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ABSTRAKT

Oblast tkanového inzenyrstvi zaziva vzrusujici pokroky smérem k vyrob€ inteligentnich
a biomimetickych konstruktti jako alternativ ke klinickym terapiim. Elektricky vodivé
materidly mohou mit vyznamny dopad na tkanové inzenyrstvi, protoze jejich elektricka
stimulace zapfiCinuje stimulaci fizeného ristu bunék. Diplomova prace se pravé proto
vénovala pfipravé a charakterizaci dvou vodivych polymert, polypyrrolu a polyanilinu.
Vodivé polymery byly v ramci experimentalni prace piipraveny ve dvou formach, jako
koloidni disperze a jako tenké filmy. Pro vznik koloidl probihala polymerace za ptitomnosti

stabilizatoru a to polyvinylalkoholu, polyvinylpyrrolidonu a nanokrystalické celul6zy.

Tato diplomova prace se zaméfuje na porovnani charakteristik pripravenych vodivych
polymerti. Pfipraveny polyanilin a polypyrrol byl podroben testim materidlovych
charakteristik, jako je povrchova energie, vodivost a velikost ¢astic. Rovnéz byla zkouména
cytokompatibilita vodivych polymerti na bunééné linii NIH/3T3. Ta zahrnovala test bunécné
adheze a proliferace a test cytokompatibility vyuzitim testu MTT. Vysledky této prace
naznacuji, ze oba polymery v kombinaci se vSemi testovanymi stabilizdtory mohou mit

potencidl pro aplikaci v tkafiovém inZenyrstvi.

Klicova slova: vodivé polymery, polyanilin, polypyrrol, tkaniové inZenyrstvi, biomaterial,

scaffold



ABSTRACT

The field of tissue engineering is experiencing exciting advances toward the production
of intelligent and biomimetic constructs as alternatives to clinical therapies. Electrically
conductive materials can have a significant impact on tissue engineering because their
electrical stimulation induces the controlled growth of cells. Therefore, this thesis focused
on the preparation and characterization of two conductive polymers, polypyrrole, and
polyaniline. The conductive polymers were prepared in two forms in experimental work, as
colloidal dispersions and as thin films. For the formation of colloids, polymerization took
place in the presence of stabilizers such as polyvinyl alcohol, polyvinylpyrrolidone, and

nanocrystalline cellulose.

This master's thesis focuses on comparing the characteristics of prepared conductive
polymers. The prepared polyaniline and polypyrrole were subjected to tests for material
characteristics such as surface energy, conductivity, and particle size. The cytocompatibility
of the conductive polymers on the NIH/3T3 cell line was also examined. This included tests
for cell adhesion and proliferation, as well as a cytokine compatibility test using the MTT
assay. The results of this study suggest that both polymers, in combination with all tested

stabilizers, may have potential for application in tissue engineering.

Keywords: conductive polymers, polyaniline, polypyrrole, tissue engineering, biomaterial,

scaffold
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UvVOD

Oblast tkanového inzenyrstvi (TI) je oborem s nespornym potencidlem. Celosvétova
velikost trhu TI byla v roce 2020 odhadnuta na 7,65 miliard USD a uvadi se, Ze v obdobi
2021 az 2027 poroste s ro¢nim rustem piiblizné 14,2 %. Také se oCekava, ze velikost
globélniho trhu TI dosédhne roku 2027 28,9 miliard UDS. V roce 2020 oblast TI dosédhla
vyznamného uspéchu, jelikoz FDA schvalila tkanoveé inzenyrsky produkt s nazvem MACI
pro opravu defekti chrupavky kolene u dospélych (Hulme et al., 2021). Dalsi z uspéchii TI
byl zaznamenan, kdyz védci vytvoftili fungujici miniatury orgdnli nazyvané organoidy. Ty
1ze pouzit ke studiu nemoci a testovani novych 1ékli, coz mize urychlit proces vyvoje 1éCiv

(Kim et al., 2020).

Pokroky v TI jsou zavislé na vyvoji novych vyrobnich technik a pouZiti pokrocilych
materiald. Vodivé polymery jsou skupinou materialii vyznacujicimi se jedineénymi
elektrickymi a fyzikdlnimi vlastnostmi a ziskaly vyznamné misto v oblasti TI. Zijem
o vodivé polymery pro vyuziti v T, konkrétn€ o polypyrrol, polyanilin ¢i polythiofen se
béhem nekolika poslednich desetileti znacné zvysil z divodu jejich laditelnych elektrickych
vlastnosti, snadno oxidovatelné povaze, dobré rozpustnosti ¢i Setrnosti k zivotnimu
prostiedi. Vodivé polymery tak kombinuji elektrické vlastnosti polovodic¢i a materidlové
vlastnosti organickych polymeri. Jednou z nejvyznamnéjsich aplikaci vodivych polymeri
v medicin€ je v oblasti neurdlnich protéz. Zde mohou vodivé polymery pomoci obnovit
funkci pacientim s neurologickymi poruchami, jako je ochrnuti tim, Ze poskytnou piimé
rozhrani mezi nervovym systémem a externim zafizenim. To je umoZnéno diky tomu, ze
vodivé polymery mohou byt pouzity k vytvoteni elektrod potfebnych pro toto rozhrani,
jelikoZ jsou flexibilni, biokompatibilni a schopné vést elektrické signaly (Park ef al., 2019,
Green and Abidian, 2015). Diky tomu ptedstavuji vzruSujici a rychle rostouci oblast

vyzkumu materidlovych véd a inZzenyrstvi.

Vodivé polymery mohou byt tedy navrZzeny tak, aby napodobovaly vlastnosti pfirozenych
tkani. Lze je totiz pouzit k vytvofeni scaffoldli, které podporuji rist a diferenciaci bunék.
Zaclenénim vodivych polymert do skeletd TI védci doufaji, ze daji vzniknout takovému
scaffoldu, ktery bude tésné€ji sladén s piirozenymi tkanémi v téle. Dillezitym ukolem je
popsani charakterovych vlastnosti takového polymeru a znalost idealnich charakterovych
vlastnosti pro vyzkum TI. Mezi dulezité charakterové vlastnosti vodivych polymert spada
elektricka vodivost pro interakci s zivymi tkdnémi, snadny rlst a diferenciace bunck

v zivych tkanich bez nezadoucich ufinkl obecné nazvané biokompatibilita, degradabilita,
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zpracovatelnost do rtiznych tvarti a forem, které lze ptizplsobit konkrétnim potiebam TI,
a také mechanické vlastnosti, jako je tuhost, pruznost a pevnost (Katti, 2002, Qazi et al.,

2014a).
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Oblast TI, voln¢ definovéna jako vyuziti inzenyrskych principt a technologii k regeneraci
zivych tkani, ma kofeny v mnoha odvétvich véd a inzenyrstvi (Hacker and Mikos, 2006).
Jedna se o multidisciplindrni obor kombinujici principy inzenyrstvi, biologie a mediciny
(Peppas and Langer, 1994), ktery vznikl teprve asi pred tfemi desetiletimi (Kretlow and
Mikos, 2008). Ve skutecnosti TI pochazi z rekonstrukéni chirurgie, kde se praktikuje ptfima
transplantace (alogenni) darcovské tkan€. U této piimé transplantace dochézi k nedostatku
darcovskych orgéan, prenosu patogenti ¢i odmitnuti darcovského organu (Fuchs et al., 2001,
Saltzman, 2004). TI je tedy obor uplatiujici principy a metody inzenyrstvi a biologickych
véd k zasadnimu pochopeni a vyvoji biologickych ndhrazek pro obnovu, udrZeni nebo
zlepseni funkci tkdni (Vacanti and Langer, 1999). V zdkladu se TI pokousi napodobit funkci
ptirozené tkané. Pro optimalizaci vyvoje funkénich biologickych ndhrad je proto nutné
zasadné porozumét prirozenym podminkdm specifické tkané. Biologické tkané sestavaji
z bunék, signélnich systémi a extraceluldrni matrix (ECM) [Lanza ef al., 2020]. Buiiky jsou
jadrem tkang, avSak nemohou fungovat v nepfitomnosti signalnich systémii anebo ECM.
Signalni systémy se skladaji z geni, které pti diferencialni aktivaci vylucuji transkripcni
produkty a nabadaji k podnétim pro tvorbu a diferenciace tkan¢ (Lanza et al., 2020). ECM
podporuje pfichyceni bun¢k a bunéfnou proliferaci (Badylak, 2007). Na Obrazku 1 je

znézornén princip TI tukové tkané.

TI ptistupy lze obecné rozdélit na zaklade téchto tii jevi, které mohou byt studovany bud’

samostatné nebo v kombinaci:
e bunécna terapie
¢ indukce tvorby tkan€ rozpustnymi signalnimi faktory

e biokompatibilni podpora umélym ECM (scaffold)
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Obrézek 1: Princip inzenyrstvi tukové tkané v bunéénych postupech. Buriky se izoluji z biopsii tkané
darce/pacienta a mnozi se ex vivo v lahvich pro tkanové kultury (Wiesner, 2020).

Tento obor ma potencial vzbudit revoluci v medicin€ poskytovanim alternativnich terapii
pro Sirokou skalu zdravotnich stavi, jako je selhdni organt, popaleniny a defekty tkani
(Dzobo et al., 2018). T1 je véda zabyvajici se vyzkumem regenerace a obnovou poskozenych
¢i chybéjicich tkani za vyuziti bunék, ristovych faktora ¢i scaffold (Barbeck et al., 2019).
Néplni vyzkumt je pfevazné vyvoj novych biologickych a biokompatibilnich néhrad, jez
slouzi k regeneraci tkané, udrZeni jeji funkce nebo k jejimu zlepSeni. Kazdy typ tkané
vyzaduje odlisné podminky prostiedi, a proto je nutné pochopeni specifického ptirozeného
biologického prostiedi in vivo, aby bylo moZzné optimalizovat kultivaci in vitro.
Suplementace rozpustnych faktort indukujici vznik ¢i rist tkdné mlize byt kombinovana
v ramci pristupu zalozeného na vyuziti scaffoldu urceného k tizeni chovani bunék aktivaci

specifickych drah (Baud and Jacque, 2008, Chen and Alman, 2009, Landmesser et al., 2009).

Hlavnimi oblastmi tkanovych nahrad v klinickych studiich a aplikacich je kuze,

kardiovaskularni systém, kosti a chrupavka (Saltzman, 2004, Fong et al., 2006, Jawad et al.,
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2007, Nesic et al., 2006). Avsak v minulosti byla také navrzena implantace TI dychacich
cest (Macchiarini ef al., 2008).

1.1 Regenerativni medicina

Regenerativni medicina a TI jsou uzce souvisejici obory, piicemz TI je klicovou oblasti
v jejim vyzkumu. Regenerativni medicina je obor mediciny, ktery se zaméfuje na vyvoj
inovativnich terapii k ndhrad¢, opravé nebo regeneraci poskozenych nebo nemocnych tkani
a organt.. Tento pfistup usiluje o vyuziti pfirozenych hojivych procestu téla k podpote
regenerace a obnovy tkani spiSe, nez k 1é¢b¢ priznakli nebo fizeni progrese onemocnéni.
Procesy v regenerativni medicin¢ zahrnuji pouziti kmenovych bunék, genovou terapii a TI

(Atala et al., 2006).

Vramci regenerativni mediciny se zapsalo nékolik zdsadnich uspéchii, mezi

nejvyznamngéjsi osobnosti v oblasti vyzkumu se fadi:

e Dr. Anthony Atala. Urolog a feditel spolecnosti Wake Forest Institute for
Regenerative Medicine. Jeho uspéch byl pfipsan v oblasti 3D tisku organt a tkani

(Atala and Forgacs, 2019).

e Dr. Shinya Yamanaka. Vyzkumnik kmenovych bunck na Kjotské univerzité, ktery
se proslavil objevem indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. V roce 2006
spolu se svym tymem objevili moZnost odebrani dospélych koZnich buné¢k a jejich
nasledné pieprogramovani na kmenové bunky, jez jsou schopny se vyvinout
v jakykoli typ bunky v téle, ¢cimz doSlo k eliminaci potteby pouzivat embryonalni
kmenové bunky (Takahashi and Yamanaka, 2006). Tento objev zplsobil revoluci

v oblasti regenerativni mediciny.

e Dr. Robert Lanza je hlavnim védeckym feditelem pokrocilé bunécné technologie
Advanced Cell Technology a jeho vyzkum se zabyva vyuzitim kmenovych bun¢k
k rstu novych organt a tkani (Lanza et al., 2005). V roce 2014 byl zatazen mezi
100 nejvlivné;sich lidi svéta (Alice Park, 2014, online).

1.2 Typy bunék pro tkanové inZenyrstvi

V TI se bunky vyuzivaji k vytvofeni nebo regeneraci tkani a organi. Vybér typu bunky
zavisi na pozadované tkani nebo organu, ktery je tteba vytvofit €1 zregenerovat. Mezi bézné

pouzivané builkky pro TI se fadi mezenchymalni kmenové buiiky. Jednd se o dospélé
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kmenové builky, které se mohou diferencovat na rtizné typy bunck, jako jsou kostni,
chrupavkové nebo tukové bunky. Jsou Siroce pouzivany v aplikacich TI diky své schopnosti

regenerovat poskozené tkan¢ (Caplan, 1991, Xi et al., 2013).

Dale se v TI vyuzivaji fibroblasty. Bunky vazivové tkané€, které jsou zodpovédné za
produkci extracelularni matrix, jenz je nezbytna pro strukturu a funkci tkan€. Fibroblasty se
bézné se vyuzivaji v aplikacich kozniho TI (Qian ef al., 2022). Pro TI chrupav¢ité tkané jsou
naopak nejvice aplikovany chondrocyty. Tyto bunky jsou schopny produkovat ECM, ktera
tvofi vétsinu chrupavcité tkané. Jeden z postupt pouzivanych v chrupavcitém TI zahrnuje
izolaci a expanzi chondrocytl z pacientovy vlastni chrupavcité tkan€, které jsou poté vysety
na vhodné leseni a kultivovany za vhodnych podminek, aby se podpofila tvorba nové
chrupavcité tkang. Dalsi postup zahrnuje pouziti mezenchymalnich kmenovych bunék, které
lze za specifickych podminek diferencovat na chondrocyty (Vinatier et al., 2009). Dalsi
buiky vyuzivané v TI jsou myoblasty. Jsou zvlastni skupinou bunék pro svalové inzenyrstvi,
jelikoz maji schopnost diferenciace na myotuby, které jsou zédkladnimi stavebnimi kameny
svalové tkang. Kromé toho jsou myoblasty schopny fuze se stdvajicimi svalovymi vlakny,
¢imz podporuji tvorbu nové svalové tkané (Dellavalle et al., 2007). Mezi dal$i bunky

vyuzivané v TI patii hepatocyty, jez hraji roli v jaternim TI (Baptista et al., 2011).

1.3 Scaffoldy

Buiiky a tkdné v lidském téle jsou organizovany do trojrozmérné architektury. Aby bylo
mozné zkonstruovat tyto funk¢ni tkané a organy, musi byt scaffoldy vyrobeny do
trojrozmérného prostoru napodobujici architekturu nativni ECM (Ning et al., 2018).
Scaffoldy lze tedy vyuzit k podpote samolécebného mechanismu lidského téla a k podpote
opctovného ristu poSkozené tkané. Pouziti scaffoldti v TI vykézalo slibné vysledky pti
regeneraci riznych typi tkani, véetné kosti, chrupavek a ktize (Hutmacher, 2000). Scaffoldy
1ze zkonstruovat z riiznych materiali, mezi néz patti syntetické polymery, pfirodni polymery

nebo decelularizovana tkan (Gawlitta et al., 2015).

Scaffoldy musi byt vysoce porézni, to umoziuje tkanovy rast a zaroven degradaci
scaffoldli po uspesnou regeneraci tkdn€, coz minimalizuje imunitni reakci a nutnost revizni
operace (Fiedler et al., 2015). Pro regeneraci kosti musi byt scaffoldy také osteovodivé
a osteoinduktivni (Cao et al., 2003). Jejich schopnost stimulovat buriky je také dalSim
dilezitym pozadavkem. Elektrické signdly jsou kritickymi fyziologickymi podnéty, které

siln€¢ ovliviiyji chovani bunék (Mattioli-Belmonte et al., 2003, Qazi et al., 2014a) a tidi
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bunécnou migraci, adhezi a diferenciaci, syntézu DNA a sekreci proteint (Rivers et al.,
2002, Rangarajan et al., 2014). Idedlni scaffold by mél rovnéz umoznit dostateCny piisun
zivin do bunék a eliminaci odpadu z bun¢k (Takezawa, 2003, Hollister, 2005, Badylak,
2007).
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2 VODIVE POLYMERY

Vodivé polymery jsou specidlni tiidou polymeri, které jsou takzvané vnitin€ vodivé
(Hess et al., 2006). Jejich hlavnim rysem je pfitomnost m—konjugovaného systému
(tj. stfidani jednoduchych a dvojnych vazeb) podél hlavniho fetézce. Prekryvani sousednich
n orbitall v konjugovaném systému usnadniuje delokalizaci m elektroni podél patefe
molekuly, kterd je zodpovédna za elektrickou vodivost. V nékterych ptipadech miize byt
dvojna vazba v konjugovaném systému nahrazena heteroatomem s jedinym parem
nevazebnych elektrontl, napt. atomem N ¢i S, jako v ptipadé pyrrolovych nebo thiofenovych
aromatickych heterocyklti. Delokalizovany 7 elektron podél patete fetézce spolu se slabymi
mezifetézcovymi interakcemi vytvaii kvazi jedno-rozmérnou povahu a umoziuji anizotropii
(Potje-Kamloth, 2001). Vodivé polymery maji elektrické a optické vlastnosti spojené
s polovodici, stale si vSak zachovavaji fyzikalni vlastnosti konvenénich polymera (Potje-
Kamloth, 2001). Typickymi vodivymi polymery jsou polyanilin (PANI), poylypyrrol (PPy),
polythiofen, polyacetylen a dalsi, viz Obrazek 2.
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Obrazek 2: Chemicka struktura nejznaméjsich vodivych polymert.
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Ackoli byl acetylen poprvé syntetizovan v roce 1958, diky své Spatné zpracovatelnosti
a nizké stabilité vaci prosttedi nevzbudil v té dobé pfrili§ velkou pozornost (Chien, 1984,
Natta et al., 1967). Deset let poté, v roce 1968, chemici Berets a Smith (1968) poprvé popsali
elektrické vlastnosti polyacetylenu. Roku 1977 Shirakawa et al. (1977) popsali chovani
polyacetylenu pii dopovani halogenovanymi plyny (Cl, Brz, I2). Odhalili, ze dopovani
halogeny vyznamné zvySuje vodivost. Konkrétné pii dopovani jédem konduktivita
polyacetylenu vzrostla téméf devétkrat (z 4,4 S-cm™ na 38 S-cm™). Tento nalez odhalil
atraktivni typ polymert s elektrickymi vlastnostmi kovii ¢i polovodi¢i (Heeger, 2001).
Objev byl v roce 2000 ocenén Nobelovou cenou za chemii, konkrétné za objev a vyvoj
novych polymerd. Mezi priukopniky v tématice vodivych polymert lze povazovat prave
drzitele Nobelovy ceny Alana J. Heegera, Alana G. MacDiarmida a Hideki Shirakawu
(Moore, 2001).

Mezi typické vlastnosti vodivych polymert patii jednoduchd syntéza, vyborné optické
vlastnosti, mechanicka odolnost a vysoka stabilita vici zivotnimu prostiedi (Dubey and
Leclerc, 2011, Lee ef al., 2015). Vodivé polymery vykazuji velkou schopnost reagovat na
rizné podnéty zmeénou jejich optického, elektrického, chemického anebo mechanického
chovani (Namsheer and Rout, 2021). Na zaklad¢ elektrické vodivosti se materidly déli na
izolanty (vodivost je mensi nez 10”7 S-cm™), polovodiée (rozsah vodivosti se pohybuje mezi
107-100 S-cm™) a vodice (vodivost je vétsi nez 100 S-cm™). Vodivé polymery se mohou
chovat jako izolanty, polovodice i jako vodice na zékladé urovné jejich dopovani, viz

Obrazek 3.
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Obrazek 3: Elektrick4 vodivost vodivych polymeril v porovnani s jinymi materidly (Kaur
etal.,2015).

Vodivé polymery nasSly své uplatnéni v Cetnych aplikacich jako slozky biomateriala
slouzicich k u¢innému dodavani elektrickych signalti z externiho zdroje pfimo do bunék.

