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ABSTRAKT

Kompatibilita raznych materidlt s krvi je dlouho studovanym tématem, které vSak dosud
nebylo zcela vyfeSeno. Proto stale existuje snaha vytvofit novy material nebo modifikovat
néktery v soucasnosti pouzivany material tak, aby mél co nejmensi vliv na krevni koagula-
ci a dal$i parametry hemokompatibility. Materidlem, ktery byl pfedmétem této prace, byl
polyanilin (PANI), ktery mé& diky své elektrické vodivosti Siroké moznosti uplatnéni

v medicinskych aplikacich.

Pro testy vlivu materidlu na krevni koagulaci byly pouzity polyanilinové filmy. Zkouma-
nymi formami byly PANI sl (PANI-S), PANI baze (PANI-B) a polyanilin modifikovany
pomoci polyvinylpyrrolidonu (PANI-PVP), dodecylsulfatu sodného (PANI-SDS), do-
decylbenzensulfonatu sodného (PANI-SDBS) nebo taurinu (PANI-T), a to pfidanim latky
pfimo do reakéni smési (M), nebo adsorpci latky na povrch polyanilinové soli (F) ¢i baze
(BF). Materialy byly popsany pomoci povrchové energie a elektrické vodivosti, pro popis
hemokompatibility byly pouZity testy vlivu materialu na vybrané parametry krevni koagu-
lace. Déle byly provedeny testy bunééné adheze a proliferace. Ugelem prace bylo zjistit,
jestli je nékterd ze zkoumanych modifikaci polyanilinu materidlem vhodnym pro pouziti

v aplikacich, ve kterych by se polyanilin dostal do kontaktu s krvi.

Klicova slova: polyanilin, polyvinylpyrrolidon, dodecylsulfat sodny, dodecylbenzensulfo-

nat sodny, taurin, hemokompatibilita



ABSTRACT

Although hemocompatibility of different materials is a long-studied topic in biomaterial
science field there is no known fully hemocompatible material to the date. Thus, the efforts
to prepare a hemocompatible material or to modify an existing material to enhance its he-
mocompatibility still exists. The material studied in this thesis is polyaniline (PANI),

which has wide spectrum of use in medical applications thanks to its conductivity.

Several different types of polyaniline films were used to determine theirs impact on some
hemocompatibility parameters. Concretely polyaniline salt (PANI-S), polyaniline base
(PANI-B) and polyaniline modified by polyvinylpyrrolidone (PANI-PVP), sodium dodecyl
sulfate (PANI-SDS), sodium dodecylbenzenesulfonate (PANI-SDBS) or taurine (PANI-T)
were studied. Those samples were prepared either by adding the agent into the polymeri-
zation mixture (M) or by its adsorption on the polyaniline salt (F) or polyaniline base (BF)
surface. The materials were characterized by surface energy test and conductivity. The
hemocompatibility of materials was evaluated by testing the impact on chosen coagulation
parameters. The impact on cell adhesion and proliferation were also evaluated. The purpo-
se of this work was to find out if any of polyaniline surface modifications is applicable for

use as a blood-contacting material.

Keywords: polyaniline, polyvinylpyrrolidone, sodium dodecyl sulfate, sodium dodecyl-

benzenesulfonate, taurine, hemocompatibility
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UvVOD

Ptedevsim v poslednich desetiletich je v populaci stale ¢astéjsi vyskyt kardiovaskularnich
chorob a zejména ve vyspélych zemich jsou choroby srdce Casto pfi¢inou imrti a nemoc-
nosti. Kardiovaskularni choroby (pfedevsim ischemické choroba srde¢ni) jsou hlavni pfici-
nou umrti také v Ceské republice, s hodnotami dlouhodobé& se pohybujicimi okolo 50 %.
Podobné jsou kardiovaskularni choroby také nejCastéjsi pri¢inou hospitalizace. Tyto cho-
roby Casto vyzaduji 1€karsky zasah s pouzitim implantatii (napf. cévni nahrady). Materia-
lem pro jejich vyrobu mohou byt také polymery. Kontakt krve s povrchem cizorodého ma-
teridlu vSak zptsobuje, kromé ostatnich obrannych reakei organismu, také krevni srazeni,
podobné jako v ptipad€ poranéni cévy, coz zna¢né omezuje pouziti materialii v medicing.
Proto je snaha modifikovat materidly pouzivané pro tyto ucely tak, aby bylo dosazeno je-

jich hemokompatibility.

Tato prace je zaméfena na vliv polymert na krevni sraZzeni a metody modifikace téchto
materiald, které by mohly vést k zlepSeni jejich hemokompatibility. Prace se soustfed’uje
pfedev§im na polyanilin, ktery by diky své elektrické vodivosti mohl nabizet zajimavé
moznosti uplatnéni v medicinskych aplikacich, jako nosice 1ékt nebo scaffoldy pro tkano-
vé inzenyrstvi. Konkrétné je studovan vliv polyanilinu na krevni srazlivost, a to u ¢istého
polyanilinu i1 v n¢kolika riznych modifikacich. Cilem prace je zhodnotit hemokompatibili-
tu zkoumanych materidll a zjistit, jestli je polyanilin nebo nékterd z jeho modifikaci vhod-

nym materiadlem pro pouZiti v kontaktu s krvi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOKOMPATIBILITA A HEMOKOMPATIBILITA

V dne$ni dob¢ jsou jako biomateridly, tedy materidly, které jsou vhodné pro pouziti
v kontaktu s zivym organismem, pouzivany nejen kovy a keramika, ale diky své vSestran-
nosti a relativné jednoduchému zpracovani piedev§im polymery, které nabizeji mnohem
Sirsi vybér vlastnosti a umoziuji tedy pouziti ve vétSim poctu riiznych aplikaci [1]. Poly-
mery jsou v soucasnosti bézné¢ pouzivanymi materialy pro vyrobu implantati a jinych
zdravotnickych pomucek, které ptichazeji do styku s zivym organismem, piipadné jsou
pouzivany v kontaktu s biologickymi systémy in vitro ¢i in vivo [2]. Tyto pomucky jsou
pak ¢asto nezbytnymi prostfedky v péci o zdravi, a to v mnoha riznych typech aplikaci, od

chirurgickych nastroji az po implantaty [1].

Pti pouziti polymeru jako materidlu pro vyrobu zdravotnickych pomiicek je také, podobné

jako u jinych materialti, nutné dbat na jeho biokompatibilitu.

Podle nejcastéji pouzivané definice je biokompatibilita materidlu jeho schopnost plnit svoji
funkci a pfitom nepoSkozovat organismus a vyvolavat reakci, kterd je vhodna pro konkrét-
ni aplikaci a je pro tuto aplikaci pozadovana. Pro riizné aplikace se pak mohou pozadavky
ruznit [2]. Biomaterialy se na zakladé svych vlastnosti daji rozdélovat podle riznych krité-
rii, nejCastéji podle toho, jestli jsou inertni nebo aktivni, tedy jestli s biologickym systé-
mem néjakym zplsobem interaguji, dalSim ¢astym rozdélenim je potom jejich rozdé€lovani
na zéklad¢ jejich stability, a to na materialy biodegradabilni, tedy ty, které se po urcité do-
bé v prostiedi organismu rozlozi, a ty, které v organismu ziistanou beze zmény [3]. Zaro-
ven musi materidly spliovat také pozadavky na mechanické vlastnosti, musi mit vhodné

optické vlastnosti a umoziovat sterilizaci [2].

Materidly vykazujici biokompatibilitu mohou byt pouzity pro vyrobu zdravotnickych po-
miucek, at’ uZ pro pouziti vné (napf. biosenzory, kontaktni co€ky) nebo uvnitf (implantaty)
téla [1]. V pfipadech, kdy se materidl dostdva do pfimého kontaktu s krvi (kanyly, cévni
nahrady atd.), je nutné zajistit také hemokompatibilitu materidlu, tedy to, aby nedochézelo
k nezadouci reakci [4], ktera je zpiisobena kontaktem krve s povrchem materidlu. Pii tom
dochazi k adhezi krevnich bilkovin, kterd je ¢asto doprovazena aktivaci koagula¢niho a

imunitniho systému [5].

To, co urcuje hemokompatibilitu materialu, jsou tedy piredevsim jeho povrchové vlastnosti
(v zévislosti na konkrétni aplikaci), které ovliviiuji adhezi krevnich bilkovin. Vzhledem

k tomu, ze s klesajici adhezi bilkovin na povrch materidlu roste jeho hemokompatibilita,
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upravuji se materidly obvykle tak, aby se omezila adheze krevnich bilkovin [6]. K tomu se
pouzivaji rizné metody Upravy povrchu, od zmén struktury nebo morfologie az po narou-
bovani latek na povrch materidlu, jako je tfeba heparin nebo inhibitory nékterych enzymu
koagulac¢ni kaskady [4]. Dalsim ukazatelem hemokompatibility materidlu je také aktivace
krevnich desticek, ktera je napt. u PET vyrazné omezena naptiklad naroubovanim cysteinu

na povrch materidlu [6], u PUR, kter¢ je jako biomateridl nejpouzivanéjsi, je mozné kom-

patibilitu zvysit naroubovanim chitinu nebo chitosanu [1].

Ackoli se povrchové vlastnosti materialu daji za ucelem zvyseni kompatibility modifikovat
mnoha riznymi zpusoby, a je tak mozné upravit odpovéd’ organismu na tento material,
hemokompatibilita bézn€ pouzivanych materialt stale neni dokonala a kontakt krve s ma-

teridly tak stale vyvolava nezadouci reakce organismu, véetn€ krevniho srazeni. [7].
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2 HEMOSTAZA

Hemostéaza je slozity obranny mechanismus téla, ktery zajistuje zachovani proudéni krve
za fyziologickych podminek, a zaroven zabezpecuje rychlé, lokalné omezené srazeni krve
v ptipadé, Ze dojde k poranéni organismu tak, aby nedochézelo k velkym ztratdm krve [8].
Podobné jevy, které probihaji béhem hemostazy, se pak odehravaji také pti kontaktu krve

s cizorodym materidlem [9].

V neporusené cévé za normalnich okolnosti nedochazi ke srazeni krve, protoze bunky cév-
niho endotelia produkuji antikoagulacni latky, které mu zabranuji, dilezita je také nepfi-
tomnost zaporného naboje na povrchu neposkozené cévy a absence produkce tkanového
faktoru. Pii poruseni cévy naopak dochézi ke kontaktu krve s tkani, ktera obklopuje buiiky
vnitini stény cévy, probihd adheze krevnich desti¢ek na povrch cévniho subendotelia, coz
vede k vytvoreni hemostatické zatky, dochazi k odkryti tkdn€ se zdpornym nabojem [10] a
na povrchu odhalenych bun¢k dochazi k expresi tkanového faktoru, ¢imz dojde ke spusténi
procesu krevni koagulace [11]. Uvolnéné chemokiny navic zplisobuji zvySeni koncentrace
leukocytll v misté zranéni, a tim podporuji hojeni a brani vzniku infekce [10]. Zaroven
dochazi také ke zméné proudéni krve v cévé, coz pfispiva ke krevnimu srazeni v misté
poranéni [12], k uzavieni poskozené cévy prispiva také zuzZeni cévy v misté poranéni, které
je rychlé a prechodné, s charakterem piimé odpovédi stény cévy na poranéni, takzvana

vazokonstrikce [13].

To znamend, ze proces sraZeni krve je zaloZen na vzajemnych reakcich mezi povrchem
poskozené cévy nebo cizorodého materialu, krevnimi destickami a koagula¢nimi faktory, a
jeho vysledkem je vytvotfeni krevni srazeniny v misté poranéni nebo kontaktu s cizorodym
materidlem [9], a to uz béhem nekolika sekund. Témét okamzité dochazi také ke stimulaci
fibrinolytického systému, ktery omezuje mnoZstvi vzniklého fibrinu a brani dalsi aktivaci
koagula¢ni kaskady tak, aby byla zachovana plynulost toku krve v krevnim fecisti [10],
poranéni cévy a predevsim potom piitomnost cizorodého materialu v krvi ale miize vyvolat
také odpovéd’ imunitniho systému organismu, reakci komplementu [9] nebo zptisobit he-

molyzu €ervenych krvinek [14].

2.1 Hemokoagulace

Samotnd hemokoagulace je fetézcem enzymatickych reakci, béhem kterych dochazi

k pteméné neaktivnich enzyml (koagulaénich faktord), pfitomnych v krevni plasmé, na
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jejich aktivni formu, a to po kontaktu s néjakym povrchem (napt. kontaktni aktivace fakto-
ru XII) nebo po reakci s jinym enzymem. Koagula¢ni faktory byvaji obvykle oznacovany
fimskymi Cislicemi, podle potadi, v jakém byly objevovany, Casto piedtim, nez byla obje-

vena jejich role v systému krevni koagulace. Jejich vycet je vidét v tabulce 1.

Tabulka 1: koagulacni faktory, upraveno dle [15]

faktor obecny nazev kofaktor
1| fibrinogen } obvykle se nazyvaji
II| protrombin obecnymi jmény
11| tkanovy faktor } obvykle se neoznaduji
V| Ca* jako koagula¢ni

V| proakcelerin, labilni faktor, akceleratorovy
(Ac-) globulin

VII| prokonvertin, sérovy akcelerator konverse

protrombinu (SPCA), kotromboplastin

VIII | antihemofilicky faktor A, antihemofilicky

globulin (AHG)

IX | antihemofilicky faktor B, Christmas faktor,

plasmova tromboplastinova slozka (PTC)
X | Stuartiv-Prowertv faktor kofaktorem je faktor V

XI| plasmaticky predchiidce tromboplastinu (PTA)
XII'| Hagemantv faktor
XIII'| faktor stabilizujici fibrin (FSF), fibrinoligasa

kofaktorem je faktor III

kofaktorem je faktor VIII

Cely proces hemokoagulace probihd v n€kolika krocich (zndzornéno na obrazku 1), kdy
jeden aktivovany faktor mize ovlivnit n€kolik dalSich. Tim dochazi k rychlému zesileni
efektu reakce, takze v kratké dob& dochazi k produkci dostatecného mnoZstvi trombinu,
ktery podporuje aktivaci krevnich desticek a tvorbu fibrinu. Z tohoto diivodu byva tato
reakce oznaCovana jako koagulacni kaskada [9]. Ta je obvykle pro zjednoduseni rozdélo-
vana do dvou vétvi, vnéjsi a vnitini. Ty se vSak spojuji do spolecné Casti, jejimz vysledkem
je produkce trombinu, ktery pak hydrolyzuje fibrinogen a umoziluje jeho pfeménu na ne-

rozpustny fibrin.
Zatimco vnéj$i drdha koagulace zodpovida za sraZeni krve v ptipad€ zranéni (tj. poruseni
celistvosti cévy), vnitini draha ma ziejmé vliv pii kontaktu krve s cizorodym materidlem, a

muze byt ptfi¢inou jejich Spatné hemokompatibility [16], uvadi se také, ze tlohou vnitini
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drahy by mohlo byt zesileni efektu aktivace koagulace zpiisobené vnéjsim drahou koagu-

la¢ni kaskady [10]. Obé¢ drahy jsou navic propojené a vzajemné se ovliviuji.

