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ABSTRAKT

Filmy hyaluronanu sodného byly povrchové upravovany pomoci asové sekvenované fa-
zové separace za rotace pomoci smésnych roztokl (dobrych a Spatnych rozpoustédel). Pii-
pravené pordzni povrchy byly charakterizovany pomoci mikroskopie atomarnich sil a ob-
razov¢ analyzy. S ohledem na moznosti generace povrchovych pért byl zkouman vliv tep-
loty rozpousténi polymerniho roztoku pro pfipravu filmi, obsahu zbytkové vody
v upravovanych filmech, rychlosti vytlacovani smésnych roztokt, rychlost rotace vzorki
avliv  povrchové textury nosného substratu filmi  hyaluronanu  sodného.
Z experimentalnich vysledkli vyplynulo, Ze minimélni zmény v historii ptfipravy filmi

ovliviiuji mnozstvi a velikost vznikajicich povrchovych pora.

Kli¢ovéa slova: hyaluronan sodny, povrch, fazova separace, spin-coater, pory, mikroskopie

atomarnich sil

ABSTRACT

Sodium hyaluronate films were surface-treated using time-sequenced phase separation
on rotation with mixed solutions (good and bad solvents). The porous surfaces prepared
were characterized by atomic force microscopy and image analysis. With regard to possi-
ble surface pore generation, the effect of the dissolution temperature of the polymer solu-
tion for film preparation, the residual water content in the treated films, the rate of extru-
sion of the mixed solutions, the rotation speed of the samples, and the influence of the sur-
face texture of the sodium hyaluronate film bearing substrate have been investigated. Ex-
perimental results show that minimal changes in the history of film preparation affect the

amount and size of the resulting surface pores.

Keywords: sodium hyaluronate, surface, phaseseparation, spin-couter, testuringpores, ato-

micforce mikroskopy



Rada bych pod€kovala vedoucimu mé bakalaiské prace Ing. Antoninu Minafikovi, Ph. D
za veskeré rady, pomoc, Cas a trpelivost, kterou mi v prubéhu tvorby poskytoval. Mé pode¢-
kovani patti také Ing. Erikovi Wrzecionkovi, ktery mi vénoval cenné rady nejen v labora-
tofi, ale i pfi zpracovavani bakalarské prace. Dale bych rada podékovala rodin¢ a kamara-

dim za veskerou podporu pfi studiich.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalarské/diplomové prace a verze elektronickd nahrana

do IS/STAG jsou totoZné.



OBSAH

UVOD....cueeveeeeecneernecneennes .10
| TEORETICKA CAST .11
1 STRUKTUROVANE MATERIALY NA BAZI POLYSACHARIDU
A JEJICH APLIKACNI MOZNOSTI w12
1.1 PRIKLADY APLIKACI STRUKTUROVANYCH MATERIALU ......ccccoveeeiiiieeeeirieeeeeneen. 12
1.1.1 V KOSIMELICE ... uvvvvviiieiee ettt e e e e e et e e e e e s e e ennreaeees 13
1.1.2  VDIOMEAICINE ..ottt e e e e 16
1.1.3  Nosné materidly pro kultivaci a studium bunék.............cccoociniiinininnnn. 19
1.1.4  DalSi aplikani MOZNOSt ......cccvvieiiiriiiieeciie ettt e e 20
1.1.4.1  Superhydrofobni a superhydrofilni povrchy........cccoceviiniiiiniinnn. 21
1.1.4.2  Vodivé a magnetické VISEVY ......ccoecieriieriienieeiienieeieesee e eeeee e 21
L1143 MEMDIANY ....oiiiiiiieiieeie ettt et 21
2 ZPUSOBY ZMEN POVRCHOVEHO RELIEFU POLYMERNICH
MATERIALTU ....aeeeieeeeeenenneecccccccseesesssssssssccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassss 23
2.1  FYZIKALNE-CHEMICKE METODY .....ooovveveveeieeeeeeeeeeeseeesesseseesessennnns 23
2.1.1  Plazmatick€ UPTavy .....ccceeeviieiiiiiieieeieeste ettt eve e e sne e 24
2,12 UPLaVy JASEIOIM ... 24
2.1.3  Mechanické Upravy poOVIChU ........cccceeviiiiiiiiieieeee e 25
3  METODY ZALOZENE NA FAZOVE SEPARACT ........oueereererrerresressessessesessenees 26
3.1 METODA BREATHFIGURE........cccttiiiiiiiiie ettt et e e e e e e 26
3.2 TEXTURIZACE PUSOBENIM SMESi ROZPOUSTEDEL NA ROTUJICi POVRCH .............. 27
I PRAKTICKA CAST ...coeceeeereceesressessessessessssssssssssssssessessessessessssssssssssessssessessessessesasse 29
4  PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE POREZNICH FILMU Z HA ................. 30
4.1 POUZIVANE CHEMICKE LATKY ..uvviiiieiiiieeeeitieeeeeeiteeeeeeireeeeeeaeeeeeenseeeeesansnsaeennnnns 30
4.2 PRIPRAVA NADOB PRO ROZPOUSTENI HA ......oooiiiiiiiee e 31
43 PRIPRAVA VODNYCH ROZTOKU HA ......c.ooiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 32
44  UPRAVA NOSNYCH SUBSTRATU PRO ODLEVANI FILMU HA....co.vovvecereeeeaee. 32
4.5 ODLEVANI VODNYCH ROZTOKU ....uviiiiurieieirieeetieeeetteeeeteeeeeaeeeeeaeeeeaeeeeaveeeenreeeenneas 33
4.6 SUSENI ROZTOKU — TVORBA HLADKYCH FILMU.......cccvtiiiuieeeiieeeieeeeieeeeveeeenneens 33
4.7 GENERACE POVRCHOVE MIKRO A NANO TEXTURY ....cvvviieeiiiieeeeiiieeeeeireeeeeennennn 34
4.8 CHARAKTERIZACE POROZNICH FILMU HA POMOCI AFM ......cccviieiiiiiieeeeee. 34
5 VYSLEDKY A DISKUZE 38
5.1 PRIPRAVA TEXTUROVANYCH FILMU NA BAZIHA ......ooooiiiieeeeeeee e, 38
5.1.1  Vliv historie pfipravy polymernich roztoki pro ptipravu filmi HA ........... 39
5.1.2  Vliv historie skladovani filmu hyaluronanu sodného na vznik port ........... 41
5.1.3  Vliv rychlosti davkovani smésnych rozpoustédel............cccevvirviininainnnen. 43
5.1.4  VIiv rychlosti rotace VZOTKU.........ccviiiieiiieriieiieeieeieee e 45
5.1.5  Vliv povrchové textury nosného substratu na bazi PS..........ccccocevieinene. 47



SEZNAM POUZITE LITERATURY we.eeveueueeeeeesesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 51
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....oveveveeeveeeeeeeeesnsssssssasasssnsssnsasns 56
SEZNAM OBRAZKU c..oeeeeeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasnens 57

SEZNAM TABULEK ....cuuiiniiniienrensnnsssensnnsssesssnssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssns 60




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOoD

Kyselina hyaluronova je latka vyskytujici se ve vSech zivych organismech, kde plni nej-
ruznéjsi funkce jako opora bun¢k, imobilizuje vodu ve tkanich, ¢imz méni kozni objem
a stlacitelnost. Vyznacuje se neimunogenné a ma silny negativni naboj. Mize byt také
primarné soucasti extracelularni, perikularni a intracelularni matrix atd. Pro svou funkci se
hojn¢ uplatiuje v mnoha odvétvich jako je kosmeticky prtimysl, farmacie, biomedicina
a tkédnové inzenyrstvi.

Jednou z nejdulezitéjSich funkci kyseliny hyaluronové z kosmetického pohledu je jeji
schopnost adsorpce a retence vody. Kyselina hyaluronova se v kosmetice Casto pouziva

v kombinaci s chitosanem upravenym pomoci pufri. Kize oSetfend filmem chitosanu

s kyselinou hyaluronovou vydrzi mnohem déle hydratovana.

Fyzikéalné-chemické vlastnosti a biologické funkce hyaluronanu uzce souviseji s jeho mo-
lekulovou hmotnosti. Jednou z hlavnich aplika¢nich oblasti kyseliny hyaluronové je oblast
mediciny, kde se miZe pouzivat jako marker nadort u rtiznych typt rakoviny, dale se vyu-
Ziva pfi hojeni ran v kombinaci s chitosanem v podobé netkané textilie jako obvaz. Mimo
to se z ni vytvari leSeni (scaffoldy), které lze taktéz aplikovat naptiklad pti hojeni ran. Je
znamo, ze procesy hojeni ran nebo obecné interakce proteinti a bun€k s povrchy materialt
jsou podminovany nejen jejich prvkovym sloZenim, ale rovnéZz povrchovou texturou.
Z tohoto hlediska jsou studovany rozdilné postupy piipravy definované texturovanych

(pordznich) povrchi.

S ohledem na zaméteni této bakalatské prace se prvni podkapitoly teoretické ¢asti zabivaji
povrchové strukturovanymi polymery a jejich vyuzitim v odvétvi kosmetiky, biomediciny,
pfi diferenciaci bunék atd. ZvySend pozornost je dale vénovana fazové separaci jako na-

stroji pro zménu povrchu reliéfu modifikovaného materidlu.

V praktické Casti se tato prace zabyva ptipravou filml z hyaluronanu sodného a jeho povr-
chovou upravou pomoci Casové sekvenované fazové separace za rotace. Diskutovanymi
proménnymi parametry jsou: tepelna historie piipravy filmu, historie skladovéani filmu
s ohledem na zbytkovou vodu ve filmu, rychlost davkovani smési rozpoustédel, rychlost

rotace vzorku a vliv nosného substratu filmu HA.
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I. TEORETICKA CAST
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1 STRUKTUROVANE MATERIALY NA BAZI POLYSACHARIDU
A JEJICH APLIKACNI MOZNOSTI

Povrchové vlastnosti polymerti mohou podminiovat zmény v bunécéné struktufe kultivova-
nych bunék. Pro pfipravu strukturovanych povrchii jsou ¢asto pouzivany polymery jako
polylaktid, polykaprolakton a jejich kopolymery [1]. Tyto polymery jsou hojné pouzivany
diky své vysoké biologické rozlozitelnosti (biokompatibilit¢), mechanickym vlastnostem
a kontrolovatelné rychlosti biodegradace. Je znamo, ze naptiklad biokompatibilita, biode-
gradace a funkcnost pfirodnich a umélych membran je ur€ovana vlastnostmi povrchu ma-

teridlu a jeho mechanickymi vlastnostmi.

Bylo prokézano, ze tuhost substratu ovliviiuje proliferaci bun¢k a rizné typy bunék reaguji
na rtizné rozsahy tuhosti. Malé zmény v elasticit¢ substratu mohou zptsobovat velké bu-
nééné zmeény. Pro zlepSeni biologické kompatibility 1ze vyuzit celou fadu dalSich povrcho-

vych uprav.

