

ni, a veli¢ina ¢ vyjadiuje takzvanou funk¢ni ¢innost spektrometru (Moulder a ko-

lektiv, 1995).

KE=h-v— (Ez+ @) (2)
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Oxygen atom

5 hv.r//‘. .

0Oy photoejected electron ¢

Obrazek €. 7: Siegbahniv analyticky nastroj (nalevo) a Einsteintiv fotoelektricky jev

(napravo) (Smart a kolektiv, 1995)

Vazebnou energii lze povazovat za ionizujici energii atomu. Z divodu existence
veliké ruznorodosti iontd z kazdého typu atomu existuje odpovidajici sortiment Ki-
netickych energii emitovanych elektronti. Navic se zde nachéazi jednotlivé pravdeé-
podobnosti pro kazdy proces. Zatimco pravdépodobnosti integraci elektrontt s danou
hmotou jsou daleko vétsi nezli u fotont, délka drahy fotoni je v fadu mikrometrt,
avSak u elektront se vyskytuje v desitkach Angstrﬁmﬁ. Z toho tedy plyne nésledu;ji-
ci — zatimco k ionizaci dochazi az v hloubce nékolika mikrometra, pouze tyto elek-
trony vznikajici desitky Angstrémﬁ pod pevnym povrchem, mohou opustit povrch

bez ztraty energie (Moulder a kolektiv, 1995; Briggs a Grant, 2003).
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3 POLYANILIN

Nyni se v této kapitole nebudeme zabyvat vSeobecné polymery, ale zaméfime se
na jeden konkrétni polymer, a to polyanilin, jehoZ historie, formy, pfiprava i bio-
kompatibilita jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

Jak jiz bylo uvedeno, naSe pozornost bude zamétena na polymerni latku pod na-
zvem polyanilin, pfipravovaného oxidaci anilinu. Pravé tento anilin byl ziskan
Vv roce 1826 némeckym chemikem Unverdorbenem jako produkt na zdklad¢ pyroly-
tické destilace indiga (Stejskal, 2001), cozZ je syté modré barvivo z kotfenu tropické-
ho kefe indigovniku, uzivané diive k vyrob¢ inkoustu a barveni tkanin, a navic je ho
mozné vyrabét i synteticky (Klimes, 1985). Na zakladé riznych experimentii byly
jiz v roce 1840 popsany zelené oxidaéni produkty vykazujici polyanilin (Stejskal,
2001). Praveé proto je polyanilin povazovan za pravdépodobné nejstarsi synteticky
polymer, a dikazem byla pravé syntéza prvniho syntetického, primyslové vyrabé-
ného barviva mauveinu, v roce 1856. V roce 1862 byla britskym profesorem chemie
Lethebym provedena elektrochemickd oxidace pfi toxikologické identifikaci anilinu,
ktera vedla k alkalizaci, a nasledné k modrému zabarveni produktu, jenz je typicka
pro polyanilinovou bazi. V roce 1910, kdy jesté nebyly znamy polymery, navrhli
britSti chemici Green a Woodhead strukturu oktameru pro oxida¢ni produkty anilinu
(Stejskal, 2001). Ovsem experimenty vedouci k syntéze polyanilinu byly popsany i

v ¢eskoslovenské zemi v roce 1968 Honzlem a spol.

3.1 Formy polyanilinu

Polyanilin existuje v riznych formach liSicich se navzajem stupném oxidace ¢i
protonace, ¢ehoz je dosahovéano tim, Ze jsou dodavany, anebo odebirany elektrony
na zakladé redukce ¢i oxidace. Z riznych oxidac¢nich forem (viz obrazek ¢. 8), zmi-
nénych niZe, je nejvyznamnéjsi emeraldin, nesouci zelené, respektive smaragdové
zabarveni. Z toho vyplyva, Ze polyanilin existuje v zdkladni stabilni emeraldinové
formé¢. Emeraldin mtZze byt oxidovdn na pernigranilin, nebo naopak redukovan na
bezbarvy leukoemeraldin. U emeraldinu i1 pernigranilinu vZdy existuji protonované
formy a tomu odpovidajici baze. Zatimco se zminény protonovany vodivy emeraldin
nachazi v zelenych odstinech, jeho baze vznikla ku ptikladu ptisobenim hydroxidu
amonného je naopak nevodiva a modrého zabarveni (pfechod pti slabé kyselém pH

5 — 6). Protonovany pernigranilin je modry a jeho baze nese zabarveni fialové. Syn-
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tetické experimenty vedouci k ziskani polyanilinu byly popsany v roce 1968

v Ceskoslovensku (Stejskal, 2001).

+2H* I
+2e

Green protonated emeraldine

+2H

+2e{‘\ +2e/
JigeUenel

Colourless leucoemeraldine

Blue protonated pernigraniline Violet pernigraniline base

)@j’nzﬁﬁj\@h, e g r-Wog .M
S [ SR,

Blue deprotonated emeraldine

Obrazek ¢. 8: Jednotlivé formy polyanilinu (Stejskal, Kratochvil a Jenkins, 1996)

Povézme si nyni par slov tykajicich se nasledujicich dvou obrazka. Polymerace

anilinu v siln¢ kyselém prostfedi vede ke vzniku polyanilinu v granularni formé (viz

obrazek ¢. 9 nalevo), zatimco ve vodé nebo pii snizené kyselosti, ku ptikladu

vV mirn€ kyselém prosttedi kyseliny octové, dochdzi ke vzniku polyanilinovych tru-

bek (viz obrazek ¢. 9 napravo) dosahujicich rozmérti 100 az 200 nanometrti a délky

nékolik mikrometrt (Stejskal, 2001).
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Obrazek ¢. 9: Polyanilin v granularni formé pii polymeraci v silné€ kyselém prosttedi
(nalevo) a polyanilinové nanotrubky vzniklé pfi snizené kyselosti (napravo)

(Stejskal a Gilbert, 2002)

3.2 Priprava polyanilinu

Jiz bylo te€eno, ze se polyanilin pfipravuje na zaklad¢ oxidace anilinu, pfede-
v§im peroxydvojsiranem amonnym. Chemickd reakce je jednoduchd a probiha
taktka bez problémt, to znamena — za laboratorni teploty, v kyselém vodném pro-
sttedi ¢i bez nutnosti zahfivani nebo michani (Stejskal, 2001), kdy na rozdil od sus-
penzni polymerace je michani nutné (Stoklasa, 2005), a s téméf stoprocentnim vy-
tézkem (Stejskal, 2001). Probihajici exotermni reakce, coz je reakce, pfi niz se
uvoliiyje teplo, které je pfedano do okoli (Benesovd a Satrapova, 2002), je ukonce-
na béhem nékolika minut a produkt se oddéli filtraci (Stejskal, 2001). Pokud je pti
oxidaci anilinu do reak¢ni smési ponofen libovolny predmét, ktery je v kyselém
prostredi staly, pokryje se na povrchu vodivym polyanilinovym filmem o tloust’ce
zhruba 100 nanometra. Je — li pfidan do polymeracni smési polymer, jenz je ve vod-
ném prostiedi rozpustny, vznika polyanilinovéa disperze pfipominajici roztok, niko-

liv srazenina (Stejskal, 2001).
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3.3 Biokompatibilita polyanilinu

Jiz byly uvedeny informace tykajici se historie, jednotlivych forem polyanilinu
a jeho ptipravy. Nebojme se téZ zminit i biokompatibilitu tohoto vyznamného po-
lymeru. Otazkou ziistdva, co tento pojem znamena. Termin biokompatibilita vSeo-
becné predstavuje schopnost materidlu koexistovat s zijicimi organismy a tkanémi
bez jejich ohrozeni a poSkozeni (Humpolicek a kolektiv, 2012).

Ackoliv je polyanilin potencidlné vyuzitelny v oblasti mediciny, jsou udaje o
jeho biokompatibilité nedosta¢ujici. Dtvod je pravdépodobné zalozen na faktu, Ze
polyanilin je velice Casto pfijiman s opatrnosti, jez je dana faktem, Zze monomer —
anilin a reakéni meziprodukty — dimery anilinu a oligomery, jsou aromatické aminy,
které mohou byt fyziologicky aktivni. Karcinogenni u¢inek dimeru anilinu pod na-
zvem benzidin je povazovan za nejuznavanéjs$i potencidlni hrozbu. Nicméné, sa-
motny polyanilin je zcela nerozpustny ve vodnych médiich. Publikované studie za-
byvajici se biokompatibilitou polyanilinu 1ze rozd¢lit do dvou hlavnich skupin. Prv-
ni skupina se tyka in vivo testovani implantati a post — implanta¢nich zmén tkani
v okoli implantatu (Wang a kolektiv, 1999; Kamalesh a kolektiv, 2000; Mattioli-
Belmonte, 2003). Druha skupina metod testovani se zabyva stanovenim proliferace
anebo diferenciace bunék na povrsich polyanilinu pomoci metod in vitro (Bidez a
kolektiv, 2006; Wang a kolektiv, 2008; Liu a kolektiv, 2010). Tyto studie referuji
predevsim o testovani polyanilinovych filmt napolymerovanych na riznych nos-
nych plochach (Wang a kolektiv, 2008; Liu a kolektiv, 2010) a také se zabyvaji po-
lyanilinovymi komplexy (Bayer a kolektiv, 2010) ¢i komposity (Fernandes a kolek-
tiv, 2010; Jeong a kolektiv, 2008; Li a kolektiv, 2007).

3.4 Aplikace polyanilinu

V poslednich desetiletich se vodivé materidly obecné, a zejména polyanilin, sta-
ly extenzivné studovanymi materialy (Stejskal a kolektiv, 2010). Piuvodni zajem o
vodivost se postupné posunula do studii elektrochemického chovani a jejich schop-
nosti reagovat zménami vodivosti na externi podnéty. Aplikace v ochrané proti ko-
rozi (Kalendova a kolektiv, 2008), katalyzach organickych reakci (Drelinkiewicz a
kolektiv, 2009), v palivovych ¢lancich (Wang a kolektiv, 2009; Sapurina a kolektiv,
2009), superkondenzatorech (Snook a kolektiv, 2011), ¢i analytickych elektrodach

(Shishkanova a kolektiv, 2005), se stavaji ¢im dal frekventovanéjsi. Faktem je, ze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

vodivé polymery produkuji také obrovsky vybér nanostruktur, ku ptikladu nanotru-
bice (Huang a Lin, 2010; Konyushenko a kolektiv, 2006; Stejskal a kolektiv, 2006)
nebo nanovlakna (Wang a kolektiv, 2009; Wang a kolektiv, 2010; Li a kolektiv,
2009). Polyanilin byl neddvno zkouman pro riizna vyuziti zahrnujici biomedicinské
aplikace, spojenych s jeho vodivosti, ku ptrikladu v oblasti srde¢niho (Fernandes a
kolektiv, 2010), anebo neuralniho (McKeon, Lewis a Freeman, 2010) tkanového in-
zenyrstvi a vV neuralnich sondach (Wang a kolektiv, 2010).

