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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva depozici vrstev z monomeru 2-ethyl-2-oxazolinu v dielektrickém
bariérovém vyboji v dusikové atmosfére. V teoretické Casti jsou popsany polyoxazoliny,
dielektricky bariérovy vyboj, plazmova polymerizace a diagnostické metody, které popisuji
charakteristiku pfipravenych vrstev. Experimentalni cast se zabyva depozici vrstev
a stanovenim fyzikalné chemickych vlastnosti. V zavéru jsou vysledky porovnany s vrstvami,
které byly vyrobeny z 2-methyl-2-oxazolinu.

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the deposition of layers of 2-ethyl-2-oxazoline monomer
in a dielectric barrier discharge in a nitrogen atmosphere. The theoretical part describes
polyoxazolines, dielectric barrier discharge, plasma polymerization and diagnostic methods
that describe the characteristics of the prepared layers. The experimental part deals with the
deposition of layers and the determination of physicochemical properties. Finally, the results
are compared with layers that were made of 2-methyl-2-oxazoline.



KLICOVA SLOVA

polyoxazolin, plazmova polymerace, plazma, dielektricky bariérovy vyboj, kontaktni uhel,
volna povrchova energie, FTIR, XPS

KEY WORDS

polyoxazoline, plasma polymerization, plasma, dielectric barrier discharge, contact angle, free
surface energy, FTIR, XPS



KUCSEROVA, Aneta. Piiprava a charakterizace vrstev deponovanych metodou plazmové
polymerace na bazi 2-ethyl-2-oxazolinu. Brno, 2020. Dostupne také
z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/123956. Diplomovéa prace. Vysoké uceni technické

v Bmé¢, Fakulta chemicka, Centrum materialového vyzkumu. Vedouci prace Véra
Mazankova.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné, a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsou spravné a uplné citované. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné¢ a muze vyt vyuzita ke komercnim Gcelim jen se souhlasem
vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

v ;L podpis studenta
PODEKOVANI

Chtéla bych velmi podékovat vedouci mé diplomové prace, doc. Mgr. Vére Mazankové,
PhD., za jeji ochotu a pomoc pii experimentech, rady, pfipominky a za vénovany cas pfi
zpracovani diplomové prace. A dale bych rada podékovala doc. Mgr. Pavlu Stahelovi, Ph.D.,
doc. RNDr. Antoninu Brablecovi, CSc. a Mgr. Jifiné Medalové, Ph.D za pomoc pfi
experimentech.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/123956

OBSAH

5

UIVOO c ettt es e s a bbbttt 8
TEOTETICKA CAST.eeuvieitiieiteet et ettt ettt sttt et s e e eaae e abe e s s e saeeasa e 10
2.1 POIYOXAZOLIINY ....eueiiieiiieciitiie sttt et s e 10
2.2 PlazmoOva POLYMETACE .....c.cruerrireeeiieeeeieiieie st sttt r e s 12

2.2.1 Mechanismus plazmoveé polymerace ...........cccccecuevirvieniiiieniinieieeeiesie e 13
2.3 PLAZIMIA .oocvviiicieeeceeee ettt ettt ettt ettt b et ae et s ea e e b b s bbe e aaeeans 13

2.3.1 Generace plazmatu pomoci VYDOJU ......ceeviviiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 14

2.3.2 ApliKace plazmatl.........cc.eecveiuiiiiiiiiiiiiiie et 16
2.4 Dielektricky bari€rovy VD] .....ccccuevverueriiiiiiiiiiiiiiiiiic e 17
DiagnostiCk€ MEtOAY .......ceeveruerieuiriniiiiiiiiie et 19
3.1 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)............ccccoeiinies 19
3.2 KontaKtni GHEl ......ccvieiieiiieeeeeie et 20
3.3 VoIna poviChOVA ENEIGIe. ......ccevieuiiiiriiiiiiiiiiieiietce ettt 21
3.4 NANOINAENTACE ....veevieeeieeiieetie ettt et e e ees e st aesaae s e s e e esaeeabesasaa s eessaesasaens 21

3.4.1 Oliver-Pharrova Metoda ..........ceoeeeueeieiiiiiiiiiiie et 22

3.4.2 Tvrdost (H) a efektivni elasticky modul (Eefr) .....oovovvevviiininiiiiiiicieies 22
3.5 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS)......ccccovvieiiiiiiininiiiniiniie 23
3.6 CytoKOmMPAtiDIlita .....c.ceueeiiiiiiiiiiiiiiii e 24
3.7 AntibaKterialni VIaStNOStl. .. cceeueeieriierieniieirie et 24
EXPErimentalng CAST......ocuerveuireriiiiiiiiiii ettt 26
4.1 DEPOZICE VISIEV ..vviuriuieniinieitiiieitiiiesie sttt sttt e s e ra s ss e s sa st 26

O N 0T 2 11 v WO OO OO ORI PUIPRPPPOPRPRO 26

4.1.2 Metodika eXPerimentU........c..eeueeuiiiiiiiiiiiieie ettt 28
4.2 Stanoveni CytoKOMPatiDIlIty .....cceeveeieniiiiiiiiiiiiiiii e 29

4.2.1 Metodika eXPerimentU........ccceecueeuiiiiiiiiiiiieiecee et sttt ssee st 29
4.3 AntibaKterialng tESLY ..c.vevveiereiriereieeeiieeeieie et 29

4.3.1 Metodika eXPerimentU........ccceevueeuiiiiiiiiiiiiiiriie ettt 30
B4 FT-IR oottt ettt ettt e st st ettt et st s sa b st neea e s b s s er s 31
4.5 Kontaktni UNel .....c.ooovieieiiiieie et 31
4.6 Charakteristika mechanickych v1astnosti .........ccccevieiiiiiiiiiniiiniinii e 31
AT XPS oottt ettt e ettt s sttt 31
VYSIedKy @ diSKUSE....cviuiieiiiiiieiciiie et 32



5.1 Stanoveni cytoKOMPatiDIItY .....cc.ccveiiiiiiiiiiiiiniiii s 32

5.2 ANtIbAKLErIAINT TESTY .ooveveerieieeiieeeiiee ettt 34
5.3 FT-IR @NALYZA ...ouevinienieiiieiient ettt es e s s st 38
5.4 KONtaKtnd UNEL ..cc.eviieiieiiecieeeieete ettt s 39
5.5 Charakteristika mechanickych v1astnosti .........cccooiiiiiiiniiiinii e 40
5.0 XPS oottt et e b e h et 41
0 VBT ettt ettt ettt ea et eh et e b b e a e 44
AR B 11~ 2111 WO OO PO PRUPPOPIPPPIPPPP PP PPPP PP 46
8  Seznam pouzitych zkratek a Symbolll .........cocooviviiiiiiiiii 51



1 UVOD

V poslednich letech byly syntetické kopolymerni materidly v biomedicinskych védach
rozsahle zkoumany pro jejich Sirokou Skalu vlastnosti a funkci, které 1ze modulovat jednoduse
vyladénim jejich struktur. Mezi syntetickymi kopolymery se ,inteligentni“ kopolymery
,stimulujici na stimuly” staly hlavni oblasti vyzkumu polymerd predev§im pro jejich
potencialni aplikace v biomedicinskych védach jako nosi¢i pro kontrolované a spousténé
dodéavani 1éciv. Kromé toho inteligentni kopolymery reagujici na podnéty prokazaly mimo
jiné vynikajici aplikace v tkanovém inzenyrstvi a sanaci zivotniho prostfedi. Jsou také
,ekologicky citlivé“ a ,inteligentni“ biomaterialy kvili tomu, Zze podléhaji nevratnym
zménam svych fyzikalnich a chemickych vlastnosti pfi malych zménach vnéjsich signald,
jako je pH, teplota, svétlo, iontova sila, enzym, glukoza, CO,, ultrazvuk, elektricka
a magneticka pole.

Mezi pfirozené¢ se vyskytujicimi polymery reagujicimi na podnéty biomakromolekuly
nebo biopolymery, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, vykazuji vynikajici stabilitu
v zivych organech. Tyto biopolymery vSak podléhaji dramatickym zménam konformace
v kritickém bod¢ fyziologickych zmén. Védci tedy inspirovani pfirodou navrhli syntetické
polymerni materialy reagujici na podnéty napodobujici funkce nékolika biopolymert v zZivych
systémech. Tyto syntetické, citlivé polymery vSak musi splilovat nékteré pozadavky na ucinné
biomedicinské aplikace, to znamena, ze musi byt netoxické, biokompatibilni a biologicky
rozlozitelné. V poslednich desetiletich byla vétSina téchto polymernich biomaterialt
ptipravena pro biomedicinské aplikace za pouziti polyethylenglykolu (PEG). PEG je i presto
biologicky nerozlozitelny a mé jind Iékafskd omezeni, mimo jiné nespecifické interakce
s krvi, precitlivélost, alergické reakce [1]. Proto jsou objevovany nové alternativy, kterymi by
mohly byt pravé polyoxazoliny (POx), které¢ maji podobné vlastnosti jako PEG, ale maji také
vlastnosti vhodnéjsi pro rizné biomedicinské aplikace.

Prehled literatury ukazuje, ze zajem o POx existuje jiz poslednich tficet let. Poprvé byl
vyvinut jako potravinarska piidatna latka na pocatku 80. let, pro které byly vypracovany
a zdokumentovany vypracované studie bezpeCnosti zvifat. Studie uvadeéné jinymi védci
ukazaly, ze POx lze pouzit v riznych farmaceutickych a lékaiskych aplikacich. Miaze byt
konjugovan s proteiny a léky s malymi molekulami, roubovan na liposomalni dvojvrstvy,
formovan do micel a aplikovan na povrchy. Ve vSech téchto aplikacich ma POx stejné , tajné*
vlastnosti jako PEG bez nepfiznivych ucinkii na zvifecich modelech. Nedavné studie
ukoncené radioaktivné znaCenym POx naznacuji, ze polymer je rychle vyluCovan ledvinami
bez vyznamné akumulace v tkanich. Polyoxazolinové polymery se piipravuji metodou zivé
kationtové polymerace. V literatuie bylo popsano mnoho procesu. Jeden zptsob pojednava
o stechiometrickém piidavku elektrofilniho iniciatoru, jako je alkyltosylat nebo alkyltriflat,
k oxazolinovému monomeru, ktery je rozpustén v suchém organickém rozpoustédle
a v inertni atmosféfe. Propagacni faze se provadi pii 80 °C po dobu pfiblizn€ 1 az 3 dnu.
Ve druhém zpusobu je polymerace provadéna pomoci mikrovinné energie, aby se zkratila
doba propagace ze dnd na hodiny. V obou pfipadech je zivy kation ukonCen zavedenim
nukleofilu, jako je OH, NH, COO nebo S". Ukonceni se provadi vodnym uhli¢itanem
sodnym za vzniku hydroxylové koncové skupiny nebo reakci se sekundarnim aminem, jako je
morfolin nebo piperidin, za vzniku koncového terciarniho aminu.



Syntetické metody popsané vyse se zdaji byt jednoduché, ale ve skuteCnosti maji fadu
procesnich obtizi ve vztahu k rozSifovani a reprodukovatelnosti. Ruzné vzniklé vedlejsi
reakce vedly k obtizné odstranitelnym necistotam, ¢imz se vytvorily produkty, které jsou zluté
barvy [2]. Proto se nyni vyroba POx soustfedi na plazmovou polymeraci. Pomoci které 1ze
vytvorit tenké vrstvy, jez jsou biokompatibilni a maji antibiofoulingové vlastnosti. Této
vlastnosti se vyuziva pii potazeni zdravotnickych prostiedkt, na kterych dochazi
ke kolonizaci bakterii a zpiisobuji tak u pacienta infekce.

