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Uvod

V posledni dobé uplatiovanym trendem v oblasti
tkanového inzenyrstvi je vytvareni povrchi, které podpo-
ruji kolonizaci bunék a dobrou integraci dané nahrady do
okolniho prostiedi pacientova organismu. V fadé pripadd
nejsou umelé materialy pouze pasivné tolerovany burika-
mi, ale musi také slouzit jako bioaktivni a biomimetickeé,
tzn. musi podporovat a indukovat bun&ené reakce'?.

Tkanové inzenyrstvi studuje 1 proliferaci bunck ziska-
nych z riznych ¢asti téla pii zachovani jejich specifické
aktivity. Unikatni vlastnosti nanostruktur nejen ovliviuji
bunécénou adhezi a interkonektivitu celé bunééné konstruk-
ce na povrchu vzorku, ale také pfedstavuji vyznamny fak-
tor pro strukturalni a organiza&ni stabilitu bun&k’. Materia-
ly jako napf. chitosan®’, kyselina polyglykolova (PGA)°
nebo polymlééna (PLA) slouzi k piipravé tzv. bunéénych
nosici, které umoziuji bunkam vlastniho téla rist a formo-
vat se v nové tkané, zatimco nosic je postupné absorbovan.

Vlastnosti substratu (chemické slozeni povrchug"‘), ale
i povrchovy ndboj, smagivost, modul elasticity'™'!, zeta
potencial' %) vyznamné ovliviiuji nasledné navazovani a
uspofadani réiznych typi bunék'’. Bunééna afinita bioma-
teriald zahrnuje dva aspekty, (i) bunécnou adhezi a (ii)
nasledny bunéény rust. ,,Ukotveni® bunék v prvni fazi
interakce je velmi dilezité a vyrazné ovliviiuje jejich na-
sledny riist, migraci a diferenciaci funkci '**°.

Casto se studuji kmenové buiky ziskané z tukové
tkan¢ (adipose stem cell, ASC). Jejich vyhodou (ve srov-
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nani s napf. kmenovymi buitkami ziskanymi z kostni tka-
n¢) je jejich snadna dostupnost (Ize je ziskat v pomérné
velkém mnozstvi z tukové tkané odstranéné metodou lipo-
sukce), jejich niz§i Gamrtnost, vyssi proliferacni kapacita
a zpozdéné starnuti®’. ASC mohou byt in vitro diferencio-
vany na jiné typy bun¢k (napf. osteoblasty, chondroblasty,
burniky kosterni svaloviny, buniky hladkého svalstva, endo-
telidlni bunky) a jsou také schopny transdiferenciovat do
bun¢k typu neuronu, epitelovych bunek, hepatocytl, bu-
nék pankreatickych ostravka*' >, apod.

V této praci byl studovan vliv plazmatické modifikace
kyseliny poly(L-mlécné) (PLLA) na adhezi a proliferaci
kmenovych bunék ziskanych z tukové tkané (ASC). Poly-
merni film PLLA byl modifikovén argonovym plazmatem
za proménnych podminek. Nasledné¢ byl povrch analyzo-
van a charakterizovan nékolika metodami. Goniometricky
by sledovan kontaktni thel (polarita), metodou mikrosko-
pie atomarnich sil (AFM) byla stanovena povrchova mor-
fologie a drsnost, zména slozeni povrchové vrstvy byla
analyzovana metodou rentgenové fotoelektronové spektro-
skopie (XPS) a stanovenim elektrokinetického potencialu
(pomoci této metody byl také stanoven néaboj vzorku).
In vitro kultivaci ASC byla stanovena cytokompatibilita
substratu. Cilem tohoto experimentu bylo stanoveni vhod-
ného typu modifikace PLLA umoznujici ,,idealni* interak-
ci mezi substratem a buiikou.

Experimentalni ¢ast
Material, modifikace

K experimentiim byla pouzita folie z kyseliny poly(L-
mlé&né) (PLLA, 50 pm, 1,25 g cm™, Goodfellow Ltd.).
Povrch vzorkii byl modifikovan plazmatem (vykon 3
a 8 W, doba expozice 50—480 s) na zatizeni Sputter Coater
SCD 050 v rezimu leptani (nosny plyn argon o Cistoté
99,999 %, vzdalenost elektrod 50 mm).

