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ABSTRAKT

Biokompatibilita syntetickych polymernich materiali zaujima vysokou védeckou dilezi-
tost v disledku vzrastajiciho mnozstvi aplikaci v medicin€. V dusledku toho dochazi
Kk vysoce dulezitym potiebam pfipravy aktivnich povrchovych vrstev, které vykazuji ade-
kvatni interakci s zivymi bunkami. V této diplomové praci byla studovana imobilizace
chondroitin sulfatu na vzorku polyethylenu navazaného prostrednictvim vicestupnového

fyzikéalné-chemického procesu.

Kli¢ova slova: biokompatibilita, povrchova uprava, proliferace bunék, chondroitin sulfat

ABSTRACT

The biocompatibility of synthetic polymer materials is of a high scientific importance due
to the increasing amount of applications in medicine. Due to this fact, there is high impor-
tance to prepare active surface layers which have adequate interaction to the living cells. In
this thesis, the immobilization of chondroitin sulphate on polyethylene substrate via mul-

tistep physico-chemical approach has been studied.

Keywords: biocompatibility, surface treatment, cell proliferation, chondroitin sulphate
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UVOD

Je znamo, ze UV zafeni plazmatu i chemické interakce mezi reaktivnimi ¢asticemi plazmatu a
bakteriemi nebo spory mohou zptisobit nekrézu bakterii. Bylo také prokazano, ze citlivé ma-
terialy, jako jsou polymery, nejsou odolné vii¢i reaktivnim plynnym ¢asticim plazmatu a do-
chéazi k pomalému leptani povrchu polymeru. Nejlepsi vysledky byly dosazeny zamezenim
interakce opracovavaného povrchu s excitovanymi plynnymi ionty pomoci dohasinajici emi-

Se.

Zpracovani biomedicinskych materialii pomoci plynného plazmatu ma velky potencial pro
budouci aplikace. Napt. diagn6zou neurodegenerativnich onemocnéni pted tim, nez jsou vidi-
telné prvni piiznaky. Neurodegenerativni onemocnéni je zptisobeno pifitomnosti urcitych pro-
teinl v télnich tekutindch, mozkomisnim moku a krvi. Koncentrace téchto proteini je velmi
nizka a je obtizné je detekovat konvencnimi metodami. Problémem taky je, ze proteiny maji
tendenci k adsorpci na povrchu zkumavky pro ukladani té€lnich tekutin. Tomuto jevu se poda-
filo zabranit oSetfenim vnitini stény zkumavky plazmatem helia za nizkého tlaku
Vv kapacitnim rezimu. Na aktivovany povrch se nanesly ochranné povlaky obsahujici specific-
ké chemické latky, které umoziovaly pouze nepatrnou adsorpci proteinit ve skladovanych

zkumavkach.

Dalsi vyuziti je u kardiovaskularnich chorob, které jsou &asto 1é&eny chirurgicky. Spatna
krevni céva je nahrazena umeélou vyrobenou z polymeru. Cévni §té€py s priméry mensimi jak
milimetr maji nizkou biokompatibilitu, ktera zptsobuje aktivaci trombocytli a v kone¢ném
dasledku vznik trombu. Tomuto efektu se da zabranit modifikaci cévni nahrady pouzitim vy-
soce nerovnovazného plazmatu kysliku. Toto plazma s velkou koncentraci neutrdlnich atomt
kysliku je ¢asto nehomogenni, takZe oSetieny povrch polymeru ma nanostrukturovanou mor-
fologii, ktera v kombinaci s ptitomnymi vysoce polarnimi funkénimi skupinami zptsobuje, ze
povrch polymeru ma velmi hydrofilni charakter. A praveé hydrofilni charakter povrchu poly-

meru zabranuje aktivaci krevnich desticek.
Rény pfii diabetes se oSetfuji netkanymi celulézovymi materidly, které slouzi jako absorpcni

vrstva. Plazmova uprava pomoci nizkotlakych vyboji zlepSuje sorpéni vlastnosti téchto mate-

riald [1].
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. TEORETICKA CAST
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1 POLYETHYLEN

Polyethylen (PE) patii mezi polyolefiny, coz je kvantitativné nejvétsi skupina syntetickych
polymeri, a to hlavn¢ diky dostupnosti surovin pro vyrobu monomera a dobré zpracovatel-
nosti [2]. Zadny jiny polymer se nevyvinul tak rychle jako pravé PE. Je zndm uz od roku
1935, ale jeho vyroba se zacala rozsifovat az po roce 1953 zavedenim nizkotlaké polymerace,
ktera nebyla tak naro¢né jako polymerace za vysokého tlaku. Ma vynikajici vlastnosti, diky
nimZ ma vsestranné zpusoby pouziti a vyrabi se témet ve vSech pramyslové vyspélych statech

[3, 4].

[ CH> CH,
Obrazek 1: Vzorec PE

PE se tadi mezi termoplasty, které pii vyssi teplot¢ méknou a stavaji se plastickymi, pfi¢emz
se chemicky neméni, a ochlazenim opét ztvrdnou. Tento proces Ize libovolné opakovat [3].
Podle hustoty se déli na PE s nizkou hustotou (LDPE), PE s vysokou hustotou (HDPE) a na
PE o stfedni hustot¢ (MDPE). V tab. 1 jsou uvedeny piesné hodnoty hustot. Déle pak roze-
znavame linedrni PE o nizké hustoté (LLDPE) a PE s ultravysokou molekulovou hmotnosti

(UHMW-PE) [2].

Tabulka 1: Hustota jednotlivych typt PE pii teploté 23 °C

Typy PE Hustota [g/cm3]
LDPE 0,915 - 0,925
HDPE 0,950 - 0,960
MDPE 0,925 - 0,940
LLDPE 0,915-0,935
UHMW-PE 0,944 — 0,954
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1.1 Vyroba

Monomerem pro vyrobu PE je pomérné reaktivni ethylen, bezbarvy nasladly plyn, jenz se
ziskava hlavné z ropy a zemniho plynu. Je to jednoduchy symetricky alken, u kterého probiha

polymerace jen za mimoiadnych podminek nebo za pouziti katalyzatora [4].
e Vysokotlaka polymerace

Polymerace se provadi v kontinualnich reaktorech za pouziti vysokého tlaku (50 az 300 MPa)
pfi teploté 150 az 400 °C. Polymer vznika ve form¢ taveniny. Pfi danych podminkach se vo-
dik snadno pfenasi z polymeru na rostouci radikal. Tim vznika na polymeru radikal, na kte-
rém poté roste fetézec [4, 5]. To ma za nasledek vznik vysoce rozvétveného polymeru
s nizkou hustotou (viz obr. 2), ktery ma nizsi stupen krystalinity, je mékky, pruzny a houzev-

naty [6].

Obrazek 2: Struktura LDPE

Radikalovou polymeraci 1ze vyrabét kopolymery ethylenu s polarnimi monomery. Ptikladem

je kopolymer EVA, kopolymer ethylen-akrylat [5].
e Nizkotlaka polymerace

Polymerace se provadi podle Zieglera za pouziti nizkého tlaku a katalyzatord. PE se vyrabi
bud’ v suspenzi, nebo vyhodnéjSim postupem na fluidnim lozi, protoze se zde nepouziva roz-
poustédlo. Vysledkem je linearni polymer s vysokou hustotou (viz obr. 3), ktery je tuzsi, lesk-

lej$i a ma vyssi tepelnou odolnost. Katalytickym zptisobem lze vyrabét i LLDPE [5, 6].
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Obrazek 3: Struktura HDPE

1.2 Vlastnosti a pouZziti

Vsechny typy PE jsou tuh¢, v tenkych vrstvach ohebné a témét prahledné, maji vysokou hou-
zevnatost a taznost. Teplota tani je v rozsahu 105 az 136 °C. Za normalni teploty je PE odolny
vaci kyseling sirové, chlorovodikové, dusicné i1 fluorovodikové a nerozpousti se v zadném
rozpoustédle. Méné¢ staly je v pfitomnosti oxidacnich cinidel. VétSina typlh PE se nad 50 °C
rozpousti v aromatickych nebo chlorovanych uhlovodicich. PE odolavd mrazu, nepropousti
vodni paru, pii plsobeni napéti ma tendenci praskat. Absorbuje tuky, uhlovodiky, aminy,
ethery, ketony a jiné kapalné organické slouCeniny. Miizeme na ném pozorovat studeny tok.
Pokud neni PE stabilizovany, ma nizkou odolnost proti povétrnosti, a to pfedevsim proti slu-

ne¢nimu zafeni. Odolnost se zvySuje pfidavkem 2% ZnO [2].

Vesmeés vSechny vlastnosti PE jsou zavislé na teploté. Amorfni ¢ast zajisStuje ohebnost LDPE
do velmi nizkych teplot. Pfevladajici krystalicka ¢ast je zodpovédna za dobrou pevnost. Pfi-
blizné& pti 60 °C zalind krystalicka ¢ast tat a polymer mékne. Pfi teploté kolem 110 az 115 °C
dochazi k roztaveni veskeré krystalické ¢asti a polymer se stava plasticky. Pti ochlazeni do-
chazi opét k vytvoteni krystalické struktury. Obsah krystalické faze a velikost krystalt 1ze
ovlivnit rychlosti chlazeni taveniny. Pfi pomalém chlazeni vznikaji relativné velké krystaly,
pfi rychlém vznikaji po€etné krystalické oblasti a polymer ma vyssi transparentnost. PE je pfi
velmi nizkych teplotach (-120 °C) tvrdy a kiehky. S rostouci teplotou se stdva ohebnym. Po-

kud vyrobky z PE nedeformuji vné&jsi sily, nebo pokud nemaji sklon ke smr$t'ovani, jsou tva-

rové stalé do teplot kolem 100 °C [3].