Cilem této prace je pripravit POx filmy pomoci plazmové polymerace. Ta bude provadeéna
v dielektrickém bariérovém vyboji za atmosférického tlaku v dusikové atmosfére. Pro vyrobu
POx filmi bude pouzit monomer 2-ethyl-2-oxazolin (99,9% C(istoty). Vrstvy budou
pfipraveny pfi riznych pratocich monomeru a riznych teplotach. Nasledné budou vrstvam
stanoveny mechanické vlastnosti, spolu s cytokompatibilitou a antibakterialnimi testy.
V zavéru diplomové prace budou vrstvy porovnany s POx filmy, vytvofenymi z monomeru 2-
ethyl-2-oxazolinu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyoxazoliny

Polyoxazoliny (POx) jsou dulezitou tfidou polymera, které pfitahuji pozornost diky
antibiofoulingovym vlastnostem. Jsou to tedy revolucni biomaterialy, které vykazuji
srovnatelné a dokonce lepsi vlastnosti nez uz zavedené protéjSky, jako jsou napiiklad
polyethylenglykoly (PEG). Biokompatibilni polyoxazolinové povlaky nanomateriald jsou
schopné kontrolovat adhezi proteini a bunék a vyznamné omezit tvorbu biofilma [3].
Na Obrdzek 1 jsou uvedeny vzorce (a) 2-ethyl-2-oxazolinu a (b) poly(2-ethyl-2-oxazolinu).
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Obrazek 1: (a) 2-ethyl-2-oxazolin [4]; (b) poly(2-ethyl-2-oxazolin) [5].
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Jednou z hlavnich oblasti pouziti polymerti v biologickém a zdravotnickém prostiedi je
dodavani 1éCiv a genu. V nejjednodussim pfipad€ je 1éCivo uzavieno v polymerni matrici
auvolnéno v prubéhu cCasu diftzi. Alternativné jsou konstruovany komplexni multifunkéni
polymery s kovalentné navazanymi skupinami 1é¢iv. Kombinace polymeru s molekulou
1éCiva ma oproti pouziti Cisté molekuly léc¢iva né€kolik hlavnich vyhod: (1) potencialné
zvySena rozpustnost nerozpustnych 1éCiv nebo 1éCiv s nizkou rozpustnosti ve vodé, (2)
zlepsena farmakogenetika, (3) ochrana proti deaktivaci a degradace béhem transportu
a ob¢hu, (4) snizena antigenni aktivita a (5) moznost kombinovat 1é¢ivo s dalSimi funkénimi
slozkami, jako jsou kontrastni latky atd.

Uzavieni v matrici znamena bud smichani molekuly 1é¢iva s amorfnim polymerem, jak je
vyuzivano u stentd a polymernich implantatd, nebo zapouzdieni do vehikula vytvoreného
pomoci amfifilnich blokovych kopolymert. Tyto nosi¢e mohou mit rizné organizacni tvary,
ale vSechny se spoléhaji na princip, ze amfifily se samy sestavuji ve vodé a vytvareji
nanostruktury slozené z hydrofobniho jadra a hydrofilniho obalu. Lipopolymery jako takové
ziskaly znacnou pozornost, pficemz nejvice intenzivné zkoumanymi lipopolymery jsou
skupiny na bazi polyethylenglykolu (PEG-lipidy). Bylo vSak také pfipraveno mnozstvi
lipopolyoxazolini. Woodle a kol., uvedli syntézu lipidovych konjugati na bazi poly(2-
methyl-2-oxazolinu) a poly(2-ethyl-2-oxazolinu) jako alternativu k materialim na bazi PEG.
Konjugaty byly pfipraveny spojenim glutaratovych esteri pfedem vytvorenych polymert
s disteaorylfosfatidylethanolaminem (DSPE) nebo ukon¢enim polymerace s timto Cinidlem.
Lipopolymery byly pouzity k pfipravé liposomi znacenych 67Ga, které byly nasledné
injikovany do krevniho obé&hu potkand, aby bylo mozné sledovat jejich postup a distribuci
pomoci méfeni hladiny v krvi a tkané. Experimenty ukazaly, ze chovani liposomut na bazi
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polyoxazolinu je podobné chovani odpovidajicich materialti na bazi PEG, a to jak z hlediska
obéhu v krevnim fecisti (vykazujici dlouhou zivotnost v obéhu), tak i z hlediska absorpce
jatry a slezinou. Toto chovani lze pficist faktorim podobnym tém, které jsou odpoveédné
za  PEG-efekt”, tj. vysoka pohyblivost fet€ézci a schopnost vazat se na vodu, které oba
prispivaji ke sterické stabilizaci pozorované v liposomech typu polymer-lipid.

Lipidy mohou byt také pouzity jako iniciatory, spiSe nez jako terminatory: funkeni tosylaty,
jako je 1,2-di-dodekanoylpropyl-p-toluensulfonat, mohou byt pouzity k iniciaci polymerace
bud 2 methyl nebo 2-fenyl-1,3-oxazolinu. Jordan a kol., popsali pfipravu poly (N-
propionyloxazolini), ktera byla funk¢éné ukoncena fadou riznych lipofilnich skupin (methyl-,
N-hexadecyl-, (C16-) a 1,2-O-dioktadecyl-sn-glyceryl-). Polymerace byly zahajeny za pouziti
derivath trifluormethansulfonatu lipida a pokraovaly obvyklym mechanismem kationtového
metoda®“. Polymery byly zakoneny 4-aminobutyldimethylsiloxanem, coz umoziuje
vytvoreni vrstvenych polymernich vrstev roubovanim na pevny podklad. Dalsi priklad
lipopolyoxazolinu poskytl Volet, ktery pfipravil telechelické polymery PMOXA obsahujici
jeden alkylovy koncovy uzavér s dlouhym fetézcem polymeraci 2-methyl-2-oxazolinu
s otevienym kruhem, ktery byl zahijen bud’ 1-jodododekanem nebo 1-jodoktadekanem.
Kritické micelarni koncentrace v téchto systémech lze regulovat pomoci hydrofilni
nebo lipofilni rovnovahy [6].

Priprava POx se vétSinou provadi pomoci zivé kationtové polymerace otevirajici kruh
(CROP), zobrazena na Obrazek 2. Je to zdlouhavy mokry proces v organickych
rozpoustédlech. Dal§i mozné polymerizacni techniky jsou fotospojovani a roubovani, které
vyzaduji predbéznou Upravu substrati. Tvorba polyoxazolinovych povlaki za pouziti
obvyklych metod je tedy pomaly a slozity vicestupfiovy postup, ktery 1ze provadét pouze na
omezeném rozsahu substratd. Pravé diky plazmové polymeraci mohou byt tyto konvencni
metody prekonany [7]. Na Obrdzek 3 je uveden piehled syntézy monomeru 2-oxazolinu.

N b
© ﬁ ) O R
X l/ OYR T o - Y

) /_\ ki k —_— "
‘o e g o Aigy )o@ im
R R

Poly(2-oxazoline)s
(PAOX, POz, POx)

[. = inicidtor X~ = zaporny ion Il = terminator ]

Obrazek 2: Polymerace 2-oxazolinii otevirajicich kationtovy kruh: mechanismus ve tfech krocich s kroky iniciace,

propagace a ukoncenti [8].
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O
R Cl

1. Et3N, CH,CI, (dry), 0°C, 24h
2. KOH or Na,CO3 (0.9 eq), -HCI
Obrazek 3: Syntézy monomeru 2-oxazolinu: (1) pFima syntéza prostrednictvim neaktivovanych
karboxylovych kyselin; (2) Seeligerova metoda vychazejici z nitrilii; (3) modifikovand Wenkerova
metoda [8].

2.2 Plazmova polymerace

Jednou z metod piipravy tenkych vrstev je pravé plazmova polymerace, kdy vysledkem je
tenky organicky film. Polymery, které byly pfipraveny klasickou polymeraci a plazmovou
polymeraci se od sebe 1i§i v chemickych i fyzikéalnich vlastnostech. Polymery pfipravené
plazmochemicky nemaji pravidelnou strukturu a jsou silné vétvené a sitované, protoze béhem
procesu dochazi k fragmentaci molekuly monomeru na mnoho ¢asti [9].

Pfi plazmové polymeraci dochédzi ke srazce urychlené castice, tj. elektronu s monomerem
za vzniku excitovanych fragmentt, volnych iontd a radikald. Tyto fragmenty se vzajemné
rekombinuji a vytvareji tenkou vrstvu. Monomer muze byt organicka slouCenina
s nasycenymi i nenasycenymi uhlovodiky nebo s organokovy [10].

Touto technikou Ize vytvofit velmi rozmanité polymery, od diamantovych uhlikovych az po
polystyrenové a PTFE filmy. Tato technika umozfiuje nanaSet polymery na velmi velké
mnozstvi substrati. Plazmové polymery se pouzivaji pro dielektrické potahovani
(mikroelektronika), ochranu proti korozi, biokompatibilni povrchy nebo plynovou bariéru
(baleni potravin). Oproti tradi¢nim polymerim maji nékolik vyhod. Naptiklad to, ze vykazuji
vys$Si stupen zesiténi a maji proto vynikajici mechanické vlastnosti, které umoziuji nanaseni
ultratenkych filma, které vykazuji dobrou adhezi na riznych substratech. Jelikoz plazma
modifikuje pouze vrchni vrstvy vzorku, jsou pro analyzu polymert modifikovanych plazmou
potfebné povrchové specifické techniky. Jedna =z hlavnich technik pouzivanych
k charakterizaci plazmaticky modifikovanych polymert je kontaktni uhel vody (WCA). WCA
je ,,skutecna‘“ technika povrchové analyzy s hloubkovou analyzou ptiblizné 0,5 nm [11].
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2.2.1 Mechanismus plazmové polymerace

Fragmentace molekul monomeru, tvorba aktivnich ¢astic a rekombinace aktivnich fragmentt
jsou elementarni reakce v plazmové polymeraci. V této polymeraci se nevyzaduji dvojné ani
trojné, Ci cyklické struktury. Je to postupna rekombinace mezi mono- a bi-radikaly, které jsou
tvoreny fragmentaci monomeru. Na Obrdzek 4 a Obrazek 5 jsou uvedeny dva typy reakci,
které vznikaji pfi fragmentaci monomeru [10].

