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ABSTRAKT

Tato diplomova prace shrnuje poznatky z oblasti syntézy, charakterizace a vyuziti
nanotrubi¢ek z oxidu titani¢ittho a jeho kombinace s nanocasticemi stfibra pro
biomedicinské ucely. Soucéasti prace jsou i zadkladni protokoly prace s bunéénymi
kulturami a bakteriemi. Praktickd ¢ast této diplomové prace se zaméiuje predev§im na
syntézu tubularnich struktur z oxidu titani¢itého pomoci anodické oxidace 500nm titanové
vrstvy a nasledné dekorovani nanotrubicek stiibrem pomoci elektrodepozice. Zavér
praktick¢ casti je vénovan testovani antibakteridlnich vlastnosti nového materidlu a
zkoumani vlivu mnozstvi elektrodeponovaného stiibra na adhezi MG-63 bun¢k. Vlastnosti
nového povrchu jsou vzdy porovnavany s referencnim vzorkem, ktery je tvoien

nanotrubi¢kami z oxidu titani¢itého bez stiibra.
KLICOVA SLOVA

TiO,, NANOTRUBICKY, Ag NANOCASTICE, ANODICKA OXIDACE,
ELEKTRODEPOZICE, ADHEZE, ANTIBAKTERIALNI AKTIVITA

SUMMARY

This diploma thesis summarizes knowledge from the fields of synthesis, characterization
and application of titanium dioxide nanotubes and its combination with silver nanoparticles
for biomedical purposes. Basic protocols of working with cell cultures and bacteria are also
included. Experimental part of this diploma thesis focuses mainly on the synthesis of
tubular structures made of titanium dioxide via anodic oxidation of 500nm titanium layer
and their subsequent decoration with silver by electrodeposition. Last section of the
experimental part is devoted to testing of antibacterial properties of the new material and
examining the effect of different silver concentrations on the adhesion of MG-63 cells. All
results are compared to reference samples consisting of titanium dioxide nanotubes without
silver.

KEYWORDS

TiO,  NANOTUBES, Ag NANOPARTICLES, @ ANODIC  OXIDATION,
ELECTRODEPOSITION, ADHESION, ANTIBACTERIAL ACTIVITY
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Uvod

V souvislosti s rozvojem a inovaci novych, ale i stavajicich technologii, je kladen
znacny daraz na pouzivané materidly. Hojné diskutovanym tématem posledni doby jsou
materidly skladajici se ze strukturnich jednotek, které alesponn jednim ze svych rozméra
nepiekracuji meze nanosvéta, tedy velikost 100 nm. Takovéto materialy jsou Casto nositeli
vlastnosti, které jsou pro dany materidl v makrosvété netypické. A pravé to je déla
atraktivnimi pro vyuziti v riiznych odvétvich, jako je napiiklad medicina, genové inZzenyrstvi,
elektronika, ¢i ekologie. Piikladem téchto materidlii maze byt naptiklad v této diplomové

praci diskutovany nanostrukturovany oxid titani€ity, nebo nanostiibro. [t 23]

Prvnim z vySe zminénych nanomateriald s velmi Sirokym potencidlem vyuziti je diky
svym vlastnostem oxid titani¢ity (TiO,). Jedna se o k prostiedi Setrnou slouceninu s vysokou
odolnosti vii¢i korozi, kterd je zndma predevSim pro své samocistici schopnosti. Projevuje
viak dalsi v§znamné vlastnosti. Lze jej vyuzit ve fotovoltaickych ¢lancich ™, projevuje tzv.
“antifogging® efekt (zabranuje srazeni Vody)[s], muze byt elektrochromni (méni barvu pii
nabiti elektfinou)’®, je az vyjimeéns biokompatibilni, a podobné& jako oxidy jinych kovi
pusobi mikrobicidng.! Své vyuziti naléza napiiklad v podobé chytrych povrchd (smart
surface coating), popiipadé biomedicinskych oplasténi (napf. Gprava povrchu implantata -
biomedical coating).”®

Druhym zminénym, velice zndmym a Siroce rozSifenym nanomateridlem, je stiibro.
Stiibro v podob¢ nanocastic (Ag-NPS) pusobi mikrobicidng, a to nespecificky na rozli¢né
druhy bakterii a hub. Uvniti lidského téla je stabilni a navic je pro mikroorganismy tézké

-----

své uplatnéni tedy nalézaji i v regenerativni mediciné. Pii vySSich davkach vSak vyvstava

problém - Ag-NPs negativné ovliviiuji buniky - jsou cytotoxické.[gzlo]

Zvlastni vysadu v potencialnich uplatnénich maji medicinské aplikace, nebo presnéji
feCeno aplikace implantacni. Vzhledem k bézné akceptovanému uspéchanému Zivotnimu
stylu se stale Castéji setkavame s poskozenim téla riznych ptvodi. Télesné nahrady a opravy,
a to at’ uz se jedna o implantabilni zafizeni, jako jsou naptiklad kardiostimulatory, nebo o diky
degenerativnim onemocnénim stale vyznamnéjsi nahrady poskozenych tvrdych, ¢i mékkych

vvvvv

letech kladen zna¢ny diiraz.

Titan samotny je pouzivan jako material pro implantaty diky svym vyhovujicim
vlastnostem, jako jsou vhodna tvrdost, taznost, pevnost v tahu, nizky modul pruznosti, a
schopnost odolavat korozi. Posledni vlastnost je déna pravé pfirozenym vyskytem TiO;
vrstvy, kterd na povrchu titanovych implantati vznika, dojde-li K jejich kontaktu se
vzduchem. Ta stejna vrstva ma na svédomi také biokompatibilitu titanovych implantati. Bylo
vSak prokazano, Ze tato né€kolik nanometr silna vrstva TiO; neni V pfipadé¢ implantati



z dlouhodobého hlediska dostacujici. Zvlasté u slitin titanu s hlinikem a vanadem dochazi
v prubéhu ¢asu k uvoliovani ¢astic kovill, které mohou na organismus pusobit negativné.
Proto se vyvoj voblasti titanovych implantati smétfuje k povrchovym modifikacim
projevujicim dlouhodobé vyssi stalost. Jednou ze struktur, ktera, mimo jiné, tuto vyhodu

pFinési, jsou nanotrubicky oxidu titanigitého (TiO,-NTs). 13145

TiO,-NTs by v8ak mohly piinaSet vyhod vice. Oproti hladkému povrchu je o¢ekavana
snadné&jsi a lepsi oseointegrace, lepsi adheze a zvySena aktivita a proliferace okolnich bunék —
piedevsim osteoblasty jsou silné ovliviiovany nanostrukturovanosti povrcht. Polootevieny

. P o 1w [8,16,17
tvar nanotrubicek se pak hodi naptiklad k cilenému uvoliiovani 16¢iv. B 1617

Pti zkombinovani téchto dvou materiald, tedy pti pouziti vhodné koncentrace Ag-NPs
k dekorovani TiO,-NTs, by mohlo dojit k vylepSeni antibakterialnich vlastnosti materialu pfi
zachovani biokompatibility TiO,. V pfipadé¢ Uspéchu by novy materidl nalezl uplatnéni
ptedevsim v podobé povrchovych modifikaci modernich implantati se zvySenou schopnosti
boje s infekei, uvolilovani nezddoucich kovil z pouzitych slitin a zvySenou Sanci pro ujmuti

implantétu.[13’14]

Cilem této diplomové prace je tento material nasyntetizovat, otestovat jeho

antimikrobidlni a biokompatibilni vlastnosti, a nasledn¢ je srovnat se vzorkem Ccistych
TiO,-NTs.

10



|. Teoreticka Cast

1. Vyznam TiO, a Ag-TiO; nanostrukturovanych povrchi pro biomedicinu

Pfi vybirdni materidli pro biomedicinské aplikace je velice dulezité zaméfit se na
vlastnosti pro aplikaci v mediciné¢ je jejich biokompatibilita — tedy jak se dany material
projevuje pii kontaktu s fyziologickym prostiedim. Jednd se piedevSsim o bunky, knim
vztazenou otazku, do jaké miry jsou materidl schopny tolerovat, a télni tekutiny — pfedevsim
z hlediska stability a schopnosti odolavat Vtomto prostiedi korozi. To vsSe je dano
interakcemi, které mezi povrchem dané¢ho materidlu a fyziologickym prostfedim probihaji. Ty

. . C e, y L ey e ; 12
Jsou ur¢eny mimo jiné hlavné chemickym slozenim, smacivosti a strukturovanosti povrchu.[ ]

Chemickeé sloZzeni nam urcuje, zda material bude cytotoxicky, pokud ano tak do jaké
miry. V pfipad€ wvnitinich aplikaci je dblezitd 1 stabilita (idedln€ dlouhodobd) ve
fyziologickém prostfedi. Mezi mechanické vlastnosti materialu, které je potieba zvazovat pro
konkrétni aplikace pak patfi ptedev§im jejich tvrdost, pevnost v tahu, pevnost, pruznost a

modul pruznosti v tahu. [12]

Pomérné velkou roli pii téchto aplikacich hraje morfologie a drsnost sty¢né plochy
materialu. V praxi mUzeme narazit na povrchy hladké, nanopdrezni, ale taky napiiklad
nanotrubi¢ky, nanoty¢inky, nebo nanotecky a jiné. Nejen, Ze kazda z téchto podob projevuje
pii kontaktu s buiitkami jinak — I vramci jedné morfologie (napf. nanotrubicky) hraji ve
vysledné aplikaci velikou roli konkrétni rozméry tvotenych nanostruktur (napf. jejich
primér). V pifipad¢ experimentu provedené¢ho LAN, M. Y. et al.l*?! bylo napftiklad prokazano,
ze prumér TiO,-NTs dekorovanych stiibrem (Ag-TiO,-NTsS) hraje znacnou roli v jejich

antibakterialni aktivits, (%8

1.1. Oxid titanicity

Zamétime-li se na materialy pouzivané pti nahradach tvrdych tkani, zjistime, ze jejich
historie saha dale, nez si myslime. Prvni implantaty v podob& umélych zubt byly nalezeny jiz
v dob¢ cca 1000 let pted nasim letopoctem ve starém Egypté. Material tehdy pouzivany vSak
byl zna¢né primitivni — jednalo se pfedevs§im o opracovany kamen, nebo slonovinu. Od této
doby jsme se nastésti znacné posunuli vpied, a vyvinuli nové, lepsi, modern¢j$i materialy —
polymery, keramiky, kovy a jejich slitiny, a jako posledni — kompozity uhliku, nebo tvorené

nékterou kombinaci predchozich moZnosti. [19.20]

Mezi dnes pouzivané materidly se ftadi naptiklad polymery (jako naptiklad
polymethylmetakrylat, nebo polytetrafluorethylen), jejichz strukturu, a tim i vlastnosti, 1ze
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relativné snadno ménit. Zaroven jsou jejich vlastnosti pfi vyrobé snadno reprodukovatelné.
Tyto materidly vSak maji sva uskali — jejich mechanické vlastnosti nemusi byt vzdy pro
aplikace vyhovujici, adheze na n¢ nemusi byt dostacujici, a mohou vyvoladvat nechténé

imunitni reakce. %20

Druhou skupinou materiald, se kterymi se lze setkat jsou implantaty keramické.
V jejich pfipadé narazime na bioinertni keramiky z oxidd hliniku, titanu, zirkonia, nebo

bioaktivni keramiky fosfatu vapenatého (napf. hydroxyapatit), ¢i skelné keramiky. [19.20]

Tieti skupinou pouzivanych materiali jsou kovy a jejich slitiny, které projevuji
dostate¢n¢ biokompatibilni vlastnosti. Mezi moderni, v praxi pouzivané materialy tvoiené
kovy patii napiiklad chirurgicka ocel, zlato, slitiny kobaltu s chromem, nebo napiiklad
titan. (19201

Titan a jeho slitiny jsou, diky svym vhodnym vlastnostem, pouzivany VvV téméf
40 % implantati dnesni mediciny. V ptipad¢ jeho slitin vSak nardzime na zavazny problém —
obsahuji-li slitiny napiiklad hlinik, nebo vanad, postupem casu miize dochézet k naruSeni
povrchové vrstvy TiO; a nechténému uvoliiovani téchto kovii do okolnich tkani, coz mutze
vést k jejich poskozeni. Pravé ztéchto divodli je vyvijena snaha o povrchové tUpravy

implantatii za Gcelem $irsi a stabilngjsi biokompatibilni vrstvy. [6. 11-13, 19-24]

Bylo prokazano, Ze nanostrukturované povrchy na bazi TiO; jsou materialy pro bunky
vhodné. Pozornost upoutava predevsim podoba nanotrubicek. Jak jiz bylo zminéno v tivodu,
podobné jako oxidy jinych kovii i TiO; projevuje antibakteridlni vlastnosti. V podobé
nanotrubicek, které jsou pii velikosti do cca 100nm schopny napodobovat strukturu kosti, pak
stimuluje bunéénou adhezi, proliferaci ale i diferenciaci bunék, a ptispiva tedy Kk rychlejsi

. . o O P co o [8,11-13,17, 21-26
integraci implantatd a zdroved sniZuje $anci jejich odmitnuti.| ]

Ve prospéch vyse zminénych vlastnosti TiO,-NTs vypovida naptiklad experiment

provedeny OH, S. et al. 171

, Vjehoz pribéhu bylo zjisténo, Ze osteoblasty péstované na
povrchu TiO,-NTs v porovnani s hladkym Ti nékolikrat rychleji pfilnuly k povrchu a zacaly
tvotit filopodia prorustajici do tubuldrni struktury. Pro porovnani, v piipadé¢ hladkého Ti
trvalo viditelné pfilnuti cca 12 hodin, zatimco v piipadé TiO,-NTs pouhé dvé hodiny. Po
dalsich 48 hodinach inkubace byly pofizeny snimky a bylo prokazano, ze TiO,-NTs povrch

zna¢né urychluje adhezi, a z dlouhodobého hlediska také proliferaci osteoblasti.”!

