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1. Uvod

Interakce libovolného materidlu s danym prostiedim
zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech jeho povrchu.
Pro to, aby material vyvolaval biologickou odezvu (tedy
aby vykazoval bioaktivitu), je tedy Casto nutné nejprve
provést vhodnou povrchovou modifikaci'™. P¥ procesu
povrchové modifikace dochazi k vyraznym zménam fady
povrchovych vlastnosti, jako je napf. povrchova drsnost
(a morfologie obecn¢), chemické slozeni, povrchovy naboj
a energie, smacivost, a dal3i**. Metod povrchové modifika-
ce je celd fada — patif mezi né napf. iontova implantace®®,
modifikace UV-excimerovou lampou’, napatovéani',
bovani nanocastic'' resp. biomolekul'*", laserova
a plazmaticka'”"" modifikace. Posledni dvé z vy3e jmeno-
vanych metod budou v ramci tohoto referatu studovany
detailngji.

Bioaktivita materidlu znamena jeho schopnost v da-
ném biologickém prostiedi vyvolat ur&itou odpovéd®.
Bioaktivitou tedy miize byt jak adheze a nasledna prolife-
race bunék na povrchu daného materialu, tak i zcela proti-
chiidny jev, jako je napf. potlaeni bunééného ristu ¢i
vyvolani baktericidnich G¢inka*'. Prvni proces, ke kterému
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obecné pii kontaktu bioaktivniho materidlu s biologickym
prostiedim dochazi (jedna-li se o material biokompatibil-
ni), je adsorpce proteinti nejen z té€lnich tekutin na povrch
materialu; sp&snost tohoto procesu zavisi pravé na jiz
vye zmindnych povrchovych vlastnostech®**. Pro dosa-
zeni vysoké adsorpce proteint (a tedy i adheze a nasledné
proliferace bunck) obecné plati, Ze povrch daného materia-
lu musi mit dostateéné mnozstvi polarnich funkc¢nich sku-
pin a tedy i s nimi spojeny hydrofilni charakter’; mezi
témito funk¢énimi skupinami v povrchové vrstvé je nutné
dostatecné zastoupeni karboxylovych skupin a aminosku-
pin, jejichz prostifednictvim se utvati prvotni vazba protei-
ni z biologického prosttedi na povrch daného materialu®.

2. Polymerni materialy

Vyse popsané vlastnosti biologicky aktivniho substra-
tu splnuji nékteré syntetické polymerni materialy. Ty zis-
kaly zna¢nou popularitu diky fadé zadoucich vlastnosti.
Z téch mechanickych je — pro dany ucel — vyznamna
zejména nutnost vysoké flexibility a s ni spojené schop-
nosti snaset velké deformace, coz je podminéno volnosti
pohybu jednotlivych makromolekularnich fetézc. Mecha-
nické vlastnosti polymert jsou kromé chemického slozeni
vyrazné ovlivnény také stupném krystalinity; vétSina poly-
merQ jsou semikrystalické materidly a pravé stupen krysta-
linity rozhoduje o jejich chovani pti deformaci. Polymery
s vysokou krystalinitou jsou kiehké, zatimco polymery,
u kterych prevladd amorfni slozka, se chovaji elasticky”’.
Potencialnich kandidatd na materidly ztad polymeru,
unichz mé byt pomoci povrchové modifikace vyvolana
biologicka aktivita, je celd fada a patii mezi né naptiklad
kyselina polymlécna, polystyren a polyethylen-tereftalat
a polyethylen-naftalat.

Prvni z vyS$e uvedenych polymerd, kyselina polymléc-
n4, je netoxicky, pfirodé blizky, malo hydrofilni polymer
dostupny i synteticky, bézné vyuzivany ve farmacii a me-
dicing®®. Jeji vyuziti v dal§ich inzenyrskych aplikacich je
limitovano jeji nizkou fotostabilitou a nizkou odolnosti
vici zvysené teploté, coZ je zplisobeno pfitomnosti estero-
vych vazeb v opakujicich se jednotkach hlavniho fetézce®.
Vzhledem k tomu, Ze neobsahuje ani systémy konjugova-
nych nasobnych vazeb, ani aromatické kruhy, vykazuje
nizkou absorbci v UV oblasti vinovych délek™, coz ma za
nasledek obtizné vyuziti metod povrchové modifikace
vyuzivajicich pravé UV zafeni.

