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Anotace

V prvni Casti prace se zaméfujeme na Ctyii uhlikové vrstvy deponované na vzorky
zoceli AISI 316L pifi riznych procesnich parametrech metodou MW/RF PACVD
(Microwave and Radio Frequency Plasma Assisted Chemical Vapour Deposition). Studovali
jsme jejich vlastnosti v zavislosti na procesnich parametrech depozice. Na vytvofenych
uhlikovych vrstvach byla sledovana in vitro adheze a proliferace osteoblasti MG 63, s
pouzitim ¢tyt kapalin byly méfeny kontaktni uhly a spocitany povrchové energie vrstev, byly
provedeny nanoindentac¢ni analyzy indentorem Vickers a Berkovich, byla monitorovana
mikrostruktura a topografie vrstev optickou mikroskopii, elektronovou mikroskopii a
optickym profilometrem. V druhé ¢ésti prace se zabyvame sledovanim dvou typt Diamond
Powder Particles (DPP) vytvofenych pii dvou procesech metodou MW/RF PACVD. Byla
provedena analyza DPP elektronovym mikroskopem a byly pfipraveny masti s DPP a bilou
ucinky DPP v porovnani s u¢inky bézn¢ uzivanych léku.

Klicova slova: biokompatibilita, uhlikové vrstvy, Diamond Powder Particles (DPP),

smacivost, tvrdost, adheze a proliferace osteoblastii, patch testy
Annotation

In the first part of this work, we investigated four carbon layers deposited by different
process parameters by method MW/RF PACVD (Microwave and Radio Frequency Plasma
Assisted Chemical Vapour Deposition) on samples from stainless steel AISI 316L. We
studied properties of carbon coatings in dependence on their process parameters. On created
carbon layers were observed in vitro growth and adhesion of osteoblast cells MG 63,
measured contact angles with four liquids and calculated surface energies, made
nanoindentation tests by Vickers and Berkovich indenter, monitored topography of surface
with optical microscopy, scanning electron microscopy and optical profilometer. In the
second part of this work, we observed two Diamond Powder Particles (DPP) made by
MW/RF PACVD system by two different process parameters. DPP were observed by
scanning electron microscopy and were prepared creams with DPP and vaselinum album. We
have study anti-inflammatory effects of these powders in vivo by patch tests in comparison

with effects of commonly using drugs.

Keywords: biocompatibility, carbon layers, Diamond Powder Particles (DPP), wettability,

hardness, osteoblast adhesion and proliferation, patch tests
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1. Uvod

Medicinské implantaty by mély vyhovovat nékolika zédkladnim podminkam pro
bezpecné uziti. Implantat by nemél obsahovat toxické ani alergenni slozky a mél by byt bez
mutagennich a karcinogennich efektl. V zavislosti na pouziti musi vykazovat
hemokompatibilitu, thromboresistivitu nebo také biofunkcionalitu. Kazdy implantat je
vystaven zvétSujici se degradaci diky kontaktu s télnimi tekutinami. Koroze je dilezity
fenomén v piipadé kovovych implantiti a miize vést k ubytku kovu a tedy i ke ztraté
mechanickych vlastnosti implantatu. Nejvice pouzivané kovové implantaty jsou: titan a jeho
slitiny, Co-Cr-Mo slitiny a medicinskd ocel AISI 316L. Materidly téchto skupin nabizeji
nalezité mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti, ale jejich tolerance k t¢lu je riznoroda.
Zlepseni biokompatibility a tolerance kovovych materidli mize byt dosazeno modifikaci
povrchu implantati.

Metody PVD (Physical Vapour Deposition) a CVD (Chemical Vapour Deposition)
jsou pouzivany hlavné pro produkci tvrdych, abrasivné a korozn¢ odolnych vrstev karbidu,
nitrid a kovovych oxidl na slitindch kovii. Diky metoddm RF CVD (Radio Frequency CVD)
vznikla mozZnost vytvaret diamantové vrstvy (DLC - Diamond Like Carbon) a vrstvy
nanokrystalického diamantu (NCD — Nanocrystalline Diamond), které jsou charakteristické
vysokou biotolerantnosti. Nanokrystalické vrstvy vykazuji velmi dobré antialergenni bariérni
vlastnosti. Uhlikova vrstva vytvofena v RF CVD metodou dekompozici uhlovodikit méa
tloustku od né¢kolika do desitek nanometri a je amorfni nebo nanokrystalickd. Vrstva se
plynule transformuje do piechodové difuzni vrstvy kovovych karbidl a potom do zékladniho
kovu. Vlastnosti uhlikovych vrstev silng zavisi na pomérném mnoZstvi mezi vazbami sp”

(uhlikovy typ vazby) a sp” (diamantovy typ tetragonalni vazby).
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2. Cile prace

Hlavnimi ukoly prace je provést hodnoceni vlastnosti uhlikovych vrstev a praska
deponovanych dudlni metodou MW/RF PCVD pfi rtiznych podminkach depozice a najit
mozné vlivy depozi¢nich parametrii na vlastnosti vytvofenych vrstev a praskd. Vzhledem
k cili uziti uhlikovych vrstev v kostni chirurgii, je nutné sledovat nejen jejich mechanické a
fyzikalni vlastnosti, ale také predevSim experimentdlné¢ ovéfit jejich biokompatibilitu a

sledovat dalsi interakce s lidskymi buitkami.

3. Teze prace

Dualni frekvenéni systém MW/RF PACVD v Centru Nanodiam v Lodzi byl postavem
s cilem depozice uhlikovych vrstev pro biologické aplikace. MySlenkou prace je zaméfit se
nejen na hodnoceni fyzikalnich a mechanickych vlastnosti vrstev klasickymi metodami
(kontaktni tihel, povrchova energie, nanoindentace, scratch, mikrostruktura, topografie), ale
predevsim zjistit, jak se budou chovat vrstvy a prasky vytvorené touto metodou v kontaktu
s lidskymi buiitkami ¢i lidskym télem. To umoziuji metody in vitro sledovani rlstu a

wewvr

pokud pfedchozi studie ukazuji na dobrou biokompatibilitu in vitro, vyzkouset material pifimo
in vivo, jez se nabizi jako jednodus$si a zaroven jako dalsi logicky krok. Velmi vhodné se
nabizi testovani praSkti pomoci patch testd, které jsou velmi jednoduchou a navic pfimou

metodou.

10
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4. Teoreticka Cast

4.1 Povrchové upravy kovovych implantatit

4.1.1 Historie implantatit

Historie implantat je stara tisice let, jiz Majové v centralni Americe vypliovali zubni
ztraty muslemi specielné vybranymi pro tento ucel. [1] Prvni oficielni publikace zamétend na
aplikace implantatii je datovana rokem 1565, kdy Petronius psal o uziti zlatych pliskd pro
korekce vad patra. V sedmnactém stoleti pouzival Fabritius draty vyrobené ze Zeleza, médi a
bronzu k 1é¢eni zlomenin.[2] V roce 1804 pouzil Bell zlaté a sttibrné jehly a také hlinikové
nebo mosazné desticky. [1]

Ve dvacatém stoleti pfisly na fadu nové materialy. V USA roku 1920 byla pro potieby
mediciny vyrobena kobalt-chrom-molybdenova slitina nazvana Vitallium. Vitallium o slozeni
60%Co, 20%Cr, 5% je vyuzivana pro chirurgické néstroje, protézy, implantaty a dentalni
aplikace.

Béhem 2. svétové valky byl v centru zajmu titan a jeho slitiny, byly ovSem realizovany
az po roce 1940. V letech 1972-74 byla vyrobena medicinska ocel AISI 316L a jeji sloZeni
bylo v téze letech patentovano. [2] [57]

4.1.2 Definice

Bézné uzivana definice biomateriali zni takto: ,jedna se o pfirodni nebo uméle
vyrobeny materidl, ktery je pouzit (umistén) cely nebo Castecné v zivé struktufe nebo plni
biomedicinskou ulohu, podporuje ¢i nahrazuje prirozené funkce®. [3].

Norma Evropské unie definuje implantat jako: medicinské zafizeni v kontaktu s tkani /
kosti (v¢etné télnich tekutin) (....) a krvi. [4]

Lékatské vyrobky (produkty) jsou definovany jako: ,, jakykoli materidl, nastroj, aparat,
zafizeni nebo dalsi pfedméty (...)ur¢ené vyhradné nebo zasadné pro diagnostické ucely (...)
lécbu (...) nemoci (...) nebo zranéni (...) a ndhrady ¢i modifikace anatomickych nebo
fyziologickych procest‘. [4]

S ohledem na to, Ze implantaty setrvavaji v kontaktu s riznymi typy tkéni a té€lnich
tekutin, museji splilovat mnoho pfisnych podminek. Jednou z kli¢ovych vlastnosti je jejich
biokompatibilita, definovana jako schopnost daného materialu patficné funkcnosti a absence

negativnich vlivii na organismus pfijemce. [5] Neméné podstatnou vlastnosti je bio-

11
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funkcionalita, spocivajici v plnéni vyzadovanych funkci in vivo béhem ptedpokladané doby, a
v neposledni fad¢ korozni odolnost, otéruvzdornost a homogenita.

Doposud nebylo mozné vytvofit takovy material, ktery by kompletné spliioval
vSechny vysSe zminéné podminky a funkcnosti. Typické nepfijatelna reakce organizmu pro ne-
nalezit¢ vybrany biomateridl je obklopeni implantatu fibrézni tkdni a vytvofeni typu
»kapsuli“ s cilem odlouceni daného biomateridlu od kontaktu stkani organizmu. [6] Pro
efektivni pouziti ortopedickych a dentalnich implantiti je nutné ziskat dobrou shodu pro
spojeni mezi povrchem materidlu a kostnim prostfedim. [7] VSechny biomateridly podléhaji
degradaci, coz znamend, ze se material transformuje na méné¢ komplexni prechodové ci
kone¢né produkty. Je dilezité zarucit, aby degradace téchto produkti nezapticinila negativni
vlivy jako jsou toxické, mutagenni, karcinogenni a zanétlivé efekty a aby byla moZnost
rychlého odstranéni implantatu z organizmu. [8] Kovové implantaty podléhaji korozi, ktera
vlivem externich sil. Korozni produkty mohou vytvéfet vrstvy adherujici ke kovovému
povrchu. Takova vrstva mtize chranit kov pred dalSim porusenim. [9]

Obecné akceptovanym kovem pro vyrobu implantath je titan a jeho slitiny. Titan je
vysoce korozné¢ odolny diky tenké a stabilni vrstvé oxidi. Ackoli tato vrstva muze byt
porusena a nasledkem toho miize dojit k velkému uvolnéni iontl, mohou tyto ionty
difundovat do okolni tkan¢ a byt dale transportovany krvi az do tkané velmi vzdalené. [10]

[57]

Biokompatibilita implantat zavisi na fyzikalni struktuie materialu a jeho fyzikalnich a
mechanickych vlastnostech v oblasti interakce s biologickym systémem. [11]

Za ucelem zlepSeni biokompatibility, korozni odolnosti a otéruvzdornosti pfi
zachovani vyhod biomateridlovych vlastnosti, se provadéji uréité zmény v oblasti povrchové
vrstvy implantéti.

Modifikovany povrch implantatu by mél byt:

homogenni

s vhodnou adhezi, kterd ma zajistit odolnosti proti delaminaci
trvaly a funkéni

tenky tak, aby zajistil neménnost geometrie a mechanickych parametri implantatu

YV V. V VYV V

odolny vici sterilizaénim procesim. [57]

12
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Vsechny typy modifikaci povrchu kovovych implantiti mohou byt rozdéleny do

nasledujicich skupin:

» fyzikalné-chemické - modifikace dovolujici zménit chemické slozeni existujiciho
povrchu a tak méni i jeho fyzikalni vlastnosti (mikrostrukturu, povrchovou topografii,
korozni odolnost a otéruvzdornost)

» Dbiochemické - tyto modifikace jsou zalozeny na tvorbé nebo pfidani organickych

slozek, které zajisti navazani biologicky aktivnich makromolekul na povrch. [57]

4.1.3 Metody fyzikdlné-chemické

Modifikace povrchu kovovych implantati mize byt vykonana riznymi metodami, a
kazda z nich umoziuje ziskat jiné vlastnosti povrchu. Pro ortopedické a dentalni aplikace je
povrch modifikovan za ucelem ziskani odpovidajiciho stupné poérovitosti. Kostni tkan
ptiristajici k drsnému povrchu zajiStuje pevné spojeni mezi implantdtem a okolnim
prostiedim. In vivo testy ukézaly, pozitivni vztah mezi drsnosti povrchu a spojenim bungék,
aktivaci osteoblasttli, syntézou kolagenu a ristem chrupavky. [12]

Ackoli v pfipadé implantatu, ktery je v kontaktu s krvi, musi byt drsnost povrchu co
nejmensi. VSechny i ty nejmensi pory povrchu implantatu jsou vétSinou bezprosttedné
vyplnény krevnimi buiikami. [13]

Nejjednodussi upravou povrchu je jeho brouseni abrazivnim materidlem s riznou
zrnitosti. To dovoluje ziskat rizny stupen drsnosti povrchu. Pokud abrazivni material povrch
znecist'uje, je nutné dalsi opracovani.

Elektrolytické lesténi je proces anodického naruSeni kovového materidlu. PtiloZené
napéti zapficini, ze zékladni ¢ast elektrického naboje se shromazd'uje na vyvysenych bodech
profilu povrchu, které ptisobenim intenzivné rozrusuji a vyrovnavaji. [6] Elektrolytické lesténi
dovoluje ziskat povrch bez deformaci a bez naruseni krystalové struktury. Stupen vyhlazeni
povrchu je tim vétsi, ¢im je struktura i sloZzeni kovu homogennéjsi. [2]

Pti vyrob¢ implantatd pro dentalni a ortopedické implantaty se pouziva piskovani. [14]
Korundové zrna pouzivana pii této metod¢ Cisti povrch a zarovenl material ziska vhodnou
drsnost, coZ pomiize integraci bun¢k na povrchu implantatu. Korundové zrna, kterd narazeji
na kovovy povrch, ptenaseji kinetickou energii, tato energie je ¢aste¢n¢ absorbovand krystaly

kovu, coz zpisobuje lokalni nataveni a ¢etné defekty krystalové struktury.

13
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Velikosti natavenych oblasti a oblasti s defekty zaviseji na vlastnostech substratu a
kinetické energii korundovych zrn. Cista korundova zrna jsou také piiddvana do vodni
suspenze oxidu titanicit¢ého nebo hydroxyapatitu (HA). Pfipravend smés se susi a nésledné
spéka. Takto pfipravenymi zrny, jejichz jadro je korund, se piskovanim modifikuje povrch
implantatu. Vrstvy TiO, a HA jsou charakteristické dobrou adhezi ke kovovému substratu a
nepodléhaji zménam béhem c¢isténi ultrazvukovymi vibracemi nebo pii €isténi v alkoholovych
roztocich. Piskovani umoziuje ziskat povrch implantitu se stfednim stupném drsnosti
v rozmezi Ra= 10 - 15um.

Na povrch kovu miize byt nanesena nerozpustna keramicko-silikonova vrstva, ¢imz se
urychluje obnova kostni tkané. [14] Tato metoda v kombinaci s ostatnimi technikami
povrchové modifikace (jako je leptani v kyselin€) umoziuje ziskat vyrazné lepsi povrch
implantath pro kostni integraci. Maximalni navazani kostni tkdn¢ na povrch je sledovana
v pfipadé€ implantatl piskovanych casteckami TiO; se zrnitosti v rozmezi 180-220um. [12]

Popularnim procesem modifikace povrchu titanu a jeho slitin je hydrotermalni
povrchova modifikace, namacenim ve vodnim roztoku CaO za souCasné¢ho ohfevu. Vysoké
hodnoty PH, tlaku a teploty zapficini zvySeni tlouStky modifikované vrstvy a zesiluji syntézu
titani¢itanu vapenatého na titanu a jeho slitinach. Na takovémto povrchu dochazi ke zvySeni
precipitace apatitu. Vyhodou je sterilita hydrotermalné upraveného povrchu, ktera je nutna
pied implantaci. Velkd oblast teplot a tlakii pfi této metodé dovoluje vytvaret rtzné
mikrostruktury na povrchu implantatu. [15]

Jednoducha chemické metoda, diky které je mozno indukovat bioaktivitu titanu a jeho
slitindm, je Gprava ve vodnim roztoku 10M NaOH zakoncena ohfevem. Na povrchu titanu
nebo jeho slitin (Ti-6Al1-4V, Ti-6Al-2Nb-Ta nebo Ti-15Mo-5Zr-3Al) se béhem procesu
vytvaii tenka vrstva titani¢itanu sodného. Na takto upraveném povrchu se v simulovaném
télnim prostiedi (SBF - Simulated Body Fluids) vytvaii kompaktni a homogenni vrstva
apatitu. Modifikovany povrch s vrstvou apatitu usnadiiuje spojeni s zivou kostni tkadni. B€éhem
tepelného zpracovani je vrstva hydrogelu dehydratovana a transformovana na stabilni amorfni
nebo krystalovou formu. MozZnost kontroly modifikace mize zabrédnit heterogenni nukleaci na
povrchu. Poskytuje pozitivni prognoézu v oblasti vyzkumu srdec¢nich chlopni a patologické
kalcinézy, kde jsou mineraliza¢ni procesy nezadouci. [16,17]

Také roztoky kyselin mohou byt uzity pro upravu povrchu biomaterialti. Ponofeni
titanu nebo jeho slitin do roztokl kyselin mohou byt vytvofeny specielni elektrické, optické

nebo biochemické vlastnosti povrchu. [18]
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Titanové vzorky modifikované fosfoniovou kyselinou (napt. Metylodiphosphonic (MDP) a
etylo-1,1,2-triphosphonic (ETP) kyselinou) maji dobrou proliferaci osteoblasti. [19] Bylo
zjisténo, ze celkové mnozstvi proteini je vyS$i u ETP modifikovaného povrchu nez u
nemodifikované verze. Funkéni skupiny téchto kyselin zlepSuji bunécnou adhezi, rist kostni
tkan¢ a spojeni mezi implantatem a kosti [19,20]. Kovalentni vazby vytvofené mezi
molekulami fosfoniové kyseliny a titanovym povrchem mohou vytvofit nové leSeni
(,,scaffolds®) pro nové se tvorici kostni tkan, vedouci ke spojeni implantétu a tkané. [19]

Tepelnym zpracovanim se muize vytvofit vysoce odolnd vrstva na povrchu titanu. Je
zalozena na ziskdni hydroxyapatitového prasku (HA) precipitaéni reakci z roztoku
Ca(NaOs3),'4H,O a (NH4)2HPO4. Prasek hydroxyapatitu, zahfivany ve vakuové peci po
hydrataci destilovanou vodou, vytvaii pastu, kterd se umistuje na titanové Casti. Po tomto
procesu jsou Casti vysuSeny a tepelné zpracovany. Metoda umoziuje ziskat tenkou odolnou
drsnou vrstvu HA. Porozita se zvySuje spolecné se zvySujici se zrnitosti a teplotou. [20]

Vrstva fosforeCnanu vapenatého vznika a roste na titanu z vodniho roztoku povrchové
indukovanou mineralizaci (SIM — surface induced mineralisation). Na rozdil od konvencnich
metod je proces precipitace hydroxyapatitovych vrstev vyhodny diky nizkym procesnim
teplotam a tvorbé homogennich vrstev na povrchu tvarové slozitych soucasti, ale také na
mikroporéznim povrchu. Diky nizké teploté je mozna kontrola fazovych transformaci a
krystalickych procesli, coz mlze byt dilezit¢ v oblasti problematiky umélych chlopni.
Predchozi studie prokazaly, ze takto vytvofené vrstvy jsou stabilni a kostni tkan se tvori
rychleji nez je tomu v piipadé vrstev pfipravenych metodou ,,plasma spraying®. [21]

Velky zdjem je upfen na metodu vyzivajici laserovou ablaci — pulzni laserovou
depozici (PLD — Pulsed Laser Deposition). Siln€¢ fokusovany laserovy paprsek dopada na ter¢
tedy vypafovany materidl. Absorpce laserového zateni umoziuje indukci atomu terce, kterd
vede k ablaci. Reakce mezi laserovym paprskem a vyparovanym kovem ve vysledku zvysuje
energii vypafované¢ho kovu a rozprasovani materidlu targetu a nésledné nanaseni a difuzi do
modifikovaného materidlu. PLD metodou lze pfipravit monovrstvy nebo multivrstvy riznych
druhii (oxidd, nitridd, karbidd, boridl a dalsich; pfipadné jejich smési). Pripravené vrstvy jsou
charakteristické svou dobrou adhezi, homogenitou a nanokrystalickou strukturou. Je také
mozné piipravit tenké fullerenové vrstvy v uhlikovych povlacich, organické povlaky
skladajici se z vodivych polymerti, diamantové nebo hydroxyapatitové vrstvy. [22]

