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1 UVOD

Soucasny vyzkum v oblasti biomateriali se soustied’'uje do dvou hlavnich smért, které jsou do
znacné miry vzajemné nezastupitelné. Prvni pfistup je zalozen predevsim na tvorb€ novych, dosud
nepoznanych materialt, které svymi vlastnostmi pted¢i ty stavajici. Tyto vlastnosti mohou byt
velmi rtznorodé. Zejména jde o vlastnosti mechanické, které v sob€ subsumuji parametry
pevnostni nebo kupf. hustotni, ale i chemické, které maji urcujici vliv na naslednou kompatibilitu
s materidlem biologického ptivodu, ktery mtize mit mnoho podob, a to od tkani, bunek, télnich
tekutin, proteind, az po mnohé dalsi. Takto lze piipravit biomaterialy pfedevsim tvorbou novych
slitin, novou syntézou anorganickych ¢i polymernich materialti, tvorbou novych keramickych
smési, ¢i modifikaci a optimalizaci metod jejich ptipravy. Druhy pfistup presumuje vhodnost
kuptikladu mechanickych vlastnosti jiz znamych materialti, jako pruznost, inavova odolnost a
podobné, pfi¢emz klade dliraz na zuSlechténi povrchovych vlastnosti, které nejsou adekvatni
s ohledem na kompatibilitu s materidlem biologického ptivodu. Tedy, jde zejména o materialy,
které jsou pomérné€ levné, snadno zpracovatelné a jednoduse povrchve upravitelné. Piestoze lze, a
V praxi je Casto nutno, povrchoveé upravovat nejriznéjsi biomateridly, prim v této kategorii bude
patfit syntetickym polymernim materialim, které si vydobyly nalezitou pozornost pravé nizkou
cenou a snadnym zpusobem zpracovani. Nelze vSak soucasné odhlédnout od faktu, Ze
nejruznéjsich moznych interakcei biomateriali s neptebernymi typy biologickych prostedi je tolik,
ze zadny material neni sto plnit svou adekvatni funkci ve vSech ptipadech. Je tedy tifeba vzdy pro
kazdou danou aplikaci v konkrétnim biologickém prostiedi diukladné zjistit a optimalizovat
parametry pouzitych materialii, aby byl co mozna nejlépe zajistén komfort a vitalita biologického
prostiedi pii soucasné zachované funkci, kterd se co nejvice ptiblizuje ptivodnimu prosperujicimu
stavu biologického systému. Z vyse uvedeného plyne, ze komplexnost studované problematiky jiz
prekracuje jednotlivé védni obory a stava se studiem interdisciplinarnim, které se nachazi zejména
na pomezi fyzikalni chemie povrchii a mezifazovych rozhrani, materidlového inZenyrstvi,
molekularni biologie, tkdnového inZenyrstvi, fyziologie a dalSich. Jak uz plyne z ndzvu, autor se
zabyva druhou z vyse uvedenych moznosti, kterou dale rozvede pfiméiené poskytnutému prostoru
pro prace tohoto typu.



2  BIOFUNKCIONALIZACNI POSTUPY

Na avod je tieba zminit, ze metod pro biofunkcionalizaci povrchu je pomérné velké mnozstvi.
Tyto metody se mohou Casto i vzajemné prolinat. Z praktického pohledu se ale jevi vhodné je
rozdélit do nékolika zakladnich kategorii, a t0 podle pfevazujici strategie povrchové Upravy.
Jednotlivé postupy jsou znazornény na obrazku 1. Tyto povrchové Upravy maji za nasledek
prekonani neadekvatnich vlastnosti ptivodniho substratu ve vztahu k okolnimu biologickému
prostiedi.
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Obr. 1.: Schematické znazornéni moznosti technik pro biofunkcionalizaci [1]

Obecné lze techniky povrchové upravy klasifikovat jako fyzikalni nebo chemické postupy, u
nichz je aktivni slozka na povrch pfipojena kovalentné nebo pomoci mezimolekularnich interakci.
Nami pouzivané postupy uvedené v obrazku 1. budou dale rozebrany v nasledujicim textu za
pouziti ziskanych dat béhem naseho vyzkumu.

2.1 METODA ZDRSNOVANI POVRCHU

Tato metoda, ktera je Vv cizojazy¢né literatuie oznacovana jako ,,roughening® slouzi pfedevsim
ke zméné povrchové topografie materiald. Jak znamo, jsou urcité typy bunécnych systémui, které
mnohem Iépe prosperuji na povrsich, které jsou relativné drsné. Tyto systémy oznacujeme jako
rugofilni. Opakem jsou systémy, které lépe proliferuji na hladkych povrSich. Tyto systémy jsou
znamy jako rugofobni.