Ry X4 R X3
1
| | € :ff \ .
R;—C——C——X; = Ry;—0C + C—X;z
- % J
Ry X 3
Obrdzek 4: Stépeni C-C vazby [10].
R, R,
¢ /
Rz—Ti—Ra - RE—SK + H
H Ry
Obrazek 5: Eliminace vodiku [10].
2.3 Plazma

Plazma je ionizovany plyn, ozna¢ovany jako ¢tvrté skupenstvi hmoty. Vétsina pevnych latek
ma krystalovou mfizku, ktera je vyplnéna elektronovym plynem. Pevna latka se meéni
na kapalnou pfti stalém tlaku a zvysujici se teploté. Pokud teplota stale stoupa, méni se latka
na plyn. Pfi zahfivani plynu nastava nejprve disociace a poté tepelna ionizace, kdy
se z neutralnich &astic stavaji kladn& a zaporné nabité Castice. Castice, které vzniknou timto
procesem, se nazyvaji jako ionizovany plyn. Pokud budeme v tomto plynu postupné zvySovat
pocet nabitych cCastic, tak elektrické pole bude pusobit na kladné nabité Castice a ty se budou
pohybovat smérem k zaporné elektrode a elektrony opacnym smérem. Tim nastane polarizace
ionizovaného plynu, kdy bude u zaporné elektrody prebytek kladného naboje a u kladné
elektrody zase prebytek zaporné nabitych Castic. Tento prostorovy naboj vytvari elektrické
pole, které je orientovano opacné, nez pole elektrod. V centru ionizovaného plynu tak vznika
slabsi elektrické pole a v blizkosti elektrod zase siln€j$§i. V tomto pfipadé€ uz lze urcit pole
jednoduchym zptisobem. Vlivem prostorového naboje se zménili puvodni vlastnosti
ionizovaného plynu, z kterého se tedy stala plazma. Procesem ionizace vznika kvazineutralni
plazma, kdy v uritém objemu je pocet kladnych a zapornych castic stejny. Tim, ze je plyn
kvazineutralni, vykazuje kolektivni chovani. Jednou z vlastnosti plazmatu je vyrovnavat
rozdily v koncentraci opacné elektricky nabitych ¢astic. Pravé jeho velka elektricka vodivost
usnadiiuje dosazeni kvazineutrality, ta je jen vné&j§im projevem. Uvnitf plazmatu se nachazi
lokalni magneticka a elektricka pole [12, 13].
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Plazma rozdé€lujeme na slabé a silné€ ionizované. Siln€ ionizované plazma je takové, ve kterém
koncentrace nabitych Castic pfevlada nad koncentraci neutralnich ¢astic. U slabé€ ionizovaného
plazmatu je koncentrace nabitych Castic zanedbatelna v porovnani s neutralnimi molekulami.
Energie vzajemného pusobeni je pfi srazkach nabitych castic s molekulami plynu dana
polarizaénimi silami. JejichZ potencialni energie se zeslabuje se vzdalenosti r jako r*. U silng
ionizované plazmy je charakter sil dan Coulombovymi silami. Siln€ a slabé ionizované
plazma ma odliSny charakter sil 1 vlastnosti [13].

Diky stfedni energii rozliSujeme vysokoteplotni a nizkoteplotni plazma. Jelikoz neexistuji
fyzikalni davody, jak stanovit pfesnou hranici, vyuziva se zde konvence. Plazma se povazuje
za vysokoteplotni, pokud stfedni energie nabitych Castic je vét§i nez 100 eV, Cemuz prislusi
teplota vétsi nez 1 MK. A na zakladé této konvence se vysokoteplotni plazma vyuziva
v experimentech s fizenou termonuklearni syntézou. Zatimco plazma vyuzivané ve vybojich
a v plazmovych technologiich se povazuje za nizkoteplotni [13]. Teploty jsou uvedeny
v Tabulka 1.

Tabulka 1: Rozdéleni plazmatu podle teploty castic [13].

Nizkoteplotni plazma Vysokoteplotni plazma

Neizotermni plazma
Izotermni plazma
Ti= T=300K Ti=T.> 10’ K
Te=Ti= T<2:10"K T <<T. < 10°K
Fuzni plazma
Plazma za normalniho tlaku | Nizkotlaky doutnavy vyboj

Pfirozené se plazma mize objevovat pii boufce v blescich. Zatimco ve vesmiru tvofi plazma
99 % vesmirné hmoty, coz jsou hveézdy, Slunce, mezihvézdny ¢i meziplanetarni prostor.
Vesmirna plazma je siln€ ionizovana. V bézném zivoté se setkavame spiSe se slabé
ionizovanym plazmatem [13].

Dalsi moznosti generace plazmatu je v laboratofi. To lze dvéma zpusoby, prvnim a také
Cast€ji vyzivanym z nich je generace plazmatu pomoci elektrickych vyboju. Toto plazma je
v nerovnovazném stavu a jeho vlastnosti se popisuji pomoci kinetiky. Druhym zptisobem je
ohfivani plynu za vysoké teploty, az nékolik tisic Kelvind, kdyz nastava termicka ionizace.
Takto vytvorena plazma je v termodynamické rovnovaze [13].

2.3.1 Generace plazmatu pomoci vyboju

Vlastnosti plazmovych vyboju se odviji od druhu pracovniho plynu, elektrickém napéti
a prostiedi. V ustaleném stavu muze vyboj existovat jen diky toku elektrického proudu,
ten neustale dodava do vyboje energii, ktera se z néj odvadi do okoli ve formé svétla a tepla.
Vyboj rychle zanika, jakmile dojde k pferuseni proudu. Jednim z vyboju je koronovy, kdy je
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mezi dvéma elektrodami s rozdilnymi poloméry aplikovano vysoké napéti. Tento vyboj muze
existovat jen v nehomogennim elektrickém poli a pfi tlacich vys§ich nez 1 kPa. Na Obrdzek 6
1ze vidét schéma koroénového vyboje.

koronova elektroda

ioniza¢ni vrstva

elektrické siloédry — /1 _ vnéjsi oblast vyboje

uzemnéna elektroda

Obrazek 6: Koronovy vyboj s geometrii hrot-rovina [ 13].

Dal§im typem je dielektricky bariérovy vyboj, ktery vznikd mezi dvéma rovinnymi
elektrodami, a mezi nimi se nachazi dielektrickd vrstva, jako bariéra. Podrobngji je popsan
v kapitole 2.4. U klouzavého obloukového vyboje se vysoké napéti vklada mezi dvé oblé
elektrody a kazda znich ma jiny potencial. Patii do atmosférickych vyboji s vysokou
proudovou hustotou. V misté, kde jsou si elektrody nejbliz, se zapaluje vyboj a poté stoupa
vzhiru. Pfi¢inami, pro¢ vyboj stoupa vzharu, muze byt proud plynu, ktery je umistén tak,
aby se plyn pohyboval vzhiru anebo vztlakova sila. Ta vznika na zakladé rozdilnych hustot
a chladnégjsiho okolniho plynu a horkého vybojového kanalu. Na Obrdzek 7 1ze vidét vyvoj
klouzavého vyboje [14, 15].

arc

' ' !
Inyechon

Obrazek 7: Vyvoj klouzavého vyboje. Zapaleni, pritbéh a vyhasnuti [15].

U doutnavého vyboje je zakladnim rysem tvorba lavinové ionizace, ta vznika srazkami
nadhodného elektronu, ktery je urychlen v elektrickém poli, s okolnimi ¢asticemi. Pokud je
pouzit dostatecné nizky proud, je mozné ho udrzet 1 pii atmosférickém tlaku. Pokud ne,
ptechazi v obloukovy vyboj. Obvykle se pro doutnavy vyboj vyuziva vybojova trubice.
Schéma vyboje je uvedeno na Obrdzek 8 [15].

15



katodovy temny prostor

Astoniy temny prostor Faradayiiv temny prostor
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zaporné svétlo

katodové svétlo anodove svétlo

anodovy temny prostor

Obrazek 8: Schéma doutnavého vyboje [15].

Plazmova tryska se také sklada ze dvou elektrod, mezi kterymi vznika podobny vyboj jako
DBD. S tim rozdilem, ze proudici plyn strhava Castice plazmatu, coz vypada jako plamen.
Schéma lze vidét na Obrdzek 9. Tryska je nejvice vyuzivanym zdrojem pro nizkoteplotni
plazma [14].

©

proud plynu

i

| I viboj

Obrazek 9: Schéma plazmového hovadku [16].

2.3.2 Aplikace plazmatu

Aby mohlo byt plazma vyuzivano v medicin€é, musi plazmové zafizeni pracovat
pfi atmosférickém tlaku a laboratorni teploté, kvili pfimé interakci s zivou tkani. Dale musi
pracovat stabiln€é a musi byt pfizptisoben konkrétni aplikaci. Také se musi zahrnout vliv
plazmatu na vodni prostiedi, antimikrobialni ucinnost a vliv na intracelularni DNA [14].

Jednou z aplikaci, kde se vyuziva plazma je v medicin€, pii dekontaminace kuze. Jelikoz

sena kazi nachazi spousta bakterii, od grampozitivni Staphylococcus epidermidis,
ptes stafylokoky az po gramnegativni bakterie a plisné. Plazma ma baktericidni u¢inky a tim
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je vhodné na choroboplodné zarodky, které zptusobuji kozni infekce. Dalsi aplikaci je 1écba
ekzému, predevsim atopického, ktery se fadi mezi chronicka onemocnéni. Aplikace plazmatu
zmirmuje pocit svédeéni a také snizuje kolonizaci bakterii na kazi. Ve stomatologii je plazma
vyuzivano k inaktivaci bakterii Streptococcus mutans, které stoji za vznikem zubniho kazu.
Pomoci plazmatu byvaji upravovany také povrchy, kovové a polymerni materialy, které
slouzi jako nosice 1éCiv v téle. V odpadnich vodach se vyuziva k degradaci Skodlivych latek
a to také z ovzdusi [14].

V technice se vyuziva vyboje v plynech ve rtutovych usmériiovacich, u blesku, zarivek
a v neonovych trubicich. Dal§im vyuzitim je opracovani materiald nebo pifiprava tenkych
vrstev. Pravé plazmové napafovani slouzi k ochrané materiald pred vn&j§imi vlivy nebo
k apravé povrchovych vlastnosti. Plazmové technologie jsou také vyuzivany v textilnim
pramyslu, kvili zvySeni odolnosti proti vodé a olejum. Tyto textilie se pak dale vyuzivaji
v automobilech, stavebnim prumyslu ¢i u ochrannych odévli. Plazma obloukového vyboje je
dlouhodobé vyuzivano pii svareni [13, 17].

2.4 Dielektricky bariérovy vyboj

Dielektricky bariérovy vyboj (DBD) je vysokotlaky vyboj se stfidavym proudem, kvili
pritomnosti bariéry, ktera je nevodiva. Mezi dvéma kovovymi elektrodami se nachazi jedna
nebo vice pevnych dielektrickych bariérovych vrstev. Tato bariéra kontroluje energii
mikrovyboju a distribuci naboje na povrchu elektrody, tak aby byl rozprostfen rovnomérné
po celé elektrodové oblasti. Jako dielektrikum je nejcastéji vyuzivano sklo a keramické nebo
polymerni materidly. Mezi elektrodami se nachazi prostor v rozmezi nékolika desetin
milimetrti az nékolika centimetri a napéti zde byva vétsinou v rozsahu 1-100 kV. Frekvence
byva v desitkich Hz az MHz. DBD budi nerovnovazné nizkoteplotni plazma s vysokou
stfedni energii elektrond. Tento vyboj se rozliSuje na tfi typy, kterymi jsou povrchovy,
objemovy a koplanarni [18, 19]. Na Obrdzek 10 jsou zobrazeny konfigurace dielektrického
bariérového vyboje.

vysokonapétova
// eleltroda
R T AC | aacarariaaranaaeaas R R
i dieleltricka b
('") BT generdtor *-D mezera pro viboj ctricka bariéra
\uzenménei elekiroda

Obrazek 10: Schéma dielektrického bariérového vyboje [20].

V usporadani objemového bariérového vyboje musi byt alesponl jedna elektroda pokryta
dielektrikem. Vyboj vznika v objemu a dotyka se jen na zaCatku a na konci vybojového
kanalu. Vyuzivanym uspofadanim elektrod je bud paralelni rovinné, nebo valcovité.
Ve vyboji vznikaji filamentarni mikrovyboje trvajici v fadu desitek nanosekund. Tyto
filamenty jsou kolmé na dielektrickou bariéru. Pokud je plazma nehomogenni a zvétSuje
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se budici napéti, nartsta i pocet filamentd. Vyhodou je vytvoreni velkého objemu plazmatu
a nizké naroky na dielektrickou pevnost pouzitého dielektrika [18].