Diulezitym prvkem vétSiny kroki kaskady je pfitomnost vapenatych kationtd a prabéh ce-
1ého procesu je vyrazn¢ omezovan na oblast zranéni nejen vlivem inhibitort koagulace, ale
1 proto, ze tokem krve dochazi k fedéni aktivovanych koagulacnich faktort.. Nékteré kroky
koagulaéni kaskady mohou navic s dostate¢nou intenzitou probihat pouze na povrchu akti-
vovanych krevnich desticek nebo v misté poranéné tkané [9].
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2.1.1 Vnéjsi draha

Vnéjsi draha koagulacni kaskady je zahajena poskozenim cévy. Tkanovy faktor (FIII),
glykoprotein, ktery je za fyziologickych podminek izolovan v monocytech a endotelidlnich
bunikach, je pii poskozeni cévy odkryt na plasmatické membrané buiiky, interaguje s fakto-
rem VII nebo jeho aktivovanou formou, a dojde k vytvoreni enzymaticky aktivniho kom-
plexu, jeho zékladni funkci je aktivace faktoru X, zcastiiuje se ale také aktivace faktoru

IX [11].

Na rozdil od ostatnich koagula¢nich faktort se tkanovy faktor v téle nevyskytuje v neak-
tivni form¢, a diky svoji pozici na zacatku koagulacni kaskady je povazovan za nezbytny
k zivotu. Za normalnich podminek se nevyskytuje v buitkach, které se dostavaji do kontak-
tu s krevni plasmou, a ke spusténi krevni koagulace tak dojde pouze v ptipadé, ze se krev
dostane do styku s buiikami spodnich vrstev cévy, tedy pii zranéni. Kromé toho mize do-

chézet k produkci tkanového faktoru pii zdnétlivych reakcich.

Faktor VII je enzym zavisly na vitaminu K, jeho nedostatek je vzéacny, ale vede
k vyraznym problémiim s krevni srazlivosti. V krvi se v malém mnoZzstvi vyskytuje ve své
aktivované podob¢, sam vSak nema vyraznou enzymatickou aktivitu, zatimco v komplexu

s tkanovym faktorem vytvari nejsilnéjs$i znamy aktivator krevni koagulace [10].

2.1.2 Vnitrni draha

Zacatek vnitini drahy hemokoagulace byva obvykle oznacovan jako kontaktni aktivace a
tyka se Ctyf proteind, kterymi jsou faktor XII, HMW kininogen, prekalikrein a faktor XI.
Zakladni reakci tohoto kroku je aktivace faktoru XII. K t¢ mlzZe dojit nékolika riznymi
zpusoby, a to bud’ 1) kontaktni autoaktivaci, kdy k aktivaci faktoru dojde zménou konfor-
mace po jeho adsorpci na n¢jaky povrch, 2) autohydrolyzou, kdy aktivovany FXIIa zpétné
hydrolyzuje dal§i molekuly FXII, nebo 3) reciprokou aktivaci, pti které¢ FXIla mtze pte-
ménit prekalikrein v komplexu s HMW kininogenem na kalikrein, ktery zpétné aktivuje
FXII. Tyto tfi zplsoby aktivace neprobihaji v krevni plasmé ve stejné mife jako
v definovanych roztocich pti jejich studiu in vitro, a matematické modely ukazuji, Ze

v prostiedi organismu je nejdilezitéjsi pravdépodobné autoaktivace vlivem povrchu [17].

Aktivovany faktor XIla vede k aktivaci faktoru XI (k jeho aktivaci mize dochazet i vlivem

trombinu), dochazi také k pfeméné prekalikreinu na kalikrein a $t€peni HMW kininogenu.
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Vsechny tyto zmény usti k preméné FIX na jeho aktivovanou formu, kterd je pak jednou

z pricin aktivace faktoru X.

Ptestoze je vnitini draha hemokoagulace Casto povazovéna za nedulezitou (za fyziologic-
kych podminek, bez kontaktu krve s cizorodym materidlem), zda se, Ze n¢které z enzymtl,
které jsou jeji soucasti, vykazuji i jiné funkce, jako je role prekalikreinu a HMW kininoge-
nu v regulaci krevniho tlaku nebo jejich podil na fibrinolyze [10], kontaktni aktivace ma
navic vliv na stabilitu krevni srazeniny, vzhledem k tomu, ze FXIla zfejmé inhibuje agre-
gaci krevnich desticek vyvolanou trombinem [18]. K aktivaci vnitini drahy hemokoagulace
dochazi kontaktem krve se zdporné nabitym povrchem nebo cizorodym materidlem [10], a
i kdyz je aktivace faktoru XII, zptisobena kontaktem s cizorodym povrchem (a podle tra-
di¢nich poznatkll je nejintenzivnéj$i na povrchu materidlu, ktery mé zdporny naboj nebo je
hydrofilni, 1 kdyz novéjsi studie naznacuji, ze FXII nevykazuje specifickou vazbu na tyto
materialy [16]), klicovym krokem pro vnitini drahu hemokoagulace, jeji mechanismus
stale neni plné¢ vysvétlen, napiiklad neni znamo, jestli k aktivaci FXII dochéazi az po kon-
taktu s povrchem, nebo jestli se néjaké malé mnozstvi aktivovaného faktoru vyskytuje

v krvi 1 za fyziologickych podminek [19].

2.1.3 Spolecna draha

Spole¢na ¢ast koagulace zacinad aktivaci FX, at’ uz k ni dojde vlivem vnitini nebo vngjsi
drahy. Aktivovany FXa za pfitomnosti faktoru Va, vapenatych kationtti a fosfolipidt krev-
nich destic¢ek tvofi takzvany protrombinadzovy komplex, jehoZ tlohou je aktivace protrom-
binu na trombin. Jedna se o reakci, kterd umoziuje malému mnozstvi inicidtoru vygenero-
vat velké mnoZstvi trombinu, s ohledem na koncentraci protrombinu v krvi [9]. Vytvoreny
trombin potom iniciuje n¢kolik reakci, které¢ zpétnou vazbou podporuji jeho vlastni pro-
dukci, a tedy rychlejsi tvorbu krevni srazeniny v misté zranéni, jako je aktivace FXI (dale
aktivuje FIX), disociace neaktivniho komplexu faktoru VIII s von Willebrandovym fakto-
rem a aktivace FVIII, pficemz ob¢ tyto reakce piispivaji k tvorbé tzv. tendzového komple-
xu, ktery je slozen z FIXa, FVIIla, fosfolipidii a vapenatych kationtii, a podporuje dalsi

aktivaci faktoru X.

Dalsi reakci, kterou iniciuje trombin, je aktivace faktoru V, ¢imz se zvySuje mnozstvi pro-
trombinazového komplexu a tim i1 objem trombinu, vliv ma i trombinem vyvolana aktivace
krevnich desti¢ek v misté zranéni, ktera zvySuje dostupnost fosfolipida [11], kromé toho

trombin aktivuje nékteré inhibitory krevniho srdZeni, jako je protein C.
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Poslednim krokem koagula¢ni kaskady je reakce trombinu s fibrinogenem a faktorem XIII,
kdy jsou z molekuly fibrinogenu ptisobenim trombinu odstépeny dva malé fibrinopeptidy,
oznacované jako fibrinopeptid A a fibrinopeptid B [10]. Zbytek molekuly pak tvoii mo-
nomerni fibrin. Jejich polymeraci pak vznikaji vlakna, ktera agreguji a tvofi sit’, ktera je
zpevnéna piicnymi vazbami, jejichz vznik je katalyzovan pomoci FXIlla, aktivovaného
pusobenim trombinu [9]. Takto vytvofeny nerozpustny fibrin potom zpeviluje agregaty

krevnich desticek [11].

2.1.4 Regulace krevni koagulace

Proces krevni koagulace je efektivni pouze tehdy, pokud se omezuje na oblast zranéni a je
aktivni pouze tak dlouho, aby doslo k tvorbé dostate¢ného mnozstvi fibrinu pro uzavieni
rany [10]. Dulezitou soucasti sytému srazeni krve jsou tedy také inhibitory koagulace, kte-
ré zabranuji pfehnané tvorbé krevnich sraZenin. Nejjednodussim zpiisobem, jakym dochazi
k regulaci intenzity krevniho srazeni, je tok krve v cévach, ktery zajist'uje snizeni koncent-
race koagulacnich faktor v misté zranéni. Neékteré kroky koagulacni kaskady navic probi-
haji efektivni rychlosti pouze v ptipadé, ze jsou katalyzovany néjakym povrchem, coz plati
naptiklad pro aktivaci faktoru X pomoci komplexu tkanového faktoru a faktoru VII [9].
Jiné jsou zévislé na latkach, jako je tkanovy faktor nebo fosfolipidy, které jsou dostupné
pouze v misté poranéni [10]. Dalsi cestou jsou ptirozene se vyskytujici antikoagulacni lat-
ky, jako je antitrombin III, ktery je diilezitym inhibitorem trombinu a nékterych dalSich
koagulacnich faktorii, nebo TFPI (tissue factor pathway inhibitor), ktery v ptitomnosti fak-
toru Xa inhibuje funkci komplexu faktoru VII a tkanového faktoru. Béhem koagulace
vznikaji také enzymy, jejichZ tlohou je degradace nékterych kofaktord. Piikladem mize
byt trombomodulin, ktery se nachazi na povrchu endotelidlnich bunék cév, a ktery degra-
duje trombin. Komplex trombinu s trombomodulinem pak aktivuje protein C, ktery je diky

tomu, ze degraduje faktory V a VIII, povaZovan za zdkladni antikoagulacni mechanismus.

Nejlépe prostudovanym fibrinolytickym enzymem je plasmin, ktery se v krvi bézné vysky-
tuje v neaktivni formé¢, jako plasminogen. Ten je béhem koagulace inkorporovan do krevni
srazeniny, aktivovan pomoci latek, které jsou v krvi nebo uvolnéné z tkani (pfipadné doda-
né terapeuticky), jako je napiiklad urokindza nebo tkanovy aktivator plasminogenu (tPA).

Aktivovany plasmin potom rozklada fibrin [9].

V nekterych pripadech je obvyklé dodéavat antikoagulacni latky pacientim terapeuticky,

v takovych piipadech se vétSinou jedna o warfarin, ktery brani spravné funkci vitaminu K,
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a tim ovlivituje tvorbu nékterych koagulacnich faktorti (FVIL, FIX, FX a protrombin), nebo
heparin, ktery blokuje funkci pfedevsim trombinu a fibrinu [20].

2.2 Reakce krevnich desticek

Krevni desticky jsou bezjaderné krevni buiky, které vznikaji z megakaryocytii v kostni
dieni a v krvi cirkuluji v mnoZstvi asi 300.10%/litr [21]. Obsahuji vice neZ 1100 proteind,
vcetné rustovych faktori, enzymu a jinych bioaktivnich molekul, v organismu se tedy po-
dileji na mnoha riiznych procesech, jako jsou tvorba zanétu, obrana téla pied mikroorga-
nismy nebo hojeni tkéni, pfedevsim ale krevni srazlivost [22]. Hlavnim podilem krevnich
desticek na udrzovani hemostazy je jejich rychla reakce piti poruseni cévy a adheze v miste
poranéni [23], a tudiz zajiSténi neporuSenosti cévni stény tvorbou destickové zatky
v ptipad¢ jejiho poSkozeni [24], a jeji stabilizace katalyzaci koagulacnich reakeci, které ve-

dou k tvorbé fibrinu [9]. Zaroven podporuji také proces hojeni uvoliiovanim cytokini [25].

Poruchy tvorby nebo funkce krevnich desti¢ek se projevuji bud’ zvySenou krvacivosti, ne-
bo naopak patologickym srdzenim krve, coZ ukazuje na dulezitost jejich role pro udrzeni
hemostazy organismu [26], pfedev§im pak v kizi a sliznicich, na rozdil od poruch hemo-
koagulace, kterd se projevuje spiSe krvacenim v hlubSich tkanich [21]. Funkce krevnich
desticek mize byt oslabena nebo narusena vice nez 100 rGznymi vitaminy, jidly, kofenim

nebo léky, vCetné aspirinu, ktery je Casto pouzivan jako prevence infarktu myokardu [27].

Rozsah adheze a aktivace krevnich desticek na povrch biomateridlu byva povazovan za
jeden z dulezitych indikatort, podle kterych se posuzuje hemokompatibilita materialu, za-
rovei se také jedné o zasadni kroky, na které pii krvaceni navazuje tvorba krevni srazeniny
[28]. Obecné nizkd intenzita adheze a aktivace desti¢ek vypovidd o dobré hemokompatibi-
lit¢ materialu, zatimco velkd mira jejich adheze a aktivace miZze Ustit v tvorbu krevnich

srazenin [14].

2.2.1 Morfologie krevnich desticek

Krevni desticky maji diskoidni tvar, o priméru 2 —4 mm, s zivotnosti mezi 8§ a 14 dny,
jejich struktura je zjednoduSené naznacena na obrazku 2. Za normélnich podminek cirkulu-
ji v krevnim ftecisti bez jakékoli interakce [29]. Jejich plasmatickd membrana je tvofena
fosfolipidy, a na jeji vnitini stran€ jsou negativné nabité fosfolipidy jako fosfatidylserin
nebo fosfatidylinositol, které se po aktivaci krevnich desti¢ek obnazi a umoznuji aktivaci

koagulac¢nich faktort [30]. Na vnégj$i strané membrany krevnich desticek jsou potom recep-
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tory, které umoznuji interakce mezi desti€¢kou a povrchem (adheze) a destickami vzajemné
(agregace), ptiklad je mozno nalézt na obrazku 3. Dale obsahuji lysosomalni granula, ob-

sahujici hydrolazy [9].
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Obrazek 2: krevni desticka [27]
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Obrazek 3: adheze krevnich desticek na povrch poskozené cévni stény [31]
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Cytoskelet krevnich desticek je tvofen proteinovymi mikrotubuly a vldkny. Kromé nich se
uvniti desticek nachazeji dva rizné intercelularni membranové systémy, z nichz prvni se
nazyva denzni tubularni systém (denzni granula). Ten je uzavieny a dochazi v ném ptede-
vs$im k tvorbé ADP a ukladéani vapniku. Druhym je otevieny systém invaginaci plasmatic-
ké membrany, ktery po aktivaci desticek zvétsuje jejich povrch. Ty jsou oznacovany jako
a-granula a mimo jiné obsahuji také glykoproteiny (napf. von Willebrandiv faktor),

destickové proteiny nebo nékteré koagulacni faktory (faktor Va, VIII, fibrinogen) [30].

Krevni desticky jsou citlivé a mohou odpovidat i na minimalni stimulaci [9]. Jejich aktiva-
ce vede ke zméné morfologie z neaktivované krevni desticky na aktivovanou, jak je vidét
na obrazku 4 (4a, 4b krevni desticka neaktivovana, 4c, 4d aktivovand). Dojde k pfeuspora-
dani cytoskeletu, tvorbé pseudopod a desticka ztraci sviyj diskovity tvar a stdva se dendri-

tickou [32], coz je provéazeno vnitini kontrakci desticky a vypuzenim obsahu granul [9].