Vodivé polymery prokazaly potencial pro elektrickou stimulaci elektro — sensi-
tivnich tkani pouzitelnou v regenerativni mediciné, naptiklad jiz zminéné neurdlni a
srde¢ni tkan¢ (Ghasemi-Mobarakeh a kolektiv, 2009). Uved'me si konkrétni pfipady.
Buné¢na linie citliva na elektrickou stimulaci — H9¢2 srdeénich myoblasti — byla
vyuzivana védeckym tymem pod vedenim Bideze (Bidez a kolektiv, 2006), a to
z divodu studii a in vitro experimentt bunééné adheze a proliferace na polyanilino-
vém substratu. Studie prokazaly, ze polyanilin umoznuje bunéénou vazbu a prolife-
raci. Dal§im vyznamnym a ukiazkovym ptikladem, ovSem neprokazujicim elektric-
kou stimulaci, jsou PC — 12 bunky, které byly vyuzivany pro vyzkum biokompatibi-
lity polyanilinovych filmu pfipravovanych povrchovou polymeraci (Liu a kolektiv,
2010). Bunky byly kultivovany nejen na silikonové desce potazenou polyanilinem,
ale také na nativni desce po dobu jednoho a dvou dntli. Po jednom dni kultivace bylo
ziejmé, Ze potazeny povrch umozZnuje dobrou bunéfnou adhezi a proliferaci ve

srovnani se silikonovym povrchem bez povlaku.
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4 BUNECNE MODELY

Pro zacatek této kapitoly musime opét fici jednu dulezitou informaci. Buiku,
coby zakladni stavebni a funk¢ni jednotku zivych organismi, lze rozd¢lit na dva
odlisné typy — prokaryotické buiikky vyskytujici se u bakterii, sinic a prochlorofyt, a
buniky eukaryotické, nachdzejici se u rostlin, hub a zivocichii. A naSe pozornost
pravé bude kladena na tyto eukaryotické bunky =z davodu jejich vyuziti

V experimentalni Casti.

4.1 Definice a charakteristika buiiky obecné

Vseobecna definice buiky pravi, Ze se jednd o nejmensi funk¢ni a reprodukéni
jednotku zivé hmoty, majici svij vlastni geneticky, proteosynteticky a metabolicky
aparat, umoznujici vytvaret a vyuzivat energii (Benesova a kolektiv, 2003). U jed-
nobunéénych organismil je schopna builka samostatné existence, u organismi mno0-
hobunéénych poté ve spojitosti s ostatnimi buitkkami (Misurcovd, 2010). Je dulezité
také fici, Zze 1ze bunku oznacit jako minimalni jednotku, ponévadz je dale nedélitel-
nd na jednodussi slozky, takzvané subsystémy, které by vykazovaly vSechny za-
kladni znaky Zivé soustavy a soucasn¢ i to, ze vSechny slozit&jsi Zivé soustavy pou-

zivaji bunku jako svij strukturalni a funkéni subsystém (Necas, 2000).

4.2 Buiika jako systém

Hlavnim cilem vSech procesi probihajici v bufice je uchovani jeji existence a
vedeni k jeji reprodukci. To znamend, Ze lze bunku chapat coby systém s cilovym
chovanim. Nejen ze buitku mizeme oznacit jako systém se sebeudrzovanim z duvo-
du zachovani své existence, ale také nese oznaceni pod ndzvem systém s autorepr0-
dukci. Pokud bunécéné procesy nendsleduji tyto cile, nejenZe bunécna stabilita pomi-
ji, ale také dochazi k zaniku bunky ¢i k ukonceni jeji reprodukce (Necas, 2000). Pro
konecny souhrn lze tedy fici, Ze existence bunky v Case pfedstavuje staciondrni stav
primarné determinovany vnitini paméti systému, ale stacionarni stav samotny, je
udrzovan regulovanou vyménou latek, energie a informace mezi bunikkou a okolim.
Dynamickéd zména téchto komponent je poté oznacena jako tok latek, tok energie a
tok informace (Necas, 2000, Jelinek a Zichacek, 2006; Misurcova, 2010; Benesova
a kolektiv, 2003).
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5 BUNECNE INTERAKCE

Splynuti biologie a moderni technologie mikrosystéml nese svym zpusobem
znacné problémy. Minime tim fakt, Ze precizni regulace interakci mezi uméle vy-
tvofenym povrchem a biologickym prostfedim je predpokladem pro uspéSnou sou-
hru takzvaného ,,zivého svéta“ spole¢né se syntetickou technologii. Kazda kon-
strukce Cipu pro prostorové regulovatelnd ,,pfipevnéni® a s tim souvisejici i prosto-
rov¢ regulovatelna ,,oddéleni* zivych bunék musi spliiovat dva zakladni, stale dopo-
sud protijdouci pozadavky. Prvnim pozadavkem je rozdéleni povrchu do oblasti,
které preferuji bunécnou adhezi, druhym pozadavkem poté proces odolavani této

adhezi (Petersen, Gattermayer a Biesalski, 2010).

5.1 Interakce mezi buiikou a povrchem

Pojd'me nyni nahlédnout obecné na zalezitost tykajici se interakci mezi bunika-
mi a materialem. Dopodrobna se této problematice budeme vénovat v dalsi podkapi-
tole. Vzajemné interakce materialu s okolni tkani je klicovym faktorem ve findlnim
uspéchu implantatu. Reakce bunky v kontaktu s povrchem a adheze bunék
rozumét tomu, jak bunky komunikuji, reaguji a interaguji se svym okolnim prostie-

dim (Jacobs a kolektiv, 2012).

5.2 Povrchovy design

Nase porozuméni molekularnich mechanismi, které jsou zakladem adheze zi-
vych bunék v ptirod€, se ohromné zlepsila béhem poslednich desetileti. Adheze me-
zi dvéma bunkami, alias ,,adheze buitka — bunka®, jakoz 1 adheze Zzivych bunék na
extracelularni matrix, je podminéna a fizena specifickymi interakcemi mezi moleku-
lami bunécné adheze (zkratkou CAMs), lokalizovanych v plasmové membrané coby
transmembranové proteiny, a jejich specifickymi ligandy v extracelularni matrix.
Samoziejmé byly identifikovany rozdilné hlavni tfidy téchto receptort (Norde a
Baszkin, 2000; Lodish a kolektv, 2000; Alberts a kolektiv, 2002). Prvni tfida zahrnu-
je 1imunoglobuliny a kadheriny, interagujici s jejich prot&jSky, umisténymi
vV sousedni bunééné membrané, a vytvari tedy ,,kontakt bunka — bunka“. Dalsi tiidu
predstavuji selektiny majici za cil svazovani glykoproteinovych (glykosylovanych

proteinll) mucinid. A nakonec mluvime o takzvanych integrinech ptfedstavujicich
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taktéz dulezitou tfidu molekul bunécné adheze, které predevSim svazuji proteiny

extracelularni matrix a také interaguji s imunoglobuliny.

5.2.1 Adheze bunka — extracelularni matrix

Takzvana ,,adheze buitkka — extracelularni matrix* zahrnujici kaskadu rtznych,
pfedevSim po sobé vyskytujicich se udélosti, je iniciovéna interakci integrinovych
receptort s malymi ligandy — peptidy, uvedenych v proteinech extracelularni matrix
(Alberts a kolektiv, 2002). Jakmile ligand interaguje s timto specifickym recepto-
rem, bunka se zaCina srovnavat, mluvime o takzvaném ,Sifeni se®, na rozhrani.
Chemicka informace je ,,pfenesena“ do buniky konformacni piestavbou receptoru na
strané cytosolu, kde dochazi ke spusténi dalsi organizace aktinovych vldken, ktera
jsou Casto nazyvana jako ,,stresova vladkna*“. Nakonec, integrinové molekuly, které
jsou pfipojeny k obéma peptidovym ligandim, a to z bunky ven a k cytoskeletu
uvnitt (jsou zde pfitomna stresova vlakna a rizny pocet dalSich bunécénych proteint,
jako jsou fokalni adhezivni kindza, vinkulin, talin ¢i tensin), se shlukuji spole¢né
vV plasmové membranég, ¢imz se vytvaii takzvané ,,fokalni adhezivni kontakty* (Za-
mir a Geiger, 2001; Geiger a Bershadsky, 2001; Petit a Thiery, 2000; Pande,
2000).

Na prvni pohled se zda byt tento scénaf jednoduchym, nicméné, je dulezité si
uvédomit, a to pfedevSim z hlediska molekularniho, Ze mnoho rozdilnych krok,
vySe uvedenych, neni doposud pfesné znamo. Navic je dillezité uznat, Ze interakce
peptidovych ligandl s integriny nezajiStuje jen strukturdlni integritu zivych bunék,
ale také spousti pocet riznych déji uvnitt bunky, které nakonec ovliviiuji metabo-

lismus, diferenciaci a proliferaci bun¢k (Albeda a Buck, 1990; Travis, 1993).

5.2.2 Buiiky a jejich filopodia

Bunky vnimaji své okolni prostiedi také pomoci takzvanych vy¢nélka. Jednd se
o ku pfikladu mikrometr velikou strukturu pfipominajici list sloZzeny z aktinovych
vlaknovych pletiv. V extrémnich pfipadech se vyskytuji mensi vyénélky pfipomina-
jici lidsky vlas — filopodia, sloZzend z dlouhych a tenkych aktinovych vldknovych
svazkl, vnimajici extracelularni matrix a povrch materialu (Roach a kolektiv, 2007).
Naptiklad, kdyZ najdou filopodia vhodné vazebné misto pro ptfilnavost, zpétnova-
zebny signal v dané buinice umoznuje a dovoluje zminénym integrinovym recepto-

ram vazat se na toto specifické vazebné misto, coz vede k umoznéni téchto integri-
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novych receptorti byt vice lokalizovany v téchto oblastech buiiky, a to pravé vede

k adhezi bunky do této oblasti.

5.2.3 Vazba na povrsich implantatu

Pokud je material umistén uvnitt biologického prostiedi, vytvoii se jakysi vodni
obal (neboli jinym slovnim spojenim — vodni skofdpka), ktery je vytvofen okolo
materialu béhem nanosekund. V nésledujicich sekundach se povrch pokryje vrstvou
adsorbovanych proteinti. Tteti faze, kterd probihd riiznou rychlosti, zahrnuje vazbu
bunék a navic je ovlivnéna fadou faktort — biologickymi molekulami, biofyzikalnim
prostfedim a povrchovymi vlastnostmi. Ctvrta etapa zvana Zivotnost implantatu, je
poté pokraCovanim vyvoje brzkych stadii implantatu (Jiao a Cui, 2007; Roach a
kolektiv, 2007). Doba trvani této etapy mize byt rizna, od dni az po n€kolik deseti-

leti.

5.2.4 Integriny coby nejvyznamnéjsi receptory

Jiz jsme se o integrinech bavili v pfedeslych kapitolach 5.2.1. a 5.2.2., a to
zejména v souvislostech tykajici se interakci s peptidovymi ligandy. Pojd'me si ale
konkrétné fici, pro¢ a jaky vyznam zaobiraji.

Pojd'me se na celou problematiku podivat z Uplné¢ho pocatku. Jiz vime, Ze buii-
ka, coby nejmensi strukturni a funk¢ni jednotka vSech zivych organismi, je fascinu-
jicim systémem s ohledem na jeji vysoce komplexni a hierarchicky systém. Bunky
buduji své vlastni mikroprostiedi sekreci a organizovanim matrixovych proteinii do
supramolekularniho shromazdéni, terminovaného jako extracelularni matrix (zkrat-
kou ECM). Na zaklad¢ tvarovani molekularnich kompozic extracelularni matrix,
bunikky pfizplsobi své vlastnosti vystavenim adheznich mist, zfizenim strukturalnich
pletiv s definovanou elasticitou a presenci rustovych faktorti. Napti¢ komplexniho
souboru chemickych a fyzikalnich interakci mezi bufikkami a matrixem, provadi

buiikky generovani tkani a orgadna vystavbou specifickych architektur a funkei.
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Je to jiz pies 20 let, co se dokazalo, ze integriny hraji hlavni roli ve zprostied-
kovani interakci mezi bunkou a extracelularni matrix, a tim i pfimych tkanovych
morfogenezi. Integriny jsou bunécné povrchové receptory, které z fyzikalniho hle-
diska spojuji vnitini bunécné organely k extracelularnimu prostiedi. Integriny fun-
guji jako bunééné kotevni body, ale také manipuluji a reaguji na funkce extracelu-
larni matrix. Jinymi slovy — integriny pracuji jako signalni pfevodniky, aktivujici
rizné intraceluldrni signalni cesty tehdy, jakmile se aktivuje vazba na extracelularni
matrix. Bunika obdrzi signaly skrze integrin, ktery muze byt spojen s proliferaci a
diferenciaci bunky. Lze tedy fici, ze tyto proteiny reguluji bunéénou migraci, piezi-
ti, progresi bunécného cyklu a také bunécné diferenciacni drahy (Legate, Wickstrém
a Fdssler, 2009).
ru bunééné adheze. Tyto proteiny se skladaji ze dvou nekovalentné spojenych pod-
jednotek, takzvanych alfa a beta podjednotek. To znamend, ze zahrnuji heterodime-
rickou strukturu (Hynes, 2002; van der Flier a Sonnenberg, 2001; Humphries,
1990). Je dosud znamo vice nez dvacet rtiznych integrint (Alberts a kolektiv, 2002).
Plati fakt, ze se vétSina integrind nachazi v riznych bunkach, a naopak, vétSina bu-
nék vyjadifuje nékolik rozdilnych integrinli, coz jim umoznuje vazani se na rizné
tracelularni matrix, mezi néz patii fibronektin, kolageny, laminin a vitronektin (Ke-
selowsky, Collard a Garcia, 2005; Lutolf a Hubbell, 2005).

