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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se zabyva pfipravou aminovych plazmovych polymert, které byly
pfipraveny v nizkotlakém pulznim radiofrekvenénim kapacitné vazaném vyboji za pouziti
monomeru cyklopropylaminu (CPA). Povrchy funkcionalizované aminovou skupinou nalézaji
uplatnéni jako platformy pro imobilizaci biomolekul. V této praci byla zkoumana interakce
plazmovych polymert s ECM proteiny, konkrétné s kolagenem.

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the preparation of amine plasma polymers which were
prepared in low pressure radiofrequency capacitively coupled plasma discharge using
cyclopropylamine (CPA) monomer. The amine functionalized surfaces find application as
scaffolds for the immobilization of biomolecules. In this work, the interaction of plasma
polymers with ECM proteins, specifically with collagen, was investigated.
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1 UVOD

V dnesni dobé se klade velky diraz na vyzkum novych materialt, zvlasté v medicing
a tkdnovém inzenyrstvi. Na zakladé tohoto pozadavku jsme v této praci vytvareli sérii
aminovych plazmovych polymert, které jsou stabilni a jsou bohaté na funk¢ni aminové
skupiny. Tyto skupiny jsou velmi reaktivni a nachéazeji Siroké uplatnéni v biologickych
aplikacich, jelikoz vytvaii vazby mezi biomolekulami a povrchem. V na§em ptipadé jsme se
pokouseli na vytvofené aminové polymerni vrstvy navazat molekuly kolagenu, ktery se
vyskytuje v extracelularnim matrix (ECM). Na zakladé zprostiedkovani tohoto spojeni
bychom v budoucnu mohli vyuzit takto pfipravené vrstvy v tkafiovém inzenyrstvi, pripadné
k pokryti kovovych implantati. Dany kov, napf. titan, ktery je hojné vyuzivan v medicing
diky jeho mechanickym vlastnostem, by byl nasledné€ pokryty vrstvou kolagenu, ktery je télu
vlastni, a nedochéazelo by tak k nezddoucim imunitnim reakcim. Hovofime napf. o tvorbé
bakterialniho filmu nebo fibrotické enkapsulaci, nebo o dlouhodobém odstrafiovani
implantatu z divodu resorpce kosti.

Plazmové polymery jsme vytvareli ve vakuovém reaktoru za pisobeni radiofrekvencniho
nizkotlakého kapacitn€ vazaného vyboje z par prekurzoru cyklopropylaminu (CPA). Aminové
plazmové polymery jsme deponovali na kiemenné mikrovahy (QCM), které byly kli¢ovym
zdrojem pro kvantifikaci nanesené vrstvy. Vrstvy jsme dale charakterizovali metodou
elipsometrie, pomoci které¢ jsme zjistili tloustku vytvorené vrstvy a posledni metodou
charakterizace byla infraCervena spektroskopie, pomoci které jsme urcili, jaké funkcni
skupiny dana vrstva obsahuje. Po charakterizaci vrstev jsme zkoumali, jestli je mozné
na vytvorené vrstvy imobilizovat ECM proteiny, konkrétn¢ kolagen.

V druhé kapitole je pojednavano o zakladnich vlastnostech plazmatu, plazmochemické
depozici z plynné faze (PECVD), plazmové polymerizaci a ECM proteinech. V tfeti kapitole
jsou objasiiovany pouzité postupy, a to QCM, elipsometrie a infraCervena spektroskopie.
Ctvrta kapitola se tyka experimentu a v paté jsou probirany vysledky.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Zakladni vlastnosti plazmatu

Jedna se o ctvrté skupenstvi hmoty, které vznikne fazovym prechodem z plynné latky.
V nasem pfipad¢ se jedna o plazma elektrického vyboje v plynu, kde je aplikovano elektrické
pole na ionizovany plyn. Elektrické pole urychluje volné elektrony, které narazi do ostatnich
atomd, aty pak ionizuji. Aplikované elektrické pole dodava ucinnéji energii elektronim
nez iontim, proto je teplota elektrond v elektrickém vyboji mnohem vyssi nez teplota iontu.
(Hovofime tak o studeném plazmatu.) Dodanim dostate¢né energie jsou tedy molekuly
disociovany na atomy, a nasledné az na ionty, za tvorby ionizovaného plynu, ktery je
kvazineutralni. To znamena, ze ve vétsSim méfitku obsahuje stejny pocet zaporné a kladné
nabitych castic, a tim padem je navenek neutralni. ZjednodusSené feCeno, plazma je
ionizovany kvazineutralni plyn, ktery spliuje urcita kritéria, ktera mizeme najit v publikaci
od Bittencourta. [1]

Jednim z kritérii je tzv. Debyeova délka, coz je veliCina, ktera slouzi k porovnani rozméru
plazmatu. V publikaci [1] je popsano, ze pokud si vybereme urCitou cast sledovaného
ionizovaného plynu (napf. krychli o rozméru L), tak v pfipadé, ze se jedna o plazma,
Debyeova délka bude mnohem mensi nez rozmér L. Debyeova délka je popsana vztahem

A, = /‘%szf <L, (1)
e’n,

kde ¢o je permitivita vakua, kje Boltzmannova konstanta, 7 je teplota elektronu, n. je

koncentrace elektront a e je elementarni naboj. [1]

Jestlize tedy hovoiime o plazmatu, tak Debyeova délka nam urcuje porovnani v ramci
velikosti. Pro porovnani plazmatu v zavislosti na ¢ase se zavadi veli¢ina zvana plazmova
frekvence wp. Tato veliCina urCuje frekvenci kmitu elektroni v plazmatu. Predstavme si,
ze elektronovy oblak je v jednu chvili uvolnén ze svého stabilniho stavu. Elektrony vylétnou
od atomu, které se v tu chvili nabiji kladné, coz se projevi tim, Ze kladné nabité ionty se
budou snazit elektrony k sobé pfitdhnout. Elektrony se tedy budou pohybovat zpét, své
pocatecni pozice prekroc¢i a budou kmitat sem a tam, coz vyjadifuje plazmova frekvence.
Tento pohyb elektronti je tak rychly, ze kladn€ nabité ionty se ze svého mista ani nepohnou,
takze je povazujeme za stabilni. [2] Tento proces je vyjadien vztahem (2), kde m. je hmotnost
elektront.

@, = 2)

Pokud hovotime o plazmové frekvenci, je tfeba zminit 1 tzv. srazkovou frekvenci, pomoci
které je urCovano kritérium plazmatu. Jestlize jsou oscilace elektront v plazmatu potlacovany
diky srazkam mezi elektrony a neutralnimi ¢asticemi, tak neni splnéno kritérium plazmatu
a nejedna se tedy o plazma. Toto kritérium je formulovano tak, ze plazmova frekvence (wp:)
musi byt vétsi nez srazkova frekvence (v¢), nebo ze soucin plazmové frekvence (wp;) a stfedni



doby mezi srazkami s neutralnimi atomy (7) musi byt vétsi nez jedna, kde ob¢ vyjadfeni jsou
popsany v nasledujicich rovnicich. [3]

@, >V, 3)

w,T>1 4)

Existuje mnoho typl plazmatu, ale tato prace se zabyva tzv. nerovnovaznym plazmatem,
kde elektrony, neutralni atomy, molekuly a ionty nejsou v termodynamické rovnovaze.
K vytvoreni tohoto plazmatu je vyuzivan tzv. kapacitné€ vazany doutnavy vyboj.

2.2 Kapacitné vazany doutnavy vyboj

Jedna se o druh samostatného doutnavého vyboje, ktery je generovan vysokofrekvenénim
zdrojem v radiofrekvencnim elektrickém poli mezi dvéma nebo vice elektrodami. V nasem
ptipadé se bude jednat o pouziti doutnavého vyboje pifi depozicich tenkych vrstev.
Pro ionizaci plynu se pouziva stfidavé napéti, jelikoz pfi zavedeni stejnosmérného napéti
dochazi k polarizaci elektrod a k nabijeni pfipadné rostouci vrstvy. Doutnavy vyboj lze
rozdélit podle zpusobu pfivedeni vykonu do plazmatu na ICP (indukén€ vazany doutnavy
vyboj; z anglictiny inductively coupled plasma) a CCP (z angli¢tiny capacitively coupled
plasma), ale jelikoz v praci byl pouzit pouze CCP, budeme se zabyvat pouze jim.

Typické privadéné radiofrekvencni napéti se pohybuje v rozmezi od 100 do 1000 V,
pracuje se za nizkého tlaku prevazné€ v rozmezi 1,3-13 Pa, hustota plazmatu se pohybuje
fadové kolem 10°-10'' cm™ a teplota elektroni je zhruba 3 eV, coz odpovida teploté okolo
35000 K. Pracujeme tedy s elektrony o velmi vysokych teplotach. Narozdil od toho teplota
neutralti a kladnych iontd se rovna pfiblizn€ pokojové teploté, coz je patrné napft. z faktu,
ze stény plazmového reaktoru jsou chladné. [3]

Vyboj se uskuteCiiuje v tzv. plazmovém reaktoru, ktery je vétSinou pripojen pies
oddélovaci kondenzator a prizpisobovaci LC clen k radiofrekvencnimu generatoru, coz je
popsano
na Obr. 1. Oddélovaci kondenzator zabranuje toku stejnosmémého proudu elektrickym
obvodem. Pfizptisobovaci Clen, tvofeny kapacitami a indukénostmi, je pak uzpasoben tak, aby
vystupni impedance generatoru byla stejna, jako vysledna impedance zatéze. Tim padem
dochéazi k minimalizaci odrazeného vykonu dodavaného do plazmatu. Vyboj lze iniciovat
v §irokém rozsahu tlaku, od jednotek po stovky Pascalt. [3]

Pii CCP vznika na buzené elektrodé zaporné napéti, které je oznaCovano jako
samopftedpéti Uy, coz se projevi zrychlenim toku iontl smérem k povrchu. Pokud zanedbame
srazky ve sténové vrstveé, tak maji ionty optimalni energii pro bombardovani povrchu. Tento
jev miizeme pozorovat napf. v plazmovém leptani, pfip. naprasovani. [2]
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Obr. 1: Schéma usporadani kapacitné vazaného vyboje, pfevzato a ¢asteéné upraveno. [3]

2.3 Plazmochemicka depozice z plynné faze

Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition neboli plazmochemicka depozice z plynné
faze je metoda k pfipravé tenkych vrstev. Zaklad této techniky byl odvozen z podobného
postupu, a to CVD (chemical vapor deposition). Pfi CVD plynné reaktanty (nebo pary
kapaliny) reaguji s dal§i molekulou v plynné fazi (nejCastéji za vysoké teploty) za tvorby
pozadované molekuly. Ta se nadeponuje na pozadovany povrch za vytvoreni pozadované
vrstvy. Napf. pii vytvoreni vrstvy SnOz se do komory zavadi SnCl> a H>O, podrobnéjsi
informace lze nalézt v publikaci The effect of substrate temperature on the electrical
and optic properties of nanocrystalline tin oxide coatings produced by APCVD. [4] Aktivacni
energie reakce tedy pochazi ze zahfivani smési a reakce probiha v termodynamické
rovnovaze. [5]

U PECVD je prekurzor pfiveden do reak¢ni komory v plynné fazi stejné jako u CVD,
ale veskeré reakce probihaji za nizké teploty. Je to dano tim, Ze v plazmatu horké elektrony
zpusobuji excitaci a disociaci molekul reaktantd, ¢imz je dodana potfebna aktivacni energie.
Proto u PECVD lze pouzit méné toxické latky, které by u CVD nebyly schopné zreagovat.
Hovorime napt. o cyklopropylaminu, ktery byl pouzit v této praci, u néhoz bychom museli
dosahnout velmi vysokych teplot na rozstépeni jednoduché vazby mezi uhliky. Dalsi vyhodou
PECVD je, ze, na rozdil od CVD, lze deponovat na teplotné citlivé substraty, které by se
u CVD kvali vysokym teplotam nedaly pouzit. Jedinou nevyhodou je komplexnost reakct,
které probihaji v plazmatu. I pro relativné jednoduché reaktanty 1ze pozorovat desitky raznych
reakci a tvorby odlisnych produktt, coz je nékdy velmi obtizn€ popsat ¢i predikovat. [5]

10



2.3.1 Plazmova polymerizace

Plazmovéa polymerizace je podtiidou PECVD a pouziva se na piipravu tenkych vrstev, kdy
vysledkem plazmochemického depozicniho procesu je tenkd organickd vrstva. Polymer
vytvofeny pomoci plazmové polymerizace ma odlisné fyzikalni i chemické vlastnosti, nez
kdyby byl vytvoreny pomoci klasické polymerizace. U klasickych polymert se v fetézci
pravidelné objevuje jednotka zvand monomer. Monomer ve své struktuie vétSinou obsahuje
dvojnou vazbu, diky které je uskuteCiovano spojeni s ostatnimi monomery a celkova
polymerizace se uskuteCiiuje ve tfech fazich: iniciace, propagace a terminace. Na rozdil
od klasickych polymerti plazmové polymery netvoii pravidelnou strukturu, ale jsou silné
vétvené a sitované, jelikoz pfi pribéhu plazmové polymerizace dochazi k fragmentaci
molekuly monomeru na velky pocet riznych casti. Schematické zobrazeni rozdili mezi
klasickym polymerem a plazmovym polymerem je znazornéno na Obr. 2. [6]

