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ABSTRAKT

Interakce mezi mikroorganizmy a povrchy pevnych latek silné ovliviluje chovani
mikroorganizmt v pfirodnich a primyslovych systémech. Mnoho reaktorti s biofilmem
jsou na bazi bunck adsorbovanych na povrchu. Hlavnim cilem této bakalarské prace je
popis zadkladnich mechanizmli bunééné adheze. Tento popis je nezbytny pro vyzkum

bunécné adheze obecné a diilezity pro mnohé praktické aplikace.

Kli¢ova slova: Bunécna adheze, Biofilm, Mechanizmy adheze

ABSTRACT

Interactions between micro organism and solid surfaces strongly influence the behaviour of
micro organism in natural and industrial systems. Many biofilm reactors are on the surface
adsorbed cell basis. The main goal of this thesis is to describe the basics mechanisms of
cell adhesion. This description is Essentials for cell adhesion science in general, and im-

portant for many practical applications.
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UvVOoD

K uchyceni a imobilizaci mikroorganismti dojde zpravidla vzdy, nachdzi-li se povrch
pevnych latek v jejich blizkosti. Pokud to podminky dovoli, dojde k riistu kolonie,
replikaci bunék, casté tvorbé nejriznéjsich polysacharidi a tak zvana kolonizace povrchu
vede k tvorbé vicevrstvych struktur zvanych jako biofilm. V pfirod¢, biofilmy obsahuji
nejriznéjsi soustavy mikro a makroorganizmu, které jsou prostoroveé a casto také docasné
usporadany v zdvislosti na jejich funkcénich vztazich, jako napiiklad symbioza,
konkurence, antagonizmus a predace. Biofilmy na povrSich je vSak moZzno nalézt i
v laboratornich podminkach, piestoze pouzité mikroorganismy jsou casto odlisné od téch,

které s tuhym povrchem interaguji fyziologicky [1].

V n¢kolika poslednich dekddach byl zaznamenan neuvéftitelny rozmach studia bunécné
adheze a tvorby biofilml v disledku vyznamnosti jejich aplikaci v Sirokych oblastech
prumyslu, klinické mediciné, biotechnologii, farmakologii, atd. Biofilmy tvofi fazové
rozhrani, které vyznamné ovlivituje mnozstvi technologickych procest, jako tok kapaliny
v potrubi, pfenos tepla ve vyménicich a pohyb lodi na vodni hladin€. Dale tvoii ochranu
pfed patogeny na implantatech a umélych protézach, tvoii ochranu na obalovych
materidlech v potravinaistvi a v systémech pro upravu pitné vody. Biofilmy se také podili
na korozi kovil, nejéastéji Zeleza a oceli, manganu a m&di. Uginnost biofilmil je spojovana
také s korozi a degradaci minerali, jako napi. mramoru nebo jejich oxidaci, jako tieba
v pripad¢ arsenopyritu. Biofilmy jsou také vhodné jako biologické filtry zachycujici zdravi

Skodlivé a zhoubné mikroorganismy.

V poslednich letech byly vyvinuty nové postupy pro analyzu sloZzeni biofilmli a jejich
prostorovou orientaci, predev§im molekuldrni analyza a charakterizace v realném case.
Tyto metody byly dasledkem vyznamnych pokrokd v porozuméni funkénich a
prostorovych vztazich mezi organismy tvofici biofilmy a tim zna¢né zvysily potencial pro
fizenou kontrolu jejich tvorby. Pokroky v tvorbé molekularnich sond dovoluji identifikaci
mikroorganismil, jejich rozliSeni a davaji informace o jejich fyziologické aktivité.
Obrazové a pocitacem fizend analyza umoziuje studium kinetiky koloniza¢niho procesu,
zatimco konfokalni laserova mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil dovoluje tfi-

rozmérnou analyzu a charakterizaci biofilml v redlném cCase [1].
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOLONIZACE POVRCHU

Béhem poslednich tficeti let bylo studium spoje buiika - substrat zaméfeno predevsim k
urceni adheznich vlastnosti raznych ¢asti adherujicich mikroorganismt pro identifikaci
specifickych povrchii, které zamezuji kolonizaci a k posouzeni vlivu okolniho prostedi,
jako teplota, pH a koncentrace elektrolytu, které tidi proces bunécného uchyceni. Prestoze
byly provedeny nescetné pokusy o identifikaci zdkladnich parametr, které fidi bunéénou
adhezi, stale nebyl nalezen zékladni model a mnozstvi ziskanych dat ukazuje na zna¢nou
odlisnost adheze jednotlivych druhti mikroorganismil na dany substrat. V dasledku toho, je
vzdy velmi dulezité provést studium adheze bunék na konkrétni substrat, pii zachovani

uzce definovanych podminek.