U povrchového bariérového vyboje je povrch elektrody tvoren fadou kovovych pasku, ty jsou
oddéleny dielektrikem. Vyboj je buzen stfidavym napétim na elektrodach a probihd jen
za atmosférického tlaku. Vyhodou tedy je, ze neni potfeba vakuové aparatury. Tento vyboj
obsahuje vlastni mikrovyboje, které se na povrchu dielektrické bariéry zvétSuji a pokryvaji
tak veétsi oblast. Mikrovyboj vznika tehdy, kdyz se dosahne prirazné hodnoty napéti plynu.
Pokud stoupa intenzita elektrické pole, vznikaji nové vyboje. Teploty, které se pii tomto
vyboji dosahne je okolo 500 K, tedy nizkoteplotni plazma [18]. Na Obrdzek 11 je zobrazeno
usporadani povrchového bariérového vyboje.

Plazma Elektrody
"’ ’\"l"* s, N

| L 1 ; »
HV [kHz]

> >

Obrazek 11: Usporadani povrchového dielektrického bariérového vyboje [18].

Diky paralelnimu uspofadani dvojic elektrod, které jsou od sebe viadu 1 mm, vznika
na povrchu dielektrika koplanarni bariérovy vyboj. Tyto elektrody maji paskovy tvar a jsou
opacné polarity. Nad oblasti elektrod se tvoii mikrovyboje a jejich pocet roste umérné viuci
napéti. Tvar tohoto vyboje neni zavisly na polarit¢ a kombinuje vyhody obou predchozich
vyboju [18]. Na Obrdzek 12 je zobrazeno usporadani koplanarniho dielektrického bariérového

vyboje.

Plazma Elektrody
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Obrazek 12: Usporadani koplandarniho dielektrického bariérového vyboje [18].
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3 DIAGNOSTICKE METODY
3.1 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Infracervena spektroskopie je analytickou metodou vyuzivana k charakterizaci a identifikaci
struktury analyzovaného materialu. Principem této metody je pohlceni infraderveného (IC)
zafeni meéfenym vzorkem. Signal ziskany interferometricky pfeveden Fourierovou
transformaci na infraCervené spektrum [21]. Zakladem tohoto méfeni je Michelsontv
interferometr, ktery je zobrazen na Obrdzek 13. Pravé pii prichodu IC dochazi ke zméng
rotacné vibracnich stavii molekuly a v zavislosti t€chto zmén se méni i dipolovy moment
molekuly. InfraCervené spektrum se déli na tfi oblasti podle vinoctd. Na blizkou NIR (near
infrared), ktera je v rozmezi 12500-4000 cm™, stfedni MIR (middle infrared) v rozmezi 4000-
200 cm” a vzdalenou FIR (far infrared) v rozmezi 200-20 em™) [22]. K ziskavani
biochemickych informaci z biomedicinskych vzorka se vyuziva infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FT-IR). Tato variabilita je do znatné miry zplsobena
skuteCnosti, ze vzorky, obvykle buiiky nebo neporusena tkan jsou daleko od idealniho
spektra. Ziskani spektra, které spolehlivé predstavuje biochemii vzorku, je obtizné ziskat,
protoze rozptylové vlastnosti biomedicinskych vzorkd, vyplyvajici ze zmén v morfologii,
vedou k zavaznym zkreslenim v méfeném spektru. Nedavno se ukézalo, ze pievladajici
pficinou zkresleni je jev nazyvany rezonancni Mieho rozptyl (RMieS) a v mensi mife odrazy
z povrchu vzorku [23].

|pevné zreadlo

| pohy b_li\ré z_rc:adlu
[] 1

v 1
zdroj | |
o -
||

||

L]

i

délié paprsku

'] O + 0

rekombinovany paprsek

(D detektor

Obrazek 13: Schéma Michelsonitv interferometr [24].

Princip metody zeslabeného totalniho odrazu (FT-IR ATR) spociva v odrazu infracerveného
svazku zafeni na rozhrani vzorku a krystalu. Krystal musi byt propustny pro IC zafeni a musi
mit vysoky index lomu. Pomoci soustavy zrcadel je do krystalu piivedeno zareni a to kvuli
totalnimu odrazu. Analyzovany vzorek absorbuje ¢ast zatreni a paprsek je tak oslaben v odrazu
o absorbovanou energii vzorkem. Vlnova délka zareni a index lomu krystalu a vzorku
ovliviiuje hloubku priniku paprsku do vzorku. Na zakladé geometrie paprsku a tvaru krystalu
jsou ATR krystaly rozdélovany na jednoodrazové a viceodrazové. Technika je vhodna
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pro pasty, gely, viskozni kapaliny, praskové vzorky a polymerni vrstvy, které jsou silné
absorbujici [21, 25].

3.2 Kontaktni uhel

Meéfeni kontaktniho thlu je jednoducha analyticka technika a mize byt provedena nékolika
zpusoby. Existuji tfi moznosti, jak méfit jednotlivé kontaktni uhly. Prvni je metoda pfimého
pozorovani (neboli metoda tecen). Jedna se o méfeni uhlu mezi te€nami k profilu v bodé
kontaktu s pevnym povrchem. Druha se nazyva metoda odrazeného svétla, kde svételny
paprsek emitovany z mikroskopu se odrazi zpét, kdyz je mikroskop zaostfen na tfifazovy
kontaktni bod. Nevyhodou této metody je vSak jeji platnost pouze pro thly mensi nez 90 °.
Treti metoda se pouziva k meéfeni opravdu malych uhld (asi 10 °) a nazyva se metoda
interferenéni mikroskopie. Monochromatické svétlo srozdélovacem paprskii se odrazi
na substratu a vytvari tak interferencni pasy rovnobézné s hranou kapky [26].

Pro meéteni kontaktniho uhlu byla pouzita prvni metoda teCen. Pii této metodé je nanesena
mala kapka na povrch vzorku a nasledné je méfen uhel mezi povrchem vzorku a kapkou
(Obrazek 14). Kontaktni uhel je vysledkem adheznich, tj. pfilnavych sil a koheznich, tj.
soudrznych sil mezi pevnou a kapalnou fazi. Pokud je uhel 180°, mezi kapalnou a pevnou fazi
nejsou interakce, zatimco pii kontaktnim uhlu 0° dosahuji interakce maxima [11].

/‘ Yiv

Ve N

Ysu

Ysy

A

pevna litka

Obrazek 14: Méveni kontakiniho uhlu kapky kapaliny na pevném vzorku [11].
Povrchova energie souvisi s kosinem WCA pomoci Young-Laplaceovy rovnice (1):
Vsv —Vsu =¥y €080 (1

kde y, je povrchové napéti pevné latky a pary, y, je povrchové napéti pevné latky

a kapaliny, y,, je povrchové napé&ti kapaliny a pary, € je kontaktni thel [11].
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3.3 Volna povrchova energie

Molekuly, které se nachazi na povrchu kapaliny, maji vétsi potencionalni energii nez ty, které
jsou uvnitt. Povrchova energie je ta, kterou maji castice navic. Pti zvétSeni povrchu kapaliny
tato energie vzroste [27].

Na zakladé méfeni kontaktniho uhlu kapaliny na pevném povrchu je stanovena volna
povrchova energie. Je to soucast potencialni energie povrchovych molekul a vztahuje
se na praci potfebnou pro prodlouzeni povrchu na vzdalenost Ax. Obecné je tato energie
popsana rovnici (2):

W, =y-AS 2

kde rozsitfeni oblasti se rovna soucinu délky povrchu a vzdalenosti: AS =1[-Ax[26]. Volna
povrchova energie byva obvykle vyhodnocena pomoci Young-Laplaceovy rovnice (1), ktera
je uvedena v predchozi kapitole.

3.4 Nanoindentace

Principem nanoindentace je zatlaCeni malého hrotu do materialu a nasledného vytvoreni
otisku, ke kterému jsou pouzity rizné druhy hrotii. Tato technika je vykonna a vyuziva se pro
vyhodnocovani mechanickych vlastnosti v nano i makro méfitku. Z experimentalnich dat
zatizeni indenteru a hloubky penetrace lze ziskat parametry, jako jsou model pruznosti,
tvrdost, mez kluzu nebo také viskozni parametry [28]. Na Obrdzek 15 je uveden piiklad
nanoindentacni kfivky.

ZatéZzovani

Zatizeni

Odlel¢ovimi

1
|
|
1

=

Posunuti 7

Obrazek 15: Priklad nanoindentacni k¥ivka zatiZeni a posunu hrotu [29].
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3.4.1 Oliver-Pharrova metoda

Oliver-Pharrova metoda (Oliver a Pharr, 1992) byla pivodné vyvinuta k méfeni tvrdosti
a elastického modulu jednofazového elastoplastického materialu ze zatizeni indenteru
a hloubky penetrace s ostrymi zarazkami, jako je pyramidalni Berkovichova $picka. Bylo
prokazano, ze tato metoda muze byt také pouzita v libovolné osové symetrické vnitini
geometrii véetné koule [30].

Tato metoda zacina tim, ze se Cast dat grafu indentace pfipoji k mocenskému vztahu, jak je
uvedeno nize

F=B(h-n)", 3)

kde B a m jsou parametry pifizpusobeni a /s je konecna hloubka indentace po uplném
odleh¢eni. Z téchto dat lze pocateCni zatézovaci sklon, tj. kontaktni tuhost, S, odhadnout
analyticky rozliSenim rovnice (3) a vyhodnoceni vysledku pfi maximalni hloubce indentace,

t.

(aF) e 4)
S{dhjh_h Bl —h,)

‘max

Ziskana kontaktni tuhost zrovnice (4) se potom pouzije pro odhad kontaktni hloubky A,
pfi maximalni indentacni sile,

hc = hmax — 8—Fmax (5)
S

kde ¢ je konstanta, ktera zavisi na vnitini geometrii. Promitnutd kontaktni plocha, A, pfi
maximalni indentacni sile pro ostry kuzelovy vnitfek je uréena thlem, € a odhadovanou
hloubkou kontaktu, 4. z rovnice (5) tj.

A= z(h, tan6)’ (6)

Pouziti rovnice (5) a (6) pro odhad promitnuté kontaktni plochy je pfisné zalozeno na jevu
vtlaCovani do jimky, kde povrch kolem indentoru je nizsi nez vzorek jako celek [31].

3.4.2 Tvrdost (H) a efektivni elasticky modul (E.sr)

Pii vtlaCovani indentoru do vzorku dochazi k plastické i elastické deformaci. Po vysunuti
se vraci jen elastickd deformace.

Mechanickou vlastnosti materialu je tvrdost, definovana jako odpor materialu proti vniknuti
indentoru do vzorku. Ovliviiuje ji mnoho parametrti, mezi kterymi jsou napiiklad elastické
vlastnosti materialti, velikost sily, tvar a rozmér indentoru, tfeni mezi vzorkem a indentorem,
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doba zatizeni a tloustka vzorku. Nejvyuzivanéj§imi zkouskami tvrdosti jsou podle Brinella,
Rockwella, Vickerse nebo Knoopa. Méteni tvrdosti 1ze délit na statické a dynamické podle
toho, jak je zkouSeny material zatézovany. A také podle druhu vzniklé deformace
na dynamicko-plastické a dynamicko-elastické metody. Tvrdost l1ze vyjadfit podle obecného
vztahu (7), kde P, je maximalni zatiZeni a A je plocha vtlatena indentorem [32, 33].

