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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na piipravu, modifikaci a charakterizaci filma elektricky
vodivého polymeru, polyanilinu. V teoretické casti jsou uvedeny vlastnosti a moznosti
pfipravy polyanilinovych filmii. V praktické ¢asti je popsano, jak byly syntetizovany poly-
anilinové filmy, které byly dopovany riznymi kyselinami a povrchové modifikovany. Na-
sledn¢ byly méfeny materidlové vlastnosti filmu, jako povrchova energie, mérna elektricka
vodivost, pH stabilita, morfologie a drsnost. Dale byly stanoveny biologické vlastnosti
filmi a to bunécna adheze, proliferace a migrace. Vysledky poskytuji pifehled o materialo-

vych a biologickych vlastnostech polyanilinovych filmu.

Klic¢ova slova: Polyanilin, vodivé polymery, polyanilinovy film, plazma, buné¢na aktivita

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the preparation, modification and characterization of
electrically conductive polymer, polyaniline. The properties and variol preparation tech-
niques of polyaniline films are summarized in the theoretical part. The practical part
describes sythesis of polyaniline films, their doping with various acids and their sufrace
modifications. Material properties of films were characterized by surface energy, electrical
conductivity, pH stability, mofology and roughness. Biological properties were determined
by testing of cellular adhesion, proliferation and migration. The results provide an over-

view of the materials and biological properties of polyaniline films.

Keywords: Polyaniline, conductive polymers, polyaniline film, plasma, cellular activity
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UvVOD

Makromolekularni latky polymerniho charakteru jsou zastoupeny pievazné elektricky ne-
vodivymi polymery, ale patii sem i nékolik zastupcu, které se svou mérnou elektrickou
vodivosti rovnaji polovodi¢tim. Jednim z nich je polyanilin, ktery je diky svym vlastnos-
tem a moznostem aplikaci stale vice studovanou latkou.

v

Polyanilin existuje v nékolika strukturnich formach, ov§em nejzajimav¢jsi je vodiva eme-
raldinova sul. Tuto zelenou vodivou formu polyanilinu lze piipravit nékolika zptsoby na-
ptiklad jako film, koloid, prasek nebo nanovlakna. Teoreticka Cast prace je zaméiena
zejména na polyanilinové filmy, jejich pfipravu, moznosti dopovani, vlastnosti a oblasti
aplikace. Z aplika¢niho hlediska jsou popsany zejména moznosti vyuziti polyanilinu
v tkdnlovém inZenyrstvi, nebot’ pravé pro tkané jako jsou svalova a nervova je polyanilin

vhodnym kandidatem.

V praktické Casti je popsana piiprava polyanilinovych filma s naslednou protonaci riznymi
kyselinami. Polyanilinové filmy byly dale povrchové modifikovany, pti¢emz byly pouzity
povrchové modifikace zvySujici moznosti pouziti polyanilinu v tkdfovém inzenyrstvi
a nasledné byly tyto povrchy charakterizovany. Na téchto filmech pak byly studovany bio-
logické vlastnosti, jako je proliferace, adheze a migrace bunééné linie mysich fibroblastu.
Byla stanovena jejich elektrickd vodivost, povrchova energie, drsnost a morfologie po-

vrchu.
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. TEORETICKA CAST
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1 VODIVE POLYMERY

Vodivymi polymery rozumime latky, u kterych se kombinuji zpracovatelské vlastnosti
polymeri s elektrickymi vlastnostmi polovodi¢t. K jejich vyraznému rozvoji doslo
v okamziku, kdy se roku 1977 zjistilo, Ze lze polyacetylen dopovat jodem. Halogenaci
trans-polyacetylenu doslo ke zvySeni elektrické vodivosti o né€kolik tada (Shirakawa
etal., 1977). Piestoze mé&l polyacetylen pomémé vysokou mérnou vodivost (38 S.cm™),
diky jeho omezené stabilité¢ se zaCala vénovat pozornost dalsSim vodivym polymerim se
snadngjsi syntézou a lehce ovlivnitelnymi elektrickymi vlastnostmi. Od béznych nevodi-
vych polymert, které jsou nasycené a maji pevn¢ vazané valenéni elektrony, se ty vodivé
1i8i tim, Ze vykazuji vlastni elektrickou vodivost. Ta je umoznéna diky systému konjugo-
vanych dvojnych vazeb, ve kterych se vyskytuji n-elektrony zodpovidajici za pfenos nabo-
je. Na fetézci dojde k delokalizaci elektronii, ktera je umoznéna piekrytim orbitalt n-vazeb
podél tetézce. Delokalizace pak umoziuje pienos naboje po polymernim fetézci (Prokes,
Stejskal a Omastova, 2001). Mezi nejznaméjsi piedstavitele vodivych polymert patii poly-
acetylen, polypyrrol, polyfenylen ¢i polythiofen, pti¢emz pozornost je v soucasnosti véno-
vana také polyanilinu (PANI), ktery si ji zaslouzil diky své stabilité, ovlivnitelné elektric-

ké vodivosti, jednoduché syntéze a redoxnim vlastnostem (Quazi, Rai a Boccaccini, 2014).

1.1 Vodivost

Schopnost materialu vést proud nazyvame vodivost. Tuto vlastnost popisuje fyzikalni veli-
¢ina konduktivita nebo také mérna elektrickd vodivost. Méfi se v jednotkdch Siemens (S)
na jednotku vzdalenosti, kterou je nejbéznéji centimetr. Vodivost je jedna z vlastnosti, kte-
ra umoznuje vyuzit vodivych polymert v oblastech tkanového inZenyrstvi, zabyvajicich se
elektrosenzitivnimi tkanémi, jako jsou svaly, nervy a srdecni tkan¢ (Prokes, Stejskal

a Omastova, 2001).

Na obrazku €. 3 jsou pro lepsi pfedstavu uvedeny hodnoty mérné vodivosti vybranych izo-
lantt, polovodict a vodicu. Elektricka vodivost souvisi s padsovou teorii a Sitkou zakazané-
ho pasu, tj. pdsu mezi valenénim a vodivostnim pasem. V piipadé€ izolanti je valencni pas
zcela zaplnén a je od vodivostniho oddé€len Sirokym zakdzanym pasem, pro jehoz piesko-
¢eni je potfeba dodat znatné mnozstvi energie. Naopak u vodicl valen¢ni pas neni zcela
zaplnén a Sifka zakdzaného pasu je velmi maléd (nulovd), tedy jde snadno ptekonat. Polo-

vodice, stejné jako izolanty, maji prazdny vodivostni pas. Sifka zakazan¢ho pasu ale neni
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tak Siroka, a proto mohou elektrony snaze pteskocit z valenéniho pasu (Balint, Cassidy

a Cartmell, 2014).

Anorganické Organickeé
latky polymery
6
10" stiibro
zelezo med ~ .
' = dopovany
s bizmut = polyacetylen
107" +—
\ polypyrrol
10"+ protonovany
o , 3 polyanilin
= germanium 3
S g
7107 3
o N
~ kiemik
= trans-polyacetylen
o) -0
> 10T \
'S A
0 . polyethylen
= 10+ cis-polyacetylen
polyanilinova baze
12 sklo §
10 " —+ S
polyvinylchlorid
s diamant
10 —+ polystyren
5133 polytetrafluoroethylen
petal kiemen jantar

Obrazek 1 Elektricka vodivost vybranych anorganickych latek a organickych polymert
(Stejskal, 2006, str. 2)

Jak jiz bylo uvedeno vyse, za pienos vodivosti v polymerech jsou zodpoveédné n-elektrony,
které odpovidaji pasiim v polovodi¢ich (Prokes, Stejskal a Omastova, 2001). Siika téchto

zakazanych pasi ma spolecné s teplotou vliv na vodivost polovodict. Delokalizace
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n-elektronll je umoznéna diky p-orbitalim, které se piekryvaji a tim elektroniim poskytu;ji
moznost pohybu mezi atomy (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014).

Tabulka 1 Elektricka vodivost jednotlivych vodivych polymeri. Upraveno dle (Balint,
Cassidy a Cartmell, 2014).

Polymer Vodivost (S cm™)
Polypyrrol 10>-7.5 x 10°
Polyanilin 30-200

Polythiophen 10-10°
Polyacetylen 10°-1.7 x 10°
Poly(p-phenylen) 10°-10°
Poly(p-phenylenevinylen) 3-5x10°

1.2 Priprava vodivych polymeri

Vodivé polymery mohou byt piipraveny chemicky nebo také elektrochemicky, pii¢emz
ob¢ moznosti maji jak vyhody, tak i nevyhody. Napiiklad vodivé polymery pfipravené
ky (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014). Mezi chemické syntézy patii kondenzacni polymeri-
zace, pii které dochazi k produkci nizkomolekularniho produktu (obvykle vody). Dalsi
chemickou metodou je adi¢ni polymerizace, ktera mtize mit radikalovy, aniontovy nebo
kationtovy pribeh. Vyhodou chemické syntézy je moznost ptipravy vétsiho mnozstvi pro-

duktu (Guimard, Gomez a Schmidt, 2007).

Druhou moznosti je elektrochemicka polymerizace. Pti elektrochemické polymerizaci se
vyuziva tii elektrod (pracovni, pomocna a referencni) v roztoku monomeru, rozpoustédla
a ptfimési. Po priichodu proudu pies roztok se na kladné elektrodé tvoti polymerni fetézce
z monomeru. Vysledkem je tenkd vrstva polymeru, jejiz tloustku miizeme ovlivnit (Balint,
Cassidy a Cartmell, 2014). Pro strukturni a elektrické vlastnosti je dulezita teplota, typ roz-
poustédla, Cas, elektrody a elektrolyt a mnozstvi produktu je limitovano geometrii elektro-
dy (Guimard, Gomez a Schmidt, 2007). Podrobné&ji se syntéze budu vénovat dale
v podkapitole 2.6.
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1.3 Vlastnosti a vyuziti vodivych polymeri

V poslednich 30 letech se kazdym rokem zvySuje zajem o vodivé polymery a s nim i pocet
jejich aplikaci. Pfi srovnani s polovodici jsou vodivé polymery zajimavé schopnosti ménit
svou strukturu a s ni i vlastnosti v zavislosti na okolnim prostfedi, coz je mozno vyuzit
v nékolika moznych aplikacich (Freud a Deore, 2007). Piiklady aplikaci vodivych polyme-
ri mohou byt antikorozni natéry pro ochranu kovu (Baldisser a Ferreir, 2012) ¢i antistatic-
ké povlaky ad. (Naarman, 2000).

Vodivé polymery jsou vétSinou hydrofobni a tato vlastnost je hlavnim omezenim k uspés-
nému zachyceni adheznich proteind na jejich povrchu. Adheze proteind je dilezita prede-
v§im pro aplikace v tkdflovém inzenyrstvi. Nicméné, stale jesté neni ujasnéno jaké hodnoty
nizké hydrofobnosti, drsnosti povrchu a vodivosti jsou optimalni pro rist konkrétnich bu-
néénych linii (Ravichandran et al., 2010). Ackoliv vodivé polymery maji pomérné dobré
povrchové vlastnosti, pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi by byla vhodné&jsi mensi kieh-
kost, vétsi poddajnost a rozlozitelnost (Guimard, Gomez a Schmidt, 2007). Vice o této

problematice bude fe¢eno v podkapitole 3.1 vénované tkanovému inzenyrstvi.

Vodivych  polymerd je celda fada:  Polypyrrole, Polyaniline, Poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), Polythiophen, Polythiophene-vinylene, Poly(2,5-
thienylenevinylene), Poly(3-alkylthiophene), Poly(p-phenylene), Poly-p-phenylene-
sulphide, Poly(p-phenylenevinylene), Poly(p-phenylene-terephthalamide), Polyacetylene,
Poly(isothianaphthene), Poly(a-naphthylamine), Polyazulene, Polyfuran, Polyisoprene,
Polybutadiene,  Poly(3-octylthiophnene-3-methylthiophene) a  Poly(p-phenylene-
terephthalamide). Nicmén¢ téch vyznamnych a podrobnéji zkoumanych je podstatné méng.
Zkoumanymi polymery jsou zejména ty, jeZ patii do skupiny polyheterocykli, nebot’ vy-
kazuji dobrou stabilitu a vysokou vodivost. Do této skupiny patii pravé polyprrol, polyani-
lin a polythiofeny (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014). V nasledujicich podkapitolach bych
se rada kratce zminila o vlastnostech a vyuziti téchto nejvyznamnéjsich zastupctu vodivych

polymert, pfi¢emz polyanilinu bude v€novana samostatna kapitola niZe.

1.3.1 Polyacetylen

Polyacetylen byl prvnim syntetickym vodivym polymerem a zaroven jde o nejjednodussi
konjugovany polymer. Poprvé byl pfipraven roku 1958 (Arsalani a Geckeler, 1995) jako

cerny prasek vysrazenim z roztoku. Reakénimi podminkami, jako naptiklad teplotou, pH,
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rozpoustédlem, I1ze ovlivnit morfologii konjugovaného polymeru. Je mozné pfipravit pra-
Sek, gel, porézni hmotu nebo film, ktery lze i natahovat. Dopovanim jédem lze dosdhnout
mémé vodivosti az 10° S/cm. Nerozpustnost, netavitelnost a nestabilnost na vzduchu pied-
stavuji problémy pro zpracovani polyacetylenu. Tomuto problému bylo vénovano mnoho
studii a rozpustny polyacetylen byl pfipraven substituci halogenii (Kleist a Byrd, 1969).
V tomto piipadé ovSem dojde ke snizeni vodivosti, nebot’ se snizi délka konjugovaného

fetézce (Organic Electronic Chemicals, 2008).

1.3.2 Polypyrrol

Polypyrrol (PPy) je jednim z nejvice zkoumanych vodivych polymert. Jeho fetézce jsou
slozeny z pyrrolovych jader. Polymer lIze snadno pfipravit chemicky i elektrochemicky.
Chemicky muze byt polypyrrol pfipraven v kyselém prostiedi oxidaci peroxidem vodiku,
pficemz vznikne nerozpustny cerné zbarveny polymer. Elektrochemicka syntéza probiha
ve vodném roztoku, kde polymer vznikd ve form¢ filmu na elektrod€, nicméné ptesny pri-
béh reakce neni plné zndm. Pro piipravu vét§tho mnozstvi jsou vhodnéjsi chemické poly-
merizace nez elektrochemické (Prokes, 2011). Mezi vyhodné vlastnosti polypyrrolu patii
snadna syntéza, komer¢ni dostupnost, dobra biokompatibilita in vitro i in vivo, schopnost
vysoké elektrické vodivosti a chemicka stabilita v prostfedich jako je vzduch a voda (Ates
et al., 2012). V soucasnosti se vyuziva v mnoha aplikacich, jako palivové ¢lanky, antista-
tické povlaky, superkondenzatory, ochrana proti korozi, v poc¢itacovych displejich, mikro-

chirurgické nastroje, biosenzory a neuronové sondy (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014).

1.3.3 Polythiofen

Polythiofenu se vénuje pozornost vV poslednich dvaceti letech a to predevSim diky inertnos-
ti k Zivotnimu prostiedi a tepelné stabilité, coz nabizi Siroké uplatnéni. Polymery na bazi
thiofenu mohou byt vyuzity v elektronice citlivé na svétlo, nebot’ mohou reverzibiln¢ ménit
barvu zaroven se zménou redoxniho stavu. Kombinaci s polyalkylovymi derivaty je mozné

dosahnout lepsi rozpustnosti a vyssi kapacity polythiofenu (Ates et al., 2012).

Dals8imi zajimavymi derivaty thiofenu jsou poly(3,4-etylendioxythiofen) (PEDOT) a poly-
thiofenové derivaty (PTH). PEDOT vznika polymeraci bicyklického monomeru 3,4-
etylendioxythiofenu. PEDOT ma dobrou chemickou i elektrickou stabilitu a lepsi vodivost

a tepelnou stabilitu nez polypyrrol. V soucasné dobé se PEDOT pouziva bioinZenyrskych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

aplikacich napf. v nervovych elektrodach, nahradach srdecniho svalu a jako biosenzory
(Balint, Cassidy a Cartmell, 2014)

1.3.4 Poly-para-fenylen

V porovnani s ostatnimi vodivymi polymery se poly(p-fenylen) (PPP) vyznacuje vysokou
chemickou stabilitou i stabilitou na vzduchu. Navic se od ostatnich 1i§i i pfipravou. Neni
vyroben oxidacni polymeraci monomeru, ale nejbéznéji je pfipravovan oxidace benzenu
s Friedel-Craftsovym katalyzatorem. Vysledkem takovéto reakce je polykrystalicky prasek.
Nejjednodussi poly(p-fenylen) je ale nerozpustny a nepoddajny, a proto se Casto pouzivaji
derivaty substituované alkylovymi skupinami. Tento polymer je také vhodny pro pfipravu
filma a diky svym dobrym luminiscencnim vlastnostem je vhodny pro pouziti v organic-

kych LED (Organic Electronic Chemicals, 2008).