TiO,-NTs svou polootevienou podobou lakaji k dalsim modifikacim. Naskyta se
myslenka na napli v podob¢ 1é¢iv, ¢i hormont, s postupnym uvoliiovanim. Dal$i moznosti by
mohlo byt jejich vyplnéni, nebo dekoraci jinymi nanoc¢asticemi, jako naptiklad stiibrem (viz

N x - 8,11, 13,21, 22,23, 27,24
dale), ¢i selenem (1é¢ba rakoviny kosti). [ ]
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1.2. Stfibrné nanocastice

Materialy obsahujici nanostiibro se dnes vyuZzivaji Siroké skéale medicinskych aplikaci.

vvvvvv

-----

vyuziti miizeme najit naptiklad v regenerativni medicing, kdy v ptipadé 1écby popalenin a ran
urychluji regeneraci klize a brani rany pied infekci. Podil nanocastic se pfidava i do kostniho
cementu pouzivaného pifi vymeénach kolenniho ¢i kycelniho kloubu. Nanocastice stiibra v
mediciné vSak nalezneme i1 v podobé povrchovych uprav katetri, ¢i implantabilnich
medicinskych zafizeni. Zasadni problém, se kterym se vSak pii aplikaci nanostfibra medicina
potyka, je jeho cytotoxicita pti velkych davkach, a proto je pied konkrétni aplikaci potieba
nalézt optimalni koncentraci, pfi které jsou jeho pozadované Uc¢inky zachovany a zaroven

o ’ . v ’ I~ 1
nepusobi negativné na okolni tkan. [5.10]

Ideou za spojenim téchto dvou vySe zminénych materidli vnovy — titanové
nanotrubi¢ky dekorované stiibrem (Ag-TiO,-NTS) je vylepSeni antibakterialnich vlastnosti
vysledného materidlu pfi zachovani, nebo dokonce vylepseni™ biokompatibility
nanostrukturovaného TiO;. Potencidlni vyuziti tohoto materidlu by spocivalo piedev§im
v implantologii, kdy by se snizilo riziko infekce, a zaroven by se urychlila oseointegrace

implantatu. [8,13,14,15]

1.3. Interakce buiiky s nanostrukturovanym povrchem

Dojde-li ke kontaktu buniky s nanostrukturovanym povrchem, ktery je
biokompatibilni, bunka na povrch adheruje, nasledné se rozprostte, a jsou-li vhodné
podminky, za¢ne dale proliferovat. Cilem aplikace nového materialu vSak neni jen zajiSténi
adheze a proliferace, ale zajisténi nasledovné dalsi bioaktivity bunky. V pfipadé aplikace
tohoto materidlu by jeho ucCinek byl cilen na kostni buiniky zajistujici oseointegraci
potencialniho implantatu - osteoblasty. Jejich funkénost znac¢i piedevsim aktivita alkalické
fosfatazy, nasledna kalcifikace a produkce dalsiho kostniho matrix. V pribéhu jejich
zivotniho cyklu se vSak stava, Ze je bunka obklopena svou vlastni vyprodukovanou kostni

. o . , C1 s e . . [2829
matrix a stdva se z ni osteocyt — zrald kostni bunka neprodukujici dalsi kostni matrix. [28,29]

Adheze

O potencialni adhezi buiikky — a v ptipadé uspéchu zarovei o jeji rychlosti - rozhoduji
piredev§im proteiny mezibunééné hmoty, které se vazou na povrchy materiald. Do této
skupiny proteini patiéi napiiklad fibronektin, vitronektin, kolagen nebo také laminin.
Adsorpce zminénych proteint na dany povrch je ovlivnéna jeho vlastnostmi - pfedev§im jeho

smacivosti, morfologii a drsnosti. V ptipad¢, ze vlastnosti povrchu byly vyhovujici a doslo
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K Gspésnému navazani téchto proteinti na dany povrch, samotné buiky se na tyto proteinové
fetézce navazi pomoci svych integrinovych receptord. Ty vyhledaji specificka mista jejich
aminokyselinovych sekvenci, se kterymi se propoji. Schématické zndzornéni vazby buiky na
TiO,-NTs je zobrazeno na obréazku &.1. 28

Jak jiz bylo zminéno, zna¢nou roli pfi adhezi bun€k hraje morfologie povrchii, na
kterych adheze probiha. Bylo prokazano, Ze pii experimentech s polymernimi povrchy
vykazovaly epitelialni buiiky (CHO a MDCK) silngjsi adhezi na nanoty¢inky o mensich
priumérech - a to i v piipadé mékkych materialli, na néZ se v piipad¢ hladkych povrcht bunky

vazaly pouze velice slabg. [30]

Zméfime-li se na vliv smacivosti a drsnosti povrcht, zjistime, Ze buiky projevuji
zvySenou adhezi v pfipadé drsnéjSich hydrofilngjsich povrcht. V piipadé experimentu [31],
kdy byla pro pfesnou kontrolu drsnosti pouzita Gprava povrchu CF4 plazmou, a smacivost
povrchu byla upravena O, plazmou, bylo zjisténo, ze adheze dosahla maxima v piipadé
vysoce hydrofobniho povrchu (thel smacivosti < 10°) s drsnosti okolo 11 nm.

integriny

??':ﬁ‘ﬂﬂ%‘:ﬂf! i W#{W ‘M&‘M"M{Pﬂ MMM plazmaticka
%

“ membrana

+

sténa TiO,
nanotrubicky

Obrazek 1: Znazornéni adheze buiiky na TiO,-NTs, pievzato z [32]
Proliferace
V piipad¢, Ze Gspésné doslo k dobré adhezi bunék na testovany povrch, bunky dale

rostou a déli se — proliferuji. | rychlost a uspéSnost proliferace je vSak ovliviiovana
riiznorodymi faktory, stejné jako jejich adheze. B2

Zkoumani vlivu nanostrukturovanych povrchii na proliferaci osteoblasti je vénovano

zna¢né Usili. Napiiklad bylo zjisténo, ze v piipadé TiO,-NTs s mensimi pruméry (okolo 25
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nm) dochézi ke zvyseni proliferacni aktivity fibroblastii. ™! V jiné studii byl zkouman vliv
kulatych titanovych nanocastic velikosti 50 — 125 nm. Takto upraveny povrch vyrazné zlepsil
bun&nou adhezi ale i proliferaci, a to bez negativniho vlivu na jejich diferenciaci.*” Dalsi
studie zkoumala kulaté nanocastice TiO,  modifikované hydroxyapatitem Vv podobé
nanoty¢inek o délce 50-100 nm pi#i praméru 20-30 nm. Tyto kompozitni nanostruktury
proliferaci také vyznamné podpofily. B9 Jelikoz je provedenych studii hodné, a bylo by nad
ramec této prace shrnout vSechny, posledni zminéna studie zkoumala in vivo, ale také in vitro,
proliferaci bunék na strukturach v podob¢ nanolistu. B3¢ v tomto piipad¢ byla odezva bunék
na pfitomnost nanostruktur pozitivni, predev§im v oblasti zvySené adheze, proliferace, ale
také diferenciace. Obecné 1ze dle dostupnych zdroji fict, Ze nanostrukturovanost povrchii ma

na proliferaci osteoblastli veskrze pozitivni efekt.’!

1.4. Biomedicinské aplikace

Dentalni a ortopedické implantaty

Nahrady tvrdych tkani, at’ uz v podobé kloub, kosti, nebo zubii, jsou oblasti, se kterou
se moderni medicina b&zné potykd. At jsou zdrojem jejich poSkozeni degenerativni
onemocnéni, nebo traumatické poskozeni, dilezité je, Ze je potieba je nahradit. Jak jiz bylo
zminéno, zhruba 40 % implantatd je dnes tvofeno titanem, nebo jeho slitinami. Neustalym
rizikem je vSak potencialni infekce, ¢i chabé ujmuti implantatu, které v nejhorsich ptipadech
muzou vést az k jeho vyjmuti. Bohuzel, v ptipadech jako jsou kyc¢elni, nebo kolenni nahrady
se jedna o znaény problém, jelikoz po zakroku neni mozné kloub vratit do ptivodniho stavu.
Navic se Vv ptipadé cizorodého telesa, jako je implantat, t¢lo neni schopno na jeho povrchu
vytvofené¢ho bakteridlniho biofilmu zbavit, a to ani s pomoci prostiedka jako jsou klasicka
antibiotika. 37"

Jak jiz bylo zminéno, nanostrukturovany povrchy mohou na ujmuti implantatd
pozitivni vliv. TiO,-NTs Vv porovnani s hladkym titanem vykazuji zrychlenou adhezi a
zvySenou proliferaci osteoblast, a umoznuji tak vytvoteni silng€jsi a rychlejsi vazby mezi
kosti a implantatem. Obecné vSak plati, Ze pro implanta¢ni aplikace nemusime byt omezeni
pouze na TiO,-NTs — mize se jednat o pouze pérézni povrch, nanotyCinky, nanotecky, ¢i
jakoukoliv jinou variant nanostruktur. Vliv na vysledné vlastnosti vSak nemusi mit pouze
samotna struktura nanomaterialu — i vramci jedné struktury (napf. 50nm TiO,-NTs) lze
sledovat rozdily v ramci jednotlivych krystalickych podob — rutilu, anatasu, nebo brookitu
(obr.2). V ptipad¢ amorfniho TiO; jej lze zihanim ptevadét v jednotlivych podobach. Pro
anatas jsou typické teploty 400-800 °C, vyssi teploty pak vedou k tvofeni rutilu. Obé podoby
jsou vsak pouze metastabilni a v pribéhu ¢asu dochazi k jejich pfeméné na brookit. Nejvyssi

antibakterialni aktivitu projevuje podoba anatasu [17.32,38-40]
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brookit

rutil anatas

Obrazek 2: Schématické znazornéni krystalové miizKky rutilu, anatasu a brookitu, pievzato z [38]

Stenty — mocovy méchyr

V piipadé posSkozeni vystelky mocového méchyie a moCovych cest ¢asto dochazi ke
zhorSeni imunity téchto casti. Tento problém je dnes mozné fesit pomoci zavedeni vhodného
stentu. Potencidlnim rizikem tohoto zakroku je vSak infekce, ¢i poskozeni tkané. Stenty
potazené TiO-NTs by se tomuto riziku mohly efektivné vyhnout vytvofenim monovrstvy
urothelidlnich bunék na povrchu stentu. Tato vrstva bun€k by zabranila interakcim mezi
stentem a bakteriemi, ale i imunitnimi butikami >4
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Stenty — cévy

V piipadé cévnich stentd zasadnim rizikem neni infekce, ale mozné znepriichodnéni

cévy v dusledku krevni srazeniny. V ptipadé modifikace povrchu stentu TiO,-NTs lze upravit

vlastnosti stentu a zvysit jeho antitrombogenni ucinky. Na obrazku 3 je zobrazeno zavadéni
[42]

stentu do zizené cévy.

