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ANOTACE

Tato prdace je zamérena na popis a zkoumdni morfologie povrchu matericlii pouZivanych ve
zdravotictvi pomoci mikroskopickych a jinych experimentdlnich technik. V prdci jsou
vysvétleny terminy z oblasti biomateridlu a popsdny jejich fyzikdlné-chemické a biologické
odvéwvi. Biomateridly jsou systémy, které jsou schopmy ¥idit pribéh terapeutickych ci
diagnostickych procedur skrze interakce se Zivym organismem a jsou vyuzivdany od katetrit az

po implantdty.

KLIiCOVA SLOVA

Biomateridly, biokompatibilita, lékarské aplikace, implantdty, mikroskopické techniky

TITLE
Studying of matrial's morphology with microscopy techniques and the other experimental

techniques

ANNOTATION

This work is focused on the description and investigation of the surface morphology of
materials used in health care using microscopic and other experimental techniques. The work
explains the terms in the field of biomaterials and describes their physico-chemical and
biological properties. The work briefly deals with their history and also the possibilities of
application in the medical industry. Biomaterials are systems that are able to control the course
of therapeutic or diagnostic procedures through interactions with a living organism and are

used from catheters to implants.

KEYWORDS

Biomaterials, biocompatibility, medical applications, implants, microscopy techniques
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UvoD

Biomaterialy jsou dilezitou soucasti mediciny. Jejich vyuziti je Siroké a vyvoj jde stale
kuptedu. Nemoc ¢i uraz ovliviiuje ¢lovéka nejen fyzicky, ale i psychicky a spolu s nim prozivaji
utrpeni 1 jeho blizci. Dnes je medicina na vysoké urovni a diky pokrokim muzeme 1€¢it
¢i nahradit poskozenou tkan riznymi materialy, ve kterych hraji hlavni roli praveé biomaterialy.
V diivejSich dobach, biomaterialy jak je zname dnes, neexistovaly a lidé vyuzivali takové
predméty, které bylo mozné opracovat a nasledné pouzit. Je zfejmé, Ze tyto materidly clovék
vyuzival jen na vngjsi Cast téla, jelikoz v dobach, kdy se lidé 1é€ili svépomoci nebyla medicina
na vyspé€lé urovni, aby bylo mozné biomaterial do téla aspé€sné zavést. Postupem casu doslo
k vyvoji mediciny a byl vynalezen asepticky pfistup, ktery je dulezitou soucasti pii procesu
vkladani biomateriald do téla. S pokrokem doby a poznatki v medicing, byly materialy
zkoumany raznymi mikroskopickymi technikami, aby byla zjisténa jejich vhodnost
pro lékaiské pouziti. Jedinou mikroskopickou technikou neni mozné zjistit veskeré informace
odaném materialu, a proto se pouzivaji rizné mikroskopické metody, pomoci nichz
se biomaterialy zkoumaji v riznych stadiich zpracovani. Celkové pochopeni vlastnosti
biomaterialu nam davd moznost, pouzit jej tak, aby vlidském téle plnilo ucel, ktery
potebujeme a zaroven nebylo ohrozeno zdravi pacienta.

Diky biomaterialim dnes existuje velké mnozstvi implantatd, které je mozné vyuzit
v ruznych medicinskych aplikacich. Pokud je potieba nahradit chybéjici Cast téla ¢i tkane,
piijdou na fadu pravé implantaty. Jejich hlavnim ukolem je pomoci pacientim se zdravotnim

postizenim a zaclenit je tak zpét do bézného zivota.

12



1 BIOMATERIALY

Obecné definice charakterizuje biomateridly jako systémy, které jsou schopny fidit
prubéh terapeutickych i diagnostickych procedur skrze interakce se zivym organismem.
Biomaterial je tedy jakakoli latka, ktera byla zkonstruovana tak, aby interagovala
s biologickymi systémy pro Iékarské ucely [1].

Jiz po cela staleti se ve zdravotnictvi vyuziva riznych druht materiald, ale jako véda
jsou biomaterialy znamé asi padesat let. Studium biomaterialt se nazyva biomaterialové védy
nebo biomaterialové inzenyrstvi. Béhem své historie zazili stabilni a silny rust, kdy mnoho
spoleCnosti investovalo velké mnozstvi penéz do vyvoje novych produkti. Véda
o biomaterialech zahrnuje prvky mediciny, biologie, chemie, tkafiového inzenyrstvi a veédy
o materialech [2].

Obecné se biomateridly vyuzivaji k vyrobé zafizeni, které jsou schopné nahradit ¢ast
téla i jeho funkci. Mezi biomaterialy vSak fadime i rizné bézné predméty a materialy jako jsou
napt. stehy, jehly, katétry, desticky nebo vyplné zubi. Jedna se o materialy piirodniho
i syntetického puvodu, zivé i nezivé a obvykle vyrobené z vice slozek. Biomaterialy musi byt
bezpetné, spolehlivé, ekonomické a v neposledni fad¢ fyziologicky pfijatelné, aby neptiznive

neovliviiovaly zivy organismus [3].

1.1 Pozadované vlastnosti biomateridli

Vyvoj a vyzkum biomaterialt predstavuje praci, ktera je vykonavana ve spolupraci
biomedicinskych inzenyrt, védct a materialovych technikd, ale také patologti a klinik(, pokud
je potieba fesit klinické problémy. Na vlastnostech, kterymi dany biomaterial oplyva, zavisi
volba konkrétniho biomaterialu, se kterym pfijde pacient do kontaktu za G¢elem nahrazeni ¢asti

téla, oSetfeni ¢i z divodu zlepSeni vykonu Casti téla [4].

1.1.1 Biokompatibilita

Vsechny biomateridly spojuje zakladni vlastnost, kterou je biokompatibilita.
Biokompatibilita je termin, ktery neni jednoznacn€ definovan, ale obecné se oznacuje jako
schopnost biomaterialu plnit potifebnou funkci bez vyvolani nezadouci ¢i systémové reakce
u piijemce [5]. Tato zjednodusena a obecna definice v sob& ovSem ve skuteCnosti zahrnuje
celou fadu komplikovanych interakci a reakci, charakteristik a testil, které jsou definovany
mezinarodnimi normami. Pro uspéSnou aplikaci biomedicinskych materiald je tedy

biokompatibilita rozhodujici vlastnosti [6].
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1.1.2 Reakce hostitele

Implantace pozadovaného materialu zptasobuje lokalizovanou ¢i systémovou zanétlivou
odpovéd’. Ta se objevi, bez ohledu na zpisob zavedeni biomaterialu, jelikoz u pacienta dojde
k naruseni tkadn¢. OvSem mira zanétlivé odpoveédi se odviji od umisténi, kompatibility
a implanta¢niho postupu biomateridlu [7]. Reakce hostitele je tedy definovana jako reakce

organismu (lokalni ¢i systémovy) na implantované zatizeni ¢i biomaterial [8].

1.1.3 Toxicita

Biomaterial by mél v prostfedi zivého organismu slouzit pozadovanému ucelu bez
ovlivnéni télesnych organu [9]. U biomaterialt je pozadovana netoxicita, pokud tedy neni
zamémé zkonstruovan tak, aby z néj latky migrovaly, napf. vyspély systém dodavky léka
zameéteny na rakovinové burky a jejich zni¢eni. Z biomaterialu by se tedy neméla uvoltiovat

zadna latka, pokud tento pozadavek neni vyslovené zadan [8].

1.1.4 Odolnost proti korozi

Implantované materialy jsou v lidském té€le vystaveny télesnym tekutinam, které mohou
mit negativni vliv na implantat. Vlivem této skuteCnosti je vyuziti dokonalého implantatu
omezeno [10]. Kovové ionty se mohou hromadit ve tkanich ¢i se transportovat do jinych ¢asti
organismu. Tato skuteCnost je negativni vlastnosti biomaterialt, jelikoz koroze mize znacné
zkratit nejen zivotnost implantatu, ale také Zivot pacienta. Z tohoto divodu jsou vyuZzivany

pouze materialy odolné vici vzniku koroze [8].

1.1.5 Mechanické a fyzikalni vlastnosti

Na vSechny biomaterialy jsou kladeny mechanické a vykonnostni pozadavky, které
zavisi na jejich fyziologickém pouziti. Lze je rozde¢lit do tfi kategorii, a to mechanicky vykon,
mechanicka odolnost a fyzikalni vlastnosti [11].

Mechanicky vykon predstavuje vlastnosti jako jsou sila, pevnost, ohebnost a tvrdost.
Pro ptedstavu druhé kategorie (mechanicka odolnost) muzeme uvést napt. dobu funkce
kostnich desek, které Cini 6 a vice mé&sicu, Ci katétry, které jsou funk¢ni jen 3 dny [11]. Pfi
vybéru biomaterialu jsou zohledfiovany také fyzikalni vlastnosti, napt. specificka propustnost
u dialyzaCnich membran ¢i mazivost u nahrad kycelnich kloubti. Z tohoto divodu by mélo byt

chovani biomaterialt pfi daném pouziti nejprve peclivé prostudovano [8].
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1.2 Historie biomateriald

Vyuzivani biomateriald saha az do starovéku, kde je lidé vyuzivaly k napravé
¢i k posileni téla [12]. Neni tomu ovsem tak ddvno co biomateridly, tak jak jsou zndmy dnes,
neexistovaly. Tyto materialy diive nebyly oznaCovany pojmem ,biomateridl a neexistovaly
ani vyrobci zdravotnickych zafizenich s vyjimkou externich protetik [2].

V minulosti se vyuzivalo pfirodnich materiald, jako je napf. dfevo, perlet, slonova kost
¢i zuby zvifat. Dfevem se lidé nejCast&ji snazili stavebn€ nahradit chyb¢jici koncetinu at
jiz z davodu nemoci ¢i urazu. Mezi prvni materialy, které byly vyuzivany, patfila kromé dieva,
jiz vy$e zminénd, slonova kost a dale také xenogenni ¢i alogenni kost, které mély ortopedické
vyuziti. Své misto mély také ruzné zviteci zuby, napt. od psu ¢i telat, které pouzivali zubafi
jako nahradu misto ptivodnich zubt. Zubni implantaty pouzivali lidé jako nahradu za chybé&jici
zuby jiz od pocatku lidstva [13]. K jejich vyrobé se pouzival i kdmen a slonovina, a prave z nich
byly nalezeny implantaty v Cin& a Egypt& [14]. S pokrokem technologii se pozd&ji vyuzival
jako implantacni a proteticky materidl kov, prevazné zlato, stiibro, méd’ a olovo [15]. Vybér
materialu se odvijel dle jeho dostupnosti, zru¢nosti a vynalézavosti jednotlivce [12].

