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Abstrakt

Tato prace se zabyva vhodnosti tenkych vrstev karbonitrid titanu (TiCN) a karboni-
trid chromu (CrCN) nanesenych na nerezové oceli CSN 10088-1 1.4404 pro biologické
aplikace a funkcionalizaci téchto tenkych vrstev. Prvnim krokem diplomové prace byla
volba ruznych modifikaci, které by mély zajistit mensi adhezi bakteridlnich buné¢k
k povrchu materidlu. Byla zvolena fotolitografickd modifikace, potazeni vzorki sol-
gelem a uprava povrchu dvéma druhy plazmatu (argonovym a kyslikovym). Fotolito-
graficka prava 1 metoda sol-gel byly v kombinaci se zkoumanymi vrstvami vyhodno-
ceny jako nevhodné pro biomedicinské aplikace a v dalSich krocich byly zkoumény
predevsim modifikace argonovym a kyslikovym plazmatem.

U vzorkl byly porovnavany fyzikalné-chemické vlastnosti pfed a po plazmatické
modifikaci povrchl. Byly sledovany pfedevs§im vlastnosti, které maji vliv na adhezi
bakterii, tedy povrchova energie, drsnost a chemické sloZzeni povrchu. Déle byla méfena
interakce mezi povrchem a bakteridlnimi kmeny Escherichia coli a Staphylococcus au-
reus. Vzhledem k potencidlnimu vyuziti tenkych vrstev TiCN a CrCN pro biomedicin-
ské aplikace byly vzorky podrobeny testiim cytotoxicity pomoci mysSich fibroblasti
3T3.

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit vliv jednotlivych antiadhezivnich modifi-
kaci na fyzikalné-chemické vlastnosti, bakteridlni interakci a cytotoxicitu povrchi ten-
kych vrstev TICN a CrCN. Nejvyznamnéjsi vliv na adhezi gramnegativniho kmene
Escherichia coli méla povrchova energie. Cim vice byl vzorek hydrofilni, tim méng
bakterii se na jeho povrchu po hodinovém kontaktu vzorku s bakteridlni suspenzi uchy-
tilo. Hydrofilniho povrchu bylo v nejvétsi mife dosaZzeno diky modifikaci kyslikovym
plazmatem. U grampozitivniho kmene Staphylococcus aureus bylo mozné pozorovat
souvislost mezi adhezi bun&k a plosnou drsnosti povrchu. Cim vétsi hodnota plogné
drsnosti byla u vzorku naméfena, tim mén¢ bakterii na dany povrch adherovalo. Plosna
drsnost povrchu se lehce zvysila po pouziti obou druhti plazmatu, avSak pouze u péti
vzorkl ze sedmi studovanych. Pomoci testll cytotoxicity byly vzorky pted i po modifi-

kaci vyhodnoceny jako biokompatibilni.

Klicova slova
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Abstract

This diploma thesis deals with the evaluation of thin layers of titanium carbonitride
(TiCN) and chromium carbonitride (CrCN) coated on stainless steel CSN 10088-1
1.4404 and their functionalization. The first step was the choice of various modifica-
tions which should ensure less adhesion of bacterial cells to the surface of the material.
Photolithographic modification, sol-gel coating and surface treatment with two types
of plasma (argon and oxygen) were selected. Both photolithography and sol-gel were
evaluated as insufficiently resistant for biomedical applications in combination with the
studied layers.

The physicochemical properties of samples were studied before and after plasma
modification of the surfaces. In particular, properties that influence the adhesion of bac-
teria (surface energy, roughness and chemical composition of the surface) have been
studied. The effect of the surface properties on bacterial strains of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus was observed. Due to the potential use of thin films of TiCN and
CrCN for biomedical applications, the samples were subjected to test of cytotoxicity
using 3T3 mouse fibroblasts.

The aim of the diploma thesis was to evaluate the influence of individual anti-
adhesive modifications on physicochemical properties, bacterial interaction and cyto-
toxicity of thin layers TiCN and CrCN. The surface energy had the most significant
effect on the adhesion of the gram-negative strain E. coli. Lower number of bacterial
cells adhered on hydrophilic samples. The hydrophilic surface was most extensively
achieved due to oxygen plasma modification. The gram-positive strain of S. aureus was
affected by surface roughness. The higher the surface roughness value of the sample,
the less the bacteria adhered to the surface. Surface roughness slightly increased after
the use of both plasma types, but only on five samples out of the seven. Using cytotoxi-

city assays, samples were evaluated as biocompatible.
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thin layers, implants, biocompatibility, modifications, plasma
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0 kontaktni ihel

YsL mezifazova energie mezi pevnou latkou a kapalinou
YSG mezifazova energie mezi pevnou latkou a plynnou fazi
YLG mezifazové energii mezi kapalnou a plynnou fazi
AFM Atomy Force Microscopy

(mikroskopie atomarnich sil)
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UvVOD

Casto vyuzivanym materialem pro biomedicinské aplikace, naptiklad k vyrobé t&l-
nich implantéti,, je nerezova ocel CSN 10088-1 1.4404, ktera vynika svymi mechanic-
kymi vlastnostmi. Po implantaci do téla, v§ak maze ocel vykazovat cytotoxické ucinky
z davodu uvolnovani ionti zeleza, chromu a niklu. Nanosem biokompatibilni tenké
vrstvy na ocelovy implantat je docileno zachovani potfebnych mechanickych vlastnosti
komponentu a zaroven je dosazeno potfebnych chemickych a biologickych vlastnosti
povrchu (Zink 2013). Jako alternativa k dnes jiz bézn¢ vyuzivanym tenkym vrstvam
DLC (diamond-like carbon) jsou zkoumany uhlikové vrstvy s pfidavkem rliznych kovl
(naptiklad vrstvy karbonitrid titanové (TiCN) nebo karbonitrid chromové (CrCN)), kte-
ré jsou chemicky inertni a zaroven vykazuji vysokou tvrdost a odolnost proti opotiebeni
(Bakalova et al. 2016a).

Pretrvavajicim problémem i po nanosu tenké vrstvy na implantat je uchyceni bakte-
ridlnich bunék na povrch implantdtu v prubéhu operace (Cristina et al. 2016; Dapunt
et al. 2016). Existuje mnoho antibakteridlnich tprav, které jsou zaloZeny na pfitomnosti
molekul zplsobujicich zahubeni bakterii. V ptipad€é vyuziti tohoto typu antibakterial-
nich Uprav na t€lni implantaty vSak ¢asto dochazi k poskozeni tkani pacienta. V ptipadé
télnich implantath je proto nezadouci uz pouhé uchyceni bakterii na povrchu a pfistupu-
je se k takovym upravam, které ptsobi antiadhezivné vi¢i bakterialnim kmeniim.

Tato diplomova prace navazuje na bakaldfskou praci ,,Posouzeni vhodnosti uhliko-
vé nanostruktury pro kolonizaci bakterialni populaci® (Coufalova 2016), ktera se zaby-
vala tenkymi vrstvami TiCN. Cilem bakalaiské prace bylo urceni vlastnosti povrchi,
které¢ maji vliv na adhezi bakterii kmene Escherichia coli a odhaleni spojitosti mezi ta-
kovymi vlastnostmi povrchu a parametry pii nanaseni vrstvy.

Cilem diplomové prace je rozsifit studii o testy s dalSim bakteridlnim kmenem
akromé TiCN vrstev podrobit testim také vrstvy CrCN. Na zdklad€ poznatkl
z bakalatské prace, kdy adhezi bakterii nejvice ovliviiovala hydrofobicita povrchu, jsou
zkoumany modifikace omezujici adhezi bakterii k povrchu vzorkd. U modifikovanych
vzorkll je porovnavana zména fyzikalné-chemickych vlastnosti povrchu a vyhodnoco-
vana bakterialni interakce s povrchem. Vzhledem k potencidlnimu vyuzivani tenkych
vrstev TiCN a CrCN pro biomedicinské aplikace jsou u vzorkli provedeny testy cytoto-

xicity.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Tenké vrstvy

Tenka vrstva je definovana jako utvar, jehoz tloustka je zanedbatelna vici ostatnim
dvéma rozmériim. Za tenké vrstvy mlizeme povazovat vrstvy o tloustkach v rozsahu
od jedné atomarni vrstvy az do né€kolika desitek mikrometrii. Vrstva piipravena na po-
vrchu néjakého substratu je omezena dvéma rozhranimi, pfi¢emz rozhrani s vnéjSim
prostiedim nazyvame povrch (Eckertova 1973).

Tenké vrstva obvykle méni fyzikalni, mechanické i chemické vlastnosti substratu.
Nanos tenké vrstvy se vyuziva pro zvyseni uzitnych vlastnosti, napf. tvrdosti, odolnosti
proti opotiebeni, zabranéni korozi a dalSim nezddoucim chemickym reakcim. Pomoci
nanosu tenké vrstvy se méni také elektrické a optické vlastnosti substratu. Diky tomu
nalézaji tenké vrstvy uplatnéni naptiklad v elektrotechnice, strojirenstvi, optice ¢i medi-
ciné (Sedlacek 1992; Blazek 2015).

Tenké vrstvy jsou vytvafeny pomoci depozice vyuzivajici atomy, ionty a molekuly
ve form¢ par. Metody délime podle principu na chemické depozice z par (Chemical
Vapor Deposition — CVD), fyzikélni depozice z par (Physical Vapor Deposition — PVD)
(Ohring 2002) a metody chemické za iniciace plazmy (PA CVD nebo PE CVD). Vice
o metodach piipravy tenkych vrstev a o systému substrat-vrstva pojednava bakaldiska
prace (Coufalova 2016), na kterou tato diplomova prace navazuje. V nasledujicich kapi-
tolach bude kladen dliraz spiSe na biokompatibilni tenké vrstvy a jejich konkrétni apli-

kace.
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1.2. Biokompatibilni tenké vrstvy

Tenké vrstvy nalézaji mnohé uplatnéni v biologickych a biomedicinskych aplika-
cich jako jsou naptiklad implantéty, stenty nebo systémy pro podavani 1ékt. Pii téchto
aplikacich dochazi ke kontaktu tenké vrstvy s buitkami a tkanémi a je tedy nutné dbat

na biokompatibilitu pouzité vrstvy (Zink 2013).

1.2.1. Biokompatibilita

Biokompatibilita dle Williams (2008) je: ,,schopnost biomaterialu plnit pozadova-
nou funkci s ohledem na lékarskou terapii, aniz by vyvolala jakékoliv nezadouci lokalni
nebo systémové ucinky u prijemce této terapie, ale vytvarela nejvhodnéjsi prospésnou
bunécnou nebo tkanovou odpoved' a optimalizovala vykonnost této terapie®. Biokompa-
tibilni materidly se na zaklad¢ interakce s zivou tkéni déli dale na biotolerantni, bio-

inertni a bioaktivni (Lemons 2013).

Biotolerantni material

Z dlouhodobého hlediska jsou tyto materialy pro biomedicinské aplikace nevhodné,
jelikoz mohou podléhat korozi. Ionty materialu se mohou uvoliiovat a piechazet do tka-
né. Mohou puisobit toxicky, iritatné nebo senzibilizacng. Biotolerantni materialy jsou

zhotovovany napiiklad z kobaltovych slitin ¢i korozivzdorné oceli (Klusédk 2010).

Bioinertni material

Bioinertni materialy jsou tkani zcela akceptovany, nedochazi k chemickym reakcim
a nevznikaji Zadné vazivové vrstvy. Dochazi ke kontaktni osteogenezi (osseointegraci).
Do bioinertniho materialu zahrnujeme napf. titan, titanové slitiny, tantal nebo uhlikové
materialy. Tyto materidly vyhovuji jak biokompatibilitou, tak mechanickymi vlastnost-

mi (Klusak 2010).

Bioaktivni material

Bioaktivni material ma schopnost se spojovat s tkani. Z materialu se uvoliuji fosfa-
tové a kalciové ionty, a diky nim dochazi k osteogenezi a ke kompletni biointegraci. Pro
tento materidl se nejCastéji pouzivad hydroxyapatitova keramika, fosfatova keramika,

bioaktivni sklokeramika a bioaktivni titan (Klusadk 2010).
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1.2.2. Nerezova ocel

Substratem pro nanos biokompatibilnich tenkych vrstev je velmi ¢asto nerezova
ocel jakozto nerezavéjici cenové dostupny materidl s dobrymi mechanickymi vlast-
nostmi. Nerezova ocel vynika lomovou houZevnatosti a pro 1ékafské tcely se nejcastéji

pouzivéa nerezovéa ocel CSN 10088-1 1.4404 s obsahem prvkd uvedenym v tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni nerezové oceli CSN 10088-1 1.4404.