Metody analyzy

Povrchova smacivost ptvodnich i modifikovanych
substrati byla studovana goniometricky. Kontaktni uhel
(KU) byl méfen na pfistroji DSA 100, KRUSS GmbH,
Némecko. Méteni bylo provedeno vzdy na péti vzorcich
od vSech modifikaci za laboratorni teploty. Na vzorek bylo
naneseno 6 kapek destilované vody o objemu 6 pl. K vy-
hodnoceni KU byl pouzit software DSA4. Goniometricka
meéfeni byla provadéna na cCerstvych (ihned po expozici)
1 zestarlych vzorcich z divodu stanoveni doby nutné
k vyzrani vzorkt. Ostatni analyzy a in vitro testy probihaly
na zestarlych vzorcich.

Chemické slozeni povrchu vzorkd bylo studovano
XPS spektroskopii (Omicron Nanotechnology ESCAProbeP,



Chem. Listy 111, 439-444 (2017)

zdroj zéafeni 1486,7 eV, analyzovana oblast 2 x 3 mm?).
Spektra byla métena s krokem 0,05 eV.

Povrchova morfologie a drsnost vzorki byla studova-
na mikroskopii atomarnich sil (AFM, Veeco CP II, Bruker
Corp.). VSechny vzorky byly méfeny v poklepovém modu.
Drsnost vzorku je charakterizovdna veli¢inou R, (stfedni
drsnosti povrchu). Tato veli¢ina pifedstavuje aritmeticky
primér odchylek Z-hodnot od stiedni (nulové) plochy.

Elektrokineticky potencial byl stanoven na piistroji
SurPASS (Anton Paar, Rakousko)*** ve vodném roztoku
KCI o molarité 0,001 za laboratorni teploty a pH 6,9.

Stanoveni cytokompatibility

Stanoveni cytokompatibility probihalo pomoci kulti-
vace in vitro. Tukova tkan, kterd byla zdrojem kmenovych
bunék, byla ziskana pii dvou riznych tlacich. ASC ziskané
z tkéné pii niz8im tlaku jsou oznaceny jako ASC LP, buii-
ky ziskané z tkan¢ odebrané pii vys$Sim tlaku jsou oznace-
ny ASC HP. Podminky a postup sterilizace vzorki, nasa-
zovéni bunék jsou popsany v praci Patizka a spol.?. Kulti-
vace probihala 24, 96, resp. 168 h pii teploté 37 °C, vlh-
kosti 85 %, ve vzdusné atmosféie s 5 % CO,.

Adheze a proliferace ASC byla stanovena jako pocet
bungk, které jsou fixovany a barveny pfimo na testovaném
substratu, z fotografii pofizenych pomoci mikroskopu'?.
Po uplynuti doby stanovené pro kultivaci byly vzorky
s bunkami oplachnuty fosfatovym roztokem PBS a po
dobu 45 min fixovany ledovym 75% ethanolem (20 °C).
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Nasledné byly znovu oplachnuty PBS a po dobu 1 h barve-
ny smési fluorescencnich barviv (Texas Red C2-maleimid
a Hoechst). Pocet bunék byl stanoven z fotografii potize-
nych pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus IX51
s vyuzitim digitalni kamery Olympus DP 70.

Zivotaschopnost kultivovanych bunék byla stanovena
pomoci testu, ktery je zaloZen na barveni bunék trypano-
vou modii. Pfed samotnym vyhodnocenim bylo nutno
kultivované vzorky oplachnout fosfatovym pufrem a pie-
mistit je do novych kultivacnich plat obsahujicich trypsin.
Po uvolnéni bunék bylo ke vzorkim ptidano médium
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Suspenze
bun¢k byla homogenizovana a 1 ml byl pfenesen do
kyvet. Pomoci automatického pfistroje Cell Viability
Analyzer (Vi-Cell XR, Beckman Coulter) byla stanovena
Zivotaschopnost bungk?’.