Role dnesnich biomateriali byla zna¢né ovlivnéna pokroky védy a biotechnologie.
Uvedeni biomateriald do praxe nebylo mozné v dobé, kdy nebyl znamy asepticky postup
pii chirurgickych zakrocich a implantace riznych kovovych zafizeni, jako jsou napf. draty
¢i §pendliky ze Zeleza, zlata a stfibra, nebyly uspésné. V 19. stoleti J. Lister vyvinul postupy
aseptické techniky a diky tomu se snizil pocet nepovedenych implantaci z davodu infekce [16].
I pies aseptické postupy problémy sinfekci maji tendenci se zhorSovat v pifitomnosti
biomateriald, protoze implantat muaze vytvofit oblast, ktera je imunitnim bunkam téla
nepiistupna [3]. V dnesni dobé& k boji proti infekcim, které souviseji s aplikaci medicinského
zafizeni, existuje mnoho metod. Radi se zde piirodni produkty, jako jsou fenolové sloudeniny,
ale i povrchové potahovani biomaterialt napt. peptidy nebo vyuziti anorganickych prvku, jako
je meéd’ a stiibrné nanocastice [17]. Je znamo, Ze prevenci pied infekcemi a nepostradatelnou

soucasti 1écby infekci jsou antibiotika [18, 19].
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1.2.1 Rozdéleni biomateriala
Biomaterialy muzeme rozd¢lit do 4 hlavnich skupin. Jedna se o:
e polymery
e kovy
e keramiku

e kompozity [2]

1.2.2 Polymerni biomaterialy

Polymery jsou dlouhé fetézce molekul, které¢ se skladaji z velkého poctu malych,
opakujicich se jednotek. V biomedicinskych zafizenich se vyuziva riznych typ polymernich
implantati, a pravé polymery reprezentuji nejvetsi tfidu biomateriald. Patfi zde
napt. ortopedické, zubni a kardiovaskularni implantaty. Polymery muzeme rozdélit na pfirodni
a syntetické. Pfirodni polymery se vyuzivaji predev§im kvili dobré biokompatibilité a jejich
nizké toxicité. Mezi polymery pfirodniho puvodu patii napt. kolagen a celuloza [20]. Neni
pochyb, Ze tyto polymery jsou dulezité, ovSem piekonat je mohou zdanlivé neomezené druhy
syntetickych polymeru, které jsou dnes snadno dostupné [2], a z tohoto divodu se dnes pfirodni
polymery vyuZivaji jen v omezené mite. Cast&j§i vyuZiti maji tedy polymery syntetické, které
jsou vice prizpusobivé a jejich vlastnosti 1ze upravit podle toho, na jakou aplikaci budou vyuzity
[21]. Syntetické polymerni materialy sahaji od hydrofobnich materiali nevstiebavajicich vodu
(napt. polyethylen a polypropylen) az po polarni materialy (napt. polyvinylchlorid a nylony),
ale zahrnuji 1 materialy rozpustné ve vodé (napf. polyetylenglykol a polyvinylalkohol).
Pro konkrétni pouziti je nutné brat ohled na vlastnosti polymeru, protoze vlastnosti urcitého
polymeru musi odpovidat pozadavkim pro konkrétni pouziti. Z tohoto diivodu je dilezité znat
jejich vlastnosti, aby bylo mozné vybrat vhodny typ polymeru pro pozadovanou aplikaci [22].

Pouziti syntetickych materiala je velice rozsifeno u lékarskych jednorazovych potieb,
protetickych materialt, dentalnich materialt, implantatd nebo obvazd. Oproti keramickym
nebo kovovym materialim maji polymerni materialy podstatné vyhody a témi jsou: pii vyrobé
snadna zpracovatelnost do riznych tvart (film, folie, vlakna atd.), ale také ptimérené naklady,
nizka hmotnost, pfizpisobitelné¢ fyzikalni a mechanické vlastnosti ¢i biokompatibilita
(schopnost modifikace povrchu a imobilizace bun¢€k) [3]. Mezi nevyhody patfi tézka sterilizace,

opotiebeni a rozpad, kontaminace povrchu a absorpce vody a proteinu [23].
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1.2.2.1 Celuloza

Jedna se o polymer, ktery je jednim z nevycerpatelnych pfirodnich zdroji polymert
na svété. Nachazi se v rostlinach, ovoci, kirach a v listech, kde je pfitomna v bunécné sténé
tkani rostlin [24]. Celuldza se ziskava ze zpracované baviny ¢i dievéné buniCiny a fadi se mezi
nejvice vyuzivané biopolymery, které tvofi vldkno [2]. JelikoZ maji celulézova vldkna
absorp¢ni povahu, pouzivaji jako absorbovatelny material, kam patfi napt. obvazy na rany [25].
Ve vétsin€ pripadu, se vSak neaplikuji in vivo z davodu vysoké zanétlivé reakce [2]. Celuldza
se v prirod¢ vyskytuje ve velkém mnozstvi, a proto jsou biomaterialy na bazi celulozy levnou
a dostupnou platformou pro tkanové inzenyrstvi [25]. Je mozné ji vyuziti také v modifikované
forme u hemodialyza¢nich membran ¢i jako regulovatelny systém dodavani 1€¢iv. V minulosti

se vyuzivala i k vyrob& zkumavek [26].

1.2.2.2 Polypropylen

Polypropylen patfi mezi hojn€ vyuzivany synteticky material. Neni trombogenni a diky
tomu nachazi vyuziti u pacientl pfi kardiovaskularnich zakrocich [27]. Vyrabi se z n€j struktury
srdeCnich chlopni [28]. Je velice plasticky a jestlize je vystaven napéti, je mozné jej snadno
tvarovat. V chirurgii tato skuteCnost pfispiva k zajisténi uzld, jestlize jsou stehy spravné

utazeny [27].

1.2.3 Kovové biomaterialy

Nejcastéji vyuzivanymi kovy v oblasti biomaterialt jsou titan a jeho slitiny, kobalt-
chromova slitina a nerezové oceli. VétSina kovi vyuzivanych k vyrobé implantata
(napt. Fe, Co, Cr, Ni a Mo) se v téle nachazeji v pfirozené se vyskytujicich forméch a jsou
dulezité pro spravnou funkci lidského téla, napt. Zelezo je dulezité pro tvorbu Cervenych
krvinek ¢i kobalt pro syntézu vitaminu B12, avSak ve velkém mnozstvi jsou pro télo toxickée [2].

Kovové biomaterialy jsou hojn€ vyuzivany v zubnim 1€kat'stvi a v oblasti ortopedie, a to
predevsim diky jejich vysoké odolnosti vii¢i mechanické zatezi [29]. OvSem existuji jisté obavy
v oblasti biokompatibility, nebot lidské t€lo je velmi agresivni prostiedi, ve kterém kovy rychle
koroduji. Prvni kovovou slitinou, ktera méla specidlni vyuziti pro lidské potireby byla
,Shermanova“ vanadova ocel, ktera vykazovala vybornou odolnost vic¢i mechanickému
namahani, ale od jejiho pouzivani se upustilo poté, co bylo zjisténo, ze ma velkou tendenci
ke korozi [29]. Pokud nastane koroze, dochazi k oslabeni implantatu a produkty koroze pusobi

svymi Skodlivymi u€inky na okolni tkan€ a organy [3]. K pfevratu ve vyuzivani kovovych
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biomateriald doslo teprve v 30. letech 19.stoleti s pifichodem kobalt-chromové slitiny
a nerezové oceli [20]. Mezi vyhody kovovych materialti patii vysoka pevnost, odolnost proti
unave materidlu, dale jednoducha vyroba, snadnd sterilizace, tvarovd pamét a odolnost
proti opotiebeni. Naopak negativni vlastnosti je koroze, toxicita ionti kovu, kovovy vzhled

a vysoky modul pruznosti [23].

1.2.3.1 Titan a jeho slitiny

Mechanické vlastnosti Cistého titanu jsou v nékterych ptipadech nedostatecné, a proto
se Casto vyuziva slitina TisAl4V. Titanové slitiny vyrobené s 6 % hliniku a/nebo 4 % vanadu
jsou nejpouzivang)§imi slitinami titanu pro medicinské aplikace [20]. Titan a slitiny titanu maji
vyhodné vlastnosti, a praveé diky nim je jeho pouziti v medicing€ velmi rozsirené [21]. Nejvétsi
vyhodou je jeho netoxicita, odolnost proti korozi, biokompatibilita, vysoka odolnost vici
zlomeni a schopnost spojit se s lidskou kosti. VysSe uvedené vlastnosti spolu s jeho nizkou
hmotnosti nabizi vyborné vlastnosti pro implantat, a prave proto se stal zdkladnim materidlem
pouzivanym v moderni medicing [20].

Schopnost titanu spojit se s zivou kosti, je velice Casto vyuzivana v oblasti stomatologie.
Titanové zubni implantaty jsou uspé$né pouzivanym typem materiala a jedna se o jediny kov,
ktery umoziuje osteointegraci. Osteointegrace je d¢j, pfi kterém se vlastni kost ¢i tkan téla
navdze na implantat. To znamend, ze bunky, které vytvareji kost se pfipoji k titanovému
implantatu a vytvori se funk¢ni mustek, pies ktery dochazi ke spojeni implantatu a kosti, ktera

se formuje na povrchu kovu [21].

1.2.3.2 Slitiny kobaltu

Obecné lze slitiny na béazi kobaltu oznalit jako nemagnetické, odolné proti korozi
a ohnivzdorné. Neni lehké je vyrobit, a proto se vyuzivaji v omezené mife. Vibec prvni
l1€katské vyuziti slitin na bazi kobaltu bylo na dentalni implantaty, jelikoz tyto slitiny maji
vybornou odolnost vac¢i degradaci v prostiedi dutiny ustni. V souCasnosti se vyuZzivaji
predevsim u ortopedickych protéz kolen, ramen, kyCli a v neposledni tfadé také na fixaci
zlomenin [24]. Ve srovnani s titanovymi slitinami, maji implantaty na bazi kobaltu vetsi
mechanickou odolnost, a diky tomu se mohou rozsahle vyuzivat na Casti te€la, u kterych
postupem ¢asu muaze dojit k opotiebeni [30].

Slitina Co — Cr — Mo, v biomediciné jinak nazyvana Vitallium je jednou z nejvice

pouzivanych slitin na bazi kobaltu, a to diky vyhodné kombinaci, kterou je velka pevnost
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avysokd taznost. Slitiny Co — Cr maji vyborné mechanické vlastnosti, mezi které patii
houzevnatost, pevnost, odolnost proti korozi a opotiebeni, a proto se vyuzivaji pro pohyblivé

Casti umélych spoju. Jejich dobra slévatelnost umoziiuje jejich pouziti i pro zubni protézy [31].

1.2.3.3 Nerezova ocel

Nerezova ocel je dilezitym materialem pfi chirurgickych zékrocich i v biomedicinskych
implantatech [32]. Chirurgické nerezové oceli jsou vyrobeny z nékolika hlavnich prvku. Jedna
se predevsim o chrom, nikl a molybden. Tyto prvky kladné ovliviiuji celkové vlastnosti oceli.
Diky nim je odolnd proti korozi, ma vysokou tepelnou odolnost a je nemagneticka [33].
Nerezova ocel je nazvana nerezovou pravé diky své odolnosti viéi korozi. Tato vlastnost je
zpusobena pridanim chrému do slitiny, tim dojde k reakci chromu s kyslikem, ¢imz vznikne
ochranna vrstva oxidu chromitého (Cr203) na povrchu pozadovaného implantatu [34]. Kromée
pozitivniho uc€inku proti snizeni vzniku koroze, je také chrom odolny vii¢i mechanickému
poskozeni povrchu napt. poSkrabéni, ¢imz se stavd vhodnym materialem pro predmety, které
je nutné opétovne Cistit a sterilizovat [32]. Dal§im znamym nerezovym kovem, je jiz vySe
zminény nikl, ktery ma dulezitou roli ve vyrobé austenitickych nerezovych oceli, kterym
poskytuje pevnost, houzevnatost a taznost [34]. Nerezové oceli dodava hladky a velice
lestitelny povrch a tim umoziuje snadné Cisténi povrchu. Neméne podstatnym kovem je
molybden, ktery se po vytvarovani vyznacuje svou tvrdosti, a proto se vyuziva na ostré hrany
napft. Cepele skalpelt [32].