C Cr Ni Mn Mo Si S P Fe

hm % | 0,025 | 17,50 | 13,00 | 1,06 2,66 0,60 | 0,008 | 0,023 | 65,12

Pro snizeni cytotoxickych ucinkill je nutné zabranit uvoliiovani kovovych iontil Ze-
leza, chromu a niklu. Dusikové oxidace vykazuje uspéSnou pasivaci povrchu, avSak
odolnost vici korozi je 1 po pasivaci nizsi nez u titanu (Shih et al. 2004). Ptesto, ze je
nerezova ocel CSN 10088-1 1.4404 schvalena pro pouziti in vivo, asto zptisobuje zané-
ty, a proto je vénovana pozornost piedevsim vyvoji novych pasivacnich technik a nano-

su bioaktivnich povlakt (Rondelli et al. 2005).

1.2.3. Kovové tenké vrstvy

Nejvétsi uplatnéni nalézaji kovy pii stabilizaci zlomenin €1 ndhradach kloubt. Bio-
kompatibilita téchto materialii je ur€ena predevsim rezistenci vici korozi, jelikoZ uvol-
fovani kovovych iontlh miize zplsobit tézké zanéty 1 Sokové syndromy. Uvoliovani
iontll je vétSinou zamezeno pomoci zoxidované vrstvy na povrchu, kterd pasivuje mate-
ridl a vytvafi ochrannou vrstvu mezi materialem a lidskym organismem.

K biokompatibilnim patfi titanové, stiibrné, zlaté, platinové a dalsi slitiny (Zink 2013).

Titan a titanové slitiny

Titan je odolny proti korozi za obvyklych fyziologickych podminek a diky tomu je
hojné vyuzivan pro biomedicinské zatizeni. In vivo testy s riznymi typy bunck vykazuji
u titanu problémy piedevsim v dlouhodobém horizontu (Liua et al. 2004). Hladké tita-
nové povrchy nepodporuji osteokondukci a tak se vyuziva riznych povrchovych uprav
(plazmovani, rozprasovani, leptani ¢i anodické oxidace), které zvysuji drsnost povrchu
v fadu mikrometrti (Bichle a Kohal 2005). Vrstva oxidu titani¢itého na povrchu zvySuje

biokompatibilitu materialu. Tepelnd povrchova Uprava poté zvysuje tloustku této oxi-
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dové vrstvy a snizuje tak mozny vznik zanétlivych procest (Bruni et al. 2005). Nitrid
titanu se Casto vyuziva k povlakovani nerezové oceli pro zlepSeni odolnosti proti opo-

ttebeni (Paschoal et al. 2003).

Stiibro

Tenké vrstvy stiibra jsou vyuzivany predev§im diky svym antimikrobidlnim uc¢in-
kiim pro sniZeni rizika infekci a zanéti po implantaci. Existuji vSak studie hovoftici
o zmeéné rustu a zpomaleni proliferace lidskych bunék pii kontaktu se sttibrem (Wataha
et al. 2000; Kraft et al. 2000). Pro vyuziti antimikrobidlni aktivity stiibra a zaroven za-
branéni negativni reakce s buiikami jsou voleny tenké vrstvy o tloustce 2 um s obsahem
stiibra o koncentraci maximalné 9 %. Tyto vrstvy nevykazuji Zadné cytotoxické ucinky

a zarovenl je znacné omezena tvorba biofilmu na jejich povrchu (Ewald et al. 2006).

Zlato

Zlato vykazuje extrémni odolnost proti korozi ve fyziologickém prostiedi. Cena
zlata je vSak vysoka pro pouziti k vyrob¢ ortopedickych a zubnich implantatd, a tak jsou
casto vyuzivany pouze tenké filmy obsahujici zlato (naptiklad slitina platiny a zlata)
(Kastrati et al. 2000). In vitro testy stentl se zlatym povlakem vykazuji snizenou aktivi-
tu trombocytll, coZ je dulezité pro snizeni trombotickych rizik. Pfesto jsou stenty se zla-
tou povrchovou Upravou vyuzivany pro lécbu korondrnich onemocnéni méné nez
ocelové ¢i nitinolové stenty, které jsou levnéjSi a vykazuji lepsi hemokompatibilitu

(Edelman et al. 2001).

Platina

Platina a jeji slitiny vykazuji vysokou pevnost v tahu, inertnost a odolnost proti ko-
rozi. Studie ukazuji, Ze titanové nahrady potaZené tenkou vrstvou platiny inhibuji kalci-
fikaci, coz ma vyznam pro mnoho ortopedickych aplikaci (Itakura et al. 1989). Diky
vodivosti jsou tenké vrstvy na bazi platiny vyuzivany také jako elektroluminiscencni
materidl pro neuronova zatizeni, kardiostimulatory, implantované defibrilatory, pomc-

ky pro naslouchani a dalsi (Cowley a Woodward 2011).
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1.2.4. Keramické tenké vrstvy

Keramické tenké filmy jsou velmi kiehké a nemohou tak byt vystaveny vysokému
mechanickému zatizeni. Mohou vSak vykazovat dobrou odolnost proti korozi a zlepSit
tak biologickou ucinnost povrchl. Keramika vyuzivana v medicin¢ se d¢li do tii skupin:
resorbovatelna (napt. fosforeCnan vépenaty), bioaktivni (napf. hydroxyapatit) a bio-

inertni keramika (napft. oxidy) (Nazarpour 2014).

Fosforecnan vapenaty

Fosfore¢nan vapenaty vynikd kompozitni podobnosti s kostni hmotou. Keramika
nemuize nést velké zatizeni, a proto se vyuziva spise ve forme tenkych filma nanesenych
na titanové implantaty, kde podporuje fixaci a proliferaci osteogennich bunék. Omezu-
jicimi faktory pro aplikaci fosfore¢nanu vépenatého in vivo je predevS§im nizka mecha-

nicka odolnost a pevnost v tahu (Heness a Ben-Nissan 2003).

Hydroxyapatit

Hydroxyapatit je bioaktivni keramika se slozenim podobnym lidské kosti a je proto
nejcastéji pouzivanym povlakem pro biomedicinské implantaty. Hydroxyapatit podpo-
ruje uinnou fixaci implantatu a zaroven vznik vazby mezi implantatem a kosti kratce
po operaci. Nevyhodou je nizkd pevnost v tahu, kterd byva feSena kombinaci tenké

vrstvy hydroxyapatitu s kovovym implantatem (Nelea et al. 2002).

Oxid hlinity

Oxid hlinity je bioinertni material s nizkou povrchovou drsnosti, vysokou tvrdosti
1 lomovou houzevnatosti. LoZiska potazend oxidem hlinitym maji dobré kluzné vlast-
nosti a vykazuji nizké opotiebeni. Diky témto vlastnostem jsou Casto vyuZzivany pro
celkovou néhradu kycle (Fu et al. 2011). Oxid hlinity nevykazuje cytotoxické ucinky

a je dobte zavedenym biokompatibilnim materialem (Berbecaru et al. 2009).

Oxid zirkonicity

Oxid zirkonicCity je bioinertni keramika vykazujici vysokou pevnost a odolnost proti
korozi a opotiebeni. Tento materidl je Casto vyuZivan pro zubni implantaty. Oxid zirko-
nicity nevyvolava cytotoxické ani zanétlivé procesy a byla prokdzana mensi akumulace

bakterii na jeho povrchu, nez je tomu naptiklad u titanu (Gomes a Montero 2011).
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1.2.5. Uhlikové tenké vrstvy
Tenké filmy na bazi uhliku jsou ¢asto vyuzivany pro povlakovani biomedicinskych
zatizeni, jelikoz se skladaji pouze z biokompatibilnich prvki (C, N, H apod.), které ne-

zpusobuji cytotoxicky ucinek v diisledku koroze.

Diamond-like carbon (DLC)

DLC je druh amorfniho uhliku. Je to chemicky inertni material s vysokou odolnosti
proti korozi, vyznamnou tvrdosti a nizkym soucinitelem tifeni. Od pocatku 90. let je
feSena i biokompatibilita DLC tenkych vrstev. Fibroblasty nao¢kované na DLC vykazu-
ji dobrou proliferaci a zaroven nejsou pritomny zadné znamky cytotoxicity ¢i zanéta.
Hodnoceni in vivo ukazuje dobré pfijeti titanovych a ocelovych implantatl pokrytych
DLC tenkou vrstvou pii kontaktu s kostni, svalovou 1 kardiovaskularni tkani. Zajima-
vym smérem je také dopovani DLC vrstev (naptiklad médi) pro antibakteridlni ucinky

materialu (Hauert 2003).

Karbonitridy

Karbonitridy maji podobné mechanické vlastnosti jako DLC vrstvy, a tak by mély
vyhovovat pozadavkim pro 1ékaiské aplikace. Byla provedena pozorovani morfologie
fibroblastl pfipojenych na karbonitridy. Fibroblasty neprokazovaly morfologické zmé-
ny a zaroven nebyly pozorovany zaddné znamky cytotoxicity (Berbecaru et al. 2009).
Hodnoceni in vitro a in vivo ve vétSim rozsahu prozatim chybi a je predmétem soucas-

nych studii (Wang et al. 2017).

Krystalicky diamant

Vyhodou krystalického diamantu je moZnost ovliviiovat rozmér zrn od mikrome-
trickych az po nanometrické rozméry. Diky tomu napodobuji tenké vrstvy nanokrysta-
lického diamantu povrchovou drsnost kosti. Studie in vitro prokazaly, ze proliferace
lidskych osteoblastl je zvySena na diamantu s nanometrickymi zrny mnohem vice, nez
na diamantu se submikronovym povrchem (Amaral et al. 2009). Neutralni kmenové
buiikky nasazené na vodikem terminovany ultra-nanokrystalinicky diamant spontdnné
podstupuji neuronovou diferenciaci. Tato vlastnost zvySuje potencial pro budouci vyu-

ziti v neuronovych mikroelektronickych zatizenich (Xiao et al. 2006).
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1.3. Soucasné vyuziti tenkych vrstev pro biomedicinské aplikace

1.3.1. Tenké vrstvy v ortopedickych aplikacich

Nejvétsim piinosem tenkych vrstev pro ortopedické aplikace je schopnost spojit
kovové implantaty s kosti a vytvofit barieru mezi kovovym implantdtem a lidskym or-
ganismem. Dilezitymi parametry pro pozadovanou osseointegraci je velikost pori, koe-
ficient tfeni a modul pruznosti. V pocatku byly vyuzivany tradicni povlaky (napf.
vlakenné kovové sitky nebo plazmové sprejovani titanu), které¢ vykazovaly riizna ome-
zeni vcetné relativné vysokych moduld pruznosti, nizkého koeficientu tfeni a stiedni
porovitosti (Matassi et al. 2013).

Pro ortopedické aplikace se proto zacaly vice vyuzivat kovové povlaky se specidlni
porovitou strukturou. Uplatiiuji se na implantaty ky¢li, kolen, ramen i patete (Higuera
et al. 2005; Sinclair et al. 2012; Kamath et al. 2012; Fernandez-Fairen et al. 2012). Ten-
to novy druh povlaki vytvari povrch implantitu strukturou velmi podobny porovité
kosti. To umoziiuje rychlou biologickou fixaci na rozdil od tzv. cementovanych implan-
tath. Kost prorusta do porézni struktury, coz mize zvysit dlouhodobou funkci implanta-
tu. Tento druh povlaktl poskytuje vysokou objemovou poérovitost (60 — 80 %), nizky
modul pruznosti a mnohdy vétsi odolnost proti adhezi bakterii. Jednim
z nejvyuzivanéjSich prvkil pro tvorbu pdrovité kovové struktury je tantal (Oh a Pandher

2010).

1.3.2. Tenké vrstvy pro zubni implantaty

U zubnich implantatd dochézi ke kritickym interakcim na rozhrani mezi povrchem
kovu a sousednimi mékkymi i tvrdymi tkanémi. Povrchovd morfologie, energie a che-
mie povrchu ovliviiuji reakce bun€k a naslednou regeneraci tkani. Ptistupuje se proto
k riznym metodam podporujicim kostni osseointegraci a zaroven hojeni okolni tkané.
Na povrch implantatl jsou kovalentné navazovany bioaktivni slozky (proteiny, extrace-
lularni matrix, rastové faktory, peptidy, a dalsi) a je sledovan jejich vliv na in vivo vy-
sledky, osseointegraci i antimikrobialni chovani materialu.

Hojné vyuzivanym materidlem pro povlakovani zubnich implantati je titan diky
nizkému vyskytu traumatu a vice jak 90% uspéSnosti implantatu i po 15 let od implan-
tace (Lindquist et al. 1996; Schwartz-Arad et al. 2005). Titan sam o sob¢ vSak nevyvo-

lava zadné specifické pozitivni reakce okolni tkané€, které by piispély k hojeni kosti.
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Proto je ptistupovano k modifikacim drsnosti a hydrofility povrchu. Zvysujici se drsnost
povrchu ovliviluje dalsi dulezité fyzikalné-chemické vlastnosti. Naptiklad zvySuje povr-
chovou energii, kterd ma silny dopad na interakci kovu s okolnim biologickym systé-

mem (Rupp et al. 2006).