Prvni moznosti zdrsnéni povrchu je mechanicky postup. Mechanicky postup se vyznacuje tim,
7ze na povrch plsobime pomoci smykovych sil a samotné zdrsnéni je provedeno brusnymi
Casticemi, které nazyvame abraziva. Takto ziskany povrch ma pomé&mé mnoho vyhodnych, ale i
nevyhodnych parametri. Mezi hlavni vyhody patfi zejména fakt, Ze pifi zméné povrchové



topografie nedoSlo ke zméné chemické struktury na povrchu, coz je mezi metodami
biofunkcionalizace unikatni. Hlavni nevyhody lze spatfit v kontaminaci povrchu abrazivem a dale
neuniformité provedené povrchové upravy. Tyto nevyhody lze piekonat kupiikladu piskovanim,
kde coby abrazivo je pouzit pisek, ktery je spolu s pracovnim plynem unasen ze zasobniku a jeho
mechanické narazy na povrch maji za nasledek pomérné uniformni povrchovou strukturu.
Podobného vysledku I1ze dosdhnout v ptipadé syntetickych polymernich materidlli i vstiikovanim,
kdy dojde k ptenosu topografie povrchu z formy na zpracovavany polymer. Timto zpiisobem se
kuptikladu pfipravuji vzorky HD 6 Helioplate, které slouzi jako model lidské kiize pro stanoveni
uéinnosti ochrany kosmetickych ptipravki pied UV zatenim [2].

Obr. 2 Deska Helioplate HD 6

Dal$i moznosti zdrstiovani povrchti pfedstavuje plazmové leptani. Plazmové leptani je velmi
ucinnym nastrojem pro modifikaci povrchové topografie. Vyznacuje se vSak i tim, Ze dochazi ke
zméné chemické struktury substratu. Tyto vysledky muze teoreticky poskytovat i ozafovani UV
zéafenim, avsak G¢innost tohoto postupu je vyrazné nizsi. Dal§i metodou muze byt leptani pomoci
koncentrovanych anorganickych kyselin. OvSem ani zde nelze docilit vyznamné u¢innosti. Navic,
do jist¢ miry dochazi i ke kontaminaci povrchu. Proto se plazmové leptani povaZuje za
nejefektivnéjsi a ekologicky Setrny nastroj pro modifikaci povrchd [3-7]. Vysledek je vsak velmi
zavisly na parametrech vyboje. Zejména pak na vykonu budiciho zdroje, dale na ¢ase Upravy a téz
i na druhu pracovniho plynu a jeho pritoku. Topografie ptivodniho a povrchové modifikovaného
vzorku je znazornéna na nasledujicich obrazcich 3 a 4.

DECV 1 . n | IMAT27 15.8kV

Obr. 3 Piivodni vzorek polyetylenu Obr. 4 Polyetylen po plazmovém leptini



Jak bylo zminéno vySe, leptdni pomoci plazmatu ma casto za nasledek i zménu chemického
slozeni na povrchu. Tu je mozno charakterizovat napfiklad pomoci Rentgenové fotoelektronové
spektroskopie, viz Obr. 5.
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Obr. 5 XPS spektrum povrchové upraveného polymeru [8]

Jak jiz zminéno vySe, posledni moznosti je leptani v siln€ kyselém nebo alkalickém prostiedi.
Ukazkou takto pfipraveného substratu muze byt leptani Si desek v alkalickém prostiedi
Vv ptitomnosti alifatickych alkoholi.

Obr. 5 a 6 Snimek z optického a elektronového mikroskopu leptanych Si desek [9]

2.2 TVORBAVRSTEV

Piiprava vrstev a tenkych filmd na povrSich materidlli pfedstavuje jednu z primyslové
nejuzivangjSich technik. Tenké vrstvy lze pfipravit velmi jednodusSe, a to odlévanim. Modifikaci
odlévani je spin-coating. Dal$i metodou pro pfipravu tenkych filmd je tzv dip-coating. Tyto
metody spocivaji v nanaseni kapaliny na rotujici vzorek, pfipadné ulpivanim tenké vrstvy na
vzorek ponoteny do kapaliny, ktery je nasledné z kapaliny definovanym zpisobem vyjmut. Tvorba
vrstev muze byt provedena ale i pomérné pokro€ilymi technikami. Chemicka depozice v plynné
fazi (CVD), je dulezita technika povrchovych modifikaci syntetickych polymernich materiald, kde
se plazmatu 0¢inné vyuziva pro tvorbu aktivniho a reaktivniho meziproduktu pro konstrukci
tenkych tvrdych vrstev. Plazmatem indukovand chemickd depozice v plynné fazi (PECVD)
umoziuje, aby proces mohl probihat pfi relativné nizsich teplotach nez ve srovnani s jinymi typy



tepelného CVD, které pouzivaji napiiklad, termicky reaktor nebo laser. Tyto vrstvy mohou byt
pfipraveny pomoci mnoha druhti vyboju. Tedy, uplatiiuji se techniky za nizkého tlaku, stejné tak
jako za tlaku atmosférického.

Pfiprava vrstev pomoci plazmatu ma obvykle nékolik spole¢nych ryst. Vyboj je iniciovan
Vv pracovnim plynu, kupfikladu dusiku nebo argonu, do né€hoz je pfiddvano pomoci pratokoméru
malé mnozstvi monomeru. Tento monomer je cCasto pomérné stabilni, ale po srazkach
S metastabily pracovniho plynu nebo jeho ionty ziskdme reaktivni ¢astice, které jiz s povrchem
interaguji za vzniku stabilnich vrstev. V nasledujici ¢asti bude uvedeno nékolik takovych ptipadu,
které maji nasledné téz dopad na interakci se zivymi systémy.