Biomedicinské zatizeni, které si klade za cil vyvolat normélni bunééné chovani
in vivo, ma za kol napodobit extracelularni matrix takovym zptisobem, aby umoz-
nil iniciaci procesu bunééna adheze. Principialné mohou nastat dva ptipady. Za prvé
muze biomedicinské zafizeni modifikovat povrch s proteiny extracelularni matrix
zprosttfedkovavajici pfipevnéni zivych bunék, anebo v piipadé¢ druhém, miize zpi-
sobit bunécnou adhezi zprostifedkovanou malymi ligandy na vhodnych povrSich.
Dobie zndmym ligandem je tripeptid RGD, pfi¢emz zkratka RGD znamend arginin —
glycin — aspartat (Giancotti a Ruoslahti, 1999; Giancotti, 2000; Pierschbacher a
Ruoslahti, 1984; Pierschbacher a Ruoslahti, 1984; Ruoslahti a Pierschbacher,
1987; Ruoslahti, 1996), ktery lze nalézt v mnoha rozdilnych proteinech extracelu-
larni matrix. Lze fici, Ze afinita rliznych integrinl je predevsim fizena prostfednic-

tvim doprovodnych aminovych kyselin, a po¢tem oligopeptidi zahrnujici RGD sek-
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venci identifikovanou jako vazbu ke specifickym ¢lentim této ,,integrinové rodiny*

(Wintermantel a Ha, 2003; Hersel a Kessler, 2003).

5.3 Povrchy odolavajici adsorpci proteinii a bunék

Tato méné rozsahld kapitola bude brana spiSe z pohledu zamysleni. V priabéhu
n¢kolika poslednich desetileti se vyvinul obrovsky pocet zajimavych strategii, které
oslovuji vystavbu obou druhii povrchil — ty, jez odolavaji adsorpci proteint, stejné
jako ty, jez adsorpci proteinti podporuji — a proto schopné bud potlaceni, anebo
podpory proteinu zprostfedkovavajicitho bunécnou adhezi. Proteinova adsorpce je
stéZejni otazkou v oblasti designu a interpretace materialt pfichazejicich do kontak-

tu s zivymi bunikami (Andrade, Hlady a Jeon, 1996; Horbett a Brash, 1995).

5.3.1 Priklady povrchovych povlaki odolavajicich proteiniim

Mezi materialy, které byly pouzity jako povrchové povlaky pro design povrchii
odolnych vuc¢i proteinim, jsou zahrnuty ptfedevS§im ptirodni polymery, jako jsou
naptiklad heparin (Rompp, Falbe a Regnitz, 1995) ¢i dextran (Frazier a kolektiv,
2000), ale i syntetické polymery, ku ptikladu polyethyloxazolin PEtOx (Rabinow a
kolektiv, 1994; Lehmann a Riihe, 1999), polydimethylakrylamid PDMAA (Wérz a
kolektiv, 2007; Petersen a kolektiv, 2009), polyglyceroly (Siegers, Biesalski a
Haag, 2004) a polyethylenglykol PEG (Harris a Zalipsky, 1987). Vzhledem k jeho
dostupnosti, jakoZ i k jeho biokompatibilnim vlastnostem, je polyethylenglykol co-
by jednovrstvy ,,samouspofadany“ polymer (Yang, Galloway a Yu, 1999; Prime a
Whitesides, 1993), snad nejbéznéjsim piikladem polymernich latek vyuzivanych
K produkci povrcht, které jsou inertni k nespecifické povrchové adsorpci (Jenney a
Anderson, 1999; Jeon a kolektiv, 1991; Jeon a Andrade, 1991). Povrchové povlaky
,na bazi“ polyethylenglykolu jsou také vystaveny urCitym pfisnym omezenim
s ohledem k chemické a termalni stabilité. Ku ptikladu, filmy ,,na bazi*“ polyethy-
lenglykolu mohou podstoupit autooxidativni degradaci v ptfitomnosti piechodnych
kovi (Ostuni a kolektiv, 2001), anebo muze dojit ke ztrat€¢ konformacni entropie

povrchové upoutanych fetézcu (Nagaoka a kolektiv, 1984).
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5.3.1.1 Polymerni kartace

Funkéni rozhrani mezi syntetickymi materidly a biologickymi tekutinami ¢i
buiikkami jsou vytvafena imobilizaci makromolekularnich soubor obsahujicich bio-
logicky aktivni latky na povrchy materialt (Haj a Yang, 2012; Bacakova a kolektiv,
2011; Motlik a kolektiv, 2012). Zajimavou tfidou povrchovych povlaki je tiida
skladajici se z takzvanych polymernich kartaca (viz obrazek ¢. 10). Polymerni kar-
taCe predstavuji polymerni monovrstvy vytvatené postupnou depozici (layer — by —
layer) molekularnich vrstev protilatek ¢i kovalentni vazbou bioreceptort (protilatky,
antigeny) na polymerni karta¢ (Haj a Yang, 2012; Bacakova a kolektiv, 2011; Mot-
lik a kolektiv, 2012). Svym koncem jsou piipojené k povrchu s vysokou hustotou
roubovani, kterd vede k protahovani molekul kolmo k povrchu vzhledem
k vylou¢enym silnym objemovym interakcim (Advincula a kolektiv, 2004). Obecné
lze tici, Ze polymerni kartd¢ predstavuje vrstvu roubovanych polymernich fetézct
pfipravenou povrchem iniciovanou radikalovou polymeraci s pfenosem atomu oli-
go(ethylenglykol)metakrylatu, hydroxyethylmetakrylatu ¢i karboxybetainu (Haj a
Yang, 2012; Bacdkova a kolektiv, 2011; Motlik a kolektiv, 2012). Z hlediska speci-
fického mohou poté byt polymerni kartaCe ptipraveny bud’ na zaklad¢ rustu mak-
romolekul v misté vyuZzivajici povrchové nepohyblivé iniciatorové skupiny, takzva-
ny ,,grafting from*, anebo roubujicim ukonéenim funkénich makromolekul v misté,
kde je povrch reaktivni. Nyni mluvime o takzvaném ,,grafting to“. OvSem to neni
vSe. Polymerni kartace mohou byt také pfipraveny takzvanou fyzisorpci blokovych
polymert na pevném substratu ze selektivnich rozpoustédel, pouzitim povrchovych
nepohyblivych monomert, anebo na zaklad¢ piislusného ,,grafting through* procesu

(Advincula a kolektiv, 2004).
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substrate surface

Bioreceptory (napf. Protilatky) kovalentné
navazané na ,anti-fouling“ polymerni
“kartac” roubovany na povrchu SPR
biosensoru

Obrazek ¢. 10: Ukazka protihnilobniho polymerniho kartace (Haj a Yang, 2012; Ba-
Cdkova a kolektiv, 2011; Motlik a kolektiv, 2012)

Velice uchvatny fenomén ptfedstavuji hydrofilni polymerni kartace, jez ukazaly
svou odolnost viéi nespecifické proteinové adsorpci (Barbey a kolektiv, 2009;
Szleifer a Carignano, 2000; Fristrup, Jankova a Hvilsted, 2009) z biologickych te-
kutin, v¢etné krevni plasmy a adhezi bunék — ,,anti — fouling* (Haj a Yang, 2012;
Bacdkova a kolektiv, 2011, Motlik a kolektiv, 2012). Zakladni mechanismus byl pfi-
psan ztraté entropie fetézcl piipojenych k povrchu za predpokladu, Ze se dany pro-
tein ptilozi k polymernimu kartaci. Z tohoto diivodu je pfipevnéni proteinti k vysoce
,oteklému® polymernimu kartaéi v prostiedi vodného roztoku termodynamicky ne-
piiznivé (Barbey a kolektiv, 2009; Szleifer a Carignano, 2000; Fristrup, Jankova a
Hvilsted, 2009).
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5.4 PRIMA BUNECNA ADHEZE K DANYM POVRCHUM

Na zaklad¢ experimentl bylo navrzeno nékolik cest k vytvofeni lokalniho pro-
sttedi vhodného pro ptfipevnéni zivych bunék na umélém povrchu. Aby nedoslo
k nedorozumeéni — bunécna adheze in vivo je zaloZena na interakci molekul bunééné
adheze a proteinll nachéazejicich se v extracelularni matrix, a ptistup, ktery vyuziva
lokalné¢ depozitnich proteinti z extracelularni matrix, pfedstavuje vhodny pocatecni
bod pro ,,uspéSnou” buné¢nou adhezi. Naopak — pasivni ovladani proteinové ad-
sorpce je vyhovujici nejen pro kratkodobé aplikace, ale také pro mnoho situaci

Vv fizeném prostiedi ex vivo.

5.4.1 Protein dekorativni povrchy pro prostorové rizenou bunéénou adhezi

Takzvané protein dekorativni povrchy pro prostorové fizenou bunécnou adhezi
jsou zalozeny na depozici proteinti na povrSich za ucelem fizené bunécéné adheze
vyzadujici dvé hlavni nezbytné podminky. Za prvé, fixované proteiny musi vykona-
vat jejich pfirozenou biofunkci viiéi bunééné vaznosti. Tedy, specifickd rozpozna-
vaci mista musi zastat aktivnimi a ptfipustnymi pro buiiku. Za druhé, depozitni pro-
teinova vrstva musi byt dostate¢né stabilni za podminek bunééné kultivace. Plati, ze
fidici sily proteinové adsorpce na povrSich mohou byt kategorizovany na dva pfti-
spévky, entalpicky, pfedevSim se jednd o elektrostatické interakce vzhledem
K redistribuci nabitych skupin na rozhrani, ¢i o vodikové vazby, coz je nejvice pro-
minentni typ interakci, a entropicky. Mezi né€ lze zahrnovat uplnou i ¢astecnou de-
hydrataci proteinu anebo strukturni reorganizaci proteinové molekuly (Haynes a

Norde, 1995).

5.4.1.1 Molekulova potence

Pro zachovani schopnosti proteinové bunécné vaznosti, téZ oznacené terminem
,molekulovd potence®, mize byt rozkladani, respektive denaturace, prohibitivnim
faktorem vedouciho ke ztraté ptirodni schopnosti proteinu zprostfedkovat adhezi. U
vétSiny proteind se na zdklad€ adsorpcniho procesu vyskytuji né€které konformacni
zmény (Giacomelli a Norde, 2001; Norde a Giacomelli, 1999; Norde a Giacomelli,
2000). Ackoliv nekteré studie naznacuji, ze si adsorbované proteiny udrzuji hlavni
cast jejich sekundérni struktury, dal$i zpravy navrhuji zmény ve sklddani proteini

jako pravdépodobnou pii¢inu zvySeni nebo sniZzeni proteinové aktivity vici bunécné
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adhezi (Steele a kolektiv, 1993; Lewandowska a kolektiv, 1989; Grinnell a Feld,
1981; Liu a kolektiv, 2005; Taubenberger a kolektiv, 2010; Egles a kolektiv, 2008).