1.3.3. Biosenzory na bazi tenkych vrstev

Princip biosenzort je zalozen na adsorpci biologické molekuly, ktera je nasledné
detekovana na citlivém povrchu. Timto povrchem miize byt tenky film modifikovany
uréitym receptorem. Tenky film plsobi jako opticky, mechanicky, magneticky nebo
elektricky prevodnik, ktery preménuje signdl rozpoznaného biologického analytu
do jiného méfitelného signalu. Tenké filmy mohou byt vyrobeny z organickych nebo
anorganickych materidlli, jako jsou kovy, sklo, polymery, kiemik nebo oxidy kovl
(Newman a Setford 2006).

Vyhodou biosenzort vyrobenych z tenkych vrstev je citlivost, rychla odezva, snad-
né pouZiti a nizké ndklady. VSechny tyto vlastnosti jsou tizce spjaty s tloustkami filmi
pouzivanych pii vyrobé snimace. Dnes je zkoumdna miniaturizace snimach
z milimetrovych rozméri na nanometry. Biosenzory se vyvijeji pro rtizné aplikace

(napf. pro detekci patogenti, toxini, DNA ¢i monitorovani glukoézy) (Li et al. 2010).

1.3.4. Tenké vrstvy jako elektrody v neurovédé

Neuralni elektrody jsou zdkladni nastroje, které se bézné pouzivaji v klinickych
aplikacich k 1é¢bé rtiznych neurodegenerativnich onemocnéni. Nekteré terapie se zdaji
byt slibnou cestou k obnové funkce neuronti. Jedna se o pouziti ristovych faktort, kme-
novych bunék nebo funkéni elektrické stimulace. VSechny tyto metody by mély byt
uskutecnitelné pomoci nervovych implantati. Pracuje se na elektrodach, které by stimu-
lovaly neurony a zaznamendavaly jejich komunikaci, ale tento vyzkum je ve velmi raném
stadiu (Vincent a Feldman 2002).

Diky pokrokiim v mikrotechnologiich a v oblasti tenkych vrstev je moZzno dosah-
nout vysokého prostorového rozliseni. Casto se pouZivaji povlakové materialy, jako je
nitrid titanu nebo oxid zelezity. Tyto povlaky zlepsuji elektromechanické vlastnosti
a snizuji naklady. Rovnéz je mozné ovlivnit vlastnosti filmu, jako je poréznost, krysta-
lickd struktura a drsnost povrchu félie pomoci regulace parametri depozice, a tim

ovlivnit i vlastnosti nervovych implantat (Tehovnik et al. 2006).

22



1.4. Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy o rozmeérech v fadu mikro-
metrd, které tvoii jednu ze tii zékladnich domén v systému organismii (spole¢né
s archeae a eukaryoty). Bakterie maji nékolik spole¢nych zdkladnich charakteristik,
avSak dil¢i odlisné vlastnosti jim umoziuji obyvat pidu, vodu, vzduch i lidské télo

(Némec a Matoulkova 2015).

1.4.1. Struktura bakteridlnich bunék

Prokaryotické butika je mensi a stavebné jednodussi nez buiika eukaryoticka. Struk-
tura bakterialni buiiky je zndzornéna na obrazku 1. Buné¢éné nepravé jadro, tzv. nukleo-
id, obsahuje jednu molekulu DNA a neni ohrani¢eno jadernou membranou. Bunééna
sténa tvoii obal bakterie a je sloZzena ptedevsim z peptidoglykani, bilkovin, liposachari-
di a fosfolipidi. Cytoplazmatickd membrana se sklada z fosfolipidové polopropustné
dvoujrstvy a zajiStuje regulaci latek uvnitf buniky. Vodny roztok cytoplazmy obsahuje
enzymy, meziprodukty metabolismu i ionty a vypliuje celou buniku. Hlavni funkci ri-
bozom je syntéza bilkovin. Plazmidy jsou cirkularné uzaviené¢ molekuly DNA. N¢kte-
ré bunky mohou mit dalsi struktury jako kapsulu (pouzdro zvysSujici odolnost), bi¢iky
(Gtvary umoziujici pohyb), fimbrie (vldkna umoziujici adhezi na povrch) nebo inkluze

(zé&sobni latky pro bakterii) (Sandle 2016).

pouzdro
bunécénd sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pili

bicik
nukleoid
(kruhowva DNA)

Obrazek 1: Struktura bakterialni bunky (www.wikiskripta.cz 2018).
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Nékteré bakterialni rody mohou v piipad€ zhorSujicich se podminek vytvaret spory.
Spora (klidové stadium, ve kterém muize bakterie pfezivat navzdory nepfiznivym vnéj-
Sim podminkam; je charakterizovana nulovym metabolismem) jsou vysoce odolné proti

vysychani, u¢inku chemickych latek nebo plisobeni vysokych teplot (Kubista 2000).

1.4.2. Tvar a usporadani bakterii
Tvar bakterialni buniky je charakteristickym znakem bakterii. Jaké tvary jsou u bak-
terii rozliSovany, je znazornéno na obrazku 2. Uspotadani bakterii je urceno v pribéhu
bunécného déleni, kdy dochazi ke spojeni vice bakterii.
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Obrazek 2: Tvary bakterii (www.is.muni.cz 2018).
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1.4.3. Bakteridlni kmeny pouZité v praktické ¢asti

Escherichia coli

Tycinkovita bakterie E. coli dosahuje délky 2 — 3 um a Sitky 0,6 um. Jednd se
o fakultativné anaerobni bakterii, kterd pro pfisun energie vyuziva respiracni i kvasny
metabolismus (Schindler 2009). E. coli se pohybuje pomoci bic¢ikd, které jsou slozeny
z proteinli bohatych na lysin. Dale se na povrchu bakterie nalézaji dva typy fimbrii.
Fimbrie prvniho typu umoziuje bakterii pfichytit se na epitel hostitele a nasledné jej
kolonizovat. Druhy typ fimbrii hraje dtlezitou ulohu pfi konjugaci (Schindler 2014).
Nékteré druhy jsou schopny tvofit polysacharidové slizovité obaly a pii stresovych
podminkach polysacharidové kapsule. E. coli patii mezi gramnegativni bakterie, jelikoz
se jeji bunécna sténa sklada z tenké vrstvy peptidoglykanti (Klaban 2018).

E. coli je soucasti sttevni mikroflory teplokrevnych zivoc¢ichti i lidského organismu.
Podili se na tvorbé vitaminu K a brani vniknuti patogenii. Zaroven vSak mohou nékteré
kmeny zplsobovat onemocnéni mocovych cest ¢i prijmové infekce, jednd se proto
0 podminéné patogenni mikroorganismus (Votava 2006).

Tato bakterie je schopna rust v Sirokém rozmezi teplot od 8 do 48°C a pii pH6 —
pH8.Optimalni teplota je vSak 37°C, kdy dosahuje generacni doba E. coli dvaceti minut.
Escherichia coli slouzi jako modelovy organismus pro biochemické, genetické i fyzio-

logické studie (Silhankova 2008).

=

(

S4800HSD 10.0kV 8.9mm x20.0k SE(M)

Obrazek 3: Snimek Escherichia coli z elektronového mikroskopu (Lv et al. 2014).
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Staphylococcus aureus

Bakterie S. aureus mé kokovity tvar a dosahuje priméru 0,7 — 0,9 um. Stafylokoky
jsou az na vyjimky fakultativné anaerobni nepohyblivé bakterie tvofici pary, fetizky
a shluky tvaru hroznl. Bunécnd sténa stafylokokl obsahuje peptidoglykan, kyselinu
teichoovou a specificky protein, ktery slouzi k adhezi na sliznice a rany. S. aureus patii
mezi grampozitivni bakterie a netvoti spory (Votava 2006).

S. aureus se vyskytuje bézné jako soucast kozni mikrofléry, aniz by zplsoboval
komplikace. Mlze vSak dojit k projevu patogenity tohoto kmene, kterd vede k mnoha
riznym onemocnénim zahrnujici kozni zanéty, nekrotizujici pneumonie, syndrom to-
xického Soku 1 zivot ohrozujici sepse spojené se selhavanim orgént. Velkym problé-
mem je rezistence bakterie S. aureus vi€i penicilinu a dal§im antimikrobidlnim latkdm
(Sandle 2016).

S. aureus roste v rozsahu teplot od 7 do 48 °C. Optimalni teplota je opét 37 °C
(Silhankova 2008).

¢ GO
. A B |
cc. Spot Magn Det WD Exp p——— 2um
30.0 kV 3.0 9560x SE 324 3 -

L
Obrazek 4: Snimek bakterie Staphylococcus aureus z elektronového mikroskopu
(Vos et al. 2011).
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1.5. Adheze bakterii k povrchu

Pti interakci bakterialni buiiky s povrchem miize dochéazet bud’ k jednokrokové ne-
bo k dvoukrokové adhezi. Jejich porovnani je zndzornéno na obrazku 5.

Pti dvoukrokové adhezi se jedna o okamzitou reverzibilni a nasledné ireverzibilni
adhezi. Prvotni faze je fizena van der Waalsovymi pfitazlivymi silami, elektrostatickymi
silami a hydrofobni interakci (Garrido et al. 2014). Systém sméfuje k energetickému mi-
nimu a velky vyznam maji fyzikalné-chemické vlastnosti bunky, substratu i okolniho
roztoku. Pribéh reverzibilni adheze je popisovan tfemi teoriemi: termodynamickou,
DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) a rozsitenou EDLVO teorii (Perni et al.
2014). Ireverzibilni adheze nastdva obvykle po nékolika hodindch, kdyz bakteridlni
buiika pfekond energetickou bariéru a uchyti se na povrch pomoci povrchovych struktur
bunky. Piekonani energetické bariéry 1ze docilit pomoci aktivniho ¢i Brownova pohybu
(Bayoudh et al. 2009).

Pti jednokrokové adhezi se jedna o okamzZitou ireverzibilni adhezi, ke které dochazi
v ptipadé, Ze ma bunka k dispozici mnozstvi specifickych adheznich struktur (napft. pi-

1i). Adheze probihd na velkou vzdalenost a buiika tak neni nijak ovlivnéna energetickou

bariérou.
Energie Energie
Iy MAX L o
r\ /E Adhezivni struktura /
- 4
(0 ‘Adhezivni s Bunka
et kt ]
E \(““‘ ura Vzdalenost || & \ (
" od hul| 2
13 V- o povrehu a \/ Vzdalenost
S. MIN od povrchu
X \ b, 100-1000 nm
Prim. MIN

Obrazek 5: Porovnani (a.) ireverzibilni faze dvoukrokové adheze a (b.) jednokro-

kové adheze (pievzato a upraveno (Hori a Matsumoto 2010)).

1.5.1. Fyzikalné-chemické teorie popisujici adhezi bakterii
Teorie vychazeji ze snahy vSech systémil o dosaZeni energetického minima a jejich
vysledkem jsou energetické kiivky zndzoriujici zavislost interakéni energie na vzdale-

nosti buniky od povrchu (Perni et al. 2014).

27



DLVO teorie

DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) teorie fikd, Ze adhezni energie je
sumou van der Waalsovych pftitazlivych sil a odpudivych sil elektrické dvojvrstvy (Jan
van Oss 2008). Velikost van der Waalsovych sil je ddna velikosti buiiky, vzdalenosti od
substratu, povrchovou energii a dielektrickymi vlastnostmi. Sily elektrické dvojvrstvy
vychazi z Coulombovych interakci mezi nabitymi molekulami. Velikost elektrické
dvojvrstvy je pfimo umerna povrchovému naboji a jeji energie roste s rostoucim povr-
chovym potencidlem, teplotou a dielektrickou konstantou roztoku. Vliv ndboje na ad-
hezi je ovlivnén pH a iontovou silou (Hermansson 1999).

Ptredpovéd pomoci DLVO neni zcela pfesna, jelikoz tato teorie nezapocitava vliv

hydrofobnich ani sterickych interakei (Bayoudh et al. 2009)

Termodynamicka teorie

Termodynamicky pfistup vysvétluje zvySenou adhezi hydrofobnich bakterii na hyd-
rofobni povrchy a hydrofilnich bakterii na hydrofilni povrchy. Pfedpovéd’ je zaloZena
na bilanci volné energie fazového rozhrani. Termodynamicky piistup zahrnuje hydro-
fobni a hydrofilni interakce avSak obsahuje nedostatecny popis elektrostatickych inter-

akci (Hori a Matsumoto 2010).

