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Anotace

Moderni spole¢nost poZaduje stale efektivnéjsi metody oSetfovani zranéni a 1écby i dia-
gnostiky nemoci. Tyto pozadavky iniciuji vyvoj novych materidlii pro ndhradni tkané,
implantaty nebo biosenzory. Jednou z technologii, které oteviraji nové moZnosti v mate-
ridlovém inZenyrstvi vCetné oblasti bioaplikaci a biomaterialli jsou plazmové technolo-
gie. Vrstvy studované v této praci jsou vytvareny pomoci metody plazmochemické depo-
zice z plynné faze (plasma enhanced chemical vapour deposition - PECVD). Zdrojem
energie potrebné pro disociaci molekul je zde plazma, respektive horké elektrony. Me-
todou PECVD je moZné vytvorit celou skalu vrstev s riznym sloZenim, strukturou a tedy
i vlastnostmi. Vrstvy se vyuzivaji pro modifikaci povrchi, pricemz teplota depozice mii-
Ze byt rovna i pokojové teploté a tyto povrchové Upravy jsou tedy pouzitelné i pro teplo-
citlivé polymery.

PECVD miiZe nabidnout povrchy tvorené stabilnimi funk¢énimi skupinami, které
jsou vazany kovalentnimi vazbami. Povrchové funkéni skupiny mohou byt pouzity pro
imobilizaci proteinli s biologickymi funkcemi a samoziejmé tedy ovliviiuji i interakci
bunék s modifikovanymi povrchy. Z hlediska bioaplikaci jsou dtilezité povrchy bohaté na
stabilni aminové nebo karboxylové skupiny, ale je nutné vzit v ivahu i dalsi faktory jako
napf. strukturu povrchu. V ramci této prace jsme v nizkotlakém vysokofrekvencnim vy-
boji pripravovali plazmochemickou depozici tvrdé uhlikové vrstvy (diamond like carbon
- DLC) a plazmové polymery bohaté na aminové skupiny. Na téchto vrstvach byla testo-
vana jejich interakce s buntkami C2C12 mysiho kosterniho myoblastu.

Kultivace bunék probiha ve vodnych roztocich. Buiiky se pfichytnou na povrch a
mohou se diferencovat. Vzhledem k tomuto postupu bylo potreba testovat pripravené
povrchy na stabilitu ve vodném prostiedi. Vzorky vrstev byly namacené po dobu 48 ho-
din. Jak DLC vrstvy, tak polymery s aminovymi skupinami byly pred zahajenim kultivaci
stabilizovany, aby se ve vodném roztoku neménila struktura povrchu.

Buriky jsou nasazeny na kultivacni skla nebo plastové misky, které jsou pokryty povrchy
pripravenymi v plazmatu. Kultivace bunék probihd béhem 24 hodin. Po té se odebira
medium, ve kterém volné plavou neprichytnuté burky, a pocet bunék se kvalifikuje na
pristroji Accuri C6. Buriky, které byly na povrchu navazané, se uvolni pomoci trypsinu a
opét se kvalifikuje jejich pocet. Pocty bunék jsou nasledné porovnavany s pocty bunék
ziskanymi pri referencnim experimentu s nemodifikovanym povrchem
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Abstract

Modern society requires more effective methods to treat injuries and diagnostic dis-
eases. These requests initiate development of new materials for artificial tissues, im-
plants or biosensors. One of the technologies that open new possibilities in material en-
gineering for bioaplications and biomaterials are plasma technologies. Surfaces studied
in this work were prepared by plasma enhanced chemical vapour deposition - PECVD.
Within this method, the source of energy for dissociation of molecules is plasma or more
precisely hot electrons. PECVD allows many types of surface modifications although the
temperature of the substrate can be kept close to the room temperature. Therefore,

plasma coatings can be used for heat-sensitive polymers.

The method PECVD can also offer surfaces that are created by stabile functional groups
which are bound by covalent bonds. These functional groups can be used for immobili-
zation of proteins with biological functions and it can also affect interaction of cells with
modification surfaces. For the bioaplications, the important surfaces are surfaces rich on
amine or carboxylic groups. However, there are some other factors that have to be con-

sidered, such as the structure of the surfaces.

In this work we prepared, in low pressure high frequency discharge, diamond like car-
bon (DLC) films and plasma polymers with amine groups. These surfaces were then
used for investigation of interaction with cells C2C12 mice myoblast. The cultivation of
cells involved aqueous solutions and, therefore, the surfaces have been tested on the
stability in water. Surfaces were immersed in water for 48 hours and before the cultiva-

tion experiments both, DLC and amine coatings, were optimized for the best stability.

Cells were seed on cultivation glasses or plastic dishes that have been coated plasma
deposited films mentioned above. The cultivations were carried out for 24 hours. Then,
the media was collected and the cells detached by trypsin were counted using flow cy-
tometr Accuri C6. The numbers of cells on the coated surfaces and on unmodified, con-

trol, samples were compared.

Keywords

plasma, polymers, plasma enhanced chemical vapour deposition, cell line C2C12, cultiva-
tion
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1 Uvod

1.1 Plazmové modifikace materialu

Vlastnosti materiali se odvijeji od jejich chemického slozeni, vnitini struktury, drsnosti
povrchu, volné povrchové energie apod. Polymery se uspésSné pouZivaji v mnoha oblas-
tech a nahrazuji zde klasické materialy jako sklo, kovy, dfevo a papir, protoZe jsou levné,
merl ovSem casto nema vlastnosti vhodné pro pozadované aplikace a je nutné upravit
jeho fyzikalni a chemické vlastnosti. Chemické upravy se staly jiz velmi diilezitou soucas-
ti primyslové vyroby polymeri. Hlavni vyhodou je fakt, Ze iprava je omezena primo na
povrchovou vrstvu a neméni se vlastnosti daného polymeru. Tloustka upravené vrstvy
se v tomto pripadé omezuje na nékolik desitek nanometrt. Z Sirsiho hlediska se ovSem
mezi povrchové modifikace da zapocitat i depozice tenkych vrstev, pomoci které nana-
$ime na pivodni material vrstvy o tloustce desitek aZ stovek nanometri. Cisté chemické
metody modifikace materialli 1ze nahradit plazmochemickymi. V tomto pripadé vklada-
me materialy do elektrickych vyboji v plynech. Podle jiZ uvedené klasifikace povrcho-
vych modifikaci 1ze reakce plazmatu s polymery rozdélit na dva zadkladni sméry: prava
povrchu materialu pomoci plazmatu (angl. plasma treatment) a plazmochemicka depo-
zice nového materialu ve formé tenké vrstvy (angl. plasma enhanced chemical vapour
deposition - PECVD). Specidlnim pripadech depozice tenkych vrstev je pak plazmova

polymerizace.

1.1.1 Plazma

Plazma je jednim ze Ctyr skupenstvi hmoty, které vznika, jestlize plynu dodame dosta-
tecné mnozstvi energie. Diky energii, kterou miizeme dodavat ve formé tepla, energetic-
kého (ionizujiciho) zareni nebo urychlovanim nabitych castic (predevsim elektroni) v
elektrickém poli, dochazi k ionizaci plynu a tedy vzniku paru elektron - kladny iont.
Jestlize bude v plynu dostatecné mnozstvi nabitych ¢astic, miize jit o plazma. Plazma je
tedy ionizovany plyn, ktery musi spliiovat urcita kritéria. Pro porozuméni témto kritéri-
im je nutné zavést nékolik velicin charakteristickych pro plazma, Debyova délka Ap a

plazmova frekvence wp:
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kde n je hustota elektronti, m hmotnost elektroni, k Boltzmannova konstanta, T teplota

a & permitivita vakua.