Prvnim seriéznim vyzkumem plazmovych polymera se zabyvala dvojice némeckych
védct, Linder a Davis (1931), ktefi popsali syntézu né€kolika plazmovych polymert. [7]
Nasledné na né navazovala prace Hirotsugu Yasudy, ktery navrhl mechanismus zalozeny
na fragmentaci monomeru v plazmatu a zarovei jeho radikalovou rekombinaci na sledovaném
povrchu. Snazil se pfipodobnit plazmovou polymerizaci k nékterému modelu klasické
polymerizace a nakonec uznal, ze nejlépe ji vystihuje polymerizace radikalova. Vytvoril také
tzv. parametr Y (fidici parametr pro plazmovou polymerizaci), ktery spolecné s aktivacni
energii polymeru a geometrickym faktorem urcuje depozi¢ni rychlost. Parametr Y je vyjadfen
rovnici (5), kde W znaci vykon, M molarni hmotnost monomeru a F pratok monomeru.
Rozmér parametru Y je tedy energie na hmotnost (J/kg). [8]

"= wE ®

monomer A

klasicky polymer

plazmovy polymer

Obr. 2: Schematické porovnani vystavby monomeru, klasického polymeru a plazmového polymeru
pfipravenc¢ho plazmovou polymerizaci. Pfevzato a castecn¢ upraveno. [9]
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Pii plazmové polymerizaci se uplatiuje také tzv. aktivovany rastovy model (activated
growth model), jehoz autorem je Ricardo d'Agostino. Jedna se o depozi¢ni mechanismus,
ktery vysvétluje roli prekurzori od fragmentace monomeru v plynné fazi, a také iontové
bombardovani a teplotu substratu béhem rastu vrstvy. Svij vyzkum praktikoval s CFx, kde
nejprve vytvoril prekurzor CFx z monomeru. Jestlize v tomto kroku bylo vytvoreno hodné
atomd F, probiha bud leptani, anebo se vytvoiri nadmérné mnozstvi radikald, které mohou
polymerizovat i mimo deponovanou vrstvu, napf. v plazmatu, coz vede k tvorbé oligomera
a k nehomogennim vrstvam. Poté nasleduje ion-aktivacni krok, ktery zalezi na energii iontt
bombardujicich rostouci vrstvu. Pfi nizké energii ionti vznikaji v rostouci vrstvé mezery,
ale na druhou stranu pfi vysoké energii dochazi k rozprasovani vrstvy. Nasleduje adsorb¢ni
a desorpéni vyrovnani CFx radikali na substrat. Tento cely proces je popsan rovnicemi
(7)—(10), kde (7) znaci fragmentaci monomeru v plazmatu, (8) znaci iontovou aktivaci vrstvy
(substratu), (9) rast vrstvy a (10) plazmovou depozici fluoropolymerovych vrstev v riznych
rezimech vyboje. Tyto procesy jsou dale charakterizovany tzv. depozi¢ni hodnotou Rp, kterou
vyjadiuje rovnice

R =K|[CE]f(I), (©)

kde f (I") je funkce nabitych castic bombardujici povrch a [CFx] je koncentrace
radikala. [10, 11]

monomer — nCF, (1 < x < 3) (7

I'" (nizka energie) + (vrstva), — (vrstva)} (®)
CFy <> CFy (adsorbované) )

CFy (adsorbovan¢) T (Vrstva)y, — (Vrstva)pyq (10

V nasem pfipadé jsme misto CFx pouzili monomer saminovou skupinou, konkrétné
cyklopropylamin, o kterém budu mluvit nize, ale nejprve kratce zminim pulzni plazmovou
polymerizaci, ktera se uplatriovala pii tvorbé plazmovych polymert.

2.3.2 Pulzni plazmova polymerizace

Jedna se o metodu, kterd se uplatiuje pfi tvorbé tenkych vrstev. Je zalozena na tzv.
pulznim modu plazmatu, ktery je slozen ze dvou fazi. Nejprve je vyboj zapnut pouze
na urcitou kratkou dobu (fadové nekolik mikrosekund) a po uplynuti tohoto useku je vyboj
vypnut a proces se opakuje. Pfi zapnutém vyboji dochazi k aktivaci povrchu, fragmentaci
monomeru a produkei radikald. Pii vypnutém vyboji dochazi k obméné€ monomeru, pfiCemz
doba pii vypnutém vyboji (Z,5) je mnohonasobné vétsi nez pii zapnutém vyboji (fon). BEhem
vypnutého vyboje dochazi k reakci monomeru s aktivovanym povrchem a roste vrstva
plazmového polymeru. Zarovenn dochéazi k rekombinaci mezi elektrony a ionty, coz vede
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ke snizeni jejich koncentrace, a tedy k poklesu bombardovani povrchu. Po uplynuti tohoto

procesu se cely cyklus opakuje. [12]
t
DC=—2 (11)

Low Tl

Pravidelnost polymeru je dana depozicnimi podminkami, jakymi jsou napf. stfida
(DC — duty cycle), ktera je definovana podle vztahu (11), pulzni frekvenci, monomerem
a charakterem rastu vrstvy v prab&hu zo [12]

2.3.3 Plazmové aminové polymery

Jedna se o plazmové polymery, které ve své struktufe obsahuji primarni nebo sekundarni
aminy (—-NH»>, =NH) a dalsi dusikaté skupiny. Jelikoz se jednd o velmi reaktivni skupiny,
které tvoii s COOH skupinou velmi silné kovalentni vazby, jsou tyto latky predmétem
biomedicinskych aplikacich zahrnujicich napf. imobilizaci biomolekul na QCM a SPR
biosenzorech (senzory s povrchovou plazmovou rezonanci) [13] nebo imobilizaci
proteint [14].

Dal§im faktorem, proC jsou v této praci vybrany pravé aminové polymery, je fakt, ze tyto
polymery disponuji zna¢nou odolnosti proti vodé¢ a lze je pouzit napt. k bunécné adhezi. [15]
Jednim z monomera poskytujici vznik téchto polymert je napt. allylamin, ktery byl zkouman
po mnoho let diky své dvojné vazbé, ktera umoziuje radikalovou polymerizaci. Pozd¢ji se
vSak ukazalo, Ze tyto polymery po ponoieni do vody ztraci az 90 % své tloustky a snizuje se
u nich koncentrace dusiku. [16] Ve snaze k vytvoreni lepSich vlastnosti aminovych vrstev
razné skupiny védct pristoupily k plazmové polymerizaci a vyuzivaly rizné monomery, mezi
nimiz byl napf. heptylamin [17], smés acetylenu a amoniaku [18] a cyklopropylamin (CPA)
[19].

V této praci byl pouzivan cyklopropylamin (Obr. 3), ktery je na rozdil od allylaminu
netoxicky. Cyklopropylamin je kapalina s hodnotou tenze par 32 kPa pfi teplot¢ 20 °C.
Za normalnich podminek by byl cyklopropylamin nereaktivni, ale jelikoz na n¢j pisobime
radiofrekvencnim vybojem v kapacitné vazaném plazmatu, tak Ize tuto latku rozstepit
na radikaly a pouzit k vytvofeni aminovych plazmovych polymerd. Také na rozdil
od allylaminu vytvofené vrstvy obsahuji asi 9 at.% NHx skupin a po ponoteni do vody na 48 h
vykazuji ztratu vrstvy jen asi 20 %, pri¢emz po prekroCeni této doby se hodnota ztraty vrstvy
jiz neméni. [16]

Jak bylo zminéno v odstavci vyse, jelikoz plazmové polymery z cyklopropylaminu
obsahuji aminové skupiny, tak 1ze na né navazat molekuly obsahujici COOH skupinu. Tuto
podminku splfiuji i ECM proteiny (napf. kolagen), které jsou pfedmétem této prace.
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NH,

Obr. 3: Strukturni vzorec cyklopropylaminu.

2.4 Proteiny extracelularniho matrix

Jedna se o latky vyskytujici se v mezibunééném prostoru. Extracelularni matrix je velmi
organizovana a usporadana sit’ bunék a nebunécnych komponent, ktera se vyskytuje ve vSech
tkanich a organech. ECM nejen ze tvoii urcitou stabilni strukturu, na které jsou upevnény
jednotlivé buriky, ale také reguluje urcité bunécné procesy zahrnujici napf. rast, migraci,
diferenciaci, homeostazu a morfogenezi. Hlavnimi slozkami ECM jsou proteiny tvofici
vlakna, jako je napt. kolagen, elastin a fibronektin. Ve vétSin€ tkani je vSak v nejvétSim
zastoupeni prave kolagen. [20]

2.4.1 Kolagen

Jedna se o nejvice zastoupeny vlaknity protein v ramci intersticialniho ECM Zzivocich.
Tvoti priblizné 30% zastoupeni ze vSech proteini vyskytujicich se v téle Clovéka a je
syntetizovan a vylucovan prevazné fibroblasty. Kolagen je rozdélen do 28 riznych typt, kde
jednotlivé typy jsou tvofeny z46 raznych polypeptidovych fetézca (a-fetézch).
NejrozsifenéjSim typem kolagenu je kolagen I, ktery je zakladni stavebni jednotkou tkané.
Vyskytuje se v kostech, kiizi a ve Slachach a je formovan do trojitych Sroubovic, které
nasledné vytvari vlakna. Jednotlivé typy kolagent se odliSuji napf. tim, Ze nékteré typy jsou
preruSovany ve struktufe trojité Sroubovice a nesestavuji tak vldkna a nékteré,
napf. transmembranové kolageny, predstavuji dlouhé useky preruseni struktury a hraji
dulezitou roli v bunécné signalizaci a adhezi buné¢k. [20]

Jak bylo zminéno v odstavci vySe, kolagen je tvofen ze tii polypeptidovych o—fetézcu,
které tvofi pravotoCivou Sroubovici, tzv. tropokolagen. V kazdém a-fetézci se vyskytuje
triplet slozeny z glycinu, prolinu a 4-hydroxyprolinu (Obr. 4), pfiCemz pofadi téchto
aminokyselin se v jednotlivych typech kolagent liSi. o-fetézce maji tendenci samovolné
vytvaret levotoCivé Sroubovice v dasledku pfitomnosti vysokého obsahu prolinu,
4-hydroxyprolinu a glycinu bez vzniku vodikovych vazeb v rdmci jednoho fetézce. Pokud
vSak mluvime o interakci mezi jednotlivymi fetézci, tak vodiky z molekuly glycinu jsou
orientovany dovnitt kruhu trojSroubovice a tvofi vodikovou vazbu se sousednim a-fetézcem.
Cela trojSroubovice vypada tedy tak, ze vodiky jsou sméfovany dovniti kruhu a tzv. , kruhy*
z molekuly prolinu a hydroxyprolinu jsou orientovany vné, coz zajisti blizsi a pevnéjsi vazby
v trojSroubovici. Jednotlivé trojSroubovice se pak spojuji ve vétsi celky, které daji vznik
kolagennim vlaknim (Obr. 5). [20]
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Obr. 4: Strukturni vzorce jednotlivych molekul pfitomnych v molekule kolagenu, nakresleno
v programu ACD/ChemSketch.

fibrila trojSroubovice (tropokolagen)
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fetézec aminokyselin

GLY GLY
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Obr. 5: Strukturni slozeni kolagenniho vlakna, prevzato a ¢asteéné upraveno. [21]

Kolagen pouzity v této praci (blizsi informace v Collagen from calf skin), patii mezi
tzv. fibrilarni kolageny. [22] Do této kategorie patii kolageny I, I, ITI, V, XI, XXIV a XXVIIL
Jsou Siroce rozsifeny ve tkanich a poskytuji jim velkou pevnost v tahu. Lze je tedy pouzit
k navdzani na nami vytvoiené plazmové aminové polymery. Nejpouzivan€j§i principy
navazani biomolekul na povrch jsou v kratkosti zminény v nasledujici podkapitole. [20]
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2.4.2 Imobilizace biomolekul

Existuje spousta pristupti, pomoci kterych lze navazat sledovanou latku na konkrétni
povrch, ale vSechny metody vyzaduji urCitou modifikaci nebo vlastnosti od sledovaného
povrchu.

Prvni moznosti je fyzikalni adsorpce neboli fyzisorpce. Jedna se o nejjednodussi metodu
pfichyceni proteinu na povrch, kterd vyuziva hydrofobni a elektrostatické interakce. Protein je
tak vazan k povrchu nekovalentnimi vazbami.

Dal§im typem je kovalentni imobilizace chemickymi metodami, kterd vyuziva kovalentni
vazby k pfichyceni proteinu na povrch. Tato metoda je zalozena na faktu, ze povrch kovu
i polymeru musi byt upraven tak, aby mohla byt uskute¢néna kovalentni vazba. Ta muze byt
uskutecnéna bud’ pfimo prostfednictvim funkénich skupin nebo neptimo prostrednictvim jiné
molekuly, tzv. linkeru. Jedna se o molekulu, ktera je uzptisobena tak, aby byla schopna zajistit
spojeni mezi substratem a proteinem.