Poly(p-fenylendiamin) je derivatem PPP, ktery by také mohl nalézt vyuziti v poli biomedi-
ciny. Nedavno ale bylo zjisténo, Ze vykazuje cytotoxicitu a tim je omezeno jeho pouZiti ve
styku sbuikami a tkanémi. Je =zajimavé, Ze jeho analogicky polymer poly(o-
fenylendiamin) vykazuje lep$i buné¢nou adhezi, proliferaci a nevykazuje cytotoxicitu. To
muze byt zplisobeno odlisnou cytotoxicitou prekurzorti pouzitych pii polymerizaci nebo
odlisnou morfologii vyslednych polymerd, ktera taktéz maze ovliviiovat cytotoxicitu (Ku-

cekova et al., 2016).

1.3.5 Poly-para-fenylen-vinylen

Poly-para-fenylen-vinylen Patii mezi nejlépe rozpustné vodivé polymery a je vhodny pro
ptipravu tenkych filmi. Pokud je poly-para-fenylen-vinylen v orientovaném stavu, je krys-
talicky, pevny a na vzduchu staly. V porovnani s ostatnimi vodivymi polymery ma ale
velmi nizkou vlastni vodivost. To 1ze zvysit dopovanim jodem, chloridem Zelezitym, nebo
kyselinami. Podobné jako PPP je vhodny pro elektronické aplikace, jako jsou fotovoltaické

panely diky izkému optickému zakazanému pasmu (Organic Electronic Chemicals, 2008).
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2 POLYANILIN

Polyanilin je polymerni material znamy vice nez 150 let. Poprvé byl vytvoien roku 1840,
kdy se J. Fritsche snazil ziskat nova synteticka barviva z indiga. Nicméné vétsi pozornosti
se polyanilinu dostalo az v poslednich 30-ti letech (Prokes, Stejskal a Omastova, 2001).
Vyhodou polyanilinu ve srovnani s jinymi vodivymi polymery je, ze anilin je pomérné
levny a polymerizacni proces je jednoduchy s vysokym vytézkem. Vodivy polyanilin se
vyznacuje dobrou chemickou stabilitou a zaroven relativné vysokymi hodnotami elektrické
vodivosti v rozmezi 5 — 15 S/cm. Elektricka vodivost polyanilinu je srovnatelna s hodno-
tami elektrické vodivosti polovodict, které se pohybuji v rozmezi 10® - 10° S/cm (Narkis
et al., 2000). Diky témto vlastnostem se polyanilin stal jednim z nejvice studovanych vodi-

vych polymert posledni doby.

2.1 Struktury polyanilinu

Polyanilin je linearni polymer tvofeny velkym mnoZstvim monomernich jednotek — anilinu
(CeHsNH,) a mize se vyskytovat v odlisnych strukturnich formach oznacovanych jako
leukoemeraldin, protoemeraldin, nigranilin, pernigranilin a Esmeraldin (Pauley, 2000).
Struktura jednotlivych forem je zobrazena na obrazku ¢. 1. Tyto formy se vzajemné lisi
svymi chemickymi i fyzikdlnimi vlastnostmi (strukturou, stabilitou, zbarvenim, vodivosti),
které zavisi na stupni oxidace ¢i protonace. NejCast€jsi strukturou je zelend, vodiva stl
a modra, nevodiva baze. Tyto dvé struktury na sebe mohou vratn¢ piechazet pii pH 5 — 6.
Ptechodu ze soli na bazi je dosazeno plsobenim alkalii, coz mize byt hydroxid amonny
(Stejskal a Gilbert, 2002). V tkanich tento pfechod miize pusobit i problematicky. Pokud je
pro danou aplikaci vyZadovéana vodivost a dojde k pfechodu, polymer ztraci vodivost a S ni
i svou funkci. K tomu ale ve fyziologickém prostiedi dojde, a proto je snaha vyvinout

strukturu, ktera je stabilni pfi zméné pH.

Strukturu polyanilinového produktu lze ovlivnit reakéni teplotou. Ptfi 20 °C je dosazeno
amorfni struktury, kdezto pfi -50 °C dosdhneme semikrystalické struktury polyanilinu

(Prokes a Stejskal, 2004).
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Obrazek 2 Formy polyanilinu (Prokes, Stejskal a Omastova, 2001)

2.2 Polyanilinovy film

Polyanilinovy film vnika v prubéhu oxida¢ni polymerace anilinu na substratu, ktery je po-
nofen do reakéni smési. Povrch libovolného pfedmétu je nasledné pokryt tenkou vrstvou
polyanilinu. Nejprve vznikaji anilinové oligomery, které jsou hydrofobné&jsi nez pivodni
anilinové kationty, a maji tedy tendenci oddélit se od vodného prostiedi (Stejskal a Gilbert,
2002). Dochazi k jejich adsorpci na povrch, ktery je v kontaktu s reakéni smési. Na oligo-
merech se pak polyanilinové fetézce tvoii pfednostné a film nasledné roste, ziskava globu-
larni vzhled a drsny povrch namisto puvodné hladkého povrchu (Stejskal a Sapurina,
2005). Tloustka pripraveného filmu zavisi na zvolené metod¢ pfipravy, o moznostech se
zminim v dalSich podkapitolach. Vznikly film ma obvykle tloustku v rozmezi 40 — 400 nm
a miZe byt pfipraven témét na jakémkoliv povrchu, ktery je ponofen v reakéni smési

a ktery je staly v kyselém prosttedi (Trchova et al., 2005).

2.3 Polyanilinovy koloid

Polyanilinovy koloid Ize pfipravit polymeraci anilinu ve vodném médiu obsahujicim vhod-

ny, ve vodé rozpustny polymer, ktery ma funkci stabilizatoru (napiiklad polyvinylpyrroli-
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don PVP). Princip rtstu polymerniho fetézce je obdobny jako v ptedchozim piipadé, kde
roli pevného povrchu piebira stabilizator. Oligomery zde adsorbuji na stabilizatoru za
vzniku PANI jadra a nasledného riistu polymerniho fetézce. Castice koloidniho PANI maji
nepravidelny tvar a jejich velikost je zavisla na koncentraci stabilizatoru a stejn¢ tak na

koncentraci monomeru (Stejskal a Sapurina, 2005).

2.4 Polyanilinova nanovlakna

Metodou pro piipravu polyanilinovych nanovlaken je elektrostatické zvlaknovani, kterému

je vénovano stale vice védeckych studii. (Razak et al., 2015).

Principielné jde o zvlaknovani z jehly, pfiCemz samotna metoda je znama jiz od pocatkl
20. stoleti. Z roztoku PANI baze jsou formovany nanovldkna a to s pomoci elektrického
pole. Jehla/kapildra zde slouzi jako jedna elektroda a druhou elektrodou pak kolektor, ktery
vytvorené nanovlakna zachytava a je spojen se zdrojem vysokého napéti. Vysoké napéti je
obvykle v rozmezi 10 — 30 kV a je v kontaktu s kapalinou (Beachleay a Wen, 2010). Diky
tomuto napéti vznika na povrchu kapaliny naboj. Dochazi k deformaci povrchu kapaliny,
¢imz vznika tzv. Taylortv kuZzel. Nabity proud tekutiny je pak pfitahovan k uzemnénému
kolektoru, ktery je v pevné vzdalenosti od kapilary. V prubéhu letu tekutiny dochazi
vliv cela fada faktorti a to procesni, systémové 1 okolni prostredi. Naptiklad elektricka vo-
divost roztoku, vzdalenost mezi elektrodami, primér trysky, pohyb kolektoru, teplota
a vlhkost vzduchu, ale také vlastnosti pouzitého materidlu, jako molekulova hmotnost, jeji
distribuce, viskozita hustota ad (Razak et al., 2015). Mezi vyhody této metody patii jedno-
ducha instalace, cenova dostupnost, vysoka kontrola priméru, mikrostrukturou a uspora-
danim, vhodnost pro Siroké spektrum materialii. Tento postup je navic blizky biologickym
postuptim pfi vzniku nanovlaken, jako je napf. celuldéza nebo kolagen. Nevyhodami jsou
Spatnd infiltrace bunék dovnitf scaffoldid a pouZzivani Casto toxickych rozpoustédel (Be-

achleay a Wen, 2010).
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Obrazek 3 Schéma principu elektrostatického zvlakniovani (Beachleay a
Wen, 2010).

2.5 Syntéza polyanilinovych filmii

Pti pfipravé polyanilinovych filma jsou dvé moznosti. Mizeme zvolit chemickou, anebo
elektrochemickou syntézu, které pak maji vliv na vyslednou kvalitu a morfologii produktu.
Pro vyrobu praskt nebo silngjsich filmt se pouzivaji chemické metody, naopak pro velmi

tenké filmy se voli metoda elektrochemicka.

2.5.1 Chemicka syntéza

Nejbéznéji se PANI piipravuje chemickou metodou. Polyanilin je mozné pfipravit jako
film, prasek nebo koloidni disperzi. Syntéza polyanilinu je pomémé jednoducha a levna
zaroven. Bézné se polyanilin syntetizuje oxidaci anilinu hydrochloridu peroxydvojsiranem
amonnym dle obrazku ¢. 2. V praxi se rozpusti zvlast’ anilin hydrochlorid ve vod¢ a pero-
xydvojsiran amonny také ve vodé. Oba roztoky o stejnych objemech se smichaji a dojde
k polymerizaci, béhem které se barva smési méni z modré na tmavé zelenou. Jelikoz se
jedna o exotermickou reakci, neni mozné ptipravovat smés ve velkém objemu. Takto pfi-
praveny film se oplachuje zfedénou kyselinou chlorovodikovou, ptficemz dojde
k odplaveni srazenin, zbytkli monomeru a poté se film oplachne acetonem. Vznikly film
polyanilin hydrochloridu méa mérnou vodivost 5 S.m™ (Prokes, Stejskal a Omastov4,

2001).
Vyhodou chemické syntézy je moznost piipravy vétsiho mnozstvi polymeru a Sir§i moz-
nosti modifikace polymerniho fetézce. Nevyhodou ovSem je, Ze nelze pfipravit velmi tenké

filmy a také komplikovanéjsi syntéza (Guimard, Gomez a Schmidt, 2007). Pfi polymeraci
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dochdzi k vzristu teploty reakéni smési z 20 °C na 38 °C, coz pfi pouziti koncentraci nad

1 M, ¢i vétsim mnozstvi reakéni smesi muze vést az k explozi (Stejskal a Gilbert, 2002).

4n@NHz.t{{TI +  5n(NHg)S:05 —»

+2n HCl +5n H,;8O, + 510 (NH,),S0,

Obrazek 4 Syntéza PANI z anilinu hydrochloridu a peroxydvojsiranu amonného (Stejskal
a Gilbert, 2002).

2.5.2 Elektrochemicka syntéza

Pro ptipravu vodivého polymeru je nutné pouzit monomery schopné oxidace ¢i redukce pfi
tvorbé polymeru. V piipadé elektrochemické syntézy se Castéji polymer piipravuje v oxi-
da¢nim rezimu, neboli elektrochemickou anodickou oxidaci a redukéni katodicka polyme-
race se pouziva ojedinéle. PANI se pfipravuje oxidaci anilinu peroxydvojsiranu v kyselém
prostiedi. Nejéastéji se polymerace provadi pomoci tii elektrod v roztoku monomeru, vod-
ného rozpoustédla a elektrolytu. Pti priichodu proudu roztokem dochazi k vysrazeni poly-
meru na kladné nabité elektrodé (anod¢). Monomery na povrchu elektrody podstoupi oxi-
daci za vzniku radikal kationtu a ty reaguji s jinymi monomery nebo radikal kationty za
vzniku nerozpustného polymerniho fetézce na povrchu elektrody (Guimard, Gomez
a Schmidt, 2007). Velkou vyhodou této metody je, ze vysledkem je jiz nadopovany vodivy
polymer, do néhoz se dopanty (ionty opacného naboje nez ma fetézec polymeru), dostavaji
z kyselého elektrolytického média. Na vysledné vlastnosti ma vliv pouzité rozpoustédlo
a elektrolyt, pH, koncentrace monomeru, pouzity proud, teplota, material a struktura po-

vrchu elektrod (Stejskal, 2006).

Mezi dalsi vyhody elektrochemické syntézy patii moznost piipravy velmi tenkych filmu,
jednoduchost syntézy a Cistota pfipravenych filmi. Navic Ize fidit rychlost polymerace
a tloustku ptipravovaného polymeru. Nevyhodami je obtizné odstranéni pfipraveného fil-
mu z povrchu elektrody a obtizna modifikace vysledného vodivého polymeru (Guimard,

Gomez a Schmidt, 2007).
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2.6 Dopovani polyanilinu

Pro vznik vodivosti je ale obvykle nutno vyuzit tzv. dopovani pomoci sloucenin, které zpt-
sobi oxidaci (vznik kladného naboje odebranim elektrontt) nebo redukci (vznik zéporného
naboje dodanim elektronti) polymeru (Malhotra a Singhal, 2003). Oxidace nebo redukce je
tedy provadéna prostfednictvim aniontd nebo kationtd, které pak muizeme oznacit jako
dopujici latky. Dopovanim polyanilinové baze organickou nebo anorganickou kyselinou
dojde k dodani nebo odebrani elektront do/od polymerniho fetézce a k vytvoteni polaronu
nebo bipolaronu, které po aplikaci napéti putuji po fetézci a tvoii elektricky proud. V PANI
soli jsou tedy pfitomny anionty, které¢ vyvazuji kladny naboj PANI fetézce. Pfitomny anion
je odvozen od kyseliny, ktera byla pouzita pii dopovani. Pouzita kyselina a jeji koncentra-

ce maji dale vliv na vyslednou vodivost PANI filmu (Kohl a Kalendova, 2014).

Zatimco emeraldinovd baze mé& pomérné nizkou mérnou elektrickou vodivost
(10% S.cm™), sill vytvofena zménou oxidagniho stavu baze ma mérmou elektrickou vodi-
vost mnohem vyssi (30 S.cm™) (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014). Je tedy patrné, ze do-
povanim miZeme zvySit mérnou vodivost polyanilinu az o 10 fadd (Prokes, Stejskal
a Omastova, 2001). Pfesnd vodivost zavisi na zpiisobu piipravy a také na pouzité kyseliné
pro vznik soli, obsahu vody, pifimésich, délce fetézcli polymeru a jeho krystalizaci. Nartist
vodivosti pii pfeméné baze na sil je vysvétlovan zménou molekularni struktury polymeru.
(Das, Datta a Contractor, 2014). Ve formé baze jsou fetézce svinuté, kdezto ve formé soli
jsou diky vzniklému pozitivnimu néboji rozvinuté, nebot se fetézce odpuzuji. Po rozvinu-
tém fetézci se elektrony snadnéji delokalizuji a tim vodivost roste. Bylo zjisténo, Ze pii
fyziologickych podminkach si PANI dokazal udrZet vodivost po dobu 100 hodin (Balint,
Cassidy a Cartmell, 2014).

Kyseliny pouzité pii dopovani neovliviiuji pouze vodivost, ale mohou mit vliv i na dalsi
povrchové vlastnosti pfipravenych filmt. PouZitim vhodnych kyselin mohou filmy napfi-
klad ziskat antikoagulaéni Uc¢inky. Toho lze docilit methakrylovymi kopolymery, které
obsahuji funk¢ni skupiny (sulfonové, karboxylové) podobné jako heparin, jez je znamy
prave svymi antikoagula¢nimi vlastnostmi (Humpolicek et al., 2015). Jednou z téchto ky-
selin je naptiklad poly(2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova kyselina) (PAMPSA),

ktera byla také pouzila v rAmci mé diplomové prace.

Na vodivost polyanilinu maji vliv reakéni podminky. Pokud naptiklad pouzijeme pfi po-

lymeraci kyselinu chlorovodikovou v nadbytku, produkt ma lepsi vodivost a navic reakce
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probihé rychleji. Stejné tak, pokud snizime reakcni teplotu na 0 — 2 °C, ptipraveny PANI
bude mit vodivost téméef dvojnasobnou. Pokud ale PANI pfipravime ve vétSim mnozstvi,
jeho vodivost se snizi, coz pravdépodobné souvisi s vyssi reakéni teplotou (Stejskal a Gil-
bert, 2002).

