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Uvod

Nanostruktury kovli patii diky svym unikdtnim elek-
trickym, optickym, magnetickym a fyzikalné-chemickym
vlastnostem mezi jedny z nejvice zkoumanych nanomate-
rialt pro nejriznéjsi aplikace od elektroniky po medici-
nu'?. Zejména v oblasti mediciny dochazi k nejriizngjsim
uplatnénim kovovych nanostruktur. Napf. nanocastice
stiibra jsou znamy pro své antibakteridlni G€inky a vyuzi-
vaji se u obvazd na kryti ran’, komplexy obsahujici nano-
castice gadolinia zvySuji efektivitu pti zobrazovani magne-
tickou rezonanci a jsou soucasti kontrastnich latek a nano-
&astice zlata jsou soucasti nejriizngjsich detek&nich testi.
Zlaté nanostruktury se studuji a pfipravuji s riznymi tvary
(napt. kulitky, krychle, ty&inky, hvézdy, bipyramidy)’
a rovnéz ve form& nanovrstev®.

Pro buriky je atraktivni povrch substratu, ktery vyka-
zuje zejména pfimefenou smacivost, morfologii a elektric-
kou vodivost’. Kombinaci polymerniho substratu a kovu
lze vytvofit atraktivni materidl s vyhodnymi objemovymi
vlastnostmi daného polymeru (napf. nizkou hustotou, dob-
rymi mechanickymi vlastnostmi, flexibilitou a chemickou
rezistenci), které dopliuji zajimavé vlastnosti kovu (napf.
elektricka vodivost, povrchova struktura)®. Adheze mezi
kovy a polymery je velmi slabd, a proto je nutné polymerni
substrat pred depozici kovu modifikovat (povrchové akti-
vovat). Jednou z metod povrchové modifikace polymert je
jeho povrchovéd degradace v plazmatu. Tim dochazi ke
Stépeni polymernich fetézct, tvorbé radikalt, dvojnych
vazeb a kyslikatych polarnich skupin’. Tyto funkéni skupi-
ny lze poté vyuzit k roubovani napf. aminokyselin'’, nebo
polymernich fetézct'' na povrch polymerniho substratu.
Dalsi moznosti navazani na polymerni substrat jsou napf.
uhlikové nano&astice'? popt. Au nano&astice'’. V plazmatu
aktivovany povrch polymeru je roubovan témito nanocas-
ticemi pomoci mediatoru, ktery byl roubovan v 1. kroku.
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Je znamo, Ze Au neni inertni, ale velmi ochotné reaguje
napf. s thiolovou skupinou, a v tomto piipadé l1ze pouzit
dithiol jako mediator, kdy jedna skupina se navaze na akti-
vovany povrch polymeru a na druhou se naroubuji
Au nanogastice'*"®. Tyto substraty mohou najit uplatnéni
v tkanovém inzenyrstvi, kdyZ je nutné péstovat bunky
napf. pri ztraté kozniho krytu (pfi tézkych popaleninach,
bércovych viedech) a nebo pii aplikaci cévnich protéz.

V této praci se studuji vybrané vlastnosti véetné cyto-
kompatibility poly(3-hydroxybutyratu) roubovaného dithi-
olem a poté zlatymi nanocésticemi (nanokulickami a nano-
ty¢inkami). Byla studovana povrchova smacivost
(kontaktni ihel véetné jeho zavislosti na dobé od expozi-
ce) goniometricky, morfologie (AFM mikroskopii) a che-
mické slozeni povrchové vrstvy (XPS spektroskopii). Tes-
ty cytokompatibility (provedené in vitro) byly zaméfeny
na sledovani poctu, morfologie a Zivotaschopnosti hlad-
kych svalovych bunék z aorty laboratorniho potkana
(VSMC, vascular smooth muscle cells). Z ptedchozich
naSich experimentd, které jsme provadéli s VSMC bunka-
mi, je zfejmé, Ze tyto builky jsou uZitecné pro studium
materiali vhodnych napk. jako ,,scaffold pro cévy'*".
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Experimentalni ¢ast
Pouzité materialy

