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Multifunkéni samonosnd diamantova
porézni podloZka pro kultivaci bunék

Utad pramyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda pfedmét uZitného vzoru
splituje podminky zpisobilosti k ochrané podle § 1 zak. &. 478/1992 Sb.
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Multifunkéni samonosn4 diamantova porézni podloZka pro kultivaci bunék
Oblast techniky

Uvedené technické feSeni se tyk4 multifunkéni diamantové porézni podlozky pro kultivaci bun&k
spadajici do oblasti materi4lového inZenyrstvi, kompozitnich materi4li, nanomateriali a biotech-
nologii. Technické feSeni roziifuje monosti experimentalnich metod v oblasti regenerativni me-
diciny, tkafiového inZenyrstvi, mikrofluidnich kultivaénich systémd, farmakologie, ochrany Zi-
votniho prostfedi, bio-senzoriky apod.

Dosavadni stav techniky

Diamantové tenké vrstvy reprezentuji unik4tni materi4l vykazujic vyjime&nou kombinaci intrin-
sickych vlastnosti, jako jsou vysoka tvrdost, chemick4 stabilita, odolnost vii¢i zéfeni, opticka
propustnost, polovodivy charakter (izolant vs. vodi¢), laditelna fotoluminiscence, biokompatibi-
lita, pfipadné i antibakteri4lnost.

Mnohé¢ aplikace vyZaduji specificky charakter vrstev, jako jsou povrchové drsnost, velikost zrn,
kompaktnost a celistvost vrstvy. V poslednich letech do poptedi vstupuje poZadavek laditelnosti
jejich vlastnosti. Jedna se o specifickou chemickou terminaci povrché diamantu atomy/(bio-)
molekulami s funkci pfevodniku nebo katalyzitoru mezi biochemickymi reakcemi, ¥izenému
priibehu (elektro-) chemickych procest, selektivnimu rozpoznéni okolnich molekul nebo stimu-
lovanému usmérmnéni biologickych procesi.

Dalsim dileZitym aspektem je tvorba vrstev poZadované morfologie s cilem zvySeni kontaktni
plochy jako jsou napf. nanosloupky, nanojehly, nanodutinky anebo porézni struktura. Stavajici
zpusoby piipravy vrstev s fizenou morfologii zahrnuji techniky shora-dol, zdola-nahoru a depo-
zice podle vzoru.

Metoda pfistupu shora-dolii spo&iva v piipravé objemové vrstvy, kterd je nasledn® fzené od-
leptédvéna podle pfedem daného vzoru, &imz dochézi k tvorb& trojdimenziondlni struktury. Jed-
notlivé pfistupy se li3i zplisobem tvorby vzoru (litografie, nahodilé struktury a samouspor4déni)
a nasledného leptaciho procesu (suché &i mokré lepténi). Proces reaktivniho leptdni diamantu ve
smési CFy/O; je popsan v dokumentu H. Shiomi, Reactive Ion Etching of Diamond in O, and CF,
Plasma, and Fabrication of Porous Diamond for Field Emitter Cathodes, Jpn. J. Appl. Phys. 36
(1997) 7745-7748. doi: 10.1143/JJAP.36.7745. Nésledn& byla tato metoda aplikovana na leptani
diamantu. Jako masky byly vyuZity riizné druhy materiali (A1, Ni. Au, diamantové nanodastice,
anodicky aluminium oxid). V dokumentu O. Babchenko, A. Kromka, K. Hruska, M. Michalka,
J. Potmesil, M. Vanecek, Nanostructuring of diamond films using self-assembled nanoparticles.
Cent. Eur. J. Phys. 7 (2009) 310-314. doi:10.2478/s1 1534-009-0026-8 bylo vyuZito samouspo-
fadani zlatych, niklovych a diamantovych nano&stic. Timto zplisobem lze p¥ipravit diamantové
sloupecky, dratky, Sestithelnikové struktury & neuspofddané nanostruktury. V dokumentu
A. Kriele, O. A. Williams, M. Wolfer, J. J. Hees, W. Smirnov, C. E. Nebel, Formation of nano-
pores in nano-crystalline diamond films, Chem. Phys. Lett. 507 (2011) 253-259. doi:
10.1016/j.cplett.2011.03.089 je vyuZito procesu mokrého leptani bez litografie, zejména odligné
chemické odolnosti diamantové a grafitické (sp?) faze, ktera je preferentng lokalizovana na hra-
nicich zm, 7fhdnim diamantové membrainy ve vzduchu. Diamantovd membrana byla cilené pfi-
pravena se zvySenym podilem sp’ fize (7 %).