Pro dopovani mohou byt pouzity i jiné moznosti, nez jsou chemicka ¢inidla. Lze vyuzit i
elektrochemické dopovani, pifi kterém bude polymer pfipojen k elektrod€. Princip elektro-
chemického dopovani je obdobny chemickému, pouze se zde pro provedeni oxidace nebo

redukce pouzije vnéjsi zdroj napéti (Freund a Deore, 2007).
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3 APLIKACE POLYANILINU

Polyanilin mize byt vyuzit v fad¢ rtiznych odvétvi. Prikladem jeho aplikaci mohou byt
povlaky odolné proti korozi (Mirmohseni a Oladegaragoze, 2000), flexibilni displeje (Kel-
ly et al., 2013), lehké baterie (Gurunathan, Amalderkar a Trivedi, 2003), kondenzatory (Lu
et al., 2007), elektrolyty (Tang et al., 2012), svételné diody (Jang, Ha a Kim, 2008), anti-
statické vrstvy (Soto-Ovideo et al., 2006), v mikroelektronice (Beh et al., 1999), foto-
voltaickych ¢lancich (Bejbouji et al., 2010), nebo na elektromagnetické stinéni (Dhawan,
Singh a Rodrigeus; 2003) diky pohlcovani infracerveného a mikroviného zafeni (Pauley,
2000).

Moznych aplikaci polyanilinu je velmi mnoho a neni mozné je zde vSechny popsat.
Nicméné, lze konstatovat, Ze polyanilin mtze nalézt uplatnéni v elektromechanice, elek-
tronice, v oblasti antistatickych materialii, senzor a biosenzord, svétlo emitujicich a zob-
razovacich zafizeni a v mnoha dalSich oblastech. Vyuziti pfi ochran¢ proti korozi muize
najit vyuziti i na raketoplanech ve vesmiru nebo odpalovacich rampach, na kterych diky
kyselym vyfukovym plynim dochézi ke korozi. Polyanilin je zde vyhodny, nebot’ je pouzit
Vv tenké vrstveé, kterd konstrukci nezatizi a zaroven zabrani prostupu elektroni ke kovu,
takze nedojde k oxidaci (Mirmohseni a Oladegaragoze, 2000). Zajimavou oblasti vyuZiti
polyanilinu jsou i displeje vyuzivajici organickych elektroluminiscenénich diod (OLED),
které maji vysoké rozliSeni a nepotfebuji podsviceni. Dalsi oblasti v elektronice jsou inte-
grované obvody, které Ize ohnout do pravého uhlu, aniz by doslo ke ztraté funkcénosti, ¢imz

se zna¢né 1isi od soucastek z anorganickych materiald (Jang, Ha a Kim, 2008).

Avsak moznosti pouziti jsou omezeny Spatnou zpracovatelnosti, kvili Spatné rozpustnosti
V béZnych rozpoustédlech a nemoznosti pfevodu do taveniny. DalSi omezeni souvisi s Vy-
slednymi mechanickymi vlastnostmi, které¢ se ale daji vylepsit smichanim s jinym kon-
venénim polymerem, jenZ umozZni lepsi zpracovatelnost a fyzikalni vlastnosti (Narkis et al.,

2000).

3.1 Tkanové inZenyrstvi

Oblast tkanového inZenyrstvi ma za cil regeneraci ¢i nahradu poskozenych nebo zni¢enych
tkani. Scaffold by mél napodobit vlastnosti a strukturu organu a funkci extracelularniho
matrix pro podporu bunééného rustu. Je tedy ziejmé, Ze se nejedna o jednoduchou discipli-

nu, ale naopak o vysoce komplexni (Quazi, Rai a Boccaccini, 2014). Material, ktery ma
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byt pouzit v lidském téle musi spliiovat mnoho vlastnosti a kritérii zaroven a dalsi poza-
davky, které souvisi se zamyslenou aplikaci jako je smacivost, mechanicka tuhost, pruz-
nost, struktura povrchu ad. Naptiklad pro pouziti materialu v tkanich jako jsou nervy, kos-
terni svalovina a srdecni svalovina je vhodna elektrickd vodivost materialu, nebot’ prave
elektrickd vodivost je jednou z klicovych vlastnosti pro spravnou funkci vyse zminénych
tkani. Navic bylo prokdzano, ze elektrické podnéty mohou vyvolat zddouci bunécné ode-

zvy (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014).

Dale je dulezita hydrofilita materialu, ktera muze byt zlepSena vhodnou povrchovou modi-
fikaci. Napftiklad oSetfeni povrchu plazmou. Co se ty€e polyanilinu, tak ten miize byt vyu-
Zit jako substrat pro buné¢nou stimulaci, jako biosenzory, bio-pohony, nosice 1¢kta, multi-
funk¢ni nanovlakna, anti-bakterialni substraty a v dalSich aplikacich (Quazi, Rai a Boc-
caccini, 2014). Vyznam ma také pro srdeéni tkaniové inzenyrstvi a diferenciaci myoblastl

i neuront (Moura a De Quieroz, 2011).

3.1.1 Polyanilinové filmy

Samotny polyanilin nema mnoho vyuziti v oblasti tkanového inzenyrstvi. Jednou z aplikaci
samotného vodivého PANI filmu lze uvést fizeni bunééného chovani skrze elektrickou
signalizaci. Jednou z vyhod pouziti polymert v tkanovém inzenyrstvi je moznost pouziti
Sirokého spektra povrchovych modifikaci. Stejné tak v ptipadé PANI filmu, mohou byt na
povrch absorbovany nebo chemicky navazany biomolekuly, naptiklad pro lepSi porosteni
scaffoldti bunikami po povrchové upravé PANI filmem (Quazi, Rai a Boccaccini, 2014).
U distych polyanilinovych filml vznika problém se zménou pH. Zménou pH totiz dochazi
ke ztrat¢ vodivosti filmd. Dalsim problémem je kiehkost filmu a tedy Spatné¢ mechanické

vlastnosti. Tento problém lze ale zlepSit pouzitim polyanilinovych kompozitt.

3.1.2 Polyanilinové kompozity a smési

Polyanilin v kombinaci s jinymi biokompatibilnimi a biodegradovatelnymi polymery mize
tvofit vodivé kompozity s ovlivnitelnymi mechanickymi a fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi. Moznost ménit mechanické vlastnosti jako je pevnost a elongace souvisi se zme-
nou obsahu PANI. Vysledny kompozit mliZze pfesn€é napodobovat vlastnosti nativni tkan¢,
a proto miize byt vyuZzit pro jeji regeneraci nebo nahrazeni (Quazi, Rai a Boccaccini,

2014).
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3.1.2.1 Biosenzory

Jednim ze zafizeni, kde se dd& PANI vyuzit, jsou biosenzory. Jde o zafizeni monitorujici
a diagnostikujici metabolity (glukoza, hormony, neurotransmitery, protilatky, antigeny) pro
klinické ucely. Biosenzor je sloZen ze snimaciho prvku, tedy biologicky citlivé ¢astice (bi-
omolekula) a prevodniku. Snimaci prvek reaguje se zkoumanou latkou, pfi¢emz dochazi
k produkci signalu (elektrony, hmotnost, svétlo, teplo atd.), ktery je prenasen pirevodnikem
a ten zaroven meéni tento signal na elektricky (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014). Vodivé
polymery jsou Siroce vyuzivany V biosenzorech, nebot’ mohou integrovat signaly produko-
vané biologickym snimacim prvkem, jako jsou naptiklad enzymy. Ptredpoklada se, ze vo-
divy polymer zprosttedkuje pfenos elektroni mezi enzymem (oxiddza, dehydrogenaza)
a kone¢nou elektrodou. Co se tyce polyanilinu, mize byt vyuzit v biosenzorech pro stano-
veni hladiny medicinsky dulezitych latek, jako je koncentrace glukozy nebo cholesterolu
V krevnim obéhu (Guimard, Gomez a Schmidt, 2007). Naptiklad Andreau et al. (2005)
popsali ve svém ¢lanku vyuziti polyanilinu pro stanoveni vitaminu C, diky absorp¢ni zm¢-
né polyanilinu pfi svételném zareni o vinové délce 700 nm. Déle bylo vyuzito tenkého vo-
divého PANI filmu na desticce ze skla, oxidu india a cinu. Na tuto desti¢ku lze imobilizo-
vat cholesterol oxidazu, a tudiz mize byt vyuzita jako biosenzor cholesterolu (Dhand et al.,
2007).
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Obrazek 5 Strukturni model biosenzoru. ITO — cinovy oxid india, SG — sulfonovany gra-

fen. (Das a Yoon, 2015).

3.1.2.2 Kosterni svalovina

Dalsi vyznamnou aplikaci PANI jako kompozitniho materidlu v ramci tkanového inze-
nyrstvi je kosterni svalovina. Konkrétné tedy podpora diferenciace myoblastli na svalové
buiiky, které jsou nezbytnou soucasti pro dobrou funkci svalu (Jun, Jeong a Shin, 2009).
Prubéh diferenciace myoblastii na svalové builky je zndzornén na obrazku 6. Vychozi
bunkou, ktera vede ke vzniku svalovych vlaken je myoblast. Myoblasty jsou jednojaderné
vietenovité buitky. Myotuby jsou mnohojaderné valcovité trubice, vzniklé splyvanim my-
oblastli. Myofibrily vznikaji ¢innosti organel lezicich v sarkoplazmé myotub. Pfi dalsi dife-
renciaci putuji jadra k povrchu myotuby a myofibrily do centra. Myotuba tak dokonci

vyvoj ve svalové vlakno, které jiz neni jiz schopné déleni (Abmayr a Pavlath, 2012).

Vlakna piipravena elektrostatickym zvlaknovanim musi napodobit funkci 1 tvar pfi¢né
pruhované svaloviny. V in vitro studiich bylo dokazano, ze topografie vlaken muze aktivo-
vat specifické funkce a napomoct regeneraci tkané v in vivo (Jeong et al., 2008). Podobn¢

se mohou vyuzit kompozitni PANI vlakna pii diferenciaci kmenovych bunék na speciali-
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zované bunky (Lee, 2013). Zhang et al., 2016 zjistili, Ze elektricka stimulace zlepSuje oste-
ogenni diferenciaci na mezenchymadlnich kmenovych buikéach tukové tkang. Buiky na
filmu z polypyrrolu a polykaprolaktonu byly vystaveny stejnosmérnému proudu 200 pA
4 hodiny denné po dobu 21 dni. ZlepSeni diferenciace nastalo v disledku zmény otevieni

napét'ove fizenych iontovych kanalt.

Polyanilin pfi zméné redoxnich stavli mize prochazet objemovou zménou, ¢imz se nabizi
k aplikacim jako umélé svaly. Podobné jako sval v téle, je PANI schopen vyvinou mecha-
nickou silu zaloZzenou na chemické reakci ve fyziologickém prostiedi. Vyuziti PANI je zde
vyhodné zejména proto, Ze pomoci nizkého napéti dojde vysoké a rychlé deformaci.
Vhodna je naptiklad kombinace PU/PANI, nebot’ polyuretanova vldkna jsou pevna, ale
pruzna a jsou pouzita jako Sablona pfi chemické polymerizaci polyanilinu, ¢imz je jeho
pfiprava pomérn¢ usnadnéna. Velky povrch jednotlivych vldken pokrytych PANI spolu
S vysokou poréznosti dovoluji efektivni zaclenéni iontd z elektrolytu popt. fyziologického

prostiedi. To zpiisobuje vysoké napéti a vysokou kapacitu naboje (Gu et al., 2009).
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Obrazek 6 Diferencia¢ni kaskada svalového vlakna. Upraveno dle Abmayr a Pavlath,

2012.

3.1.2.3 Srdecni svalovina

Polyanilin je také vhodnym kandidatem na tvorbu tkané s mezi-bunécnou komunikaci,
které je potieba jako nahrada poskozené tkan€ po infarktu myokardu. Buiky srde¢ni sva-
loviny potiebuji byt propojené pro Siteni elektrickych signala (Li et al., 2002). K poskozeni
této tkané dochazi praveé po infarktu myokardu. Pouzitim PANI s jinymi polymery (napf.
polyglycerol-sebakat) dojde ke zvyseni jeho biokompatibility. Diky svym vodivym a bio-
logickym vlastnostem mohou kompozity zabezpecit G¢innéjsi stimulaci bunék a regeneraci

myokardu (Borriello et al., 2011).
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Srdce savcil je tvofeno piirozen vodivymi vldkny (v fadu 10 S/cm) a dale je tvofeno,
uzly a shluky bungk, které spolu s vlakny tvoii elektricky vodivy systém. Elektrické im-
pulzy vychazi ze sinatoridlniho uzlu, ktery se nachazi v pravé sini a jsou pienaseny dal
myokardem pies atrioventikularni uzel a siti Purkynovych vlaken. Porézni scaffoldy, které
Jsou Vv soucasnosti pouzivany v srdeénim tkanovém inzenyrstvi, jsou elektricky nevodivé
a zabranuji tedy komunikaci mezi pfisedlymi buiikami, a také mezi buiikami a nativni tka-
ni. ReSenim tohoto problému miiZe byt zadlendni vodivych prvkd do scaffoldd. Jednim
Z téchto prvki mize byt i polyanilin. Jak uvadi Quazi, Rai a Boccaccini et al., 2014
Z polyanilinu a zelatiny byly pfipraveny kompozitni nanovldkna a byly osazeny bunécnou
linii krysich srde¢nich myoblasti (H9c2). Buiikky se na nanovldkna snadno pfichytily
a Vv porovnani s kontrolou rychle proliferovaly. Vyssi proliferace byla zplisobena vyssi
plochou povrchu pro ulpivani buné¢k, kterd je dana nonovlaknitou strukturou v porovnani
s hladkym povrchem pouzivanych scaffoldii. Navic mezi pozitivné nabitymi vodivymi
vlakny a zaporné nabitymi proteiny pusobi elektricka pritazlivost, kterd zpisobuje zvyse-
nou adsorbci adheznich proteinti fibronektinu a lamininu. Tyto adhezni proteiny podporuji
naslednou buné¢nou adhezi (Li et al., 2006). Dale byly kultivovany kardiomyocyty krysich
embryi, které byly podrobeny elektrické stimulaci (10 —40 V, 5 Hz, 5 ms). Po 72 hodinové
kultivaci bylo na filmu pouze 30 % Zivotaschopnych bun¢k, kdezto na nanovlaknech 75 %

zivotaschopnych bunék (Fernandez, Zucolotto a De Queiroz, 2012).

Nanovlakenné vodivé scaffoldy by tedy mohly byt pouzity ke stimulaci kardiomyocytl pro
synchronizované biti, pted pouzitim in vivo jako srde¢ni naplast. Timto krokem dojde
k usnadnéni elektrofyziologického spojené mezi nativni tkani a pouzitymi buikami (Li et
al., 2002).

3.1.2.4 Nervové tkané

Dalsi nemén¢ vyznamnou aplikaci jsou nervové tkan€. Nervovy systém funguje diky neu-
ronim, které prenasi elektricky signal vysokou rychlosti. Polyanilin patéi mezi elektroak-
tivni materialy, a proto 1ze vhodné vyuzit pfi vyvoji scaffoldl pro lepsi bunécné osazeni,
proliferaci bunék, rychlejsi regeneraci tkan€ a zaroven umoziiuje piedavat elektricky signal
(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2011). Polyanilin umoznuje vybornou kontrolu elektrickych
stimulti, maji dobré elektrické vlastnosti a vysoky pomér vodivosti a hmotnosti. Pfi¢emz
elektricka stimulace vodivych polymert je relativné jednoduchd metoda proveditelna jak

In vivo, tak in vitro. Chovani vzrusivych bungk, jako jsou i nervové bunky, mize byt modi-
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fikovano pouzitim elektrického proudu prostfednictvim dvou vnéjSich elektrod. Proud
jdouci mezi elektrodami pak zpusobi depolarizaci membrany nervovych bunék. Vodivé
polymery ve formée folie nebo jako scaffold mohou byt pouzity jako anoda a naptiklad zla-

ty drat jako katoda, pro elektrickou stimulaci buné¢k (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014).

Ptiznivé mechanické vlastnosti s pevnosti tahu odpovidajici mySimu nervu bylo dosazeno
kompozitnimi vlakny z PANI a smési zelatiny s polykaprolaktonem. Tato kombinace také
vykazovala dostate¢nou vodivost pro moznost elektrické stimulace a diky pfitomnosti dvou
biodegradovatelnych polymert je také mozné fidit rychlost rozkladu (Quazi, Rai a Boc-
caccini, 2014).

Dale, jak uvadi Prabhakaran et al. ve svém ¢lanku, na scaffoldech z kyseliny polymlééné
a polyanilinu, které byly elektricky stimulovany, byl zaznamenan vys$si pocet neuritd bu-
nécné linie PC-12 a zaroven neurity dosahovaly vétSich rozméri, nez v piipadé bez stimu-
lace. Diivodem zvySené proliferace mlize byt zvySend adsorpce fibronektinu na vodivych
polymernich scaffoldech v kombinaci s ptiznivym vlivem elektrického pole na proteiny
a iontové kanaly v bunéénych membranach (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014).