1.1 Adhezni vlastnosti mikroorganizmii

Pocet bakterii které se navdzou na povrch substratu a jejich depozi¢ni rychlost nezavisi
jenom na jejich druhu, ale 1 na jejich fyziologickém fenotypu. Adhezni vlastnosti mohou
byt ovlivnény fadou vnéjSich vlivi,, bud’ zavislych na jejich fyziologii nebo chemické
podstaté adhezni interakce. To znamend, Ze organismy musi byt vybrany nejen na bazi
jejich studované reprezentativnosti, ale 1 na zptisobu pfipravy v laboratornich podminkach.
Zachyceni bakterii je rovnéZz ovlivnéno koncentraci Zivin pro jejich rist a reprodukci. V
jednorazovych kulturdch je nékdy adheze ovlivnéna fazi ristu. U nékterych
mikroorganizmu je adheze lepsSi v exponencialni fazi, u jinych zase ve stacionarni rtistové
fazi.
Zivotni cyklus mikroorganismi se sklada ze &tyt zakladnich fazi:

I. Lag faze

II. Exponencialni (log) faze

III. Stacionarni faze

IV. Faze umrti bunky

Casovy pribéh ristu bakterii je popisovan tzv. rastovou kiivkou. Jsou-li bakterie
pfeneseny z jednoho prostfedi do druhého, nastava typické obdobi zpomaleni riastu, tzv.

lag faze. Béhem této doby meéni mikrobidlni buniky svij fyziologicky stav, aby mohly
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vyuzivat nové prostiedi. PocCet bun¢k se neméni. Po urcitém ¢asovém intervalu si bakterie
zvyknou na dané ziviny a zanou se exponencidlné mnozit, nastava tzv. exponencidlni
(log) faze charakteristickd nartistem optické hustoty systému. Jestlize se bakterialni buiiky
pfestavaji mnozit, nastupuje tzv. stacionarni ristova fadze. Dochazi kni v pfipadech
vycerpani zivin, dosazeni piili§ vysoké populacni hustoty bunck, ptili§ nizkého parcialniho
tlaku kysliku nebo pfi nahromadéni toxickych produktii metabolismu (napt. kyseliny
mlécné nebo octové). Bakterie mohou ale ziistat 1 po dosazeni své maximalni populacni
hustoty jest¢ dlouho metabolicky aktivni, takze koncentrace senzoricky u¢innych produktt
latkové vymény muze kontinualné nartstat. Jestlize je bakterialni populace pfilis vysoka
nebo mnozstvi toxickych odpadi preroste piipustnou mez, zaénou bakterie exponencialné

odumirat.

S

Potet Zivych bunék

Obr. 1. Rustova kiivka v linearnich souradnicich.

Log (pottu 2ivych bungk)

Obr. 2. Rustova kiivka v logaritmickych souradnicich.
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Na adhezi mohou mit vliv také faktory, které ovliviiuji extracelularni produkci
biopolymerii. Zdroje biologického uhliku, pomér uhlik/dusik nebo koncentrace zivin jsou
hlavnimi faktory ovliviiujici produkci vySe zminénych biopolymerti a tedy ovliviiuji

bunécnou adhezi v zavislosti na daném mikroorganismu.

1.2 Vybér povrchii pro experimenty

V poslednich letech bylo provedeno mnoho pokust které ukazaly, ze mnozstvi bunék a sila
jejich zachyceni je zavisld na charakteristikach povrchu napft. elektrostaticky naboj, volna
povrchova energie, smacivost a povrchova textura. V disledku toho, jsou metody cisténi
povrchl pfed experimenty vyznamnym faktorem ovlivitujicim cely depozi¢ni proces. To
plati zvlasté pro povrchy s vysokou povrchovou energii jako sklo, které jsou lehce
kontaminovatelné nejriiznéjSimi adsorbenty v roztoku nebo v atmosféte. Takové povrchy
mohou byt ¢istény pouzitim organickych rozpoustédel nebo pomoci silnych kyselin a
oplachnuty dikladné v dvakrat destilované vod¢, poptipadé ve vode po reverzni osmoze.
Autoklavovani by nemélo byt pro sterilizaci pouzivano, nebot’ pii ném hrozi depozice
nezadoucich prchavych produkti. Komeréné dostupné povrchy jako naptiklad sklo,
organické polymery a kovy jsou bézné pokusné substraty. Jsou provadény také pokusy na
povrchové upravenych materidlech. V posledni dobé se progresivné uplatiiuji tzv. ,,self-
assembled monolayers* (SAMs). Tyto jsou tvofeny monomolekularni vrstvou, ktera
vznikd adsorpci alkanothiolati na povrch zlata, nebo castéji silikonovych desek
s naprasenou vrstvou zlata, pfi¢emz se thiolovd skupina navaze chemickou vazbou na
povrch a do prostoru je orientovan fetézec, ktery vétSinou nese 16 nebo 18 uhlika,
zakonceny urCitou funkéni skupinou. Nejcastéji pouzivanou funkéni skupinou na konci
fetézce a tim padem skupinou interagujici s mikroorganismy je methyl (-CHj3), hydroxyl (-