Nejveétsi uplatnéni ma PE o velké primérné relativni molekulové hmotnosti. Dé se zpracova-
vat vstfikovanim, vytlacovanim, tvafenim, vyfukovanim, litim a lisovanim. Vyrabi se z ngj
napi. obaly pro potravinaisky a spotiebni primysl, koSe, vani¢ky, naddobi, lahve, tasky, hrac-

Ky, transparentni folie, z technickych vyrobkt pak trubky, nadoby pro dopravu a piechovava-
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ni chemikalii. Déle se pouziva k oplastovani kabeli. PraSkovy PE slouzi i jako ochrana po-

vrchu kovovych predmétu pied korozi, kdy se na povrch predmétii nanasi natavovanim [4, 6].

I kdyz mé PE piivétivé vlastnosti a je snadno zpracovatelny, vzhledem k jeho inertnimu po-
vrchu nemé vyuziti jako specialni materidl. K dosazeni takovych povrchovych vlastnosti, jako
je hydrofilita, drsnost, selektivni propustnost, potiskovatelnost apod., je tieba povrch modifi-
kovat. Povrchovou modifikaci, kdy se na povrchu PE vytvoti karbonylové, karboxylové a jiné
skupiny, lze dosdhnout pouzitim riiznych metod, napt. ptisobenim chemikalii, roubovanim,

zavedenim atomu halogenu, ptisobenim plazmatu aj. [7, 8].

1.2.1 Vysokohustotni polyethylen

HDPE je nejtuzsi ze vSech typt PE. V nékterych ptipadech je nutné zaclenit malé mnozstvi
komonomeru, napt. 1-hexenu, ktery snizuje hladinu krystalinity. Tim se zlepsi jeho houzevna-
tost, ovSem na ukor tuhosti. Stupen krystalinity je vyssi jako 60 %. Je to dano nizkou Urovni

vétveni, ktera takika nebrani polymeru krystalizovat [9].

1.2.2 Nizkohustotni polyethylen

Molekuly LDPE maji mnoho kratkych a dlouhych fetézcti, LDPE ma tedy velkou polydisper-
zitu. Uroveti krystalinity se pohybuje v rozmezi od 30 do 55 %. Tento nizi obsah krystalické
faze je dan vysokou trovni vétveni LDPE, kterd naruSuje schopnost polymeru krystalizovat
[9]. Vétveni je nahodné a u polymeru se mtze vyskytovat bud’ s mnoha kratkymi rameny na
zakladnim fetézci, nebo mize mit polymer komplexni stromovou strukturu [10]. Vysoce roz-
vétvena struktura a Siroka distribuce molekulové hmotnosti dava tavenin€ vysokou pevnost a
snadnou zpracovatelnost, proto byva LDPE ptfidavan do takovych typl PE, které jsou obtizné

zpracovatelné [9].

Filmy vyrobené z LDPE jsou relativné transparentni, protoze jejich sférolity jsou obvykle
podstatné mensi nez vinova délka svétla [9]. LDPE folie 1ze snadno zpracovavat vyfukovanim
nebo jako lité folie vytlacovacim zatizenim. Vybér vytlacovaciho zafizeni zavisi na konkrétni

aplikaci a pozadovanych vlastnostech [11].

1.2.3 Odolnost proti mikroorganismim

PE neni zivna ptida pro mikroorganismy, proto neni jimi napaden. To ov§em neplati, pokud je
tloustka stény nebo filmu mensi jak 0,1 um. V ten¢i st€én€¢ mohou byt pfi vyrobé zavedeny

malé pory. Latky s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou zmékcovadla, stabilizatory, an-
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tioxidanty atd. mohou migrovat na povrch polymeru a podporovat tak rtist mikroorganismii,
coz se muze projevit zhorSenim mechanickych vlastnosti, estetické kvality, ztratou optické
transparentnosti apod. K zabranéni ristu mikroorganismti se pouzivaji konzervaéni €inidla,

napf. fungicidy nebo biocidy, ktera se pfidavaji do plastovych materiala [12].

1.3 Polyethylen jako biomaterial

Polymery ziskaly mnoho riznych aplikaci v oblasti biomedicinského inzenyrstvi diky svému
zpracovani a vyhodnym vlastnostem. Mohou byt snadno vyrabény v riznych velikostech a
tvarech (latex, vldkna, film, atd.) a jsou leh¢i nez konvencéni materidly. PE se
v biomedicinskych aplikacich pouziva k vyrobé ortopedickych implantatd (kolenniho a ky-
celniho kloubu), dale jako farmaceutické lahve, netkané textilie, katétry, pruzné obaly, atd.

[13].

Aby mohl byt PE pouzit jako biomaterial, musi splitovat fadu kritérii a byt biokompatibilni.
Testy na biokompatibilitu jsou navrzeny tak, aby urcily riziko neptiznivych G¢inkl na zdravi.
Toxicita materialu zavisi na toxicité pfidanych slozek a jejich migrace do téla. Mezi potenci-
alné toxicke latky patii antioxidanty, stabilizatory, maziva, separacni ¢inidla atd. a degradaéni
produkty vzniklé pii skladovani polymeru nebo pii implantaci. Hodnoceni bezpecnosti zdra-
votnickych prostiedkt, at’ uz jsou piimo ¢i nepiimo v kontaktu s t€lem nebo s télnimi tekuti-
nami, popisuje norma I1SO 10993 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkt. Rozsah
testovani zavisi na délce kontaktu, jaka ¢ast téla bude v kontaktu s materidlem a na povahu

kontaktu s télem (vnéjsi nebo vnitini) [12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 CHONDROITIN SULFAT

Chondroitin sulfat (CHS) je komplexni polysacharid spadajici mezi glykosaminoglykany
(GAG). Nachazi se v extracelularni matrix tkani jako soucast proteoglykant, na bunécnych
povrchovych receptorech a uvniti buniky. Je vyznamnou slozkou chrupavky. Jeho struktura se
sklada z opakujicich se jednotek kyseliny D-glukuronové (GIcA) a N-acetyl-D-galaktosaminu
(GalNAc), jejichz hydroxylové skupiny jsou sulfatovany (u GlcA na druhém a tfetim uhliku,
u GalNAc na ¢tvrtém a Sestém uhliku). PoCet a umisténi sulfatovych skupin se mize lisit,
nejcastéji se vSak vyskytuji u GalNAc v pozici 4 (viz obr. 4) nebo 6. Jeden fetézec obsahuje
priblizn¢ 40 disacharidovych jednotek o molekulové hmotnosti asi 20 000. Jednotlivé typy
CHS maji rozdilné regulacni schopnosti jak v ptipadé biologickych funkei, tak i v pfipadé
zanétl, enzymatické aktivity, syntézy extraceluldrni matrix, adheze, proliferace, diferenciace
a apoptoze. O tom, jak velky vyznam ma specificky vzor CHS v biologickych funkci, dokazu-

je vysoka variabilita vzoru a jejich pfitomnost v riznych typech tkani [14, 15, 16].

B CH,OH
0S0O; o
H H @]
H H
H NHCOCH,4
n

Obrazek 4: VVzorec chondroitin-4-sulfatu
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2.1 Regulaéni vlastnosti

Vnéjsi ¢ast kloubni chrupavky obsahuje nediferencované mezenchymalni bunky. Existuje
domnénka, ze pericelularni prostor téchto bunck je slozen z proteoglykanii obsahujici CHS
S nizkym stupném sulfatace, ktery udrzuje buriky v nediferencovaném stavu. Kdyz se nedife-
rencované mezenchymalni buiiky zacnou délit, dcefiné buiiky opusti oblast s nizkou sulfataci
a vstoupi do oblasti s vysokou sulfataci, kde se za¢nou diferencovat do zralych chondrocytt.
Buriky se od sebe v oblasti s velkou sulfataci odliSuji z toho diivodu, ze proteoglykany obsa-
hujici CHS selektivné vazou rtistové faktory v zavislosti na poc¢tu sulfatovych skupin v CHS.

A tyto rustové faktory diferenciaci tidi [14].

CHS se tfadi mezi symptomaticky pomalu piisobici 1ék na osteoartrézu. V mnoha klinickych
studiich se uvadi, ze po perordlnim podani dochazi k tlevé od symptomu, zlepSeni Sitky
kloubniho spojeni, ke snizeni degradace extraceluldrni matrix chrupavky a kostni tkané a ke
zlep$eni pohyblivosti kloubti. Uginnost viak hodné zavisi na kvalité podavaného CHS. Ke
zlepSeni stavu dochézi az po né€kolika mésicich, zato ptiznivé ucinky pietrvavaji i po skonceni

medikace [14].