5.4.1.2 Lidsky albumin coby piiklad proteini pro dekorativni povrchy

Obecné lze tici, ze neglykosylovany albumin produkovany jaternimi buiitkami
(Fusek, Kas a Ruml, 2008) ptedstavuje skupinu dulezitych proteind v krvi ¢i bilku
(Klimes, 1985). Nas ovSem zajima konkrétni ptiklad, a to lidsky albumin (viz obra-
jako vyborny a ukazkovy pfiklad proteint pro dekorativni povrchy. Lidsky sérovy
albumin, zkratkou HSA — human serum albumin, tvoii 50 % az 60 % vSech proteint
nachazejicich se v lidské plasmé a jeho normalni koncentrace se pohybuje okolo 42
g- 171 (Fusek, Kds a Ruml, 2008). Kazda molekula albuminu je sloZena ze tif spo-
leéné fungujicich podjednotek propiijcujici dané molekule albuminu schopnost va-

v

zat nejruzngjsi latky. Jeho molekula obsahuje 585 aminokyselin.

Obrazek ¢. 11: Krystalograficka struktura lidského albuminu (Tsuchida, Komatsu a
Curry, 2006)
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Lidsky plasmaticky albumin pomé&hd v lidském téle udrzovat osmoticky tlak
zodpovédny za udrzeni plasmy v cévach a zabranéni jejiho uniku do mezibunécného
prostoru (Winston a kolektiv, 2007). Nicméné také slouzi k transportu latek neroz-
pustnych ve vode¢, jako jsou naptiklad hormony, enzymy ¢i mastné kyseliny.

Lze uvést pro zajimavost dva experimenty. V prvnim ptipadé lze uvést priklad
adheze lidského albuminu s trombocyty. Ackoliv se jednd o protein, ktery je pova-
zovany za ,neadhezivni“ ke krevnim desti¢kam, Siroce vyuzivany jako takzvany
povrchove pasivni protein proti nespecifickym interakcim mezi krevnimi destickami
a povrchem, védci Sivaraman a Latour ve svych studiich referovali, ze adheze krev-
nich desti¢ek muze byt zprosttedkovana specifickymi interakcemi s denaturovanym
albuminem za pfedpokladu, Ze je protein adsorbovany z nizkych koncentraci, anebo
se vyskytuje na hydrofobnich povrsich (Sivaraman a Latour, 2010). V druhém pfi-
padé¢ lze uvést priklad spojitosti lidského albuminu, ovSem geneticky upraveného, s
porfyrinem, udavajici krvi ¢ervenou barvu pomoci zeleza obsazeného ve své struk-
tufe, za vzniku velkého molekulového komplexu (Tsuchida, Komatsu a Curry,
2006). Strukturni zelezo bylo zaménéno na zinek, a tim padem dosSlo ke vzniku por-
fyrino — albuminového komplexu, schopného absorbovat svétlo za vzniku znacné
energie schopné rozkladat vodu na vodik a kyslik. V souvislosti s vodikem mluvime

0 mozném budoucim ,,zeleném palivu budoucnosti®.

5.4.1.3 Vromanuv efekt

Jiz vime, Ze nartstani vicevrstvych proteinl na povrSich je termodynamicky ne-
piiznivé. Casti proteinové vrstvy vystavené viéi okolnimu roztoku mohou jednat
jako druh ,,oteklé* hydrofilni vrstvy, ¢imz je adsorpce dalSich proteinti k povrchu
opét termodynamicky neptfizniva. Kompetitivni adsorpce se stava rozhodujicim fak-
torem v bunééné odpovédi, jakmile je proteinem potazeny povrch umistén do kon-
taktu s bunéénym kultivaénim médiem, ktery je Casto obohacen smésici vice nez
400 ruznych proteina (Alberts a kolektiv, 2002). Povrchova koncentrace adsorbova-
nych proteint z plasmové ¢i modelové proteinové smésice zavisi na jejich relativni
abundanci a afinité vic¢i povrchu (Fabriziushoman a Cooper, 1991; Horbett, 1996;
Slack a Horbett, 1988; Bale a kolektiv, 1989; Green a kolektiv, 1999). V prubéhu
¢asu je kompozice adsorbované proteinové vrstvy podrobend dynamické zmeéné. Na
pocatku hraji hlavni roli mensi proteiny s rychlejsi difuzi a pfevladajici funkci, na-

pfiklad albumin, které jsou nasledné¢ nahrazeny molekulami s vy$$i afinitou vici
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povrchu. Tento efekt je zndm také jako takzvany Vromanuv efekt (Vroman a
Adams, 1986; Wertz a Santore, 1999; Slack a Horbett, 1995; Jung a kolektiv, 2003;
Krishnan, Siedlecki a Vogler; 2004). Na strané druhé, bunky aktivné pietvareji je-
jich extraceluldrni prostfedi na zaklad¢ exprese proteinti nebo jejich odstranénim
proteolyzou (Brown a kolektiv, 1993; Werb, 1997; Grinnell, 1986; Nelson a kolek-
tiv, 2003). Ackoliv mize chemisorpce proteint, naptiklad prostfednictvim procesu
sitovani biomolekul k matrixu (Fink a kolektiv, 2007; Ito a kolektiv, 2005), stabili-
zovat adsorbovanou vrstvu proti kompetitivnimu nahrazeni v buné¢ném kultivac¢nim
médiu, proteolyza a vyplyvajici degradace biofunkéniho povrchového povlaku z-

stava otadzkou v fizeni interakci mezi bunkou a povrchem.

5.4.2 Piimé a nepiimé vzorovani

Jednodus$e feceno, je tfeba mit neustidle na paméti, ze se kompozice proteinové-
ho filmu interagujiciho s bunkami in vitro, a jesté¢ vice s bunkami in vivo, obecné
li§1 od kompozice pocate¢nich, depozitné fyzisorbovanych proteinti, predevsim za
piedpokladu, Zze jsou provadény dlouhodobé experimenty. Nicméné, povrchové fil-
my na bazi proteinu ¢asto ukazovaly poskytnuti uchvatnych zakladi pro experimen-
ty zahrnujici bunéénou adhezi, ve kterych vSak precizni fizeni interakci mezi bun-

kou a povrchem nehraje klicovou roli.

Vétsina studii tykajicich se proteint zprostfedkovavajicich bunéénou adhezi
miuze byt kategorizovana do jednoho ze dvou zakladnich konceptl pro strukturovani
takzvanych bunéénych adheznich ostrovill. Za prvé se jedné o takzvané nepiimé vzo-
rovani, ve kterém je povrch odmitajici pfitomnost proteinu lokdlné ,,otevien®, a tim
jsou tedy plochy daného povrchu nachylné k proteinové adsorpci. Vzorovani je ne-
pfimo dosazeno nasledujici depozici proteint, a to bud’ preinkubaci s roztokem pro-
teinl, pficemZ jsou nejvice prominentnimi fibronektin, vitronektin a laminin, anebo
adsorpci ze séra doplnéného bunécnym kultivaénim médiem beéhem takzvaného bu-
nécného seti. Za druhé se jednd o vzorovani ptimé. Bunécné adheze zprostiedkova-
né proteiny jsou v tomto pifipad€ pfimo umistény na povrch, ktery je jiz proteinu

rezistentni (Petersen a kolektiv, 2010).
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5.4.3 Peptid dekorativni povrchy pro prostorové rizenou bunéénou adhezi

Nyni bude fe¢ zavedena na takzvané peptid dekorativni povrchy pro prostoroveé
fizenou bunécnou adhezi. Dalsi zajimava cesta smétujici k fizeni adheze zivych bu-
nék je predstavena takzvanymi rozpoznavacimi misty na povrchu, namisto celych,
nespecificky adsorbovanych proteint. Je samoziejmé, ze toto ,,uvedeni alias rozlo-
meni“ proteint extracelularni matrix do jejich funkénich komponentl nabidne pouze
minimalistickou, a tedy omezenou reprodukci pfirozeného prostiedi bunék in vivo.
Nicméné, strategie vyuzit odliSné peptidové zbytky pro ptimé zprostfedkovani bu-
nééného pfipevnéni, mé potencial k vytvofeni vysoce definovanych modelovych
systému pro bunécnou adhezi, coz pravé zvysi nase porozuméni zakladnich mecha-
nisml v oblasti interakci mezi buiikkou a substratem. Kromé chemické identity pep-
tidl,, ndm zndmé aminokyselinové sekvence, je kliCovym parametrem pro takova
vySetfovani a rizné vyzkumy presence vaznych ligandu k bunce.

V poslednich tfech desetiletich byly vytvofeny modelové povrchy tak, aby
umoziiovaly rozdilné stupné fizeni nad presenci a hustotou povrchovych funkcnich
skupin. Ukazkovym ptikladem téchto modelovych povrchli by mohly byt ndhodné
rozmisténé peptidy v polymernich matricich (hydrogely) vedoucich az k vysoce
uspofadanym systémim — ku pfikladu mluvime o jiZ zminénych ,,samouspofadanych

a6

monovrstvach“(nékdy téz oznaCovanych pojmem ,vlastni montaz®) peptidovych
amphiphiles, anebo takzvanych hvézdnych polyethylenglykolovych sestavach.
Zavisejice na aplikacich v nyné&j8i dobé mohou védci vybrat systém, ktery splni
jejich pozadavky, jez se tykaji fizeni interakci, dlouhodobé stability bunééného ve-
deni, jednoduchosti syntéz a techniky povlakt. Nékteré metody ovSem zahrnuji i
funkce s ohledem na specifické vazby k danym integrinim a také na dlouhodobou
stabilitu produkovanych povrchovych vlastnosti. Musime mit na paméti, Ze za uce-
lem zajiSténi exkluzivnich interakci bunky s pfisluSnymi rozpozndvacimi misty na
povrSich, a nikoli s nespecificky adsorbovanymi proteiny, musi mit matrix takzvané

protein odpuzujici vlastnosti (Petersen a kolektiv, 2010).
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5.4.3.1 Zavedeni funkénich skupin do polymerni matrix

Silna vazba adheznich skupin k polymerni matrix je pfedpokladem k poskytnuti
mechanicky a chemicky stabilniho prostfedi pro bunécénou adhezi odoldvajici znac-
nym kontraktilnim silam, ptsobicich v mnoha bunéénych typech (Katz a kolektiv,
2000; Pelhalm a Wang, 1998; Choquet, Felsenfeld a Sheetz, 1997). Mimoto, buiky
mohou aktivné remodelovat jejich extracelularni prostiedi redistribuci nebo interna-
lizaci malych a mobilnich ligandid (Grinnel a Feld, 1981; Katz a kolektiv, 2000;
Choquet, Felsenfeld a Sheetz, 1997; Castel a kolektiv, 2001; Zamir a Geiger, 2001;
Memmo a McKeown-Longo, 1998; Gaebel a Feuerstein, 1991). Mnoho chemiku
zastavd ndzor v kovalentnim  pfipojeni  kratkych peptidovych sekvenci
k polymernimu povrchu (Hersel a Kessler, 2003; Tirrell, Kokkoli a Biesalski,
2002). Nejcastéji je jiz peptid naroubovan k povrchu odpuzujiciho protein v post —
syntetickém modifika¢nim kroku, pfedev§im pomoci jeho aminu a koncové skupiny
karboxylové kyseliny, a to na zdkladé konjugaénich chemickych prostifedkt ¢i foto-
reaktivnich linkert (naptiklad se jedna o benzofenon ¢i aromaticky azid uvedeny do
funk¢ni ¢innosti pomoci peptidll). Zavedeni vhodnych funkénich skupin do poly-
merniho prostifedi mize byt dosahnuto kombinaci, doslova smichdnim polymert
majicich funkéni skupiny se zakladnim polymerem, dale kopolymeraci, anebo che-
mickou 1 fyzikalni ipravou povrchu odpuzujiciho protein, jako je ku ptikladu alka-
licka hydrolyza, redukce nebo oxidace, takzvany track — etching, anebo plasmova

depozice (Biesalski, Tu a Tirrell, 2005; Biesalski a kolektiv, 2006).