OH), amin (-NH;) a nebo karboxyl (-COOH). Ukdzka SAMs je znazornéna na obr. 3.

Obr. 3. Ukdzka ,,SAMs *“ tvorenych dvema ruznymi alkanothioly [2].
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2 STATICKE VERSUS TOKOVE SYSTEMY

Nejjednodussim postupem pro pozorovani bunééné adheze je umisténi po definovanou
dobu do prostoru, kde jsou pifitomny mikroorganismy. Tyto metody jsou oznacovany za
statické. Testovany povrch je vétSinou umistén vertikdln€ nebo horizontalné, poptipadé
diagonalné s definovanym tfepanim, nejcastéji v rotacni tfepacce. V téchto ptipadech je
nutnd ptitomnost dal§ich zafizeni, které¢ udrzuji testovany povrch v definované poloze,
v disledku c¢ehoz lze pouzit substraty piedem definovanych rozmérti. Piesto jsou jiz
vyvinuty systémy pro depozice na relativné vétsi plochy. I tak vSak byly nalezeny
vyznamné odchylky v depozic¢nich mnozstvi a Casto byva tézké dosahnout uspokojivé
opakovatelnosti vysledkti. Jiné systémy (tokové systémy) byly vyvinuty pro studium
depozic za laminarnich toki v realném case. Po periodé adheze, kterd je zkoumana on-line
pomoci systému optického mikroskopu a digitadlni kamery je velmi naro¢ny krok
odstranéni vzorku z aparatury pro dalsi studium. Pokud je sila adheze mala, miize byt
vzajemnd interakce bunka-substrat narusena i prechodem vzduchové bubliny v systému,

jak je znazornéno na obr. 4. Touto metodou se da studovat také desorpce mikroorganismd.

Obr. 4. Ukazka efektu prechodu vzduchové bubliny v tokovém reaktoru (a) pred a (b) po
prechodu bubliny, (méeritko, 20um) [3].

Ob¢ varianty systémil pro méfeni bunééné adheze budou zevrubné popsany v dalSich

kapitolach.
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2.1 Statické systémy

Statické systémy pro studium adheze bunék patii k nejrychlejSim a nejuspornéjSim co se
bunécné suspenze tyCe. Zpravidla existuji dva postupy. Bud se upevni vzorek do
vertikalni, ¢i horizontalni polohy a takto je ponofen do suspenze bunék nebo je polozen
horizontaln¢ v aseptickém boxu a na jeho povrch je nanesena kapka bunécné suspenze.
Cisténi vzorku je provadéno omyvanim v roztoku detergentt a dokonalém oplachnuti
vodou nebo pokud to povaha povrchu dovoli v roztoku zvaném ,,pirana®. Tento roztok se
skladd z koncentrované kyseliny sirové a peroxidu vodiku. Vyhodou je dokonalé
odstranéni nezddoucich mikroorganizmti z povrchu testovaného substratu silnymi
oxida¢nimi C¢inidly, umocnéného zvySenou teplotou, ktera vznikd smiSenim peroxidu
vodiku s kyselinou sirovou. Po této proceduie je opét velmi dilezité testovany povrch
peclivé oplachnout. Po uplynuti pozadované doby po kterou povrch interagoval
s buné¢nou suspenzi dochdzi k dalsimu definovanému oplachu v dvakrat destilované vodé
pro odstranéni bunck, které nejsou zachyceny fyzikalné-chemickymi vazbami z povrchu.
Takto ptfipraveny a na vzduchu usuSeny vzorek za laboratorni teploty je pfredmétem dalSiho
vyhodnoceni  depozi¢éniho mnozstvi a jinych parametrG. V praxi  dochazi
k mikroskopickému pozorovani a nasledné analyze. Velkou vyhodou tohoto systému je
moznost studia relativné velkého mnozstvi vzorkll najednou. Pficemz je nutné primérovat
hodnoty minimalné péti méteni pro ziskani jedné reprezentativni hodnoty. Nevyhodou je
pongkud relativné slabsi reprodukovatelnost méteni, ktera je Casto zavisla na testovaném
povrchu a pouzitém bunéném substratu. Piesto vSak, tato metoda je stale nejpopularnéjsi

a Siroce pouzivanou v laboratornich podminkach [1].