2.2 Pouziti CHS v biomediciné

CHS izolovany z obratlovct se vyuziva terapeuticky. Zejména CHS izolovany z kosti drtibe-
7e, skotu a z nosni pfepazky prasat se pouziva jako biomedicinska ptisada pro 1écbu osteoar-
tritidy a osteoartrozy. Tato onemocnéni se béZznym zpisobem 1é¢i nesteroidnimi protizanétli-
vymi léky a analgetiky, které mohou zplisobit vaZzné nezaddouci ucinky. Proto je pouZziti CHS
vyhodnou alternativou. CHS-C se prodava jako vyzivujici latka pro kloubni chrupavky
k zabranéni jejich poskozeni nebo degeneraci. Dale se pro své viskoelastické vlastnosti pouzi-
va u operace o¢niho zékalu a pfi implantaci nitroo¢ni ¢ocky a jako piisada do hydrata¢nich
krémt pro 1écbu popalenin. Skrz rostouci zdjem o CHS bylo navrZzeno nékolik dalSich farma-
ceutickych aplikaci k riznym typim CHS. Jejich vysoka variabilita v zivoc¢isnych tkanich
vyzaduje ptisnou kontrolu urovné sulfatace ve vyrobcich [17]. Informace o struktufe 1ze zis-
kat pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR), kterd vSak vyZaduje dostate¢né mnoZstvi

relativné Cistého vzorku [18].

Do biomateriala je vyhodné zaclenovat CHS, protoze jim poskytuje biologickou uc¢innost
V oblasti regulace bun€k, jako je proliferace, diferenciace, syntéza enzymu, apoptoza a sekre-

ce cytokinl. Vyvijeji se pro fadu klinickych aplikaci, napt. pro regeneraci chrupavky, tkanoveé
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inzenyrstvi (pro srdecni chlopné), podavani 1¢ékt, chirurgicka lepidla a tmely, regeneraci me-
ziobratlové ploténky, hojeni ran atd. Tyto materidly jsou bud’ zcela biologické, nebo jsou slo-
zeny z biologickych a syntetickych polymera. Pouzitim syntetickych polymert miizeme kont-
rolovat mechanické vlastnosti biomateriald, které jsou dany chemickou strukturou molekul.
Samoziejmé chemicka struktura musi byt takova, aby material vykazoval co nejmensi toxicitu

do okolni tkan¢ [14].
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3 CHONDROCYTY

Chondrocyty jsou buiiky chrupavcité tkan€. Jsou to dospélé, vétSinou velké, plné vyvinuté
bunky obsahujici kulaté jadro s jednim nebo dvéma jadérkami. Nezralé chondrocyty se nazy-
vaji chondroblasty, jsou mensi, ploché a na rozdil od chondrocytli nemaji v cytoplazmé zrnka
glykogenu a jemné tukové kapky. V pIné vyvinuté chrupavce se chondrocyty vétsinou vysky-
tuji v parech, nebo v trochu vétsim seskupeni umisténych v dutinach matrix, zvanych lakuny.
VétsSimu mnozstvi chondrocyti se fika izogenetické skupiny [19]. Chondrocyty maji riznou
morfologii v zavislosti na hloubce vyskytu v chrupavce: na povrchu jsou vice zplostélé,
Vv hlubsich oblastech jsou kulatéjsi a vétsi. Chondrocyty v povrchové vrstvé produkuji lubri-
cin, ktery pfispiva k mezni vrstvé maziva, diky ¢emuz ma chrupavka hladky povrch s velmi
nizkym koeficientem tfeni. Chondrocyty ve stfedni zoné syntetizuji relativné vétsi mnozZstvi
agrekanu a mnozstvi mensich proteoglykani. Za normalnich okolnosti jsou chondrocyty
v klidovém, ustaleném stavu a udrzuji syntézu proteoglykant a jinych nekolagennich molekul
[20]. Obvod bunky tésné piiléha k mezibunééné hmoté. V misté vyskytu izogentickych sku-
pin je extracelularni matrix vyrazné basofilni [19]. Matrix kolem chondrocyti je bohaté na

GAG a chudé na kolagen [21].

Vzhled chondrocytl na ultratenkych fezech zavisi na tom, zda je chondrocyt v aktivnim stavu,
nebo zda je jiz necinny. Aktivni formy (chondroblasty) produkuji extraceluldrni matrix, obsa-
huji granulované endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. Jakmile dochazi k poklesu
jejich aktivity, redukuje se velikost endoplazmatického retikula i Golgiho komplexu, cela

cytoplazma se piestavuje a objevuji se v ni zrnka glykogenu a lipoidni material [19].

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

3.1 Chondrogeneze

Pii chondrogenezi vznikaji chondroblasty bud’ po interakci kondenzovaného mezenchymu
S bazalni membranou, nebo po interakci epitelového krytu a mezenchymu. Pocatek chondro-
geneze je signalizovan ovalizaci budoucich chrupavéitych bunék a produkci kolagenu typu II
[22]. Proces zacina agregaci a kondenzaci mezenchymu. Kondenza¢ni mezenchym produkuje
ruzny extracelularni matrix a rtizné adhezni molekuly. Mezenchym diferencuje do chondrocy-

th a tyto bunky zacinaji produkovat extraceluldrni matrix bohaty na kolagen typu II a agrekan
[23].
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K chondrogenezi dochazi jak v pribéhu embryogeneze, tak i v dospé€losti v disledku opravy
skeletdlni tkané. Velmi dilezité jsou pii chondrogenezi kostni morfogenetické proteiny
(BMP), jenz patii mezi rustové faktory. Jejich Gc¢inek zavisi na tom, v jaké koncentraci se ve

tkani nachazi a na dobé ptsobeni. Reguluje se kladnou i zapornou zpétnou vazbou [22, 23].

Béhem vyvoje se buiikky rychle mnozi. Bunky v blizkosti stfedu kazdého rostouciho prvku
nakonec vystoupi z bunééného cyklu a zahdji hypertrofickou diferenciaci neboli proces zrani.
V tomto procesu se chondrocyty zvétSuji, diferencuji, mineralizuji a nakonec podléhaji apo-
ptoze. Jejich zbytkova chrupavcita matrix slouzi jako scaffold pro dalsi ukladani minerala a

pro tvorbu kostni tkané s naslednym osidlenim osteoblasty a osteoklasty [23].

Proliferace a . . Lo Koneéna
Kondenzace B A Diferenciace a zrani ,_ .

diferenciace diferenciace
Mezenchymalni Hypertrofické
kmenové buriky Chondroprogenitor Chondroblasty Chondrocyty chondrocyty

by "o\?zg %L — ::E;\Ef’sk | ©@
O | O FezEw O

Obrazek 5: Chondrogeneze [24]
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3.2 Funkce zralych kloubnich chondrocyti

Zraly kloubni chondrocyt neni v extracelularnim matrix mitoticky aktivni a ma nizkou rych-
lost syntetické aktivity. Protoze kloubni chrupavka neni vaskularizovana, musi se pro vyménu
zivin a metaboliti spoléhat na diftizi chondrocyti z povrchu kloubu nebo ze subchondrélni
kosti. Chondrocyty udrzuji transportni systém membrany aktivni pro vyménu kationtt (Na®,
K*, Ca** a H™), jejichz koncentrace kolisaji se zatizenim a se zménou sloZeni chrupav¢ité mat-
rix. Cytoskelet chondrocytt se sklada z aktinu, tubulinu a vimentin vlaken a slozeni téchto

vlaken je odli$né v riznych zonach chrupavky [25].

Metabolismus chondrocytl pracuje v chrupavcité matrix pii nizké koncentraci kysliku. Roz-
mezi je od 10 % na povrchu chrupavky do méné nez 1 % v hlubsi zoné. Spotieba kysliku na
jednotlivé buriky je pouze 2 az 5 %. Chondrocyty obvykle neobsahuji mitochondrie, jejich
metabolismus je siln€¢ zavisly na dodani glukdzy, ktera slouzi jako hlavni zdroj energie a jako
zékladni prekurzor pro syntézu GAG. Usnadnéni transportu glukézy v chondrocytech je zpro-

sttedkovano nekolika odlisnymi proteiny pro transport glukézy [25].

Pokud dojde k vaznému poskozeni kolagenové sité, je replikace chondrocyti v matrix kloubni
chrupavky t€z8i. V pocateCnich stadiich OA reaguji chondrocyty na strukturdlni zmény
v okoli matrix tak, zZe zvySuji proliferaci a syntézu proteint, proteinaz a anabolickych a kata-
bolickych faktort. Toto nestandardni chovani chondrocytl se odrazi ve vzhledu fibrilace, vy-
cerpani matrix, shromazd’ovani bun¢k a ve zméné mnozstvi, distribuce nebo slozeni proteini

vV matrix [25].
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4 FIBROBLASTY

Fibroblasty se fadi mezi nejbéznéjsi a nejvyznamnéjsi bunky vazivové tkan¢. Maji protahly,
vietenovity az hvézdicovity tvar, jenZ se méni podle aktudlniho funk¢niho stavu. Pokud pro-
biha tvorba bilkovin, bunky se zvétSuji. Fibroblasty obsahuji ¢etnd drsnd endoplazmatické
retikula a Golgiho aparat. Produkuji zakladni vlaknitou a amorfni hmotu vaziva, tedy tropoko-
lagen, proteoglykany a dokonce i molekuly elastinu. Fibroblasty se podileji na regeneraci tka-
né, jsou hlavnim zdrojem materialu vypliiujiciho tkanové defekty — jizvy. Fibroblasty, které se
aktivné nepodili na sekreci, se nazyvaji fibrocyty. Jsou vyvojov€ starS$i a maji minimalni

schopnost diferenciace [26, 27].