Déale potiebujeme zavést pojem srazkové frekvence ven tedy frekvence mezi srazkami
elektronti s neutraly, ktera odpovida pirevracené hodnoté priimérného doby mezi témito

srazkami.
Pro plazma o velikosti L. musi platit, Ze:
Ap K L
nAdp > 1

(,()p >> Ven

Elektrony je mozZné efektivné urychlit elektrickym polem, protoZe v porovnani s ionty
jsou mnohem leh¢i. V laboratornim plazmatu maji elektrony mnohem vétsi teplotu nez
zbylé Castice plynu, a proto jde o systém, ktery neni v termodynamické rovnovaze. Proto
pak mizeme v plazmatu rozliSovat nékolik rliznych teplot (rotacni, vibrac¢ni, elektrono-

vvvvvv

berman, 1994].

1.1.2 Plazmové upravy povrchové vrstvy polymerii

Jedna se o povrchové reakce, kdy plynné reaktanty vytvarené v plazmatu reaguji s po-
vrchem polymeru a mize dojit k odprasovani, chemickému leptani, zesitovani nebo k
vytvareni povrchovych funkéni skupin. Procesy plazmovych povrchovych tprav rozdé-

lujeme podle typu smési, v niz zapalujeme elektricky vyboj [Chan, 1996]:

e inertni plyny,



e smeési obsahujici kyslik,

e smeési obsahujici dusik,

e smési obsahujici fluor.
V inertnim plazmatu se vyuziva efektl spojenych s bombardovanim povrchi energetic-
kymi ionty. Mezi nejpouzivanéjsi inertni plyny patfi argon pro jeho relativné nizkou ce-
nu. Inertni ionty jsou urychleny vysokym elektrickym polem v blizkosti povrchu, ktery
chceme modifikovat, na energie stovek eV a pri jejich dopadu dochazi k prenosu této
vysoké energie (energie kovalentni vazby mezi dvéma atomy je pouze nékolik eV) na
atomy pevné latky. Diky tomu vznika tzv. kolizni kaskada a ¢ast atomi z postiZené oblas-
ti opousti povrch pevné latky. Tomuto procesu se rika odprasovani materialu. Jde o Cisté
fyzikalni proces, kterym mizeme zplynovat pevné latky (napt. kovové terce) nebo cistit
povrchy pevnych latek. Zpracovani polymernich povrchi v inertnim plazmatu ma svoje
specifika, protoze se vétSinou nepouziva vysoky vykon a energie iontli, jako napft. pfti
rozprasSovani kovovych terci. Typicky jsou polymery vystaveny pusobeni plazmatu
vzacnych plynti po dobu nékolika minut. Tato expozice je dostate¢na pro oddéleni vodi-
ku a k vytvoreni volnych radikali na nebo pobliZ povrchu, které nasledné reaguji a vy-
tvari sité a nenasycené skupiny s rozs$tépenymi vazbami. Plazma také odstranuje lehké
molekuly materidlu nebo je prevadi na tézké molekuly pomoci sitovych reakci. Vysledné
se tedy jednd o odstranéni slabé vazanych kratkych molekuldrnich retézcii [Hansen,
1966, Schonhorn 1967]. Kromé rozprasovani materialu je tedy diilezitym procesem ze-
sitovani polymeru a vytvareni volnych povrchovych vazeb. To zptsobuje fyzické zmény
jako je naprtiklad zlepSeni adheze nasledné pripravenych vrstev.

Plazma s obsahem kysliku je nejcastéji vyuzivana pro modifikaci povrchu poly-
meru. Kyslikova plazma totiz dokaze reagovat s velkou skalou polymert a produkovat
mnoho typi Kkyslikovych funkénich skupin, véetné C-0, C=0, 0-C=0, C-0-0 a CO3 na povr-
Sich. Pfi tomto typu plazmy se déji dva déje zaroven. Jedna se o leptani povrchu polyme-
ru diky reakci atomi kysliku a vodiku, tim vznikaji reaktivni produkty. Dale se jedna o
tvoreni kyslikovych funk¢nich skupin na povrchu polymeru diky reakci aktivnich Castic
z plazmatu a povrchovymi atomy. Rovnovaha téchto dvou procesti zdlezi na paramet-
rech experimentu [Chan, 1996]. Takto upravené polymery vykazuji zvySenou smacivost,
dobrou adhezi k dalsim materidliim a zlepseni adheze a proliferace (déleni) bunék.

Plazma obsahujici dusik se pouziva pro vytvoreni povrchovych funkcnich skupin

s obsahem dusiku, zejména aminovych skupin. To vede ke zvySeni smacivosti, potisknu-



telnosti, vazebnosti a biokompatibility povrchli polymeru. Aminové skupiny se napii-
klad dodavaji na povrch vldken polyetylenu pro zlepseni vazebné sily mezi vlakny a epo-
xidovou pryskyftici, kterd se snadno kovalentné vaZze na aminové skupiny [Chappel,
1991]. Bylo také prokazano, ze aminové skupiny na vrstvach polymert p¥i pouziti ¢pav-
kového plazmatu zlepSuji bunécnou prilnavost [Nakayama, 1988]. Plazma obsahujici
amoniak a dusik se pouZziva pro vytvareni mist s aminovymi skupinami pro imobilizaci
heparinu na mnoha druzich polymernich povrchi [Clark, 1977].

V pripadé plazmatu obsahujicitho smés fluoru mohou zaroven probihat povrchové
reakce a plazmova polymerace. Ktera z téchto reakci prevlada, zalezi na podminkach a
parametrech daného experimentu. CFx radikaly hraji dtilezitou roli jakoZto polymeracni
jednotky, leptadla SiO; a také pri izotropnim leptani vzhledem ke své chemické povaze.
Atomy halogeni, hlavné fluor a chlor, jsou majoritnimi ¢initeli v tomto déji pro mnoho
typl materiald. lonty a elektrony mohou ovlivnit povrchové procesy a prispivat k akti-

vaci reakci a jejich anizotropii [Chan, 1996].

1.1.3 Plazmochemicka depozice z plynné faze

Plazmochemickou depozici pfipravujeme tenké vrstvy na substratu pomoci chemickych
reakci iniciovanych v plazmatu elektrického vyboje. Jde vlastné o modifikaci chemické
metody depozice tenkych vrstev z plynné faze (CVD - chemical vapour deposition), pti
niZ plynné reaktanty reaguji na povrchu substratu za zvySené teploty a vytvareji pevnou
latku za vzniku plynnych vedlejSich produktl. Pti priibéhu CVD procesu probihaji jak
homogenni, tak heterogenni chemické reakce. Homogenni reakce, které jsou nezadouci,
probihaji v plynné fazi béhem transportu reaktanti k povrchu. K desorpci vedlejSich
produktid reakce dochazi po transportu reaktantt do blizkosti povrchu substratu a jejich
difuzi tésné nad povrchem.

Plazma vnasi do termalniho CVD procesu dalsi procesy a depozice probiha v silné
nerovnovazném systému. Mezi procesy v plazmatu totiZ patri ionizace, excitace, disocia-
ce, rekombinace, zachyt, v nichZ hraji podstatnou roli elektrony s energii v jednotkach
elektronvolti (1 eV je priblizné 11 600 K), tedy s teplotou znacné prevysujici obvyklé
teploty chemickych reakci. Diky reakcim s elektrony a pripadné s energetickymi meta-
stabilnimi atomy dochazi k rozpadu ptivodnich reaktantli na celou adu reaktivnich ra-
dikald jesté v plynné fazi. Proto je v PECVD velmi tézké popsat priibéh reakce pomoci

néjakého jednoduchého reakéniho schématu. DalsSim specifikem metody PECVD je pri-



tomnost kladné nabitych iontt, které jsou urychlovany ve sténovych vrstvach a bom-
barduji rostouci vrstvu.