Dtlezité je ale 1 zminit, Ze dlouhodobym plisobenim elektrického proudu skrze vodivy
polymer muze vést ke zvySeni jeho rezistivity, ¢imz dojde k omezeni doby pouzitelnosti.
Zaroven dlouhodobé vystaveni bun¢k vyssimu elektrickému proudu (nad 1 mA) miize mit

cytotoxicky ucinek (Richardson et al., 2007).

3.1.3 Kopolymery polyanilinu

Treti moZnosti, jak vyuZzit PANI v tkanovém inZenyrstvi, jsou jeho kopolymery. Jak jiz
bylo zminéno, PANI je biologicky nerozloZitelny, ale anilinové oligomery jsou biologicky
odbouratelné a zdroven maji podobnou elektrickou vodivost jako PANI. Nicménég, Zhang
et al., 2012 testovali cytotoxicitu anilinovych oligomerd (dimerti, trimerti a tetramerl)
a zjistili, ze nejvice toxické pro bunécnou linii NIH/3T3 jsou trimery. Polovina maximalni
inhibi¢ni koncentrace (IC50) byla stanovena po 24 hodinach kultivace. Pro dimery byla
tato koncentrace 198,3, pro trimery 69,3 a pro tetramery 316,1 pg/ml (Zhang et al., 2012).

Anilinovy fetézec mize byt upraven hydrolyzovatelnymi koncovymi skupinami, které pak
usnadnuji jeho biologické odbourani. Makrofagy pak mohou zahgjit degradaci a vycistit
tkan, ¢imz se predejde k neptiznivym dlouhodobym efektiim. Piikladem mohou byt nano-

vlakna, ktera pripravil Gizdavic- Nikolaidis a kolektiv, z kyseliny polymlééné (PLA)
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a poly(anilin-co-3-aminobenzoova kyselina), a ktera byla pouzita jako obvaz na rany
umoziujici rast bunék, jejich proliferaci. Tato nanovlakna dokonce nanovlakna vykazovala

antibakterialni ucinky.

Dalsim ptikladem mize byt blokovy kopolymer kyseliny polymlécné a anilinovych pen-
tamert, ktery pfipravili Huang et al., 2007. Tento kopolymer ma jedinecné vlastnosti, ne-
bot je zaroven elektroaktivni a biodegradovatelny. Z tohoto materialu mohou byt ptiprave-

ny scaffoldy pro nervové nebo kardiovaskuldrni tkanové inzenyrstvi.

3.2 Biokompatibilita

Pro biomedicinské aplikace je nezbytna odpovidajici buné¢na reakce na material. Interakce
mezi materidlem a tkdnémi popisuje biokompatibilita, jez je vysoce komplexni vlastnost
a je zavisla na mnoha mechanismech (Williams, 2003). Biokompatibilitou tedy rozumime
snasenlivost latek v biologickém prostedi. Neni-li material biokomtaibilni dojde naptiklad
k reakci imunitniho systému a ta muze vést naptiklad ke vzniku. Pro pfijeti materialu do
zivého systému jsou dilezité mechanismy bunécné signalizace, které probihaji skrze sig-
nalni molekuly, coz miiZze byt prakticky jakéakoli latka. Ta je jednou buiikou vyloucena do
extracelularniho prostoru a jinou bunkou piijata. Bunka pak zahaji adekvatni odpoveéd’ na

prichozi signal (Alberts, 2002).

Zajem o vyuziti PANI vyrazné vzrostl poté, co Kamalesh et al. v roce 2000 ovéfili dlouho-
dobou in vivo biokompatibilitu PANI filmi, které byly na 90 tydni implantovany pod kuzi
samct potkantl. Cisty PANI neni uplné netoxicky, ale opakovanou protonaci a deprotonaci
dochazi k jeho vy¢isténi a snizeni jeho toxicity. Dilezité ale je, ze ve vSech studiich in vivo
byla reakce na PANI povazovana za pfijatelnou a nedochazelo k zanétlivym reakcim nebo
tvorb& nadort. V soucasnosti jsou ale biomedicinské aplikace PANI zna¢né omezeny diky
pomérné malému poctu studii in vivo. Biokompatibilita PANI byla posuzovana také v sou-
vislosti s jeho biologickou nerozlozitelnosti a jeho dlouhodoba existence uvniti téla by
mohla vést k nezadoucim uUCinkiim. Negativni vliv mohou mit také kyseliny pouzité
Vv nizkych koncentracich pfi dopovani. Ve vodném prostfedi se pfimés muze uvoliovat
a zpusobit tak lokalni kyselé prostfedi, coz by v biologickém prostfedi mohl byt problém
(Quazi, Rai a Boccaccini, 2014). Tento vliv byl pozorovan i na bunéc¢nych liniich. Po osa-
zeni filmu bunikami dochazelo nejprve k uvoliiovani kyselin do média a bunky proliferova-
ly mensi rychlosti. Poté co se vyplavila vSechna zbytkova kyselina, k ¢emuz doslo

v rozmezi 48 - 100 hodin po osazeni, rychlost proliferace se zvysila (Bidez et al., 2012).
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Dulezity je také poznatek, ze mnoho typii vodivych polymera podporuje rist bunék rizné-
ho typu. Vysledky tykajici se biokompatibility PANI se 1isi. Co se ty¢e nervovych bun¢k,
byla zjisténa dostate¢na proliferace, adheze, biokompatibilita a nedo$lo k zanétlivym reak-
cim. Déle u forem emeraldinu, nigranilinu a leucoemeraldinu nebyla u krys zjisténa zanét-
liva rekce po dobu 90 dnd. Také byly stanoveny za necytotoxické, ale pokud se provede
povrchova uprava zvysujici hydrofilitu, dojde ke zvySeni biologické kompatibility a adhe-

ze (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014).

Biomateridly, které pii své aplikaci maji ptijit dlouhodobé do styku s krvi, s sebou piinasi
moznost vyvolani trombozy. Proto je nutné, aby tyto biomateridly byly hydrofilni a nedo-
chézelo k adsorpci proteinti a adhezi krevnich desticek. Toho se naptiklad dosahlo diky
naroubovani polyetylenoxidu na povrch PANI. Tento krok zvysil biokompatibilitu PANI,
na povrch se adsorbovalo o 80 % méné bilkovin a také se na povrchu ulpivalo méné krev-

nich desti¢ek (Li a Ruckenstein, 2004).

3.3 Antibakterialni acinky

Dal$im vyznamnym problémem pfi aplikaci materidlu do téla je bakterialni infekce a tvor-
ba biofirmu na biomaterialech, které maji vliv na jejich Zivotnost a jejich spravné fungova-
ni. Bylo zjisténo, ze PANI ve form¢ kompozitu ma antimikrobialni vlastnosti vic¢i riznym
bakteriim v¢etné Escherichia coli, Streptococcus, Staphylococcus a dalsim. Bylo zjisténo,
ze vodivy PANI je vice G¢inny v inhibici ristu bakterii nez nevodivy PANI. Antibakterial-
ni t¢inky PANI mohou souviset s uvolnénim kyselych dopujicich iontd z vodivého polya-
nilinu, které reaguji a zabiji bakterie. Druhou moznosti je elektrostaticka ptilnavost mezi
bakteriemi a PANI diky nabojim opa¢né polarity. Tim dojde k naruseni bunééné stény

bakterie a jeji smrti (Quazi, Rai a Boccaccini, 2014).

3.4 Biodegrabilita

Biodegrabilitou rozumime rozklad materialu biologickymi faktory v zivém systému.
V pribéhu tohoto déje nastava rozpad ptvodnich slozitych struktur na jednodussi. Miize
dojit ke ztraté strukturni celistvosti materidlu a postupem casu, dokonce k jeho uplnému
rozlozeni ¢i odstranéni. V ptipadé€, kdy po daném prosttedku pozadujeme dlouhodobou
stabilitu a inertnost je tento d&j nezddouci. Ovsem pro kratkodobé aplikace je pozadovéana

jejich biologicka rozlozitelnost, aby se zabranilo reakci souvisejici s dlouhodobou ptitom-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

nosti cizich latek v téle. Béhem biodegradace ale mohou vznikat odpadni produkty, které

mohou mit nepfiznivy ¢i pfiznivy vliv na okolni tkané¢ (Williams, 2003).

Z vyse uvedenych diivodu je tedy dilezité porozumét tomu, jak se bude dany material roz-
kladat pted tim, nez se pouzije pro medicinské aplikace. Syntetické polymery nemusi byt
rozlozeny v zivém organismu pouze biologicky, tedy enzymy, ale mize zde dojit i hydro-
lyze. Té podléha mnoho polymerti, mezi které naptiklad patti polyestery, polyanhydridy
a polyamidy. Chemicka hydrolyza na rozdil od enzymatické degradace probiha v celém
objemu materialu. Enzymy jsou totiz makromolekularni latky, které nemohou proniknout
do materidlu, proto enzymatick4 degradace zacina na povrchu a postupuje do stiedu dané-

ho materialu (Bastioli, 2005).

Vétsinou ovsem vodivé polymery nebo polymery navrzené pro tkanové inzenyrstvi nepod-
1¢haji biodegradaci. PANI ve vSech oxidac¢nich stavech je nebiodegradovatelny, coz vede
k vyzkumu kopolymerd PANI a hydrolyzovatelnych skupin pro umoznéni SirSiho vyuziti
v tkanovém inzenyrstvi, nebot’ v kombinaci s degradovatelnymi polymery muze dojit ke
zmén¢ rychlosti rozpadu, ale nedosahneme uplného odstranéni polymeru z téla (Quazi, Rai
a Boccaccini, 2014). Pfijatelnd biodegrabilita byla dosazena kombinaci Zelatinovych
a PANI hydrogelu, aniz by doslo k vyraznému snizeni vodivosti PANI. V in vitro podmin-
kach doslo k 80 — 90% ubytku hmotnosti v zavislosti na hustoté zesitovani a obsahu PANI,

nicméné jiné kombinace takovéto tspéSnosti nedosahly (Li et al., 2014).
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4 BUNECNE INTERAKCE

Interakce materialu a okolni tkané je nezbytnym piedpokladem pro tspésné zaclenéni im-
plantatu. Bunécna reakce izce souvisi s biokompatibilitou materidlu a proto je nezbytné

porozumét reakcim a interakcim na okoli, v némz se buiiky nachazi.

4.1 Bunécéna interakce ve 2D a ve 3D

Pii ptechodu z 3D do 2D se z koule stane kruh, z jehlanu trojthelnik a z linky linka s po-
zménénou délkou. Jednotlivé zobrazeni 2D obrazu neposkytne uplny 3D objekt. Stejné
neuplné mohou byt rizna méfeni provedena v 2D a vyuzivana v 3D prostoru. Tento nedo-
statek Castecné€ odstraniuje pocitatova tomografie, kterd poskytuje snimky ve 2D z rGznych
pohledl, diky nimZ miZeme ziskat lepsi pfedstavu o skute¢ném 3D objektu. Co se tyce
bunécnych struktur, klasicka mikroskopie neposkytne plné informace o jejich struktufe.
Pro 3D zobrazeni bunék muze byt pouzito transmisni elektronové mikroskopie a konfokal-

ni mikroskopie (Meyer et al., 2009).

Bunky piisedlé na povrch s timto povrchem tvofi vazby a interaguji. Tyto vazby a interak-
ce se budou liSit mezi dvojdimenzionalnim prostorem a trojdimenzionalnim prostorem.
Prikladem 2D muze poslouzit klasicka kultiva¢ni nadoba, na jejimz povrchu budou pftised-
1¢ bunky. Tyto buiiky budou navazovat vazby jen s povrchem pouze jednim smérem. Po-
kud bunkami osadime trojrozmé&rnou porézni strukturu, napiiklad scaffold, buniky budou
tvofit vazby s povrchem hned na nékolika mistech, budou dostavat zcela jiné informace ze
svého okoli a budou se tedy odlisn¢ chovat. Vyznamnou roli v 3D strukturach hraje néko-
lik faktort, jako napiiklad porovitost, velikost port, jejich distribuce, mechanické vlastnos-
ti a dal$i. Jak dulezitd je 3D struktura v lidském organismu muizeme vidét naptiklad na
srdci, které je slozeno z bunék srde¢ni svaloviny, dale z fibroblasti a bunék krevnich cév
(Hayes, 2012). Tyto buiiky jsou organizovany v komplexu trojrozmérné struktury, ktera je
rozhodujici pro srde¢ni funkci a zavisi na interakcich autokrinnich, parakrinnich a interak-
cich typu buiika — bunika. Neddvné studie také prokazaly, ze n¢které typy bunck pestované
Vv trojrozmérnych strukturach se vice podobaji buikam in vivo a to jak z hlediska morfolo-
gie, tak i z hlediska jejich molekularni regulace. Diferenciace a proliferace bun¢k je ovliv-
fovana i mechanickymi vlivy a stejné tak pfichycenim bunék a tyto vlastnosti se blizi sku-
te¢nosti vice, pokud jsou buniky inkubovéany v 3D strukturach. V idedlnim ptipad€ by mély

srdec¢ni bunécné kultury vykazovat dilezité charakteristické znaky diferenciace myokardu,
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jako vysoce organizované sarkomery, bunécné spoje a extracelularni matrix, jez obklopuje

srde¢ni bunky (Soares et al., 2012).

Piestoze 3D kultury jsou vice blizké situaci in vivo, mnohé dulezité informace byly ziskany
a stale mohou byt ziskany z 2D kultur. Pfi srovnani bunék ve 2D a 3D, které bylo provede-
no na primarni kultufe kutecich srdecnich buné€k, byly objeveny rozdily. Buiky se liily ve
své morfologii, schopnosti kontrakce, pfitomnosti adheznich struktur, organizaci myofibril,
tvarem a velikosti mitochondrii, cytoskeletetem, distribuci extraceluldrni matrix a produ-

kovanymi proteiny, jez znaci diferenciaci srde¢nich bun¢k (Soares et al., 2012).

Rozdil mezi butikami kultivovanymi ve 2D a 3D prostiedi 1ze vidét z obrazku 7. Grinnell
et al., 2003 srovnavali lidské fibroblasty kultivované v kolagenni matrici s povrchem pota-
zenym kolagenem. Na snimcich A — C jsou fibroblasty kultivované ve 2D prostfedi a na

snimcich D — F ve 3D prostiedi.
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Obrazek 7 Buiky lidskych fibroblastl kultivovanych na kolagenem pokrytém povrchu
(A —C) a v kolagenni matrici (D —F). M¢ftitko 80 pum. (Grinnell et al., 2003).

4.1.1 Bunécfné integriny

Jedna se o proteiny, jeZ umoziuji interakce mezi bunikou a extracelularni matrix (ECM).
Integriny jsou povrchové receptory, které propojuji vnitini bunécné prostiedi s okolni ex-
tracelularni matrix. Jejich funkce spociva v interakci s ECM a informovani buriky skrze
ruzné signdlni molekuly. Signaly obdrZené integriny z okoli pak poskytuji buiice informace
vyznamné pro jeji proliferaci nebo diferenciaci. Je tedy patrné, ze informace ziskané skrz
integriny jsou prvnim krokem v mnoha dtlezitych buné¢nych procesech, jako je migrace,

bunéény cyklus, ¢i nasledny vyvoj bunky (Albiges-Rizo et al., 2009).

Integriny patii diky svému slozeni do skupiny heterodimerd, tedy jsou slozené ze dvou
riznych glykoproteinovych podjednotek alfa a beta. V soucasnosti je zndmo pies dvacet

odlisnych integrinti. Kazd4 burka vlastni nékolik typl integrinli pro moZznost vazby na
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ruzné molekuly ECM, mezi které patii fibronektin, kolagen, laminin a vitronektin, jez jsou
proteiny tvorici ECM (Martino et al., 2009). Vi se, Ze odlisné typy extracelularni matrix
ovliviuji diferenciaci diferenciaci bunék. Vliv na diferenciaci bun€k ale mohou mit 1 kon-
krétni interakce mezi integrinem a extracelularni matrix. Vazba integrini na extracelularni
matrix indukuje konformac¢ni zménu integrinu v beta podjednotce a iniciuje shlukovéni
integrind. Na né se nabali dalsi proteiny, které obsahuji vazebna mista pro aktin, a tim do-

jde k vytvoteni adheze (Frith et al., 2012).