Vysledky a diskuse

Povrchova smacivost (kontaktni tthel)

Je znamo, ze plazmatickd modifikace polymernich
folii vede k vytvofeni povrchu, jehoz vlastnosti se s Casem
meéni. Doba, po kterou dochazi k t¢émto zménam, se ozna-
Cuje jako doba starnuti nebo zrani a je nutné ji pro kazdy
polymer a typ modifikace stanovit samostatné. B&hem
starnuti vzorku se vyrazné¢ méni napf. smacivost povrchu
(tj. polarita, resp. kontaktni uhel). Vzorek lze povaZzovat za
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Obr. 1. Zavislost kontaktniho ihlu PLLA nemodifikovaného (¢erchovana piimka) a PLLA modifikovaného plazmatem o vykonu
3 (A) a 8 W (B) po dobu 50 s (kolecko), 120 s (¢tverecek), 300 s (trojuhelnik) a 480 s (hvézdi¢ka) na dobé starnuti
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zestarly, pokud se hodnota kontaktniho thlu v case jiz
v ramci chyby méfeni nemeéni.

Zavislost hodnoty kontaktniho thlu (KU) ptvodniho
a modifikovaného PLLA na dob€ starnuti je uvedena na
obr. 1A,B. Z obr. 1 je patrné, ze hodnota kontaktniho uhlu
je zavisla na dobé modifikace a vykonu plazmatu. Obdob-
né jako u predchozich experimenti®™?, i v této praci byl
zaznamenan ihned po expozici vyrazny pokles KU. Béhem
starnuti modifikovaného substratu hodnota KU narista.
K ustaleni KU (tj. zestarnuti substratit) dochazi pfiblizné
po 244 h po modifikaci. Tento jev (pokles KU a jeho na-
sledny rust) lze vysvétlit tvorbou novych kyslikatych sku-
pin na povrchu substratu. Pfi starnuti modifikovanych
polymert dochazi k ,reorientaci” kyslikatych skupin
z povrchu do objemu polymeru, coZ se projevuje nartistem
hodnot KU (cit.?"). Z obr. 1A,B je patrné, 7e smacivost
polymeru zavisi na dobé expozice. Pti kratkych dobach
modifikace (do 120 s) jsou hodnoty KU u zestarlych vzor-
ki niz§i nez u nemodifikovaného PLLA. Pro delsi doby
modifikace (nad 300 s) jsou hodnoty KU u zestarlych
vzorkll vys$§i nez u pivodniho PLLA. ZvySenim vykonu
plazmatu byl u zestarlych vzorkli zaznamenan mirny na-
rast hodnot KU.

Chemické sloZeni

Chemické slozeni povrchové vrstvy (tloustka 6—8
atomovych vrstev) vSech vzorkd byla studovana metodou

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

XPS. Atomarni koncentrace prvku (C, O a N) je uvedena
v tab. I. Z uvedenych hodnot je patrné, ze modifikace
plazmatem vede k poklesu koncentrace kysliku v povrcho-
vé vrstvé ve srovnani s pivodnim PLLA (coz odpovida
teorii o reorientaci kyslikovych skupin do objemu vzorku).
U modifikovanych vzorkil byla detegovana i pfitomnost
dusiku v povrchové vrstvé. Pritomnost dusiku se vysvétlu-
je reakci aktivovaného povrchu se zbytkovym vzduchem
v napraSovacim zafizeni (reakce béhem modifikace) nebo
se vzdusnou atmosférou po ukon&eni modifikace?’.
Chemické vlastnosti povrchu a naboj vzorki byl ana-
lyzovan i stanovenim zeta potencialu (¢). Nemodifikovany
PLLA vykazoval {=—65,7+0,5 mV; pro PLLA modifiko-
vany plazmatem o vykonu 3 W po dobu 120 s bylo zjiste-
no {=-65,1+0,1 mV, coz je v ramci experimentalni chyby
stejna hodnota. U PLLA modifikovaného plazmatem
o vykonu 8 W po dobu 120 s doslo ke statisticky vyznam-
né zméné ¢ na hodnotu —58,3+0,1 mV. Jak je patrno, nizky
vykon plasmatu nema na povrchovy néboj vyrazngjsi vliv,
zatimco plasma o vys$sim vykonu vede k dramatictéjSim
zméndm povrchového chemismu i naboje. U nemodifiko-
vané¢ho PLLA je povrch tvofen pouze atomy v fetézci
PLLA (tedy C a O). Po plsobeni plazmatu dochazi ke
Stépeni pivodnich vazeb a tvorbé radikali. Pii reakci se
vzduchem (pfimo v aparatuie a/nebo po vyjmuti vzorku)
dochazi ke tvorbé kyslikatych i dusikatych polarnich sku-
pin. Malé zmény chemického sloZeni na povrchu vzorku
nemusi byt u stanoveni pomoci XPS patrné, protoze XPS