K experimentim byl pouzit poly(3-hydroxybutyrat)
(P3HB) ve formé folie (Goodfellow Ltd., UK, tloustka
50 um, hustota 1,25 g cm™). Félie byla modifikovana
inertnim argonovym plazmatem v napraSovacim zafizeni
Balzers SCD 050 (DC, Ar' plazma, gistota plynu
99,995 %, priatok plynu 0,3 1 s, tlak 8 Pa, vzdalenost
elektrod 50 mm) pfi vykonu plazmatu 3 W a Casech expo-
zice 50, 100 a 300 s. Thned po plazmatické modifikaci byly
vzorky pteneseny do roubovacich roztoki, ve kterych byly
ponechany vzdy po dobu 24 h. P3HB byl roubovan nejpr-
ve v roztoku 1,1"-bifenyl-4,4’-dithiolu (BFD, koncentrace
4-10° mol I'") a nasledns bud’ (i) v suspenzi zlatych nano-
kuli¢ek (AuNS, pramér 12 nm, koncentrace 4-10~ mol 1)
nebo (ii) suspenzi zlatych nanoty¢inek (AuNR, délka 18 az
20 nm, $itka 6 nm, koncentrace 4-10°> mol 1’1). AuNS
a AuNR byly piipraveny podle znamych postupa'®. Tvar
i velikost Au nanocastic jsou patrné z vysledki transmisni
elektronové mikroskopie (TEM, JEOL JEM-1010, 80 kV
(JEOL Ltd., Japan), viz obr. 1).

Analytické metody

Starnuti modifikovanych vzorkii bylo studovano gonio-
metrickym méfenim. Kontaktni thel byl méfen goniome-
trem See System (AdveX Instruments, CR) nanesenim
kapky destilované vody o objemu 8 pl. Vysledna hodnota
kontaktniho thlu je ddna aritmetickym primérem nameéte-
nych hodnot a smérodatnou odchylkou z 15 méfeni.

Povrchov4d morfologie a drsnosti povrchu substrati
byly sledovany metodou AFM na pfistroji VEECO CP II



Chem. Listy 711, 223-228 (2017)

Laboratorni pfistroje a postupy

""." (b)
e !
[Py \
a3 N
’ -
\ 2=, I
by
-)

Obr. 1. TEM fotografie pripravenych nanoc¢astic zlata: (a) zlaté nanokuli¢ky, (b) zlaté nanoty¢inky

pracujicim v mddu tapping. Drsnost povrchu je charakteri-
zovana stfedni hodnotou drsnosti (R,), ktera reprezentuje
aritmetické primeéry odchylek Z-tové souradnice od jejich
stfedni hodnoty.

Atomové koncentrace zlata Au(4f), kysliku O(1s),
uhliku C(1s) a siry S(2p) na povrchu substratd (tj.
v hloubce 68 atomovych vrstev) byly urovany metodou
XPS na spektrometru Omicron Nanotechnology
ESCAProbeP. Rentgenové zateni bylo monochromatické
s energii 1486,7 eV. Méfeni probihala s krokem 0,05 eV.
K vyhodnoceni spekter byl pouzit program CasaXPS.

Testy cytokompatibility

Vzorky byly sterilizovany po dobu 1 hodiny v 75%
ethanolu a poté byly preneseny do kultivacnich plat
z tkanového polystyrenu. Na kazdy vzorek bylo nasazeno
17000 bun&k nacm’ hladkého svalstva (VSMC) z aorty
laboratorniho potkana. Kultivace probihala po dobu 24, 72
a 144 hodin pfi teplot€ 37 °C. Metoda zornych poli byla
pouzita pro uréovani poctu bunék, které jsou fixovany na
substratu a obarveny, pomoci fotografii z mikroskopu.
Fluorescen¢nim mikroskopem Olympus IX51 s digitalni
kamerou Olympus DP 70 bylo potizeno 20 fotografii po-
vrchu vzorku. Pocet adherovanych a proliferovanych bu-
nék byl zjistén pocitdnim bunck z fotografii softwarem
NIS-Elements AR 3.0. Vylucovaci test trypanovou modii
byl pouzit ke stanoveni Zivotaschopnosti VSMC bungk'®.

Vysledky a diskuse

Je znamo, Ze po expozici polymeru v plazmatu je
povrch po urcitou dobu nestaly a dochazi k jeho starnuti.
Po uplynuti ,,urcité” doby dojde v povrchové vrstvé ke
stabilizaci vlastnosti a povrch substratu 1ze povazovat za
vhodny ke studiu cytokompatibility'®'”.