Obrazek 6: Fibroblasty [28]

Fibroblasty jsou schopné fagocytovat cizorodé ¢astice. V tkanovych kulturach snadno prolife-
ruji a rostou, a to hlavé plisobenim riiznymi druhy drazdidel a pfivodu Zivin krvi. Jako prvni
byly péstovany fibroblasty, které se ziskaly z embryonélnich tkani. Poté se zacaly ziskdvat i
z dalSich druhii pojiv, napt. ze synovidlnich membran a synovidlnich tkani. V médiu téchto
tkani byla zjisténa pfitomnost hyaluronanu, proto se fibroblasty pokladaji za misto, kde vzni-

kaji mukopolysacharidy [29].

Dermalni fibroblasty produkuji a organizuji extracelularni hmotu dermis. Komunikuji jak
mezi sebou, tak i s jinymi typy bunék. Maji kliC¢ovou roli v regulaci fyziologie kiize a hojeni
ran. Normalni dospéla lidska kiize obsahuje nejméné tfi odliSné subpopulace fibroblastt, a to
papilarni, retikularni a folikularni. Fenotypovy rozdil mezi t€émito populacemi fibroblastli se
projevuje v produkei a organizaci extracelularni hmoty, produkci riistovych faktori/cytokini

a Vv ucasti v zanétlivych odpovédi [30].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

e Fibroblasty pti hojeni ran

V piipadé, ze dojde k poskozeni tkané, za¢nou fibroblasty v jeji blizkosti proliferovat, migro-
vat do rany a produkovat velké mnozstvi kolagenni hmoty, kterd pomaha izolovat a opravit
poskozenou tkan. Fibroblasty jsou schopné se pohybovat rychlosti 1,2 um/min [31, 32]. Pti
opravé tkan¢ dochdzi u fibroblastii ke zméné fenotypu z jejich obvykle relativniho klidového
stavu na kontraktilni myofibroblasty. Tyto bunky jsou fenotypové podobné s buiikami hlad-
kého svalstva. Nékolik vyzkumnikil z riznych oborii v roce 1990 ukéazalo, Ze myofibroblasty
jsou béhem opravy tkané soucasné pritomné v dalSich tkani, vCetné jater, ledvin a plic. Pii
bézné opravé tkan¢ dochéazi u myofibroblastl k apoptdze a vznika jizva. V piipadé, Ze myo-
fibroblasty setrvavaji ve tkani, dochdzi k fibréze vlivem zvySené syntéze matrix a tim ke

zkracovani tkang, coz v mnoha piipadech brani normalni funkci organu [33].
¢ Organizace mezibunééné hmoty

Fibroblasty dokazi organizovat mezibunéénou hmotu do ucelenych ¢asti. Pokud se k fibrob-
lastiim Vv kultivaéni nddobé pfida kolagen, jehoz sit’ vldken je ndhodné orientovana a tvoii tak
gel, zacnou k sobé fibroblasty kolagen pfitahovat a tim dojde k redukci gelu na mensi ¢asti.
Dalsi z moznosti je, ze se fibroblasty shluknou do té€sné blizkosti a ztistanou obklopeny orien-
tovanymi kolagennimi vladkny. Podobny jev nastdva, kdyz se dvé embryondlni tkané
s fibroblasty vlozi oddélen¢ do kolagenniho gelu. Kolagen vytvofi pevné vldkno mezi témito

tkanémi a fibroblasty tak mohou z tkani migrovat [31].
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5 PLAZMA

Plazma, téz nékdy nazyvané jako ¢tvrté skupenstvi hmoty, je ¢asteéné nebo Gplné ionizovany
plyn. Ionizovany znamena, ze alespon jeden elektron neni vazan k atomu nebo molekule. Se
zvySujici se teplotou maji molekuly ¢im dal vétsi energii a dochazi k transformaci pevné latky
na kapalnou, plynnou a nakonec vzniké plazma, kde se voln¢ pohybuje smés nabitych a neut-
ralnich ¢astic, elektront a iontd [34, 35]. Pojem plazma byl vytvoien Langmuirem a Tonksem
Vv roce 1929, kdy tak oznacily ¢ast obloukového typu vyboje, ve kterém jsou hustoty elektront
a iontl vysoké a v podstaté stejné [36]. Plazma je vlivem volnych elektrickych naboju (elek-
tronl a iontl) elektricky vodivé, Casto i vice jak zlato a méd’, interaktivni a je siln¢ ovlivio-
vano elektromagnetickym polem. Aby se ionizovany plyn mohl nazyvat plazmatem, musi byt
elektricky neutrdlni a obsahovat velké mnozstvi elektricky nabitych ¢astic, které maji vliv na

elektrické chovani a vlastnosti [34, 35].

Plazma tvofi vétSinu viditelné hmoty ve vesmiru, napi. slunecni korény, mlhoviny, slune¢ni
vitr, a to az z 99 %. Na Zemi lze plazma pozorovat ve formé blesku a polarni zare. U¢inné se
vyrabi v laboratofi a primyslu. PouZzivé se pro fadu aplikaci véetné termonukledrni syntézy,

elektroniky, lasert, zafivek a mnoha dalsich [34, 35].
e Stupei ionizace

Dulezitym parametrem pro popis plazmatu je stupen ionizace. Ve vétSin¢ pripadi nebyvaji
vSechny Céstice v plazmatu ionizované. Pfi velmi nizké hustoté¢ nabitych cCastic dojde
k zniCeni U¢inkl interakce mezi témito Casticemi vlivem neutralnich astic, které jsou
Vv pfebytku a dominuji nad sraZkami. U neutralnich castic dochazi ke srazkam pouze tehdy,
jsou-li navzajem v tésné blizkosti. Srazky mezi nabitymi ¢asticemi se fidi Coulombovym za-

konem [35].

e Debyeovo stinéni a délka

Debyeovo stinéni definuje plazma z kvantitativniho hlediska. Plazma je kvazineutralni, coz
znamena, ze ma hustotu kladnych a zapornych naboju stejnou. Ovsem v rozsahu Debyeovy
délky mize pii urcité teploté a hustoté nabitych ¢astic nastat nerovnovaha v nabojich. Pokud
je do plazmatu vlozen zaporny naboj, elektrony jsou odpuzovany a ionty ptitahovany. Tento
d¢j se déje velmi rychle a vede k posunuti elektronti a iontll a vytvafi se polarizacni naboj,
ktery chrani plazma proti vloZenému ndboji — dochdzi k Deyebovu stinéni. lonizovany plyn se
nazyva plazmatem, pokud je Debyeova stinici vzdalenost mens$i nez charakteristickd délka

systému [36, 37]. Debyeovu délku Ap Ize vypocitat podle vztahu (1):
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Kde: ng je hustota nabitych ¢astic, € je naboj elektronu, gy je permitivita vakua a KT popisuji

kinetickou energii elektronu.
Pocet ¢astic v Debyeové rozsahu (Np) se definuje jako parametr plazmatu:

4
Ny =n,-—zAd (2)
3
Jestlize je Np < = 1, maji kolektivni jevy maly vyznam a dominuji srazky. Pokud je Np >> 1,
velké mnozstvi ¢astic je zodpovédné za Debyeovo stinéni. Tomuto jevu se fikd kolektivni

chovani. Kolektivni u¢inky tedy dominuji nad srazkami, coz je kritérium plazmatu [37].
e Generace plazmatu

Existuje mnoho riiznych metod generace plazmatu. Plazma mutize mit vysokou nebo nizkou
hustotu, vysokou nebo nizkou teplotu, mize byt trvalé nebo pifechodné, stabilni nebo nesta-
bilni atd. Na zaklad¢ termodynamickych podminek rovnovahy spolu uzce souvisi stupefi ioni-

zace a teplota elektront [38].

Plazma se déli na termodynamicky rovnovazné a nerovnovazné. Termodynamicky rovnovaz-
né plazma se vyznacuje velmi vysokou teplotou tézkych Castic (¢asto az 10 000 K). Tento typ
plazmatu neni vhodny k oSetfeni polymernich materialli, protoZe teplota plynu je tak vysoka,
ze zpusobuje jejich tepelnou degradaci. Zato v termodynamicky nerovnovazném plazmatu je
teplota plynu podstatné nizsi. Je to dano nizkou teplotou tézkych castic a velmi vysokou tep-
lotou elektront (Casto az 50 000 K). Proto je tento typ plazmatu vhodny k oSetieni polymer-

nich materialt. Dalsi kapitoly budou zaméfeny pravé na nevyvazené plazma [39].