Naptiklad Ize ptipravovat polymerni membrany pomoci metody fazové inverze, kde zména
povrchu polymeru je provaddéna hydrolyzou v ptfitomnosti NaOH. Aplikace NaOH
pro Upravu povrchu ma za nésledek zlepSeni adheze bun€k na povrchu v dasledku vzniku
optiméalniho mnozstvi karboxylovych skupin na povrchu membran. Jak je prezentovano
v literatuie [1], keratinocyty péstované na takto upravenych membranach byly pruzné.
Pruznost byla zavisld na tuhosti membrany, ktera byla ovlivnéna rtznou koncentraci

NaOH pouzitého pro upravu povrchu [1].

1.1 Priklady aplikaci strukturovanych materiala

Aplikaéni potencidl strukturovanych povrcha s obsahem kyseliny hyaluronové v kosmetic-
kém primyslu l1ze nalézt pfi vyvoji a pouziti napiiklad snadno bobtnajicich filmu, které

budou hydratovat cilené prostiedi — pokoZzku.

Strukturované povrchy jsou hojné vyuzivany v oblasti mediciny, kde zlepSuji adhezi bu-

nek, coz v kone¢ném diisledki mtize akcelerovat priibéh procesu hojeni ran.

Rizné strukturované povrchy jsou vyuzivany ve farmacii pfi potahovani tablet, které kori-

guji postupné uvoliovani 1éCiv.

Z teoretického pohledu je velmi dilezité pochopeni problematiky diferenciace bunck

na rozdiln¢ strukturovanych povrsich.
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1.1.1 'V Kkosmetice

Starnuti obliceje je vysledkem interakci mezi vnitinimi a vnéj$imi faktory, které na nas
pusobi béhem Zzivota. Jedna se o duasledek kontinualniho procesu, pii kterém dochazi
k poskozeni zivotniho prostiedi v exponovanych podminkédch. Napiiklad pfi opalovani
dochazi ke snizeni mnozstvi slozek kolagenu, elastinu a glykosaminoglykanti, coz vede
ke snizeni pruznosti pokozky. Pokozka je mén¢ hydratovana, coz se projevuje suchym

vzhledem a to déle vede ke vzniku drobnych vrasek a hyperpigmentaci [2].

Kyselina hyaluronova je zndma svoji pfitomnosti v pokoZce a diky schopnosti vazat vodu
je do pokozky také dodavana. Je-li kyselina hyaluronova dodavana ve formé¢ gelu, pronika
do bazalni vrstvy epidermis, dermis a do lymfatického endotelu. Penetraci kyseliny hyalu-
ronové lze vysvétlit existenci hydrofébnich domén v jejim fetézci a piitomnosti receptorii

v celé kozni tkani [2].

Kyselina hyaluronova, viz Obr. ¢. 1, s nizkou molekulovou hmotnosti miize proniknout
do Stratum corneum, kde zadrzuje vodu, coz vede ke snizeni hloubky vrasek [2]. Schop-
nost zadrZovat vodu je jednou ze zékladnich vlastnosti kyseliny hyaluronové, jak bylo na-

znaceno vyse.

n —=15000

Obr. ¢. 1: Struktura kyseliny hyaluronové [3].

Filmy kyseliny hyaluronové jsou velmi Casto aplikovany na dalsi pfirodni polymery jako je
naptiklad chitosan. Chitosan s vodou vytvafi kationické sité, které integruji s negativné
nabitymi zbytky na povrchu ktize. Proto je chitosan pouzivan v kosmetice jako prostfedek
na ochranu pleti a tonujici regulator. Nevyhodou takovychto filmi je jejich Spatna stabilita.
Proto je nutné, aby byl proveden neutraliza¢ni krok, ktery zajisti zlepSeni jejich stability.
Neutralizace se provadi pomoci pufrac¢nich latek, nejCastéji za pomoci acetatu a citratu.

Vnitini struktura takto pfipravenych filma je uvedena na Obr. €. 2. Po neutralizaci jsou
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chitosanové filmy tuhé, avsak pro aplikaci na pokozku je potieba folie, ktera se vyznacuje
snadnou manipulaci. Aby doslo ke zlepSeni manipulace ptidava se glycerol, ktery zde pi-

sobi jako zmekcujici latka [2].

volnd skupina amoniaku

iontovd interakce chitosanovy fetézec

iontova mterakce

citratovy amion

hyahuronatovy anion

NH: volnd skupina amomniaku

Obr. ¢. 2: Struktura polymerni sité chitosanového filmu neutralizovaného v citratovém

pufru bez zmékcovadla za pritomnosti kyseliny hyaluronové [2].

Takto ptipravené filmy se vyuzivaji pfi 1écbé suché ktize. Jejich pisobenim dochazi k to-
mu, ze Stratum corneum je m&kci a pruzngj$i. Mimo to se takovéto filmy upravuji za po-
moci pufrli, aby co nejvice odpovidaly pH pokoZzky, které je mezi 4,5-6,5 [2]. Kysely koz-

ni film hraje diileZitou roli pfi bariérové homeostazi a antibakteridlni ochrané.

Chitosanové filmy ptipravené bez piidavku glycerolu se oproti vySe uvedenému vyznacuji
vetsi integritou sveé struktury, z ¢ehoz plyne nizsi rozpustnost v kyselém prostiedi. Mimo
to je niZsi celkova rozpustnost v kyselém prostfedi disledkem pfitomnosti kyseliny citro-
nové, kterd vytvari iontové ,,mosty* mezi negativné a pozitivné nabitymi ¢astmi chitosanu
[2].

Jak plyne znize citované prace, chitosanové filmy neutralizované v citratovém pufru
bez glycerolu ztraci tzv. krystaliza¢ni vodu [2]. V prvnim stupni doslo k tbytku hmotnosti
vody o 9 %, coz naznacuje vysokou interakci pokozky s vodou. Pokozka oSetfend filmem
na bazi chitosanu s ptidavkem kyseliny hyaluronové vykazuje lepsi hydrataci, jak 1ze po-

zorovat z Obr. €. 3 [2].
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Obr. ¢. 3: Obrazky ze SEM kozZnich usekii: Prvni — bez lécby, druhy — s filmy obsahujici

kyselinu hyaluronovou a treti — s gelem obsahujicim kyselinu hyaluronovou [2].

Jednim z dalSich ptikladd vyuziti materidli na bazi kyseliny hyaluronové je jeji smés
s B-cyklodextrinem v podobé hydrogelt, kterd se vyuziva k podpoie uvoliiovani epitelial-
nich bun€k rohovky [4]. Fyzikalné-chemické vlastnosti takovychto smési zapficiiuji jeji

vysokou kompatibilitu s pfirodnimi tkdnémi.

Filmy tvofené z hydrogelu kyseliny hyaluronové a B-cyklodextrinu suSené pii pokojové
teplot¢ jsou snadno manipulovatelné s dobrou schopnosti vstiebavat vodu a nasledné

botnat [4].

Kryogely hyaluronanu podporuji rlist a depozici matrice dermalnich fibroblastli. Kryogely
jsou ucinnymi 3D substraty, které tvoti vysoce pordzni leSeni. Bunky ve vnitini struktuie
kryogeli mohou proliferovat po dobu miniméln¢ 28 dnti. Hydrofilni charakter takovychto
kryogelii na bazi biopolymeru je dal$im ptfedpokladem pro efektivni bunécnou kultivaci.
Pokud je dale kryogel tvofen otevienymi pory, vznikaji podminky pro efektivni transport

zivin a kysliku do bun¢k a transport metabolickych odpadt z buiky [5].

Takovéto kryogely mohou byt vyuzivany pii hojeni ran nebo aplikovany jako kosmetické

ptipravky v podobé hydrogelu.

Obecné porovité matrice 1ze vyrobit nékolika moznymi zpiisoby jako je naptiklad: suSenim
za nizké teploty, s vyuzitim mikroemulzi, pomoci fdzové separace atd. Za porovité kryoge-
ly Ize obecné povazovat 3D struktury vyznacujici se vzdjemné propojenymi pory
o velikosti od 1 do 100 pm. Hlavni nevyhodou takovychto materidli je jejich horSi mecha-
nicka stabilita v porovndni s klasickymi hydrogely nebo jejich hydratovanou formou.
Z pohledu vlastnosti ma hyaluronan vynikajici schopnost zadrzovat vlhkost, jak bylo uva-
déno mnohokrat vyse, nicméné je snadno degradovatelny hyaluroniddzou na povrchu ktize.
S vazanym objemem vody v kiizi je ovliviiovana jeji stlaitelnost, coz souvisi s regulaci
rustu bunék, jejich diferenci nebo opravami [5]. Starnuti kiize je zplisobeno hlavné vnéjsi-

mi podnéty jako jsou: slunecni zafeni, znecist'ujici latky a koufeni, coz vede k postupnému
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ubytku kyseliny hyaluronové v téle. Z tohoto diivodu se jevi jako vyhodné modifikovat
kyselinu hyaluronovou tak, aby se zlepsila jeji odolnost vii¢i degradaci. Za timto tcelem
jsou v literatufe popsany postupy uUpravy kyseliny hyaluronové tak, aby byla vice rezis-
tentni vi¢ci UV A zéfeni [6]. To znamend, Ze je mozné piipravovat derivaty kyseliny hyalu-

ronové majici UV-ochranné vlastnosti spolu s velkou kapacitou pro absorpci vody [6].

1.1.2 V biomediciné

Jednim s hlavnich a vyznamnych uplatnéni v biomedicin€ je naptiklad vyuZziti materiala
na bazi kyseliny hyaluronové pii cévni vaskularizaci [7]. Strukturované povrchy zde hraji
dalezitou roli pro preziti tkang tak, ze podporuji transport metabolickych produkti, kysliku
a zivin do tkani. Casteénou nevyhodnou kyseliny hyaluronové mize byt jeji snadna roz-

pustnost ve vodé, proto se vyviji celd fada sitovanych forem tohoto materialdi, coz dosti

wrwe

Mimo to se materidly na bazi kyseliny hyaluronové aplikuji s cilem zlepsit ucinnost 1€kt
v mistnich aplikacich. Nosi¢e na bazi tohoto materialu jsou schopny zvysit akumulaci koz-
nich 1éka a lokélni biologickou dostupnost, ¢imZ dochazi k omezeni systémové toxicity

a usnadnéni penetrace 1é¢iv do ktze [8].

Mezi jedny z nove pouzivanych technologii patii postupy zalozené na botndni a imobiliza-

ci fosfolipidovych vehikul v pfedem vytvofené a strukturované siti hyaluronanu sodného.

Obvazy v podobé¢ netkanych textilii na bazi chitosan-hyaluronanu jsou dalsi typy materialt
hojné vyuzivanych v biomedicing. Aplikuji se pii hojeni rany, tj. slozity proces obnovy
celularni struktury a epidermélnich tkani. Ptiklad takového typu materidlu je uveden
na Obr. ¢. 5. Hlavni vyhodou chitosanu jsou jeho protizanétlivé ucinky, zatimco kyselina
hyaluronova ovliviiuje piedevsim viskoelasticitu extracelularniho prostfedi. Takto vyrobe-
né obvazy urychluji a zjednodusuji proces hojeni ran i u diabetikd, 1ze je pouzit také jako
nosice léki, které mohou podporovat proces hojeni ran. Funk¢énost takovychto typt netka-
nych textilii byla testovana in-vivo na nediabetickych i diabetickych krysach. Vysledky

z tohoto testovani jsou uvedeny na Obr. €. 4 [9].
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Obr. ¢. 4: Vizudlni pozorovani hojeni ran po 0, 3, 7 a 14 dnech: Al — obvazem na rany,

po operaci 14 dmi

A2 — oSetieni obvazem chitosan/hyaluronanem u nediabetickych krys, Bl — obvazem

na rany, B2 — osetreni obvazem chitosan/hyaluronanem u diabetickych krys [9].