2.2 Tokové systémy

Tokové systémy piedstavuji dal$i skupinu metod, pomoci nichZ lze zkoumat bunécnou
adhezi a jeji vratnost. Velkou vyhodou téchto systému je fakt, Ze adhezi zkouméme v
redlném case [1]. Tedy, neni nutno srovnavat vzorky s jinym depozi¢nim ¢asem jako u
statickych metod, ale kontinudln¢ shromazd’'ujeme data pro jeden vzorek v redlném case.

Tyto metody, na rozdil od statickych metod, vykazuji mirn¢ vysSi piesnost a
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opakovatelnost. Kolektory pro néz mame matematicky popis jsou zndzornény na

nasledujicim obrazku (Obr. 5).

{£) (e}

— . W
T« — 8p
— — \-‘h—‘-—'—____
(e) (7}
7 ....!.R-’b
p =
/
(d) (g) (%) /

Obr. 5. Schématické znazorneni kolektoru, pro néz zname matematicky popis: (a) rotujici
disk, (b) plynule se pohybujici drat nebo deska, (c) deska v ustdleném proudu, (d) koule
v ustalenem proudu, (e) valcovy kolektor v ustileném proudu, (f) paralelni desky nebo
vdlcovy zZldabek, (g) kolektor s bodem stagnace toku a (h) koule nebo valec v jednoduchém

smykoveém toku [4].
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Tyto kolektory lze rozd€lit do Ctyt zakladnich skupin:

- kolektory pohybujici se konstantni uhlovou nebo posuvnou rychlosti va
nebo skrz disperzi (rotujici disk, plynule se pohybujici se drat nebo deska,
Obr. 5. a, b).

- kolektory fixované v daném toku nebo sedimentujici ve staticky klidné

disperzi (deska, koule nebo valec v ustaleném proudu, Obr. 5. c, d, e).

- kolektory tvofici povrch uvniti testovaci komory (paralelni desky nebo

zlabek a také kolektor s bodem stagnace toku, Obr. 5. f, g).

- Kolektory volné se pohybujici v tokovych polich jako koule ¢i valec v

jednoduchém smykovém toku, Obr. 5. h.

V praxi se pro studium bunééné adheze pouzivaji témét vyhradné kolektor sbodem

stagnace v toku (Obr. 6, 7. a 8.) a komora tvofena paralelnimi deskami (Obr. 9. a, b, ¢, d).

Obr. 6. Kolektor s bodem stagnace toku [5].
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Obr. 7. Piidorys kolektoru s bodem stagnace v toku [5].

3O, >

TH

Obr. 8. Zapojeni celé aparatury s celou s bodem stagnace v toku: PC — pocitac, C —
digitalni vysokorychlostni kamera, M — mikroskop, E — vystup a I — vstup kapaliny, A —
zasobnik koloidni suspenze, D — plynova bomba, F — priitokomeér, T — teplomer, V — ventil,

TH — termostat, TS — testovany povrch jako vrchni cast reaktoru [6].
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Obr. 9. Ruzné druhy usporadani komory tvorené paralelnimi deskami [7].
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Tyto jiz zminéné dva nejcastéji pouzivané systémy maji ovSem néckolik vaznych
nedostatkli. U reaktoru s bodem stagnace toku je hlavni nevyhodou omezeni na studium
povrchu, ktery je transparentni. Takovychto povrchii je v praxi drtivd menSina. Na druhé
strané, v reaktoru s paralelnimi deskami lze netransparentni povrchy zkoumat. Nevyhodou
je ovSem fakt, Ze mnozstvi deponovanych koloidnich ¢astic zavisi na poloze pozorovani
v reaktoru. Blizko vstupu jsou mnozstvi nedeponovanych castic vyssi nez na konci tokové
komory [8,9]. Kombinace vyhod obou metod spolu s odstranénim jejich nedostatkti byla
zékladem pro konstrukci reaktoru s bodem stagnace toku se Sikmou tryskou (Obr. 10, 11,

12.).

Obr. 10. Schématické zndzorneéni reaktoru s bodem stagnace toku se Sikmou tryskou: I —
zasobnik suspenze, 2 — vstupni kapilara, 3 — studovany povrch, 4 — transparentni deska, 5

— mikroskop, 6 — vystupni kapildra a 7 — zasobnik pouZité suspenze [9].
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Obr. 11. Kolektor s bodem stagnace toku se Sikmou tryskou [5].