55 STRUCNY SOUHRN K DANYM INTERAKCIM

Precizni fizeni interakci mezi umélym povrchem a biologickym prostitedim
ptedstavuje klicovou vyzvu z hlediska Gspésnych souher dvou svétt — biologického
a synteticky technologického. Ku ptikladu se takzvané live — cell bioCipy stavaji
stale vice zajimavou tématikou Vv obou zminénych svétech. Navic lze fici, ze se
prumysl v diisledku obrovského poctu potencidlné zajimavych aplikaci rozviji od
hlediska farmaceutického, ptes stidle se rozvijejici biosenzory, aZ po biofyzikalni

modelové systémy.
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Pozadavky, které jsou pfedstavovany pro povrchové upravy (mluvime v tomto
piipad€ o povlacich na povrchu), jsou ndro¢né. Povrchy tedy musi poskytovat tako-
va prostiedi, ktera jsou sice inertni k bunécné adhezi, ale zadroven povoluji, podpo-
ruji a udrzuji adhezi zivych buné€k, a to vSe muze zplsobit problém v definovani
daného prostiedi, jak jiz bylo zjisténo v bunécné kultuie.

Je jiz od prirody déno, Ze proteiny anebo dokonce kratké peptidové ligandy,
které jsou ,,navzorkovany‘ na povrchu, jsou vyuzity k provedeni bunécné adheze.
Ob¢ strategie, tedy proteinem a peptidem zprostiedkované bunécné adheze, nabizi
ztetelné vyhody — at’ uz, co se tyCe adheze mezi bunkou a extracelularni matrix,
pokud jde o proteiny, at’ uz, co se tyce precizniho fizeni interakce mezi integrinem a
ligandem, pokud se jednad o peptidy. Dalsi faktor zaujimajici naSe mysSlenkové po-
chody spociva ve védeckém experimentovani s ohledem na tvorbu povrchi, které
odolavaji nespecifické proteinové adsorpci, a tedy zabranuji nezddouci, proteinem
zprosttedkované bunécné adhezi. Ku ptfikladu se jednd o polymerni kartace,
k povrchu ptipevnéné hydrogely, a hydrofilni, nenabité polymerni monovrstvy.

Optimalni kombinace bunék, které ,,maji rady* povrchové modifikace a bunék,
jez ,,odmitaji“ povrchové modifikace, eventuelné zavisi na jednotlivych aplikacich.
V kazdém ptipadé jsme svédkem obrovského poctu velmi slibnych designovych
strategii a uspéSnych integraci tykajicich se stale pfichazejicich technologickych
mikrozafizeni. S ohledem na jiz zminéné — perzistence povlakd in vitro, exaktni
fizeni interakci mezi buiitkou a povrchem, a schopnost vyvolani a porozuméni ,,nor-
malniho* bunééného chovani takzvaného ,,on — chipu®, jsou nanejvysSe dilezité a je
tteba je v budoucnu pokryt extenzivnimi a komparativnimi studiemi (Petersen a

kolektiv, 2010).
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6 PLASMOVA UPRAVA

Vzhledem k mnohym rozdilnym biomedicinskym materialim a implantatim,
jakoz i rozdilnym buiikkam, tkanim a proteinim, neexistuje zadné universalni feSeni
vSech problémt, a tedy bunécnd adheze, antibakteridlni a protihnilobni vlastnosti
musi byt ptizplisobeny kazdé specifické potiebé. Jak jiz bylo dfive uvedeno, spo-
lecnou a zéakladni strategii je pouziti materidlu s vhodnymi objemovymi vlastnostmi
a také uprava povrchovych vlastnosti pro splnéni danych pozadavkii. Biomedicinské
polymery jsou excelentnimi kandidaty pro tento ,,vyzkum® (lkada a Tsuji, 2000).
Plazmova povrchova modifikace je velmi vyhodna a vSestranna technika, u niz ne-
dochazi ke zméné objemovych vlastnosti (Desmet a kolektiv, 2009; Ho a kolektiv,
2006; Shen a kolektiv, 2007).

Jen pro zajimavost muzeme fici, Ze kromé ruznych plasmovych modifika¢nich
strategii existuji také neplasmatické strategie, zalozené na vazb¢ chemickych
funkénich skupin ¢i imobilizaci proteint (Jiao a Cui, 2007; Cao a kolektiv, 2007;
Chong, Lee a Teoh, 2007; Choong, Hutmacher a Triffitt, 2006). Nicmén¢, tyto me-
tody mohou byt méné specifické a reprodukovatelné, ponévadz zpusobuji degradaci,
nepravidelné leptani, a produkuji chemicky odpad (Gatenholm, Ashida a Hoffman,
1997; Yu a kolektiv, 2007; Goda a kolektiv, 2008; Shim a kolektiv, 2001).

6.1 Plasmové strategie — termalni a netermalni

Je zndmo, ze v pfirod¢ existuji tii zakladni stavy hmoty — pevné, kapalné a
plynné. Ale malo kdo vi, zZe plasma je Casto povaZovana za Ctvrty stav hmoty. Plas-
ma predstavuje kvazineutralni, ovS§em silné vodivy ionizovany plyn, ktery se vysky-
tuje ve vesmiru z vice jako 99 % (Hudecek a Sedlacek, [b.r.]). Jedna se o nabitou
smés a navic se zde nachazi i1 neutralni Castice, jako jsou atomy, molekuly, ionty,
elektrony, radikaly ¢i fotony. Rozd€lujeme dvé hlavni kategorie, a to termélni a ne-
termalni plasmu (Bogaerts a kolektiv, 2002). Termalni plasmu majici teplotu 9 700
stupnt Celsia nelze pouzit pro povrchovou upravu polymert z divodu jeji vysoké
teploté plynu. Nicmén¢, netermalni plasma s teplotou v intervalu 27 — 730 stupnu
Celsia (Hudecek a Sedlacek, [b.r.]) ma mnohem niz§i teplotu plynu, ale relativné
vysokou teplotu elektronii. Tento druh plasmy nezpisobi termélni poskozeni po-

vrchu materiala citlivych na teplo, ac¢koliv reaktivni druhy v netermalnim plasmatu
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vrwe

lewski a Malinowsky, 2011).

6.2 Plasmova polymerace — tiivod

Plasmové polymerace je depozi¢ni technika spocivajici v zavedeni plynného a
kapalného monomeru do plasmového vyboje, a prevedeni jej v reaktivni fragmenty
(Morent a kolektiv, 2011; De Geyter a kolektiv, 2011; Morent a kolektiv, 2009; Mo-
rent a kolektiv, 2009). Tyto reaktivni fragmenty mohou reagovat s povrchem, pfi-
¢emz dochdzi ke vzniku takzvaného plasmového polymerniho povlaku, ktery ma
jedineéné fyzikalni a chemické vlastnosti. Povlaky jsou zpravidla bez ,,dér*, vysoce
sitované a tedy nerozpustné, terméalné stabilni, mechanicky a chemicky inertni. Cas-
to jsou tyto filmy vysoce koherentni a adherentni k riznym substratim zahrnujici

konvenéni polymer, sklo a kovové povrchy (Arefi a kolektiv, 1992).

6.2.1 Plasmova polymerace — princip

Pojd'me se nyni podivat konkrétné na zpusob provedeni plasmové polymerace.
Rad¢ji nez zavedeni samotného monomeru do plasmy, jak bylo feceno v pfedchozi
¢asti, mize byt monomer prvné adsorbovan do substratu, ktery je poté podroben
procesu oplasmovani. Plasma nésledné vytvaii ve vrstvé monomeru a na povrchu
substratu povrchové radikaly, coz ma pravé za nésledek sitovany polymer v horni
vrstvé. Tento proces je znam pod nazvem plasma syn — irradiation (Desmet a kolek-
tiv, 2009). Dochazi — li k ukladani plasmového polymeru v plasmové polymeraci
anebo v procesu plasma syn — irradiation, dochazi tim k pfimému vystaveni mono-
meru plasmé. Nicméng¢, je také mozné nejprve aktivovat a ,,uvést do obéhu* povrch
s plasmovou Upravou. Vyvolané funkce mohou byt nasledné vyuzZity pro iniciaci
polymeraéni reakce tim, ze se povrch nachazi v kontaktu s monomery v plynné ¢i
kapalné fazi (Vasilets a kolektiv, 1997). Ponévadz monomer neni podroben plasm¢,
roubovany polymer bude mit stejnou kompozici jako polymery ziskané na zakladée
procest konvencni polymerace. Tato dvoustupiiova metoda je nazvana jako plasma
post — irradiation grafting. Na nasledujicim obrazku ¢. 12 lze spatfit rizné modifi-

kované¢ strategie.
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Obrazek €. 12: Schematicka reprezentace rozdilnych plasmovych modifikovanych

strategii (Zenkiewicz, Rytlewski a Malinowsky, 2011)

Jen pro zajimavost — v dnesni dob¢ je k dispozici §iroka fada plasmovych zdroji
pro ruzné plasmové povrchové modifikace. Ku piikladu mluvime o radio — frek-
venénim vyboji, dielektrickych piekdzkovych vybojich, takzvané plasmé doutnav é-
ho vyboje, ¢i mikrovinné plasmé (Conrads a Schmidt, 2004; Tendero a kolektiv,
2008).

6.3 Vyhody plasmové povrchové modifikace

I kdyz posledné zminéné metody se ukazaly byt cennymi i navzdory jejich ne-
bezpecnosti, plasmova povrchovd modifikace méa fadu vyhod, které zptsobuji, ze
tato technologie je uchvatnym kandiddtem pro polymerni materidlové upravy.
V prvém piipadé tato technologie nevyzZaduje Zadné nebezpec¢nd a rizikova rozpous-
tédla. V ptfipadé druhém se zde nenachdzi Zadné ovlivnéni objemovych vlastnosti ¢i
zpusobeni degradace. Mimoto, miize byt tato metoda jednotn¢ vyuzita k upravé slo-

zitych tvarovych struktur. Na zaklad¢ této plasmové techniky je také mozna depozi-
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ce povlaki a imobilizace bioaktivnich molekul. Je tedy zfejmé a jasné, ze plasmova
modifikace biomedicinskych polymert ma obrovsky potencial, a v budoucnu bude

stale pfedmétem zkoumani (Jacobs a kolektiv, 2012).

6.4 Plasmova povrchova uprava zvysSujici bunéénou adhezi a proliferaci

Jak jiz bylo fe¢eno, plasmova uprava povrchu daného polymeru vyplyva ze za-
vadéni rozdilnych chemickych skupin na povrch (Morent, De Geyter a Leys, 2008;
Morent a kolektiv, 2008; Siow a kolektiv, 2006), ¢imz dochazi ke zmén¢ povrcho-
vych vlastnosti. Ku pfikladu byla hluboce zkouména a studovana buné¢né adheze na
zékladé plasmové upravy povrchu  kyseliny polymlécné, prekvapive
s uspokojujicimi vysledky (Khorasani, Mirzadeh a Irani, 2006; Chu a kolektiv,
1999; Yang, Bei a Wang, 2002; Gugala a Gogolewski, 2006; Wan a kolektiv, 2003).