Obr. ¢. 5. Struktura netkanych textilii zobrazena pomoci SEM: (k — m) — netkana bavinéna

tkanina s 0,5% citratem chitosanu a 0,5% hyaluronanem, (n — p) — netkand bavinéna tka-

nina s 1% citratem chitosanu a 0,5% hyaluronanem, (q — s) — netkand bavilnéna tkanina s

2% citratem chitosanu a 0,5% hyaluronanem, (t — z) — netkand bavinéna tkanina. Méritko

uvedené v prvnim sloupci odpovida 100 um, v druhém 10 um a tietim 5 um [9].
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Alternativou k netkanym textiliim na bazi chitosan-hyaluronanu muaze byt chitosan-
hyaluronové kompozitni houbovité lepidlo. Hlavni sloZkou pro moznost aplikace jsou ve-
hikula, ktera slouzi jako leSeni, zvySujici koncentraci kone¢nych formulaci. Lipidové na-
nocastice podporuji hojeni ran, ale neexistuje zatim zadna studie, kde by bylo toto leSeni

pouzito pro jejich obohaceni [10].

V ramci literarné popsané studie bylo zjiSténo, ze ptipravené nanoc¢asticové struktury zlep-
Sily kontrolované uvoliiovani 1é¢iv po dobu 48 hodin. Postupné uvoliiovani je zpiisobeno

zabudovanim lé¢iva do nosné matrice [10].

Alginatové hyalurongely modifikované nizkomolekularnim HA jsou vyuzivany pro rege-
neraci chrupavky [11]. Alginat byl pouzit jako kostra, do které¢ byl HA s nizkou molekulo-
vou hmotnosti vpraven, a to do zadni ¢asti vyrobeného alginat hyaluronového hydridu,
ktery byl spojen s ethylendiaminem. Pfedpokladem téchto hyalurongeld, za pouziti vyso-
komolekularni HA, je stejna funkcénost jako pii vpravovani HA injekéné ptimo do kloubii.
Nizkomolekularni HA muze byt vyuzita jako spojovaci ¢inidlo, které je roubované na algi-
natové fetézce s pouzitim ethylendiaminu. Pro zavedeni biofunk¢nosti a regulace bunécéné-
ho chovani v zavislosti na specifickych cilech jako je buné¢na migrace, adheze, proliferace
a diferenciace se vyuziva alginat s bioaktivnimi molekulami. Hydrogely vyuZivané
pro regeneraci chrupavky maji diferenciované polymerni kompozice a pfesn€ stanovené
mechanické vlastnosti. Tyto hydrogely Gspésné reguluji diferenciaci chondrocytt a udrzuji
jejich fenotyp. Diky tomu mohou byt dodavany do téla s cilem regenerovat chrupavky

[11].

V biomedicin€ je hojné vyuZivana bakterialni celuloza s pfidavkem HA. Z hlediska poZa-
davki kazdého biomedicinského materidlu musi byt biokampatibilni. Membrany hydridni
bakterialni celulozy a HA byly vyrabény ve fermentacnim procesu, kde je na pocatku pfi-
dana HA. Ptidavek HA ovliviioval predev§im drsnost povrchu, ale také dosazeni vyssi
krystalické a tepelné stability filmu. Aplikace bakteridlnich celul6zovych membran vede
k lepSimu hojen ran vzniklych pti popaleni, ale i1 zlepSeni hojeni chronickych ran. Mohou
byt vyuzivany pro potfebnou migraci buné¢k, proliferaci a diferenciaci lidskych hladkych
svalii. Tyto materidly jsou vhodné pro regeneraci chrupavky, kosti, moc¢ové trubice, moco-
vého méchyie a umoznuji interagovat s buiikami a ostatnimi tkanémi diky schopnosti tvofit

leSeni s dobrymi mechanickymi vlastnostmi [12].
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1.1.3 Nosné materialy pro kultivaci a studium bunék

Jednim z popsanych materiali vyuzivanym v tkaiiovém inZenyrstvi jsou porovité kryogely
kyseliny chitosan-hyaluronové ptipravované za studena. Tyto kryogely tvoii pfirodni leSe-
ni, které ma makroporézni architekturu s 90-95% poérovitosti. Kryogely by mély byt
schopné nahradit 1é¢ivy tkanovy biomaterial, avSak musi mit upraveny povrch umoznujici
pfipojeni zivych bunék. To znamend, ze musi mit strukturu, kterd dokaze opravit poskoze-
nou tkan a umoznuje diferenciaci a proliferaci bunék. HA zodpovida za vétsi flexibilitu
a delsi trvanlivost kryogell. Z testd in-vitro bylo zjisténo, Ze kryogely jsou vhodné i1 pro

vyvoj bunék [13].

Na zivotaschopnosti a rustu enkapsulovanych chondrocyti na filmu z kyseliny chitosan-
hyaluronové se podili pfedev§im tuhost a elasticita gelu. Tuhost gelu hraje hlavni roli
v mikroprosttedi, pii udrzovani fenotypové integrity. V piipad¢ tuhych gelt byla Zivota-
schopnost bun¢k identifikovana po dobu 7 dnti kultivace na rozdil od mén¢ tuhych geli.

Z toho vyplyva, ze je velmi diilezité zvolit spravnou konzistenci polymeru [14].

Znalost chovani chondrocytli v gelovych matricovych systémech s riznou tuhosti napoma-
ha v navrhovani vhodné tuhosti vyrdbénych matric. Chovani chondrocytii je zobrazené
na Obr. €. 6. Vyrabéné matrice manipuluji a fidi chovani bunék pfi vyvoji hyalinni tkané

chrupavky [14].
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10:1  chitosan'HA 10:3 chitosan'HA 10:5 chitosan:HA

=
10 um
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Obr. ¢. 6: Konfokadlni mikroskopické snimky chondrocyti, které byly obarveny ve trech
gelech 10 : 1, 10 : 3 a 10 : 5 chitosan: HA pro zjisténi zZivotaschopnosti bunék, které byly

zapouzdrené. Zelené fluoreskujici bunky jsou Zivé a cervené jsou odumiele [14].

Pro vyvolani selektivniho chovéani bunck jsou navrhovany modifikace polyanilinového
nanostrukturovaného povrchu. Diky nejriizngj$im technologiim byva nejcastéji ménéna
smacivost, drsnost, mékkost a ndboj takovychto povrchii [15]. Diky témto zménam dochazi
k vyznamnému ovliviiovani Zivotaschopnosti bunék. Modifikované nano-strukturované

povrchy je mozné vyuzit pii hojeni ran nebo naptiklad jako biosenzory.

1.1.4 Dalsi aplika¢ni moZnosti

Strukturované povrchy se uplatiiuji také v jinych odvétvich, nejen v kosmetickém pramys-
lu a medicin€. Strukturované povrchy jsou hojné vyuzivany pii potahovani riznych mate-
rialtt za pouziti jiného materidlu, ktery slouzi jako potahujici latka. Naptiklad potahovani
materidlu nitridem titanu. Tohoto potahovani se vyuziva ke snizeni abraze v kombinaci

s olejovym mazivem.
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1.1.4.1 Superhydrofobni a superhydrofilni povrchy

Superhydrofébni povrch je takovy, ktery méa schopnost udrzet vodu na povrchu ve tvaru
kapky s co nejvétsim kontaktnim uhlem smaceni, kdezto superhydrofilni je takovy, ktery
ma schopnost udrzet vodu na povrchu v podobé¢ filmu (s minimalnim kontaktnim thlem
cich. Takovy typ materidlu by mél mit mikrostruktury s vysokym pomérem stran. Tudiz se
zvysujici se drsnosti povrchu se zvySuje hydrofilita materidlu. Drsnost snizuje zdanlivy
kontaktni tithel (Obr. €. 7). Schopnost vody lezet na povrchu ve formé filmu ovliviiuje

mnoho praktickych aplikaci [16].

vzduch ‘YLV

| kapalina e (
Ysr Ysv

pevna latka

Obr. ¢. 7: Kontaktni uhel: yLy - povrchové napéti kapalina — plyn; ysy - povrchové

napeti pevna latka — plyn; ysi - povrchové napeti kapalina — pevna latka [16].

1.1.4.2 Vodivé a magnetické vrstvy

Ptikladem nanostrukturovanych materiali mtize byt oxid méd’ny, ktery se syntetizuje ter-
molyzou za pomoci prekurzoru uhli¢itanu pii riznych teplotach. U téchto vzorki se elek-
trickd vodivost zvySuje se zvySujici se velikosti krystalkl, kde velikost krystalkli roste

s rostoucim rozkladnym teplem [17].

Prostfednictvim odlévani, vsttebavani nebo potahovani disperzi se ziskavaji tfirozmérné
magneticky vodivé struktury s predpokladanym pouzitim jako extrémné selektivniho
a citlivého snimace s rychlou odezvou [18].

Zasadni vliv na elektrickou vodivost ma pfidavek polyanilinu, ktery zvySuje vodivost filmi

z Nylonu 6. Zvysenou elektrickou vodivost vykazuji pfedevs§im nanovlaknité filmy [19].

1.1.4.3 Membrany

Multifunkéni membrany z acetatu celuldézy se vyznacuji zvySenou hemokompaktibilitou,

antibakterialni a antioxida¢ni aktivitou. Bylo zjiSténo, Ze vicevrstvé modifikované mem-
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brany vyrazné zlepSuji biokompaktibilitu v prostfedi krve véetné¢ odolnosti vii€i nespeci-
fické adsorpci proteind, potlaceni adheze a aktivace desticek, prodlouzeni koagulaénich
Casil a snizeni hemolyzy krve. Mimo to takovéto systémy vykazuji silnou inhibici rastu
bakterii [20]. Diky svym antioxidacnim vlastnostem jsou tyto filmy navrhovany k pouziti

v biomedicinskych aplikacich jako membrany slouzici k ¢isténi krve.

Polysacharidové membrany se pouzivaji v biomediciné jako systémy, které zlepSuji ucin-
nost 1ékti pfi hojeni ran a v oblasti tkanového inzenyrstvi. Pro zlepseni mechanickych
vlastnosti membran jsou tyto systémy casto sitovany. Vysledky studii ukazaly, Ze vice

zesitované membrany umoziuji u¢inngjsi diferenciaci myoblastt [21].
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2 ZPUSOBY ZMEN POVRCHOVEHO RELIEFU POLYMERNICH
MATERIALU

Pro selekci bun¢k je velmi dulezity reliéf povrchu. Upraveny povrch reguluje bunéénou
mobilitu a tim ovliviiujet rast a Sifeni bunék na povrchu. Povrchova struktura a vlastnosti
jsou tedy dualezitym faktorem v bioinzenyrstvi a biotechnologiich. Je znamo, Ze jakakoliv

zména vlastnosti povrchu mize ovlivnit chovani bunék.