Jelikoz nekolik typt buné€k, jako jsou napt. kardiomyocyty, neurony, osteoblasty apod.
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reaguji na elektrické signaly zlepSenim jejich funkcnosti. Jednim z nejpouzivanéjSich
vodivych polymert v TI je PANI, jelikoz vykazuje zddouci vlastnosti, jako je napt. snadna

syntéza, laditelnd vodivost, €i environmentalni stabilita (Goswami et al., 2023).

Uginky elektrickych stimulfi na tkdné jsou znamy jiz od 60. let 20. stoleti, kdy Bassett et
al. (1964) prokazali, ze stejnosmérné elektrické proudy o nizké intenzité¢ ovliviiuji
mechanismus tvorby kosti u dospé€lych pst. V dalsim z vyzkumi bylo zjisténo, ze aplikace
pulzni stimulace elektrického pole na mysich osteoblastovych buiikach vede k vyraznému
zvySeni syntézy DNA (Ozawa et al., 1989). Stejnosmérné elektrické pole ovliviiuje
shlukovani a distribuci membranovych proteinti na rozhrani bunééného substratu a #idi smér
bunécéné lokomoce ve dvou fibroblastovych bunéénych liniich (Brown and Loew, 1994).
Zaclenéni vodivych prvkl do struktury materidlii umoziiuje prenos elektrickych signalii
napft. skrze bunéény scaffold. Takovyto tzv. ,.chytry scaffold” mé pak také pomoci externich
stimuli vliv na bunécné chovani. Dulezitym ukazatelem je biologickd odbouratelnost
biologického materialu, jelikoz zlato ¢i uhlikové ¢astice zabudované ve scaffoldu obsahuji
ve své struktufe takové Castice, jez nejsou biologicky odbouratelné a jejich dlouhodobé
ucinky in vivo nejsou zcela zndmé (Qazi et al., 2014a). Z tohoto diivodu se pro takové tcely
jevi jako vhodni kandidati pravé vodivé polymery. Vodivé polymery lze vyuzit v Siroké
Skale biomedicinskych aplikaci. Mezi hlavni oblasti vyuziti spadd TI, fizené uvolnovani

1é¢iv, neuroveéda a biosensing (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Schéma hlavnich aplikaénich oblasti vodivého nanomaterialu (Zuppolini et al., 2020).
2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti vodivych polymeri

Fyzikalné-chemické vlastnosti vodivych polymert, konkrétné jejich specificky povrch,
vodivost, tepelné a mechanické vlastnosti jsou vysoce zavislé na morfologii.
Nanostrukturované vodivé polymery vykazuji lepsi elektrickou a elektrochemickou aktivitu,
se zlepSenymi optickymi vlastnostmi a lepsi biokompatibilitou ve srovnani s typickou

granularni morfologii (Xue et al., 2020, Al-Zohbi et al., 2021, Zhang et al., 2005).

Bylo zjisténo, Ze fyzikalné-chemické vlastnosti vodivych polymert jsou vysoce fizeny
jejich oxidaénim stavem. PANI mé rGzné reverzibilni oxida¢ni stavy s alternativnimi
optickymi a vodivymi vlastnostmi. Oxida¢ni polymeraci anilinu v kyselém prostiedi vznika
protonovana emeraldinova (zvana také smaragdova) stl, ktera je nejvodivejs$i formou PANI
(Stejskal et al., 1996, Mottaghitalab et al., 2006). Smaragdova sil mlze byt snadno
deprotonovana na smaragdovou bazi, ktera je nevodiva anebo miize byt dale oxidovana na
formu zvanou pernigranilin (Kenwright et al., 1992, D'Aprano et al., 1992). Smaragdin Ize
také redukovat na bezbarvy leukoemeraldin, coz je plné¢ redukovana nestald forma PANI.
Reverzibilni acidobazicky pfechod vodivé smaragdinové soli na nevodivou smaragdinovou
bazi vznika pti pH 6-7 (Stejskal er al., 1996). Smaragdinovd stl je nerozpustna

v organickych rozpoustédlech, castecné rozpustnd ve vysoce polarnich aprotickych
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rozpoustédlech, jako je N-methyl-2-pyrrolidon (Jain and Gregory, 1995, Abe et al., 1989),
tetrahydrofuran, dimethylformamid (Sairam et al, 2009) a N,N'-dimethylpropylen
mocoviny (Jain and Gregory, 1995). Nerozpustnost PANI je pfisuzovana jeho tuhé pateii ze
silnych interakci vodikovych vazeb mezi sousednimi polymernimi fetézci (Deshmukh et al.,
2017). Lepsi rozpustnost deprotonovaného PANI je zplsobena vysSi neuspotadanosti

v polymernich fetézcich (Neetika et al., 2017).

Zmény oxidacniho stavu vysoce ovliviiuji 1 fyzikalni, chemické a elektrické vlastnosti
dalSiho znamého vodivého polymeru PPy (Stejskal et al., 2016). PPy pii oSetfeni zasaditymi
roztoky (pH <9) podléha deprotonaci a vzniké tak nevodiva forma PPy (Pei and Qian, 1991).
Zpracovani deprotonovaného PPy pomoci siln€¢ kyselych roztokii (pH <3) vede
k protona¢nimu procesu spolu s vyraznym vzristem vodivosti. Tento jednoduchy proces
protonace/deprotonace je reverzibilni (Miinstedt, 1986). Dlouhodobé plsobeni silné
alkalickymi roztoky (pH> 11) zavadi hydroxylové a karbonylové skupiny do fetézce PPy
a vede k nevratné reakci a po opétovné protonaci kyselymi roztoky nelze obnovit pocatecni
vodivost (Pei and Qian, 1991). Chemicky nebo elektrochemicky pfipraveny PPy neni ani
tavitelny ani rozpustny v béznych organickych nebo polarnich rozpoustédlech z divodu
silnych inter/intramolekuldrnim interakcim a sitovani polymernich fetézca (Dallas et al.,
2007, John et al., 2018, Gdhde, 1994). Rozpustnych nebo dispergovanych forem vodivych
polymerid lze dosdhnout dopovanim objemnymi funkcionalizovanymi organickymi
kyselinami nebo piipravou koloidii pomoci sterickych stabilizatord. Ptiprava rozpustného
PPy spociva v chemické pfipravé sammonium persulfatem (APS) jako oxidantem
akyselinou dodecylbenzensulfonovou (Lee et al, 1995) nebo kyselinou
butylnaftalensulfonovou (Shen and Wan, 1998). Podobné PANI dopovany kyselinou
dodecylbenzensulfonovou je rozpustny v béznych organickych rozpoustédlech (Cao et al.,
1992). Zaclenéni velkych piimési brani intermolekuldrnim a intramolekuldrnim interakcim
polymernich fetézcli a nasledné zlepSuje jejich rozpustnost (John et al., 2018, Lim et al.,
2005). Dalsi strategii pro piipravu rozpustnych PPy vodivych materiali je chemicka
modifikace monomerti zavedenim substituentd. Vhodné alkylové substituenty na
thiofenovém kruhu zlepSuji rozpustnost polythiofenti (Elsenbaumer et al., 1986). Navic
zavedeni objemnych substituenti, jako je N-(benzylidenamin) do pyrrolového kruhu vytvari
vysoce rozpustny polymer (Murakami and Yamamoto, 1999). Substituent skupiny sulfonové
kyseliny na benzenovém kruhu anilinu vytvaii ve vodé rozpustny samo-dopovany PANI

(Lin and Chen, 2000).
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2.2 Syntéza vodivych polymeri

Vodivé polymery se syntetizuji oxidativni polymeraci jejich monomeri vyjma
polyacetylenu, ktery se polymeruje z acetylenu adi¢ni polymeraci v piitomnosti Zieglerova
katalyzatoru (Ito ef al., 1974). Chemické a elektrochemické polymeracni cesty patii mezi
hlavni postupy, kterymi se vodivé polymery pfipravuji (Skotheim, 1997, Diaz and
Kanazawa, 1983). Uplatiuji se tu zde bud’ chemické oxidanty nebo elektricky potencial.
V obou piipadech se vsSak jedna o oxidaci monomert na jejich radikalové kationty
s ndslednou kopulaci vedouci k prodlouzeni polymernich fetézct zobrazené na Obrazku 5.
Kazda z metod ma své vyhody i nevyhody. Chemickd cesta je napf. vhodné&jsi pro
hromadnou vyrobu s nizkymi néklady, zatimco velkovyrobu vodivych polymert syntéza
elektrochemické (Xue et al., 2020) doposud neumoziiuje (Guimard et al., 2007, Nguyen and
Yoon, 2016). Elektrochemické polymerace oproti pfedchozimu umoziuje snadnou kontrolu
tloustky adrsnosti tenkého polymerniho filmu, zatimco sypké prasky a filmy
s nekontrolovatelnou velikosti tloustky se typicky ziskdvaji cestou chemické polymerace.

vvvvv

ve srovnani s chemickou cestou (Gvozdenovi et al., 2014).

Kromé oxidativnich chemickych a elektrochemickych hlavnich polymera¢nich cest
existuje 1 napt. mechanochemickd polymerace (Posudievsky et al., 2010), polymerace
v pevné fazi (Koh et al., 2011), fotoindukované polymerace (Su and Peng, 2014) a radia¢ni

polymerace (Cui et al., 2014).
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Obrézek 5: Mechanismus oxidativni polymerace pyrrolu (Sadki ef al., 2000).
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2.2.1 Chemicka polymerace

Prvni vodivy polymer, PPy, byl syntetizovan roku 1916 (Myers, 1986), kdy byl pyrrol
oSetfen okyselenym peroxidem vodiku za vzniku nerozpustného ¢erného prasku zvaného
pyrrolova ¢ern. Dnes je nejbéznéjsim oxidantem pro piipravu vysoce vodivého PPy chlorid
zelezity, jehoZz reakce je vyobrazena na Obrazku 6 (Seike et al., 2022). Pfi chemické oxidaci
jsou obecné oxidanty spotfebovavany stechiometricky (Pang et al., 2021). Teoreticky jsou
k polymeraci jednoho molu pyrrolu potieba dva moly chloridu Zelezitého (Omastova et al.,
2010), nicmén¢ optimalni molarni pomér chloridu Zelezit¢ho k pyrrolu je 2,5:1 pro ziskani

dopovaného PPy (Li et al., 2017).

an I\ + 10n Fecl,

N

+ 10 nFeCl, + 8 n HCI

Obrazek 6: Chemicka oxidace pyrrolu oxidem zZelezitym na PPy hydrochlorid. (Li ef al.,
2017).

Jak PPy, tak PANI lze syntetizovat chemicky oxidativni polymeraci anilinu
peroxydisulfitem amonnym viz Obrazek 7. (Stejskal and Gilbert, 2002). Pouzit Ize ale
i chlorid Zelezity (Ayad et al., 2012), dusi¢nan sttibrny (Bober et al., 2011), manganistan
draselny a dichroman draselny (Cao et al., 1989).

n @NHE. HCI + 51 (NH4)2S:04

feusWonel

+2 nHCI+5 nH,SO,4 + 5 n (NH,)-SO,

Obrazek 7: Chemicka oxidace anilinu hydrochloridu s peroxydisulfatem amonnym na
PANI sil (Cao et al., 1989).
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Podminky polymerace, jako je pH, teplota, moldrni pomér oxidantu a monomeru
vyznamn¢ ovliviuji fyzikalné-chemické vlastnosti pripravenych vodivych polymert, jako je
vodivost ¢i jejich kone¢na morfologie (Ferenets and Harlin, 2007, Lei ef al., 1992, Kassim
et al., 2002). Napiiklad v kyselych podminkéch se tvofi granularni a nanofibrilarni PANI,
zatimco alkalické prostiedi vytvari oligomerni strukturu PANI (Stejskal et al., 2008). S nizsi
(Navarchian et al., 2013) teplotou béhem polymerace dochazi ke zvyseni vodivosti produktu
(Stejskal et al., 1998). Rychlost chemické polymerace lze fidit molarnim pomérem

monomeru k oxidantu a pomoci pH polymera¢niho media (Navarchian et al., 2013).

Chemickou polymeraci je mozné ptipravit mnohé formy vodivych polymert. Mezi né
patii prasky, tenkovrstvé povlaky, koloidy, hydrogely, kryogely ¢i volné stojici filmy.
Koloidy lze pfipravit v ptitomnosti povrchové aktivnich latek (Zhang et al., 2006) nebo
vhodnych sterickych stabilizacnich ¢inidel, jako je poly(N-vinylpyrrolidon) [PVP] nebo
poly(vinylalkohol) [PVA] (Woo et al., 2010, Banerjee, 1998). Vodivé kryogely se ziskaji
zmrazenim oxidacni disperze, kdy k polymeraci dochdzi za mrazu a po rozmrznuti
dostavame kryogel (Stejskal and Bober, 2018). Volné€ stojici filmy nedotenych vodivych
polymerti lze pfipravit metodou mezifazové polymerace kapalina-kapalina nebo plyn-

kapalina (Qi et al., 2012, Lei et al., 2011, Wang et al., 2010, Garcia et al., 1997).

2.2.2 Elektrochemicka polymerace

Elektrochemicka polymeracni cesta vyuziva k oxidaci monomerti na vodivé polymery
elektricky potencial. Pyrrol 1 anilin Ize elektrochemicky polymerovat napft. v kyselinég sirové,
chlorovodikové ¢i dusicné (Garcia et al., 1997, Mu et al., 2004) nebo v organickych
rozpoustédlech, jako je acetonitril, dichloromethan nebo nitrobenzen (Pandey and Singh,
2002). Elektrochemickd polymerace muze byt provedena za konstantniho proudu
galvanostaticky (Li e al., 2005, Mello and Mulato, 2018), potenciostaticky, kdy je aplikovan
konstantni potencial (Zhou et al., 2007) nebo potenciodynamicky, jinak také nazyvané jako
cyklické voltametrické skenovani (Cheung ef al., 1988, Martyak et al., 2002). Pro pfipravu
tenkych filma jsou preferovany potenciostatické podminky, zatimco pro ptipravu tlustych
filmt se pouzivaji galvanostatické podminky (Kumar and Sharma, 1998). Techniky
elektrochemické polymerace poskytuji G€inny ndstroj pro online monitorovani a fizeni
tloustky a drsnosti filmu (Palma-Cando et al., 2014). Také se jedna o ekologiCtejsi ptistup,

jelikoz se zde nepouzivaji agresivni oxidanty.
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2.3 Dopovani polymeru

Dopovani polymera je esencidlni pro vodivost polymert, jelikoz skrze tento proces
ziskavaji svou vysokou vodivost (Ateh et al., 2006a). Dopovéani je proces oxidace
(p-dopovani) nebo redukce (n-dopovani) neutralniho polymeru a poskytnuti protianiontu
nebo kationtu (dopant), ¢imz je umoznéno fidit fyzikalni vlastnosti polymerti. Po dopovani
vznikne systém vodivych polymerti s nulovym nabojem v disledku té€sné asociace protiiont
s nabitou patefi vodivého polymeru. Tento proces zavadi do polymeru nosi¢e naboje
ve form¢ nabitych polaronti (radikalovych iontll) nebo bipolaronti (dianiontl). Ptitazlivost
elektroni poskytuje mobilitu podél fetézce, zpusobené pieskakovanim elektront.
Usporadany pohyb té€chto nosicii naboje podél konjugované patete vodivého polymeru tvofi
zéklad pro elektrickou vodivost. Cim mensi je vzdalenost mezi vodivym pasem a valen¢ni
vrstvou, tim je polymer vodivéjsi. Tuto vzdalenost, a s tim i vodivost polymeru ovliviiuje
mnoho faktorti, véetné dopantu, tirovné oxidace (procento dopovani), metody syntézy
a pouzité teploty. Dopovani muze byt provedeno chemicky nebo elektrochemicky a je
zavislé na oxidac¢nim potenciadlu. Oxidaéni potencial oligomert klesa s tim, jak se pocet
monomeru v fetézci zvysuje. Tedy pfi elektrochemickém dopovani dochézi pti polymeraci,
protoze oxida¢ni potencidl pro dopovani vodivych polymert je nizsi nez pozadovany pro
polymeraci vodivych polymerd. Vodivost l1ze zvysit zvySenim procenta dopovani a zménou
dopantu. Chemicka povaha dopantu neovliviiuje pouze elektroaktivitu, ale také objemové
strukturalni vlastnosti (Guimard et al,, 2007). Prozkouméano bylo dopovani PPy
prostiednictvim dermatansulfadtu pro zvyseni zivotaschopnosti keratinocytl (Ateh et al.,
2006b), dopovani heparinem pro zvySeni proliferace endotelidlnich bunék (Ateh et al.,
2006a) a dopovani peptidy odvozenymi od lamininu pro kontrolu adheze neuront

a astrocytu (Stauffer and Cui, 20006).

2.4 Aplikace vodivych polymert v tkafiovém inZenyrstvi

Vodivé polymery nachazeji Siroké uplatnéni v biomedicinskych oborech vcetné
bioaktudtori, biosenzori, nervovych implantati, systémd pro podavani 1ékta
a elektroaktivnich scaffoldi. Také slouzi jako elektricti stimulanti pro regeneraci tkani (Guo

and Ma, 2018).
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2.4.1 Vodivé polymery v regenerativni mediciné

Regenerativni medicina vzbuzuje znaény zdjem po celém svété a zvyseni bunécné
aktivity je jednim ze zakladnich konceptli pro rozvoj regenerativni mediciny. Dilezitou
oblasti regenerativni mediciny je napi. vyzkum 1éCiv zaméfeny na screening 1éCiv s cilem
ucinného hodnoceni ucinka 1é¢iv. Pro vyzkum I€kii je zésadni zvySit bunécnou aktivitu
v téle, protoze rozdil v bunééném stavu mezi in vitro a in vivo vede k mezeram v hodnoceni
1ékti. Regenerativni medicina je jednim 2z nejatraktivnéjSich oborti soucasného
biomedicinského inzenyrstvi a pro jeji rozvoj je nezbytné posilit bunécnou aktivitu (Nii and
Katayama, 2021b). Technologie biomaterialii je nezbytna pro dal$i rozvoj regenerativni
mediciny, protoze biomateridly uc¢inné podporuji bunécnou kulturu nebo bunéénou
transplantaci pfi zachovani vysoké Zivotaschopnosti a aktivity bunék. V ptipad¢ studii in
vivo mohou biomateridly napomahat bunécné aktivité, jako je ptfirozeny hojivy potencial,
coz vede k ucinné tkanové obnové poskozené tkané (Nii and Katayama, 2021a). Béhem
poslednich let byl zaznamenan vyvoj v oblasti regenerativni mediciny, konkrétné pti 1écbé
chrupavky, kiize, mocového méchyfte, svali a kosti pomoci riznych biomaterialt (Tang et

al., 2014).

V soucasné dobé¢ je stale vice s TI a regenerativni medicinou spojen pojem bioprinting.
Jedna se o technologii kombinujici 3D tisk a biotechnologii, kdy pomoci zivych bungk jsou
zkonstruovany trojrozmérné struktury. To zahrnuje ptesné ukladani biologickych materialt
takzvané po vrstvach, za i¢elem vytvofeni komplexnich a funké&nich Zivych struktur. Uspéch
této technologie spoc¢iva ve vyvoji vhodnych bioinkoustii a vodivych hydrogelt, které jsou
specifické pro zamySlenou tkdnovou aplikaci (Vijayavenkataraman et al., 2019,
Vijayavenkataraman ef al., 2018). Hydrogely, coz jsou vysoce hydratované polymerni sit¢,
se bézné pouzivaji jako bioinkousty pro biotisk tkanovych konstruktt kviili jejich strukturni
podobnosti s pfirozenou extracelularni matrici bunky (Merceron and Murphy, 2015).
Bioprinting tak pomaha pfi zkonstruovani biomimetickych tkanovych konstrukti a ocekava
se, ze poskytne Uc¢inné feSeni dlouhodobé krize nedostatku orgadnt pro transplantaci tkani

a organl.