6.4.1 Plasmové povrchové dpravy antibakteridlnich a protihnilobnych povrchu

Nyni bude diskuze zaméfena na plasmovou povrchovou upravu antibakterial-
nich a protihnilobnych povrchi. Pojem antibakteridlni odkazuje na prevenci bakte-
rialni adheze, zatimco pojem protihnilobni pfedstavuje obecné vice prevence pfi-
pevnéni velikych molekul, mikroorganisma a bun€k. Prevence bakterii a proteinové
adheze je potifebnd v mnoha aplikacich, jako naptiklad medicinské implantaty, nit-
roo¢ni C¢ocky, katetry a materialy ptichazejici do styku s krvi (Desmet a kolektiv,
2009; Chu a kolektiv, 2002). Jakmile je implantat umistén do téla, jak buniky okolni
tkanég, tak 1 bakterie se ucastni ,,souboje* o navazani na povrch. Tento proces se na-
zyva ,,zavod o navazani na povrch® (Gristina, 1978). Pokud tkanové bunky vyhraji
zavod, povrch daného implantatu je pokryt tkani. V pfipadé¢ opacném, tedy, pokud
vyhraji bakterie, povrch bude pokryt biofilmem, a disledkem mlZze byt zanétliva

reakce, a odstranéni implantatu muze byt i nutné (Subbiahdoss a kolektiv, 2009).
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6.4.1.1 Plasmové povrchové upravy — antibakterialni povrchy

Neékolik védeckych skupin zkoumalo plasmu vytvofenou antibakteridlnim po-
vrchem 1ékaiského stupné polyvinylchloridu, aby byla aplikovana a pouzita jako
endotrachealni trubice (Triandafillu a kolektiv, 2003; Balazs a kolektiv, 2003; Ba-
lazs a kolektiv, 2004; Asadinezhad a kolektiv, 2010; Asadinezhad a kolektiv, 2010;
Zhang a kolektiv, 2006). Takzvaného kysliku doutnavého vyboje bylo pouzito
k modifikaci malych ,,kupéni“ z polyvinylchloridu, aby se zabranilo adhezi mnoha
kment Pseudomonas aeruginosa (Triandafillu a kolektiv, 2003; Balazs a kolektiv,
2003). Uprava zpisobila vytvoieni vice hydrofilniho povrchu, a navic bylo pozoro-
vano 57 az 70 % redukce v adhezi bakterii. Pravé tato redukce se stala véruhodnou
z ditvodu pficteni a zaclenéni kyslikatych funk¢nich skupin. Nicméné, autofi uvadi,
ze je nepravdépodobné, ze tento efekt bude dostatecny a vhodny k oddaleni nebo
zabrané tvorby biofilmu. Podle téchto autoru je tedy ziejmé, ze k poskytnuti anti-
bakterialnich vlastnosti na povrSich je nezbytny obsah stfibra (Balazs a kolektiv,
2004).

6.4.1.2 Plasmové povrchové upravy — protihnilobni povrchy

Stejné jako antibakterialni povrchy, tak i povrchy protihnilobni mohou byt jed-
noduse vytvofeny pomoci plasmovych technologii. Jak jiz bylo fe¢eno, zdkladem je
krok jednotné plasmy, tak i krok plasmového ptedcisténi, nasledujici polymerace,
roubovani a povlak. Totéz plati i zde, u protihnilobnych povrchi. Nékteti autofi
studovali roubovani polyethylenglykolu na povrSich, z divodu vytvateni protihni-
lobnych vlastnosti. Roubovani polyethylenglykolu na polyethylentereftalat omezuje
adhezi makrofagu, jako jsou lidské leukocyty (Ademovic a kolektiv, 2006), zatimco
roubovani polyethylenglykolakrylatu na polypropylen ukazalo snizeni adsorpce fib-
rinogenu z témét 85 % (Zanini a kolektiv, 2009). Roubovani polyethylenglykolu na
plasmovy allylamin polymerizovanych na silikonovych deskdch zabranilo adsorpci
enzymu pod nazvem ,kifenova peroxidaza“ a kolagenu (Cole a kolektiv, 2007), za-
timco roubovani na plasmaticky modifikovany polydimethylsiloxan mtze byt za-

branéno adsorpci avidin proteinu (Geissler a kolektiv, 2010).
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Uved'me si dalsi ptiklad. Skupina Timmons vyvinula, a zdroven rozvinula pro-
tihnilobni povlaky ethylenoxidu pomoci pulsni plasmové polymerace (Wu a kolek-
tiv, 2002; Beyer a kolektiv, 1997). Zjistili, ze velmi kratké fetézce upraveného po-
vrchu polyethylenoxidu jsou z biologického hlediska bez zablokovani, a jakéhokoliv

zanaseni.
6.4.1.2.1 Zdokonaleni krevni kompatibility

U materialt, které piijdou do kontaktu s krvi, jsou nezbytné k dosahnuti dobré
krevni slucitelnosti a snizeni mozZnosti vzniku trombo6zy, minimdalni interakce
s biologickym prostiedim (Sevast ‘yanov, Vasilets; 2009). Takovym ukazkovym pfii-
kladem je polytetrafluorethylen pouzivany v oftalmologii, endoskopii ¢i kardiochi-
rurgii. Plasmova uprava pomoci kysliku, argonu, dusiku a amoniaku polytetrafluore-
thylenu by mohla vyznamn¢ snizit adhezi krevnich desti¢ek (Rhodes, Wilson a Wil-
liams; 2007). Dokonce bylo studovano i zdokonaleni hemokompatibility polyethy-
lentereftalatu na zaklad¢ plasmové modifikace (Topala, Dumitrascu a Pohoatoa,
2007; Want a kolektiv, 2006; Kumar a kolektiv, 2007). Dal§im moznym piikladem
muze byt nasledujici pfipad. Jedna se o kombinovanou plasmovou polymeraci ace-
thylenu potfebnou k ziskdni uhliku, nasledovanou plasmovou Upravou amoniaku,
spojena s depozici heparinu, coz by mohlo vést ke zvySeni doby koagulace krve o
faktor deset (Steffen, Schmidt a Gonzales-Elipe; 2000). Mnozstvi imobilizovaného
heparinu na povrchu vedlo viak ke ziejmé korelaci s dobou koagulace. Upravy po-
moci héliové plasmy (Topala, Dumitrascu a Pohoatoa, 2007) a plasmy acethyleno-
vé (Want a kolektiv, 2006) zvysily dobu srazeni a snizily adhezi krevnich destic¢ek a
aktivaci. Plasmova polymerace polyethylenglykolu také vede k povrchu, ktery je
méné trombogenni vzhledem k omezeni adheze a agregace krevnich desticek (Ku-
mar a kolektiv, 2007). Také uprava dusikovou radio — frekvenéni plasmou polyethe-
rurethanu by mohla omezit dobu srazeni (Wilson, Rhodes Williams, 2003), zatimco
povrch polydimethylsiloxanu aktivovany pomoci argonové plasmy a roubovany na
zéklad¢ polyethylenglykolumethylmetakrylatu neprokézal zadnou zvySenou krevni

kompatibilitu (Pinto a kolektiv, 2010).
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Pouzité pristroje

V ramci experimentdlni ¢asti byly vyuzity ndsledujici pfistroje: biologicky in-
kubator Heracell 150i (ThermoScientific, USA), zajist'ujici konstantni podminky pro
kultivaci bunék — stabilni relativni vlhkost, 5% koncentraci oxidu uhli¢itého a sta-
lou teplotu 37,0 °C; svételny inverzni mikroskop s fazovym kontrastem (Olympus
CKX 41, Japan) slouzici pro pozorovani bunék; ultracentrifuga Eppendorf 5702 R
(Eppendorf, Néemecko); spektrofotometricky, mikrotitraéni pfistroj pro meéfeni ab-
sorbance Sunrise (Tecan, Svycarsko) K vyhodnoceni MTT testu.

7.2 Pouzita bunéc¢na linie

Jedinou bunécnou linii, jez byla vyuZita v ramci naSich experimentd, byla linie
mySich fibroblastt NIH/3T3 (ATCC CRL — 1658). Jako kultivacni médium bylo
vyuzito Dulbecco’s Modified Eagle Medium (PAA Laboratories GmbH, Rakousko;
DMEM, viz obrazek €. 13), coz je modifikace Basal Medium Eagle (BME), které je
Siroce vyuzivdno pro kultivaci mnoha rozdilnych savéich bunék. Buiky, jez jsou
uspésné kultivovany v tomto médiu, zahrnuji primarni fibroblasty, neurony, gliové
buiikky ¢i buniky hladkého svalstva stejné tak, jako bunécné linie HelLa, 293, Cos-7
anebo PC-12 (Thermo Fisher Scientific Inc, 2014). Jedna se o médium obsahujici az
¢tyfndsobnou koncentraci aminokyselin a vitamini oproti ostatnim druhiim médii, u
nichZ koncentrace zminénych latek miize byt podstatné mensi (viz nize). Plvodni
formy tohoto média obsahovaly 1000 mg - I=! glukézy s vyuzitim pro kultivaci em-
bryonalnich mysich bunék. Diky zvySené koncentrace glukozy az na 4500 mg - [~!
obdrzelo toto médium nazev ,DMEM/High* (Sigma-Aldrich Co.LLC, 2014).
V nasem ptipadé¢ médium pro kultivace bun€k obsahovalo dle navodu 10 % teleciho
séra a 100 ug - ml~1 antibiotika Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH,
Rakousko).
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Obrazek ¢. 13: Ukazka jednoho z mnoha variant Dulbecco’s Modified Eagle Medi-
um (Thermo Fisher Scientific Inc, 2014)

7.3 Plasmova uprava

Mikrotitraéni desticky S polyanilinovymi filmy byly upraveny v plasmovém re-
aktoru, a to: a) V atmosféfe vzduchu; b) V atmosféfe vzacného inertniho plynu,
konkrétné argonu. Podminky oplasmovani jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 1.

Podminky byly shodné pro atmosféru vzduchu i argonu.

Vysokofrekvenéni reaktor (HFR): 40 kHz
Doba pusobeni plasmatu: 1 min
Vykon: 50 W

Pritok: 10 SCCM

Tabulka €. 1: Nastaveni plasmového reaktoru pro modifikaci polynilinovych filmt
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7.4 Priprava vzorki

Polyanilinova sul (PANI — S), pfitomna na mikrotitraénich desti¢kach (TPP,
Svycarsko), byla pfipravena v laboratofi bunéénych kultur na Centru polymernich
materiali Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢, a to dle metodiky IUPAC (Stejskal a
Sapurina, 2005).

Bovinni sérovy albumin (BSA; PAA Laboratories GmbH, Rakousko) byl pouzit
jakozto modelovy systém vlivu sérového albuminu na polyanilinové filmy. Specifi-
kace BSA jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Normalni koncentrace lidského sérového
albuminu se nachazi okolo 40 g-1~1. U BSA, jakozto modelového systému, jsme
vychézeli ze stejné koncentrace. V ramci preliminarnich testll byla vyuzita Siroka
Skéla koncentraci BSA. Po zhodnoceni prvnich vysledkt byly pro dalsi testy vybra-

ny pouze limitujici koncentrace (tabulka ¢. 3).