Na obr. 2 je uvedena zavislost kontaktniho hlu na
dobé od expozice polymeru v plazmatu (po dobu
300 s). Z obr. 2 je patrné, ze s rostoucim ¢asem od expozi-
ce se povrch polymeru stabilizuje a dochazi k ustaleni
hodnoty kontaktniho Ghlu. K wustaleni dochazi pfiblizné
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15. den od expozice. U roubovanych vzorkti neni nartist
thlu tak dramaticky a ke stabilizaci povrchu dochazi rov-
néz 15. den od posledniho kroku modifikace. VSechny
nasledné analyzy jsou proto provadény na vyzralych sub-
stratech, tj. po 15 dnech od modifikace.
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Obr. 2. Zavislost kontaktniho tihlu na dobé€ od expozice poly-
meru v plazmatu (doba starnuti, doba expozice 300 s) pro
plazmaticky modifikovany, modifikovany a roubovany BFD,
nasledné roubovany Au kulickami (AuNS) resp. ty¢inkami
(AuNR). Pro porovnani je uvedena i hodnota kontaktniho uhlu
nemodifikovaného P3HB; —— P3HB pristine, ¢ P3HB/300, A
P3HB/300/BFD, @ P3HB/300/BFD/AuNS, M P3HB/300/BFD/
AuNR
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Obr. 3. Zavislost kontaktniho uhlu u zestarlych vzorki na
dobé expozice v plazmatu (50, 100 a 300 s) pro plazmaticky
modifikovany, modifikovany a roubovany BFD, nasledné
roubovany Au Kkulickami (AuNS) resp. ty¢inkami (AuNR).
Pro porovnani je uvedena i hodnota kontaktniho uhlu nemodifi-
kovaného P3HB; — P3HB pristine , ll 50 s, @ 100s, A 300 s

P3HB pristine

Dum

P3HB/300/BFD/AuNS
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Na obr. 3 je uvedena zavislost vlivu doby expozice na
kontaktni thel pro pivodni a roubované (pomoci BFD
resp. Au nanocastic) substraty. Z obr. 3 je patrné, ze
s rostouci dobou expozice v plazmatu dochazi u vsech
typt  vzorki k rGstu hodnot kontaktnich uhlu.
K nejvyraznéjsim zméndm dochazi u vzorkll modifikova-
nych pouze plazmatem. V piipadé roubovanych vzorkd
dochazi pti kratSich Casech expozice v plazmatu k pokle-
su  hodnot  kontaktniho  uhlu v  porovnani
s nemodifikovanym polymerem. V porovnani se vzorkem
pouze roubovanym BFD dochazi po navazani AuNS
k dal§imu snizeni kontaktniho uhlu. Po roubovani AuNR
neni patrny vyrazny rozdil mezi hodnotami kontaktniho
uhlu v zavislosti na dobé expozice v plazmatu.

Jak bylo vySe uvedeno, vyrazny vliv na cytokompati-
bilitu material ma jeho povrchova morfologie. AFM ske-
ny vybranych vzorkl jsou uvedeny na obr. 4. Z néj je patr-
né, ze povrchova morfologie vzork je vyrazné ovlivnéna
jejich modifikaci (plazma v kombinaci s roubovanim).
Vlivem expozice v plazmatu dochazi k degradaci polymer-
nich fetézcli v povrchové vrstve, ktera je doprovdzena
ablaci povrchu polymeru'®'®. S rostouci dobou expozice
v plazmatu dochdzi k vyrazné&jSim zméndm ve struktufe
substratu. Pfi krat$i dob& expozice (50 s) dochazi k ablaci
zejména amorfni ¢asti a tim ke zvyraznéni krystalické ¢asti
P3HB, coz je doprovazeno zvySenim drsnosti substratu.
Pti delsi dobé expozice (300 s) dochazi k degradaci i krys-
talickych oblasti polymeru®, a proto dochazi k nartistu
drsnosti povrchu v porovnani s nemodifikovanym polyme-