Dalsi zminény polymerni substrat, polystyren, je zce-
la hydrofobni, dostupny pouze synteticky. Jedna se o aro-
maticky termoplast popularni v mnoha oblastech, napft.
v mikroelektronice a jako substrat na bunécnou kultivaci,
kde byva pouzivan jako standard pii vyhodnocovani bu-
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n&ného ristu (TCPS)*', a to diky svym dobrym mecha-
nickym vlastnostem, tepelné stabilité, izola¢nim schopnos-
tem a v neposledni fadé i nizké cen&*?. Na rozdil od poly-
mlécné kyseliny vykazuje diky pfitomnosti benzenového
kruhu v monomerni jednotce dobrou absorbanci v oblasti
UV zéfeni.

Podobné vlastnosti jako polystyren ma i dalsi zmino-
vany polymerni substrat, polyethylen-naftalat. Strukturou
se podoba castéji vyuzivanému polyethylen-tereftalatu,
misto jednoho aromatického kruhu vSak jeho monomerni
jednotka obsahuje kruhy dva, coz mu propljcuje lepsi
fyzikalné-chemické vlastnosti a také silnéjSi absorbanci
zafeni v UV oblasti. VyuZzivd se na produkci membran,
pfipravu polymernich smési a také pti konstrukci senzoric-
ké elektroniky>*.

3. Konfokalni mikroskopie

Jednu z vhodnych metod pro povrchovou analyzu
nejen polymernich materialtl predstavuje konfokalni mi-
kroskopie. Konfokalni (CF) mikroskop (obr. 1) je hojné
vyuzivan k trojrozmérné charakteristice povrchu materialu
a od konvenc¢ni optické mikroskopie se odliSuje pouzitym
zdrojem zéfeni a skenovacim zafizenim. Zdrojem zafeni
tohoto mikroskopu je laserova dioda. Generovany laserovy
paprsek se odrazi od dichroického zrcadla a prochazi ¢oc-
kou objektivu, ktera v tomto sméru funguje jako konden-
zor, zaostiujici paprsek. Zaostteny paprsek se poté odrazi
od vzorku aznovu prochazi ¢ockou objektivu, nasledné
pak dichroickym zrcadlem a $té€rbinovou clonou, zachyta-
vajici zafeni jdouci mimo ohniskovou oblast, a dopada do
detektoru. Timto zpiisobem se ziskd informace o jednom
bod¢ povrchu. Pro ziskani celkového 3D obrazu povrchu
je tieba zpracovat informace o vSech bodech rovin na
vSech vertikalnich hladinach, coz provede poditac.

Obr. 1. Schéma konfokalniho mikroskopu; 1 — detektor, 2 —
Stérbinova clona, 3 — dichroické zrcadlo, 4 — laserovy zdroj zare-
ni, 5 — ¢ocka objektivu, 6 — vzorek
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Rozlisovaci schopnost konfokalni mikroskopie je
predevsim urcena velikosti ohniska laserového svazku. Je
mozné dosdhnout vysokého prostorového rozliSeni okolo
0,2 um ¢i 3D snimku vzorku s tloustkou az 200 um,
v z4vislosti na stupni prisvitnosti vzorku. Ke zlepSeni
rozliseni je rovnéz mozno vyuzit vice svazki®’. Vétsina
konfokalnich mikroskopt je fluorescenéniho typu. Mikro-
skopické prvky pod povrchem vzorku je mozné odhalit po
oznaceni vzorku fluorescencnim barvivem. Proto konfo-
kalni mikroskopie nalézd své hlavni vyuziti jako flu-
orescen¢ni konfokalni mikroskopie v biologickych aplika-
cich®®. Dalsi mozné vyuziti konfokalni mikroskopie se
nabizi pfi studiu povrchové topografie a vnitfni struktury
Castecné prusvitnych materiald. Avsak z divodu omeze-
nych rozliSovacich schopnosti konfokalni mikroskopie je
pro detailngjsi analyzu morfologie vhodngjsi mikroskopie
atomarnich sil (obr. 2).

4. Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) vyuziva k detekci
povrchové sily plisobici mezi ostrym hrotem a povrchem
vzorku, ¢imz se ziska topograficky snimek povrchu (3D
snimek, obr. 2 C, D)). Mezi n¢ patii piitazlivé ¢i odpudivé
sily kratkého dosahu (atomarni sily), které plsobi mezi
atomy. Dal§imi jsou van der Waalsovy sily ptisobici mezi
dipoly. Tyto sily mohou velmi ovlivnit vysledky AFM,
takze je nékdy vhodné povrch vzorku pokryt hydrofobnimi
molekulami, aby se tyto sily snizily®’.

Pro biologické aplikace se v posledni dobé objevuji
také kombinace mikroskopie atomérnich sil s jinymi mi-
kroskopickymi metodami®®., Zakladni princip lze popsat
pohybem ostrého hrotu, ktery interaguje s povrchem vzor-
ku. Hrot je na vrchni strané pokryt kovovou odrazovou
vrstvou a je pripevnén zespod nosniku. Béhem skenovani
vzorku se hrot pohybuje nad jeho povrchem a soucasné je
vrsek nosniku ozafovan paprskem, ktery se na kovovém
povrchu odrazi smérem k pozi¢nim fotodiodam; ty zazna-
menavaji pozici nosniku. V pribéhu procesu se nosnik
pohybuje vzhtiru ¢i dolti, podle sil ptisobicich mezi hrotem
a povrchem vzorku. Tim se méni i pozice nosniku samot-
ného, ¢imz dochazi k odrazu paprsku na jinou pozi¢ni
diodu. Pro skenovani povrchu se vyuziva mnoho rezimd,
aplikujicich jak kontakt hrotu se vzorkem, tak
i semikontaktni/nekontaktni rezim. Pravé tato specificka
nastaveni  nalézaji  nejvice  uplatnéni  zejména
v biologickych aplikacich, napf. pro studium mikroorga-
nismi®, bunééné biologie®, protein-DNA interakce®
a tam, kde je mozno vyuzit velmi slabé sily, kterych je ve
specifickych piipadech rezimu AFM pouzito*. Je rovnéz
mozno zlepsit rozliSeni a vlastnosti hrotu jeho povrchovou
funkcionalizaci, napf. pfedchozi depozici specifickych
struktur®.
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Obr. 2. Porovnani snimkii z konfokalni (A, B) a AFM mikroskopie (C, D). Kruznicovy vzor na polymeru kyseliny polymlééné byl
pripraven metodou replikace z kiemikové desticky (vzor na kiemikové desti¢ce byl pfipraven iontovou litografii).

5. Laserova modifikace

Jak bylo fe¢eno v tvodu, pro zvyseni biologické ode-
zvy nékterych materialtl je Casto nutné provést povrchovou
modifikaci. Prvni zde popsanou metodou modifikace po-
vrchu je modifikace laserova. Vlivem laserového zareni
1ze na povrchu pevnych latek tvofit periodické struktury,
LIPSS (laser-induced periodic surface structures)™. Tyto
struktury 1ze rozd€lit na dvé podskupiny, a to podle pomé-
ru jejich periody a délky vlnového zateni, diky némuz
vznikly. Prvni podskupinu, jeZ se na polymernich substra-
tech vyskytuje nejcastéji, tvoii struktury s nizkou prostoro-
vou frekvenci, unichz je perioda srovnatelna s vinovou
délkou laserového zateni. Do druhé podskupiny pak patii
povrchové struktury, jejichZ perioda je oproti vinové délce
laserového zatreni vyrazné nizsi. Tento typ struktur prevla-
d4 na kovech a polovodigich®. Oba typy struktur jsou
obvykle orientovany podle hlavni osy polarizace laserové-
ho svazku™.