V posledni dobé se vsak do popredi dostava posledni metoda a tou je kovalentni
imobilizace fyzikalnimi metodami, kterd vyuziva zaji§téni kovalentnich vazeb pomoci
plazmatu. Povrch je pokryt plazmovym polymerem s funkénimi skupinami, na které je
navazan protein bud pfimo nebo pomoci linkeru, ktery vazbu zprostiedkuje. Na rozdil
od chemické imobilizace se jedna o metodu zcela, nebo alespon ¢astecné, suchou. [23]

16



3 TEORIE POUZITYCH METOD CHARAKTERIZACE VRSTEV
3.1 Kremenné mikrovahy

Veskeré experimenty se odehravaly na tzv. kfemennych mikrovahach (QCM), na které
byla nanasena vrstva aminovych plazmovych polymerd a nasledné kolagen. Proto nejprve
objasnim princip té€chto mikrovah.

Jednd se o =zafizeni, které funguje na principu piezoelektrického jevu popsaném
v kapitole 3.1.1. Sklada se z velmi tenké kiemenné desky, ktera je fezana bud’ z ptirodniho,
nebo syntetického krystalu kiemene. Na kiemennou desku jsou pak napatfeny z kazdé strany
dvé elektrody (Obr. 6), na které je nasledné privadéno stiidavé elektrické napéti, které
v krystalu vyvola mechanické kmitani s velmi stabilni rezonanc¢ni frekvenci. Tato frekvence
zavisi na typu vybrusu, tvaru a je velice citliva na zmény hmotnosti materialu na elektrodach.
[24]

Pti aplikaci vnitiniho elektrického potencialu na piezoelektricky material se vytvaii vnitini
mechanické napéti. Jakmile se vytvori piezoelektricky jev na QCM, oscila¢ni elektrické pole
pusobici napfi¢ zafizenim indukuje akustickou vlnu, ktera se §ifi krystalem a vyrovnava
minimalni impedanci, kdy tloustka zafizeni je nasobkem polovi¢ni vinové délky akustické
viny. QCM je zafizeni smykového rezimu, ve kterém se akusticka vlna Sifi ve sméru kolmém
na povrch krystalu. Aby mohl nastat tento jev, kiemenna deska musi byt fezana pod urcitym
uhlem vzhledem k osam kiemenného krystalu (napt. AT fezy pod uhlem 35° 15" nebo BT
fezy pod uhlem 49°). [24]

V dalsich kapitolach je vysvétlen piezoelektricky jev, ktery je zdkladnim kamenem QCM,
a také je zminéna rezonan¢ni frekvence, ktera se v naSem ptipadé pohybovala kolem 10 MHz.

zlata elektroda kiemenny krystal

elektrické kontakty

Obr. 6: Schéma typickécho QCM se zluté vyznacenou oblasti elektrod. Pfevzato a casteéné
upraveno. [24]
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3.1.1 Piezoelektricky jev

Jedna se o jev, ktery je pozorovan pii deformaci nékterych krystalickych latek, kde
vysledkem této deformace je zména napéti na plochach krystalu. Tyto krystaly nejsou
sttedové soumérné a k vyrobé takového krystalu se pouzivad material, v jehoz krystalické
mifizce jsou jak kladné, tak zaporné ionty. DestiCka se vybrousi ve vhodné orientaci tak, aby
na jedné plose byly soustfedény naboje kladné a na druhé zaporné. Tim se z vnéj§iho pohledu
stava vybrus zdrojem elektrostatického pole, jehoz intenzita, a zaroven i1 napéti, zavisi
na hustot€¢ naboji a na vzdalenosti naboji uvnitf materialu. Bude-li tedy takova desticka
stlaCovana nebo natahovéana kolmo k optické 1 elektrické ose, budou se kromé samotné
desticky deformovat i molekuly, z nichz je desticka slozena. Tim se docili zmény polohy
castic s nabojem a na protilehlych sténach desticky tak vzniknou stejné velké opacné naboje.
[25, 26]

V této praci je predev§im vyuzivan kfemenny krystal, jehoz prostorové usporadani
muzeme vidét na Obr. 7. Na této struktufe si mizeme objasnit dipolové momenty, které
pusobi smérem od kladného kiemiku k zapornym kyslikim. Tim padem se bude na spodni
stran¢ akumulovat Caste¢né zaporny naboj a na vrchni strané castecné kladny naboj, jak je to

Obr. 7 Prostorové usporadani kiemikovo-kyslikového tetracdru ptitomného v QCM. [27]

znazornéno na Obr. &.
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Obr. 8: Znazornéni vzniku ¢asteénych naboju v dusledku pusobeni mechanické deformace. Prevzato
a Casteén¢ upraveno. [27]

Pfi mechanické deformaci dochazi ke zméné sméru a velikosti pfislusnych dipolovych
moment. Tim je zapfi¢inén pfesun nabojii v ramci molekuly a vznik Castecné kladného
a Castecné zaporného naboje na opacnych strandch molekuly. Pokud ovSem neni krystal
pod vlivem mechanické sily, tak se dipolové momenty navzajem vyru§i a molekula je
navenek neutralni. Pokud vSak na krystalovou desticku umistime elektrody, je mozné mezi
nimi méfit piezoelektrické napéti. Jestlize bude na desticku ptuisobit opacna sila (desticka bude
natahovana nebo stlaCovéana), tak piezoelektrické napéti bude mit opacnou polaritu.
Na desticce pak lze zaznamenat urcitou stalou frekvenci, kterd je ovlivnéna materidlem,
velikosti a tloustkou desticky. [25, 26]

3.1.2 Rezonan¢ni frekvence

Jelikoz QCM pracuji s touto hodnotou, je tieba si ji vice piiblizit. Jedna se o frekvenci, kdy
pfilozené napéti a proud protékajici obvodem jsou ve fazi, a dochézi tak k rezonanci. Tento
jev byl znamy jiz od pocatki radiové komunikace. Predpokladalo se, ze pokud budeme
deponovat rizny material na povrch napf. kiemennych krystal, tak to povede ke zméné
rezonan¢ni frekvence. Ackoliv byl tento jev znamy jiz dfive, teprve az v roce 1959 se podatilo
vytvorit kvantitativni vztah (12). Tento vztah vytvofil Glinter Sauerbrey, ktery své poznatky
zaznamenal v publikaci Verwendung von Schwingquarzen zur Wdigung diinner Schichten und
zur Mikrowdgung, a zaroven jako prvni pfedstavil kiemenné mikrovahy. [28] Zjistil, ze
snizeni rezonancni frekvence na kfemennych krystalech je pfimo umérné hmotnosti
deponovaného materialu. [24]

2 2
AfZ—#Am (12)
AP H,

Vztah (12) tedy umoziuje vyjadiit hmotnost nanesené vrstvy na zédkladé zmény rezonancni
frekvence. Af zna¢i zménu rezonan¢ni frekvence udavanou v Hz, fy je pocatecni rezonancni
frekvence, A zastupuje piezoelektricky aktivni oblast (na povrchu elektrod) udavanou v cm?2.
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Dale p, je hustota kiemene, ktera je tabelovana na 2,648 gcm™, Am je zména hmotnosti
v gramech a yg je modul pruznosti v tahu kiemene. Modul pruznosti se rozliSuje pro AT a BT
fezy. Pro AT fez, ktery byl pouzivan v této praci, je hodnota tabelovana na 2,947-10"! g-cm™.
[29]

Hlavnim ukolem QCM je tedy v této praci na zadkladé zmény rezonancni frekvence urcit
hmotnost nadeponované vrstvy aminovych plazmovych polymerd, a nasledné
po zaznamenani rezonan¢ni frekvence QCM s vrstvou urcit také hmotnost pfichyceného
kolagenu. Oproti klasickym vaham, které maji minimalni detekovatelnou hmotnost 1079 kg,
jsou QCM mnohem citlivéjsi. Jimi minimalni detekovatelna hmotnost je 107'6 kg a miizeme je
vyuzit i mimo povrch Zemé, jelikoz jejich presnost nezavisi na gravitaénim zrychleni. Hmota,
ktera se nadeponuje na kfemenny krystal, je totiz vystavena zrychleni, které je zptusobeno
vibracemi kiemennych krystala. [30]

Dalsi zajimavosti QCM je senzitivita hmotnosti, kterd se li§i naurcitych mistech
kifemenného krystalu. Kfemenné mikrovahy jsou senzitivni pouze v oblasti odpovidajici plose
elektrody (Obr. 6). Zaroveni plati, ze senzitivita hmotnosti neni zavisla pouze na zakladni
rezonancni frekvenci, ale velikou roli zde hraje 1 amplituda kmitani. Nejvyssich hodnot se
tedy dosahuje pfimo uprostied krystalu a nejméné na kraji elektrody, jelikoz amplituda
kmitani 1 senzitivita hmotnosti nejsou stejné velké. Tuto vlastnost znazornil Mecea ve své
publikaci pomoci Gaussovy ktivky (Obr. 9). [30]

250 T | 40
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Zména frekvence -Df (Hz)
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Amplituda souvisejiciho napéti U (mV)

-5 0 5
Vzdélenost od centra krystalu r (mm)

Obr. 9: Graf zavislosti senzitivity hmotnosti vztazené na vzdalenost od centra kiemenného krystalu.
Prevzato a ¢astecné upraveno. [30]
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3.2 Elipsometrie

Jedna se o optickou nedestruktivni metodu, pomoci které jsme schopni urcit tloustku nami
pozorované vrstvy. Je zalozena na principu sledovani zmény polarizovaného svétla
po odrazeni, pfipadné lomu od sledovaného vzorku, kde vysledné svétlo je polarizované
elipticky, z ¢ehoz je odvozen nazev této techniky. Ze zmény polarizace svétla jsme schopni
urcit optické konstanty vzorku typu indexu lomu n, indexu absorpce k, a zjistit tak i tloustku
vrstvy. Pii dopadu elektromagnetického zafeni na vrstvu dochézi k odrazu a lomu, tzn. ze pfi
odrazu se uplatiiuje jev, kdy uhel odrazu (sinf,) se rovna uhlu dopadu (sinfs). Kdezto pfi
lomu vyuzivame tzv. Snelliv zakon. V elipsometrii je zména polarizovaného svétla vyjadiena
pomoci tzv. elipsometrického poméru p, ktery je urCen vztahy (13) a (14), kde r, a ry jsou
Fresnelovy koeficienty odrazu a t, a ¢, znaci Fresnelovy koeficienty lomu pro p-polarizované
a s-polarizované vinéni. Pfi p-polarizaci je vektor elektrické intenzity dopadajiciho svétla
soucasti roviny dopadu, kdezto u s-polarizace je tento vektor kolmy na rovinu dopadu. [31]

"

p= (13)

r
t
p==" (14)

Dal§imi veli¢inami urCujicimi elipsometricky pomér jsou tzv. elipsometrické uhly,
konkrétné A a ¥, kde A vyjadiuje fazovy rozdil p a s-polarizace a ¥ urCuje zménu pomeéru
intenzity jednotlivych slozek polarizace. Tento vztah je vyjadien rovnici (15), kde, pokud
pracujeme s odrazenymi paprsky, pouzijeme rovnici (13), a jestlize nas zajima svétlo lomené,
vyuzijeme rovnici (14). Ze zavislosti zméfenych hodnot jsme pak na zakladé prislusného
modelu schopni urcit hodnotu tloustky nadeponované vrstvy. [31]

p =tanye™ (15)

Pro dalsi charakterizaci vytvorenych vrstev jsme pouzili tzv. infraCervenou spektroskopii,
ktera je kratce popsana v nasledujici kapitole.
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3.3 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie, neboli Fourier transform infrared (spectroscopy) (FTIR), je
jednoduchou a uc¢innou analytickou metodou, ktera mé Siroké uplatnéni nejen ve vyzkumu,
ale i v medicing, farmacii a mnoha dalsich odvétvich. Pomoci této metody jsme schopni urcit
jak kapaliny nebo plyny, tak 1 pevné latky nebo tenké vrstvy. Jedna se o senzitivni
a nedestruktivni metodu, takze pro ucely prace se jedna o idealni analytickou metodu.