Prvnim ptfikladem muze byt povrch na bazi organokiemicitych vrstev pro selektivni interakci
S bun&énymi systémy [10]. V uvedeném ptipadé byl nosnym pracovnim plynem dusik a jako
monomer byl pouzit hexamethyldisiloxan (HMDSO) ptipadné dimethylsiloxan (DMSO). Na takto
ptipravenych substratech, které se vzajemné liSily pouze pritokem monomeru, byladeponovana
smés bakterii Rhodococcus SP. S2E3 a Rhodococcus SP. S3E3. Tyto bakterie, které se bézné
vyskytuji v ptdé jsou si vzajemné velmi podobné, lisi se vSak pouze v jednom parametru, a to
schopnosti depolymerovat syntetické polymerni materialy. Zatim co Rhodococcus SP. S3E3 je
v tomto smyslu G¢inny, tak Rhodococcus SP. S2E3 nikoliv. Na nasledujicim obrazku 7 je ziejmé,
ze pro organokfemicité vrstvy z monomeru HMDSO se podafilo pfipravit povrch, ktery vazal
vyrazné vice kmene Rhodococcus SP. S3E3 nez kmene Rhodococcus SP. S2E3, pticemz jejich
depozice na neopracovany povrch byla podobna.
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Obr. 7 Porovnani depozice bakterii Rhodococcus SP. S2E3 a Rhodococcus SP. S3E3 na
organokremicitych vrstvach z monomeru HMDSO

Tyto buiiky byly deponovany téz na povrchové vrstvy tzv. teflonu-podobné. V praxi jde o
fluorokarbonové povlaky, které mohou byt pfipraveny v plazmatu dusiku nebo argonu. Jako
monomer byva pouzit zpravidla oktafluorocyklobutan. V tomto pfipad¢ ale nebyly pozorovany
vyrazné rozdily v chovani jednotlivych bakterii.

Dal$im deponovanym systémem byla kvasinka Yarowia lipolytica IMUFRJ 50682 [11]. Tato
kvasinka se vyznacuje nékolika vyjimeénymi parametry. Jednak je pomérné hydrofobni [12], dale
je velmi odolna v konkurenci jinych mikroorganismti a dovede produkovat bioemulsifikator
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Yansan [13]. Dalsi vyjimeénou vlastnosti je schopnost dekompozice ropnych rezidui v ptirodnich
systémech. Tato kvasinka byla téz deponovana ve smési s jinymi kvasinkami na organokiemicité a
teflonu podobné povrchy [14-15]. Zde byly kvasinky pozorovany obrazovou analyzou. Riizné
kvasinky ve smési mély obdobny elektrochemicky profil v Sirokém rozmezi pH, tak jako i jiné
vlastnosti. Lisily se vSak tvarem. Zatimco konkuren¢ni kvasinky Saccharomaces cerevisiae maji
tvar sféricky, Yarowia lipolytica IMUFRJ 50682 ma tvar elipticky. Vysledné deponované
kvasinky jsou vyobrazeny na nasledujicim obrazku 8., ze kterého je patrné, ze uvedeny povrch
vaze selektivné jen kvasinky Yarowia lipolytica IMUFRJ 50682 [14].

X1.880K 386.0»r

Obr. 8 Kvasinky Yarowia lipolytica IMUFRJ 50682 deponované na organokiemicity povrch.

Dal§imi vrstvami, které se daji pfipravit podobnym zpisobem jsou tzv. vrstvy oxazolinové,
které byvaji povazovany za nahradu polyetylen glykolu. V tomto ptipad€ jde o aplikaci vyboje
v atmosféte dusiku, kdy jako monomer jsou pouZity kupfikladu 2-ethyl-2-oxazolin nebo 2-methyl-
2-oxazolin. Tyto jsou deponovany na povrch skla, ptipadné teflonu. Jak plyne z nasledujicich
obrazki, takto pfipravené vrstvy jsou velmi Setrné k prostiedi organismu, coz je dano jejich nizkou
cytotoxicitou. Cytotoxicita je stanovena pomoci MTT testu, ve kterém jsou pozorovany interakce
testovanych povrchi k fibroblastiim. Jako srovnavaci povrch je pouzit polystyren pro tkanové
kultury, ktery by mél byt k fibroblastim Setny. Vysledek pro polystyren znamena 100 %
cytokompatibilitu, proti niz jsou porovnavany vSechny vzorky. Pokud vysledek dosahuje alespori
80 %, je povazovan za necytototoxicky, tedy cytokompatibilni. Na nasledujicich grafech (Obr. 9 a
10) pro 2-ethyl-2-oxazolin a 2-methyl-2-oxazolin je ziejmé, Ze pfipravené vrstvy tyto parametry na
rozdil od teflonového substratu spriuji.
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Obr. 9 Vysledky cytotoxicity pro 2-ethyl-2-oxazolin
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Obr. 10 Vysledky cytotoxicity pro 2-methyl-2-oxazolin

Na uvedenych grafech je vzdy prvnim vzorkem referenc¢ni hodnota ziskana na polystyrenu pro
tkanové inzrnyrstvi, druhym vzorkem je pouzity substrat, coz byl v nasem piipadé teflon. Dalsi
vzorky se lisi jen pritokem monomeru. Pozoruhodné je, Ze na obrazku 10 jsou pifipraveny vzorky,
u nichz relativni viabilita fibroblast pfesahla 100 %. Tento vysledek neni pfili§ ¢asty, nikoli vSak
nemozny. Znamena, Ze dany povrch je k fibroblastiim jesté Setrnéj$i nez polystyren pro aplikace
ve tkanovém inZenyrstvi.