Obr. 12. Pudorys kolektoru s bodem stagnace toku se sikmou tryskou [5].

Pro podrobny matematicky popis jednotlivych zafizeni je potfeba vymezit nékolik
zasadnich omezeni. Pfedev§im, tok suspenze skrz reaktor musi byt ustdleny a laminarni.
Pii turbulentnim proudéni je velmi slozité dany systém matematicky popsat. Prestoze
smykové napéti turbulentniho toku je vysoké a Céstice by teoreticky adherovat nemély,
byly v praxi pozorovany ptipady kdy k adhezi v omezené mife dojde. DalSim limitujicim
faktorem je velikost deponovanych koloidnich castic. Vhodné koloidni ¢astice budou

popsany v dalsi kapitole.
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Je tfeba mit na paméti, ze v drtivé vetSiné pramyslovych operaci, tak jako v procesech
v zivém organizmu dochédzi k toku v trubce nebo skrz ventily, médium je tfepano ci
michano. V tomto tkvi hlavni dilezitost pouziti tokovych zafizeni, protoze se piiblizuji

redlné podstaté procest v Zivém organizmu.

2.2.1 Koloidni ¢astice vhodné pro depozici v toku.

Koloidni ¢astice vhodné pro depozici v tokovych systémech musi vyhovovat piedevsim
geometrickymi rozméry. Vhodné koloidni ¢éstice nabyvaji rozmért od 5 nm do 5 pm.
Castice mensi nez 5 nm jsou povazovany za molekularni Groven a astice vétsi 5 pm jsou
jiz ptilis velké, aby na né€ ucinné pasobil Browntlv pohyb, respektive jeho translacni nebo-
li posuvna slozka. Reprezentace nejznameéjsich koloidnich ¢astic je prehledné zobrazena na
nasledujicim obrazku (Obr. 13.). Na druhé strané jsme limitovani rozliSujici schopnosti

pouzitého optického mikroskopu.

Primér éastic v mikrometrech

0.001 0.01 0.1 1 10
tabakovy dym
miha
olejovy dym buiiky kvasifiek
viry bakterie
dymy prach
saze
popilek
atmosféricke necistoty

Obr. 13. Reprezentace nejznaméjsich koloidnich castic [5].
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2.3 Bunéc¢na desorpce

Byly provedeny pokusy, které studovaly také bunécnou desorpci. Nejjednodussi postup
spociva v metod¢, kdy povrch o zndmém naadsorbovaném mnozstvi ponoiime do roztoku,
ktery neobsahuje builkky. Po ur€itém casovém intervalu dojde k vysuSeni vzorku a
naslednému vyhodnoceni mnozstvi bunék, které se pak porovnava s vychozim stavem [1].
Jind moznost spociva v studiu roztoku, do néz se buniky desorbuji z povrchu. Tento roztok
na zacatku experimentu neobsahuje zadné buiiky. S pfibyvajicim ¢asem je vSak mozno
pozorovat mnozstvi bun€k v roztoku pomoci méfeni spekter ve viditelné oblasti. Tato
metoda ovSem nedovede spektralné oddélit zivé bunky od odumielych. Dalsi moznosti je
studium koncentrace biotechnologického materialu produkovaného buiikou. Princip je
zalozen na faktu rozdilnych aktivit bun€k pii produkci biomateridlu. Ty uchycené
produkuji s jinou kinetikou nebo produkuji jiny produkt. Desorpci je mozno sledovat i
v tokovych systémech pii méfeni vrealném cCase. Popiipadé provést experiment

s prichodem vzduchové bubliny jak bylo popséno diive a zndzornéno na Obr. 4.
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3 FAKTORY OVLIVNUJICI KINETIKU A MECHANIZMUS
BUNECNE ADHEZE