Vlastnosti laserového zafeni dovoluji vytvaret a modelovat ryhy s hloubkou nékolika
mikrometrt. Hallgren se spolupracovniky [23] modifikoval pomoci neodymiového laserového

paprsku s parametry 532nm a 10Hz povrch nosné zavitové Casti titanového Sroubu. Laserovy
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paprsek vedeny ptes kiemennou desticku je odchylovan a nasledné fokusovan na povrch
zavitu ve forme 290 svételnych bodii. Svételné body pronikaji do material do hloubky 30um a
tvoii kraterky o priméru 10um. Jamky umoZziuji penetraci kostni tkané a tvorbu kostnich
bunék. Teplo je béhem procesu ablace transportovano skrz titan oxidovou vrstvu, coz vede,
v dusledku velkych napéti formovanych v okoli krateri, k mikrotrhlinam v jejich okoli. Tato
metoda je pouzivana pro mikromodelaci zaviti dentalnich a ortopedickych implantati. [57]

Anorganické vrstvy, jako jsou sklenéné a keramické vrstvy, lze na implantatech
nandset metodou Sol-Gel. Rozsifené jsou jak jednoslozkové tak i vicekomponentni vrstvy.
Tato technologie umoznuje kontrolovat drsnost vrstev a pfitomnost hydroxylovych skupin.
Za ucelem vylepseni vlastnosti HA vrstev nanaSenych na kovové biomateridly se jako prvni
nanese vrstva kiemiitanu a na ni pak fosforecnan vépenaty. [6] Studie provedena
Michalikem a spolupr. [25] prezentuje vy$$i adhezi HA vrstev k substratu nez byla u
sledovanych diamantovych vrstev. Vrstvy nanasené metodou Sol-Gel maji diftizni charakter.
Dalsim dulezitym faktem je moZnost vytvoreni baktericidnich vrstev obsahujicich ionty
sttibra, médi a zinku. [6] Ziskané vrstvy jsou korozn¢ a abrazné odolné. [24]

NanaSeni vrstev na implantaty miize byt provadéno i elektroforézou. [26] Diky
elektrickému odporu nabitych ¢astic nedochazi ke koagulaci a aglomeraci. Metody
elektroforézy jsou pouzivany v pfipadé¢ hydroxyapatitovych vrstev vytvarenych z rtiznych
typt vodnich roztokli, nicméné takto nanesené vrstvy jsou charakteristické omezenou adhezi
k substratu. ZvySeni adheze mlze pomoci naneseni vrstvy na predtim vytvorené
kfemicitanové vrstvé. Vyhoda této metody je uzka oblast teplot a moznost zakotveni
homogenni vrstvy na profilovaném povrchu. [6]

CVD (Chemical Vapour Deposition) a PVD (Physical Vapour Deposition) metody
umoznuji nanaset vrstvy z plynné faze bud’ fyzikalné nebo chemicky a hraji dilezitou roli
v modifikaci povrchi. [24] Vzhledem k nemnoha unifikovanym ndzvim pro mnoho metod
PVD, nazyvaji rizni autofi tyto metody riznymi zptsoby. [33] Pomineme-li pestry vybér
metod, pouze neckteré nasly uplatnéni v procesech modifikace povrchu implantati. Jsou
pouzivany ptredevsim k tvorbé tvrdych, otéruvzdornych a korozné odolnych vrstev karbidu,
nitridd a oxidd kovil na kovovych slitindch. Diky metodé RF PCVD (Radio Frequency CVD)
je mozno vytvafet diamantu podobné vrstvy (DLC - Diamond Like Carbon) a vrstvy
nanokrystalického diamantu (NCD — Nanocrystalline Diamond), které jsou charakteristické
vysokou biotoleranci. [27,28]

Uhlikové vrstvy vytvaiené metodou RF CVD rozkladem uhlovodikti, maji tloustku od

n¢kolika desitek nanometra a jsou amorfni nebo nanokrystalické. Uhlikové vrstvy se plynule
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transformuji do diftzni vrstvy karbidii kovi a nasledné do zdkladniho materidlu. Struktura
zabezpecuje vysokou pevnost, velmi dobrou adhezi a také vysokou korozni odolnost. [29]
Nékdy se pro vylepSeni adheze uhlikové vrstvy k substratu pouziva jako kotevni amorfni
silikonovd vrstva. [30] Vrstvy mohou byt aplikované na stomatologické i ortopedické
implantaty a chirurgické nastroje. Vrstva amorfniho a krystalického uhliku mize byt také
vytvatena metodou MW CVD (Micro Wave CVD) a metodou HF CVD (Hot Filament CVD).
[2] Metodou PA CVD (Plasma Assisted CVD) je mozZnost napiiklad deponovat vrstvy TiO,
na oceli AISI 316L, coz zlepsi korozni odolnost. [31]

Metody Plasma Spraying (plazmovy nastiik) jsou dal$i metody povrchovych uprav,
plazma je vytvoifeno v hofdku vlivem elektrického oblouku vyvolaného mezi centralni
wolframovou elektrodou a anodou - médénou tryskou chlazenou vodou. Povlakovany
material je pfivadén plynem ve form¢ praSku piimo do hotaku, kde se transformuje na plazmu
(o teplot& cca 10* °C). Touto technologii lze pipravit HA vrstvy s nano- a poly-krystalickou
strukturou. [32] Kromé toho lze také nanaset vrstvy z Al,Os3, ZrO, a Cistého titanu. [6] Na
adhezi vrstvy maji vliv kohezni sily a také jev ,,molecules jamming*.

Vezmeme-li v vahu popsané skuteCnosti, je velice dilezit¢ pfed plazmovym
nastiikem adekvatné pfipravit povrch (ocisténim od oxidl a tukii). Adhezi vrstvy je mozné
vylepsit zvySenim drsnosti povrchu substratu.[33]

,»Glowing methods* patii mezi plazmové metody, vyuzivaji doutnavé vyboje
vznikajici ve smé&si plynti za tlakGi 10° — 13hPa. Pouzity plyn je ionizovan s velkou
koncentraci nabitych ¢astic ziskanych z ptfivadéného plynu. Disledkem stalé absorpce energie
z elektrického pole, ma uzit¢é plazma nizkoteplotni, ne-vyvazenou a ne-izotermickou
charakteristiku. Pro vytvofeni vrstvy je pouzit abnormalni vyboj (kdy se zcastni cely povrch
katody). Doutnavy vyboj je zdroj tepelné energie, kterd pomahd a urychluje chemické a
fyzikélni procesy, jez probihaji na hranici fazi: implantat - reaktivni plyn. Jako katoda je
v peci vsazka a anoda je chlazend sténa pece. V oblasti katodového potencidlového spadu
dochazi k disociaci a ionizaci plynu. Pozitivné nabité ionty dusiku mifici ke katodé€, jsou
rapidné urychlovany v oblasti katody, do které pak narazeji. Diky vysoké kinetické energii
dochazi k zahfivani substratu a Castecnému odpraSovani jeho povrchu. Katoda, ¢astec¢né
zahfivana tepelnym zafenim, absorbuje atomy plynu, které difunduji do katody a které
vytvareji chemické slouCeniny se slozkami substratu. [33]

Nitridace a oxidace v doutnavém vyboji umoziuje vytvaret vrstvy TiN+Ti,N+aTi(N)
a TiO; na titanovych slitinach OT-4-0 (0,4-1,4%Al; 0,5-1,3%Mn; 0,3%Fe; 0,12%Si; Ti —
zbytky). Tloustka téchto vrstev je 35-40um a 60pum.
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Vyzkumy Czarnowské a kolektivu ukazuji, Ze vrstvy jsou charakteristické velkou
biokompatibilitou ve vztahu k lidskym fibroblastim (buiikam pojivové tkén¢). [34] Pouzitim
uhlovodikll v ,,glowing* technice umoznuje depozici karbidovych vrstev, karbidu titanu a
uhlikovych vrstev. [33,35]

Wierzchoni a kolektiv ziskal v procesu karbonitridace v doutnavém vyboji difuzni
vrstvu Ti(CN)-Ti2N- aTi(N) na titanové slitiné Ti-1Al-1Mn. Vrstvy ziskané nitridaci a
karbonitridaci ve vyboji slouzi jako bariéra proti metaldoze a jsou charakteristické dobrou
korozni a abrazni odolnosti. Nésledné¢ in vivo experimenty prokazaly vysoky stupeii
proliferace bun¢k a v okoli nezaznamenaly ptitomnost sloZzek materialu implantatu. [36]

,Glowing“ metody jsou pouzivany k Cisténi, aktivaci a modifikaci povrchu
biomateriali a implantatd. Vyhodou téchto metod je moznost kontrolovat technologické
parametry procesl, coz umoziuje formovat zddanou mikrostrukturu a topografii povrchu.
Dale dovoluje kontrolované produkovat chemické a fadzové slozeni povrchu. Nitridaéni
procesy ve vybojich dovoluji vytvofit vnéj$i vrstvy na tvarové slozitych elementech
z titanovych slitin. [34,35]

Iontovd implantace je Uprava povrchu zabudovavénim jinych atomd do pevného
substratu v dusledku nariistajici kinetickd energie c¢astic v silném elektrickém poli (od
nékolika keV az po MeV). lont béhem prvni faze svého pohybu zapficini ionizaci a naslednou
vyménu elektronti mezi iontem a atomy substratu. Na konci jeho pohybu maji srazky pruzny
charakter. [33] Energie bombardujicich iontl musi byt samoziejm¢é vybrana tak, aby proces
implantace ptevazil nad procesem odpraSovani. [27] Implantovanymi prvky jsou ¢asto uhlik,
dusik a kifemik. [6] Iontova implantace na zakladé zmén provedenych ve struktute krystalové
miizky tésné pod povrchem zvysSuje jeho pevnost a snizuje koeficient tfeni. [4] Iontova
implantace zvySuje povrchovou korozni odolnost pii malé spotfebé a pomérné kratkych
procesnich Casech. [37]

Ze studii Krupy a spol. vyplyva, ze se iontovou implantaci dusiku zvySuje korozni
rezistence povrchu titanové slitiny OT-4-0. Nejvyssi korozni odolnost byla pozorovana pro
vrstvy vytvofené davkami iontdi 1x10'7 na cm®. Jsou-li TiN inkluze vznikajici b&hem
implantace koherentni se strukturou titanové slitiny a rovnomérné rozlozeny po celém
povrchu, je korozni odolnost nejvétsi. [38] lontova implantace je pouzivana pii vyrobé
kycelnich endoprotéz, ¢imz se o desitky procent zvySuje jejich zivotnost a oddaluje nutnost

vymény. [6] [57]
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4.1.4 Metody biochemické

Ptidani biologicky aktivnich slozek je rozSifenou metodou pro vylepSeni vlastnosti
biomaterialt, kterda umoziuje kontrolu bunééné a tkanové odezvy na kontakt s povrchem
implantatu. Diivéjsi prace se zamefovaly na polymerni materidly diky pfitomnosti funkénich
skupin na jejich povrchu, které umoziiovaly jednoduché navazani organickych slozek. Kovy a
jejich slitiny tyto vlastnosti postrddaji. Nejjednodussi cestou jak modifikovat povrch
kovovych implantati je jejich pasivace vytvorenim oxidii jednoduchou absorpci molekul
vody, coz vede k tvorbé hydroxylovych skupin. Je také mozné akumulovat proteiny fyzikalni
adsorpci, ackoli tyto vazby jsou relativné slabé. [39] [57]

Silanizace byla po dlouho dobu povaZovana za modelovou metodu pro navazani
organickych sloucenin k povrchiim z TiO,, Ti6Al4V nebo Co-Cr-Mo. [40,41] Bohuzel tato
metoda byla malo produktivni, protoze byla limitovana malou kvantitou hydroxylovych
skupin. PouZitim fotoelektronové spektroskopie bylo zjiSténo, Ze jen 15% atomt kysliku na
povrchu bylo spojeno s vodikovymi ionty. [42] Velkd pozornost byla zaméfena na tvorbu
vrstev oxidl a hydroxylovych skupin, které vytvaieji organicko-kovové povrchy na titanu.
Jejich tvorba se provadi za vysokych teplot za pouziti kysliku a vody. Vysoky obsah OH
skupin uzce souvisi se stabilizaci organickych slozek na povrchu implantitu. Metoda
umoziluje ziskat maximalni mnozstvi OH skupin pfi teploté 550K. [42]

Peptidy s tripeptidickou sekvenci Arg-Gly-Asp (RGD) jsou dilezit¢ v modifikaci
povrchu implantati. Tato sekvence je umisténa v mnoha adhezivnich proteinech a slozkach
extracelularni matrice. [44,45] CimZ podporuje adhezi mnoha typt bunék. Testuji se také
moznosti ovladani interakci mezi bunikou a biomateridlem navazanim rastovych faktor na
povrch implantati. Jakkoli RGD peptidy umoziuji rychlejsi bunéénou adhezi, uvolnéné
rustové faktory mohou modulovat ostatni bunécné funkce: proliferaci, diferenciaci a aktivitu
na povrchu biomateridlu. [46] Schwarz a spolupr. navrhl povrchovou modifikaci slitiny
Ti6Al4V, kterda zplsobuje vyrazné zvyseni poctu hydroxylovych skupin. Bylo zjisténo, ze
zahtivanim tenké vrstvy kyseliny fosforové na povrchu slitiny davéa adherujici a trochu drsnou
vrstvu Ti(H3PO4)-(TiP). TiP mé strukturu vrstvy s velkym mnozstvim OH skupin lezicich v
riznych  urovnich. Dalsi  fazi  modifikace je  silanizace s pouzitim
aminopropylo(triethoxy)silanu a navazani proteinit majicich RGD sekvence. Takto upraveny
povrch zvySuje aktivity kostnich bunék. [47]

Dalsi moznosti je navazani hydroxylovych skupin nebo skupin amint plazmovou

polymerizaci [56] allylovych kyselin nebo allylovych aminti na povrchu Ti6Al4V. Dal§im
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krokem je imobilizace aktivnich proteinti, napiiklad morfogenniho kostniho proteinu (Bone
Morphogenic Protein: BMP-4), ktery ma vysokou osteoinduktivni aktivitu [44], a je schopny
indukovat osteoblastickou odezvu u jinych bunék nez tvoficich kost.

Nanci a spolupracovnici [49] piipravili metodu modifikace titanu umoziujici
kovalentni navazani molekul. Prvnim krokem je upravit titan vytvorenim vrstvy TiO; ze
smesi kyseliny sirové a vodikového peroxidu. Potom se na vrstvu oxidi nanaseji
aminoalkylosilany zprostfedkujici vazbu vybranych molekul.

Fosfolipidy byly také pouzity pro upravu povrchu implantati. [50] Fosfolipidy jsou
dilezitym typem biomolekul, jsou to zakladni stavebni jednotky bunécnych membran a jsou
to povrchové aktivni latky (surfactant). Povrch titanu byl pokryt komplexem kalcium-
fosfolipid-fosfatu (Ca-PL-PO4). Pfes mnozstvi fosfolipidli, které bylo zkoumdno, jen
v pfipad¢ fosfolipidu phosphatidyl serine (PS) byl zjistén narGst aktivity osteoblastii a
navozeni osteogeneze. [50]

Navazani kolagenti je dal$i metodou spadajici mezi upravy povrchu implantatt. Tato
metoda je zaloZena na vytvofeni tenké vrstvy propylenu (plazmove¢), implantaci akrylové
kyseliny a poté navazani kolagenu. In vivo testy ukézaly, ze takto upraveny povrch je
biologicky aktivni a neni cytotoxicky. [51]

Puelo a Mikulec provedly testy schopnosti modifikace povrchu slitin Co-Cr-Mo a
Ti6Al4V riznymi metodami navdzani funkcnich skupin. Reakce je zalozena na navazani
hydroxylovych skupin na povrchu slitin s aktivnimi slozkami. Jen p-NPC (p-nitrophenyl
chloroformate) byl efektivni. Odolnost OH-pNPC spojeni byla potvrzena odhadem kvantity
vazby trypsinu k povrchu. [39,52]

Syntéza funkcnich skupin na povrchu implantatu povlakovaného amorfni nebo
nanokrystalickou uhlikovou vrstvou davé zcela nové moznosti. Diky chemickym [53,54,55]
nebo plazmovym [4,56] syntézdm je mozné kontrolované zavedeni karboxylovych skupin.
Takova modifikace velmi vyhodné kombinuje vlastnosti uhlikovych vrstev kovovych
materidlti s pozadovanou prezenci danych molekul na povrchu implantatt.

V této kapitole byly popsany bézné tpravy povrchu kovovych implantati. Tyto
metody byly rozdéleny na fyzikalné-chemické a biochemické techniky, ale metody
modifikace mohou byt rozdéleny z uhlu pohledu ocekavaného typu vrstvy povrchu implantatu.
Naptiklad HA vrstvy mohou byt ziskdny sandblasting metodou, NaOH upravou, termalni
upravou, metodou PLD, metodou Sol-Gel, elektroforéznim a plazmovym nastfikem. Tvorba
uhlikovych vrstev je zase moznd metodami PLD, RF CVD, MW PCVD nebo
»glowing® metodami atd.[57]
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4.3 Uhlik a jeho formy

Atomové ¢islo : 6
Relativni atomova hmotnost: 12,0107 amu
Hustota: 2,267 g/em’ jako grafit

3,515 g/em’ jako diamant
Tvrdost: 0,5 jako grafit a 10 jako diamant - nejtvrdsi nerost

v Mohsové¢ stupnici tvrdosti

Teplota tani: kolem 3 500 °C tj. 3 773 K
Teplota varu: kolem 4 827 °C tj. 5 100 K
Elektronegativita: 2,55 (Paulingova stupnice)

Uhlik, chemicka znacka C (lat. Carboneum), je chemicky prvek, tvofici zakladni
stavebni kamen vsech organickych sloucenin a tim i vSech zivych organismt na této planetg.
Slouceniny uhliku jsou jednim ze zékladi svétové energetiky, kde predevsim fosilni paliva
jako zemni plyn a uhli slouzi jako energeticky zdroj pro vyrobu elektfiny a vytapéni, produkty
zpracovani ropy jsou nezbytné pro pohon spalovacich motorti a tak silni¢ni dopravu. Vyrobky
chemického primyslu na bazi uhliku jsou soucésti naseho kazdodenniho Zivota at’ jde o

plastické hmoty, uméla vlakna, natérové hmoty, 1é¢iva a mnoho dalSich. [58]

sp3 sp?2

Obr.1. Sp’, sp > a sp' hybridizace orbitali [66]

Tajemstvi uhliku je ukryto v jeho valenc¢nich elektronech. Uhlik tvofi velké mnozstvi

krystali a neuspofadanych struktur, protoZe je schopen existovat ve tfech hybridizacich sp’,
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spasp Obr.l. Z Sesti elektronti obklopujici jadro uhliku, dva jsou schopny tvofit chemické
vazby. Pfi dodéani urc¢itého mnozstvi energie se atom uhliku dostane do excitovaném stavu a
potom ¢tyii z jeho vnéjsich elektront vytvoti typ uhlikové struktury téhoz chemického sloZeni
jako cisty uhlik. V mfiizce diamantu je kazdy atom spojen se ¢tyimi dal§imi Obr.2. VSechny
valen¢ni elektrony se ucastni pii tvorbé chemickych vazeb. Krystal diamantu je ptiklad
valen¢niho uspotadani, protoze kazdy atom uhliku umistény v tetraedru, je spojen s dalSim
kovalentni vazbou sp’. Diamant patii mezi nejtvrdsi materialy, kromé& toho je velmi dobrym

tepelnym vodicem, je pruhledny s vysokym indexem lomu a zna¢nou optickou disperzi.

Obr.2. Prostorové zobrazeni diamantové struktury, nejtésnéjsiho uspotadani, kazdy atom

ma Ctyfi vazby na své nejblizsi sousedy.

Druhé modifikace grafit je opak diamantu. Jednoduse se §té€pi a je elektricky vodivy.
Grafit je ptiklad pfechodové struktury. Atomy jsou ve vrstvach uspofddany hexagonalng, v
ramci kazdé vrstvy je vazba sp’ kovalentni (3 nejbliZ§i sousedni atomy). Mezi jednotlivymi
vrstvami je vzdalenost velikd a vazba Van der Waalsova typu. Diky této struktufe se grafit
chova velmi anizotropicky Obr.3. Podél krystalovych rovin je tepelné a elektricky velmi
vodivy, vedeni tepla nebo néboje od krystalové roviny ke krystalové roviné je proti tomu

relativné Spatné.