5.1 Nizkotlaké plazma

Vyboj plazmatu probihd za nizkého tlaku (< 133 Pa) a vysoké frekvenci (> 1 MHz). Tézké
castice (molekuly plynl a ionty) maji pii pokojové teploté kinetickou energie jen kolem
0,025 eV, zatimco elektrony maji dostatek kinetické energie (1 — 10 eV) ke zni¢eni kovalentni
vazby a k vytvéreni dalsi ionizace. Vytvoiené chemicky reaktivni ¢astice se mohou podilet na
homogennich (plynnd faze) nebo heterogennich reakci s pevnym povrchem, ktery je
v kontaktu s plazmatem. Nizkotlaké plazma se pouziva piiblizné pii pokojové teploté, proto je

vhodné pro zpracovani tepelné citlivych materiald, jako jsou polymery a polovodice [40, 41].
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V nizkoteplotnim plazmatu dochézi k zahtivani elektronii pomoci elektromagnetické viny,
ionty musi byt studené. Je proto nutné, aby hustota elektronti nebyla pfili§ vysoka. V opaéném
ptipad¢ by mohlo dojit k pfenosu energie z elektronti do iontd vlivem Coulombovym sraz-
kam, coz by meélo za nasledek zahtivani iontti. Rychlost srazek mezi elektrony a ionty musi

byt tedy mnohem niZsi, neZ mezi elektrony/ionty a neutralnim plynem [41].

Kli¢ové procesy pro disipaci translac¢ni a vnitini energie predstavuji pruzné a nepruzné srazky
mezi elektrony, ionty, neutrdlnimi atomy a molekulami. Zejména neelastické srazky horkych
elektrond s t€Zkymi ¢asticemi maji velky vyznam jako hlavni zdroj v generaci nabitych, exci-
tovanych nebo vysoce reaktivnich radikalt. Elementarni srazky mezi ¢asticemi v plazmatu
musi byt popsany zdkonem zachovani hybnosti a energie. V nizkotlakém plazmatu dominuji
binarni srazky. Vysledek srazky mezi dvéma Casticemi zpravidla zavisi na jejich specifické
fyzické interakci, kterd urcuje energii, hmotnost a ndboj Castic, a na jejich specifickém sraz-

kovém priiezu [42].
¢ Buzeni plazmatu
K vybuzeni plazmatu je tieba zajistit tfi zdkladni slozky:
1) Zdroj energie pro ionizaci
2) Vakuovy systém pro udrzeni plazmatu
3) Reak¢ni komoru

Jako zdroj energie pro ionizaci atoml a molekul se pouziva elektricka energie, a to bud’ ve
form¢ nizkofrekvencniho stfidavého proudu s frekvenci 50 nebo 60 Hz, nebo ve formé sttida-
vého proudu s frekvenci vyssi jak 60 Hz. Sem patii stfidavy proud s vysokou frekvenci (10
nebo 20 kHz), s radio-frekvenci (13,56 MHz) a mikroviny kmitocet (2,45 GHz). Tato elek-
tricka energie je dodavana z dvojice elektrod umisténych v reakéni komote v kapacitnim pfi-
pojeni s elektrickymi generatory. Je mozné také indukéni pfipojeni s elektrickymi generatory
[43].

Jednim ze zplsobil vyroby plazmatu je elektricky vyboj v plynech. Pfi vyboji v plynu je na-
pfi¢ ionizovanym plynem aplikovano elektrické pole, které urychluje volné elektrony a do-
chazi k dalsim srazkam. Jednou z charakteristik tohoto procesu je, Ze aplikace elektrického
pole na prenosy energie je mnohem uc¢inngj$i u lehkych elektronti nez u relativné t€zkych

iontl. Teplota elektronil je obvykle vyssi nez teplota ionti [38].
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Kdyz je zdroj ionizace vypnuty, ionizace se postupné snizuje v disledku rekombinace.
V laboratofi obvykle dochazi k rekombinaci tak rychle, Zze plazma zcela vymizi v malém

zlomku sekundy [38].

5.2 Interakce mezi plazmatem a povrchem polymerniho materialu

Kdyz je polymer vystaven plazmatu v optimalnim ¢ase a hustoté plazmatu, dojde k aktivaci
povrchu polymeru. Dokonce miize byt vytvoten i sitovany polymerni fetézec. Jako prvni je
z polymerniho fetézce odstépen vodik, ¢imz se ve stiedu polymerniho fetézce vytvaii radika-
ly, které potom rekombinuji s radikaly vytvofenymi v plazmatu (napi. vzduchu) za vzniku

kyslikatych nebo dusikatych funkénich skupin [44].
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Obrazek 7: Vznik novych funk¢nich skupin na povrchu polymeru [45]

Jelikoz je povrch polymeru vystaveny energii vyssi, nez je vazebna energie, dochazi ke §tép-
nym reakcim, ¢imZ vznikaji na povrchu nové vazebné konfigurace. S kazdou povrchovou
Gipravou pomoci plazmatu dochazi soucasné k ablaci a depozici. Radou parametr se da
ovlivnit, jestli bude prevladat leptani nebo povrchova uprava. Ponévadz jsou zakladni parame-
try reaktoru a substrat Casto pfeddefinované, musi byt oSetfeni optimalizovano kontrolou toku
materialu do reaktoru a regulaci piikonu do plazmové faze. Casto se nejprve provadi leptan,
aby se odstranily slabé hrani¢ni vrstvy, a poté dochazi k vytvéareni radikald, které se budou

chemicky vazat [46].
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Pokud ptisobeni plazmatu nevede k vytvoteni tenké vrstvy, jsou na povrchu substratu obvykle

pozorovany 4 hlavni G¢inky:
1) Cisténi povrchu, napt. od organického zne&isténi

2) Ablace nebo leptani materialu z povrchu, ¢imz se odstrani slabé mezni vrstvy a zvy-

§i se povrchova plocha
3) Sitovani nebo vétveni v blizkosti povrchovych molekul
4) Povrchova modifikace chemické struktury

Kazdy z téchto ¢tyi hlavnich ucinki je pii pouziti plazmatu vzdy pfitomné, ale v zavislosti na
substratu, pouzitém plynu, konstrukci reaktoru a provoznich parametrech mutze byt jeden Gci-

nek upfednostiiovan nad ostatnimi [40].

5.3 Aplikace

Povrchova uprava pomoci plazmatu pravdépodobné patii mezi nejuniverzalnéjsi metody.
Riizné typy plynit (jako je napfi. argon, kyslik, dusik, fluor, oxid uhli¢ity), mizou vytvofit
jedine¢né povrchové vlastnosti nutné pro fadu riznych aplikaci. Naptiklad oSetfeni povrchu
pomoci plazmatu kysliku mize zvysit povrchovou energii polymeru, kdezto oSetfeni plazma-
tem fluoru mize povrchovou energii polymeru snizit a zlep$it chemickou inertnost. Zesitova-
ni povrchu polymeru mize byt uskutecnéno plazmatem inertniho plynu. Modifikace plazma-
tem ovliviiuje povrch polymeru jen do nékolika desitek nanometra [47]. Typ plynu a podmin-
ky plsobeni plazmatu musi byt zvoleny podle typu polymeru, aby se minimalizovala jeho
degradace. K degradaci dochazi piedevsim pii rychlé interakci s radikaly nebo ionty. Zde je

dulezita intenzita a doba plisobeni plazmatu [48].

Plazmové polymerace je unikatni technika pro vyrobu tenkych polymernich filmi z riznych
organickych a organokovovych vychozich latek, nejednd se tedy o bézné zndmé polymerace.
Plazmovy polymer je vytvofen priichodem organického plynu nebo pary pies doutnavy vyboj.
Materialy vytvorené plazmovou polymeraci jsou naprosto odlisné od bé&znych polymert,
predstavuji tak novy druh materialu. Diky vysoce zesitované struktufe jsou nerozpustné, tep-
lotné stabilni, chemicky inertni a mechanicky odolné. Polymerizované filmy se v poslednich
letech vyuzivaji pro riizné aplikace, napt. jako ochranné natéry, biomedicinské materialy,

elektronicka a opticka zatizeni atd. [49, 50, 51].

Cisténi povrchu za pouziti nizkotlakého plazmatu se pouziva pro vysoce kvalitni aplikace

v mikroelektronice, leteckém pramyslu, zdravotnictvim [52].
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Relativné nova aplikace nizkotlakého plazmatu je sterilizace. Je to slibna alternativa k jinym
sterilizaénim postuptim (jako je zvySend teplota, gama zafeni a etylenoxid), které nejsou
vhodné pro klinické aplikace, kde se vyzaduje kratky sterilizacni cyklus, nizk4 teplota, absen-
ce toxickych zbytki atd. Hlavnim diivodem pouziti plazmatu pfi sterilizaci je pfitomnost vy-
soce reaktivnich Castic a udrzeni sterilizované¢ho materidlu pti pokojové teploté, coz ma velky

vyznam pro polymerni materialy [53].

Nejvice se rozsifujici oblasti v soucasném vyzkumu je pravdépodobné depozice tenkych vrs-
tev. V mikroelektronice se vyuziva depozice SiO; k odd¢€leni jednotlivych prvka integrova-
nych obvodii. Dalsi vyuziti je depozice supertvrdych vrstev (vétSinou na bazi nitrida titanu,
boru a jinych kovovych prvki) pro obrabéci stroje nebo na soucastky, které jsou na povrchu
mechanicky namahané (napft. pisty motort). Na polymerni a jiné materidly se mohou nanaset
ochranné vrstvy hlavné na bazi uhliku v konfiguraci podobné diamantu a rtizné organokiemi-

Cité vrstvy [54].