Pro zménu povrchové topografie byla vyvinuta celd fada metod. Mezi nimi jsou nejvice
vyuzivany piedevsim ty, které umoziuji vznik specifické mikro/nano struktury. Jsou vyvi-
jeny takové postupy, které umozni piipravit povrchy podobné extraceluldrni matrici.
Pti téchto tpravach se méni smacivost, drsnost, modul tuhosti a naboj povrchu, jak jiz bylo
zminovano vyse.

Jednou z moZnosti, jak definované texturovat povrch materialu, je m¢kka litografie. Pomo-
ci takovéhoto pfistupu lze strukturovat upravovany materidl z obou stran a tim nastavovat

chovani daného systému [15].

Dalsimi pouZivanymi metodami jsou laserové a plazmatické Upravy, metody fazové sepa-

race, chemické a fyzikalni leptani atd.

2.1 FYZIKALNE-CHEMICKE METODY

Povrchovou texturu 1ze ménit celou fadou pfistupli zaloZenych na fyzikalné-chemickém
pusobeni na dany material. Tyto pfistupy upravy povrchu mohou byt aplikovany jak
na syntetické, tak na bio-polymery.

Vlivem chemického plisobeni na povrch upravovaného materialu se velmi ¢asto méni jeho

smacivost a schopnost sorbovat na sviij povrch proteiny [22].

Fyzikaln&-chemické metody lze rozdé€lit na nekovalentni (nanaSeni rozpoustédel, povrcho-
v¢ aktivnich aditiv, depozice par atd.), kovalentné¢ vazané (foto roubovani, plasmatické
upravy, radiacni roubovani, iontové rozpraSovani, chemické roubovani, biologické modifi-
kace, silanizace atd.), modifikace origindlniho povrchu (plazmatické leptani, koronovy
vyboj, UV ozafovani, vymény iontd, iontové leptani, laserové upravy, brouseni, fazové

separace) [23].
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2.1.1 Plazmatické upravy

Jednou z literarné popsanych uprav povrchu jsou plazmové upravy polymerti. Pomoci této
techniky lze vytvéret nanostrukturované reliéfy vyznacujici se zvySenou antioxidacni akti-
vitou, odolnosti vii¢i necistotadm, zlepSeni pfilnavosti k lepidlim a dal§im povlakim.
V ptipadé tohoto ptistupu, vlastnosti povrchové struktury a jeji aplikace zavisi predevsim
na slozeni, morfologii a typu krystal ve zpracovavanych polymerech. Vysledné nano-
struktury mohou vykazovat pravidelné rozlozeni pora na povrchu s piiblizn€ stejnou veli-

kosti pohybujici se v fddech nanometrii (Obr. €. 8) [24].

Obr. ¢. 8: SEM — obrazky: A) neupraveného povrchu laku, B) je nanostrukturovany
lak upraveny metodou plazmatického leptani [24].

2.1.2  Upravy laserem

K vytvoteni strukturovaného povlaku na povrchu materialu se vyuzivaji femtosekundové
lasery. Velmi Casto se pouziva femtosekundovy laserovy impulz (30 fs) s vlnovou délkou
790 nm s frekvenci 1 kHz. Pomoci takovéhoto periodického laserového piisobeni lze, vy-

tvaret povrchové mikro a nano struktury, Obr. €. 9 [25].

Obecné plati, ze laserové metody, pouzivané na polymernich filmech, umoziiuji pfipravo-
vat struktury s vysokym prostorovym rozliSenim. Pro dosazeni pozadovanych nanostruktur
jsou pouzivany laserové zdroje rtiznych vinovych délek. Rizného typu povrchového reli-
¢fu lze dosdhnout zménou parametrii pouzitého laseru a zménou procesnich parametri

upravy [26].
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Obr. ¢. 9: Modifikace povrchové topografie pomoct laseru [25].

Povrchové struktury ziskané upravou za pomoci laseru vykazuji Sirokou Skalu povrcho-
vych vlastnosti, ¢imz je podminén jejich aplika¢ni potencidl v riznych oblastech. Pulzni

laserové ozareni je uplatiiovano v piipadé tvorby miizkovych reliéfa [27].

2.1.3 Mechanické upravy povrchu

Dal8i mozZnosti upravy reliéfl povrchil je vyuziti specidlnich brusnych kotoucd. Jednim
z literarn€ popsanych postupti je pouziti dvou typti brusnych kotouct [28]. Aby bylo moz-
né vytvoftit definované strukturované plochy, je nezbytné vytvotit masku, ktera se pfenese

na povrch pouzitého brusného kola, jimZ se upravuje povrch do pozadované podoby.
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3 METODY ZALOZENE NA FAZOVE SEPARACI

Jednim z perspektivnich piistupi generace povrchovych mikro a nanoport je technika za-
loZena na procesu fazové separace. V odborné literatuie z posledni doby je této problema-
tice vénovana znacnd pozornost s ohledem na skutec¢nost, ze pomoci tohoto pfistupu lze
relativné jednoduse a rychle generovat na povrchu upravovaného polymerniho materialu

specifickou povrchovou mikro a nano texturu [29].

3.1 Metoda BreathFigure

Jednim z pfistupt, ktery je zaloZeny na procesu fazové separace, je metoda BreathFigure
(BF). Jedna se o relativné jednoduchy proces umoziujici vznik porii bez jakékoliv Sablony.
Postup generace pora pomoci této techniky lze vysvétlit na nasledujicim ptikladu. Po odliti
roztoku polymeru nebo nabotnani povrchové vrstvy polymerniho filmu se necha na po-
vrchu kondenzovat nemisitelna kapalina vzhledem k pouzitému polymeru a jeho rozpous-
tédlu. Kondenzace kapek vody na povrchu je podporovana rychle se odpatujicim rozpous-
tédlem polymeru, tj. procesem, ktery ma za nasledek ochlazeni povrchu, na némz dochazi
ke kondenzaci nano a mikro kapicek. Kapalny systém je volen tak, aby se tyto kapicky
odparovaly pomaleji nez pouzité rozpoustédlo pro dany polymer [29, 30, 31]. Tento jedno-

duchy proces je schématicky zndzornén na Obr. €. 10.

odpafovani

kondenzace vody ok
rozpoutédla

kapky vody
staticlcy breath figure

S

hyper — zesit'ovani

—

Obr. ¢. 10: Princip pripravy mikroporézniho povrchu metodou BreathFigure [30].

Timto pfistupem lze pfipravit pravidelné struktury, které zajist'uji silngjsi elektrokatalyzu
a vodivost, coZz vede ke zlepSeni biosenzibilizacnich vlastnosti takto upravenych filmi

[32].

Velikost porti je zavisla na koncentraci polymeru a rychlosti odpatovani. Cim vys§i je kon-
centrace polymeru, tim déle se odpatuje rozpoustédlo. Pii pomalém odpatfovani a vysokych
koncentracich kondenzujicich par mize dochazet ke spojovani kapek do vétSich celkt,

tudiz se rozsituje distribuce velikosti pora [30].
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3.2 Texturizace piisobenim smési rozpoustédel na rotujici povrch

Povrchovou mikro a nano texturu lze generovat i v suchém prostfedi, to znamena, ze
na povrch materidlu nebudou kondenzovat zadné kapky z okolniho plynného prostiedi. Na
misto toho se na polymerni povrch deponuje smésny roztok, ktery obsahuje dobré a Spatné
rozpoustédlo a pripadna aditiva. Jednim z takovychto pfistupl je metoda zalozend na ¢aso-
ve sekvenovaném dévkovani smési rozpoustédel za rotace popsand E. Wrzecionkem a kol.
[33]. Princip tohoto ptistupu, ktery byl vyuZivan v ramci této prace, je uveden na Obr. ¢.

11 a popsan nize.
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/D,mace THF - Tetrahydrofuran

ETH - 2-Ethoxyethanol
THF-ETH PG polystyren
odpaiovani

Laplaciv tlak / plsobeni povrchového
napéti; tok PS v diisledku rychlého
odpafovani THF,

“"rotace )
THF +ETH
odpafovani

Druha depozice / pocatecni tloustka
PS +THF a praimér ETH kapek zavisi na
Casové sekvenci mezi krokem 1a 2

“ rotace )
THF +ETH
odpafovani

<= N <am W <saE

P
o}
=~

viskoelasticky viskozni
polymer kapalina

|'|'|<I:U

Narust tloustky nabotnalé vrstvy PS a priméru Rlst nabotnalé vrstvy P$
ETH kapek; agregace ETH ve viskdzni vrstvé elasticky skrz viskoelasticky polymer

@ PS; botnani; tverba malych kapek; rozpousténi; materidl 3 viskézni ETH kapky.
fazova separace; Laplaclv tlak / plsobeni

povrchového napéti.

rntace
THF + ETH
odpafovani

Laplaciv tlak / pisobeni povrchového napéti;
tok PS v dasledku rychlého odpafovani THF.

Obr. ¢. 11: Modifikace povrchu polymerniho materidalu metodou

casove sekvenované fazove separace za rotace [33].

Na povrch PS (polystyrenu) je deponovéana smés dobrého a Spatného rozpoustédla. Vzorek
rotuje danou rychlosti. V urcitych casovych sekvencich je na povrch vzorku davkovéano
celkem 1000 pl smesného roztoku (nejcastéji bylo deponovano 5% 200 pl smési rozpouste-
del). V ramci tohoto postupu, viz Obr. €. 11, byl pouzit tetrahydrofuran (THF) jako dobré

rozpoustédlo, které zac¢ind nabotnavat povrchovou vrstvu polymeru, viz Obr. €. 11 B, pfi-
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¢emz dochazi k rozpousténi povrchu, fazové separaci a tvorbé malych kapek Spatného roz-
poustédla pro PS, 2-ethoxyethanolu (ETH). Opakované nanaseni dalSich kapek smési
THF : ETH ma za cil vyvolat déje vyobrazené na Obr. ¢. 11 E. Postupnym casové sekve-
novanym opakovanim jednotlivych kroki dochazi k postupnému zvétSovani obou fazi
a zejména pak kapicek, které tvoii povrchové pory. V poslednim kroku se vzorek necha
rotovat a dochazi nejdiive k odpateni dobrého a pak Spatného rozpoustédla. Vytvoii se film
obsahujici povrchové mikropory [33]. Nezbytnou podminkou pro vyvolani takovychto
zmén na povrchu je vybrat optimalni smés dobrého a Spatného rozpoustédla. Vybrana roz-
poustédla musi byt takova, ktera jsou vzdjemné misitelnd a separuji se az po kontaktu
s polymerem. Dale pak nastavit nejvhodnéjsi pomér téchto rozpoustédel ve smési a zvolit
optimalni ¢asovou sekvenci davkovani na povrch upravovaného polymerniho materidlu.
S vybérem nejvhodnéjsi smési rozpoustédel mohou pomoci Hansenovy rozpustnostni pa-

rametry [34].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE POREZNICH FILMU Z HA

Cilem této prace bylo upravit povrchovou texturu filmi pfipravenych z vodnych roztokt
hyaluronanu sodné¢ho (HA). V prvnim kroku byly ¢istény lahve pro piipravu polymernich
roztokd. Nésledn¢ byla rozpousténa HA o jedné stfedni molekulové hmotnosti v ultracisté
vod¢. Pripravené roztoky byly odlévany do plazmaticky upravenych hladkych nebo textu-
rovanych misek, v nichz byly suSeny. Takto pfipravené filmy byly po vysuseni dosusova-
ny, botnany nebo ihned vystaveny ucinku ¢asové sekvenované fazové separace za rotace.
Po odpateni zbytki roztokl z procesu generace povrchovych port byly vzorky charakteri-
zovany pomoci mikroskopie atomarnich sil. Ziskané obrazové zaznamy byly nésledné po-

drobeny obrazové analyze.