EDLVO teorie

Teorie DLVO byla rozsifena na tzv. EDLVO teorii zahrnutim interakce Lewiso-
vych kyselin a bazi. V zavislosti na vlastnostech povrchu vznikaji bud’ pfitazlivé hydro-
fobni interakce, nebo nastava odpudivy efekt hydratace. Vliv téchto interakci se nemusi
vzdy projevit, kvlli povrchovym utvarim bakterie, diky kterym se nemusi dostate¢né
pfiblizit k povrchu (Bayoudh et al. 2009).

Ptedpovéd’ adheze pomoci EDLVO je zatim nejpfesnéjsi, ale mize byt zkresle-
na naptiklad proudem kapaliny ¢i hrubosti povrchu. Diky teoriim popisujicim bakteril-
ni adhezi je mozné ménit parametry tak, aby adhezi bun€k pozastavily ¢i naopak

urychlily (Jan van Oss 2008).
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1.5.2. Faktory ovliviiujici adhezi bakterii

Bakalafska prace, na kterou tato diplomova prace navazuje, pojednava o vlivu to-
pografie a hydrofobicity povrchu na adhezi bakterii. Dale zminuje environmentalni fak-
tory ovliviiyjici vznik a rist biofilmu jako je teplota, pH a mnozstvi kysliku (Coufalova
2016; Bakalova et al. 2016b). Zde bude teorie rozsifena o vliv povrchového naboje bak-

terii a vliv energie povrchu na adhezi bunky.

Vliv povrchového naboje bakterii

Adheze mikroorganismui k pevnym povrchim ma spojitost s povrchovym nabojem
bun¢k. Povrchovy naboj bakterii pochazi z ionizace karboxylovych a fosfatovych sku-
pin a z adsorpce iontl z roztoku. Kromé toho pfispivaji k celkovému naboji i dals$i mak-
romolekuly, které jsou pfitomné v bunécné st€né a membranach, naptiklad: proteiny,
fosfolipidy, kyselina teichova, kyselina teichuronova a lipopolysacharidy (Poortinga
et al. 2002).

Elektrické vlastnosti bakteridlnich bun€k mohou byt charakterizovany zeta potenci-
alem, ktery ptisobi na rozhrani mezi povrchem castice a okolni kapalinou v koloidnim
systému. Urceni zeta potencidlu patfi k nejjednodusSim a nejpiiméej$im metoddm pro
charakterizovani naboje na povrchu Castice. Obecné lze fici, Ze gramnegativni bakterie
maji niz§i zeta potencial nez bakterie grampozitivni. Napiiklad gramnegativnimu bakte-
ridlnimu kmeni Escherichia coli odpovidéa zeta potencial -49 mV, kdeZto grampozitiv-

nimu kmeni Staphylococcus aureus odpovida -31,7 mV (Klodzinska et al. 2010).

Vliv povrchové energie na bakterialni adhezi

V mnoha studiich byla zkouména adheze bakterii k povrchiim s riznou povrchovou
energii. N&které vyzkumy ukazaly, Ze adheze bakterii klesa s klesajici povrchovou
energii substratu. Existuje vSak 1 fada ¢lanka s protichtidnymi vysledky, kdy se bakteri-
alni adheze snizila se zvySujici se povrchovou energii substratu. Vyplyva tedy, ze adhe-
ze bakterii se miize jak snizit, tak i zvySit se zvySujici se povrchovou energii substratu
v zé&vislosti na fyzikalnich a chemickych vlastnostech bakterii, substratu i roztoku (Bak-

ker et al. 2003; Liu a Zhao 2005).
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1.6. Upravy regulujici adhezi na povrch

Antibakterialni povrchy jsou Casto zaloZzeny na ptitomnosti molekuly, ktera zplso-
buje smrt bakterii. Pokud je vSak takova uprava vyuzivdna na implantaty urcené pro
implantaci do lidského téla, byva Casto spojena s rizikem poskozeni tkani pacienta. Pro
nekteré aplikace je proto velmi nezadouci uz pouhé uchyceni bakterii na povrchu.

V takovém ptipad¢ se ptistupuje k antiadhezivnim upravam danych materiali.

1.6.1. PotaZeni polymerem

Mezi Casto vyuzivané metody patii pokryti povrchu antiadhezivnim polymerem,
ktery je elektroneutrdlni a zaroven hydrofilni. Dochdzi k hydrataci polymeru a energe-
tickd naro¢nost vyvazani molekuly vody nasledn€ brani adhezi proteintl, a tim i navaza-
ni bakterii. Ne&které bakterie vSak proteiny k adhezi nevyuzivaji. Napiiklad
grampozitivni  Staphylococcus epidermidis adheruje prostfednictvim polysacharidi

a extracelularni DNA, kter¢ pronikaji i do vrstvy polymeru (Zeng et al. 2015).

1.6.2. Zména topografie povrchu

Vhodny hydrofobni povrch lze vytvotfit zménou topografie povrchu. Tzv. efekt lo-
tosového kvétu spociva ve vytvoreni dvoustupiiové hrubosti. Na povrchu jsou vytvofena
zrna o velikosti 10-20 pm na nichZ je vytvotfen druhy stupeni nerovnosti o velikosti
mensi nez 200 nm. Takto vytvotfeny povrch ziskdva velky kontaktni thel, ¢imz se stava
superhydrofobnim. Bylo vSak zjisténo, Ze tento povrch selektivné snizuje adhezi ty€in-

kovitych bakterii, ale neovlivituje adhezi bakterii kokovitych (Fadeeva et al. 2011).

1.6.3. Naneseni vrstvy metodou sol-gel

Metoda sol-gel je zaloZena na piipravé koloidni suspenze (solu), kterd je prevedena
na viskozni gel a nasledné na pevny material. Sol-gel metody jsou pouzivany pro pfi-
pravu anorganickych oxidickych materialt a syntézu organicko-anorganickych kompo-
zitnich materiald, které nelze ziskat jinymi metodami (Pierre 2013).

Antiadhezni Gipravou miZze byt nanos hydrofobni vrstvy metodou sol-gel. Pfidanim
nanocastic (napf. stiibrnych, médnych apod.), ziskdva superhydrofobni povrch také
antibakterialni vlastnosti. V neutralnim pH je tento povrch stabilni, ale v siln¢ kyselém

¢1 zésaditém prostiedi ma omezenou zivostnost v fadu tydnti. (Heinonen et al. 2014).
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1.6.4. Uprava povrchu plazmatem

Plazma jsou molekuly ionizovaného plynu v rizném stupni ionizace. Plazma lze
vytvofit elektromagneticky, mikrovinami i teplotné a dle zptisobu vzniku ma pak rizné
vlastnosti. U nizkotlakého vyboje se pracuje ve vakuu a volbou dalSich podminek Ize
modifikovat povrch materialu (napt. zvysit ¢i snizit jeho smacivost, Cistit, sterilizovat,
¢i modifikovat povrch pred dalS$imi Gipravami). OSetieni plazmatem zptsobi vznik reak-
tivnich skupin na povrchu. Argonové ¢i heliové plazma vytvari volné radikaly, plazma
kyslikové vytvoii skupiny OH", ROO", CO", COO", plazma z dusiku ¢i amoniaku zase
skupinu NH>". Timto zptisobem lze modifikovat kovy, slitiny, plasty a umélé i pfirodni

vlakna (Kugel et al. 2011; Heinonen et al. 2014).

1.6.5. Fotolitografie

Vytvoreni antiadhezniho povrchu muze byt dosazeno také pomoci litografického
nanaseni substratu na podklad. Metodu, kdy je na povrch nanasen fotoaktivni polymer
(fotorezist), nazyvame fotolitografii. Po ozafeni pfes masku je polymer odstranén
a vznikd negativni obraz pouzit¢ masky. Hydrofobniho chovani se obvykle dosahuje
specidlni strukturou na povrchu, zménou povrchové energie, zvySenim hrubosti po-
vrchu, polarizaci vazeb na povrchu, nebo pfimo zménou téchto vazeb (Bhushan et al.
2009; Roach et al. 2008). Vzorky je mozné terminovat kyslikem nebo vodikem pro do-
sazeni rozdilnych vysledki. Bylo napiiklad pozorovano chovani osteoblastii a kmeno-
vych bun€k pii kontaktu s povrchem upravenym kyslikovou a vodikovou terminaci.
Ukéazalo se, ze kyslikova terminace je pro adhezi bunkami zna¢né uptednostiiovana

oproti terminaci vodikové (Broz 2017; Rezek et al. 2009).

31



2. MATERIALY A METODY

2.1. Popis studovanych vzorki

V ramci této diplomové prace bylo testovano sedm vzorkt. Tti vzorky karbonitrid
titanovych tenkych vrstev a tfi vzorky tenkych vrstev karbonitrid chromovych nadepo-
novanych na nerezové oceli CSN 10088-1 1.4404. Pro porovnani byl testovan také vzo-
rek samotné nerezové oceli stejného typu. Vlastnosti nerezové oceli CSN 10088-1
1.4404 jsou popsany v kapitole 1.2.2. Nerezovad ocel (str. 17). Vzhled vzorka a jejich

znaceni je zaznamenano v tabulce 2.

Tabulka 2: Vzhled jednotlivych vzorki.

Ocel

Nerezova ocel CSN
10088-1 1.4404

TiCN-2 TiCN-3

Karbonitrid
titanové vrstvy
TiCN

CrCN-2 CrCN-3

Karbonitrid
chromové vrstvy
CrCN

Rozméry vzorki jsou uvedeny v nécrtu na obrazku 6.

%

¢ 20 mm

Obrazek 6: Rozmér vzorki.
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Priprava substratu

Jako substrat pro depozici tenkych vrstev karbonitrid titanu (TiCN) a karbonitrid
chromu (CrCN) byla zvolena nerezova ocel CSN 10088-1 1.4404. Vzorky byly nejprve
lestény pomoci pristroje METASERV 3000 za vyuziti papiru o hrubosti 1200. Nasledné
byl vzorek lestén na semiSovém platné pomoci diamantové pasty s ¢asticemi o velikosti

3 um. Po ukonceni procesu lesténi byly vzorky nerezové oceli oSetieny lihem.

Depozice vrstev

Samotna depozice prob¢hla za pouziti metody PVD napatrovani elektrickym oblou-
kem (Cathodic Arc Plasma Deposition). Celkem bylo pfipraveno osm vzorkl s tenkou
vrstvou TiCN a osm vzork s tenkou vrstvou CrCN. Vrstvy byly nanaSeny pfi rizném
poméru plynt, napéti, proudu i ¢asu depozice (Petkov et al. 2018). Pro tcely této di-
plomové prace byly vybrany tfi vzorky TiCN a tii vzorky CrCN, které byly nanaSeny
pfi stejné hodnot€ napéti -40 V a proudu 85 A. Doba depozice byla u vSech Sesti zvole-
nych vrstev 120 minut. Jedinymi proménnymi parametry tedy zistaly pomér plynt
atlak v komote, které jsou uvedeny v tabulce 3. Vliv depozice na vlastnosti spojené
s buné¢nou interakci byly predmétem zkouméani v praci (Coufalova 2016; Bakalova et
al. 2016a), na které tato diplomové prace navazuje a pravé na zaklad¢ vysledki zming-

nych préci, byly zvoleny vzorky s nésledujicimi parametry depozice.

Tabulka 3: Parametry depozice jednotlivych vrstev.

Vzorek
TiCN-1 | TiCN -2 | TiCN -3 | CrCN-1 | CrCN -2 | CrCN -3

Prutok

C2H2 [%] 5,8 11,1 17,7 5,8 11,1 17,7
Prutok

N2 [%] 94,2 88,9 82,3 94,2 88,9 82,3

Tlak v komore 0.5 0.5 0.5 15 15 15
p [Pa]
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2.2. Modifikace vzorku

Na zakladé¢ literarni reSerse byly zvoleny ¢ty rizné modifikace zkoumanych po-
vrcht, které by mély zajistit antiadhezivni chovani vzhledem k bakteridlni populaci.
Vzorky byly modifikovany pomoci sol-gelu, kyslikového a argonového plazmatu
a metodou fotolitografie. Pfed kazdou z modifikaci byly vzorky ocistény acetonem
a vystaveny teploté 120 °C po dobu 30 minut pomoci pfistroje Venticell (BMT Medical

Technology) za u¢elem zbaveni vzorkl organickych 1 anorganickych necistot.