K zapaleni elektrického vyboje v depozi¢ni smési lze vyuZit jak stejnosmérné, tak
stiidavé napéti, které se pouziva castéji. Generatory stiidavého napéti pracuji na riz-
nych frekvencich a z hlediska rozdéleni elektrickych vyboji uvazZujeme oblast nizkych,
radiovych a mikrovinnych frekvenci. V technologickych aplikacich se velmi ¢asto vyuzi-
va kapacitné vazany radiofrekvencni vyboj (capacitively coupled discharge).

Konkrétnim pripadem PECVD procesu je plazmova polymerizace, pri kterém
vznikne na povrchu substratu tenka polymerni organicka vrstva. Plazmova polymeriza-
ce neni typem polymerizace, ale jde o Uiplné novy technologicky proces. Na rozdil od kla-
sickych polymertli plazmové polymery nejsou tvoreny dlouhymi retézci opakujicich se
jednotek. Presto je ale dlilezité popsat procesy klasické polymerizace a na tomto zakladé
porozumét procestim plazmové polymerizace. Pii plazmové polymeraci jsou nastaveny
mirnéjsi podminky v plazmatu, tzn. niZsi vykony a mensi napéti na sténovych vrstvach z
toho diivodu, aby dopadajici ionty nenicily polymerni strukturu vznikajici vrstvy.

Klasicka polymerizace muze byt Klasifikovana do dvou zakladnich skupin podle
mechanismi riistu danych reakci. Jedna se o polykondenzaci a retézcovou polymerizaci.
U polykondenzace se polymer tvori postupné se opakujicimi stejnymi reakcemi. Obecné

se da tato polymerizace zapsat jako:
M+ M - M+ Hz0
M2 + M - M3 + H20
Mn + Mm = Mp+m + H20
Kde M je monomer, a M;jsou vznikajici molekuly [Yasuda, 1985].

V retézcové polymerizaci se naopak tvori dlouhy retézec fadou po sobé nasledujicich
krokd, které probihaji ve velmi kratkém casovém useku (obvykle se jedna radové o zlo-
mek sekundy). V tomto pripadé polymerizace jsou produktem pouze polymery a stiedné
velké molekuly se nadaji isolovat. V pripadé, kdy je retézec nesouci volny radikal vyjad-

fen jako M* a monomer jako M, pak mizeme retézcovou reakci zapsat jako:
M* + M - M*;

M*, + M - M*3
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M*n + M - M*n+1
M*m = Mm (polymer)
[Yasuda, 1985]

Typickym pripadem retézcové polymerizace je adicni polymerizace, kterd se mtize

schematicky zapsat takto:
Iniciace
A*+M - M*
Propagace
M* + M - M*;
M*h + M = M*h4q
Terminace

M*, - Py

Cela tato reakce je prenasena pomoci fetézcovych reakci reaktivnich ¢astic M*. Podle
typu reaktivnich ¢astic pak miizeme adicni polymerizaci klasifikovat jako katalytickou,

ionizac¢ni, radikalovou ¢i jinou polymerizaci [Yasuda, 1985].

DalSim typem polymerizace je radikalova polymerizace. Podle mnoha studii je ziejmé, Ze
volné radikaly velmi Casto reaguji v plazmovych podminkach pfi tvorbé polymeru. Za-
kladni reakce radikalové polymerizace mohou byt predvedeny na nasledujicim piikladu,
kde M je monomer, I je iniciace, P je polymer a A je ,prenasSeC naboje“ (chain transfer

agent). Symboly s hvézdickou oznacuji radikaly:
Iniciace
[- 2 R*
R*+ M — M*
Propagace
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M*+M —» MM*

M*y + M —» M*p41

Terminace
Rekombinace: M*m + M*, = Prmin
Disproporciace: M*m + M*y > Pm + Pn

Presmyk retézce
M*, + A - Py + A*

A*+M->M*+ A

Klasicka polymerizace je zaloZena na molekuldrnim procesu, béhem néhoz jen velmi
ziidka dojde k prestavbé atomi uvniti monomeru, a vyZaduje, aby monomer obsahoval
alespon jednu vicendsobnou vazbu. Vyhodou plazmové polymerace je to, Ze monomer
nemusi obsahovat zadné nasobné vazby a také to, Ze z jednoho monomeru lze vytvorit

celou fadu plazmovych polymert, jejichZ vlastnosti zavisi na parametrech plazmatu.

1.1.4 Uhlikové a aminové vrstvy

27 as

mantu podobné uhlikové vrstvy (diamond like carbon - DLC). Tyto vrstvy jsou amorfni a
skladaji se z uhliku a pripadné vodiku. Uhlik mize byt vazan bud’ v sp3 nebo sp? konfigu-
raci, pricemz sp3 konfigurace je 3D vazebna struktura diamantu a sp? je planarni vazeb-
nda struktura grafitu. Diky 3D kovalentné vazané struktufe je diamant velmi tvrdym ma-
terialem (cca 100 GPa), zatimco slabé van der Waalsovi vazby mezi grafitovymi rovina
zplsobuji nizkou tvrdost grafitu. DLC vrstvy jsou vytvorené uhlikem predevsSim v sp3
konfiguraci a jejich vlastnosti zavisi na poméru sp3/sp? vazeb a procentu obsahu vodiku.
DLC vrstvy jsou tvrdé vrstvy (minimalné 17 GPa), které jsou chemicky inertni, proto
dobre odolavaji korozi [Grill, 1994]. Diky svym vlastnostem se stale zkoumaji i moZnosti
jejich uplatnéni v oblasti biomateriall. Jejich nevyhodou je, Ze na povrchu neobsahuji
zadné funk¢ni skupiny, které zajisSt'uji bioaktivitu.

Mezi bioaktivni funk¢ni skupiny patfi aminové nebo karboxylové skupiny, které
je mozné nanést na povrch kratkou aktivaci v plazmatu prislusné smési nebo vyuzit
moZznosti depozice tenkych vrstev obsahujicich tyto skupiny. Druha varianta ma vyhodu
vétsi koncentrace funkcnich skupin, které mohou difundovat i z objemu vrstev. Vrstvy s



aminovymi nebo karboxylovymi skupinami jsou pripravovany plazmovou polymerizaci
a otazkou soucasného vyzkumu je volba vhodného monomeru a podminek depozice.

1.2 DLC jako biomaterial

Je mnoho druhli implantatd, které se pouzivaji pro lidské télo, jako napt. kolenni nebo
kycelni klouby. Tyto materialy jsou pak vystaveny prostredi télu vlastnimu a musi spo-
lupracovat s télnimi butikami a roztoky. Zaroven je mozné, Ze zacnou podléhat korozi
diky télnim roztoklim, které obsahuji 1% NaCl. Aby implantaty splnily svou funkci, je
poti'eba, aby nezplisobily v téle infekci nebo otravu krve. Zaroveii je potieba, aby se pre-
deslo nekontrolovanému ristu bunék, ¢i aby si zachovaly svou integritu uvnitf téla. V
nékterych pripadech je vSak vyhodné, kdyz implantaty reaguji s biologickym prostie-
dim, jako napft. pii podpore riistu kostnich bunék.