Atomarni koncentrace prvki (C, O a N) stanovend metodou XPS v ptivodnim PLLA a PLLA modifikovaném plazmatem

pfi vykonu 3 a 8 W po dobu 50-300 s

Vzorek Koncentrace prvki [at. %]
C (1s) O (1s) N (1s)

Nemodifikovany PLLA 63,4 36,6 -
PLLA/3W 50s 65,3 34,5 0,2
PLLA/3W 120 s 67,3 32,1 0,6
PLLA/3W 300 s 66,5 32,6 0,9
PLLA/8W 50s 64,8 35,1 0,1
PLLA/8W 120s 64,4 34,8 0,8
PLLA/ 8W 300 s 68,3 30,8 0,9

PLLA PLLA/ 300

Opm

Thyam

Obr. 2. AFM skeny nemodifikovaného PLLA a PLLA modifikovaného plazmatem p¥i vykonu 3 W po dobu 50 a 300 s. Hodnota

drsnosti R, reprezentuje aritmeticky pramér odchylek od stiedni (nulové) plochy
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analyzuje vrstvu o tloust’ce cca 6-8 atomovych vrstev,
zatimco zeta potencidl je Cist€ povrchovou vlastnosti

a indikuje tak i velmi malé zmény ,povrchové che-
migs2425:27:29

Povrchova morfologie a drsnost

Vliv modifikace na povrchovou morfologii a drsnost
vzorkl byl stanoven pomoci AFM. Na obr. 2 jsou uvedeny
skeny AFM a hodnoty drsnosti ptivodniho PLLA a PLLA
modifikovaného plazmatem. Je zfejmé, Ze povrchova mor-
fologie vzorku je, podle ofekavani, silné¢ zavisla na dobé
pusobeni plazmatu. Kratkd doba expozice PLLA vede ke
vzniku malého mnozZstvi krystaliti na povrchu vzorkl. Se
zvySujici s dobou expozice mnozstvi krystaliti vyrazné
nartsta a nasledné vede ke zvySeni povrchové drsnosti
vzorkl. V pfipadé zvySeni vykonu doslo k mirné zméné
povrchové morfologie i mirnému zvyseni drsnosti. Tyto
zmény vSak nebyly tak vyrazné jako v piipadé zvyseni
doby expozice.

Cytokompatibilita a zZivotaschopnost

Experimenty byly provadény se dvéma typy kmeno-
vych bun€k — buiikami pochédzejicimi z tukové tkané
a ziskanymi pii (i) vy$Sim (ASC HP) a (ii) niz§im tlaku
(ASC LP). Na obr. 3A,B je uvedeno mnozstvi adherova-
nych (24 h od nasazeni) a proliferovanych (96 a 168 h od
nasazeni ASC na vzorky). Z vysledkd je patrné, Ze nemo-
difikovany PLLA je pro kultivaci obou typi kmenovych
bun€k nevhodny. Bunky kultivované na PLLA nemély
spravny fyziologicky tvar a také jejich zivotaschopnost

Laboratorni pfistroje a postupy

byla nizka (cca 60-70 %). Na modifikovanych substratech
bylo zaznamenidno mirné vyS$§i mnoZstvi adherujicich
a vyrazné¢ vySS§i mnozstvi proliferujicich bunék, jejichz
zivotaschopnost byla v rozmezi 89-96 %. Jak je patrné
z obr. 4, bunky jsou také rovnomérnéji rozmistény po ce-
1ém povrchu substrati. Rozdil byl pozorovan mezi ob&éma
typy bunék. V ptipadé kultivace ASC LP byly buiiky rov-
nomeérnéji rozmistény po plose substratu, vice rozprostreny
a mély sviyj typicky fyziologicky tvar. Bunky rostly uspo-
radané¢ a v preferencnim sméru. V piipadé kultivace
ASC HP se na nékterych testovanych substratech bunky
naopak shlukovaly a vznikala mista, ktera nebyla buiikami
pokryta; ve vétSiné piipadi nebyla zaznamenana smérova
orientace.