2.4.2 Biosenzory

Zéjem o vyvoj a vyuzivani analytickych zatizeni pro kvantifikaci, detekci a monitorovani
specifickych chemickych druhil a reakei vedlo ke vzniku senzorl. Senzory jsou analyticka

zatizeni, kterd se skladaji z aktivniho snimaciho materialu s pfevodnikem signalu. Obecné
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je lze rozdelit do dvou kategorii: aschemické senzory a biosenzory. Tato klasifikace se
provadi na zaklad¢ aspektd snimani, kde biosenzory snimaji biochemické slou¢eniny, jako
jsou enzymy, protilatky, nukleové kyseliny, buiiky a tkan¢ (Yogeswaran and Chen, 2008).
Aplikace vodivych polymert v bioanalytickych védach je velmi zajimava z davodu jejich
kompatibility, kterd zvySuje moznost jejich pouziti v in vivo aplikaci biosenzort (Ahuja et
al., 2007). V aplikaci biosenzorl nabizeji vodivé polymery nejvyrazné€jsi vlastnosti, jako je
laditelna citlivost upravou syntetickych proménnych, jako jsou zabudované protiionty
a teplota polymerace, a také vyroba senzorového pole pomoci elektrochemické depozice
nebo liti do roztoku (Deepshikha and Basu, 2011). Navzdory vyhodam vodivych
polymernich biosenzora existuji také urcita omezeni pro jejich praktické aplikace. Stabilita
a vlastnosti vodivych polymerti mohou byt ovlivnény okolnim prostfedim, jako je kyslik,
kyseliny, zasady a redoxni reaktanty (Xia ef al., 2010). Kromé& toho mohou byt fyzikalni
vlastnosti vodivych polymeri pro urcité aplikace omezenim a je tieba je vzit v uvahu pfi
vybéru polymeru, ktery se ma pouzit. Naptiklad je nutné udrzovat vodivost pfi hodnotach
pH vysSich nez 4 v bioelektrochemickych aplikacich. Ackoli vodivost vodivého polymeru,
jako je polythiofen nebo PPy, vykazuje velmi malou zavislost na pH, vodivost PANI se
snizuje pii zvySeném pH, coz vede ke sniZeni dopingu protonti. Dale je dilezité vzit v tivahu
vliv inkorporace protiionti z dopantu do polymeru béhem jeho syntézy a jeho vliv na

stabilitu vodivého polymeru pti zméné pH (Xia et al., 2010).

Mezi riznymi imobilizujicimi materidly jsou k vyrobé biosenzorli Siroce pouzivany
nanokompozity na bazi vodivych polymert diky jejich vynikajicim vlastnostem, jako je
zadouci elektrokatalyticka aktivita, vysoka vodivost a silna adsorpéni schopnost ve srovnani
s konven¢nimi vodivymi polymery. Elektrochemické biosenzory hraji vyznamnou roli pfi
poskytovani diagnostickych informaci a monitorovani terapie v rychlém, jednoduchém
alevném prenosném zatizeni. (Naseri et al., 2018). Piikladem takového biosenzoru je
gluk6zovy biosenzor na bazi PANI. Na zaklad¢ jeho vlastnosti, byly také vyvinuty
enzymove pirepinace, pole biosenzort a potenciometricky biosenzor pro detekci glukdzy. Ve
srovnani s PPy vykazoval PANI biosenzor dobrou elektrochemickou aktivitu a vynikajici

stabilitu pro konstrukci gluk6zovych biosenzort (Lai ef al., 2016).
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2.5 Vybrané vodivé polymery a stabilizatory

2.5.1 Polyanilin

PANI (Obréazek 8) je hydrofilni vodivy polymer nerozpustny ve vodé a béznych
organickych rozpoustédlech. Ptipravuje se chemickou oxidaci anilinu nebo anilinovych soli
v pfitomnosti oxida¢niho ¢inidla. Mezi dal$i metody syntézy PANI patii emulzni, disperzni,
roztokova, mezifdzovaa samosestavujici polymerace (Bhadra et al., 2009). Jak uvadi nékolik
skupin na zéklad¢ testli in vivo a in vitro, PANI lze povazovat za biokompatibilni, a také
elektro aktivni material (Qazi et al., 2014a, Qazi et al., 2014b, Kamalesh et al., 2000). Diky
této vlastnosti byl zkouman pro vyvoj elektricky vodivych scaffoldd, protoze vyzkumné
prace ukdazaly, Ze vnitini elektrickd aktivita vede jak ke zvySené rychlosti regenerace, tak ke
zlepSeni hojeni poSkozenych tkani (Rai et al., 2022). AvSak vzhledem k tomu, Ze neni
biologicky odbouratelny, dlouhodobéd pfitomnost PANI v téle pacienta by mohla vést
k n¢kterym vedlejSim ucinkiim. Navic anilin a dalsi vedlejSi produkty reakce vznikajici
béhem syntézy PANI jsou aromatické aminy, o kterych je zndmo, Ze jsou karcinogenni
(Humpolicek et al., 2018). V pribchu let bylo dobie prokazéano, ze k cytotoxicité¢ PANI
dochazi spise pasobenim vedlejSich produkt syntézy polymeru, nez v disledku piisobeni
samotného PANI a Ze jeho biokompatibilitu 1ze vyznamné zvysit opakovanym ¢isténim,
promyvanim, deprotonaci areprotona¢nimi cykly (Humpolicek et al, 2018). Studie
KaSparkové et al. (2019) potvrdila, Ze biokompatibilita PANI miiZze byt zna¢né ovlivnéna
a zlepSena vybérem spravnych reaktant béhem syntézy, a dale zvolenim spravné davky,
protoze reaktanty vykazuji cytotoxicitu zavislou na davce. Vodivost PANI zavisi na riznych
parametrech, jako je molekulova hmotnost, stupen oxidace, uspotadani molekul, procento
krystalinity, mezifetézcova separace a stupenn dopovani (Bhadra et al., 2009). Na rozdil od
vSech ostatnich vodivych polymert, vodivost PANI z4visi nejen na oxida¢ni formé, ale také
na stupni protonace PANI. Zejména, kdyz je PANI z 50 % protonovan, polaronova miizkova
struktura poskytuje maximalni vodivost (Wallace ef al., 2008). Divodem rostouciho zdjmu
o PANI miize byt ¢astecné skutecnost, ze PANI je nejvice adaptivni vodivy polymer, protoze
se vyskytuje v riznych chemickych strukturdch (leukoemeraldin, emeraldin, pernigralin),
viz Obrazek 9 (Bhandari, 2018). Kromé toho se PANI také pouZiva jako systém pro dodavani
1ékt pii 1écbé rakoviny. Studie ukédzaly, ze PANI ma antibakteridlni 0c€inky proti
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, vcetné Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa a Staphylococcus aureus (Gizdavic-Nikolaidis et al., 2011, Robson, 1997).
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Obrazek 8: Zakladni strukturni jednotka PANI.

Leukoemeraldin (plné redukovany)

Emeraldin (parcialné redukovany a parcialné oxidovany)

FO O D ek

Pernigranilin (plné oxidovany)

Obrazek 9: Chemicka struktura PANI v riznych oxidac¢nich stavech (Bhandari, 2018).
2.5.2 Polypyrrol

PPy (Obrazek 10) je tuhy a obtizné zpracovatelny vodivy synteticky polymer,
nerozpustny v organickém rozpoustédle nebo vodé (Dallas and Georgakilas, 2015, Shi et al.,
2004), syntetizovany chemickymi nebo elektrochemickymi procesy (Sadki et al., 2000).
Molekularni struktura obsahuje péti€lenné pyrrolové kruhy spojené navzajem v polohach
2 a 5. Poprvé byl syntetizovan v roce 1963 pyrolyzou tetrajodpyrrolu (Nezakati et al., 2018).
Ptidéanim esterovych vazeb k pyrrolovému monomeru ¢ini PPy biologicky odbouratelny, coz
je dilezita vlastnost pro aplikaci TI (Rivers ef al., 2002). PPy je jeden z nejrozsifenéjSich
vodivych polymert v biomedicinskych oblastech kvili nizké cen¢ a dobrym elektrickym
vlastnostem (Choudhary et al., 2020). Dals§i vyhodou PPy jsou jeho mikrobicidni
a antioxidacni tazné vlastnosti, které byly pfipisovany kladnym nabojim generovanych na
patefi béhem syntézy. Na druhou stranu podle Ravichandran ef al. (2010), hlavnim
omezenim v cytokompatibilité PPy je jeho hydrofobnost, kterd snizuje uspé$né zachyceni
proteinli na povrchu. Cytokompatibila PPy je ovlivnéna fadou proménnych vlastnosti, mezi

které patii technika polymerace €i rtizné parametry syntézy, napi. pouzité rozpoustédlo,
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dopant a substrat, pH, teplota (Fonner ef al., 2008) a iniciatory polymerace — APS, chlorid
zelezity, peroxid vodiku, dichroman draselny a siran ceriity, které jsou nejbézngji
pouzivanymi oxidanty (Padmapriya et al., 2019). Souc¢asnym trendem je kombinovat PPy
s jinymi organickymi nebo anorganickymi materidly ke zlepSeni biokompatibility
kone¢ného produktu (Ungureanu et al., 2012, Theune et al., 2019).
H
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Obrazek 10: Zakladni strukturni jednotka PPy.
2.5.3 Polythiofen

Ackoli PANI a PPy jsou nejrozsédhleji studovanymi vodivymi polymery pro TI, roste
zdjem o pouziti polythiofenovych materidlii, jako je poly(3,4-ethylendioxythiofen)
(PEDOT) a poly(3-thiofenmethylacetat) (P3TMA). Zakladni strukturni jednotka tohoto
polymeru je na Obrazku 11. Po naockovani mysimi fibroblasty NIH/3T3 byly subkutanné
tyto vodivé polymery implantovany. Vysledky in vivo ukézaly, Ze filmy PEDOT vykazuji
velmi nizkou vnitini cytotoxicitu a zdnétlivou odpoveéd’ po implantaci (Luo ef al., 2008). Del
Valle et al. (2007) zkoumali ucinek PEDOT filmu s epitelialnimi buitkami potvrzujici jeho
biokompatibilitu. Bohuzel, ale podobné jako u jinych vodivych polymert, hlavni nevyhodou
polythiofenu je nedostate¢na rozpustnost v disledku jeho silnych mezifetézcovych interakeci,
coz ma za nasledek omezenou zpracovatelnost. Ve vod¢ rozpustné, stabilni a vysoce vodivé
polythiofenové derivaty byly pfipraveny kyselym dopovanim kyselinou sulfonovou (Chayer
et al., 1997). Polythiofenovy polymer ma vysokou environmentalni stabilitu a snadna
zpracovatelnost polythiofenovych kompozith pfinesla vyznamnou pozornost pro dalsi

vyzkum (Uygun Oksuz et al., 2009).

/
S

Obrazek 11: Zéakladni strukturni jednotka polythiofenu.
2.5.4 Polyvinylpyrrolidon

PVP (Obrazek 12) je stabilizdtor pouzivany pii1 vyrobé vodivych polymert, kdy
vyslednym produktem je koloidni disperze. Radi se mezi polyvinylacetaly. Poprvé byl

syntetizovan Walterem Reppem roku 1939. Ziskava se pfevazné radikalovou polymeraci.
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Produkty s vyssi molekulovou hmotnosti se polymeruji ve vodném roztoku vétSinou za
pouziti peroxidu vodiku jako inicidtoru (Haaf et al., 1985). PVP muze byt pouzit k tvorbé
hydrogelii a nanfibrilarnich struktur, které mohou slouzit jako scaffoldy pro bunécné
aplikace a regeneraci tkani. PVP ma vynikajici vod€éodolné vlastnosti a schopnost zachytavat
molekuly vody, coz z n¢j ¢ini vhodny material pro hydrataci a udrzeni vlhkosti v oblastech

aplikace TI (Bala Husain ef al., 2018).

(A~

Obrazek 12: Zakladni strukturni jednotka polyvinylpyrrolidonu.
2.5.5 Polyvinylalkohol

Dalsi z pouzivanych stabilizator, PVA (Obrazku 13), je semikrystalicky, hydrofilni
polymer s dobrou tepelnou a chemickou stabilitou. PVA se vyrdbi hydrolyzaci
polyvinylacetatu s alkoholem. Acetatové skupiny jsou hydrolyzovany aniontem (CH30O") za
pritomnosti bazického katalyzatoru. Podle stupné polymerace produkti komer¢ni tiidy se
PVA déli na castecné hydrolyzované (10-15 mol % acetatovych skupin), stfedné
hydrolyzované (3-7 mol % acetatovych skupin) aplné¢ hydrolyzované (1-2 mol %
acetatovych skupin). Stupen hydrolyzy ovliviiuje nékolik vlastnosti polymeru, jako je napf.
rozpustnost ve vodé nebo mechanické vlastnosti. PIné¢ hydrolyzovany PVA ma nizkou
rozpustnost ve vod¢ v porovnani s ¢asteéné hydrolyzovanym (Aruldass ef al., 2019). PVA
je jednim zmala syntetickych polymert, ktery ma C-C vazbu v hlavnim fetézci a je
biologicky odbouratelny (Hallensleben, 2000). U vysoce hydrolyzovaného polymeru plati,
ze ¢im je niz§i molekulova hmotnost polymeru, tim se zvySuje jeho rozpustnost. U méné
hydrolyzovaného polymeru rozpustnost nezavisi na molekulové hmotnosti. Kombinaci
riznych stupiit hydrolyzy a molekulové hmotnosti je umoznéno vytvofit film s pfesné

nadefinovanymi vlastnostmi (Chan et al., 1999).

OHn

Obrazek 13: Zakladni strukturni jednotka polyvinylalkoholu (PVA).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

2.5.6 Nanokrystalicka celuléoza

CNC (Obrazek 14) slouzi jako stabilizator pouzivany pii syntéze vodivych polymert
v koloidni formé. Typickymi zdroji celulézy je dievo, bavlna, konopi, len, sldma, ktira
moruse a dal$i (Bangar and Whiteside, 2021). CNC (Obrazek 14) se ziskava kyselou
hydrolyzou celul6zovych materialti s naslednym odstranénim amorfnich oblasti ve fibrilach.
CNC tvoii protdhla vlakna nanokrystalll s velkym povrchem, pevnosti v tahu a vybornou
stabilitou (Grishkewich et al., 2017). Ke kyselé¢ hydrolyze se vyuziva kyselina sirova ¢i
kyselina fosfore¢na, jez na povrchu krystalii CNC indukuje tvorbu nabitych skupin, coz
prispiva k elektrostatickym interakcim (Cherhal et al., 2016). CNC se vyznacuje nizkou
hustotou, chemickou a environmentalni stabilitou (Marto et al., 2016). Vysoka krystalinita
CNC zajistuje velmi pevné, tuhé mechanické vlastnosti. Navic, protoze CNC disperze
obsahuje mnoho hydroxylovych skupin, snadno vytvaii vodikové vazby s vlastnimi nebo
s jinymi molekulami. To také poskytuje obrovské moznosti pro povrchové upravy CNC

(Khalil et al., 2014).

OH OH

HO OH HO OH
— —n

Obrazek 14: Chemicka struktura nanokrystalické celulozy (CNC).
2.6 Kompozity vodivych polymeru pro tkanové inzenyrstvi

Kompozity vodivych polymert piedstavuji zajimavy zptsob, jak dale vylepsit vlastnosti
téchto materidli pro rizné aplikace, vCetné oblasti TI. Kombinace vodivych polymerii
s jinymi materidly, jako jsou napf. hydrogely, nanocastice nebo proteiny, mize vést k novym
materialim se synergickymi vlastnostmi, které mohou byt vyuZzity pro tkanové inZenyrské

aplikace (Yang et al., 2017).

Hydrogely jsou vysoce hydratované polymerni sité s vysokou sorpci vody, které mohou
napodobovat ECM tkéni a jejich Younglv modul pruznosti je taktéz velice blizky lidské
tkani (Agarwala, 2020). Hydrogely maji prostorové zesitovanou fetézovou sit’ sloZzenou
z ptirodnich anebo syntetickych hydrofilnich polymernich fetézct, které mohou absorbovat
velké mnozstvi vody pii zachovani 3D struktury, diky ¢emuz jsou vysoce kompatibilni pro

biomedicinské aplikace (Hoffman, 2012). Pokud jsou vodivé polymery, jako je PPy nebo
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PANI, zaclenény do hydrogeld, mohou zlepsit svou elektrickou vodivost a mechanické
vlastnosti pfi zachovani své biokompatibility. Tyto kompozity maji potencialni vyuziti v
aplikaci inzenyrstvi nervovych tkani a inzenyrstvi srdec¢nich tkani (Rogers et al., 2020).
Jejich architektura a porézni struktury mohou byt upraveny tak, aby podporovaly difuzi
zivin, odpadl a rozpusténych latek a organizaci buné€k, pfipojeni a migraci (Luo et. al.,
2014). Navic jejich mechanické vlastnosti (napt. elasticita, stlacitelnost a viskoelastické
chovani) mohou regulovat bunéény osud a funkci prostfednictvim mechanotransdukéni
signalizace (Drury and Mooney, 2003, Luo et al., 2014). Pro vznik hydrogeli se vyuziva
napt. chitosan, pfirozen¢ odvozeny kationtovy polymer, ktery mize byt degradovan
lidskymi enzymy na produkt napodobujici extracelularni matrix, coz z néj ¢ini Siroce
pouzivanou slozku hydrogelovych formulaci (Ahmadi et al., 2015). Syntetické hydrogely na
bazi polyethylenglykolu (PEG) vykazuji Zaddouci vlastnosti, jako je biokompatibilita a nizka
imunogenicita (Lin and Anseth, 2009). Navzdory jejich mnoha vyhodam, né&které
hydrogelové platformy maji stale fadu omezeni, kterd mohou omezit jejich pouzitelnost
v terapeutickych aplikacich. Cisté hydrogely maji ¢asto omezeny mechanicky vykon, coz
vede k suboptimalnim charakteristikdm pevnosti, stlacitelnosti a elasticity (Esmaeely

Neisiany et al., 2020b).

Hydrogelové kompozity jsou kombinaci vodivych polymert v kombinaci
s nanocasticemi a hydrogely. Nanoc¢astice mohou navic poskytovat dalsi funkce, jako je
fizené uvoliiovani 1é¢iv nebo rlstovych faktord, zatimco elektricky vodivy hydrogel miize
poskytnout 3D leSeni pro rist tkan€. Tyto kompozity maji potencial pii hojeni ran
a inzenyrstvi kostni tkané (Jiang et al., 2020). Tyto materialy mohou byt také navrzeny
s komponentami umoznujici selektivni uvolnéni za urcitych podnétd, jako jsou
chitosan/alginatové hydrogely, které se degraduji v reakci na zmény v pH nebo kovové
nanocastice, které generuji teplo v reakci na blizké infracervené zateni (NIR) [Laroui ef al.,
2010, Craciun et al., 2017]. Pro aplikace TI mohou nanokompozitni hydrogely nabidnout
lepsi mechanickou pevnost oproti samotnym hydrogeliim a zvySenou retenci vykonné ¢asti

systému oproti samotnym nanocasticim (Esmaeely Neisiany ef al., 2020a).

Pouziti kompozitu vodivého polymeru s hedvabnym fibroinem se zkouma zejména pro
pouZiti v inZenyrstvi svalové a nervové tkdné. Hedvabny fibroin je ptirodni material na bazi
proteinti, ktery byl rozsahle studovan pro aplikace v TI diky své biokompatibilité
a mechanickym vlastnostem (Vilchez et al., 2020, Yang et al., 2007). Mezi dal$i kompozity

vyuzivané v TI spada kompozit vodivy polymer-kolagen. Kolagen je hlavni slozkou ECM
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v mnoha tkanich. Diky tomu zabudovani jeho kompoziti do tkani poskytuje dobrou
mezibunéénou interakci, ale také pevnost v tahu a stabilitu (Keate et al., 2021, Barberio et

al., 2022).

2.7 Vodivé kopolymerni filmy pro tkanové inzenyrstvi

Vodivé kopolymerni filmy ziskaly vyznamnou pozornost v TI diky svym jedine¢nym
vlastnostem, jez je Cini specifickymi pro rizné biomedicinské aplikace. Tyto filmy jsou
zpravidla slozeny ze dvou a vice riznych monomerq, které jsou kopolymerovany za vzniku
polymeru s vodivymi i biokompatibilnimi vlastnostmi (Cui et al., 2007). Napftiklad
kopolymerni filmy pouzivané pro inzenyrstvi nervové tkané jsou mekké a flexibilni, aby
napodobovaly vlastnosti mozkové tkang, zatimco kopolymerni filmy pro inzenyrstvi kostni
tkané jsou tuhé a pevné, aby podporovaly regeneraci kosti (Kaliva et al., 2020, Xu et al.,
2019). Vodivé kopolymerni filmy pro TI mohou byt vyrobeny pomoci riznych technik,
vcetng liti v roztoku, elektrostatického zvldknovani a sestavovani vrstvy po vrstvé. Tyto
techniky umoziuji pfesnou kontrolu nad tloustkou, sloZzenim a morfologii filmu, které lze
optimalizovat pro dosaZzeni pozadovanych vlastnosti pro konkrétni aplikaci TI (Shifeta et al.,

2022, Zhang et al., 2019, Tolstova et al., 2023).