Nutno podotknout, Ze nikl a chrom jsou znamé svymi karcinogennimi G¢inky. Pisobeni
karcinogenniho G¢inku danych prvki na lidské télo je vSak zavislé na mnozstvi a formeé daného
materiadlu. U niklu je velkd cast rizika tvofena kontaktem s jeho surovou formou a v ptipade
legovani oceli, predstavuje pro nositele malé riziko. Zdravotni G€inky chromu na lidské télo,
jsou ovlivnény formou, ve které se s nim &lovék setka. Sestimocny chrom (Cr™®) ma vysokou
toxicitu a karcinogenni U¢inky, coz je znamo jiz od konce 18. stoleti. Naopak je tomu
u trojmocného chromu (Cr'?), ktery ma nizky stupeii toxicity a je dokonce znama i jeho stopova
piitomnost ve vodé a v potravé. Chrom, se kterym pfijde vétSina pacienti do kontaktu

v nerezové oceli, je tedy bezpecny [34].
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1.2.4 Keramické biomaterialy

Keramika je obecné tvrdy material, ktery je znam pro svou vysokou teplotu tani a nizkou
tepelnou a elektrickou vodivost [3]. Jednda se o material vyrobeny ztrvale
vytvrzenych nekovovych materialt pii vysoké teploté [23]. Keramické materialy, stejn€ jako
ostatni biomaterialy, nesmi byt toxické, karcinogenni, zanétlivé ¢i vyvolavajici alergii, a proto
mezi nejdulezitéjsi vlastnosti patii biokompatibilita a zachovani funk¢nosti po celou dobu
zivota nositele [3].

Keramiku, ktera je vyuzivana na vyrobu implantata 1ze nazvat jako neabsorbovatelnou
a biologicky rozlozitelnou [3]. Keramické biomateridly se vyuzivaji ve stomatologii jako zubni
implantaty a v oblasti ortopedie jako nahradni kycelni jamky [21]. V porovnani s kovy
¢i polymery neni vyuziti keramiky v jinych oblastech biomediciny tak rozsirené, kvili jejich
kiehkosti. Mezi vyhody keramickych biomateriald patii odolnost vi¢i opotiebeni a korozi,
mohou byt vysoce le§tény a jsou chemicky pfibuzné s lidskou kosti. Jsou ov§em malo pevné
v tahu 1 ohybu, cozjejejich nevyhodou [23]. Biomateridly vyrobené z keramiky jsou tedy velice
dobfe kompatibilni s zivymi tkanémi, odolné vici korozi, avsak jak jiz bylo zminéno, jejich
nevyhodou je kiehkost, ktera omezuje jejich pouziti [21]. Z tohoto divodu nachazeji nejcastéji

vyuziti jako povlaky na kovové implantaty nebo v mechanicky nizko zat€zovych aplikacich.

1.2.4.1 Bioaktivni keramika

Bioaktivni material je obecn¢€ materidl, ktery v ptipadé umisténi do lidského téla, je
schopny interagovat s okolni kosti ¢i mékkou tkani [35].

Bioaktivni keramika je tfidou keramiky a jedné se o biologicky aktivni material, ktery
je bohaty na vapnik a fosfat [23]. Bioaktivni keramika je dle definice oznafovana jako
biokeramika, kterd se po implantaci vaze pfimo na zivé tkan€, a to bez pfitomnosti fibrilarni
pojivové tkané [36, 37]. Tato schopnost vazby je velmi uzite¢na hlavné u biomateriala
pouzitych v mistech, kde je materidl spojeny skosti. Mezi bioaktivni keramiku patii
napt. hydroxyapatit, bioaktivni sklenénd keramika a bioaktivni sklo [36].

Bioaktivni keramika se vyuziva na objemna a porézni télesa, ktera nasla uplatnéni
u umélych kofend zubt pro obnovu funkce chybéjicich zubu. Pouziva se také jako povrchoveé
aktivni vrstva na zubnich implantatech ¢i jako aktivni opora vsunuta do Celisti, cehoz se vyuziva

k regeneraci kostni tkané [38].
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1.2.5 Kompozitni biomaterialy

Kompozitni biomaterialy jsou dle definice materialy, které jsou tvofené dvéma a vice
tazemi s odliSnymi vlastnostmi (fyzikalnimi, mechanickymi a chemickymi) pficemz vSechny
faze jsou plynulé. Tyto materialy maji tedy rozdilné vlastnosti od prekurzora a jejich kombinaci
vznika ,novy“ materidl [39]. Mezi pfirodni kompozity lze radit napt. kost ¢i dfevo. Jestlize se
ptida ptimés syntetickych vlaken do kompozitniho materidlu, oznacujeme je jako vlakny
vyztuzené kompozity [22]. NejCastéji se pro vyztuzeni pouzivaji polyetylenova vlakna
UHMWPE (ultra high molecular weight polyethylene — polypropylen svelmi vysokou
molekulovou hmotnosti), karbonova vlakna, sklo a keramika [2]. Je velice dulezité, aby kazda
slozka kompozitu byla biokompatibilni a rozhrani mezi slozkami nebylo degradovano
prostredim t&la [3].

Kompozitni biomaterialy maji v medicin€ rozsahlé vyuziti, napf. u totalnich nahrad
kolennich kloubt ¢i patefnich implantatt, u protéz koncetin, v oblasti stomatologie a pii 1écbé
komplikovanych, otevienych, infikovanych ¢i tfistivych zlomenin, tedy u vnéjsich 1 vnitfnich
fixaci [39]. Napf. ve stomatologii je nejCastéji vyuzivanym kompozitem pro biomaterialy
kompozit polymer—keramika, jehoz slozeni je organického pojivo (napt. pryskyfice)
a anorganické plnivo (napf. borokfemicité ¢i hlinitokfemicité sklo) [22]. Nevyhodou
kompozitnich biomaterialt jsou vysoké naklady, které je potieba pouzit na jejich vyrobu a dale
fakt, ze neni snadné menit jejich tvar [40]. Naopak vyhodou je kombinace hustoty ku vaze
a pevnosti, coz z nich ¢ini vhodny material pro stomatologické aplikace [23]. Dale jsou odolné
proti korozi a také vaci unavé materialu [41]. Jsou vysoce biokompatibilni, oplyvaji vysokou
tvrdosti, odolnosti proti mechanickému pusobeni a maji schopnost nést velkou zatéz. Diky

témto vyjmenovanym vlastnostem jsou vhodné pro tkafiové inzenyrstvi [42].

1.2.5.1 Kompozity na bazi polyesteru

Polypropylen fumarat (PPF) patifi mezi nenasycené linearni polyestery. PPF je
biologicky rozlozitelny polymer (kjeho degradaci dochdzi pomoci hydrolyzy za vzniku
kone¢nych produktl propylenglykolu a kyseliny fumarové) a obsahuje velké mnozstvi
nasycenych dvojnych vazeb. Bylo zji§t€no, ze je biokompatibilni a neni cytotoxicky.
Kompozity na bazi polyesteru byly studovany pro kostni aplikace a 1é¢bu defektd kosti.
Dle dostupné literatury bylo pomoci studii prokazano, ze pevny PPF disponuje mechanickymi

vlastnostmi, které jsou podobné vlastnostem kosti a m& vhodnou pevnost v tlaku, kterd je
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potiebna pro ortopedické aplikace. Jestlize se k PPF piida fosforeCnan vapenaty vznikne

kompozitni cement, ktery ma mechanické vlastnosti podobné trabekularni kosti [43].

1.3 Pouziti biomateridlu

Pouziti biomateriali je v dne$ni dob&€ znacné€ rozsahlé. Nejrozsifen€jSim vyuzitim
biomateriala jsou nahrady Casti téla, které pozbyly funkci at’ jiz z dGvodu nemoci ¢i traumatu.
Biomaterialy napomahaji pii 1éceni, zlepSuji vykon a piipadné napravuji abnormality [3].

Na obrazku 1 je znazornén piehled vyuziti biomaterialt v lidském téle.

Kontaktni ¢ocky Hydrocefalicky shunt

Maxilofacialni implantaty
CNS katétry
Zubni implantaty A
e Infuzni porty
Trachealni vyztuze
Kardiostimulatory
Tracheostomicke sety
Prsni implantaty
Urologické stenty a katétry
Cévni implantaty
Pristupy pro podani léka

Pomucky pro peritonealni

LV. katétry dialyzu

Zluénikove stenty Inkontinenéni pomucky

Penilni implantaty
Ortopedické implantity St

Porodnicko/gynekologické
pomiicky

Fixa¢ni pomucky X L "
Hemodialyzacni pomucky

Osteotomické pomucky

Implantaty malych kloubu Drenazni katétry

LS

e

Obrazek 1 PouZiti biomaterialu v lidském téle [44]

Jako ptiklady konkrétniho pouziti Ize uvést napt. ndhrady srdecnich chlopni, ndhrady
kyCelnich kloubt, zubni nahrady, biomaterialy v ortopedii, oftalmologii ¢i kostni

implantaty [2].
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1.3.1 Srdecni chlopné

Srde¢ni chlopné se oteviou a uzaviou vice nez 100 tisickrat za den, coz muze vést
k opotiebeni a tim ztraté€ jejich funk&nosti a z tohoto duvodu je poté nutné chlopen vymenit [2].
Kazdym rokem dojde k vyméné témeét 300 000 chlopni [45]. Jejich néhrada je nutnd at’ jiz
z divodu jejich prirozeného opotiebeni ¢i kvali vrozenym vadam. SrdeCni protézy mizeme
rozdélit na mechanické a biologické [3]. U mechanickych chlopni muze byt nahrada vyrobena
z uhliku, ktery se nachazi ve formé Ccistého pyrolytického uhliku bez pfimési, z kova,
elastomert, plastd i tkanin [2, 46]. Nejcast&j$Sim konstruk¢énim materialem je slitina titanu,
ktera je obalena pyrolytickym uhlikem z divodu sniZeni trombogenicity. Biologické chlopné
(tzv. bioprotézy) se vyrabi z tkan€¢ hovéziho perikardu nebo veprové chlopné. Tato biologicka

tkan je chemickym zptusobem upravena glutaraldehydem z davodu snizeni antigenicity [47].

1.3.2 Biomaterialy v ortopedii

Ortopedické biomateridly se zna¢né€ podili na uspésné obnove mobility a kvality zivota
nékolika miliond osob [2]. Do lidského t€la jsou implantovana zafizeni, ktera jsou navrzena
tak, aby vykonavala urcité biologické funkce at’ jiz zastoupenim nebo opravou ruznych tkani,
jako je kost, vazy, chrupavka nebo Slachy [48]. Mezi ortopedické implantaty se fadi
napf. rekonstrukéni implantaty, materialy pro napravu zlomenin ¢i patefe a artroskopické
produkty [2].

Nejvice vyuzivana v traumatologickych docasnych zafizenich, jako jsou Srouby
¢i fixaCni destiCky zlomenin, je nerezova ocel diky nizkym nakladim a dostupnosti. U protéz
kloubt se vyuzivaji slitiny na bazi titanu a kobalt-chromu. Dale se také vyuZzivaji keramické

biomaterialy, které maji Siroké vyuziti u totalnich kycelnich artroplastik [48].