Metoda pfistupu zdola-nahoru vyuZiva principu selektivni tvorby &i odlepténi zdrode¢né (nukle-
atni) vrstvy, kterd je zdkladem daliiho ristu diamantu. V dokumentu M. Varga, O. Babchenko,
P. Bauerova, K. Hruska, V. Jurka, A. Kromka, et al., Fabrication of 3D diamond membranes for
microfluidic systems, in: NANOCON 2014 6th Int., TANGER LTD, Kltickova 62, Ostrava 710
00, Czech Republic, 2015: pp. 556-562. je k vytvofeni vzoru pouZit standardni litograficky pro-
ces, kde zarodetn4 vrstva byla fizen€ odstranéna chemickou cestou. V dokumentu M. Domonkos,
T. Izék, L. Stolcova, J. Protka, P. Demo, A. Kromka, Structuring of diamond films using micro-
sphere lithography, Acta Polytech. 54 (2014) 320-324, doi:10.14311/AP.2014, 54.0320. se vyu-
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¥iva samo-organizujici vrstvy polystyrenovych kulitek, které slouZily jako maska pro plazma-
tické reaktivni leptini zarodeéné vrstvy.

V posledni dobé se studuje ptiprava strukturovanych diamantovych vrstev, zejména poréznich,
dle preddefinované struktury substrétu. V dokumentu M. Marton, M. Vojs, M. Kotlér, P. Mich-
niak, L. Van&o, M. Vesely, et al., Deposition of boron doped diamond and carbon nanomaterials
on graphite foam electrodes, Appl. Surf. Sci. 312 (2014) 139-144. doi:
10.1016/j.apsusc.2014.05.199 byl jako vzor porézni struktury vyuZit material tvofeny uhlikovou
pénou. V dokumentu C. Hébert, E. Scorsone, M. Mermoux, P. Bergonzo, Porous diamond with
high electrochemical performance, Carbon. 90 (2015) 102-109. doi: 10.1016/j.carbon.2015.04.
016. byly pouZity sklenéna vlakna nukleovani vodivym polymerem. PouzZiti samo-uspofadané
struktury tvofené SiO; kuli¢kami bylo pouZito v dokumentu F. Gao, C. E. Nebel, Diamond-Based
Supercapacitors: Realization and Properties, ACS Appl. Mater. Interfaces. (2015). doi: 10.
1021/acsami.5b07027.

Obecnou nevyhodou metod shora-dolii a zdola-nahoru je technologick4 naro¢nost pfipravy po-
rézni podloZky s definovanou pérovitosti. Pro porézni podloZky se jevi nej schiidnéj$i cesta ristu
dle preddefinované struktury substratu. Zde jsou hlavnimi problémy mechanicka a teplotni stabi-
lita porézniho substratu, tj. kfehkost uhlikové pény a teplotni nestabilita zejména u polymernich
vlaken. V ptipadé sklenénych vldken je to nukleatni proces, kdy je tfeba zajistit homogenni dis-
tribuci diamantovych nano¥astic s co nejvy¥¥ hustotou. VyuZivé se elektrostatickych sil mezi
diamantovymi nano&sticemi a vodivym polymerem, ktery se nanese na sklenénd vlakna.
U samo-uspofadanych struktur je problémem difiizni limit ristovych €astic z plazmatu. Reseni
tohoto omezeni bylo nalezeno v metod® postupného pferistini a opakovani samo-
uspotédavajiciho vzoru, ktery ma vSak pro svoji naro¢nost limitované vyuZiti.