Obrazek 4: krevni desticka: a,b) neaktivovana c,d) aktivovana [33]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.2.2 Funkce krevnich desti¢ek

Krom¢ fibrinu, ktery je vysledkem koagulacni kaskady, jsou soucasti krevni srazeniny také
krevni desticky [18], jejichz diilezitost pro krevni sraZeni je znama uz od Ctyficatych let,
kdy bylo zjisténo, ze krevni plasma chuda na desticky se po op€tovném piidani vapenatych
kationtll srazi pomaleji, nez plasma bohata na krevni desticky [34]. V organismu se krevni
desticky tcastni mnoha riznych pochodt, véetné podpory vazokonstrikce tim, Zze po své
pii zastavé krvaceni. Na obrazku 5 je schéma jejich funkce, a jak je vidét, po poskozeni
cévy se krevni desticky dostavaji do kontaktu s odkrytou extracelularni matrix, coz vede
k jejich adhezi a aktivaci. Tim dojde k uvolnéni n¢kterych latek, které se ticastni hemokoa-

gulace. Vysledkem celého procesu je potom tvorba hemostatické zatky zpevnéné fibrino-

vymi vldkny [26].
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Ugast krevnich desti¢ek na procesu hemostazy se da rozdélit na adhezi, aktivaci, sekreci a
agregaci [29] a jejich chovani mlze byt proti poznatklim ziskanym in vitro ovlivnéno také
jejich vystavenim smykovému namahani, které je zptisobeno tokem krve. Timto zplisobem
muze také dojit k jejich aktivaci a agregaci (tzv. SIPA, shear-induced platelet activation-
aggregation), toto mize pusobit také v kombinaci s kontaktem desticek s cizorodym po-

vrchem v piipadé biomateridll [34].

2.2.2.1 Adheze

Za fyziologickych podminek je adhezi krevnich desticek k cévni sténé zabranéno vysokou
lokalni koncentraci prostacyklinu a oxidu dusnatého [8], pfi obnazeni cévniho endotelia
nebo subendotelidlnich komponent dochazi k rychlé adhezi krevnich desticek, coz je reak-
ce zprostfedkovavand ligandy vyskytujici se v misté zranéni, které se vdzou na specifické
receptory na membrané krevnich desti¢ek. Ptikladem je kolagen, ktery tvoii vazbu
s destickovym receptorem GPla, zatimco von Willebrandiv faktor, ktery se vyskytuje
v krevni plasmé nebo je vytvaren endoteliem, megakaryocyty a pojivovymi tkdnémi sub-
endotelia, se vaze na receptor GPIb [29] a tvoii mistek s molekulou kolagenu [8], kromé&
nich miiZzou ale desti¢ky interagovat také s fibrinogenem, fibronektinem nebo vitronekti-

nem [28].

V ptipad€ pouziti biomateridlu dochézi k adhezi krevnich desticek na jeho povrch primarné
skrze interakci mezi receptory destiCek a proteiny krevni plasmy, adsorbovanymi na po-
vrchu materidlu [36], pfedevsim fibrinogenem, ktery se vdze na destickovy receptor glyko-

protein [Ib/I1Ia [32].

2.2.2.2 Aktivace

Pokud dojde k adhezi krevnich desticek na povrch obnazeného subendotelia nebo se
desticky dostanou do kontaktu s aktivatory, jako je naptiklad trombin, coZ je hlavni aktiva-
tor krevnich desticek, ktery aktivuje nejméné tii riizné receptory na jejich povrchu, dojde
k jejich aktivaci. V ptipad€ biomateriala je aktivace krevnich desticek iniciovana kontak-
tem s povrchem a zélezi na sloZeni vrstvy adsorbovanych proteini na povrchu materialu

[18].

Kromé toho, Ze aktivace krevnich desticek vyvolava u endotelidlnich bun¢k syntézu a se-
kreci molekul, které omezuji tvorbu krevni srazeniny [26], jejich aktivace vede ke zméné

jejich morfologie, tedy ke zméné z jejich piivodniho diskoidniho tvaru v kouli s dlouhymi
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dendritickymi vyb&zky, které usnadiuji dalsi adhezi. Tato zména tvaru je umoznéna vel-

kym obsahem aktinu a myosinu v cytoplasmé desticek [27].

Béhem aktivace desticek dochazi k nékolika procestim, piedné se jedna o zptistupnéni ob-
sahu granul, kdy jsou biologicky aktivni latky (napf. serotonin, vapenaté kationty nebo
ADP) uvolnény do okoli krevni desticky, dale o expresi glykoproteinu P-selektin na po-
vrchu membrany, coz umozni adhezi aktivované desticky k bunikam. Zména tvaru desticky
nejen usnadnuje jeji adhezi, ale taky podporuje spojeni tendzového a protrombindzového
na fosfolipidech, dulezita je také iniciace drahy eikosanoidl a syntéza a uvolnéni kyseliny
arachidonové, prostaglandini [24] a tromboxanu A,, ktery podporuje agregaci [29]. Pfi
aktivaci dojde také k uvolnéni mikrocastic, které zfejme slouzi ke zvétseni fosfolipidového
povrchu krevnich desticek pro uchyceni a shromdzdéni koagulacnich nebo antikoagulac-
nich faktort, a tedy urychleni hemostazy [34], ziejmé se ale podileji také na tvorbé sraze-
niny (diky vysokému obsahu faktoru Va a né¢kterych jinych latek) [24], fibrinolyze, adhezi

bilych krvinek a interakci mezi krevnimi destickami a endoteliem [34].

2.2.2.3 Agregace

Bé&hem aktivace krevnich desti¢ek dojde ke zméné konformace membranového receptoru
oznacovan¢ho jako glykoprotein IIb/Illa. Tim je umoznéna jeho vazba na fibrinogen, a
tedy tvorba ndsobnych stabilnich vazeb mezi sousedicimi desti¢kami, coz umoziiuje rych-
lou akumulaci krevnich desti¢ek v misté zranéni [29]. Dale je agregace desticek podporo-
vana predev§im plsobenim trombinu, a je dilezitd pro zachovani hemostazy organismu,
pokud vSak probihad abnormalné, pfispivéa k rozvoji kardiovaskularnich a cerebrovaskular-

nich chorob nebo aterosklerozy [37].

Agregat krevnich desticek je pak pokryt a zpevnén kovalentné vazanym fibrinem [38].
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3 SRAZENI KRVE NA MATERIALECH

Vlastnosti, ktera umozinuje, aby byl materidl pouzivan v prostiedi organismu, je jeho
schopnost byt v kontaktu s zivou tkéni a nijak ji pfitom neposkozovat. To je pozadovano
predevsim v piipad¢ zafizeni nebo pomiicek ur¢enych pro dlouhodobé pouziti, dilezité je i

umisténi a zpisob, jakym je materidl pouzivan.

Vlastnosti materialu se obecné rozdéluji do dvou skupin, a to na vlastnosti objemové, jako
je napiiklad krystalinita, porosita nebo mechanické vlastnosti, a vlastnosti povrchové. [3].
Vzhledem k tomu, Ze povrch materialu je tim, co ptfichdzi do kontaktu s krvi nebo zivou
tkani, jsou pro aplikaci biomaterialti velice dulezité jejich povrchové vlastnosti a z nich
plynouci odpovéd’ organismu [6]. Hemokompatibilita materialu tedy zaleZi nejen na umis-
téni zafizeni, délce jeho kontaktu s krvi a dynamice toku krve, ale také na povrchovych
vlastnostech materialu [4], pficemz dulezitymi faktory hemokompatibility jsou mimo jiné
chemické slozeni povrchu, povrchova energie materialu, jeho smacivost, topografie a drs-
nost. Tyto vlastnosti ovliviiuji adsorpci proteini na povrch materidlu, zmény jejich kon-

formace a jejich funkci [17].

3.1 Faktory ovliviiujici hemokompatibilitu materialu

Podobné jako v ptipad¢, Ze vlivem zranéni dojde k poruSeni cévy, se krev srazi tehdy, kdyz
se dostane do kontaktu s cizorodym materidlem. To zpisobuje zna¢né problémy a omezeni
pii pouzivéani 1ékarskych pomtiicek a mize zpisobit také ohrozeni jejich funkénosti [18].
Adsorpce krevnich bilkovin na povrch takto pouzivanych materialti je povazovana za dile-
zity medidtor hemokompatibility, adheze krevnich desti¢ek a tvorby krevnich sraZenin
[39]. Za kritické se pfitom povazuji povrchové vlastnosti materialu [7]. Snahy o zlepSeni
hemokompatibility pouzivanych materialti tak smétuji ke sniZeni adsorpce krevnich bilko-

vin na jejich povrch, s cilem omezit adhezi krevnich desticek [32].

Kromé procesii spojenych s krevnimi destickami je krevni sraZeni na povrchu materialu
ovliviiovano také reakcemi imunitniho systému a reakcemi s koagulacnimi faktory po je-
jich adsorpci na povrch materialu, pfedevsim v ptipadé faktord XII a XI, prekalikreinu a
HMW kininogenu, které jsou soucasti vnitini drahy koagula¢ni kaskady a u kterych docha-
zi pii styku s cizorodym materidlem k takzvané kontaktni aktivaci. Aktivace faktoru XII
pfi kontaktu s povrchem, potazmo celd vnitini dréha koagulacni kaskady, hraje dilezitou

roli pfi krevnim sraZeni zplisobeném kontaktem s cizorodym materidlem. Jeho uloha na
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krevnim srazeni in vivo vSak stale neni pln¢ znama, vzhledem k tomu, Ze absence koagu-

la¢niho faktoru XII nevede k porucham krevniho srazeni [18].

Reakce organismu na pfitomnost cizorodého materidlu je slozita a zavisla na pisobeni
mnoha faktort [17]. Pfestoze biomaterialy, a do velké miry pak polymery, maji Siroké
uplatnéni v medicing, jejich pouzivani stale vyvolava nezadouci reakci v pfipadé€, ze se
dostanou do kontaktu s krvi, a prvni reakci krve v takovém piipad¢€ je nespecificka adsorp-
ce krevnich bilkovin na povrch materidlu, coz krom¢ vzniku zanétu a mozné infekce vede
také k adhezi a aktivaci krevnich desticek a spusténi koagulaéni kaskady, disledkem ¢ehoz
je potom tvorba krevnich srazenin. Proto je tento problém krevniho srazeni v kontaktu
s cizorodym materidlem spojovan predevSim s bézné pouzivanymi kardiovaskularnimi

pomtickami, jako jsou katétry, umélé srde¢ni chlopné nebo cévni $tépy [7].

3.1.1 Chemické slozeni materialu

Casto pouzivanymi biomaterialy jsou diky §irokému rozpéti mechanickych vlastnosti a
dobré odolnosti vii¢i tinavé materidlu naptiklad polyuretany, které maji strukturu blokové-
ho kopolymeru. U téchto materiali dochazi k mikrofazové separaci, ktera je dasledkem
nemisitelnosti segmentd tvrdych a polarnich s mé€kkymi a relativné nepolarnimi, a ma vliv
na kompatibilitu materialu s krvi. Vysledky ukazuji snizenou miru aktivace hemokoagula-
ce ve srovnani naptiklad se sklem, coz ukazuje na to, Ze mikrofazova separace vytvafi na
povrchu materidlu mikroprostiedi, které¢ ovlivituje odpoveéd’ proteini a bun¢k na povrch
[17], jak dokézala také studie, kde byl do polyuretanu pifidan druhy typ mékkého, nepolar-
niho segmentu. Vzorky byly pfipraveny jako membrany s riznym pomérem prepolymeru
na bazi polypropylenoxidu (PUR) a PCL-diolu (polykaprolakton, druhy m&kky segment), a
jak je vidét (uvedeno v obrazku 6 a tabulce 2), s ménicim se obsahem piidané latky se me-
nila nejen velikost port, ale také intenzita adheze krevnich desticek na povrch upravova-
ného materialu [40]. Studie také ukazuji, Ze odpovéd’ organismu se li§i v riznych ¢astech
povrchu materidlu, a Ze vliv na hemokompatibilitu materialu ma chemické heterogenita
povrchu v rozméru nanometrd, s nizkymi adheznimi silami v oblastech tvrdych segmentt.
Polyuretany navic prochazeji ve vodném prostfedi reorganizaci, pro sniZeni volné povr-
chové energie. Ta vede k pfesunu tvrdych segmentli na povrch materidlu, coZ omezuje

adsorpci krevnich bilkovin a aktivitu adsorbovaného fibrinogenu.
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Obrazek 6: snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie (zvétSseno 3500x), po-
résni povrch modifikovaného materidlu a) PEUU 100 b) PEUU 95 ¢) PEUU 90
d) PEUU 85, upraveno dle [40]

Tabulka 2: hodnoty velikosti port materiala a jejich pokryti krevnimi desti¢kami,

upraveno dle [40]

pomeér slozek primérna velikost pokryti povrchu krevnimi
PUR/PCL-diol [hm.%] port [pum] destickami [%]
PEUU 100 100/0 <35 8+0,1
PEUU 95 95/5 <55 6+0,3
PEUU 90 90/10 <55 5+0,3
PEUU 85 85/15 <2,0 2+0,1

Obecné jsou materialy upravovany tak, aby nepodporovaly adsorpci krevnich bilkovin,
jsou tedy hydrofilni, bez naboje a obsahuji prvky s vysokou elektronegativitou, jako je

kyslik nebo dusik [17].

3.1.2 Smacivost a povrchova energie materialu

Chemicka struktura materialu ovliviiuje jeho naboj, povrchovou energii, polaritu a smaci-
vost, napiiklad funkéni skupiny obsahujici kyslik zvySuji polaritu a povrchovou energii
materidlu a snizuji kontaktni Gthel vody. Jiz dfive bylo dokdzano, ze hydrofilni materidly
vykazuji vyrazné nizsi adsorpci krevnich bilkovin, proto byvaji fetézce hydrofilniho poly-
meru pro zlepSeni hemokompatibility Casto pouzivany také jako grafty navdzané na po-
vrchu materialu hydrofobniho [20]. Pfi kontaktu materialu s krvi dochézi ke vzniku nového

rozhrani, a k hodnoceni hemokompatibility materialu tak mize byt pouzita hodnota volné
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energie na rozhrani materiall, ktera je ddna hodnotami povrchové energie pevné a kapalné
faze. Doporucena hodnota volné energie na rozhrani materidlti pro soustavu krev (krevni
plasma) a biomateridl se pro dlouhodobou kompatibilitu materialu s krvi pohybuje
v rozmezi 1 —3 mN/m a vypocty volné energie na rozhrani, vychazejici z hodnot povrcho-
vé energie materidlu, pomahaji porozumét mechanismu adsorpce proteinii na rizné po-
vrchy. Srovndnim intenzity adsorpce proteinli na riiznych polymernich materidlech bylo
zaroven zjiSténo, ze k intenzivnéjsi adsorpci dochazi na materidlech s niz§i povrchovou

energii.