4.1 Pouzivané chemické latky

Vodné roztoky HA byly pfipravovany z HA o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa
(oznaceni v této praci M370). Pouzivana HA byla zakoupena v kosmetické Cistoté od spo-

le¢nosti Contipro, a. s.

Pro rozpousténi HA byla pouZita ultracistd voda (18 MQ-cm) pfipravena pomoci zafizeni

P

Direct-Q, viz Obr. 12.

> -

Obr. ¢. 12: Poutzité zarizeni Direct-Q

pro vyrobu ultracisté vody.

Dale byly pouzivany rozpoustédla pro pravu nosn¢ho povrchu polystyrenu (PS), jako jsou
tetrahydrofuran a 2—ethoxyethanol v p.a. Cistoté¢ zakoupené u spolecnosti Sigma-Aldrich.
Chemickymi latkami pouzivanymi pro modifikaci povrchu filmu HA byly: n-butanol

a izopropylalkohol v p.a. ¢istot¢ od spole¢nosti Sigma-Aldrich.
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4.2 Priprava nadob pro rozpousténi HA

Pted ptipravou roztoku byly veskeré nadoby podrobeny komplexnimu procesu c¢isténi,
ktery spocival v umisténi vSech sklenénych nadob do série roztoki, viz Obr. €. 13 a 14.
Tento krok byl volen zamérn¢, aby se minimalizovala moznost chemické a biologické kon-

taminace pfipravovanych roztoki.

Oplach
kyseliny Peroxid
chloro- vodiku
vodikové

Oplach Kyselina Oplach Kyselina

. kyseliny o . kyseliny chlorovo-
chromsirova ., sirova L , ,
chromsirové sirove dikova

Kyselina

Obr. ¢. 13: Schéma sloZeni lazni pro myti laboratorniho skla.

Veskeré pouzité kyseliny pro ¢isténi nadob byly fedény vodou v poméru 1 : 1, peroxid
vodiku byl fedén na 5% koncentraci. V kazdé 1azni bylo sklo ponechano alespon 20 minut.
V zavérecném kroku bylo sklo oplachnuto destilovanou vodou, acetonem, znovu destilo-
vanou vodou a ethanolem. Po celém procesu bylo sklo vloZeno alespont na 20 minut do

susarny vyhfaté na 120 °C.

Obr. ¢. 14: Lazné kyselin a jejich oplachy pro myti skla.

Magnetické a polystyrenové pomiicky byly ¢istény vodou s ndaslednym vlozenim
na nejméné 20 minut do peroxidu vodiku. Poté byly tyto materidly oplachnuty destilova-
nou vodou, acetonem, znovu destilovanou vodou a ethanolem. SuSeni téchto pomticek pro-

bihalo opét ve vytemperované susarné na 120 °C po dobu 20 minut.

Jako jediné polystyrenové Petriho misky zakoupené od firmy TPP Techno PlasticProducts
AG, vyuzivané pro odlévani filmt, nebyly umyvany a ani znovu pouzivany. Tyto misky
byly dodavany jako sterilni, proto je nebylo tieba specidlné Cistit pied povrchovou modifi-

kaci a plazmatickou Upravou.
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4.3 Priprava vodnych roztoki HA

Veskeré vodné roztoky HA, pro jednotlivé pokusy, byly pfipravovany ndsledujicim zptso-

bem, pokud neni uvedeno v textu jinak:

- 3 hm. % HA o Mw = 370 kDa bylo rozpousténo v ultracisté vode,
- roztoky byly rozpoustény pii pokojové teploté na tfepacim zafizeni nebo v tempe-
racni nadobé na magnetickém michadle za neustdlého michani pfi teploté 50 °C,

doba rozpousténi byla 24 hod.

Po uplynuti doby rozpousténi byl roztok ihned odlit na PS misky, jak bude podrobné roze-

brano nize.

Obr. ¢. 15: Pouzitd temperacni lazen na magnetickém

michadle napojena na termostat.

4.4 Uprava nosnych substrati pro odlévani filma HA

Pted odlitim roztoku bylo zapottebi upravit povrch PS misek pro lepsi adhezi solidifikova-
nych filmi HA tak, aby nedochédzelo k odlepovani filmu. Povrch byl upravovan
na spin-couteru pomoci 5 davek smési rozpoustédel (tetrahydrofuran a 2-ethoxyethanol,
v poméru 1,5 : 8,5), kazda davka byla o objemu 200 pl, davkovani probihalo v ¢asovém
intervalu 5 s. Podrobnéji je postup upravy povrchu PS popsan v praci E. Wrzecionka [33].

Pro zajisténi optimalni adheze bylo nezbytné pted depozici roztoku na texturovany nebo

hladky povrch zvysit hydrofilitu téchto povrchii. Pro tyto ucely byl pouzit plazmaticky
vyboj. Jako plazmareaktor byl pouzit nizkotlaky reaktor znacky FEMTO SRS od spolec-
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nosti Diener electronic (Obr. ¢. 16). PS misky byly upravovany v prostfedi vzduchu

za snizeného tlaku po dobu 60 s, pfi vykonu reaktoru 100 W.

Obr. ¢. 16: Pouzity plazmareaktor znacky FEMTO SRS.

4.5 Odlévani vodnych roztoku

Roztoky pro ptipravu filmt byly odlévany na PS misky priméru 3,4 cm. Do kazdé misky

bylo davkovéano 5 g roztoku, vySka vrstvy roztoku na poc¢atku suseni byla 6 mm.

4.6 SuSeni roztokii — tvorba hladkych filmu

Po odliti roztokii do misek probihalo jejich suSeni v suSarné bez nucené cirkulace vzduchu.
Pro tyto cely byla vyuZivana susarna Memmert (Obr. €. 17), nastavena na teplotu 50 °C.
Roztok HA byl plné solidifikovan do podoby filmu po 24 hod. Po vyjmuti ze susarny byl
vzorek povrchove upravovan nebo skladovan v exikatoru, aby doslo k odstranéni zbytkové

vody.

Obr. ¢. 17: Pouzita susarna znacky Memmert.
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4.7 Generace povrchové mikro a nano textury

Ptipravené filmy byly povrchové upravovany za pomoci smési rozpoustédel za rotace. Ta-
to smés dobrého a Spatného rozpoustédla spolu s optimalni nastavenim procesu davkova-
nim a rotaci vyvolad v povrchu fazovou separaci, z ¢ehoz nasledné plyne vznik povrcho-
vych mikro a nanopord. Pro generaci povrchové pordzni struktury bylo pouzito specialné
zkonstruované zarizeni E. Wrzecionkem a kolektivem na UFMI, UTB ve Zling,
viz Obr. ¢. 18. Toto zafizeni se sklad4a z nosice vzorkl na rotoru, davkovaci jednotky a

fidici elektroniky.

r‘

Obr. ¢. 18: Pouzité zarizeni pro modifikaci povrchové topografie polymeru

metodou casové sekvenované fazové separace za rotace.

Na povrch upravované HA byly deponovany 200 pl davky smésnych roztokd a vody
v Casovém intervalu davkovani 5 s. Po naneseni posledni davky smési rozpoustédel byl
vzorek ponechéan rotovat na spin-couteru po dobu 2 minut, aby doSlo k uplnému odpateni
zbytkovych rozpoustédel. Vzorky byly pak nadéle skladovany v exikatoru po dobu 24 hod

a nasledné charakterizovany pomoci AFM.

4.8 Charakterizace pordznich filmi HA pomoci AFM

Upravené povrchy na bazi polystyrenu nebo HA byly charakterizovany pomoci mikrosko-
pie atomarnich (AFM). Studované filmy a povrchy byly situovany uvniti — na dn¢ Petriho

misky. Z tohoto diivodu bylo nezbytné vyseknout ze sttedu misky vzorek 1 s nosnym mate-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

ridlem. Takto pfipravené vzorky byly pfichyceny k nosici vzorkli pro AFM pomoci obou-

stranné lepici pasky.

Pozn.: Vzorky byly vysekavany ze stiedu misky tak, aby bylo na vSech miskach méteno
piiblizn¢ stejné misto a mohli jsme zanedbat okrajové poruchy filmt vznikajici u hran

Petriho misek.

Princip mikroskopie atomarnich sil je naznacen na Obr. €. 19 az 21. Tato technika se pou-
ziva pro charakterizaci biomedicinskych systému, diky své Setrnosti s ohledem k moznému
poskozeni studovanych vzorkd. Vzorky lze charakterizovat ve vzduchu, definované atmo-
sféte nebo v kapalin€ (fyziologickém prostiedi). Pomoci této techniky Ize ziskat informace
nejen o 3D profilu povrchu, ale rovnéz o fyzikalnich vlastnostech povrchu. RozliSovaci

schopnost této techniky se pohybuje v fadech desetin az setin nanometru [35].

Zobrazovani studované¢ho povrchu pomoci AFM spociva ve skenovéani vzorku po jednotli-
vych bodech a fadcich. Povrch vzorku je zkouman pomoci tenkého hrotu, ktery je umistén
na raménku s horni reflexni vrstvou, od které se odrazi dopadajici laserovy paprsek. Zmeéna
polohy raménka vii¢i hrotu se projevi ve zméné polohy odraZzeného laserového paprsku

na Ctyf segmentalnim detektoru, viz Obr. €. 19 a 20 [46].

z - skener

RAMENKO § HROTEM

H\_J\Mf\,-" VZOREK

XXY - skenar ‘

Obr. ¢. 19: Skenovaci system AFM [36].
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Obr. ¢. 20: Princip méreni AFM.

Flexibilni raménko

4

Pohyb vzorku s pfesnosti v fadech desetin az setin nanometru zprostfedkovavaji piezokrys-

talické materidly. S ohledem na vzdalenost sondy od povrchu vzorku a silové interakci

mezi sondou a vzorkem rozliSujeme tfi zdkladni méfici médy AFM (kontaktni, semikon-

taktni a bezkontaktni), viz Obr. €. 21.

\ CONTAKTNI AFM
BEZKONTAKTNI AFM

VZDALENOST, z

Odpudivy
......... PritaZlivy

Celkova interakce

Obr. ¢. 21: Mérici rezimy AFM znazornéné v grafu zavislosti sila/vzdalenost.

Semikontaktni rezim je mezi modrou a zelenou oblasti [36].

Pro méfeni byl pouZit ptistro) NTEGRA-Prima, od spole¢nosti NT-MDT, viz Obr. €. 22.