Diferenciace bun¢k na biomaterialovych matricich miize byt zvysSena taktéz zaclenénim
molekul extracelularni matrix, fibronektinu nebo adheznich ligandt na povrch (Frith et al.,
2012). Fibronektin reguluje bunééné aktivity predevsim skrze ptimé interakce s integrino-
vymi receptory na povrchu bunék. Fibronektin se mize vazat az s dvaceti odliSnymi inte-
griny a mé tedy vliv na mnoho rtiznych tkani a bunék. Navdzanim pouze malych fragmen-
tt s funkénimi doménami na povrch materialu dojde k vysoké specifi¢nosti, nebot’ tyto

kratké useky obsahuji pouze specifické integrinova vazebna mista (Martino et al., 2009).

4.1.2 Adheze k povrchu

Buniky pro rozliSeni svého okoli vyuzivaji své vné€j$i mikrometrové vycnélky, sloZené
z aktinovych vldken a pomoci filopodii, jez jsou mensi. Tyto vy¢nélky slouzi k buitkdm
k charakterizaci povrchu materialu, vnimani extracelularni matrix a predani této informace
dale do bunky, ktera pak miize adekvatné reagovat na okoli, ve kterém se nachazi. Filopo-
dia taktéZ mohou nalézt misto na povrchu, vhodné pro piichyceni buniky a ta se néasledné
skrze proteiny kadheriny a integriny navaze na povrch. Vazba buné€k na povrch implantatu
probiha rtiznou rychlosti, nebot’ je ovlivnéna fadou faktorti, mezi které patii vliv prostiedi,

povrchovych vlastnosti a také biologickych molekul (Hynes, 1992).

V soucasné dob¢ je snaha napodobit chovani extracelularni matrix v prostiedi in vitro, aby
doslo k procesu bunécné adheze, coz je zddouci zejména v oblasti tkanového inZenyrstvi.
Jednou z moznosti je Gprava povrchu scaffoldu pomoci proteint, jez tvoii extracelularni
matrix. Tyto proteiny pak umozZni pfichyceni bunck skrze integriny (Zheong a Rescorla,

2012).

Pro zprostfedkovani adheze mezi umélym povrchem a buitkou bylo objeveno nékolik
moznosti. Jednou z téchto moznosti je Gprava povrchu proteinem pro umoznéni fizeni bu-
nécné adheze. Pro jeji umoznéni je dualezité, aby proteiny, jimiz se bude povrch upravovat,

mély zachovanu svou pivodni funkci v bunééné vaznosti, tedy aby ziistala zachovana spe-
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cificka mista a byla pro buniku pfistupnd. DalSim dilezitym bodem je, aby tato proteinova

vrstva odolavala kultivacnimu prostiedi (Chen, 2008).

4.1.2.1 Sérovy albumin

Jedna se o jeden z proteinti, které mohou poslouzit pro upravu umélych povrchi. Sérovy
albumin patii mezi globularni bilkoviny a jedna se o nejhojnéji zastoupené molekuly v Krvi
i dalsich télnich tekutinach. V krevni plazmé mutze tvotit 50 az 60 % vsech proteint. Jeho
funkce spoc¢iva v udrzovani osmotického tlaku. To je dilezité proto, aby nedoslo k pfesunu
krevni plazmy do mezibunécného prostoru. Déle slouzi k pfenosu latek nerozpustnych ve
vod¢, coz mohou byt tuky, enzymy nebo hormony (Maurya et al., 2011). Je sloZen
Z hydrofobnich ¢asti uvnitf molekuly, které jsou tvofeny nepolarnimi koncovymi ¢astmi
aminokyselin a umoziuji navdzani hydrofobnich latek. Na povrch jsou orientovany polarni
skupiny a proto je mozno albuminem pokryt nepoldrni materialy, které maji piijit do styku
skrvi. Albuminova vrstva zabrafiuje pfimému kontaktu Krve spovrchem materialu
a umozni buitkam adherovat i na nepolarnich povrsich, coz je dualezité pro jejich naslednou
proliferaci a diferenciaci. Bylo prokazano, Ze bovinni sérovy albumin dokaze zvysit citli-
vost 1 stabilitu biosenzort. Platinovy biosenzor potazeny polyanilinovym filmem s BSA
dokonce dokézal reagovat na $ir$i spektrum koncentraci peroxidu vodiku, neZ biosenzor

bez BSA (Chen, 2008).

4.2 Uprava povrchu plazmou

Plazma je oznaCovana jako ionizovany plyn, a také jako ¢tvrté skupenstvi hmoty, nebot’ se
svymi vlastnostmi li8i od zbyvajicich tii skupenstvi. Plazma se v sou€asnosti hojn¢ vyuziva
pro upravu povrchovych vlastnosti. Jeji aplikaci na povrch objektu ma vliv na povrchové
vlastnosti. MlZzeme tedy pomoci plazmy zménit povrchové vlastnosti danych pfedméti,
bez vlivu na jejich objemové vlastnosti. Plazmou je mozné osetiit povrchy rtiznych pied-
métl, véetné sypkych smési, folii 1 rozmérmych vyrobki. Vyznamna se plazma stala pro
vyuziti v biomedicin€, kde zlepSuje biokompatibilitu protetickych pfedméti. Lidské télo
pak cizi pfedmét snaze piijme a klesa riziko nepiiznivé reakce organismu (Khorasani, Mir-

zadeh a Irani, 2008).
Pro lepsi vysledny efekt se vyuziva podpirnych plynt v plazmatu. MiiZe jit o inertni plyny,
kyslikaté, dusikaté a uhlovodikové. Kyslik reaguje s riznymi povrchy, véetné polymert,

¢imz mohou vznikat funkéni skupiny, jako karboxylové, karbonylové ad. (Rossnagel,
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1990). Takto oSetieny povrch muize ziskat zcela odlisné vlastnosti, tzn., Ze z ptivodné hyd-
rofobniho povrchu ziskdme povrch hydrofilni, ktery je pro mnohé aplikace vyhodnéjsi.
Naptiklad v tkdniovém inzenyrstvi jsou hydrofilni povrchy dualezité pro bunécnou adhezi,
ktera je nutna pro naslednou buné¢nou proliferaci, diferenciaci a migraci (Khorasani, Mir-

zadeh a Irani, 2008).
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5 CHARAKTERIZACE PANI FILMU

Jak jiz bylo uvedeno vyse, kromé PANI praski nebo koloidnich roztokd je mozné jej pii-
pravit a pouzivat v podob¢ tenkého filmu. Piiprava je mozna oxidaci anilinu v kyselém
prostiedi, kde nejprve vznikaji anilinové oligomery, které jsou vice hydrofobni nez anili-
nové kationty. Tyto oligomery maji tendenci se oddélit od vodného prostredi, ve kterém
probiha polymerace, napiiklad adsorpci na dostupné plochy, jez jsou v kontaktu s vodnou
reak¢éni smési. Adsorbované oligomery pak maji vétsi schopnost zah4jit riist polymernich
polyanilinovych fetézi. To je princip heterogenni katalyzy, ktera piedpoklada vyssi reakti-
vitu adsorbovanych molekul, Vv disledku pozménéni rozlozeni elektronové hustoty

(Stejskal, 2005).

Avsak pred samotnym pouzitim PANI filma v jakékoli oblasti je dulezita jejich charakteri-
zace. Jednou z vyznamnych charakteristik jsou povrchové vlastnosti filmi, mezi které patii
morfologie a struktura povrchu neboli drsnost. Ta mize byt stanovena napiiklad pomoci
mikroskopie atomdrnich sil. Co se ty¢e vodivych materiald, nezbytny je popis jejich
vodivosti (Dominis, 2001). Dalsi dalezitou charakteristikou je méfeni kontaktniho wthlu
smaceni, ktery umoznuje urcit, zda je povrch smacivy ¢i nesmacivy, tedy hydrofilni ¢i hyd-
rofobni. Pro aplikace v tkanovém inZenyrstvi jsou vyzadovany smacivé materialy. Pro tyto
aplikace je také nutné stanovit vliv materidlu na bunécnou adhezi, migraci, morfologii a
proliferaci. Vlastnosti PANI filmu mtzeme ovlivnit vhodnou povrchovou upravou nebo
kombinaci s jinym polymerem, ktery ma sledované vlastnosti vhodné;si nez PANI (Wang

et al., 2008).

5.1 Biologicka charakterizace

Biologickou charakterizaci miizeme provadét in vitro, in vivo nebo in silico. V ramci této
prace se budeme vénovat testovani in vitro, pro které se vyuzivaji bunééné kultury Zivocis-

nych nebo lidskych bunék.

5.1.1 Invitro

Prosttedky, které maji ptijit do kontaktu s lidskym organismem, musi spliiovat legislativni
pozadavky, jez popisuje norma CSN EN ISO 10993 ,Biologické hodnoceni zdravotnic-
kych prostredk®. V této normé jsou popsany pozadavky, parametry a postupy, které se
uplatiiuji pfi biologické charakterizaci téchto materiald. Pfed pouzitim materidlu v lidském

organismu musi byt otestovan naptiklad na cytotoxicitu, alergizaci, drazdivost, intrakutan-
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ni reaktivitu, systémovou toxicitu, genotoxicitu, implantaci a snaenlivost s krvi (CSN EN

ISO 10993-1).

Mezi nejrozsifenéjsi testy pro hodnoceni biokompatibility materialii jsou testy viability.
Dalsimi Castymi testy jsou testy na adhezi, migraci apoptézu ¢i nekrdzu. Viabilita (zivo-
vhodnosti ¢i nevhodnosti materidlu. Jedna se 0 urceni podilu zivych a mrtvych bunék, pro

jehoz stanoveni se vyuzivaji fluorescenéni a kolorimetrické testy (Conn, 1990).

5.1.1.1 Bunécné kultury

Bunééné kultury se staly nejrozsitenéjSim materidlem pro testovani latek a materidlti pro
biomedicinské aplikace. Bunécnou kulturu lze ziskat chirurgickym odstranénim bunék
z organismu a jejich naslednym piesunutim do vhodného kultiva¢niho prostiedi. Prostredi
musi umoznovat spojeni, rozmnozeni a rast bunék. Takto ziskané bunky nazyvame pri-
marni kulturou. RozmnoZeni bunck lze zajistit dvéma zpisoby: Maly kousek tkané se
Vv plastové nebo sklenéné nddobé ponoii do kultivaéniho média a po uplynuti n¢kolika dnd
se z tkadn¢ uvolni jednotlivé bunky. Buiiky se pfesunou na dno kultiva¢ni nadobky, kde se
nasledné za¢nou délit a rust. Druhym zptisobem je aplikace proteolytického enzymu (Do-
naldson a Bishop, 2015). Mezi tyto enzymy patii naptiklad trypsin nebo kolagenodza, které
narus$i vazby mezi buitkami. Timto ziskdme suspenzi jednotlivych bunék, které 1ze rozdélit
do kultiva¢nich nadob, kde se budou dale dé¢lit a rist. Tento druhy zpisob je uptednostio-
van, nebot’ je rychlej$i. Po té co bunky primarni kultury spotfebuji vSechen substrat
z média, je nutno je pastovanim rozdélit a presunout do dal§ich kultiva¢nich nadob pro
pokracovani v riistu a déleni. Zde se opé€t pouzivaji proteolytické enzymy, které narusi pro-
teinové vazby bun€k s povrchem 1 mezi buikami navzajem. Ziskand bunécna suspenze se
rozdéli do novych kultivaénich naddob. Timto zpisobem mohou byt bunééné kultury dale

rozdélovany a uchovavany (Ryan, 2008).

Bunééné kultury jsou charakterizovany z hlediska jejich morfologie nebo funkce. Dilezité
je brat v potaz kultivacni podminky, které maji vliv na tvar bunék. Jejich funkce je zase
dana ptivodem bunéénych kultur (srdce, svaly aj.) a také mirou adaptace ke kultivaénim
podminkam enzymu (Donaldson a Bishop; 2015). Vlastnosti, jez bunky mély v zivém pro-
sttedi, mohou byt ztraceny nebo pozménény diky umélému prostredi. U nékterych bunéc-

nych linii mize dojit k zastaveé déleni, naopak jiné se mohou stat nesmrtelnymi a délit se
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do nekonec¢na. K tomu mize dojit samovolné nebo zamérng, naptiklad pouzitim 1é€iv, virt

nebo ozafenim (Ryan, 2008).

Jednou z metod slouzicich pro stanoveni po¢tu zivotaschopnych bunék, tedy cytotoxicity
testovaného materialu je test MTT. V ramci tohoto testu neni stanovena piimo viabilita, ale
hodnoti se zde absorbance, ktera odpovida viabilité. Princip metody spocivd v preméné
barviva MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) metabolickymi
procesy bunck a nasledné stanoveni absorbance téchto metabolitd, jejichz mnozstvi je pfii-

mosmeérné poctu zivych bunék (Molecular Probes, 2002).
5.2 Topografie

5.2.1 Mikroskopie atomarnich sil

Jedna se o mikroskopickou metodu, ktera slouzi k trojrozmérnému zobrazeni povrchu
vzorku. Poprvé byla mikroskopie atomarnich sil pfedstavena v roce 1986, pro odstranéni
omezeni souvisejicich se skenovaci tunelovou mikroskopii. Na rozdil od tunelové mikro-
skopie, kde je pro detekci vyuzito elektrické proudu, se zde vyuziva vzajemnd meziatomo-
va pfitazlivost a lze detekovat i nevodivé povrchy (Vahabi, Salman a Javanmard; 2013).
Jde 0 metodu s vysokym rozlisenim a obraz je sestavovan bod po bodu, pficemz je mozné
zobrazit i atomy. Mikroskopie atomarnich sil slouzi k zobrazeni povrchu, nikoliv objemo-
vé struktury vzorkd. Mapovani povrchu je provedeno skrze velmi ostry hrot upevnény na
ohebném nosniku tzv. cantileveru, ktery funguje jako pruzina a je tedy mozné charakteri-
zovat i biologické materialy. Vzorky ale musi byt fixovany, a neni tedy mozné charakteri-
zovat vzorky plavajici v roztoku (Whited a Park, 2014). Nevyhodou ovSem je omezeny
rozsah velikosti obrazku a také pomalé rychlost sniméni. Obrazy mohou byt obvykle ve
stovkach mikrometrd, pfi¢emz sestaveni obrazu trva nékolik minut. Dal§i omezeni je ve
vysce vzorku, kterd by méla byt v desitkach mikrometrti. Problémy mohou nastat také diky
velké blizkosti hrotu a vzorku, kdy mize dojit k pfili§ silnym interakcim, zachyceni hrotu

nebo jeho znecisténi (Bar6 a Reifenberger, 2012).
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Obrazek 8 Schéma mikroskopu atomarnich sil (Whited a Park, 2014).

Mezi zakladni soucésti mikroskopu atomarnich sil patii piezoelektricky scanner, flexibilni
cantilever s ostrou sondou, laser a fotodetektor. Pohyb pruzného raménka (cantileveru)
s ostrou sondou je monitorovan pomoci zmén ve vychyleni laserového paprsku. Z odchy-

lek laseru program sestavi 3D obraz daného povrchu (Bar6 a Reifenberger, 2012).

5.2.2 Moznosti analyzy

Méfeni je mozno provadét v nékolika riznych rezimech, které jsou kratce zminény

Vv nasledujicich kapitolach.

5.2.2.1 Kontaktni reZim

Prvni moZnosti je kontaktni rezim, pfi kterém je hrot vtlacovan do vzorku. VySka konce
nosniku je konstantni a v zavislosti na nerovnosti povrchu vzorku se méni prohnuti nosni-
Ku, z jehoz velikosti se sestavi obraz povrchu. Tento rezim, ale neni pfili§ Setrny k hrotu
a stejné tak ke vzorku. Pfi velkych nerovnostech plsobi pfi presunu hrotu velke tieci sily,

které mohou vést k jeho poskozeni (Whited a Park, 2014).

5.2.2.2 Bezkontaktni reZim

Dals8i mozZnosti je nekontaktni reZzim, kdy se hrot pohybuje nad vzorkem, pticemz zde pi-
sobi pfitazlivé sily mezi hrotem a povrchem. Nosnik ma konstantni hodnotu ohnuti a jeho
pfiblizeni, ¢i oddaleni od povrchu slouzi k sestaveni obrazu povrchu. Hrot a vzorek na sebe

pusobi skrze Van der Waalsovy a elektrostatické sily (Whited a Park, 2014).
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5.2.2.3 Poklepovy reZim

Tteti moznosti je rezim poklepovy, ktery spojuje vlastnosti kontaktniho a nekontaktniho
rezimu. Sonda je v tomto piipadé v kontaktu s povrchem pierusované a je vhodnéjsi pro
mekc¢i nebo volné adsorbované vzorky, které mohou byt pti kontaktnim rezimu posSkozeny
(Bar6 a Reifenberger, 2012). Zde je monitorovana amplituda kmitani, respektive jeji vy-
chylky, které se li§i od konstantni hodnoty. Pohyb sondy je zprostfedkovan piezoelektric-
kym krystalem, ktery je schopen deformace pfivedenym napétim, ¢imz dochazi k pohybu
sondy (Kurland, Drira a Yadavalli, 2012).