Pokrytim takovychto implantati ochrannymi vrstvami se pak mtiZe problém s
korozi ¢i jinymi vySe zminénymi problémy zmirnit nebo dokonce vyreSit. Zaroven takto
upravené implantaty mivaji delsi Zivotnost. Biokompatibilni studie DLC vrstev pak byly
provadény in vitro, tedy ve skle, kde se na tyto vrstvy nanasely rizna zivotni prostiedi,
jako napt. makrofagy, bunky fibroblastli nebo osteoblastii. V pripadé interakce makrofa-
gu s DLC povrchy se ukazalo, Ze vrstvy nezplsobuji zadné zanétové reakce bunék
[Thompson, 1991]. Stejné tak experimenty s bunikami tkani obklopujicich klouby, ne-
prokazaly, Ze by vrstvy zptsobily jakoukoliv toxicitu daného prostiedi [Allen, 1994]. Jak
jiz bylo zminéno, DLC vrstvy je moZno pouzit i pro kostni tkané, kde je naopak potieba
jejich interakce s télnim prostiedim. Kostni buiiky se totiZ musi prichytit a zacit se pro-
liferovat (riist) na povrchu implantatu. Bylo zjiSténo, Ze buiiky fibroblastii i osteoblastii
maji dobrou prilnavost vii¢i DLC povrchiim, a Ze se osteoblastlim dobie dafi i proliferace
[Du, 1998; Cui 2000]. Z tohoto diivodu tedy Ize predpokladat, Ze se bude darit osteoblas-

tim i na implantatim potaZenym DLC vrstvou [Grill, 2003].
1.3 Kultivace bunék

V pripadé pripravy biomateriald je nutné testovat jejich biokompatibilitu. Idealnim tes-
tem je interakce bunék s povrchy biomateriali pomoci kultiva¢nich testii. V této praci
jsme pracovali s bunécnou lini C2C12 mySiho myoblastu. Tato linie je adherentni, coZ

znamena, Ze bunky rostou prichyceny k podkladu a zaroven se jedna o imortalizované



buriky. Jsou nesmrtelné, netvoii naddory a jejich riist zavisi na kontaktu s podlozkou (an-
chorage-dependent) [Alberts, 2014].

Kultivace probiha za urcitych podminek. Jedna se o fyzikalni, chemické a biologické fak-
tory, které lze regulovat za béZnych laboratornich podminek. Zakladnim fyzikalnim fak-
torem je spravna teplota, ktera vychazi z teploty organismu, z kterého byly buriky izolo-
vany. Pro nasi linii se optimalni teplota pohybuje kolem 37°C.

Mezi chemické faktory radime tzv. média, respektive jejich komponenty, v kte-
rych bunky rostou. Diilezité jsou vsak i plyny, které média obklopuji nebo jsou v nich
rozpustény. Média musi byt sloZena z velmi kvalitnich komponenti a s minimem neZa-
doucich primési. Zakladem je voda a v ni jsou rozpusténé anorganické soli. Ty jsou zdro-
jem nezbytnych ionti a ovliviiuji hladinu pH, které by se mélo pohybovat v rozsahu 7,2 -
7,4. lonty zajistuji i vhodny osmoticky tlak, tzv. osmopolaritu (optimum je 280-320
Mg2+, Ca2*, Cl,, SO4%, PO43-, HCO3". Aby buiiky mohly spravné riist, jsou potieba jisté esen-
cidlni latky pritomné v médiich. Ty musi obsahovat sacharidy (hlavné glukézu jakoZto
zdroj energie), aminokyseliny (esencidlni i neesencidlni), vitaminy a stopové prvky.
Vzhledem k nasemu sav¢éimu typu bunék obsahuje médium i insulin (piijem glukézy),
transferin (pfrijem Zeleza), selen (nezbytny pro funkci oxida¢né-redukcnich enzymi).
Médium muiZe obsahovat i dalsi doplnujici latky jako jsou napt.: lipidy, steroidni latky,
hormony, peptidy, proteiny, extracelularni matrix, nukleosidy aj. Mnohé z téchto latek je
moZno nahradit tzv. sérem (5-20%). Vyznamnymi dopliiky jsou ochranné latky, a to 2-f3-
merkaptoetanol (snizuje oxidativni stres a miize slouzit i jako zdroj siry) a antibiotika
(ochrana proti mikroorganismii) [Lesko, 1975].

Z hlediska biologickych faktori je potieba dbat na Cistotu kultury, tzv. sterility, a

predejit tak riistu jiné bunécné linie, plisnim, kvasinkam, bakteriim a viriim.



2 Experiment

2.1 Depozice tvrdych uhlikovych vrstev

Plazmochemicka depozice tvrdych uhlikovych vrstev byla provadéna v nizkotlakém vy-
sokofrekvencnim vyboji v aparatute s horizontalné orientovanymi paralelnimi elektro-
dami o priiméru 148 mm, jejiZ schéma je (viz obr. 2.1) a fotka (viz obr. 2.2) Aparatura
byla ¢erpana rotacni vyvévou. Vyboj byl zapalen pomoci vysokofrekvencniho generatoru
na frekvenci 13,56 MHz. Substraty leZely na spodni vysokofrekvenc¢ni elektrodé, na které
bylo buzeno zaporné predpéti. Toto predpéti se vyuZzivalo pro zvySeni bombardu depo-
nované vrstvy ionty plynu a Cisténi substratu pred depozici. Horni elektroda byla uzem-
néna. Jako substrat byla vyuzivana tenka sklicka, kultiva¢ni plastové misky a kiremikové
desticky. Depozice probihala pii celkovém tlaku 7-36 Pa, vykonu 50 W a predpéti -100

az-400 V. Postup depozice probihal nasledovné:

e Vycerpani na minimalni tlak (cca 4 Pa)

e Proplachovani reaktoru argonem pro odstranéni zbytkového plynu

e Nastaveni pracovniho tlaku pro ¢isténi vzorkl v argonovém plazmatu na 35-36
Pa

e Zapaleni argonového vyboje o vykonu 50 W s predpétim -200 V nebo 100 W s
predpétim -300 V pro Cisténi vzorkd argonovymi ionty po dobu 5 min

e Vypnuti vyboje a pri stdlém proudéni argonu pridavani prekurzoru, v tomto pii-
padé metan (DLC) nebo metan s hexametyldisiloxanem (DLC:SiOx)

e Nastaveni pracovniho tlaku depozice pomoci Skrtictho ventilu

e Zapaleni vyboje, nastaveni vykonu a minimalizovani odrazeného vykonu

e Zastaveni priitoku prekurzoru po ukonceni depozice a postupné navysovani tlaku
na atmosfericky

e Vyjmuti vzorki z reaktoru po jejich vychladnuti

vvvvv
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Obradzek 2.1: Schéma aparatury pro depozici tvrdych uhlikovych vrstev

Obradzek 2.2: Fotografie aparatury.

2.2 Depozice plazmovych polymeri obsahujici aminové

skupiny

Depozice plazmovych polymert obsahujici cyklopropylamin byla provadéna v nizkotla-
kém vysokofrekvenénim (13,56 MHz) pulznim vyboji v aparature, jejiz schéma je na ob-
razku 2.3 a fotka na obr. 2.4. Aparatura obsahuje vertikalné orientované paralelni hlini-
kové elektrody, ma v primeéru 8 cm, na délku 18,5 cm a je ¢erpana rotacni vyvévou. Jako
substrat byla vyuZivana tenka skli¢ka, kultiva¢ni plastové misky a kiemikové desticky.
Substraty jsou uloZeny 5 cm od vysokofrekvencni (vf.) elektrody a 4 cm od dna aparatu-

ry, tedy na plovoucim potencidlu o maximalnim napéti 15 V. Depozice probihala pfi cel-
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kovém tlaku 20 Pa, vykonu 20 W a priitoku argonu 20 sccm. Frekvence opakovani pulzt
byla 500 Hz a stfida 33 %. To odpovidalo dobé zapnuti vyboje 660 us a vypnuti vyboje
1340 ps. Postup depozice probihal nasledovné:

e Vycerpani na minimalni tlak (cca 4 Pa)

e Proplachovani reaktoru argonem pro odstranéni zbytkového plynu, pti vykonu

e Nastaveni pracovniho tlaku pro ¢isténi vzorkl v argonovém plazmatu na 120 Pa

e Zapaleni argonového vyboje o vykonu 50 W pro Cisténi vzorki argonovymi ionty
po dobu 10 min

e Vypnuti vyboje a pri stdlém proudéni argonu pridavani prekurzoru, v tomto pii-
padé cyklopropylaminu

e Nastaveni pracovniho tlaku depozice pomoci Skrticiho ventilu

e Zapaleni vyboje, nastaveni vykonu a minimalizovani odraZeného vykonu

e Zastaveni pratoku prekurzoru po ukonceni depozice a postupné navysovani tlaku

na atmosfericky

e Odebrani vzorkt z reaktoru po jejich vychladnuti

Iy

ticky pribéh reakce na obrazku 2.5.
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Obrdzek 2.3: Schéma aparatury pro depozici polymerti obsahujici aminové skupiny
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Obrdzek 2.4: Fotografie aparatury pri zapdleném vyboji.