Fotolitografie

Pro docileni antiadhezniho povrhu byla zvolena fotolitografie. Tato modifikace
byla provedena na Fyzikalnim ustavu Akademie véd v Praze. Pomoci pozitivniho foto-
rezistu P1215 (micro resist technology GmbH, Némecko) byly na povrchu vzorki vy-
tvoreny mikroskopické vzory o $ifce 60 um. V horni ¢asti vzorku byl vytvotren kiizek
tenkou vrstvou zlata slouzici jako znacka pro rozliSeni uspotfaddani prouzkl. Vzorky by-
ly terminovéany vodikem po dobu 30 minut v komote pii teploté 360 °C a tlaku 30 mbar.
Poté byly vrstvy s fotolitografickou maskou o velikosti 20x20 mm (velikost vzorku)
oSetteny ve vysokofrekvencni kyslikové plazmé (s vykonem 300 W, po dobu 10 minut).
Obrazek 7 zobrazuje ilustra¢ni snimek z elektronového mikroskopu SEM pfi pouziti
stejné metody na vrstvé nanokrystalického diamantu s 200 pm Sirokymi prouzky (v na-
Sem pripad¢ 60 um) zakoncenymi stfidavé vodikem a kyslikem. Svétlé prouzky odpo-
vidaji vodikovému povrchu diky jeho nizké elektronové afinité. Ktizek v horni Casti
obrazku je tvofen tenkou vrstvou zlata a slouZi jako znacka pro rozliSeni uspofadani

prouzki.

Obrazek 7: Schéma a ilustracni snimek z elektronového mikroskopu SEM p¥i pou-

Ziti stejné metody (pfevzato a upraveno z (Rezek et al. 2011)).
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Sol-gel

Sol-gel s oznacenim AD30 byl na vzorky nanesen metodou zvanou dip-coating.
Sol AD30 je vychozi sol pro pfipravu nanovrstev na bazi 3-(trimethoxysilyl)propyl me-
thakrylatu a tetracthoxysilanu (obrazek 9) a je modifikovan vazanymi kationty stiibra,
meédi a zinku (po 2 hm. % na vyslednou hmotnost vrstvy). Sol byl pfipraven metodou
sol-gel v izopropylalkoholu za kysel¢ katalyzy HNO; pro polykondenzaci kiemicité sité
a dibenzoylperoxidu pro polymeraci methakrylatové sité. Vzorek byl piipevnén ke
spoustécimu zafizeni (cca 3 mm od okraje). Pomoci tohoto zafizeni byly 3/4 vzorku
ponofeny do sol-gelu (obrazek 8) a po 30 vtetinach byl vzorek vytazen konstantni rych-
losti 6 cm/min. Vzorky byly ponechany tficet minut pii laboratorni teploté. Nasledné
byly umistény na dvé hodiny do pece vytemperované na 150 °C pro zajiSténi termalni
fixace sol-gelu. Pfedpokladana tloustka konecné organicko-anorganické nanovrstvy je
80 az 150 nm. Slozeni solu je chranéno patenty CZ 303 250, CZ 303 861, WO
2013174356 a EP 2852630 (Slamborova et al. 2013).

O

} Vrstva sol-gelu

Obrazek 8: Nacrt plochy vzorku pokryté sol-gelem.

OCHj 0 HaC CH,
ch:o—?i—\/\o)kfcm o, .0~
OCH O 0O
’ CHs HSC/_ _\CH3

Obrazek 9: Chemické vzorce hlavnich sloZek pouzitého sol-gelu

3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylatu a tetraethoxysilanu.

Plazma

Byly zvoleny dva druhy Upravy pomoci plazmatu. Prvni modifikace byla provedena
v argonovém plazmatu, které méni morfologii odleptdvanim povrchu upravovaného
vzorku v fddech nanometr. Argon patii mezi inertni neboli nete¢né plyny, nedochazi
tedy v pribéhu modifikace k Zddnému navazovani skupin na povrch vzorku. Jako dalsi

modifikace bylo zvoleno plazma kyslikové. Pokud plazma obsahuje reaktivni plyny,
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jako je naptiklad pravé kyslik, jsou ¢astice tohoto plynu schopny reagovat s povrchem
substratu, a tim daji vzniknout novym funkénim skupinam (Matéjicek 2016). Vzorky
byly plazmatu vystaveny v depozi¢ni komoie typu RF PACVD/MS (Radio Frequency
Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition Magnetron Sputtering). Parametry leptani
byly totozné pro oba druhy plazmatu. Pritok plynt 10 scem, tlak v komote 4 Pa, napéti
Us bylo nastaveno na-900 V a vzorky byly leptany po dobu 10 minut.
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2.3. Mérieni fyzikalné-chemickych parametri vrstev

Povrchova energie

Test smacivosti byl proveden pomoci ptistroje Surface Energy Evaluation System
(See System). Na kazdy vzorek byla aplikovana kapka destilované vody o objemu
3,5 pul. Tvar kapky zavisi na hodnotach tii mezifazovych energii: mezifazové energii
mezi pevnou latkou a kapalinou ysi, mezifdzové energii mezi pevnou latkou a plynnou
fazi ysg a mezifazové energii mezi kapalnou a plynnou fazi yrg (obrazek 10). Ustavi se
rovnovaha a kapka zaujme tvar charakterizovany urcitym kontaktnim thlem smaceni 9.
Vztah mezi uhlem smaceni 0 a jednotlivymi mezifaizovymi energiemi je dan Youngo-
vou rovnici.

Youngova rovnice (Giridhar et al. 2017):

Ys. = VYs¢ — Y1 " €os 8

Pomoci kamery byla kapka po kontaktu s povrchem vyfotografovana (obrazek 11).
Po oznaceni tfi bodii na snimku, byl vyhodnocen kontaktni thel. Primérny kontaktni

uhel byl vypocitavan z deseti méfeni na kazdém vzorku (viz. str. 48).

Pevna latka - s

Obrazek 10: Sily pisobici na kapku ka- Obrazek 11: Fotografie kapky. Stano-
paliny umisténé na pevny povrch (Ziz- veniihlu smacivosti pomoci tii bodi.
kova 2016).

Drsnost povrchu
Priimérné drsnost povrchu S, (obrazek 13) byla vyhodnocena dle normy ISO 25178
pomoci mechanického profilometru DektakXT™ (obrazek 12). Hrot s rddiem zaokrouh-

leni 2 pm byl taZzen rychlosti 100 pm/s po povrchu vzorku s pfitlacnou silou 10 mg.
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Byla skenovana plocha 600 x 600 pm. Naméfena data byla nasledné zpracovéana

v softwaru Vision 64.

g = %_EJ |Ilfxr}’;||dxr.|}'

Obrazek 12: Hrot profilometru umisté- Obrazek 13: Princip vypoctu hodnoty
ny nad vzorkem. priumérné drsnosti Sa (OLYMPUS, 2017).

Polomér zaokrouhleni hrotu u mechanického profilometru byl nedostacujici pro re-
gistraci menSich nerovnosti, proto pro kvalitnéj$§i vyhodnoceni drsnosti povrchu byla
zvolena presnéjsi metoda s rozliSenim v fadu nanometrt. Jedné se o mikroskopii ato-
marnich sil, pfi které byl vyuzit piistroj JPK Nanowizard 3 a namétfena data byla na-
sledné¢ zpracovana v softwaru Gwyddion 2.40. Zvolen byl tzv. kontaktni rezim.
Na naskenovani plochy 10 x 10 um v rozliSeni 512 x 512 pixeld byl zvolen cantilever
znacky Silicon SPM sensor o tloust'ce hrotu 10 nm. Vyhodnoceni plosné drsnosti je
uvedeno v grafu na strané 49. Na obrazku 14 je ukazka 3D profilu vzorku CrCN-1 pied

modifikaci. Profily ostatnich vzorki jsou zatfazeny v ptiloze této prace.

0.47 pm

0.00 pm

Obrazek 14: 3D profil povrchu vzorku CrCN-1 ziskany pomoci metody AFM.
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Chemické sloZeni povrchu

Chemického slozeni povrchu bylo stanoveno pomoci analyzy EDS (Energiové Dis-
perzni Spektroskopie) Oxford X-Max 20, ktera je soucasti rastrovaciho elektronového
mikroskopu Carl Zeiss ULTRA. Pti studiu tenkych vrstev bylo pouzito napéti 7 kV, pii
studiu vzorku samostatné oceli bez nanesené tenké vrstvy bylo napéti navySeno
na 15 kV. Livetime byl zvolen 50 s a pracovni vzdalenost 8,5 mm. Akvizice spekter
byla provadéna zplochy cca 12 x 9 um na tfech ndhodnych mistech u kazdého
ze vzorkll. Obsahy jednotlivych prvkii v atomarnich procentech jsou uvedeny
v tabulkéch 6 — 8 (str. 51). Obrazek 15 je prikladem vystupnich dat z Energiové Dis-
perzni Spektroskopie. Na obrazku jsou (zleva) viditelné piky pro uhlik, dusik a chrom
pro jednotlivé vzorky pied modifikaci. Zluta plocha zna¢i vzorek CrCN-1, modra kiivka

nalezi vzorku CrCN-2 a ¢ervena vzorku CrCN-3.

CrCNS11
OCrcNs2 1
OCrcN s3_1

10

cps/eV

v
I B I BTN T AN I BTN B

C|||||||||||||||||||||||||||||||||||||
02 04 0.6 08 1 12 14 16 18 keV

Obrazek 15: Priklad vystupnich dat z Energiové Disperzni Spektroskopie.
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2.4. Méreni bakterialni interakce s tenkymi vrstvami

Vybér testovanych mikroorganismi

Na zaklad¢ literarni reSerSe, kterd predpoklada rozdilné chovani gramnegativ-
nich (G°) a grampozitivnich (G") bakterii k povrchu materialu v disledku rozdilného
zeta potencidlu, bylo snahou zvolit jeden gramnegativni a jeden grampozitivni kmen
takovy, aby se navzajem liSily i dalSimi vlastnostmi, napt. tvarem. Zarovein byly hleda-
ny kmeny bézné atakujici lidsky organismus. Jako gramnegativni zastupce byla zvolena
bakterie Escherichia coli, kterd je tyCinkovitého tvaru a jako druhy testovany kmen byl
zvolen Staphylococcus aureus kokovitého tvaru. Oba tyto kmeny jsou v hojné mife vy-
uzivany jako modelové organismy pravé pro biologické testy v mediciné

1 biotechnologiich (Du et al. 2007).

Sterilizace pouzitého materialu

Béhem zvolenych test mikrobiologické interakce byly vyuzivany rtzné druhy
sklenéného laboratorniho nadobi (sklenéné lahve s uzdvérem (fisherbrand), kadinky,
zkumavky) a kovové pinzety. Tyto pomicky byly pied testy sterilizovany pii teploté
170 °C po dobu dvou hodin pomoci sterilizatoru Venticell (BMT Medical Technology).
Dale bylo pfi testech vyuzito mnoho jednorazovych plastovych pomicek, jako jsou cen-
trifugacni zkumavky, Spicky a Petriho misky, které jsou sterilizovany jiZ u vyrobce.

Testované vzorky byly ocistény navlhéenou bunifinou v acetonu a sterilizovany

pomoci Venticell (BMT Medical Technology) pfi teploté 120 °C po dobu 30 minut.

Piiprava bakterialniho inokula

Bakterie Escherichia coli (oznaceni kmene CCM ¢. 3954) byla z pevného zivného
média naockovana pomoci plamenem opalené mikrobiologické klicky do kadinky
s fyziologickym roztokem. Naockovéani probihd pomoci roztirani bunécné kultury
o sténu kadinky. Nasledné byl pomoci spektrofotometru kontrolovan zakal pro urceni
koncentrace bakterii v pfipravovaném roztoku. Roztok byl nafedén fyziologickym roz-
tokem na pozadovanou koncentraci 10’ CFU/ml.

Postup pfi ptiprave inokula bakterie Staphylococcus aureus (oznaceni kmene CCM
¢. 3953) byl totozny. Pouze byl do fyziologického roztoku navic pfiddn Bovin Serum

Albumin v mnozstvi 0,15 g na 100 ml.
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Kultiva¢ni stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék

Pro stanoveni mnozstvi bakterii, které se za jednu hodinu kontaktu vzorku
s bakterialni suspenzi ptichyti na povrch daného vzorku, byla zvolena metoda kultivace
mikroorganismil a nasledného pocitani kolonii vyrostlych na agarovych plotnach. Me-
toda vychazi z empiricky ovéfeného ptredpokladu, ze z jedné zivotaschopné bunky
(buinika musi byt také schopna se mnozit) vyrtsta 1 kolonie.