P3HB/50

Om

Opm

Opm

Obr. 4. 3D AFM skeny nemodifikovaného P3HB, polymeru exponovaného v plazmatu po dobu 50 a 300 s, P3HB exponovaného
v plazmatu po dobu 300 s a roubovaného BFD a nasledné roubovaného Au kulickami (AuNS) resp. ty¢inkami (AuNR)
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Obr. 5. Pocet adherovanych (1. den) a proliferovanych (3. a 6.
den) VSMC bunék na nemodifikovaném polymeru, vzorcich
plazmaticky modifikovanych 50 a 300 s, modifikovanych
a roubovanych BFD, nasledné roubovaného Au kulickami
(AuNS) resp. tyc¢inkami (AuNR). Pro porovnani je uvedena
i stejna zavislost pro tkanovy polystyren (TCPS)

rem. Pfi porovnani s kratsi dobou expozice (50 s) je hod-
nota drsnosti niz§i. V pfipadé roubovani BFD po dobu
300 s expozice se tvoii ,.kopcovité“ utvary a dochazi
k vyraznému nartstu drsnosti povrchu. U vzorkll roubova-
nych obéma typy Au nanocastic je patrna odlisna morfolo-
gie povrchu substrati. Po roubovani AuNS je patrné snize-
ni drsnosti povrchu oproti substratu roubovanému pouze
BFD. Vzorek roubovany AuNR ma oproti roubovani
AuNS vyssi drsnost, ktera je srovnatelna se vzorkem, ktery
ma navazany pouze BFD.

Z vysledkti XPS spektroskopie je ziejmé, ze plisobe-
nim plazmatu dochazi ke zméné obsahu kysliku a uhliku
na povrchu P3HB. V piipadé expozice po dobu
300 s dochazi diky degradaci k ablaci ¢asti degradované
povrchové vrstvy diky Stépeni vazeb mezi atomy hlavniho
fetézce a vazeb sméfujicich k bo¢nim skupindm nebo ato-
miam’, a proto dochazi k poklesu obsahu kyslikatych sku-
pin (z 31,0 na 22,2 at.%). Naproti tomu se zvysi obsah
uhliku z 69,0 at.% u nemodifikovaného P3HB na
78,8 at.% pro modifikovany povrch. V piipadé roubovani
BFD z roztoku dochazi k ¢astecnému vymyvani degradaci
vzniklych , kratkych® segmenti z povrchu polymeru a tak
se snizi obsah uhliku na 74,0 at.%. Pfitomnost navazaného
BFD byla potvrzena ptitomnosti 4,3 at.% siry na povrchu
polymeru. BFD je na povrch polymeru chemicky navazan
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na skupiny'® (radikal, dvojnou vazbu, karbonylovou, kar-
boxylovou popi. esterovou skupinu), které¢ vznikly pfi
modifikaci povrchu polymeru v plazmatu. XPS analyza
prokazala navdzdni AuNS pfes medidtor BFD na povrch
polymeru. Po expozici 300 s byla naméfena na povrchu
polymeru koncentrace zlata 0,2 at.% (pro AuNR byla sta-
novena koncentrace Au na hrané detekce XPS, tj.
0,01 at.%).

Vysledky studia cytokompatibility na ptipravenych
vzorcich jsou uvedeny na obr. 5 a 6. Obr. 5 udava pocet
bunék stanovenych po 1. dnu od nasazeni bunék hladkého
svalstva (adheze) a po 3. resp. 6. dnu (proliferace).
Z obr. 5 je patrné, Ze prvnich 24 h po nasazeni bunék ne-

P3HB pristine P3HB pristine

P3HB/300

P3HB/300/BFD

P3HB/300/BFD

P3HB/300/BFD/AuUNS P3HB/300/BFD/AuNS

P3HB/300/BFD/AuNR

Obr. 6. Ilustracni fotografie VSMC bunék na nemodifikova-
ném polymeru, vzorcich plazmaticky modifikovanych 300 s,
modifikovanych a roubovanych BFD, nasledné roubovanych
Au kuli¢kami (AuNS) resp. ty¢inkami (AuNR)
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dochazi k vyraznéjsim zménam v jejich poctu, coz je zpl-
sobeno uchycovanim bun€k na substrit. Po piekondni
lag-faze (24—48 h) se bunky zacinaji d€lit a rychle se navy-
Suje jejich pocet’. Tieti den od nasazeni dochazi
k vyraznému navyseni poctu kultivovanych bun¢k u vzor-
ki po vSech typech modifikace. Je patrné, ze na nemodifi-
kovaném substratu bunky neproliferuji. Tteti den je nej-
vys$$i nartst u vzorki modifikovanych plazmatem po dobu
50 s. Po 6 dnech kultivace vykazuji nejvyssi narist sub-
straty s naroubovanymi AuNS. Ostatni typy modifikaci
jsou v poctu kultivovanych bunék srovnatelné s tkanovym
polystyrenem. Vyrazné odchylky jsou zpisobeny nehomo-
gennim pokrytim substratu butikami.