NH
D 2 NH,NH, NHy NH,
.  NH-~ NH> NH|
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Ar+e —»= Ar +2e electron collision ionisation - sustain plasma
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.>_NH2 + DNHZ - HZC‘ CH2
H,C
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H.C

Obrdzek 2.5: Teoreticky pribeh depozice polymerti obsahujici aminové skupiny, kde miiZzeme videét
bombardovdni substrdtu argonem, tvorbu radikdlii a ndsledné iniciaci, propagaci a terminaci re-

akce. [schéma prevzato od A. Manahkova]
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2.3 Studie diferenciace bunék

2.3.1 Pasazovani a vysivani bunék

Vzhledem k proliferaci (déleni) bunék a vycerpani Zivin z média je potfeba bunky
pasazovat, tedy je periodicky redit. Jedna se o odbér ¢asti bunék, jejich smiseni s no-
vym médiem a nasledné preneseni na dal$i kultivacni misku. Pasazovani se déla
trypsinizaci, neboli enzymatickym rozvolnénim (viz obr. 2.6). Jde o rutinu, ktera se
musi kazdé tri dny opakovat, aby buriky mély neustale dostatek Zivin a mista. Timto
se udrzuje dana kultura pri Zivoté. NaSe bunécna linie byla pasaZovana zhruba 100x
nez jsme zacali s experimenty na povrsich. Je ovSem nutné podotknout, Ze ne vSech-

ny kultury preziji toliko pasazovani.

Obrdzek 2.6: Trypsinizacni proces: confluentni buriky (100 %) — enzymatické

Stépeni — novd pasadz (confluence ~ 20 %)

Protokol na pasaZovani:

e ve flow-boxu (laminarni box-viz obr. 2.7) se odsaje médium odsavackou, pri-
da se PBS (fosfatovy pufr) - na oplachnuti a znovu se odsaje

e prida se trypsin a po 5 minutach se zneutralizuje stejnym objemem nového
meédia

e Dpipetou se odebere rozesuspendovana smeés bunék, trypsinu a média a kvanti-
tativné se prevede na novou pripravenou misku s novym médiem

e tato mala ¢ast bunék se znovu zacne délit a spotiebovavat ziviny — po 3

dnech se proces opakuje
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Obradzek 2.7: Flow-box v laboratornim prostredi.

My jsme pasazovani vyuzivali na vysivani bunék na nase povrchy, kam prisel vzdy pres-
né 1 ml roztoku. To odpovida zhruba 400 000 bunék na misku. Misky s povrchy se
nejdrive vloZily do flow-boxu se zapnutym UV na 30 min, aby se zlikvidovala veSkera
kontaminace. Nasledné se do nich daly buriky, které se prichytily a zacaly se diferenco-
vat, a po 1 dni inkubace se sklidily a spocitaly na priitokovém cytometru. Cely priibéh

kultivace bunék pomoci trypsinizacni metody je uveden v nasledujicim protokolu:

e dezinfekce povrchii pomoci UV zaieni po dobu 45 min

e oddéleni bunék od kultivacni misky pomoci trypsinu (200 000 bunék na 0,5 ml
kultiva¢niho média)

e vysazeni bunék do kultivacnich misek s pripravenymi vrstvami a do referencnich
kultivacnich misek

e 1 denni inkubace bunék v inkubatoru (viz obr. 2.8)

e odebrani média do zkumavek a vloZeni na led

e oplachnuti bunék pod PBS (fosfatovy pufr)

e oddéleni bunék pomoci 400 pl trypsinu v inkubatoru o teploté 37,7°C a dobé cca
10 minut

e neutralizace pomoci média 600 pl a prepipetovani bunék do sady zkumavek na-

sledné uloZenych na led
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e kvalifikace bunék na pritokovém cytometru Accuri C6 (viz obrazek 2.9 a 2.10) a

porovnani vysledki s pocty bunék ziskanymi pti referencnim experimentu s ne-

modifikovanym povrchem

Obradzek 2.8: Inkubdtor i s ndhledem dovnitr.

Obradzek 2.9: Priitokovy cytometr Accuri C6.
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Obradzek 2.10: Schéma priitokového cytometru.
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2.3.2 Material pro kultivace bunék

Pro studii diferenciace bunék byly nejprve vyuZzivany kultivacni sklicka, ktera se vklada-
la do kultiva¢nich jamkovych desek (viz obr. 2.11). Velkou vyhodou zde byla moZnost
pripravit vétsi mnoZstvi sklicek pti jedné depozici. Po vloZeni do jamkovych desek a zali-
ti médiem vsak v roztoku plavala, takZe se buniky prichytavaly i z druhé strany, kde ne-
mély dostatek mista a zivin. Z tohoto diivodu dochazelo k systematické chybé, kterou
jsme zkouseli optimalizovat pouzitim gelu, ale ani to nebylo GspéSné a proto se muselo
od tohoto typu experimentu odstoupit. Dale se tedy pracovalo pouze s kultiva¢nimi plas-
tovymi miskami (viz obr. 2.12), kde se tento problém nevyskytuje. Nevyhodou je vSak
velikost misek, kterych se do aparatury vejde maximalné 3 kusy. V budoucnu by vsak
mohl byt vyfeSen i tento problém, protoZe se bude moci vyuZivat aparatura o priiméru

elektrody 420 mm.

Obradzek 2.11: kultivacni jamkové desky Obrazek 2.12: kultivaéni plastovd miska
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Test stability DLC, DLC:SiOx a aminovych vrstev

3.1.1 DLC vrstvy na vzduchu

Zakladem bylo zjistit, zda vrstvy vydrZi delSi pobyt na vzduchu, tedy vystaveny atmosfé-
e obsahujici kyslik. Z tohoto divodu byly vrstvy zkoumany pomoci infracervené spekt-
roskopie. Tato metoda umoznuje identifikovat chemické vazby ve vrstvé (viz graf 3.1).
Tento test neprokazal Zddné zmény vazeb na povrsich (v rdmci experimentalnich chyb)
v porovnani s dalsimi vzorky, jak na skle, tak na plastovych miskach. Je tedy velmi prav-

dépodobné, Ze vystaveni povrchii kysliku, nema na adhezi bunék zadny vyznam.
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Graf 3.1: Test stability vazeb DLC povrchti na vzduchu
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3.1.2 DLCa DLC:SiOx ve vodném prostredi

Vzhledem k priibéhu kultivace bunék na vytvorenych povrsich, bylo nutno ovérit, zda
namaceni povrchd nebude mit vyrazny vliv na jejich strukturu. Proto byly povrchy na-
maceny v destilované vodé po dobu 48 hodin. Tento test stability ve vodném prostredi

probéhl v poiradku u obou typtl vrstev. Nevyskytly se Zddné zmény v tloustce, adhezi

nebo v morfologii vrstev, viz grafy 3.2 a 3.3.
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Graf 3.3: Test stability vrstev DLC ve vodném prostiedi
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Graf 3.2:Test stability vrstev DLC:SiOx ve vodném prostre-
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3.1.3 Stabilita aminovych vrstev ve vodném roztoku

Test stability aminovych vrstev jasné dokazuje (graf 3.4), Ze pri dodani vyssi energie
monomerim pomoci zvysSeni vf. vykonu, se povrch stava stabilnéjSim. Stejné tak jsou
stabilnéjsi povrchy pripravené v nizkotlakém vysokofrekvenénim pulznim vyboji.
Podrobnéjsi vysledky jsou uvedeny v clanku Manahkov, 2014.
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Graf 3.4: : Test stability aminovych vrstev ve vodném prostredi, kde Cerné krivky jsou vrstvy pripra-

vené v pulznim vyboji a Cervené kiivky jsou pro vrstvy pripravené v kontinudlnim vyboji.