Healthwise, incorporated
Obrazek 3: Aplikace cévniho stentu, prevzato z [43]
Terapeutické vyuziti

Existuji rizné piistupy pro vyuziti TiO,-NTs jako terapeutického prostiedku. Jednou
zmoznosti je napiiklad vyplnéni trubicek Fe3Os snéslednou moZnosti magnetického
navadéni do cilenych mist, kde lze pomoci fotokatalytického jevu cilené nicit rakovinné
bunky. Druhou moznosti je vpravit do organismu TiO»-NTs uzaviené hydrofobnim ,,vickem*,
které zabraituje miSeni obsahu s télesnymi tekutinami, dokud neni odstranéno
fotokatalytickou reakci. Jasnou nevyhodou pro aplikace spoléhajici na fotokatalyticky jev je
nezbytnost pfimého kontaktu s UV svétlem, i kdyz jak je napsano dale, i toto znevyhodnéni se
Ize do jisté miry odstranit. (& 1124 32

Fotokatalyticky jev

Fotokatalyticky jev, ktery je asi nejznamé;jsi aplikaci nanostruktur oxidu titani¢itého,
by mohl najit vyuZiti v podobé samocisténi medicinského vybaveni a zazemi. Vyuzit jej ale
Ize i k ac¢elim terapeutickym, a to at’ uz v podobé cileného uvoliiovani 1é¢iv, nebo k cilené

destrukci rakovinnych bunék. [6, 11, 13,21, 22, 23, 24, 21]

Jeho podstatou je, ze v kombinaci svodou pii ozafeni UV svétlem vytvafi silné
reaktivni radikaly 0% a OH;, které jsou schopny rozlozit prakticky jakoukoliv organickou
slouceninu na oxid uhli¢ity a vodu. Pro zvySeni G¢innosti a umoznéni spusténi reakce i
viditelnym svétlem je vSak potfeba vhodné TiO,-NTs modifikovat (napiiklad N-doping). Pro
terapeutické vyuziti, naptiklad pfi 1écbé rakoviny, je pak atraktivni fotokatalyticky jev

17



vyvolany RTG, ¢i elektricky indukovany. Na obrazku 4 je schématicky zndzornéno vyuziti

tohoto jevu pro terapeutické ugely. #1424

Obrazek 4: Schéma vyuziti TiO,-NTs pro terapii pomoci fotokatalytického jevu, pirevzato z [8]
Antibakterialni aktivita

Bakteridlni infekce implantabilnich zafizeni, jako jsou napfiklad kardiostimulétory, se
diky rozsifeni antimikrobialni rezistence a tvorb& biofilmu stavaji stale vétSim problémem.
Bylo vsak prokazano, ze je-li povrch téchto zatizeni potazen TiO,-NTs vhodného priméru, je
mozné riziko této infekce snizit. Nejvyssi antibakteridlni aktivitu projevuje krystalicka podoba
anatasu. °! V piipadé ze by toto opatfeni nebylo dostacujici, je mozné tyto nanotrubicky
modifikovat vhodnou antimikrobidlni latkou a zabrénit tak potencidlni tvorb& biofilmu.
Ptikladem této aplikace by mohlo byt jejich dekorovani nanocasticemi sttibra, které je
predmétem této diplomové préce.[?’z] Dalsi variantou pro navySeni antibakterialnich G¢inkt
TiO,-NTs je jejich dekorace nanocasticemi oxidu zine¢natého (ZnO). Takto upraveny povrch
projevuje znacn¢ zvysSené antibakteridlni ucinky, a to pii zachovani pozitivnich u¢inkd na

proliferaci kmenovych bunék. [44]

Pozornost upoutavaji také TiO,-NTs dekorované
nanocasticemi selenu. Selen v lidském téle brani oxidativnimu poskozovani tkani a podili se
na kontrole zanétlivych reakci, pfedev§im diky regulaci chovani makrofagh. Takto
nanostrukturovany povrch se projevuje pfedevsim inhibicnimi ucinky ovliviiujicimi
bakterialni rast a proliferaci makrofaga. 1451 Antibakterialni aktivitu lze ale ovlivnit i
jednodussi cestou — vyplnénim titanovych nanotrubicek antibiotiky. V pfipadé experimentu
POPAT, K. C. et all* byly trubicky naplnény gentamicinem rozpuSténym ve fosfatovém
pufru. Takto piipravené TiO,-NTs tspésné potlacily adhezi a proliferaci bakterii, a zaroven

podpofily jak adhezi, tak proliferaci v porovnani s €isté titanovymi povrchy. L4l
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2. Priprava TiO,nanotrubicek

K piipravé TiO,-NTs lze pouzit rizné metody - napiiklad anodickou oxidaci
(elektrochemicka anodizace), sol-gelové metody, ,,Atomic layer deposition® (ALD), ¢i
hydro/solvotermalni metody. Metody lze také systematicky délit podle toho, jestli jsou pfi
jednotlivych piistupech pouzivany Sablony (templaty), ¢i nikoliv. [s1

2.1. Hydrotermalni syntéza

Hydrotermalni syntéza TiO,-NTs je povaZovana za jednoduchou metodu slouZici
k vyrobé TiO,-NTs ve vétsim meéfitku s moznosti modifikaci jejich vlastnosti. Jeji zasadni
nevyhodou je casova narocnost, a problém se ziskanim jednotné velikosti vyslednych

nanotrubicek. 47

Pii hydrotermalni syntéze je TiO, praSek rozpustén ve vysoce koncentrovaném
vodném roztoku NaOH. Tato smés je V autoklavu pfi teplotach okolo 110-150 °C pfeménéna
do podoby TiO,-NTs. Vysledné struktury jsou nasledné promyvany vhodnym rozpoustédlem,

¢i vhodnym kyselym roztokem, a nasledné¢ zihany, nebo suseny.
2.2.Sol-gelova syntéza

Syntézu pomoci sol-gel metody lze obecné popsat jako metodu zalozenou na
hydroxylaci a nasledné kondenzaci prekurzori za vytvofeni tzv. solu. Nasledné probiha
kondenzace a polymerace za vzniku gelu. Ten je tepelné¢ zpracovan a vysledkem tohoto

zpracovani jsou nanomaterialy. 81

V piipadé¢ TiO,-NTs muzeme sol-gel syntézu rozd€lit na zakladni dva pfistupy,
piicemz oba vyuzivaji pro tvorbu nanotrubi¢ek templaty. Prvni tzv. ,metoda piimych
templati* vyuziva jako Sablony pro nové vzniklé nanotrubicky jiz existujici nanoutvary
(napf. Al,Ogs, ¢i uhlikové nanotrubicky). Piikladem tohoto piistupu by mohla byt vyroba
TiO,-NTs provedena pomoci vytvoieni a zachyceni TiO; Solu Vv nanoporéznim Al,O3 templatu
(po zachyceni je celek tepelné zpracovan a nasledné je templat odstranén). [5. 48.49]

Druhy pfistup pak vyuziva organickych templatd, na jejichz povrchu jsou
nanotrubicky vytvafeny. Templaty pouzivané pii této variant€¢ jsou specifické pro

. f XAt 8, 48,49
syntetizovane castice. [ ]
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2.3. ALD (Atomic Layer Deposition)

Princip ALD je zalozen na nanaSeni jednotlivych vrstev na atomdrni Grovni na
povrchy templéatd (Sablon) z vhodného materidlu (napi. vicesténné uhlikové nanotrubicky —
MWCNT, ¢i porézni Al;O3). Samotné nanotrubicky jsou pak vytvafeny v prubéhu cykla
skladajicich se z celkem tfi cyklicky se opakujicich ¢asti:

1. vystaveni Sablony prekurzoru TiO, (napt. TiCly)
2. promyvani
3. hydrolyza.

Po dokonceni ristu nanotrubicek je mozné trubicky od povrchu, na némz byly
vytvofeny, oddélit. Velikost nanotrubicek je pfimo regulovana poctem cykla ALD.

Schématické zndzornéni cyklu je zobrazeno na obrazku €. 5. [8.50]

Buffer

MWCNTs

) tenka vrstva
> ALO,

Buffer/TiO,

: vzduch
A

kontrolovatelna vrstva
+rio
* tenka vrstva

ALO

kontrolovatelna vrstva
TiOy

Obrazek 5: Priklad pouziti ALD pro syntézu TiO,-NTSs., pitevzato z [50]

Obrazek 6 je schematickym znazornénim postupu rastu TiOp,-NTs na templatu
tvofeném uhlikovymi nanotrubi¢kami, které byly pro lepsi rist TiO; potaZeny tenkym filmem
z Al,O3 slouzicim jako buffer. Uhlikové nanotrubicky byly odstranény pomoci horkého

vzduchu. &%

2.4. Anodicka oxidace

Anodicka oxidace je diky své rychlosti a univerzalnosti velice Zaddouci metodou pro

vyuziti v praxi. Pomoci nastavenych parametri procesu anodizace a vhodné zvoleného
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anodiza¢niho roztoku lze relativné snadné ovladat primér a délku vyslednych TiO,-NTs, a to

tém&F na jakémkoliv povrchu, %3 8151

TiO,-NTs jsou pti laboratorni anodizaci vytvareny z tenkych vrstev titanu, a to bud’
v podob¢ folii, nebo waferti potazenych titanem. Aby TiO,-NTs mohly byt tvofeny, je tfeba
vhodné zvolit elektrolyt jako anodiza¢ni roztok - dilezité je jeho slozeni. Chceme-li dlouhé
homogenni TiO,-NTs bez prasklin, jako zaklad pro elektrolyt jsou vhodné organické
slouCeniny jako naptiiklad kyselina octova, ¢€i etylenglykol. PouZijeme-li jako zaklad
etylenglykol. Musime jej dale obohatit o fluoridové ionty (0,1 - 1 wt%) a malé mnozstvi vody
(0-2 vol%). V piipadé nedostatku vody, ¢i fluoridovych iontt je vysledkem anodizace pouze

nanoporézni povrch. [2,3,8,1551]

Vysledny prumér TiO,-NTs zalezi na velikosti pfiloZeného anodiza¢niho napéti. To se

Vv piipadé€ organickych roztokl pohybuje mezi 5-150 v [238]

Pro délku trubicek je urcujicim faktorem délka anodizace. S dels$i dobou anodizace
rostou delsi TiO,-NTs, ale velice dilezitym faktorem je i pH pouZitého elektrolytu — pfi
niz§im pH rostou trubiCky rychleji, ale kvali vysoké rozpustnosti je problematické
syntetizovat trubi¢ky delsi nez 300 nm. Cim blize je pH elektrolytu k neutralnim az mirné
zasaditym hodnotam, tim mens$i problém je syntetizovat i n€kolik mikrometri dlouhé

o L oo , « 1w o [852
nanotrubicky, avsak vzdy na tikor mnohem delsich anodiza¢nich Gast. B2

V piipadé pouziti elektrolytu na bazi etylenglykolu, fluoridu amonného (NH4F) a vody
(H0) se dle prvniho zdroje PRIKRYLOVA, K. et al.®! jako nejlepsi smés pro elektrolyt na
zakladé provedeného experimentu jevi etylenglykol s 2 vol% H,O a 1,2 wt% NH4F. Je-li
anodizace provadéna pod napétim 20V, vysledkem jsou TiO,-NTs o priméru cca 50nm.
ESFANDIARI, N. et al.® uvadi jako optimalni hodnotu elektrolyt na zakladé etylenglykolu
50,3 wt% NHi;F a 2 wt% H,O pfii prilozeném napéti 10-30V, podle pozadované velikosti
TiO,-NTs.

Metoda samotna je zalozena na nasledujicim principu — V ptipadé, ze je kov
Vv elektrochemické konfiguraci vystaven dostatecnému anodickému napéti ve vhodném
elektrolytu, je spousténa oxidacéni reakce (rovnice 1): [38]

M- M"Y +ne”

Rovnice 1: obecna rovnice tvorby ionti kovu

V zasadé se tedy d&je nasledujici - nové ziskany kov iontu M"™ je postupné rozpoustén
v daném elektrolytu. Nové ziskany iont M™ viak mizZe reagovat s kyslikem O poskytnutym
H,O vroztoku, a mlze se stat, Ze nové ziskany oxid M,Oy neni v daném elektrolytu

rozpustny.(rovnice 2). B

M™ + 0% > M, 0,
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Rovnice 2: obecna rekombinace iontu kovu s kyslikem

Za specifickych, naprosto presné danych podminek se pak muze stat, Ze dochazi
K pomyslné soutézi mezi rozpousténim kovu a tvorbou oxidu daného kovu. Pravé tehdy mutze

dochazet k riistu samousporadanych TiO,-NTs. (381

Samotny proces anodické oxidace titanu vypada nasledovné:
Ti - Ti*t + 4e~
Ti** + 20%~ - Tio,
Ti** + 4(0H™) - Ti (OH),
Ti (OH), = TiO, + 2H,0
Ti*t + 6F~ - [TiF]*~
TiO, + 6F~ +4H* - [TiF;)*~ + H,0

Rovnice 3: Rovnice vyjadiujici déje probihajici pii anodizaci.