Umeéle vyrobenou formou grafitu je tzv. skelny uhlik (angl. glassy carbon), ktery se
vyznacuje vysokou hustotou, nizkou poérovitosti a znacnou chemickou a mechanickou
odolnosti. V praxi se vyrabi ptesné fizenym dlouhodobym vysokoteplotnim (pyrrolitickym)
rozkladem organickych latek na povrchu normélniho grafitu. Diky mimofadnym fyzikalnim a
chemicky vlastnostem skelného grafitu se jeho praktické vyuziti stale rozSifuje i ptes jeho

pomérn¢ vysokou cenu. [58]
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%

Obr. 3. Struktura grafitu, podle [58]

Krom¢ diamantu a grafitu existuje dal$i uhlikovd modifikace a tou jsou karbyny
(carbine, carbyne). Karbyn je linearni alotropickd forma uhliku zaloZena na sp’ vazbg. V
soucasnosti je znamo vice nez Sest karbynovych modifikaci, ale zatim nejvice prozkoumané
jsou karbyny o a . Materidl povlakovany karbyny (Carbylan) vykazuje vysoké

tromborezistentni vlastnosti a vynikajici biokompatibilitu.[59]

Rizné faze uhliku jsou nachazeny predevSim v meteoritech: grafit, diamant,
lonsdaleite (hexagonalni diamant), a fullereny. Grafit je nejvice béZzna a nejvice hojné forma.
Nejvice uhliku je ve formé grafitu. Uhlikovy material v meteoritech se vyskytuje jako inkluze
v silikatu, trolitu a kovu (FeNi). Uhlik, ktery je obsazen v chondritech (meteoriticky kdmen z
kfemicitant s oblymi granulemi - chondrulemi) mize dosdhnout 3%, a diamantu v kovovych
meteoritech kolem 1% s celkové vahy meteoritu. Nékdy se diamantova faze vyskytuje jen ve

stopovém mnozstvi (ppm). [60]

Fullereny jsou sférické struktury tvoiené atomy uhliku, rozmér této obii molekuly je
kolem 0,7nm. Jméno ziskaly podle amerického architekta a vynalezce R.B.Fullera, ktery se
proslavil podobnymi stavebnimi konstrukcemi. NejdileZzitéjsi z fullerenti jsou Cegp, Csp a Crg
obsahujici 60, 50 a 70 atoma uhliku. Prvni, Sedesati atomovy fulleren byl syntetizovan a
objeven v roce 1985 britskym védcem H.Krotem, ktery za tento objev dostal Nobelovu cenu
za chemii. Shluky molekul Cg 1 dalsi (C7o, Cso) vytvareji krystaly, tzv. fullerity, které¢ maji
krychlovou symetrii. [61] Fullereny za normalnich podminek sublimuji pii teplotach nad
nejznaméjsi Obr.4.A. Vyznamnou vlastnosti této molekuly je pravé jeji soumérnost podle
péticetné osy, ktera je v krystalovych strukturach ,,zakézéana®, ale je obvykla v biologickych

strukturdch (bakteriofadg, rizné druhy virt) [62]

23



IRENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

Obr.4. (A) Struktura fullerenu Cg (tzv. fulleren Buckminstera); (B) nanotrubka.[62]

Nanotrubice jsou vlastné¢ podobné struktury, s tim rozdilem, ze tvar molekuly misto
koule pfipomina valec, ktery mtize byt libovolné dlouhy a vnitini objem nemusi byt uzavieny
Obr.4.B. Pro nanotechnologii jsou jak fullereny tak nanotrubice velmi zajimavé, nebot’ Ize
tyto latky pfipravit vriznych modifikacich s odliSnymi vlastnostmi. U sférickych
fullerenovych molekul 1ze naptiklad ovliviiovat vlastnosti tim, Ze je uvniti uvéznén jiny atom.
Tak lze zménit tfeba hustotu, tepelnou kapacitu, teplotu tani a varu a ptitom je latka co do
chemickych vlastnosti tatdz. Sférické fullereny byly jiz objeveny jak na Zemi tak

v meteoritech.

Novou, posledni zndmou formu uhliku se podatilo vytvofit tymu fyzikl z australské
narodni laboratofe v Canbefe poté, co vystavili uhlikovy tercik v argonové atmosféte
pusobeni vykonného laserového pulsniho systému. Mikrostruktura, jez se vytvoftila po zahtati
na teplotu 10 000 °C, pfipomind jakési vzajemn¢ pospojované sité uhlikovych trubicek, 5 nm
dlouhych. Védci tuto formu pevné latky nazvali nanopenou Obr.S. Bylo prokazéno, ze
vzorky pfipravené z uhlikové nanopény mohou vykazovat feromagnetické vlastnosti, coz je
u latky z Cistého uhliku piekvapivé. VSechny ostatni zndmé formy uhliku se totiz az dosud
chovaly jako nemagnetické. Efekt za pokojové teploty vymizi po n€kolika hodinach, ale miize

se udrzet mnohem déle za nizkych teplot. [63,64]
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Obr. 5. Nanopéna, zatim posledni zndm4 forma uhliku. [63]

4.4 Diamant a depozice vrstev

Kombinace vlastnosti jako jsou extrémni tvrdost, vysoka tepelna vodivost, vyborna
infracervena transparentnost a pozoruhodné vlastnosti polovodic¢e umoznuji, Zze se diamant
stal jeden z nejvice technologicky a védecky hodnotnych materidla vibec. Jeho vzéacnost a
vysokd cena motivovala védce pokusit se duplikovat pfirodni diamant a tedy diamant
syntetizovat. Od doby kdy bylo dokazano, ze diamant je alotropni forma uhliku, coz prokazal
v roce 1797 anglicky chemik Smithson Tennant, se vSak dalSich 150 let védci, inZenyii a
snilci pokouseli transformovat uhlik na diamant.

V roce 1954 Dr. Tracy Hall dokdzal jako prvni reprodukovatelné syntetizovat diamant.
Pii pokojové teploté a atmosferickém tlaku je grafit stabilni krystalickou formou uhliku
s entalpii jen 0 2 KJ mol™ niz§i nez diamant. Diamant je termodynamicky stabilni v porovnani
s grafitem jen pii vysokych tlacich (>40kbar) a teplotich (>1300°C), to je evidentni
z fazového diagramu uhliku, Obr. 6. [65,66]
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Obr. 6. Fazovy diagram uhliku s vyzna¢enymi oblastmi odpovidajici riiznym procesiim

syntézy diamantu, prepracovano podle H. Liu [65]

Ackoli je pfeména termodynamicky proveditelnd pii relativné nizkych tlacich a
teplotach, je zde velkd kinetickd bariera a mira ocividné kleséd s rostoucim tlakem. Z tohoto
diivodu predchozi pokusy pfeménit grafit na diamant jednoduchym zvySenim tlaku nebyly
vice jak sto let uspésné, dokud nevznikly high-pressure high-teperature (HPHT) procesy.
HPHT Syntéza diamantu v podstaté duplikuje pfirodni proces pfemény grafitu na diamant za
podminek, kdy je diamant termodynamicky vysadni formou. Pifimé pfeména grafitu na
diamant ve statickém HPHT procesu vyzaduje vysoky tlak ( >120 kbar ) a vysokou teplotu
( = 3000°C) pro ptekonani kinetické bariery a ziskani pozorovatelného stupné premény, coz
neni ekonomicky schiidné. TéZkosti v piimé pfeméné pohanély vyvoj ruznych procest

k niz8im teplotam a tlaktim.

Zlom piisel az sobjevem W.G.Eversola, diamant se mu na substrdt podafilo
deponovat z uhlovodikového plynu nebo smési CO/CO; pomoci metody CVD za nizkych
tlaki a teplot, kdy je diamant ve vztahu ke grafitu metastabilni. [66]

Od té doby bylo objeveno a zdokonaleno mnoho metod piipravy diamantu

podobnych vrstev nebo vrstev na bazi uhliku.
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Obecné se tenké vrstvy obvykle ptipravuji bud’ z pevné faze nebo z plynné faze. V prvnim
piipad¢ se vrstvy vytvareji odparovanim nebo rozprasovanim pevného materidlu (targetu)
nebo nastiiku. V druhém piipadé se vrstvy a praSky vytvaii nitridaci, oxidaci, pyrolyzou,
chemickou redukci nebo plazmochemickou syntézou.
Pro vytvéfeni tenkych vrstev a praskd bylo vyvinuto velké mnozstvi metod.
V podstaté je lze rozd¢lit do tii zékladnich skupin:
* metody chemické, oznacované jako CVD
(chemical vapour deposition) s pracovnimi teplotami 700 - 1500 °C
* metody fyzikalni, oznacované jako PVD
(physical vapour deposition) pracovni teploty pod 500 °C
* metody fyzikalné-chemické, oznaované jako PECVD
(plasma enhanced CVD) nebo PACVD (plasma assisted CVD)
pracovni teploty pod 600 °C
Metody vSech tii skupin maji fadu modifikaci, které umoznuji pfipravovat vrstvy

piedepsanych vlastnosti na substratech (pfedmétech) riznych geometrii.

4.4.1 Depozicni systémy

Plazmova depozice vrstev a modifikace povrchu je siln¢ zavisla na volbé vhodného
typu vyboje. Vhodny typ vyboje Casto rozhoduje o depozi¢nich parametrech, které pozitivné
ovliviiyji vysledné vlastnosti deponovanych vrstev a modifikovanych povrchli nebo naopak
muze potlacit vliv nckterych negativnich depozicnich parametri. Podle geometrické

konfigurace reaktoru lze reaktory rozd¢lit na tii hlavni typy: [67]

> s vnitinimi elektrodami
» s vn¢jsimi elektrodami

» Dbezelektrodovy.

Reaktor s vnitinimi elektrodami tvoii vétSinou dvé rovnobé&zné rovinné elektrody,
které jsou umistény uvnitf reaktoru. V tomto uspotradani je mozno generovat DC vyboj nebo
RF kapacitni vyboj. V reaktorech s vnéj$imi elektrodami lze provozovat kapacitni i induktivni
RF vyboje. V bezelektrodovych reaktorech se plyn excituje pii prichodu rezonancni zénou,
kde dochazi ke generovani vyboje, nejcastéji mikrovinného nebo RF. Existuje mnoho rtiznych

variant a kombinaci. [68]
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4.4.1.1 DC vyboj

U DC vyboji je jedna elektroda zapojena jako katoda a druhd jako anoda. Plast
reaktoru muze byt vyroben zvodivého nebo nevodivého materidlu. V ptipad¢ vodivych
materidli byva vétSinou uzemnén. Substrat je umistén na samostatném drzaku mezi
elektrodami nebo na zaporné elektrod¢, kterou tvoii katoda. Zaporné ptedpéti urychluje
kladné ionty a tim zplsobuje iontovy bombard, kterym Ize fidit strukturu rostouci vrstvy.
Rezim zdroje mtize byt spojity nebo pulzni.

Klasicky DC vyboj se vétSinou pouzivad pro modifikaci polymernich povrchi, kde
zvySuje smacivost povrchu. Pro plazmovou modifikaci neni DC vyboj pfili§ efektivni, protoze
neumoziuje dosahnout dostate¢né vysoky stupenn ionizace plazmatu potiebny k docileni
optimalni rychlosti procesu. Existuji riizné metody, jak zvysit u¢innost DC vybojt, napiiklad
pomoci piidavného magnetického pole. [69] Mnohem vétsi perspektivu na zavedeni do
primyslu maji pulzni DC vyboje, kde pomoci vysokoenergetickych pulzi dochazi k u¢inné

ionizaci a tim i dosazeni optimalni rychlosti procesu. [68]

4.4.1.2 RF — Kapacitni vyboj

Pro primyslové procesy depozice vrstev, kde rozhoduje predevsim depozi¢ni rychlost
a homogenita vrstev, se pouzivaji kapacitni vyboje, které umoznuji dosazeni vyssiho stupné
ionizace plazmatu, nez umoznuji klasické DC vyboje. Z toho divodu se jiz delsi dobu
pouzivaji pro plazmovou polymerizaci RF kapacitni vyboje. Lze je provozovat jak

v reaktorech s vnitinimi elektrodami tak v reaktorech s vnéjSimi elektrodami.

ﬁ plim

RF zdroj @ L

ladici ——

jednotka =

blokovaci __
kondenzator |

Obr. 7. Kapacitné vazany reaktor s vnitinimi elektrodami. [68]

28



[RENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

Reaktor s vnitinimi elektrodami Obr.7. tvoii dvé rovnobézné rovinné elektrody, kde je
jedna elektroda zapojena k RF zdroji a druha elektroda je uzemnéna. PI1ast’ reaktoru mize byt
z vodivého i1 nevodivého materidlu. Pokud je plast z vodivého materidli byva vétSinou
propojen s uzemnénou elektrodou. Substrat je umistén na samostatném drzaku mezi
elektodami nebo na RF elektrodé. Na této elektrod¢ se vytvari samovolné zédporné piedpéti,
které je udrzovano pomoci blokovaciho kondenzatoru a je zavislé na dodavaném piikonu.
V ptipad€ nevodivych substratii neni kondenzator zapotiebi, protoze vznika kapacitni vazba
mezi timto substratem a RF elektrodou. K docileni maximélniho pfenosu energie do vyboje se
pouziva ladici jednotka, kterd pomoci nastavitelné kapacity a indukce ptizptisobuje pfenos RF

signalu do plazmatu. [68]

Nevyhodou tohoto uspotfadani jsou kovové elektrody na zaporném potencidlu
vystavené vlivu plazmatu, které mohou byt rozprasovany a tim snizovat ¢istotu procesu. Proto
se v nekterych aplikacich, které vyzaduji vysoky stupen Cistoty nahrazuji vnitini elektrody
vnéjSimi. Reaktor s vnéj$imi elektrodami Obr. 8 tvoii ploché kovové elektrody obepinajici
reaktor zcela nebo z ¢asti. P1ast’ reaktoru je vyroben ze skla nebo jiného nevodivého materidlu

a substrat je umistén na samostatném drzaku mezi elektrodami. [68]

plyn — substrat — &erpani
ladici jednotka
~) RF zdroj

Obr.8. Kapacitné vazany reaktor s vn¢jSimi elektrodami. [68]

Zapojeni elektrod u RF vyboji s vnitinimi i vnéjSimi elektrodami mtze byt symetrické
nebo nesymetrické. U nesymetrického zapojeni je jedna elektroda zapojena k RF zdroji a
druha je uzemnéna. V symetrickém zapojeni jsou elektrody zapojeny k RF zdroji, ale kazda

s opacnou fazi. Pro generaci vyboje se pouziva vétSinou frekvence 13,56 MHz.
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Od dosud pouzivanych kapacitnich vyboji se zalind prechdzet k induktivnim a
mikrovinnym vybojim. Omezeni kapacitnich vyboji ptedstavuje piedevSim pienos energie
do plazmy pomoci kapacitni vazby. Z toho diivodu se zaméfil zajem na nizkotlaké plazmové
vyboje, které umoziuji dosahovat vyssi stupen ionizace. U téchto vyboji pienos energie
umoznuje nekapacitni vazba, ktera zajistuje zachovani nizkého napéti v prikatodové oblasti
vyboje u elektrod a stén reaktoru. Potencial plazmatu a tim 1 energie urychlenych ionti se
nachazi mezi 20 — 40 V, a proto se v&tsi ¢ast doddvané energie vyuZziva na ionizaci plazmatu
nez je tomu u kapacitnich vyboji. [70] V Tab.1. jsou porovnany parametry kapacitniho

vyboje s parametry induktivniho a mikrovinného vyboje. [68]

Tab.1. Srovnani parametrti kapacitniho, induktivniho a mikrovinného vyboje. [70]

Parametry Kapacitni vyboj (RF) Mikrovinny vyboj (MW)

Tlak [Pa] 0,1-10 0,005 -0,5
Piikon [W] 50-2000 100 - 5000
Frekvence [MHz] 0,05 -13,56 0-2450
Magnetické pole [kG] 0 0-1

Hustota plazmatu [cm”] 10°— 10" 10" - 10"
Teplota elektronti [V] 1-5 2-7

Ionizace 10°-10° 10° - 10"

4.4.1.3 Mikrovinny vyboj

U mikrovinnych vyboji 1ze dosdhnout za nizkého tlaku vysokého stupné ionizace viz.
Tab.1. Pro mikrovinny vyboj se pouziva bezelektrodovy reaktor, ktery mlize byt vyroben
z vodivého 1 nevodivého materialu. Ke generaci plazmatu slouzi mikrovinny zdroj pracujici
na frekvenci 2,45 GHz. Nejjednodussi uspoiadani reaktoru Obr. 9.A se sklada z rezonan¢ni
dutiny, kterou proudi pracovni plyn. Pii prichodu plynu rezonanéni dutinou dochézi k jeho
excitaci a dojde k zapaleni vyboje. Generované plazma je vyfukovano do komory, kde
dochazi k leptani, ¢isténi nebo modifikaci povrchu pisobenim chemicky aktivnich castic,
zejména volnych radikali. [67] Upravovany povrch neni vystaven piimému vlivu plazmatu a

proto nehrozi poSkozeni tepelné citlivych materiali.

Pro primyslové aplikace se pouziva uspotadani, ve kterém jsou mikroviny pfenaSeny

do reaktoru skrz dielektrické okénko. Do reaktoru je umisténa naptiklad plastovéa lahev nebo
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nadrz a tlak pracovni smési uvnitt je nizs$i nez vné. Tim dojde k zapaleni vyboje pouze uvnitt

o 24

potieba pouzit vice vstupnich okének na riznych mistech a optimalizovat rozlozeni plazmatu

v reaktoru. [68]

mikroviny

rezonanéni l 1

dutina

substrat L Eerpani rezonanéni
plyn = s —> Cerpani W z6na D

I N

substrat

[ ]

zdroj

RF predpéti l ] l I cerpani

Obr.9 (A) Mikrovinny bezelektrodovy reaktor (B) mikrovinny ECR reaktor. [68]

V usporadani s ptidavnym magnetickym polem Obr.9.B je generovani plazmou
zvyseno pomoci elektronové cyklotronové rezonance ECR (Electron Cyclotron Resonance)
[70,71]. Zékladni podminkou je dostatecné nizky tlak, aby byl pohyb elektronl bezesrazkovy.
Pro elektromagnetické pole s typickou mikrovlnou frekvenci f = 2,45 GHz bude elektronova
rezonance ve fazi, pokud se hodnota rezonan¢niho magnetického pohybuje kolem B = 875 G.
Vysledkem je, Ze v kazdém cyklu elektron zvysi svoji energii. Jako zdroj ECR se pouziva
jedna nebo vice elektromagnetickych civek, umisténych okolo cylindrické komory, ktera
generuji axiadlné ménitelné magnetické pole. Mikrovinny signél vstupuje do této komory skrz
dielektrické okénko a vrezonanéni zéné dochazi k maximélnimu pfenosu energie do

plazmatu. [68]

Pii depozici vrstev v tomto uspotfadani je podstatna vzdalenost od rezonancni zony.
S rostouci vzdalenosti klesa stupeii ionizace a snizuje se depozi¢ni rychlost. Pro primyslové
vyuziti, jako je povlakovani, miiZe nastat problém s homogenitou vrstev. Je proto nutné pouzit

vice mikrovinnych zdrojt. [68]
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4.4.2 Diamond Like Carbon (DLC)

Uhlik tvofi velké mnozstvi krystali a neuspotfddanych struktur, protoze je schopen
existovat ve tfech hybridizacich sp’, sp * a sp'. Diamond-like carbon (DLC) je metastabilni
forma amorfniho uhliku obsahujici pievazn& vazby sp’. Vyznaluje se vysokou tvrdosti,
chemickou inertnosti, optickou transparentnosti, je to polovodi€ a méa vyznamné
biokompatibilni vlastnosti.

DLC ma nékteré extrémni vlastnosti podobné diamantu, jako je jiZ zmiflovana tvrdost,
modul pruznosti a chemické inertnost, ale ty jsou dosazeny v izotropni neusporadané tenké
vrstvé bez hranic zrn. Je daleko levnéjsi neZ diamant, coz je velka vyhoda pro mnoho aplikaci.