3.2 Vysledky kultivace

3.2.1 Proliferace bunék na tvrdych uhlikovych vrstvach

Pro kultivace jsme nejdiive pouZzivaly kultivacni sklicka, kterych se do reaktoru veslo
hodné, ovSem vzhledem k zacinajicimu vyzkumu byly tyto povrchy vyuzity az nékolik

mésicl po jejich depozici. Hned po prvnim experimentu jsme zjistily, Ze se bunky prichy-
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tavaji i z druhé strany sklicek, tedy Ze kultivacni sklicka plavou v médiu. Z tohoto divo-
du byl pozit gel pro podporu sklicek zlstat u dna, ale ani tento zptisob nebyl efektivni a
proto nebylo mozné mit piresny udaj o proliferaci bunék na daném povrchu. Vzhledem k
nasemu typu experimentu, tedy Ze jsme vyuZzivali trypsinizacni metodu, jsme nemohli se
sklicky nadale pracovat a museli jsme prejit ke kultivacnim miskam. I tak jsme ovSem
dostali zajimavé hodnoty zavisejici na stari povrcha pri vysévani (vSechny hodnoty vsak
lze brat pouze orientacné.). Podle grafu 3.5 je patrné, Ze nejmensi pokles proliferace bu-
nék oproti kontrolnim vzorkiim mély nové povrchy. Se starim se buitkdm na povrsich

darilo htire, ale prekvapivé kolem 150 dne byl znovu pokles mensi. V tomto raném sta-

diu naseho vyzkumu byla trypsinizace u vSech vzorki kolem 10 min.

Bunécna proliferace - skla

BMCG7E mCG10 mCG6a mMCG6b WMCGY9 mCG8 mCG5 "CG4a mCG4b mCG4ac

stafi povrchli p¥i vysévani [dny]
5 7 19 25 28 31 156 157 163 255

% narust bunék oproti kontroldam

-3,33

Graf 3.5: Vysledky kultivace DLC vrstev na kultivacnich sklickdch. Na svislé ose je zndzornén
pokles v procentech oproti kontrolnim vzorkiim a na vodorovné ose je zaznacen pocet dni od

depozice ke kultivaci.

Pro prehlednost, byly experimenty na plastovych miskach rozdéleny na DLC vrst-
vy a DLC:SiOx. Vzorkl s metanem bylo vytvoreno fadové dvojnasobek a kromé zmény

prekurzoru, zde nebyl Zadny vyraznéjsi rozdil v priibéhu depozice.
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Bunécna proliferace - plast. misky pro
HMHDSO
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Graf 3.6: Graf pro bunécnou proliferaci na plastovych miskdch s pouZitim prekurzoru HMHDSO. Na

svislé ose je zndzornén ndrtist bunék oproti kontroldm.

Pt vyuziti hexametyldisiloxanu jako prekurzoru byla trypsinizace na substratech
provadéna od 15 do 20 min. Buniky nemély problém se odpojit od povrchii a nejlépe se
jim darilo na povrsich starych mezi 20 aZ 40 dnem, viz graf 3.6. Pokud srovname rozdily
depozice po 8 dnech, je mozné, ze CG14 ma tak velky pokles kvili vy$Simu pritoku pre-
kurzoru HMHDSO (1,5 sccm). Na rozdil od toho rozdil mezi CG47 a CG51 si nedokazeme
vysvétlit, protoze vSechny podminky depozice i statri povrchi se shoduji. Dalsim dobte
viditelnym rozdilem jsou vzorky CG50 a CG13. U vzorku CG50 byl ¢as depozice 10 min,
pritok CH4 1,4 sccm a priitok HMHDSO 0,4 sccm. Na rozdil od toho, u CG13 trvala depo-
zice pouze 1 min, pratok CH4 byl 0,8 sccm a priitok HMHDSO 1,5 sccm. Z obou typt
srovnani je tedy mozno usuzovat, ze vyssi priitok HMHDSO negativné ovliviiuje prolife-
raci bunék na danych povrsich. To stejné potvrzuji i vzorky s nartistem bunék oproti
kontrolam (CG40, CG41, CG33, CG36). Nejvice se datilo buitkkdm na povrchu CG36 a
CG41. U obou je priitok CH4 vyrazné vyssi nez priatok HMHDSO. Na jejich rozdil v hodno-
tach pak mize mit vliv délka depozice, kterd byla 7 a 10 min. Stejné tak tomu je nejspis i
u vzorklt CH33 a CG40, kde se buiikdm hitite datilo na povrchu CG33 (délka depozice =
210 min).

V pripadé, kdy byl prekurzor pouze metan, byl zpozorovan nartst bunék oproti

kontrolam po 6-13 dnech depozice. Povrchy staré 15 dnti maji velmi Sirokou $kalu hod-
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not, a proto nebylo mozné je zapocitat do vyhodnych dnt kultivace, viz graf 3.7. Pokud
se podivdme na podminky depozice u vzorki starych 6-13 dni, je zde mozno vysledovat
trend, podle kterého se jejich hodnoty nejspiSe odvijeji. Timto trendem je doba depozice,
kdy napriklad u vzorkt CG16 (25 min) a CG21 (20) mizeme vidét rozdil v podobé 6,12
% i pres jinak stejné depozi¢ni podminky. U povrchi starych 7 dni, kde byly povrchy
vystaveny depozici 45 min (CG20) a 20 min (CG27) je rozdil mensi (1,3 %). Vzorky CG26
a CG24 maji sice stejné procentualni hodnoty a jiné doby depozice, ale stejné tak se lisi
jejich stari. Podle 5 vzorki starych 15 dni, je mozné vidét, Ze ne jen Cas ma nejspis vliv
na proliferaci bunék. Miizeme pozorovat, Ze se buiitkdm nejlépe darilo na povrchu CG23
(15 min depozice) a nejhiife na povrchu CG42 (30 min depozice), ale vzorky CG31, CG45
a CG48 mély stejny depozi¢ni ¢as (20 min) a jejich hodnoty se presto lisi. Proto je prav-

dépodobné, Ze se musi brat v ivahu i predpéti ¢i jiné faktory.
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Bunécna proliferace - plast. misky s CH4
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Graf 3.7: Graf pro bunéénou proliferaci na plastovych miskdch s pouZitim prekurzoru CH4.

3.2.2 Proliferace bunék na aminovych povrsich

[ vrstvy nesouci aminové skupiny byly nejprve potizovany na kultivacnich sklickach a
tedy se zde vyskytoval stejny problém jako u DLC vrstev. VSechny vysledky kultivaci na
sklickach 1ze tedy brat pouze orientacné. Zaroven byla néktera sklicka vystavena dvéma
depozicim, nejprve DLC a na ni plazmové polymery obsahujici aminové skupiny. Ctyfi
vzorKky dvojvrstev mliZzeme vidét na grafu 3.8. Zaroven je z grafu patrné, Ze narast bunék

oproti kontrolnim vzorkiim vykazuji pouze povrchy staré do jednoho tydne.
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Bunécna proliferace - skla
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Graf 3.8: Graf zndzornujici bunécnou proliferaci na vzorcich s aminovym povrchem.