V neposledni fad¢ se plazma vyuziva k aktivaci povrchii u polymert. Povrch substratu se sta-
va vysoce reaktivnim vlivem naruseni nékterych chemickych vazeb nebo excitaci povrcho-
vych molekul. Na takovyto povrch se pak mohou nechat navazat rizné latky, které méni po-
vrchové vlastnosti polymernich materidli, pfikladem miize byt zména povrchové energie

[54].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

30

II. PRAKTICKA CAST
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6 PRIPRAVA VZORKU

V experimentalni Casti prace byla pouzita folie nizkohustotniho polyethylenu. Folie byla na-
stithana na velikost 5 X 5 cm. Vzorky byly oSetieny z kazdé strany pomoci plazmatu v
plazmatickém reaktoru. Vykon reaktoru byl zvolen 50 W, frekvence 40 kHz, pratok vzduchu
20 sccm, doba oSetieni 1 minuta. Poté se na ¢ast takto upravenych vzorki nanesly monomery,
a to allylamin (AAM), N-allylmethylamin (MAAM) a N,N-dimethylallylamin (DAAM). Na-
naseni se provadé¢lo v digestoti, kde se vzorky drzely po dobu 20-ti sekund nad parami mo-
nomerl. Vzorky s monomery, PE oSetfeny plazmatem a neoSetfeny PE se ponofily do 1%
roztoku chondroitin sulfatu po dobu 24 hodin za stdlého michéani. Po této dobé byly vzorky

radné oplachnuty, usuSeny a schovany do pfipravenych sacka.
Ptipraveno tedy bylo 10 vzork:

- PE neopracovany

- PE neopracovany + CHS

- PE opracovany

- PE opracovany + CHS

- PE opracovany + AAM

- PE opracovany + MAAM

- PE opracovany + DAAM

- PE opracovany + AAM + CHS

- PE opracovany + MAAM + CHS
- PE opracovany + DAAM + CHS
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7 CHARAKTERIZACE RUZNE MODIFIKOVANEHO PE

Ptipravené vzorky byly charakterizovany nize uvedenymi metodami. Dale byly u nich zjist'o-

vany biologické vlastnosti.

7.1 Méreni povrchové energie

Mezi zakladni vlastnosti polymera patii smacivost. Povrch polymeri je hydrofilni nebo hyd-
rofobni, coz je dano interakci na rozhrani mezi polymerem a vodni plochy. Za hydrofilni po-
vrch jsou zodpovédné polarni skupiny, mezi nimiz a vodou se vyskytuji silné interakce. Nao-
pak hydrofobni povrch vykazuje slabé interakce s vodou vlivem pfitomnosti nepolarnich sku-

pin [55].

Jednoducha a Siroce pouZzivand metoda pro stanoveni smacivosti polymernich filmil je méfeni
statického kontaktniho thlu kapky deionizované vody nebo jiné kapaliny na povrchu polyme-
ru. Kontaktni uhel O je geometricky definovan jako uhel, ktery svira te¢na k povrchu kap-
ky vedouci pres trifazové rozhrani, kde se protina kapalina, plyn a pevna latka. Kontakt-
ni thel se pohybuje v rozmezi od 0° do 180° [55]. Psobeni kapky na povrchu materialu
je vysledkem rovnovahy mezi tfemi povrchovymi energiemi: mezifazovou energii kapa-
lina-para (yLv), pevna latka-para (ysv) a pevna latka-kapalina (ys.). Kapka s vysokym po-
vrchovym napétim spocivajici na povrchu pevné latky s nizkou povrchovou energii zau-
jima sféricky tvar, kontaktni thel je vysoky (vyssi jak 90°). Pokud je povrchova energie

pevné latky vyssi jak povrchové napéti kapaliny, zaujima kapka plossi tvar, kontaktni

v
Para
Kapalina

Pevna latka

Obrazek 8: Smaceni pevného povrchu kapalinou
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Naptic rozhrani pevné latky a kapaliny ptisobi dvé pritazlivé sily, a to disperzni Lifshitz-
van der Waalsovi sily (y!W) a Lewisovi acidobazické sily (yAB). Lifshitz-van der Waalsovi
sily vznikaji v dlsledku indukovanych dip6li mezi sousednimi molekulami, zatimco
Lewisovi acidobazické sily vznikaji polarnimi interakcemi mezi akceptorem elektronu (Lewi-

sova kyselina: ") a donorem elektronu (Lewisova baze: y) [56].

Pro méteni kontaktniho thlu byla pouzita metoda ,,Acid-Base®, kde se pouzivaji 3 odlisné

kapaliny.
Postup méreni kontaktniho tihlu

K méfeni povrchové energie byl pouzit See Systém (Surface energy evalution system). Na
vzorky o velikosti 5 x 5 cm byly naneseny kapky tii riznych kapalin o objemu 5 pl. Pouzité
kapaliny byly nasledujici: deionizovana voda, diiodomethan a ethyleglykol. Od kazdé kapali-
ny bylo naneseno 5 kapek, které se snimaly pomoci CCD kamery a vyhodnocovaly pomoci

See softwaru.

Obrazek 9: See systém

7.2 XPS —rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS) identifikuje a kvantifikuje pfitomné prvky
na povrchu polymerti. XPS pouziva rentgenovy paprsek, ktery zpiisobuje emisi elektrond

z povrchu vzorku. Vazebna energie emitovanych elektroni se méfi a nasledné vyuziva
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k identifikaci pfitomnych prvka. XPS analyzuje povrch vzorku ve velmi malé tloust’ce (mensi
jak 10 nm). Nepruzna stiedni vold drédha excitovanych fotoelektront je typicky 2 — 4 nm.
Zménou uhlu vzorku k detektoru mizeme ménit tloustku analyzované povrchové vrstvy. Cim
vodiku a helia jsou pomoci XPS snadno detekovany vSechny prvky v periodické tabulce. XPS
meéfeni se nejlépe provadi za pouziti monochromatického rentgenového zdroje. Monochroma-
tickda XPS zplisobuje nejmensi poskozeni jemnych materidlii a je nezbytnym piedpokladem
pro vytézeni maximalniho informaéniho obsahu od vétSiny polymernich systémua. XPS je Si-
roce aplikovana pro charakterizaci chemického slozeni materidlii pouzivanych
Vv bioinzenyrstvi. Analyzuje funkéni skupiny s kvalitativniho i kvantitativniho hlediska. Dale
se ve velkém rozsahu pouziva ke zjisténi Cistoty a kontaminace povrchl vzorkl v rtiznych
pramyslovych odvétvich, napt. v letectvi, v automobilovém, biomedicinském a chemickém

pramyslu [57, 58, 59].
Postup méfeni XPS

Pro méteni XPS byly pouzity vSechny vzorky o velikosti 1 x 1 cm. Méfeni probihalo v labo-

ratofich spolupracujiciho pracovisté ve Slovinsku.

7.3 SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) slouzi k pozorovani nejriznéjSich povrchi. Urci-
tym zpuisobem ji lze povazovat za analogii svételného mikroskopu v dopadajicim svétle. Vel-
kou ptednosti SEM mikroskopie oproti svételnému mikroskopu je velkd hloubka ostrosti. To
dava dvojrozmérnym snimkim jisty naznak trojrozmérnosti [60]. Vedle topografickych in-
formaci poskytuje SEM i informace o chemickém slozeni blizko povrchu. Princip SEM mik-
roskopie je nasledujici. Zdroj elektront je soustiedén do paprsku o velikosti 5 nm, energie je
v rozmezi od 1 do 50 keV [61]. Paprsek je rastrovan po povrchu vzorku pomoci vychylovaci
civky. Elektrony narazeji a pronikaji na povrch, dochazi k mnozstvi interakci a SEM snimky
jsou vytvarené pomoci sbéru emitovanych elektront na katodové trubici. Rizné SEM techni-
Ky jsou rozliseny na zéakladé toho, co je nasledné detekovano a zobrazeno. Existuji 3 typy
SEM snimki: snimky ze sekundarnich elektronil, ze zpétné odrazenych elektront a elemen-
tarni rentgenové mapy [62]. Nevodivé vzorky se vétSinou musi pfed samotnym méfenim ne-

chat naprasit tenkou vrstvou kovového zlata [63].
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Postup méreni SEM

K méfeni bylo pouzito 5 vzorki o velikosti 1 x 1 em: PE neopracovany, PE opracovany, PE
opracovany + AAM + CHS, PE opracovany + MAAM + CHS a PE opracovany + DAAM +

CHS. Vzorek se ptipevnil na drzacek a vlozil do mikroskopu Phenom PRO.