Podstata technického feSeni

Ptedkladané technické feSeni fef problémy degradace anorganickych nanovlaken (SiOz, ALO;,
TiO,, ZrO,, WO;, CeO,, a jiné) nanovidken chemickym pusobenim prostfedi, zvySeni biokompa-
tibility nanovlaken a definované a &asové stabilni povrchové terminace.

Degradace nanovlaken se projevuje sniZenim mechanické pevnosti a pruZnosti, a samonosné
kompaktnosti vedouci aZ k jejich rozpadnuti.

Degradace nanovlaken se dile mii%e projevovat v nedefinované bio-odezvé kultivovanych bunék.
Povrch vodikové terminovanych nanovldken je ¢asové nestabilni.

Uvedené problémy jsou feSeny pomoci samonosné porézni podlozky a homogenni distribuce
nanoéastic diamantu na jejim povrchu, pfi¢emZ samonosna porézni nanotkanina obsahuje anor-
ganické nanovlakna.

Ke zvySeni chemické stability anorganickych oxidovych nanovldken (SiO,, Al;Os, TiO,, ZrO,,
WO,, CeO,, a jiné) dale jejich biokompatibility, dale jejich definované chemicky-stabilni povr-
chové terminace se v tomto technickém feSeni pouZiva diamantové tenkd vrstva. Pro zlepSeni
efektivnosti procesu se pro nanaseni diamantu na nanotkaninu pouZivd metoda chemické depo-
zice z par plyni v mikrovinném plazmatu.

Ve vyhodném provedeni je porézni nanotkanina homogenné pokryta nano¢4sticemi diamantu ve
vodni disperzi roztoku obsahujicim nanoééstice diamantu, které tvoii nuklea¢ni centra.

V daldim vyhodném provedeni probih4 chemicka depozice z par plyni v mikrovinném reaktoru
na nuklea¢nich nanodiamantovych centrech. Vysledkem depozice je homogenni a hermetické
pokryti nanovlaken tenkou diamantovou vrstvou, tj. samonosnd diamantova porézni podlozka.

Velikost pérti 1ze regulovat primarni matrici nanovlaken a tloutkou diamantové vrstvy, tj. jejim
doristanim se zmen3uje velikost pori.

Uvedené technické feSeni vede k zlepSeni parametrii nanovlaken a néasledné k vyznamnému zlep-
$eni chemické odolnosti nanovléken, regulovatelné smagivosti povrchu nanovléken, kontrolované
elektrické vodivosti nanovlaken, zvySeni biokompatibility nanovlaken, zachovani porézni mor-
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fologie podlozky, sniZeni ekonomické a ekologické naro&nosti vyroby samonosné porézni dia-
mantové podlozky v disledku sniZeni podtu technologickych krokii a kratstho &asu depozice
diamantovych vrstev.

Technické feSeni bude dile objasnéno pomoci vykresi a pitkladd provedeni, které nesmi byt
interpretovény jako omezeni narokovaného rozsahu.

Objasnéni vykresi
Obr. 1 pfedstavuje fotku SiO, nanovldkenné vrstvy po depozici diamantové vistvy (velikost
vzorku 1 x2,5 cm®), tj. samonosné diamantové porézni podloZky.

Obr. 2 pfedstavuje morfologii originlni SiO, nanovldkenné vrstvy (bez tiprav) zobrazenou po-
mocf rastrovaciho elektronového mikroskopu.

Obr. 3 pfedstavuje snimek z rastrovaciho elektronového mikroskopu zobrazujici morfologii dia-
mantové porézni podloZky. Jako substréat byla pouZita nukleovana SiO, nanovlakenn4 vrstva.