Smacivost materialu (mozno vidét na obrazku 7), ktera vychazi z jeho povrchové energie,
je ptitom kli¢ovym faktorem pro adsorp¢ni kinetiku a mnozstvi adsorbovaného proteinu,
s obecnym pravidlem, které fikd, Ze k intenzivngj$i adsorpci proteinli dochazi na hydrofob-
nich povrsich, jak ukazuje obrazek 8. Molekuly vody, navazané na povrchu hydrofilnich
materiald, jsou totiz jen tézko nahrazovany proteiny. To také vysvétluje vyrazné zmény

v adsorpci proteinil na povrsich s kontaktnim thlem vody okolo 65°.

Obrazek 8: SEM snimky krevnich desti¢ek na povrchu a) hydrofobniho, b) hydro-

filniho materialu, upraveno dle [42]
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Aktivace koagulacniho faktoru XII, ktery stoji na zaCatku vnitini drahy hemokoagulace je
zfejmé intenzivnéjsi pii kontaktu FXII s hydrofilnimi materialy nebo s materialy se zapor-
nym nabojem, experimentalné ale bylo prokdzano, Ze hydrofilni a hydrofobni materialy
vykazuji v pufrovaném roztoku faktoru XII téméf stejnou intenzitu aktivace, a aktivace
tohoto koagulac¢niho faktoru tedy neni omezena pouze na hydrofilni materidly. Naopak ma
parabolicky pribéh zavisly na povrchové energii materidlu, s minimem v oblastech kon-
taktniho thlu vody mezi 55° a 75°, materidly s kontaktnim uhlem vody v tomto rozmezi
tedy vykazuji nejnizsi aktivaci hemokoagulace. Jeho aktivace je pak ovliviiovana také slo-
Zzenim proteinti obsazenych v roztoku a jejich adsorpci na povrch materialu, kdy adsorbo-
vané proteiny brani kontaktu FXII s povrchem, omezuji tak jeho aktivaci a podporuji tak
zaméteni FXII na hydrofilni materidly, zaroven ale nahrazuji uz aktivované molekuly
FXIIa, a ty se tak dostavaji zpatky do plasmy a podporuji hemokoagulaci. Aktivace FXII je

také zfejme omezovana néjakou autoinhibicni reakei [17].

3.1.3 Topografie materialu

Kromé¢ upravy chemického slozeni povrchu materialu je hemokompatibilitu mozno ovliv-
nit také pfipravou materialu se specifickou topografii povrchu [32]. Riizné studie prokaza-
ly, Ze mikro- nebo nanostukturovany povrch ovliviiuje chovani bunék, jako je jejich pro-
storova orientace, morfologie, adheze nebo proliferace, regulace jejich funkce, dokonce
jejich genova exprese, ovliviiuje také adhezi bakterii a krevnich desticek, nebo adsorpci

bilkovin [17].

3.1.3.1 Vliv na hemokompatibilitu

Pti testech adsorpce fibrinogenu na povrchy s rtiznou topografii bylo zjiSténo, Ze fibrino-
gen je adsorbovan na povrchy s topografickymi prvky o rozméru 100 nebo 250 nm vyrazné
méné, nez pokud je pouzity rozmér prvkd 500 nm. To je pravdépodobné zptisobeno tim, ze
na prvcich o vétSim priméru maji molekuly fibrinogenu vétsi plochu mozného kontaktu,
coz vede také k vétsi pfilnavosti na povrch materidlu. Tyto vysledky naznacuji dileZitost
rozmeérit struktury povrchu materidlt pro dosazeni pozadované miry adsorpce krevnich
proteint, tedy i krevnich desticek, jak ukazuje obrazek 9, ktery znazornuje rozdily v adhezi
a aktivaci krevnich desti¢ek na hladkém a nenostrukturovaném povrchu, s vyrazné snize-
nou adsorpci proteinit u materiali s topografickymi znaky v rozmérech pod cca 300 nm
[32]. Topografie ma ale vliv také na konformacni zmény proteini a afinitu rtiznych protei-

nt k povrchu materidlu, pokud je material nanostrukturovany. Naopak mikrostrukturované
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materialy maji vétsi vliv na bunécnou odpovéd’, zatimco vliv na adsorpci proteinti by u
takovych materiadli mél byt minimalni, zda se ale, ze 1 v tomto pfipadé ma topografie mate-

ridlu vliv na adsorpci proteinti.

Topografie vhodné pro omezeni adsorpce proteint, konkrétné fibrinogenu, na povrch hyd-
rofobniho materidlu by tedy méla byt v nanoméftitku, s velkym pomérem stran topografic-
kych znakl a malymi mezerami (pod 200 nm) mezi jednotlivymi znaky, coZ nejen vyrazné
omezuje adsorpci proteinll na povrch, ale také podporuje desorpcei proteind z povrchu vli-
vem toku krve. Pfesto vSak zatim nebylo vysledovano vSeobecné pravidlo, které by tento
vztah mezi topografii povrchu a intenzitou adsorpce bilkovin popisovalo, dokonce ani

v ramci jednoho konkrétniho proteinu.

Obrazek 9: vliv topografie povrchu na adhezi krevnich desti¢ek na a) hladkém
povrchu, ¢) nanostrukturovaném povrchu s b) a d) odpovidajicimi krevnimi

destickami [43]

Adsorpce proteinti na povrch biomaterialu je tedy ziejme komplexnim procesem, ktery je
ovlivnén mnoha rtiznymi faktory, které se navzajem dopliuji. Topografie povrchu ma vliv
na jeho smacivost, a to az do té miry, kdy mize z hydrofobniho materialu udélat material

superhydrofobni, s kontaktnim tthlem vody i vice nez 150°, nebo naopak zvysit smacivost
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hydrofilniho materidlu. Tyto zmény v povrchovych vlastnostech materidlu mizou podpofit
nebo branit adsorpci krevnich bilkovin v zdvislosti na velikosti, tvaru nebo skladbé topo-

grafickych prvki, a na typu bilkoviny [17].

3.1.4 Konformace proteini

Je vSeobecné pfijimano, Ze hemokompatibilita materialu zavisi na vlastnostech jeho po-
vrchu, to znamend na jeho naboji a na tom, jak je hydrofilni, coz ma vyrazny vliv na ad-
sorpci krevnich bilkovin, jako jsou fibrinogen nebo von Willebrandtv faktor, které potom
podporuji bunéénou adhezi na povrch materidlu. Pfestoze je zndmo, ze na hydrofobnich
povrsich dochézi k vyrazné intenzivnéj$i adsorpci krevnich bilkovin [18], z nichz ptede-
v§im fibrinogen (jehoz zjednodusena struktura je vidét na obrazku 10) ma vyrazny vliv na
dalsi reakei krevnich desticek, neznamend to nutné€, Ze povrchy se stejnym mnozstvim ad-
sorbovaného fibrinogenu vykazuji stejnou hemokompatibilitu. Ta totiz krom¢ na mnozstvi
adsorbovanych bilkovin zavisi i na jejich prostorové orientaci, ktera ma vliv na adhezi a
aktivaci krevnich desti¢ek. To potvrzuje i fakt, ze krevni desticky vyrazné interaguji
s fibrinogenem, ktery je adsorbovany na néjakém povrchu, ale uz ne s molekulami fibrino-
genu, které jsou v krvi ve své nativni konformaci [44]. Stejné¢ tak nedochazi k aktivaci
krevnich desti¢ek piimo v krevnim tecisti, pii styku s molekulami vitronektinu nebo fibro-
nektinu, pokud jsou v nativnim stavu, ale pfi kontaktu s proteiny adsorbovanymi na povrch

materidlu k nim desti¢ky adheruji a dochazi k jejich aktivaci [39].

oC domain
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D domain E domain D domain
L . >
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Obrazek 10: zjednodusena struktura molekuly fibrinogenu [45]
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Zda se tedy, ze intenzita adheze krevnich desti¢ek nezavisi tolik na mnozstvi adsorbované-
ho fibrinu, jako na zméné prostorové struktury fibrinogenu zpisobené jeho adsorpci na
povrch biomateridlu. Dulezitost vlivu zmény konformace fibrinogenu na adhezi krevnich
desticek byl potvrzen také zjiSténim, ze u materialii, které maji rtizné chemické slozeni
povrchu, a sriiznym stupném zmény konformace adsorbovaného fibrinogenu, dochazi
k vyrazné rozdilné intenzité¢ adheze krevnich desticek, ackoli mnozstvi adsorbovaného
fibrinogenu je témeét stejné. Zmeéna konformace fibrinogenu a ztrata struktury o-helixu,
zpusobené adsorpci proteinu na povrch biomaterialu, tedy ziejme vedou k odkryti vazeb-
nych mist pro krevni desticky, které jsou pii nativnim stavu fibrinogenu nepfiistupné, a
umoznuji zvySenou adhezi desti¢ek. Podle tohoto zjisténi by pak Gpravy biomateridlu pro
zajisténi jejich veétsi hemokompatibility mély spiSe nez k upravam materidlii pro dosazeni
omezeni adsorpce fibrinogenu na povrch smétfovat k tvorbé materiall, které v co nejvyssi
mife zachovavaji nativni informaci adsorbovaného fibrinogenu, coz siln¢ koreluje
s intenzitou adheze krevnich desticek, 1épe hodnoti hemokompatibilitu materialu a ptesnéji

popisuje odpovéd’ organismu na takovy material [44].

Ackoli jsou zmény konformace proteinii zptisobené adsorpci obvykle studovany s pouzitim
modelovych substrati, spiSe nez realné pouzivanych biomateriald, existuji dikazy, ze kon-
formace fibrinogenu souvisi s chemickym slozenim a povrchovymi vlastnostmi pouZitého

polymeru. Zavisi ale zfejmé 1 na flexibilité fetézcii polymeru, a na polymerech s flexibil-

néjSimi fetézcei fibrinogen zachovava nativnéjsi konformaci.

3.1.4.1 Smykové napéti

Piestoze je fibrinogen hlavnim proteinem procesu krevniho sraZeni vyvolaného kontaktem
krve s cizorodym materidlem, typ krevnich bilkovin, které jsou dulezité pro adhezi krev-
nich desticek, zavisi také na proudéni krve. Pfi nizSich smykovych napétich je bilkovinou,
jejiz adsorpce na povrch materidlu je nejintenzivnéj$i, a ktera potom podporuje adhezi
krevnich desticek a jejich vzajemnou vazbu, fibrinogen, pfi vysokych smykovych napétich

plni podobnou funkci von Willebrandlv faktor [17].

3.1.4.2 Smacivost materidlu a koncentrace proteinii

K vyraznéjsi zmeéné konformace fibrinogenu, vyvolané adsorpci fibrinogenu na povrch
materialu, dochézi v ptipadé, Ze se fibrinogen v roztoku vyskytuje v niz8i koncentraci, pro-

toze u koncentrovangj$ich roztoki je adsorpce fibrinogenu na povrch tak rychla, Ze nestaci



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

dojit ke zmén¢ konformace ptedtim, nez dojde k maximalnimu nasyceni povrchu, a kon-
Zmény konformace fibrinogenu probihaji v Case a bylo zjisténo, ze ke zméné prostorového
uspotadani fibrinogenu dochazi intenzivnéji na hydrofobnich materidlech. Také sily mezi
molekulami fibrinogenu a povrchem materialu jsou slabsi pfi pouziti hydrofilnich materia-

o

1a.

3.1.4.3 Pritomnost dalSich latek

Na biologickou aktivitu adsorbovaného fibrinogenu maji vliv také ptitomnost dalSich pro-
teind, jako je naptiklad albumin [17], ktery je diky své vysoké koncentraci v krvi a malé
molekularni hmotnosti obvykle prvnim proteinem, ktery se dostane do kontaktu s cizoro-
dym materidlem. Na rozdil od fibrinogenu ale zfejmé nepodporuje adhezi krevnich desti-
cek, a je tak Casto pouzivan jako povrchova vrstva zvysujici hemokompatibilitu biomateri-
alu nebo pii studiu adheze krevnich desticek, a to pro blokovani interakce mezi destickami
a povrchem materialu. Nékteré studie vSak naznacuji, ze krevni desti¢ky jsou schopné ad-
heze na albumin adsorbovany na néjakém povrchu, coz je podobné¢ jako u fibrinogenu spo-
jeno se zménou konformace proteinu, vzhledem k tomu, Ze mira adheze rostla linearné
s intenzitou zmény prostorového uspofadani albuminu [39]. ZaleZi také na vzajemném

poméru proteind.

3.2 Povrchové modifikace zlepSujici hemokompatibilitu

ProtoZe hemokompatibilita materidlu je zaloZena na kontaktu materialu s krevnimi kompo-
nentami, byvaji pro zvySeni hemokompatibility materiadlu a nastaveni pozadované reakce
organismu na piitomnost cizorodého materialu v poslednich letech pouZzivany rizné meto-

dy povrchovych uprav [7].

3.2.1 Cile povrchovych modifikaci materiala

Vzhledem k tomu, Ze adsorpce krevnich bilkovin na povrch biomaterialu je obecné ozna-
covana za dilezity faktor adheze krevnich desti¢ek, krevniho srazeni a hemokompatibility
[39], dalezitym krokem je rozliSeni toho, jestli je pfi¢inou zhorSeni hemokompatibility
materidlu mnozstvi fibrinogenu, ktery je adsorbovany na jeho povrchu, nebo zména jeho
konformace, zptisobena jeho adsorpci na povrch. To totiz vede ke dvéma rozdilnym postu-
pum pro tvorbu materidlu se zvySenou hemokompatibilitou, kdy je cilem Upravy materidlu

bud'to omezit, pfipadné zabranit, adsorpci fibrinogenu, bez ohledu na jeho konformaci,
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nebo material pfipravit tak, aby adsorpce fibrinogenu probihala beze zmén v jeho konfor-
maci, tedy tak, aby si fibrinogen v co nejvyssi mife zachoval svoji nativni podobu, bez

ohledu na mnozstvi, které¢ je na povrchu adsorbovano [44].

Cilem je tedy krevni koagulaci zptisobené ptitomnosti cizorodého materidlu zabranit, nebo

lokaln¢€ podpotit fibrinolyzu, aby doslo k rozpadu a odstranéni vytvotené krevni srazeniny.

3.2.2 Pouzivané metody

K tomu bylo zavedeno nebo alespoii testovano mnoho riznych metod povrchovych uprav
materialu, které je mozno obecné rozdélit na metody, které vytvaii pasivni povrch, tedy
povrch, ktery je biologicky inertni. Tim dojde k omezeni negativnich reakci organismu.
Inertni povrchy také redukuji adsorpci krevnich bilkovin na povrch materialu, ¢imz zlepSu-
ji hemokompatibilitu implantatu. Jedna se o metody, jako je roubovani fetézcl hydrofil-
nich polymert, které potom tvoii bariéru mezi tkani a materidlem. Druhou moznosti jsou
pak metody, u kterych je vysledny povrch bioaktivni, a je tedy pfipraven tak, aby vzbuzo-
val néjakou specifickou odpoveéd’ organismu [7]. Pfikladem mutze byt vytvofeni bioaktivni
vrstvy pomoci imobilizace molekul heparinu nebo jinych biologickych latek [32], jako je
albumin nebo molekuly DNA, nebo latky obsahujici funkéni skupiny se zapornym nabo-

jem, predevsim skupiny sulfonové a karboxylové [20].