Existuje nékolik konkrétnich kopolymernich filma, které byly navrZeny a pouzity pro TI,
napf. PANI/PLA (Polyanilin/polylaktid), jenZ je kombinovan z elektricky vodivého PANI
s biodegradovatelnym polylaktidem (Abd Razak et al., 2015). PLA se tspéSné pouziva
ke konstrukei téch leSeni, které poskytuji podporu Schwannovym buikam, umoZznujici
prodlouzeni axonti a podpote vaskularniho ristu (Boni ef al., 2018, Farzamfar et al., 2017).
Stejné tak se PLA kombinuje i s PPy filmem pro regeneraci nervové tkdné (Zhou et al.,
2016b, Zhou et al., 2016a). Poly(3,4-ethylenedioxythiofen)-polystyren (PEDOT/PSt) filmy
jsou také elektricky vodivé a mechanicky pevné. Mohou tedy slouzit jako povrchy
implantatl, jeZ zapticini zlepSeni biokompatibility (Wu et al., 2012, Abd Wahid et al., 2021).
Polyanilin-polykaprolakton (PANI/PCL) se zkoumd pro regeneraci kostni tkané kviili
biologické odbouratelnosti PCL (Borriello et al., 2011). Vyvoj tohoto kopolymeru probiha
1 ve formée scaffoldu (Wibowo et al., 2020).
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3 VODIVE BIOMATERIALY PRO APLIKACE V TKANOVEM
INZENYRSTVIi

Materidl, ktery je uveden do kontaktu s lidskou nebo zvifeci tkani, jako soucést
lékatského nebo kosmetického postupu, se obecné nazyva biomateridl. Jedna z prvnich
konven¢nich definic biomateridlu uvadi, ze biomaterial je ,nezivotaschopny material
pouzivany v lékafském zafizeni, ur€eny k interakci s biologickymi systémy* (Kulinets,
2015). Podle Statniho zdravotniho ustavu lze biomaterial definovat jako ,,libovolnou latku
(jinou nez drogu) nebo kombinaci latek syntetického nebo piirodniho pivodu, kterou lze
pouzivat po libovolnou dobu, jako celek nebo ¢ast systému, ktery oSetiuje, rozsifuje nebo
nahrazuje tkan, organ nebo funkci téla (Birla, 2014). Biomateridly lze klasifikovat napf.
podle toho, zda se jedna o keramiku, kovy, polymery nebo jiné kompozity (Binyamin et al.,
2006) nebo podle zdroje se déli na ptirodni a syntetické. Na zaklad¢ degradace se rozd¢€luji

na biologicky odbouratelné a biologicky nerozlozitelné.

Bunécna aktivita je vedle chemickych gradientt a fyzikalnich sil organizovana smérem
k tvorbé a opravé anatomickych struktur vysokého fadu pomoci bioelektrickych signalt
(Huang et al., 2005, Ben-Zvi et al., 2011, von Dassow and Davidson, 2011, Nelson, 2009,
Levin and Stevenson, 2012). VétSina zivych organismi ma rizné stupné regeneracnich
schopnosti, ale jak jsou tyto mechanismy regeneracnich procesii fizeny, neni stale zcela
pochopeno. Z vyzkumt plyne, Ze pfirozené se vyskytujici bioelektrickd napéti hraji
instruktivni roli pfi regeneraci tkani, a také embryonalnim vyvoji (Tyler, 2017). Bioelektfina
je oznafovana, jako endogenni elektricka signalizace zprosttedkovéana iontovymi kanaly na
plazmatické membrané (Hronik-Tupaj and Kaplan, 2012). Transepitelidlni elektricka pole
reguluji migraci bunék, jejich orientaci a rlist nervi, ale také se podileji na hojeni ran (Adams
et al., 2013, Adams and Levin, 2013, Pan and Borgens, 2012). Bioelektfina vznikd na
bunééné membrané diky nerovnovaze naboje mezi intracelularnimi a extracelularnimi
kompartmenty, zptisobené priichodem iontti (Na®, K*, Ca?*, CI;, atd.). Rozdiln4 distribuce
téchto iontl na obou stranich bunééné membrany ma za nasledek intracelularni
a extracelularni rozdily napéti, zndmé jako membranovy potencial (Levin et al., 2019).
Membranovy potencidl je udrzovan pasivnim a aktivnim transportem iontl pies rizné

iontové kandly a transportéry umisténymi v buné¢né membrané (Sundelacruz et al., 2009).

V pribéhu let nékolik studii demonstrovalo reakci bunék na rtizné vlastnosti

biomateriali, jako je napf. smacivost, mechanickd tuhost (Pelham and Wang, 1997),
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elasticita (Engler et al, 2006) a povrchova topografie (Luo et al., 2022). Pouziti
elektroaktivnich materidl v TI ma potencial zlepsSit funkéni vystupy studii. Jeden
z vyzkumil uvadi, Ze pulzni stimulace mysich osteoblastovych bun¢k elektrickym polem
vede k vyznamnému zvyseni syntézy DNA (Ozawa et al., 1989), zatimco stejnosmérné
elektrické pole ovliviiuje shlukovani a distribuci membranovych proteinii na rozhrani
bunécného substratu, coz zapticinuje moznost fidit smer bunééné lokomoce v ptipadé dvou
bunécnych fibroblastovych linii (Brown and Loew, 1994). Elektricka stimulace také zlepsila
kontraktilni chovani upravené srdecni tkdn¢ (Tandon et al., 2011), myogenni diferenciaci
i ukladani kolagenu 1. typu (Park et al., 2008). Zaclenéni vodivych materiali umoziuje
ptenos elektrickych signalti z vnéjsich zdroju pies scaffolfy s nasazenymi buiikami, aniz by

bylo ohrozeno jeho mechanické, biologické nebo degradacni chovani.

3.1 Biokompatibilita

Biomaterialy pouzivané v TI musi spliiovat n€kolik podminek s ohledem na jejich
vlastnosti. Jednou ztéchto podminek je biokompatibilita s tkani. Obecné se hodnoti
vykonnost biomateridlu in sifu biokompatibilitou, kterd odkazuje na meétfeny uspéch
interakce mezi biomateridlem a buitkami pro specificky biomedicinsky tikol (Vogler, 1998).
Pokud biomateridl zpomaluje nebo negativné ovliviiuje pfirozeny biologicky proces,
kterému ma napomahat, biomaterial by byl povazovan za neslucitelny pro TI (Chu et al.,

2002).

Biomaterial musi byt netoxicky pro organismus, biokompatibilni s krvi, nezanétlivy,
hypoalergenni a nekarcinogenni. (Hudecki et al., 2019). Pro testovani biokompatibility
materidlu je tfeba provést fadu ruznych testl, avSak ptesné typy zkousek zavisi na
pfedpokladaném budoucim vyuziti materidlu. Jeden ze zplsobl, jak zjistit, zda je

biomaterial biokompatibilni, je stanoveni jeho cytotoxicity (Przekora, 2019).

V priibéhu let vzniklo nékolik definic pro biokompatibilitu. Aktualn€ pouzivana definice
biokompatibility zni: ,,Biokompatibilita je schopnost biomaterialu plnit svou pozadovanou
funkci s ohledem na lécebnou terapii, aniz by byl pacientovi vyvolan jakykoli nezddouci
lokalni nebo systémovy ucinek, ale aby byla generovana nejvhodnéjsi prospé€snd bunécna
nebo tkanova odezva a aby byl optimalizovan klinicky relevantni vykon této terapie*
(Williams, 2008). Velkym pokrokem v oblasti biokompatibility PANI bylo rozhodnuti

Svétové zdravotnické organizace (WHO), Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny,
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klasifikovat anilin jako pravdépodobny karcinogen pro lidi (skupina 2A) [IARC
Monographs, 2020, online].

3.1.1 Cytotoxicita

Jelikoz se pfii aplikaci biomateriali ocekéava, ze budou v kontaktu s pacienty, stanoveni
bezpecnosti téchto materiald je neodvratné. Hodnoceni bezpecnosti prostiedkil uzivanych
v mediciné je propracovany a piisny proces zaloZzeny na mezindrodn¢ uzndvanych
smérnicich, které jsou znacn¢ rozmanité a zavisi na zamysleném pouziti biomaterialu nebo
zdravotnického prostiedku a slouzi k pochopeni rizika neptiznivych zdravotnich Gc¢inkt
uzivan¢ho prostfedku. S ohledem na skutecnost, ze bunka je zakladni jednotkou Zzivota,
témer vSechny regulaéni smérnice predepisuji povinné testy cytotoxicity in vitro, bez ohledu
na zpisob a délku kontaktu. Tyto testy typicky sestdvaji z inkubace sav€ich bunék
s materidlem, bud’ pfimym nebo nepfimym zplsobem, a poté dochazi k ovéfeni bunééné
odpovédi riznymi metodami, véetné kvalitativnich, semikvantitativnich a kvantitativnich
testd. Interakce bun¢k s biomateridlem je klasifikovana jako cytotoxicita
a cytokompatibilita. Tyto testy jsou Siroce pouzivany, protoze jsou rychlé, reprodukovatelné,

citlivé a cenové vyhodné (Komeri ef al., 2022).

Cytotoxicita je definovana jako ,,u¢inek nebo rozsah ucinki, mikroskopickych anebo
vizualnich, spojenych s pfitomnosti testovanych materiali™ (ISO 10993-5, 2009). Bunky
jsou inkubovany v kontaktu s biomateridlem, zatizenim anebo extrakty zatizeni bud’ pfimo,
nebo prostiednictvim difize. Rozpustné nebo nerozpustné vyluhovatelné latky
z biomateridli mohou narusit integritu bunééné membrany, inhibovat syntézu proteint,
branit bunéénému déleni a vést k bunééné lyzi (Ozlem Sultan, 2017). Casovy ramec
a kinetika cytotoxickych jevi se lisi v zavislosti na typu bunck a povaze toxické slouceniny.
Proto je pro obecnou cytotoxickou studii zvazovana toxicita pro fibroblastové bunky, které
jsou pfitomny ve vétSin¢ tkani. Vybér bunék pro specifické testovani cytotoxicity je také
zaloZen na bunécné linii, kterd pfijde do kontaktu s materialem pii jeho konecné aplikaci
nebo s prevladajicim bunécnym typem tkdné. Testy cytotoxicity 1ze provadét podle pokynt,
jako jsou pokyny ISO (Mezinarodni organizace pro normalizaci) nebo ASTM (Americké

normy pro testovani materiall) [Komeri et al., 2022].
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3.2 Biodebradabilita

Biodegradabilita je schopnost materialu se biologickymi procesy rozkladat na neSkodné
latky (Bowden and Ridler, 1936). Vlastnosti biodegradabilniho materialu se s casem méni
a mohou byt produkovany degradacni produkty s riznou urovni tkanové kompatibility ve
srovnani s vychozim materidlem. Mezi dilezité vlastnosti biodegradabilniho biomaterialu

1ze zaradit (Lloyd, 2002):

e Materidl by nemél po implantaci do téla vyvolavat trvalou zanétlivou nebo

toxickou reakci.

e Doba degradace materialu by méla byt zharmonizovana s procesem hojeni nebo

regenerace.

e Materidl by mé¢l mit vhodné mechanické vlastnosti pro uvedenou aplikaci a zmény
mechanickych vlastnosti s degradaci by mély byt kompatibilni s procesem hojeni

nebo regenerace.
e Produkty rozkladu by mély byt netoxické a schopné se metabolizovat.

e Materidl by mél mit vhodnou propustnost a zpracovatelnost pro zamyslenou

aplikaci.

Biodegradace polymernich biomateriali zahrnuje hydrolytické nebo enzymatické Stépeni
vazeb v fetézci polymeru vedouci k jeho erozi (Katti et al., 2002). V zévislosti na zpiisobu
degradace lze polymerni biomateridly dale rozdélit na hydrolyticky degradovatelné
polymery a enzymaticky degradovatelné polymery. Hydrolyticky odbouratelné polymery
jsou obecné preferovany jako implantaty kvili jejich minimalnim odchylkdm od mista
k mistu a od pacienta k pacientovi ve srovnani s enzymaticky degradovatelnymi polymery
(Nair and Laurencin, 2007). Hydrolyticky odbouratelné polymery jsou polymery, které maji
ve své patefi hydrolyticky labilni chemické vazby. Mezi funkéni skupiny néachylné
k hydrolyze patfi estery, orthoestery, anhydridy, uhli¢itany, amidy, urethany, mocoviny atd.
(Li, 1999).

VétSina piirozené se vyskytujicich polymerti podléha enzymatické degradaci. Rychlost
in vivo degradace enzymaticky degradovatelnych polymerti se vSak vyznamné meéni
s mistem implantace a v zavislosti na dostupnosti a koncentraci enzymil. Chemicka
modifikace téchto polymeri mize rovnéz vyznamné ovlivnit rychlost jejich degradace (Nair

and Laurencin, 2007).
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3.3 Antibakterialni udinky

Biomateridly hraji zasadni roli pii 1é€bé nemoci a zdrovenl napomahaji zlepSovani
zdravotni péce. Jejich rozmanitost stale kazdym rokem nabyva. Neopomenutelnym faktem
vSak je, ze rocn¢ zemie vice nez 700 000 pacientti kvili choroboplodnym zarodkim
rezistentnim vici 1ékim. V disledku toho se apeluje na vyvoj novych antibakteridlnich
biomaterial se zvySenou bakteridlni selektivitou a snizenou rezistenci na antibiotika (Cai
and Liu, 2020). Jednou z moznych p#i¢in problému pti aplikaci biomaterialt je piichyceni
mikroorganismu na jejich povrchy, které vede k riistu biofilmu, coz vazné omezuje funk¢ni
vyuziti téchto systému (Bazaka ef al., 2012). V tomto ohledu byly pfirodni antibakterialni
materialy jako zlato, stfibro a nékteré oxidy vcetné oxidu zine€natého, oxidu titanicitého
aoxidu manganaté¢ho a derivaty kovi pouzity jako pfisady k vytvofeni kompozith
s antibakteridlnimi vlastnostmi pro biomedicinské aplikace (Lu et al., 2016, Singh and

Dubey, 2018, Campoccia ef al., 2013).

K t¢innému boji proti témto infekcim byla také vyvinuta a popsana fada ptistupti, véetné
povrchovych chemickych modifikaci a diferenciace slozeni implantatii (Hasan et al., 2013).
Bakteridlni pfipojeni k povrchu je pocatecni fazi rozvoje infekci cizich téles. Pokud je
povrch oSetfen latkami odpuzujicimi bakterie, nemohou ulpivat a tvofit kolonie (Choudhury
et al., 2020). Hydrofilni a nenabité povrchy jsou ucinné povrchy s nizkou schopnosti
takového pfilnuti. Soucasné ptistupy k funkénim antivegetativnim povlakim zavisi na fadé
strategii, jako je vyroba polymerovych kartacd, zwitteriontovych polymerti a hydrogelt
nebo metoda povrchového roubovani. Kromé zmény chemického charakteru mize byt pro
omezeni uchyceni bakterii také zménéna topografie povrchu. Strategie povrchové Upravy
biomaterial pro antibakteridlni aplikaci jsou shrnuta na Obrazku 15. Drsna a porézni
rozhrani jsou ve skuteCnosti vystavena na posileni bakterialnich interakci a napomahaji

mikrobialnimu ptipojeni (Choudhury et al., 2020).

Chemicka modifikace Fyzikalni modifikace
s - - .
Anti-adhezivni Aktivni kontaktem Uvolnéné/pFipojené k biocidu Modifikace topografie
- hydrogely - kvarterni amoniove kationty - nano¢ésticové kovy - superhydrofobni skupiny
- poly-zwitteriontové polymery - antimikrobialn{ peptidy - hydrofobni skupiny

- inhibice Quorum sensing

Obrazek 15: Strategie povrchové upravy pro antibakteridlni aplikaci (Uneputty et. al., 2022).
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4 SROVNANI VYBRANYCH CHARAKTERISTIK KOLOIDNICH
DISPERZI A FILMU VODIVYCH POLYMERU

Porovnanim charakteristik a vlastnosti koloidnich disperzi a filmii vodivych polymert
mohou byt poskytnuty dulezité¢ informace o jejich vhodnosti pro konkrétni aplikace. Mezi
hlavni atributy, které by mély byt zohlednény pfi srovnani téchto materialti patii elektricka
vodivost, mechanickd pevnost, morfologie, stabilita, proces piipravy a cena (Nguyen and
Yoon, 2016). Druh dopantu mize mit vyznamny dopad na morfologii povrchu vodivych
polymert, elektrochemickou stabilitu, biokompatibilitu a mechanickou pevnost. Obecnym
pravidlem je, ze mensi pfimeési, jako je polythiofen, produkuji hrubsi, a tedy elektroaktivné;jsi
filmy, které¢ jsou m&k¢i nez vétsi primési, jako je polymerni polystyren sulfonat (Wen ef al.,
2020, Wang et al., 2013). Hrubé vodivé polymery vyrobené z mensich dopantovych anionti,
jako je PEDOT/polythiofen, v8ak maji tendenci trpét takzvanymi drobivymi mechanismy,
které jim brani v pouziti v implantovatelnych zatizenich (Wen et al., 2020, G. Dinku ef al.,
2009). Hladsi vodivé polymery, jako jsou filmy na bazi PEDOT/polystyren sulfonat nebo
PPy, maji zlepSenou biokompatibilitu diky vice soudrznym vlastnostem filmu, na druhou
stranu trpi snizenou kapacitou pfenosu naboje a mohou se opakovanym elektrickym cyklem
delaminovat. Nakonec je tfeba udé&lat kompromis mezi mechanickymi, elektrickymi
a biologickymi vlastnostmi (G. Dinku et al., 2009, Wang et al., 2013). Obecné lze ale
o PEDOT filmu fici, Ze mé vysokou elektrickou vodivost a vynikajici chemickou stabilitu

(Groenendaal et al., 2000, Heywang and Jonas, 1992).

Druhem dopantu miize byt modulovana také vodivost. Dopanty pouzivané pro tento ucel
se mohou lisit od malych iontd (ionty chléru) po velké (polymery) [Kaur et al., 2015].
Pouzita piimeés, zejména u velkych dopanti, ovliviiuje i1 vlastnosti povrchu, jako je napft.

drsnost nebo povrchova energie a tim 1 nasledné bunééné chovani (Collier ef al., 2000).

4.1 Morfologie

Bunécna odezva na topografii je skutecné komplexni problematika a rtzné faktory
povrchové geometrie maji potencial rizn€¢ ménit bunééné chovani (Simitzi et al., 2017,
Boyan et al., 2001, Guo ef al., 2012). Z toho diivodu je nezbytny pokroc€ily ptistup ve snaze

odhalit vztah mezi povrchovou topografii a chovanim bunék (Unadkat et al., 2011).

Kuptikladu zarovnana elektroaktivni nanovldkna PANI s polystyren-sulfondtem

elektroaktivniho viru tabdkové mozaiky (TMV/PANI/PSS) mohou fidit smér riistu neuritd,
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zvysit procento bunck a zplsobit bipolarni bunéénou morfologii. Vysledky ukézaly, ze
elektroaktivita a topografické podnéty z nanovlaken TMV/PANI/PSS podporuji diferenciaci

nervovych bun€k a vyluCovani neuriti (Wu et al., 2015).

Topologie povrchu ma velky dopad na bunécnou adhezi a proliferaci u povrch s vyssi
drsnosti, coz zlepsuje vykonnost bunécné kultury (Simitzi et al., 2017, Thapa et al., 2003,
Andersson et al., 2003, Yang et al., 2004). Studie Pires et al. (2015) se zabyvala
pozorovanim zmén v morfologii bunék po aplikaci vodivého filmu PEDOT/PSS. Zjistili, Ze
populace fibroblasti byla o 1,3krat vyssi po aplikaci PEDOT/PSS nez bez aplikace.
PEDOTY/PSS byl také poprvé pouzit k prodlouzeni lidskych neurdlnich kmenovych bun¢k
prostfednictvim aplikace pulzniho proudu, coz mélo dopad na jejich diferenciaci smérem

k neurontim a taktéz to prispé€lo k delsim neuritim.