1.3.3 Ky¢celni klouby

Lidské kycelni klouby jsou vystaveny vysokému mechanickému pasobeni a po padesati
¢i vice letech opakujici se mechanické zatézi se vlastni kloub muze, vlivem degenerativniho
nebo revmatologického poskozeni, opotiebovat. Je ziejmé, ze tato situace vede ke znacné ztraté
mobility [2]. Vyména kycCelniho kloubu je operaci, pfi které se nahradi kloub takovym
implantatem, ktery obnovi funk¢nost kloubu. V dnesni dobé jsou nahrady kycelnich kloubua
vyrobeny z keramiky, kovi a plasti. Mezi nejvice vyuzivané materialy patii slitiny titanu, oxid
hlinity, nerezova ocel, oxid zirkoni¢ity a UHMPWE. Krcek a télo jsou obvykle vyrobeny

z kovu, femoralni hlava byva kovova i keramicka a kloubni jamka muze byt vyrobena jak
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z kovu, keramiky tak i z polymera [49]. Ro¢né se dle odhadi provede pfiblizné 1 milion
zakrokt nahrad ky¢le a z divodu starnuti populace na celém svété a rostoucim zajmu po vysoké

kvalité zivota, se predpoklada, ze do roku 2025 bude téchto zakroku dvojnasobné vice [50].

1.3.4 Zubni implantaty

Zubni implantat ma schopnost obnovit ¢i zlep$it funkci zubt implantovanim jednoho
¢i vice umélych kofeni do Celisti. Implantat predstavuje trvalou a bezpeCnou nahradu
chybgjicich zubt, zlepsuje vzhled chrupu a neni pfitom potieba zasahovat do okoli a brousit
okolni zuby [51]. Lze tedy fict, ze zubni implantat funguje jako nahrada za kofen ztraceného
zubu [52]. U zubnich nahrad je na pouzivany materiadl kladen specidlni pozadavek, a to
schopnost vytvofit t€sné spojeni proti bakteriim v miste, kde implantat prochazi gingivou [2].

Zubni implantaty jsou vétSinou vyrobeny z titanu, jelikoz pravé ten ma schopnost
sjednotit se s kosti a t€lo ho nedetekuje jako cizi t€leso [52]. Diive byly pouzivany materialy
z drahych kovu jako je napf. zlato a platina, ovSem z finan¢nich divodi se preslo na vyuziti

kovu a slitin jako je jiz zminény titan ¢i slitiny na bazi kobaltu [2].

1.3.5 Biomaterialy v oftalmologii

V odvétvi oftalmologie hraji biomaterialy dulezitou roli pfi postupech, které jsou
vyuzivany pro zlepSeni a udrzeni zraku [53]. V€k populace roste a onemocnéni oka je stale
rozsifengjsi. Diky biomaterialim je vSak v poslednich n€kolika letech mozna obnova zraku,
¢imz je mozné zlepsit kvalitu zivota pacientt [54].

Oc¢ni implantaty jsou napt. vyuzivany k obnoveni funk&nosti rohovky, Cocky ¢i sklivce.
Jako priklad vyuziti se uvadi nitroocni ¢ocka, ktera je implantovana namisto zakalené cocky
vlastniho téla po jejim odstranéni pomoci fakoemulzifikace [55]. Jedna se o postup, pfi kterém
dojde k rozmélnéni zakalené lidské Co€ky ultrazvukem a odsati z oka. Do prostoru, ktery je
takto vytvofen se vlozi umeéla CoCka [56]. Nitroo¢ni Cocka muze byt vyrobena z tvrdych
materiald, jakym je napt. polymethylmethakrylat (PMMA) ¢i z mekkych materialt, mezi které
patii napft. silikagel [57].

Ke srovnani optické funkce oka se vyuzivaji rizna polymerni zafizeni [2]. Témer
vSechny ocni implantaty se vyrabi ze syntetickych polymert [58]. Pro korekci kratkozrakosti
¢i dalekozrakosti 1ze pouzit nitroo¢ni implantaty namisto bryli ¢i kontaktnich ¢oc¢ek. Aby bylo
dosazeno vysoké permeability pro metabolity a schopnosti korigovat tézkou kratkozrakost, jsou

nékteré nitrooni implantaty vyrobeny z hydrogelovych materiala [2].
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1.3.6 Kostni implantaty

Kostni implantaty se pouzivaji k nahrazeni tkané po onemocnéni, a to pfi regeneraci
kosti, které mize byt zapficinéné poranénim, selhanim ¢i starnutim [59]. Jsou dulezité pro
napravu kosti, jelikoz poskytuji substrat, ktery je nezbytny pro bunécnou proliferaci, adhezi a
diferenciaci. Dulezitym kritériem pro vybeér kostniho implantatu jsou stabilita a mechanické
vlastnosti, které musi odpovidala mistu pouziti (postizeni). Je dulezité, aby dokazaly
poskytnout strukturalni podporu pro defektni misto, ale i pro nové vytvorenou tkan. Podstatna
je také dobrd osteoinduktivita, tedy schopnost vyvolat diferenciaci kmenovych bunék
na osteogenni bunky, coz mé za nasledek vytvoreni kostni tkan¢ [60].

Podle biokompatibility mizeme moderni kostni implantaty rozdélit na bioinertni,
bioaktivni a biotolerantni materialy. Titan a oxid hlinity, spadajici do bioinertnich materiald,
které jsou znamé pro svou dobrou integraci do kosti. U bioaktivnich materialt jako je keramika
fosforeCnanu vapenatého a skla, se ukédzala pfima chemickd vazba implantatu s kosti
a biotolerantni materialy jsou tkani zcela tolerovany, tzn. z vétsi Casti dochazi k distan¢ni
fibrointegraci (vytvoreni vlaknité tkané okolo implantatu [62]), jako priklad 1ze uvést PMMA.
V poslednich letech se vSak hovoii o novém implantdtovém materidlu, ktery mé dle publikaci
dobré vysledky. Jednd se o Cisty tantal, ktery je chemickym nanaSenim ukladan na skelny

uhlikovy skelet [63].
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2 POVRCH MATERIALU, VYZNAMNE VLASTNOSTI
A ANTIMIKROBIALNI POVRCHY

2.1 Povrch

Pojem povrch materialu 1ze popsat jako vnéjsi stranu, vnéjsi hranici ¢i vnéjsi
atomovou vrstvu materialu. Dle dal$i definice je povrch materialu také popsan jako
schranka, kterd oddé€luje objekt od prostiedi. Hrani¢ni oblast mezi dvéma sousednimi
fazemi, napt. mezi kapalinou a pevnou latkou, nazyvame rozhrani. Povrchové vlastnosti
daného materialu jsou fizeny molekulami a atomy, které tvofi povrch, jelikoz prave ty
budou v kontaktu s buiikami hostitele ¢i v jejich bezprostiedni blizkosti [64]. Popis
povrchu materialu je znazornén na obrazku 2. Zde mizeme pozorovat 3 vrstvy. Spodni
vrstva (tmave zelend) znaci pevny material, horni vrstvu (bilou) tvofi vzduch a mezi
témito vrstvami je znazornéna vrstva (svétle zelena), kterd predstavuje povrch
materialu — atomy, jez jsou v kontaktu se vzduchem ¢&i jinou fazi [64]. Povrchy
biomaterialt jsou zhotoveny a uzpusobeny tak, aby modulovaly pozadované chemické
a fyzikélni vlastnosti a vedly tak ke zlepSeni funkCnosti biomateridlu pfi jeho

aplikaci [65].

vzduch nebo
vakuum

povrch materialu { i

povrchové atomy
5 materialu
material (pevny)

Obrazek 2 Popis povrchu materidlu [64]

Chemické slozeni a povrchova struktura materialu hraje tedy dilezitou roli pfi jeho

biologickém chovani [66]. Vlastnosti povrchu mizeme popsat pomoci riznych technik, které
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budou podrobnéji rozepsany v kapitole 3. Jedna se napt. o mikroskopii atomarnich sil (AFM)

a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) [64].

2.2 Modifikace povrchu
Povrchovou modifikaci se rozumi pfipojeni rdznych molekul ¢&i liganda

z divodu zajisténi odlisnych chemickych, fyzikalnich ¢i biologickych vlastnosti. Vyuziva se
k vylepSeni mezifazovych vlastnosti, jako je napt. lepsi smacivost ¢i vyssi drsnost, diky Cemuz
dochazi k vyss§i GCinnosti biomaterialu, tzn. pfizplisobeni povrchu materialu pro zlepSeni
funkce a efektivni zivotnosti. D¢&je se tak nejen diky zmeén€ chemickych, fyzikalnich
a biologickych vlastnosti, jak jiz bylo zmin€no, ale 1 diky mechanickym vlastnostem, které mayji
souvislost s funk¢nosti materialu [67]. Cilem modifikace povrchu je:

e eliminovat ¢i snizit adsorpci proteina (dle dané aplikace)

o snizit adhezi bakterii

o Tfidit adhezi bunék

e zvySeni mazivosti

e zvySeni biologické kompatibility

e zvysit odolnost vaci korozi

o zvysit tvrdost ¢i mekkost [64]

Metody povrchové upravy délime na tit skupiny. (i) Fyzikalni modifikace, ktera
zpusobuje zmeénu topografie ¢i morfologie povrchu a nedochazi k vibec zadné ¢i velice malé
zméné v chemii, jako pf. lze uvést leptani, obrabéni Ci tryskani [68]. Zpusobuji tedy zmeény
ve struktufe povrchu biomateridlu. (i1) Chemickd modifikace povrchu, ke které dochazi
prostfednictvim UV zafeni, acetylace, oxidace, alkalické hydrolyzy, pfidanim glycidylovych
skupin atd. P11 t€chto chemickych modifikacich dochazi k ptidani funkénich skupin a diky nim
dochazi k podpore bunétné adheze, genové exprese ¢i proliferace. Napt. pfidavek kyseliny
arginin—glycin—asparagoveé na povrch biomaterialu patfi mezi metody, které podporuji adhezi
bunék. (iii) Modifikace pomoci naneseni vrstvy na povrch. Nanesena vrstva muze byt vyrobena
z organické vrstvy, polymeru, mikrobu ¢i tenkého filmu, ktery pochazi z jiného materialu [64].
Potahovani povrchovymi povlaky je docileno pomoci metod, kterymi jsou odlévani

rozpoustédla, sol-gel povlakovani, depozice par, srazeni ¢i tepelné zpracovani a zpracovani
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pomoci ponofovani a pary. Pouziti povlaki vede ke zméné povrchovych vlastnosti a dochazi
tak k lep§im interakcim mezi burikami a biomaterialy [69]. Obecné muzeme fict, ze modifikace
povrchu materidlu ma za cil tvorbu specifického fyzikalniho a chemického prostredi, diky

kterému bude bunécna reakce v tvrdé ¢i mekkeé tkani piizniva [68].

2.3 Povrchové vlastnosti

Povrchové vlastnosti mizeme popsat jako vlastnosti, jeZ jsou spojeny s povrchem
materialu, konkrétn€ muizeme jmenovat povrchové napéti, adsorpci, povrchovou energii,
adhezi atd. Vlastnosti povrchu hraji dulezitou roli pfi reakci biomaterialu v hostitelském
prostiedi. Na povrchovych vlastnostech zavisi 1 dalsi vlastnosti kteréhokoli materialu, jako jsou
napt. reaktivita a rozpustnost. Za vlastnosti povrchu zodpovidaji povrchové atomy daného

materialu, jak jiz bylo probrano vyse [64].