Klasické rozdéleni metod povrchové modifikace materiald je rozdéleni na metody fyzikal-
ni a chemické, a zatimco fyzikalni metody zahrnuji pfedev§im modifikaci povrchu plsobe-
nim plasmy, ¢imZ dochazi k vytvoreni specifickych funkénich skupin, nebo adsorpci hyd-
rofilnich komponent, polymernich fetézct ¢i jinych latek na povrch upravovaného materia-
lu, chemické metody jsou obvykle zaméfené na roubovani polymernich fetézcli na povrch
materidlu (v mnoha piipadech hydrofilniho polyetylenoxidu, kde se efekt zvysuje
s rostouci délkou tetézce [20], podobnym ptipadem je pouZiti polyetylenglykolu [17] nebo
polymernich zwitterionl [7]), pfipadné roubovani latek s vhodnymi funkénimi skupinami,
které umoziuji dal$i modifikace napt. pomoci albuminu nebo heparinu. Roubovaci reakce

muzZze byt nékdy iniciovana teplem, zafenim, piisobenim plasmy nebo proudu elektrond.

Ptikladem povrchovych Uprav prosttedkl pouzivanych ve zdravotnictvi mize byt modifi-
kace membran pouzivanych v dialyzatorech. Tyto membrany se standardné vyrdbi
z polyetersulfonu, ktery ale nevykazuje dobrou hemokompatibilitu, a v soucasné dobé¢
existuje mnoho riznych metod, které se pouzivaji pro zlepSeni jeho vlastnosti. Nektera

aditiva funguji jako antikoagulanty, zpomaluji tedy tvorbu krevnich sraZenin a prodluzuji
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koagulacni Casy, n¢které biologické latky, jako je albumin, vykazuji anti-trombogenicky
efekt a zlepsuji kompatibilitu materidlu s bunikami. Povlak tvofeny albuminem a heparinem
omezuje adhezi krevnich desticek, problémem je ale vysoka rozpustnost albuminu ve vod-
nych roztocich a relativné nizka odolnost povlaku. Dalsi moznosti jsou potom tvorba po-
vlaku pomoci latek obsahujicich karboxylové a sulfatové skupiny, nebo polyetylenoxid,
v obou téchto ptipadech dochézi k redukci adsorpce krevnich proteint [20]. Jinou moznos-
ti je Gprava materialu tak, aby napodoboval povrch bunééné membrany, adsorpci proteinti
dobie odolévaji naptiklad glykoproteiny obsahujici glukozu, které zaroven vykazuji také
niz8i adhezi krevnich desticek a mensi intenzitu jejich morfologickych zmén vlivem jejich

aktivace [7].

3.2.2.1 Polyetylenglykol

Polyetylenglykol (PEG), ktery je vysoce hydrofilni a jehoZ inertni charakter je spojen
s minimalni hodnotou volné energie na rozhrani s vodou [20], je jednim z nejcastéji pouZzi-
vanych pravé diky své schopnosti odolavat adsorpci riznych druhti bilkovin, inhibovat
adhezi krevnich desti¢ek a branit zachycovéani bunék, konkrétni vlastnosti potom zalezi
také na molekuldrni hmotnosti, hustot€¢ naroubovanych fetézcli a obsazenych funkénich
skupinach. Vzhledem k problémtm pfi ptipravé povrchu, ktery by byl husté pokryty PEG
fetézci, z polymeru o vysoké molekularni hmotnosti, je mozné pro piipravu pouzit PEG
makromonomery. Vysledkem reakce je navazani fetézcii, husté pokryvajicich povrch ma-
terialu (jedny z prvnich studii pouZzivaly jako substrat naptiklad oxid kiemicity). Jako vy-
chozi latku je moZzno pouzit rizné typy PEG makromonomerd, pfipadné i jinych sloucenin,
nez je polyetylenglykol, napt. poly(2-etyl-2-oxyzolin) (PEtOX), ktery vyraznym zpisobem
omezuje adsorpci nékterych proteini, nebo latky obsahujici hydroxylové skupiny, které

jsou vysoce hydrofilni a vykazuji odolnost nespecifické adsorpci proteinti [7].

3.2.2.2 Amfifilni litky

NejbézngjSim zpisobem upravy polyetersulfonovych membran je ale smichani
s polyvinylpyrrolidonem (PVP), ktery funguje jako hydrofilni aditivum. Pfi tomto typu
upravy vSak Casto dochéazi k vyluhovani PVP z matrice, coz se da fesit navazanim PVP na
styren nebo PMMA, které zajiStuji silnj$i vazbu mezi hydrofilnim PVP a hydrofobnim
polyetersulfonem. Podobné jsou vlastnosti materidlu vylepSeny v piipadé€, ze je aditivem

nanokompozit PVP se silikou.
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Mozné je také pouziti jinych amfifilnich latek, které po smichani s polyetersulfonem nebo
jinymi polymery spontdnn¢ migruji na povrch membrany, zvySuji smacivost materialu
vodou a vykazuji lepsi biokompatibilitu [20], dtlezité je také pouziti amfifilnich polymert,
puvodné pfipravovanych proto, aby napodobovaly fosforylcholin, ktery se obvykle vysky-
tuje v bunééné membrané. Navazané amfifilni fetézce maji dobré vysledky pii omezovani
adsorpce proteind, coz je mimo jiné zpusobeno i hydratacni vrstvou, kterd vznika pii solva-
taci kladn€ 1 zaporn¢€ nabitych funkcnich skupin. Vyborné antitrombotické vlastnosti maji i
polymery zalozené na fosforylcholinu, hife se u nich vSak kontroluje hustota fetézcti a

jejich molekularni hmotnost [7].

3.2.2.3 Funkcionalizace

V biomedicing byvaji také casto pouzivany polysulfonové membrany, diky svym dobrym
mechanickym vlastnostem a chemické inertnosti. Jejich nizkd smacivost a nedokonala
kompatibilita s krvi je ale piekazkou jejich dalSiho uziti. Pro ziskdni vétsi smacivosti a
hemokompatibility byvaji modifikovany, naptiklad chemicky. Na povrch polysulfonu mo-
hou byt zavedeny rizné typy funkénich skupin, s prokazatelnym narstem smacivosti, pfi
pouziti karboxylovych nebo sulfonovych skupin dochazi také ke zlepSeni hemokompatibi-
lity materialu. Dalsi metodou Gprav polysulfonu je potom tfeba roubovani jinych latek na

jeho povrch [46].

Protoze vétSina krevnich proteinii ma zdporny naboj a maji tedy mensi tendence adsorbo-
vat na zaporn¢ nabitém povrchu, byvaji biomaterialy (napi. polyetersulfon) ¢asto upravo-
vany karboxylaci nebo sulfonaci (chlorsulfonaci), které zvysi pomér zaporné nabitych
funk¢nich skupin a tim negativni ndboj polymeru [20]. Pouziti povrchi s riznym pomérem
karboxylovych a metylovych funkénich skupin pti inkubaci s krvi ukézalo, Ze material se
100% obsahem karboxylovych funkénich skupin siln€ podporuje kontaktni aktivaci koagu-
la¢ni kaskady, a s poklesem mnozstvi -COOH skupin klesé také intenzita aktivace krevni-
ho sraZeni. Zaroven povrchy s velkym mnoZstvim hydrofilnich —-COOH skupin vykazuji
snizenou miru adheze krevnich desticek a jejich mnoZzstvi se zvySuje s rostoucim obsahem
metylovych skupin, coz odpovid4 tomu, Ze krevni proteiny (jako fibrinogen) maji sklony
adsorbovat spiSe na hydrofobni povrchy. Ani samotnd adheze desti¢ek na hydrofobnim
povrchu ani samotna kontaktni aktivace koagulace na zdporné€ nabitém povrchu vSak bez
druhého jevu nevedla k vyrazné tvorbé srazeniny. Pokud ale dosSlo ke kontaktni aktivaci,

stacila k propagaci krevniho sraZeni i jen malé mnozZstvi krevnich desticek, vzhledem
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k tomu, Ze se oba procesy vzajemné dopliuji a podporuji. Zaroven to také znamena, Ze pti
posuzovani hemokompatibility materialu je nutné posuzovat cely proces a ne jen jeho ¢asti

[18].

3.2.3 Problémy

Jednim z problémt pfi pouzivani materiali, které¢ jsou upravené podobnym zptsobem, je
moznd delaminace vlivem napéti zpisobeném tokem krve, dal§imi problémy miize byt
slozitost ptfipravy nebo cena, v posledni dobé se proto pozornost studii vyrazn¢ obratila
smérem k vlivu topografie na biokompatibilitu materidlu, pfedev§im s ohledem na buiiky,
méné uz na hemokompatibilitu, kde se vyzkum soustfed’'uje spise na chemické upravy po-
vrchu [32]. I po letech vyzkumu ale krevni srazeni pii kontaktu krve s cizorodym materia-
lem zistava dilezitym faktorem, ktery omezuje a zpomaluje vyvoj nékterych l1ékatskych
pomtucek, a ke srazeni krve nakonec dochdzi na vSech v soucasnosti pouzivanych materia-
lech [16]. Ptiprava materidlu, ktery by byl skute¢né¢ hemokompatibilni, je tak stale jednim
z hlavnich problémil v oboru biomateriali [44], podobné¢ jako pfiprava materialu, ktery by

nevyvolaval odpovéd’ imunitniho systému organismu [7].

3.3 Modifikace vodivych polymeri

Vodivé polymery tvofi samostatnou skupinu polymernich materialti a diky své unikatni
kombinaci vlastnosti si nasly Siroké uplatnéni v riznych oborech, od elektroniky po biolo-
gické aplikace, pfedevSim proto, Ze maji relativné dobrou biokompatibilitu, mohou po-
jmout a pak kontrolovan¢ uvoliiovat nékteré biologicky u¢inné molekuly (tzv. reverzibilni
dopovani), umi pfendset naboj a daji se snadno modifikovat tak, aby jejich vlastnosti od-
povidaly poZadavkim aplikace [47], a to jak béhem syntézy, tak i pomoci dodate¢nych
uprav. Vodivé polymery obecné umoziuji vyrazné upravy svych vlastnosti, predevSim
elektrickych a mechanickych, a fizeni jejich vlastnosti se obvykle soustfed’uje na vodivost,
molarni hmotnost a rozpustnost ve vode. Do jisté miry je jejich vlastnosti mozné ovlivnit

podminkami syntézy, jako je teplota nebo polymerace v riznych kyselinach [48].

Dva zékladni pozadavky kladené na vodivé polymery vyuZzivané v medicin€ jsou kromé
elektrické vodivosti biokompatibilita a redoxni stabilita materialu, jinak se konkrétni poza-
davky 1i§i a mohou zahrnovat smacivost materialu, drsnost povrchu nebo tfeba funkciona-

lizaci povrchu biologickymi molekulami nebo specifickymi funkénimi skupinami.
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Obrézek 11: zplisoby povrchové modifikace vodivych polymert [47]

Klasicky zpiisob modifikace vodivych polymert je inkorporace bioaktivnich molekul do
materialu. Toho se da dosdhnout n€kolika zptisoby, jak je vidét na obrazku 11, od adsorpce
na povrch (pfikladem jedny z nejstarSich Gprav polypyrrolu pouzivaného pro vyrobu sen-
zori glukézy nebo DNA biosenzorl), kdy ale mize dochazet k odseparovéani, dalSimi
moznostmi jsou dopovani materialu latkou s poZadovanym biologickym efektem, nebo
pfidani latky pfimo do reakéni smési, coz je v sou€asnosti nejpouzivangjsi, hlavné u elek-
trochemickych polymeraci [47]. Bylo dokazano, ze typ dopantu mé vliv také na vlastnosti,
jako jsou morfologie materialu, drsnost jeho povrchu nebo smacivost, které jsou dulezité
pro pouZiti polymeru jako biomateridlu, protoZe ovliviiuji adhezi a proliferaci bunck [49].
Vyhodou této metody je jednoduchost, mirné reakéni podminky a polymerace i imobiliza-
ce bioaktivnich molekul probihajici v jednom kroku, nevyhodou to, Ze hydrofobni polymer
muZe naruSovat prostorové uspotradani biologickych molekul, a tim ovliviiovat jejich funk-
ci. Zptsobem, u kterého dochdzi k tvorbé kovalentnich vazeb, je potom uprava monomeru
tak, aby obsahoval poZzadované funk¢ni skupiny predtim, nez dojde k polymeraci, mozna, i
kdyz u nerozpustnych polymert slozitéj$i, je potom také uprava po ukonceni polymerace,
pripadné funkcionalizace bioaktivnimi molekulami. Dilezity je taky vliv stérickych efekt
inkorporovanych funkénich skupin na uspofadani konjugovaného systému vazeb, a tim pak
na elektrickou vodivost materidlu. Mozné je i pouziti standardnich metod modifikace, jako
je roubovani [47], které naptiklad u polyanilinu snizilo adsorpci proteinti az o 80 % oproti

¢istému polyanilinu, pokud byl roubovanou latkou polyetylenoxid [50].
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Povrchovou modifikaci vodivych polymert je mozno dosdhnout také zmény topografie
povrchu materialu nebo jeho drsnosti, zmény porozity, mechanickych vlastnosti, redoxni

stability, smacivosti nebo degradace [47].

3.3.1 Priprava kompoziti

Uvedeni vodivych polymert do rtiznych typt aplikaci v optice, elektronice nebo biomedi-
ciné bylo umoznéno diky piipravé kompozitl, piesto je vSak stdle problémem piiprava
vodivého kompozitu, ktery by byl homogenni. Metody, které se pouzivaji pro piipravu
kompozitii na bazi polyanilinu, zahrnuji disperzni polymeraci anilinu v pfitomnosti matri-
ce, radikalové iniciovanou polymeraci anilinu v matrici nebo v roztoku obsahujicim matri-
ci, elektrochemickou polymeraci anilinu v matrici a roubovani jiného polymeru na povrch
polyanilinu. Existuji i metody pro pfipravu nanokompoziti, a pfestoze se vSechny tyto me-
tody Casto pouzivaji, nejsou piili§ efektivni [51]. Pfimo béhem syntézy je mozné vytvofit
také kompozity jako polypyrrol s PMMA, PVC, PS nebo PUR, dobrou biokompatibilitu
vykazuje také kompozit polypyrrolu s uhlikovymi nanotrubickami, podobné kompozit po-
lyanilin-polypropylen, vytvofeny pro aplikace v neurobiologii (tato kompozitni vldkna
podporuji rast nékterych typl neuronil), nebo polyanilin-polykaprolakton pro regeneraci

srdeCni tkané.