Pt praci s kultivacnimi miskami, se sice snizil pocet vzorki se stejnymi depozic-
nimi podminkami, ale odstranila se systematicka chyba a vysledky méreni tak vice od-
povidaji skuteCnosti. Veskera data jsou zobrazena v grafu 3.9. Proliferaci bunék na sa-
motnych aminovych vrstvach nedokaZeme uspokojivé vysvétlit, protoze pti kazdém ex-
perimentu se bunky chovaly jinak. UZ jen vysledky z povrch starych 2 dny (Bio72 a
Bio73), kdy byly vSechny depozi¢ni podminky stejné, nedokdzeme nijak vysvétlit. Pokud
jde o povrchy i s DLC vrstvou, tam se miiZeme obratit spiSe k depozi¢nim podminkam
DLC vrstev, které vnasi trochu svétla do danych vysledki. Je mozné, Ze zde hraje roli jak
Cas depozice CG14 (15 min) a CG13 (3 min), tak pritok HMHDSO - CG14 (1,5 sccm) a
CG13 (0,7 sccm). Na zbylé aminové povrchy ma nejspiSe vliv stari danych povrchi. Co je
ovSem patrné, Ze se lépe dari buiikkdm na povrsich s jiz existujicim povrchem DLC, kde je
nartst bunék i 40 %. Pro vSechny pouze aminové povrchy jsme spiSe zaznamenali po-

kles.
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Bunécna proliferace - plast. misky
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Graf 3.9: Graf pro bunécnou proliferaci s aminovymi povrchy na plastovych miskdch.

Vzhledem k problémim s vétsi adhezi vii¢i bunkam, musela byt prodlouzena

trypsinizace na 30-40 min. U kontrolnich vzorki se trypsinizace pohybovala od 15-20

min. Vzhledem k Spatnému oddélovani bunék od povrchi byla vyzkousena fada metod,

jak trypsinizaci zkratit a tim zamezit ndhodnému odumirani jiZ oddélenych bunék. K

tomuto dcelu poslouzil experiment s povrchy Bio 75, Bio 76 a Bio 77:

Pro kazdou kultiva¢ni misku Bio byla vytvorena kontrola, tedy se pracovalo s 12
miskami. Pro zaruceni jasnéjSich vysledkd, byla trypsinizace rozdélena po 3 vzor-
cich a stejné tak se ménilo proplachovani PBS. Vzorky Bio75(a,b) a Bio76(a) byly
proplachnuty pouze jednou pomoci PBS, jak je napsano v protokolu. Nasledné byly
podrobeny trypsinizaci po dobu 50 min a zneutralizovany médiem v momenté
odchlipnuti v§ech bunék. Pro vzorky Bio75 byl procentudlni pokles bunék oproti
kontroldam 45,45 %, pro Bio75(a) o trochu mii a to 35,07 %. Druha sada, tedy
Bio76(b) a Bio77(a,b) byly proplachnuty 2x PBS a trypsin na né ptisobil 25 min. U
kontrolnich vzorkii pouze 15 min. Zde byl pokles u Bio76(b) 40,54 % a u Bio77
32,29 %. Bohuzel pti kontrole pod mikroskopem bylo zjisténo, Ze na téchto vzorcich
byly stale prichytnuté burnky na povrchu a tedy se jejich pocty nemohou zapocitavat
do statistik. Nicméné jsme zjistili, Ze pobyt bunék v trypsinu nijak zvlast neovliviiuje
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jejich ubytek, protoZe u kontrol s 50 min trypsinizaci byl primér bunék 148/ul a u

15 min trypsinizace 144 /pl. VSe je prehledné znazornéno v tabulce 3.1.

pocet ] o % nérvﬁst
vzorek pilolgll?;a;h bunék/1 trypds?rl:?;ace b:r:gz;:rul oprt:)lf[insgnt-
ul rolam
kontroly:
Bio75 a 1x 150 50 min 148,5
Bio75 b 147
Bio76 a 134 141
Bio76 b 1x 148 15 min
Bio77 a 153 144
Bio77 b 135
povrchy:
Bio75 a 1x 82 50 min 81 -45,4545455
Bio75 b 80
Bio76 a 87 87,5 35,0746269
Bio76 b 2x 88 25 min i
40,5405405
Bio77 a 112 97,5 -32,2916667
Bio77 b 83

Tabulka 3.1: Experiment ze dne 29. 11. 2013
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4 7Zaver

V praci byly testovany ¢tyti typy povrchi (DLC, DLC:SiOx, polymery s aminovymi skupi-

nami a dvojvrstva DLC s aminovymi polymery) na biokompabilitu. Nejdrive byly prove-

deny testy na stabilitu danych povrch, jak na vzduchu, tak ve vodném roztoku. A na-

sledné byly tyto pripravené povrchy vyuZzity pro kultivaci bunék C2C12 mysiho myob-

lastu. Ziskané vysledky Ize shrnout do nékolika nasledujicich bodii:

Pfi pobytu DLC vrstev na vzduchu nebyly prokdzany zZadné zmény struk-
tury povrchu v porovnani s dalSimi vzorky, jak na skle, tak na plastovych
miskach. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze vystaveni povrchi kysliku, ne-
ma na adhezi bunék Zadny vyznam. Ani namaceni vrstev DLC a DLC:SiOx
po dobu 48 hodin v destilované vodé nemél Zadny vliv na morfologii po-

vrcha.

Stabilita ve vodném roztoku polymerd s aminovymi skupinami byla velmi
ovlivnéna mnozstvim dodané energie monomertim pomoci zvySeni vyso-
kofrekventnimu vykonu a zaroven byly stabilnéjsi povrchy pripravené v

pulznim vyboji. VSechny kultivace probéhly na stabilnich povrsich.

Buriky byly sc¢itany pomoci tzv. trypsinizacni metody, coZ zahrnuje pocita-
ni bunék na pritokovém cytometru Accuri C6. Po experimentalnich poku-
sech bylo zjiSténo, Ze z tohoto divodu neni mozné dale vyuzivat kultivacni
sklicka, protoZe hodnoty jsou souc¢tem bunék jak na pripravenych povr-
Sich, tak z druhé strany sklicek. Hodnoty z téchto experimenti jsou tedy

pouze orientacni, vzhledem k dané systematické chybé.