Typické vlastnosti riznych forem DLC jsou porovnany k diamantu a grafitu v Tab.2. [66]

Tab. 2 Piehled hlavnich vlastnosti amorfniho uhliku v porovnani s diamantem, grafitem, Ceg

a polyetylénem. [66]

sp3 H [%] | Hustota [g.cm'3] Gap [eV] | Tvrdost [GPa]

Diamant 100 0 3,515 55 100
Grafit 0 0 2,267 0 -
Coo 0 0 - 1,6 -
Skelny C 0 0 1,3-1,55 0,01 3
Napareny C 0 0 1,9 0,4-0,7 3
Napraseny C 5 0 2,2 0,5 -
ta-C 80-88 0 3,1 2,5 80
a-C:H hard 40 30-40 1,6-2,2 1,1-1,7 10-20
a-C:H soft 60 40-50 1,2-1,6 1,7-4 <10
ta-C:H 70 30 24 2,0-2,5 50
Polyetylén 100 67 0,92 6 0,01

Vazba sp3 vazba udéluje DLC mnoho prospé$nych vlastnosti samotného diamantu,
jako je mechanickd tvrdost, chemickd a elektrochemicka inertnost a Siroky zakazany pas.
Diamod-like carbon je néazev, ktery zahrnuje mnoho forem uhliku, které obsahuji jak
grafitické tak diamantové vazby. DLC se nemusi skladat pouze z amorfni faze (a-C), ale také

z hydrogenované¢ amorfni fadze uhliku a-C:H. Je vhodné ukazat sloZzeni mnoha forem
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amorfnich C-H sloucenin v terndrnim fazovém diagramu jako je na Obr.10, jako prvni ho

pouzil Jacob and Moller. [72]

SpP 3 Diamond-like

ta-C ta-C:H

HC polymers
sputtered a-C(:H)
no films

glassy carbon A =
graphitic C

Obr.10.Ternéarni fazovy diagram vazeb v amorfnich C-H slou€eninach [72,66]

Na levé spodni strané se vyskytuje mnoho amorfnich fazi a-C s neuspotadanym
grafitickym sloZenim, jako jsou saze, skelny uhlik, napafovany amorfni uhlik. Dva
uhlovodikové polymery polyetylén (CH; ), a polyacetylén (CH ), definuji hranice trojahelniku
v pravém rohu diagramu, za kterymi se vazba C-C tvofit nemiZze a vznikd jen molekulova
forma.

Depozi¢ni metody jsou vytvareny k produkci amorfnich fazi uhliku a-C se zvySenou
mirou sp’ vazby. Naprasovani mize do ur¢ité miry zvysit pomér vazby od sp” k sp’. Pokud
podil sp® vazby dosahuje vyssiho stupng, oznadil McKenzie [73] a-C jako tetraedricky
amorfni uhlik (ta-C), na rozdil od sp®a-C.

Depozi¢ni metody, jako je napiiklad Plasma Ehanced Chemical Vapour Deposition
(PECVD) [74], umoziuji dosdhnout vnitini oblasti diagramu, kde 1ze vytvoftit a-C:H. Piestoze
je diamantu podobny, je z Obr.10. ziejmé, Ze obsah sp’ vazby neni vlastn& tak veliky,
piicemz jeho obsah vodiku je pomérné¢ velky.

TakZe material s vy$3im obsahem sp’ vazby a mensim obsahem vodiku, ktery mize
byt vytvoten naptiklad metodou High Plasma Density PECVD, se nazyva hydrogenovany
tetraedricky amorfni uhlik (ta-C:H); dle Weiler a kolektiv. [75]
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4.4.3 Nanocrystalline diamond (NCD)

Vrstvy nanokrystalického diamantu vytvarené metodami CVD maji diky své
extrémni tvrdosti, otéruvzdornosti, malé frikci a biokompatibilnim vlastnostem velky

potencial pro pouziti v oblasti biomedicinskych implantati.

Vrstvy nanokrystalického diamantu (NCD) vykazuji dobrou hemokompatibilitu a jsou
napiiklad deponovany na biomedicinské aplikace, jez jsou ve stalém kontaktu s krvi, jako

jsou napt. umelé srde¢ni chlopné. [76,77]

Diky malé zrnitosti nanokrystalickych diamantovych vrstev je prevaznd cast
uhlikovych atomil situovéna na hranicich zrn. Zda se, ze pravé hranice zrn jsou dilezité
(zodpovédné) za absorpci a rozptyl svétla v téchto vrstvach, jejich elektrickou vodivost a
emisni vlastnosti. [78] Proto jsou vrstvy NCD Siroce pouzivany i v oblasti elektronickych

zatizeni (napft. biosenzory). [79]

Bylo prokazano, ze nanokrystalicky diamant (pravdépodobné kviili obsahu velkého
mnozstvi vysoko energetickych hranic zrn) mize byt diky odlisnému mnoZstvi vazeb napfti¢
hranicemi zrn a stupném sp hybridizace, mechanicky siln€jsi nez hrubsi diamant (obsahujici

vyssi podil nizkoenergetickych hranic zrn) nebo dokonce perfektni krystal diamantu. [78]

Je mozné ziskat nanokompozitni vrstvy sloZzené z nano-diamantovych (a
pravdépodobné také grafitickych) zrn ulozenych v okolni amorfni matrici. Takové vrstvy
jsou-li nalezit¢ vytvoreny, mohou byt pozoruhodné tvrdé a pevné. Dané nanokompozitni
filmy, zalozené Cisté na uhliku, byly vytvoreny zihanim po depozici vrstvy diamond-like
amorphous carbon (a-C). Vysledkem byly oblasti o velké hustoté a-C usazené v a-C matrici s
mensi hustotou. Diky nanokompozitni struktuie se zvySila tvrdost o patnact procent (k

80GPa). [77,80]

34



[RENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

4.4.3.1 Mechanizmy nukleace diamantu

Homogenni nukleace diamantu v plynné fazi a jeji pfinos pro rizné depozi¢ni procesy
je malo prozkoumana. Jen omezeny pocet experimenti bylo spojeno s vyzkumem homogenni
nukleace pifi atmosferickych a subatmosferickych tlacich. Pocet diamantovych ¢éstic
ziskanych z plynné faze je velmi maly v porovnani s typickymi hustotami nukleacnich
zéarodkli na povrchu. Mechanizmus homogenni nukleace tudiz nemiize vysvétlit velké
mnozstvi nukleacnich zarodkd pozorovanych na rGznych substritech a za rlznych
povrchovych pted-uprav. Zda a jak by se diamantové Castice formované v plynné fazi mohly
stat na povrchu substratu zékladem pro nasledny rast diamantové vrstvy zlstava nejasné. Pro

spontanni (ne-epitaxni) nukleaci na povrchu museji byt splnény dvé podminky:

» saturace uhliku povrchem substratu a

» prezence vysokoenergetickych stavl (nezaplnéné valence)

Nukleace diamantu na nediamantovych substratech probiha vétSinou na mezivrstvach
a-C, DLC, kovovych karbidli nebo grafitovych vrstvach formovanych na rozhrani diamant /
substrat diky chemickym interakcim aktivovanych plynnych ¢astic s povrchem substratu
béhem inkubacéni periody. Pfiklad mechanizmu nukleace a rGstu diamantu na piechodové

vrstvé amorfniho uhliku je zobrazen na Obr.11. [65]

Ptechodové vrstvy zajistuji nukleaéni mista pro rist diamantovych krystali a
poskytuji moznost kontroly morfologie, orientace a textury tenkych diamantovych vrstev.
Tvorba mezivrstev je nutnym krokem ve spontannich nukleacnich procesech diamantu na
nediamantovych substratech, ale samotna neni postacujici. Povrchova saturace uhliku a
defekty nebo vysoko-energetické stavy vytvaii vhodné podminky pro nukleaci diamantu na
mezivrstvach. Tvorba pfechodovych vrstev a jejich rychlost riistu nezavisi jen na materialu
substratu a metodach pteduprav, ale také na depozi¢nich podminkach. Odlisné piechodné
vrstvy se mohou tvofit na riznych substratech pii riznych rychlostech a pfi odliSném slozeni
plyntli nebo pii riznych teplotach substratl naopak miizeme vytvaret rizné ptechodové vrstvy

na stejném substratu. [65]

Maly C/H pomér a/nebo vysoka teplota substratu mize podporovat rust karbidu,
zatimco vysoky pomér C/H a/nebo nizka teplota substratu muaze vést k tvorbé a-C nebo DLC

nebo dokonce k pfimé nukleaci a riistu diamantovych vrstev na povrchu substratu. Tloustky
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ptechodovych vrstev jsou zavislé na téchto faktorech a mohou byt v rozmezi od nékolika
angstrémit az po nckolik mikrometrii. Jsou nutné ptedchozi dikladné analyzy k urcCeni
velikosti, molekularni a strukturni pfipravy nukleanich mist a zajiSténi stabilni nukleace

pokud jde o jejich zavislost na podminkach povrchu substratu a depozi¢nich parametrech. [65]

: I1
Dangling bonds D'\c,‘ ............
ooq odl e ALY,
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Amorphous carbon
(Diamond-like carbon)
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Obr.11. Schéma nuklea¢niho mechanizmu: rist diamantu na ptechodové vrstvé DLC
(amorfniho uhliku). (I) Tvorba uhlikovych klastri na povrchu substratu a zména vazebné
struktury sp' na spz. (II) Zména sp2 na sp3 . (IIT) Tvorba amorfni faze. (IV-VI) Rust a
krystalizace diamantovych krystalki. (VII) Sekundarni nukleace a rast diamantu. [65]

36



[RENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

4.4.4 Diamond powder particles (DPP)

Riizné medicinské implantaty jsou povlakovany vrstvou nanokrystalického diamantu
(NCD), ktera tvoti difiizni bariéru mezi implantatem a lidskym télem. Mnoho studii prokazalo
biokompatibilnost NCD. [81]

Diamond Powder Particles (DPP) jsou v podstaté rozsifenym povrchem tzv.,,extendet
surface” vrstvyy NCD. [81] Diamond Powder Particles jsou cCéstice nanokrystalického
diamantu, které Ize vytvofit metodou detonacni syntézy [87] ¢i metodami RF PCVD a nebo
MW/ RF PCVD. Bylo prokazano, ze tyto castice jsou nejen biokompatibilni k lidskému télu,
ale co je predevs§im dulezité - jsou bioaktivni. Vliv DPP na biochemické procesy v zivych
organizmech je zaloZen na specifickych, neobvyklych vlastnostech diamantu. Tato biologicky
aktivita DPP se projevuje inhibici oxidativniho stresu zpisobené¢ho volnymi radikaly in vitro.
[85,86]

Zda se, ze DPP by mohly byt pouzity napiiklad jako alternativni metoda lécby
hemolytické anémie (anemia haemolytica). [82,83] Hemolyza zjednoduSené znamena
predCasna destrukce erytrocytl. Bunééné membrany cervenych krvinek mohou byt naruseny
mechanismem oxidativniho stresu (poskozeni zprostiedkované volnymi radikaly), coz je
zéklad vzniku procesu hemolyzy.

K.Mitura a kolektiv [82] studovala Uc¢inky nanokrystalickych castic diamantu na
hemolyzu lidskych erytrocytli indukovanou 2,2 -azobis (2 amidinopropane) dihydrochloridem
(AAPH). [82] Pro tuto studii byly pouzity diamantové prasky vytvoreného detona¢ni metodou
v Rusku. [84] Erytrocyty (hematocrit 1%) byly exponovany 50mM AAPH v roztoku PBS
(Phosphate Buffered Saline) pii teploté¢ 310°K s cilem vyvolat hemolyzu. Do reakce byla
dodana suspenze DPP v mnozstvi 1x107g/1x1071. Lé¢ebny ¢as hemolyzy byl monitorovan
kvantitativni metodou a byla méfena absorpce hemoglobinu. Pfitomné Diamond Powder
Particles vyrazné snizily troven hemolyzy indukované AAPH. Tento efekt se zda byt diky
reakci nanokrystalického diamantu s peroxylovymi radikaly. Diamond Powder Particles jsou
tedy pii testech in vitro s erytrocyty velmi biologicky aktivni na molekulové Grovni. [82]

Shugalei a kolektiv [87] ve své studii prokazuji, Ze nanodiamanty vyrobené detonacni
syntézou patii do skupiny uc¢innych syntetickych antioxidantl. Jejich antioxida¢ni aktivita je
ziskana diky funkénim skupinam jako jsou -OH, -NH,, -CH30OH, -CO(NH>) jez jsou pfitomny
na povrchu klastri.

Antioxidacni aktivita nanodiamantli byla posuzovana pies schopnost potlacit iniciaci

chemiluminiscence. Aktivita nanodiamanti byla porovnana s aktivitou rostlinnych

37



[RENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

antioxidant quercetine a flavonole. Ucinky potladeni iniciované chemiluminiscence
v suspenzi lipozomi pro nanodiamaty, quercetine a flavonole jsou velmi podobné a

demonstruji vysokou antioxida¢ni aktivitu nanodiamantti. [87]

4.5 Povrchova energie

Povrchova energie tedy smacivost ¢i nesmacivost povrchu je dalsi dilezitou vlastnosti
povrchu spadajici mezi soubor sledovanych vlastnosti povrchi implantati a medicinskych
nastroju.

Povrchova vrstva se snazi stdhnout na nejmensi velikost, je v ni tedy napéti, které
nazyvame povrchové napeti y (sila v roviné¢ povrchu, kterou plsobi jednotkova délka
mezifazi proti snaham o zvétSeni).

Povrchova energie je definovana jako energie, kterou je tfeba dodat k zvétSeni
mezifazi o jednotkovou plochu. Povrchové napéti i povrchova energie popisuji stejny jev a
maji i stejny rozmér (N.m™'=J.m?=kg.s). Termin ,,povrchové nap&ti se pouziva astdji pro
kapalinova mezifazi (LL, LG). ,,Povrchova energie” se pouziva zejména pii popisu mezifazi
tvofictho povrch pevné latce (SS, SL, SG). Oba terminy jsou z fyzikdlniho hlediska
zaménitelné. Pokud je povrchové napéti kladné, je pozadovana kladnd prace k rozsiteni
povrchu - kapicky kapaliny spontanné inklinuji k tvorbé kulovitych tvarii - minimalni plocha
povrchu. Pokud se povrchova energie zmenSuje k nule nebo se stdva zapornou, neexistuje
odpor k neomezené expanzi povrchu. Tato situace odpovida napt. kontaktu dvou vzijemné
misitelnych kapalin.

Na molekulu uvnitf izotropického télesa pusobi okolni molekuly silami ptiblizné
rovnomérné ve vSech smérech. Vysledné plisobeni je tedy moZné uvaZovat jako nulové.
Odlisné je ale plsobeni na molekuly ¢i atomy na volném povrchu. Vyslednd sila, pfi
zanedbani ptisobeni molekul okolniho plynu, pisobi na molekulu volného povrchu smérem
dovnitf télesa. Diky tomuto nerovnovaznému plisobeni se zde vytvoii asymetrické silové pole
a prebytek energie. Tento energeticky piebytek je oznacen jako volnd povrchové energie
[88,89,90].

Kazdy volny povrch je charakterizovan urcitou hodnotou povrchové energie. Tato
hodnota hraje velice diilezitou roli pfi interakci dvou povrchu a je rozhodujici pro razné
technologie povrchovych uprav. Systematické studium povrchové energie bylo zahijeno

Youngem a vychazi z nasledujici rovnice [89].

38



[RENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

Vs =Vsy —Viy " €COSU (4.1)
kde vysp pfedstavuje povrchovou energii rozhrani kapalina pevnd faze, ysy a yLy jsou
povrchové energie kapaliny a pevné faze v rovnovaze s parami pfitomnymi na povrchu a o je

kontaktni tthel mezi kapalinou a pevnou fézi, viz. Obr. 12.

Obr. 12. Schéma rozhrani kapalina - pevna faze, podle [116].

Rozlozeni povrchové energie y na jednotlivé slozky bylo navrzeno Fowkem [91,92].
Zjistil, ze povrchovou energii 1ze rozlozit do jednotlivych slozek, pfedstavovanych nasledujici
rovnici

Y=y Py ey (4.2)
kde horni indexy oznacuji d — disperzni (London), p — dipdl-dipdl (Keesom), ind — induktivni

(Debye) a H — vodikovou vazbu. Fowke a spolupracovnici [93,94] zjednodusili navrzené

vvvvvv

y=vi+y (4.3)
Y=y (4.4)
kde v" oznaduje nedisperzni (polarni) slozku povrchové energie [88].

Pokud dojde k adheznimu spojeni dvou idedlné hladkych volnych povrchd, tyto
povrchy zaniknou a vytvoii se nové rozhrani. Vysledna hodnota povrchové energie vzniklého
rozhrani poklesne. Pokud nedojde k vytvoteni chemickych vazeb mezi atomy, to znamena, ze
dojde k vytvotfeni pouze disperznich a poldrnich vazeb, je tento pokles povrchové energie
definovén jako termodynamicka adhezni prace w, [95]. Pokud dojde k vytvofeni chemickych
vazeb nebo pokud je povrch hruby a dochézi zde k mechanickému spojeni povrchd, je pokles
povrchové energie vyrazné rozdilny od wy. Vztah mezi povrchovou energii a adhezni praci
pro kapalinu (L) na povrchu pevného télesa (S) obklopeného parami (V) vyjadiuje Dupreho

rovnice, [95]
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Wy=VstVsr Vs (4.5)
kde y je povrchova energie a dolni indexy oznacuji pfislusnost k povrchlim ¢i rozhranim. Po
upravé rovnice (4.5) pro rozhrani mezi dvéma pevnymi télesy a, b dostaneme nésledujici
rovnici [95].

We=Vet Vs —Va (4.6)

Povrchova energie rozhrani y,, je definovana teorii, kterou vypracovali Owens a

Wendt [89], Kealble a Uy [96] a Wu [97], a je vyjadiena rovnici

Vo =7a 475 =200 78 ) =267 77) (4.7)

Pti zkombinovani rovnic (4.6) a (4.7) dostane pro vypocet adhezni prace nésledujici vztah

[95].

w, =26y )+ 26yl (4.8)

Pro vypocet polarni a disperzni slozky povrchové energie 1ze vyuzit rovnici (4.9), ktera
vznikne kombinaci Youngovy rovnice (4.1) a rovnice (4.7) upravené pro rozhrani kapaliny a

pevného télesa.

1+cosa =

2-\/(75-72’)+2-\/(7§-7f) 49)
VL YL

yL=vi v (4.10)

Pouzijeme-li dv€ kapaliny L;, L; na stejny povrch a zméfime kontaktni thly o, o,
dostaneme sérii rovnic (4.11) a (4.12). Pokud zname hodnoty disperznich a polarnich slozek
pouzitych kapalin, 1ze vypoé&itat jednotlivé slozky povrchové energie pevné latky y¢ a y!.

Reseni je vyjadieno nasledujicimi vztahy [95].

0,5-(1+cosa,)-,, \/75
0,5- (1+ cosa‘/)-;/Lj \/72

2

7;’ = e (4.11)
0,5-(1+cosal.)-}/u \/}/T’iz
0,5-\l+cosax . )7, d

7;3: ( J)yLJ \/E (4.12)

AZ
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A= 413
N 1)

Tato metoda je dobie pouzitelna pro povrchy organickych latek s nizkou povrchovou

energii (<100 mJ/m?), ale pfi pouziti pro latky s vysokou povrchovou energii, jako jsou &isté
kovy nebo oxidy, vede ke znacné chybé. Ditvodem je zanedbani vlivu adsorbovanych par do
povrchu. Adsorbované pary snizuji povrchovou energii a zvétSuji tak kontaktni uhel.
Mnozstvi adsorbovanych par se zvySuje se zvySujici se povrchovou energii. Pro
vysokoenergetické povrchy tedy nelze tento vliv zanedbat [98]. Rovnice (4.9) ma

v takovémto piipad¢ tvar [95].

2-\/(73-72’)+2-\/(7§-7f)+g 4.14)

Vi Ve VL

l+cosa =

Parametr 1. je tzv. rovnovazny ,.spreading® tlak, jeho velikost je zavisla na pouzité
kapaliné a je zanedbatelny pro organické latky. Zavedeni tohoto parametru znemoziuje

pouziti vyse ukazaného tfeseni. Ptiblizné opravné metody jsou uvedeny v praci [99].

4.5.1 Zpusoby méreni povrchového napéti pevnych ldatek

Piimé méfeni povrchové energie pro kapaliny je relativné snadné [89,100,101], ale
pfimé méteni pro pevné latky je velmi problematické. Proto se pro toto méfeni pouzivaji

pievazné nepiimé a srovnavaci metody.

4.5.1.1 Mévici tinktury

Pro rychlé zjistovani hodnoty povrchového napéti je vhodnd metoda pomoci
testovacich kapalin, napt. Testing Ink firmy Arcotec®. Tyto testovaci kapaliny maji piesné
definované hodnoty kritického povrchového napéti. Hodnota povrchového napéti se docili
pfesnym smichanim kapalin, jako jsou ciry Ethylenglycol-monoethylether (Cellosolve),
Formamid, Metanol a voda.

Zpusob méfeni tinkturami je definovan normou DIN 53 364. Na méteny povrch se
nanese testovaci kapalina o urcit¢ hodnoté povrchového napéti v podobé tenkého filmu.
Pokud se tento film do 2 sekund po naneseni dale rozlije, mad méteny povrch vétsi povrchoveé

napéti nez testovaci kapalina. Volime kapalinu s vyssi hodnotou povrchového napéti a test
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opakujeme. Pokud testovaci kapalina vytvoii kapicky ¢i velkou kapku, ma méteny povrch
mensi povrchové napéti nez testovaci kapalina a volime kapalinu s niz§im povrchovym
napétim. Provadi se nejméné tfi méteni pro kazdou testovaci kapalinu. Doporucend velikost
meétené plochy je 10 x 10 cm. Testovaci kapalina se nanasi StéteCkem c¢i kapatkem. Tato
metoda slouzi k nalezeni pfiblizné hodnoty povrchového napéti. Jelikoz se jedna o jedovaté

latky, je nutné dodrzovat piislusné laboratornim bezpecnostni opatieni [102,103,116].