Obr. 4 pfedstavuje Ramanovo spektrum samonosné diamantové porézni podlozky.

Obr. 5 pfedstavuje fluorescenéni snimky endotelovych HSVEC bunék na povrchu porézni, kysli-
kove terminované (smalivy povrch), diamantové podloZce. Rozdilné intenzity bungk a ostrost
jsou zpiisobeny morfologii povrchu a tim padem i rozdflnou rovinou polohy bungk ve vzorku.

Obr. 6 predstavuje fluorescenéni snimky endotelovych HSVEC bungk na povrchu porézni, vodi-
kov& terminované (nesmagivy povrch) diamantové podloZce.

Piiklady uskuteénéni technického feseni

Piiklad 1

Pro technické feSeni popsané v tomto piikladu jsou pouzity p-dopované kfemikové substraty Si
(100), které byly okidtény v izopropylalkoholu a v ultrazvukové van& po dobu 15 minut. Jako
vzor pro porezni strukturu byla pouZita nanovldkennd vrstva tvotend SiO, nanovlikny pfipraven
metodou elektrostatického zvlakiiovani. SiO, nanovlakenna vrstva byla nukleovana vodni dis-
perzi diamantového nanopréSku velikosti 5 nm. Diamantové porézni podlozka (viz Obr. 1) byla
pfipravena metodou chemické depozice z plynné faze v mikrovinném plazmatickém reaktoru.
Depozice probihala v systému s fokusovanou plazmou s nésledujicimi parametry: MW vykon
3 kW, tlak 5 kPa, pracovni smés 1,5 % CH, v H, (300 sccm), teplota tkaniny cca 700 °C, délka
depozice: 1 a2 h.

Na Obr. 2 jsou zobrazeny referenéni snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu SiO, na-
novlédkenné vrstvy (bez tprav), ze kterych byla uréena prim&ma velikost vlaken 220 a% 230 nm.
Pomér délky jednotlivych vlaken k jejich priméru je min. fadové 1/1000.

Na Obr. 3 je vidét struktura nanovldkenné vrstvy po depozici diamantu, tj. samonosné diaman-
tové porézni podlozky. Tenka vrstva diamantu kopiruje primarni morfologii SiO, vlaken. Obra-
zek 3a ukazuje, e byla zachovéna primarni struktura nanovlikenné vrstvy. Detail jednotlivych
vlaken pokrytych diamantovou vrstvou je vidét na Obr. 3b. Jednotliva vldkna v celém zobraze-
ném objemu jsou rovnomérné pokryta diamantovou vrstvou. Z toho lze usuzovat na rovnomérné
rozloZeni diamantovych &astic s vysokou nukleaéni hustotou.

Obrazek 4 ukazuje Ramanovo spektrum porézni podlozky (viz Obr. 1 anebo Obr. 3). Ostré ma-
ximum na pozici 1332 cm™ prokazuje diamantovy charakter pfipravené porézni podlozky.

Priklad 2

Biokompatibilita samonosné diamantové porézni podlozky byla prokézana kultivaci endotelo-
vych bunék.

Pro kultivaci bunék byly pouZity vzorky samonosné diamantové porézni podlozky, tj. porézni
SiO, nanotkanina pokrytd tenkou diamantovou vrstvou. Samonosna diamantova porézni pod-
loZka byla terminovana bud vodikem anebo kyslikem (Obr. 3). Jako referenéni vzorky byly pou-
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Zity diamantové tenké vrstvy, jedna terminovana vodikem a druha terminovand kyslikem. Kysli-
kova terminace uvedenych vzorki byla realizovéna v kyslikové plazmé s nsledujicimi parame-
try: RF vykon 45 W, tlak 500 Pa, priitok O, 13 sccm, délka procesu 60 s.