M¢éfteni probihalo v prosttedi vzduchu pfi laboratorni teploté 23 °C. Vzorky byly skenova-

ny rychlosti 0,5 Hz s rozliSenim 512 x 512 px. Pro mé&feni byla pouzita silikonova nitrido-

va sonda NSGO1, TipsNano.
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Obr. ¢. 22: Pouzity mikroskop atomarnich sil Ntegra-Prima.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo prozkoumat moznosti pfipravy mikro a nano poroznich povrchi
na bazi hyaluronanu sodného (HA) metodou ¢asové sekvenované fazové separace za rota-
ce. Zakladni proménné (pomér mezi dobrym a Spatnym rozpoustédlem, pocet davek a Ca-
sova sekvence davkovani), podminujici vznik specifického povrchového zvrasnéni HA
byly optimalizovany v ramci diplomové prace Martiny Bradacové [37]. V ramci této prace
byly studovany dalsi proménné, které ovliviiuji moznost vzniku specifického povrchového

reliéfu. Témito proménnymi jsou:

- historie pfipravy polymerniho roztoku,

- zpusob skladovéani polymerniho filmu a jeho dosychani respektive botnani,
- vliv nosného substratu,

- rychlost rotace vzorku,

- rychlost davkovani smésného rozpoustédla na povrch.

Veskeré nize uvedené experimenty byly minimalné tfikrat opakovany pro ovéfeni reprodu-

kovatelnosti ziskanych vysledki.

5.1 Priprava texturovanych filmi na bazi HA

Podle diive ziskanych poznatkt [37] byl v rdmci této ¢asti prace pro upravu povrchi pou-
Zivan nasledujici postup, pokud neni uvedeno jinak: na povrch filmu HA byly davkovany
v intervalu 5 sekund 4 davky po 200 ul supercisté vody a 40 davek po 200 pl smési roz-
poustédla (N-butanol a isopropylalkohol poméru 3 : 7). Piiprava filml probihala za srovna-

telnych podminek, jak je definovano vyse, pokud neni v textu uvedeno jinak.

Pozn.: Veskeré filmy byly po modifikaci skladovany 24 hod. v exikéatoru a nasledné cha-
rakterizovany pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM). Ziskané zdznamy byly podrobe-
ny obrazové analyze, jejiz vysledky jsou v nasledujicim textu prezentovany v podobé vys-
kovych zmén (2D barevny obrazek), profilovych fezii a histogramil priimérné plochy pora.
V ramci jednotlivych ploch byla hodnocena maximalni vyska poru, plosna drsnost (Sa),
plosna stfedni kvadratickd drsnost (Rms), Sikmost a SpicCatost, celkovy pocet pora

a procentualni porovitost povrchu.
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5.1.1 Vliv historie pripravy polymernich roztokii pro pripravu filmi HA

Z literatury je znamo, ze kyselina hyaluronové mize v roztoku zaujimat rizné konformace
v zavislosti na tepelné historii ptipravy polymerniho roztoku [38, 39]. Na zaklad¢ téchto
poznatk byl zkouman vliv tepelné historie polymerniho systému na moZnosti vzniku po-

vrchovych port. Srovnavané vzorky HA, Obr. €. 23, byly pfipravovany z roztokii rozpous-

t&nych pii 24 °C nebo 50 °C.

A) tfepany roztok pii 24 °C B) michany pfi 50 °C

0 pum

0,21 pm 0.21 pm

0 pm

Michani 50 °C
Trepani 24 °C

=y

um
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r T T T T 1
0 10 20 30 40 50
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Obr. ¢. 23: Vliv tepelné historie pripravy polymerniho roztoku, ze kterého byl pripravo-

van film, na jehoz povrchu dochazelo k tvorbé porii. Vyskové zmeny z AFM (barevné),

prahované obrdzky pro obrazovou analyzu (Cernobile), porovnani profilit povrchii zis-
kanych ze stredu porizenych skenii z AFM (dole). Povrch HA

modifikovan ihned po vysuseni.
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Obr. ¢. 24: Zastoupeni poru v daném rozmezi ploch odpovidajici

povrchiim prezentovanym na Obr. ¢. 23.

Z Obr. €. 23 je patrné, ze v pripadé filma pripravovanych z roztokd rozpusténych pti vyssi

teploté (50 °C) lze na upraveném povrchu pozorovat vice vétSich pord. Toto pozorovani

potvrzuje Obr. €. 24, kde v histogramu vidime posun rozloZeni port k vét§im pramérim.

Nariistd pocet port o ploe 1 az 5 um?. Z profilti a maximalnich vy$kovych zmén prezen-

tovanych na Obr. €. 23 a v Tab. €. 1 nelze pozorovat vyraznéjsi zmény mezi jednotlivymi

vzorky. Vysledky obrazové analyzy shrnuté v Tab. ¢. 1 ukazuji, Ze v ptipad¢ filmt odléva-

nych z roztoki piipravenych pii vyssi teploté roste porovitost z 3,6 na 6,5 %, zvétSuje se

vyznamnéji povrchova drsnost (Sa) a narista pocet port.

Tab. ¢. 1: Souhrnné parametry ziskané z obrazové analyzy odpovidajici povrchiim prezen-

tovanym na Obr. ¢. 23.

Maximum Sa Rms | Sikmost | Spicatost | Pérovitost | Pocet

[nm] [nm] [nm] [1] (1] [%%] pori
Ttepéani 24 °C 210 13,1 17,3 -0,9 4,1 3,6 145
Michani 50 °C 210 20 | 290 0.8 1.8 6.5 155

S ohledem na skute¢nosti zjisténé v rdmci tohoto experimentu byly veskeré dale diskuto-

vané filmy pfipravovany zroztokd o vyssi teploté rozpousténi (roztoky pfipravovany

na michadle pii 50 °C).
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5.1.2 Vliv historie skladovani filmu hyaluronanu sodného na vznik péri

Dalsi proménnou, kterd ovliviiuje moznost vzniku povrchovych péra na filmech z HA je
mnozstvi zbytkové vody v polymernim filmu. Voda v daném systému funguje jako dobré
rozpoustédlo a do jisté hranice jako vyrazny plastifikacni Cinitel. Pfi samotné generaci po-
vrchovych mikropdri metodou Casové sekvenované fazové separace je nezbytné v prvnim
kroku na povrch filmu HA deponovat nékolik dédvek vody tak, aby doslo k jeho povrcho-
vému nabotnani. V ramci nize diskutovanych experimentti byl hodnocen vliv souvisejici
s touto proménnou. To znamen4, ze byla studovana historie dosuSovéani polymernich filma
v exikatoru po jejich ptiprave, respektive jejich botndni pii zvysené vlhkosti na moznosti

generace porozni struktury.

Pozn.: Obsah zbytkové vody byl okrajové ur€ovdn pomoci prubézného vazeni vzorkda.
Ptesnéji by ho bylo mozné stanovit naptiklad pomoci termogravimetrické analyzy, ktera

nebyla v rozsahu této prace feSena.

Byly srovnavany tii vzorky. Prvnim vzorkem byl polymerni film, ktery byl modifikovan
thned po odpateni vody, tj. po 24 hodindch suseni v susarn¢. Druhym vzorkem byl film,
ktery byl po vysuseni v susarn¢ a 14 dnech skladovani v exikatoru, nechan botnat za zvy-
Sené vlhkosti pii 24 °C po dobu 24 hodin. Ttetim vzorkem byl film, ktery byl dosuSovan

v exikatoru po dobu minimalné 14 dni od své ptipravy v susarne.

Pozn.: Botnani vybranych filma probihalo v uzaviené plastové nddobé& s tésnénim, na je-
jimZ dné¢ byl umistén filtracni papir nasyceny vodou. Botnany film po 24 hodinach zvysil

svou hmotnost o vice jak 130 %.

Z vysledkl uvedenych na Obr. €. 25, 26 a v Tab. €. 2 plyne dominantni vliv obsahu zbyt-
kové vody v upravovanych filmech na moznosti generace povrchovych poértt metodou ca-
sove sekvenované fazové separace. Na povrchu filmi se zvySenym obsahem zbytkové vo-
dy (botnany film) nelze pozorovat vétsi mnozstvi porti oproti filmiim, které byly dlouho-
dobé dosuSovany v exikatoru (vysuSeny film). V piipadé¢ botnanych systémi dochézi
v prvni fazi modifikace, kde se deponuji 4 davky vody, ke vzniku mobilni — povrchove
viskozni vrstvicky, kterd mize byt pfed depozici smési dobrého a Spatného rozpoustédla
odstiiknuta na okraj misky, coz nasledn¢ znemozni generaci vétSiho mnozstvi povrcho-
vych port. Z téchto pozorovani se jevi jako nejlepsi povrch dosusovany v exikatoru, pfi-

padné ,,Cerstvé™ ptripraveny povrch, u néhoz je nezbytné kontrolovat obsah zbytkové vody.
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A) ,,Cerstvy filmHA B) nabotnany film HA
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Obr. ¢. 25: Vliv historie skladovani filmu hyaluronanu sodného na vznik porii. Vyskové
zmeny z AFM (barevné), prahované obrazky pro obrazovou analyzu (cernobile), porovnani

profilii povrchii ziskanych ze stiedu porizenych skenii z AFM (dole vpravo).

Tab. ¢. 2: Souhrnné parametry ziskané z obrazové analyzy odpovidajici povrchiim prezen-

tovanym na Obr. ¢. 25.

Maximum Sa Rms Sikmost | Spicatost | Pérovitost | Pocet

[nm] [nm] [nm] (1] (1] [%] pori
Cerstvy film 950 112 245 -1,1 1,2 14 266
Nabotnany film 838 101 133 -1,0 1,0 6 143
Vysuseny film 800 101 133 -1,0 1,0 21 424
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Obr. ¢. 26: Zastoupeni poru v daném rozmezi ploch odpovidajici povrchiim

prezentovanym na Obr. ¢. 25.

5.1.3 Vliv rychlosti davkovani smésnych rozpoustédel

Rychlost davkovani smési dobrého a Spatného rozpoustédla ovliviiuje nejen vznik, velikost
a pravidelnost pord, ale jak bylo experimentalné zjiSténo i homogenitu generace port
na povrchu HA filmt. Vznik homogenniho rozlozeni povrchovych porti je podminovan
rozprosttenim smési rozpoustédla po celém povrchu filmu v co nejkrat$im Case po depozi-
ci. Na tuto skute¢nost ma vliv nékolik proménnych, mezi néz patii pravé rychlost vytlaco-
vani smési rozpousStédel z davkovaci €asti pouzitého zafizeni. V ramci prvotnich experi-
mentl s pouzitym zafizenim byla vyhledavana optimalni rychlost davkovéni. Nize uvede-
ny experiment ukazuje, jak relativné mala zména rychlosti uruje pocet a velikost vznikaji-
cich port, viz. Obr. €. 27 a 28, Tab. €. 3. Zména rychlosti vytlatovani smésnych rozpous-
tédel o pouhych 6 % mé za nésledek pokles poctu pért z 257 na 182. Celkova pdrovitost
klesa na polovinu. Mimo to vyrazn¢ klesa hodnota Sa ze 105 nm na 38 nm, stejn¢ tak ma-
ximalni vyska profilu klesd z 850 na pouhych 350 nm. Z hlediska rovhomérnosti pokryti
povrchu pory vychazi 1épe vzorky ptipravované pii nizsi rychlosti vytlaCovani. Z tohoto
divodu byly veskeré prezentované vzorky pfipravovany pii r = 1 = 80 ot./min. v ramci
pouzitého zafizeni.