Vyuziva infraervené zareni, jehoz vinové délky se pohybuji v oblasti od 0,78 do 1000 um,
coz odpovida rozsahu vlno&tu od 12500 do 10 cm™!. Tento rozsah se navic jesté déli na tii
oblasti, a to blizké infradervené zafeni (NIR-near infrared) s rozsahem 12 500—4 000 cm™
(0,8-2,5 um), stiedni infracervené zafeni (MIR-middle infrared) s rozsahem 4 000400 cm™
(2,5-25 pm) a dlouhé infradervené zafeni (FIR—far infrared) srozsahem 400-10cm!
(25-1000 pm). Nejcasteji se vsak pracuje v oblasti MIR. Infradervené zafeni ma vliv pouze
na vibra¢ni a rotacni stav molekul. Analyza je zalozena na tom, Ze sledovany vzorek
absorbuje pouze urcitou Cast zareni. Na zakladé absorpce zafeni o urcité frekvenci dochazi
ke zmén¢ vibracniho a rotacniho stavu. Tato zména stavu je vyjadiena podle rovnice (16), kde
E1 je energie vysSiho stavu a Eo je energie pro zakladni hladinu. Nasledné ve vztahu figuruje
Planckova konstanta £, frekvence f, rychlost svétla ¢ a vinoCet v. [32]

E —E;=hf =hcv (16)

Pti aplikaci infracerveného zafeni, jak bylo zminéno v odstavci vyse, dochazi k vibraci
a deformaci molekul. NejCastéji dochazi ke zméné vazebné délky (vibrace valencni) nebo
ke zméné vazebného uhlu (vibrace deformacni). Ne&které typy vibraci jsem znéazornil
na Obr. 10. Tento jev je pro kazdou molekulu specificky a jsme schopni urcit, na zaklade
razné amplitudy vychylek jednotlivych atomti molekuly, o jakou funk¢ni skupinu se jedna.
Tato skutecnost pak umoznila sestavit tabulky vinocta pro typické funkéni skupiny, coz se
vyuziva pii analyze. [33]

Molekuly absorbuji frekvence zafeni, které je charakteristické pro jejich strukturu.
Abychom mohli detekovat molekulu pomoci FTIR, tak absorpce IC zafeni je spojena
se zménou dipolového momentu molekuly. To znamend, ze pokud se ve vzorku bude
nachazet latka absorbujici IC zafeni, projevi se to tzv. pikem na spektrogramu, ktery uréuje
kvalitativni ale i kvantitativni informaci vzorku. Spektrogram u IC spektroskopie znazortiuje
zavislost transmitance, pfipadné absorbance na vlnoc¢tu. Transmitance (7)) nebo absorbance
(A) je pak vyjadiena Lambert-Beerovym zakonem (17).

1 I
A=log—=-log—=¢cl
gT g[ a7

0
Oznaceni Ip vyjadiuje vstupni zafivy tok, I znaci zarivy tok, ktery prosel vzorkem (vystupni

zafivy tok). Dalsi veli€iny v tomto vztahu jsou koncentrace ¢, molarni absorpcni koeficient €
a délka absorpCni vrstvy (vétsinou tloustka kyvety) I. [34]
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valenéni valenéni deformacni
symetricka antisymetricka nuzkova
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deformacni deformacni deformacni
kyvadlova véjirova kroutiva

Obr. 10 Znazornéni n¢kterych vibra¢nich pohybu molekuly z pohledu klasické fyziky. [33]
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3.3.1 Spektrometr

V dnesni dobé se jiz vyuzivaji tzv. FTIR spektrometry, kde zakladni slozkou je
interferometr, jako napf. Michelsoniiv interferometr zobrazeny na Obr. 11. Je slozen
z pevného a pohyblivého zrcadla, které umoziiuje meénit rozdil zmény optické dradhy mezi
dvéma paprsky, které dopadaji na detektor. Emitované svétlo ze zdroje je dopraveno na tzv.
déli¢ paprski (z angl. beam splitter), kde je rozdéleno na dva paprsky. Prvni paprsek je
odrazen na pevné zrcadlo, kde se nasledné odrazi zpatky a putuje zpatky do délice paprski,
kde asi polovina paprsku projde do detektoru. Druhy paprsek pavodniho zdroje zafeni
prochazi delicem paprski smérem k pohyblivému zrcadlu. Tam se paprsek odrazi a putuje
zpatky do délice paprskd, a odtud putuje asi polovina zafeni smérem k detektoru. Jakmile se
spoji oba dva paprsky putujici k detektoru, tak na zakladé polohy pohyblivého zrcadla
budeme na detektoru pozorovat bud konstruktivni nebo destruktivni interferenci. Toto
zafizeni tedy méfi intenzitu svétla na zakladé polohy posuvného zrcadla. Vystupem je tedy
interferogram, ktery je pomoci Fourierovy transformace pfeveden na spektrum. Jakmile
zname tuto informaci, tak jsme pak schopni ur€it, na zaklad¢é pikt ve spektrogramu, jaka
funkéni skupina se nachézi ve vzorku, kterym prochézi zateni. [35]

pohyblivé
zrcadlo
detektor I 5 .
pevné
@:k zrcadlo
délic
paprsku
vzorek
loruhova §

K>%<7 clona Q%

Il \

zdroj IC zéfeni
reference

Obr. 11 : Schéma typického FTIR spektrometru s Michelsonovym interferometrem. Prevzato
a Casteén¢ upraveno. [32]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité materidly

V této praci byla pouzita fada materiald a chemikalii. Do plazmového reaktoru byl
pfivadén argon od firmy Messer Technogas s. r. o. o Cistote¢ 99,998 % a pary
cyklopropylaminu od firmy Sigma-Aldrich s.r.o. o Cistot¢ 98 %. Jako substrat pro depozici
a k méfeni elipsometrie a FTIR spektroskopie byl pozit oboustranné lestény kiemik dopovany
borem o tloust’ce 605 pm, odporu 7 Qcm a orientaci krystalu 100. Dale byl pouzivan kolagen
z teleci kiize od firmy Sigma-Aldrich s.r.o., ktery byl rozpustén v ledové (99,8 %) kyseliné
octové od firmy PENTA s.r.o. scistotou p.a. (pro analyzu) nafedéné na koncentraci
0,1 mol-1"!. Pro ptipravu roztokil byl také pouzit fosfatovy pufr (PBS), ktery byl piipraven
smichanim 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2POs a 2,31 g Na;HPO4-12H>O a doplnénim
destilovanou H2O do 1 1.

4.2 Aparatura

Jednotlivé vrstvy CPA byly vytvoreny v reaktoru s oznaCenim R2. Jedna se o valcovy
reaktor z oceli o vnitfnim praméru 49 cm a vysSce 24,6 cm. Reaktor je sloZeny ze dvou
planarnich kruhovych elektrod, kde horni elektroda, ktera je zemnéna, ma primér 38 cm
a spodni elektroda ma v priméru 40 cm. Vzdalenost mezi jednotlivymi elektrodami je 5,5 cm,
kde na spodni elektrodu je pfivadéno radiofrekvencni (RF) napéti. Horni zemnéna elektroda
je kuzelovitého tvaru, podobna sprchové hlavici, kde na spodni strané jsou symetricky
rozmistény valcové otvory slouzici pro ptivod plynu. Ten je tak rovnhomérmy po celé plose
elektrody, proto je viceméné jedno, kam na spodni elektrodé polozime senzory QCM.
V nasem pfipadé¢ byly QCM umistény kousek od stiedu elektrody. Do reaktoru byl také
pridavan  kfemikovy substrat, ktery nasledné slouzil pro elipsometrické méfeni
a infracervenou spektrometrii.

Vysokofrekvencni napéti bylo generovano generatorem Dressler Cesar 133 (Obr. 12)
na frekvenci 13,56 MHz a nasledné piivadéno do reaktoru pres pfizpusobovaci LC ¢len. Tlak
v reaktoru byl méfen orientacné kombinovanou mérkou Balzers TPG251a (Obr. 14)
a kapacitronem Ceravac CRT 90. Pomoci zmény tlaku méfené kapacitronem muzeme urcit
natékani plynu do aparatury a pripadné tak upravit polohu jehlového ventilu, kterym
regulujeme prutok monomeru do aparatury. Pro pratok plynu Q ipro malé zmény tlaku
Ap za Cas At plati vztah

Ap V
:——, 1
At p, (18)

kde V urcuje vnitini objem reaktoru a p, znaci atmosféricky tlak. Jednotkou prutoku plynu je
sccm (standardni kubicky centimetr za minutu), ktery vyjadiuje prutok molekul za sekundu
pii standardnich podminkach (7 =0 °C; p =101,325 kPa ), kde 1 sccm =4,48-10"" mc/s .

Vypocet prutoku je automaticky generovan programem Baratron, ktery po urcitou dobu
zaznamenava udaje z kapacitronu. V praci se pracovalo pfi tlaku 50 Pa, ktery byl zajiStén
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pomoci rotacni vyvévy. Vyskytuje se zde také turbomolekularni vyvéva, stou se vSak
nepracovalo. Pary CPA byly pfivadény z bariky (Obr. 13) pres sklenény uzaviraci a jehlovy
davkovaci ventil smérem do aparatury, kde se tésné pred vnikem pary jesté smisily
s argonem, ktery byl dodavan z tlakové lahve. Celkovy pohled na aparaturu je zobrazen
na (Obr. 14).

- F oaran
U F Preset
(E—

manual Display

Obr. 12: Zdroj RF napéti Dressler Cesar 133.

Obr. 13: Na levém obrazku je fidici jednotka prutokoméra a na pravém obrazku je zptisob davkovani
monomeru CPA bez izolace baiky s vodni lazni.

26



tlakova mérka
Ceravac CRT 90

reaktor
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Obr. 14: Fotografie reaktoru R2, ktery byl pouzit pro depozici plazmovych aminovych polymera
na senzory QCM s popisem jednotlivych ¢asti aparatury.

4.3 Priiprava plazmovych polymeru

Vrstvy plazmového aminového polymeru byly pfipraveny v reaktoru popsaném v predeslé
kapitole. Vytvareni aminové vrstvy sestavalo ze tii dilCich krokt, kterymi byly meéfeni
natékani do aparatury, preduprava substratd a vlastni depozice.

Aparatura byla nejprve ponechana Cerpat dostatecné dlouhou dobu (idealné pfes noc), aby
doslo k co nejlep§imu odstranéni plynd nasorbovanych na sténach reaktoru. Poté bylo
preruseno Cerpani aparatury (uzavienim kulového ventilu) a za pomoci programu Baratron
byla kontrolovana hodnota prutoku plynu, ktera byla typicky mensi nez 0,01 sccm. Natékani
do aparatury bylo stanoveno z divodu, aby bylo ovéfeno, ze v aparatufe nebyly zadné
zbytkové plyny, a ze desorpce plynl ze stén aparatury byla minimalni. Opacny pfipad by se
projevil pravé zvySenym natékanim.

Poté nasledovala preduprava substratu, ktera se provadéla proto, aby byla zajisténa dobra
vazba mezi povrchem substratu a rostouci vrstvou. Po zmeéfeni natékani do aparatury byl
otevien piivod argonu do aparatury a pratok argonu byl nastaven na 28 sccm. V této praci
byla fidici jednotka prutokoméra (Obr. 13) kalibrovana na dusik, proto se pfi nastaveni
prutoku argonu musela hodnota prepocitat pomoci konverzniho faktoru, ktery pro argon
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Cinil 1,4. Pratokomér tedy ukazoval hodnotu 20 sccm. Regulaci Cerpaci rychlosti kulovym
ventilem se zajistil staly tlak 50 Pa. Poté byl pfipojen pfizpisobovaci Clen, byly nastaveny
parametry vyboje (stejné jako pfi depozici viz Tabulka 1), zapnut RF vyboj a provedena
preduprava v argonovém plazmatu po dobu 5 min. Po uplynuti této doby byl vypnut RF vyboj
a uzavien pifivod argonu.

Poté nasledovala vlastni depozice. Jednalo se o posledni fazi, pii které dochéazelo
k vytvoreni vrstvy plazmového polymeru na substratu. Nejprve byl otevien pfivod monomeru
do aparatury a na zakladé tlakové mérky a programu Baratron byl nastaven pratok CPA
na zhruba 2 sccm. Pii ustaleni hodnot byl znovu otevien piivod argonu, jeho prutok nastaven
na 28 sccm a zapnut RF vyboj. Deponovalo se tedy pii 100 W v pulznim rezimu po dobu
60 min a kondenzatory pfizptisobovaciho ¢lenu se nastavily tak, aby odrazeny vykon byl 0 W.
Po uplynuti jedné hodiny se RF vyboj vypnul, odpojil se pfizpisobovaci Clen, nasledné byl
vypnut pfivod argonu a zméfil se prutok CPA z divodu zkontrolovani stalosti prutoku
monomeru. Poté byly uzavieny vSechny ventily pfivodu plynd, byl odcerpan CPA, a nakonec
byla zavzdusnéna aparatura. Po tomto procesu bylo mozné zvednout viko nad aparaturou
a odebrat senzory QCM s jiz nadeponovanou vrstvou plazmového aminového polymeru, ktery
byl nasledné pouzit pro dalsi experimenty. Celkovy piehled pouzitych depozi¢nich podminek
je shrnut do Tabulky 1.

Tabulka 1: Prehled klasickych depoziénich podminek pouzivanych pfi mém méfeni.

QOcpa (sccm) Qar(sccm) P (W) DC (%) f (Hz) t (min) p (Pa)

2 28 100 33 500 60 50
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4.4 Interakce kolagenu s plazmovym polymerem

Pro studium interakce kolagenu s plazmovym polymerem se pouzila metoda QCM. Bylo
nutné zjistit hmotnost nadeponované vrstvy a nasledné zmény hmotnosti pii interakci
s kolagenem. Proto jsem nejprve naméfil frekvenci kazdého pouzitého senzoru. Po depozici
vrstev jsem zjistil zménu frekvence, ktera odpovidala hmotnosti vrstvy podle vztahu (12).
Posléze byly na tyto mikrovahy nanaseny ruzné roztoky srozpuSténym kolagenem
a zji§tovana zmeéna frekvence.