5.2.3 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) umoznuje zobrazovat povrchy rtiznych struktur
vcetné bunék. Jeho princip spociva v ohybu elektronového paprsku v elektromagnetickém
poli. Zobrazeni povrchu je nej¢astéji umoznéno sekundarnimi elektrony nebo zpétné odra-
zenymi elektrony. Skenovacim elektronovym mikroskopem Ize zjistit informace o mikro-
struktufe, chemickém slozeni. Vyhodou SEM je snadna ptiprava vzorku, ktery nemusi byt
tenky jako v pfipad¢ transmisni elektronové mikroskopie (Yang, Mohammed a Zewail,
2010).

5.3 Povrchova energie

Povrchova energie souvisi s hydrofilitou a hydrofobitou a je diileZitou vlastnosti pfi zpra-
covani plastovych materialti. Cim ma latka vyssi hydrofilitu, tim ma vy3§i povrchovou
energii a naopak. Hydrofilita je dal$i diileZitou vlastnosti pro materialy pouZivané v tkano-
vém inzenyrstvi. Je dilezité, aby mohly bunééné kultury na povrchu adherovat a prolifero-
vat. Nepolarni povrchy lze riznymi postupy modifikovat, tak aby byly hydrofilngjsi,

drsnéjsi a vhodnéjsi pro bunécnou adhezi (Gamble et al., 2012).

Pro stanoveni povrchové energie se nejcastéji vyuzivaji metody nepiimé. Jednou z nejbéz-
n¢jSich metod je méfeni kontaktnich uhli smaceni. Kontaktni uhel vznika mezi povrchem
pevné latky a kapkou kapaliny a rozumime jim thel, ktery svira te¢na k povrchu kapky,
vedena v bod¢ styku s rozhranim. Smacivosti pak rozumime schopnost kapaliny pfilnout
k povrchu pevnych latek a je zavisla na druhu téchto latek. Kapalina (voda) tedy mize
pevny povrch smacet, kdy je kontaktni thel mens$i nez 90°. V druhém piipad¢ kapalina

povrch nesmaci a kontaktni thel je vétsi nez 90°. Smacivy povrch pak oznacujeme jako
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hydrofilni a nesmacivy jako hydrofobni. Povrchova energie se ndsledn¢ vypocte z méfeni

kontaktnich uhlii sméc¢eni pevného povrchu nékolika kapalinami (Mechlova, 2004).

5.4 Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

Pomoci ultrafialového a viditelného zafeni (UV-Vis) prochazejici skrze polyanilinové fil-
my pfi riznych pH, lze urcit oblast pH, pfi které dochazi k ptechodu mezi zelenou vodivou
PANI soli a modrou nevodivou (deprotonovanou) PANI bazi. Pro vodivou formu PANI
pak ve vysledném spektru budou pozorovatelné dva piky absorpcniho maxima. Tyto ma-
xima odpovidaji ptechodu n-n, tedy elektronfim, které jsou piitomny v benzenovych ja-
drech (cca 410 nm) a polarnich vazbach (840 nm). S rostoucim pH dojde k piechodu
z vodivé na nevodivou formu a tim k postupnému posunuti absorpéniho maxima k niz§im
hodnotam, které odpovidaji pfechodu n-m v chinonovych kruzich. Znalost pH ptfechodu
mezi jednotlivymi formami PANI je dilezitd pro posouzeni jeho stability ve fyziologic-
kych podminkach. K ptechodu mezi polyanilinovou soli a bazi dochazi pii pH 5 — 6. Zlep-
Seni stability PANI, a tedy i dlouhodobégj$iho udrZeni vodivosti, 1ze dosdhnout naptiklad
pfiddnim PAMPSy piimo do reakéni smési pii tvorbé PANI filmi (Humpolicek et al.,
2015).

Absorbance

= =

Ln =
N
J

Q

400 600 800 1000
Wavelength, nm
Graf 1 Absorb¢ni spektra polyanilinu ptipraveného pii ruznych teplotach (Stejskal et al.,
1999).
Z grafu 1, kde je absorbéni spektrum PANI filmu ve formé emeraldinu Ize vidét, ze zelené

zbarvenému filmu odpovidaji absorbance pii vinovych délkach okolo 400 nm a nad

800 nm.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité bunééné kultury

V ramci diplomové prace byla pouzita bunééna linie mySich embryondlnich fibroblast
NIH/3T3 (ATCC CRL-1658). Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (PAA The Cell Culture Company, Anglie), ke kterému bylo pfidano ho-
vézi sérum (Biosera, Anglie) v koncentraci 10 % z celkového objemu. K médiu byla také
pfidana antibiotika Penicilin/Streptomycin 100 pg/ml (PAA Laboratories GmbH, Austria.
Kultivace probihala v inkubatoru Heracell 150i pfi teploté 37 °C za piitomnosti oxidt uhli-

¢itého v koncentraci 5 % a pii 90% relativni vlhkosti atmosféry.

6.2 Pristroje

Béhem experimentu byly vyuzivany nésledujici ptistroje a zafizeni: Biologicky inkubétor
Heracell 150i (Thermo Scientific, USA), mikroskop s fazovym kontrastem Olympus CKX
41 (Olympus, Japonsko), laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu HERAsafe KSP
(Thermo Scientific, USA), spektrofotometr Sunrise (Tecan, Svycarsko a centrifuga Eppen-
dorf 5702 (Eppendorf, Némecko) mikroskop atomarnich sil (Solver PRO, NT-MDT, Rus-
sia). Tkafiovy plastik byl od firmy TPP (Svycarsko).

6.3 Hovézi sérovy albumin

Hovézi sérovy albumin (BSA) je jednou z bilkovin ptitomnych v krvi skotu. V krvi slouzi
jako nosi¢ hydrofobnich latek, které by bez n¢j mély velmi nizkou rozpustnost. Mezi tako-
véto latky mlizeme zaradit naptiklad steroidni hormony. BSA ma v krvi také funkci
pufracniho ¢inidla, coZ znamend, Ze napomaha udrZovat stabilni hodnotu pH krve. V expe-

rimentu byl pouzit hovézi sérovy albumin od firmy Sigma-Aldrich.
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7 EXPERIMENT

Samotna experimentalni prace probihala jednak na Centru polymernich systému, Univerzi-
ty Tomase Bati ve Zlin¢ a jednak na Jozef Stefan Institute v Ljubljaniv ramci zahrani¢ni
staze, kterou jsem absolvovala v terminu od 1.9.2015 do 31.10.2015. V ramci experimentu
byly PANI filmy ptipravené dle [UPACdopované riznymi kyselinami ¢i povrchové upra-
veny bovinnim sérovym albuminem. Na takto modifikovanych PANI filmech byla porov-
navana bunécna proliferace, migrace, dale byl méfen kontaktni thel a elektrickd vodivost.

Tato ¢ast byla provedena zde, na Univerzité Tomase Bati ve Zling.

Dale pak byly filmy modifikovany pomoci plazmy. Modifikace plazmou byla provedena
ve Slovinsku na Institutu Jozefa Stefana v ramci studijni staZe. Z ¢asovych a kapacitnich

diavodu byly plazmou upravovany pouze vzorky PANI soli a baze.

Tabulka 2 Ptehled provedenych testli a pouzitych filmu

— —

< a — N

2 & 4 5 3

2 2 2 2 3 & ¢

Z 2 4+ I £ =T Z

o o — = pd o o

< a o Z Z

o < <

o o

Proliferace X X X X X X X

Migrace X X X X X X X
Adheze X X *
BSA X X X X X X #
Vodivost X X X X X #
Povrchova energie X X X X X #
Plazma X X *
UV-Vis X X X #
AFM X X *

* Mikroskopie atomarnich sil a tiprava povrchu plazmou byly provedeny pouze na PANI
soli a bazi, kvili kapacitnim moznostem plazmového reaktoru na pracovisti JSI ve
Slovinsku.

# Pro stanoveni povrchové energie, vodivosti, UV-Vis a proliferace s BSA nebyly pouzity vSechny

filmy kvili jejich nedostupnosti

7.1 Priprava experimentu

Nasledné¢ je popsan postup pii pripravé bunéénych kultur, aplikaci vzorku a pouzité meto-

dy pro vyhodnoceni testt.
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7.1.1 Kultivace a trypsinizace

Pro experiment byly bunky ziskany rekultivaci v kultiva¢nich nadobach (T75), kde byly
prabézné kontrolovany. Po dosazeni konfluence byla kultivacni nadoba ptenesena do la-
minarniho boxu a bylo z ni odsato médium, tak aby nedoslo k poSkozeni bun¢k ptisedlych
na dn&. Buiiky byly oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) o objemu0,2 ml/cm?, coZ odpo-
vidd mnozstvi 15 ml. Oplachnutim doslo k odstranéni zbytkii média a nasledné byl pufr
odsat. Dale bylo pfidano 0,1 ml/cm?® trypsinu, coZ odpovida objemu 4,5 ml, pro uvolnéni
bunék do suspenze a kultiva¢ni nadoba byla ulozena do inkubatoru na 10 — 15 minut. Po-
moci mikroskopu bylo pribézné kontrolovano uvolnéni bun¢k od povrchu nadoby a preru-
Seni mezibunéénych vazeb. Poté byl obsah kultivacni nadoby ptepipetovan do 15ml zku-
mavky a bylo pfidano 7,5 ml média pro inaktivaci trypsinu. Zkumavka byla vlozena do
centrifugy vytemperované na 37 °C. Centrifugace probihala 3,5 minuty pfi otackach
1100 rpm. Bé&hem této doby doslo k sedimentaci bunék, coz umoznilo odsat médium
s trypsinem. Po&et sedimentovanych bungk byl p¥iblizng 2x10°. Toto mnoZstvi bylo na-

v v v rq: v . 5 v rq:
sledn¢ zfedéno médiem na pozadovanou koncentraci 1x10° bun¢k/ml média.

7.1.2 Priprava filmu PANI hydrochloridu

Testovanou latkou v této diplomové praci byl polyanilinovy film. Syntéza PANI filmu byla
provedena dle metodiky IUPAC (Stejskal, 2002) z 0,2M anilinu hydrochloridu a 0,25M
amonium persulfatu. Bylo tedy navdzeno 2,59 g anilin hydrochloridu a v 50ml barce bylo
toto mnoZstvi rozpusténo v 50 ml ultracisté vody. Dale bylo navazeno 5,71 g amonium
persulfatu a opét bylo toto mnozstvi rozpusténo v 50 ml utracisté vody. Nasledné byly tyto
dva roztoky samostatné dikladné promichany. Po odstani byly smichdny dohromady
a tento roztok byl rychle rozlévan v tenkych vrstvach do danych misek nebo plat. Pro testy
migrace a proliferace byly zvoleny misky z tkanového polystyrenu ur¢eného pro bunéénou
kultivaci o priméru 3,5 cm a hloubka 11 mm. V tomto kroku bylo nutné postupovat velmi
rychle nebot’ po smichani roztokli anilinu hydrochloridu a amonium persulfatu dojde
k okamzité polymeracni reakci. Nasledné probihala polymerizace za pokojové teploty cca
30 minut a piebytecna smés pak byla slita. Vznikl¢ filmy byly promivany 0,2M kyselinou
chlorovodikovou dokud nedoslo k odstranéni vSech nezadoucich sraZenin, které ulpély na
sténach nebo na samotném filmu. Po dikladném promyti byly filmy oplachnuty metano-

lem pro lepsi vyschnuti. Tloustka takto pfipraveného filmu je zhruba 100 — 150 nm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Obrazek 9 Piipravené filmy polyanilinové soli

7.1.3 Priprava PANI baze

Poté co filmy PANI soli byly dostatecné vysuseny (po cca 24 h) byly filmy zality na 1 h
demineralizovanou vodou. Po uplynuti této doby byla demineralizovana voda vylita a fil-
my se pokryly vrstvou 1M hydroxidu amonného na 12 h. Timto byl vytvoten film polyani-
linové (PANI-B).

7.1.4 Priprava PANI dopovanych riznymi kyselinami

Vzniklé filmy PANI baze byly po 12 h oplachnuty metanolem a nasledné pokryty vrstvou
kyseliny. Na filmy bylo nanaseno 6 riznych kyselin, tak aby filmy byly pln¢€ pokryty. Byly
pouzity nasledujici kyseliny: 50% fosfowolframova kyselina (PANI+PHOSP), poly(2-
akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova kyselina) (PANI+PAMPSA), 1M amidosulfono-
va kyselina (PANI+SULF). Kyseliny se nechaly 24 h pusobit na filmy PANI-B a po této
dobé byly kyseliny diikladné vymyty metanolem a filmy se nechaly vysusit. Timto byly
ptipraveny ruzné filmy PANI soli, liSicich se pouzitou kyselinou. Pfed pfidanim bunék
byly misky nebo plata s PANI filmy vysterilizovany pomoci UV zéfeni po dobu 30 min.
Dale byly ptipraveny filmi PANI+PAMPSA 1:1 a PANI+PAMPSA 2:1, které nebyly
pfipraveny dopovanim, ale pozménénim polymeracni reakce. Poméry vyjadiuji pomér ky-
seliny a reak¢éni smési, do které¢ byla PAMPSA ptidana pfed smichanim roztokd anilinu

hydrochloridu a amonium persulfatu.

7.1.5 Priprava hovéziho sérového albuminu

Pro tpravu PANI filmt byl pouzit hovézi sérovy albumin (Sigma-AldrichA9418). Roztok
hovéziho sérového albuminu byl pfipraven rozmichanim Vv ultracisté vodé, aby vysledna

koncentrace odpovidala 50 mg hovéziho sérového albuminu / 1 ml ultradisté vody. Timto
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roztokem byly nasledn¢ pokryvany PANI filmy na 20 minut (PANI-S, PANI-B,
PANI+PHOSP, PANI+SULF, PANI+PAMPSA, PANI+PAMPSA 1:1).

7.1.6 Sterilizace plastiku pro tkanové kultury

Sterilizace misek s pfipravenymi polyanilinovymi filmy probihala pomoci UV zafeni

Vv laminarnim boxu HERAsafe KSP po dobu 30 minut.

7.1.7 QOsetieni plazmou

Na folii z polyetylentereftalatu (PET) byly ptipraveny vzorky PANI-S a PANI-B, dle vyse
uvedeného postupu. Velikost vzorkt byla 1 x 1 cm. PANI filmy byly oSetfeny vysoce reak-
tivni kyslikovou plazmou. Plazma byla vytvotfena RF generatorem, pracujicim pfi frekven-
ci 27,12 MHz a vykonem 200 W. Tlak byl stanoven na 75 Pa. Pii danych parametrech byla
hustota iontii cca 2x1015 m™ a neutralnich atomi 4x1021 m™. OSetfeni probihalo po dobu

30s.

Obrazek 10 Oplazmovani PANI filmt
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8 VYSLEDKY

Nyni budou uvedeny vysledky testovani vlivu modifikaci PANI filma na buné¢nou prolife-
raci a migraci. Schopnost migrace a proliferace byly posuzovany pomoci mikrofotografii

pofizenych na mikroskopu s faizovym kontrastem.

8.1 Test bunécné proliferace

Na vysterilizované misky s rizné¢ modifikovanymi PANI filmy byly naneseny 2 ml bunéc-
né suspenze o koncentraci 10° bungk / 1 ml média a hodinu se buiiky ponechaly kultivovat
Vv inkubatoru. Nasledné¢ byly pofizeny mikrofotografie pti 40x zvétSeni, které jsou zobraze-
ny na obrazku 10. Jak vidime, mezi jednotlivymi PANI filmy nejsou po uplynuti 1 h jed-

noznacné viditelné rozdily.
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Obrazek 11 Mikrofotografie proliferace bunééné linie NIH/3T3po 1 h: A) refe-
rence (bez PANI),B) PANI+PHOSP, C) PANI-B, D) PANI-S, E)
PANI+PAMPSA, F) PANI+PAMPSA 1:1, G) PANI+PAMPSA 2:1,

H) PANI+SULF
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Po uplynuti 72 hodin byly opét pofizeny mikrofotografie jednotlivych povrchii pro posou-
zeni bunécné proliferace pii 40X zvétSeni. Bunky byly zivotaschopné a proliferovaly na
vSech pozorovanych povrsich a nejsou zde pozorovatelné poskozené nebo apoptické buii-
kKy. S referenci A) byl srovnatelny povrch pokryty PANI+PHOSP B), PANI+ PAMPSA E),
PANI+SULF. H), PANI-B C) a PANI-S D). Na povrsich pokrytych PANI filmy, kde do
reakéni smési byla pfidina PAMPSA tvofily buniky shluky. To miizeme vidét na snimku
F), ktery odpovida filmu z reakéni smési v poméru PAMPSA:PANI 1:1 a na snimku G),
kde byl pomér PAMPSA:PANI 2:1.
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H)
Obrazek 12 Mikrofotografie proliferace bunééné linie NIH/3T3 po 72 h: A) reference
(bez PANI),B) PANI+PHOSP, C) PANI-B, D) PANI-S, E) PANI+PAMPSA, F)
PANI+PAMPSA 1:1, G) PANI+PAMPSA 2:1, H) PANI+SULF
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8.2 Test bunécné migrace

V mnohobunééném organismu bunky migruji pii mnoha dilezitych procesech.
K tomu dochazi naptiklad pii hojeni ran, béhem embryonalniho vyvoje nebo pii imunit-
nich reakcich. V ramci této diplomové prace byla testovana migrace na riiznych formach

PANI filmii a na PANI filmech dopovanych riznymi kyselinami.