Vzhledem k povaze vzorkd byla pouZita sterilizace UV zéfenim po dobu 30 minut z obou stran.
Na vzorky byly nasazeny endotelové buitky HSVEC v hustoté 27 tis./kultivacni jamku, rozmér
kultivaéni jamky 1,7 cm®. Kultiva¥n{ médium EGM-2 (Endothelial Cell Growth Medium), které
je optimalizované pro rist endotelovych bungk. Kultivace bunek probihala staticky ve dvou ¢a-
sovych intervalech, 24 hodin a 72 hodin. Krat3{ interval 24 hodin byl zvolen pro ovéfeni adheze
bun&k na podlozky. Del¥f 72 hodinovy interval poskytuje informaci o proliferaci bunék a o cyto-
toxicit® vzorkd a o moném pouiti pro dlouhodobou bun&énou kultivaci.

Po kultivaci byly vzorky s butikami oplachnuty PBS a nabarveny pomoci kitu Live/Dead cytoto-
xicity/viability assay, ktery Zivé buiiky obarvi zelen¢ a mrtvé buiiky Cerven. Nésledna viabilita
bunék je vyhodnocena jako procento Zivych bun€k.

Obrazek 5 zobrazuje fluorescenéni snimky endotelovych HSVEC bunék kultivovanych na po-
vrchu porézni diamantové podloZky terminované kyslikem (smativy povrch). Staticka kultivace
byla provadéna po dobu 24 hodin. Rozdilné intenzity fluorescence a ostrosti bunék jsou zplso-
beny morfologii povrchu a v disledku toho i rozdilnou rovinou polohy bun&k ve vzorku. Na
Obr. 6 jsou zobrazeny fluorescenéni snimky endotelovych HSVEC bunék kultivovanych na po-
vrchu porézni vodikové terminované (nesmagivy povrch) diamantové podloZky.

Z Obr. 5 a 6 je zfejmé, Ze endotelové butiky HSVEC 1épe adherujf a proliferuji na kyslikové ter-
minovaném povrchu samonosné porézni diamantové podlozky. Hydrofilni charakter kyslikove
terminace poskytuje lep$i podminky pro adhezi bun&k z bunétné suspenze. Statickd kultivace po
dobu 24 hodin na vzorku terminovaném vodikem vykazovala vyrazn€ niZSi schopnost bunck
adheze a nasledné proliferace.

Uvedeny vysledek demonstruje nejen vhodnost porézni samonosné diamantové podloZky pro
kultivaci bun&k, ale i kontrolovanou atomimi a chemickou terminaci povrchu potvrzujici jeji
multifunkénost.

Primyslova vyuZitelnost

Technické Feeni samonosnych poréznich podloZek mohou byt vyuZity pro kultivaci bunék.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Multifunk&ni porézni nanovldkennd podlozka, vyzma&ujici se tim, Zepovrchje
pokryt nano€ésticemi uhliku.

2.  Multifunkéni porézni nanovlikennd podloZzka podle niroku 1, vyznadujici se
tim, Ze nano&astice uhliku jsou ve formé izolovanych diamantovych nano&astic.

3. Multifiinkéni porézni nanovlikenna podloZka podle néroku 1, vyzmadujici se
tim, Ze nanol4stice uhliku jsou ve formé& kompaktni diamantové tenké vrstvy.

4. Multifunkéni porézni nanovlikenni podlozka podle niroku 1, vyznadujici se
tim, Ze nanodastice uhliku jsou ve formé izolovanych diamantovych nano€astic a kompaktni
diamantové tenké vrstvy.

5.  Multifunk&ni porézni nanovlikenna podlozka podle naroku 1 nebo 2 nebo 3 nebo 4, vy-
znadujici se, kombinaci vice vrstev nanovlaken.

6. Multifunk¢ni porézni nanovldkennd podloZka podle naroku 5, vyzmaéujici se,
kombinaci riznych typt materiali nanovléken.

4 vykresy
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Obr. 3.
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Obr. 6.
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