2.3.1 Adsorpce proteinu

U vsech implantatd hraje dulezitou roli nefizena proteinova vrstva, které se nelze
vyhnout a po kontaktu s biologickym prostfedim se navaze na vSechny povrchy. Je tfeba
si uvédomit, ze témer vSechny implantaty narusuji vaskularizaci hostitele, coz ma za nasledek
krvaceni, které umozfiuje tisicim ruznych krevnich proteind napadnout oblast rany [70].
Jestlize biomaterialy pfijdou do kontaktu s biologickou tekutinou jako je napt. krev, dojde
k ulpivani proteinti na jejich povrchu. K tomuto dg€ji dochazi diky procesu znamém jako
adsorpce proteinu. K ulpivani proteinu dochdzi v fadech milisekund [71] a lze tedy fict,
ze proces adheze bunék probihajici ve fyziologickém prostredi vede vzdy k adsorpci
proteinu [72].

Vlivem adsorpce proteinu na povrchu implantovaného zafizeni se spusti kaskada
nepfiznivych reakci, které zptisobi omezeni funk¢ni trvanlivosti implantatu. Na nespecifické
adsorpci na povrch daného zafizeni se G¢astni vice nez 20 000 raznych hostitelskych proteint.
U velké cCasti téchto proteint dochazi k denaturaci a pfijeti konformace zavislé na materialu,
ktera je ovSem pro proteiny nepfirozena. Po pocatecni adsorpci proteinu piichdzeji makrofagy
a dalsi buniky imunitniho systému, které mohou detekovat a spustit reakci na nepfirozené stavy
vrstvy proteini na povrchu, pfesnéji feCeno na povrchu tkané€ ¢i na holém povrchu daného
implantatu. Makrofagy hraji v hostitelském imunitnim systému dilezitou roli, jelikoz reagu;ji
na biomaterialy univerzalné a v rizné mire, ale také jedine¢né, coz zavisi na misté, na jaké

misto byl implantat vlozen a také na jeho velikosti [70].
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2.3.2 Bunécna adheze

Obecné se jedna o vazbu bunky s extracelularni matrici. V ptipadé biomaterialt se vSak
bunécnou adhezi rozumi schopnost biomaterialu pfilnout k buitkam, které se nachéazi v jeho
okoli. Pro pfedstavu mizeme uvést implantat ky¢le, kde adhezivni vlastnosti bunék hraji hlavni
roli v usp€sném fungovani implantatu. Bunétna adheze ma za nasledek proliferaci a riist bunék
na povrchu biomaterialu a tim vytvati stabilitu v zivotnosti umélé kycle u pacienta [64].

Nespornym faktem je, ze behem kontaktu mezi butikou a danym materialem jsou
informace pfenaSeny z povrchu materialu na buriku. Vlivem tohoto kontaktu dojde ke zméné
materialu, kdy tento jev muze zpUsobit materialni pfestavbu. K povrchim pfilnou bunky diky
adheznim proteinim jako je vitrolektin, laminin, kolagen a fibronektin. Dé&je se tak za pomoci
vyuziti specifickych bunéCnych receptort, které se nazyvaji integriny a jsou pfipojeny

k bunécné membrané [73].

2.3.3 Biomimetika

V piipad€ biomaterialu se biomimetikou rozumi névrh takového biomateriélu, ktery je
podobny s pfirozenym organem. Jde o to, aby bylo mozné nahradit organ ¢i ¢ast organu, ktery
je poSkozen nebo je jeho funkce nespravna. Pro predstavu miazeme uvést, ze u materialt, které
se pouzivaji jako nahrada kosti musi byt jejich tvrdost a poréznost velice blizka poréznosti
a tvrdosti kosti. Aby bylo mozné navrhnout takovy biomaterial, je potfeba analyzovat funkéni

vlastnosti a prostiedi dané ¢asti té€la, aby mohl byt material spravné navrzen [64].

2.3.4 Hydrofobni a hydrofilni povrchy

Hydrofilnost a hydrofobicita patfi mezi dulezité povrchové vlastnosti, které jsou
potiebné pro adhezi bunék na povrsich biomateriala [64]. Hydrofobnim povrchem se rozumi
povrch, ktery je schopny odpuzovat vodu [62] a tudiz, jestlize je povrch hydrofobni, mé& malou
smacivost vici vode, coz znamena, ze bunécna adheze je velice slaba. Pokud se jedna o povrch
hydrofilni, je smacivost vici vodé velka a dochazi k silnéj§imu ulpivani adherentnich bunék,
mezi které patii napft. fibroblastova butika, na povrchu.

Bylo zjiténo, ze pokud ma material dobrou schopnost adheze bunék, vede tato
skutecnosti k Sifeni a proliferaci bunek na povrchu implantatu [64]. Hydrofilni materialy jsou
vyuzivany napi. v dentalnim lékafstvi, kde bylo prokazéano, ze hydrofilni implantaty podporuji
hojeni ran a zlepSuji pocate¢ni kontakt s krvi, €imz dochéazi k rychlejsi osseointegraci [74].

O hydrofilnim povrchu muzeme tedy fict, ze podporuje syntézu kostni matrix, podnécuje
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usazeni osteogennich bun€k a podporuje jejich diferenciaci [75]. Hydrofobni materialy maji
vyuziti napt. u umeélych ledvin, protetickych srde¢nich chlopnich ¢i kardiopulmonalniho

bypassu [76].

2.4 Antimikrobialni vlastnosti

Kazdy cizi predmét, ktery je zaveden do téla je nachylny k bakterialni infekci,
nebot’ bakterie disponuji (v zéavislosti na bakteridlnim kmeni) adheznimi mechanismy
k implantatim. Jestlize dojde ke kolonizaci bakterii na povrchu implantatu, miZze tato situace
vést k vytvoreni biofilmu a znemoznéni pouziti implantatu v téle [77]. Biofilm je vrstva, ktera
se vytvoii béhem rastu bakterii a diky ni jsou bakterie schopné pfilnout jak k sobé,
tak k implantovanému povrchu [64]. Povrch implantatu mize byt rychle pokryt bakteriemi
1 pfesto, Ze ma pacient ucinny imunitni systém. Pokryti povrchu implantatu bakteriemi vede
kinfekci, k pretrvavani infekce, selhani implantatu a pfipadn€ i smrti pacienta [77].
Antimikrobialni vlastnosti jsou tedy u biomaterialt velmi dalezité, jelikoz brani rustu bakterii

na jeho povrchu [64].

2.4.1 Povrchové antimikrobialni povlaky

Bakterialni adheze a nasledna tvorba biofilmu na povrchu materialu je zavazny problém
jak z ekonomického, tak ze zdravotniho hlediska. Velky vyznam maji povrchové povlaky, které
jsou schopné zabranit bakterialni adhezi a tvorb& biofilmu [78]. Povrchové antimikrobidlni
povlaky mohou fungovat na antiadhezivnim principu ¢i na baktericidni strategii. Existuje
1 multifunk¢ni pfistup, jehoz soucasti jsou oba tyto mechanismy. Antiadhezivni princip brani
ulpivani bakterii. Vyhodné je pouziti polymernich fetézci nebo hydrogelt. Jednim z prvnich
polymert, ktery byl za timto G¢elem pouzit byl polyethylenglykol (PEG). Baktericidni strategie
funguje tak, ze ni¢i organismy pfed nebo po kontaktu s povrchem. Lze ji dosdhnou pomoci

antimikrobialnich peptidd, chitosanu, antibiotik nebo pfimo vazanych enzyma [78]
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2.4.1.1 Antimikrobidlni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AMP) ¢i hostitelské obranné peptidy byly objeveny v 80.
letech minulého stoleti. Maji dobrou antimikrobialni ucinnost proti bakteriim, virim a plisnim.
Radi se mezi prvofadou obranu proti mikrobialnimu napadeni a jsou dileZitou soudasti
pfirozeného imunitniho systému [79]. Pouzivani peptidi proti napadeni mikrobu neni tedy
novinkou, jelikoz jej t€lo vyuziva pfirozené. Tyto peptidy jsou ucinné i proti kmeniim, které
maji vysoky stupefl rezistence na antibiotika. Disponuji antibakterialni aktivitou, kterou
ziskavaji po spojeni s negativné nabitou bakterialni bunénou st€énou a nasledné€ dochézi
k hydrofobni interakci akumulovanych AMP, coz ma za nésledek naruSeni bunécné stény. Diky
témto vlastnostem jsou AMP vhodnou volbou pro zaclenéni do povrchovych povlaku [78].

K pfimému spojeni AMP s aktivovanymi povrchy, které obsahuji karboxylové
¢i aldehydové modifikace se pouzivaji primarni aminoskupiny spojené s vétSinou
aminokyselin. Pfimé propojeni AMP je mozné napf. u titanu. Je ovSem tieba brat ohled na fakt,
ze potahovani implantatd pro ortopedické aplikace Casto vyzaduje dal$i upravu povrchu
a teprve poté se implantat stava vhodny pro plnéni dané funkce. Kalcium fosfat (CaP) je zndmy
svou schopnosti zvysit rast kosti u ortopedickych implantata a u systému, do kterého byl pfidan
AMP pomoci jeho absorpce do mikroporézniho titanu, jez byl potazen CaP, byla zjisténa velka

antimikrobialni aktivita proti Pseudomonas aeruginosa [78].

2.4.1.2 Chitosan

Jedna se o pfirodni biopolymer s dlouhym fetézcem, ktery se ziskdva chemickou
modifikaci chitinu, coz je hlavni sou¢ast skotapek korysu. Po prokazani dobré biokompatibility
se stal zddanym povlakovacim materidlem pro biomateridlni aplikace [80]. Je mozné jej
pfipravit v riznych formach, mezi které patfi gely, vlakna, nanocastice, houby ¢i membrany.
Diky tomu jej 1ze vyuzit pro Sirokou fadu 1ékatskych aplikaci, jako je hojeni ran, regenerace

kiize nebo tkanove inzenyrstvi [81].

2.4.1.3 Antibiotika

Antibiotika patii mezi nejbeznéji pouzivana antimikrobialni ¢inidla. Jelikoz jsou Siroce
dostupna a vyuzivana, doslo k narGstu bakterialnich kmend, u kterych se vyvinula rezistence
proti antibiotickym Cinidlim. I pfesto jsou antibiotika stale pouZivana a jsou také predmétem

vyvoje antibakterialnich povlakd. Jednim z divodd je fakt, ze diky vyvoji povrchového
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potahovani je umoznéné jejich fizené uvoltiovani, které ve srovnani s podavanim systémovym

snizuje riziko mozné bakterialni rezistence [78].

2.4.1.4 Antimikrobidlni enzymy

Enzymy, které nejsou toxické a patii mezi biologicky nezavadné slouceniny jsou
cennym zdrojem pro vyrobu povrchovych antimikrobialnich povlakt [78]. Jelikoz rezistence
na antibiotika roste, jsou antimikrobialni enzymy, narusujici bakterialni bunééné mechanismy
a tvorbu biofilmu, usilovné zkoumany [82].

Enzymy dispergujici biofilm jsou schopny inhibovat tvorbu biofilmu, oddélovat
zavedeny biofilm a zvySovat citlivost biofilmu na jiné antimikrobialni latky [83]. Co se tyka
adheze, je prokazano, ze enzymy jsou schopny nejen interferace s adheznim mechanismem,
ktery vyuzivaji bakterie pro pfilnuti na povrch, ale mohou bakterie i zabijet. K zabijeni bakterii
vede katalyza hydrolyzy peptidoglykanu bunééné stény a timto dochdzi klyze buiky.
Interferaci s adheznim mechanismem lze uskute¢nit degradaci pomoci enzymu ¢i seskupenim
molekul, které jsou potiebné pro adhezi, jedna se napt. o extracelularni DNA, uhlohydraty

¢i adhezivni proteiny [78].