Ke vzniku struktur dochazi diky interferenci dopada-
jiciho a odrazeného laserového paprsku; vysledna lokalni
akumulace energie vede k nataveni a naslednému difuzni-
mu toku materidlu z vysokoteplotnich do chladnéjsich
oblasti, diky ¢emuz na povrchu polymeru vznika periodic-
ka struktura®’. Cim vy33i je absorbance polymeru v daném
spektru vinovych délek, v tim §ir§im rozsahu intenzit lase-
rového toku dochdzi ke vzniku povrchovych struktur.
V piipadé modifikace excimerovym laserem tak naptiklad
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na lépe absorbujicim polyethylen-naftalatu*® vznikaji pra-
videlné vinkovité struktury v rozsahu intenzit laserového
toku 612 mJ/cm?, zatimco na hife absorbujicim polysty-
renu® jen v rozsahu 8—11 mJ/cm®.

V zavislosti na podminkach laserové modifikace mo-
hou povrchové struktury nabyvat riznych tvara® (obr. 3),
z nichZ na polymernich substratech jsou nejcastéji pozoro-
vany vinky (angl. ripples).

Rozméry struktur zévisi na vlastnostech substratu
a podminkach modifikace. Zatimco vyska vinek na para-
metrech modifikace nezavisi, jejich Sitka (perioda) vyka-
zuje zavislost na uhlu dopadu paprsku dle rovnice (1),

A

A=——
n—sing

)

kde 4 je sitka vinek v nanometrech, n je modifikovany
index lomu, 1 je vlnova délka v nanometrech a ¢ uhel do-
padu laserového svazku®.

Diky poruseni chemickych vazeb pivodniho poly-
merniho materidlu vlivem laserového zafeni vznika na
povrchu substratu mnozstvi radikald, jez rychle reaguji
s okolni atmosférou. Vlivem tohoto procesu se povrchova
vrstva obohati o nové vzniklé kyslikaté a dusikaté funkéni
skupiny”', jez nasledn& usnadiiuji adhezi a proliferaci bu-
n&k na modifikovaném povrchu®®. V ptipads polystyrenu
bylo napt. po vhodné zvolené laserové modifikaci pozoro-
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Obr. 3. Snimky z AFM mlkroskopu ukazujici rozdily v povrchové morfologii polystyrenovych vzorki modlﬁkovanych za ruznych
podminek; 0°, 7 mJ/cm?, 8000 pulzi (A), 0°, 10 mJ/cm?, 8000 pulza (B), 0°, 14 mJ/cm 8000 pulzi (C), 22,5°, 7 mJ/cm?, 8000 pulzii
(D), 22,5°, 10 mJ/cm?, 8000 pulzd (E), 22,5°, 14 mJ/cm?, 8000 pulzt (F). Prevzato z cit.?

vano az dvojnasobné zvyseni poétu prisedlych bungk™.
Laserovym zafenim o intenzité vysSSi nez je mez ablace
daného polymeru pak lze také vytvaret na povrchu ryhy,
které slouzi pfi buné¢né adhezi diky své morfologii jako
zachytné body, a pftisedlé bunky se pak podél téchto ryh
samovolné orientuji**>>. Morfologie struktur viak nemusi
vést jen k usnadnéni bunécné adheze; mize naopak sub-
stratu dodat ¢i zvysit jeho antibakterialni G€inky. V piipa-
deé polystyrenu s rizné Sirokymi vinkami a tenkou depono-
vanou stifbrnou vrstvou?” napt. dochazi k zesileni antibak-

terialniho efektu s rostouci periodou vinek (obr. 4 a 5).

Orientace bun¢k podél povrchovych nehomogenit
byla pozorovana napf. i u bunck linie HEK-293
(embryonalni ledvinové buriky), jez na nemodifikovaném
polystyrenu vykazuji zcela nahodilou orientaci, avSak na
vinkovitém povrchu se orientuji podle povrchovych struk-
tur. 1 v tomto ptipadé rozhodovala o mife shody orientace
bunk s vinkami perioda téchto pravidelnych utvarti™.
K plne shode v orientaci (Vymlzem nahodllostl) dochazelo

-----
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Obr. 4. Zavislost mnoZstvi bakterii S. epidermidis na povrchové modifikaci polystyrenu. Studovany byly nasledujici vzorky: kontrol-
ni (nemodifikovany) vzorek, vzorky modifikované laserovym svazkem s intenzitou toku 10 mJ/cm? po dobu 6000 pulzt pod thlem dopa-
du svazku 0, 22,5 a 45° (*stejna sada vzorki po napraseni tenké stiibrné vrstvy proudem 20 mA po dobu 50 s)*°
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Obr. 5. Fotografie kolonii S. epidermis tvoricich shluky na vybranych vzorcich po 2 h inkubace, jez byly diskutovany i v obr. 2.