Na ptipravené filmy (PANI-S, PANI-B, PANI+PAMPSA, PANI+PAMPSA 1:1,
PANI+PAMPSA 2:1, PANI+SULF, PANI+PHOSP) byly naneseny burniky o koncentraci
10°/ml média. Buiiky byly dva dny kultivovany v inkubétoru, aby vytvofili konfluentni
populaci. Poté byly do vrstvy bun¢k udélany pipetou ryhy. Nasledné byly pofizeny mikro-
fotografie pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Snimky A) az H) z obrazku 12 byly
potizeny pted kultivaci bun¢k v inkubatoru pro nasledné posouzeni bunééné migrace. Na
snimcich G) a H) vidime nizsi stupen konfluence nez v ostatnich ptipadech, coz mize byt
zpuisobeno dodate¢nym uvoliiovanim kyselin, které byly pouzity pro dopovani, diky cemuz

buiiky hute proliferovaly.

Po potizeni mikrofotografii se buiiky kultivovaly v inkubatoru po dobu 24 hodin a byly
opét potizeny mikrofotografie jednotlivych filmi. Z obrazku 13 a snimku A) vidime, ze na
referencni misce builky migrovaly a doSlo tedy k plnému pokryti plochy, ze které byly
buniky odstranény. K obdobné migraci také doSlo u filmu PANI-S D) a filmech
PANI+PHOSP B), PANI+PAMPSA, PANI+PAMPSA 2:1 E). Na filmu PANI+SULF F)
doslo témét k zaceleni vytvofené ryhy, nicméné vytvorena stopa je zde stale patrnd, diky
niz8i proliferacni aktivité. Nejvice se lisil film PANI baze, kde buniky migrovaly jen velmi

malo, a tedy nedoslo k pokryti stopy vytvoiené pipetou.
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Obrazek 13 Mikrofotografie proliferace bunééné linie NIH/3T3 po 0 h: A) reference
(bez PANI),B) PANI+PHOSP, C) PANI-B, D) PANI-S, E) PANI+PAMPSA,
F) PANI+PAMPSA 1:1, G) PANI+PAMPSA 2:1, H) PANI+SULF
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Obrazek 14 Mikrofotografie migrace bunécné linie NIH/3T3 po 24 h: A) reference
(bez PANI), B) PANI+PHOSP, C) PANI-B, D) PANI-S,
E) PANI+PAMPSA 2:1, F) PANI+SULF.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

8.3 Test bunécné adheze na vzorcich upravenych plazmou

Test bunécné adheze byl proveden na polyanilinové soli a bazi a na stejnych vzorcich po
upraveé plazmou. Filmy polyanilinové soli a baze byly ptipraveny dle uvedeného postupu
a &ast vzorkil byla upravena plazmou za vy$e popsanych podminek. Casy oplazmovani
byly 5 sa 30 s. Po 14 dnech od pouziti plazmy byly pfipravené filmy pokryty buné¢nou
suspenzi o koncentraci 10" bunék / 1 ml média. Buiiky byly kultivovany po dobu 3 hodin
V inkubatoru. Po uplynuti doby bylo buiikkdm odsato médium a pomoci mikropipety byly
bunky jemné oplachnuty 1 ml pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Po odsati PBS

byly provedeno mikroskopem foceni bunék, které adherovaly na testovanych povrsich.

Z obrazku 14 mizeme vidét rozdily mezi jednotlivymi filmy. Na snimku A) je reference,
coz byla pouze tkanovy polystyren. Na snimku B) je zobrazen film PANI-B, ktery byl
osetfen plazmovym vybojem po dobu 5 s. Jak vidime, na tomto filmu je ve srovnani
s referenci podstatné méné adherovanych bunek. Pocet bun¢k je ale srovnatelny s filmem
polyanilinové baze D), ktery nebyl oSetfen plazmou. Mlzeme tedy fici, Ze doba plazmové-
ho vyboje 5 s neni dostatecnd pro zlepSeni bunééné adheze. Filmy polyanilinové soli pied
1 po oSetfeni plazmou po dobu 5 s byly ve Spatné kvalité a byly siln€¢ poSkozeny. Proto je
zde zobrazen jen film polyanilinové soli pfed oSetfenim plazmou C). Na filmech PANI-S
E) a PANI-B F), které byly osetieny plazmou po dobu 30 s je srovnatelna bunécna adheze
s referenci. Pfi srovnani filmi oSetfenych plazmou po dobu 30 s s polyanilinovymi filmy,
které nebyly oSetfeny je viditelné vétsi mnozstvi adherovanych bunck. Lze tedy usoudit, Ze

oSetteni povrchu plazmovym vybojem po dobu 30 s mé ptiznivy vliv na bunéénou adhezi.
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F)
Obrazek 15 Mikrofotografie adheze bunééné linie NIH/3T3: A) reference (bez
PANI), B) PANI-B 5 s, C) PANI-S, D) PANI-B, E) PANI-S 30 s, F) PANI-B 30 s.

8.4 Test proliferace na povrsich modifikovanych BSA

Na vysterilizované PANI filmy byl nanesen hov¢ézi sérovy albumin v koncentraci 0, 10, 25,
50 mg/ 1 ml ultracisté vody. Hovézi sérovy albumin se nechal 20 minut plisobit na PANI
filmy a poté byl odsat. Na takto upravené PANI filmy byly naneseny buriky o koncentraci
10° bun&k / 1 ml média. Buriky se nechaly 1 h kultivovat v inkubatoru a nasledné byly jed-
notlivé vzorky nafoceny pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Jako reference byla
pouzita ¢ista miska bez PANI filmu. Po uplynuti 72 hodin byly tytéz vzorky nafoceny zno-

VUu.
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Pro testovani proliferace na bovinnim sérovém albuminu byly pouzity polyanilinova baze,
sul a polyanilin upraveny kyselinami (amidosulfonova, PAMPSA, PAMPSA 1:1, fos-
fowolframova) a reference (Cista polystyrenova miska). BSA bylo pouzito v nasledujicich
koncentracich: 0, 10, 25, 50 mg/ml. Mikrofotografie byly pofizeny po 24h a 72h kultivaci
Vv inkubatoru a byla posuzovana jejich proliferace. VSechny fotografie v obrazku 15 byly
pofizeny po 72 h, nebot’ rozdily mezi miskami s albuminem a bez néj zde byly patrnéjsi.
U vétsiny testovanych povrchii platilo, ze nebyly patrné velké rozdily v proliferaci
Vv zavislosti na koncentraci pouzit¢tho BSA. Rozdily by mohly byt patrnéjsi pii kratsi dobé
pasobeni BSA na povrch, coz bylo 20 minut. Na snimcich potizenych po 24 hodinach
byly rozdily patrné u PANI soli a u PANI upraveného PAMPSOU a amidosulfonovou ky-
selinou, po 72 hodinach tyto rozdily byly patrnéjsi a jsou zobrazeny v obrazku 15 Na PANI
upraveném PAMPSou a amidosulfonovou kyselinou byl po 72 hodinach velmi maly pocet
bunck, proto zde tyto snimky nejsou zobrazeny. Na zbylych povrSich po 24 hodinach ne-
byly patrné vyrazné rozdily mezi pouzitim BSA a bez n¢j. U PANI-S bylo po 72 h nejvice
bun¢k na povrchu s BSA o koncentraci 25 mg/ml. To platilo i u referen¢nich misek pokry-
tych pouze BSA. V ostatnich pfipadech bylo nejvice bunc¢k na povrSich pokrytych BSA
o koncentraci 50 mg/ml, ale jak jiZ bylo zminéno, rozdily mezi jednotlivymi koncentrace-
mi nebyly pfilis velké. Jak je tedy patrné, na povrsich upravenych bovinnim sérovym al-
buminem proliferuji buiikky vice nez na PANI filmech nepokrytych BSA. Mizeme tedy
fici, Ze bovinni sérovy albumin déla povrchy pokryté polyanilinem méné toxickymi pro

bunécnou linii mysich fibroblastd.
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Obrazek 16 Mikrofotografie proliferace bunééné linie NIH/3T3 po 72 h:
A) PANI-B, B) PANI-B + BSA 50 mg/ml, C) PANI+SULF, D) PANI+SULF + BSA
50 mg/ml, E) PANI+PAMPSA + BSA 50 mg/ml, F) PANI-S + BSA 25 mg/mli,
G) reference, H) BSA 25 mg/ml.
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8.5 Stanoveni vodivosti polyanilinovych filmii

Vodivost PANI filmt byla méfena ctyfbodovou metodou van der Pauw, ktera lze pouzit
pro tenké ploché vzorky. Dale musi byt kontakty umistény na obvodu vzorku a vzorek
musi mit konstantni tlouStku. Pro méfeni bylo pouzito programovatelného elektroméru se
zdrojem napéti SMU Keithley 237, multimetru Keithley 2010 a voltmetru s 10-ti kanalo-
vou skenovaci kartou 2000 SCAN (USA). Filmy byly piipraveny dle vySe uvedeného po-

stupu na sklenénych podloznich sklickach. Méfeni bylo provedeno pii pokojové teploté.

Tabulka 3 Stanovené hodnoty elektrické vodivosti

Vzorek Elektricka vodivost [S/cm]
PANI-S 3,8522 + 0,0008
PANI-B Nevodiva
PANI+PAMPSA 2,0949 + 0,0008
PANI+PHOSP 0,2710 £ 0,0003
PANI+SULF 3,4218 £ 0,0004

Z tabulky 3 vidime, ze nejvyssich hodnot elektrické vodivosti dosahovala PANI-S, ktera je
vodiva diky pouzitym reakénim slozkam. Diky nim dojde k dopovani jiz v prubéhu reakce.
Vsechny méfené filmy vykazovaly elektrickou vodivost v jednotkach Siemens, polyanili-
nova sil konkrétné 3,8522 + 0,0008 S/cm. Polyanilinova baze je nevodiva, nebot’ na fetéz-
cich nejsou pfitomny kladné naboje, umoznujici elektrickou vodivost. Z filmu, které byly
dopovany kyselinami, mél nejvétsi elektrickou vodivost film dopovany amidosulfonovou
kyselinou a to 3,4218 + 0,0004 S/cm. Nizsi hodnotu elektrické vodivosti mél film dopovany
PAMPSOU 2,0949 + 0,0008 S/cm a film dopovany kyselinou fosfowolframovou vykazoval

témé&f nulovou elektriskou vodivost 0,2710 + 0,0003 S/cm.

8.6 Stanoveni povrchové energie polyanilinovych filmi

Povrchova energie byla stanovena dle tzv. ,,Acid — Base* teorie, pro kterou je nutno pro-
vést méfeni za pouziti alespoii i kapalin. Uhel smaceni byl stanoven nepiimo, pomoci
geometrické analyzy tvaru menisku. Hlavni charakteristikou byl tedy thel, ktery svira te¢-
na k povrchu kapky, vedena bodem styku kapky s rozhranim pevné latky. Uhel smageni

byl stanoven pomoci See systéemu 6.2. Do méfici ¢asti See systému bylo umisténo sklicko
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pokryté PANI filmem a pomoci mikropipety byla na povrch nanesena kapka o objemu
10 pl. Pomoci polohovaciho zatfizeni bylo na kapku zaostieno a byl vyfocen obrazek kap-
ky. Tento postup byl opakovan pro pét kapek vody, etylenglykolu a diiodometanu. Nasled-
né pomoci softwaru vyhodnotime thly smacéeni tfech danych kapalin a z nich program

vypocita celkovou povrchovou energii.

Tabulka 4 Stanovené povrchové energie pro jednotlivé PANI filmy

Vzorek Povrchovi energie [mJ/m’]
PANI-S 47,34
PANI-B 53,73
PANI+PAMPSA 55,13
PANI+PHOSP 56,18
PANI+SULF 54,83

Jak lze vidét z tabulky €. 1, nejvyssi povrchovou energii a zaroven hydrofilitu mél polyani-
linovy film dopovany kyselinou fosfowolframovou. Naopak nejméné hydrofilni byla poly-
anilinova stl. Za zvySenou hydrofilitu a povrchovou energii jsou pravdépodobné zodpo-
veédné polarni skupiny kyselin pouzitych pro dopovani. Vysledky méteni kontaktniho thlu
jednotlivych povrcht a kapky tiech riznych kapalin a jejich néasledny piepocet na povr-
chovou energii dokazuji vliv kyselin pouZitych pti dopovani na hydrofilitu polyanilinového

filmu.

8.7 VIiv povrchové upravy plazmovym vybojem na vodivost a topografii

Na folii z polyetylentereftalatu (PET) byly pfipraveny vzorky PANI soli a PANI baze, dle
vySe uvedeného postupu. PANI filmy byly oSetfeny vysoce reaktivni kyslikovou plazmou

po dobu 30 s za vySe uvedenych podminek.
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Tabulka 5 Stanovené povrchové energie pro jednotlivé PANI filmy Stanovené kontaktniho

uhlu pted a po oSetieni plazmou

Vzorek Kontaktni tihel [°]
Pied oSetfenim plazmou PANI-S 56.01

PANI-B 61.80
Po oseti‘eni plazmou PANI-S 31.27

PANI-B 19.03
14 dni po oSeti‘eni plazmou PANI-S 62.52

PANI-B 61.48

Hodnoty kontaktniho thlu vypovidaji o hydrofilit¢ ¢i hydrofobit¢ danych filmi.
V tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty kontaktniho thlu kapky vody a jednotlivych povrchu.
Vsechny filmy mély kontaktni tihel s kapkou vody mensi nez 90°, mizeme tedy fici, ze
vSechny povrchy jsou hydrofilni. Jak vidime, po oSetfeni plazmou doslo k poklesu kon-
taktniho Uhlu. MlUzeme tedy fici, Ze diky oSetfeni plazmou doslo ke zvySeni hydrofility
studovanych povrchi a to jak v ptipadé PANI-S, tak i u PANI-B. U baze byl pokles zna-
telngjsi nez u soli, Ize tedy usoudit, Ze byla hydrofilné;j$i. Po 14 dnech hodnoty kontaktnich

uhld studovanych PANI filmi nabyly svych pivodnich hodnot pfed oSetfenim plazmou.

8.8 Mikroskopie atomarnich sil

Charakterizace povrchu pomoci mikrokopie atomarnich sil byla provedena na filmech
PANI soli a PANI béze piipravenych na PET folii 1 x 1 cm. Cast vzorkd byla o3etfena
plazmou. Topografie vzorki byla stanovena na AFM (Solver PRO, NT-MDT, Russia)
Vv poklepovém rezimu. Vzorky byly skenovany pomoci standardniho kiemikového cantile-
veru se silovou konstantou 22 N/m a pfi rezonancni frekvenci 325 kHz. Drsnost povrchu

byla mé&fena na snimcich velikych 2 x 2 pm®.
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C) D)
Obrazek 17 Snimky povrchu PANI filmt potizenych AFM 2 x 2 um: A) PANI sil, B)
PANI stl + plazma., C) PANI baze, D) PANI baze + plazma

Z téchto vétsich ploch byly vybrany vhodné oblasti, jejichz povrch byl opét zméien. Vy-

sledné snimky mé&ly velikost 1x1 pm?, které zobrazovaly vice detaild.
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Obrazek 18 Snimky povrchu PANI filmt pofizenych AFM 1 x 1 um: A) PANI stl, B)
PANI sill + plazma., C) PANI baze, D) PANI baze + plazma

Povrchova drsnost byla vyjadiena primérnou drsnosti vzhledem k primérné vysce prvku-
na povrchu.