Zasobni roztok kolagenu byl vytvofen rozpusténim 13 mg v 0,1 M kyseliné octové
(CH3COOH), kde objem CH3COOH odpovidal nasycenému roztoku a v jednotlivych
ptipadech se mirn¢ lisil. Posléze byly z vytvoreného roztoku odpipetovany 2 ml do cisté
vialky, ke které bylo pfidano na zékladé doporuceni, bud’ 2 ml 0,1 M CH3COOH, anebo
2 ml fosfatového pufru (PBS). Na QCM bylo aplikovano 6 ul roztoku kolagenu s CH;COOH
nebo roztoku s kolagenem, CH;COOH a PBS. Po uskute¢néni tohoto procesu se QCM
nechaly inkubovat po dobu 5 nebo 16 hodin.

V prubéhu experimentalniho méfeni bylo zjisténo, ze CH3COOH a PBS maji negativni
vliv na vytvorenou vrstvu, jelikoz dochazi k jejimu rozpousténi. Proto byl navic proveden
experiment zohlediujici rozpousténi vrstvy. Jednalo se o nakapani 6 pl roztoku CH;COOH
00,1 M koncentraci na QCM s vrstvou polymeru, kde byly nasledné QCM podrobeny
inkubaci po dobu 5 nebo 16 hodin. Stejny postup byl proveden i sroztokem PBS
s CH3COOH, ktery byl smichan v poméru 1:1.

Pred kazdym meéfenim frekvence QCM byl senzor oplachnut vodou kvuli odstranéni
zbytkd inkubacniho roztoku, a teprve potom se zmeéfila frekvence. Po prvnim zméfeni se
oplachnul senzor jesté¢ jednou a frekvence se zméfila znovu, abychom méli jistotu, ze
na senzoru nezbyl zadny roztok. Podrobn&jsi popis jednotlivych méfeni je rozvinut
ve vysledcich.

4.5 Kremenné mikrovahy

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1, jako substrat byly pouzity QCM neboli kiemenné
mikrovahy. V této praci byly pouzity QCM od firmy KRYSTALY, Hradec Kralové as., ale
1ze je pofidit 1 od jinych firem, napt. od firmy Phillip Technologies nebo od firmy INFICON.
KRYSTALY, Hradec Kralové nabizi tfi druhy kifemennych mikrovah s riznym umisténim
elektrod, kde schéma vyuzivaného QCM muizeme vidét na Obr. 15. Jednalo se o model 3
s oznacenim tvaru plan-plan, ktery méfil v priméru 14 mm a plocha elektrod méla v priméru
5 mm. Ostatni dva modely si lze prohlédnout na strankéch firmy. [36] V této praci byly
pouzivany QCM se zlatymi elektrodami, jelikoz zlato je velmi kvalitni material a nedochézi
na ném k oxidaci. Pro zaznamenani frekvence QCM bylo vyuzivano zatfizeni OpenQCM.
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Obr. 15 Technické schéma mnou vyuzivaného QCM. [36]

4.5.1 OpenQCM

OpenQCM (Obr. 16) je zafizeni pouzivané v této praci, pomoci kterého jsme mohli zméfit
hodnoty rezonanc¢nich frekvenci kiemennych krystald. Kiemenny krystal se umistil mezi
elektrické kontakty (znazornéno na Obr. 6), a nasledné prendSeny signél jsme zaznamenali
v prislusném softwaru OpenQCM, ktery muzeme vidét na Obr. 17. OpenQCM je slozen ze tii
komponent, kterymi jsou tzv. Arduino Micro board, QCM Arduino shield a teplotni senzor.

4.5.1.1 Arduino Micro

Jedna se o mikroprocesorovou desku vsrdei OpenQCM, ktera je zalozena
na mikrokontroléru ATmega32u4 s 8-bitovou centralni procesorovou jednotkou, ktera pracuje
na maximalni frekvenci 16 MHz. Diky tomuto zafizeni 1ze OpenQCM napédjet pfimo pies
USB piipojeni, dale zméfit frekvenci krystalu tim, ze prerusujeme Casova¢ Arduino, piivadet
energii do ovladaCe oscilatoru kfemenného krystalu, a v neposledni tfadé Ccist teplotu
z analogového snimace. [37]
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Obr. 16: Fotografie mnou vyuzivaného OpenQCM.
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Obr. 17: Klasicky pohled na software OpenQCM potfebny k zaznamenani pfislusné rezonancni
frekvence. [38]
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4.5.1.2 QCM Arduino shield

Arduino shield je elektronicka deska, ktera je pfipevnéna k systému Arduino Micro
(znazornéno na Obr. 18) a rozsifuje funkcéni vlastnosti systému Arduino. V mém piipadé se
jedna o QCM Arduino shield, coz se projevuje tim, ze Arduino shield obsahuje ovladac
oscilatoru kifemenného krystalu (jedna se o tzv. Pierciv oscilator). Pomoci ného jsme schopni
urcit hodnotu frekvence, ktera je diky tomuto zafizeni stabilni. Arduino shield ma také v sobé
zabudovany senzor na méfeni teploty, coz je velkd vyhoda pro veskeré biologické
experimenty. [37]

Obr. 18: Srdce QCM: QCM Arduino shield (nahofe) spojeny s Arduino Micro (dole, uchycen
v prstech). [38]
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4.6 Elipsometr

Pii méfeni elipsometrie byl pouzivan elipsometr od firmy J. A. Woollam s oznacenim
V-VASE (Obr. 19). Jedna se o nejpiesnéjsi a vSestranny elipsometr pro méfeni ruznych typa
materiala, polovodict, dielektrik, polymert, vicevrstevnych materiald atd. Kombinuje
vysokou presnost a preciznost v Siroké spektralni oblasti od 193 do 2000 nm. Variabilni
vlnova délka a moznost nastaveni tthlu dopadu umoziuje flexibilni moznosti méfeni, jako je
napf. reflexni a transmisni elipsometrie, intenzita reflektance a transmitance. Jednotlivé
parametry tohoto elipsometru jsou shrnuty v Tabulce 2. [39]

Elipsometr byl vyuzit kur€eni tloustky wvrstev na oboustranné lesténém kiemiku.
Elipsometricka spektra byla snimana v rozsahu 0,75-6,5 eV s krokem 0,05 eV pod uhlem
dopadu 65°.

Tabulka 2: Shrnuti parametra elipsometru V-VASE od firmy J. A. Woollam

Spektralni rozsah 193-2000 nm

Retarder ano

Drzak vzorku vertikalni

Uhel dopadu 35-90°

Monochromator HS 190 (od firmy Woollam)

= | - PP

Obr. 19: Elipsometr V-VASE vyuzivany pfi méteni tloustky vrstvy. [39]
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4.7 FTIR spektrometr

Pro indikaci funk¢nich skupin v plazmovém polymeru byl pouzivan vakuovy FTIR
spektrometr Vertex80v (Obr. 20) od firmy Bruker. Jedna se o evakuované optické zafizent,
které umoziuje méfit hodnotu transmitance v infracervené oblasti. Sklada se z Michelsonova
interferometru, HeNe laseru a pracuje za snizeného tlaku <2,5 hPa. Pritomné vakuum je
vyhodné pro potlaceni interferenci vzdu$né vlhkosti ve spektru. [40]. FTIR spektra byla
snimana v transmisnim modu za tlaku niz§iho nez 2 hPa vrozsahu 370-7500 cm’
s rozliSenim 4 cm™! a podtem skenti 512.

Obr. 20: FTIR spektrometr Vertex80v vyuzivany k identifikaci funkénich skupin v polymeru. [40]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Chemické slozeni

Pomoci FTIR spektrometru byl zaznamenan vyskyt funk¢nich skupin ve vytvofeném
plazmovém polymeru. Meéfeni byla realizovana s plazmovymi polymery nanesenymi
na kfemikovych substratech. FTIR spektra byla sniméana v transmisnim modu za tlaku niz§iho
nez 2 hPa v rozsahu vino¢tu 370-7500 cm™. Rozliseni bylo 4 cm™ a pocet skent 512, kde
jako pozadi se meérfil kiemik bez vrstvy a jeho spektrum pak bylo odecteno od spektra
vysledného. FTIR spektra jsou zobrazena pouze v rozsahu od 1490 do 3650 cm™, protoze
nad tento rozsah nebyly identifikovany zadné vyznamné absorpéni piky, které by odpovidaly
méfenym polymerdm. U pikd pod 1490 cm™ byla obtizna identifikace absorp&nich pikd
vrstvy z divodu silnych absorpcnich pikd kifemiku. V pfilozeném spektrogramu plazmového
polymeru (Obr. 21) bylo identifikovano né&kolik absorpénich pasi. Pik na 1641 cm™! odpovida
N-H deformaci amini (-NH>, >NH), imini (-CH=NH) a enamini (-CH=CH-NH>). Piky
v oblasti 2191-2245 cm™! jsou piifazeny nitrilim, isonitriliim a dal§im nenasycenym vazbam
(~C=N, —*N= C—, -N=C=N-, —-C=C=N- nebo —C=C-). Smés pikil v rozmezi 2900-2960 cm™!
odpovida C—H valenénim vibracim a pik 3371 cm™ N-H valenénim vibracim. [41] Spektra
plazmovych polymert pfipravenych béhem riznych depozic (se stejnymi depoziénimi
podminkami) byla shodna.

1490 1790 2090 2390 2690 2990 3290 3590
0 .

-0,005
-0,01
-0,015
-0,02

-0,025

Transmitace (a.u.)

-0,03
-0,035
-0,04

Vinocet (cm™)

Obr. 21: Spektrogram zavislosti transmitance na vlnoctu s Ciselnym oznacenim jednotlivych piku
neboli funkénich skupin pfitomnych v plazmovém polymeru. 1 — N—Huger, 2 — nitrily nebo isonitrily,
3 - C_Hval. a 4 - N_Hval.
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5.2 Tloust’ka vrstvy

Tloustka vrstvy byla méfena na polymerech pfipravenych na kiemikovych substratech
pomoci elipsometru zminéném v kapitole 4.6. Elipsometrickd spektra (pfiklad viz Obr. 22)
byla snimana v rozsahu 0,75-6,5 eV s krokem 0,05 eV pod thlem dopadu 65°. Data byla
fitovana pomoci PJDOS modelu pro polymerni materidly podobné SiO> a strukturniho
modelu neuniformnich tenkych vrstev. [42, 43] Jednotlivé tloustky vrstev jsem zaznamenal
do Tabulky 3, kde jsem navic pfipojil i hodnoty pritoku monomeru pied a po depozici.
Prestoze byly pii kazdé depozici pouzity stejné parametry vyboje, vysledné tloustky vrstev
nebyly stejné a pohybovaly se v rozsahu 230-330 nm. Tento jev se nepodafilo uspokojivé
vysvétlit ani peClivym zaznamenavanim prutoki monomeru pied a po depozici.
Predpokladame, ze vSechny senzory pouzité pii konkrétnim méfeni mély stejnou tloustku
vrstvy jako vrstva na kfemiku.
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Obr. 22: Graf zavislosti elipsometrickych parametrai na energii pro 3. sadu depozice.
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Tabulka 3: Hodnoty tloustky aminovych vrstev pro senzory pouzité pii jednotlivych mérenich spolu
s hodnotami priitoku CPA pied a po depozici.

Cislo Tloustka vrstvy d (nm) Prutok monomeru Pratok monomeru
depozice pred depozici (sccm) | po depozici (sccm)
1 233+2 2,07 2,07
2 326+ 3 2,05 1,98
3 297 £2 2,12 2,14
4 246 +2 2,08 1,83
5 270 +2 2,09 2,03

5.3 Méreni vrstev pomoci QCM

Pred kazdou sadou depozice bylo nezbytné nejprve zméeftit hodnoty rezonancnich frekvenci
¢istych QCM, a az poté bylo mozné provadét depozici. Po vytvoreni plazmového aminového
polymeru se opét zméfila hodnota rezonancni frekvence QCM, kde rozdilem z téchto dvou
hodnot se ziskala hodnota zmény rezonanc¢ni frekvence. Ze zmény frekvence byla vypocitana
hmotnosti vytvorené vrstvy podle vztahu (12). Hustota materialu vrstvy byla spocitana
ze vztahu p=m/V | kde V byl vyjadien na zakladé znalosti plochy elektrody QCM (5 mm)

a tloustky nadeponované vrstvy zji§téné elipsometrii. Vypocitané hodnoty ze vSech sad
depozic jsem shrnul do Tabulky 4.

Po vyhodnoceni vSech dat je z Tabulky 4 patrné, ze ackoliv se pracovalo za stejnych
podminek, jednotlivé depozice se od sebe li§i. NejvétSich zmén lze pozorovat mezi 2. a 5.
sadou depozice, kde, ackoliv jsou hustoty vytvorenych polymert stejné, na substrat (QCM) se
nadeponovala jind hmotnost. To souvisi s vétsi tloustkou vrstvy v piipade 2. sady depozice.
Rozdilné hustoty mezi jednotlivymi vrstvami by mohly byt vysvétleny jinou tloustkou vrstvy
na QCM a Si, ale neni zfejmé, pro¢ by k tomu doslo. Je podezielé, ze vysoka hustota byla
naméfena pro sadu 1. a 4., u kterych byla na Si zjisténa nejnizsi tloust'ka.