4.5.1.2 Kapkova metoda

Jedna z nejCastéji pouZivanych metod je zaloZena na méfeni kontaktniho thlu mezi
kapalinou a pevnou latkou. Zkouska se provadi nanesenim kapaliny na povrch a zméfenim
uhlu mezi kapkou a substratem viz. Obr. 13. Je to velice vhodnd metoda pro porovnani
smacivosti dvou nebo vice substrati a ma dvé veliké vyhody. Vyzaduje jen velmi malé

mnozstvi kapaliny a ovliviiuje pouze nékolik ¢tverec¢nich milimetri vzorku.

o

44 2 2444

Obr. 13. Méteni uhlu smaceni kapkovou metodou, podle [116]

Pro méfeni kontaktniho thlu byla vyvinuta fada metod [104-109]. VétSina metod je
zaloZena na vytvoreni obrazu kapky. Jedna se naptiklad o promitnuti kapky na stinitko nebo
vytvofeni digitalniho obrazu. Vytvoieny obraz je pak nasledné riznymi zpiisoby vyhodnocen.

Nejjednodussi vyhodnocovaci metoda je zalozena na ptilozeni tangenty do kontaktniho
bodu a zméfeni kontaktniho thlu pomoci thloméru. Chyba vyplyvajici ze zptisobu ptilozeni
tangenty dosahuje az né¢kolika stupnti.

Dalsi popularni vyhodnocovaci metoda je tzv. 6/2 metoda [110]. Tato metoda je
zaloZena na predpokladu, Ze kapka je ¢ast kruZznice. Kontaktni thel je jednoduse vypocten

podle nésledujiciho Obr. 14.
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0/2

12

Dc

Obr. 14. Schéma pro vypocet kontaktniho tthlu pomoci 6/2 metody [105].

Pro vypocet kontaktniho thlu staci zméfit pouze vysku kapky a primér kontaktni
kruznice. Tato metoda je pomérné presnd pii pouziti dostate¢n¢ malé kapky, u které lze
zanedbat vliv gravitacni sily. Uvadi se, Ze optimalni velikost kapky je 2 pl [111]. Pii pouziti
kapky s vétsim objemem nebo kapaliny s malou povrchovou energii se zvySuje chyba této
metody. Skutecny profil kapky odpovidd Young-Laplaceové rovnici [112-115]. Yang a kol.
[105] vyvinuli metodu, kterd pomoci kapilarni konstanty B (4.15) a objemu kapky umoziiuje

korekei kontaktniho thlu.

_Ap-g-Ry
y

B (4.15)

kde Ap je hustota kapaliny, g je gravitacni zrychleni, Ry polomér vrcholu kapky a vy je
povrchové napéti pouzité kapaliny. Hlavnim problémem je zde urceni Ry. Z toho divodu
Young a kol. vypracovali nomogramy a tabulky [105] pro nalezeni kapilarni konstanty B

v zévislosti na objemu kapky a kontaktnim tthlu zmétfeném metodou 6/2.

Dalsi zptisoby vyhodnoceni obrazu kapky jsou zalozeny na prokladani obrysu kapky
matematickou funkci. Jedna z téchto metod je zalozena na sejmuti soufadnic 3 — 5 bodl na
obrysu kapky a jejich prolozeni polynomickou funkci [104]. DalS$i metoda je zalozena na
digitalizaci profilu kapky, ur€eni jeho okrajovych bodu a nasledné co nejvhodné;jsi prolozeni

ktivkou ziskanou z Young-Laplacaovy rovnice [106].

Jind metoda je zalozena na méfeni kontaktniho thlu laserovym paprskem. Kontaktni
uhel je urCovan z difrak¢éniho obrazce vytvofeného na stinitku thloméru pii prichodu

laserového paprsku rozhranim kapalina-pevna latka. [88,116]
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4.6 Alergicka reakce a typy alergii

Alergie je dnes jiz bohuzel hojné rozsifené onemocnéni imunitniho systému.
Setkdvame se s ni téméf na kazdém kroku. Precitlivélost vychazi z prehnané reakce
imunitniho systému na vnéjsi podnét (antigen), ktery jinym jedincim neskodi, ¢i dokonce
prospiva. Imunitni systém ma imunologickou pamét, do které se ulozi vSechny informace o
novém antigenu (alergenu) a pii pristim setkdni se s nezddoucim antigenem rychleji vyporada.

Alergickd reakce je zaloZena na reakci, kdy imunitni systém vytvaii nadmérné
mnozstvi protilatek. Alergen je pohlcen bilymi krvinkami (makrofagy), ty ho rozlozi na malé
castecky a signalizuji to dal$im bunkam. Diky signalim za¢nou B-lymfocyty (imunitni latky)
tvofit protilatky. Po prvnim setkani s alergenem (antigenem) se protilatky, nazyvajici se
imunoglobuliny E (IgE), dostavaji krvi do tkani, kde se zachycuji na povrch Zirnych bunck
(mastocytll). Jedna zirnd buiika zachyti az 500 000 IgE protilatek. Nejvy$si koncentrace
zirnych bunék se nachazi v nose, v pruduskach, na kiizi a v travicim traktu. Zde IgE — buiky
¢ekaji na dalsi setkani se stejnym alergenem (antigenem), po kterém se aktivuji zirné bunky.
Uvniti  zirnych bunék se nachdzeji mediatory (chemické latky), napi.: histamin,
prostaglandiny, leukotrieny a kininy. Uvolnéné mediatory ptivolavaji dalsi buniky zanétu, tim
se jest¢ vice aktivuji chemické latky (mediatory) a plné propukne alergickéd reakce v misté
zanétu. Senzibilace je d¢&j, pii némz se organizmus stava stale citlivéjSim na urcity podnét.
Imunitni systém reagoval na styk s antigenem, ulozil si tuto zkuSenost do paméti a zacal
vytvaret proti nému specifické protilatky. Pfi opakovaném kontaktu tento antigen jiz rychle
rozpoznd a okamzité na n¢j zareaguje. U kazdého ¢loveka se doba, které je zapotiebi k tomu,
aby citlivé nebo precitlivéle reagoval, 1isi. U nékoho sta¢i nékolik dnti, u jiného az nékolik let.

Alergicka reakce ma dv¢ stadia aktivity: stiedni a pozdni. [119] RozliSujeme pét typt alergii:

L. Typ precitlivélosti, anafylaxe, atopie

Pojem ,,atopie je odvozen ze fectiny a vztahuje se k tomu, Ze pfiznaky tohoto typu
reakci mohou byt vzdaleny od mista, kde doslo ke kontaktu s antigenem. Reakce vSak miize
probéhnout i tam. Tato pfecitlivélost je vyvoldna piredev§im imunoglobuliny typu IgE a mtze
jimi byt pfenesena i na dal$i osobu. Tyto imunoglobuliny vyvolavaji kaskadu reakcei, vedouci
k aktivaci mastocytl a vyplaveni histaminu z jejich granuli do okolni tkdn¢. To vyvola mistni

ucinky, jako je kopfivka, otoky, ryma (nos), astma (pradusky) nebo prijjem (stfevo). Celkové
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pusobeni vétsiho mnozstvi histaminu na organismus miize vyvolat i Sok (anafylakticky $ok),
vedouci az ke smrti. [117]

1. Typ precitlivéelosti — cytotoxicky
Pfi ném dochézi k poruSeni membran bunék, cervenych krvinek a krevnich desticek, vede ke

zni¢eni téchto struktur.

11I. Typ precitlivelosti — imunokomplexovy
Imunokomplexy vznikaji normaln¢ pfi reakci antigen-protilatka. Za normalnich okolnosti jsou
vsak rychle odstranovany dalSimi slozkami imunitniho systému. V ptipaddé chorobné reakce
se neodstrani, koluji v krvi, pronikaji do tkéni a popf. se usazuji v nékterych orgéanech.
V misté nakupeni imunokomplexii se rozbihaji dal§i imunitni reakce, vedouci k naruseni az

zniceni postizenych organti a tkani. [117]

1V. Typ precitlivélosti pozdni, produkce lymfokininu
Uplatituje se predevsim v klizi a je vyvolana antigeny a hapteny (jde o latky, které samy o
sob& nejsou antigeny, ale stanou se jimi po vazbé na velkou molekulu, napt. nékterych
bilkovin kiize; patii mezi n€ i napt. nékterd barviva uzivana v kosmetice nebo soli né€kterych
tézkych kovi — alergie na Sperky). Ty jsou rozpoznany Langerhansovymi buiikami v kiizi a

nasleduje aktivace T-lymfocyta proti kizi s obsahem antigenu nebo haptenu.

V. Typ precitlivélosti — antireceptorova
Jde o imunitni reakei vii€i receptorim (vazebnym mistim) na povrchu bunék. Jeji projevy

jsou razné podle toho, jaké receptory jsou poSkozovany. [117]

Nejvice dilezitd pro aplikace implantatti je alergickd kontaktni reakce tedy Kontaktni
precitlivélost — typ IV. [118] Alergen neboli antigen, ktery je schopny vyvolat u precitlivélého
jedince alergickou reakci, nalezneme ovSem vSude kolem sebe. Testy se provadéji v riiznych

formach. Asi mezi nejzndmé;jsi se fadi kozni testy. Ty mohou byt také vice moznych aplikaci:

» intrakutanni test — alergen se vpravuje do kiize pifimo injekéni sttikackou, bolestivejsi,
nekdy vyvola falesné pozitivni reakce;

» Dbodovaci test (,,prick™) — alergen se na kuzi nanese kapkou a rychle se propichne
suchou jehlou spolu s povrchovou vrstvou klize, mize prehlédnout slabé reakce;

» epikutanni naplastovy test —alergen se nanese na kizi zad a necha se ptsobit. [119]
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4.6.1. Struktura kiiZe

Kize je slozena ze ti hlavnich vrstev:

Prvni: pokozka (epidermis) cca 1 mm silnd, tvofend z keratinocytli, melanocytl
(pigment) a Langerhansovych bun¢k. Spodni vrstva je zarodecnd, z ni se tvofi nové vrstvy
bun¢k. Ty se postupné dostavaji na povrch, a tak méni béhem tii az ¢ty tydni starou pokozku
na novou viz Obr. 15.

Druhé: Skéara (dermis) je 2,5 mm silnd, protkdna krevnimi a lymfatickymi cévami,
obsahuje mnozstvi nervovych zakonceni, mazovych i potnich zlaz a také vlasovych vacki.
Toto "patro" obsahuje kolagenni a elastickd vlakna, diky nimz je ktze trvanlivd, pruzna a
pevna.

Treti: podkozni vrstva (subkutdnni) obsahuje tukové buniky a vazivova vldkna. Izoluje

a chrani svaly, nervy a hloubéji uloZené organy.

= Skin cells (keratinocylas)
of the epidermis move
upwards as they mature

Epidermis Mormally, dead cells are shad
from the surface of the
apidermis as a fine scale and
are replaced by other cells
that pass from the deepest

| Dermis layars to the surface layers

.f over a paniod of about four

waeks

"':;a,..--- ] Epidermis
=l Hair erector

| muscle

Darmis

—————__ Sebaceous
gland

Hypodarmis

Blood vessel

Hair follicle

Obr.15. Kize je tvotfena ze tii vrstev: epidermis, dermis a podkozni vrstvy obsahujici tukové
bunky. Pfirozené se odumftelé kozni bunky (keratinocyty) jemné uvoliuji z povrchu epidermis

a jsou nahrazeny dal§imi bunikami z hlubsich vrstev, perioda je cca Ctyfi tydny. [121]

46



[RENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

4.6.2 Kontaktni alergicka dermatitida

Kontaktni alergicky ekzém je predstavitelem bunikami zprostiedkované alergické
reakce, na rozdil od kontaktni iritaéni dermatitidy, kterd je vyvolana prostym drazdénim ktize
bez ucasti pravé precitlivélosti. Kontaktni alergicky ekzém (viz. Obr. 16.) se projevi po rizné
dlouhé dob¢ styku pokozky s alergenem a jeho vznik u konkrétniho pacienta pii opakovaném
kontaktu s danou chemickou latkou nelze piredem piesné¢ odhadnout. Rozvoj tohoto
onemocnéni zavisi ziejmée na interakei mezi individualni dispozici jedince, zevnim prostifedim,
které na pokozku ptlisobi, a konkrétnimi vlastnostmi vyvolavajiciho faktoru. Metodou priikazu
vyvolavajici pfiCiny alergické reakce pozdniho typu jsou epikutdnni testy. V terapii se
uplatiiuji zejména 1éciva ze skupiny antihistaminik a lokalné aplikované kortikosteroidy, Casto
se pouzivaji i rizné lékové formy magistraliter pfipravki (pozn. v 1€kérné ptipravenych) s

protizanétlivym tcinkem. [120]

Eczema
Ingress of

chemical
zolvents and
water
CAUSES
inflammation

Mormal

Tightly packed
skin cells help
create natural
barrier of the skin

Keratinocytes
become less
tightly held
logethar

Obr.16. U normalni pokozky tvoii t€sn¢ usporadané kozni buniky ptirozenou bariéru kiize. V
piipadé ekzému spolu keratinocyty nedrzi tak pevné a klize se stava citliva k externim vliviim

jako jsou chemikalie a voda, které rozpousti pfirozenou ochrannou bariéru ktize. [121]
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4.6.3 Alergeny a navozeni senzibilizace

Kontaktni alergeny jsou témét bez vyjimky nizkomolekuldrni latky, které ptichazeji
do kontaktu s kazi ze zevniho prostfedi. Diky své malé velikosti snadno pronikaji kozni
bariérou, ktera je za normadlnich okolnosti pro velké molekuly relativné nepropustnd, a
dostavaji se tak snadno do hlubsich vrstev epidermis. K vyvolani kontaktni alergie musi byt
tyto nizkomolekularni latky prezentovany antigenprezentujicimi builkkami, zejména
epidermalnimi Langerhansovymi buitkami viz Obr.17. nebo T lymfocyty. Efektorové bunky,
které zprostfedkovavaji kontaktni alergii z ptecitlivélosti, jsou klony téchto T lymfocyti. Aby
doSlo k interakci s antigenem prezentovanym Langerhansovymi bunikami, jak pfi navozeni
precitlivélosti tak pfi vyvolani reakce, musi mit T lymfocyty na svém povrchu receptory
komplementarni k fyzikalné-chemickym vlastnostem antigenu.

Za normalnich okolnosti mohou penetrovat rohovou vrstvou do hlubSich vrstev
epidermis pouze latky o malé molekulové hmotnosti (vétsi nez 500 daltontl). Navodit a
vyvolat kontaktni alergii mohou pouze antigeny o molekularni hmotnosti vétsi nez 5000

daltonu.

Calls are daad
meprasenbsd only by Nat
Stralum = mismbrancus sacs filbed
EOMBLIm ] with keratin. Glycolipids
in axtraceliular Space:
Stratum Colls ara flatlonod, onganallas
| datesicrating; cytoplasm full of
QranLEgELm lamellatod grmdes (reloasa
lipids) and keratchyalinag
Calls conlain thick bundias
ol inlormadiale Mamonis
made of pra-kedatin
Stratum ——
SHPANCSLIM
Cadls aro actively milolic
storm colls; soma Pawly
 bommad calls Decoma
pairt ol thes rcne
suparficial Lnwars.
Strafum ——
basale
= }— Diasrnis
Demis ———

Obr.17. Struktura kiize s vyobrazenymi koznimi bunikami [122]
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Spojenim latek o malé molekulové hmotnosti s autolognimi proteiny piitomnymi v
ktzi vznika antigen schopny vyvolat alergii.

T lymfocyty nemohou reagovat s antigenem piimo i kdyZz maji odpovidajici povrchové
receptory. Antigen musi byt nejdiive zpracovan a potom prezentovan ve vhodné formé na
povrchu zucastnénych bun€k, jako napt. Langerhansovy bunky, které jsou nositeli imunitni
odpovédi souvisejici s povrchovymi antigeny, pro které maji T- lymfocyty specifické
receptory. Timto procesem je navozena senzibilizace.

Opakovany styk se specifickym alergenem vyvolava fadu reakci, které mohou vyustit
v zanét charakteristicky pro ekzemat6zni dermatitidu. Typickym histologickym obrazem je
pak spongiéza a pfitomnost lymfocytd v epidermis, a infiltrat lymfocytd, histiociti a
kolisajiciho poctu eosinofilli a basofilii v papilarni dermis. Stejny histologicky obraz je

zjiStovan i v bioposiich z mist, kde byl aplikovan pozitivni epikutanni test. [123] [124]

5. Experiment 1

Vramci prvniho experimentu prace bylo provedeno testovdni uhlikovych vrstev
vytvofenych metodou MW/RF PACVD s cilem pro jejich medicinské uziti v kostni chirurgii.
Obsahem prvniho projektu bylo studium dané problematiky, nalezeni vztahli mezi
podminkami depozice, vlastnostmi vrstev a jejich biokompatibilitou. Vrstvy byly deponovany
v Technické univerzité¢ v Lodzi v Centru NANODIAM novou metodou MW/RF PACVD.

V experimentalni ¢asti byla pro rozbor vlastnosti uhlikovych vrstev realizovana nasledujici

méfeni:

=  Me¢feni kontaktniho ithlu ¢tyfmi kapalinami

= Stanoveni povrchové energie vrstev

= Sledovani povrchu rastrovacim mikroskopem, opt. mikroskopii a opt. profilometrem

= Drsnost méfena optickym a dotykovym profilometrem

= Nanotvrdost méfena indentaéni metodou DSI indentorem Vickers a kontinudlni
metodou s indentorem Berkovich

= Scratch test

= Adheze a proliferace osteoblastt MG 63
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5.1 Materialy a depozice

Pro studii byly pouzity vzorky z oceli AISI 316L tvaru malych diskii o priméru 8mm a
tloustky 2,5mm. Chemické slozeni korozivzdorné oceli je uvedeno v Tab.3. Substraty byly
obrobeny, elektrolyticky vylestény, ultrazvukové vyc€istény v acetonu a vysusSeny.

Vzorky byly povlakovany uhlikovou vrstvou v plasmovém reaktoru MW/RF PACVD
(Microwave and Radio Frequency Plasma Assisted Chemical Vapour Deposition) viz.
Obr.18.A-B. Parametry depozice byly optimalizovany pro vytvofeni homogenni vrstvy na
substratu AISI 316L jiz v pracich Kaczorowského. [125,126]

V reaktoru byly vzorky jesté pied samotnym povlakovanim CciStény v inertnim
argonovém plazmatu po dobu 10 minut. Pfi depozici vrstev se vykon MW generatoru
pohyboval kolem 250 W a RF generator mél vykon kolem 800 W. MW vykon byl generovan
skrz kfemennou trubku umisténou navrchu reaktoru, naproti RF elektrodé (priméru 200mm).
K elektrodé byl pfipojen radiofrekvencni generator o frekvenci 13,56 MHz. Piedpéti na
elektrodé se pohybovalo dle procesu mezi 400 — 700 V.

Prekurzorem byl metan o pratoku 30 - 60sccm. Tlak v komoie se pii depozicich
pohyboval mezi 10 — 60 Pa. Vzorky byly umistény 3cm pod vrskem komory na drzéku, ktery
byl postaven na elektrod¢ viz. Obr.18.C. Pro nasi studii byly deponovany 4 uhlikové vrstvy,

kazda pfi jinych parametrech procesu viz. Tab.4.

Tab. 3 Chemické sloZeni pouzitého substratu

Chemické sloZeni substratu [%]

ASTM - AISI 316L; UNI - X2CrNiMo1713.2; DIN (W. Nr.) 1.4404, CSN PN 17 349

C Si Mn P S Cr Ni Mo Ti

max. max. max. max. max.

005 | 10 | 20 | 0045 | 0.030 | 165-185 | 1L0-140 | 20-25 | -

Tab. 4. Parametry depozi¢nich procest

(lv);;’tcv":) Metan [Scem] | Piedpéti Vi [V] | MW vikon [W] | Tlak [Pa] | Cas [min]
1. 30 400 250 10 - 30 6
2. 60 500 250 10 - 60 3
3. 40 600 250 10 - 40 4
4 30 700 250 10-30 5
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Obr.18 (A) Fotografie a (B) schéma systému aparatury MW/RF PACVD; (C)vzorky byly

pfi depozici umistény na drzdku poloZeném na elektrodég. [126]
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5.2 Méreni kontaktniho uhlu a stanoveni povrchové energie

5.2.1 Princip a zaFizeni

Me¢fteni kontaktniho uhlu je velmi citlivd metoda charakterizace povrchu pevnych
materidli. Je to jedna zmetod hodnoceni hydrofility materidlu mezi kapalinou (napf.
destilovanou vodou) a pevnou latkou pomoci kapkové metody. Zkouska se provadi
nanesenim kapaliny na povrch substrdtu a zméfenim kontaktniho uhlu mezi kapalinou a

povrchem materialu.