Jak je patrno z rovnici 3, pii anodizaci dochézi k oxidaci titanu na Ti**. Ten nadale
reaguje s kyslikem a hydroxidovou skupinou poskytnutou H,O ptitomnou v elektrolytu
(rozpad H,O na OH a O je zptisoben piitomnosti elektrického pole). Pii reakei s kyslikem
vznika piimo oxid titanicity, zatimco pfi reakci s hydroxidovou skupinou vznikd hydroxid
titani¢ity, ktery je teprve nasledné premeénén na oxid titaniCity. Takto vznikly oxid titani¢ity

vsak reaguje s fluorem a vznika ve vode€ rozpustny komplex [TiF6]2‘.[3’8]

Obrazek 6: Schéma naznacujici pribéh anodizace s postupnym prorustanim TiO,-NTS, pievzato z [3]

Zaméifime-li se na fyzicky pribéh anodizace, postup je zhruba nésledujici — na
pocatku je zoxidovan povrch titanu na primarni oxid. Fluoridové ionty nasledné¢ zacnou
vlivem elektrického pole vytvaiet drobné nerovnosti (pdéry) na povrchu oxidové vrstvy a
dojde K vytvofeni vrstvy bohat¢é na F na rozhrani Ti-TiO,. Rozpousténi TiO, probiha
predevsim na mistech kde je elektrické pole siln€jsi (bliz dnu nanotrubicky, resp. pocate¢niho
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péru). Takto postupné dochazi K proristani TiO,-NTSs z ptivodné vytvotfenych port az dokud
puvodni kov neni cely zoxidovan a pfeménén na TiO,-NTs, ¢i dokud neni reakce prerusena
(viz Obrazek 6). B8

Na obrazku 7 je zndzornén charakteristicky pribéh proudu pfi anodizaci.

M. V.

T 7 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000

t/s

] ! I ! | ! 1 ' 1 ! I ' I ' 1 ' 1

Obrazek 7: Pribéh proudu p¥i anodizaci v zavislosti na ¢ase. Faze 1. odpovida tvorbé primarni oxidové vrstvy
faze II. odpovida pFrechodnému zvySeni vodivosti zptisobenému rozpousténi TiO, diky fluoridovym iontim. Faze III.
pak odpovida postupnému proristani TiO,-NTs. Finalni faze IV. znamena, Ze je veSkery titan zoxidovan, témér Zadny
proud jiZ neprotéka. Pfevzato z [3]
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3. Funkcionalizace TiO, nanotrubicek

Pro urc€ité aplikace (napf. implantologii) je vhodné TiO2-NTs pro vylepseni jejich
vlastnosti v ur¢ité oblasti modifikovat jinymi latkami — at’ uz napiiklad stfibrem Vv podobé
nanocastic, nebo pomoci proteintl, peptidl, protilatek, ¢i sebeusporadanych monovrstev. Pii
zanaseni Castic do nanotrubicek rozliSujeme zakladni dva pfistupy: doping (zndzornén na
obrazku ¢. 8), kdy se snazime novy elektricky aktivni prvek ¢i slouceninu zavést do vzniklé
(¢i vznikajici) miizky, a dekoraci (popf. plnéni), kdy je cilem jiné nanocastice umistit na

povrch, ¢i dovnitf nanotrubicek.® %354
3.1. Doping

Existuje hned nékolik pfistupti slouzicich k dopingu TiO,-NTs. Mezi nejcastéji
pouzivané metody patii nasledujici Ctyfi:

Prvni metoda je zaloZzena na oSetfeni rostoucich ¢i jiz kompletnich TiO,-
NTSs roztokem ¢i taveninou ptidavané latky. Nejcastéji je uplathovana pii tvorbé TiO,-NTs

hydrotermalni, nebo sol-gel metodou. [ 5354

Druha metoda je zalozena na tepelném oSetfeni, poptipadé syntéze v plynné atmosféte
S obsahem pfiddvané latky. Nejcastéji je pouzivana pro doping nanocastic uhliku, nebo
dusiku. Samotny proces pak probiha naptiklad v mocovingé, oxidu uhelnatém, nebo

acetylénu. [8,53,54]

Tfeti metoda je zaloZzena na vysokoenergetické implantaci iontd. Jedna se o
spolehlivou metodu dopingu témér jakychkoliv castic. Jeji nevyhodou je vsSak casto
nehomogenni distribuce dopovanych ¢astic, a je mozné ze pii vysokoenergetické implantaci

iontl dojde k naruSeni tubularni struktury. Pfesto se jedna o velice efektivni metodu. [8. 5354]

Ctvrta a posledni metoda je typicka pro TiO»-NTs vytvaiené pouze anodizaéni cestou.
Bud'to je mozné piidat slouceninu, kterou chceme TiO,-NTs osetiit, do elektrolytu
pouzivaného pfi anodizaci, nebo je mozné pouzit misto Cistého kovu (titanu) vhodnou slitinu
slouzici jako substrat. Pouzijeme-li slitinu, vysledné nanotrubicky mohou obsahovat rtizné
oxidy. & >3

24



‘

Obrazek 8: Znazornéni inkorporace dopovanych ¢astic uhliku do miizky TiO,-NTs, pi‘evzato z [55]

3.2. Dekorace a plnéni

Chceme-li TiO,-NTs dekorovat, ¢i vyplnit dal§im materialem, naskyta se hned nékolik
metod. Relativné jednoduchou, t¢innou a univerzalni metodou je napiiklad elektrodepozice.
Redlné se ale miZzeme setkat i1 s dekoraci pomoci pomalé hydrolyzy prekurzort, poptipadé
s UV asistovanou fotokatalytickou depozici stfibra, dekoraci pomoci odpafovani stiibra

elektronovym paprskem[13], nebo s elektrochemickou depozici kvantovych tecek. [6.13.13]

Elektrodepozice je prvni zminénou metodou. Jedna se o metodu, ktera je v piipadé
TiO,-NTs zna¢né znesnadnéna n-polovodi¢ovou povahou TiO,. Stény TiO,-NTs maji
vysokou vodivost, a tim padem k depozici dochazi ptedevSim na povrchu, nikoliv uvnitt
nanotrubiéek, coz znamena, Ze nedochazi k jejich uplnému vyplnéni. Tento efekt 1ze Casteéné
omezit, je-li nejdfive proveden redukujici self-doping na TiO,-NTs. Tim dojde ke vzniku Ti®"
vrstvy, kterd umoziiuje postupné plnéni. Samotnd depozice pak probihd na zakladé
redukovani kovu rozpusténého v elektrolytu stejnosmérnym proudem. Zjednodusené

znazornéni elektrodepozice je zobrazeno v na obrazku ¢.9. [53:54]
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Obrazek 9: Zjednodusené znazornéni elektrodepozice, vzorek je piedstavovan zapornou elektrodou (katodou),
prevzato z [56]

Dekorace hydrolyzou prekurzora je druhou zminénou metodou. Jako prekurzory
mohou slouzit naptiklad TiCl, ¢i WCls (pro dekoraci TiO; ,resp. WO3). Podminkou vsak je,
ze reakce musi byt dostate¢né pomala, aby dochazelo K postupnému zachycovani nanocastic
oxidg.[

UV asistovana dekorace stiibrem probiha nasledovné — dekorované TiO,-NTs jsou
ponoieny do AgNOs, nasledné lehce promyty deionizovanou vodou, vlozeny do cistého

etanolu a vystaveny UV zéfeni. To zplsobi vysrazeni stiibra na TiO,-NTs.F!

3.3. Sebeusporadané monovrstvy

Sebeuspotradané monovrstvy (SAM) jsou vysoce uspofadané struktury, na néz se
mohou snadno vazat molekuly. Jelikoz jsou jejich stavebni jednotky tvofeny z organickych
¢asti, lze je vyuzit pro cilenou upravu povrchovych vlastnosti, naptiklad na kovovych
povrsich, nebo jejich oxidech. Nejvice prozkoumané SAM systémy jsou alkanové thioly na
zlaté, alkylfosfaty a fosfonaty na oxidech kovii a SAM vytvofené silanizaci na kiemiku a

dalgich oxidech. *4
3.4. Modifikace rastovymi faktory
Modifikace materialti ristovymi faktory vyuziva pravé vyse zminénych SAM. Plsobi
skrze zvysSenou diferenciaci kmenovych buné¢k. Mezi pouzivané ristové faktory patii

naptiklad BMP-2, epidermalni ristové faktory nebo vaskuldrni endotelidlni ristové
faktory. 2
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3.5. Modifikace plazmou

Modifikace polymeraci pomoci plazmy je povazovdna za Cistou, jednoduchou a
flexibilni metodu povrchové modifikace s moznosti cilené zmény povrchovych vlastnosti
pomoci funkénich skupin jako jsou skupina aminova, karboxylova, hydroxylova, epoxy a
aldehydova. Piikladem této modifikace mize byt vyuziti allylaminu jako prekurzoru pro
vytvofeni povrchu s aminoskupinami.l*?

3.6. Modifikace UV zarenim

Pomoci UV zéfeni Ize ovlivnit pfedev§im smacivost povrchu, a tim i jeho bioaktivitu.
Hydrofilngjsi povrchy jsou pro adhezi bunék vhodnéjsi. Plati, ze ¢im déle je povrch UV
zateni vystaven, tim hydrofilngj§im se stava — pficemz na vysledny stav ma vliv také vlnova

délka pouzitého UV zafeni. ™!
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4. Charakterizace nanostrukturovanych povrchu

K charakterizaci nové vytvorenych nanostrukturovanych povrchii l1ze vyuzivat znacné
mnozstvi technik a metod. Zalezi vzdy na dostupnych prostiedcich a parametrech, které o

. oy . 21
nasem nanopovrchu potfebujeme ziskat. [21.58]

Informace o struktuie povrchu a morfologii nanostruktur nam poskytuje napiiklad
skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), ¢i transmisni elektronova mikroskopie (TEM),

nebo transmisni skenovaci elektronova mikroskopie (STEM). (58]

Jelikoz bylo prokédzano, ze dulezitym faktorem urcujicim interakci kostnich bunck
s implantaty je smacivost jejich povrchi, dilezitou charakteristikou novych materiala je
kontaktni thel, 22 58 59

Informaci 0 chemickém slozeni vzorku nam muze poskytnout napiiklad energeticka
dispersni spektroskopie (EDS), UV-VIS spektroskopie, ¢i Ramanova spektrometrie, nebo
FTIR. Informace o krystalické struktufe a velikosti ndm pak muze poskytnout napiiklad
rentgenova difrakce. V nasledujicich podkapitolach se budeme blize vénovat nékterym z

t&chto metod. ¥

4.1. Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovy mikroskop je pfistroj svym principem velice podobny
klasickému optickému mikroskopu. Jedna se o zafizeni zobrazujici s vysokym rozlisenim a

priblizenim objekty ve vakuu pomoci proudu elektrond, misto fotonii, 2896061

Princip samotného zobrazovani je ndsledujici - elektrony opoustéjici zdroj jsou
urychleny pfilozenym napétim v fadech az stovek kilovolti smérem k anodé€. Nasledné jsou
fokusovany pomoci magnetické cofky a zaméfeny na konkrétni bod vzorku pomoci
skenovacich civek. Tyto civky slouzi k postupnému skenovani vzorku bod po bodu (viz
obrazek 10). 189061

Jak jiz bylo zminéno, proces zobrazovani pomoci elektroni probiha ve vakuu. Aby
vzorky mohly byt zobrazovany, je tfeba je vhodné upravit. Ze vzorki musi byt odstranéna
veskerd voda a musi byt zajisténa jejich vodivost. V piipadé Ze se jednd o materialy vodivé
(napft. kovy), neni tfeba provadét zadné modifikace. V ptipad€ nevodivych vzorkd je tfeba je

potahnout tenkou vodivou vrstvou, tvofenou napiiklad zlatem, nebo paladiem. [58.59.60.611
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Obrazek 10: Zjednodusené schéma elektronového mikroskopu, pievzato
z[59]

Pii kontaktu elektronu se vzorkem miize dochazet k nékolika riiznym interakcim. Cast
elektroni se od vzorku odrazi, ¢ast mize projit a ¢ast piedd svou energii. Pfi pfedani energie
dochazi k vyrazeni sekundarnich elektronti S nizsi energii, nez ma primarni svazek, popiipadé
mize dojit k uvolnéni augurova elektronu, emisi rentgenového zateni, ¢i dokonce k emisi
fotonli (katodoluminiscence). Pfi charakterizaci pomoci SEM se pak vyuziva piedev§im
elektronti odrazenych, nebo sekundarnich vyrazenych, ptipadné lze vyuzit charakteristického

o , ; . . [58,59.60,61
zéfeni pro analyzu pomoci spektrometrie. ! ]