Kompozitni film PPy pod pfimym elektrickym polem o sile 100 mV/mm vyrazné zvysil
zivotaschopnost bunék. Pozd¢ji byl prozkouman podrobny mechanismus PPy
s poly-L-mlé¢nou kyselinou (PLLA) filmu podnécujici hojeni ran. Za zprostiedkovani
elektrického pole (100 mV/mm™) by vodivy PPy/PLLA film mohl zvysit Zivotaschopnost
lidskych koZnich fibroblasti modulaci cytokint interleukin 6 a interleukin 8 (Shi ef al.,
2008). Rouabhia et al. (2013) maji vyrobenou heparinem dopovanou PPy/PLLA membranu.
Pt1 expozici elektrického pole vodivy film odhalil zvySenou aktivitu dermalnich fibroblasti
s vys8i expresi fibroblastového ristového faktoru 1 a 2 a podpofil transdiferenciaci
myofibroblastii s vyssi hladinou a-aktinu hladkého svalstva. Pozdé&ji na genetické Urovni
prokazali, ze PPy vodivy kompozitni film mize modulovat expresi riznych gentli v procesu

hojeni ran (Park et al., 2015).

Folie, membrany a vlakna majici 2D strukturu maji obvykle dobrou propustnost pro
kyslik, odolnost vii¢i vodé a houzevnaté mechanické vlastnosti. Houby, péna a hydrogel
vlastnici 3D sit’ a porézni strukturu maji potencial absorbovat velké mnozZstvi exsudatu,
udrzovat vlhké prostfedi a pisobit jako nosi¢e bioaktivnich latek a bunék (Boateng and
Catanzano, 2015, Liang et al., 2021). Zejména, protoze nanovldkna by mohla byt
naprogramovana do zarovnané architektury podobné ECM, maji 3D sité také velky potencial

v koznich lesenich (Norouzi et al., 2015).

4.2 Stabilita

Dulezitym ukazatelem stability koloidnich disperzi a filmi je zeta potencidl ({) jako

funkce pH. Jeho velikost se odrazi na stupni elektrostatického odpuzovani mezi podobné
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nabitymi ¢asticemi v disperzi. V kyselych podminkach (pH <7) je hodnota zeta potencidlu
nizkd, v disledku ¢ehoz miize dochéazet k rychlejsi tvorbé agregatii. Naproti tomu pii pH 7
a vysS$im je elektrokineticky potencial ¢astic vysoky, coz podpoii silné elektrostatické
odpuzovani mezi casticemi PANI. Film lze pfi neutrdlnim az vysSim pH povazovat za
koloidné¢ stabilni a primérna vzdalenost mezi ¢asticemi je mala. Neutralni pH tak zabrani

koagulaci béhem syntézy filmu (Banjar ef al., 2021, Shin et al., 2005).

Stabilita koloidni disperze PANI stabilizované PVP byla testovana expozici 105 °C,
ultrasonického michani, cykly opakovaného zmrazeni, taveni a ozafovanim UV svétlem.
Vysledky Blinova et al. (2005) ukazuji, ze i po tisici hodiné pti vystaveni 105 °C je
zachovana koloidni stabilita jak v kyselém, tak v alkalickém prostfedi. OSetieni
ultrazvukem, opakované zmrazeni disperze nebo vystaveni UV zatfeni nezpiisobilo nevratné
poskozeni koloidt. Velikost ¢astic se béhem skladovani koloidnich disperzi po dobu deseti
let vyznamné nezménila (Blinova et al., 2005, Marie et al., 2003). Ve studii byla také
potvrzena dlouhodoba stabilita testovanim PANI potazeny platinovou elektrodou

vystavenim elektrické stimulace po dobu Sesti mésict (Di et al., 2011).

PPy ma narozdil od PANI relativné Spatnou tepelnou stabilitu, zejména v oxidacnich
atmosférach, jako je vzduch. Vyzkum Ansari (2006) se pokusil o syntézu vodivych
polymerti se zlepSenymi mechanickymi vlastnostmi a tepelnou stabilitou. Toho lze
dosahnout zapouzdienim polymeru, modifikaci struktury monomernich jednotek, protiiontti
nebo fizenim podminek polymerace. Z vyzkumu Thieblemont ef al. (1993) plyne, Ze stabilita
PPy syntetizovaného chemickou oxida¢ni polymeraci je vys$i neZ elektrochemickou

oxidaci.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALOVE A PRISTROJOVE VYBAVENI

5.1 Pouzité chemikalie

ActinRed™ 555

Anilinchlorid

Avicel® PH-101

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dijodmetan

Ethanol

Etylenglykol

Fetalni bovinni sérum (FBS)

Fosfatovy pufr (PBS)

(Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline)
Formaldehyd 36-38 %

Hoechst 33258

Chlorid sodny

Chlorovodikova kyselina (HCI)
DMEM médium

(Dulbecco's Modified Eagle Medium)
Mowiol® 4-88

Mowiol® 18-88

MTT

Invitrogen™ ThermoFisher Scientific,
USA

Lach-Ner, Ceska republika
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich Co.

Penta CR

Sigma Aldrich Co

Biosera, Francie

BioSera, Francie

Penta s. r. 0., Ceska republika
Invitrogen™ ThermoFisher Scientific,
USA

Lach-ner, s.r.o., Ceska republika

Biosera, Francie

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

Duchefa Biochemie, Nizozemi

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid

Nanokrystalicka celuloza (CNC)

Cellulose Lab, Canada
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12,2 wt % ve vodé
Penicilin-Streptomycin Solution 100X
Persulfat amonny

Poly(vinylalkohol) [PVA]

My 89,000-98,000, 99+% hydrolyzed
poly(vinylpyrrolidon) [PVP]

Mw =360 000

Triton™ X-100

Trypsin

5.2 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga 5702 R

CQO; inhubator Heracell 1501

Digestot odtahovana MERCI G NextGen

Digitalni elektrometr Keithley K6517

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81

Inkubétor s ptislugenstvim Heracell™ 150i

Inverzni svételny mikroskop IX51

Laminarni box Bio130 A2 s pfisluSenstvim

Napétovy zdroj Keithley K2410
Scanner Keithley K7002
Spinaci karta Keithley K7011-S
Vortex GENIE 2

Dalsi bézné laboratorni vybaveni

Biosera, Francie
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Honeywell Fluka, K 90

Sigma Aldrich, USA

Biosera, Francie

Radwag, CR

Eppendorf, Némecko
Eppendorf, CR

ThermoFisher Scientific, USA
MERCIs. 1. 0., CR

Keithley Instruments, Inc., USA
Olympus, Japonsko
ThermoFisher Scientific, USA
Olympus, Japonsko

Alpina, Polsko

Keithley Instruments, Inc., USA
Keithley Instruments, Inc., USA
Keithley Instruments, Inc., USA

Scientific Industries, USA
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5.3 Pouzity software

ChemDraw Professional 20.0 PerkinElmer, USA

Moduléarni reader INFINITE M200 PRO Tecan, Svycarsko

SEE Systém Advex Instruments,Ceska Republika
The Olympus Software cellSens Standard Olympus, Recko

Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments, UL

5.4 Materialové vybaveni

Sterilni tkanovy plastik TPP, Svycarsko
Centrifugacni zkumavky (5, 10, 25 ml) TPP, Svycarsko
Podlozni skli¢ko z mineralniho skla Marienfeld, Némecko

Dalsi laboratorni vybaveni
5.5 Bunééna linie

K praktické casti diplomové prace bylo na testovani vyuzito linie mySich fibroblastt
NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658TM, American Type Culture Collection, ATCC). Jedna se
bunécnym typem v pojivové tkani, protoZe produkuji slozky extracelularni matrix a urcuji
architekturu tkané. Jsou také velmi heterogenni a skladaji se mimo jiné z podtypi
specifickych pro cilovy organ. Bun&cna linie NIH/3T3 je proto s nejvétsi pravdépodobnosti
sloZzena z riznych podtypt fibroblasti. NIH/3T3 byly pivodné odvozeny ze 17-19 dn
starého embrya mysi (Todaro and Green, 1963). Tato bunécna linie byla izolovana roku
1962 na lekatské fakult¢ v New York University. Jeji nazev ,,3T3* pochazi z angliCtiny
,,3-day transfer, inoculum 3-10° cells. V praxi to znamena, Ze buiiky byly pfeockovany
kazdy treti den a inokulovany na misku o objemu 20 cm? a hustotou 3-10° bun&k/ml. Po
pfiblizn€ 20-30 generacich riistu in vitro se bunécna linie zacne stabilizovat. Morfologie
bunck je adherentni, fibroblastickd a je povazovana za jednu zrelativné snadno
kultivovanych bunéénych linii (NIH3T3 Cell line, online). Z toho diivodu je tato bunécéna
linie vhodnd pro rizné aplikace v bunééném a molekularnim vyzkumu. Morfologie bunék

je vyobrazena na Obréazku 16.
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Obrazek 16: Morfologie bunééné linie NIH/3T3 (Andoniou et al., 1994).
5.6 Testované polymery

V ramci praktické ¢asti diplomové prace byly studovany dva vodivé polymery — PANI
a PPy. Oba polymery byly pfipravené ve dvou rliznych formach, a to ve formé koloidni
disperze a ve form¢ vodivého polymerniho filmu. Syntéza vodivych polymeri probihala
v pritomnosti stabilizatoru. Vodivy polymer PANI byl syntetizovan se stabilizatorem
nanokrystalickou celulézou (CNC), polyvinylpyrolidonem (PVP) a polyvinylalkoholem
(PVA). Stejné stabilizatory byly pouZity i pro druhy testovany polymer, PPy. Na
pfipravenych polymerech byly testovany biologické a materidlové vlastnosti. Vodivé

polymery byly pfipraveny v ramci praktické ¢asti diplomové prace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

6 METODY

Prakticka Cast diplomové prace byla zamétena na testovani materialovych charakteristik
PANI a PPy vodivych polymerti a interakci mezi testovanym materialem a buiikami.
Zkoumané vzorky byly podrobeny materialovym testiim, jako je mérné elektricka vodivost,
povrchovéa energie a velikost Castic. Dale se prace také zabyvala biologickymi testy
z hlediska bunécné adheze, proliferace a cytotoxicitou bun¢k mysich fibroblastd NIH/3T3

pro biomedicinské aplikace vodivych polymert.
6.1 Syntéza vodivych polymeri

6.1.1 Syntéza koloidni polyanilinové disperze

Pro syntézu PANI koloida byl zvolen postup dle IUPAC popsany v Stejskal a Sapurina
(2005). Hydrochlorid anilinu (0,2 M) byl nejprve oxidovan peroxodisiranem amonnym
(0,25 M) v ptitomnosti jednoho ze stabilizatord. PouZivanymi stabilizatory byl 2 % hmotn.
PVP s molekulovou hmotnosti 360 000 kDa, 1 % hmotn. PVA s molekulovou hmotnosti
130 000 kDaa 1 % CNC (12,2 wt % ve vod¢). Hydrochlorid anilinu (2590 mg) byl rozpustén
ve vodném roztoku stabilizatoru na konecny objem 50 ml roztoku. Polymerace anilin
hydrochloridu byla zahajena pii laboratorni teplot¢ 20 °C pfidanim 50 ml roztoku
oxida¢niho ¢inidla. Smés byla kratce michdna a nasledné ponechana v klidu po dobu 2 h.
Vysledna tmavé zelend disperze hydrochloridu polyanilinu byla pfenesena do dialyzac¢ni
membrany (Spectra/Por 1, Spectrum Medical Instruments, USA, mezni hodnota molekulové
hmotnosti 7 000 kDa) a diikladn¢ dialyzovana proti 0,2 M kyseliné chlorovodikové, pro
odstranéni zbytkovych monomert a vedlejSich produktii reakce, jako je napf. siran amonny.
Takto pfipravené vzorky jsou déle v praktické casti diplomové prace pojmenovany
PANI/PVA, PANI/PVP, PANI/CNC. Reakce je zndzornéna na Obrazku 17, monomer

anilinu je vyobrazen na Obrazku 18.

HSO, +
we 0L, R0
HCl(lM) NH]

Anilin Polyanilin

NH,

Obrazek 17: Oxidativni polymerace anilinu peroxodisiranem amonnym.
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NH

Obrazek 18: Monomer strukturni jednotky polyanilinu.
6.1.2 Syntéza koloidni polypyrrolové disperze

Pro syntézu PPy koloidu byl pyrrol (SmM) pieveden k roztoku stabilizatoru (vysledna
koncentrace 2 % hmotn. pro PVP a 1 % hmotn v ptipadé PVA a CNC) a doplnén ultra ¢istou
vodou Mili-Q do objemu 50 ml (dale v diplomové praci jen PPy/PVA, PPy/PVP, PPy/CNC).
Tato smés byla 30 minut podrobena oSetieni ultrazvuku. K roztoku bylo nasledné ptidano
50 ml roztoku chloridu zelezitého (5 mM). Smés byla ponechéna pii pokojové teploté po
dobu 24 h. Koloidni disperze byla dialyzovana pies dialyzacni trubici (Spectra/Por 1,
Spectrum Medical Instruments, USA; mezni hodnota molekulové hmotnosti 7 000 kDa)
proti 0,2 M kyseliné chlorovodikové pro odstranéni nezreagovanych monomerii a iontd.
Probihajici oxidacni reakce je znazornéna na Obrazku 19. Obrazek 20 zndzorniuje chemickou

strukturu PPy.

4n {/ \\ 10 n FeClgl

N
H

+ 10 n FeCI2 + 8 n HC1

Obrazek 19: Oxidativni polymerace pyrrolu chloridem Zelezitym.

Obrazek 20: Chemicka struktura PPy.
6.1.3 Postup pripravy filmi pomoci disperzni polymerace

Pro pfipravu filmii bylo nutné vybrat vhodny substrat. Pro testy byly zvoleny Petriho
misky z tkanového polystyrenu a podlozni sklicko z minerdlniho skla. K tvorbé filmu
dochdzi postupnym narustem fetézcti polymeru po dialyze. Polymerni filmy byly pfipraveny
stejnym postupem jako koloidni disperze. Po smichani roztoku monomer/stabilizator

s roztokem oxidac¢niho ¢inidla byla vznikla polymeracni smés promichana a davkovana na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

misky a podlozni sklicka. Smés se nechala polymerovat v ptipadé PANI i PPy po dobu 24 h.
Nasledné byla polymeracni smés odstranéna. Vzniklé filmy byly oplachnuty 0,2M HCIl, poté

methanolem, a nakonec byly vysuSeny na vzduchu.

6.2 Materialové testy

Po ptiprave vodivych koloidnich disperzi a pevnych filmi PANI a PPy se tfemi riznymi
stabilizatory (PVA, PVP, CNC) byly testovany jejich materidlové vlastnosti. Vzorky koloidi
byly podrobeny testim velikosti ¢astic a indexu polydisperzity a vzorky na vzorkéach filmt
tbyla testovana povrchova energie a mérna elektricka vodivost. Znalost téchto materidlovych

charakteristik je klicové pro pozd¢jsi vyzkum v oblasti TI.

6.2.1 Velikost ¢astic

Velikost a distribuce ¢astic byly stanoveny jednou z nejpouzivanégjSich metod kvalitativni
analyzy, dynamickym rozptylem svétla (DLS) resp. fotonovou korelac¢ni spektroskopii, za
pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS. DLS je metoda, kterd je idedlni pro meéfeni Castic
submikronovych velikosti (<1 um). Pfistroj Zetasizer zaznamenava rozmeéry jednotlivych
¢astic na zdkladé méfeni ndhodné zmény intenzity svétla laserového paprsku rozptylené¢ho
ze suspenze €1 roztoku. Méfeni hydrodynamickych poloméri koloidnich €éstic, vyjadienych
jako z-average, prumér vazeny intenzitou svétla, byl méfen pii 25 °C. Intenzita rozptyleného
svétla (A= 633 nm) byla pozorovana pfi uhlu rozptylu 90°. Pfed méfenim byla pouZitim
polystyrenovych latexovych nanocastic s nominalni velikosti 92 = 3 nm ovéfena funkénost
pristroje. Nasledné analyzy se provedly natedénim vychozich dialyzovanych koloidnich
disperzi ve dvakrat filtrované 1M kyseliné chlorovodikové. Pro méfeni bylo 20 pl
dialyzované koloidni disperze pfiddno do 3 ml kyseliny chlorovodikové. Z tohoto roztoku
byl nésledné odpipetovan do 1 ml kyvety. Stanoveni probihalo v polystyrenové kyveté
DTS0012 uréené pro méteni velikosti ¢astic. Kazdy vzorek byl podroben tfem méfenim,
pramér velikosti byl nasledné vysledkem stanoveni.

Castice vzorku s podstatné men§im primérem, neZ je vinova délka dopadajiciho svétla,
v souladu s Raylegovym principem, rozptyluji zafeni do vSech moznych sméri, pficemz
energie rozptylenych fotont zlstdva konstantni. Tento rozptyl nastdva jen v piipadé
stacionarnich ¢astic, avSak v zdanlivé nehybném prostiedi jsou c¢astice vystavované
vzajemnym srazkam a vykazuji neuspotfadany pohyb. S neustalym pohybem castic dochazi
k Dopplerovu jevu, provazeného kolisanim intenzity rozptyleného zéateni. Podstatou DLS

pfistroje je méfeni translacniho difuzniho koeficientu D, ze kterého je moZné stanovit
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vysledny primér ¢astice prostfednictvim Stokes-Einsteinovy rovnice, kterd popisuje vztah

mezi velikosti ¢astic a rychlosti pohybu (Rovnice 1).

Rovnice 1: Stokes-Einsteinova rovnice

k
d (H) - 371:;[7'D

d(H) — hydrodynamicky pramér; D — translacni difuzni koeficient; £ — Boltzmannova

konstanta; T — termodynamicka teplota a # — je viskozita.

Jedna se o neinvazivni techniku. Pfistroj méfi fluktuaci intenzity rozptyleného svétla
z laserového zdroje. Fluktuace uzce souvisi s interferencnim zeslabovanim a zesilovanim
rozptyleného svétla na nestacionarnich ¢&ésticich disperzni faze podléhajici Brownovu
pohybu (Kvitek et al., 1998), pticemz rychlost zmén intenzity rozptyleného svétla zavisi na
rychlosti pohybu castic. Fluktuovany paprsek dopadd na optické zafizeni, kde dochazi
k detekci. Pfistrojové vybaveni sestdva ze zdroje svétla pro koherentni svétlo (laser),
kolimaéni optiky, optické cely, fotodetektoru, elektronického systému vcetné zesilovace
a takzvaného korelatoru k méteni autokorelacni funkce (ACF) [Pabst and Gregorova, 2007].
Pred samotnym meéfenim byla pfistroji Zetasizer Nano nastavena méfena latka,
rozpoustédlo, ekvilibraéni doba, teplota a typ kyvety. Ekvilibracni doba byla nastavena na
60 sekund.

Index polydisperzity (Pdl) je bezrozmérna veliCina, jeZ udavd rozptyl namétrenych
velikosti ¢astic vzorku. Vysledkem je rozmezi hodnot od 0 do 1, ptficemz plati, Ze ¢im mensi
PdI je, tim je nanoCasticovd soustava vice monodisperzni (Bhattacharjee, 2016). Za
monodisperzni systém se mohou oznacit takové vzorky, jejichZ Pdl vykazuje hodnoty ~ 0,1,
zatimco vzorky s vyslednou hodnotou vétsi nez 0,7 jsou povazovany za systém s velmi
Sirokou distribuci velikosti. Pfistroj po zméteni vzorku zpracoval data o velikosti ¢astic

a Pdl.

6.2.2 Povrchova energie

Metoda méteni kontaktniho thlu a nésledné stanoveni volné povrchové energie je
pramyslové vhodnou metodou pro svou rychlost, finan¢ni nenaro¢nost, vysokou piesnost
a citlivost. Znalost povrchové energie je dilezité pro zpracovani a vyuZiti biomateriall.
Velikost povrchové energie je piimo uméma hydrofilité testovaného vzorku. Cim vzorek
vykazuje vyS§si povrchovou energii, tim je hydrofiln€j$i. Pro vyzkum v T1 je nezbytné€ nutné,

aby bunécné kultury na povrchu materialu adherovaly a proliferovaly. Aby toto bylo mozné,
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je dualezité, aby vzorek vykazoval urcitou miru hydrofility (Gamble et al., 2012). Jednou
z metod pro zjisténi povrchové energie je metoda méfeni kontaktniho uhlu, ktery vznika
mezi povrchem testovaného vzorku a kapalinou. Smacivost je oznaCeni pro schopnost
kapaliny pfilnout k povrchu. Nesmacivy povrch je ten, pii némz je kontaktni thel mezi
vzorkem a kapalinou vetsi nez 90°. Naopak kapalina smaci povrch testované¢ho vzorku,
jestlize je kontaktni tthel mensi nez 90°. Vypocet povrchové energie pak probihé z pfepoctu
kontaktnich uhli rizné polarnich kapalin se vzorkem. Stanoveni povrchové energie dle
kontaktniho uhlu sedici kapky je metodou neptimou, kdy thel smaceni je stanoven pomoci

geometrické analyzy tvaru menisku.