Pax )

Efektivni modul pruznosti lze vyjadrit podle rovnice (8), kde va E jsou Poissoniv pomér
a Youngtiv modul materialu.

p . E (8)

3.5 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS)

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie je vyuzivana k chemické analyze povrcha
material(. Principem je méfeni energetického rozdéleni elektront, které byly emitovany
z povrchu pevné latky vlivem ozafeni. V elektronovych spektroskopiich se vyuzivaji
energetické analyzatory, které pracuji jako energetické filtry s elektrostatickym polem
propoustéjicim elektrony o urcité energii. Pomoci XPS lze ziskat kvantitativni i kvalitativni
informaci, také podava informace o koncentraci jednotlivych prvki a o chemickém stavu [21,
34]. Na Obrdazek 16 je zobrazeno schéma této techniky. Jako zdroj RTG zéfeni se vyuziva
rentgenka o energii Av.

’ analyz ator

(‘) detektor
monochromator

vzorek

Obrazek 16: Schéma rentgenové fotoelektronové spektroskopie [35].

23



3.6 Cytokompatibilita

Pro diagnostiku cytokompatibility 1ze pouzit vaskularni buriky hladkého svalstva (VSMC),
jsou to hlavni bunécné komponenty stén krevnich cév, které se propletou s elastickymi
vlaknitymi vrstvami za vzniku vaskularniho média, které poskytuje strukturalni integritu.
VSMC hraji dilezitou roli v regulaci krevniho tlaku a distribuce krve do riznych tkani téla
prostfednictvim dynamické kontrakce a relaxace v reakci na vazoaktivni podnéty, jako jsou
hormony, metabolity a neurotransmitery.

Morfologické a biochemické studie odhalily, ze ve stén€ cév existuji vedle sebe dva odlisné
fenotypy VSMC, coz jsou diferencované kontraktilni a syntetické proliferativni fenotypy.
Tyto dva fenotypy VSMC jsou diktovany jejich environmentalnimi a funkénimi pozadavky
a také odrazeji odlisSné vzorce genové exprese. Kontraktilni VSMC jsou charakterizovany
specifickymi kontraktilnimi proteiny, iontovymi kanaly a bunéénymi povrchovymi receptory,
které reguluji kontraktilni proces. Syntetické VSMC, také nazyvané sekrecni VSMC,
se vyznacuji vyznamnou proliferani a migracni aktivitou, jako je produkce velkého mnozstvi
extracelularni matrice béhem vyvoje, v reakci na fyziologické zmény (dlouhodobé cviceni
a t€hotenstvi) a patologické poskozeni (zanét, hypertenze, cukrovka). Ukazalo se, ze rizné
fenotypy VSMC se mohou reverzibilné zménit, ale nevratnd zmeéna z kontraktilni na
synteticky fenotyp je predpokladem pro progresi vaskularniho onemocnéni. Bé&hem
fenotypového prepinani nastavaji zmény v expresi transportnich proteind a kanalt, které méni
Ca® signalizaci bundk hladkého svalstva. V kontraktilnim fenotypu prevladaji prudké
a kratké vykyvy v koncentraci intracelularniho Ca®*, zatimco u syntetického fenotypu
prevladaji pomalé a dlouhotrvajici vykyvy Ca”* [36, 37].

Pii zvySené koncentraci intracelularniho Ca®* dochazi k vasokonstrikci, pfi niZ jsou cévy
zuzeny, a tim je regulovan odpor obéhového systému. Pokud dojde k tepelnym ztratam nebo
ke krvaceni, je tento proces dulezity. Pii vasodilataci je zvétSen prusvit cév a dochazi
k relaxaci VSMC, prutok krve se tak zvySuje a krevni tlak zase snizuje [37].

3.7 Antibakterialni vlastnosti

Staphylococcus epidermidis je rod Celedi Staphylococcaceae, je to grampozitivni fakultativné
anaerobni bakterie zpusobujici nozokomialni infekce a tvorfi nepravidelné shluky. Bézné
se vyskytujici na kiizi a v nemocni¢nim prostiedi. S. epidermidis se stal primarnim patogenem
v infekcich, které jsou spojené s protetickymi prostiedky. Vyzaduje vSak predisponovaného
hostitele, aby se zménil z normalniho obyvatele lidské kiize na infek¢ni agens, a proto musi
byt jasné popsan jako oportunisticky. Diagnostika je zde obtizn4, jelikoz je infekce indolentni,
a jejich variabilni rezistence zt€zuje vybér ucinného antibiotika.

S. epidermidis je obvykle organismus s nizkou virulenci. Pokud jsou ale v obrané hostitele
zpusobené prestavky chirurgickym zakrokem, umisténim katétru, vlozenim protézy
nebo imunosupresi obvykle dochazi k infekci. Piestoze byla S. epidermidis identifikovana
jako patogen v infekcich mocCovych cest a chirurgickych ran, jeji asociace s infekcemi
zahrnujicimi protetické pfistroje je jedineCnd a ma nejvétsi morbiditu. Pfi zdméné srdecni
chlopné nebo totalni nahrady kycle predstavuje S. epidermidis velkou c¢ast jak infekci
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Casného, tak pozdniho nastupu. Organismus také Casto zpusobuje infekce cévnich Stépua
a kardiostimulatort a také peritonitidu u pacientii na peritonealni dialyze. S. epidermidis je
také jednou z nejcastéjSich pficin sepse u novorozencu vyzadujicich katétry pupecnikovych
cév a u pacientu s rakovinou, ktefi vyzaduji dlouhodobou cévni katetrizaci [38, 39].

Staphylococcus aureus (prezdivany také jako zlaty stafylokok) je jednim z nejvyznamnéjsich
druht rodu Staphylococcus. Radi se mezi fakultativné anaerobni grampozitivni bakterie. Je
to mikrob, ktery se vyskytuje ve vzduchu, vodé€, prachu, na kizi a na sliznicich respiracniho
ustroji, predev§im v Gstni a nosni dutiné u lidi i zvifat. PfenaSet se muze dotykem
nebo kapénkou z nosu a ust, jelikoz se nejCastéji nachazeji v koznich rankach a odérkach,
¢i vinfikovanych viidkach. U jedince s oslabenou imunitou dokaze vyvolat rtzna
onemocnéni, zpusobuje infekce kize a mékkych tkani a pneumonie. Tato infekéni
onemocnéni mohou vést k bakterémii a nasledné mohou vést v nékolika pfipadech
k metastatickym infekcim. S. aureus je nejCastéji pozorovanym patogenem u bakterialnich
infekci v krevnim fecisti. Je také velmi odolny proti chladu, a jeho toxiny jsou odolné
i teplotam nad 100 °C. Casto tak zvladne i tepelné zpracovani potravin. Tyto bakterie
se mohou vyskytovat v syrech, ve zmrzliné, v mase, rybich vyrobcich, zloutkovych krémech
apod. [40, 41, 42].

Escherichia coli je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterii, ktera muze, ale nemusi
u jedince zpusobit onemocnéni. Bézné se vyskytuje v travicim traktu lidi i zvifat a ma
dilezitou roli v produkci nékterych vitaminl ze skupiny B a vitaminu K. Teplotni optimum je
pro tuto bakterii 37 °C a relativné dlouho pretrvava ve vlhkém prostiedi. Vynikaji rychlym
ristem amnozenim a jsou vysoce rezistentni k benzylpenicilinim. Spolu s dal§imi
koliformnimi bakteriemi slouzi jako indikator zneci§téni vody a potravin. Také se vyuziva
pfi detekci kancerogennich a mutagennich UCinkl. Nékteré z kmend této bakterie jsou
patogennimi a produkujici toxiny, které zptuisobuji prijem a infekce mocovych cest [43, 44].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni Casti byly pfipraveny polymerni vrstvy z monomeru 2-ethyl-2-oxazolinu
na sklenény substradt pomoci plazmové polymerace. Plazma bylo generovano pomoci
dielektrického bariérového vyboje za atmosférického tlaku. Vrstvy byly pfipraveny
pii teplotach 20, 60, 90, 120 a 150 °C a pratocich 60, 100, 140, 200 a 400 sccm.

4.1 Depozice vrstev

Vrstvy jsem piipravila osobn& na Prirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity, na Ustavu
fyzikalni elektroniky, pod vedenim doc. RNDr. Antonina Brablece, CSc. a doc. Mgr. Pavla
Stahela, Ph.D.

4.1.1 Aparatura

Vrstvy z monomeru 2-ethyl-2-oxazolinu, 99% Ccistoty od firmy Aldrich, byly nanéasSeny
na sodnovapenaté sklenéné desticky o rozmérech 150x100 mm a tloust’ce 1,1 mm. Sklenéné
substraty byly Cistény ve smési cyklohexanu a isopropylalkoholu (1:1) a poté byly vlozeny
do reaktoru mezi elektrody. Kovovy reaktor o rozmérech 500x500x500 mm, byl vyroben
experimentalné, specialné pro tuto plazmovou polymeraci. Schéma pouzivané aparatury je
zobrazeno na Obrazek 17. Dielektricky bariérovy vyboj byl generovan v systému dvou
rovinnych kovovych elektrod s dielektrikem. Spodni elektroda byla zahtivana topnou spiralou
a horni byla pokryta sklem o tloustce 1,5 mm. Stérbina, kterou byl dodavan do vyboje
pracovni plyn spolu s monomerem, byla umisténa ve stfedu horni elektrody. Jako pracovni
plyn byl vyuzivan dusik o Cistoté 4.9 a schéma elektrod pro depozici je zobrazeno na Obrdzek
18. Na Obrdzek 19 je vyfocen reaktor, ktery byl vyuzivan pfi experimentu a dielektricky
bariérovy vyboj mezi elektrodami je zobrazen na Obrdzek 20.

4 kHz HV

Ll

membranova a termostaticka lazen

rotacni vyvéva

Obrazek 17: Schéma doddni plynu, elektrického pripojeni a Cerpdni v reaktoru dielektrického
bariérového vyboje. MFC (reguldator hmotnostniho toku) [45].
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Obrazek 18: Schéma elektrod pro depozici [45].

Obrazek 19: Reaktor vyuzivany pro plazmovou polymeraci.
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Obrazek 20: Dielektricky bariérovy vyboj mezi rovinnymi kovovymi elektrodami.

4.1.2 Metodika experimentu

Do reaktoru byl vlozen mezi dvé elektrody sklenény substrat. Pomoci membranové a rotacni
vyvévy byl vyCerpan vzduch z reaktoru. Byl spustén ohfev na rtizné teploty a to na 20, 60, 90,
120 a 150 °C. Poté byl reaktor napustén dusikem. Po ustaleni tlaku na 98 kPa byly nastaveny
prutoky dusiku na 0,5 1/min a pritoky monomeru na 60, 100, 140, 200 a 400 1/min, ten byl
do reaktoru pfivadén pres promyvacku. Po spusténi posuvu elektrody, aby vznikla homogenni
vrstva po celé ploSe substratu, byl zapnut zdroj pro DBD vyboj a to vzdy na dobu 23 minut.
Pomoci ventilu a membranové vyveévy byl regulovan tlak v reaktoru po celou dobu depozice.
Poté byl vypnut zdroj vyboje a ohfevu. A atmosféra v reaktoru byla vyCerpana zase pomoci
membranové a rotacni vyveévy. Substrat byl vyjmut z reaktoru.

Vyrobené polymerni vrstvy byly dale diagnostikovany. Na Obrdzek 21 je zobrazena vrstva,
piipravena pii 150 °C a pratoku 100 sccm.
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Obrazek 21: Sklenény substrat s vrstvou monomeru 2-ethyl-2-oxazolinu.

4.2 Stanoveni cytokompatibility

Stanoveni cytokompatibility bylo provedeno na Masarykové Univerzité, Pfirodovédecké
fakulté. Na oddéleni fyziologie a imunologie zZivocichi. Experiment jsem provedla osobné,
pod vedenim Mgr. Jifiny Medalové, Ph.D.