7.4 Proliferace fibroblastu

Postup kultivace

Pro kultivaci byla pouzita bunécnd linie z mySich embryonalnich fibroblasti (NIH/3T3)
z ATCC ® (&islo: CRL-1658™). Jako kultivaéni médium bylo pouzito: Dulbecco's Modified
Eagle Medium — s vysokym obsahem glukdzy, ke které bylo pfidano 10 % teleciho séra a

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

Bunky byly odd¢€leny ode dna kultivacni nadoby, a to timto zptisobem: z kultivacni nddoby se
odsalo kultiva¢ni médium. Bunky se oplachly PBS (Phosphate Buffered Saline 10x) od firmy
GIBCO. V dalsim kroku se buiiky inkubovaly pii 37 °C s pfidanym trypsinem-EDTA (1x) od
firmy PAA (0,1 ml/cm?), aby se buiiky od sebe oddglily. Inkubace netrvala déle jak 20 minut.
Po inkubaci se k bunkam piidalo kultiva¢ni médium, a to v mnozstvi, jako se ptidavalo
trypsinu. Buniky se oddélily od kultivaéniho média pomoci centrifugace pii teploté 37 °C po
dobu 3 minut a 1,1-10° RPM a byly nafedény na koncentraci 10°/ml. Jednotlivé vzorky byly
pred samotnou kultivaci dezinfikovany pomoci UV-zafeni (258 nm). Vzorky byly nastiihany
tak, aby mély v priméru 3,5 cm a poté se vloZily do Petriho misek stejného priméru. Na
vzorky byly napipetovany buniky o objemu 2 ml, které se nasledné nechaly kultivovat
V inkubatoru pti 37 °C po dobu 48 h. Buné¢na proliferace byla zji§tovana pomoci mikroskopu

Olympus, 1X81 a pomoci kamery Leica DFC480 byly bunky vyfoceny.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Méreni povrchové energie

Me¢fteni povrchové energie bylo provedeno pomoci metody sedici kapky na pfistroji See Sys-
tem. Kapky byly postupné nanaSeny na vzorek vedle sebe a jednotlivé snimédny. Poté byla
odectena hodnota jednotlivych kontaktnich thlti smaceni. Vyslednd hodnota pro dany povrch

byla aritmetickym primeérem jednotlivych méteni.

Vysledky jsou ptfehledné uvedeny v nésledujici tabulce. Déle je zde ptilozena tabulka, kde

jsou pro jednotlivé vzorky vypocteny hodnoty povrchové energie a jeji slozky.

Z naméienych vysledka plyne, Ze Cisty neopracovany PE méa pomérné malou smacivost, kdy
kontaktni uhel pro vodu dosahuje hodnot kolem 97 °. Tato hodnota se porovnani se vzorkem,
ktery nebyl upraven a byl jen ponoien do CHS témet nemeéni. Je to déno tim, Ze samotny CHS

nema moznost se navazat na PE.

Po tpravé v plazmatu se vsak situace zasadné¢ méni, kdy hodnota kontaktniho thlu pro vodu
klesa az k ptiblizné 42 °. Podstatné je sledovat rozdil mezi vzorky opracovanymi v plazmatu a
vystavenymi reakci s monomery a jejich srovnani se stejnymi vzorky po navazani CHS. Vy-

sledné hodnoty smacivosti naznacuji, Ze doslo uspésné k navazani CHS, coz je diivod zmény

hodnot kontaktnich uhlu.

V piipadé€ povrchové energie 1ze konstatovat piiblizné totéz. Zatimco povrchova energie PE je
ptirozen¢ nizka, avsak po upravé v plazmatu, roubovani monomerem i navazanim CHS vzris-
td. Zejména pak dochazi k rustu polarni ¢asti povrchové energie, ktera indikuje pfitomnost

poléarnich funkénich skupin v povrchové struktute.
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Tabulka 2: Hodnoty kontaktnich thla pro jednotlivé vzorky (kde W je deionizovana voda, D

je diiodomethan a E je ethylenglykol)

Vzorek Ow [°] Op [°] 0: [°]
PE neopracovany 96,8 + 3,4 522+4.4 68,5+ 12,2
PE neopracovany
92,1+74 52,2+9,6 64,8 £9,1
+ CHS
PE opracovany 419+53 50,2+ 13,6 32,9+5,2
PE opracovany +
55,2+2.8 39,5+8,0 34,9+ 8,6
CHS
PE opracovany +
40,6 £ 8,1 62,9+229 33,0+35
AAM
PE opracovany +
59,1+7,9 49,2+ 4,5 33,4+ 16,5
MAAM
PE opracovany +
28,2+ 33,0 48,2 +12,3 35,6 £5,5
DAAM
PE opracovany +
55,6 7,6 326+11,5 35,7+9,6
AAM + CHS
PE opracovany +
549+34 38,8+ 13,2 30,8 £6,9
MAAM + CHS
PE opracovany +
58,9+41,1 41,8+ 10,8 40,7+4,9

DAAM + CHS
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Tabulka 3: Hodnoty povrchové energie pro jednotlivé vzorky
ytotal YLW YAB Y+ y-
Vzorek
[m]/m?] [m]/m?] [m]/m?] | [m]/m?] | [m]/m?]
PE neopracova-
33,06 33,05 0,01 0,00 1,08
ny
PE neopracova-
33,42 33,06 0,36 0,01 2,27
ny + CHS
PE opracovany 35,13 34,18 0,95 0,00 50,41
PE opracovany
40,39 39,88 0,51 0,00 29,61
+ CHS
PE opracovany
36,62 26,94 9,68 0,45 52,07
+ AAM
PE opracovany
41,85 34,72 7,13 0,58 22,08
+ MAAM
PE opracovany
46,61 35,27 11,34 0,42 76,00
+ DAAM
PE opracovany
45,78 43,13 2,65 0,06 29,76
+ AAM + CHS
PE opracovany
42,86 40,19 2,67 0,06 27,42
+ MAAM + CHS
PE opracovany
39,49 38,69 0,79 0,01 27,62
+ DAAM + CHS

8.2 XPS —rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie byla méfena na naSem partnerském pracovisti

Vv Lublani. Tato metoda dava vysledné hodnoty procentudlniho zastoupeni prvki v povrchové
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struktuie. Ziskané vysledky jsou uvedeny pro jednotlivé vzorky v nésledujici tabulce a dale je

pro vizudlni porovnani uveden graf se spektry neopracovaného a opracovaného PE.

Z namétenych hodnot je zjevné, Ze neopracovany povrch obsahuje ve své povrchové struktuie
témé&i vyhradné atomy uhliku, coz pln¢ odpovida struktuie PE. Je zde pfitomno 1 zanedbatelné

mnozstvi kysliku, to je vSak zfejmé dano necistotami, zejména prachem.

Po ponofeni neupraveného vzorku do CHS se situace zasadn€¢ neméni. Tento vysledek potvr-

zuje méteni povrchové energie a fakt, ze CHS se neni schopen na neupraveny vzorek vézat.

Po opracovani v plazmatu je vSak situace odli$na, dochazi k vyraznému ubytku v procentual-
nim zastoupeni atomu uhliku v povrchové struktuie na tkor atomu kysliku, kdy je taktéz pii-
tomno malé mnozstvi dusiku. Tento vysledek potvrzuje vyraznou zménu Vv chemickém sloze-
ni povrchové struktury opracovaného PE, kdy se na jeho povrchu tvoii polarni funkéni skupi-
ny obsahujici kyslik a dusik, coZ jsou zakladni slozky pouzitého plazmového plynu vzduchu.

Pokud je tento vzorek vystaven interakci s CHS, tak lze opét uzavtit, Ze v podstaté neprobiha.

Po reakci s monomery AAM, MAAM a DAAM se situace méni v tom, zZe vzristd mnozstvi
uhliku, které je totiz v samotnych monomerech obsazeno a stejné tak i dusiku. Tento nartst je
soucasn¢ doprovazen poklesem mnozstvi kysliku v povrchové struktute, coz dokazuje, ze
monomery jsou schopné se vazat na povrch. Obdobné, pokud jsou tyto vzorky vystaveny in-
terakci s CHS, jsou patrné zmény. Vyrazné se snizuje mnozstvi uhliku a dusiku na Gkor vzras-
tu obsahu kysliku, coz odpovidé struktute CHS, ktery je timto procesem navdzan. Vyznamna

je pritomnost atomu siry, ktery s jistotou potvrzuje navazani CHS.
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Tabulka 4: Tabulka naméfenych hodnot - vysledna data XPS

vzorek C% N % 0% S %
PE neopracovany 99,8 0,0 0,2 0,0
PE neopracovany + CHS 99,8 0,0 0,2 0,0
PE opracovany 67,2 1,8 31,0 0,0
PE opracovany + CHS 67,4 1,7 30,9 0,0
PE opracovany + AAM 72,6 4,8 22,6 0,0
PE opracovany + MAAM 75,3 4,6 20,1 0,0
PE opracovany + DAAM 78,2 4,4 17,4 0,0
PE opracovany + AAM + CHS 62,3 2,8 31,3 3,6
PE opracovany + MAAM + CHS 60,1 2,9 33,3 3,7
PE opracovany + DAAM + CHS 59,2 3,0 34,0 3,8
5x10“ | | | | | | :
45 g —

-01s

3r LDPE po Gpravé plazmatem

LDPE neupraveny

800 700 600 500 400 300 200
Binding Energy (eV)

Obrazek 10: Graf namétenych XPS spekter neupraveného LDPE a LDPE po tpravé

plazmatem
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8.3 SEM - rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie byla pouzita za ucelem popisu topografické struktury
povrchi vzorkt. Vysledky jsou znazornény pomoci sejmutych snimkt na nasledujicich ob-

razcich.