Bovine Serum Albumin Fraction V
(PAA - The Cell Culture Company)

Cat No: K41-001
Lot No: K00110-1082
Volume: 100 g

Tabulka ¢&. 2: Udaje tykajici se BSA vyuzitého v daném experimentu
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Koncentrace BSA

Vzorek Plasmova uprava
[mg - ml™"]

PANI-S Ne 0
PANI-S-V Atmosféra vzduchu 0
PANI-S-Ar Atmosféra argonu 0
PANI-S-V-50 Atmosféra vzduchu 50
PANI-S-Ar-50 Atmosféra argonu 50
PANI-S-V-40 Atmosféra vzduchu 40
PANI-S-Ar-40 Atmosféra argonu 40
PANI-S-V-30 Atmosféra vzduchu 30
PANI-S-Ar-30 Atmosféra argonu 30
PANI-S-V-20 Atmosféra vzduchu 20
PANI-S-Ar-20 Atmosféra argonu 20
PANI-S-V-10 Atmosféra vzduchu 10
PANI-S-Ar-10 Atmosféra argonu 10
PANI-S-V-5 Atmosféra vzduchu 5
PANI-S-Ar-5 Atmosféra argonu 5

Tabulka ¢. 3: Zakladni hodnoty BSA aplikované do jamek mikrotitra¢nich destic¢ek

7.5 Stanoveni viability bunék

MTT test je vyuZivan ke stanoveni viability bunék. Jedna se o spektrofotomet-

rickou metodu zaloZenu na redukci zlutého solubilniho (3-(4,5-dimethylthiazolu-2-

yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromidu) na nerozpustné intracelularni modré krystaly

hvézdicovitych tvarli, formazan. Formazan se rozpusti pfidanim silného detergentu

a jeho obsah se detekuje jako absorbance pii vinové délce 570 nm. Hodnota absor-

bance roztoku poté odpovida zivotaschopnosti jednotlivych bunék. Plati — ¢im vyS§si

absorbance, tim vys$i procentuédlni zastoupeni viabilnich bun¢k.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

MTT test byl proveden po 72 hodinéch kultivace bunék na testovanych povr-
Sich. MTT bylo aplikovano v koncentraci 0,5mg-ml~! kultivaéniho média. Po
uplynulych 4 hodinach bylo odebrdno mikropipetou 40 ul roztoku (dany obsah byl
ovsem ponechan v mikropipeté a po odsati zbytného suspenzniho roztoku byl op¢t
navracen na své pivodni misto v jamce). Nato bylo mikropipetou ptidano 80 ul di-
methylsulfoxidu. A poslednim krokem tohoto testu bylo po 15 minutach plisobeni
dimethylsulfoxidu meéfeni primérné absorbance spektrofotometrickym pfistrojem
sunrise (Tecan, Svycarsko). Na zakladé tohoto faktu jsme ziskali mnozstvi zreduko-
vaného modrofialového formazanu a tim padem i1 procentualni zastoupeni viabilnich

bunék.

7.6 Scratch assay

Scratch assay je metoda simulujici proces buné¢nd migrace a proces hojeni.
Buiiky byly kultivovany na polyaniliovych filmech do stavu, kdy pokryvaly 90 %
povrchu. Nasledné byla ¢ast bunék odstranéna pomoci mikropipety, a to tak, aby
vznikla ,,viditelnd ¢ara®“. Bunky se ndsledné nechaly rust a pribézné byly pofizova-
ny fotografie dokumentujici zariistani a migraci bun¢k do prostoru. V nasem ptipade
se tato metoda provadéla pouze na vybranych vzorcich — konkrétné ¢isté PANI-S, a

oplasmovené PANI-S s pfidavkem BSA 0 koncentracich 30,40 a 50 mg - ml™ 1,
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8 VYSLEDKY

Zakladnim cilem prace bylo zkoumani adheze, proliferace a migrace bun¢k bu-
nécné linie mysSich fibroblastd (NH3/3T3) na povrch nativniho a modifikovaného
polyanilinu. V préci byla pouzita protonovana forma polyanilinu, emeraldinova sil
(PANI-S). Polystyrenové mikrotitra¢ni desticky obsahujici polyanilinovou sil byly
oplasmovany v atmosfére vzduchu (PANI-S-V) ¢i inertniho plynu argonu (PANI-S-
Ar), ale to neni vSe. Nesmime zapomenout na nasledovnou aplikaci BSA na oplas-
mované povrchy (PANI-S-V-koncentrace BSA; PANI-S-Ar-koncentrace BSA). Po-

slednim testem provedenym v nasi praktické oblasti byl test vlivu migrace bun¢k.

8.1 Stanoveni bunécné viability

Vyhodnoceni bunééné viability bylo provedeno pomoci statistického testu, kon-
krétn€ T — testu. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5, €. 6 a ¢. 7. V grafu ¢. 1
jsou poté pro piehlednost uvedeny primérné absorbance a jejich smérodatné od-
chylky. Z grafu je patrné, ze existuji vyrazné rozdily mezi Cistym polyanilinem,
upravenym v plasmé¢, a vzorky, na které byl aplikovan BSA. Zaroven je mozno po-
zorovat, ze mezi riznymi pouzitymi koncentracemi BSA neni vyrazny rozdil v ab-

sorbanci.
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Graf €. 1: Primé&rnd absorbance jednotlivych Uprav polyanilinu

U PANI-S a PANI-S-V byly detekovany hodnoty primérné absorbance ptibliz-
né stejné. V pripadé PANI-S se jednd o hodnotu 0,3221 + 0,0079, v ptipadé¢ PANI-
S-V poté 0,3097 £ 0,0072, coz ve srovnani s referenci jsou tyto hodnoty ptiblizné o
polovinu mensi. Hodnota primérné absorbance reference ¢ini 0,6039 + 0,0706. Za
pfedpokladu vyuziti inertniho plynu plati, Ze hodnota primérné absorbance u PANI-
S-Ar dosahuje 0,2971 £ 0,0082. Na poslednim zminéném ptipadé si mizeme v§im-
nout, jak viabilita bunck dosahuje nejmensi hodnoty, a to 49,19 %, ve srovnani

s referenci.
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V ptipadé aplikace BSA do jamek kultivacnich mikrotitracnich desti¢ek dochazi
K razantnim zméndm. Vyrazny pozitivni vliv je v pfipadé PANI-S-V-50-BSA, kdy
primérnd hodnota absorbance 0,6425 £+ 0,0629 je vyss$i nez v pripad¢ reference
0,6039 + 0,0706, a dosahuje tedy 106% reference. OvSem tento rozdil, jako jediny,
neni staticky prukazny (tabulka ¢. 5) (p = 0,3305). Viabilita bunék je zde vyssi nez
100 % — zadny cytotoxicky efekt zde nenastdva, ba naopak. V tabulce ¢. 5 jsou uve-
deny také rozdily ostatnich povrchovych uprav polyanilinu ve srovnani s referenci.
Jak je patrné z procentualniho vyjadfeni viability i ze statistického vyhodnoceni, tak
jednotlivé koncentrace BSA neovliviiovaly vyrazné rust bunék. Procentualné rostly
na vSech upravach s vyjimkou vySe uvedenych (PANI-S, PANI-S-V, PANI-S-Ar a
PANI-S-V-50-BSA) v rozmezi 70 % — 83 % ve srovnani s referenci. Ackoliv statis-
tické vyhodnoceni poukazuje na prikazné rozdily ve viabilité pfi srovnani jednotli-
vych uprav s referenci, tak vyhodnoceni dle ISO odpovidd necytotoxickému, pti-

padné slabé¢ cytotoxickému efektu.

Je tedy mozno konstatovat, ze v ptipad¢ vzorki PANI-S, PANI-S-V a PANI-S-
Ar bunky na daném povrchu hufe proliferuji. Otazkou zistava, zda — li by stejny
vysledek byl i v pfipadé€ jiné bunééné linie. Nicméné, u ostatnich vzorkl se viabilita
pohybuje v rozmezi 70 % — 83 %, coz jsou hodnoty ve srovnani s pfedeSlymi o

mnohem lepsi.

Hodnota Ur¢eni cytotoxického efektu dle ISO 10 993
>80 % Necytotoxicky efekt
60 % — 80 % Slaba cytotoxicita
40 % — 60 % Stiedni cytotoxicita
<40% Siln4 cytotoxicita

Tabulka €. 4: Vyhodnoceni cytotoxického efektu dle ISO 10 993
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Vzorek Primér + SO p Viabilita [%0]
PANI-S 0,3221 £+ 0,0079 |0,0000 53,33
PANI-S-V 0,3097 £+ 0,0072 | 0,0000 51,27
PANI-S-Ar 0,2971 £ 0,0082 | 0,0000 49,19
PANI-S-V-50-BSA 0,6425 + 0,0629 |0,3305 106,38
PANI-S-V-40-BSA 0,4846 + 0,0078 | 0,0037 80,24
PANI-S-V-30-BSA 0,5005 +0,0157 {0,0100 82,86
PANI-S-Ar-50-BSA 0,4881 +0,0100 | 0,0046 80,82
PANI-S-Ar-40-BSA 0,4794 +0,0133 |0,0027 79,38
PANI-S-Ar-30-BSA 0,4981 + 0,0258 | 0,0091 82,48
PANI-S-V-20-BSA 0,4833 + 0,0203 | 0,0036 80,02
PANI-S-V-10-BSA 0,5018 +0,0266 |0,0114 83,09
PANI-S-V-5-BSA 0,4609 + 0,0334 |0,0010 76,31

PANI-S-Ar-20-BSA 0,4487 + 0,0253 | 0,0004 74,3

PANI-S-Ar-10-BSA 0,4344 +0,0135 | 0,0002 71,92
PANI-S-Ar-5-BSA 0,5010 + 0,0215 |0,0106 82,96

REFERENCE

0,6039 + 0,0706

Tabulka €. 5: Vyhodnoceni rozdilu viability bun€k na riznych povrSich dle T —

testu a 1ISO 10 993

Na nasledujicich dvou tabulkach (tabulky ¢. 6 a 7) je uvedeno srovnani vzorku

upravenych plasmou (PANI-S-V a PANI-S-Ar) oproti vzorkim s pfidanym BSA
(rozdilné koncentrace u PANI-S-V-BSA i PANI-S-Ar-BSA). V tabulce ¢. 6 jsou

uvedeny hodnoty absorbance oplasmované vzacnym plynem argonem, zatimco

Vv tabulce ¢. 7 mluvime o oplasmovani vzduchem. Zde jsi opét, u obou pfipadt, mu-

Zeme vSimnout, jak pfidavek BSA podstatné ovlivnil primérné hodnoty absorbanci.

Prikazny rozdil je patrny u srovnani vSech vzorkti s BSA oproti vzorkim podrobe-

nym pouze plasmové uprave.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

64

Vzorek Priamér + SO p
PANI-S-Ar-50-BSA 0,4881 +0,0100 0,0000
PANI-S-Ar-40-BSA 0,4794 +£0,0133 0,0000
PANI-S-Ar-30-BSA 0,4981 + 0,0258 0,0000
PANI-S-Ar-20-BSA 0,4487 +0,0253 0,0000
PANI-S-Ar-10-BSA 0,4344 +0,0135 0,0000

PANI-S-Ar-5-BSA 0,5010 + 0,0215 0,0000
PANI-S-Ar 0,2971 £+ 0,0082
Tabulka ¢. 6: Srovnani PANI-S-Ar-BSA oproti PANI-S-Ar
Vzorek Pramér + SO p
PANI-S-V-50-BSA 0,6425 +0,0629 | 0,0000
PANI-S-V-40-BSA 0,4846 +0,0078 0,0000
PANI-S-V-30-BSA 0,5005 +0,0157 0,0000
PANI-S-V-20-BSA 0,4833 +0,0203 | 0,0000
PANI-S-V-10-BSA 0,2018 +0,0266 | 0,0000
PANI-S-V-5-BSA 0,4609 +0,0334 | 0,0000
PANI-S-V 0,3097 £ 0,0072

Tabulka ¢. 7: Srovnani PANI-S-V-BSA oproti PANI-S-V

8.2 Scratch assay

Pomoci metody Scratch assay bylo sledovano uzdravovani bun¢k. Tento test se
provadél na povrchu ¢isté polyanilinové soli a na povrchu oplasmované polyanili-
nové soli upravené pomoci BSA. Obrazky 14 A i 14 B ptedstavuji pocatek testu,
kdy bunky dosahly konfluence, a pomoci mikropipety se ¢ast bun€k porusila vytvo-
fenim ,,viditelné ¢ary*“. Nasledné byla sledovana proliferace bunck. Na obrazcich 14
C i 14 D lze zaznamenat bunécnou proliferaci po 24 hodinach po vytvoreni ,,Cary®.
Obrazek 14 C byl vybran jako zastupce zaznamenavajici migraci bunék na povrchu
oSetfeném pomoci BSA, zatimco obrazek 14 D zaznamenéava migraci bunék na po-

vrchu polyanilinové soli bez jakékoli dalsi Gpravy. Po oSetfeni oplasmovaného po-
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lyanilinu (v atmosféfe vzduchu ¢i vzacného plynu — argonu) pomoci vsech pouzi-
tych koncentraci BSA, byly buitkky schopné béhem 24 hodin porist cely povrch a
dostat se opét do stavu konfluence. V pfipad€ sledovani proliferace bunék na po-
vrchu polyanilinové soli bez nasledného oSetteni, rostly ovsem buiikky na povrchu v
podstatné mens$i mife, a za 24 hodin byly schopné pokryt jen velmi malou ¢ast po-

vrchu (obrazek 14 D).