Vodivé polymery je mozné polymerovat také uvnitt hydrogelové sité. To umoziuje piipra-
vu elektricky vodivych hydrogell, coz je idedlni napiiklad pro vyrobu biosenzorti nebo
zafizeni na uvolnovani 1éCiv [49]. Pti piipravé hydrogelu sloZeného z kyseliny polyakrylo-
vé (PAA) a polyvinylalkoholu (PVA), ktery obsahoval nanoc¢astice polyanilinu, bylo zjis-
téno, Ze zatimco samotny hydrogel je relativné homogenni, pfidanim polyanilinu svoji ho-
mogenitu ztraci, protoZze PANI molekuly tvofi v matrici shluky o rozmérech 0,5 — 2 pm,
ziejme vlivem hydrofobnich interakci. Provadéné testy hemokompatibility hodnotily tvor-
bu krevni sraZeniny a hemolyzu a bylo zji§téno, Ze pfidani PANI nanocéstic do hydrogelu
zvySuje objem vytvotfené srazeniny ve srovndni s neupravovanym hydrogelem, a zarovei

dochdzi ke sniZeni intenzity hemolyzy [51].

3.3.2 Adsorpce latek na povrch

V ptipadég, kdy byl na povrch polyanilinu adsorbovan blokovy kopolymer sloZzeny ze dvou
typt blokt, kdy jeden byl hydrofobni a druhy hydrofilni, a substrat byl po vytazeni ze sol-

ventu ponofen do vody, doslo k orientaci kopolymeru na povrchu materialu tak, Ze hydro-
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filni blok zlstal vystaven vod¢, zatimco hydrofobni ¢ast zlistala usazena v polymeru. Po-
kud byly stejnym zplisobem pouzity tfiblokové kopolymery (Pluronic), doslo pfi testovani
biokompatibility ve srovnani s neupravenym polyanilinem k niz§i adsorpci albuminu, a to
asi o polovinu, pii prodluZzovani hydrofilniho bloku (tvofen polyetylenoxidem) pak docha-

zelo k dal$imu poklesu adsorpce proteini [52].

Podobnym zptsobem je mozné pouzit k modifikaci polyanilinu polymerni kyselinu
PAMPSA (poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid)), a to bud’ jejim ptidav-
kem piimo do polymeracni smési, nebo reprotonaci polyanilinové baze. Pfi modifikaci
polyanilinu reprotonaci dochézi k uplnému vyblokovani krevni koagulace vlivem ucinku
na n¢které koagulacni faktory, zaroven na povrchu modifikovaného materidlu dochazi
k vyraznému omezeni adheze krevnich desticek. Pokud je PAMPSA pfidana rovnou do
polymeraéni smési, dojde ke sniZeni adheze krevnich desticek, ale material nema prokaza-

telny vliv na krevni koagulaci [53].

3.3.3 Imobilizace heparinu

Castym zptisobem modifikace polymernich materialii je imobilizace heparinu na jejich
povrch. Pfi pouziti polypyrrolu byl polymer modifikovadn naroubovénim fetézci PEGMA
(poly(etylenglykol) metakrylat) a aktivovan trichlortriazinem. Heparin byl poté imobilizo-
van na aktivovaném povrchu reakci mezi chloridovymi skupinami trichlortriazinu a hydro-
xylovymi nebo amino skupinami heparinu. Po provedeni modifikace si polypyrrolové fil-
my zachovaly elektrickou vodivost (i kdyZ byla sniZena), ale vykazovaly vyssi smacivost a
vyrazné omezeni adheze a aktivace krevnich desti¢ek. Pii n€kterych studiich byl heparin
na povrchu materidlu s kladnym ndbojem imobilizovéan iontové, pii kontaktu s krvi ale na
povrchu materidlu nevydrzZel, pro dlouhodobé modifikace je tedy vhodnéjsi modifikace
kovalentni. Takto modifikovany polypyrrol mize byt pouzit jako substrat pro pfichyceni a
rust endotelialnich bunék, podobné jako u jinych bioaktivnich latek kovalentné navazanych
na substrat u néj vSak dochézi k omezeni biologické funkce nejen kvili zméné jeho kon-

formace, ale také kvili omezenému piistupu k bunkdm, proteinim nebo krvi [54].
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4 POLYANILIN

Polyanilin patii do skupiny vnitiné¢ vodivych polymert, které byly poprvé piipraveny uz
pied n€kolika desitkami let. Dosud bylo objeveno vice nez 25 riznych vodivych polymer-
nich systémi. Ty v sob& spojuji vlastnosti béznych polymert, jako je snadné ptiprava a

zpracovani, s elektrickymi vlastnostmi kovi [49].

S ohledem na své vlastnosti a moznost piipravy raznych struktur (kromé globularniho po-
lyanilinu také filmy, nanotrubky nebo nanovladkna) je polyanilin jednim z nejvice studova-
nych vodivych polymeri [55]. Jak je vidét na obrazku 12, vyskytuje se v riznych formach
v zavislosti na stupni oxidace, z nichz nejvyssi vodivost vykazuje naptl oxidovana a sta-
bilni emeraldinova siill. Ve srovnani s jinymi vodivymi polymery se polyanilin vyznacuje
také vlastnostmi jako je snadna syntéza, nizkd cena a dobra stabilita, stejn¢ jako mozZnost
jeho prechodu mezi riznymi oxida¢nimi stavy, ¢ehoz se dosahuje pomoci dopovani. To je
reverzibilni déj, pii kterém se do struktury polyanilinu dostavaji nosi¢e naboje (v¢etné né-
kterych biologickych molekul), obvykle béhem syntézy, a druh i mnozstvi dopantu maji

vliv nejen na vodivost kone¢ného polymeru, ale 1 na jeho dalsi vlastnosti.
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: {Qn«:@m{ws@w—
4 x
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° {OHO-HOO-
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Obrézek 12: oxidacni stavy polyanilinu [50]
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To, co vodivym polymerim dava jejich elektrické vlastnosti, je fakt, ze umoznuji pieskoky
elektront v ramci jednoho fetézce, i mezi nimi. Obecné je jejich vodivost zplisobena pii-
tomnosti fetézce s konjugovanymi dvojnymi vazbami, coz umoznuje snadnéjsi delokalizaci
elektront, dilezita je také pritomnost dopantu. K dopovani dochézi béhem syntézy a mize
se provadet chemicky, elektrochemicky nebo jako fotodopovani, a existuje vztah mezi
mnozstvim pouzitého dopantu a vyslednou vodivosti, stejn¢ jako je dilezity typ dopantu.
Ty se daji rozdélit do dvou skupin, na malé a velké, které vice ovlivituji mechanické vlast-

nosti materialu, ale davaji stabilngjsi elektrochemické vlastnosti [49].

Polyanilin je obvykle syntetizovan chemicky, a to oxida¢ni polymeraci anilinu ve vodném
médiu, za pritomnosti oxida¢niho agens. Elektrickd vodivost polyanilinu miize byt ovliv-
néna mnoha faktory, pfedev§im pak typem dopantu, coz je obvykle kyselina, nejcastéji
chlorovodikova, sirovd nebo sulfonova, stupném oxidace, mnozstvim solventu, délkou
polymernich fetézcii a stupném krystalizace [50], a zatimco vodivost polyanilinové baze se
pohybuje v fadu 10"’ S/em (je tedy prakticky nevodiva), jeho stil miize mit vodivost aZ
30 S/cm, presné hodnoty zalezi na metod¢ piipravy. Vyrazny narlst vodivosti je zplisoben
vzdjemnym odpuzovanim naboji dopantu, které Castecn€¢ narovnad polymerni fetézec a

umozni volngjsi pohyb elektront [49].

4.1 Biokompatibilita polyanilinu

Jednim z nej€astéjSich zplsobli navrhovaného pouZiti vodivych polymert (pfedev§im po-
lyanilinu) jako biomateridlu je v podobé filmu na povrchu materiald, které jsou jiz pouzi-
vané pro vyrobu implantatd. Jednim z divodu jsou jeho elektrické vlastnosti, dal§imi pak
jeho dobra biokompatibilita, kterd zahrnuje dobrou reakci ve styku s peroxidem vodiku,
glukézou, tuky nebo cholesterolem. Pfi in vivo testech na hlodavcich bylo dokdzano, ze
vodivd ani nevodiva forma polyanilinu ve styku s tkdni nevyvolava tvorbu zanétd, coz

ukazuje na dobrou snaSenlivost materialu.

vvvvvv

vrchu, ktery ptichdzi do styku s okolni tkani, a zkouma se chovani a tolerance materialu in
vitro 1 in vivo, s ohledem na tkané€ i1 krev [56]. Pro mnoho aplikaci v biomediciné je dilezi-
ta dobra reakce okolnich bun¢€k na biomateridl, a je proto vyhodné, Ze rizné vodivé poly-
mery podporuji rist mnoha typt bunék, a zaroven také umoznuji relativné snadné vylepse-
ni povrchovych vlastnosti navdzanim bioaktivnich molekul na sviij povrch v ptipadé, ze je

biokompatibilita materialu pro danou aplikaci nedostatecna.
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Je uvadéno, ze polyanilin podporuje rist nervovych buné€k, které vykazuji piijatelnou ad-
hezi k materidlu i proliferaci, a nezptsobuje zaniceni. Polyanilin je kompatibilni se srdec-
nimi myoblasty, dal§im vyzkumem bylo také zjiSténo, ze zddna z forem polyanilinu nezpi-
sobuje zaniceni pii dlouhodobych testech na krysach. Testy ukazuji, ze polyanilin neni
cytotoxicky, zaroven ale vyzaduje Upravy povrchu pro zvySeni biokompatibility [47]. Pti
pokusech zvysit biokompatibilitu platinovych neuralnich sond jejich potazenim polyanili-
nem (modifikovany polyetylenglykolem) bylo zjisténo, ze pii pouziti polyanilinu dochézi
ke zvySeni intenzity adsorpce proteinti oproti vzorkiim neobsahujicim polyanilin, tento
efekt byl jesté¢ zvyraznén, pokud béhem inkubace dochazelo k elektrické stimulaci vzorki

[57].

Ukézky biokompatibility polyanilinu in vivo vyvolaly zdjem o jeho aplikaci v oblasti tka-
nového inZenyrstvi, prestoze studium mozného vyuziti polyanilinu bylo pomalejsi nez vy-
zkum polypyrrol pro vyuziti v podobnych aplikacich. Studie biokompatibility neupravova-
ného polyanilinu prokazaly nepiitomnost vyrazného zaniceni v misté implantatu pfi pouziti
polyanilinu, zaroven vSak dochazi k enkapsulaci implantatu fibrézni tkani a k vyskytu bu-
n¢k imunitniho systému v misté implantatu [47]. Nékteré studie v§ak naopak uvadéji Spat-
nou bunécnou adhezi a rast a Spatnou kompatibilitu polyanilinu s tkani, v nékterych ptipa-
dech 1 cytotoxicitu [49], coZ je nejspiSe zpusobeno rozdily v piipravé materiadlu. Polyanilin
je nerozpustny ve vode a ve vodnych roztocich je stabilni, sdm o sob¢ je proto netoxicky a
jeho pfipadnd cytotoxicita je pravdépodobné zplsobena moznymi nizkomolekuldrnimi
komponenty, coz miiZou byt anilinové oligomery nebo kyseliny, které byly pouZity pfi
pripravé polymeru. Dilezitd je proto purifikace materidlu [55]. Z tohoto diivodu jsou vy-
hledavany metody modifikace polyanilinu tak, aby doSlo ke zlepSeni biokompatibility za

soucasného zachovani elektrickych vlastnosti materialu [47].

Prvni pokusy o pouziti polyanilinu pro tkdnové inzenyrstvi se objevily po zjisténi, Ze je
polyanilin dlouhodobé& biokompatibilni (testy provadéné na krysach, po dobu 90 tydni),
bez znamek toxicity nebo zaniceni okolni tkdné. In vitro byla biokompatibilita polyanilinu
nebo smési polyanilinu s jinymi polymery potvrzena u mnoha typti bunék, pii pokusech in
vivo ale ob¢as dochazi k mirnému zaniceni nebo zapouzdieni, proto je na rozdil od poly-
pyrrolu pouZiti polyanilinu v biologickych aplikacich omezeno, coz je z¢asti zptisobeno 1
tim, Ze polyanilin neni biodegradabilni a jeho dlouhodoba pfitomnost v organismu muze
vést k jeho opotfebovani a znehodnocovani. Tento problém je potom moZné fesit pfipravou

kopolymeru na bazi polyanilinu s hydrolyzovatelnymi skupinami, ktery si udrzi elektrické
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vlastnosti polyanilinu a je biodegradabilni. Bylo také prokdzano, ze polyanilin ptisobi anti-

bakterialné, pravdépodobné kvuli ptitomnosti kyselych dopantii na polymernim fetézci.

Uprava materialovych vlastnosti pro jejich pouZiti v konkrétni aplikaci je proveditelna riz-
nymi zpusoby, a jedna se o purifikaci materidlu po syntéze, upravu jeho povrchovych
vlastnosti, pfipravu kopolymerii nebo kompoziti polyanilinu s biokompatibilnimi materia-
ly jako napftiklad zelatina [50], nebo navazani biologickych molekul na polymerni fetézec,

at’ uz kovalentn¢, adsorpci, pfidanim latky pfimo do reak¢ni smési nebo dopovanim [49].

4.2 Aplikace polyanilinu

Pravé s ohledem na své elektrické vlastnosti jsou vodivé polymery (potazmo polyanilin)
aplikovany napiiklad v diodach, fotovoltaickych panelech [50], senzorech nebo jako

ochrana proti korozi [58].

4.2.1 Aplikace polyanilinu v mediciné

Dalsi moznosti vyuziti polyanilinu jsou medicinské aplikace, které by umoziiovaly nejen
monitorovani Zivotnich funkci Zivého organismu, ale i1 jeho stimulaci, diky elektrickym
vlastnostem, které by mohly umoznit pfenos naboje mezi elektrony a ionty ptes rozhrani
mezi tkdni a povrchem elektrody. Tato problematika se soustfed’uje pfedev§im na srdecni a
nervovou tkan [55]. Pro zvySenti citlivosti a specifi¢nosti takového senzoru je mozno pouZzit
redoxni mediatory (napf. ferrocen), které zlepSuji pfenos elektronli. Do polyanilinového
filmu je mozné je dostat béhem polymeraéni reakce, jako dopanty, nebo je chemicky nava-
zat na monomer [47]. Pfikladem pouziti polyanilinu pro pfipravu senzori je vodivy bi-
osenzor pro detekci patogennich bakterii, ktery pro biologickou detekci bakterii pouziva

protilatky a polyanilin jako pfevodnik a zesilovac signalu [48].