Ze vSech hodnot byly vypocitany celkové primérné hodnoty a jejich chyba. Tato chyba
uzneni jen odhadem chyby zpasobené nahodnym rozptylem dat, ale =zahrmuje
i experimentalni nejistoty experimentu, které jsou o fad vyss§i nez presnost méfeni. Jelikoz
hustoty u 1. a 4. sady depozice vychazeji podeziele, byla prumérna hustota polymerni vrstvy
stanovena z 2. 3. a 5. sady depozice, tedy na 1,28 + 0,06 g/cm’.

5.4 Reakce aminového plazmového polymeru s kolagenem

Po depozici byl na vytvorené polymery nakapan kolagen rozpustény v CH3COOH, anebo
kolagen rozpustény v CH3COOH a v pufru PBS, jak jiz bylo popsano v kapitole 4.4. Cilem
prace bylo navazat kolagen na plazmové aminové polymery z monomeru CPA. V prabéhu
experimentu bylo zji§téno, ze plazmové polymery, charakterizované v Tabulce 4, jsou
CasteCné rozpustné v prislusnych rozpoustédlech kolagenu.
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Tabulka 4: Tabulka s vypocitanymi hodnotami zmény frekvence QCM, hmotnosti a hustoty
pro vytvoifenou vrstvu plazmového aminového polymeru z monomeru CPA pro jednotlivé sady méteni
a celkovy pramér té€chto hodnot ze vSech méteni.

Sada | Pouzité Af AT p Afceic | Afcelk | peelk
depozice | senzory (Hz) (ng) (g/cm?) (Hz) (ng) | (g/cm?)
1. sada KL, -8288 =106 | 7,18 = 0,09 1,57 £ 0,02
M, N
]" 2’ 3’
2. sada 4 9082+72 | 7,87+0,02 | 1,228 £0,004
o
16, 18 3 o o
3. sada | 9027+35 | 7,83+0,02 | 1,342 +0,003 H © ©
20,22 H < =
23,24 5 N =
4. sada 7| -8628 £87 | 7,48 £0,02 | 1,549 £ 0,004 *
25,26
217, 28,
5.sada | 29,31, | -7721£31 | 6,69 £0,01 | 1,263 +£0,003
32

Na senzory s oznacenim 5 a 10 byl nanesen roztok CH3COOH a byl inkubovan po dobu
5 hodin, déle na senzory 7, 11 a Q byl nanesen roztok CH3COOH a senzory byly inkubovany
16 hodin. Pro roztok PBS s CH3COOH jsem vy¢lenil senzory s ozna¢enim 9 a 12, které byly
inkubovany po dobu 5 hodin a nakonec senzory 13, 14 a R, které byly inkubovany po dobu
16 hodin. Po uplynuti daného ¢asového horizontu byly senzory oplachnuty vodou, zméfeny,
nasledné oplachnuty podruhé, a opét byla zméfena hodnota frekvence.

Bylo zjisténo, ze pii aplikaci CH3COOH je vrstva plazmového polymeru rozpousténa vice
nez pii aplikact CH3COOH s PBS. Vysledky jsem zaznamenal do Tabulky 5 a 6, kde v ramci
Tabulky 5 byla rozpustnost méfena po prvnim oplachnuti vodou a v Tabulce 6 jsou hodnoty
pro ty samé senzory s tim rozdilem, ze byly oplachnuty vodou jesté jednou.

Po prvnim oplachnuti vodou pii pétihodinové inkubaci byla vrstva polymeru v pfipadé
CH3COOH rozpusténa v rozmezi 6-9 % a v ptipadé CH3COOH s PBS v rozmezi 2,2-3,1 %.
Jestlize jsme vSak inkubovali po dobu 16 hodin, tak v pfipadé CH3COOH byla vrstva
rozpus§téna v rozmezi 9-13 % a v piipadé CH3COOH sPBS v rozmezi 6-9 %. Z toho
vyplyva, ze pii delsi inkubaci dochazi k vét§imu rozpousténi vrstvy. Odchylka primérné
rozpustnosti vrstvy byla vypocitana, tak jako by vypocitané hodnoty rozpustnosti vrstvy byly
meétené veli¢iny. Tyto vychylky jsou zatizené bud chybou meéfeni nebo nedostatecnym
oplachnutim naneseného roztoku.

Oplachovani vodou se délalo z toho divodu, aby byly smyty nanesené roztoky. V tomto
ptipadé CH3COOH a CH3COOH s PBS. Jakmile jsme oplachli senzory vodou podruhé,
rozpustnosti v ptfipadé CH3COOH byly 9,1-10,3 % (5h) a 4-17 % (16 h) a v pripadé
CH3COOH sPBS 2-6% (5h) a6-9 % (16 h). V piipadé 16 h rozpousténi u senzoru
s oznaCenim 7 a Q je pozorovana vychylka az o 6 %, coz bylo pravdépodobné zpusobeno
nedostateCnym oplachnutim CH3COOH. Jinak jsou hodnoty rozpustnosti po 2. oplachnuti
vice méné stejné jako po 1. oplachnuti.
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Nejniz§i rozpustnosti se dosahuje pfi pétihodinové inkubaci za pouziti CH;COOH a PBS

anejvyssi pifi Sestnactihodinové inkubaci za pouziti pouze CH3COOH. Aminové plazmové
polymery by nemély byt rozpustné ve vod¢, takze nepatrné rozdily mezi jednotlivymi senzory

mohou byt zatizené chybou méfeni, ptfipadné dodatecnym oplachnutim naneseného roztoku.

aplikaci roztoku CH3;COOH a CH3;COOH s PBS. M¢teno po prvnim oplachnuti vodou.

Tabulka 5. Vypoditana procentualni rozpustnost vrstvy plazmovych aminovych polymera pfi

5 Pted
C o o Primérna
) as Naneseny Po aplikaci roztoku aplikaci Rozpustnost fumerna
Senzor | inkubace rozpustnost
roztok roztoku vrstvy (%)
(h) vrstvy (%)
Af (Hz) Am (pg) Am (pg)
5 s CH.COOH 381£33 | 0,50:£0,03 | 7,97 +0,02 6 oo
10 ’ 686+40 |-0,60+003 | 655+0,03 9
7 797+41 |-069+003 | 772+0,02 9
11 16 CH3;COOH | 727+ 14 |-0,63+0,01 | 6,48 + 0,01 10 10+2
Q 1130+ 26 | -0,98+0,02 | 7,70+ 0,01 13
9 s CH3;COOH | 284+32 |-025+0,03 | 7,86+ 0,01 3,1 706
12 + PBS 168+ 11 |-0,15+£0,01| 6,56+0,02 2,2 ’ ’
13 CH:COOH -226£23 | -0.52:£0,02 | 6,65 0,01 8
14 16 +3PBS 597+30 |-0,52+0,03 | 805+0,02 6 8+ 1
R 795+38 |-069+001]| 7.81+0,02 9

Tabulka 6: Vypocitana procentualni rozpustnost vrstvy plazmovych aminovych polymert pfi aplikaci
roztoki CH3COOH a CH3COOH s PBS. Méfeno po druhém oplachnuti vodou.

5 Pted
C — — Primérna
) as Naneseny Po aplikaci roztoku aplikaci | Rozpustnost rumerna
Senzor | inkubace rozpustnost
roztok roztoku vrstvy (%)
(h) vrstvy (%)
Af (Hz) Am (pg) Am (ug)
5 s CH.COOH |-243£37 | 082003 | 7.97+0,02 10,3 07408
10 ’ 615+34 |-0,53+0,03 | 6,55+0,03 9,1 ’ ’
7 355+31 [-0,31+£0,03| 7,72+0,02 4
11 16 CH3;COOH | 807+21 |-0,70+0,02 | 6,48 + 0,01 10 10+£6
Q 1504 +£35 | -1,30+0,03 | 7,70+ 0,01 17
9 s CH3;COOH | 509+23 |-044+0,02 | 7,86+ 0,01 6 4ir
12 + PBS 278 +£23 |-0,24+0,02 | 6,56+ 0,02 2
13 644+20 |-0,56+0,02 | 6,65+ 0,01 8
CH3;COOH
14 16 + PBS 595+42 |-0,52+0,04 | 8,05+0,02 6 8+ 1
R 840+34 |-0,73+0,03 | 7,81 +0,02 9
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5.4.1 Reakce kolagenu s vrstvou z prvni sady depozice

Nejprve se studovala reakce kolagenu s vrstvou z prvni sady depozice. Byl pfipraven
nasyceny roztok kolagenu, ktery se skladal z13mg kolagenu a 7,5 ml
0,1 M CH3COOH. Poté jsem se drzel postupu popsaného v kapitole 4.4. Vysledna
koncentrace roztoku kolagenu nanaSeného na QCM s plazmovym polymerem tedy cCinila
0,87 mg/ml a tim padem v pipetovaném objemu 6 ul bylo 5,2 pg kolagenu.

Po depozici byly vyclenény 4 QCM senzory s oznacenim K, L, M a N. Na senzor K byl
nanesen roztok kolagenu s CH3COOH a PBS a byl inkubovéan po dobu 5 hodin. Na senzor
L byl nanesen také roztok kolagenu s CH3COOH a PBS, ktery byl inkubovan po dobu
16 hodin. Senzor N obsahoval kolagen s CH3COOH a byl inkubovan po dobu 5 hodin
a na senzor M byl nanesen kolagen s CH3COOH, a byl inkubovan po dobu 16 hodin.

Veskeré vysledky ztohoto méfeni byly zaznamenany do Tabulky 7 a 8.
V Tabulce 7 je zaznamenana interakce kolagenu s plazmovym polymerem, kde je nejprve
zminéna hmotnost vrstvy plazmového polymeru, kterd byla rozpusténa, poté hmotnost
kolagenu, ktera byla spocitana na zakladé vztahu (12) ze zmeény frekvence QCM,
a v poslednim sloupci je pak vypocitana finalni nanesend hmotnost kolagenu, kde je
zapocCitana 1 rozpustnost plazmového polymeru. V Tabulce 8 plati stejny princip jako
v Tabulce 7, stim rozdilem, ze v Tabulce7 je senzor oplachnut vodou pouze jednou
a v Tabulce 8 je senzor oplachnut podruhé. Po kazdém oplachnuti se ¢eka, nez senzor uschne,
a az po uschnuti je zméfen. Hodnoty po druhém oplachnuti vodou slouzi spiSe jen
pro kontrolu. 'V tomto pifipadé nedoSlo k zddnym razantnim zméndm v hmotnosti
imobilizovaného kolagenu. Senzor N byl pfi manipulaci zlomen, proto v Tabulce 8 nejsou
zaznamenany zadné hodnoty.

Z tohoto meéteni vyplyva, Ze nejvic kolagenu se pfichyti pii rozpusténi kolagenu
v CH3COOH, kdyz se QCM necha inkubovat po dobu 16 hodin. Tento vysledek nebyl
o¢ekavan, jelikoz CH;COOH rozpousti vrstvu nejvice, tudiz se spise ocekavalo, ze nejvétsich
vytézka se bude dosahovat pfi rozpusténi kolagenu v PBS. Navic by PBS mé¢l putsobit jako
pufr a zajist'ovat stalé podminky v roztoku. Proto bylo provedeno dal§i méteni.
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Tabulka 7: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. VztaZzeno po prvnim oplachnuti.

Cas Naneseny kolagen Naneseny kolagen
Rozpustnost vrstvy . .
Senzor inkubace Naneseny roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) m (ug) Af (Hz) Am (ug) Am (ng)
N 5 CHsCOOH+ kolagen 772 0,53+0,09 | -384+45 | 0.33+0,04 09+0.1
M 16 CH;COOH + kolagen 10,49 0,79+01 | -970=17 | 084+0,0l 16+0.1
5 CH;COOH + PBS + 2,68 0.19+£0,09 | 422426 | 037+0,02 0,56 = 0,09
K kolagen
16 | CHBCOOH+PBS+ 7,69 0,55+0,09 | -412+34 | 036+0,03 0.9+0,1
L kolagen

Tabulka 8: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. VztaZzeno po druhém oplachnuti.

Cas Rozpustnost visty Naneseny kolagen Naneseny kolagen
Senzor | inkubace Naneseny roztok P Y (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) m (1Lg) Af (Hz) Am (1g) Am (pg)
N 5 CH3COOH+ kolagen 9,69 0,67 + 0,09 - - -
M 16 CH3COOH + kolagen 10,23 0,77 £0,1 -836 + 17 0,73 £ 0,01 1,5+£0,1
H H
K 5 CHsCOOH +PBS + 3.93 028+0,09 | 452412 | 0,390,01 0.67 + 0,09
kolagen
CH3COOH + PBS
L 16 ’ TR 7.85 0.56+0,09 | -509+32 | 044+0,03 10+0,1
kolagen
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5.4.2 Reakce kolagenu s vrstvou ze druhé sady depozice

Ve druhé sadé experimentl se nejprve provedla depozice, nasledné byl namichan roztok
kolagenu, kde jsme nyni rozpustili 13 mg kolagenu v 8,5 ml 0,1 M roztoku CH3COOH. Jiny
objem kapaliny se volil z davodu pohodIn€jsi manipulace. Pii piipravé roztoka k méfeni se
postupovalo stejn€, jak je zminéno v kapitole 4.4, kde nyni finalni koncentrace roztoku
kolagenu cinila 0,76 mg/ml, tim padem v pipetovaném objemu bylo 4,6 pg.