Acidobazickéd teorie umoziuje stanoveni polarnich a disperznich interakei k uréeni
celkové volné povrchové energii. Roli zde hraji jak elektron-donorové, tak i elektron-
akceptorové slozky polarni ¢asti povrchové energie (Rovnice 2), kde y™°T je celkova
povrchova energie, y-V oznaduje celkovou disperzi Lifshitz-van der Wallsovy interakce
a v oznacuje acidobazickou interakci Podle Lewise. Acidobazickou interakci lze urgit
z Rovnice 2-3.

Rovnice 2: Lifshitz-van der Wallsova interakce.

yTOT — yLW + yAB

Rovnice 3: Acidobazicka interakce podle Lewise.
YA = 2yty”
kde y* - je elektro-donorova slozka; y~ — elekro-akceptorova slozka acidobazické

rovnice

K meéfeni kontaktniho uhlu sedici kapky a vyhodnoceni povrchové energie byl pouzit
program SEE System. Pro vypocteni byla aplikovana acidobazickd metoda za pouZiti tfi
méficich kapalin se standardizovanou hodnotou povrchové energie. Mezi testované kapaliny
patfil roztok deionizované vody, nasledné roztok dijodmethanu a etylenglykolu. Objem
kapek byl stanoven na 100 pl a pomoci mikropipety byly kapky aplikovany na koloidni film.
Pro vyhodnoceni byla vyfocena série kapek pomoci CCD kamery o rozliseni 1600 x 1200
pixeld s vodorovné posuvnym stolkem. Software pievedl profil jednotlivych kapek na
kruznici pomoci tfi boda vyznacenych na povrchu vyfocené kapky, z ¢ehoz bylo nasledné
mozné spocitat kontaktni thel kapky na daném koloidnim filmu. Pro vyhodnoceni
poslouzily Udaje kontaktnich 0hld vzdy zpéti kapek kazdé z méficich kapalin na

jednotlivych koloidnich filmech. Po zjiSténi kontaktnich whli vSech tifi kapalin na
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jednotlivych povrSich SEE Systém piepocital pomoci acidobazické metody hodnoty na
celkovou povrchovou energii, véetné stanoveni disperzni a polarni slozky a chyby méteni.
6.2.3 Meérna elektricka vodivost

Elektricka vodivost neboli mémaé vodivost je zdkladni materidlovd vlastnost, ktera
predstavuje schopnost materidlu vést elektricky proud. Dle definice je elektrickd vodivost
velikosti elektrického proudu prochazejici materidlem pfi jednotkovém napéti (Skotheim,
1997). Vodivost (o) je pfevracend hodnota elektrického odporu (p, Rovnice 5), ktery je
definovan dle Rovnice 4: Elektricky odpor.

p=-19]
kde R — elektricky odpor jednotného vzorku; / — délka; 4 — plocha prifezu vzorku materidlu
Rovnice 5: Vodivost.

1
G—p[]

Jednotka elektrické vodivosti se udava v jednotkach Q! nebo S.

Environmentalni komora

Konstantni | Vp¢
aktualni zdroj
Y
___ Konstantni
- - aktualni zdroj
spinaci skiiiika —1

van den Pauw :3

—4

Obrazek 21: Experimentalni uspotadani elektrod pro méteni van der Pauwovy vodivosti
(Melios et al., 2020).
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Ctyii elektrody jsou umistény na okrajich obvodu vzorku, jak je znazornéno na Obrazku 21.
Tato konfigurace umoznuje metodé¢ van der Pauwa odhadnout primérny mérny odpor

vzorku, viz Rovnice 6.

Rovnice 6: Van der Pauwtiv odpor

_ nd Ry+Ry R
=z &)

kde d — tloustka vzorku; % — van der Pauwova konstanta (Nepomuceno ef al., 2021); R —

odpor, pro symetrické vzorky (disky s kontaktem 90°) R;=R>, odpor se vypocitd z lineadrniho
fezu grafu jako R = ; , kde V' —napéti a I — proud, proto se vodivost vypocte podle
Rovnice 7: Vodivost.

_In(2)!
T ndV

K méteni mérné elektrické vodivosti byly vyuzity vzorky PANI a PPy filmti deponované na
jedné strané skelného substratu. K tomuto testu bylo pouzito podlozni sklicko z mineralniho

skla.

Byla pouzita aparatura pro méfeni rezistivity tenkych vzorkil ¢tyfbodovou metodou dle
van der Pauwa. Tato aparatura sestava ze scanneru Keithley K7002, spinaci karty Keithley
K7011-S, programovatelného napétového zdroje Keithley K2410, digitalniho elektrometru
Keithley K6517 a osobniho pocitace, vybaveného dvéma PCI kartami (GPIB
a prevodnikovou AD25PCI kartou). Méteni probéhlo za pomoci softwaru VDP, jez cyklicky
méfi rezistivitu pii konstantni hodnoté proudu. Pied zacatkem méteni byla zadéna tloustka
vzorku a maximalni povolené napéti pfiloZené elektrody. Hodnota méficiho proudu byla
nastavena na konstantnich 1-10* A a hodnota maximalniho napéti pfilozeného na elektrody
byla zvolena na 50 V. Tloustka vzorku byla nastavena na 0,0001 cm. Vzorek byl poloZen
na méfici stolek tak, aby bodové kontakty elektrod byly rozmistény po jeho obvodu pro
zajisténi dobrého kontaktu se vzorkem. Zaroven nesmi dojit k mechanickému poSkozeni
filmu. Pro zméfeni zndmé hodnoty napéti vzorkem protékal elektricky proud. Ze ziskanych
hodnot napéti a tlouStky vzorku byl spoc¢itan mérny elektricky odpor daného filmu a z né;j
byla vypocitina mérna elektrickd vodivost. Pro ziskani pozadovanych hodnot vSech

moznych pozic elektrod probihalo méfeni ve ¢tyfech cyklech pro kazdy z film.
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6.3 Testy cytokompatibility

Po testovani materidlovych vlastnosti nésledovalo testovani cytokompatibility, jenz
zahrnuje testovani cytotoxicity a test bunécné adheze a proliferace. Tyto testy byly
aplikovany na linii mysSich primarnich fibroblastd NIH/3T3, kterou bylo nutné pro tyto testy

kultivovat.

6.3.1 Vybaveni laboratoie pro kultivaci bunék in vitro

Pro vyhodnoceni testl cytotoxicity je zapotfebi specifického vybaveni laboratoie
a dodrzovani postupi pro udrzeni sterilniho prostiedi. Soucasti téchto testd je prace
v laminarnich boxech s fizenym pfivodem i odvodem vzduchu, inkubator s regulaci teploty
a parcialniho tlaku COz. Pro praci se vyuZivaji jednordzové sterilni rukavice, v idedlnim
pfipadé je vhodné pouziti rukdvnikd. Bunécné kultury se inkubuji v jednordzovych
plastovych, kultiva¢nich nadobach. Jednotlivé vzorky bunék se béhem inkubace kontroluji

na mikroskopu s fazovym kontrastem.

6.3.2 Bunééné kultury a kultivace bunék

V ramci zvolenych testll byla pouzita bunécna linie mySich fibroblastd NIH/3T3. Jako
kultivaéni médium bylo pouZzito Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM) se zvySenym
obsahem gluk6zy. K médiu bylo dle ndvodu pro kultivaci bunééné linie alikvotovano 10 %
fetdlniho bovinniho séra a antibiotikum Penicillin/Streptomycin v koncentraci 100 ug-ml.
Inkubator Heracell 1501 zajistil idedlni kultivaéni podminky (teplota 37 °C, konstantni

relativni vlhkost a 5 % atmosféra oxidu uhli¢it¢ho).

Bunky byly kultivovany v polystyrenovych kultivaénich nadobéach v inkubatoru Heracell
150i. Po dosahnuti 80-90 % konfluence bunék byla vzdy provedena trypsinizace
a prekultivace, kdy kultivaéni naddoba s buitkami byla zprvu zkontrolovéna na svételném
mikroskopu s fazovym kontrastem a nasledné pfesunuta do laminarniho boxu s fizenou
cirkulaci vzduchu HERAsafe KSP. Z kultiva¢ni nddoby bylo pomoci odsavaciho zatizeni
odsato kultivaéni médium tak, aby nedoslo k poruseni vrstvy bunék. Zbytky média se sérem
byly odstranény oplachem 15 ml fosfatového pufru (PBS, konc. 0,2 ml/cmz) a jeho
naslednym odsatim. Trypsinaci, konkrétné¢ pfidanim 7,5 ml serinové proteazy (konc.
O,lml/cm2) byly pferuSeny vazby mezi adherovanymi bunikami a kultivaénim povrchem.

Trypsinace probihala v inkubétoru Heracell 150i nejdéle po dobu 20 minut. Nésledné bylo
v boxu HERAsafe KSP alikvotovano 7,5 ml kultivaéniho média do kultivaéni nadoby
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a bunécna suspenze byla pomoci pipety prevedena do centrifugacni zkumavky. Centrifugace
probihala v chlazené centrifuze Eppendorf 5702 R 3 minuty pii 1100 rpm a pfi teploté 37°C.
Po centrifugaci byly buiiky viditelné¢ okometricky koncentrovany na dn€ zkumavky, ¢imz
bylo umoznéno odsét supernatant. Timto postupem byl ziskéan ptiblizny pocet 2- 10" bungk

v 1 ml média.

6.3.3 Test cytotoxicity

K vyhodnoceni cytotoxicity byl pouzit MTT test, ktery slouzi ke kvantitativnimu
hodnoceni zivotaschopnych bunék. Test je zaloZzen na redukci Zluté tetrazoliové soli - MTT
(3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid) na purpurové krystaly
formazanu metabolicky aktivnimi bunkami (Obrazek 22). K reakci dochazi vlivem
mitochondrialnich dehydrogenaz na mitochondrialni membrané Zivych bunék, za vzniku
NADH a NADPH. Koncentace zivych bunék je indikovana mnozstvim redukovaného MTT.
Tedy plati, ze ¢im je roztok tmavsi, tim vétsi je pocet zivotaschopnych, metabolicky

aktivnich bunék.
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Obrazek 22: Redukce MTT na formazan Zivotaschopnymi buiitkami. Znazornéno na 96—
jamkové mikrotitracni desti¢ce (pfevzato z Protocol Guide: MTT Assay for Cell Viability
and Proliferation, online).
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Testovani cytotoxicity bylo provedeno nabunééné linii mySich embryonalnich
fibroblastd. Bunky byly naockovany na 96—jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku v koncentraci
2:10%ml, v objemu 100 ul a byly kultivovany po dobu 24 h. Kultivaéni médium bylo
nasledn¢ nahrazeno fedénymi PANI nebo PPy pfipravenymi roztoky koloidnich polymert.
Testované vzorky byly k bunécné suspenzi ptidany v koncentracich 1; 2,5;5;7,5; 10a 15 %.
Jako reference poskytujici 100 % bunécnou proliferaci byly pouzity buiky kultivované v
¢istém médiu. Bunky byly pozorovany mikroskopem s obracenym fazovym kontrastem. Pro
posouzeni cytotoxickych ucinkti byl test MTT proveden po 24 h kultivace bunck
v pritomnosti vodivych polymert pii podminkéach kultivace 37 £ 0,1 °C a 5 % CO..

Testovani probehlo v péti technickych replikatech a jednom biologickém replikatu.

Po 24 h kultivaci bunék s vodivymi polymery byl nejdfive pfipraven roztok MTT,
ptipraveny rozpusténim 5 mg MTT v 1 ml UPW. Buiikdm bylo odsato médium a poté bylo
do jednotlivych jamek alikvotovano 90 pl média a 10 pl roztoku MTT, ktery byl ponechan
ke kultivaci v inkubatoru po dobu 4 h. Po uplynuti doby byl roztok MTT odséat a k buitkkam
se napipetovalo 80 ul DMSO, jez slouZil k rozpusténi formazanovych krystald. Po uplynuti
15 minut byla zméfena absorbance vSech vzorki véetné vzorku referencniho. Absorpce byla
méfena pii vinové délce 570 nm sreferencni vinovou délkou 690 nm pomoci
spektrofotometru Infinite M200 Pro NanoQuant. K odstranéni odlehlych hodnot byl vyuzit

Dixonuv Q test a z technickych replikatd byly vypocteny primérné hodnoty absorbanci.

6.3.4 Test bunécné adheze a proliferace

Bunécna adheze a proliferace je jednim z faktorti urcujicich biokompatibilitu materialu.
Pro stanoveni schopnosti bunék proliferovat na povrSich byly bunky nasazeny v pocatecni
koncentraci 1-10° bunék/ml a kultivovany 48 h. Po 48 h byly butiky fixovany a fluorescenéné
obarveny jejich jadra a cytoskelet. Pro fixaci byly bunky pielity 4 % roztokem formaldehydu
a ponechany po dobu 15 minut. Poté byly buniky oplachnuty pomoci PBS a nasledovala
jejich permeabilizace pomoci 0,5 % Tritonu-X, ktery byl na buiiky nanesen a inkubovan po
dobu 5 minut. Buiiky byly znovu diikladné proplachnuty roztokem PBS a poté byly
obarveny. Barveni probihalo barvivem Hoechst 33258 (5 pg/ml) a ActinRed 555 (1
kapka/ml, Thermo Fisher. Obarvené buiiky byly ponechany 30 minut ve tm¢&. Po uplynuti 30
minut byly pofizeny mikrofotografie bun€k pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus

IX 81.
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Barvivo ActinRed 555 obarvuje struktury cytoskeletu v bunikach. Barvivo se vdze na
strukturu F-aktinu, excitace pak probihd pii 540 nm. Barvivo Hoechst 33258 slouzi pro
barveni nukleovych kyselin, které po navazani na dsDNA emituje modrou fluorescenci.

Barvivo se pouziva k vizualizaci jader a mitochondrii.
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7 VYSLEDKY

7.1 Priprava filmi a koloidi

Pti ptipravé filml s rGznymi stabilizatory bylo mozné sledovat rozdilnou rozpustnost
stabilizatort v reakéni smési. Rovnéz byla pozorovatelna jak odli$na barva koloidl pted a po
provedeni dialyzy, tak intenzita zeleného zabarveni byla u kazdého z ptipravovanych
koloidii odlisnd. Rychlost samotné polymerace byla rovnéz zavisld na pouzitém

stabilizatoru. Fotky z laboratorni prace jsou na vyobrazeny Obrazku 23 a Obrazku 24.

e et

Obrazek 23: Fotografie z ptipravy vodivych polymeri. Na levé stran¢ fotografie je pocatek
polymerace vodivého polymeru, uprostfed je roztok PPy/CNC po uplynuti polymerace,
avsak pred dialyzaci a na pravé strané je vznikla koloidni disperze po prob¢hlé dialyzaci.

Obrazek 24: Na levé strané je zobrazena koloidni disperze PANI/CNC po dialyze, na pravé
stran¢ PANI/CNC film po rozliti do misky.
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7.2 Materialové testy

7.2.1 Velikost ¢astic

Velikost Castic disperze je jednim z rozhodujicich parametrii ovliviiujicich vykonnost
koloidta v biologickych aplikacich. Méteni dynamického rozptylu svétla ukazalo, ze velikost
Castic disperze, vyjadiend jako z-prumér byla nejmensi (146 £ 5 nm) u PPy/PVA s Pdl =
0,14 £ 0,002 (Tabulka 1). Druhou nejmensi velikost ¢astic vykazoval PPy/PVP pii z-
praméru 192 + 3 nm, avsak PdI je pti 0,23 + 0,014 témét dvojnasobny oproti PPy/PVA.
U PANI/PVP stieti nejmensi velikosti castic 314+ 2 nm ztestovanych vzorkd byl
zaznamenan Pdl = 0,12 + 0,018, coz je ze vSech méfenych vzorkl nejmensi rozpéti velikosti

vubec.

Na druhou stranu PPy/CNC, PANI/PVA a PANI/CNC vykazovaly nadmérnou velikost
¢astic spolu s nezddoucim indexem polydisperzity. Tyto idaje naznacuji, Ze vzorky nejsou
ptilis vhodné pro budouci vyzkum v TI. Graf jednotlivych velikosti ¢astic spolu s indexem
polydisperzity je znazornén na Obrazku 25. Grafy zobrazujici % zastoupeni intenzity

rozloZeni velikosti ¢astic jsou na Obrazcich 26-31.

Tabulka 1: Vysledky méteni velikosti dialyzovanych ¢astic.

vzorek velikost ¢astic [nm] index polydisperzity
PANI/PVA 3925 + 450 0,23 £ 0,096
PANI/PVP 314+2 0,12 +£0,018
PANI/CNC 3101 +307 0,29 £ 0,215
PPy /PVA 146 + 5 0,14 £ 0,002
PPy/PVP 192+3 0,23 +£0,014
PPy/CNC 2209 + 86 0,39 £ 0,087
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Obrazek 25: Porovnani velikosti ¢astic a Pdl testovanych vzorkd.
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Obrazek 26: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/PVA pfi
vzorkovaném objemu 20 pl. Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich (kazdé kiivka
zobrazuje jedno méfent).
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Obrazek 27: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/PVA pii
vzorkovaném objemu 10 pl. Bylo provedeno znovuzméfteni za pouziti mensiho objemu

vzorku,

jelikoz intenzitu ¢erveného a zeleného piku na pfedchozim grafu nebylo mozné

zanalyzovat.
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Obrazek 28: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/PVP pfi
vzorkovaném objemu 20 pl. Méfeni bylo provedeno ve tiech opakovanich (kazda kiivka
zobrazuje jedno méfent).
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Obrazek 29: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/CNC pii
vzorkovaném objemu 20 pl. Métfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich (kazda kiivka
zobrazuje jedno méfent).
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Obrazek 30: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/CNC pfii
vzorkovaném objemu 10 pl. Bylo provedeno znovuzméteni za pouziti mensiho objemu
vzorku, jelikoZ intenzitu erveného piku na predchozim grafu nebylo mozné zanalyzovat.
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Obrazek 31: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/PVA pfi

vzorkovaném objemu 20 pl. Méteni bylo provedeno ve tiech opakovanich (kazda kiivka

zobrazuje jedno méfent).
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Obrazek 32: Intenzita (%) jednotlivych velikosti ¢astic ve vzorku PANI/PVP pfi
vzorkovaném objemu 20 pl. Méfeni bylo provedeno ve tiech opakovanich (kazda kiivka
zobrazuje jedno méfent).
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Obrazek 33: Intenzita (%) jednotlivych velikosti Castic ve vzorku PANI/CNC pfii
vzorkovaném objemu 20 pl. Méteni bylo provedeno ve tiech opakovanich (kazda kiivka
zobrazuje jedno méfeni).

7.2.2 Povrchova energie

Pomoci méficiho zatizeni SEE Systém byly naméfeny hodnoty kontaktnich uhld
deionizované vody (H20), dijodomethanu (DIM) a ethylenglykolu (EG) [Chiang et al.,
1977] na testovanych filmech. Naméfené hodnoty ihll jsou uvedeny v Tabulce 2. VSechny
hodnoty dosahuji mensiho thlu nez 90°. Lze tedy s jistotou fici, Ze se jedna o povrchy

hydrofilni. Vodou nejméné smaceny povrch lze povazovat PANI/CNC.
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Tabulka 2: Vysledky kontaktnich uhlii jednotlivych kapalin na testovanych vzorcich.