4.2.1 Metodika experimentu

Kultivace krysich VSMC (vascular smooth muscle cells, izolované v laboratoii Biomaterialt
a tkafiového inzenyrstvi, Fyziologicky ustav AVCR, Praha pasaz 10-15) byla provadéna
za konstantnich inkubacnich podminek (HERACcell, Haereus, Thermo Fisher Scientific, 37 °C,
vzduchova atmosféra s5 % CO, a 95% vlhkost) v DMEM (Dulbeccovo modifikované
Eagleovo médium) s piidavkem 20 % FBS (Fetalni bovinni sérum), 1,2 mM L- glutaminu vS§e
od Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a 100 U mL™! Penicillin/
Streptomycin (HyClone, Thermo Fisher Scientific). Buiiky v pasazi se kultivovaly
ve standardnich laboratornich miskach pro tkanové kultury (TPP, USA). Béhem pasazovani
byl pro oplachnuti bunék pouzit fosfatovy pufr (PBS; pH 7,4) a poté byly enzymaticky
uvolnény z povrchu 1 x trypsin-EDTA (ethylene-diamine tetraacetic acid, Biotech, Onsala,
Sweden). Pro proliferacni experimenty byly buiky, v koncentraci 50 000 bunék na jamku,
vysety do Sesti jamek. Kazda jamka obsahovala vzdy dva kousky (cca 1x1 cm) stejné
upravenych substrati - sklicek. Jedna jamka byla kontrolni, ve které byl substrat bez upravy.
Buiiky byly kultivovany po dobu dvou dni.

Pro vizualni kontrolu bunék béhem pasazovani a vysevu byl pouzit inverzni mikroskop CKX
41. Pro nafoceni vysledk byl pouzit inverzni mikroskop IX51 s kamerou Camedia (vSe
Olympus, Tokio, Japonsko).

4.3 Antibakterialni testy

Antibakterialni testy byly provedeny u Staphyloccocus epidermidis (CCM 4418), dodan¢ho
Ceskou sbirkou mikroorganismi v Brng. Na komerénim médiu BHI (Brain Heart Infusion
Broth, HiMedia, Mumbai, Indie) byla péstovana bakterialni kultura. A pro vizualizaci
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biofilmi bylo pouzito barvivo Basic Red 2 (Safranin O, Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko).
Testy byly provedeny na Vysokém uleni technickém, Fakulté chemické, na Ustavu chemie
potravin a biotechnologii Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. Testy s bakteriemi Staphylococcus
aureus (CCM 4516) a Escherichia coli (CCM 4517) byly provedeny Ing. Danielou Veselou
a Ing. Hanou Pistékovou na Univerzité¢ Tomase Bati ve Zlin€, Centrum polymernich systému.

4.3.1 Metodika experimentu

Bakterialni kultura Staphyloccocus epidermidis byla péstovana do infuzniho média
mozkového srdce (BHI) a teplota pro kultivaci mikroorganismua byla 37 °C. Po 24 hodinach
inkubace, byl S. epidermidis ziedén novym sterilnim médiem na 1 X 10* CFU na ml
na zakladé zakalu (NanoPhotometer ™ P300, Implen, Mnichov, Némecko). Poté byla
ke kazdému vzorku pfidana suspenze S. epidermidis (500 ul). Bakterie na povrchu vzorka
byly inkubovany po dobu 24 hodin, aby se umoznila tvorba biofilmi. Po inkubaci byly
vSechny vzorky dvakrat promyty vodou Milli-Q, aby se odstranil jakykoli volné véazany
biofilm. Pro vizualizaci biofilmt bylo pouzito 200 ul barviva Basic Red 2. Piebytek barvenim
Basic Red 2 byl poté odplaven a vysledky byly vyhodnoceny pomoci optické mikroskopie
(opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PC / o se softwarem Dino-Capture 2.0,
Tachlovice, Ceska republika). Vzorky byly zobrazeny nejmén& 15krat v nahodnych bodech
a plocha pokryta bakteriemi byla kvantifikovana pomoci obrazki. Pocet Zivotaschopnych
bakterii byl stanoven metodou kultivace pour plate (PCA, HiMedia laboratote, Indie).

Dalsi antibakterialni testy byly provedeny s bakteriemi Staphylococcus aureus (CCM 4516)
o koncentraci inokula 1,7.10° CFU/ml a Escherichia coli (CCM 4517) o koncentraci inokula
2,4.10° CFU/ml. Testy byly provedeny podle postupu ISO 22196 s modifikacemi.
Pred testovanim byly vzorky dezinfikovany UV zéafenim po dobu 30 minut po obou stranach
(kvali moznému poskozeni vzorki nebyla mozna sterilizace v autoklavu ani dezinfekce
etanolem), kryci folie z polypropylenu o rozmérech 25 x 25 mm byla vydezinfikovana 70%
etanolem. Na sterilni Petriho misku byla umisténa kryci folie, na ni byla pipetou nanesena
bakterialni suspenze (25 pl na jeden vzorek) a na ni byl opatrné polozen vzorek aktivni
stranou dolu tak, aby suspenze nevytekla a byla rozprostena po celé zkoumané plose. Takto
byly umistény na jednu kryci folii Ctyfi vzorky, aby se minimalizovaly ztraty pfi manipulaci
azvysila presnost testu. Poté byly vzorky v uzavienych Petriho miskach vlozeny
do inkubatoru o teploté 35 °C a relat. vlhkosti 95 % na dobu 24 hodin.

Po inkubaci byly vzorky véetné kryci folie steriln€ preneseny do sterilnich uzaviratelnych PP
zkumavek (Ctyfi stejné/paralelni vzorky do jedné zkumavky). Do zkumavek bylo pfidano
neutralizatni médium (SCDLP) o objemu 2,5 ml a dal§imi 2,5 ml tohoto média byla
kvantitativné oplachnuta Petriho miska. Zkumavky se vzorky byly poté intenzivné
promichany s neutralizaénim médiem na vortexu po dobu 20 s. Néasledné byla metodou
postupného fedéni, zalévani do agaru (PCA) a inkubaci (pifi 35 °C po dobu 24 hodin)
stanovena koncentrace Zivotaschopnych bakterii (CFU/cm?).

30



44 FT-IR

Pomoci spektrometru FT-IR Alpha (Bruker, Billerica, MA, USA) byla méfena infradervena
spektra pfipravenych vrstev, s pouzitim odrazového modulu ATR Platinum. Spektra byla
stanovena Mgr. Ing. Lubomirem ProkeSem, Ph.D. na Masarykové univerzité,
na Piirodovédecké fakulte, Ustavu fyzikalni elektroniky.

4.5 Kontaktni uhel

Na povrch oxazolinovych vrstev bylo naneseno vzdy nékolik kapek pomoci pipety, tii
raznych kapalin. Pomoci nahledu na monitoru pocitace byla kapka nanesena do stifedu
zorného pole kamery, pomoci posuvi se dala pozice kapky ménit. Dale bylo upraveno
osvétleni kapky na vzorku, aby bylo co nejlépe vidét fazové rozhrani mezi kapalinou
a pevnou latkou (substratem). Pomoci programu See System 7.6 byla kapka vyfocena a byl
vyhodnocen kontaktni thel a volnd povrchova energie. Pro kazdou kapalinu a substrat
se vzorkem bylo udélano nékolik snimkd. Méfenymi kapalinami byla voda, ethylenglykol
a dijodmethan. Experiment jsem provedla osobné, pod vedenim doc. Mgr. Pavla Stahela,
Ph.D. na Piirodovédecké fakult& Masarykovy univerzity, na Ustavu fyzikalni elektroniky.

4.6 Charakteristika mechanickych vlastnosti

Tvrdost (H) a efektivni elasticky modul (Eeff) filmid POx byly hodnoceny nanoindentacnim
testerem Hysitron TI 950 TriboIndenter (Bruker, Minneapolis, MN, USA) s rozliSenim zatéze
1 nN, ktery méfi slozité a nepravidelné biomaterialy a poskytuje rizné mechanické parametry
relevantni pro mechanické fenotypovani. Pro vypocet vyse uvedenych parametra byla pouzita
standardni Oliverova a Pharrova metoda. Pro spolehlivou charakterizaci mechanickych
vlastnosti filmi POx bylo pouzito nékolik odsazovacich rezima, vcetné zakladnich
kvazistatickych odsazovacich testt s funkci lichobéznikového zatizeni (5 s zatizeni, 2 s creep,
5 svykladka) a kvazistatickych nanoindentacnich testd s 33 cCasteCnymi vykladacimi
segmenty. Mechanické vlastnosti byly stanoveny doc. RNDr. Vilmou Bursikovou, Ph.D.
z Masarykovy univerzity, Pfirodovédecké fakulty, z Ustavu fyzikalni elektroniky.

4.7 XPS

Meéteni XPS byla provedena na ESCALAB 250Xi (Thermo Fisher Scientific, East Grinstead,
Velka Britanie). Byl pouzit rentgenovy paprsek s vykonem 200 W (velikost bodu 650
mikrond). Prizkumna spektra byla ziskana s pruchodnou energii 50 eV a energetickym
krokem, 1 eV. Skeny s vysokym rozliSenim byly ziskany pfi prichodu energii 20 eV
a energetickém kroku 0,1 eV. Za uclelem kompenzace naboji na povrchu, byl pouzit
elektronovy zaplavovy kanon. Spektra byla vztazena na uhlovodikovy typ CI s komponenty
nastavenymi na vazebnou energii 284,8 eV. Pomoci softwaru Avantage byly provedeny
kalibrace spekter a zpracovani. Méfeni XPS bylo provedeno RNDr. Monikou Stupavskou,
Ph.D. z Masarykovy univerzity, Piirodovédecké fakulty, z Ustavu fyzikalni elektroniky.
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4

S  VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Stanoveni cytokompatibility

Test cytokompatibility in vitro byl proveden na krysich vaskularnich burikach hladkého
svalstva na sadé€ substrati sestavajici z teplotni fady (20, 60, 90, 120, 150 °C). Po dvoudenni
kultivaci byly vzorky pozorovany a vyfoceny pod inverznim mikroskopem a mizeme ziskané
(tfikrat opakované vysledky) shrnou tak, ze zadna z modifikaci substratu nepodporoval rust
bunék. To lze vidét na (Obrdzek 22 a), kde je uveden jeden ze substratl, ktery byl pfipraven
pfi teploté 60 °C a koncentraci monomeru 100 sccm, kde neni ani jedna burika. Na kontrolnim
Cistém sklenéném substratu bez oxazolinové vrstvy (b) vidime, ze na ném buiky rostou,
i kdyz ve vyrazné niz$i denzité nez v okoli substratl, tj. na misce s optimalnim povrchem (c).
Plvodni zamér byl kvantifikovat mnozstvi bunék rostoucich na substratu pomoci stanoveni
relativniho mnozstvi ATP, nicméné vzhledem k absenci bun¢k bylo od tohoto umyslu
upusténo.
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Obrazek 22: (a) substrdt s vrstvou, ktera byla pripravena pri 60 °C a 100 sccm; (b) kontrolni substrat
bez vrstvy; (c) kontrolni vzorek v okoli substrtu.

Vysledky jsou neocekavané a ojediné€lé, nebot’ na zaklad¢ literatury byl predpokladan Gspésny
rast alespori na nékterych substratech.