3.1 Vliv iontové sily

Je znamo, Ze urcité druhy bunck jsou schopny adherovat pfi niz$i a jiné pii vyssi iontové
sile. Pti teoretickém studiu je tieba provést experimenty pro Sirokou Skalu iontovych sil a
vyhodnotit, ktera je pro dany typ bun¢k optimalni pro dany substrat. Déle je v praxi tfeba
studovat systémy pfi iontové sile ekvivalentu v jejich pfirozeném fyziologickém prostiedi.
Jako nejcastéji uvazovana iontova sila je iontova sila odpovidajici fyziologickému roztoku,
tedy 0,9 % roztoku NaCl. Bylo jiz experimentalné€ zjisténo, Ze pomoci zmény iontove sily
prostiedi 1ze ovlivnit adhezi jiz uchycenych bunék. Miize snadno dojit k desorpci bunék,
je-li buitkka adherovana pti nizké iontové sile a poté vystavena ucinklim vyssi iontové sily
okoli. Timto postupem je mozné vyplavit jiz nepotiebné a odumielé bunky s bunikami
zivymi a nahradit tento systém systémem s novymi, zivymi bunikami a tim zvysit vytéznost
biochemickych reakci v reaktorech. Podobné to plati i naopak, kdy urcité typy bunék
adheruji pii relativné vysokych iontovych silach a pii vystaveni ti¢inku okolniho roztoku o
mensi iontové sile desorbuji. Je vSak nutno pfijmout fakt, Ze Zadné ani ty nejodolngjsi
bunikky nesnesou Siroky rozsah iontovych sil. Je to dano v disledku u¢inkt osmotického
tlaku vytvafené¢ho uvnitt buniky. Snadno mize dojit k poskozeni bunécného obalu a tim

k denaturaci celého systému, ktery jiz neni schopen reprodukce ¢i biologické funkce.

3.2 VlivpH

Acidita/alkalinita prostifedi je dalSim dualezitym faktorem. Je zndamo, ze rozdilné bunky
snaseji razné pH riizné. Nejcastéji jsou schopny odolévat i siln¢ kyselému prostiedi a ztraci
svoji funkci 1 v mirn¢ zasaditém prostiedi. Je tfeba brat zietel na fakt, ze buiky jsou
schopné produkovat reakéni produkty za piisné vymezeného pH. To znamena, Ze pfi
riznych pH muazou v urCitych ptipadech produkovat jiné biochemické produkty. Tento
interval pH je zpravidla velmi uzky. Z toho je zfejmé, ze pH musi byt nastaveno tak,

abychom posunuli biochemickou reakci smérem k pozadovanym produktim. Obdobné
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jako u iontové sily 1 relativné mald zména pH mulze vyvolat denaturaci systému, tedy

poskozeni biochemickych nebo zivotnich funkci organizmu.

3.3 Vliv elektrokinetického potenciilu zeta a potencialu proudéni

Interakce bunc¢k a substratu je vyznamné zavisld na povrchovém naboji v danych
podminkach (iontova sila, pH, a jiné). Elektrokineticky potencidl zeta urcuje nabiti
povrchu koloidli, zatimco potencial proudéni nebo-li ,,streaming potential® urcuje miru
nabiti povrchl. Obecné lze fici, ze buiiky jsou zaporné nabité¢ ve velkém rozsahu pH
(prakticky 3 a vice). Existuji vSak i takové, které jsou nabité kladné az do pH 8. Lze tedy
obecné fici, ze optimalni povrchy pro bunécnou adhezi budou kladné nabité. Jak je zndmo,
polymerni materialy jsou témé&f vyhradné nabité zdporng. Existuji viak i vyjimky. Casto je
ovSem potieba povrch syntetického polymerniho substratu modifikovat pomoci
nejruznéjSich postupi.

Jak jiz bylo zminéno, bunky jsou pfevazné nabity na povrchu zéporné. Pro kvasinky toto
tvrzeni plati témét bez vyjimky. Je zndmo, Ze na adhezi se predevSim podili polarni
skupiny na testovanych povrsich které interaguji s polarnimi skupinami na povrchu bunék.
Z jiz zminénych skupin se v pfirozenych systémech na povrsich bun¢k nachazi predevs§im
karboxyl (-COOH), amin (-NH;), hydrogenfosforecnan (-HPO,4) a dihydrogenfosfore¢nan
(-H2POy). Povrch buiiky s N; kyselymi (-COOH) a N, zasaditymi (-NH;,) nenabitymi
skupinami na jednotku objemu s disociatnimi konstantami K,; a K,, ma prostorovou

hustotu naboje vztaZzenou na povrch bunék ps,, kterd miiZze byt vyjadiena rovnici (1),

-K, \ oy H Jexp(=ew /kT)
K, + lH*Jexp(—el///kT) 'K, +[H+Jexp(—ew/kT)

P =eN,

(1)

kde e je elementarni naboj, k je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, [H]
je protonova koncentrace a i je elektricky potencial v misté ionizovatelné skupiny [10].

Jak je zrovnice (1) zfejmé, stupen ionizace molekuldrnich C¢asti povrchu zavisi na
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elektrickém potencialu yw . Profil elektrického potencidlu na povrchu buinky je dan

Poisonovou rovnici, ktera je pro plandrni systémy

d’y(x)_ plx)

dx? &
(2)

kde p je hustota plosného naboje a ¢ je dielektricka permitivita prosttedi roztoku.