Do sterilnich sklenénych lahvi o objemu 100 ml s uzdvérem bylo pipetou Eppen-
dorf pipetovano 10 ml bakterialni suspenze a do kazdé byl nasledné vloZen jeden ze
vzorkd, a to tak, aby cely objem vzorku byl ponotfen v kapalin¢. Bakterie byly ponecha-
ny v kontaktu s povrchem 60 minut pfi teploté 37 °C v inkubatoru Incucell BMT Medi-
cal Technology. Vzorek byl nasledné vyndan sterilni pinzetou z bakterialni suspenze,
oplachnut 2 ml fyziologického roztoku z kazdé strany a vloZen do plastové centrifugac-
ni zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml s 15 ml fyziologického roztoku. Zkumavky se
vzorky byly vlozeny na tiepacku Heidolph unimax X1010 a tfepany 30 minut pii 250
otackdch za minutu. Bylo pouzito desitkové fedéni do tretiho tadu, které slouzi
k dosazeni pocitatelného mnozstvi bakteridlnich kolonii. Za pocitatelné mnozstvi
se obecné povazuje pocet do 300 kolonii na jedné petriho misce. Zaroven byl odebiran
1 ml z kazdého tfedéni do Petriho misky. Nasledné€ byl tento objem inokula zalit potieb-
nym mnoZstvim vytemperovaného agaru (max. na 42 °C) a obsah misky byl dikladné
promichan krouzivymi pohyby. Po ztuhnuti byly misky uloZeny k inkubaci po dobu 48
hodin pfi teploté 37 °C (inkubator Incucell BMT Medical Technology). Po uplynuti této
doby byl vyhodnocen pocet kolonii (grafy 5 a 6, str. 55 a 57). Cel¢ méteni bylo prove-

deno v triplikatu.

Ovéreni postupu ,,vytiepani bakterii z povrchu“

Bakterie byly pocitany ze suspenze fyziologického roztoku, do které byl vzorek
30 minut vytfepavan pii 250 otackach za minutu. Bylo tedy nutné ovéfit, ze pii takto
zvolenych podminkéch byly do fyziologického roztoku vyttepany vSechny mikroorga-
nismy a zadné z nich (nebo jen minimalni mnozstvi) neziistaly i po vytfepani uchyceny
na povrchu vzorku, coz by velmi zkreslilo vysledky. Hodnoceni povrchu bylo provedeno
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu Carl Zeiss ULTRA Plus za vyuziti sekun-
darnich elektronii. Bylo zvoleno zvétSeni 10 000x a napéti 2 kV pro vzorek s bakteriemi

a 7,5 kV pro vzorek bez bakterii.
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2.5. Méreni cytotoxicity vzorki

Cytotoxicita studovanych vzorka byla méfena pomoci testu, ktery je zalozen na re-
dukei zluté tetrazoliové soli MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium
bromid) na formazan, ktery ma formu fialovych krystalkti. Tato reakce probiha na mito-
chondrialni membrané vlivem mitochondridlnich dehydrogenaz zivych bunék. Pocet
zivych bun€k odpovida mnozstvi redukovaného MTT.

Vzorky byly pfed zahajenim testu sterilizovany pii 120 °C po dobu jedné hodiny.
Eluat byl ze vzorkd vyluhovan po dobu 24 h v 6-jamkovém valu, kazdy vzorek
ve 3,5 ml media. Testy probihaly in vitro na modelové bunééné linii mySich fibroblastt
3T3 pfi poctu zhruba 40 tisic bunck na jednu jamku pti 50% proliferaci. Eluat byl roz-
délen po 1 ml do 24-jamkového valu spolu s buné€nou, negativni, pozitivni a médiovou
kontrolou. Do kazdé jamky bylo ptidano 320 ul MTT a nasledné byly jamky inkubova-
ny pii 37 °C po dobu dvou hodin. Po této dobé bylo MTT z jamek odsato a ptidano
640 pl isopropylalkoholu. Jamky byly nésledné na 10 minut umistény na tfepacku, kde
se formazanové krystalky plisobenim isopropylalkoholu rozpustily a nasledné se spek-
trofotometricky stanovila hodnota absorbance roztoku. Na spektrofotometru byla zmé-
fena absorbance pii 570 a 650 nm. Vyslednd absorbance byla ziskdna jako rozdil
absorbanci pii 570 a 650 nm a procentudlné porovnédna s buné¢nou kontrolou. Vysledky

jsou uvedeny ve formé grafu (graf 7, str. 59).
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou vyhodnoceny a diskutovany vysledky jednotlivych méfenti, kte-
rd vzdy probihala na vzorcich bez modifikace a nasledné na vzorcich, které prosly upra-
vami popsanymi v kapitole 2.2. Modifikace vzorku. Z fyzikalné-chemickych vlastnosti
byla sledovana povrchova energie, drsnost a chemické slozeni povrchu. Nasledné byly
provedeny testy mikrobidlni interakce s povrchem, a to s gramnegativnim kmenem bak-
terii Escherichia coli a grampozitivnim kmenem bakterii Staphylococcus aureus. Na
zaveér byly provedeny testy cytotoxicity na modelové bunécné linii mySich fibroblasti
3T3.

Vsechna méfeni probihala vzdy minimalné v triplikatu. Pro lepsi ptehlednost jsou
v tabulkéch uvadény pouze priméry nameéfenych hodnot a smérodatna odchylka vy-

sledkl je znazornéna v grafech chybovou tseCkou. Smérodatna odchylka byla pocitana

’2(95 —x)?
o= |21
n

kde x jsou namétené hodnoty, x jejich aritmeticky pramér a n pocet méfeni.

dle vztahu:

V préci je zvoleno také vyjadieni vysledkii pomoci grafii pro lepsi znazornéni roz-
dilu mezi jednotlivymi modifikacemi. Tabulky s konkrétnimi hodnotami jsou soucasti
ptilohy. V tabulce 4 je zaznaCeno zkracené oznaCovani jednotlivych modifikaci a jejich

barevné vyjadieni v grafech.

Tabulka 4: Zkracené oznacovani jednotlivych modifikaci a barevné zastoupeni

v grafech
ZKkratka Barva
Vzorek pred modifikaci Pted modifikaci Seda
Modifikace fotolitografii Fotolitografie zelena
Modifikace sol-gelem Sol-gel hnéda
Modifikace argonovym plazmatem Plazma Ar zluta
Modifikace kyslikovym plazmatem Plazma O2 modré
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3.1. Fotolitograficka modifikace

Fotolitograficka uprava byla provddéna na Fyzikdlnim ustavu Akademie véd
v Praze. Hydrogenace a naslednd terminace vodikem byla provedena na vzorcich
TiCN-1, CrCN-1 a oceli. Byl méfen kontaktni thel vody pfed modifikaci, ihned po mo-
difikaci a poté v ¢asech 15, 60 a 132 h. Thned po modifikaci vykazovala terminace silné
hydrofilizujici G¢inek (obrazek 16). Avsak jiz po 15 hodindch se navracely plvodni
vlastnosti povrchu vzorku. Naméfené kontaktni uhly ve stanovenych Casech jsou uve-

deny v grafu 1.

Obrazek 16: Méreni kontaktniho uhlu pred modifikaci a ihned po kyslikové

terminaci (vzorek TiCN-1).

Kontaktni uhel

Ocel = TiCN-1 mCrCN-1

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0 |
Pred terminaci Oh 15h 60 h 132 h

Kontaktni uhel [°]

Uplynuly ¢as od terminace

Graf 1: Naméreny kontaktni uhel pred modifikaci a v uréitych ¢asech po kyslikové

terminaci.
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Z dtvodu kratkodobého ucinku této modifikace v fadu hodin, nebylo mozné pro-
vést nasledna méfeni (na TUL) tak, aby vysledky odrazely t¢inek modifikace.

Pro moznost porovnani naméienych dat s literaturou uvadénymi vysledky fotolito-
grafické modifikace na tenkych vrstvach diamantu (Rezek et al. 2011), byl zaroven se
vzorky oceli, TICN-1 a CrCN-1 modifikovan i vzorek nanokrystalického diamantu
(NCD). Porovnani naméienych kontaktnich thlt ihned po vodikové terminaci ukazuje,
ze vytvoreni hydrofilnich kyslikové terminovanych a hydrofobnich vodikem termino-
vanych paski by nebylo mozné. Po modifikaci vodikem, prokazovaly vrstvy TiCN
a CrCN hydrofilni chovani na rozdil od vzorkii NCD (graf 2).

Kontaktni uhel

Ocel TiCN-1 ®ECrCN-1 ENCD

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kontaktni uhel [°]

Pred terminaci Po vodikové terminaci

Graf 2: Naméreny kontaktni uhel vody pred a po vodikové terminaci.
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3.2. Modifikace metodou sol-gel

Z diavodu nedostatecné odolnosti byla z métfeni vyfazena i modifikace sol-gelem.
Po testech bakteridlni interakce, kdy byly vzorky v kontaktu s bakteridlni suspenzi
po dobu jedné hodiny, nasledné vytiepavany do fyziologického roztoku a mechanicky
oCistény buni¢inou namocenou v acetonu, byla vrstva sol-gelu viditelné poSkozena (ob-
razek 17). Jelikoz literatura dokladd vysokou odolnost téchto hybridnich vrstev proti
otéru a to az 150 cykla pfi zatizeni 650 g, je mozné, Ze vzorky byly pfed nanosem sol-
gelu Spatn€ ocistény ¢i odmastény a proto nedoslo ke spravnému pftilnuti vrstvy sol-gel
na povrch vzorkd. Jinym vysvétlenim by mohlo byt, ze vrstva prevazné slozena
z 3-(trimethoxysilyl) propylmethakrylatu a tetracthoxysilanu je Ccastecné rozpustna
v nékteré z kapalin, se kterou pfiSla béhem mikrobialnich testd do styku (aceton, fyzio-
logicky roztok). Literatura vSak uvadi, ze hybridni vrstvy 3-(trimethoxysilyl) propylme-
thakrylatu a tetracthoxysilanu jsou odolné vi&i acetonu (Slamborova et al. 2013).
Vrstva neni rozpustna ve vode, neméla by tedy byt pravdépodobné narusena ani piiso-

benim fyziologického roztoku (0,9% vodny roztok NaCl).

Obrazek 17: Vrstva sol-gelu pied a po mikrobiologickych testech.

Neptitomnost sol-gelové vrstvy po provedeni mikrobiologickych testd doklada
1 stanoveni chemického slozeni povrchu pomoci metody EDS (tabulka 5).

Pti predpokladané tloust’ce vrstvy sol-gelu 80 az 150 nm, by mnozstvi kiemiku
vzhledem k hlavnim slozkam (obrazek 9) mélo byt vyssi nez 2 %, ktera byla u vzorka
maximalné detekovana. Také procento kysliku by mélo byt vys$i. Ani ostatni prvky
ptitomné v sol-gelu (sttibro, méd’ a zinek) nebyly metodou EDS detekovany u zadného
z testovanych vzorkti. Ve slozeni povrchu CrCN vrstev se objevila stopovd mnozstvi
sodiku a chloru, ktera byla pfi vyhodnoceni ze spektra eliminovéna, jelikoz se jednalo

o pozustatek fyziologického roztoku, ktery byl pouzivan na vytfepavani bakterii i opla-
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chy vzorkl. Kyslik se do porti vrstev uklada pti otevieni komory tésné po procesu po-

vlakovani.

Tabulka 5: Chemické sloZeni povrchu vzorka po modifikaci sol-gelem a nasled-

nych testech bakterialni interakce.

(%] Detekované prvky — modifikace sol-gel
C N (0] Si Ti Cr

TiCN-1 7,5 41,5 2,5 0,3 48,2
TiCN-2 8,5 42,0 1,9 0,1 47,5
TiCN-3 12,3 36,9 1,9 0,1 48,8
CrCN-1 11,7 37,0 4,3 1,3 45,7
CrCN-2 18,5 33,6 6,7 2,0 39,2
CrCN-3 25,2 30,2 6,1 2,0 36,5

Vrstva sol-gelu nanesend na samotnou ocel 1 na ocel s tenkymi vrstvami TiCN

a CrCN se tedy prokazala jako nedostate¢né odolna proti otéru ¢i pisobeni vodného

prostiedi.
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3.3. Vliv modifikace plazmatem na fyzikalné-chemické vlastnosti

tenkych vrstev

3.3.1. Povrchova energie

Kontaktni tthel vody byl u kazdého vzorku naméfen desetkrat. Primérné hodnoty
téchto méfeni jsou znazornény v grafu 3. Je-li kontaktni thel vody na vzorku vétsi nez
90°, nazyva se latka hydrofobni. Naopak ¢im vice se kontaktni uhel blizi nule, tim je
vzorek hydrofilngjsi. Pfed modifikaci se kontaktni thel pohyboval u vSech testovanych
vzorkd v priméru kolem 82°. Takové vzorky tedy spadaly do kategorie lehce hydrofil-
nich materidli. Po modifikaci argonovym plazmatem se kontaktni thel vody u vSech
vzorku snizil na hodnotu v priméru okolo 68°. Kyslikové plazma modifikovalo vzorky

na jeste vice hydrofilni a kontaktni thel vody se pohyboval od 56° do 69°.