Pro srovnéni jsou na Obrdzek 23 uvedeny snimky vrstev deponovanych z monomeru 2-
methyl-2-oxazolinu pii raznych teplotach substratu (60, 90, 120 a 150 °C) s VSMC bunkami
barvenymi phalloidinem a DRAQ 5. Ze snimku lze vidét, ze se zvySujici se teplotou substratu
roste zivotaschopnost bunék na polyoxazolinové vrstvé. A lze také fici, ze teplota depozice
vyrazn€ ovliviluje bunéfnou adhezi k povrchu. Snimky byly pofizeny konfokalnim
mikroskopem.
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Obrazek 23: Snimky vrstev deponovanych pri ruznych teplotach substratu s VSMC bunikami barvenymi
phalloidinem a DRAQ 5 (a) substrdt; (b) 60 °C; (c) 90 °C; (d) 120 °C; (e) 150 °C

5.2 Antibakterialni testy

Za pouziti Staphyloccocus epidermidis byl proveden antibakterialni test. Experiment byl
opakovan dvakrat pomoci dvou identickych fad. Na Obrdzek 26 lze pozorovat rozdily mezi
nepotazenym referenénim vzorkem a potazenym vzorkem. Pravé na téchto vzorcich s vrstvou
2-ethyl-2-oxazolin nebyly bakterie schopny vytvofit biofilm. Zatimco u neupraveného vzorku
bakterie biofilm vytvofily.

Pred inkubaci a pfidanim mikroorganismu, byly vzorky promyty jednou nebo dvakrat sterilni
vodou Milli-Q, aby byla otestovana stabilita vrstev. Vysledky jsou uvedeny na Obrdzek 24.
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Obrazek 24: Plocha povrchového pokryti biofilmu (S. epidermidis) s a bez promyti pred kultivaci.

Z grafu lze vidét, ze po promyti vodou ztraceji pfipravené biofilmy antibakterialni vlastnosti.
Na Obrdzek 25 je zobrazen celkovy biofilm vytvoreny na vzorcich v procentech. Nejlepsi
vrstva, kterd je nejvice odolnd proti bakteriim S. epidermidis, byla vyrobena pfi teploté
150 °C a pratoku 100 sccm.
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Obrazek 25: Plocha povrchového pokrytim biofilmu (S. epidermidis) predstavujici celkovy biofilm

vytvoreny na vzorcich.
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Obrazek 26: Snimky filmu uloZenych na substratu s bakteriemi S. epidermidis (a) substrat bez vrstvy
[7]; (b) 20 °C; (c) 60 sccm.

Na Obrdzek 26 lze vidét snimky substratu a vzorkd, které jsou pokryty biofilmem
S. epidermidis. Na snimku (a) je Cisty substrat, na snimku (b) je vrstva pfipravena pii 20 °C
a na snimku (c) je vrstva pfipravena pii prutoku monomeru 60 sccm.

Vysledky poctu zivotaschopnych bakterii vyjadfenych jako pocet kolonietvornych jednotek N
(CFU/cm2) a hodnot antibakterialni aktivity (R) proti rustu Staphylococcus aureus
a Escherichia coli jsou uvedeny v Tabulka 2. Vypocet téchto hodnot byl proveden dle normy
ISO 22196:2011 s modifikaci, kdy velikost vzorku byla velmi mala (CSN ISO 22196
doporucuje nejmensi velikost vzorkli 25 x 25 mm), coz znacn€ komplikovalo praci (musel byt
zvolen postup, aby byl test vubec proveditelny). VSechny objemy pouzitych médii byly
umérné prizpusobeny velikosti plochy vzorku. Bakterialni suspenzi nebylo mozno kvuli
malym rozmérim a mnozstvim neutralizacniho roztoku splachovat, jak je uvedeno v ISO
22196, proto byly vzorky vytfepavany na vortexu. Na vytfepavani se pouzilo dvojnasobné
mnozstvi splachovaciho roztoku SCDLP, nez uvadi ISO 22196, protoze v men§im mnozstvi
by to nebylo proveditelné
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Tabulka 2: Vysledky antibakteridlni activity

Oznaceni Staphylococcus aureus CCM 4516 Escherichia coli CCM 4517
vzorku N (CFU/cm?) R=U;- A N (CFU/cm?) R=U,- A
Blank 3,6.10" U =46 4,4.10* U =46

20° <1 > 46 <1 > 4.6
60 © <1 > 46 <1 > 4.6
90 © <1 > 46 <1 > 4.6
120 ° <1 > 4.6 5,1.10° 0,9
150 ° <1 > 46 1,1.10° 1,6
60 ccm <1 >4.6 <1 >46
100 ccm <1 >4.6 <1 >46
200 ccm <1 > 4.6 <1 > 4.6
500 ccm 1,7.10° 43 3,3.10° 4,1
140 cem 1,7.10° 43 2,4.10° 1,3

Vsechny testované vzorky vykazaly silnou antibakterialni G€innost vici Gram pozitivnim
bakteriim Staphylococcus aureus. Antibakterialni uc¢inek viac¢i Gram negativnim Escherichia
coli se projevil u vzorkd s oznacenim 20, 60, 90 °C a 60, 100, 200 a 500 sccm, zatimco
vzorky s oznafenim 120, 150 °C a 140 sccm pusobily vici témto bakteriim pouze slabg.
Vsechny vysledky mohou vSak byt zatizeny velkou chybou kvali velmi malym rozméram
dodanych vzorkid. Navic byly strany vzorkd ofezany natolik kiiveé, Ze nebylo mozné spocitat
presnou plochu vzorkd. Vysledky testu mohly byt rovnéz ovlivnény ¢asteCnym rozpusténim
popiski v neutralizanim médiu po vortexovani inkubovanych vzorka, kdy doslo
k viditelnému zabarveni neutralizaniho média. Vzhledem k tomu, Ze chyba u metod pro
stanoveni poctu bakterii je +£0,5 logaritmického fadu, muzeme povazovat antibakterialni ¢inidlo
za efektivni.
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5.3 FT-IR analyza

FTIR spektra nanesenych 2-ethyl-2-oxazolinovych vrstev prutokové fady jsou zobrazeny
na Obrdazek 27 a na Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.Obrdzek 28 jsou zobrazeny spektra
teplotni fady.
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Obrazek 27: FTIR spektra koncentracni rady.

Absorpéni pas v rozmezi 3000-3600 cm™ je slozeno z nékolika vrchold skupin OH, NH
a NH,. Pas pfi 2975 cm™ a 1450 cm™ jsou charakteristické pro CH, skupiny. Pas 2945 cm™ je
zase charakteristicky pro skupiny CH3;CH,. Pfi 2170 cm™ muze byt pas piifazen alkynu C=C
nebo isokyanatu O=C=N nebo nitrilu C=N. Tyto vazby se pii klasické polymeraci oxazolinti
se nevyskytuji, a tak 1ze fict, Ze mohou vznikat pii rekombinaci a fragmentaci oxazolinového
monomeru b&hem plazmové polymerizace. Pas 1720 cm™ naznatuje skupinu C=O
karboxylové kyseliny/esteru, mize byt ale také zaménén s amidovym pikem, ze spekter
to neni jasné viditelné. Intenzity spekter nebyly piilis velké a nejspise z divodu nehomogenity
vrstvy a jeji nestejnomérné tloustky. PoCet méfeni zavisel na velikosti vzorku a opakované
meéfeni bylo provedeno na riznych mistech téhoz vzorku. Spektra jsou obdobna pro obé fady,
jak teplotni, tak i pritokovou.
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Obrazek 28: FTIR spektra teplotni Fady.

5.4 Kontaktni uhel

Mezi tfemi kapalinami a vrstvou oxazolinu na substratech byl méfen kontaktni uwhel,
zaucCelem stanoveni volné povrchové energie. Testovanymi kapalinami byly voda,
ethylenglykol a dijodmethan. Teorie kyselina-baze s vicenasobnou regresi byla pouzita pro
vypocet celkové volné povrchové energie a jejich slozek, kterymi byly Lifshitz-van der Walls
(LW) a kyselina baze (AB). V Tabulka 3 jsou uvedeny hodnoty pro kontaktni thly pratoka
i teplot substrati, spolu s hodnotami volné povrchové energie.

Tabulka 3: Kontakmi uhly pro riizné kapaliny a volnd povrchovd energie.

S kontaktni ahel (°) z?lﬁagio(vrf;}/‘;i?
voda ethylenglykol CH,I, celkem

substrat 374 £1.38 325 £14 473 £2.8 39,1 +38,0
20 °C 26,8 +£ 3,0 214433 409+2.8 43,7+9,0
60 °C 8.7+ 2.3 8.7+£2)5 449+ 3,0 37,7+4,0
90 °C 24,1+ 3,0 147+£29 37,8+£2.0 442 +7,0
120 °C 49.0+23 30,5+3.0 383+ 1,6 40,7+£4,0
150 °C 32,1+£3,0 225430 55,9+3,0 39,3+4,0
60 sccm 52,6 £2.6 28.1+1.5 39,0+ 0.9 434 +£2.7
100 sccm 49.0+2.3 30,5+3.0 38,3+ 1.6 40,7 +4,0
140 sccm 37.4+£3.0 234428 41,3+3,0 39,0+5,0
200 sccm 50,8+3.0 24.0+3.0 372+£25 449 +4,0
400 sccm 46,5+2.6 279+20 412+25 40,7 +3,0
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Povrchova energie vzorkil se pohybovala v rozmezi 38,97 az 44,86 mJ/m” Vsechny vrstvy
jsou hydrofilni. Na Obrdzek 29 jsou zobrazeny snimky z méfeni kontaktniho thlu vrstvy
pfipravené pii teploté 150 °C a pritoku 100 sccm.

Obrazek 29: Snimky kapek z méreni kontaktniho tihlu vrstvy pripravené pri 150 °C a 100 sccm s (a)

dijodmethanem; (b) ethylenglykolem a (c) vodou.

5.5 Charakteristika mechanickych vlastnosti

Hodnoty tloustky, tvrdosti a efektivniho elastického modulu vrstev oxazolind jsou uvedeny
v Tabulka 4. Tloustka vrstev pfipravenych pii teplotach 20, 60 a 120 °C a koncentraci
monomeru 100 sccm klesala, zatimco tvrdost rostla. U vrstev pfipravenych s riznym
prutokem monomerd 60, 200 a 500 sccm a teplote¢ 120 °C tloustka roste, tvrdost je zde
konstantni. Modul pruznosti u teplotni fady roste, u koncentracni fady je pro pratok
monomeru 60 a 200 sccm stejny.
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Tabulka 4: TlouStka, tvrdost a efektivni elasticky modul nanesenych POx vrstev pri riiznych teplotach

a pritocich.
vzorek tloustka [um] tvrdost [GPa] E[GPa]
60 sccm 1,29 0,65+0,05 15+1
200 sccm 1,52 0,70+0,10 15+1
500 sccm 1,91 0,60+0,07 11+1
20 °C 1,34 0,3-0,9 10-15
60 C 0,61 0,60+£0,20 20+5
120°C 0,36 1,000,05 22+ 1
5.6 XPS

XPS analyza byla vyuzita ke stanoveni chemie oxazolinovych vrstev. V Tabulka 5 jsou
uvedeny hodnoty pro atomové slozeni pfipravenych vrstev a dale jsou zde vyhodnoceny
pomeéry kysliku k uhliku (O/C) a poméry dusiku k uhliku (N/C).