Vyse uvedené lze vysvétlit kumulaci velkého mnozstvi rozpoustédel v kratkém Case upro-

stted upravovaného povrchu s naslednym nerovnomérnym odstiiknutim v disledku rotace

vzorku.
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Obr. ¢. 27: Vliv rychlosti depozice davkovanych smésnych rozpoustédel na vznik pori
v povrchu HA filmu. Vyskové zmeny z AFM (barevne), prahované obrazky pro obrazo-
vou analyzu (Cernobile), porovnani profilii povrchii ziskanych ze stiedu

porizenych skenii z AFM (dole).
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Obr. ¢. 28: Zastoupeni poru v daném rozmezi ploch odpovidajici povrchiim

prezentovanym na Obr. ¢. 27.
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Tab. ¢. 3: Souhrnné parametry ziskané z obrazové analyzy odpovidajici povrchiim prezen-

tovanym na Obr. ¢. 27.

Maximum Sa Rms | Sikmost | SpiGatost | Pérovitost | Podet

[nm] [nm] [nm] (1] (1] [%e] port
Rychlost r =1 850 105 135 -0,9 1,0 15,3 437
Rychlost r =1,06 350 38 49 -0,7 1,3 7,1 324

5.1.4 Vliv rychlosti rotace vzorku

Rychlost rotace vzorku ovlivituje vznik, velikost a pravidelnost pérti na povrchu filmi HA.
Vliv této proménné je demonstrovan na Obr. 29 a 30, v Tab. ¢. 4. Z porovnani ziskanych
vysledkt plyne, ze pro dany systém (polymer/smés rozpoustédel) je nezbytné aplikovat
vyssi rychlost rotace (2100 ot./min.), kterd zajisti rovhomérnéj$i rozvrstveni rozpoustédel
po povrchu polymerni folie v dostate¢né tenké vrstvé. Tenkd vrstva rozpoustédel na po-
vrchu neumozni vznik pfili§ vysoké viskézni vrstvy HA, kterd by mohla byt odvedena
na okraj misky v dasledku rotace vzorku. Naopak nizka rychlost rotace vzorku
(1600 ot./min.) zpisobuje s nejvyssi pravdépodobnosti nedostatecné rozprostreni rozpous-
tédel, které se hromadi ve vétSim mnoZzstvi na povrchu. To ma za nasledek podobny efekt
jako bychom upravovany film nechali pfed modifikaci botnat v prostiedi s vyssi vlhkosti.
Vzorky pfipravené pii niZsi rychlosti rotace se vyznacuji men$im primérem pord, pocet
poru klesa na polovinu. Oproti vzorklim pfipravovanym pii vyssi rychlosti rotace u téchto
vzorkl klesa maximalni hloubka pori z 500 na 270 nm, pérovitost klesa o 15 % a ploSna

drsnost klesa ze 47 na 21 nm.

Tab. ¢. 4: Souhrnné parametry ziskané z obrazové analyzy odpovidajici povrchiim prezen-

tovanym na Obr. ¢. 29.

Maximum Sa Rms Sikmost | Spi¢atost | Pérovitost | Pocet
[nm] [nm] [nm] [1] [1] (%] port
Rotace 2100 ot./min 500 47 61 -0,7 1,2 18,9 613

Rotace 1600 ot./min 270 21 28 -1,2 3,6 3,5 339
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Obr. ¢. 29: Vliv rychlosti rotace upravovanych filmi HA. Vyskové zmeny z AFM (ba-
revnée), prahované obrazky pro obrazovou analyzu (cernobile), porovnani profilii po-
vrchit ziskanych ze stredu porizenych skenit z AFM (dole).

Povrch HA modifikovan ihned po vysusSeni.
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Obr. ¢. 30: Zastoupeni poru v daném rozmezi ploch odpovidajici

povrchum prezentovanym na Obr. ¢. 29.
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5.1.5 Vliv povrchové textury nosného substratu na bazi PS

Z experimentalnich zkuSenosti vyplynulo, Zze pro zvySeni adheze susenych filmi HA na
povrchu nosného materialu (polystyrenové Petriho misky) je nezbytné povrch polystyrenu
plazmaticky upravit, aby doslo ke zvyseni jeho hydrofility. Mimo to je mozné zvysit ad-
hezi suSeného filmu tak, Ze na povrchu nosného materidlu se vygeneruje mikropordzni

struktura obdobnou metodou jako v ptipad¢ film HA.

Pozn.: Povrchové mikropdry na PS nosnych substratech byly generovany za pouZiti smési
tetrahydrofuranu a ethoxyethanolu v poméru 1,5 : 8,5, na povrch PS bylo naneseno 5 da-

vek o objemu 200 pl s intervalem 5 s mezi jednotlivymi ddvkami.

Pozn.: Plazmatické uprava probihala v ptipadé vSech nosnych substratii v prostfedni vzdu-

chu za snizeného tlaku po dobu 60 s, pfi nastaveném vykonu reaktoru 100 W.

Cilem téchto experimentl bylo zjistit, zda nemiize povrchova mikrotextura nosného sub-
stratu (PS misky) ovliviiovat vznik povrchovych port na filmech HA, které byly na tako-
vémto substratu vysuseny. Z vysledkd uvedenych na Obr. ¢. 31 a 32 plyne, ze typ nosného
podkladu neovliviiuje vznik povrchovych mikropért na filmech z HA. Toto tvrzeni dokla-
da podobny vzhled pordéznich povrchi uvedeny na Obr. €. 31, stejné tak vySkové profily
ze stiedu vyobrazenych obrazkd. Co do poctu pértu a celkové porozity povrchu jsou oba

srovnavané povrchy velmi podobné.

Tab. ¢. 5: Souhrnné parametry ziskané z obrazové analyzy odpovidajici povrchiim prezen-

tovanym na Obr. ¢. 31.

Maximum Sa Rms Sikmost | Spicatost | Pérovitost | Podet
[nm] [nm] | [nm] [1] [1] [70] pori
S povrchovou texturou 780 112 142 -0,7 0,4 22,2 793

Bez povrchové textury 680 72 94 -0,8 0,9 24,6 939
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B) bez povrchové textury
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Obr. ¢. 31: Vliv typu povrchové textury nosného PS, pro generaci povrchovych porii
na vysuseny film HA. Specificka povrchova textura nosného substratu PS pripravend me-
todou fazove separace (3D obrazky vyskovych zmén nahore). Vyskové zmeny ve filmech

HA (barevne uprostied), prahované obrazky pro obrazovou analyzu (Cernobile uprostred),
porovnani profilii povrchu ziskanych ze stredu porizenych skenii z AFM (dole). Povrch HA
modifikovan po 14 dnech skladovani v exikatoru. Obrazky porizeny pomoci AFM.
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Obr. ¢. 32: Zastoupeni porii v daném rozmezi ploch odpovidajici

povrchiim prezentovanym na Obr. ¢. 31.
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ZAVER

Byly studovany faktory ovliviiujici vznik mikropordzniho povrchu na bazi hyaluronanu
sodného. Pordzni struktura byla generovana metodou ¢asové sekvenované fazové separace
za rotace. Pomér slozek dobrého a Spatného rozpoustédla, pocet davek a ¢asova sekvence
byly studovany dal§i proménné, jako je historie pfipravy polymerniho roztoku, obsah zbyt-
kové vody v polymernim filmu (jeho skladovani), rychlost davkovani smésnych roztoki
na povrch, rychlost rotace upravovaného vzorku a vliv povrchové textury nosného substra-

tu na zménu pordzni struktury modifikovanych filma HA.

Z vysledkli experimentli vénovanych vlivu teploty ptipravy roztokit HA pro odlévani filma
vyplynulo, Ze filmy pfipravené z roztokl s rozdilnou tepelnou historii se vyznacuji odlis-
nou schopnosti tvofit mikroporézni povrch. V piipad€ filmt z roztokli pfipravenych pfi
vyssi teploté (50 °C) Ize pozorovat narist mnozstvi pori o vétSim praméru. Zvysuje se

povrchova drsnost a celkova porozita povrchu.

Dale bylo zjisténo, ze obsah zbytkové vody ve filmu HA, pfipadné jeho nabotnéni, nega-
tivn¢ ovliviiuje schopnost tvofit povrchové pory pomoci zvoleného postupu. K nejvétSimu

dy, tj. u vzorkl dosuSovanych 14 dnti po ptipravé v exikatoru.

Nezanedbatelny vliv ma rychlost vytlacovani dadvkované smési roztoku na povrch modifi-
kovaného filmu HA. Relativn€ maly narist (o 6 %) rychlosti pohybu davkovaciho zafizeni

muZe mit za nasledek pokles v mnoZzstvi generovanych povrchovych port.

Z hlediska rychlosti rotace modifikované¢ho povrchu HA bylo zjisténo, Ze pro vznik vétsi-
ho mnozstvi pértt a rovhomérnéj$iho pokryti povrchu pordzni strukturou je nezbytné ne-
chat rotovat vzorek pii vyssi rychlosti, aby byl povrch polymeru pokryt tenkou vrstvou

smésného roztoku v kazdém kroku upravy.

V ramci posledniho experimentu bylo zjisténo, ze v ptipadé vyse popsanych postupt pfi-

pravy polymerniho filmu textura nosného substratu nema vliv na vznik povrchovych péra.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

2]

KOBILA, T., MILNER-KRAWCZYK, M., LUKOWSKA, E., DOBRZYNSKI,
P., LUKES, J., BOBECKA-WESOLOWSKA,K. a CHWOJNOWSKI, A. The
effect of polymeric membrane surface on HaCaT cell properties. Micron [online].
Elsevier Ltd. 2017, 162-169. DOI: 10.1016/j.msec.2017.07.006. ISBN 07-923-
5989-5.

LIBIO, 1. C.,, DEMORI, R., F FERRAO, M., 1.Z LIONZO, M. a P DA
SILVEIRA, N. Films based on neutralized chitosan citrate as innovative composi-

tion for cosmetic application. Materials Science [online]. Elsevier B.V, 2016,

115-123. DOI: 10.1016 /j.msec.2016.05.009. ISSN 09284931.

[3] DUCHEYNE, P.; HEALY, K.; KIRKPATRICK, C. J.; HUTMACHER, D. E;

[5]

[8]

GRAINGER, D. W. Comprehensive Biomaterials. 2011, 241.ISBN
9780080553009

FIORICA, C., PALUMBO, FS., PITARRESI, G., BONGIOVI F,
a GIAMMONA, G. Hyaluronic acid and beta cyclodextrins films for the release
of corneal epithelial cells and dexamethasone. Carbohydrate Polymers [online].
Elsevier Sci, 2017,281-289. DOI: 10.1016 /j.carbpol.2017.02.071. ISSN
01448617.

THONESA, S., KUTZ, LM., OEHMICHEN, S., et al. New E-beam-initiated
hyaluronan acrylate cryogels support growth and matrix deposition by dermal fib-

roblasts. International Journal of Biological Macromolecules [online]. Elsevier

Science Bv, 2017, 611-619. DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2016.10.065
SUN, F., NIU, H., WANG, D., WU,Y., MU, H., MA, L. a DUAN, J. Novel mois-

ture-preserving derivatives of hyaluronan resistant to hyaluronidase and protective
to UV light. Carbohydrate Polymers [online]. Elsevier, 2017, 1198. DOI:
10.1016/j.carbpol.2016.10.086. ISSN

ZHOU, J., ZHANG, B., LIU, X., et al. Facile method to prepare silk fibro-
in/hyaluronic acid films for vascular endothelial growth factor release. Carbohyd-
rate Polymers [online]. Elsevier, 2016, 301-308. DOI: 10.1016/j.carbpol.
2016.01.023. ISSN 01448617.