Kontaktni uhel
m Pred modifikaci Plazma Ar Plazma 02
95
S 85
=
E 75 I
2 | [ L 1 I | { L
€
(o]
h4
- i L
45
Ocel TiCN-1 TiCN-2 TiCN-3 CrCN-1 CrCN-2 CrCN-3
Vzorek

Graf 3: Kontaktni uhel u jednotlivych povrchu.

Rada vyzkumii (Avram et al. 2008) se zabyva plazmatickou Upravou materiali
(ptedev§im polymertl) za ucelem snizeni &i zvyseni jejich povrchové energie. Upravé
titanovych implantata se vénuje napiiklad Queiroz a spol. ve své studii, ktera doklada
zvySeni hydrofilnosti pravé pomoci argonového plazmatu (Queiroz et al. 2014). Na
zakladé namétenych dat v této praci lze fici, Ze argonové plazma ma hydrofilizujici

ucinek i na tenké vrstvy TiCN a CrCN nanesené na nerezové oceli.
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Kyslikové plazma je u kovovych materiali zminovano nejcastéji v souvislosti
s Cisténim  povrchid. ZvySeni hydrofilnosti pomoci kyslikového plazmatu bylo
prokazano naptiklad u titanovych vzorka (Yamamura et al. 2015).

Nami naméfend data pro TiCN 1 CrCN tenké vrstvy ukazuji, ze kyslikové plazma
mélo vétsi hydrofilizujici u¢inek nez plazma argonové, coz je v souladu s literaturou.
Peng uvadi zvyseni hydrofilnosti studovanych kovovych vzorkt po Uipravé plazmatem
na zaklad¢ méfeni povrchové energie. Po upravé argonovym plazmatem se povrchova
energie zvysila 0 201,4 %, po plsobeni kyslikovym plazmatem o 232,2 %. Po ptisobeni
kyslikového plazmatu mél vzorek vyssi povrchovou energii, coz znamena, Ze se zvySila

jeho hydrofilnost (Peng 2014).

3.3.2. Drsnost povrchu

Pted modifikaci se drsnost povrchu vzorku lisila v fadu desitek nanometri. Mezi
nejméné a nejvice drsnym povrchem byl rozdil plosné drsnosti 36,7 nm. Nejdrsngjsi
povrch vykazovaly vzorky TiCN-3 a CrCN-1. Primérné plosné drsnosti povrchu jed-
notlivych vzorkil jsou uvedeny v grafu 4. Pro moznost posouzeni morfologie jednotli-

vych povrchii byly vytvotfeny 3D profily, které jsou zatazeny v ptiloze této prace.

Drsnost povrchu
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Graf 4: Plosna drsnost povrchi.
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Po modifikaci kyslikovym plazmatem se plosna drsnost povrchu pohybovala okolo
hodnoty 35 nm. Uprava argonovym i kyslikovym plazmatem ma za nasledek odlepta-
vani materidlu. Tento proces neprobihd zcela symetricky, coz vede u vétSiny vzorka
ke zvySeni hrubosti materidlu v fadu nanometra. Avsak u vzorki TiCN-3 a CrCN-1
doslo ke snizeni plosné drsnosti povrchu. Plisobeni argonového plazmatu bylo studova-
no napiiklad na titanovych vzorcich. Stfedni drsnost povrchu se v této studii zvysila
z 27 nm na 110 nm (Queiroz et al. 2014).

V literatute byl studovan piimo rozdil mezi ptisobenim argonového a kyslikového
plazmatu na drsnost kovovych vzorkl. Po 180 vtefinach piisobeni argonového plazmatu
byl ve studii pozorovan narist drsnosti 0 22 % (z 1,18 na 1,45 nm). Po ptisobeni kysli-
kovym plazmatem byl nariist ploSné drsnosti 11 % (z 1,18 na 1,31 nm) (Peng 2014).
U ndmi studovanych vzorki, u kterych se po pisobeni plazmatu drsnost zvysila, byl
procentudlni nartst u argonového plazmatu v pruméru o 53 % a u kyslikového plazmatu

v priuméru o 163 %.

3.3.3. Chemické sloZeni povrchu

Chemické sloZeni povrchu bylo stanoveno pomoci Energiové Disperzni Spektros-
kopie. Pro kalkulaci koncentraci byl vyuzit K-alfa pfechod. V tabulkach 6 — 8 jsou pro-
centudlni zastoupeni jednotlivych prvkl pfed modifikaci a po modifikaci argonovym
a kyslikovym plazmatem.

U vrstev pred i1 po modifikaci byl detekovan dusik, uhlik, a kyslik. Dale byl dete-
kovan titan u vrstev TiCN a chrom u vrstev CrCN. Kvantifikace kysliku u vzorkl
CrCN-1, CrCN-2 a CrCN-3 mohla byt zkreslena kviili prekryvu pikd chromu a kysliku
(tzv. overlapu), ktery je zobrazen na obrazku 18. Kyslik je u vSech vrstev nasledkem
ukladani kysliku do port vrstev, pfi otevieni komory tésné po procesu povlakovani.

Plazma nem¢éla dle ocekavani vyznamny vliv na koncentraci prvkd na povrchu vzorki.
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Tabulka 6: Chemické sloZeni povrchu vzorku pied modifikaci.

Detekované prvky — modifikace sol-gel

[o]
C N 0] Ti Cr
TiCN-1 6,1 41,8 2,0 50,2
TiCN-2 9,0 44,1 2,4 44,6
TiCN-3 14,4 34,8 1,7 49,2
CrCN-1 4,9 40,0 0,1 55,0
CrCN-2 8,2 38,6 0,1 53,0
CrCN-3 17,7 34,7 0,6 47,0

Tabulka 7: Chemické sloZeni povrchu po modifikaci argonovym plazmatem.

Detekované prvky — modifikace plazma Ar

[Yo]
C N 0] Ti Cr
TiCN-1 6,7 41,4 4,6 47,3
TiCN-2 7,2 40,6 4,2 48,1
TiCN-3 12,6 35,5 4,4 47,6
CrCN-1 4,3 41,2 2,6 51,8
CrCN-2 7,4 38,0 2,5 52,1
CrCN-3 16,9 34,5 2,8 45,8

Tabulka 8: Chemické sloZeni povrchu po modifikaci kyslikovym plazmatem.

Detekované prvky — modifikace plazma O:

[Vo]
C N Q) Ti Cr
TiCN-1 6,5 423 4,1 47,1
TiCN-2 8,4 38,8 3,9 49,0
TiCN-3 13,8 35,0 4,0 47,2
CrCN-1 4,1 40,3 2,5 53,1
CrCN-2 6,5 39,0 24 52,1
CrCN-3 21,5 32,8 2,9 42,8
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Obrazek 18: Prekryv pikii chromu a kysliku.
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3.4. Vliv modifikace plazmatem na mikrobiologickou interakci

s tenkymi vrstvami
Obrazek 19 zobrazuje vysledek desitkového fedéni. Pro ilustraci byly zvoleny vy-

sledky ze vzorku TiCN-3 pfi testovani bakterie Staphylococcus aureus.

Nulté redéni 1. Fedéni 2. redéni

Obrazek 19: Fotodokumentace desitkového redéni metody KTJ pro vzorek TiCN-

3 v interakci s bakteriemi Staphylococcus aureus.

Obrazek 20 ilustruje riizny pocet bakterialnich kolonii na tomtéz vzorku pfti riz-
nych modifikacich povrchu. Jedna se opét o vysledky ze vzorku TiCN-3, tentokrat

s bakterii Escherichia coli. Viechny snimky zaznamendvaji nulté fedéni.

Modifikace argonovym Modifikace kyslikovym

Bez modifikace
plazmatem plazmatem

Obrazek 20: Fotodokumentace rozdilnych vysledki interakce povrchu

s bakteriemi Escherichia coli p¥i riznych modifikacich.
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Ovéreni postupu ,,vytiepani bakterii z povrchu*

Pro ovéfeni spravného vyttepani bakterii uchycenych na povrch vzorku byla pou-
zita skenovaci elektronovd mikroskopie. Obrdzek 21 zobrazuje povrch vzorku po
24 hodinov¢ interakci s bakteridlni suspenzi pted a po vytfepavani do fyziologického
roztoku. Pfed vytfepanim jsou viditelné ptichycené bakterie k povrchu. Po vytfepani
nebyla znatelnd pritomnost bakterii, ale na nékterych mistech byly viditelné svétle zob-

razené krystalky soli pochéazejici z fyziologického roztoku.

&

” / L /.
SRy 2
7.6mm  Signal A = SE2
EHT = 7.50 kV Sample ID © LAM, CxI-TUL

Obrazek 21: Povrch vzorku po hodinové interakci s bakterialni suspenzi A) pred
vytiepani do fyziologického roztoku a B) po nasledném vytiepani do fyziologické-
ho roztoku.
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3.4.1. Mikrobialni interakce — Escherichia coli
Pocet gramnegativnich bakterii Escherichia coli uchycenych na povrch vzorku byl
vyhodnocovan pomoci metody kultivaéniho stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék.

Vysledky jsou zobrazeny v grafu 5.

Mikrobialni interakce (bakterie Escherichia coli)
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Graf 5: Pocet KTJ uchycenych na povrch vzorku po jedné hodiné interakce

s bakterialni suspenzi Escherichia coli.

Pocet bakterii u nemodifikovanych vzorkl se téméf linedrné zvysSoval od vzorku
TiCN-1 ke vzorku TiCN-3 a stejné tak od vzorku CrCN-1 ke vzorku CrCN-3. U vzorku
CrCN-3 bylo napoé&itano az 120 kolonie tvoficich jednotek (KTJ) na 1 cm? vzorku. Ten-
to jev by mohl souviset s pomérem plynti pfi depozici tenkych vrstev. Cim vyssi byl
pritok acetylenu (C>Hz), tim vyssi byl pocet uchycenych bakterii béhem jedné hodiny
na povrchy testovanych vzorkl pfed modifikaci. Po modifikaci argonovym plazmatem
klesl pocet ptfichycenych bakterii u vSech testovanych vzorkd. U vzorku TiCN-3 byl
naméfen pokles aZ o 86 % oproti hodnoté nemodifikované¢ho vzorku. Nejmensi pokles
nastal u vzorku oceli, a to o 12 %. Na povrch se po modifikaci argonovym plazmatem
uchytilo b&éhem hodinové interakce maximéln& 35 kolonie tvoficich jednotek na 1 cm?,
ato u vzorku CrCN-1. Po modifikaci kyslikovym plazmatem nastal u péti vzorkt po-

kles o vice jak 98 % vzhledem k hodnotdm nemodifikovanych vzorkl. Na povrch se po
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modifikaci argonovym plazmatem uchytily béhem hodinové interakce maximalné
3 kolonie tvotici jednotky na 1 cm?, a to u vzorku CrCN-2.

Pocty bakterii uchycenych na povrchu vzorku velmi tizce souvisely s hydrofilitou
daného povrchu. Cim hydrofilngjsi byla dana modifikace, tim méné bakterii se na takto
modifikovany vzorek uchytilo, protoze povrch gramnegativni bakterie Escherichia coli
je hydrofobni. Povrchové vlastnosti mikrobidlnich buné€k, jsou dany Sirokou Skalou
struktur na jejich povrchu a jednim z hlavnich mechanismii, ktery hydrofobnost podpo-
ruje, je uvoliovani vezikul z vnéjSi membrany. Hydrofobni interakce jsou nejsilnéjsi
nekovalentni, neelektrostatické sily, a proto zasadnim zptisobem urcuji schopnost adhe-
ze bunék k povrchu (Krasowska a Sigler 2014).

Vyssi prilnavost kmene Escherichia coli k hydrofobnim povrchim na rozdil
od hydrofilnich, potvrzuje mnoho studii. O zvySeni adheze E. coli k povrchu
po hydrofobni modifikaci hovoti naptiklad Thang Vo, ktery doklada, ze pii zvyseni
kontaktniho tihlu z 44,7° na 72,6° se zvysil pocet bun¢k adherovanych na povrch o 53
% (Vo a Lee 2017). O nizké adhezi tohoto kmene k povrchiim hydrofilnim hovoii Bei
Jiang, v jehoZ studii modifikace pomoci D-tyrosinu vedla k vétsi hydrofilnosti a zaroven
k prokazatelnému snizeni adheze E. coli k povrchu vzorkl (Jiang et al. 2017). Nekteré
starSi studie shrnuji obecné vliv hydrofobnosti povrchu na gramnegativni
a grampozitivni bakterie (Mazumder et al. 2010; van Loosdrecht et al. 1987). Vé&tsi pii-
Inavost gramnegativnich bakterii (Alcaligenes denitrificans) k hydrofobnéjSim po-
vrchim a zaroven grampozitivnich bakterii (Staphyloccocus epidermis) k povrchim

hydrofilnim doklada také studie portugalské Univerzity of Minho (Oliveira et al. 2004).