2.4.1.5 Polymerni povlaky

Polymerni povlaky jsou popsany jako polymerni filmotvorné latky nachazejici se
na povrchu materialu [84].

Modifikovany PEG lze vyuzit jako piiklad polymeru, ktery ma schopnost chranit povrch
pred adhezi bakterii. Je povazovan za standardni upravu povrchu polymert, navrzeny tak,
aby odolaval znecisténi povrchu mnoha riznym latkam. Dé&je se tak vytvorenim bariéry, na niz
nemohou bakterie pfilnout, pficemz PEG brani adhezi bakterii pasivnim mechanismem. Velka
Cast polymert nema zadnou antibakterialni aktivitu a zpisob jakym dokazi zabranit kolonizaci

bakteriemi, je prave pasivni prevence adheze [78].
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3 TECHNIKY MERENI A POZOROVANI VYBRANYCH
VLASTNOSTi POVRCHU A JEJICH DUVODY

Jestlize chceme pochopit a pozorovat biologicky vykon biomateriald, je zapotiebi
vyborna znalost jejich povrchovych vlastnosti. Jedna jedina technika nam neposkytne veskeré
informace o povrchu a ve vétsin€ pfipadu je pro vyzkum biomateriali zapotiebi vyuzit riznych

analytickych metod [85].

3.1 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (X-Ray Photoelectron Spectroscopy
— XPS), jinak nazyvana jako elektronova spektroskopie pro chemickou analyzu (Electron
Spectroscopy for Chemical Analysis — ESCA) je u¢inna technika, kterd je vhodna pro urceni
elementarniho a chemického slozeni nejsvrchn&jsi vrstvy povrchu (1-10 nm) a to jakéhokoliv
pevného materialu. Jedna se o nejpouzivangj§i techniku pro zkoumani velice tenkych
povrchovych vrstev. XPS je zalozena na fotoelektrickém efektu, kdy dochazi k povrchovému
napadeni rentgenovymi fotony s jednotnou energii (monochromatické zafeni meékkych
rentgenovych paprskd), v prostiedi, jez je ultra vysoce vakuové, zpusobujici uvolnéni
elektrona. Tato technika je velice citliva na chemické slozeni materiali a z vazebné energie
fotoelektront a intenzity fotoelektronového piku se stanovuje prvek, jeho kvantita a chemicky
stav [85]. XPS mé vysoky potencial v analyze biomolekul, pfi¢emz nekteré z nich zahrnuji
proteiny, peptidy, enzymy, DNA, lipidy a enzymy. Pomoci této metody lze zkoumat rozsah
funk¢nosti a adsorpci té€chto biomolekul na rizné povrchy. Napomaha tedy k vyvoji biosenzora

a umoziuje kontrolu biologického znecisténi pro l1ékarské aplikace [86].

3.2 Hmotnostni spektrometrie sekundarnich ionti

Hmotnostni  spektrometrie ~ sekundarnich  iontd  (Secondary ion  mass
spektrometry — SIMS) je dulezitou metodou pro ziskani chemickych a strukturnich informaci
o nékolika hornich monovrstvach povrchu. Tato metoda se mize vyuzit ke sledovani identity,
orientace a prostorového rozlozeni adsorbované vrstvy [87]. Jednd se o citlivou techniku,
kterou je mozné urcit molekularni a elementarni obsah. Pristroj schopny SIMS se v zakladu
sklada ze tii slozek. Jedna se o primarni zdroj iontd, vakuovy hmotnostni spektrometr a systém
iontového filtru selektujici ionty s definovanou energii. Pro métfeni neni potiebna zadna

specialni predpfiprava vzorkl, pfesto by meél byt vzorek prosty neCistot maximalné
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s ndhodnymi kontaminanty, které se na vzorek dostaly prostfednictvim transportu ¢i pfi
skladovani [88].

Metoda SIMS se dé€li na dva typy a sice na dynamickou a statickou. Staticka analyza se
vyuziva k ziskavani informaci o chemické struktuie povrchu na molekularni trovni (analyza
jednoatomovych vrstev na povrchu), kdy diky nizkoproudému priméarnimu iontovému paprsku
dojde k minimalnimu poskozeni povrchu a pro biomaterialy je vyhodnou technikou kvali dobré
povrchové citlivosti. Pomoci statické SIMS lze u adsorpce proteinu identifikovat typ
pfitomnych proteind, ale také jejich konformaci, stuperi denaturace a jiné informace o
adsorbovaném proteinu, které napt. pomoci XPS nejsou zjistitelné. Naopak u dynamické SIMS
dochazi k bombardovani vzorku vysokym proudem primarnich iontt, ¢imz dochazi k naruseni
povrchu materidlu (analyza objemu) a béhem tohoto procesu jsou zaznamenavany signaly
v realném Case. Dynamicka SIMS se ovSem u biomaterialti netési velké oblibé, a to hlavné u

organickych biomaterial(, jelikoz poskozeni vzorku primarnimi ionty je vysoké [88].

3.3 Energiové disperzni rentgenova spektroskopie

Energiové  disperzni  rentgenova  spektroskopie  (Energy-dispersive  X-ray
spectroscopy — EDS) je analyticka technika, kterd se pouziva k elementarni analyze pevnych
povrchil a ma Casté vyuziti pro charakterizaci krystalickych biomaterialt [89]. Metoda EDS
spociva v detekci rentgenového zafeni vyzatfovaného atomy vzorku, ktery je vybuzeny
dopadem svazku elektrond. Rentgenova energie, ktera je vyzarovana se obecné lisi prvek od
prvku, jelikoz kazdy prvek disponuje jedinecnou atomovou strukturou. Velka dilezitost se této
metod¢ priklada v elektronovych mikroskopech TEM ¢i SEM, protoze umoziuje elementarni
analyzu spolu s obrazy topografie povrchu ve vysokém rozliSeni, a to v fadech nanometra. Ve
spojeni s detekCnim systémem EDS se hojné vyuziva metoda SEM, a to predevsSim u

kompozitnich materialt, které maji vysokou citlivost [90].

3.4 InfraCervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie (Infrared spectroscopy — IR) je Casto vyuzivanou optickou
technikou ke stanoveni sloucenin a analyzy jejich chemické struktury [86]. Patfi mezi nejCasteji
vyuzivanou povrchovou vibracni spektroskopii, a to diky své univerzalnosti (je pouzitelna
témeér na vSech povrsich) a nizkym nakladim [88]. V molekulach se nachazi rozmanité funkcni
skupiny, které absorbuji IR zafeni pii raznych frekvencich, diky tomu je mozné zjistit, zda se

dané chemické funké&nich skupiny v molekule nachézi [86]. K absorpci IR dojde, jestlize se pfi
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ozateni vzorku zjisti, ze infraCervend frekvence se shoduje s vibracni frekvenci vazby. Prave
diky monitorovani absorbovaného i prochazejiciho IR svétla mizeme ziskat informace
o molekularni struktufe [88]. Jednd se o techniku, ktera neni destruktivni a lze ji pouzit
k analyze pevnych, kapalnych 1 plynnych materiald. Nejvice pouzivanym typem
infraCerveného pfistroje je infraerveny spektrometr s Fourierovou transformaci (FTIR) a to

diky vysokému pomeéru signalu k Sumu, dale kvuli nizkym nakladim a snadnému pouziti [86].

3.5 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie (Raman spectroscopy) je metoda dopliujici IR absorpcni
spektroskopii a vyuziva se stejné jako IR k hodnoceni molekularnich vibraci. Tato metoda
vyuziva tzv. Ramanuv jev, ktery nastava pii interakci laserového paprsku s elektrony materialu,
ktery je zkoumén [91].

Jeji potencial spociva v charakterizaci biomateriald v jakémkoli stavu (pevném,
plynném ¢i kapalném) [86]. Je citliva na takové vibra¢ni rezimy, které neni mozno pomoci IR
pozorovat nebo vykazuji slaba absorp¢ni pasma v IR. Spektrum vinové délky u excitacniho
zdroje muze byt viditelné, ultrafialové, blizké IR ¢i IR [85]. Interakci fotond a molekul vzorku
se tvofi Ramanova spektra, ktera jsou pomoci optickych filtri z rozptyleného svétla
shromazd’'ovana. Pravé v Ramanovych spektrech se vyskytuji informace o molekularnich
strukturach. Poskytuji tedy dulezité informace pro identifikaci materialu [86]. V pfipadé
biomateriali se Ramanova spektroskopie pouziva kidentifikaci chemické struktury
biomaterialu. MUzeme uvést piiklad kdy byl nanesen diamantovy uhlikovy povlak (DLC)
na substrat polyetherketonovych vldken (Polyether ether ketone-PEEK), aby byly zajistény
lep§i vlastnosti u kostni nahrady. Pomoci Ramanového spektra bylo zjisténo, ze se DLC

na PEEK ulozil [85].

3.6 Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

Ultrafialovo-viditelnd (UV-VIS) spektroskopie se obecné vyuziva ke kvantitativnimu
stanoveni koncentrace latek v roztoku, ktera vyuziva Lambert-Beerova zékona, dle kterého je
absorbance dané latky pfimo umeérné jeji koncentraci. Absorptivita molekuly je parametrem,
ktery je zavisly na vinové délce a jeji intenzita zalezi na chemické povaze [86]. Zakladem
metody je tedy interakce elektromagnetického zareni s anorganickou ¢i organickou hmotou
[92]. Spektrum, které vznika diky absorpci vinovych délek UV-VIS svétla, je studovano a tim
dochazi k analyze latky [93].
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Do UV-VIS spektroskopie se tadi elektromagnetické zateni s vlnovou délkou
200—-400 nm s nazvem ultrafialova spektroskopie a dale viditelnd spektroskopie s vinovou
délkou 400-800 nm. UV-VIS spektroskopie patii mezi hlavni analytické néstroje pro vyzkum
polymert [94]. Lze ji vyuzit také pro charakterizaci pevnych biomateriala ve skale nanometru,
jestlize jsou dané nanobiomateridly homogenné rozptyleny v rozpoustédle. UV-VIS
spektroskopie ma vyuziti i u pevnych biomateriald, jestlize se nachazi v pfirozeném stavu.
V tomto pfipadé se ovSem zkoumaji pouze povrchové oblasti. Dle literatury Van den
Beucken [95] zhotovil dva typy vicevrstvych povlaki na kiemennych substratech a poté byla
sledovana tvorba povlaki DNA pomoci této metody, a to méfenim absorpcniho maxima

chromofora v nukleové bazi DNA [85].