V uvedeném vyctu technik pro tvorbu vrstev by se dalo pokraCovat. Progresivni se jevi téz
vrstvy na bazi propan-butanu, které jsou pomérné snadno pfipravitelné a vynikaji zajimavymi
antibakterialnimi vlastnostmi [16] a mnohé dalsi.

2.3 POVRCHOVE ROUBOVANI

Povrchové roubovani, pfipadné o¢kovani, které se v zahrani¢ni literatuie objevuje pod pojmem
grafting, ptipadné surface grafting, predstavuje velmi Sirokou skalu metod, které jsou zpisobilé
navazat na ptvodni substrat nejcasteji vicefunkéni molekuly. Tyto molekuly potom maji vliv na
lepsi interakci s buiikami nebo jsou zpUsobilé vazat aktivni molekuly, a to jak kovalentné, tak i
nekovalentné.

V minulosti jsme studovali systém na bazi PLA, ktery byl pfedupraven ve vyboji a poté byl
roubovan pomoci kyseliny akrylové. Na takto piopraveny roub byl nyvazan chitosan jak
kovalentné€, tak nekovalentné a na tyto vzorky byl nasledné navazan chondroitin sulfat. Vyse
popsané je schematicky znazornéno na nasledujicim obrazku 11. [17]. Na takto pfipravenych
vrstvach byly pochopitelné zkoumany i dal$i parametry. V prvni fadé cytotoxicita a dale téz
antibakterialni vlastnosti, kdy jednotlivé postupy jsou uvedeny piehledné v publikaci.
Z namétenych vysledkt vyplynulo, Ze cytotoxicita vzorkl je na vynikajici trovni. Rovnéz, vzorky
vykazovaly pomém¢ zajimavé vysledky v ptipadé¢ antibakteridlnich vlastnosti.
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Obr. 11 Schéma roubovani kyseliny akrylové (AAc) na vynojem predupraveny PLA ndsledovany
imobilizaci chitosanu (CS) bud primo nebo pomoci karbodiimidového vazani a imobilizace
chondproitin sulfatu (ChS).

24 TVORBA VICEVRSTVYCH SYSTEMU

Tvorba vicevrstvych systémi si dosud nevydobyla dostateéné pozornosti. V literatufe byva
obvykle kometovana jen velmi spofe. V pfipadé naSich experimentd jsme se sdanou
problematikou potykali pouze jednou, a to jesté okrajove. V ramci studia depozice chitosanu na
povrch polyetylenu [18] byla zkoumana moznost tvorby vicevrstvych systému na bazi chitosan-
pektin. Takto bylo postupné piipraveno v navaznosti na literaturu celkové 10 vrstev, u nichz byly
nasledné krom jiného testovany antibakterialni vlastnosti. Ziskané vysledky jsou uvedeny nize na
obrazcich 12 a 13.
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Obr. 12 a 13 Vysledky méreni inhibicnich zon pro E. Coli a S. Aureus [18]

Z uvedenych vysledkt je zfejmé, Ze vicevrstvy systém nebyl G¢inny podle predstav.
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3 PRINOS PRO VEDNI OBLAST BIOFUNKCIONALIZACE

Pfestoze dosud prezentované vysledky na$i laboratoie dostate¢né poslouzily k popisu
jednotlivych metod biofunkcionalizace v piedeslé kapitole, Slo zejména o vyuziti jiz stavajicich
metod, byt provedenych s nasimi substraty, pfipadné ve vztahu s ndmi studovanymi buné¢nymi
systémy. V této kapitole dojde k popisu metodiky, ktera byla rozvijena a zdokonalovana v nasi
laboratoti béhem poslednich priblizn€ patnacti let. V literatufe je popsana jako fyzikalné-chemicky
vicestupniovy proces depozice bioaktivnich molekul na povrch syntetickych polymernich
materiald. Teoreticky vzato, ndmi zavedeny model, ktery je zalozen na principu interakce
aktivnich latek s roubovanymi polymery, by mél byt aplikovatelny na Sirokou Skélu bioaktivnich
molekul, které mohou byt vazany na velké mnozstvi rozdilnych substratl, pfi¢emz praveé syntéza
tvorby roubu a jeho volba by méla byt proménnym parametrem, ktery zabezpec¢i vhodnou vazbu
s aktivni latkou.