3.4.2. Mikrobialni interakce — Staphylococcus aureus

Pocet grampozitivnich bakterii Staphylococcus aureus uchycenych na povrch vzor-
ku byl opét vyhodnocovan pomoci metody kultiva¢niho stanoveni poctu zivotaschop-
nych bun¢k. Vysledky jsou zobrazeny v grafu 6.

Pocet kolonie tvoricich jednotek uchycenych na povrch vzorki byl obecné mnohem
vy$$i neZz u bakterie Escherichia coli. Tyto dva bakterialni kmeny vSak nelze v poctu
kolonii porovnavat mezi sebou, jelikoz kazda z bakterii méa jiny zivotni cyklus a prib¢h
rustoveé kiivky bunécné kultury. Do bakteridlni suspenze S. Aurea byl ptidavan albumin,

ktery ma vliv na rist bakterii a ktery do suspenze bakterii E. coli. ptidavan nebyl. Dile-
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zitou informaci je procentualni pokles poctu ptichycenych kolonie tvoficich jednotek

v ramci jednoho kmene vzhledem k riznym modifikacim.

Mikrobialni interakce (bakterie Staphylococcus aureus)
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Graf 6: Pofet KTJ uchycenych na povrch vzorku po jedné hodiné interakce

s bakterialni suspenzi Staphylococcus aureus.

Pocet bakterii u nemodifikovanych vzorka klesal od vzorku TiCN-1 ke vzorku
TiCN-3 a naopak rostl od vzorku CrCN-1 ke vzorku CrCN-3. Nejvice kolonie tvoficich
jednotek bylo proto napocitano na vzorcich TiCN-1 a CrCN-3, a to 4500 respektive
4733 KTJ na 1 cm? vzorku. Naopak nejméné kolonie tvoficich jednotek bylo napo&itano
na vzorku CrCN-1, a to 2833 KTJ na 1 cm?. Po modifikaci argonovym plazmatem klesl
pocet pfichycenych bakterii opét u vSech testovanych vzorkl. Nejvétsi pokles nastal
u vzorku CrCN-3, ato 0 59 % oproti hodnoté nemodifikovaného vzorku. Nejmensi po-
kles nastal u vzorku TiCN-3, a to pouze o 4 %. Také modifikace kyslikovym plazmatem
snizila pocet prichycenych bakterii k povrchu u vSech vzorka. Nejvétsi pokles (68 %)
nastal u vzorku TiCN-1. Nejmensi pokles (18 %) nastal u vzorku CrCN-1.

U TiCN vrstev byla obecné G¢innéjsi metoda modifikace kyslikovym plazmatem,
kdezto u CrCN vrstev omezila bakterialni adhezi vice modifikace plazmatem argono-
vym. Na vzorek oceli pisobily obé modifikace velmi podobné a snizily pocet bakterii

S. aureus uchycenych na povrch vzorku v priméru o 36 %.
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Povrch bakterie Staphylococcus aureus je hydrofilni (Bruinsma et al. 2001), a proto
zde nelze hovofit o hydrofobni interakci. O dobré pfilnavosti grampozitivnich bakterii
k povrchiim hydrofilnim hovofti studie portugalské Univerzity of Minho (Oliveira et al.
2004). U tohoto bakterialniho kmene neméla zadna z fyzikalné-chemickych vlastnosti
tak zfejmy efekt, jako tomu bylo u bakteridlniho kmene E. coli. Pfesto bylo mozné po-
zorovat souvislost mezi ploSnou drsnosti a poctem uchycenych bakterii na povrch vzor-
ku. Cim vétsi hodnota plo$né drsnosti byla u vzorku naméfena, tim méné bakterii
na dany povrch adherovalo. V literatuie jsou popisovany rizné vlivy plosné drsnosti
na adhezi kmene S. aureus. Nékteré studie dokladaji vyssi ptilnavost k drsnéjsim po-
vrchim (Azelmad et al. 2017). Ve studii se Azelmad zabyval povrchy s plosnou drsnos-
ti od 5 do 20 nm, kdy pocet adherovanych bakterii linedrné rostl se zvySujici se drsnosti.
Naopak o redukei bakterii S. aureus se zvysSujici se drsnosti hovoii studie (Bruinsma
et al. 2001).

U TiCN vrstev byla obecné G€inngjsi metoda modifikace kyslikovym plazmatem,
kdeZzto u CrCN vrstev omezila bakterialni adhezi vice modifikace plazmatem argono-
vym. Na vzorek oceli piisobily obé modifikace velmi podobné a snizily pocet bakterii

S. aureus uchycenych na povrch vzorku v priméru o 36 %.
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3.5. Vliv modifikace na cytotoxicitu tenkych vrstev

Na zavér byla ovéfena cytotoxicita studovanych vzorkt pred modifikaci i po modi-
fikaci argonovym a kyslikovym plazmatem pomoci testu MTT. V grafu 7 jsou uvedeny
vysledky jednotlivych testi vztazené ke kontrole (hodnoty kontroly odpovidaji v grafu

hodnoté€ 100 % a jsou znazornény zelenou linkou).

Cytotoxicita
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Graf 7: Cytotoxicita vzorku. Vysledky bunééné kontroly odpovidaji v grafu hodnoté
100 % (zelena linka). Nad hodnotu 80 % jsou vzorky povazovany za biokompatibilni

(oranzova linka).

Nad hodnotu 80 % jsou vzorky povaZovany za biokompatibilni (Swar et al. 2017).
Ob¢ modifikace lehce zvysily cytotoxicitu tenkych vrstev v porovnani se vzorky pied
modifikaci, pouze u vzorku oceli doslo ke zlepSeni biokompatibility. Pfesto vSechny
vzorky 1 po modifikaci ptesahuji hodnotu 87 % a mohou byt tedy oznaceny jako bio-
kompatibilni (z hlediska hodnoceni cytotoxicity s bunécnou linii mySich fibroblast

3T3).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provedeni riiznych antiadhezivnich modifikaci
a nasledné vyhodnoceni jejich vlivu na fyzikalné-chemické vlastnosti, bakterialni inter-
akci a cytotoxicitu povrchii tenkych vrstev TiCN a CrCN nanesenych na nerezové oceli.
Celkem byly provedeny ¢tyii modifikace. Vzorky po fotolitografické modifikaci nebylo
mozné testovat z diivodu kratkodobého ucinku a z divodu nedostate¢né otéruvzdornosti
byla z méfeni vyfazena i provedena modifikace sol-gelem.

Po modifikaci argonovym a kyslikovym plazmatem doslo u vSech vzorki ke zvy-
Seni povrchové energie a u vétSiny vzorkl také ke zvySeni plos$né drsnosti. ZvySeni hyd-
rofilnosti mélo za nasledek vyznamny pokles adheze ty¢inkovitého zastupce
gramnegativniho kmene Escherichia coli. Také u kokovitého zastupce grampozitivniho
kmene Staphylococcus aureus byl po modifikaci plazmatem pozorovan pokles bakteri-
alni interakce. U této bakterie 1ze tento jev na zaklad¢ literarni reSerSe pficitat spiSe zvy-
Seni plosné drsnosti u modifikovanych vzorkli. Na TiCN vrstvy puasobila vzhledem ke
kmeni S. aureus vice antiadhezivné modifikace kyslikovym plazmatem, kdezto u CrCN
vrstev omezila bakteridlni adhezi tohoto kmene vice modifikace plazmatem argonovym.

Dle provedenych testi se plazmatickd modifikace jevila u¢innéjsi pro kmen E. coli
a na zakladé literarni reSerSe 1ze tento jev zobecnit i pro dalSi gramnegativni kmeny. Pro
zabranéni adheze S. aureus (a jemu podobnych bakteridlnich kmenti) by bylo vhodné&;jsi
volit jiné metody modifikace, které zplsobi vyraznéjsi nariist plo§né drsnosti.

Vsechny studované vzorky byly vyhodnoceny jako biokompatibilni. Bylo potvrze-
no zvySeni biokompatibility oceli po naneseni tenkych vrstev TiCN a CrCN.

Tato diplomova prace naplnila vétSinu cili, které byly stanoveny jako vhodné po-
kracovani v zavéru prace bakalaiské. Studie byla rozSifena o dalSi bakteridlni kmen
a kromé TiCN byl testovan i dalsi typ tenkych vrstev. Déle byly studovany rtizné moz-
nosti antiadhezivni modifikace a prob¢hlo i planované méfeni cytotoxicity vrstev.

Dal$im vhodnym pokraCovanim této prace by bylo provedeni testi adheze tkano-
vych bunék v dlouhodobéjsim ¢asovém horizontu, coz je dilezitym parametrem télnich
implantat. Testovdna by méla byt také trvanlivost plazmatickych modifikaci a jejich

vliv na dalsi typy bakteridlnich kment.
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Priloha A: 3D modely povrchi

Tabulka Al: 3D modely povrchi vytvorené pomoci mikroskopie atomarnich sil.
Data byla naméfena na mikroskopu JPK Nanowizard 3. Namétena data byla nasledné

zpracovana v softwaru Gwyddion 2.40.

TiCN-1 TiCN-2

0.65 um

0.00 pm
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Priloha B: Vysledky méreni fyzikalné-chemickych parametri vrstev

Tabulka B1: Kontaktni thel jednotlivych povrchi.

Vypocitané priméry a smérodatné odchylky na zakladé deseti méteni.

. Vzorek
"l Ocel | TiCN-1 | TiCN-2 | TiCN-3 | CrCN-1 [ CrCN-2 | CrCN-3
Pied modifikaci | 78,99 81,74 82,14 78,11 85,11 82,33 80,13
Smér. odch. 2,17 4,79 3,66 2,50 3,58 3,85 2,41
Plazma Ar 69,46 65,33 70,29 71,66 65,61 67,30 68,98
Smér. odch. 5,00 6,36 4,41 4,17 3,83 5,41 4,44
Plazma O; 55,54 58,69 68,76 66,23 56,88 66,84 68,01
Smér. odch. 4,76 6,66 3,74 7,46 10,18 6,84 4,44

Tabulka B2: Plosna drsnost povrchi.

Vypocitané priméry a smérodatné odchylky na zéklad¢ tii méteni.

Vzorek
[nm]
Ocel | TiCN-1 | TiCN-2 | TiCN-3 | CrCN-1 | CrCN-2 | CrCN-3
Pi'ed modifikaci | 8,39 20,64 10,33 34,53 45,07 15,84 21,02

Smér. odch. 1,95 6,09 2,66 5,71 3,67 6,58 9,44
Plazma Ar 18,97 21,01 19,71 22,02 19,44 22,61 21,97
Smeér. odch. 2,40 6,02 2,45 2,84 1,17 2,19 1,27
Plazma O; 36,08 34,15 31,40 32,92 34,00 38,03 36,96
Smér. odch. 1,18 2,41 4,57 4,38 0,91 3,30 0,59
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Priloha C: Vysledky méreni bakterialni interakce s tenkymi vrstvami

Tabulka C1: Po¢et KTJ adherovanych na 1 cm? povrchu vzorku po 1 h kontaktu
s bakterialni suspenzi Escherichia coli.

Vypocitané praméry a smérodatné odchylky na zakladé tfi méfeni.

Vzorek
KTJ
Ocel | TiCN-1 | TiCN-2 | TiCN-3 | CrCN-1 [ CrCN-2 | CrCN-3
Pied modifikaci | 49,67 28,67 42,33 51,33 34,00 36,67 46,00
Smér. odch. 6,13 3,40 6,55 4,11 3,56 7,41 3,74
Plazma Ar 34,33 24,33 15,67 14,00 33,33 35,00 28,67
Smér. odch. 13,60 7,59 2,05 1,63 6,80 10,20 17,99
Plazma O; 0,67 0,33 2,00 1,67 0,33 3,00 2,00
Smér. odch. 0,94 0,47 2,83 1,25 0,47 2,94 2,16

Tabulka C2: Pofet KTJ adherovanych na 1 cm? povrchu vzorku po 1 h kontaktu
s bakterialni suspenzi Staphylococcus aureus.

Vypocitané priméry a smérodatné odchylky na zéklad¢ tii méteni.

Vzorek
KTJ
Ocel | TiCN-1 | TiCN-2 | TiCN-3 | CrCN-1 [ CrCN-2 | CrCN-3

Pred modifikaci | 2433 3633 2900 3167 1300 1333 1667

Smér. odch. 227 455 442 356 255 356 268

Plazma Ar 2467 2233 2933 2867 1633 2100 1933

Smér. odch. 402 782 227 286 147 354 349

Plazma O 2400 1433 2433 2433 2333 3200 4367

Smeér. odch. 490 216 471 147 108 122 294

text diplomové prace

Priloha D: Obsah priloZeného CD
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