3.7 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atoméarnich sil (Atomic force microscopy — AFM) je mikroskopicka
technika, ktera umoznuje trojrozmérné zobrazeni povrchi [86]. Na povrchu vzorkti mapuje
rozlozeni atomarnich sil, ke kterym dochazi, jestlize se hrot t€sné pfiiblizi k povrchu. Tim
vznikne odpudiva nebo pfitazliva sila, coz mé za nasledek ohnuti raménka s hrotem. Detek¢ni
zafizeni snimé prave toto ohnuti [86, 96]. Jedna se o metodu urCenou pro méfeni povrchové
topografie, ovSem vyuziti ma i ve vyzkumu biomateriald, ktery se zabyva vlastnostmi,
strukturou a manipulaci s povrchy biomaterialti a rozhranimi [97]. Na rozhrani implantovaného
biomaterialu dochazi k molekularnim procesim urcujici odpoveéd hostitele a také k jevim,
kterymi jsou adsorpce proteinu, konformacni zmény a poté interakce s bunéénymi slozkami.
Pomoci AFM lze ziskat mechanicky pohled na molekul4rni Grovni pravé na interakce, které
probihaji na rozhrani biomateriala [98]. AFM lze také vyuzit ke zkoumani biomateriala

piirozené se vyskytujicich jako jsou kosti, zuby ¢i chrupavky [96].

3.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry — MS) je metoda vyuzivajici se hojné
k charakterizaci biomateriald. Princip MS je zaloZen na ionizaci vzorku, tvorbé nabitych
molekul nebo fragmentd molekul a nasledném déleni zalozeném na poméru hmotnosti
ku naboji iontd plynné faze [86]. Poskytuje kvantitativni a kvalitativni informace
o izotopickém, molekularnim a elementarnim slozeni organickych a anorganickych vzorku.
Napf. u peptidd se vyuziva pro objasnéni chemické struktury molekul. Jak muzeme vidét

na obrazku 1, hmotnostni spektrometr se sklada ze tii hlavnich Casti. Jedna se o zdroj iontd,
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hmotnostni analyzator a detektor iontt ¢i systém sbéru. Nedilnou soucasti je i poCitaCovy
systém kvuli zpracovani a zaznamu dat a také vakuové Cerpadlo, které tidi nizky tlak,
aby nedochazelo ke zméné drahy iontd, coz by mohlo vést k nezadoucim reakénim produktim

Ci ztrat€ naboje a také kvili omezeni poctu kolizi iontt [99].

i tor .| Potitatovy |
L N Hmotnostni ) Detektor - ; ;
Zdroj iontu analyzator jontu ; systém g
i‘ |
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Obrazek 3 Schéma hmotnostniho spektrometru [99]

Rozsah vyuziti MS je §iroky a muzeme jej rozdé€lit na 3 zakladni kategorie. Izotop-
pomér MS, MS s malymi organickymi molekulami a makromolekularni MS. (i) Izotop-pomér
MS je technika, pomoci které je mozné méfit smeési izotopu pro konkrétni slouceninu ve smési,
¢i je mozné analyzovat pomér elementarnich izotopt pro konkrétni polohu uvnit slouceniny.
(1) MS analyza malych organickych slou€enin zji§tujici informace o chemickém vzorci,
molekulové hmotnosti, chemické struktufe ¢i mnozstvi analytu. (ii1) Makromolekularni MS

umoziuje studium peptidy, proteind, lipida a oligosacharida [99].

3.9 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie (Scanning electron microscopy — SEM) je metodou
vyuzivanou pro zobrazovani mikrostruktury a morfologie materialt. Je to vhodna metoda pro
stanoveni biokompatibility biomateriald. U tradicni SEM je nezbytné, aby vzorek byl elektricky
vodivy a vakuové kompatibilni, nebot elektronové mikroskopy pracuji ve vakuu [100]. SEM
dokaze poskytnou trojrozmérné topografické informace [2] a pouziva se tedy k méfent
povrchovych vlastnosti jako je drsnost, ¢i homogenita povrchovych vrstev [101, 102].
U biomateriald je vyuzivana ke studiu struktury danych material a zafizeni v fadech
mikrometrt az nanometra a dale k interakci mezi biomaterialy a burikami [2].

SEM je zalozena na vyzafovani elektronového paprsku, jez ma nizkou energii, do

materidlu ¢imz dochazi ke skenovani povrchu. V pfipad€, ze paprsek vstoupi do materidlu,
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vzniknou interakce elektron-vzorek, coz zapficini emisi elektronu a fotonll z povrchu vzorku ¢i
jeho blizkosti [103]. Hlavni vyhodou SEM je neobvykle velka hloubka ostrosti, diky které je
mozné piimo zobrazit slozité mikroskopické struktury [2]. Dalsi ptednosti této techniky je, ze
neni vyZadovana zadna ¢i jen minimalni piedptiprava vzorku a manipulace se vzorky je mozna
i béhem méfeni (pozorovani) [100]. Metoda se vyuziva zejména k pozorovani topografie bunék
ve vzorcich pfi velkém zvétSeni. Jedna se o rutinni metodu vyuzivanou pii lékarském

zkoumani [104].

3.10 Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronova mikroskopie (Transmission electron microscopy — TEM)
se pouziva jako ucinny nastroj pro piimé zobrazeni informaci o velikosti a morfologii krystalg,
defektt krystalt a povrchovych struktur [105]. Ve védé o biomaterialech patii mezi nejacinnéjsi
metodu [90]. Diky TEM je mozné zobrazit vnitini mikrostrukturu materialu od né&kolika
mikrometrt po atomové rozliSeni [106]. Aby mohl byt vytvofen obraz na fotografické desce
¢i specializované kamere, vyuziva TEM k interakci se vzorkem elektronovy paprsek. Z tohoto
divodu je nutné, aby byl vzorek schopen odolat elektronovému paprsku a také vakuové
komote, do které je zaveden. Vzorek musi byt velice tenky, coz ma za nasledek Casové
naro¢nou pfipravu vzorku. Elektronovy paprsek interaguje se vzorkem pii pruchodu danym
vzorkem a charakteristika povrchu vzorku je ziskdna prave v piipad€, kdyz elektronovy paprsek

projde skrz tenky vzorek [107].

3.11 Souhrn

Jak jiz bylo zminéno, povrchové vlastnosti mohou kriticky ovlivnit ispéSnost €i selhani
biomaterialu. Z tohoto divodu jsou analytické povrchové techniky stézejnimi postupy,
pro odhaleni informaci o povrchovych vlastnostech, mezi které patfi chemie, topografie,
hydrofobicita, hydrofilnost atd. [85]. Je tedy ziejmé, ze povrchové vlastnosti hraji dulezitou roli
v charakterizaci biomaterialli, z divodu korelace s biologickymi vykony, které biomaterialy
podavaji [90]. Dle dostupné literatury je obecné doporuceno, aby se kombinace metod
zaméfujici se na charakterizaci povrchu zaobirala problémem z raznych perspektiv a dala tak
vzniku komplexnim informacim o povrchu daného biomaterialu [85]. Pro rychly piehled, jsou

nekteré vyuzivané metody uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1 Prehled vybranych metod [101, 108, 85]

Ndzev metody

Vyuziti

XPS Zobrazeni svrchni vrstvy az do hloubky 10 nm
SIMS Stopové slozeni, kvalitativni analyza materialu
EDS Analyza prvkového slozeni materiala

IR Analyza chemickeé struktury

Ramanova spektroskopie

Ovéfeni chemické struktury, informaci o

strukturnich jednotkéach

poskytnuti

UV-VIS spektroskopie

Pfitomnost chromoforta

AFM

Povrchové topograficke informace, nanostruktura

MS Kvalitativni a kvanitativni informace o molekularnim slozeni
SEM Povrchova morfologie, homogenita
TEM Zobrazeni struktury s vysokym rozliSenim
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4 PRIKLADY APLIKACI MIKROSKOPICKYCH TECHNIK
PRO ZKOUMANI MORFOLOGIE POVRCHU
MATERIALU

Materialy pouzivané pro zdravotnické prostiedky jsou zkoumany ve vsSech fazich
vyvoje. Jestlize porozumime vlastnostem materialti, které souvisi s jejich vykonem, je mozné

tak zabranit selhani zafizeni a zajistit tak bezpeCnost pacienta [109].

4.1 Analyza povrchu dentalnich implantatu

Pti zkoumani dentalnich implantatt je potifeba dukladné prostudovat chemii povrchu
daného implantatu, jelikoz obsah kontaminujicich ¢astic miize ovlivnit reakci tkani na kov.
Pokud je povrch drsny, vylepsi se tak mechanické pfipevnéni implantatu, jelikoz diky drsnosti
je umoznén rust kosti pfes pory nachazejici se na povrchu implantatu. Drsny povrch ma tedy
za nasledek lepsi reakci tkané€ na implantat [109].

Analyze ve ¢tyfech povrchovych Upravach byly podrobeny valcové zubni implantaty,
jez byly vyrobeny z Cistého titanu. Povrchové upravy byly nasledujici: (i) obrabéni
(tedy implantat ziskany z procesu soustruzeni), (ii) otryskani aluminou, (iii) plazmovy néstiik
kapkami titanu a (iv) elektrolyticky povlak hydroxyapatitu. Diky SEM spolu s EDS byly
ziskany informace o topografii povrch a také chemické slozeni implantatti. Pomoci XPS byla
zjisténa zbytkova kontaminace z procest povlakovani, ¢isténi a tryskani. Upravou obrab&nim,
byl analyzou SEM u tohoto implantatu vidén pouze Cisty povrch. U vzorku otryskaného oxidem
hlinitym byly nalezeny Castice bohaté na hlinik, které pochazi z procesu tryskéani. U vzorku
upravené¢ho plazmovym néstiikem byl zjistén jednotny a velice drsny povrch. Implantat
potazeny hydroxyapatitem mél homogenni povrch, u kterého se mikrostruktura skladala
zmalych hydroxyapatitovych krystalti. Analyzou XPS se zjistila adsorpce uhliku na vSech
Ctytech povrsich. Nutné podotknout, ze tato adsorpce nastdva na vSech povrsich, které jsou
v kontaktu s atmosférou. Implantat, ktery byl mechanicky opracovany neobsahoval zadné stopy
kontaminantd. Vzorky otryskané aluminou byly kontaminovany hlinikem, pochazejiciho
z procesu tryskani, coz bylo prokdzano i metodou SEM. U vzorku s plazmovym néstfikem byla
prokéazana kontaminace hlinikem a zinkem. Je pravdépodobné, Ze zinek se zde objevil vlivem
detergenttl, které byly pouzity pfi procesu Cisteéni a hlinik pochazi z procesu tryskani aluminou,
ktery byl proveden pifed samotnym plazmovym nastiikem. U vzorku potazeného

hydroxyapatitem, byly nalezeny stopy sodiku pochéazejiciho z procesu potahovani. Je ziejmé,
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7e tyto zjisténé informace, je tieba vzit v ivahu béhem ¢isteéni, vyroby a sterilizace implantatu,

jelikoz mohou ovlivnit spojeni s kosti [109].

4.2 Charakterizace slitin

Jak jiz bylo zminéno, pro studium povrchové struktury materialli se vyuziva metoda
AFM. Jelikoz topografie biomateriali ma vliv na cytokompatibilitu, je nutna celkova
charakterizace daného biomaterialt, pfi které je potieba zjistit povrchovou morfologii. Byla
provedena studie s pouzitim AFM, jez méla za cil charakterizovat povrch tfi slitin, které byly
vyvinuty pro biomedicinské aplikace. Jednalo se o slitiny Ti — 15Zr — 4Nb, Ti — 6Al — 7Nb
aTi— 13Nb — 13Zr. Tyto tfi uvedené materialy poskytovaly dobrou kompatibilitu a mely
vhodné mechanické vlastnosti. U kazdé slitiny byly studovany dva povrchové stavy, coz byl
stav, v jakém byl materidl piijat a dale stav po tepelném zpracovani. Ve stavu, v jakém byl
material pfijat, disponuje ochrannou pasivni vrstvou, ktera se na povrchu spontanné vytvori
vlivem kontaktu slitiny se vzduchem. Proces tepelného zpracovani si dava za cil vytvorit
na povrchu biomaterialu silnou vrstvu oxidu, kterd by zvysila odolnost slitiny proti korozi.
Pomoci AFM byla zjisténa mikrostruktura slitin. Slitina Ti — 15Zr — 4Nb obsahovala podélné
drazky, uslitiny Ti — 6Al — 7Nb byla zji§t€éna pfitomnost jedné faze a zkoumani slitiny
Ti — 13Nb — 13Zr potvrdilo ptitomnost dvou fazi [110]. Fazi se rozumi homogenni ¢ast slitiny,
kterou od ostatnich ¢asti déli rozhrani [111].