V ptipad¢ této diplomové prace SEM charakterizace slouzi ptedevSim pro urceni

morfologie nasyntetizovanych nanotrubicek a zjisténi uspés$nosti jejich dekorace.
4.2. Kontaktni uhel
Mefteni kontaktniho uhlu slouzi ke kvantitativnimu stanoveni smacivosti materialu,

resp. jeho chovani pii styku s kapalinou. Lze pomoci n&j urCit chova-li se material

hydrofébné, ¢i hydrofiln€. Hydrofilni povrchy jsou charakteristické kontaktnimi tthly mensimi
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nez 90°. V piipadé hydrofobniho povrchu je kontaktni uhel vétsi nez 90°. Cim mensi

kontaktni thel material ma, tim 1épe je smacivy, chova se vice hydrofilné. [62]

K méteni kontaktniho whli nanostruktrovanych povrcha lze pristupovat nekolika
zpusoby. Méfeni lze provést pomoci teleskop-goniometru, popiipadé lze méfeni provést

pomoci vzduchové bubliny, nebo naklanéné desky. [62]

M¢éteni pomoci teleskop-goniometru probiha nasledovné — na vzorek umistény
V osvétlené snimaci rovin€ je nakapnuto malé mnoZzstvi kapaliny. Profil kapky je néasledné
nasniman kamerou, a z pfiblizeného snimku rozhrani kapka-povrch lze snadno odecist
kontaktni ahel (obr. 11). %

Obrazek 11: Tlustraéni obrazek uréeni kontaktniho uhlu, pievzato z [63]

V piipadé¢ méfeni kontaktniho uthlu pomoci vzduchové bubliny je méieny povrch

umistén do kapaliny, a na rozhrani kapalina-povrch je vpravena vzduchova bublina. Mé&fi se

pak pfimo thel vytvoreny vzduchovou bublinou na mé&feném povrchu (obr. 12). %

Water

Obrazek 12: Metoda méfeni pomoci vzduchové bubliny, pievzato z [64]

Ttfeti zminénd metoda, méfeni pomoci naklanéné desky, pfistupuje k méfeni jinym
zpusobem. U piedchozich dvou metod bylo manipulovéano s prostfedim (kapalinou, plynem).
V piipadé naklonéné desky se manipuluje s destickou ze zkoumaného materialu. Ta je
ponoiena do kapaliny a naklanéna, az se nalezne thel, pfi kterém je na jedné strané desticky
hladina kapaliny nezdeformovana (stejn¢ jako hladina kapaliny bez naruseni). Pii nalezeni
tohoto ihlu je desti¢ka s kapalinou v kontaktnim thlu. Metoda je vhodna pro méteni malych
Ghlé (obr. 13)F2
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Obrazek 13: Metoda naklanéné desky, kontaktni tihel O, pi‘evzato z [62]

4.3. Testovani antimikrobialni aktivity

V piipadé€ vyvoje novych materialti pro aplikaci v medicing je potieba stanovit, jak se
na testovaném povrchu projevuji naptiklad bakterie, které s nim mohou pfijit do styku.
Ktomu slouzi takzvané testy antimikrobialni aktivity, pfiCemz test se voli podle povahy
zkousené¢ho materidlu. V piipadé této diplomové prace se jednd o materidl v podob¢ malé
desticky. Povrch testovaného je tedy uveden do kontaktu s bakterialni suspenzi, ktera je na
ném nejcastéji urcitou dobu inkubovana. Po inkubaci je vzorek oplachnut, adherované
bakterie z povrchu uvolnény za pomoci ultrazvuku a takto ziskana bakterialni suspenze, jejiz
mnozstvi bakterii je ovlivnéné danym vzorkem, je vhodné nafedéna a nanesena na zivny
substrat, kde je po nasledujicich 24 hodin kultivovana. Antibakteridlni aktivita daného
povrchu je pak nepiimo imérna mnozstvi kolonii, jenz na substratu vyrostly. Cim vyssi je

antibakterialni aktivita materilu, tim méng je vyslednych kolonif. **!

Tuto metodu Ize hodnotit bud'to relativné - v porovnani s kontrolnim vzorkem, nebo
absolutné, pokud zname Ccetnost kolonie formujicich jednotek (CFU) ptivodni pouzité
suspenze. Tu lze stanovit turbidimetricky pomoci McFarlandovych standardu. Jedna se o
srovnavaci metodu, kdy je zakal bakteridlni suspenze srovnan se standardizovanymi roztoky s
ruznym podilem BaCl; a H,SO,. Tento udaj je pak nasledné pfeveden na informaci o poctu

CFU — urcity zakal odpovida urcité koncentraci bakterii. [6%]

V této diplomové praci jsme se vSak rozhodli tuto metodu modifikovat. Misto
naneseni bakterialni suspenze na vzorky jsme ji nanesli na agarové plotny v Petriho miskach.
Na takto pfipraveny agar jsme nasledné vzorky polozili a inkubovali. Bakterie, které byly
Vv kontaktu se vzorkem, pak byly zajistény sejmutim vzorku a vyfiznutim sty¢né plochy na
agaru. Tento material pak byl umistén do zkumavek eppendorf spole¢né s 250 pul destilované
vody a vortexovan pro jejich uvolnéni. Kompletni postup modifikované metody je v praktické
Casti v kapitole 6.3.
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Kromé této metody existuje Sirokd Skala metod zaméfenych na materidly urcitych
typt. V pripad¢ testovani materiald, které jsou schopny difundovat do okolniho prostiedi, a

vétSinou pravé na tomto mechanismu je zalozeno jejich Sifeni, mezi nejznamnéjsi metody
patii nasledujici dvé — diskovy difuzni test a E-test.

Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je zaloZen na naneseni malého disku s testovanym materialem na
agarovy disk snasazenym modelovym organismem. Hodnoti se pak pramér vytvorené

inhibi¢ni zony, ve které bakterie nejsou schopny existovat — jinymi slovy, jak moc mize latka

difundovat, aby stale ziistala uc¢innd. Ptiklad tohoto testu je uveden na obrazku ¢.14. (661

Obrazek 14: llustrativni vyobrazeni diskového difuzniho testu, pievzato z [66]
E-test

V piipadé Zze se nam jednad o zjiSténi zdvislosti mezi koncentraci testované latky a
velikosti vytvorené inhibi¢ni zony, vhodnou metodou je takzvany E-test. V tomto ptipadé je
na agarovy disk polozen prouzek obsahujici gradientné klesajici koncentraci testované latky.
Hodnoti se pak vztah mezi velikosti vytvofené difuzni zény a koncentraci testované latky
v daném misté. Ptiklad tohoto testu je znazornén na obrazku ¢. 15.

Obrazek 15: llustrativni vyobrazeni etestu, pievzato z [67]
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4.4. Testovani biokompatibility

Pro ucely této prace jsme se rozhodli vyhodnotit biokompatibilitu materidlu predevs§im
pomoci sledovani adheze nasazenych MG-63 bunék na povrch testovaného materidlu. Ze
stavu adherovanych bunék lze usuzovat jak je materidl pro kontakt s buitkami vhodny, a

Z jejich poctu lze zjistit, jaky vliv ma materidl na proliferaci.
Studium adheze

Adhezi 1ze vyhodnocovat pomoci fluorescen¢niho znaceni vhodnymi fluorofory, které
nam pomohou adherované buiiky zobrazit. Pfikladem takovéhoto znaceni je naptiklad vyuziti
kalceinu, ktery je diky polopropustnosti cytoplazmatické membrany zadrzovan uvniti bunék a
znaCi nam zivotaschopné bunky, a pomoci propidium jodidu, ktery se vaze na nukleové
kyseliny a je tedy schopny znacit mrtvé buiiky. Pii kombinaci obou fluoroforii jsme schopni
pozorovat jak zivé, tak mrtvé bunky, a to na rGznych emisnich vlnovych délkach. Tomuto
postupu se fikd live/dead barveni, a primarné je uréené¢ ke stanoveni viability bunék.
Vzhledem k tomu, Ze predpokladame, ze adherované buiiky mohou byt jak zivé, tak mrtvé, je

tento postup vhodny i pro ucely této préce.[es]

Studium proliferace

Miru proliferace je mozné stanovit napiiklad pomoci MTT, nebo XTT testu. MTT test
je metoda pro stanoveni miry proliferace na zakladé¢ metabolické aktivity, jejiz princip je
zalozen na redukci rozpustného tetrazolium bromidu na formazanovy derivat pomoci
mitochondrialnich enzymu. Po ptidani detergentu se barvivo rozpusti, a vzniknou tak vzorky
zabarvené¢ do raznych odstinii modrofialové barvy, které se nasledné spektrofotometricky
vyhodnoti. XTT test je pak variaci na MTT test vyuzivajici jiny derivat tetrazoliové soli, s tim
rozdilem, Ze vysledek je pfimo rozpustny ve vodé, neni tedy potfeba detergentu, a barvi do

v 70, 71
cervena. (69,70, 71]

Studium adsorpce proteinii na nanostruktury

Prvni metodou pro studium adsorpce proteinli na nanostruktury je metoda vycerpani
roztoku. Jedna se o jednoduchou metodu. V ptipad¢€, ze zndme plivodni koncentraci roztoku
daného proteinu, a po kontaktu se vzorkem je tato koncentrace jind, zména koncentrace je
prisuzovana adsorpci proteinti na testovany vzorek. Adsorpce je tedy métfena jako zména
absorbance proteinového roztoku. K tomu Ize pouzit napiiklad kolorimetrické metody,
radioizotopem ¢i fluorescenéné zna¢né proteiny, nebo naptiklad absorpci zafeni v oblasti
uv. "

Mezi dal$i metody, které lze pro stanoveni adsorpce pouzit, patii z kategorie technik
zalozenych na optickych vlastnostech napiiklad elipsometrie, reflektometrie s variabilnim

uhlem, nebo povrchova plasmonova resonance. VSechny tyto metody jsou zalozeny na
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interakcich mezi svétlem a adsorbovanou vrstvou proteintt — mira jejich adsorpce je dana

zménou V jejich optickych vlastnostech zkoumaného vzorku.!
Studium morfologie bunék na nanopovrsich

Morfologii bun¢k lze posoudit jiz na zakladé pozorovani optickym mikroskopem. Ne
vzdy jsou v8ak vSechny struktury viditelné, a proto je vhodné jejich zobrazovani pomoci, a to
napiiklad vhodnym fluorescenénim znacenim, nebo zobrazenim pomoci -elektronové
mikroskopie.[!

V piipad¢ studia morfologie pomoci fluorescencniho znadeni se zaméfujeme
piedevsim na vné&jsi struktury. Vhodnym postupem je napiiklad znaéeni aktinovych vlaken,
které tvoii cytoskelet. Pro toto znaCeni existuje celd fada vhodnych komercnich fluorofort,
napiiklad Acti-stain 488, 535, 555 nebo 670. '+

Po jejich aplikaci jsou vldkna zobrazitelnd pomoci fluorescencni, nebo laserové
konfokalni mikroskopie, a my tedy miizeme vyhodnotit tvar buné€ného cytoskeletu, a celkovy

pocet fokalnich kontaktd, bun&énych vybezki. 173

Dal8i moznosti je zobrazeni morfologie bun¢k pomoci elektronového mikroskopu.
Pfed pouzitim této metody je potieba bunky pfipravit — musi byt fixovany k povrchu a
dehydrovany pomoci roztokli etanolu riiznych koncentraci. Takto upravené vzorky jsou
pripraveny k zobrazeni. Vysledné snimky se hodnoti stejnym zptisobem, jako fluorescencné

znadené — hodnoti se tvar bun&k, pocet jejich vybezki.[™

Méreni aktivity alkalické fosfatazy

Alkalickd fosfatdza je oznaCeni pro skupinu enzymu podilejicich se na hydrolytickém
Stépeni esterlt kyseliny fosfore¢né. V ptipadé¢ kostnich bunék se podili pfedevSim na
zabudovéavani Ca®" iontfi do jejich struktury. Méfeni aktivity alkalické fosfatazy se provadi na
zaklad€ sledovani optické zmény v absorpci svétla zplsobené Stépeni p-nitrofenylfosfatu na
4-nitrofenol a fosfat. Absorbance, méfena pii 405 nm, je pak ovlivnéna mnozstvim

uvolnéného 4-nitrofenolu, které je timérné aktivité alkalické fosfatazy. [74]