MANCA, ML, CASTANGIA, 1., ZARU, M., NACHER,A., VALENTI, D,
FERNANDEZ-BUSQUETS, X., FADDA, AM. a MANCONI, M. Development



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

of curcumin loaded sodium hyaluronate immobilized vesicles (hyalurosomes)
and their potential on skin inflammation and wound restoring. Biomaterials [onli-
ne]. Elsevier Sci, 2015, 100-108. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2015.08.034. ISSN
01429612.

ABDEL-RAHMAN, RM., ABDEL-MOHSEN, AM., HRDINA, R., BURGERT,
L., FOHLEROVA, Z., PAVLINAK, D., SAYED, ON. a JANCAR. J. Wound
dressing based on chitosan/hyaluronan/nonwoven fabrics: Preparation, characte-
rization and medical applications. [International Journalof Biological Macromo-
lecules [online].  Elsevier Science Bv, 2016, 725-726, 730-735. DOIL:
10.1016/j.ijbiomac.2016.04.087. ISSN 01418130.

SANAD, R. A. a ABDEL-BAR, H. M. Chitosan—hyaluronic acid composite
sponge scaffold enriched with Andrographolide-loaded lipid nanoparticles
for enhanced wound healing. Carbohydrate Polymers [online]. Elsevier Ltd.

2017, 441-449. DOLI: doi.org/10.1016/j.carbpol.2017.05.098.
PARK, H,LEE,HJ., AN, H. a LEE, KY. Alginate hydrogels modified with low

molecular weight hyaluronate for cartilagere generation. Carbohydrate Polymers
[online]. Elsevier Sci, 2017, 100-109. DOI: 10.1016/j.carbpol.2017.01.045. ISSN
01448617.

LOPES, TD., RIEGEL-VIDOTTLIC., GREIN,A., TISCHER, CA. a FARIA-
TISCHER, PCD. Bacterial cellulose and hyaluronic acid hybrid membranes: Pro-
duction and characterization. International Journal of Biological Macromolecules
[online]. Elsevier Science Bv, 2014, 400-408. DOI: 10.1016/j.ijjbiomac.
2014.03.047. ISSN 01418130.

KUTLUSOYA, T., OKTAYA,B., APOHANA N. K., SULEYMANOGLUB M.
a KURUCABA, S. E. Chitosan-co-Hyaluronic acid porous cryogels and their ap-

plication in tissue engineering. International Journalof Biological Macromo-

lecules [online]. 2017, 366-377. DOI: doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.05.067.
GAJENDIRAN, M., CHOI, J., KIM, K., KIM, K., KIM, SJ., SHIN, H. a KOO,
HJ. Conductive biomaterials for tissue engineering applications. Journal of In-
dustrial and Engineering Chemistry [online]. Elsevier B.V, 2017, 13-24. DOI:
10.1016/j.jiec.2017.02.031. ISSN 1226086X.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

THOMAS, L. V., VG, R. a NAIR P. D. Effect of stiffness of chitosan-hyaluronic
acid dialdehyde hydrogels on the viability and growth of encapsulated chondrocy-

tes. International Journalof Biological Macromolecules [online]. Elsevier Ldl,

2017,1925-1934. DOI: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.05.116.
OTITOJU, TA., AHMAD, AL. a OOI., BS.Superhydrophilic (superwetting) sur-

faces: A review on fabrication and applicatin. Journal of Industrial and Enginee-
ring Chemistry [online]. Elsevier Science, 2017, 20. DOI: 10.1016/j.jiec.2016.
12.016. ISSN 1226086X.

RUIZ-CABELLO, F. F IBANEZ-IBANEZ, JM., P., GOMEZ-LOPERA, J. F.,
MARTINEZ-AROZA, J., CABRERIZO-VILCHEZ, M. a A RODRIGUEZ-
VALVERDE, M. Testing the performance of superhydrophobic aluminum sur-
faces. Journalof Colloid and Interface Science [online]. Elsevier, 2017, 129-136.
DOI: 10.1016/].jcis.2017.08.032. ISSN 00219797.

ZONG, BY., HO, P. a WUANG, SC. Synthesis and multi-applications of con-
ductive magnetic stable polypyrrole dispersion with phase-convertible characteris-
tics. Materials Chemistry and Physics [online]. Elsevier Science, 2015, 156-157.
DOI: 10.1016/j.matchemphys.2014.09.058. ISSN 02540584.

JABUR, A. R. Effect of polyaniline on the electrical conductivity and activation
energy of electrospun nylon films. Hydrogen energy [online]. 2017, 1-6. DOI:
doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2017.04.005.

PENG, LC., LI, H. a MENG, YH. Layer-by-layer structured polysaccharides-
based multilayers on cellulose acetate membrane: Towards better hemocompatibi-
lity, antibacterial and antioxidant activities. Applied Surface Science [online]. El-
sevier Science Bv, 2017,25-37. DOI: 10.1016/j.apsusc.2016.12.235. ISSN
01694332.

MUN, S., C.,, PARK, J., J., PARK, Y., T., et al. High electrical conductivity and
oxygen barrier property of polymer-stabilized graphene thin films. Carbon [onli-
ne]. ElvietLdl. 2017, 1-21. DOI: 10.1016/j.carbon.2017.09.088. ISSN 00086223.
BUNK, J., K.G, U POSPIECH, D., EICHHORN, KI., et al. Studying the influen-
ce of chemical structure on the surface properties of polymer films. Colloids and

Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects [online]. Elsevier B.V,

2010,47-57. DOI: 10.1016/j.colsurfa.2010.03.039. ISSN 09277757.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

[23]

[24]

Temenoff JS, Mikos AG. Biomaterials : The Intersection of Biology and Materials

Science. Pearson Prentice Hall; 2008.

STEINER, C., FICHTNER, J. a FAHLTEICH, J. Nanostructuring of polymer
surfaces by magnetron plasma treatment. Surface & Coatings Technology [onli-

ne]. Elvier Ldl. 2017, 1-7. ISBN doi.org/10.1016/j.surfcoat.2017.09.023.

[25] Moncayo M a Santhanakrishnan S, Vora HD, Dahotre NB. Computational

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

modeling and experimental based parametric study of multi-track laser processing
on alumina. Opt Laser Technol. 2013, 570-579. doi:10.1016/j.optlastec
.2012.11.019.

REBOLLAR, E.,CASTILLEJO, M. a EZQUERRA, TA. Laser induced periodic
surface structures on polymer films: From fundamentals to applications. European
Polymer Journal [online]. Pergamon-elsevier Science, 2015, 162-171. DOI:
10.1016/j.eurpolymj.2015.10.012. ISSN 00143057.

SAVA, E.,SIMIONESCU, B., HURDUC, N. a SAVA 1. Considerations on the
surface relief grating formation mechanism in case of azo-polymers, using pulse
laser irradiation method. Optical Materials [online]. Elsevier Science By,

2016, 174-179. DOI: 10.1016/j.0ptmat.2016.01.055. ISSN 09253467.

SILVA, EJ., KIRSCH, B., BOTTENE, AC., SIMON, A., AURICH, JC.
a OLIVEIRA, JFG. Manufacturing of structured surfaces via grinding. Journal of
Materials Processing Technology [online]. Elsevier Science, 2017, 170-183 DOI:
10.1016/j.jmatprotec.2016.12.009. ISSN 09240136.

XUE, L., ZHANG, J. a HAN, Y. Phase separation induced ordered patterns in thin
polymer blend films. Progress in Polymer Science (Oxford) [online]. Pergamon-
elsevier Science, 2012, 583-597. DOI: 10.1016/j.progpolymsci.2011.09.001.
ISSN 00796700.

DING, L.,ZHANG, AJ., LLWQ., BAIL, H., a LI, H. Multi-length scale porous po-
lymer films from hypercrosslinked breath figure arrays. Journalof Colloid and In-
terface Science [online]. Academic Press Inc Elsevier Science, 2016, 189. DOI:
10.1016/j.jcis.2015.09.031. ISSN 00219797.

SERVOLI, E., A RUFFO G. a MIGLIARESI, C. Interplay of kinetics and inter-

facial interactions in breath figure templating — A phenomenological interpretati-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

on. Polymer [online]. Elsevier, 2010, 2343. DOI: 10.1016/j.polymer.2010.03.039.
ISSN 00323861.

CHU, Z., LIU, Y. a JIN, W. Recent progress in Prussian blue films: Methods used
to control regular nanostructures for electrochemical biosensing applications. Bio-
sensors and Bioelectronics [online]. Elsevier Ldl. 2017 21. ISBN
doi.org/10.1016/j.b10s.2017.04.036.

WRZECIONKO, E., et al. Variations of Polymer Porous Surface Structures via
the Time-Sequenced Dosing of Mixed Solvents. ACS Applied Materials & Inter-
faces. 2017 [cit. 2017-04-17], 9 (7), s. 6472—6481.

STRAWHECKER, K. E., et al. The critical role of solvent evaporation on the
roughness of spin-cast polymer films. Macromolecules. 2001 [cit. 2017-04-24],
34 (14), s. 4669-4672.

Atomic Force Microscopy Peter Eaton and Paul West. MRS Bulletin [online].
Cambridge University Press, 2014, 1. DOL 10.1557/mrs.2014.72. ISSN
08837694.

AFM. Park SYSTEMS [online]. Dostupné z: http://www.parkafm.com/index.php/
park-spm-modes/standard-imaging-mode/217-true-non-contact-mode.
BRADACOVA, M. P¥iprava mikro-strukturovanych povrchii na béazi polysacha-
ridu. Zlin, 2017. Diplomova prace. Univerzita TomaSe Bati ve Zliné. Fakulta
technologicka.

MINARIK, A., SMOLKA, P.MINARIK, M., MRACEK, A. et al., A special in-
strument for the defined modification of polymer properties in solutions and po-

lymer layers, Measurement 97 (2017) 218-225.

DAY, A. J. a J. K. SHEEHAN. Hyaluronan: polysaccharide chaos to protein or-
ganisation. Current opinion in structural biology. 2001, 617—622.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

56

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AFM Mikroskopie atomovych sil

BF BreathFigure

CuO Oxid méd’naty

ETH Ethoxyethanol

HA Hyaluronan sodny

M370 Kyselina hyaluronova o molekulové hmotnosti 370 kDa
Mw Molekulova hmotnost

NaOH Hydroxid sodny

NH> Aniont amidl

pH Potencial vodiku

PS Polystyren

r Rychlost davkovani smési roztoku
Rms Stfedni kvadraticka drsnost

Sa Primérnd drsnost

SEM Skenovaci elektronovy mikroskop
THF Tetrahydrofuran

UFMI Ustav fyziky a materialniho inZenyrstvi
UTB Univerzita Tomase Bati

uv Ultrafialové zatreni

UVA Ultrafialové zafeni typu A

UVB Ultrafialové zéateni typu B

YLV, SU, SL Povrchové napéti
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