Tento experiment bude slouzit jako zaklad pro nasle-
dujici vyzkum cilené diferenciace kmenovych bunék sme-
rovany ke konkrétnimu typu bunék (napf. buikam cévnim
¢i kostnim).

Zaveér

Bylo zjisténo, ze pouziti plazmatické modifikace vy-
razné ovlivituje povrchové vlastnosti filmu PLLA. Plsobe-
nim plazmatu dochazi v zavislosti na podminkach modifi-
kace k poklesu (kratka doba expozice) resp. ristu (dlouha
doba expozice) kontaktniho uhlu PLLA. Modifikace
plazmatem vede ke vzniku krystalitl na povrchu PLLA.
S rostouci dobou expozice mnozstvi krystalitt i drsnost
povrchu vzorku roste. ZvySenim vykonu plasmatického
zafeni dojde k mirnému narGstu povrchové drsnosti
a vzniku mensiho mnozstvi krystalitd. Bylo zjisténo, ze
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Obr. 3. Adheze (24 hodin po nasazeni) a proliferace (96 a 168 hodin po nasazeni) kmenovych bunék ziskanych z tukové tkané pri
vys$§im tlaku (A) a pFi niz§im tlaku (B). Pocet bunék kultivovanych po dobu 24 h je znacen ¢ernou barvou, po dobu 96 h bilou barvou a

po dobu 168 h Sedou barvou
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Obr. 4. Fotografie kmenovych bunék z tukové tkané (ziskané pri vy$§im ASC HP nebo p¥i niZ§im tlaku ASC LP) proliferovanych
(168 h po nasazeni) na nemodifikovaném PLLA a PLLA modifikovaném v plazmatu (120 s pii 3 a8 W)

pro kultivaci kmenovych bunék z tukové tkané€ jsou vhod-
néj$i buky ziskané pfi nizS§im tlaku. Tyto buiky byly
rovnomérnéji rozmistény po plose testovaného substratu,
byly vice rozprostteny a mély sviij typicky fyziologicky
tvar. Z experimenti je také patrné, ze plazmaticka modifi-
kace vyrazné zlepSuje moznost proliferace ASC.

Autori dekuji za financni podporu GA Ministerstva

zdravotnictvi CR v projektu 15-33018A.

LITERATURA

L.

Bacakova L., Mare$ V., Bottone M. G., Pellicciari C.,
Lisa V., Svor¢ik V.: J. Biomed. Mater. Res. 49, 369
(2000).

. Bagakova L., Filova E., Rypéagek F., Svoréik V., Stary

V.: Physiol. Res. 53, 35 (2004).

Santos M. I., Tuzlakoglu K., Fuchs S., Gomes M. E.,
Peters K., Unger R. E., Piskin E., Reis R: L., Kirkpa-
trick J.: Biomaterials 29, 4306 (2008).

Wang A., Ao Q., Wei Y., Gong K., Liu X., Zhao N.,
Gong Y., Zhang X.: Biotechnol. Lett. 29, 1697

10.

11.

12.

443

(2007).

. Sailaja G. S., Ramesh P., Kumary T. V., Varma H. K.:

Acta Biomaterialia 2, 651 (2006).

Montjovent M. O., Mark S., Mathieu L., Scaletta C.,
Scherberich A., Delabarde C., Zambelli P. Y., Bour-
ban P. E., Applegate L. H., Pioletti D. P.: Bone 42,
554 (2008).

Hsieh C. Y., Tsai S. P., Wang D. M., Chang Y. N,,
Hsieh H. J.: Biomaterials 26, 5617 (2005).

. Svorcik V., Rybka V., Hnatowicz V., Smetana K.: J.

Mater. Sci. Mater. Med. 8, 435 (1997).

Svor¢ik V., Hnatowicz V., Stopka P., Bagikova L.,
Heitz J., Ochsner R., Ryssel H.: Rad. Phys. Chem. 60,
89 (2001).

Mikulikova R., Moritz S., Gumpenberger T., Olbrich
M., Romanin C., Bacakova L., Svorcik V., Heitz J..
Biomaterials 26, 5572 (2005).

Svor¢ik V., Hubagek T., Slepicka P., Siegel J., Kolska
Z., Blahova O., Mackova A., Hnatowicz V.: Carbon
47,1770 (2009).