Prevzato z cit.”

CHKO-KI1 (vajeénikové bunky kiecka) a lidské a krysi
myoblasty®® .

6. Plazmaticka modifikace

Stejné jako pfi laserové modifikaci i pfi plazmatické
modifikaci dochazi k vyraznym zménam morfologie
a fyzikalné-chemickych vlastnosti povrchu polymerniho
substratu. Pfi dostatecném vykonu navic muze dochazet
ik ablaci materialu; primarné pti tom dochazi ke ztraté
amorfni faze, nebot’ krystalicka faze polymert je stabilngj-
§i. Vliv na miru ablace ma vSak nejen stupen krystalinity,
ale 1 molarni hmotnost a orientace makromolekularnich
fetdzct®. PH procesu plazmatického leptani spojeného
s ablaci pochopitelné dochazi i ke zméné povrchové drs-
nosti (obr. 6), jeZ se mize zvysit &i snizit*. Tento jev
s rozdilnou rychlosti ablace obou fazi pfimo souvisi:
vzhledem k rychlej§imu leptani amorfni faze oproti fazi
krystalické mize tak dochédzet k tomu, Ze na povrchu zi-
stanou pouze struktury z faze krystalické®.

Vzhledem k chemickym zménam v povrchu béhem
plazmatické modifikace (stejné jako v piipadé laserové
modifikace dochazi k poruseni vazeb, vzniku reaktivnich
radikalti a nasledné oxidaci povrchu vzdusnym kyslikem)

4]
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je tento proces obvykle doprovazen zvySenim hydrofility
(narsta polarita povrchu)®. Hydrofilni vlastnosti povrchu
ale nejsou dlouhodobé stabilni a starnutim vzorku tak do-
chazi vlivem reorientaci kyslikatych funkénich skupin
smérem do objemu materialu ke zpétnému rtstu hydrofo-
bicity’®. S mirou polarity povrchu a jeho nédbojem je spo-
jen izeta potencial, k jehoz zménam také béhem plazma-
tického leptani dochazi: vySe zminéné zavedeni novych
kyslikatych skupin do povrchové vrstvy ma za nasledek
jeho znatelny narist®. Na rozdil od smacivosti viak né-
sledna reorientace téchto polarnich skupin pii starnuti sub-
stratu nema na hodnotu zeta potencialu na fad¢é polymert
vyrazny vliv a ten tak zistava dlouhodobg stabilni®’.
Obecné ma plazmaticka modifikace na bunécnou
adhezi pozitivni vliv, coz 1ze dobfe demonstrovat na pfi-
kladu  plazmaticky = modifikovaného  polyethylen-
naftalatu®; je totiz znamo, Ze hlavni proteiny a bunééné
membrany jsou v prostfedi s fyziologickym pH mirn¢ za-
porné nabité a posun ke kladnému naboji povrchu vlivem
plazmatického leptani tak usnadiiuje adhezi sav¢ich bunék
na polymerni povrch® (obr. 7 a 8). V tomto piipads tak
bylo jednoduchou plazmatickou modifikaci dosazeno na
polyethylen-naftalatu lepsi adheze bunék hladkého sval-
stva cév (VSMC) nez na standardnim tkailovém polystyre-
nu (TCPS). Je vsak nutno brat v potaz to, ze zalezi nejen