Diferenciace kmenovych mezenchymalnich bunék

V ptipad¢ implantacnich aplikaci mize byt dilezitym faktorem, jaky vliv méa novy
materidl na diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bun¢k. Tyto builkky se mohou déle
diferencovat do osteoblastli, nebo také chondrocytl. Jejich interakce s testovanym povrchem
nam tedy muize poskytnout dillezit¢ informace pro implantacni aplikace. Moznosti jak tyto
vlastnosti otestovat je kultivovat bunky na testovaném povrchu, a pii dalSim pasazovani je

presadit do média stimulujiciho chondrogenezi. Ve vysledku se pak hodnoti pelety
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kultivované v chondrogennim médiu v porovnani s pelety kultivovanymi v médiu

klasickém. [

Studium kalcifikace

Ke studiu kalcifikace je mozné pouzit absorpcni spektrofotometrii. Proces je zalozen
na vyuZiti vhodného barviva — napftiklad Alizarin Red — a jeho nasledné inkubaci testovanych
bunikach. Zhruba po 30 minutach je roztok odstranén a na jeho misto je nanesen dalsi roztok,
ve kterém je barvivo rozpustné. Zhruba 10 minut trva, nez se z bun€k barvivo uvolni. Ke

.o . - , . 7
stanoveni miry kalcifikace se zméti absorbance vysledného roztoku. [76]
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5. Prace s bakteriemi a bunéénymi kulturami

5.1. Kultivace bakterii

Bakterie jsou, co se ty¢e kultivace, pomérn¢ odolné, nenaro¢né organismy. Jako
takovym jim sta¢i pouze dostate¢na vlhkost a substrat s dostatkem zivin (N,C), pro jejich
reprodukci. Substraty mohou byt bud'to tekuté, mezi které patii napiiklad masopeptonova
voda, ¢i bujon, nebo pevné. Mezi pouzivané pevné substraty patii napiiklad zakladni zivny
agar. Ten je slozen pouze z agaru obohacené¢ho pro bujon a Casto se pouziva jako zéklad pro
dalsi substraty. Dal§i pouZivanou variantou jsou krevni, nebo Cokoladovy agar. V obou
piipadech se jedna o agar obohaceny o berani krvinky. V ptipadé¢ krevniho, jsou v8ak pfidany
k chladnoucimu agaru, zatimco v pfipad¢ ¢okoladového jsou ptidavany do horkého, ktery

Zpusobi hemolyzu a ¢okoladové zabarveni.l'"™®

Mezi nejpouzivanéjsi substraty pro kultivaci bakterii patii i Luria-Bertani (LB) agar.
Jedna se o pevny substrat slozeny z agaru, tryptonu jako zdroje peptidd, kvasnicového
extraktu, jako zdroje stopovych prvki a vitamint, a chloridu sodného, zdroje sodnych jontt.
Recept v ptivodnim znéni obsahoval navic jesté glukozu, ktera byla v aktualnich receptech

odstranéna.[’”

Pii kultivaci bakterii je dilezit¢é mit na védomi, Ze kazdd bakterie pro svou
zivotaschopnost muze vyZzadovat mirné jiné, specifické podminky, jako napiiklad atmosféru o
uréitém podilu plyni, nebo sloZeni substratu. Obecné vSak plati, Ze bakterie jsou pomérné
odolné organismy, které je mozné kultivovat i za relativné béznych podminek. Bakterie E.
Coli, ktera je vyuzivana v této diplomové praci, je mozné kultivovat za béznych pokojovych
teplot, ovSem pro vyssi efektivitu a rychlejsi vysledky se doporucuje optimalni
teplota 37 oc.I'". 78]

5.2. Kultivace MG-63 bunék

MG-63 jsou bunécnou linii ziskanou z osteosarkomu — tedy z nadoru kosti. Prestoze se
jednad o nadorovou linii, zachovaly si své vlastnosti, diky kterym je mozné je vyuzit jako

modelové buniky pro zkoumani interakci s potencidlnimi kostnimi implantéty.[go]

Bunky musi byt kultivovany v prostiedi, které obsahuje dostatek zivin, pottebnych pro
jejich existenci. V tomto médiu jsou bunky skladovany v kultiva¢nich lahvich v inkubatoru
pii 37 °C a v 5% CO, v okolni atmosféte. Jelikoz se vSak bunky neustidle mnozi, a nezbytné
jejich koncentraci udrzet v rozumnych mezich, je potfeba je, stejné jako ostatni buiiky,
pravidelné pasazovat. Tato potfeba je umocnéna faktem, ze jelikoz se jedna o nadorovou linii,

buiiky postradaji schopnost kontaktni inhibice jejich dalsi reprodukce. &
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Protokol pouZivany pro pasaZovani bungk® &

1. Ovéreni dostatecné konfluence buné¢k pod mikroskopem.

2. Ohtev nového média a 0,25% trypsinu/EDTA v 37°C vodni lazni

3. Pfesun kultiva¢ni lahve do flowboxu, dalsi prace probiha za sterilnich podminek.
4. Odstranéni pouzitého média z kultiva¢nich lahvi.

5. Opléachnuti bun¢k fosfatovym pufrem a nasledné odsati pufru.

6. Naneseni trypsinu na povrch bunék pro jejich odlouceni v mnozstvi, aby byly rovnomérné
pokryty.

7. Pfesun kultivacni lahve do inkubdtoru na cca 5 minut, nebo do jejich odlouceni od povrchu.

8. Vyjmuti kultiva¢ni lahve z inkubatoru, poklepani lahvi o tvrdy povrch nebo ruku pro
uvolnéni bunék z jejiho povrchu.

9. Kontrola resuspendovani bun¢k pod mikroskopem.
10. Ptidani média k suspenzi pro zastaveni dalsiho Stépeni.

11. Pfesun suspenze do centrifugaéni zkumavky a jeji centrifugace - 5 minut pii 1000
otaCkach za minutu.Volba poctu otacek a doby centrifugace se muze dle pouzitého typu
bunék mirné lisit.

12. Napipetovani nového média do nové kultivacni lahve.

13. Odstranéni supernatantu z centrifugované zkumavky

14. Resuspendovani bunék ve vhodném mnozstvi nového média.

15. Spocitani bun€k v nove vytvorené suspenzi pomoci Biirkerovy komurky.

16. Napipetovani bunééné suspenze do piedem piipravenych kultivacnich lahvi s novym

médiem ve vhodném pomeéru (napft. 1:2,1:3) v zavislosti na potiebé a rychlosti rlstu.

17. Rozmichani suspenze v lahvi pomoci jemného tfepani a pfesun bunék do inkubatoru.
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Pro ptipad, Ze s buiikami experiment v dohledné dobé neplanujeme, ale v budoucnu je
budeme chtit vyuzit, je dllezité znat postupy pro jejich dlouhodobé uchovavani a stim

spojenyé rozmrazovani a zmrazovani.

Protokol pouZivany pro zmrazovani bundk®*%"

1. Piiprava zmrazovaciho média. Médium je skladovéno pii 2-8 °C.

2. Odlouc¢eni bunék od povrchu postupem pouzivanym pii pasazovani. Resuspendovani
bunék.

3. Stanoveni poc¢tu bun¢k ve vysledné suspenzi. Podle tohoto mnozstvi odebrani spravného

mnozstvi zmrazovaciho média.

4. Centrifugace suspenze bunék. Po centrifugaci odstranéni supernatantu.

5. Resuspenze bunék v chladném zmrazovacim médiu.

6. Nadavkovani bunécéné suspenze do ampulek uréenych pro kryogenické uskladnéni.

7. Zmrazeni bun¢k Vzmrazovacim zafizeni s kontrolovanym fizenim teploty s teplotnim
skokem -1 °C za minutu. Alternativou tohoto procesu je ulozeni ampulek v izopropanolové
komote pfi -80 °C pies noc.

8. Premisténi zmrazenych bunék do tekutého dusiku a jejich skladovéani v plynné fazi nad

tekutym dusikem do dalSiho pouziti.

Protokol pouZivany pro rozmrazovani bunék!’" "

1. Ptesun ampulky se zmrazenymi bufikami do vodni 1azné o teploté 37 °C.

2. Rychlé rozmrazeni bun¢k vifenim ampulky ve vodni lazni.

3. Pfesun ampulky z vodni lazn¢ do flowboxu. Dalsi prace pokracuje za sterilnich podminek.
4. Obsah ampulky napipetujte do vétsi nadoby spole¢né s vhodnym kultivacnim médiem.

5. Centrifugace suspenze bunék pii cca 200 x g 5-10 minut. Tento parametr zalezi na
konkrétnim druhu bunék.

6. Kontrola barvy a zakaleni supernatantu. V ptipad¢ ze je Ciry, jeho odstranéni.
7. Resuspendovani bunék v kultivatnim médiu a pfemisténi do kultivacni lahve.

8. Vlozeni kultiva¢ni lahve do inkubatoru s pro kultivaci vhodnym prostiedim.
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Il. CILE PRACE

Navrh, ptiprava a charakterizace povrchu tvofeného TiO, nanotrubickami
dekorovanymi stiibrnymi nanocasticemi

Testovani vlivu mnozstvi stfibra na antibakterialni vlastnosti nové vytvorené¢ho
materialu

Testovani vlivu mnozstvi stiibra na biokompatibilitu vytvofenych nanopovrchu u
MG-63 bunék a jejich srovnani s TiO;, nanotrubi¢kami bez stiibra
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1. PRAKTICKA CAST

6. Material a pouzité metody

6.1. Anodicka oxidace

TiO,-NTs byly syntetizovany pomoci anodické oxidace, a to na kifemikovych
waferech, na néz byla napraSena 500nm vrstva titanu. Anodizace probihala v
dvouelektrodovém zapojeni zachyceném na obrazku 16. Jako elektrolyt poslouzil roztok na
organické bazi slozeny konkrétné z ethylenglykolu (cisty, Penta, CZ) s 1,2 wt% NH,F
(Riedel-de Hoén) a 2 vol% ultracisté miliporované vody (Millipore Corp., USA, 18,2 MQ).

Roztok pti syntéze vedené za pokojové teploty necirkuloval.
V prubéhu diplomové prace byly trubicky nejdfive syntetizovany za nésledujicich
parametrii: nabéznd rampa 1V/s, maximalni napéti 20V, doba syntézy 1500 s. 23] Timto

procesem byly vytvareny nanotrubicky o vnitinim primeéru cca 50 nm.

Obrazek 16: Zapojeni pouZité pro anodizaci.

Nésledn¢ vSak dosSlo k poruse stroje, pomoci kterého byl na kifemikovy wafer
napraSovan titan. Po jeho opravé a vyrob¢ novych waferd za stejnych podminek z neznamych
divodi nebyla vytvarena usporadana tubuldrni struktura, nybrz pouze nanopérézni povrch, a
proto bylo potieba parametry upravit. A to ndsledovné — byla zachovdna nabéznd rampa
1 V/s, maximdalni napéti vSak bylo snizeno na 15 V, doba syntézy se pfi téchto parametrech
pohybovala okolo 1200 s. Takto vytvofené nanotrubicky mély primér cca 50-70 nm. Po
syntéze byly vzorky vzdy pofadné oplachnuty miliporovanou vodou a osuSeny proudem
vzduchu.
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Pfed dalsim pouzitim byly takto vytvorené TiO,-NTs vyzihany, pievedeny z amorfni
do krystalické podoby, a to nejdiive steplotni rampou 3 °C za minutu, az do maximalni
teploty 450 °C, pii které byly vzorky drzeny po dobu 1 hodiny. Po vySe zminénych
komplikacich vSak pii tomto procesu vznikaly v textuie TiO,-NTs praskliny, a proto byla
upravena teplotni rampa pouzita pii zihani, a to na 1 °C za minutu. Po této uprave se praskliny

vyskytovaly méné.
6.2. Elektrodepozice sti'ibra

Pro pulzni elektrodepozici stiibra byl pfipraven roztok na bazi kyanidu. Ten byl
namichan v celkovém mnozstvi 100 ml ze 100 ml ultracisté miliporované vody (Millipore
Corp., USA, 18,2 MQ), 8 g KCN a 0,75 g K[Ag(CN),].B2®!

Elektrodepozice samotna probihala ve stejném zapojeni jako anodizace, tedy
dvouelektrodovém, a bez cirkulace elektrolytu, avSak s men$i anodizaci hlavou (mensi
plocha). Postupné byly zkouSeny rtizné parametry elektrodepozice, jako napiiklad prachozi
proud (1 mA az 8 mA), sitka samotného pulzu (300 ms az 2,5 s), ¢i pocet opakovani cykla (1
az 8). Jedinym zachovanym parametrem v priabéhu vSech testti byla délka periody jednoho

cyklu, ktera byla stanovena na 3 s.