Pouziti polyanilinu pro medicinské aplikace je omezeno moznostmi zpracovani, tim, Ze
muZe zplUsobovat chronické zanéty a nepodléhd biodegradaci, presto se polyanilin pouZiva
jako materidl pro vyrobu biosenzorii nebo pro tkanové inzenyrstvi, hlavné kvili moznosti
pfimého dodéavani elektrickych stimuld buiikdm, zatimco charakteristika materidlu samot-
ného umoziuje vyraznou kontrolu nad jeho elektrickymi, optickymi i biologickymi vlast-
nostmi [49]. Zaroven bylo dokdzano, ze vodivé polymery jsou kompatibilni s buitkami a
jinymi biologickymi molekulami (biokompatibilita polyanilinu bylo prokazana in vitro i in
vivo), a jsou proto pouzivany naptiklad jako substraty pro buné¢nou stimulaci nebo synté-

zu DNA, nedéavno také jako kompozity na bazi polyanilinu k pfipravé scaffoldi pro tkano-
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vé inzenyrstvi, jako antibakterialni substraty nebo nosice 1€¢iv. V soucasnosti se zkoumaji

také kopolymery polyanilinu, které by byly zaroven vodivé a biodegradabilni [50].

Protoze mnoho bunéénych funkci, predev§im adheze, proliferace a migrace, mohou byt
ovlivitovany elektrickou stimulaci [59], elektricka vodivost téchto materialli miize mit
mnoho vyhodnych ucinkti na biologické systémy a tkang, véetné podpory regenerace ner-
vl, coz umoznuje jejich pouziti pro scaffoldy schopné elektricky stimulovat bunky, coz
v ptipad¢€ nervovych bunék nejcastéji speje k intenzivnejSimu rastu neuritl. To bylo proka-
zéano 1 pii pouziti scaffoldu tvofené¢ho nanovlakny polyanilinu dopovaného smési poly(e-
kaprolaktonu) a zelatiny [49]. Takto pouzivany scaffold by mél nejen smérovat riist axond,
aby doslo k premosténi mista s poruSenym nervstvem, ale také zajistovat cestu pro biomo-
lekuly uvoliiované na koncich poranénych nervl [1]. Elektrickd stimulace ale mize podpo-
rovat také proliferaci jinych typti bunck, jako NIH-3T3 fibroblasty nebo kardiomyocyty
[49], a potencionalnim adeptem pro materidl na vyrobu scaffoldt je i kompozit kolagenu a

polyanilinovych nanovlaken [58].

Protetika, jako jsou neuralni sondy nebo implatabilni elektrody, které jsou implantovany
do mozku za Gcelem stimulovat okolni buniky, nebo naopak nahravat signly z neuront,
coZ umoziuje ovladani napiiklad robotické koncetiny. Efektivni pfenos signalu ovSem
vyzaduje ptimy kontakt tkan¢ a elektrody, a pro vytvofeni tohoto rozhrani se stale Castéji
vyuZziva polyanilinu, ktery naSel uplatnéni také jako film pokryvajici povrch elektrod tvofi-

cich neuralni sondy [50].

Vhodné vyuziti pro vodivé polymery nabizi také materidly pro fizené uvolnovani léciv
nebo jinych latek (naptiklad pro zeméd€lstvi), je totiz mozné piipravit je v porézni podobé
a uvolnovani navazanych aktivnich latek fidit pomoci elektrického potencidlu, a jiz bylo
dosazeno dobrych vysledkd pfi pouziti latek jako dopamin, dexametazon nebo heparin,
predevsim vSak s pouzitim polypyrrolu. K uvoliovani latek vSak dochéazi ve velice kratké
dobé, coz miize nebo nemusi byt vhodné, v zavislosti na konkrétni aplikaci, dal§imi pro-
blémy jsou difuze navazanych latek do okoli, a to, Ze je mozné na polymer navazat jen

omezené mnozstvi aktivni latky. Problémem je také opakovana elektricka stimulace.

Zmény objemu materidlu pfi pfechodu mezi jednotlivymi redoxnimi stavy vodivych poly-
mert a jeho schopnost vykonavat timto zptisobem praci v zavislosti na elektrochemické
reakci, nabizeji také vyuziti v podobé umélych svall, problémem je vSak dlouhd reakcni

doba [49].
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II. PRAKTICKA CAST
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S METODIKA

S ohledem na charakter pouzitych testovacich metod byla v laboratotich Univerzity Toma-
Se Bati ve Zlin¢€ provedena jen c¢ast experimentalnich praci, konkrétné méfeni povrchové
energie materidlu, méfeni vodivosti a testy bunééné adheze a proliferace na povrchu mate-
ridlu.

Analyza vlivu materidlti na parametry krevni koagulace byla provadéna v Krajské nemoc-

nici T. Bati ve Zlin¢.
5.1 Pristrojové vybaveni

5.1.1 See system

See system (surface energy evaluation system) (Advex Instruments, Ceska republika) je
zatizeni pouzivané pro vyhodnoceni kontaktniho uhlu a povrchové energie materialu. M¢-
feni se provadi pomoci naneseni kapky na rovny povrch pevné latky, pticemz se kapka
muze rozlit do stran po povrchu materialu, nebo si do riizné miry mlze zachovat kulaty
tvar, v zavislosti na pouzité kapalin¢ a vlastnostech materidlu. Kontaktni uhel kapky je
vyhodnocen softwarem a ur€uje povrchovou energii materidlu a jeho smacivost. Podle
smacivosti vodou se pak materialy rozd€luji do dvou skupin, a to na smacivé (hydrofilni) a

nesmacivé (hydrofobni) [60].

5.1.2 Sysmex CA-1500

Ptistroj Sysmex CA-1500 (Siemens, Némecko) je automaticky systém pro analyzu koagu-
la¢nich, chromogennich a imunologickych testti [61]. Méfeni parametrti koagulace je pro-
vadéno opticky, s pouzitim svétla o vinové délce 660 nm. To prochazi vzorkem a hodnoti
zménu hustoty, pomoci zmény rozptylu svétla. Ziskané udaje jsou zpracovany bodovou
detekéni metodou. Cas koagulace je pak ¢as potiebny k tomu, aby bylo dosazeno konkrét-
niho stupné rozptylu svétla, vysledkem testu je koagula¢ni kiivka. Jinou metodou je meto-
da chromogenni, kdy se ke vzorku s reagencii po inkubaci pfida substrat ménici zabarveni.
K vyhodnoceni se pak vyuzivd zména barvy vzorku, detekované fotodiodou, a hodnoti se
jako sniZeni absorbance po prichodu parsku vzorkem. Hladiny proteinil se potom odecitaji

z kalibracni kiivky [62].

Analyzator umi vyhodnotit testy koagulace i rizné typy imunologickych testli a ptipadé

této prace byl pouzit k vyhodnoceni koagulac¢nich parametra PT, aPPT a TCT.
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5.2 Pouzité latky

Pro upravu polyanilinu byly v této praci pouzity polyvinylpyrrolidon (PVP, molekulova
hmotnost 360000 g/mol), dodecylsulfat sodny (SDS, molekulova hmotnost 288,38 g/mol),
dodecylbenzensulfonat sodny (SDBS, molekulova hmotnost 348,48 g/mol) a taurin (mole-
kulova hmotnost 125,15 g/mol).

Tyto latky jsou rozpustné ve vodé, a jak je vidét na obrazku 13 (13a) polyvinylpyrrolidon,
13b) SDS, 13c) SDBS, 13d) taurin), vSechny tyto latky maji ve své molekule hydrofilni a
hydrofobni ¢ast. To umoziuje kontrolu riistu ¢astic vytvofenim pasivni vrstvy, kterd ¢asti-
cim brani v agregaci, pouzivaji se tedy (predev§sim PVP a SDS) jako povrchové aktivni

latky [63,[64,[65,[66].
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Obrazek 13: struktura a) PVP [63] b) SDS [67] ¢) SDBS [68] d) taurinu [69]

5.3 Priprava vzorku

Pro testovani byly pouzity rizné druhy polyanilinovych povrchli, kromé polyanilinové soli
(PANI-S) a baze (PANI-B) také polyanilinova stl nebo baze modifikovana pomoci
PVP,SDS, SDBS nebo taurinu. VSechny vzorky byly pfipraveny ve formé filmu. Polyani-
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linové filmy byly také pfipraveny na riznych povrsich, podle zplisobu dalSiho testovani, a

to na polypropylenové f6lii, na kultiva¢nich miskach a desti¢kach, a v PET zkumavkéach.

Vzorky polyanilinu pouzivané v této praci byly pfipraveny standardné€, oxidaci anilin hyd-
rochloridu (lach:ner, Ceské republika) amonium peroxydisulfatem (APS, Sigma-Aldrich,
USA). Byly piipravené vodné roztoky obou latek (anilin hydrochlorid 0,2 mol.I"", amoni-
um peroxydisulfat 0,25 mol.1™"), jejich smichanim p¥i pokojové teploté zacala polymeracni
reakce. Smés byla okamzité rozlita do misek a polymerace pak probihala po dobu 15 mi-
nut. Po ukon&eni polymerace byly vytvorené filmy oplachnuty 0,2 mol.l" HCI, aby byl
odstranén polyanilinovy prasek, a po oplachnuti metanolem byly ponechany uschnout na

vzduchu [70].

Vzorky PANI-S filmt, které byly deprotonaci prevadény na PANI-B, byly po uschnuti na
1 hodinu ponotfeny do destilované vody, a potom na 12 hodin do hydroxidu amonného
(1 mol.I"", Sigma-Aldrich, USA). Po vytaZeni z hydroxidu amonného byly vzorky oplach-

nuty metanolem.

Dale byly pfipraveny vzorky s pouzitim polyvinylpyrrolidonu (PVP), dodecylsulfatu sod-
ného (SDS), dodecylbenzenusulfonatu sodné¢ho (SDBS) a taurinu (vSechny Sigma-Aldrich,
USA), a to se stabilizatorem vmichanym pifimo do reakéni smési, a se stabilizdtorem tvofi-

cim film na pfedem pfipraveném vzorku PANI-S nebo PANI-B.

Pro polyanilin oxidovany v pfitomnosti 2 hm. % stabilizatoru (oznaceno jako PANI-X-M,
kde X je stabilizator) byl anilin hydrochlorid (0,2 mol.I™") rozpustén ve vodném roztoku
stabilizatoru (40 g.1") a smichan s pfipravenym vodnym roztokem amonium peroxydisul-
fatu (0,25 mol.I"). Zatimco pii pouziti PVP a taurinu byly pouzivané roztoky az do smi-
chani s APS a zacatku polymerace ¢iré, vodné roztoky SDS a SDBS ziskaly po ptidani
anilin hydrochloridu mlééné zbarveni, zptisobené jejich micelarni strukturou. Polymerace
v pfitomnosti stabilizatort probihala pfi pokojové teploté, po dobu 30 minut, po ukonéeni
reakce byly vzorky oplachnuty 0,2 mol.I"' HCI, a poté metanolem. Pro piipravu filmu stabi-
lizatoru na povrchu polyanilinu byly vzorky PANI-S (oznaceny jako PANI-X-F) a PANI-B
(PANI-X-BF) ponoteny do vodného roztoku (2 hm. %) stabilizatoru. Po 24 hodinach byly
prebytecné roztoky vylity a vzorky byly oplachnuty metanolem. V ptfipadé pouziti do-
decylsulfatu sodného dochazelo pii piipravé vzorkh PANI-SDS-F a PANI-SDS-BF
k ¢astecnému vykrystalizovani SDS z roztoku na povrch vzorki, a to pfedevs§im pii ptipra-

veé vzorku na kultiva¢nich miskach.
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Ve vsech ptipadech byly vzorky po oplachnuti metanolem ponechény uschnout na vzdu-

chu.

5.4 Povrchova energie

Vzorky pro méteni povrchové energie byly pfipraveny jako filmy na biodegradabilni poly-

propylenové f6lii (Snopake, obdélniky o rozméru 3x7 cm), popsanym zplisobem.

Pro méteni povrchové energie byl pouzit software ,,See system*, s pouzitim pocitace s pfi-
pojenou kamerou, jak je zndzornéno na obrazku 14. Kapalinami, které byly pouzity pro
méfeni, byly destilovana voda, etylenglykol a diiodometan nebo 1-bromnaftalen (vSechny
Sigma-Aldrich, USA). Pouzivany objem kapek byl 5 pl. Povrchové energie zkoumanych

materiald byla ze ziskanych tdaji vypocitdna pomoci metody kyselina/zasada.

Obrazek 14: pocitac s ptipojenou kamerou pouzité pii méfeni povrchové energie

5.5 Meérna elektricka vodivost

Polyanilinové filmy pouzité pro mefeni vodivosti byly pfipraveny popsanym zpusobem.
Jako substrat byla pouzita biodegradabilni polypropylenova félie (Snopake) v podobée

¢tvercll o rozméru 2,5 cm, filmy byly na substratu pfipraveny pouze z jedné strany.

Vodivost materidlu byla hodnocena metodou van der Pauw, urcené k méteni mérného

elektrického odporu tenkych vzorkii. Ta s pouzitim Ctyi' elektrod na drzédku pfipojeném
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k aparatuie obsahujici scanner K7002, programovatelny napétovy zdroj K2410, digitalni
elektrometr K6517, spinaci kartu K7011-S (vSechno Keithley Instruments Inc., USA), a
osobni pocita¢ se dvéma PCI kartami (GPIB karta a pfevodnikové karta AD25PCI) zna-
zornéné na obrazku 15, mé&ti mérny odpor materidlu. Ziskané hodnoty byly poté vypoctem

pfevedeny na mérnou elektrickou vodivost.

Obrazek 15: zafizeni pro métfeni vodivosti materidlu (scanner, zdroj, elektromér,

drzék s elektrodami)

Piistroj neumozituje méfeni vzorki s vodivosti nizsi nez 10™ S/cm, ty tedy byly vyhodno-
ceny jako nevodivé. Méfeni probihalo jako cyklické méfeni pti konstantnim proudu, hod-
nota proudu byla 1.10™ A, jako tloustka vzorku byla udéna hodnota 15 pm. Vzorky byly
vkladany do drzédku tak, aby bylo mozné umistit méfici elektrody po obvodu vzorku, jak je
mozné vidét na obrazku 16, se zajiSténim dobrého kontaktu mezi elektrodami a povrchem
vzorku. Méteni probihalo ve tiech cyklech, se dvéma rtiznymi vzorky pro kazdou pouzitou

upravu materialu. Samotné vyhodnoceni probihalo pomoci programu VDP.
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Obrazek 16: vzorek umistény v drzéku s elektrodami

5.6 Testy krevni koagulace

Pro testy krevni koagulace byly vzorky pfipraveny na povrchu PET VACUETTE® zku-
mavek (greiner bio-one, Rakousko), uréenych pro odbéry krve. Zkumavky byly pted pou-
zitim vyplachnuty destilovanou vodou, aby byly zbaveny nanosu K3EDTA.