Z vysledkl je patrné, Ze neopracovany vzorek PE vykazuje pomérné hladkou povrchovou
strukturu, ktera jen misty vykazuje piitomnost stop necistot, které lze ptipsat zfejmée prachu,

coz potvrdila i mefeni XPS.
Opracovany vzorek vypadal podobné, kdy necistoty byly ablaci plazmatu odstranény.

Vyrazné jiné povrchové topografie vSak bylo dosazeno v pripad¢ ostatnich vzorkd, kdy je

Z obrazkt patrné zvrasnéni struktury.
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Obrazek 11: SEM, PE neopracovany — 5000 x zvétSeno

Obrazek 12: SEM, PE neopracovany — 30 000 x zvétSeno
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Obrazek 13: SEM, PE opracovany — 5000 x zvétSeno

Obrazek 14: SEM, PE opracovany — 30 000 x zvétSeno
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Obrazek 15: SEM, PE opracovany + AAM + CHS — 5000 x zvétSeno

Obrazek 16: SEM, PE opracovany + AAM + CHS — 30 000 x zvétSeno
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Obrazek 17: SEM, PE opracovany + MAAM + CHS — 5000 x zvétSeno

Obrazek 18: SEM, PE opracovany + MAAM + CHS — 30 000 x zvétSeno
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Obrazek 20: SEM, PE opracovany + DAAM + CHS — 30 000 X zvétSeno
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8.4 Proliferace fibroblasta

Kultivace fibroblastt probéhla u v§ech vzorku ve dvou opakovanich. Zaroven se jako referen-
ce buniky nechaly proliferovat na Cisté Petriho misce z tkanového polystyrenu, kde jsou vidét
zivotaschopné buniky (viz obr. 30). Pro vSechny vzorky byly po stejné dobé kultivace potize-
ny fotografie, které jsou zvétSené 64 x. U neopracovaného PE (viz obr. 20) nejsou podle oce-
kavani zadné prezivsi bunky. Stejny stav miZzeme pozorovat u vzorku PE opracovany + AAM
(viz obr. 24). N¢kolik adherovanych bunék lze spatfit u vzorki PE neopracovany + CHS (viz
obr. 21), PE opracovany (viz obr. 22), PE opracovany + MAAM a DAAM (viz obr. 25, 26).
Nicméné, v porovnani s referenci je na téchto vzorcich proliferace bunék o mnoho slabsi.
Nejvetsi narast bunek, porovnatelny s referenci, 1ze vidét u vzorkd, kde jsou navazany mo-
nomery s CHS, tedy u: PE opracovany + AAM + CHS; MAAM + CHS a DAAM + CHS (viz
obr. 27, 28, 29). Z vysledki je patrné, ze dosSlo k Gspé$nému navazani CHS na vzorky a

k zvySeni biokompatibility téchto vzorku.

Obrazek 21: NIH/3T3, PE neopracovany, zvétseni 64x
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+ CHS, zvétSeni 64 %

, PE neopracovany

k 22: NIH/3T3

7

Obraze

Seni 64x

&t

V, Zve

Ig

Obrazek 23: NIH/3T3, PE opracovan
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Obrazek 25: NIH/3T3, PE opracovany + AAM, zvétSeni 64x
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i 200pm
:(-‘J\,u 3

Obrazek 27: NIH/3T3, PE opracovany + DAAM, zvétSeni 64
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Obrazek 29: NIH/3T3, PE opracovany + MAAM + CHS, zvétSeni 64x
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i 64x%

étSeni

NIH/3T3, PE opracovany + DAAM + CHS, zvé

Obrazek 30

i 64x

Sen
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, reference,

NIH/3T3

Obrazek 31:
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ZAVER

Zavery této diplomové prace Ize shrnout nasledovné:

- Neopracovany PE md pomérné¢ malou smacivost, kdy kontaktni tthel pro vodu dosahuje
hodnot kolem 97 °. Tato hodnota se porovnani se vzorkem, ktery nebyl upraven a byl jen po-
nofen do CHS téméf nemeéni. Po uprave v plazmatu se vSak situace zasadné¢ meéni, kdy hodno-
ta kontaktniho uhlu pro vodu klesa az k ptiblizné 42 °. Podstatné je sledovat rozdil mezi vzor-
ky opracovanymi v plazmatu a vystavenymi reakci s monomery a jejich srovnani se stejnymi
vzorky po navazani CHS. V piipad¢ povrchové energie 1ze konstatovat ptiblizné€ totéz. Zatim-
co povrchova energie PE je pfirozené nizkd, avSak po Gprave v plazmatu, roubovani monome-

rem 1 navazanim CHS vzrasta.

- Neopracovany povrch obsahuje ve své povrchové struktuie témét vyhradné atomy uhliku je
zde pritomno i1 zanedbatelné mnozstvi kysliku, to je vSak zfejm¢ dano necistotami, zejména
prachem. Po ponofeni neupraveného vzorku do CHS se situace zadsadné neméni, nebot’” CHS
se neni schopen na neupraveny vzorek vazat. Po opracovéni v plazmatu je vSak situace odlis-
na, dochazi k vyraznému ubytku v procentualnim zastoupeni atomu uhliku v povrchové struk-
tufe na tkor atomu kysliku, kdy je taktéz ptitomno malé mnozstvi dusiku. Pokud je tento vzo-
rek vystaven interakci s CHS, tak lze opét uzaviit, Ze v podstaté neprobihd. Po reakci
s monomery AAM, MAAM a DAAM se situace méni v tom, Ze vzrustd mnozstvi uhliku, kte-
ré je totiZ v samotnych monomerech obsaZeno a stejné tak 1 dusiku. Tento narust je soucasné
doprovazen poklesem mnozstvi kysliku v povrchové struktute, coz dokazuje, Ze monomery
jsou schopné se vazat na povrch. Obdobné, pokud jsou tyto vzorky vystaveny interakci
s CHS, jsou patrné zmény. Vyrazné se snizuje mnozstvi uhliku a dusiku na tkor vzristu ob-

sahu kysliku a vyznamna je pfitomnost atomu siry, ktery s jistotou potvrzuje navazani CHS.

- Neopracovany vzorek PE vykazuje pomérné hladkou povrchovou strukturu, kterd jen misty
vykazuje pfitomnost stop necistot. Opracovany vzorek vypadal podobné¢, ovSem v piipadé

ostatnich vzorkl doslo k zvrasnéni struktury.

- U neopracovaného PE nejsou zadné ptezivsi buiky. Stejny stav miizeme pozorovat u vzorku
PE opracovany + AAM. Nékolik adherovanych bunék lze spattit u vzorka PE neopracovany +
CHS , PE opracovany, PE opracovany + MAAM a DAAM. Nicméné¢, v porovnani s referenci

je na téchto vzorcich proliferace bun¢k o mnoho slabsi. Nejvetsi nartst bunék, porovnatelny
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s referenci, Ize vidét u vzorka, kde jsou navazany monomery s CHS, tedy u: PE opracovany +
AAM + CHS; MAAM + CHS a DAAM + CHS.
- Z vysledkd je patrné, Ze doslo k uspésnému navazani CHS na vzorky a k zvySeni biokompa-

tibility téchto vzorkd.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAM
BMP
CCD

D
DAAM
e

E

eV
GAG
GalNAc
GHz
GIcA
HDPE
Hz
CHS
kHz
KT
LDPE
LLDPE
MAAM
MDPE
MHz
No

Np

NIH/3T3

Allylamin

Kostni morfogenetické proteiny
Moderni detektor obrazu
Diiodomethan
N,N-dimethylallylamin

Naboj elektronu

Ethylenglykol

Elektronvolt
Glykosaminoglykany
N-acetyl-D-galaktosamin
Gigahertz — jednotka frekvence
Kyselina D-glukuronova
Polyethylen o vysoké hustoté
Hertz — jednotka frekvence
Chondroitin sulfat

Kilohertz - jednotka frekvence
Popisuje kinetickou energii elektronu
Polyethylen o nizké hustoté
Linearni polyethylen o nizké hustoté
N-allylmethylamin

Polyethylen o stfedni hustoté
Megahertz - jednotka frekvence
Hustota nabitych ¢astic

Pocet ¢astic v Debyeove rozsahu

Bunécéna linie z mySich embryondlnich fibroblasth
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NMR
OA
PBS
PE
SEM

UHMW-PE

YLv
Ysv

YsL

€0

AD

Nukledrni magneticka rezonance
Osteoartroza

Phosphate Buffered Saline

Polyethylen

Skenovaci elektronova mikroskopie
Polyethylen s ultra vysokou molekulovou hmotnosti
Deionizovana voda

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie
Hodnota celkové povrchové energie [md/m?]
Lewisova baze

Lewisova kyselina

Lewisovi acidobazické sily

Disperzni Lifshitz-van der Waalsovi sily
Mezifazova energie kapalina-para
Mezifazova energie pevna latka-para
Mezifazova energie pevna latka-kapalina
Kontaktni dhel [°]

Permitivita vakua

Debyeova délka
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