Tabulka 6 Stanovené hodnoty drsnosti pro jednotlivé filmy pomoci AFM [nm]

2X2pm 1x1pm
neosetieno OSetfeno neosSetieno oSetieno
PANI S 22,1 30,2 23,4 15,8
PANI B 28,5 16,0 115 21,2

V tabulce 6 jsou uvedené drsnosti PANI soli, baze a stejné tak drsnosti téchto filmi pted a
po oSetfeni plazmou, které byly ziskdny na mikroskopu atomovych sil. Pokud srovname

drsnost PANI soli pfed a po oSetfeni plazmou na ploSe 2 x 2 pm, mizeme ze ziskanych
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hodnot fici, Ze po oSetfeni plazmou je povrch drsnéjsi. Pokud ale srovndme plochu
1 x1 pm, plati zcela opacné tvrzeni. Pfi porovnani PANI baze dosdhneme také nesrovna-
losti mezi oblasti o velikosti 2 x 2 um a 1 x 1 um. Pokud bychom méfili pfesné stejnou
oblast danych povrchi, coz je prakticky neproveditelné, k témto neshodam by mozna ne-

doslo.

Muzeme tedy fici, Ze nedoslo k jednoznacnym zménadm morfologie po oSetieni povrchu

plazmou, jak u polyanilinové soli, tak u polyanilinové baze.

8.9 UV-Vis

Na PANI filmech protonovanych PAMPSou, kyselinou amidosulfonovou a fosfowolfra-

movou byly charakterizovany UV-Vis spektra.

Nejprve byly ptipraveny zasobni roztoky chloridu draselného (KCI), kys. citronové, deka-
hydratu tetraboritanu sodného (Na,B;07.10H,0), dihydrogenfosfore¢nanu draselného
(KH2PO,) o koncentraci 0,0225 M. Z téchto zasobnich roztoki a trisaminomethanu (tris),
kyseliny chlorovodikové (HCI), hydroxidu sodného (NaOH) pak byly ptipraveny pufry
v rozmezi pH 1 — 10. Na filmy pfipravené v 24-jamkovych platech byl nalit vzdy 1 ml puf-
ru, ktery se nechal ptsobit po dobu 1 hodiny. Nasledné byla zméfena absorbance UV-Vis
spektra v rozmezi vinovych délek 290 — 840 nm.
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Graf 2 UV-Vis spektra PANI+PAMPSA v roztocich pufra 1-10
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Graf 3 UV-Vis spektra PANI+PHOSP v roztocich pufra 1-10
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Graf 4 UV-Vis spektra PANI+SULF v roztocich pufra 1-10

UV-Vis spektra riznych PANI filmi byla méfena pro zjisténi pH, pfi kterém dojde k pie-
chodu mezi vodivou a nevodivou formou. U nizsich hodnot pH se objevuji v rozmezi vl-
novych délek 250 — 900 nm dvé absorpcni maxima (Stejskal a Gilbert, 2002), coz je patrné
I z ptilozenych grafii. Ty jsou typické pro vodivou formu PANI a odpovidaji pfechodu
m — " benzenovych kruh. Dale lze zgrafa vidét, ze pii pH vétSich nez 6, dojde
k pfechodu z vodivé formy na nevodivou formu. Tento pfechod je doprovazen posunem

absorp¢niho maxima v oblasti 800 nm k niz§im hodnotam. Jak vidime, piechod u filmu
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PANI+PAMPSA je vice pozvolny nez u filmu PANI+SULF. U vyssich hodnot pH je ab-
sorbéni maximum okolo 550 - 600 nm. To odpovida pfechodu n — rr*, pficemz film je

plné deprotonovany a nevodivy.
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9 DISKUZE

Pro reprodukovatelnost a srovnatelnost vysledkli byl zvolen postup a metodika praktické
¢asti na zaklad¢ jiz publikovanych studii. Syntéza polyanilinovych filmt byla provedena
dle metodiky IUPAC publikované ve ¢lanku Stejskala et al., (2002). Dle tohoto postupu
byl pro pfipravu pouzit anilin hydrochlorid a peroxydvojsiran amonny, jejichz smichéani
doslo k polymerizac¢ni reakci. Reak¢énim prostiedim byla voda a reakce probihala pii poko-

jové teploté po dobu 20 minut.

Z ptipravené polyanilinové soli byla pomoci 1M hydroxidu amonného piipravena polyani-
livona nevodiva baze. Baze byla nésledn¢ protonovana rtiznymi kyselinami, které¢ vedou
k dopovani polyanilinového fetézce. Byly pouzity nasledujici kyseliny: fosfowolframova,
amidosulfonova a poly(2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova kyselina). Tyto jednot-
livé kyseliny maji odlisSny vliv na jejich elektrickou vodivost, biologické vlastnosti film

a s nimi souvisejici hydrofilitu ¢i hydrofobitu.

Jednotlivé filmy tedy byly porovnavany na zakladé vlastnosti, jako je povrchova energie,
ktera byla stanovena na zakladé¢ méteni kontaktniho thlu kapek s povrchem, dale bunééné
aktivity, kterd byla posuzovana z vysledkt proliferace a migrace bun¢k mysich fibroblastt

NIH/3T3 a na zaklad€ hodnot elektrické vodivosti.

Nejprve bych zhodnotila hodnoty mérné elektrické vodivosti. Elektrickd vodivost povrchu
ovliviiuje bunéénou migraci, proto je nutné se ji zabyvat v souvislosti s vodivymi polyme-
ry. Méra elektricka vodivost byla také zhodnocena v ¢lanku Stejskala a Gilberta (2002),
kde bylo méfeni provedeno rtiznymi institucemi. Byla méfena vodiva polyanilinova stl,
ktera zde dosahovala hodnot 2,07 — 6,41 S/cm. Hodnoty namétené v ramci mé diplomové
préci se pohybovaly v jednotkach S/cm, ptfi€¢emZ nejvyssi hodnota doséhla 3,85 S/cm pro
polyanilinovou sil. Filmy dopované kyselinami mély hodnoty mérné elektrické vodivosti
niz$i nez polyanilinova stl, pfi¢emz polyanilinovd baze nebyla vodiva viibec. Stejné tak,
ve studii Humpolicek et al. (2015) byla u elektrochemicky pfipravenych polyanilinovych
filmt s PANI naméfena nizsi elektrickd vodivost nez v piipadé filmu PANI-S. Elektricka
vodivost také byla stanovena ve ¢lanku Wang et al. (2008), kde také dopovali polyanilin
riznymi kyselinami (chloristou, chlorovodikovou, jable¢nou a citronovou). Hodnoty elek-

trické vodivosti se pohybovaly v rozmezi 0,02 — 1 S/cm.

Povrchova energie pfipravenych filml byla stanovena na zdkladé méteni kontaktniho thlu

tfi riznych kapalin (neionizované vody, dijodmethanu a etylenglykolu) nanesenych na
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povrch ve stejnych objemech. Naméfené hodnoty povrchovych energii se mezi jednotli-
vymi filmy p#li§ neligily a pohybovaly se v rozmezi 47,1 — 56,18 mJ/m?. Nicméné filmy
dopované kyselinami mély povrchovou energii vys$si nez film PANI-S, tedy vys$si hydrofi-
litu. Mizeme tedy fici, ze dopovani kyselinami zvySuje hdyrofilitu. Dale byl pozorovan
vliv oSetieni povrchu plazmou na hidrofilitu/hydrofobitu filma. Byl porovnavan kontaktni
uhel kapky vody na polyanilinové soli a bazi pted a po osetfeni. Plazma vyrazné snizila
kontaktni tthel v obou pfipadech a to minimalné o polovinu. V ptipadé polyanilinové soli
doslo k poklesu z 56,01° na 31,27° a v pfipadé polyanilinové baze z 61,80° na 19,3°.
Nicméné dochdzi zde ke ztratdm Uc¢inku oSetfeni plazmou a po 14 dnech byly kontaktni
uhly v obou pfipadech stejné jako ptred osetfenim filmi plazmou. Vliv plazmového vyboje
na vlastnosti polyanilinovych filmi nebyl doposud vice popsan, proto uvedené vysledky

neni mozné porovnat s publikovanymi pracemi.

V ramci biologického tetovani byly provedeny testy proliferace adheze a migrace bunééné
linie mysich fibroblastd NIH/3T3. Vysledky byly posuzovany na zakladé mikrofotografii.
Vzorky filmi byly osazeny buitkami o koncentraci 1x10° / ml kultivaéniho média. Po
uplynuti dané doby byla hodnocena migrace a proliferace pomoci mikrofotografii. Testy
buné¢né proliferace byly vyhodnoceny po 72 hodinach kultivace. Proliferace na PANI fil-
mech byla srovnatelna s referenci a doSlo k tvorbé souvislé vrstvy bunck, kromé PANI
filmt s PAMPSou 1:1 a 2:1, kde doslo k tvorbé shlukti bunék. Testy migrace byly vyhod-
noceny po 24 hodinach kultivace od vytvofeni ryhy do souvislé vrstvy bunék. U vétSiny
filmi doslo ke kompletnimu zaceleni oblasti bez bunék. Pouze na PANI-B doslo
K minimalni migraci. Zhor$ena migrace Vv porovnani s referenci byla zaznamenana u PANI
dopovaného k. amidosulfonovou. Dale byl posuzovan vliv bovinniho sérového albuminu
na bunécnou aktivitu a to pii pouziti riiznych koncentraci (0, 10, 25, a 50 mg / 1 ml ultra-
¢isté vody). Na povrsich pokrytych PANI filmy a oSetfenych BSA byla zaznamenana vyssi
proliferace nez na PANI filmech, kde BSA nebylo pouZito. Ale mezi jednotlivymi koncen-

tracemi nebyly zaznamenany vyrazné rozdily.

Bidez et al. (2006) studovali adhezi a proliferaci srde¢nich myoblasti H9¢2 na vodivych i
nevodivych PANI filmech a zjistil, Ze oba substraty jsou biokompatibilni a buiiky dosahly
plné konfluence po 6 dnech. Zvyseni proliferace v této dobé pravdépodobné souvisi se
ztratou vodivosti po 100 hodin ve vodném fyziologickém prostiedi. Po uplynuti této doby
doslo ke ztrat¢ vodivosti a k vyCerpani dopujici kyseliny, coz v tomto piipadé byla 1M

kyselina octova. Uvolnéné kyselé piimési mohou souviset s hor$i adhezi na vodivych fil-
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mech nez na nevodivych. Proliferace na filmech pouzitych v této studii byla srovnatelna
s referenci na polystyrenovém podkladu. Dale lze uvést studii, kterou provedl Wang
et al. (2008) na PANI filmech pfipravenych polymerizaci roztoku anilinu metylchloridu
roztokem amonium persulfatu v HCI. Polytetrafluorethylenové povrchy byly osazeny ner-
vovymi buiikami PC-12. Filmy v této studii byly vyhodnoceny jako biokompatibilni
s adhezi a proliferaci srovnatelnou s referenci. Ve studii Liu et al., (2010) byly filmy pfi-
praveny srazeci polymeraci anilinu amonium persulfatem v ptfitomnosti HCI na kifemikovy
substrat. Také zde byly pouzity nervové buitky PC-12 a bylo zjisténo, Ze na povrSich oset-
fenych PANI filmem buiiky vykazovaly lepsi adhezi nez na referencnich kiemikovych

substratech.

Dale byla stanovena drsnost a morfologie PANI soli a PANI baze pfed a po oSeteni
plazmou pomoci mikroskopie atomarnich sil. Z naméfenych vysledku nelze jednoznaéné
fici, jestli ma oplazmovani PANI filmt mélo vliv na morfologii a drsnost. Hodnoty drsnos-
ti filmu PANI-S jsou ale srovnatelné s ¢lankem Wang et al. (2008), kde byla stanovena
drsnost PANI filmt dopovanych riznymi kyselinami a také PANI-S. Naméfena drstnost
byla 20,8 nm, coz je hodnota srovnatelna s hodnotami PANI-S v mé diplomové praci, které
byly 22,1 a 23,4 nm. Ve studii provedené na CPS (Humpolicek et al., 2015) byla také po-
rovnavana morfologie a drsnost filmti PANI-S, PANI-B a PANI+PAMPSA. Také zde ne-
byly zjistény jednoznacné rozdily mezi jednotlivymi filmy. Ackoliv 1ze obecné drsnost
oznacit za vyznamny parametr ovliviiujici bunéénou reakci na povrch, stanovené rozdily se

zdaji byt v této souvislosti spiSe nevyznamné.

Poslednim testem bylo stanoveni pH, pfi kterém dojde k ptrechodu z vodivé na nevodivou
formu pomoci UV-Vis spektrometrie. Rizné PANI povrchy byly méteny pii vinové délce
290 — 840 nm a byla méfena absorbance. Pfechod mezi z vodivé na nevodivou formu byl u
vSech filma pii pH 6 — 7. Nejméné stabilni byl film PANI+PHOSP. Filmy
PANI+PAMPSA a PANI+SULF byly srovnatelné, pticemz stabilnéj$i byl PANI film do-
povany PAMPSou. Podobného vysledku bylo dosazeno ve c¢lanku Humpolicek
et al. (2015), kde bylo stanovovano pH prechodu filmu PANI+PAMPSA z vodivé na ne-
vodivou formu. PANI dopovany PAMPSOU mél také zde vyssi stabilitu. K pfechodu
z vodivé na nevodivou formu doSlo pii pH vysSich nez 7. Jak je uvadéno v literatuie, u
polyanilinové soli dochazi bézné k pfechodu z vodivé na nevodivou formu pii pH 5 — 6
(Stejskal a Gilbert, 2002). Mtzeme tedy fici, Ze dopovani kyselinami PAMPSou a amido-

sulfonovou zvySuje stabilitu polyanilinovych filmt ve fyziologickém prostédi. Filmy tedy
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zustavaji vodivé v §ir§im rozsahu pH nez polyanilinovy siil, coz je vyhodnéjsi zejména pro

aplikace v tkanovém inzenyrstvi.
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ZAVER
Polyanilin je polymer s mnoha pozitivnimi vlastnostmi, jako je napiiklad elektricka vodi-
vost ¢i snadné pfiprava, coz z n¢j ¢ini materidl, kterému je vénovano mnoho zajmu. Jeho

pouziti v kombinaci s vnéjsi elektrickou stimulaci umoznuje ovliviiovat bunéénou odpo-

véd a funkei.

V experimentalni Casti této diplomové prace byly pfipraveny riizné polyanilinové filmy.
V prvni Casti experimentalni prace, kterd byla provedena na Univerzit¢ Tomase Bati ve
Zling, byly testovany PANI filmy dopované n¢kolika kyselinami (PAMPSou, fosfowol-
gramovou a amidosulfonovou). Vyhodnocena byla bunééna aktivita pomoci testovani bu-
nécéné proliferace, migrace a vliv bovinniho sérového albuminu na bunécnou proliferaci.
Dale u téchto filmi byla stanovena povrchovéa energie, vodivost a spektroskopické. Druha
Cast experimentalni prace byla provedena na Institutu Jozefa Stefana ve Slovinsku. Zde
byly testovany filmy PANI soli a baze pted a po upravé povrchu pomoci plazmy. Na fil-
mech byly charakterizovany materialové vlastnosti, jako drsnost povrchu, morfologie, kon-

taktni uhel a byl posouzen vliv na bunéénou adhezi.

Pro stanoveni bunééné aktivity byly jednotlivé filmy osazovany buiikami mysi linie
NIH/3T3. Z vysledka proliferace a migrace provedenych na polyanilinovych filmech do-
povanych rliznymi kyselinami, bylo zji$téno, Ze buiiky jsou schopny adherovat na vSech
testovanych filmech. Za nejvice vyhovujici film pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi Ize
oznacit polyanilinovy film dopovany PAMPSOU. Pokud byly filmy dopované kyselinami
osetfeny bovinnim sérovym albuminem, doSlo ke zvySeni proliferacni aktivity bungk.
Z vysledku elektrické vodivosti, povrchové energie se nejlépe jevil opét polyanilinovy film
dopovany PAMPSOU. Pii testovani pH stability bylo zjisténo, Ze filmy dopované
PAMPSOU a kyselinou amidosulfonovou jsou stabilngjsi v $irSim rozsahu pH nez polyani-
linova stl.

Na filmech oSettenych plazmovym vybojem po dobu 30 s byla pozorovana zlepSenéd bu-
nécna adheze, coz souvisi se zvySenou hydrofilitou. Déle bylo zjisténo, Ze po oSetfeni

plazmou nedojde ke zméné morfologie filmii polyanilinové baze a soli.
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UV-Vis

PET
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Polypyrrol

Polytiofen

Poly(3,4-ethylendioxythiofen)

Poly-para-fenylen
Poly(2-akrylamido-2-methyl-1-prapansulfonova kyselina)
Organicka elektroluminiscen¢ni dioda
Deoxyribonukleova kyselina

Kyselina polymlécna

Extracelularni matrix

Bovinni sérovy albumin
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
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