3.4 Interak¢ni energie

Dalsi veli¢ina, na niz zavisi bunécna adheze je interakéni energie mezi bunikou a povrchem

substratu, Vs, kterou lze spocitat pomoci rovnice (3)

Vi = 202,a, [, + v ) logli+e™ )+ (y, =y, logll - -

Al a, a, h
——| =+ + log
6| h h+2a, h+2a,

®3)

kde &y je permitivita vakua, ¢, je relativni permitivita prostiedi, a; je polomér bunky, y; a
v, jsou povrchové potencidly buiiky a povrchu a 4 je Hamakerova konstanta. Prvni ¢len na
pravé stran¢ rovnice reprezentuje interakci elektrické dvojvrstvy pfiCemz se piedpoklada,
ze oba povrchové potencidly jsou konstantni béhem jejich pfiblizovani. Druhy c¢len

reprezentuje neretardované van der Wallsovy sily [11].
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3.5 Vliv il Bornova typu

Je obecné usuzovano, ze fetézce molekul na povrchu mohou penetrovat do struktury
povrchu. Presto vSak, pokud se vzdalenost pfiblizi molekularnim dimenzim, urcity druh
odpudivych sil brani penetraci fetézcli do povrchové struktury. Tyto odpudivé sily jsou
znamy jako sily Bornova typu [4]. Tento typ interakce zavisi vyhradn¢ na dané bunce a
daném povrchu a zatim nezname jakykoliv obecny vztah. Hlavni faktor ovliviiujici tento

proces penetrace je vétS§inou zména Gibbsovy volné energie systému (AG).

3.6 Vliv smacivosti

Jak je znamo, interakce hydrofilniho individua s podobnym probih4 snadno. Totéz lze fici
o dvou latkach hydrofobnich. Je ziejmé, ze bunky, které jsou vesmes silné¢ hydrofilni
budou adherovat na hydrofilni povrch. V praxi ma drtiva vétSina bun€k kontaktni tihel pro
vodu mensi nez 26 stupiii. Ty zbylé, asi 3% jsou povazovany za hydrofobni. Postup pro
méfeni smacivosti a povrchové energie pro pevné latky je precizné popsan a zaveden jak
pro staticky, tak 1 dynamicky mod. Jinak je tomu ovSem v pifipadé méfeni smacivosti u
bun¢k. V praxi zatim jedinou osvéd¢enou metodou je méteni statického kontaktniho thlu
smaceni pomoci sedici kapky na vicevrstvych bunécnych filmech. Tyto se piipravuji
nasledovné. Do Petriho misky se odlije vrstva agaru, aby mohly byt buniky vyzivovany az
do okamziku méfeni. Ptipravi se bunécna suspenze, ktera se prefiltruje pres mikroporézni
filtr umistény na frité, kterd je pfipojena na vakuum. Takto pfipraveny film je tieba opatrné
promyvat a poté umistit 1 s mikroporéznim filtrem do Petriho misky. Po vyrovnéni
ptirozené fyziologického mnozstvi vody (to je asi po 3 hodindch) se tyto filmy méii,
pric¢emz se s nimi manipuluje i s filtracnim mikroporéznim papirem. Takto méfeny vzorek
je jiz chemicky i biologicky kontaminovan a nelze ho pouzit pro dalsi experimenty.
Vyhodnoceni povrchové energie probiha jako u béznych povrcht. Ukazka ptipraveného
filmu bun¢k pro méfeni statického kontaktniho uhlu smaceni v Petriho misce je

vyfotografovan na nésledujicim obrazku (Obr. 14.).
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Obr. 14. Ukazka pripraveného filmu bunék pro mereni statického kontaktniho uhlu

smdaceni.

3.7 Vliv drsnosti povrchu

Drsnost povrchu ma pro bunéénou adhezi zasadni vliv. U nékterych polymernich substratii
muze dojit k situaci, Ze po zdrsnéni povrchu je pozorovan nartst bunééné adheze. V jinych
pfipadech je tomu naopak. Je to zplsobeno, tak jako v jinych ptipadech, selektivitou
daného mikroorganizmu k substratu a jeho povrchové morfologii. Zména profilu povrchu
je vsak casto doprovazena zménou v chemickém slozeni. Je tedy tieba na tento souhrn
vlivl pohlizet komplexnéji a vzdy je tfeba urcit vliv dané buniky na dany substrat. Obecny

model k popisu tohoto problému stale nebyl nalezen.
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3.8 Vliv povrchovych nehomogenit

Povrchové nehomogenity a jiné vlivy (napf. riizna plosna hustota naboje) ovliviiuji lokalni
adhezi. V disledku toho Ize v praxi na testovanych povrSich nalézt mista, kde k bunécné
adhezi dochazi v omezené¢ mife a také mista, kde Cetnost bunék na jednotku plochy

dosahuje vyssich hodnot od celkové primérné hodnoty Cetnosti.