Byly vyclenény 4 senzory s oznaCenim 1, 2, 3 a 4. Na senzor | se nanesl roztok kolagenu
s CH3COOH a PBS (inkubovano 5 hodin), na senzor 2 byl nanesen také roztok kolagenu
s CH3COOH a PBS, ale byl inkubovan 16 hodin. Senzor 3 obsahoval kolagen s CH;COOH
a byl inkubovan po dobu 5 hodin a na senzor 4 byl nanesen kolagen s CH;COOH a byl
inkubovan po dobu 16 hodin.

Vysledky byly zaznamenany do Tabulky 9 a 10, kde postup stanoveni byl stejny jako
u prvniho méfeni (5.4.1). V ramci druhého oplachnuti vysledky koliduji s hodnotami prvniho
meéfeni. Je to pravdépodobné zpliisobeno dodateCnym oplachnutim senzoru, anebo, v piipadé
vys$$i hodnoty v ramci druhého oplachnuti, nedostate¢nym vysusenim.

Toto méfeni vySlo podle puvodniho ocekavani. Nejvice kolagenu se imobilizovalo
na plazmovém polymeru v piipadé, kdyz byl nanesen roztok kolagenu s PBS a CH3COOH,
a kdyz byl inkubovan po dobu 16 hodin. V pfipadé druhého oplachnuti vodou se tedy
imobilizovalo 3,09 pg. Jelikoz jsme nanaseli roztok, ktery obsahoval 4,6 pg, muazeme
prohlasit tuto sadu depozice za velmi uspéSnou. Vysledek byl velice slibny, ale jelikoz byla
tato hodnota odli§na od prvniho méfeni, bylo nutné provést dalsi sadu experimenti vCetné
depozice a potvrdit, ¢i vyvratit jedno ¢i druhé.
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Tabulka 9: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. VztaZzeno po prvnim oplachnuti.

Cas Rozpustnost visty Naneseny kolagen Naneseny kolagen
Senzor | inkubace Naneseny roztok P Y (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) | m (ug) Af (Hz) Am (ug) Am (ug)
3 5 CH3COOH-+kolagen 7,72 0,62+£0,02 | -459+32 0,40 +£ 0,03 1,01 £0,03
4 16 CH3COOH+kolagen 10,49 0,80+ 0,04 | -1430+42 | 1,24+0,04 2,04 + 0,05
1 5 PBS + CH:COOH + 2,68 0.21+0,02 | 2643+25 | 2,30+ 0,02 2,51 +0,03
kolagen
PB H H
2 16 S+ CELCOOH + 7,69 0.58+0,02 | -3210£26 | 2,79+ 0,02 3,37 40,03
kolagen

Tabulka 10: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Vztazeno po druhém oplachnuti.

Cas Naneseny kolagen Naneseny kolagen
i , Rozpustnost vrstvy . .
Senzor | inkubace Naneseny roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) | m (ug) Af (Hz) Am (ng) Am (ug)
3 5 CH3COOH-+kolagen 9,69 0,77+£0,02 | -536+24 0,47 £ 0,02 1,24 + 0,03
4 16 CH3COOH-+kolagen 10,23 0,78+ 0,04 | -1196+44 | 1,04+0,04 1,82 + 0,05
PB
1 5 3+ CHCOOH + 3.93 0314002 | -2651+24 | 230+0,02 2,61+ 0,03
kolagen
PB H
2 16 S+ CH;COOH + 7,85 0,60+0,02 | -2869+24 | 2,49+0,02 3,09 +0,03
kolagen
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5.4.3 Reakce kolagenu s vrstvou ze treti sady depozice

Pfi tfetim méfeni se opét nejprve provedla depozice a poté se namichal roztok kolagenu,
kde nyni bylo rozpusténo 13 mg v 10,5 ml 0,1 M CH3COOH. Divod uziti jiného objemu je
zminén v kapitole 5.4.2. Nyni se vSak na vytvoreny roztok pusobilo ultrazvukem po dobu
10 min. Ultrazvuk byl pouzit proto, aby doslo k lep§imu a rychlejsimu rozpusténi kolagenu
v CH3COOH. Poté bylo pokracovano v postupu jako v kapitole 4.4, kde nyni konecna
koncentrace roztoku kolagenu €inila 0,62 mg/ml.

Bylo vyclenéno 8 QCM senzort, na které byly naneseny stejné roztoky jako u prvniho ¢i
u druhého méfeni o stejné délce inkubace. Pro kazdou operaci byly tedy vyclenény 2 senzory,
avSak senzory, které byly podrobeny pétihodinové inkubaci, byly mechanicky znehodnoceny.
Zustaly tedy senzory s oznaCenim 16 a 20, na které byl nanesen roztok kolagenu s CH3COOH
(inkubovéno 16 hodin) a senzory s oznacenim 18 a 22, na které byl nanesen roztok kolagenu
s CH3COOH a PBS (inkubovano 16 hodin). Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 11 a 12, kde
postup stanoveni vysledkti je popsan v kapitole 5.4.1. Divod rozdilnych hodnot v piipadé
prvniho a druhého oplachnuti je stejny jako v kapitole 5.4.2.

Toto méfeni dopadlo ze vSech nejhiife, jelikoz se imobilizovalo malé mnozstvi kolagenu,
anavic pro stejné roztoky vychazely odlisné hodnoty. Je to vidét u senzorti s oznaCenim
16 a 20, kde na tyto senzory byl nanaSen stejny roztok a byly zajistény stejné podminky,
pfesto se na senzor 16 imobilizovalo vice kolagenu, nez na senzor 20. Jednim z divodi muze
byt nedostatecné oplachnuti senzoru pred méfenim. V ramci této sady depozice byla navic
prokazana nejlepsi imobilizace pro kolagen s CH3COOH, coz nebyl ocekavany vysledek.
Dalsi z pricin téchto vysledki mohl byt napf. pouzity ultrazvuk, jelikoz mohlo dojit
k denaturaci kolagenu vysokou teplotou. Proto se pii dalSim meéfeni tato preduprava jiz
neprovadéla. Jelikoz se nepodafilo zjistit, ktery roztok pro imobilizaci kolagenu je nejlepsi,
bylo nutné provést dal§i méfteni.
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Tabulka 11: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Vztazeno po prvnim oplachnuti.

Cas Rozpustnost visty Naneseny kolagen Naneseny kolagen
Senzor | inkubace Naneseny roztok P Y (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) | m (ug) Af (Hz) Am (1g) Am (1g)
16 16 CH3COOH+kolagen 10,49 0,81+£0,02 | -829+19 0,72 £ 0,02 1,53+ 0,02
20 16 CH3COOH-+kolagen 10,49 0,77+£0,02 | -226+20 0,20 £ 0,02 0,97 £ 0,02
18 16 | PBS+CHCOOH+ 7,69 0.58+0,02 | 682428 | 0,59 0,02 1,18 + 0,03
kolagen
2 16 | PBS+CHCOOH+ 7,69 0.61£0,02 | 18418 | -002£002 |  0,59+0,03
kolagen

Tabulka 12: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Vztazeno po druhém oplachnuti.

Cas RoZDUStIOSt VEStY Naneseny kolagen Naneseny kolagen
Senzor | inkubace Naneseny roztok P g (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) | m (ug) Af (Hz) Am (ng) Am (ng)
16 16 CH3COOH-+kolagen 10,23 0,79+ 0,01 | -638+19 0,55 + 0,02 1,34 +£ 0,02
20 16 CH3COOH-+kolagen 10,23 0,76 + 0,02 109 + 67 -0,1 £ 0,06 0,66 = 0,06
18 16 PBS + CH;,COOH + 7,85 0,60+ 0,03 | -283+30 0,25+0,03 0,84 £ 0,04
kolagen
22 16 PBS + CH,COOH + 7,85 0,62+0,02 | 286+ 19 -0,3+0,02 0,38 £ 0,03
kolagen
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5.4.4 Reakce kolagenu s vrstvou ze ¢tvrté sady depozice

Pii Ctvrtém meéfeni se nejprve provedla depozice, poté se rozpustilo 13 mg kolagenu
v 10,5 ml 0,1 M CH3COOH. Poté se postupovalo stejné jako u prvniho, druhého ¢i tretiho
meéfteni, ale nyni jiz nebyl pouzit ultrazvuk a vyslednd koncentrace nanasSeného roztoku
kolagenu ¢inila 0,62 mg/ml.

Byly oznaeny 4 QCM senzory, kde na senzor 23 byl nanesen roztok kolagenu
s CH3COOH (inkubovano 5 h), na senzor 24 byl nanesen roztok kolagenu (inkubovano 16 h),
na senzor 25 byl nanesen roztok kolagenu s CH3COOH a PBS (inkubovano 5 h) a na senzor
26 byl nanesen roztok kolagenu s CH3COOH a PBS (inkubovano 16 h). Vysledky byly
shrnuty do Tabulky 13 a 14, kde postup stanoveni vysledkt byl popsan v kapitole 5.4.1.
a vysledky po prvnim a druhém oplachnuti se mezi sebou vyrazné nelisi.

Tento experiment nebyl uspésny, jelikoz hodnoty vySly v ramci obou roztokl piiblizné
stejné. Tuto skuteCnost lze pozorovat napt. v Tabulce 14, kde v ramci Sestnacti hodinové
inkubace se imobilizovalo 1,05 pg na senzoru 24 (CH3COOH+kolagen) a 0,81 pg
na senzoru 26 (CH;COOH+PBS+kolagen).

Ze zavislosti téchto a predchozich vysledkii bylo usouzeno, ze metoda, ktera byla
provadéna doposud, neni efektivni, protoze v nanaSeném objemu (6 ul) nemusi byt pokazdé
stejny pomér kolagenu. Navic pii kapnuti 6 ul na senzor je mozné, ze pfimo v misté kapnuti
se prichyti vétSina kolagenu obsazeného v roztoku a na dalsi aktivni mista na povrchu pfipada
jiz mensi pomér kolagenu. Jedna se tak o nerovnomémé rozliti roztoku na povrchu.
Na zakladé této mySlenky bylo provedeno jesté jedno méteni.
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Tabulka 13: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapoc€itanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Vztazeno po prvnim oplachnuti.

Cas Naneseny kolagen Naneseny kolagen
i , Rozpustnost vrstvy . f
Senzor | inkubace Naneseny roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) | m (ug) Af (Hz) Am (ng) Am (ng)
23 5 CH3COOH-+kolagen 7,72 0,60 + 0,02 57422 0,05 + 0,02 0,64 + 0,02
24 16 CH3COOH-+kolagen 10,49 0,80+ 0,02 | 442+ 14 0,38 + 0,01 1,18 £ 0,02
25 5 PBS + CHLCOOH + 2,68 020001 | -63717 | 055£001 | 075%0,02
kolagen
26 16 PBS + CH;,COOH + 7,69 0,56+0,03 | -449+31 0,39+ 0,03 0,95+ 0,04
kolagen

Tabulka 14: Vypocitané hodnoty pro senzory s kolagenem, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Vztazeno po druhém oplachnuti.

Cas Naneseny kolagen Naneseny kolagen
i , Rozpustnost vrstvy . .
Senzor | inkubace Naneseny roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Rozpustnost (%) |  m (ug) Af (Hz) Am (ug) Am (ug)
23 5 CH3COOH+kolagen 9,69 0,75+0,02 | -145+23 0,13 +£0,02 0,87 + 0,03
24 16 CH3COOH+kolagen 10,23 0,78+0,02 | -313+11 0,27 £0,01 1,05 + 0,02
25 5 PBS + CHLCOOH + 3.93 029001 | -470£24 | 041£002 | 070%0,02
kolagen
26 16 | PBS¥CHCOOH+ 7.85 0.57£003 | 27732 | 024£003 | 0,81=0.04
kolagen
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5.4.5 Reakce kolagenu s vrstvou z paté sady depozice

V ramci patého meéteni se pristoupilo k malé zméné v postupu. Nejprve byla provedena
depozice, a poté byl pfipraven roztok kolagenu, kde bylo rozpusténo 13 mg kolagenu v 7,5 ml
0,1 M CH3COOH. Poté byly piipraveny roztoky stejnym zpusobem jako diive, kde kone¢na
koncentrace roztoku kolagenu byla 0,87 mg/ml.

Nyni se vSak nepipetovalo 6 pl urcitého roztoku s kolagenem na dany senzor, ale cely
senzor byl ponofen do Petrtho misky, ktera obsahovala bud’ 4 ml roztoku kolagenu
s CH3COOH, nebo 4 ml roztoku kolagenu s CH3COOH a PBS. Byly vyClenény navic jesté
dvé Petriho misky, kde do prvni byly nality 4 ml roztoku CH;COOH s PBS a do druhé byly
nality 4 ml CH3COOH (bez kolagenu). Poté se meéfila rozpustnost vytvorené vrstvy
plazmového polymeru, kterd nebyla zatizena tak velkou chybou jako v predchozich
ptipadech, jelikoz nyni se pracovalo s konkrétnim piipadem a hodnota rozpustnosti nebyla
prepocitavana podle urcitého koeficientu.