Tyto vysledky potvrzuji 1 vysledky ziskané pomoci metody MTT testu, kde
vzorky, na které byl aplikovan BSA v koncentracich 30,40 a 50 mg - ml~%, nepro-
jevovaly toxicky ucinek, zatimco bunky kultivované na povrchu PANI-S vykazova-

ly stfedni cytotoxicitu.

Obrazek €. 14: Vybrané mikrofotografie ilustrujici uzdravovani bunéénych linii
mysich fibroblastli (NTH/3T3) pti zvétSeni 40x, pricemz jednotlivé mikrofotografie
zobrazuji migraci bunék na povrchach: A) PANI-S-AR-40-BSA, zacatek testu; B)

PANI-S, zagatek testu; C) PANI-S-AR-40-BSA, 24 hodin; D) PANI-S, 24 hodin.
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8.3 Mikrofotografie bunécné linie mySich bunék NIH/3T3

Podivejme se nyni na ukazku jednotlivych naproliferovanych mysich bunék na
povrchu jamek kultivaénich mikrotitracnich desti¢ek opatienych oplasmovanou po-

lyanilinovou soli (viz obrazek ¢. 15). Vysvétleno nize:
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Obrazek €. 15: Vybrané mikrofotografie bunéénych linii mysich fibroblasti
(NIH/3T3) pti zvétSeni 200x, pticemz: A) Reference NIH/3T3 — €istd polystyrenova
kultiva¢ni mikrotitra¢ni desticka; B) Mikrotitraéni desticka s PANI-S-Ar-20-BSA;
C) Mikrotitra¢ni desticka s PANI-S-Ar-5-BSA; D) Mikrotitra¢ni desticka s PANI-S-
V-50-BSA; E) Mikrotitracni desticka s PANI-S-V-5-BSA.
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8.4 Meéreni kontaktniho uhlu

Tato zalezitost nebyla hlavnim cilem tykajici se na$i prace. OvSsem z hlediska

stru¢ného se na n¢j zameéime. Pro tuto problematiku bylo vyuzito metody ,,The See

System* (Advex Instruments, Czech Republic). Testovacimi kapalinami byly ethy-

lenglykol (Sigma — Aldrich) a dijodomethan (Sigma — Aldrich) coby dvé znamé dei-

onizované kapaliny. Lze vidét na zakladé hodnot, Ze celkova povrchova energie je

dana souctem disperzni a polarni povrchové energie. OvSem na zdklad¢ prace

s polyanilinovou soli byla uvedena pouze souvislost mezi soli a bazi vodivého poly-

anilinu. Dané udaje mizete vidét v tabulce €. 8:

Komponenta povrchové energie [mN - m™1]

Celkova povrchova

Disperzni ¢ast celkové

Polarni éast celkové

Vzorek energie povrchové energie povrchové energie
TOT Lw AB
y y Y
Polya:l;ilnova 52,54 46,05 6,49
Polyaqlllnova 50,88 46,54 4,35
baze

Tabulka €. 8: Hodnoty povrchovych energii ziskanych pti méfeni kontaktniho uhlu

pomoci metody ,,The See System* pro polyanilinovou stl i bazi
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9 DISKUZE

Pojd'me si pro zacatek této kapitoly fici, co je jiz vSeobecné znamo, respektive,
jaka polymerni latka, posledni dobou, byva stale vice a vice studovana. Jedna se o
polyanilin a jeho formy, ktery byl pfedmétem i nasi prace (konkrétné poté jeho pro-

tonovana emeraldinova sil).

Z hlediska biokompatibility byly zkoumany jak nevodivy polyanilin, tedy eme-
raldinova baze, tak i vodivy polyanilin hydrochlorid, a to pfedevSim, co se tycCe
kozniho podrazdéni, senzibilizace a cytotoxicity provedené na lidskych imortalizo-
vanych keratinocytech a buné¢né linie lidského hepatocelularniho karcinomu. Tes-
tovani byla provedena na extraktech polyanilinovych praska v souladu s pozadavky
mezindrodnich standardt pfisluSnych pro testovdni zdravotnickych prostiedku.
Z toho diivodu mohou byt vysledky obecné vyuzity ve vSech typech materidlt a za-
fizeni obsahujici polyanilin v riznych koncentracich. Studie prokazala, ze polyani-
lin nevyvolava zadnou senzibilizaci, a ani Zadné kozni podrédzdéni. Naproti tomu,
ob¢ polyanilinové formy prokazaly zna¢nou cytotoxicitu, ktera byla vyssi pro poly-
anilinovou sul ve srovnani s polyanilinovou bazi, a navic byla pozorovana u obou
bunéénych linii. OvSem lze dosahnout vyznamného omezeni cytotoxicity na zakladé
dvou procedur — deprotonace a reprotonace, vyuzivanych jako dalsi ,.Cistici krok*
po ptipravé polyanilinu. V souladu s tim je tedy cytotoxicita zplisobena pfiliSnou

reakci vedlejsich produkti a necistot (Humpolicek a kolektiv, 2012).

Béhem poslednich desetileti se klade stale vétSi diraz na pozadavky, a to
z divodu neustalého ristu a starnuti populace, v oblasti zdravotni péce (Tabata,
2001; Vasita, Shanmugam a Katti, 2008; Jiao a Cui, 2007). Zejména poté v oblasti
tkafiového inzenyrstvi. Cim dal vice lidi potfebuje pro sviij zivot implantat k
transplantaci organu. Aby bylo moZzné splnit narlstajici pozadavky, zvySuje se vy-
zkum v oblasti tkanového inZenyrstvi. K nadé€jnym pokrokiim vedlo lepsi porozu-
méni bunééné biologie, véda o biomateridlech a interakce mezi bunikou a danym
materialem. V tomto kontextu, povrchovd modifikace, respektive plasmova povr-
chova modifikace biokompatibilnich materidll, je z4jmem a hlavnim cilem mnoha
vyzkumnych skupin (Jacobs a kolektiv, 2012). Nicmén¢ — tkanové inzenyrstvi z-
stava interdisciplindrnim polem, a stdle urcité rozhodujici informace a dobré poro-

zumeéni interakci mezi buiitkou a polymerni latkou chybi.
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V dnes$ni dobé€ se Casto vyuzivaji povrchové modifikace na bazi plasmy, napfii-
klad plasmova polymerace (Morent a kolektiv, 2011; De Geyter a kolektiv, 2011;
Morent a kolektiv, 2009; Vasilets a kolektiv, 1997; Asadinezhad a kolektiv, 2010) ¢i
plasmové roubovani (Krishnan, Weinman a Ober, 2007; Mathieson a Bradley,
1996; Mathieson a Bradley, 1996; Davidson, Mitchell a Bradley, 2005; Kato a ko-
lektiv, 2003; Deng a kolektiv, 2009; Yang a kolektiv, 2003; Cho, Lee a Kim, 2005;
Shojaei, Fathi a Sheikh, 2007; Gatenholm, Ashida a Hoffman, 1997; Yu a kolektiv,
2007; Goda a kolektiv, 2008; Shim a kolektiv, 2001). Tyto technologie mohou vést
ke zdokonaleni interakci mezi bunkou a materidlem u riznych biomedicinskych po-
lymerd (Desmet a kolektiv, 2009; Chu a kolektiv, 2002; Gristina, 1978; Subbiah-
doss a kolektiv, 2009; Gizdavic-Nikolaidis a kolektiv, 2004). Kromé lepsi buné¢né
adheze a proliferace na povrchu implantat, je rozhodujici i prevence adhezi mikro-
organismui. Vzhledem k rozdilnym aplikacim biomedicinskych polymert, s jesté
vétsimi rozli¢nymi pozadavky, je evidentni, Ze procedury a technologie rizné speci-
alizovanych plasmovych modifikaci budou neustéle rozvijeny z divodu splnéni roz-
dilnych potfeb. Dva z téchto specializovanych procedur jsou uUprava 3D struktur
(Vasita, Shanmugam a Katti, 2008; Rosso a kolektiv, 2004; Kim a Mooney, 1998) a
prostorova kontrola bunééné adheze (Kim, Khang a Lee, 2008; Ruardy a kolektiv,
1997; Wilkinson a kolektiv, 2002; Lee a kolektiv, 2003; Choee a kolektiv, 2004; Lee
a kolektiv, 1998). Spole¢né¢ mohou byt tyto procedury vyuzity k vytvofeni a
designovani novych a kompletnich, synteticky ,,péstovanych® organd (Jacobs a ko-
lektiv, 2012).

Experimentalni ¢ast prace je prvotni studii. Za ptedpokladu, Ze aplikujeme BSA
po pusobeni plasmy, dosahneme lepSich hodnot oproti jeho absenci. Je mozné, zZe
kombinace téchto dvou faktori by mohla pfispét k vyvoji modifikaci pro kloubni
nédhrady ¢i uvedeni jejich kombinace z divodu proliferace a diferenciace kostni

chrupavky.
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ZAVER

Pted nami stoji posledni ¢ast prace, a to je celkovy souhrn, tykajici se povrcho-
v¢é upravy polymert pro zvySeni bunécné proliferace s tim, ze jsme se Vv praktické
casti konkrétné zaméfili na pusobeni vzacného plynu (argonu) na polyanilinové fil-
my, které jsou upravené v plasmovém reaktoru. Samoziejmé nebudeme na zavér
mluvit pouze o plasmové upravé v atmosféfe argonu, ale také v atmosféfe vzduchu.
Dalsim dulezitym prvkem byla aplikace bovinniho sérového albuminu, jakozto mo-
delového systému. Za ptredpokladu, ze mikrotitraéni desticky obsahujici polyanili-
novou stl byly, respektive nebyly podrobeny procesu oplasmovani (vzduchem i ar-
gonem), a co je dilezité — bez ptfidavku bovinniho sérového albimunu — bunééné
linie mySich fibroblastt hufe proliferovali na daném povrchu. U polyanilinové soli
plati, ze viabilita mySich bun¢k je nizka, pouze v rozmezi 45 % - 55 % (v tomto
piipadé bunky vykazuji stfedni cytotoxicky efekt). TotéZ mizeme fici i o polyanili-
nové soli podrobené oplasmovani v atmosféfe vzduchu ¢i v atmosféfe vzacného
plynu (argonu), a to i navzdory tomu, Ze byla podrobena plasmatu, ktery pozmeénil

povrchové vlastnosti z hlediska chemické struktury a vyskytu funkénich skupin.

Jina situace nastala pfi aplikaci bovinniho sérového albuminu. V tomto ptipadé
buniky proliferuji mnohem lépe nez v pfipad€ pfedchozich vzorki. Bez dalSich ana-
lyz, které budou predmétem diplomové préace, je ovSem obtizné piesné fici, proc
dochazi k této razantni zméné. V poslednich kapitolach byl vysvétlen jakysi néstin
celé bakalatrské prace, celé problematiky, tykajici se adheze a proliferace eukaryo-
tickych bunék. Prace poukazuje na moZnosti vyuZiti plasmové Upravy povrchu
v kombinaci s bovinnim sérovym albuminem k ovlivnéni interakce bunék a povrchu

polyanilinu.
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VSechny uvedené zkratky byly vysvétleny v textu bakaléarské prace.
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