Tabulka 5: Atomové slozeni (at%) a koncentrace (%) chemickych vazeb pro riizné teploty substratii a

priitoky monomeru

vzorek Nls Cls Ols O/C N/C C-C C-N C=0 C-O0 COO [N-C=0

20 | 242 | 634 | 124 [0195 0382 224 [ 262 | 57 | 207 | 72 | 178

60 | 212 | 670 | 11.8 0176 [ 0316 | 280 | 345 | 106 | 92 | 35 | 144

te(E’ICO)ta 90 [ 210 [ 659 | 132 [0200 0318 242 [ 304 [ 64 [ 213 | 35 | 142
120 | 21,1 [ 631 | 158 [0250 0335 22,1 [ 26,1 | 44 | 203 | 7.3 | 1909

150 | 209 [ 695 | 96 [o.138 0301 ] 26,7 | 337 | 47 | 220 | 200 | 109

60 | 284 | 629 | 87 |0319 0451 | 240 | 296 | 48 | 212 | 24 | 180

100 | 238 | 61,8 | 145 [0234 0385 222 [ 262 | 41 | 239 | 48 | 189

ko‘g;’:fgf"e 140 | 152 | 685 | 163 [0238] 0221 256 | 339 | 55 | 145 ] 84 | 122
200 | 355 | 55,7 | 88 o158 0638| 179 | 229 | 109 | 182 | 64 | 238

s00 | 183 | 68,1 | 136 |0.199 [ 0263 ] 26,5 | 342 | 43 | 183 | 41 | 126

Celkové poméry (O/C) a (N/C) méfené pro filmy na bazi POx se vyznamné neménily
se zvySujici se teplotou. Mirné zvyseni poméru (O/C) lze nalézt pro 120 °C, kde
se koncentrace kysliku snizila na rozdil od koncentrace uhliku, ktera méla rostouci tendenci.
V ptipadé poméru (N/C), vyssi teplota podporuje mirny rist, ktery neni statisticky vyznamny.
Obrdzek 30 zobrazuje vliv teploty substratu na atomové slozeni vrstvy. Obecné ma teplota
substratu pouze mirny vliv na atomové slozeni.
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Obrazek 30: Atomové sloZeni (at%) vrstvy pro ruzné teploty.
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Obrazek 31: Koncentrace (%) chemickych vazeb pro riizné teploty.
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Vliv koncentrace monomeru na chemii modifikovanych povrchi je znazornén na Obrdzek 32.
Obecné jsme sledovali snizovani koncentrace N a zvySovani koncentrace O na povrchu.
Koncentrace monomeru ma nicméné maly vliv na slozeni povrchu, protoze pozorované
koncentrace se nepatrné zvySovaly, s vyjimkou 200 sccm. V tomto pfipadé dochazi
k prudkému zvyseni koncentrace N a ke snizeni koncentrace C a O, coz mélo za nasledek
témér dvojnasobné zvysSeni poméru (N/C).
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Obrazek 32: Atomové sloZeni (at%) vrstev pro riizné priitoky monomeru.
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Obrazek 33: Koncentrace (%) chemickych vazeb pro riizné priitoky monomeru.

Podrobna analyza vrcholi C1 s vysokym rozliSenim poskytla dalsi informace o zménach
chemie na povrchu, béhem procesu usazovani filmu. Vrchol C1 z referen¢niho filmu na bazi
POx byl rozpustén do Sesti slozek odpovidajicich vazbam C-C/C-H (284,7 eV), C=N (285,4
eV), C=0 (286,3 eV), N-C=0 (287,7 eV), C=0 (289,0 eV) a COO (291,0 eV). Ani teplota
substratu, ani koncentrace monomeru neprokdzala zadny trend koncentrace chemickych
vazeb. Hodnoceni chemickych vazeb odhalilo pouze zanedbatelnou zavislost nanesenych
filmt na zvySujici se teploté substratu, ktera je v dobré shodé s atomovym sloZenim. Jak je
znazornéno na Obrdzek 31 a Obrdzek 33.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit vrstvy z monomeru 2-ethyl-2-oxazolinu pomoci
plazmové polymerace. Ta probihala v dielektrickém bariérovém vyboji za atmosférického
tlaku v dusikové atmosféfe. Vrstvy byly pfipraveny pifi rdznych experimentalnich
podminkach, kterymi byly rizné pratoky monomeru (60, 100, 140, 200, 400 sccm) a razné
teploty (20, 60, 90, 120, 150 °C).

V teoretické Casti byly popsany aplikace oxazolini a jejich vyroba, princip plazmové
polymerace. Také byl charakterizovan dielektricky bariérovy vyboj a plazma. V dalsi Casti
byly popsany diagnostické metody, vyuzivané v této diplomové praci.

V experimentalni Casti byla stanovena cytokompatibilita spolu s antibakterialnimi testy. Byly
provedeny méfeni na mechanické vlastnosti vrstev, kterymi byly tvrdost a efektivni elasticky
modul pruznosti. Pomoci kontaktniho thlu byla stanovena volna povrchova energie. Pomoci
techniky FTIR byly ziskany spektra a slozeni vrstev. Metodou XPS bylo stanoveno atomové
slozeni a chemické vazby pripravenych vrstev.

U testu cytokompatibility in vitro, ktery byl proveden s krysimi vaskularnimi buinkami
hladkého svalstva byl oCekavan rist bunék na POx vrstvach. Vrstvy pfipravené z 2-ethyl-2-
monomeru ovSem zivotaschopnost nepodporuje, na rozdil od vrstev, které byly pfipraveny
z 2-methyl-2-oxazolinu. Se zvySujici se teplotou substratu u téchto vrstev zivotaschopnost
bunék rostla. Z toho 1ze vyvodit, ze teplota depozice vyrazné ovliviluje bunécnou adhezi
k povrchu. Antibakterialni test byl proveden za pouziti Staphyloccocus epidermidis.
Experiment byl opakovan dvakrat pomoci dvou identickych fad. POx filmy na substratech
zvySily odolnost vici tvorbé biofilmu bakteriemi. Vzorky byly nékolikrat promyty sterilni
vodou, byla tak otestovana stabilita vrstev. Po promyti ztracely pfipravené vrstvy svoji
antibakterialni schopnost. Nejvice odolna vrstva proti bakteriim S. epidermidis, byla vyrobena
pii teploté 150 °C a prutoku 100 sccm. Vrstvy byly také testovany za pouziti Staphylococcus
aureus a Escherichia coli. Viechny vrstvy vykazovaly silny antibakterialni ucinek vici témto
bakteriim. Po vyhodnoceni FTIR techniky byla pozorovana cCasteCna fragmentace
a rekombinace oxazolinového monomeru. Byly také prokazany skupiny OH, NH a NH,
a charakteristické CH, a CH3CH; skupiny pro oxazolinové polymery. Vazby alkynu C=C
nebo isokyanatu O=C=N nebo nitrilu C=N by mohly byt pfifazeny absorpénimu pasu pii 2170
cm™. Tyto vazby se viak pii klasické polymeraci oxazolind nevyskytuji, a tak lze fici, ze
mohou vznikat pfi rekombinaci a fragmentaci oxazolinového monomeru béhem plazmové
polymerizace. Pas 1720 cm™ naznaluje skupinu C=0 karboxylové kyseliny/esteru, mohl byt
ale také zaménén s amidovym pikem, ze spekter to neni jasné viditelné. Intenzity spekter
nebyly pfili§ velké a nejspiSe z divodu nehomogenity vrstvy a jeji nestejnomérné tloustky.
Pocet méteni zavisel na velikosti vzorku a opakované méfeni bylo provedeno na raznych
mistech téhoz vzorku. Spektra byla spolecna pro obé€ fady, jak teplotni, tak i prutokovou.
Lisily se pouze v absorbanci. Mezi tfemi kapalinami a vrstvou oxazolinu na substratech byl
meéfen kontaktni thel, za uCelem stanoveni volné povrchové energie, pomoci teorie kyselina-
baze. Testovanymi kapalinami byly voda, ethylenglykol a dijodmethan. Povrchova energie
vzorkd se pohybovala v rozmezi 38,97 az 44,86 mJ/m” a viechny pfipravené vrstvy byly
hydrofilni. Tloustka vrstev pfipravenych pfi teplotach 20, 60 a 120 °C a pritoku monomeru
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100 sccm klesala, zatimco tvrdost rostla. U vrstev pfipravenych s riznym prutokem
monomert 60, 200 a 500 sccm a teploté 120 °C tloustka rostla a tvrdost byla vice méné
konstantni. Modul pruznosti u teplotni fady rostl, u pratokové rady byl pro pritok monomeru
60 a 200 sccm stejny. XPS analyza stanovila chemii oxazolinovych vrtev. Celkové poméry
(O/C) a (N/C) méfené pro filmy na bazi POx se vyznamné neménily se zvySujici se teplotou.
Mimé zvySeni poméru (O/C) lze nalézt pro 120 °C, kde se koncentrace kysliku snizila
na rozdil od koncentrace uhliku, ktera méla rostouci tendenci. V piipadé poméru (N/C), vyssi
teplota podporovala mirny rast. Obecné ma teplota substratu pouze mirny vliv na atomoveé
slozeni. Bylo sledovano snizovani koncentrace N a zvySovani koncentrace O na povrchu.
Koncentrace monomeru méla nicméné maly vliv na slozeni povrchu, protoze pozorované
koncentrace se nepatrné zvySovaly, s vyjimkou 200 sccm. V tomto piipadé dochéazelo
k prudkému zvyseni koncentrace N a ke snizeni koncentrace C a O, coz mélo za nasledek
témeéf dvojnasobné zvyseni poméru (N/C). Podrobna analyza vrchold C1 s vysokym
rozliSenim poskytla dal$i informace o zménéach chemie na povrchu, béhem procesu usazovani
filmu. Ani teplota substratu, ani koncentrace monomeru neprokazala zadny trend koncentrace
chemickych vazeb. Hodnoceni chemickych vazeb odhalilo pouze zanedbatelnou zavislost
nanesenych filmi na zvySujici se teploté substratu, ktera je v dobré shodé s atomovym
slozenim. Z uvedenych vysledki l1ze konstatovat, ze pfipravené vrstvy by mohly byt vyuzity
v biomedicinskych aplikacich.

Ve srovnani, vrstvy pfipravené z 2-methyl-2-oxazolinu vykazovaly vynikajici antibakterialni
testy. FTIR spektra byla obdobna. Se zvysujici se teplotou se snizovala tloustka filmu.
Mechanické vlastnosti zde prokéazaly viskoelasticky charakter polymeru a vykazovaly vyssi
tvrdost modul pruznosti. Volnd povrchova energie se pohybovala v rozmezi
42,4 az 56,6 mJ/m* I zde byly viechny vrstvy hydrofilni.

Nicméné je nutné zduraznit, ze diky modifikaci s 2-ethyl-2-oxazolinem byl vyroben
nepfilnavy povrch, ktery je mozné potencionaln€ vyuzit v fadé aplikaci. Z téch medicinskych
to muazou byt katetry, cévky, systémy pro dialyzu, stehy, stenty do arterii, spinalni
a chirurgické instrumentace, ale i nahrady chlopni, cév nebo jamky pro vymeénu kloubd.
Pro Gspésné vyuziti by vSak bylo nutné otestovat adhezivitu jinych typu bunék, bakterii
a proteint. Cile prace byly splnény.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ysv
VsL

yLv

scCCm

POx
MEC
DBD
FTIR
WCA
VSMC
IC
CROP
DNA
PEG

PTFE

povrchové napéti pevné latky a pary
povrchové napéti pevné latky a kapaliny
povrchové napéti kapaliny a pary
kontaktni thel

standardni kubicky centimetr za minutu
Hertz

polyoxazolin

regulator hmotnostniho toku
dielektricky bariérovy vyboj
infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
kontaktni thel vody

vaskularni buniky hladkého svalstva
infracerveny

kationtova polymerace otevirajici kruh
deoxyribonukleova kyselina
polyethylenglykol

polytetrafluorethylen
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