Svor¢ik V., Kasalkova N., Slepicka P., Zaruba K.,
Kral V., Bacakova L., Pafizek M., Lisd V., Ruml T.,



Chem. Listy 111, 439-444 (2017)

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Gbelcova H., Rimpelova S., Mackova A.: Nucl. In-
strum. Methods B 267, 1904 (2009).

Rockova K., Svorgik V., Ba&dkova L., Dvofankova
B., Heitz J.: Nucl. Instrum. Meth. B 225, 275 (2004).
Kotal V., Svor¢ik V., Slepicka P., Sajdl P., Blahova
0., Sutta P., Hnatowicz V.: Plasma Process. Polym. 4,
69 (2007).

Slepicka P., Trostova S., Slepickova Kasalkova N.,
Kolska Z., Sajdl P., Svor¢ik V.: Plasma Process. Po-
lym. 8, 197 (2012).

Svortik V., Kotal V., Siegel J., Sajdl P., Mackova A.,
Hnatowicz V.: Polym. Degrad. Stab. 92, 1645 (2007).
Svort¢ik V., Rockova K., Ratajova E., Heitz J., Dvo-
fankova B.: Nucl. Instrum. Meth. B 277, 307 (2004).
Kasalkova N., Makajova Z., Slepicka P., Kolafova K.,
Bacakova L., Pafizek M., Svoréik V.: J. Adhes. Sci.
Technol. 24, 743 (2010).

Slepicka P., Slepickova Kasalkova N., Stranska E.,
Svor¢ik V.: Express Polym. Lett. 7, 535 (2013).

Song K., Li I, Yan X., Zhang W., Zhang Y., Wang
Y., Liu T.: Mater. Sci. Eng., C 70, 231 (2017).

Zhang Y., Khan D., Delling J., Tobiasch E.: Sci.
World J. 2012, 1.

Kokai L. E., Morra K., Rubin J. P.: Transl. Res. 163,
399 (2014).

Ong W. K., Sugii S.: Int. J. Biochem. Cell Biol. 45,
1083 (2013).

Kolskd Z., Reznitkova A., Svorgik V.: e-Polymers,
Article no. 083, 13 (2012).

Kolska Z., Reznitkova A., Nagyova M., Slepi¢kova
Kasalkova N., Sajdl P., Slepi¢ka P., Svoréik V.: Po-
lym. Degrad. Stab. 101, 1 (2014).

Parizek M., Kasalkova N., Bacakova L., Slepicka P.,
Lisa V., Blazkova M., Svorcik V.: Int. J. Mol. Sci. 10,
4352 (2009).

444

Laboratorni pfistroje a postupy

27. Slepicka P., Slepickova Kasalkova N., Siegel J., Kol-
ska Z., Batakova L., Svoréik V.: Biotechnol. Adv. 33,
1120 (2015)

Slepickova Kasalkova N., Vachova K., Slepicka P.,
Svoréik V.: Chem. Listy 710, 279 (2016).

Svor¢ik V., Makajova Z., Kasalkové-Slepickova N.,
Kolska Z., Ba¢akova L.: J. Nanosci. Nanotechnol. /2,
6665 (2012).

28.

29.

N. Slepi¢kova Kasalkova®, P. Slepicka®,
L. Batakova®, Z. Kolska®, and V. Svordik® (“ Institute of
Solid State Engineering, University of Chemistry and
Technology Prague, ”Institute of Physiology, The Czech
Academy of Science, Prague, Faculty of Science, J. E.
Purkyne University, Usti nad Labem): Interaction of
Stem Cells with Polymer Substrate

This work is aimed on the determination of physico-
chemical properties of plasma treated poly-L-lactic acid
biopolymer and its influence on the attachment and organi-
zation of stem cells from fat tissue. The surface changes
were examined with goniometry (wettability), atomic force
microscopy (surface roughness and morphology) and pho-
toelectron spectroscopy (chemical changes). The cytocom-
patibility of PLLA was studied in vitro by characterization
of stem cell adhesion, growth, differentiation, migration
and proliferation. The physico-chemical properties depend
strongly on the plasma treatment time. It was found that
plasma activation has a positive effect on stem cells culti-
vation, as well as on the cell growth in orderly manner and
in the preferred direction.