Me¢teni kontaktniho uhlu bylo provedeno na zatfizeni zkonstruovaném v Laboratofi
povrchovych technologii na katedfe materialu Technické univerzity v Liberci. Zatfizeni se
skladd ze specialniho stolku s mikroposuvem umoziujicim pohyb ve vSech tfech osach a
nataCeni okolo osy z. Ke stolku je nepohyblivé pfipevnéna cernobilda CCD kamera s
rozliSenim 640 x 480 pixeli. Kamera je vybavena objektivem s proménlivym mnozstvim
predsadek. Zména poctu predsadek umoziiuje zménu zvétSeni a hloubky ostrosti. Kamera je
propojena pres PCI kartu s osobnim pocitacem a je tak zajisténo prevedeni snimaného obrazu
do digitalni podoby ve formatu bitmapy (.bmp). Zatizeni je také mozné pouzit pro dynamické
snimani obrazu pfi studiu ¢asové zmény kontaktniho thlu.

Pro vypocet kontaktniho thlu byla pouzita metoda prolozeni kruznice. Vychazi z
predpokladu, Ze kapka je cast kruznice. Aby byl tento piedpoklad splnén co nejptesnéji, je
pouzita kapka o velikosti Sul. Je odecCtena vyska kapky a druhym pouzivanym parametrem je
maximalni Sitka kapky. Pro thly vétsi nez 90° je tento parametr roven priméru kapky viz.

Obr. 19. [116]

Obr.19. Odecitani vysky a Sitky (priméru) kapky, podle [116]
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Vyslednd hodnota kontaktniho thlu je vypoctena dle vztahu uvedeném na Obr.20. Do
vypoctového vztahu jsou zafazeny rozhodovaci podminky, které na zakladé¢ porovnani
velikosti vySky y a Sifky x vyhodnocuji, zda bude kontaktni tthel vétsi, mensi nebo roven 90°

a podle toho je pouzit ptislusny vztah.

o:=|2-atan| 2-= | if —>y
X
T X
— if — =
2 2 Y
2.y —
asin| =22 |+ 2| if = <y
X 2 2

Obr.20. Vztah pro vypocet kont. thlu, x — maximalni Sitka kapky, y — vySka kapky [116].

Ptednost této metody oproti 6/2 metod¢ se projevuje pti uhlech vétSich nez 90°.
Odpada totiz problémova identifikace rozhrani kapka substrat. Vzhledem k moznym
odleskiim od substratu ¢i omezené rozliSovaci schopnosti pouzité kamery pfi vétSim zvéetSent,
neni toto rozhrani vzdy jednoznacné viditelné, na rozdil od snadnéji zméfitelné Sitky kapky,

viz. Obr.19. [116]

Ukézka fotografii z méteni kontaktniho thlu destilovanou vodou na vzorcich s vrstvou

z prvniho depozi¢niho procesu a vrstvou z druhého depozi¢niho procesu jsou na Obr. 21.

Obr.21. Méfeni kontaktniho uhlu destilovanou vodou na substratech s vrstvoul a 2.
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5.2.2 Meéreni kontaktniho uhlu

Pro méfeni kontaktniho uhlu byla pouzita destilovand voda, bezvody glycerin,
dijédmetan a etylénglykol. Povrchové napéti pouzitych kapalin je uvedeno v Tab.5. Pro
vzorky bylo pouzito 5-7 kapek jednotlivé kapaliny. Vysledky méfeni kontaktniho thlu na
substratu a povlakovanych vzorcich vrstvami 1 az 4 a substratu jsou uvedeny v Tab.6 a
na Obr.22.

Naméifené hodnoty kontaktniho thlu pro destilovanou vodu jsou pro uhlikové vrstvy
jedna az ¢tyti: 80°, 55°, 61°, 71°, kontaktni ithel substratu 67°. Pficemz kontaktni thly métené
glycerinem pro jednotlivé vrstvy jsou 77°, 54°, 52°, 65° a etylénglykolem 59°, 45°, 44°, 57°.
Me¢fteni kontaktniho uhlu dijodmetan snizuje kontaktni tihel vrstev jedna az Ctyti na piiblizné

stejné hodnoty 34°,31°,35°, 34°.

Kontaktni Ghel méreny étyifmi kapalinami
85
80 ——&—dest.voda  —#—glycerin

75 dijodmetan —@—-etylénglykol
§65
©
L
p=}
£55 1
4
©
5
¥ 45

35 A

25

substr. vz.1 vz.2 vz.3 vz.4

Obr.22. Hodnoty kontaktnich thli pro jednotlivé vrstvy (vzorky) méfené destilovanou vodou,

bezvodym glycerinem, dijédmetanem a etylénglykolem.
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5.2.3 Stanoveni povrchové energie dle vitahit Andrewse

Z namétenych kontaktnich Ghli byla pomoci vztahti Andrewse a kol. (4.11) - (4.13),
uvedenych v kapitole 4.5, ptiblizné€ stanovena povrchova energie pro jednotlivé kombinace
kapalin, které jsou uvedeny v Tab. 5. Primérné hodnoty povrchové energie jsou uvedeny
v Tab. 6 a Obr. 23. Kalkulace povrchovych energii vySe popsanou metodou jsou pfiblizné,
jelikoz byl zanedbén vliv absorbovanych par do povrchu. Adsorbované pary snizuji
povrchovou energii a zvEtSuji tak kontaktni thel. Dle pocetni metody ma 1. vrstva nejnizsi
povrchovou energii 36 [mJ/m’], zéroveii i nejmensi polarni a nejvy3si disperzni slozku
povrchové energie ze vSech sledovanych vrstev. U vrstev 2 - 4 se snizovala povrchova energie
z48 az na 39 [mJ/m’]. P¥icemz jejich disperzni slozky zistavaly stejné, zato vyrazn&ji se
snizily jejich polarni slozky. Pokud piefadime hodnoty pro vrstvou 1 na konec grafu, tedy za
vrstvu 4, ziskame fadu snizujici se povrchové energie, snizujici se slozky polarni a mirné se
zvysujici slozky disperzni. Pfi porovnani s parametry procesu depozice vrstev viz. Tab.4 by
rozdily mohl vysvétlit priitok metanu pii procesu. Rozdily tlaku mezi jednotlivymi procesy
v podstaté nejsou zadné. Vyraznéjsi vliv by mohl mit pritok metanu a odstupnované predpéti.
Vrstva 4 1 vrstva 1 maji stejny pritok metanu 30 sccm pii procesu, avsak naprosto rozdilné
piedpéti na elektrodé 400V v ptipad¢€ prvni vrstvy oproti 700 V u ¢tvrté vrstvy. Presto maji

podobnou povrchovou energii. Pro maly pocet sledov. procesti hlubsi diskuse neni mozna.

Povrchové energie dle vztahti Andrewse

50, 48 4 46 @ySP OySD BYyS

45

39
40+ 36

35

30
24

20 21
A

25
20+

15 |

Povrchova energie [mJ/m2]

10

Substrat vz.2 vz.3 vz.4 vz.1

Obr.23. Primérné hodnoty povrchové energie pro jednotlivé vrstvy a substrat piiblizné

stanovené dle vztahi Andrewse a kol., hodnoty jsou zaokrouhleny.
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5.2.4 Stanoveni povrchové energie Kaelbleho grafickou metodou

Podle literatury je mozné rozlisit slozky povrchové energie. Kaelble navrhl rozdé¢leni

polarnich a disperznich slozek. Pro adhezni praci miizeme potom vyjadfit vztah

wy =y, -(1+cos@)=2-(rd - i)+ 2yl -5F) (5.1)

Délime-li krajni ¢leny rovnice vyrazem 2- W/iyf ) je ziskana rovnice ptimky

WSL
I =rf - +47§ (5.2)

Z grafického vyjadieni potom smérnice primky udava +/(y? ) a Gsek na ose y 4/|y& ). Pro
zjednoduseni jsou nahrazeny odmocniny slozek povrchové energie vyjadienim a = +/(y?

p= w/i vy ) Na zaklad¢ vypoctenych hodnot cosinu thlu smaceni 0, je mozné provést odhad

sloZzek povrchové energie vrstev odvozené vztahem (5.2) podle Kaelbleho teorie. [127]

Pomoci Kaelbleho grafu byl proveden odhad disperzni a polarni slozky povrchové
energie pro substrat a vrstvy 1 az 4. Hodnoty pro vypocet pomoci této metody jsou uvedeny
v Tab. 7. Souhrnny Kaelbleho graf pro vSechny vrstvy 1-4 a substrat je vyobrazen na Obr.23,
grafy pro jednotlivé vrstvy a substrat jsou uvedeny v Obr.24 A-E. V grafech byla jako
spojnice trendu pouzita linedrni regrese, ze smérnic rovnic byly piepocitany polarni a z tiseku
na ose y disperzni sloZky povrchovych energii. Odectené hodnoty z Kaelblova grafu a

povrchové energie jsou uvedeny v Tab. 8. a Obr.25.

Hodnoty povrchové energie v porovnani s ptedchozi metodou se u Kalbleho grafické

metody sniiily, naopak se zvysily rozdﬂy mezi disperzni a polarni sloZzkou u jednotliVSIch

R4

A4

vykazuje podobné hodnoty povrchové energie 38 [mJ/m?] a slozek jako prvni vrstva. Nejvyssi
hodnoty povrchové energie dosahuje druhd vrstva 45 [mJ/m”]. Substrat ma stejnou
povrchovou energii jako druhd vrstva, ale jeji disperzni a polarni slozky jsou stejné na rozdil

od slozek povrchové energie u substratu.
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vz 4

‘ X vz4—vz4‘ X

8 -
—
51 X X y =2,8328x + 5,4577
@
=

R?=0,8093

0 0,5 BulaL 1 1,5 2

Obr. 24. Kaelbleho grafickd metoda stanoveni povrchové energie
pro substrat (A), vrstvu 1 (B), vrstvu 2 (C), vrstvu 3 (D) a vrstvu
4(E)

Tab. 8. Hodnoty odec¢tené z Kaelbleho grafu

Data odectena z Kaelbleho grafu

Vzorek |Spojnice trendu - rovnice regrese |Hodnota spolehlivosti | ys” | 7s’ vs
Substrat [y = 3,5824x + 5,5166 R2=0,9715 30,43112,83 (43,26
vz 1 y = 1,8607x + 5,6745 R2=10,68 32,19 3,46 [35,65
vz 2 y=4,1317x + 5,2654 R2=0,879 27,72 (17,07 (44,79
vz 3 y =4,592x +4,6514 R2=0,9804 21,64121,09 (42,73
vz 4 y =2,8328x +5,4577 R2 =0,8093 29,79 8,02 (37,81
Povrchova energie dle Kaelbleho
45 @ySP OySD WyS
40-
E 35+
=
E 30
2
D 25
2
° i
g X pr
o
£ 15
3
S 10
5,
0
Substrat vz 2 vz 3 vz 4 vz 1

Obr.25. Hodnoty povrchové energie pro jednotlivé vrstvy piiblizné stanovené dle grafické

Kaelbleho metody, hodnoty jsou zaokrouhleny na cela ¢isla.
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5.2.5 Povrchové napéti stanovené pomoci tinktur

Pomoci tinktur odstupiiované sady Arcotec Testtinte (18-105 mN/m) firmy Arcotec
Oberfldchentechnik GmbH, Ize jednoduse a rychle stanovit povrchové napéti testovaného
povrchu. Testovaci kapaliny maji pfesné definované hodnoty kritického povrchového napéti,
které se docili ur€itym smichanim kapalin, jako jsou Ethylenglycol-monoethylether
(Cellosolve), Formamid, Metanol a voda. Zplisob méfeni tinkturami je definovan normou
DIN 53 364. Na métfeny povrch se nanese testovaci kapalina o urcité hodnoté povrchového
napéti v podobé tenkého filmu. Pokud se tento film do 2 sekund po naneseni dale rozlije, ma
méteny povrch vétsi povrchové napéti nez testovaci kapalina. Volime kapalinu s vyssi
hodnotou povrchového napéti a test opakujeme. Pokud testovaci kapalina vytvoii kapicky ¢i
velkou kapku, ma méfeny povrch mensi povrchové napéti nez testovaci kapalina a volime
kapalinu s niz§im povrchovym napétim. [116] Tinktury byly nandSeny na vzorky a dle
smacivosti ¢i nesmacivosti k povrchu vzorkii pfifazeny hodnoty povrchového napéti.
Vzhledem k malé velikosti vzorkd a tedy nemoznosti dodrzet presny navod (doporucend
velikost plochy 10 x 10cm!) na pouziti téchto tinktur, jsou vysledné hodnoty v Tab.9. velmi

orientacni a spiSe jen pro zajimavost.

Tab.9. Povrchové napéti vrstev a substratu stanovené tinkturami

Povrchove napéti Substrat Vrstva 1 Vrstva 2 Vrstva 3 Vrstva 4
dle sady Arcotec
2- - -
(mN/m] 35 32-35 35-38 38 35-38
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5.3 Mikrostruktura a topografie vrstey

5.3.1 Opticka mikroskopie

Fotografie povrchu povlakovanych vzorkii byly pofizeny mikroskopem Nikon
EPIPHOT 200 pii zvétseni 100x, 200x, 500x a 1000x a zpracovany v programu LUCIA G na
katedfe materialu TUL.

Sledované uhlikové vrstvy Obr.26-29. maji specifickou topografii, vykazuji fadove az
stomikronové oblasti, které maji stejnou smérovou strukturu. Tyto orientované oblasti jsou
k sobé navzajem odlisn¢ natocené a vytvari tak povrch s riznorodou piesto vsak pravidelnou
strukturou. Struktura povrchu vrstev je nejméné patrna u vrstev 1 a 3 avSak velmi dobie
vystupuje a je sledovatelnd u vrstev 2 a 4. Pravé vrstvy 3 a 1 vykazovaly nejlepsi adhezi
osteoblastii sedmy den po nasazeni, pficemz na fotografiich plisobi velmi hladce oproti
vrstvam 2 a 4. Zda se, ze popsand orientovana struktura povrchu vrstev, mize byt alespoii

v prvnich dnech 1 pfekazkou v adhezi a proliferaci bunék.

5.3.2 SEM analyza

Déle bylo provedeno sledovani povrchu vzorkt (viz. Obr.26-29. dole) na rastrovacim
elektronovém mikroskopu typu VEGA TS 5130, které doplituje optickou mikroskopii. Vzorek
3 vykazoval vétsi porovitost ve srovnani s ostatnimi vzorky, vzorky s vrstvami 2 a 4 mély
vetsi rozdily ve struktute povrchu na okrajich a ve stfedech vzorkt. Odlisna morfologie vrstev
¢1 topografie povrchu muze byt jednim z divoda preference rustu bunck na krajich vzorki,

ktera byla sledovéana prvni 1 tfeti den po nasazeni bunck.
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Vistva 1

SEM MAG: 10.00 kx ~ DET: BE Detector SEM MAG: 10.00 kx ~ DET: BE Detector
HV: 30.0 kV DATE: 06/20/05 Vega ©Tescan HV: 30.0 kv DATE: 06/20/05 10 ym Vega ©Tescan
TU Liberec TU Liberec

Obr.26. Fotografie z optického a rastrovaciho mikroskopu v
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Vrstva 2

SEM MAG: 10.01 kx  DET: BE Detector SEM MAG: 10.01 kx DET: BE Detector
HV: 30.0 kV DATE: 06/20/05 Vega ©Tescan HV: 30.0 kV DATE: 06/20/05 Vega ©Tescan
TU Liberec TU Liberec
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Vrstva 3

SEM MAG: 10.00 kx ~ DET: BE Detector SEM MAG: 10.00 kx ~ DET: BE Detector
HV: 30.0 kV DATE: 06/20/05 Vega ©Tescan HV: 30.0 kV DATE: 06/20/05 10 ym Vega ©Tescan
TU Liberec TU Liberec

Obr.28. Fotografie z optického a rastrovaciho mikroskopu
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Vistva 4

SEM MAG: 10.02 kx  DET: BE Detector SEM MAG: 10.00 kx  DET: BE Detector

HV: 30.0 kV DATE: 06/20/05 Vega ©Tescan HV: 30.0 kv DATE: 06/20/05 10 um Vega ©Tescan
TU Liberec TU Liberec

Obr.29. Fotografie z optického a rastrovaciho mikroskopu vrstvy 4
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5.3.3 Analyza vrstev optickym profilometrem

Pomoci optického profilometru byla provedena analyza povrchu vzorkl s uhlikovymi
vrstvami nepovlakovaného substratu. Analyza drsnosti a topografie povrchu byla provedena
pomoci programu Acquire a FRT Mark III V3.8.10 na pfistroji od spole¢nosti FRT FRIES
RESEARCH & TECHNOLOGY GmbH na katedfe materidlu v centru NANOPIN.

Pro méfeni drsnosti a zobrazeni struktury povrchu byly vybrany oblasti uprostied
vzorkl o velikostech 1 x Imm (rozliseni 2,5um) a 0,5 x 0,5mm (rozliSeni 1um) viz. Obr.31 —
35. Hodnoty drsnosti vzorkli a substratu jsou uvedeny v Tab. 10 pro dvé celkové délky
0,125mm a 0,250mm.

Me¢ieni topografickd, profilovd nebo povrchové drsnosti se provadéji v rezimu
konfokalniho méteni vzdalenosti (FRT CWL). Bil¢ svétlo je zaméteno skrz optiku s vyraznou
chromatickou aberaci na povrch méteného objektu. Reflektované svétlo dosahuje maxima
vlnové délky pro fokusovany povrch. Spektrum reflektovaného svétla ukazuje vyrazny pik.

Spektralni pozice tohoto piku urcuje vzdalenost k povrchu viz. Obr.30. [128]

fiber coupler

halogen bulb
measuring
head
spectrometer
A1
I
i TR Tk
Pmnin Ao M max i object to be
’ measured

AN T—
¥

Obr. 30. Princip konfokalniho méteni [128]
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Substrat

£3 pm

45 pm

E
g 280

Obr. 31. Substrat oblast 1x1mm pfi rozliSeni 2,5 pm ; oblast 0,5 x 0,5mm pfi rozliSeni 1 pm.
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Vrstva 1

47 pm

mm

1.2 g

Gmg

£
£ oas

R

0'00[]

2} 250 500
pm

Obr. 32. Vrstval, 1x1mm pfi rozliSeni 2,5 pm ; oblast 0,5 x 0,5mm pfi rozliSeni 1 pm.
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Vrstva 2

41 pm

mm

SEEP

1.5 pm

£
g 280

Obr. 33. Vrstva 2, 1x1mm pfi rozliSeni 2,5 pm ; oblast 0,5 x 0,5mm pfi rozliSeni 1 pm.
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Vrstva 3

28 prm

mm

2.8 pm

Bas,

£ 250

]

G g,

Obr. 34. Vrstva 3, 1x1mm pfi rozliSeni 2,5 pm ; oblast 0,5 x 0,5mm pfi rozliSeni 1 um.
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Vrstva 4

0

.0 0.5 1.0
mm

£
§ 250

Q 250 500
prm

Obr. 35. Vrstva 4, stfed, 1x1mm pfi rozliSeni 2,5 pm ; oblast 0,5 x 0,5mm pfi rozliSeni 1 pm.
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Tab. 10. Hodnoty drsnosti povlakovanych vzorkl a substratu méfené opt. profilometrem

Statistické hodnoty drsnosti vzorki s vrstvami 1 aZ4 a substratu

Lc=0,125mm a Lc = 0,250mm.

sRa sRq sRz (DIN) sRmax sRp sRv sRt
Vzorky
[nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
0.053 0.074 2.170 6.278 3.278 3.003 6.281
Substrat
0.069 0.099 2.149 6.281 3.315 2.966 6.281
. 0.051 0.066 1.024 1.697 1.349 0.398 1.747
' 0.068 0.088 0.977 1.553 1.261 0.416 1.677
) 0.079 0.102 1.571 3.388 2.745 0.916 3.661
. 0.085 0.110 0.989 1.514 0.514 1.000 1.514
3 0.059 0.075 0.878 1.413 1.003 0.501 1.504
' 0.075 0.095 0.845 0.970 0.502 0.540 1.042
4 0.074 0.095 1.240 1.996 1.290 0.708 1.998
' 0.082 0.104 0.922 0.958 0.579 0.438 1.018

Pozn: Ra....Roughness average; Rq...Root mean squere; Rz... Mean roughness depth /ten point height; Rmax...Maximum
roughness depth; Rp...Peak height; Rv...Valley depth; Rt...Roughtness depth.