Povrchy DLC na plastovych miskach zaznamenaly nejlepsi proliferaci bu-
nék pri stari 6-13 dnd a zaroven pri kratsi dobé depozice metanu. Kromé
stari povrchii a casu depozice vsak pii proliferaci hraji roli i jiné faktory,
které se zatim nepodarilo identifikovat. Z tohoto dliivodu je potieba pro-
vadét dalsi experimenty s povrchy se stejnymi depozi¢nimi podminkami a
stejnou dobou mezi depozici a vysévanim bunék. Vzhledem k nadchazejici
moznosti vyuzivat aparaturu o priiméru elektrody 420 mm bude mozné v

budoucnu tyto plany uskutecnit.
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e U DLC:SiOx povrchi byla trypsinizace na substratech provadéna od 15 do
20 min a nejlépe se bunkam darilo na povrsich starych mezi 20 az 40
dnem. Proliferaci bunék ovsem taky velmi ovlivnil priitok prekurzort, kdy
byla zaznamenana lepsi proliferace u povrchi s nizsim pritokem

hexametyldisiloxanu a vy$$im priitokem metanu.

e Povrchy s aminovymi skupinami neslo dostatecné statisticky porovnat,
vzhledem k jejich zvlastni interakci s burikkami. Jediny staly trend je lepsi
proliferace bunék na dvojvrstvach (DLC+aminové skupiny), ktery je nej-
spiS zpiisoben piitomnosti vrstvy DLC. Zde mGZeme vidét i nartst 40 %
oproti kontrolnim vzorkiim. U samotnych aminovych vrstev byl zazname-

nan spise pokles.
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5 Seznam pouzitych zkratek

PECVD - " plasma enhanced chemical vapour deposition" (plazmochemicka depozice
materialu ve formé tenké vrstvy)

CVD - "chemical vapour deposition" (depozice tenkych vrstev z plynné faze)
vf. - vysokofrekvencni

C2C12 - bunécna linie mysiho myoblastu

DLC - "diamond like carbon" (diamantu podobné uhlikové vrstvy)

DLC:SiOx - diamantu podobné uhlikové vrstvy s primési hexametyldisiloxanu
HMHDSO - hexametyldisiloxan

PBS - "phosphate bufferred saline" (pufrovany solny roztok)
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7 Prilohy

7.1 Tabulky depozic

Tabulka 7.1: Seznam vzorkil depozice tvrdych uhlikovych vrstev. VSechny hodnoty jsou pouze depo-

zi¢ni podminky, bez hodnot jednotlivych tiprav ("treatments”).

! p predpéti| cas Q(H) Q(Ar) Q Q (HMHD- substrat . datum
nazev [W] | [Pa] V] [min] [sccm] [sccm] (CH) SO) [sccm] pro kul- ' pocet depozice
[sccm] tivaci P
cG4 | 50 |145| -366 | 12 14 sklitcka | 11 | 20.1.
cG5 | 50 |153| -350 | 16 14 sklitcka | 11 | 21.1.
CG6 | 50 |16,4| -270 | 5 0,8 1,4 sklitcka | 12 | 28.6.
cG7 | 50 |146| -382 | 25 14 sklitka | 10 | 18.7.
cGs8 | 10 [131] -130 | 4 0,8 0,8 sklitka | 13 | 29.7.
CG9 | 50 |14,4| -363 | 15 14 sklitcka | 4 | 31.7.
CG10| 50 | 16 | -344 | 4 1,4 0,9 sklitka | 4 8.8.
CG11| 50 |13,2| -248 | 1 0,8 0,7 plast. | 3 g g,
misky
cG12| 50 |13,4| -239 | 3 0,8 0,7 plast. |5 | 9g.
misky
cG13| 50 |153| -148 | 1 0,8 15 plast. | 4.9.
misky
cG14|50 |98 | 273 | 15 0,8 1,5 EC 5.9.
misky
cG15|50 | 17 | 284 | 10 | 14 0,8 plast. | 3| 41 g,
misky
CG16| 50 |14,4| -259 | 25 1,4 plast. |5 | 199
misky
cG18| 50 |14,2| -251 | 25 14 plast. | 3 | 469,
misky
cG20| 50 |14,6| -262 | 45 1,4 plast. -1 51 19 10.
misky
cG21| 50 [143| -258 | 20 1,4 plast. |51 11 10,
misky
cG22| 50 14,9 -246 | 15 1,4 plast. |5 | 14 10.
misky
cG23| 50 145 -240 | 15 1,4 plast. |5 15 10,
misky
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plast.

CG24| 50 |15,7| -240 | 3,5 1,4 0,4 . 17.10.
misky

CG26| 50 |15,4| -235 | 7 1,4 0,4 plast. 21.10.
misky

CG27| 50 |145| -183 | 20 1,4 plast. 23.10.
misky

CG28| 50 |14,2| -215 | 20 1,4 plast. 24.10.
misky

CG31| 50 |14,4| -280 | 20 1,4 plast. 31.10.
misky

cG32| 50 |153| -263 | 7 1,4 0,4 plast. 6.10.
misky

cG33| 50 |16,2] -252 | 210 0,8 0,7 plast. 7.11.
misky

CG34| 50 | 14 | -279 | 20 1,4 plast. 11.11.
misky

cG35| 50 [16,8| -147 | 30 | 1,4 0,8 plast. 13.11.
misky

CG36| 50 |15,3| -100 | 7 1,4 0,4 plast. 13.11.
misky

CG37| 50 |14,6| 92 | 20 1,4 plast. 14.11.
misky

cG38|50 | 17 | 283 | 33 | 1,4 0,8 plast. 14.11.
misky

cG39|50 | 17 | -286 | 45 | 1,4 1,4 plast. 19.11.
misky

CG40| 50 |16,3| -252 | 7 0,8 0,7 plast. 19.11.
misky

CG41| 50 |15,3| -265 | 10 1,4 0,4 plast. 20.11.
misky

CG42| 50 |16,9] -264 | 30 | 1,4 1,4 plast. 21.11.
misky

CG43| 50 |14,1| -267 | 20 1,4 plast. 25.11.
misky

CG44| 50 |16,2| -239 | 8 0,8 0,7 plast. 27.11.
misky

CG45| 50 |14,4| -284 | 20 1,4 plast. 2.12.
misky

CG46| 50 [17,2| -257 | 31 | 1,4 1,4 plast. 5.12.
misky

cG47| 50 |16,2| -212 | 9 0,8 0,7 plast. 5.12.
misky

cG48| 50 |172| -269 | 20 | 1,4 1,4 plast. 5.12.
misky

CG50| 50 |15,3| -269 | 10 1,4 0,4 plast. 11.12.
misky
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cG51| 50 [16,1] -253 | 9 0,8 0,7 plast. |51 45 15,
misky

CG52| 50 |155| -211 | 10 1,4 0,4 plast. | 51 1915
misky

Tabulka 7.2: Seznam vzorkii depozice plazmovych polymerii obsahujici aminové skupiny.

P p cas Q (mono- substrat pro
nazev [W] [Pa] |[min] &mer)[sccm] |naDLC kultivaci pocet datum depozice
16 3

Bio-14 20 0,7 |CG4 kulata sklicka 4 20.6.2013
Bio-15b 20| 16 20 0,7 kulatd sklicka 4 21.6.2013
Biol7-b 20| 16 15 0,3|CG4 kulata sklicka 4 24.6.2013
Biol8-a 20| 16 3 0,7 | CG5 kulatd sklicka 4 1.7.2013
Bio21-a 20| 22 5 0,7 kulata sklicka 4 17.7.2013
Bio30-a 20| 22 3 0,7 |CG8 kulatd sklicka 4 1.8.2013
Bio42 20| 15 5 0,3 plast. misky 2 9.8.2013
Bio43 20| 20 5 0,7 plast. misky 2 9.8.2013
Bio54 20(17,4 3 0,7 | CG13,14 | plast. misky 2 10.9.2013
Bio62 20| 5,8 5 0,7 plast. misky 2 15.10.2013
Bio64 20 5 5 0,7 plast. misky 2 22.10.2013
Bio66 20| 5,6 5 0,7 plast. misky 2 29.10.2013
Bio69 20| 5,6 5 0,7 plast. misky 2 5.11.2013
Bio72 20| 5,6 5 0,7 plast. misky 2 19.11.2013
Bio73 20| 5,6 5 0,7 plast. misky 2 19.11.2013
Bio74 20| 5,6 5 0,7 plast. misky 2 20.11.2013
Bio75 20| 5,9 5 0,7 plast. misky 2 26.11.2013
Bio76 20| 5,8 5 0,7 plast. misky 2 26.11.2013
Bio77 20| 5,7 5 0,7 plast. misky 2 26.11.2013
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