3.1 DRUHY AKTIVNICH LATEK PRO BIOFUNKCIONALIZACE

Je pomérné zajimavé, ze aktivni latky pouzivané pro depozice mohou byt velmi rozdilné,
zejména co do velikosti molekul. Lze mezi nimi najit mnoho malych molekul, stejné jako velmi
objemnych polysacharidii ¢i proteinti. Vzdy by vSak mély mit spolecné poslani, mély by svou
pfitomnosti v biologickém systému vyvolat adekvatni odezvu. Tu si lze ptedstavit v mnoha
podobach. Kupiikladu, mél by se dostavit efekt antibakterialni, pfipadné protisrazlivy, mélo by
dojit k snadné proliferaci pii obnové tkang, tak jako k zadouci proliferaci kmenovych bunék,
ptipadné stimulaci tvorby dileZitych latek. Vzdy je tedy ucinek sméfovan k stimulaci ¢i usnadnéni
biologického déje, aditivni pomoci imunitniho systému, ptipadng, aby byly zabezpeceny funkce,
které Zzivy systém z n&jakého divodu pozbyl. Mezi ty Gplné nejzakladnéjsi aktivni latky pro
biofunkcionalizaci patii proteiny extracelularni matrix, které tvoii strukturdlni soucast prostiedi,
které obklopuje, podporuje nebo spojuje buiiky. Dalsim zastupcem je kolagen, laminin (soucast
membran) a fibronektin, coby glykoprotein, ktery podporuje uchyceni a proliferaci bunék, a
zaroven ovliviiuje jejich morfologii a fyziologii. Dal$imi jsou kupftikladu elastin, vitronektin,
zelatina nebo derivaty kolagenu. Velmi podstatnou skupinou jsou ristové faktory. Dale, mize jit o
slou¢eniny zamezujici srazlivosti krve, ty se uplatiiuji pfi skladovani a transportu krevnich
derivatl. Krom latek jako warfarin to mohou byt Casto sulfatované polysacharidy, napi heparin. Ty
jsou vsak jiz vytlacovany tcinné¢jSimy typy, jako tfeba fukoidan nebo derivaty furcellaranu.

0803 H
Obr. 14 Fukoidan
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DalSimi Casto pouzivanymi aktivnimi molekulami jsou antibakteridlni latky. Zde vSak moznosti
vybéru nejsou tak Siroké, jak by se na prvni pohled zdalo. Zékladnimi zastupci mohou byt
kupftikladu fluorochinolony, které jsou velmi uc¢innymi Sirokospektralnimi antibiotiky. Nevyhodou
je, Ze jejich ucinnost diky rezistenci patogent klesa. Z tohoto diivodu u nich dochézi v poslednich
letech k drastickému omezeni uziti. Nesmé&ji byt podavany napf. k 1é¢bé infekci, které by se mohly
zlepsit 1 bez 16€by nebo nejsou zavazné (napt. infekce krku), k 16¢bé nebakteridlnich infekei, napft.
nebakterialni (chronické) prostatitidy, k prevenci cestovatelského prijmu nebo opakujicich se
infekci mocovych cest (mocovych infekei, které se nerozsifily za mocovy méchyt), k 1écbé
mirnych nebo sttedné zavaznych infekci kromé situaci, kdy nemohou byt pouzita jind, bézné
doporucovana antibiotika [19].
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Obr. 15 Zastupci fluorochinolonii. a) Sparfloxacin, b) Enrofloxacin, ¢) Lomefloxacin

Je tedy ziejmé, Ze neni vhodné pouzivat tyto zastupce k dal§im experimentim pii tvorbé vrstev,
pokud se jejich pouziti obecn€ zamysli jen na velmi akutni, Zivot ohrozujici stavy. Dal§im
problémem je, ze jsme V minulosti zcela bézn€ pouzivali antibakteridlni ¢inidla, ktera jsou od té
doby jiz davno zakazana. Mezi né patii kupiikladu bronopol nebo triclosan. Je to dano tim, ze
nedavné studie ukazaly, Ze tato ¢inidla nejsou k lidskému organismu piili§ Setrna. Dobrou zpravou
vSak je, ze mame k dispozici stdle pomé€mé mnoho zéastupcl. Jednim z nich je chitosan, jehoz
ucinnost sice neni uplné nejvyssi, ale zda se, ze patogeny vici nému nejsou resistentni. Dal§im
vynikajicim antibakteridlnim ¢inidlem je chlorhexidin, ktery pfedstavuje zlaty standard dentalni
mediciny. Je tudiz pfitomen ve vSech prostiedcich pro dentalni hygienu: zubni pasty, nealkoholové
dentalni vody, zvykacky, a jiné. Navic, jeho antibakterialni i¢innost je vynikajici.

HN N NH
N}}_H H_QJN
HN H H ‘wH
cl Cl

Obr. 16 Chlorhexidin
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Z vyse uvedeného plyne, ze vybér antibakteridlnich ¢inidel neni tak Siroky, jak bychom si
predstavovali. Aby tato kapitola nekoncila pfili§ pesimisticky, dobrou zpravou je, Ze stale existuje
nadéje. V dnes$ni dobé védeckotechnického pokroku nebude potiz vyvinout nova a jisté i lepsi
antibakterialni ¢inidla. Stejné tak, stile mame k dispozici spoustu latek, které v biomediciné
pouzivat Ize a krom jiného, mohou mit i1 antibakterialni vlastnosti, a to pomé&rné obstojné. Dobrym
prikladem muize byt metformin, ktery je v posledni dobé velmi oblibenym peroralnim
antidiabetikem.