5.3.4 Kontaktni profilometr
Me¢fteni drsnosti bylo provedeno na katedfe obrabéni TUL na kontaktnim profilometru od
firmy Mitutoyo SV — 2000 s diamantovym kuzelovym hrotem s vrcholovym thlem 90° a
zaoblenim hrotu Sum, vysledky jsou uvedeny v nasledujici Tab.11. Na zvolené délce nebylo
mozno v nékterych pifipadech naméfit Rz zdivodu nedostatku potiebnych bodli pro
statistické vyhodnoceni méteni.

Tab. 11. Drsnost métena kontaktnim profilometrem

Drsnosti vzorki s vrstvami 1 aZ 4 a substratu pro
Lc=0,125mm
Ra Rt Rz (ISO)
Vzork
Y [um] [um] [um]
Substrat 0,049 0,384 -
1. 0,031 0,225 0,129
2 0,061 0,815 0,452
3. 0,046 0,339 -
4 0,033 0,323 0,156
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5.4 Nanoindentacni testy

5.4.1 Berkovich
Indentacéni testy byly provedeny na pfistroji Nanolndenter XP (f. MTS) s pfidavnym

modulem CSM. Modul CSM (Continuous Stiffness Measurement - kontinualni méfeni
tuhosti), ktery umoziiuje méfit kontaktni tuhost kontinudlné v pribéhu zatéZzovani, tedy
ne pouze pii maximalni hodnoté proniknuti indentoru do materidlu. Pfi metod¢ CSM je
k primarnimu zatiZeni superponovéano velmi nizké oscilacni zatiZeni s frekvenci 0,05 - 200
Hz a amplitudou 60 nN - 300 mN [129]. Modul CSM analyzuje dynamickou odezvu
materidlu na tento zptsob zatéZovani, takze lze urCovat tvrdost a indenta¢ni modul pruznosti
kontinualn¢ v pribéhu pronikdni hrotu do materidlu. Metoda CSM je velmi vhodné pro
hodnoceni mechanickych vlastnosti tenkych vrstev a filmi na substratu, protoze zaznamenéava
zménu mechanickych vlastnosti jako funkci hloubky proniknuti indentoru do materialu.
Parametry zafizeni: - maximalni zatizeni 10 N (1kg) pii rozliSeni 0,050 N (0,005kg),
maximalni hloubka vtisku indentoru do povrchu 500 um pfii rozliSeni < 0,0lmm. [129, 130]
Meéfieni provedla Ing. Olga Blahova, Ph.D. ze Zapadoceské univerzity v Plzni.

Pfi méfeni metodou CSM byl pouzit trojboky Berkovich indentor. Byla zvolena
maximalni hloubka vtisku 1,5um. Zaznamenany byly zavislosti hloubky proniknuti indentoru
na zatizeni indentoru (indenta¢ni kiivky) viz. Obr.35B. Daéle byly sledovany zavislosti
namétfenych hodnot nanotvrdosti na hloubce proniknuti indentoru viz. Obr.35A. Jedna se o
primérné hodnoty z péti testi se smérodatnou odchylkou. Pii méteni byly vyhodnoceny
zavislosti naméfenych hodnot indenta¢niho modulu pruznosti na hloubce proniknuti indentoru
Obr.35C. Vytvofené uhlikové vrstvy reaktoru MW/RF PACVD na substratu AISI 316 L
vykazovaly hodnoty nanotvrdosti kolem 14 GPa a modulu pruznosti v rozmezi 211 — 232 GPa.
Z porovnani hodnot z nanoindentaéniho méteni nevyplyvaji velké rozdily mezi jednotlivymi
vrstvami, nicméné je tu jistda preference u hodnot, které vykazuje vrstva z prvniho

depozi¢niho procesu (pfes 16 GPa), jejiz tloustka je nizsi.
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Obr.35. Nanoindenta¢ni testy na vzorkach s vrstvami 1 az 4; (A) Zavislost tvrdosti na
hloubce proniknuti indentoru; (B) zavislost hloubky proniknuti indentoru na zatiZeni
indentoru; (C) zavislost modulu pruznosti na hloubce proniknuti indentoru.
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Obr.36. Zavislost tvrdosti na hloubce vtisku. Kfivka A reprezentuje uhlikovou
vrstvu deponovanou MW/RF PCVD metodou CH4/Ar, MW=150W, VB=300V,
t=6 min; kiivka B reprezentuje uhlikovou vrstvu vyrobenou v tomtéz reaktoru
s parametry CHs = 50 sccm, MW=250W, VB=600V, t=7min. Kfivka C
representuje NCD vrstvu a kiivka D vrstvu DLC deponovou v klasickém RF
PCVD reaktoru.

Porovnani nanotvrdosti uhlikovych vrstev deponovanych v MW/RF PACVD a vrstev
NCD, DLC vytvoienych klasickou RF PCVD technikou je uvedeno v Obr.36. Pro m¢éteni
byla zvolena maximalni hloubka indentace 2um. V ptipad¢ téchto vzorka byla substratem
op¢t ocel AISI 316L a ptiprava povrchu pied depozici probéhla stejnym zptsobem, jako u

vzorki v naSem ptipade¢.
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5.4.2 Vickers

Depth sensing indentation - DSI analyza byla provedena na zafizeni Frisherscope
H100 DSI s indentorem Vickers, mikroskopem a CCD kamerou. M¢feni provedla
RNDr.Vilma Bursikova, Ph.D. z Ptirodovédeckeé fakulty Masarykovy univerzity v Brné.

Zatizeni pouzité na indentoru bylo v naSem piipadé od 0,4 do 1000mN. Zaftizeni je
schopno registrovat zatizeni a dosazenou indenta¢ni hloubku, oboje jako funkci casu.
Zatézovaci perioda 20s byla nasledovana vydrzi 5s, odlehcovaci fazi 20s a ukoncenim po
vydrzi na minimu zatiZzeni po dobu 5s. Nékolik testll bylo provedeno pfi rizném maximalnim
indenta¢nim zatizeni (tzn. n€kolika riznych indenta¢nich hloubek) pro sledovéani zavislosti
zatizeni (hloubky) na zjisténych mechanickych vlastnostech.

Nakonec bylo vybrano devét riznych maximalnich zatizeni v intervalu od 5 do 1000
mN. Kazdy test byl opakovan 9 az 16x kvili minimalizaci experimentalnich chyb. Spoctené
mechanické charakteristiky byly zprimérovany a byla stanovena pro kazdou studovanou
charakteristiku mira spolehlivosti 95% (confidence level = CL).

Tvrdost vrstev viz. Obr.37-38 se pohybuje cca mezi 15-18 GPa pfi indentacnim
modulu pruznosti 190-240 GPa. Z porovnani vychazi nejlépe tieti a pii tomto méteni nejhiife

vrstva prvni, ktera je i zfetelné tenci, nez vrstvy 2 az 4.
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Obr.37. (A) Zavislost tvrdosti na aplikovaném zatizeni; (B) Zavislost tvrdosti na

indentaéni hloubce
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Obr.38. (C) Zavislost modulu pruznosti na zatizeni (D) Zavislost modulu pruznosti na

hloubce indentace

79




IRENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

5.5 Scratch test

Test byl proveden na katedie materidlu TUL na pfistroji Zwick 3212, stupiiovitym
zatizenim 10 - 50N. Fotografie byly pofizeny mikroskopem Nikon EPIPHOT 200 pfii zvétSeni
200x a zpracovany v programu LUCIA G. Scratch test byl proveden pomoci diamantového
indentoru Rockwell s vrcholovym tthlem 120° se zaoblenim 0,2mm.

Jak je zieyjmé (Obr.39-40.) z fotografii scratch testu jednotlivych vrstev, vSechny
vrstvy (tloustka max.lpm) neodolaly vysSimu zatizeni nez 20-30N, kdy se zacal odhalovat
substrat. Kraje ryh se neodlupovaly ve velkych kusech, ale po jemnych casteckach. To je
dobie patrné i ze scani z optického profilometru (oblast 500 x 500pum pii rozliSeni 1pm).
Material vrstvy je nahrnut a ,,zvednut® podél ryhy, kde se drobivé uvoliuje. Vrstva z prvniho

procesu byla naruSena jiZ pfi zatizeni 10N.
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vrstva 2.

10N

20N

30N

40 N

Opt. profilometr (pti 30N)

Obr. 39. Scratch test vrstev 1 a 2 pfi zatizeni 10-40N.
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10N

20N

30N

40 N

Opt. profilometr (pii 30N)

Obr. 40. Scratch test vrstev 3 a 4 pii zatizeni 10-40N.
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5.6 Adheze a proliferace osteoblastii

Vzorky byly ponofeny do tkailové vody a sterilizovany 20 minut v parnim autoklavu
pii teplotach kolem 120°C. Poté byly umistény do polystyrénovych laboratornich multi-misek
(Costar, 24 misek, primér 15mm) a na né byly nasazeny lidské kostni buiiky linie MG 63
(European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK) spole¢né s Dulbecco médiem v hustoté¢
30 000 bunék/misku. Jako kontrolni materidly bylo pouzito sklo a polystyren - material
kultivacni misky. Builky byly kultivovany v inkubatoru 1, 3 a 7 dni pfi teploté¢ 37°C
v atmosféfe vzduchu s5 % CO,. Prvni a tfeti den po nasazeni byly bunky proplachnuty
roztokem PBS (Phosphate-Buffered Saline), fixovany 70% chlazenym etanolem (-20°C, 5
min) a vizualizovany propidium jodidem (5 pg/ml, 5 min). Morfologie bun¢k byla
vyhodnocena a zdokumentovana epifluorescenénim mikroskopem I1X 50 vybavenym digitalni
kamerou DP 70 (Olympus, Japonsko) viz. Obr. 43. V nékterych ptipadech byla pouzita pro
lepsi vizualizaci fluorescencni sada PHK 26 RED. Sedmy den po nasazeni bunck, kdy jiz
pocitani bun¢k v mikroskopickém poli vzhledem k jejich velkému poctu a vrstveni neni
mozné, byly buiiky izolovany trypsinem — EGTA po dobu 5 minut o teploté 37°C a pocitany
pomoci Biirkrova homeocytometeru ( 18 méfeni pro kazdy vzorek ). [131,132]

Pocty pocate¢né adherovanych bunék prvni den po nasazeni Obr.41A byly na vsech
sledovanych vzorcich niz§i nez na kultivaénim polystyrenu a nez na kontrolnim sklicku.
Potadi po prvnich 24 hodinach dle poc¢tu adherovanych bunék: polystyren > sklo > vzorek 4 >
vzorek 2 > vzorek 3 > vzorek 1 > AISI 316 L. V porovnani s nepovlakovanym vzorkem AISI
316 L byl pocet bunék na povlakovanych vzorcich vyrazné vyssi. Mezi prvnim a tfetim dnem
Obr.41B se zvysil pocet adherovanych bunék v tomto potadi: polystyren > sklo > vzorek 1
>AISI 316 L > vzorek 4 > vzorek 3 > vzorek 2. Na vzorcich byla vidét jasna preference rtistu
bunék na krajich vzorkd. Byly zfetelné pozorovatelné shluky bun€k na okrajovych oblastech
vzorki zatimco uprostied se objevovaly jen izolovang.

Sedmy den po nasazeni bunék byla stale nejvétsi proliferace bun€k na polystyrenu a
na skle viz. Obr.41C. Zadny ze vzorkti nemél lepsi adhezi bunék. Podet adherovanych bunék
byl v tomto pofadi: polystyren > sklo > vzorek 3 > vzorek 1 > vzorek 2> vzorek 4 > AISI
316 L. V¢Etsi aktivita bunék byla sledovana na povlakovanych vzorcich neZ na

nepovlakovaném a byla patrnd mensi preference vzorku cislo tfi.
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Obr.41. Pocet pocatecné adherovanych kostnich bun¢k linie MG 63 na
kultivaénim polystyrenu (Cult. Dish) na skli¢ku (Glass), nepovlakovaném
vzorku AISI 316 L, na vzorcich ¢. 1, 2, 3, 4 prvni (A), tieti (B) a sedmy (C)
den po nasazeni. Primérna odchylka + S.E.M. byla zji§téna z 10 - 16 mé&feni,
statistickd vyznamnost byla ziskana v porovnani hodnot s hodnotami ziskanymi
na kultiva¢ni misce (Cult.dish); pro vSechny vzorky byla 7.den p<0,001.
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Primérné mnozstvi bunék na vSech sledovanych vzorcich ze vSech sedmi dnil bylo
sestaveno do riistovych kiivek na Obr.42.A. Ze statistickych hodnot ze tietiho a sedmého dne
byl vyhodnocen doubling time DT, kde vykazuje nejkratsi cas vzorek 3 néasledovany vzorkem
2, polystyrenem, sklem, vzorkem 4, vzorkem 1 a nakonec AISI 316 L viz.Obr. 42.B.

Data byla statisticky prezentovana jako £ S.E.M. z 10 - 16 méieni ziskanych z 1
vzorku pro kazdou ze 3 sledovanych paralelnich skupin. Statistickd vyznamnost byla
vyhodnocena Studentovym t-testem v porovnani s hodnotami ziskanymi na polystyrénové

kultiva¢ni misce (Cult.dish).
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Obr.42. Pocet inicialné¢ adherovanych kostnich bunék linie MG 63 (A) rlstové
kfivky bun¢k mezi dny 0 - 7 (B) populacni ,,doubling time* mezi dny 3 — 7 po
nasazeni bunck na: polystyren (Cult.dish), sklo (Glass), nepovlakovany substrat
AISI 316 L a povlakovany vzorek 1, 2, 3, 4.
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Obr.43. Morfologie kostnich bunék linie MG 63 ¢tyfiadvacet hodin po jejich nasazeni na
vzorky, obarvené propidium iodidem poptipadé cervenym fluorescencnim barvivem;
epifluorescence. (A) polystyren (B) sklo (C) vzorek 1 (D) vzorek 2 (E) vzorek 3 (F) vzorek
4, (G) AISI 316 L, (H) nativni bunky v médiu na kultiva¢ni misce.
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6. Experiment I1

Jak vyplyva z vysledki studii popsanych v prvni ¢asti této prace, maji Diamond
Powder Particles specidlni ucinky na lidské buniky. Studie prokazaly velmi dobré vysledky pti
in vitro a in vivo testech. DPP je biokompatibilni biomaterial pro lidskou ktizi. Pozitivni
ucinky na lidské buiky byly prokazany pfi studiich s Diamond Powder Particles vytvofenych
jak v RF PCVD reaktoru tak i detona¢ni metodou.
vivo testech s Diamond Powder Particles (DPP) vytvotenych metodou MW/RF PACVD na
lidské kazi tedy na lidskych koZnich bunkdch. Popiipade zjistit mozné zavislosti u€innosti

diamantovych praskl na parametrech procesu jejich vytvareni a na pouzité koncentraci.

Vsechy testy popsané v nasledujicich kapitolach byly provedeny na dobrovolnicich
v Instytutu Medycyny Pracy Im. Prof.J.Nofera na oddéleni Przychodnia Choréb Zawodowych
v Lodzi pod dohledem dr. Marty Keié-Swierczynskiej, dr.Beaty Krencisz a dr. Katarzyny
Mitury.

V ramci experimentli s Diamond Powder Particles byly provedeny nasledujici testy:
»= SEM analyza praska
= Epikutanni testovani masti s DPP ve srovnani s u¢inky 1éku Elocom

= Antibakterialni testy na deviti dobrovolnicich s masti s DPP a masti Mupirox

= Porovnani u¢inkd masti s DPP a antimykotikem Mykoseptin
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6.1 Piiprava Diamond Powder Particles

Pro nasi studii byl pouzit praSek DPP (Diamond Powder Particles), ktery byl vytvofen
v Centru Nanodiamond Excellent na Technické Univerzit¢ v LodZi. Pro testy jsme pouzili
celkem dva prasky DPP 1 (diamantovy prasek typu 1) a DPP 2 (diamantovy prasek typu 2)
liSici se procesnimi parametry vytvareni. Parametry, pfi kterych byly prasky vytvotreny
MW/RF PACVD metodou, jsou popsany v Tab.12., podrobnéj$i popis reaktoru viz. kapitola
5.1

Tab.12. Parametry vytvoieni Diamond Powder Particles 1 a 2 v MW / RF PACVD reaktoru.

Priatok | Zaporné piedpéti na MW RF Délka
Proces CH4 elektrodé Vg Vykon Vykon Tlak procesu
[Scem] [V] [W] [W] [Pa] [h]
DPP 1 90 550 — 600 345 ~ 1000 80
~1
DPP 2 100 400 - 450 450 ~ 500 90

6.2 SEM analyza praski

Analyza praSki byla provedena v Institute of Material Engineering, Technical
University of Lodz, Poland, na rastrovacim elektronovém mikroskopu znacky HITACHI S-
3000N, ktery podporuje vizualizaci za tlaku 1 az 270 Pa. Pro naSe prasky bylo pouzito
zvétSeni 90x, 180x, 3500x (15000x). Snimky obou diamantovych praski potizené
elektronovym mikroskopem jsou uvedeny v Obr.44 - 45. na nasledujicich stranach. Prasek
typu 2 vykazoval jemnéj$i zrnitost nez prasek typu 1. Obecné lze fici, ze je vyhodna nizsi
zrnitost praski, pro vétsi aktivni povrch. Velikosti zrn sledovanych na klastrech v prasku DPP

1 se pohybovala cca od 0,6pum a u DPP 2 od 0,2pm.
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SO0um

Obr.44. SEM snimky Diamond Powder Particles typu 1
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500um

Obr.45. SEM snimky Diamond Powder Particles typu 2
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6.3 Piiprava masti s DPP

S obéma typy vytvotenych praski byly dle jednoduché receptury piipraveny zakladni
masti Obr.46. a to pfimo v Iékarné nemocnice Uniwersytecki Szpital Kliniczny nr 1 im.
Norberta Barlickiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Jako zaklad pro masti byla pouzita
pouze Cistd bild vazelina — Vaselinum album. Vaselinum album se uzivd zejména jako
mastovy zéklad pro zevni léky. Je hypoalergenni, neparfemovand a nebarvend. Masti
s diamantovymi prasky o koncentraci 0,005% (5mg prasku a 10g bilé vazeliny), 0,5% (50mg
prasku a 10g bilé vazeliny) a 1% (100mg praSku a 10g bilé vazeliny) byly pouzity pro prvotni

srovnavaci patch testy se steroidy a porovnavaci antibakterialni testy s antibiotikem.

Obr.46. Ptiprava masti z Diamond Powder Particles

6.4 Patch testy

Patch testy tedy epikutanni testy jsou zakladnim kamenem diagnostiky kontaktni
alergické dermatitidy. Obvykle jsou na horni polovinu zad naneseny (v bilé jemné parafinové
bazi umisténé do inertnich polyethylenovych plastovych okének) rizné standardni alergeny
viz Obr.47A. Alergen se aplikuje v dostatecném mnozstvi (15 - 30 ul, v zavislosti na typu

pouzité testovaci naplasti). Alergeny jsou ponechdny v kontaktu s kizi 48 hodin, poté jsou
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testovaci naplasti odstranény viz Obr.47B. a je hodnocena reakce kiize s alergennimi
substancemi, konecné hodnoceni se provadi tfeti az ctvrty den. Za pozitivni reakci je
povazovéna zanétliva ekzémova reakce s papulami a/nebo infiltraci s crescendo ¢i plateau
charakterem reakce pii dalSim odectu.

Pro  experiment byla pouzita diagnostickd souprava pro epikutanni testovani
Chemotechnique Patch Test Kit od Svédského vyrobce Chemotechnique Diagnostics AB.
SloZeni alergenil viz. Tab.13. [126]

A1-2

Obr.47.(A) Do inertnich plastovych okének s jemnou parafinovou bazi se aplikuji alergeny,
naplasti se poté nalepi nejcastéji na horni polovinu pacientovych zad. [126] (B) Po odlepeni

patch testu se oznaci mista umisténi jednotlivych okének s alergeny a hodnoti se reakce ktize.