Kontaktni thel [°]
Méfici

kapalina PANI/PVA PANI/PVP PANI/CNC Ppy/PVA PPy/PVP Ppy/CNC

HO 61,93 +£726 51,29+2,55 68,01 +6,44 53,39 +£2,52 53,13 +£5,50 58,52+2,20
DIM 8,51+8,33 10,55+16,63 24,23 +3,36 10,54 + 0,66 16,33 +£9,20 9,93 +£0,00

EG 50,75+6,02 33,09+3,16 50,75 +6,02 44,22 £6,51 34,39 +3,75 38,06+ 10,62

Rovnéz byly ziskany hodnoty celkové povrchové energie yOT

, ale také hodnoty disperzni
(v*V) povrchové energie, jez predstavuje sily uplatiujici se mezi nepolarnimi molekulami,
jinak také disperzni sily a yB piedstavujici interakce vodikovych miistkd. Konkrétni hodnoty
jsou uvedeny v Tabulce 3. Nejvyssi povrchovou energii, zdroven tedy i nejmensi hydrofilitu
vykazuje PPy/PVA s hodnotou povrchové energie 68,69 + 3,24 mN/m. Naopak nejvice
hydrofilni byl film PANI/PVA (y = 53,54 £ 0,62 mN/m) a PANI/CNC (y = 55,63 + 2,28
mN/m). Z vysledkt je znatelné, Ze hodnota povrchové energie nezavisi pouze na pouzitém
filmu, zavisi i na pouzitém stabilizatoru.

Tabulka 3: Vysledky celkové povrchové energie (y'°7), disperzni povrchové energie (y-V)
a energie vodikovych mistkd (y*®) jednotlivych testovanych vzork.

Povrchova energie [mN/m]

PANI/PVA PANI/PVP PANI/CNC  PPy/PVA PPy/PVP PPy/CNC

y'OT 153,54+0,62 59,23+1,48 55,63+228 68,69+324 56,75+2,71 58,00+ 1,68
YW 150,24 +0,00 49,94+0,02 46,42+0,19 4995+0,08 48,77+0,14 50,04+ 0,00

AR 3,30+0,62 9,29+1,45 9,21 +2,09 18,74 £3,15  7,98+2,56 7,95 £ 1,68

7.2.3 Mérna elektricka vodivost

Vodivost filml byla zméfena ¢tyfbodovou metodou van der Pauwa, ¢imz byly zjiStény
hodnoty mérného elektrického odporu filmt. Elektricky odpor byl pfepocitan na mérnou
elektrickou vodivost testovanych vzorki. Vysledky jsou zndzornény na sloupcovém grafu
(viz Obrazek 34), konkrétni hodnoty mérné elektrické vodivosti filmil jsou v Tabulce 4. Ze
Sesti testovanych vzorkli jeden vzorek nevykazoval zndmky vodivosti, konkrétné se
jednalo o PANI/CNC. Naopak za nejvodivéjsi vzorek s mérnou elektrickou vodivosti

1,4167 + 0,0002 S-cm™ lze oznac¢it PANI/PVA. Dobrou vodivost viak také vykazoval
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PPy/CNC (6 =0,6983 + 00026 S-cm™), dale pak PANI/PVP (o = 0,2351 + 0,0025 S-cm™"),
PPy/PVA (c =0,3223 £ 0,0005 S-cm™) akromé nevodivého PANI/CNC lze vzorek
PPy/PVP oznalit za vzorek snejmensi hodnotou meérné elektrické vodivosti. Mérna

elektrickd vodivost PPy/PVP dosahuje konktrétné hodnoty 0,2351 + 0,0025 S-cm’™.

PANI/PVA PANI/PVP PANI/CNC Ppy/PVA  Ppy/PVP  Ppy/CNC
Typ filmu
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Obrazek 34: Hodnoty mérné elektrické vodivosti spolu s oznac¢enim smérodatnych odchylek

jednotlivych vzorkd.

Tabulka 4: Hodnoty mérné elektrické vodivosti spolu s hodnotami smérodatnych odchylek
jednotlivych vzorkd.

Vzorek 6 [S-em)

PANI/PVA 1,4167 + 0,0002
PANI/PVP 0,6698 + 0,0004
PANI/CNC -

PPy/PVA 0,3223 £ 0,0005
PPy/PVP 0,2351 £ 0,0025
PPy/CNC 0,6983 + 00026

7.3 Testy cytokompatibility

7.3.1 Testy cytotoxicity

Kur€eni cytotoxicity PANI a PPy koloidnich disperzi byl pouzit MTT test.
Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako relativni viabilita bundk p¥itomnych

v odpovidajicich koncentracich vzorku vzhledem k bunkdm kultivovanym v Ccistém
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rustovém médiu (zivotaschopnost =1), pficemz koloidni disperze byly k buikdm
alikvotovany v 1; 2,5; 5; 7,5; 10 a 15 % koncentraci. Béhem testovani dochazi v jamkéach
s zivymi buiikami k tvorbé krystalli formazanu doprovdzené zménou zabarveni (vzniklé
krystaly jsou fialové), intenzita fialového zabarveni je pfimo imérnd koncentraci Zivych
bunék (Obrazek 35). Vysledny barevny roztok se kvantifikuje zméfenim absorbance pfi
vlnové délce 570 nm pomoci spektrofotometru. K urceni cytotoxickych uc€inki a porovnani
s publikacemi bylo provedeno hodnoceni dle normy ISO10993-5, kde se cytotoxicita

hodnoti dle stupnice nasledovné:
> 0,8 bez cytotoxického efektu
0,6 — 0,8 mirn¢ cytotoxicky efekt
0,4 — 0,6 slabé& cytotoxicky efekt
< 0,4 siln€ cytotoxicky efekt

Vysledky méfeni jsou vyobrazeny na Obrazcich 36-41.

"4 T

Obrazek 35: Zabarveni bunék v 96—jamkové miktrotitracni destiCce v zavislosti na poctu
zivotaschopnych bunék v jednotlivych jamkéch po kultivaci s vodivymi polymery
v koncentra¢nim rozsahu 1-15%.

e PANI/PVA

Cytotoxicita PANI/PVA na bunécné linii NIH/3T3 po 24 h inkubaci je znazornéna na
Obrazku 36. Vzorek v zadné z pfidanych koncentraci nevykazoval cytotoxické ucinky.
Spornd by diky své velké odchylce mohla byt koncentrace 2,5 % a 7,5 %, avSak jelikoz

nejvyssi koncentrace vzorku nelze s presnosti oznacit ani za mirn¢€ cytotoxicky (relativni
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bunécna viabilita = 1,06 + 0,33), jedna se pouze o chybu zpiisobenou lidskym faktorem,

a tedy existuje predpoklad, ze PANI/PV A neptisobil na NIH/3T3 toxicky.

1,5
| !
0,5
0
0 1 2,5 5 7,5 10

Koncentrace vzorku

%

Relativni bunééna viabilita

15

Obrazek 36: Relativni Zivotaschopnost bunééné linie NIH/3T3 po pfidani PANI/PVA
v koncentracich 1-15 %.

e PANI/PVP

Vliv PANI/PVP na testovanych bunikach dopadl o mnoho hiife, nez v ptedchozim piipadé
u PANI/PVA. Koncentrace do 5 % Ize vyhodnotit bez cytotoxického vlivu na bunky. Pfi
vyssi koncentraci je vSak zaznamenan prudky pokles bunécné viability. Jiz koncentrace

7,5 % PANI/PVP ptisobi silnym cytotoxickym efektem (relativni bunééna viabilita = 0,22 +

0,11).
I I I I T
0 1 2.5 5 7.5

10 15

o —_
o = N

%

Relativni bunééna viabilita
UO UO QO
(\S] IS AN

(e}

Koncentrace vzorku

Obrazek 37: Relativni Zivotaschopnost bunécéné linie NIH/3T3 po ptidani PANI/PVP
v koncentracich 1-15 %.
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e PANI/CNC

Z Obrazku 38 je patrné, ze vzorek PANI/CNC Ize do koncentrace 7,5 % povazovat bez
znamek cytotoxického ucinku. U koncentrace 10 % neni mozné konkrétné stanovit, zda se
jednd o mirné cytotoxicky ucinek (0,8 — 0,6) ¢i o slab& cytotoxicky ucinek (0,4 — 0,6)
zdivodu vysoké odchylky. Koncentrace 15 % je pro buné€nou linii NIH/3T3 silné

cytotoxicka (relativni bunééna viabilita = 0,32 + 0,19).
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Obrazek 38: Relativni Zivotaschopnost bunééné linie NIH/3T3 po ptidani PANI/CNC
v koncentracich 1-15 %.

e PPy/PVA

Stejné jak dobie v testech cytotoxicity obstadl PANI/PVA, tak ani u PPy/PVA az do
koncentrace 15 % nejsou zaznamendny zadné cytotoxické ucinky. Koncentrace 15 %
PPy/PVA se projevuje relativni buné¢nou viabilitou 0,75 + 0,13. Zda se, Ze stabilizace

polymerti PVA lze povazovat za pozitivni z hlediska cytotoxického uc¢inku na bunéénou linii

NIH/3T3.
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Obrazek 39: Relativni Zivotaschopnost buné¢né linie NIH/3T3 po ptidani PPy/PVA
v koncentracich 1-15 %.
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e PPy/PVP

Relativni bunécnd vialibita po pfidani PPy/PVP klesla pod hodnotu relativni bunééné
viability 0,69 + 0,11 pfi 15 % koncentraci. Ostatni testované koncentrace polymeru byly bez

pozorovatelného toxického ucinku.
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Obrazek 40: Relativni zivotaschopnost bunééné linie NIH/3T3 po pfidani PPy/PVP
v koncentracich 1-15 %.

e PPy/CNC

Cytotoxicita PPy/CNC, konkrétné pokles relativni bunécné viability pod 0,8 byl
zaznamenan pii 7,5 % koncentraci vodivého polymeru. Do koncentrace 7,5 % nebyl

zpozorovan cytotoxicky ucinek.
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Obrazek 41: Relativni Zivotaschopnost bunééné linie NIH/3T3 po ptidani PPy/CNC
v koncentracich 1-15 %.
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7.3.2 Test bunécné adheze proliferace bunék

Proliferace a adheze byla stanovena pomoci fluorescencni mikroskopie, pozorovanim
bunécnych kompartmentti, obarvenych fluorescencnimi barvivy. Bunécna linie NIH/3T3
byla nasazena na sterilni povrch v koncentraci 1-10° bunék/ml. Po 48 h inkubaci byly buiiky
fixovany, obarveny barvivem ActinRed 555 pro sledovani bunécéného cytoskeletu
a barvivem Hoechst 33258, jez zobrazuje jadra bunék. Buiiky byly nasledné pozorovany pod
fluorescen¢nim mikroskopem. Jak je vidét na Obrazku 42, ve vSech ptipadech buiky
adherovaly na povrch a rovnéz na ném proliferovaly. Fluoreskujici bunky bylo mozné

snadno zaostfit ve v§ech ptipadech testovanych vzorkd.
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Hoechst 33258 ActinRed 555

Obrazek 42: Mikrofotografie fluorescencni mikroskopie bunééné linie NIH/3T3 po 24 h
inkubaci s polymery.
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8 DISKUZE

8.1 Priprava filmu

Pti pozorovani prubéhu objemové reakce s pouzitim teploty bylo u Reide (2002) zjisténo,
ze pritomnost polymerniho stabilizatoru, jako PVP ma vyrazny urychlujici a¢inek na
polymeraci anilinu (Obrazek 43, vlevo) ve srovnani se stejnou reakci v jeho nepiitomnosti
(Obrazek 43, vpravo). Doba polymerace u PANI se bez pfitomnosti stabilizatoru mize az
zdvojnasobit. Vysledky Reide (2002) jsou v souladu s naSimi vysledky, kdy v fadu par minut
jiz bylo moZzné pozorovat barevné zmeény, avSak po pfiblizn€ 15 minutach od pocatku reakce

zacCala rychlost reakce ustupovat.

8 M T T 6 T T T T -
— a & PANI-PVP o a PANI
° =
e o e~ %
4l 09 S 3
S 3 ®
2t 0
(0] % o
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Obrazek 43: Rychlost polymerace PANI se stabilizatorem PVP (vlevo) v porovnani
s polymeraci PANI bez ptidavku stabilizatoru (vpravo) [Riede et al., 2002].
Na Obrazku 44. jsou vyobrazeny jednotlivé pfipravené koloidni filmy. Filmy byly tmavé
zeleného az ¢erného zbarveni. Jediny PANI/PVA film se liSil od ostatnich filmd, a to svou

strukturou, jelikoz na povrchu filmi byly znatelné praskliny. Ostatni filmy vykazovaly

leskly povrch bez prasklin. TaktéZz zabarveni pfipravenych filmt bylo témét totozné.
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Obrazek 44: Fotografie jednotlivych ptipravenych koloidnich filmd.

Pii syntéze PPy je intenzita ultrazvuku jednim z dilezitych parametrt, ktery hraje
vedouci roli v kazdé reakci (Sivakumar et al., 2006). Proto je rozumné o¢ekavat zménu
velikosti reakce se zménou intenzity ultrazvuku. Pfi dal§$im mozném testovani by jednou
z moZznych variant bylo sledovani zmén vlastnosti filmu PPy v zavislosti na zméné intenzity

ultrazvuku.
8.2 Materialové testy

8.2.1 Velikost ¢astic

Velikost a distribuce koloidnich ¢astic byly stanoveny dynamickym rozptylem svétla
pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UL). Velikost ¢astic disperze je
jednim z rozhodujicich parametrt ovlivitujici vykonnost koloidl v biologickych aplikacich.
PANI ¢astice v disperzi maji typickou primérnou velikost stovky nm. Méfeni dynamického
rozptylu svétla ukazalo, ze velikost ¢astic testované disperze PANI/PVP, vyjadiena jako
z-primér Castic byla 226,5 + 0,5 nm, s primérnym indexem polydisperzity 0,145 + 0,004.
Dle téchto udaji 1ze PANI/PVP povazovat za homogenni disperzi s téméf jednotnou
velikosti (Kucekova et al., 2014). Koloidni PANI stabilizované PVP pfipravené disperzni
polymeraci vykazovala u Stejskala a Sapurina (2005) pramérnou velikost 241 = 50 nm s Pdl

=0,26 £ 0,12, coz je v porovnani s nasimi vysledky téméf totozna primérna velikost ¢astic
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naopak s vyssim PdlI, av§ak hodnoty Stejskala i Kucekové 1ze s nas§imi hodnotami povazovat

za srovnatelné.

Distribuce rozdéleni Castic PANI/CNC dle dat Nepomuceno ef. al. (2021) nabyva
nejvyssi intenzity okolo 1100 nm, pii¢emz Obrazek 45 znazornuje riznou velikost ¢astic za
pouziti rizného poméru CNC. Z dat Nepomuceno plyne, Ze se zvySujici se koncentraci CNC
roste 1 priméerna velikost ¢astic. Pii porovnani s ndmi namétenymi daty je primérna velikost

Castic priblizn€ 3x vétsi, nez je tomu v pripadé dat Nepomuceno.
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Obrazek 45: Kiivky zndzornujici distribuci velikosti ¢astic od ¢istého PANI, CNC, pies
nanostrukturované¢ PANI/CNC v riiznych pomérech — R (Nepomuceno et al., 2021).

Velikost ¢astic PPy/PVP udavé hodnotu pfiblizn€ 268 nm s Pdl ptiblizné 0,117, coz jsou
hodnoty srovnatelné s nasimi vysledky méteni. Na druhou stranu, tfebaze nizka velikost
¢astic spolu s malym Pdl je povazovana za zaddouci, zadné stabilni micely a z&dna mikro
mista nemohou byt za pouziti PVP v molekule PPy konstruovéna. Vysledna castice PPy
vykazuje spolu s PVP vétsi velikost, nez by tomu bylo za pouziti aniontové povrchoveé
aktivni latky, napt. za pouziti dodecylsulfatu sodného (SDS). Na druhou stranu silngjsi
elektrostatickou interakci vykazuji s polymery pravé aniontové povrchové aktivni latky,
¢imz se ziska vyssi hodnota Pdl [Shuangxi and Guoku, 2007]. Pro porovnani, PPy ve formeé
prasku bez ptidaného stabilizatoru ma priimérnou velikost ¢astic d = 2 649 nm (Sandu et al.,

2012).
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Dle naSich vysledkl nelze jednoznacné konstatovat, zda pouzity stabilizator ma stejny
vliv na velikost ¢astic u PANI jako na PPy. Vysledné koloidni suspenze se daji povazovat

za homogenn¢ polydisperzni systémy.

8.2.2 Povrchova energie

Z vysledki nelze jednoznacné ftici, zda film PANI nebo PPy vykazuje vyssi povrchovou
energii. Hodnoty povrchové energie zavisi na kombinaci pouzitého filmu a ptipraveného
stabilizatoru. Za nami pfipraveny nejméné smacivy film Ize povazovat PPy/PVA
s hodnotou povrchové energie 68,69 + 3,24 mN/m. Nejsmacivéjsi byly filmy PANI/PVA
(yTOT = 53,54 + 0,62) a PANI/CNC (y"°T = 55,63 + 2,28). Obecné lze ale konstatovat, Ze
vSechny pfipravené vzorky dosahovaly podobné hodnoty povrchové energie, a da se tedy
usuzovat, ze pouzity stabilizator nemél na hodnoty povrchové energie velky vliv. Zaroveii
jsou tyto vysledky podobné vysledklim ve studii Humpolicek et al. (2015), kde povrchova
energie nativniho PANI filmu dosahovala hodnoty 52,54 mN/m.

Povrchové vlastnosti lze povazovat za dulezity faktor v interakcich PANI a PPy
v interakci s povrchy. Smacivost PANI filmi Ize jednoduSe zménit reprotonaci kyselinou.
Ve studii Stejskala et al. (1998) bylo pouzito 42 riznych kyselin pro reprotonaci PANI.
Zatimco kontaktni thel samotného PANI hydrochloridu je pfiblizn€ 49° (Shishkanova et al.,
2005), namétfené kontaktni Gthly po reprotonaci kolisaly mezi 29-102°. Lze uCinit zaver, ze
reprotonace muze, jak zvysit, tak snizit smacivost PANI filmt. Z vyzkumt lze potvrdit, ze
chemicka povaha PANI protiiontl ovliviiuje kontaktni uhly. Reprotonaci je mozné nastavit

hodnotu kontaktnich thli (Wan et al., 1994).

Bylo také zjiSténo, Ze existuje zavislost mezi pH PANI filmu a kontaktnim Uhlem.
Kontaktni uhly se u PANI filmii zmensuji s klesajicim pH (Obrazek 46). Dle obrazku 46. by
pH naSich PANI film mélo dle hodnot kontaktnich thli odpovidat hodnoté ptiblizné
pH=2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

90 - . - . ; .
=
80 F O 0 .
§ 70 - .
= n
=)
é 60 - 1
] -E/:(
M
50 / 1
i 0
40 L 1 1 1 1
0 2 4 6 8
pH

Obrazek 46: Zavislost kontaktniho tthlu na pH u PANI filmu (Blinova et al., 2008).

Dal$im aspektem, kterym lze modifikacnim postupem zménit smacivost PANI filmi, je
zmeéna jejich morfologie, kterou Ize ménit podle kyselosti reakéni smési béhem polymerace,
coz umoziuje pripravit filmy jak s globularni, tak nanofibrilarni ¢i nanotubularni morfologii
(Stejskal et al., 2015). Konkrétné globularni PANI se ziskd oxidaci monomeru v silné
kyselych podminkach, zatimco nanofibrilarni PANI se zisk4, pokud se polymerace provede

v mirné kyselych podminkach (Konyushenko et al., 2006).

V ptipadé¢ PPy lze morfologii fidit polymeraci provadénou v pfitomnosti rtiznych
azobarviv. Napftiklad ve studiich Hu er al. (2004) a Yang et al. (2005) byla pouzita
methylové oranz k ziskani nanotubultl s kruhovymi profily. V jiné praci vedlo nahrazeni
methylové oranze ethylovou oranzi k PPy s globularni morfologii. Naproti tomu v jiné praci

pouzili kyselou ¢erven pro syntézu PPy s pravothlou morfologii nanotubult (Li ef al., 2017).

8.2.3 Mérna elektricka vodivost

Zda budou koloidni filmy vodivé ¢i ne vyplyva z fady faktor. Jednim ze zakladnich
faktorii pro vedeni elektrické vodivosti je konjugovany hlavni fetézec. Vyjma konjugace je
dal$im nezbytnym piedpokladem elektrické vodivosti pfitomnost nositelll naboje, které
zprostfedkovavaji jeho transport po fetézci. Ty vznikaji procesem zvanym dopovani (Prokes
et al.,2001). Mezi dalsi faktory urcujici vodivost vzorku patti doba polymerace, koncentrace

ptfidavaného stabilizatoru, tloustka filmu a mnoho dalSich.