3.9 Vliv struktury tvoreného biofilmu

Vliv struktury tvofeného biofilmu zéavisi pfedevSim na iontové sile roztoku bunécné
suspenze, piesto vSak hraje velmi dulezitou roli a v disledku toho byva casto posuzovan
zvlast. Ve zkratce tento jev lze popsat asi takto: V prvni fadé depozice zavisi na
depozi¢nich podminkach pro uchyceni osamostatnénych bunck. Je-li jedna buika
uchycena a piiblizi se ji druha, mize dojit k jeji depozici, pokud tomu nebrani jiné
okolnosti. K velkym rozdilim vSak dochazi v piipadé, je li k témto bunkadm ptiblizena
treti. Nasleduji prakticky dvé rozdilné moznosti. Bud’ se bunika uchyti na buikéach jiz
deponovanych a dojde k tvorb¢ vicevrstvé 3D bunécné struktury (Obr. 15. b) nebo k jejimu
uchyceni viibec nedojde (Obr. 15. a) a bunika se nachdzi opét v suspenzi. V praxi jsou
vyuzivany oba typy biofilml v zavislosti na pouziti. Vicevrstvé systémy maji i pro povrch
funkci ochrannou, naopak monovrstvy slouzi k zabranéni bunéénych shlukt a zachovani
danych rozmérti jako naptiklad bunky endothelia v cévach, které zabraiuji srazeni
krevniho barviva a tim ucpavani cév, které vede k ischémii a nasledné nekroze. Dalsi SEM
obrazky vyslednych bunécnych struktur znazornujici jak piipad tvorby monovrstvy, ktera
nedovoli dalsi adsorpci (Obr. 16. a 17.) a ptipad vicevrstvych 3D struktur (Obr. 18. a 19.)

jsou uvedeny nize.
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Obr. 15. Mozné pripady interakci pri tvorbé bunécnych struktur.

M.L. 72 235.8kV X1.88K 38.80rm

Obr. 16. Pripad tvorby monovrstvy, ktera nedovoli dalsi adsorpci (zvétseni 500 krat).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

’J

M.L.12 ES.BkV X4.08K 7.58rm

Obr. 17. Pripad tvorby monovrstvy, ktera nedovoli dalsi adsorpci (zvétseni 4000 krat).

Obr. 18. Vytvorené vicevrstvé bunécné 3D struktury (zvetseni 1000 krat).

29
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Obr. 19. Vytvorené vicevrstvé bunecné 3D struktury (zvétseni 4000 krat).

3.10 Zavérecné shrnuti k této kapitole

vvvvvv

adhezi. Jak je zfejmé, bunécna adheze je velmi komplikovany jev a jeho popis neni vzdy
jednoznacny. Je tfeba mit na paméti, ze vyjimek je vice nez pravidel a stale jesté nebyl
vyvinut model popisujici tento jev obecné. Zistava tedy faktem, ze bunécnd adheze, jako
slozit¢ popsatelny dé&j, musi byt chapana individualné jako interakce vzdy konkrétné

daného bunécného systému na dany povrch.
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ZAVER
Tato bakaldiskd prace shrnuje soucasné metody studia mechanizmu adheze bunék na
povrch pevnych latek. Detailné popisuje moznosti studia kinetiky adheze jak statickymi,

tak 1 tokovymi metodami. Struéné je zminéno i1 studium desorpce mikroorganizmi

z povrchu pevnych latek.

V dalsi ¢asti prace popisuje nejriznéjsi vlivy a jevy, které se na kinetice a mechanizmu
adheze bunék podili. Podrobné jsou rozpracovany ty nejznaméjsi z nich, jako napiiklad
vliv iontové sily, pH, elektrokinetického potencidlu zeta a potencidlu proudéni, interakéni

energie, sil Bornova typu, smacivosti a struktury tvofeného biofilmu.

Jak jiz bylo zminéno dfive, bunécnd adheze je velmi komplikovany jev a jeho popis neni
vzdy jednoznacny. Je tfeba mit na paméti, ze vyjimek je vice nez pravidel a stale jeste
nebyl vyvinut model popisujici tento jev obecné. Zistava tedy faktem, Ze bunécna adheze,
jako slozité popsatelny dé&j, musi byt chapéana individualné jako interakce vzdy konkrétné

daného bunécného systému na dany povrch.
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