U slitin oxidovanych 24 hodin byla u Ti — 6Al — 7Nb zji§t€na granularni struktura
ve velkych tadach spolu s pravidelnou topografii, u slitiny Ti — 13Nb — 13Zr byla také
pozorovana kruhova struktura, ovsem nikoli v fadach a u slitiny Ti — 15Zr — 4Nb kde byly
spatfeny podélné hluboké drazky, které se vyskytovaly na celém skenovaném povrchu. Dospélo
se k zaveru, ze oxidovana vrstva, kterd se vytvotila u slitiny Ti — 7Nb — 6Al po 24 hodinach,
kdy byla tepelné zpracovavana, je jednotnad a kompaktni a jeji korozni chovani je uspokojivé,
coz znaci jeji vhodnost pro pouziti v biomedicin€. Oxidacni proces ma za nasledek zvySeni
drsnosti povrchu. Srovnanim hodnot drsnosti ziskanych z AFM, s morfologii povrchu, ktera
byla zobrazena pomoci SEM, bylo zjisténo, ze povrch u slitiny Ti — 15Zr — 4Nb, ktery byl
oxidovan 24 hodin, je mén¢ homogenni nez povrch slitiny Ti — 7Nb — 6Al, jez byla oxidovana
stejn€ dlouhou dobu. Jelikoz maji tyto slitiny potencialni vyuziti jako biomaterialy, je vhodné,
aby jejich povrch byl homogenni s vysokymi hodnotami drsnosti, jelikoz tato skutecnost ma
za nasledek podporu dokonalého pfilnuti tkafiovych bunék. Z tohoto divodu byl zde oxidovany

Ti — 6Al — 7Nb vyhodnocen jako vzorek disponujici nejlepSimi vlastnostmi [110].
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4.3 Nerezova ocel u stentii

Obecn¢ vhodnou technikou pro analyzu kovua je TEM, diky které 1ze porozumét jejich
elementarnim a strukturnim vlastnostem. TEM je mozné vyuzit na materidly nachazejici
se v ruznych stadiich zpracovani, jak na zhotovena zafizeni, tak i na opotiebované zbytky, jako
jsou mikrometrické Castice, které se odstrafiuji z povrchu daného zatizeni nebo tkani pacienta.
Na lesténém fezu stentu z nerezové oceli, byla provedena studie, ktera méla za cil identifikovat
krystalickou fazi a elementarni slozeni precipitatd. Neni neobvyklé, Ze se u slitin z nerezové
oceli, u kterych se na povrchu vytvafi povlak oxidu chromitého inhibujici vznik koroze,
vyskytuje precipitat. Chrom muze vytvoftit precipitaty karbidu chromu u oceli, ktera ma vysoky
obsah uhliku nebo precipitaty oxidu chromitého v oceli, ktera ma nizky obsah uhliku. Z tohoto
divodu bylo zapotiebi stanovit slozeni pozorovanych precipitati, jelikoz byl material
modifikovan pfidanim platiny. Pomoci TEM byla zjisténa velikost precipitatu a metodou EDS
byla zjisténa pritomnost kysliku a chromu [112].

Ve druhé studii byly srovnany vzorek trubice 316L a trubice 316L vylepSena platinou.
Pti pozorovani TEM nebyly zjistény zadné inkluze ani objeveny srazeniny kovu. Bylo vSak
zjisténo, ze krystalicka zrna, ktera obsahovala slitina vylepSena platinou byla vétsi nez zrna
u standardni nerezové oceli 316L. Pomoci EDS byla provedena rozsahla analyza, kdy bylo
provedeno mapovani ploch a bodova analyza zrn a jejich hranic. Jestlize by doslo k vylouc¢eni
prvku (platiny) do hrani¢nich ¢asti mezi zrny, mohlo by dojit k ovlivnéni pevnosti slitiny.
U316L a slitiny modifikované platinou bylo analyzou TEM-EDS prokazano velice
rovnomérné rozde€leni prvka. Dospélo se k zavéru, ze platina modifikované slitiny nebyla
vyloucena do hranic zrn a nedoslo k vytvoreni sekundarnich fazi, coz znamena, ze nebyly

ohrozeny fyzikalni vlastnosti slitiny [112].

4.4 Zobrazovani bakterii tvorici biofilm

Jevy odehravajici se na bakterialnich povrsich jsou velice malé a nékdy se pohybu;i
na Skale jen nékolika nanometrd. Vhodnou technikou pro podrobné mikrobialni vyzkumy je
AFM, jelikoz pomoci ni je mozné zkoumat zivé mikrobialni organismy v jejich prirozeném
prostiedi, a to v méfitku nanometrd [113]. Vibec nejvice rozsifené vyuziti v bakteriologii je
zkoumani zmeén bakterialnich povrchl, ke kterym dochazi pfi oSetfeni antimikrobialnimi
latkami nebo zménou stavu [113,114]. Vn&§i bakteridlni membrana interaguje
s mimobunéCnym prostifedim piimo. Z tohoto divodu je charakterizace membranovych

struktur dulezita pro ziskani informaci o zakladnich procesech, mezi které patii bakterialni
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adheze a pocateCni pfichyceni k abiotickym ¢i biotickym povrchim. Spousta jevu, které
probihaji na bunééném povrchu zavisi na molekularnich silach, coz je souhra biologickych,
fyzikalnich a chemickych interakci [115]. Pravé bakterialni infekce patii mezi hlavni pfi¢inu
nemoci a umrtnosti ve svéte. I pfes pokroky ve vyvoji biomaterialt, podléhaji nékteré
zdravotnické prostredky bakterialni kolonizaci a dochazi k infekci, ktera souvisi s implantaty
[116]. Na spousté infekcich ziskanych v nemocni¢nim prostredi se podili grampozitivni
patogen Staphylococcus aureus (S. aureus), ktery je Casto spojovan s biofilmem, jez se vytvofil
na lékarskych implantatech [117].

Byla provedena studie, ve které byl pouzit kmen S. aureus ATCC 27217. Jedna se
o referen¢ni kmen, ktery dokaze vytvaret biofilmy in vivo 1 in vitro a je citlivy na methicilin.
Pomoci AFM se zkoumala jeho povrchova nanotopografie a mechanické vlastnosti kmene
S. aureus 27217. Jednalo se o popis povrchové nanotopografie od bakteridlni adheze
po vytvoreni prvni faze biofilmu za 24 hodin. Pomoci TEM a SEM byly identifikovany dva
typy subpopulaci. Bakterie S. aureus byly kultivovany 3 hodiny, kdy se jednalo o exponencialni
ristovou fazi a 18 hodin, coz byla stacionarni faze. Bylo mozné pozorovat dva typy bunécnych
povrchu, z nichz jeden vykazoval drsnou povrchovou strukturu a u druhého byla pozorovana
struktura hladka a pravidelna. Drsna struktura se jevila jako specificka vlastnost kmenu
S. aureus, diky které mohou tvofit husté biofilmy. Mezi tyto patfi, jiz zmifiovany kmen ATCC

27217 [117].

4.5 Rozhrani biomateriali a biomolekul

Implantované biomaterialy adsorbuji na své povrchy proteiny béhem nekolika sekund.
Buriky doputuji na povrch a dojde k interakci s adsorbovanou vrstvou proteind. K vyzkumu
rozhrani protein-biomaterial byla pouzita metoda AFM. Studie mohou zahrnovat vyzkum
napf. fibronektinu ¢&i fibrinogenu lidské plazmy (human plasma fibrinogen — HPF)
na polymethylmethakrylat (PMMA). Studie protein-rozhrani biomaterialt jsou realizovany
v destilované vod€, na vzduchu ¢i v pufru pii riznych teplotach. Jejich cilem je charakterizovat
morfologii adsorbovanych superstruktur ¢i konformaci a velikost molekul proteinu, které byly
adsorbovany. Byl proveden vyzkum pomoci AFM spolu s XPS, ve kterém se méfil dynamicky
kontaktni Uhel fibronektinu lidské plazmy (human plasma fibronectin — HFN), jez byl
adsorbovan na PMMA a TiO2. Bylo zjisténo, ze Sifeni adsorbovaného HFN je zavislé

na povrchovém napéti a chemickém slozeni povrchu biomateriald. Struktura HFN
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se zobrazenim pomoci AFM v rezimu vzduchu, se ukazala ve formé prodlouzenych
vlaken [105].

Dulezité je i studovani konformaci HPF, ktery je adsorbovany na biomaterialech. HPF
je plazmaticky protein, ktery ma zasadni roli u biomateriald pii regulaci hemostazy
a u povrchove indukované trombozy, coz jsou biomaterialy pouzivajici se v kardiovaskularnich
zafizenich. Za pomoci AFM byla zkoumana trojrozméma struktura HPF adsorbovaného
na samoskladnych vrstvach (self-assembled monolayers — SAMs). Studie poskytly informace
o molekularnim rozli§eni HPF v adsorbovaném stavu. U dimert a trimerd HPF byla zjisténa
linearni konformace a ve srovnani s monomernim HPF, byla prokézana zvySend afinita

k hydrofébnimu povrchu SAMs [97].
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5 ZAVER

Tato prace je zaméfena na biomateridly, jejich rozdéleni, mikroskopické techniky
pouzivané k jejich zkoumani a moznosti vyuziti biomaterialti pro 1ékarské tcely. Biomaterialy
jsou rlznymi materidly vyuzivajicimi se pro medicinské aplikace, které interaguji
s lidskym organismem. Obecné se pouzivaji k vyrob¢ zafizeni, kterd jsou schopné naradit Cast
téla a poskytnout oporu ¢i ochranu pfi léCeni pacienta. JelikoZ biomateridly piichazi
do kontaktu s lidskym organismem, je dilezité, aby disponovaly takovymi vlastnostmi, které
neohrozuji zdravi ani Zivot pacienta. Mezi nejdalezit€jsi vlastnost, ktera je zaroven vlastnosti
spojujici vSechny biomaterialy, je biokompatibilita. Tento pojem oznacuje schopnost
biomaterialu plnit potfebnou funkci, aniz by u pacienta doslo k vyvolani nezaddouci reakce.
Abychom zjistili, zda biomaterial spliluje predpoklady pro vyrobu potfebného zafizeni, je nutné
znat jeho povrchové vlastnosti. Tyto vlastnosti mizeme zjistit pomoci mikroskopickych metod,
které jsou schopné nam poskytnout informace o povrchu materialu. Ve vétsin€ piipada se
pro analyzu jednoho materidlu vyuziva vice metod, aby byly zjistény veskeré informace

o daném povrchu a mohli jsme tak pochopit biologicky vykon biomaterialt.
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