NH NH - HCI
HZNJ\NJ\N’CHS

LI TN

Obr. 17 Metformin

Tedy, metformin le latkou, kterd je uzivana pro absolutné odliSny ucinek. Za pozornost stoji
jeho struktura. Pfi bliz§im pohledu je zfejmé, ze patii mezi tzv. biguanidy, mimochodem stejné tak
jako vySe zminény chlorhexidin. Lze tedy ocekavat, a je to jiz i potvrzeno, ze metformin je téz
antibakterialng G€inny. Dal§i pomérné dobrou zpravou je vycet jeho nezadoucich tcinkd. Pokud
jsme hovotili o fluorochinolonech, pak je tfeba ptiznat jejich vedlejsi u€inek vedouci k poskozeni
§lach. Pokud jde o chlorhexidin, potom v piipadé roztokt nad 1 % dochazi pti dlouhodobém
uzivani ke zloutnuti zubi, nastésti reverzibilnimu. V pfipadé metforminu je situace zcela odlisna.
Hlavnim nezédoucim ucinkem pii dlouhodobém uzivani je hubnuti. Tedy, jak zminéno vySe,
netieba byt v piipad¢ antibakteridlnich ¢inidel pfiliSnym pesimistou.

3.2 KOVALENTNI A NEKOVALENTNI ZPUSOB IMOBILIZACE

Jak jiz plyne z nazvu kapitoly, aktivni biomolekula mtize byt vazédna bud’ kovalentné, tedy
prostfednictvim chemické vazby nebo nekovalentné mezimolekularnimi interakcemi. Pro tplnost,
existuje jest€¢ jedna moznost, kterd piedchozi dveé navzijem kombinuje a fikdme ji tudiz
kombinovana technika imobilizace.

Nekovalentni imobilizace je zaloZena predev§im na fyzikalni adsorpci nebo iontové interakci.
Mohou se vSak vyuzit i jiné jevy, napf. enkapsulace biomolekuly nebo jeji inkorporace do
skafoldu. Casto se vyuziva toho, 7e k sob& maji afinitu opaén& nabité fetézce. Biomolekula oviem
muze byt vazana i prostfednictvim vodikovych mustkl, hydrofobnich interakci anebo Van der
Waalsovymi silami. Nekovalentni imobilizace ma hlavni vyhodu v tom, ze jde o procesy spiSe
jednodussi, které pfili$ nesnizuji ucinek bioaktivnich latek a nedenaturuji je. Hlavni nevyhodou je
dlouhodoba nizka stabilita systému, ktera se s kovalentni imobilizaci nemtize rovnat.

Kovalentni imobilizace jsou zajimavé vSude tam, kde je tfeba velmi stabilni biomolekularni
vrstva. Procesy vedouci k vytvofeni kovalentni vazby jsou mnohem sloZitéj$i a jsou i ¢asove
naro¢né. Kovalentni imobilizace téz spolehlivé fesi pozadavek na velmi rovnomérnou distribuci
biomolekul na povrchu. K tomu, aby kovalentni imobilizace byla G¢inna je zapotiebi pfitomnost
funkénich skupin na substratu, které budou schopny reagovat s funkénimi skupinami na
biomolekule. Pro tyto ucéely se nejcastgji pouziva EDC, coz je 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide jako sitovaci ¢inidlo, které spojuje karboxyly s aminy. Reakce
EDC s karboxyly tvoti meziprodukt o-acylisourea, ktery uz je schopen reagovat s aminy, které
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jsou piitomny na biomolekule. Je tfeba miti na paméti, ze o-acylisourea je pomérné nestabilni.
Ztoho davodu je tieba pouzit sulfo-N-hydroxysuccinimid (sulfo-NHS) nebo N-
hydroxysuccinimid (NHS), ktery jiz tvofi stabilni meziprodukt a tim zvySuje uéinnost reakce.
Schéma reakce je na nasledujicim obrazku 18.
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Obr. 18 Schéma karbodiimidového spojovani karboxylit a aminii pomoci EDS/NHS cinidel

Zavérem je tieba zminit, ze v pfipad¢ nckterych biomolekul neni pfili§ na vybér a je mozna
pouze jedna cesta imobilizace. Dale je tfeba zdiraznit, Ze smyslem této prace neni uvadét vycet
vSech dostupnych biomolekul, zpisobt jejich imobilizace a koneéné zamyslené aplikace. Daleko
ucelngjsi se jevi uvést zde odkaz, kde je vSechno piehledné uvedeno, naptiklad [20] a podobné.

3.3 FYZIKALNE-CHEMICKY VICESTUPNOVY PROCES DEPOZICE
BIOAKTIVNiICH MOLEKUL

Metodika, kterou jsme se v nasi laboratofi nejvice zabyvali a optimalizovali se nazyva
fyzikalné-chemicky vicestupniovy proces depozice bioaktivnich molekul na povrch syntetickych
polymernich materiadld. O této problematice pojednava cely soubor praci [21-59], které se
vzajemné odliSuji zejména pouzitym substratem, zplisobem piedipravy, riznym roubovanim na
povrch, druhem monomeru, strategii imobilizace a naslednym testovanim v biologickém prostiedi.
Je tedy zjevné, e jde v podstaté o kombinaci vieho, co bylo zminéno vyse. Ugelem této kapitoly
bude nepochybné rozbor jednotlivych dil¢ich krokii depozice, véetn€ nastinéni moznosti a limitd.
Je tedy nejprve nezbytné uvést schéma fyzikalné-chemického vicestupiiového procesu depozice
bioaktivnich molekul na povrch syntetickych polymernich materiald, ktery je na nasledujicim
obrazku 19.
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Obr. 19 Fyzikalne-chemicky vicestupiiovy proces depozice bioaktivnich molekul na povrch
syntetickych polymernich materiali

Popis vyse uvedeného schématu systematicky za¢ne volbou vstupniho materidlu, jehoz povrch
ma byt modifikovan. Ten je obvykle vybran s ohledem na konecnou zamyslenou aplikaci.
Naptiklad, pokud je zamyslenou aplikaci katétr s antibakteridlni Gpravou, potom by material mél
byt kuptikladu z termoplastického polyuretanu nebo z ,,medical grade “ polyvinylchloridu. Pro jiné
aplikace by vybér probihal obdobné.