MozZny zplsob hodnoceni reakce:

- negativni
? pochybna reakce
+ slaba pozitivni reakce (erytém, infiltrace, sporadické papulky)

++  silnd pozitivni reakce (erytém, infiltrace, edém, papulky, drobné vesikuly)

+++  velmi silnd pozitivni reakce (intenzivni erytém, infiltrace, splyvajici vesikuly,
mokvani)

IR iritacni reakce rtizného typu (napf. jemné zvrasnéni - hedvabny papir, erytém a

folikularni papuly, petechie, pustuly, buly, nekréza s malou infiltraci)
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Tab.13. Epikutanni alergeny, Evropsky standard [126]

Evropsky standard (S-1000):
. Koncentrace 14 Koncentrace
Cislo | Alergen v % wiw) Pomocna latka v % wiw)
1. Potassium dichromate/Dvojchroman draselny 0,5 Vazelina bild 99,50
4-Phenylenediamine base/Parafenylendiamin 1,0 Vazelina bila 99,50
Thiuram mix/Thiuramova smés 1,0
Tetramethylthiuram monosulfite (TMTM) 0,25%

3. Tetramethylthiuram disulfite (TMTD) 0,25% Vazelina bila 99,50
Tetraethylthiuram disulfite (TETD) 0,25%
Dipentamethylenethiuram disulfite (PTD) 0,25%

4. Neomycin sulfate/Neomycin 20,0 Vazelina bild 80,00

5 EI?II;?)lt chloride hexahydrate/Chlorid kobaltnaty . 1.0 Vazelina bil4 99,00

6. Benzocaine/Benzokain 5,0 Vazelina bila 95,00

7 Iltlllzc(l;el sulfate hexahydrate/Siran nikelnaty . 6 5.0 Vazelina bila 95,00

8. Clioquinol/Kliochinol 5,0 Vazelina bila 95,00

9. Colophony/Kalafuna 20,0 Vazelina bila 80,0

Paraben mix/Parabeny smés 16,0
Methyl-4-hydroxybenzoate 4,0%
10. Ethyl-4-hydroxybenzoate 4,0% Vazelina bila 85,00
Propyl-4 hydroxybenzoate 4,0%
Butyl-4-hydroxybenzoate 4,0%
N-Isopropyl-N-phenyl-4-phenylenediamine . 4
1. Isopropylfenylparafenylendiamin (IPPD) 0.1 Vazelina bild 99,10
12. Wool alcohols/Alkoholy tuku z ov¢i viny 30,0 Vazelina bild 70,00
Mercapto mix/Merkapto smés 2,0
N-Cyclohexyl-2-benzothiazyl sulphenamide 0,5%

13. 2-Mercaptobenzothiazole 0,5% Vazelina bila 98,00
Dibenzothiazyl disulfide 0,5%
2-(4-Morpholinylmercapto)benzothiazol 0,5%

14. Epoxy resin/Epoxidova pryskyfFice 1,0 Vazelina bild 99,00

15. Balsam’ Peru /Pgruansky palzam 25.0 Vaselina bild 75.00

(emulgétor: Sorbitan sesquioleate)
4-tert-Butylphenol formaldehyde resin s
16. Butylfenolformaldehydova pryskyfFice 1,0 Vazelina bild 99,00
2- Mercaptobenzothiazole/ f .
17| Merkaptobenzothiazol (MBT) 2,0 Vazelina bild 98,00
. . Milipore
18. Formaldehyde solution /Formaldehyd roztok 1,0 (aktivni) 99,00
filtr.voda
Fragrance mix /Parfémova smés 8,0
Cinnamic alcohol 1,0%
Cinnamic aldehyde 1,0%
Hydroxycitronellal 1,0%

19. Amylcinnamaldehyde 1,0% Vazelina bila 92,00

Geraniol 1,0%
Eugenol 1,0%
Isoeugenol 1,0%
Oakmoss absolute 1,0%

Sesquiterpene lactone mix/Sesquiterpenlaktonova 01

20. | SIS 0,033 Vazelina bila 99,90
Alantolactone 0.067
Dehydrocostus lactone + Costunolide ’

21. Quaternium 15 /Quaternium 15 1,0 Vazelina bila 99,00

22. Primin /Primin 0,01 Vazelina bild 99,99
Cl +Me-isothiazolinone Milipore

23 Kathon CG, 100 ppm 0,01 filtrovana voda 99,00

24, Budesonide /Budesonid 0,01 Vazelina bila 99,99

25. Tixocortol-21-pivalate/Tixocortol pivalat 0,1 Vazelina bila 99,90

26. Methyldlbromoglutaromtrlle (1,2-Dibromo-24,- 0.5 Vazelina bila 99,50
dicyanobutane)
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6.4.1 Mast s DPP versus Elocom

Prvni pacient

Prvnim pacientem byl umélec zabyvajici se tvorbou plastik, ktery je hypersenzitivni na
nikl, kadmium, molybden a dalsi latky naptiklad formaldehyd. U pacienta byla po
standardnim patch testu jesté prokazana alergie na Euxil K 400 (Methyldibromoglutaronitrile
- MDBGN) viz Obr48. Euxyl K 400 se sklada ze dvou slozek (1,2-dibromo-
2,4dicyanobutane a 2-phenoxyethanol), je to konzervaéni prostfedek pouZivany v kosmetice
a v primyslovych produktech, ktery se v Evropé pouziva od roku 1985, kdy byl uveden na trh.
[133] Od cervence roku 2004 je zakazano MDBGN pouzivat v kosmetickych vyrobcich typu
»leave on“ (jez zlstavaji po urcitou dobu na lidském téle) a povolen v produktech typu ,,rinse
of* v koncentracich max. 0,1%. Od roku 2005 je MDBGN o koncentraci 0,5% ve vazeliné

soucasti Evropského standardu alergent. [134]

Obr. 48. Hypersenzitivita na Euxyl K 400 (Methyldibromoglutaronitrile -

MDBFN), kiize pacienta 24 h po provedeném patch testu.

94



IRENA SUBRTOVA, BIOKOMPATIBILITA UHLIKOVYCH VRSTEV,
TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI, FAKULTA STROJNI, KATEDRA MATERIALU

Na kiizi tohoto velmi citlivého pacienta byl proveden patch test s pfipravenymi mastmi
s diamantovymi prasky o koncentraci 0,005% a pro srovnani léku Elocom (Mometason; 0,1%
mast).

Elocom patii do skupiny 1ékti nazyvajici se topické kortikosteroidy, pouziva se pro
redukci symptomt alergického ekzému. Snizuje tedy =zanét a podrazdéni kize.
v téle.

Pod tii okénka naplasti patch testu obsahujicimi praveé alergen Euxylu K 400, tedy
MDGBN, byla nanesena mast s DPP 1, mast s DPP 2 a 1€k mast Elocom, schéma
provedeného patch testu je zobrazeno na Obr. 49. Masti byly v podstaté ve funkci bariery a

mély snizit €inky alergenu na kizi naseho hypersenzitivniho pacienta.

PATCH TEST

Alergen
EUXYL K 400 (MDBGN)

Klze

mast s DPP1 mast s DPP2 ELOCOM

Obr.49. Pod tfi okénka néplasti patch testu s alergenem Euxylu K 400, byla nanesena mast
s DPP 1, mast s DPP 2 a mast Elocom. Masti tak mély snizit ucinky alergenu na kuazi

hypersenzitivniho pacienta.
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Obr.50. (A) Patch test, 1 - mast s DPP1 (0,005%), 2 - mast s DPP2 (0,005%),
E — mast Elocom, vSechna okénka patch testu byla s alergenem MDGBN.
(B) Pacientova kiize po patch testu.

Mirné zarudnuti po patch testu viz. Obr.50B bylo zpiisobeno pomalejsi reakei masti s DPP na
rozdil od 1éku Elocom, ktery snizil zarudnuti (podrazdéni) témét na minimum. Otazkou

zustava, jak by se projevilo ptipadné zvyseni koncentrace diamantového prasku v masti.
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Druhy pacient

Pacientka pracujici v tovarné, kde je v kontaktu s riznymi chemickymi latkami. Je
alergicka na nikl, kobalt, olovo. Byla pouzita ¢tyfi okénka patch testu s alergenem niklu, na
ktzi byla nanesena mast s DPP1 o koncentraci 1%, mast s DPP2 o koncentraci 1% a mast
Elocom 0,1% viz schéma na Obr.51. Po odstranéni patch testu byla oznacena oblast alergické

reakce Obr.52. Reakce kiize na provedeny patch test byla Iékaiem vyhodnocena takto:

Nikl +++
DPP 1 b
DPP 2 ++ /)

Elocom(st.) ++
Zasazena oblast v disledku plisobeni alergenu niklu na kiizi byla mensi v pfipadé
pouziti masti s DPP2 o koncentraci 1% neZz bez pouziti masti a s masti s DPP1 o koncentraci

1%. Reakce kiiZze v mist¢ pouziti masti s DPP2 byla vyhodnocena mezi 2+ az 3+. 1 s pouZitim

masti Elocom (0,1%) se alergicka reakce kiiZze na nikl dostavila, byla vyhodnocena na 2+.

PATCH TEST

Alergen niklu

Kuze

mast s DPP1 mast s DPP2 ELOCOM

Obr.51. Pod okénka naplasti patch testu s alergenem niklu, byla nanesena mast s DPP 1, mast

s DPP 2 a mast Elocom. Masti tak m¢ly snizit €inky alergenu na kiZi pacientky.
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Obr.52. Kize pacientky po patch testu, od shora: Ni - okénko s niklovymi soli, I — na
ktzi byla nanesena mast s DPP 1 (1%) a pfilozeno okénko s niklovymi soli, 2 - mast
s DPP 2 (1%) a okénko s niklovymi soli, Sz.-mast Elocom a okénko s niklovymi soli.
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Tieti pacient

Byla Zena podle svym informaci trpici kontaktni alergii na Peruansky balzam (balzam
of Peru), ale pfi testu s timto alergenem se u ni hypersenzitivita neprojevila a kiize po patch
testu nevykazovala alergickou reakci viz. Obr.53. Tudiz nemohly byt vyhodnoceny a
porovnany ucinky masti s DPP a 1éku Elocom na zmenSeni alergické reakce. OvSem na

druhou stranu miiZeme fici, Ze tento ,,nepodafeny‘ test prokazal, nealergi¢nost masti s DPP1

s DPP2 a Elocomu pro tuto pacientku.

Obr.53. Kuze pacientky po patch testu, (bohuzel pro nés) bez reakce na Peruansky

balzam, oznacena prava dolni strana zad.
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6.4.2 Mast s DPP versus Mupirox

Cilem bylo porovnat antibakteridlni a antiseptické vlastnosti masti s diamantovym
praskem DPP 1 o koncentraci 0,5% s antibiotickym lékem Mupirox mast (mupirocinum,
20mg/g). Deviti dobrovolnikiim byly provedeny mikrobiologické stéry vybranych mist
(drobné zmény na kizi, pupinky, Skrabance od zvitat, nekrvavé ranky) viz. Tab.14. Mista byla
potiena masti s DPP 1 (0,5%) a masti Mupirox. Vybrana mista byla subjektivné hodnocena a

focena po a pfi naneseni masti a po dvou dnech od naneseni masti viz. Obr.54.

Tab. 14. Vysledky mikrobiologického stéru deviti dobrovolnikii

Dobrovolnik | Misto stéru Vysledky mikrobiologického stéru

Staphylococcus epidermidis

1. ruka
Staphylococcus aureus

2. zapésti negativni

3. ruka negativni

4. palec negativni

5. dekolt negativni

6. rameno Streptococcus pneumoniae
Staphyloccocus epidermidis

7. tvar
Staphyloccocus aureus

8. tvar Staphyloccocus haemolyticus
Staphyloccocus aureus

9. tvar . o
Staphyloccocus epidermidis

V¢étSina dobrovolnikt hodnotila plisobeni obou masti pozitivné, nikdo nepozoroval ani
si nestézoval na podrazdéni ¢i jakékoli zhorSeni stavu. OvsSem hlubsi hodnoceni
antibakteriadlnich u¢inkt masti s DPP 1 a porovnani s G¢inky masti Mupiroxu u rozlicnych
defekti by nebylo u takto ndhodné vybrané skupiny objektivni. Hodnoceni by vyZadovalo

dlouhodobé sledovani skupiny vice osob s podobnym defektem kiize.
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Obr. 54. Vlevo jsou fotografie vybranych mist u deviti dobrovolniku pfi naneseni masti a

vpravo fotografie toho samého mista po dvou dnech.
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6.4.3 Mast s DPP versus Mykoseptin

Pro porovnéni Gi¢inkd masti s DPP1 o koncentraci 0,5% a lékem Mykoseptin mast byl
vybran dobrovolnik trpici od détstvi na odfeni a opruzeni v oblasti tfisel projevujici se
difuznim zarudnutim, palenim a pfipadné¢ svédénim. Pouzivda Mykoseptin (Acidum
undecylenicum 1,5g, Zinci undecylenas 6,0g ve 30g masti), ktery podle jeho slov dokéaze
zmirnit postizeni kiize i kdyz ne zcela. Slozka Mykoseptinu kyselina undecylenova a jeji soli
pusobi protiplisnové a do urcité miry i protibakteridln¢. Zda mulze projevy zmirnit i mast
s DPP 1 jsme vyzkousSeli v desetidennim testu. Dobrovolnik se natiral 1x denné postizené
misto na jednom stehné masti s DPP 1 a na druhém masti Mykoseptin. Fotografie z testu
pred a po deseti dnech viz. Obr.55. ukazuji vlevo oblast potiranou masti Mykoseptin a vpravo
masti s DPP 1. Pokozka potirand masti s DPP 1 byla po testu v lepSim stavu nez strana
potirand Mykoseptinem. Bohuzel ani mast s DPP 1 (0,5%) nedokézala odstranit pifiznaky,
nicméné pfiznivé ovlivnila stav postizené klize. V tomto pifipadé by bylo pravdépodobné
ucinngj$i pouzit mast s praSkem s DPP 2 (s jemng&jsi zrnitosti) o koncentraci minimalné 1%,

pfi nanaSeni masti ne 1x, ale 2x denné.

Pied

Obr.55. Fotografie postizené kiize pied a po deseti dnech pouzivani, vlevo potirané masti Myko-
septin, vpravo masti s DPP 1.
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7. Diskuse vysledkii

Stale je potteba hledat moZnosti Giprav povrchu medicinskych néstrojii a implantata.
Povlaky musi zajistit ochranu pfed negativnimi G¢inky kovovych c¢asti na lidsky organizmus
pfi vynikajicich mechanickych vlastnostech. Jak je ziejmé z vysledkii méteni kontaktniho
uhlu a vypoctu povrchové energie, uhlikové vrstvy deponované metodou MW/RF PCVD
umoziuji diky variabilité jejich depozi¢nich parametri pfipadné upravit povrchovou energii
dle pozadavku na smacivost konecné aplikace. Ptes nevelky rozsah parametrt, je z vysledki
pozorovatelnd zavislost povrchové energie a jejich slozek na klesajicim priitoku metanu. Dale
jsou nutna méfeni se statisticky dostate¢n¢ velkymi soubory hodnot méfenych kontaktnich
uhlt u vrstev z mnohem S$irS§iho rozsahu depozi¢nich parametri. To vSe nejlépe na vétSich
vzorcich s nizkou drsnosti povrchu, jako je tomu v nasem piipadé.

U biologickych aplikaci pravé povrchova energie vrstev vyznamné ovliviiuje
naslednou pfilnavost/nepfilnavost bunck (osteoblastli, erytrocytt atd.) k povrchu. To je
zfetelné z provedenych testll adheze a proliferace osteoblastii typu MG 63 na deponovanych
uhlikovych vrstvach. Kdy v poctu adherovanych bun€k na vrstvach v nasem ptipad¢ zvitézila
vrstva 3, coz je v porovnani s ostatnimi vrstvami vrstva s niz§im kontaktnim thlem a vyssi
povrchovou energii.

Pro aplikace, kde je adheze bunc¢k nevyhodna ¢i dokonce neZzadouci, jako jsou
napiiklad fixatory na stabilizaci zlomenin (Srouby, draty), které jsou po urcité dobé vyndany,
by byly naopak vhodné vrstvy typu vrstvy ze c¢tvrtého depoziéniho procesu s nizsi
povrchovou energii.

Mikrostruktura a topografie vrstev byla zobrazena tfemi zplsoby, jak optickym
profilometrem, tak optickou mikroskopii a rastrovacim mikroskopem. Pfi sledovani vrstev na
optickém mikroskopu je mozno vidét specificky orientované oblasti velikosti az sto
mikrometrt. Tyto oblasti jsou na sebe riizné orientované a vytvareji tak riznorodou strukturu
povrchu. Textura je vyrazna u vrstev dva a Ctyii. Prvni a tfeti vrstva plsobi oproti ostatnim
hladsim dojmem, s tolik nevystupujici texturou, u téchto vrstev byla adheze bunék lepsi. Zda
se, Ze popsana textura vrstev mlize byt v prvnich dnech inicializace bunék naopak i pirekdzkou
v diferenciaci a adhezi bun¢k.

Kvalitni vrstvy pro takto ndro¢né aplikace, vSak musi také dobrou adhezi k substratu.
Toto je zasadni problém oblasti povrchového inzenyrstvi a velmi omezujici charakteristika

vrstev pii jejich aplikacich. Ani nas$ piipad bohuzel neni vyjimka a kritické zatizeni (20-30N)
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pii scratch testu vybizi k hlubSimu feSeni pfechodu vrstva - substrat, jakym mohou byt
naptiklad vhodné mezivrstvy.

Nanoindentaéni testy provedené¢ metodou kontinualniho méteni tuhosti s hrotem typu
Berkovich neodhalily nijak vysoké tvrdosti. Vrstvy vykazuji tvrdost kolem 15GPa a substrat
kolem 7 GPa. M¢éteni mohlo byt také ovlivnéno malou tlouStkou vrstev, ktera byla cca 1
mikrometr a u prvni vrstvy tloustka nedosahovala ani 0,5 mikrometru. Dal$im méfenim
metodou DSI na pfistroji  Fischerscope s hrotem Vickers se tvrdost vrstev s menSimi
odli$nostmi potvrdila.

Velikost zrn dvou typti Diamond Powder Particles vytvorenych v MW/RF PCVD
reaktoru se dle analyzy SEM zhruba pohybuje od 0,6um u prvniho (DPP 1) a od 0,2um u
druhého prasku (DPP 2).

Diamond Powder Particles pii testech in vivo prokazaly nejen vysokou
biokompatibilitu, ale piedev§im bioaktivitu. Testy masti obsahujici diamantové prasky byly
provadény v porovnani s béznymi velmi ucinnymi léky jako je kortikosteroid Elocom
s vysokymi protizanétlivymi G¢inky. Zda se, ze pfi dostatecné koncentraci a malé zrnitosti
praski (tedy veétsimu ,,extended surface) by se mohly diamantové prasky stat velmi slibnym
bioaktivnim materidlem v mnoha aplikacich 1ékové mediciny, které vyzaduji antibakteridlni a

protizanétlivé ucinky.
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8. Zavery

Ukolem ptedlozené prace bylo seznameni se s pozadavky kladenymi na povrchové
upravy v oblasti modifikaci povrchu implantati a pfedevsim rozsifeni poznatkl o uhlikovych
vrstvach deponovanych metodou MW/RF PACVD na medicinskou ocel AISI 316L nebo
vytvoienou ve formé prasku (DPP). Prace se zabyvd nejen analyzou fyzikalnich a
mechanickych vlastnosti vrstev, ale také jejich biologickymi vlastnostmi v interakci
s lidskymi buiikami in vitro v ptipadé vrstev a in vivo v ptipad¢ prasku.

Vysledky prace 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

» Deponované uhlikové vrstvy na daném substratu vykazuji tvrdost kolem 15 GPa
a modul pruzZnosti cca 230 GPa. Maximalni kritické zatiZeni pii scratch testu bylo
mezi 20-30N. Drsnost substratu je 0,069 um a drsnost vrstev se pohybuje mezi 0,068
— 0,085um Kontaktni thly pro destilovanou vodu jsou od 55° do 88°. Povrchova
energie zkoumanych vrstev se podle grafické metody pohybuje od 36 do 45 mJ/m’.
Vysledky ukazuji na tendenci zavislosti povrchové energie a jejich slozek na pritoku

metanu.

» Mnozstvi adherovanych osteoblasti sedmy den po jejich nasazeni na povlakované
vzorky, substrat a kontrolni materialy, byl v tomto pofadi : polystyren > sklo > vrstva
3> vrstva 1 > vrstva 2 > vrstva 4 > AISI 316 L. Nejkrats$i doubling time mezi tfetim a
sedmym dnem kultivace bun¢k vykazovaly vrstvy 3 a 2, naopak nejdelsi mél substrat

nasledovany vrstvou 1 a 4.

» Vysledky patch testll na hypersenzitivnich pacientech prokazaly protizanétlivé Gcinky
masti s DPP. Diamond powder particles jsou pfi in vivo testech nejen biokompatibilni
k lidskému organizmu, ale chovaji se jako bioaktivni Castice. Pii patch testech
smensi zrnitosti praskt. Rychlost plsobeni a jejich U€innost také zdvisi na

koncentraci praSku v masti.

» Antibakterialni testy s masti s DPP na dobrovolnicich ukézaly dalsi dobré moznosti

vyuziti a tedy 1 dal§i smér testovani DPP.
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