PR

-

Obr. 6. AFM snimky nemodifikovaného polyethylen-naftaliatu (A) a polyethylen-naftalitu plazmaticky modifikovaného za ruz-
nych podminek: 3 W, 240 s (B), 8 W, 240 s (C). R, jsou hodnoty povrchové drsnosti. Pievzato z cit.*>
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Obr. 7. Zavislost mnoZstvi adherovanych a proliferovanych
bunék hladkého svalstva cév (VSMC) po 1, 3 a 7 dnech po
nasazeni na  nemodifikovaném  polyethylen-naftalatu
a polyethylen-naftalatu modifikovaném za riznych podminek
(popis vzorkd ve formatu vykon [W]/doba expozice ls]) a stan-
dardni tkafiovy polystyren (TCPS). Pfevzato z cit.® Barevné
dostupny v on-line podobé.
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na podminkach modifikace, ale i na zvoleném polymernim
substratu. Napf. plazmaticky modifikovany polyethylen
vykazuje oproti TCPS lepsi vysledky pro buné¢nou linii
1929, avSak hor$i pro buiky krysiho hladkého svalstva.
Plazmatickd modifikace také ovliviiuje nejen mnozstvi
piisedlych bungk, ale i jejich tvar®. Ovlivnéni zmény tva-
ru prisedlych bunék morfologii plazmaticky leptaného
povrchu bylo dobte patrné i v piipadé mysich embryonal-
nich fibroblasti NIH 3T3; na nemodifikovaném povrchu
vykazovaly builky zaobleny tvar bez pozorovatelnych
aktinovych vybézka’".

Timto zplisobem lze zvysit adhezi a naslednou proli-
feraci buné€k pro studium a potencialni aplikace napt. sub-
stratl pro cévni protézy nebo 1écbu ztraty kozniho krytu
napf. po t&zkych popaleninach’ .

7. Zavér

V této praci jsou ptiblizeny vybrané metody povrcho-
vé modifikace, totiz laserova a plazmaticka expozice, spo-
Iu s vyznamnymi metodami studia povrchové morfologie
biologicky aktivnich material. Jedna se o popularni meto-
dy povrchové upravy polymernich substratii s fadou apli-
kaci, z nichz jedna je stimulace a zvySeni jiz existujici
biologické aktivity povrchu danych materialti, zatimco
objemové vlastnosti zlstavaji nedotéeny. Tyto metody
jsou do jisté miry podobné — ob& zvySuji atraktivitu jinak
Casto inertniho polymerniho povrchu pro rizné typy bunék
zménami jeho fyzikalné-chemickych vlastnosti (a to
zejména polarity a chemického slozeni) a povrchové mor-
fologie. Presto se vSak tyto metody v fadé faktord lisi
a kazdéa z nich tak poskytuje unikéatni zpisob modifikace
polymernich substratl, ktera ¢asto nachazi uplatnéni napt.

1. den

3. den

7. den

PEN 10/3W

Obr. 8. Snimek bunék hladkého svalstva cév (VSMC) 1, 3 a 7 dni po nasazeni na nemodifikovaném

golyethylen-naftalétu a poly-

ethylen-naftalatu modifikovaném za téchto podminek: doba expozice 10 s a vykon 3W. Pfevzato z cit.. Barevné dostupny v on-line

podobg.
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v diagnostice a mediciné. Modifikaci biologickych materi-
alt a substratt Ize studovat bud’ konfokalni mikroskopii
(s pouzitim specifickych primarnich svazkii umoziujicich
vyznamné zlepSeni rozliSeni ve srovnani s “klasickym”
mikroskopem), anebo mikroskopii atomérnich sil v modi-
fikovaném semi- ¢i bezkontaktnim rezimu s moznostmi
dosazeni az ,,atomarnich* rozliSeni.

Autori dekuji za financni podporu pro svoji praci
Grantové agentuie CR v projektu GACR ¢. 19-02482S.
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This review focuses on the possibility of surface treat-
ment of a sample to increase its bioactivity. For polymeric
materials, two methods of how to modify the surface are
discussed: excimer laser beam radiation and plasma modi-
fication. In the former method, a high absorbance of the
polymeric material in wavelengths of the modifying laser
light is required to form surface structures, namely, period-
ic surfaces of various shapes. This morphology in some
polymers leads to an increase in the number of cultured
cells on the substrate and to the orientation along the sur-
face structures. In the latter method, material ablation may
occur when plasma has a sufficient power. Plasma-
modified polymer surface exerts a positive effect on the
cell adhesion and therefore this method finds its applica-
tion in, e.g., medicine.
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