Vzorky Ag-TiO,-NTs byly pied dalSim pouzitim fadné vycistény etanolem,
oplachnuty miliporovanou vodou, osuseny proudem vzduchu a 15 minut sterilizovany pomoci
UV lampy.

6.3. Testovani antibakteridlni aktivity

Antibakterialni aktivita nové nasyntetizovaného materialu byla ovétovana v Petriho
miskach na agarovych plotnach. Co se tyce pouzitych bakterii, pro testovani byly zvoleny
Dh5-a bakterie E. Coli.

Plotny byly piipraveny z 4,5 g agaru (Sigma), 1 g extraktu z kvasnic (Sigma), 2 ¢
chloridu sodného (Sigma), 2 g tryptonu (Fluka Analytical) a 200 ml destilované vody.
Vsechny piisady byly pii pokojové teploté smichany, a nasledné v kddince obalené alobalem
vlozeny do autoklavu. Po zhruba hodin€ byl program autoklavu ukoncen a husty roztok byl
nadavkovan do jednotlivych Petriho misek, a to tak, ze v kazdé samostatné ,,palmisce bylo
25 ml.

Samotny antibakterialni test byl provadén nésledovné: bakterie byly naneseny na
agarové plotny a nasledn¢ danou dobu (3 nebo 24 h) inkubovany pii 37 °C. Po inkubaci byly
vzorky z plati spoleéné s bakteriemi na povrchu agaru pod vzorkem sejmuty a piesunuty do

zkumavek eppendorf spole¢né s 250 pl destilované vody. Aby se bakterie z povrchu vzorki
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uvolnily, smés byla vortexovana 2x po dobu 5 s. Timto byla ziskana bakteridlni suspenze

s mnozstvim bakterii ovlivnénym jednotlivymi vzorky.

Takto ziskand suspenze byla vhodné nafedéna danym mnozstvim vody a nasledné
v objemu 200 ul nanesena na nové agarové plotny, kde byla inkubovana 24 hodin pti 37 °C.

Po 24 hodinach byly Petriho misky vyjmuty, vyfoceny a kolonie bakterii spocitany.
6.4. Adheze MG-63 bunék

V piipadé této diplomové prace byla adheze sledovana pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Buriky byly nejdiive kultivovany v kultiva¢nich lahvich v DMEM médiu (Sigma
Aldrich) s 10 % FBS, 2 mM L-glutaminu, 100 U/ml penicilinu a 100 U/ml streptomycinu s
5 % CO; pti 37 °C. Pfed nanesenim na vzorky bylo provedeno pasdzovani bun¢k, tedy, jak jiz
bylo zminéno vyse, jejich odstépeni od povrchu kultiva¢ni lahve pomoci trypsinu/EDTA a
rozmichani v novém médiu. Takto vytvofena suspenze byla nanesena na povrch tvoreny Ag-
TiO,-NTs s buné¢énou hustotou 5%10° a nasledné opét vlozena do inkubatoru s 5 % CO, pfii
37 °C. Po 24 hodinach byly vzorky barveny 15 minut pomoci roztoku s 2 uM kalceinu-AM a
1,5 uM propidium jodidu vPBS. Po barveni byly vzorky promyty PBS, vyfoceny
fluorescen¢nim mikroskopem a adherované buriky na jednotlivych vzorcich byly spocitany.
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7. Vysledky a diskuze

7.1. Syntéza nanotrubicek

Syntéza TiO,-NTs probihala anodickou oxidaci s parametry, jenZ jsou zapsany vyse
Vv kapitole ,,material a metody*. Na obrazku 17 je zachycen makroskopicky snimek % waferu.

Plocha uvnitf ,,zelenych kruhi® je tvofena TiO,-NTSs.

Obrazek 17: 4 waferu s vysledky anodizace

Sledovany pribéh proudu v zavislosti na ¢ase odpovidal teoretickym ptredpokladiim, a
dle vseho tedy dochazelo k formaci tubularni struktury. Pfitomnost nanotrubicek byla ovétrena
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Nésledné byly struktury vyfotografovany.

Vysledek 1ze vidét nize na obrazku 18. 23]

Obrazek 18: Vysledek syntézy TiO, nanotrubicek
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Obrazek 19: Nasyntetizované nanotrubicky

V ptipadé $patné namichaného roztoku s nedostatkem F jontd, z divodu S$patné
navazky, dochazelo k nedokonalému proristani trubi¢ek a misty byl vzorek potazen porézni
vrstvou TiO; (obr. 19).

Na snimcich pofizenych rastrovacim elektronovym mikroskopem jsou vidét TiO,-
NTs. Se spravnym roztokem byly TiO,-NTs o priméru cca 50-70 nm homogenni po celé

plose vzorku. Snimky byly pofizeny pfed zihanim vzork.
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7.2. Dekorace nanotrubicéek stribrem

Po uspésné syntéze TiO,-NTs, a jejich vyZzihani, byly provadény pokusy o jejich
dekoraci stifbrem pomoci elektrodepozice. %% Vzorek s TiO,-NTs byl umistén pod
anodizacni hlavu, ktera byla pfipojena na pulzni generator skrz relé, vyplnéna depozi¢nim
roztokem. Nasledné byl na kazdy vzorek aplikovan proudovy pulz 0 pozadované velikosti,
délce a poctu cykli. Parametry pulzii pouzitych pifi poslednim experimentu, na zakladé
kterého doslo k findlnimu stanoveni postupu pro depozici nizkého, stfedniho a vysokého
mnozstvi stiibra byly zapsany do tabulky 1. Fotografie jednotlivych vzorkd pofizenych
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu jsou k dispozici na nasledujicich obrazcich
(obr. 20 az 23).

Tabulka 1: Zaznam pouZitych parametri z experimentu elektrodepozice stéibra

Pocet Cirkulace Vysledna koncentrace stiibra,

ID Velikost [mA] Délka [ms] ., .
cykli  roztoku popis

Stfedni, nanocastice malé,
1 1 750 2 Ne rozloZeni homogenni po celé

plose

Stfedni, nanocastice riznych

2 1 1250 2 Ne _

velikosti, rozloZzeni nehomogenni

Vysoka, rozlozeni homogenni po
3 1 2250 2 Ne o

celé plose

Nizka, rozlozeni homogenni po
4 1 1250 1 Ne ]

celé plose

Nizk4, rozlozeni homogenni po
5 1 500 2 Ne .

celé plose

Stiedni, nanocastice riznych
6 1 500 3 Ne ,

velikosti, rozlozeni homogenni

Vysoka, Castice prilis velike,
7 8 2000 2 Ano )

nehomogenni

Vysoka, rozlozeni homogenni po
8 1 300 3 Ne

celé plose

Vysoka, Castice raznych velikosti,
9 8 300 4 Ano ey e ,

prilis veliké, nehomogenni

Stfedni, nanocastice riznych
10 1 300 4 Ne

velikosti, rozloZeni nehomogenni
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Velikost nanocastic
90 - 120 nm

Velikost nanocastic
80 —-125nm

Velikost nanod¢astic
70 -110 nm

(vlevo) vyiez pro zobrazeni morfologie syntetizovaného materialu (vpravo)

Obrazek 20: Vysledky pokusu o elektrodepozici stiibra - vzorky ¢. 1, 2 a 3, pribliZzeni 50 000x, kompletni zorné pole
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Velikost nanocastic
50— 95 nm

Velikost nanoc¢astic
50 — 100 nm

Velikost nanocastic
80 - 120 nm

(vlevo) vyiez pro zobrazeni morfologie syntetizovaného materialu (vpravo)

Obrazek 21: Vysledky pokusu o elektrodepozici stFibra - vzorky ¢ 4, 5 a 6, pFibliZeni 50 000x, kompletni zorné pole
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Velikost nanocastic

250 nm a vice

Velikost nanod¢astic
80 - 120 nm

Velikost nanocastic
80 —-120 nm

(vlevo) vyiez pro zobrazeni morfologie syntetizovaného materialu (vpravo)

Obrazek 22: Vysledky pokusu o elektrodepozici stfibra - vzorky ¢ 7, 8 a 9, p¥ibliZeni 50 000x, kompletni zorné pole
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Velikost nanodastic
100 — 120 nm
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Obrazek 23: Vysledky pokusu o elektrodepozici stfibra - vzorek ¢ 10, priblizeni 50 000x, kompletni zorné pole (vlevo)
vyfez pro zobrazeni morfologie syntetizovaného materialu (vpravo)

Na zaklad¢ optického zhodnoceni snimka na ptfedchozich obrazcich byly pro dalsi
testovani vybrany vzorky s nizkou, stfedni a vysokou koncentraci stifibra, tvofenou menSimi
nanocasticemi, vzdy s homogennim pokrytim na celé deponované ploSe. Jmenovité se jednalo
o vzorky ¢. 4 pro nejniz$i koncentraci (L), ¢. 1 pro stfedni koncentraci (M), a ¢. 3 pro
koncentraci nejvyssi (H).

Na obrazku 27 jsou na fotografiich zachyceny makroskopické fotografie vzorki Ag-

TiO2-NTs. Z téchto makroskopickych snimki je poznat, ze mnozstvi deponovaného stiibra se

zde opticky projevuje jako ztmavnuti na dané plose.

Obrazek 24: fotografie vzorki s jednotlivymi koncentracemi stfibra, kontrolni vzorek (B), nizka koncentrace (L),
sti‘edni koncentrace (M) a vysoka koncentrace (H)

L

Na potizenych snimcich deponovanych vzorki je vidét, Ze vyssi proudy maji tendenci
tvorit na povrchu vzorkll vétsi nanocastice. Déle z vysledkll vyplyva, Ze v prfipad¢€, Ze neni
aktivni cirkulace, jiz mens$i proudy jsou schopny tvofit na povrchu TiO,-NTs stiibrné

nanocastice. Za ucelem testovani byl pokus se vzorkem ¢. 6 zopakovan s cirkulujicim
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elektrolytem. Vysledek byl velice rozdilny — na povrchu nebyly Zadné pozorovatelné
nanocastice. Zda se tedy, ze cirkulace elektrolytu ma na formaci nanocastic stfibra znaény
vliv. Dale si na snimcich mizeme vSimnout, Ze velikost vytvofenych ¢astic neni jednotna.
V ramci jedné depozice jsou vytvareny Castice riznych velikosti, a to v pomérné¢ velkém
rozsahu (v desitkdch nm). Z tohoto hlediska by bylo vhodné pti dalSich optimalizacich
kvantitativn€ vyhodnotit redlné mnozstvi stfibra deponovaného na vzorek, naptiklad pomoci
EDS. Vytvorené ¢astice navic v nékterych ptipadech tvoii shluky, coz mize ovliviiovat jejich

funkci.

V piipad¢ dalsiho vyvoje tohoto materialu by bylo vhodné dale optimalizovat proces
elektrodepozice takovym zpusobem, aby rozsah velikosti tvofenych nanocastic byl co

nejmensi, a vytvorené ¢astice se neshlukovaly.

Dle poznatkli z prib¢hu vSech experimenti méa na formaci nanocastic nejvetsi vliv

celkovy naboj, jenz projde vzorkem za dany cas.
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7.3. Testovani antibakteridlni aktivity

Testy antibakterialni aktivity probihaly podle postupu uvedeného v kapitole 6.3.

V piipad¢ experimentu na obrazku 25 byly bakterie v kontaktu se vzorkem po dobu 3h
a vysledna bakterialni suspenze fedéna 200x. V pfipad¢ experimentu zobrazeného na obrazku
26 byly bakterie v kontaktu se vzorkem po dobu 24h a vysledna bakterialni suspenze byla
fedéna 2000X. Toto fedéni bylo pouzito z Cisté praktickych divodia — experiment byl
uspésné proveden az na podruhé, pii zachovani stejného fedéni jako u experimentu s 3h
expozici vysledné kolonie bohuzel nebylo mozno spocitat — miska byla ptilis husté porostla
koloniemi bakterii. Vzhledem k tomu, ze je vSak porovnavana zména proti kontrolnimu
vzorku, a nikoliv absolutni ¢etnost, bylo mozné experiment i s vy$$im fedénim zopakovat pfi

zachovani stejnych cast.
Z nize uvedenych snimkl na obrdzcich 25 a 26 je jiz opticky patrné, Ze s rostouci

koncentraci stiibra se snizuje pocet kolonii bakterii na povrchu agarového platu.

Kolonie bakterii zachycené na fotografiich byly manualné spocitany, a nasledné
zapsany do tabulek 2 a 3. Vysledky byly spole¢né se spojnici trendu vyneseny do grafu, ktery
je zobrazen na obrazku €. 27.