V dalsi fazi dochazi k povrchové piedupraveé. Ta ma jisté zakonitosti, které jsou zavislé na
pouzitém vtupnim materialtl. V nasi laboratofi mame k tomuto ucelu tfi pfistroje. Vyboj prvniho
Z nich je buzen pii frekvenci 40 kHz, didle mame reaktor se zdrojem radiofrekvenénim (13,56
MHz) a dale je k dispozici reaktor mikrovinny, ktery pracuje pii frekvenci 2,45 GHz. Z definice
plyne, ze vysokofrekvenéni reaktor (40 kHz) ma za normalni situace schopnost vytvofit co nejvice
funk¢nich skupin na povrchu opracovavaného polymeru. Situace se v§ak méni s jeho nevyhodou,
kdy je vzorek pfi delSich Casech upravy zahtivan. Jak zndmo, jsou substraty ze syntetickych
polymernich materiali, které nejsou schopny tepelné odolavat v Sirokém rozsahu. V tomto piipadé
byva pouzit reaktor jiny, pro danou aplikaci vhodngj$i. Déle je tfeba zminit, Ze tento proces je
pomeérné vysokoenergeticky, coz je vyhoda, ale i nevyhoda. Vyhodné je to v tom, Ze jinak
nereaktivni polymery na svém povrchu ochotné tvoii funkéni skupiny v dostate¢ném mnozstvi.
Nevyhodou je nizka kontrola kinetiky procesu. Ta ma za nasledek vytvofeni nikoli stejnych
funkcionalit, nybrz statistického souboru mnoha riiznych funkénich skupin. Kinetiku lze ovlivnit
volbou pracovniho plynu, jeho prutokem a téZ vykonem budiciho zdroje. Vzdy je vSak mozné
kinetiku ovlivnit ve prospéch jednoho z produkti jen Castecn€. Tato hlavni nevyhoda ovSem
nemusi byt az tak podstatna. V této fazi je pro nas dulezité vytvorit na povrchu reaktivni centra pro
nasledné roubovani monomerem, a ta mohou byt i rizna. V uvahu pfipadaji dva hlavni zastupci.
Prvnim z nich jsou vytvofené radikaly (jakéhokoliv plivodu) na opracovaném povrchu. Ty se vSak
pro dalsi stupné depozice nejevi jako vyhodné, nebot’ jejich doba Zivota je nepatrna a podléhaji
rekombinaci ¢i zhaSeni. Druhou moznosti je vytvoreni metastabilnich funkénich skupin, ze kterych
mohou nasledné radikaly statisticky vznikat i béhem obdobi nékolika jednotek az desitek vtefin.
Takto vzniklé radikaly jsou potom reaktivnimi centry pro dal$i roubovani. Zpravidla jde o
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peroxidy ¢i hydroperoxidy, ale i dal$i funkcionality. Z tohoto diivodu pouZzivame jako pracovni
plyn vzduch, ktery je k tvorb€ oxidativnich funkénich skupin zptisobily. Nami pouzivané reaktory
jsou vyobrazeny na nasledujicim obrazku 20.

Obr 20. Reaktor vysokofrekvencni (40 kHz), radiofrekvencni (13,56 MHz) a mikrovinny
(2,45 GHz)

V dal$im kroku dochazi k roubovani monomeru. Moznosti je sice mnoho, ale nase usili sméfuje
k vytvofeni roubl obsahujici karboxyly nebo aminy. Tvorba karboxyli mize byt Gsp&$na, pokud
se jako monomer pouzije kyselina akrylova, pfipadné monomery podobné. Tvorba roubu v tomto
ptipadé probihd v kapalném prostiedi, je zdlouhava a velmi citlivd na pfitomnost dusiku. Délka
fetézce je zpravidla zavisla na druhu a koncentraci inhibitoru. V piipadé aminti je situace mnohem
jednodussi. Zpravidla probiha v plynné fazi, trva jen nékolik vtefin (zpravidla 10-20) a vysledek je
naprosto presvédCivy. Zde je délka fet€zce roubu dana dobou kontaktu vzorku a nasycenych par
monomeru. Modelové pfichdzi vuvahu primarni, sekundarni a terciarni aminy, jejichz
nejjednodussi molekuly jsou uvedeny na nasledujicim obrazku.
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Obr. 21 Priklad nami pouzivanych aminii: primarni, sekunddrni a tercidrni

Vysledkem je tedy roub, ktery obsahuje pomérné¢ velké mnozstvi amint, tedy bazickych
funkcionalit. S ohledem na teorii, ale lze to snadno dolozit i experimentalné, bazicita stoupa
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nahoru od primarnich po terciarni aminy. V Gvahu je vSak tfeba vzit i faktory sterické, které jsou
dany pfitomnosti objemnych substituenti. Ve vysledku tedy sekundarni a terciarni aminy maji
maji pro dalsi interakce vlastnosti vcelku podobné, avsak daleko lepsi nez u aminu primarniho.
Zavérem je tfeba zdlraznit, Ze volba roubu musi byt provedena s ohledem na biomolekulu, ktera
ma byt na tento roub vazana.