Kniha Bagotskeho (2015) uvadi primérnou mérnou elektrickou vodivost PANI (Obrazek
47) v rozmezi 0,1 — 0,5 S-cm™!. Nage vysledky jsou v rozmezi od naméfené nulové hodnoty

vodivosti, pies 0,6698 + 0,0004 az po 1,4167 £ 0,0002 S-cm™!, coZ jsou v priméru téméi 3x
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vyssi vysledky, nez udava kniha. Vyssi vodivost, ktera je v naSem piipadé zadouci, je
struktura PANI/PVA (¢ = 1,4167 + 0,0002 S-cm™'), dale pak PANI/PVP (c = 0,6698 +
0,0004 S-cm™). Naproti tomu, kniha Bagotskeho (2015) uvadi préimérnou mérnou
elektrickou vodivost PPy 10-50 S-cm™, coZ je v porovnani s nasimi vysledky o 2 ¥ady vyssi
mérnd elektricka vodivost. Vyssi vodivost miize byt pfisuzovana jiné tloust’ce polymeru,
zpusobem vyroby ¢i pouzitym stabilizatorem. Na Obrazku 47 jsou rovnéz znazornény

pramérné elektrické vodivosti Poly (3,4-ethylendioxythiofenu) a polythiofenu.

Polymer Vodivost (S/cm)
Polyanilin 0.1-5
Polypyrrol 10-50
Poly(3.4-ethylenedioxythiophen ) 300 - 500
Polythiophen 300 — 400

Obrazek 47: Vodivost jednotlivych vodivych polymert (Bagotsky et al., 2015).

Primérné vodivost PANI filmi pfipravenych ve vodé u Stejskala et al. (2005) pfi tloust'ce
filmu 125 £9 nm bylac=2,6 £ 0,7 S-cm’!. Nase vzorky vykazovaly mirné niz§i priimérnou
elektrickou vodivost. Z vyzkumu Stejskala ef al. (2005) lze usoudit, Ze se sniZujici se
tloustkou filmu roste vodivost (Stejskal and Sapurina, 2005a). Toto tvrzeni vSak vyvraci
Reide et al. (2002), dle jeho vyzkumu se vodivost filmi zvySovala s rostouci tloustkou
(Obrazek 48). Stejny ucinek zaznamenali Kuhn et al. (1998) a pro PPy filmy Wu et al.
(2001). Ve vyzkumech bylo také zjisténo, ze fetézce PANI rostou prednostné kolmo k nosici
(Wu et al., 2001, Sapurina et al., 2001). V ptipad¢, Ze by se toto tvrzeni potvrdilo, pak by se
vodivost stanovena ¢tytbodovou metodou méfila v tenkych filmech ve sméru kolmém na
orientaci fetézce a byla by ovlivnéna zejména mezifetézcovym pienosem naboje.
V povrchové vrstve fetézcll jsou jednotlivé vrstvy méné organizovang, tim se zvysuje podil
efektivnéjsiho vnitro fetézcového prenosu, a to se odrazi ve zvySené vodivosti. Dle Reide et
al. (2002) vodivost filmu stejné tloustky pfipravené v pfitomnosti stabilizatoru byla vyssi
nez vodivost filmu vzniklého v jeho nepfitomnosti béhem sraZeci polymerace. To je
v souladu s o¢ekévanou strukturou fetézce dezorganizovaného v disledku snizené hustoty
nukleace. Podporuje to i fakt, Ze stabilizator neni v PANI filmech zabudovan na znatelné
urovni, jinak by se jeho pfitomnosti snizila vodivost, coz je v rozporu s pozorovanim (Riede
et al., 2002). Filmy pfipravené v 1 mol-I"! kyseling chlorovodikové mély primérnou
vodivost 6 = 18,8 £ 7,1 S-em’!, v rdmci experimentalni chyby, opét podobnou vodivosti

srazeniny PANI izolované za stejnych podminek, ¢ = 11,9 = 5,2 S-cm™! (Stejskal and
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Sapurina, 2005a). Pozorovani, Ze je vodivost PANI v tenkych filmech a ve stlacenych
peletach srovnatelnd, bylo jiz dfive popséano v literatute (Stejskal et al., 1999). Je také nutné
si uvédomit, ze elektrické vlastnosti jsou citlivéjsi na chybovost nez optické vlastnosti, napf.
tenky Skrabanec nemusi dramaticky snizit optickou absorpci, ale mize omezit elektricky

kontakt mezi dvéma ¢astmi filmu.

]

srazeci
polymerace ]

<
L

Mérna elektricka vodivost [S-em™]

L 1 1 1 L
0 200 400 600
Tloustka filmu (nm)

Obrazek 48: Zavislost elektrické vodivosti na tloust'ce filmu pii stabilizaci PVP, HPC za
vyuziti srazeci polymerace (Riede et al., 2002).

8.3 Testy cytokompatibility

8.3.1 Testy cytotoxicity

Humpolicek ef al. (2018) zkoumali vliv ¢isténi PANI zajisténé opakovanou deprotonaci
a opétovnou protonaci na jeho cytotoxické chovani. Vysledky ukazuji, Ze cytotoxicitu PANI
Ize snizit provedenim dalSich purifikacnich krokd béhem syntézy nebo pouZitim komeréné
dostupného PANI s vysokou ¢istotou. Dle Humpolic¢ek et al. (2018) cytotoxicita PANI
a PPy je v jejich ptislusnych formach srovnatelna. Piesnéji fe€eno, cytotoxicita vice zavisi
na formé PANI nebo PPy (siil versus baze) nez na typu polymeru (PANI vs PPy). Z toho Ize
usuzovat, ze v naSem piipad€ by mél mit na cytotoxicitu vliv predev§im pouzity stabilizator

nez samotny polymer.

Jednim z prvnich testd pro hodnoceni biokompatibility testovaného vzorku na bunécnych
liniich je testovani cytotoxicity, jez byva zaloZzené na sledovani metabolické nebo
enzymatické aktivity bunék. Jednim z bézné€ pouzivanych testli na stanoveni cytotoxického
ucinku je test MTT, pfi kterém dochézi k barevné zméné po ptidani nékterého z indikatort

bunécné viability. Bunécna viabilita mize byt zjiStovana jednou z metabolickych aktivit
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v buiice, a tedy jeden z metabolickych produktii udava vznik barevné zmény, ktera je
nasledné métena spektrofotometricky. Zptisobeny cytotoxicky uc¢inek je nasledné vyjadien
jako mira ibytku bunécné viability vztazené ke spektrofotometrické odezveé bunck v Cistém
médiu ¢ili bez ptidavku testovaciho vzorku. Podle nasich vysledkii byl nejmensi cytotoxicky
ucinek zaznamenan u vzorku PANI/PVA, jez do koncentrace 15 % neptisobil toxicky.
Koncentrace 15 % se zda byt také bez toxickych ucinki (relativni bunécné viabilita = 1,06
+ 0,33). Testovanim bunécné proliferace lze potvrdit, ze vzorek PANI/PVA na buiky
nepusobil toxicky. Jako druhy nejméné cytotoxicky ptlisobici vzorek lze oznacit PPy/PVA,
u kterého byl pokles bunééné viability zaznamenan pii koncentraci 15 % vzorku, a to na
relativni bunécnou viabilitu 0,75 + 0,13. Vysledky téméf totozné s PPy/PVA se projevily
u PPy/PVP s poklesem viability bun¢k pii koncentraci 15 % na 0,70 + 0,11. Vétsi
testovanych vzorkl pisobil PANI/PVP, u kterého byl vyrazny pokles viability bunék
NIH/3T3 zaznamenan pfi 7,5 % koncentraci vzorku a 15 % koncentrace testovaného vzorku
zpusobila pokles viability na 0,09 + 0,01. Vysledek vzorku PANI/CNC se z hlediska
toxickych ucinkli pohyboval pfiblizné uprostied z testovanych vzorki, avSak u tohoto
vzorku byly zaznamenany vétsi smérodatné odchylky, a tedy nelze s jistotou cytotoxicitu

PANI/CNC ur¢it.

Studie Lee et al. (2009 a Yang et al. (2015) poukazuji, ze vodivé polymery PPy nejsou
cytotoxické a podporuji bunécnou proliferaci a adhezi. Lee et al. (2009) péstoval PPy na
uspofadanych elektrostatickych nanovladknech poly(laktid-co-glykolid) kyseliné¢ (PLGA),
jez rovnéz slouzi k podpofte riistu a diferenciaci bunék PC12 (potkani feochromocytom 12).
Vysledky Lee ef al. (2009) rovnéz uvadi, Ze stimulace bun€k na zarovnanych vlaknech vede
k del$im neuritim nez stimulace na nahodnych vlaknech. V budoucim vyzkumu by bylo
vhodné se zaméfit na topografii vzorki a cilit na zarovnané struktury. Yang ef al. (2015)
zminuje dilezitost poréznosti vlakennych struktur, kde na poréznich vlaknech byla
pramérna délka neuriti vétSi nez na neporéznich. V zavéru lze konstatovat, Ze pouziti PVA
stabilizatoru vykazovalo nejlepSi vysledky (nejmensi cytotoxicitu) v piipadé¢ obou
polymeri. Pouziti stabilizatoru CNC vykazovalo obdobné cytotoxické vysledky u PANI
a PPy. Naopak pfi pouziti stabilizatoru PVP byl cytotoxicky u¢inek mezi PANI a PPy velmi
odlisny.
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8.3.2 Test bunécné adheze a proliferace

Zkouska cytotoxicity pfimym kontaktem byla testovana nao¢kovanim buné€k na povrsich
testovanych polymert a naslednou 48 h inkubaci. K vizualizaci bun¢k poslouzila barviva
Hoechst 33258 a ActinRed 555. Nasledné¢ bylo moZzné osazené bunky pozorovat na

fluorescen¢nim mikroskopu.

V prvni fadé je nutné zminit, ze buiiky nebyly homogenné porostlé celym povrchem,
avSak polymer PPy/PVA lze povazovat za jeden z nejvice porostly buitkami. Toto tvrzeni je
v souladu s testy cytotoxicity stanovenych testem MTT, kde az 15 % koncentrace je mirné
cytotoxicka. Stejné¢ tak PANI/PVA byl jeden z povrchii, kde byla zaznamenana jedna
z nejvétsich proliferaci. Test cytotoxicity MTT v tomto ptfipadé¢ nebylo mozné z divodu
velikych smérodatnych odchylek s dostatecnou piesnosti urcit, avsak z testii bunécné adheze
se potvrzuje predpoklad, Ze ani PANI/PVA nevykazuje toxické G€inky na bunécnou linii

NIH/3T3.

Naopak na vzorcich PANI/CNC a PANI/PVP lze z pozorovani usoudit, Ze buiiky na
téchto povrSich rostly nejméné. Vzorek PANI/PVP byl v testech cytotoxicity MTT
testovanim oznacen za nejvice cytotoxicky ze vSech testovanych vzorkd, a tedy je i toto
tvrzeni v souladu s testovanim bunécné adheze a proliferace. PANI/CNC vykazoval v MTT
testu pii 15 % koncentraci silny cytotoxicky ucinek, obecné 1ze tedy test bunécéné proliferace

a adheze oznacit za dopliujici k MTT testu. Vysledky koresponduji s MTT testy.

Kromé sledovani bunécné proliferace a adheze 1ze také pomoci mikroskopie pozorovat
bunécnou morfologii. Z fotografii vzorkd lze potvrdit, Ze Zadny z testovanych povrchl
nem¢él negativni vliv na buné¢nou morfologii. Fibroblasty si ve vSech pfipadech zachovaly

své typické tvary a chovaly se fyziologicky.
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ZAVER

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pfipraveno Sest riznych typt filmt se
stejnojmennou koloidni disperzi — tii polyanilinové a tii polypyrrolové, pokazdé s jinym
stabilizatorem (PVA, PVP, CNC). Filmy a koloidy byly podrobeny materidlovym testim
a biologickému testovani. Z materidlovych charakteristik byla testovana velikost Céstic
v koloidni disperzi pfipravenych vodivych polymert, dale pak povrchova energie a mérna
elektricka vodivost. Biologické testy zahrnovaly testy bunécné proliferace a adheze a MTT
test. VSechny z testovanych charakteristik jsou neodmyslitelné podstatné pro dal$i mozné
testovani ¢i vyuziti vodivych polymeri. Neda se tedy opomenout ani jedna z metod, a tedy
je zapotiebi nahlédnout, jestli v nékterych ztestli lze testovany vzorek povaZovat za

nevyhovujici k dalSimu vyvoji a testovani.

Z materidlovych charakteristik, konkrétné pii méteni velikosti ¢astic vyrazné dobie obstal
vzorek PPy/PVA s velikosti ¢astic 146 = 5 nm a Pdl = 0,14 + 0,002 a vzorek PPy/PVP
s velikosti ¢astic 192 + 3 nm a Pdl = 0,23 + 0,087. TaktéZ PANI/PVP s velikosti ¢astic 314
+ 2 nm a Pdl = 0,12 + 0,018 lze povazovat za pozitivni vysledek z méfeni velikosti ¢astic.
Naopak nejvétsi velikost castic obsahoval vzorek PANI/PVA, jehoz hodnota dosahla
rozméra 3925 + 450 nm s Pdl = 0,23 £+ 0,096. Stejné tak vzorkim PANI/CNC (d = 3101 +
307 nm) a PPy/CNC (d = 2209 + 86 nm) byla zmétfena nadmerna velikost Castic.

Povrchova energie pfisluSnych vzorkll ani v jednom piipadé méteni nezachazela do
extrémnich hodnot, rozdil povrchové energie mezi vzorkem s nejvyssi a nejnizs$i hodnotou
PANI/PVA (y™°T = 53,54 + 0,62 mN/m), naopak nejvy3§i povrchovou energii, a zaroven
tedy i nejnizéi hydrofilitu vykazoval vzorek PANI/CNC (y™T =68,01 + 6,44 mN/m).
Z téchto vysledkll 1ze usoudit, Ze hodnota povrchové energie nezavisi na pouzitém filmu,

nybrzZ na typu pouzitého stabilizatoru.

Me¢teni vodivosti je velice dulezité pro dalsi vyzkumy daného vzorku pro pouziti v TL
Nejprve bylo tedy dulezité zjistit, zdali vSechny vzorky jsou vodivé. Tento pfedpoklad se
nepotvrdil u vzorku PANI/CNC, jelikoz piistroj pro tento vzorek nezaznamenal métitelnou
vodivost. U vSech ostatnich vzorkl se podafilo vodivost filml zméfit. Nejvice vodivy byl
vzorek PANI/PVA (6 =1,4167 £ 0,0002 S-cm™), ale za také pomérné dobie vodivé vzorky
Ize oznagit PANI/PVP (c =0,6698 + 0,0004 S-cm™") a PPy/CNC (c =0,6983 + 00026 S-cm’

]).
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Pti testovani cytotoxicity se jako nejvice toxicky jevil PANI/PVP, jiz 7,5 % hmotn.
koncentrace vzorku pusobila na bunécnou linii NIH/3T3 silné cytotoxickym u¢inkem
(relativni buné¢na viabilita = 0,22 £+ 0,11). Pfi dalsim vyzkumu by se jevilo zadouci vzorek
podrobit testovani na jiné z bunécnych linii, popf. na tkéni specifické pro konkrétni orgén ¢i
misto. Existuje moznost, ze vzorek PANI/PVP bude mit zaddouci uCinky bez znamek
cytotoxicity, avSak pro konkrétni buné¢nou kulturu. Ostatni z testovanych vzorkl ve vétSiné
vykazovaly mirny cytotoxicky ucinek pii 15 % koncentraci. Pro ovéfeni cytotoxicity
poslouzil test bunééné adheze a proliferace, kde doslo k potvrzeni cytotoxickych t¢inkt
PANI/PVP, jelikoz se tento vzorek na Petriho misce pod fluorescenénim mikroskopem jevil
jako nejméné porostly bunkami a Ize tedy fici, Ze buitkdm se na misce s timto povrchem
dafilo nejménég. Druhy z nejméné profitujicich polymert s ohledem na testy cytotoxicity lze
povazovat PANI/CNC. Bunky byly taktéz jedny z nejméné porostlych coz dohromady
s relativni buné¢nou viabilitou 0,32 £ 0,19 pii pridavku 15 % hmotn. vzorku dava tisudek
druhého nejméné vhodného testovaného vzorku z hlediska biologickych testd. Na druhou
stranu velice dobfe obstal vzorek PPy/PVP i PPy/PVA. Vzorky PANI/PVA a PPy/CNC
z vysledktt MTT testu vykazovaly pro piesnéjsi tvrzeni o toxicité vzorku na buné¢nou linii
NIH/3T3 nadmérnou smérodatnou odchylku. Testy bunécné adheze a proliferace vsak
dokazuji, Ze odchylka zplisobena laboratorni praci nezachazi do svych krajnich bodi, a tedy
ani tyto vzorky by dle tohoto tisudku nemély vykazovat hor$i cytotoxicky ucinek, nezli

mirné cytotoxicky pii své maximalni testované koncentraci 15 %.

Zavérem lze za jeden z nejvice potenciondlnich vzorki pro vyuziti v TI obecné oznacit
PPy ato se vSemi testovanymi stabilizatory. PPy/PV A vyborné obstal v testech cytotoxicity,
kde se koncentrace vzorku 15 % hmotn. jevila poklesem bunécné viability na hodnotu 0,75
+ 0,13, coz lze obecné oznacit za pokles bunécné viability vlivem mirného cytotoxického
ucinku pfi spodni moZné hranici pifi zapocteni smérodatné odchylky. V testech bunétné
adheze a proliferace se jednalo o jednu z nejvice osazenych misek, tedy ani zde nebyl
zaznamenan cytotoxicky ucéinek PPy/PVA. Tento vzorek rovnéz ze vSech z testovanych
vzorkill vykazoval nejmensi velikost Castic (d = 146 = 5 nm), coz je zddouci pro moznou
inkorporaci do tkdni. Na druhou stranu vzorek vykazuje nejvyssi povrchovou energii (y™°T
=68,69 £ 3,24 mN/m) a tedy lze soudit, Ze vzorek bude jeden z nejhife smacivych. Hodnotu
povrchové energie je mozno upravovat opakovanou reprotonaci (Shishkanova et al., 2005),
a tedy pii dal$im vyzkumu by se jevilo zddouci tento krok pii pifipravé vzorki zatadit

a sledovat zménu povrchové energie vzhledem k poctu provedenych repotonaci. Méfenim
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elektrické vodivosti se zjistilo, ze vzorek PPy/PVA je vodivy (¢ = 0,3223 + 0,0005 S-cm™).

Jeho vodivost by bylo mozné jesté ptipadné upravit tloustkou ptipraveného filmu.

Pro vzorek PPy/PVP byla pii 15 % hmotn. ptfidavku vzorku zaznamendna bunécna
viabilita 0,70 £ 0,11, vzorek tedy na buiky pii 15 % hmotn. koncentraci pisobil mirné
cytotoxickym ucinkem, buiiky byly pfi testu bunééné adheze a proliferace o néco méné
narostlé, nez v piipad¢ PPy/PVA. Lze tedy usoudit, Ze tento vzorek plisobi o néco malo vice
cytotoxicky, nezli vzorek PPy/PVA. Dokonce i velikost ¢astic tohoto vzorku je mirné veEtsi
(192 + 3 nm). Na druhou stranu niz§i povrchova energie (y'°T = 56,75 = 2,71 mN/m) byla
povazovana za zadouci. Téméf srovnatelnd, avSak opét mirn€ nizsi, byla u tohoto vzorku

naméfena elektrickd vodivost (6 = 0,2351 + 0,0025 S-cm™).

Vzorek, ktery 1ze z naméfenych vysledkii pomysIné umistit na tfeti pticku, PPy/CNC byl
na rozdil od pfedchozich dvou zminovanych vzorkl nejvodivéjsi (o = 0,6983 + 00026 S-cm”
1. Jeho povrchova energie y™©T = 58,00 + 1,68 mN/m napovida pozadované smagivosti
vzorku. OvSem zméiena velikost Castic 2209 + 86 nm je povazovana za nezadouci. Pfi
budoucim vyzkumu PPy/CNC by bylo vhodné se zaméfit na upravu velikosti ¢astic pii

ptipravé vzorku napt. zménou teploty a regulaci pénivosti (Ma et al., 2014).
Z namétenych vysledkil 1ze usuzovat, ze piipravené vodivé polymery maji potencial pro
vyuziti v TT a v biomedicinskych aplikacich. Z vysledki také zaroven vyplyva, ze pouziti

stabilizatorti nemélo vyznamny vliv na vSechny zkoumané vlastnosti.
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