Obrazek 25: fotografie Petriho misek s kultivovanymi bakteriemi odpovidajici vzorku bez stfibra (B), nizké (L),
stiedni (M) a vysoké (H) koncentraci stiibra po 3h kontaktu se vzorky
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Obrazek 26: fotografie Petriho misek s kultivovanymi bakteriemi odpovidajici vzorku bez stfibra (B), nizké (L),
stiedni (M) a vysoké (H) koncentraci stiibra po 24h kontaktu se vzorky

Z grafu vytvofeného zpocti spocitanych kolonii a v ném zaneseném vyobrazeni
trendu se potvrdilo, Ze srostouci koncentraci stfibra se snizuje pocet kolonii. V pfipadé
nejvyssi koncentrace stfibra byla v porovnani s kontrolnim vzorkem jejich Cetnost snizena
pfiblizné na polovinu. Zaroven vSak zexperimentll vyplyva, Ze piestoze v porovnani
S kontrolnim vzorkem ke zvySeni antibakteridlni aktivity dochdzi, antibakteridlni ucinek

nového materidlu k Giplnému zastaveni riistu bakterii nestaci.

Tabulka 2:Podet kolonii na agarovém platu po 3h inkubaci bakterii v kontaktu se vzorkem a 24 hodinach rustu,
véetné procentualniho srovnani proti kontrolnimu vzorku

KO::;::;ace Abs. Cetnost %
Kontrolni vzorek 1350 e
Nizka 868 64,3
Stredni 626 46,4
Vysoka 552 40,9
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Tabulka 3: Pocet kolonii na agarovém platu po 24h inkubaci bakterii v kontaktu se vzorkem a 24 hodinach ristu,
véetné procentudlniho srovnani proti kontrolnimu vzorku

Koncentrace

stiibra Abs. Cetnost %
Kontrolni vzorek 3768 100
Nizka 3124 80,3
Stredni 2216 58,8
Vysoka 1928 51,2
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Obrazek 27: Grafické znazornéni zavislosti mezi mnozstvim deponovaného stfibra a vyslednym mnoZstvim kolonii.

Z hlediska antibakteridlni aktivity tedy jiz pfi nizké koncentraci stiibra dochézi ke
znatelnému zvyseni antibakterialnich G¢inkt. V porovnani s experimentem provedenym DAS,
K. et al.®®! ve kterém je hlaSeno 99% zabitych bakterii, je vSak 1 nejvyssi koncentrace méné
ucinna. To miZe byt zpusobeno niz§i koncentraci stfibra, velikosti nanocastic, ale i jinou

testovanou bakterii. Ne vSechny bakterie jsou totiz stejn¢ odolné. [66]
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7.4. Adheze MG-63 bunék

Z potizenych snimki bun€k je ocividné, ze kontakt bunék s nasyntetizovanym
povrchem ovliviuje jejich pocet, ale také morfologii. Na snimcich, jenz jsou na obrazcich 28-
30, lze vidét buiiky s morfologii zplosStélou, kterd poukazuje na dobrou adhezi bunék na
povrch, ale také bunky zakulacené, které mohou znalit adhezi zhorSenou. Po spocitani
probéhla kvantitativni analyza, jejiz vysledky byly zapsany do tabulky ¢.4. Nejleps$i pomér
mezi bunkami zplostélymi a zakulacenymi mél vzorek kontrolni. Vynechame-li jej, a
zaméfime se pouze na vzorky dekorované stiibrem, nejlepsi pomér byl u vzorku s nizkou
koncentraci stfibra. Oprostime-li se vSak od tohoto poméru, a zaméfime se na absolutni
Cetnosti, zjistime, Zze nejvetsi pocet adherovanych bunék byl na vzorku s nejvyssi koncentraci

stiibra.

Obrazek 28: snimek pouzity pro vyhodnoceni adheze MG-63 bunék na kontrolni vzorek (blank), 5x zoom, kompletni
zorné pole (vlevo) vyi‘ez pro zobrazeni morfologie bunék (vpravo)
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Obrazek 29: snimek pouZity pro vyhodnoceni adheze MG-63 bunék na vzorek s nejniZsi koncentraci stiibra (low), 5x
zoom, kompletni zorné pole (vlevo), vyFez pro zobrazeni morfologie bunék (vpravo)

Obrazek 30: snimek pouzity pro vyhodnoceni adheze MG-63 bunék na vzorek se sti‘edni koncentraci stiibra
(medium), 5x zoom, kompletni zorné pole (vlevo), vyi‘ez pro zobrazeni morfologie bunék (vpravo)
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Obrazek 31: snimek pouzity pro vyhodnoceni adheze MG-63 bunék na vzorek s nejvyssi koncentraci stiibra (high), 5x
zoom, kompletni zorné pole (vlevo), vyfez pro zobrazeni morfologie bunék (vpravo)

Z grafu uvedeného na obrazku 32 to pak vypada, ze vztah mezi mnozstvim
deponovaného stfibra a absolutnim poctem bunék je linearné€ rostouci. Toto zjisténi je
v rozporu s teoretickymi pifedpoklady, kdy bylo ocekdvano, Ze s rostouci koncentraci
deponovaného sttibra bude bun€k ubyvat, jelikoz je ve vyssich koncentracich cytotoxické. Je
mozné, ze pouzité koncentrace stfibra toxické byly, ale pocet umirajicich bun¢k byl pievrSen
mnozstvim novych bunék, zptisobenym zesilenim proliferacni ¢innosti ptitomnosti TiO,-NTSs.

Vztah mezi pocty zakulacenych a zplostélych bunék je dle grafu s nejvetsi

pravdépodobnosti linearni — zobrazené trendy se zdaji byt téméef rovnobézné.

Tabulka 4: Tabulka s vyslednymi poéty spo¢itanych bunék, véetné obou morfologickych kategorii a poméru mezi

jejich pocty.
Kontrolni
Koncentrace sti'ibra - > Nizka Stiredni VySOkZ'l
vzorek
Zplostélé bunky 1100 1283 1595 1956
Zakulacené buiky 436 643 1080 1058
Celkem 1536 1926 2675 3014
Pomér 2,52:1 2:1 1,48:1 1,85:1
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Obrazek 32: Graf s absolutnimi ¢etnostmi spocitanych bunék a zobrazenim trendi vyvoje poéti bunék s jednotlivymi
morfologiemi.

V porovnani s dfive provedenymi experimenty byly vysledky znacné rozdilné.
V experimentu provedeném LAN, M. Y. et alt™?! byla zjiSténa pii velikosti nanotrubicek jak
50 nm, tak 100 nm, snizena adheze a proliferacni aktivita. V kontrastu s timto predpokladem
naSe vysledky potvrzuji opac¢ny trend — S rostoucim mnozstvim stiibra se pocet bunck i pii
velikosti nanotrubi¢ek 50-70nm zvysuje. Stude ZHENG, Y. et al.® pak uvadi, ze Ag-TiO,-
NTs povrch projevuje pozitivni efekt na adhezi osteoblastll, ale také na dalsi funkce, jako
napiiklad syntéza alkalické fosfatdzy, kalcifikaci a sekreci kolagenu, aniz by negativné
ovlivnil &innost osteoblastii. "1 Zaroven se zda, Ze byl splnén teoreticky ptredpoklad -
vzhledem k délce nanotrubic¢ek (500 nm) bylo sledovano snizené rozprostirani bunck, které se

projevilo zvysenim podilu zplost&lych bungk. ¥

Z hlediska pouzitelnosti nasyntetizovaného materidlu je tfeba fici, Ze 1 kdyz
antibakterialni aktivita byla nejvyssi v pfipadé¢ vzorku sSnejvysSsi koncentraci stiibra,
z hlediska interakce sbunkami tato moznost nejevi idealni. Prestoze byl s rostoucim
mnozstvim stiibra sledovan narGst v celkovém mnozstvi bunék, piibyva také bunck
zakulacenych, coz mize byt zplsobeno pravé cytotoxicitou stfibra. Proto by bylo v ramci
vyuzitelnosti pocet zakulacenych bun€k minimalizovat a pouzit koncentraci stiibra nizkou,
kterd nemaé antibakteridlni U¢inky na tak vysoké urovni, avSak v porovnani s kontrolnim
vzorkem jsou stile znatelné, a jejiz vliv na adhezi bunck se nejevi az tak silny. Bylo by také
vhodné vSechny vzorky otestovat z hlediska dlouhodobé viability bun¢k, piipadné si ovéfit
vysledky testli adheze na vétsim souboru dat s vétsSim mnozstvim opakovani, a to predevSim
kvili reprodukovatelnosti vysledki.
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8. Zavér

Teoreticka cast této diplomové prace byla vénovana predevSim moznostem syntézy,
dekorace, charakterizace a potencialniho vyuziti TiO, a Ag-TiO, nanostrukturovanych
povrchii v biomedicinskych aplikacich. Jeji zavére¢na ¢ast je vénovana praci s bakteriemi,

bunécnymi kulturami a obsahuje protokoly zahrnujici zakladni postupy nékterych ukond.

Experimentalni ¢ast této prace se pak zabyva syntézou TiO,-NTs pomoci anodické
oxidace, jejich nasledovnou dekoraci stiibrem pomoci procesu elektrodepozice a testovani
tohoto materialu z hlediska biokompatibility a antibakterialni aktivity.

Elektrodepozice byla optimalizovana v priibéhu experimentt, dokud nebyl Uspésné
ziskan gradient mnozstvi deponovaného stiibra, ktery by byl z hlediska rovhomérnosti pokryti
a velikosti stéibrnych nanoc¢astic pouzitelny. Parametry, jenz se osvéd¢ily jako nejlepsi byly:
pro nejnizsi koncentraci jeden pulz o délce 1250 ms pii proudu 1mA, pro stfedni koncentraci
dva pulzy o délce 750 ms pii proudu 1mA, a pro nejvyssi koncentraci jeden pulz o délca 2250

ms pii proudu 1mA.

vvvvvv

V porovnani s kontrolnim vzorkem bylo napoc¢itano pti experimentu s expozici trvajici 3h cca

41 % a pti experimentu s 24h expozici cca 51% bakteridlnich kolonii.

Na zavér byla otestovdna biokompatibilita nov€é nasyntetizovaného materidlu. Bylo
zjisténo, Ze materidl ovliviiuje jak morfologii, tak 1 pocet bunck. Nejvétsi absolutni Cetnost
bunck po 24h inkubaci projevil vzorek s nejvyssi koncentraci stiibra — témét dvojnasobek

cvwr

pomér mezi butikami zplostélymi — dobie adherovanymi, a buitkami zakulacenymi.

Nové¢ nasyntetizovany material tedy do jisté miry projevil predpokladané vlastnosti —
zlepsenou antibakteridlni aktivitu a do jist¢ miry i zvySené mnozstvi dobie adherovanych
bun¢k — coz je pozitivni co se tyCe jeho vyuzitelnosti. Z hlediska zkouseni by vsak bylo
vhodné podniknout celou fadu dal$ich testi - zopakovat testy adheze, podniknout testy
proliferace a dalsi biologické aktivity, a otestovat dlouhodobou stabilitu a cytotoxicitu
materialu uvnitt fyziologického prostfedi lidského téla. Také by bylo vhodné otestovat

dlouhodobou viabilitu bunék na nasyntetizovaném materialu.

Pred timto testovanim by ale bylo potfeba dale optimalizovat elektrodepozici sttibra,
zamé&fit se predevS§im na zamezeni shlukovani stiibrnych nanocastic a sjednotit jejich

vyslednou velikost.
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9. Seznam zkratek
TiO, - oxid titani¢ity
TiO,-NTSs - nanotrubi¢ky oxidu titani¢itého
AQ-TiO,-NTs - nanotrubic¢ky oxidu titani¢itého dekorované stiibrem
Ag-NPs - stiibrné nanocastice
CHO - epitelidlni vaje¢nikové bunky ¢inského kiecka
MDCK - Madin-Darbyho epitelialni ledvinné bunky
ALD - ,atomic layer deposition‘, atomova vrstvova depozice
Al,Os3 - oxid hlinity
TiCl, - Chlorid titani¢ity
NH4F - fluorid amonny
H,O - voda
AgNO; - dusi¢nan sttibrny
SAM - sebeuspoiadané monovrstvy
BMP-2 - kostni morfogeneticky protein 2
SEM - rastrovaci/skenovaci elektronova mikroskopie
TEM - transmisni elektronova mikroskopie
EDS - energeticka dispersni spektroskopie
FTIR - infracervena spektroskopie s Fourierova transformaci
CFU - kolonie formujici jednotka
BaCl,- chlorid barnaty
H,SOy, - kyselina sirova
MTT - 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

PBS — fosfatovy pufr
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