Posledni krokem je jiz samotna depozice aktivni latky, ktera byla zevrubn€ popsana v predeslé
kapitole 3.2.

Je tfeba miti na paméti, ze kazdy krok vySe nastinéného procesu lze snadno kontrolovat.
Vhodnou metodou popisu chemického slozeni se jevi XPS, déale pak fyzikélné-chemicky popis
pomoci stanoveni povrchové energie a dale pak i pfiléhava odezva biologickych systémi. Obecné
plati, Zze pokud dojde k popsatelnému rozdilu ve vlastnostech, dany krok vicestuptiového procesu
probéhl tispesne.

4 PERSPEKTIVY A VYHLEDY

Jak jiz bylo zminéno v predeslych kapitolach, jednotlivé postupy vazani biomolekul maji své
limity. Struéné fecCeno, kovalentni vazani biomolekul je miZze Casto denaturovat a samotné
vytvofeni vazby je slozit¢ a zdlouhavé. V piipadé nekovalentniho vazéani jde sice o postupy
jenoduché a rychlé. Ve vysledku je vSak systém pomérné nestabilni. Nevyhody jednotlivych typt
Ize eliminovat kombinovanym zpisobem véazani biomolekul. Ten je zalozen na moznosti, Ze na
substrat je navazan sitovanim polyelektrolyt, ktery nevazebné véaze aktivni molekulu. Déle je
mozny i postup, kdy je k plivodnimu substratu vazan nevazebn¢ polyelektrolyt, na né&jz je
kovalentné¢ vazana biomolekula. Tyto systémy se jevi jako zajimava moznost do budoucna.
Dluzno dodat, ze aktivity v tomto sméru jiz zacaly a do budoucna maji potencial jednoduché
zpusoby vazani upozadit.

Dalsi fakt, ktery je tfeba mit na paméti je stale se prodluzujici stfedni doba doziti. Piesto, Ze za
poslednich nékolik malo generaci doslo ke zdvojnasobeni primérné délky Zivota, i tento parametr
jednou dojde k dosazeni mozného maxima. Zatim vSak dava velkou Sanci vzniku novym a
spoleCensky potfebnym biomaterialim, které se projevi nejen v terapii a diagnostice, ale i ve
skladovani, uchovavani, transportu a jinych mnoha dal$ich aspektech pfi zdravotni péci, za ucelem
zachovani maximalni miry komfortu pacienta.

Dalsi budouci moznosti tkvi i v aplikacich mimo biomedicinu. Je pfeci spoleéensky velkym
benefitem, pokud pfipravené vrstvy budou pievySovat stavajici svymi vysledky v oblasti ochrany
proti korozi nebo vylepSené tvrdosti, ptipadné odolnosti proti pfirodnim vliviim. VSechny tyto
parametry by mély byt i pro fadu biomaterialti dosazitelné.

Posledni velkou moznosti je paradoxné fakt, Ze nejsme schopni pfedjimat, co nas v budoucnu
¢eka a jaké pozadavky na materidly budou duilezité jak strukturalng, tak funkéné. Pohledem do
historie vime, Ze neni az tak davno, kdy kazda zlomenina dlouhé kosti konéila amputaci, coz by
dnes jiz bylo absolutné spolecensky nepiijatelné. Je to téz vskutku nedavno, kdy probé&hly prvni
implantace srde¢nich chlopni, které jsou jiz dnes rutinnim vykonem, stejné tak jako implantace
kloubnich nahrad, které jiz vnimame tak néjak automaticky. Rovnéz pak, nejsme schopni
pfedjimat (izasny védeckotechnicky rozmach, ktery nam dava k dispozici dfive netu$ené nastroje,
a ty maji na implantologii druhotny dopad. V této souvislosti je Casto zmiflovan velkolepy
rozmach implantologie a rekonstrukéni panevni chirurgie, ktera se rozvinula v podstaté z ni¢eho az
S nastupem motocyklismu.
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ANOTACE

Tato prace popisuje zadklady technologie tvorby vrstev pro aplikace v biologii a
biomedicinském inZenyrstvi, implantologii a tkanovém inZenyrstvi. V praci jsou popsany
nejriznéj$i metody biofunkcionalizace povrchii spolecné s jejich vyhodami a limity. Pro lepsi
pochopeni jsou pouzity jiz diive ziskané vysledky, aby slouzily k popisu uvedenych teoretickych
systému. V préci je t€Z zminéna metoda fyzikalné-chemického vicestupiiového procesu depozice
aktivnich latek na polymerni substraty.

ABSTRACT

This work describes the principles of coatings technologies for applications in biology,
biomedical engineering, implantology and tissue engineering. There are described several methods
for surface biofunctionalizations together with their advantages and limits. For better
understanding, several obtained results are used to demonstrate mentioned theoretical systems.
There is also introduced a physicochemical multistep approach for deposition of biomolecules on
polymer substrates.
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