Pro toto méfeni bylo vyclenéno 6 QCM senzort, kde se na senzorech 27 a 28 méfila
rozpustnost vrstvy plazmového polymeru (27 s roztokem PBS a CH3COOH a 28 s roztokem
CH3COOH), kde mira rozpustnosti plazmového polymeru je popsana v Tabulce 15. Pracovalo
se pouze pii petihodinové inkubaci, kdy nedochéazi k tak znacnému rozpousténi vrstvy, kde
senzory 29 a 30 byly ponofeny do roztoku kolagenu s PBS a CH3COOH a senzory 31 a 32
byly ponofeny do roztoku kolagenu s CH3COOH. Pii mechanické manipulaci byl senzor 30
znehodnocen.

Po inkubaci byl senzor oplachnut ponofenim do vody a nasledné usuSen. Az poté se méfila
hodnota zmény frekvence senzoru, kde vysledky jsou zaznamenany v Tabulce 16. Nasledné
se provedlo kontrolni méfeni, kde se senzory ponechaly jeden den, nebo sedm dni
bez jakéhokoliv zasahu susit, a poté byla opét zméfena hodnota zmény frekvence (vysledky
jsou shrnuty v Tabulce 17 a 18). Tento experiment byl proveden, jelikoz bylo mozné, ze se pfi
meéteni ihned po vizualnim uschnuti neodpaftila veskera voda ze senzoru.

Posledni experiment se ukazal jako nejefektivné;si, jelikoz bylo prokazano, ze nejvice
kolagenu se imobilizuje, jestlize kolagen rozpustime v CH3COOH s PBS. Protoze byl v tomto
pfipadé senzor ponofen pifimo do roztoku, molekuly kolagenu mély vétsi piilezitost
k imobilizovani na aktivni mista v plazmovém polymeru. Proto lze povazovat tento
experiment za veérohodnéjsi. Navic byl potvrzen fakt ze druhého méfeni, a to ze nejvice
kolagenu se pfichyti v pfipadé pfitomnosti PBS. V tomto pfipadé se imobilizovalo 36,27 pg
(viz Tabulka 18), coz je Sestinasobné vice nez hmotnost imobilizovaného kolagenu v piipade
pouziti roztoku kolagenu s CH;COOH. Také bylo prokazano, ze pfi delSim suseni se hodnoty
imobilizovaného kolagenu snizily pouze minimalng, tudiz bylo v pfedchozich ptipadech
vizualni uschnuti dostatecné, a timto zpuisobem nebyla do vysledkd zanasena chyba.

Z tohoto posledniho méfeni nam vyplyva, Ze pfipravené vrstvy aminovych polymert jsou
schopny imobilizovat ECM molekuly, v tomto pfipadé kolagen. Bylo by idealni finalni

Riizné vysledky pro stejné podminky v ramci v§ech méfeni muzou byt také zpisobeny tim,
ze kolagen se na vrstvu muze vazat i nespecificky pomoci elektrostatickych interakci, coz
muize mit také vliv na rozdilné vysledky. V idealnim pfipadé by bylo dobré imobilizaci
vyzkousSet 1 s jinym ECM proteinem, napf. fibronektinem, ale jak jsem jiz zmifioval vyse,
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z Casovych divodu to jiz nebylo mozné provést v ramci moji prace. Nicméné by to mohlo byt

vhodnym smérem pro dal$i vyzkum.

Tabulka 15: Tabulka zahrnujici rozpustnost vrstvy plazmového aminového polymeru pfi ponofeni
senzoru do pfislusného rozpoustédla (CH3COOH nebo PBS s CH3COOH). Tedy zménu frekvence

a hmotnosti QCM.
Cas Cas Naneseny
od usuSeni | inkubace | Senzor Y Af (Hz) Am (ng)
roztok
(dny) (h)
28 CH3;COOH 1042 £ 16 -0,9 £ 0,01
0 5 PBS +
+ - +
27 CH;COOH 1233 £ 17 1,07 £ 0,01
28 CH3;COOH 700 £ 18 -0,61 £0,02
1 5 PBS +
+ 0,9+
27 CH;COOH 1039 + 14 0,9+ 0,01
28 CH3COOH 547 £ 16 -0,48 £ 0,01
7 5 PBS +
2 + - +
7 CH;COOH 799 £ 15 0,69 £ 0,01

Tabulka 16: Vypocitané hodnoty hmotnosti imobilizovaného kolagenu po ponofeni celého senzoru
do pfislusné¢ho roztoku, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Po inkubaci senzor
ponofen do vody, ususen, a az poté¢ méfen. Cas od ususeni — 0 dni.

Cas Naneseny kolagen Naneseny kolagen
Senzor | inkubace | Naneseny roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Af (Hz) Am (pg) Am (pg)
Kolagen +
1 4747 + + +
3 5 CHsCOOH 747 £ 21 4,12+£0,02 5,03 £0,02
Kolagen +
32 5 -6092 £ 20 29 £ 0,02 20 £ 0,02
CHsCOOH 5,29+0,0 6,20 + 0,0
kolagen + PBS
2 - + + +
9 5 + CH3COOH 40542 +30 | 35,20+ 0,03 36,23 £ 0,03
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Tabulka 17: Vypocitané¢ hodnoty hmotnosti imobilizované¢ho kolagenu po ponofeni cel¢ho senzoru

do prislusné¢ho roztoku, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Po inkubaci senzor
ponoren do vody, ususen, a az poté¢ meren. Cas od ususeni — 1 den.

Cas , Naneseny kolagen Naneseny kolagen
) Naneseny . f
Senzor | inkubace roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
(h) Af (Hz) Am (ug) Am (ug)
Kolagen +
1 - + + +
3 5 CHsCOOH 515123 4,47+ 0,02 5,08 + 0,02
Kolagen +
32 5 -6306 £ 14 48 + 0,01 + 0,01
CH;COOH 548+0,0 6,09 +0,0
kolagen + PBS
2 -41052 + 4 + +
9 5 + CH;COOH 052 + 36 35,64 £ 0,03 36,54+ 0,03

Tabulka 18: Vypocitané hodnoty hmotnosti imobilizované¢ho kolagenu po ponofeni celého senzoru

do pfislusné¢ho roztoku, se zapocitanim rozpustnosti vrstvy plazmového polymeru. Po inkubaci senzor
ponofren do vody, ususen, a az poté méfen. Cas od ususeni — 7 dni.

Cas , Naneseny kolagen Naneseny kolagen
) Naneseny . ;
Senzor | inkubace roztok (bez rozpustnosti) (s rozpustnosti)
z
(h) Af (Hz) Am (ug) Am (ug)
Kolagen +
1 - + + +
3 5 CH;COOH 5041+ 16 4,38 + 0,01 4,85+ 0,01
Kolagen +
2 -6297 + 1 + +
3 5 CH;COOH 6297 + 15 5,47 £0,01 5,95 £ 0,01
kolagen + PBS
2 -4 +42 + 0,04 +
9 5 + CH;COOH 0986 35,58+ 0,0 36,27 + 0,04
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6 ZAVER

V ramci bakalafské prace byla pfipravena série plazmovych polymera ze smési CPA
aargonu v pulznim rezimu nizkotlakého radiofrekvencniho kapacitné vazaného vyboje.
Vrstvy plazmovych polymeri byly naneseny na kfemenné mikrovahy nebo na oboustranné
lesténé kremikové desticky. Na kiemiku byla provedena analyza tloustky vrstvy pomoci
metody elipsometrie a pomoci FTIR spektroskopie bylo zjisténo, jaké funkcni skupiny
obsahuje vytvorena vrstva plazmovych polymert.

Bylo zjisténo, ze tloustka vrstvy plazmovych polymert je u kazdé depozice rozdilna
(v rozmezi od 230 do 330 nm) a tento jev se nepodafilo uspokojiveé vysvétlit zménou prutoku
monomeru. Z vysledkit FTIR spektroskopie bylo urCeno, ze plazmové polymery obsahuji
prevazné dusikaté funkcni skupiny — primarni a sekundarni aminy, isonitrily nebo nitrily
a nasycené nebo nenasycené uhlovodiky.

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, jestli je mozné imobilizovat ECM proteiny na vytvorené
aminové polymery. Z ECM proteini byl vybran kolagen, protoze je nejvice zastoupen
ve vét§ing tkani. Byl rozpustén v CH3COOH nebo v CH3COOH spolu s fosfatovym pufrem
PBS. Béhem experimentalni casti bylo zji§téno, ze CH3COOH i PBS rozpousti vytvorenou
vrstvu plazmového polymeru, proto bylo tfeba tuto miru rozpustnosti kvantifikovat a zahrnout
ji do vysledkt imobilizace kolagenu. Co se tyCe imobilizace kolagenu, bylo praktikovano pét
sad depozic, kde roztok kolagenu bud’ s CH3COOH, nebo s CH;COOH a PBS byl inkubovan
na QCM senzorech bud’ po dobu 5, nebo 16 hodin. Nejlepsich vysledkt imobilizace kolagenu
na plazmovych polymerech bylo vramci prvnich méfeni dosazeno pii Sestnactihodinové
inkubaci, ale v tomto piipadé dochazelo k vétsimu rozpousténi vrstvy plazmovych polymera
nez v pripadé pétihodinové inkubace. Proto byla v pfipadé patého méfeni zvolena
pétihodinova doba inkubace.

Nejvétsim problémem se ukazala metoda davkovani roztoku kolagenu na QCM. Pri
prvnich ¢tyfech méfenich, kdy se nanaselo 6 pl piislusného roztoku na QCM, se nepodafilo
jednoznacéné urcit, pro ktery roztok s kolagenem dopadla imobilizace na plazmové polymery
nejlépe. Proto bylo az béhem patého méfeni, kdy byl QCM upln€ ponoten do prislusného
roztoku s kolagenem, jednoznacné urceno, ze nejlep§i imobilizace probiha pfi rozpusténi
kolagenu v CH3COOH spolu s PBS. Tento fakt byl také zpétné potvrzen pii druhém meéfent,
coz nam zajistilo urcitou zpétnou vazbu.

V ramci bakalarské prace tedy byla navrzena metoda davkovani piesného objemu roztoku,
ktera byla provedena pfi prvnich ¢tyfech méfenich, a pro dalsi postup by bylo lepsi pracovat
na zakladé postupu, ktery byl zvolen v patém méfeni — tedy imobilizace ponofenim
do roztoku proteinu. Rozdilné vysledky pro stejné podminky v ramci riznych méfenich
mohou byt také zptuisobeny tim, Ze kolagen se na vrstvu muze vazat i nespecificky pomoci
elektrostatickych interakci. Proto by bylo dobré imobilizaci vyzkousSet i s jinym proteinem,
napf. fibronektinem.

Pro dalsi vyzkum v ramci této tématiky by bylo mozné pouzit i jiné typy senzord, nez jsou
QCM. Vramci této bakalaiské prace se puvodné melo vyuzit i charakterizace vytvorené
vrstvy pomoci SPR senzort, ale jelikoz vysledky imobilizace kolagenu byly nejednoznacné,
bylo prioritou ziskat jistotu ve spravném postupu imobilizace. Tudiz na charakterizaci
imobilizovaného kolagenu pomoci SPR senzort jiz nebyl prostor.
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Zavérem lze tedy fici, ze vytvorené aminové plazmové polymery jsou schopny na svém
povrchu imobilizovat kolagen, coz nas vede k moznosti dalSitho vyzkumu v této oblasti, jako
je napf. imobilizace jinych ECM proteinti (fibronektinu, fibrinu, ...) nebo imobilizace
kolagenu na substratech vhodnych pro tkanové inzenyrstvi (napf. na kovovych implantatech
nebo polymernich nanovlaknech). Néasledné mohou imobilizované ECM proteiny slouzit jako
meziclanek umoziujici/zlepSujici adhezi a proliferaci potfebnych bunék na povrchu
modifikovaném funkénim plazmovym polymerem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CPA — cyklopropylamin

QCM - quartz crystal microbalance, kiemenné mikrovahy

SPR - surface plasmon resonance, senzory s povrchovou plazmovou rezonanci

ECM - extracelular matrix, mezibuné¢na hmota

CCP - z anglictiny capacitively coupled plasma; kapacitné vazany doutnavy vyboj

ICP — z angli¢tiny inductively coupled plasma; indukéné vazany doutnavy vyboj

PECVD - Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition, plazmochemicka depozice z plynné
faze

CVD - Chemical vapor deposition; chemicka depozice z plynné faze

DC — duty cycle, stiida

CPA — cyklopropylamin

FTIR — Fourier transform infrared (spectroscopy); Infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci

IC - infradervené zéfeni

RF — radiofrekven¢ni

sccm — standard cubic centimeter per minute, standardni kubicky centimetr za minutu

PBS — fosfatovy pufr
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