Z fotografii na obr. 6 je patrné, Ze k nejvice homogen-
nimu pokryti povrchu substratu buitkami dochézi v pripadé
»pouze* plazmatické modifikace. Po roubovani BFD do-
chézelo k ristu bun¢k v oddélenych shlucich, coz zaprici-
nilo nehomogenni pokryti povrchu substratu. Preferencni
rust ve shlucich je dan kombinaci morfologie, smacivosti
a chemického sloZeni povrchu substratu, kterd vznikne pfi
roubovani BFD". Na fotografiich substratd s roubovanymi
Au nanocasticemi je patrné, ze v piipadé AuNS dochazelo
k  ,homogennéjSimu*  pokryti povrchu substratu
v porovnani s AuNR. Buiky, které proliferuji na AuNS,
vykazuji buné¢nou morfologii, kterd odpovida fyziologic-
kému tvaru. Vykazuji také preferenéni rist ve vrstvach.
Buriky proliferované na substratu roubovaném pouze BFD
a substratu roubovaném AuNR vykazuji vyrazné vétsi
velikost.

Vysledky zivotaschopnosti bunék ukazuji podobné
hodnoty Zivotaschopnosti pro buiiky proliferované na obou
typech Au nano¢astic a to cca 70 %. Zivotaschopnost bu-
nék kultivovanych na tkaniovém polystyrenu byla 90 %.

Zavér

V této praci byl prostudovan vliv modifikaci na povr-
chové vlastnosti biopolymerniho P3HB. Byly studovany
zmény povrchové smacivosti, povrchové morfologie, che-
mického slozeni povrchu a cytokompatibilita substratu.
Z wvysledki zmén smacivosti povrchu vyplyva, ze
k ,,vyzrani“ substratti dochazi 15. den od doby posledniho
modifika¢niho experimentu. VSechny roubované substraty
vykazuji niz§i hodnoty kontaktniho uhlu v porovnani
s plazmaticky modifikovanym polymerem. Po roubovani
AuNR nedochazi k vyraznym zménam hodnot kontaktniho
uhlu v zavislosti na dobé plazmatické modifikace. Vlivem
plazmatu dochazi k vyraznému zvyseni drsnosti povrchu
a ke zméndm v pomeéru koncentrace kysliku a uhliku
v povrchové vrstveé. Vzorky roubované AuNS vykazovaly
koncentraci Au na povrchu 0,2 at.% a niz§i hodnotu drs-
nosti povrchu oproti vzorku roubovaného pouze v BFD.
Vzorky roubované AuNR vykazovaly obsah Au na hranici
detekéniho limitu XPS. V porovnani s nemodifikovanym
substratem doslo po plazmatické modifikaci a nasledném
roubovani ke zvySeni potu nakultivovanych bunék. Po
roubovani AuNS vykazovaly buiiky dobrou homogenitu
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a fyziologicky tvar. V ptipadé roubovani AuNR dochazelo
k proliferaci bun¢k, které byly vyrazné vétsi v porovnéni
s buiikami po roubovani AuNS.

Autori dekuji za financni podporu grantu Ministerstva
zdravotnictvi CR v projektu ¢. 15-330184.
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228

Laboratorni pfistroje a postupy

P. Zakova, N. Slepitkova Kasalkova, P. Slepitka,
and V. Svoréik (Department of Solid State Engineering,
University of Chemistry and Technology, Prague): Cyto-
compatibility of Biopolymer Grafted with Au Na-
nospheres and Nanorods

We studied the surface properties and cytocompatibil-
ity of a grafted biopolymer, poly(3-hydroxybutyrate)
(P3HB). P3HB was exposed to an inert argon plasma dis-
charge, then grafted by 1,1'-biphenyl-4,4"-dithiol (BFD)
and finally grafted by golden nanoparticles (nanospheres
and nanorods). The surface properties were studied using
multiple methods — goniometry, atomic force microscopy
and X-ray photoelectron spectroscopy. Cytocompatibility
was determined in vitro by studying adhesion, prolifera-
tion and viability of vascular smooth muscle cells
(VSMCs) from the aorta of Rattus norvegicus. The cyto-
compatibility was compared for pristine, modified P3HB
and standard tissue culture polystyrene (TCPS). Our re-
sults show that surface morphology and wettability are
affected by both plasma discharge and nanoparticles graft-
ing. These changes suggest that the adhesion and prolifera-
tion of VSMCs is enhanced more on the plasma modified
and grafted substrate.