Z duvodu predchoziho testovani krevni koagulace s pouzitim polyanilinovych filmt obsa-
hujicich PVP a SDS byly pro ptipravu vzorkli vybrany pouze materialy modifikované pou-
zitim SDBS a taurinu, a to vzorky pfipravované jako filmy na povrchu PANI soli a baze
(PANI-X-BF, PANI-X-F), i vzorky se stabilizatory pfidanymi piimo do reak¢éni smési
(PANI-X-M). Pro posouzeni vlivu modifikace materidlu na hemokoagulaci byly vybrany
parametry PT (pro-thrombin time), aPPT (activated partial thromboplastin time) a TCT
(thrombin clotting time). Pro testovani byla pouZzita krev, kterd byla odebrand dobrovol-
nym darctim, v souladu s Helsinskou deklaraci. VSechny testy byly provadény v Krajské

nemocnici T. Bati ve Zlin¢. Hodnoty pro kazdy vzorek byly zméfeny dvakrat.

Test PT se pouziva k hodnoceni vnéjsi a spolecné drahy krevni koagulace. Pro jeho prove-
deni je tfeba vzorek Zilni krve dekalcifikovat (krev se odebird do zkumavky s citratem ne-
bo oxalatem), aby nedoslo k pfed€asnému sraZzeni krve. Krevni buiiky jsou od plasmy od-
dé€leny centrifugaci, a test se pak provadi pfidanim krevni plasmy ke zdroji tkanového fak-
toru, aby doslo k pfeméné protrombinu na trombin. Vzorek je na jednu aZ dvé minuty po-
nofen do vodni 14zné€ o teploté 37 °C, nez se ptida CaCl,, ktery vyblokuje ptsobeni citratu

a umozni srazeni krve. Sledovany cas se méfi od chvile, kdy dojde k ptidani CaCl,, do
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doby, nez se krev srazi. Parametr PT hodnoti aktivitu koagula¢nich faktort V, VII a X,
dale také fibrinogenu a protrombinu, jeho fyziologické hodnoty se pohybuji v rozmezi cca

12 -13 s [71].

Podobné¢ jako pii hodnoceni PT je i1 pro testy aPPT pouzivana dekalcifikovana a centrifu-
govand krev. Ta je inkubovana pfi teploté 37 °C, potom se do vzorku pifida vapnik a akti-
vatory (kefalin a kaolin, viechno predehiaté na 37 °C). Cas se méfi od ptidani vapniku do
vytvoreni krevni srazeniny. Test aPPT hodnoti vnitini a spole¢nou drahu krevni koagulace,
s fyziologickymi hodnotami cca 27 — 35 s. Vyss§i hodnoty ukazuji na deficit koagula¢niho

faktoru XII, XI, IX, VIII nebo nékterého z faktord spole¢né drahy krevni koagulace [72].

Test TCT se provadi pfidanim bovinniho nebo lidského trombinu ke krevni plasmé chudé
na desticky (pii teploté 37 °C) a hodnoti rychlost pfemény fibrinogenu na fibrin. Zaroveii
je tento test citlivy na pfitomnost inhibitord koagulace. Jeho hodnoty u zdravého clovéka
se pohybuji v rozmezi 13 — 15 s. K prodlouzeni tohoto ¢asu dojde pfi obsahu fibrinogenu

niz§im nez 1 g/1 [73], zatimco jeho normalni obsah v krvi je asi 3 g/l [15].

5.7 Testy bunécné adheze

Vzorky pro testy bunécné adheze byly pfipraveny na povrchu kultiva¢nich misek o prime-
ru 3,5cm (TPP, Svycarsko), jako referenéni material byl pouzit tkafiovy polystyren.
Vsechny vzorky byly pfed pouzitim sterilizovany pomoci UV zéfeni (258 nm), vyzafova-

ného nizkotlakou Hg lampou (UV-C Long Life 30W/G30TB, Phillips, Holandsko).

Pro testy bunééné adheze byly pouzity fibroblasty (NIH/3T3, ATCC CRL-1658, USA).
Buiiky byly na misky nasazeny 14 dni po piipravé vzorki, v koncentraci 10° bundk/ml
kultiva¢niho média. Po dobu 3 hodin byly buiiky kultivovany pfi teploté 37 °C, s pouzitim
média DMEM, s vysokym obsahem glukézy, 10% pifidavkem teleciho séra a ptidavkem
antibiotik Penicillin/Streptomycin 100 U/ml (vSechno BioSera, Francie). Poté byly misky

oplachnuty pomoci PBS a nasledné fotografovany pti 40 nasobném zvétseni.

5.8 Testy bunécné proliferace

Vzorky pro testy bunécné proliferace a morfologie byly pfipraveny stejnym zptisobem jako
ostatni vzorky, s filmy syntetizovanymi na povrchu 24-jamkovych kultivacnich desticek

(TPP, Svycarsko), jako referenéni material byl stejn& jako u testii bunéné adheze pouzit
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tkanovy polystyren. Vzorky byly sterilizovany UV zéfenim (258 nm), vyzafovanym niz-

kotlakou Hg lampou (UV-C Long Life 30W/G30TB, Phillips, Holandsko).

Bunécnou linii pouzitou pro hodnoceni bunécné proliferace a morfologie byly mysi fibrob-
lasty (NIH/3T3, ATCC CRL-1658, USA). Buiikky byly nasazeny na povrch testovanych
materiald 5. den po piipravé vzorkd, v koncentraci 10° bundk/ml kultivaéniho média, kul-
tivovany pfi teploté 37 °C. Ke kultivaci bylo pouzito médium DMEM, s vysokym obsahem
glukézy, 10% pridavkem teleciho séra a pridavkem antibiotik Penicillin/Streptomycin
100 U/ml (vSechno BioSera, Francie). Bunky byly fotografovany pti 100 nasobném zv¢t-
Seni po 24 a 48 hodinach.

Po 48 hodinach kultivace bunék na povrsSich testovanych materiali byla pomoci fluo-
rescenéni mikroskopie zvyraznéna jadra a cytoskelet. Pfed fluorescencnim barvenim byly
buriky fixovany 4% roztokem formaldehydu (Penta, Ceské republika) po dobu 15 minut,
oplachnuty PBS (Invitrogen, USA) a na 5 minut zality 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
USA) pro permeabilizaci bun¢k. Poté byly vzorky 3 krat oplachnuty s pouzitim PBS. Na-
sledné¢ byly bunky zality PBS a obarveny fluorescen¢nimi barvivy, konkrétn€ barvami Ho-
echst 33258 (Invitrogen, USA), v koncentraci 5 pg/ml PBS, a ActinRedTM (Thermo
Fisher Scientific, USA), v koncentraci 2 kapky/ml PBS. Vzorky byly po dobu 30 minut
inkubovany ve tm¢ a poté fotografovany pii 100 nadsobném zvétSeni pomoci inverzniho

mikroskopu s fazovym kontrastem (Olympus IX 81, Japonsko).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Stanoveni povrchové energie

Pti vyhodnocovani povrchové energie zkoumanych materiald bylo zjisténo, Ze hodnoty
jejich povrchové energie se od sebe vyrazné 1isi. Vzorky byly méteny v prubéhu dvou tyd-
nu, aby byla znama také stabilita v Case, a ze ziskanych vysledka (uvedeny v tabulce 3) je
mozné vyvodit, Ze ve srovnani s referencnimi vzorky PANI-S a PANI-B vykazuji n¢které
modifikované materidly (pfedevsim materidly obsahujici polyvinylpyrrolidon) vyssi povr-
chovou energie, a to o n€kolik mN/m. Pro srovnani, povrchova energie PANI-S se pohybu-
je okolo 47 mN/m, zatimco vzorky, které maji na svém povrchu film tvofeny PANI-PVP,
maji povrchovou energii v rozmezi 50 — 70 mN/m. Jsou tedy vyrazné hydrofilnéjsi nez
PANI-S, ve srovnani s ostatnimi vzorky, jejichz povrchova energie se pohybuje zhruba ve

stejnych hodnotach jako povrchova energie referen¢nich vzorki, tedy PANI-S a PANI-B.

Hydrofilni povrchy se vyznacuji sniZenou adsorpci krevnich bilkovin [20], coz bylo doka-
zano napiiklad studii, ve které po modifikaci materidlu, jez vedla ke zvySeni jeho hydrofili-
ty, doslo na povrchu materidlu ke snizeni intenzity adheze krevnich desti¢ek a zvySeni
mnozstvi neaktivovanych krevnich desticek [74]. Podobné byl vliv povrchové energie na
adsorpci krevnich bilkovin, s poklesem intenzity adsorpce zaroven s rostouci hodnotou
povrchové energie, prokazan také srovnanim adsorpce krevnich bilkovin na polymernich
materialech, jako jsou polystyren, PMMA a polydimetylsiloxan. Ve vSech téchto ptipadech
dochézi k vyrazné intenzivnéjsi adsorpci na materialech s niZ§i povrchovou energii, stejné
vysledky vykazuji také povrchy modifikované pfidanim hydrofilnich funkénich skupin.
Tato studie ukdzala pokles miry adsorpce fibrinogenu, adheze krevnich desticek a jejich
aktivace, zaroven s rostoucim obsahem hydrofilnich hydroxylovych skupin [17]. Podobné
pii studii, ktera zkoumala hemokompatibilitu kopolymeru obsahujiciho hydrofilni DPEG
metakrylat, bylo zjisténo, Ze s rostoucim obsahem DPEG metakrylatu roste hydrofilita ma-
terialu (pokles kontaktniho thlu vody z89,4° pfi 10% obsahu DPEG metakrylatu
v kopolymeru aZ na 20,9° pti 90% obsahu). Umérné tomu dochézi k vyraznému poklesu
adsorpce albuminu a fibrinogenu na povrchu takového materialu a k poklesu adheze krev-

nich desticek, u kterych navic nedochazi k aktivaci [75].
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Tabulka 3: hodnoty povrchové energie materiala

povrchova energie [mN/m]

den 0 den 1 den 4 den7 | denll | den 14

v 56 44 48 47 49 455

PANI-S o 5 5 3 2 2 2.0
G 5 3 3 2 2 0,5

e 52 52 49 50,3 49 51,1

PANI-B G 2 2 8 0,6 2 0,8
o 2 3 3 1,0 4 2,0

o 70 45 64 39 45 47

M o 6 4 9 18 4 9

o 7 5 12 4 2 3

v 72 68 61 64 47 56

PANI-PVP | BF G 10 5 12 23 15 5
G 9 4 14 14 6 6

y 56 59 56 51 54 48

F G 2 12 7 7 3 19

o 3 9 3 6 4 7

N 46 42 53 44 42 48

M G 3 2 17 2 12 9

o 10 2 12 7 5 3

BF | y° 45 45 49 45 48 58
PANI-SDS o 6 5 5 6 14 13
o 8 19 4 18 3 8

ye 47 48 453 48 45 45

F o 1 3 5,0 2 2 3

o 2 4 0,4 3 4 5

7 46 48 48 47 47 46

M o 6 4 3 2 2 5

o 6 4 3 5 4 4

e 51 47 52 51,2 52,0 50

PANI-SDBS | BF | o' 3 3 8 0,7 0,2 8
o 5 3 3 3,0 3,0 6

o 51 46 50 47 47 44

F G 1 2 2 6 2 4

o 5 3 4 2 3 4

A 53 41 47 44 47 46

M o 4 5 1 16 3 5

o 4 2 2 5 4 4

e 51 52 52,8 53 53 38

PANI-T BF o 3 1 0,9 2 2 17
o 11 2 0,8 3 3 6

v 55 51 47 45 47 47

F G 7 3 2 10 2 2

o 8 4 2 4 3 2
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Zda se také, ze u hydrofobnich materiali dochézi vice ke zméné konformace molekul fib-
rinogenu, coz je krom& mnozstvi fibrinogenu adsorbované¢ho na povrchu materidlu dalsi
faktor podporujici adhezi krevnich desticek. To znovu potvrzuje predpoklad, Ze pro zatize-
ni nebo zdravotnické pomiicky pfichdzejici do kontaktu s krvi jsou vhodnéjsi hydrofilni

materialy [17].

Vzhledem k zévislosti intenzity adsorpce bilkovin na povrchové energii se da oc¢ekavat, ze
vzorky obsahujici PVP, a piedev§im pak vzorky, které maji PVP jako vrstvu na povrchu
PANI filmu (PANI-PVP-BF a PANI-PVP-F), budou ve srovnéni s ostatnimi zkoumanymi
materialy vykazovat mensi bunénou adhezi a nizsi miru adheze krevnich desti¢ek, a mély

by tedy byt vhodnéjsi pro pouziti v kontaktu s krvi.

Zmény hodnot povrchové energie byly kromé zavislosti na typu modifikace materidlu za-
znamenany také v zavislosti na Case, opét predev§im u materidlu obsahujictho PVP (PANI-
PVP-M), jehoz povrchova energie vyrazné klesla béhem prvnich 24 hodin. Podrobnéjsi
analyza dat je ovS§em omezena velkymi odchylkami v méteni, které byly ziejmé zptisobeny
nedostate¢né¢ homogennim povrchem zkoumanych vzorkt, hlavné u materialii obsahujicich
PVP nebo SDS. U ostatnich vzorkll jsou hodnoty povrchové energie relativné stabilni,
s hodnotami vy$§imi u materiald, u kterych byla vrstva SDBS nebo taurinu pfipravena na
povrchu PANI baze, neZ na povrchu PANI soli nebo kdyzZ byla stejné latka ptidana pfimo

do reakéni smési.

Obecné by materidly s vysokou povrchovou energii mély byt vhodnéjsi pro pouZiti
v kontaktu s krvi, z diivodu snizené adheze krevnich bilkovin, potazmo krevnich desti¢ek
[44]. Na druhou stranu hydrofilni povrchy stale podporuji kontaktni aktivaci koagula¢niho
faktoru XII, a ke spusténi koagulacni kaskady tak dochazi, ackoli hydrofilni povrch nepod-
poruje vyraznou adsorpci krevnich proteinti [17]. To tedy znamend, Ze 1 v ptipadé, kdy na
povrchu materidlu nedochdzi k adsorpci fibrinogenu z diivodu jeho vysoké povrchové
energie, muize k aktivaci procesu sraZeni krve a k tvorbé krevni srazeniny dojit jinym me-
chanismem a pfiprava hemokompatibilniho materidlu se tedy nedd omezit vyhradné na

hydrofilni materiély.
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6.2 Stanoveni mérné elektrické vodivosti

Pii méfeni mérné elektrické vodivosti piipravenych vzorkti metodou van der Pauw bylo
zjisténo, ze ze vSech zkoumanych materiali je jich jen pét elektricky vodivych. Materialy,
které byly pfi méfeni vyhodnoceny jako nevodivé, jsou krom¢ PANI-B také vSechny vzor-
ky ptipravené modifikaci polyanilinové baze, o své elektrické vlastnosti pfiSly kromé
PANI-SDS-F také vSechny vzorky, na kterych byl polyanilin modifikovan vytvofenim
filmu na povrchu materialu. Naopak elektrickou vodivost si zachovaly vSechny materialy,
které byly pfipraveny pfidanim nekteré z pouzivanych latek piimo do reakéni smési. Elek-
tricky vodivé vzorky byly dale vyhodnocovany, a jak je vidét v tabulce 4 (obrazku 17),

jejich mérna elektrickd vodivost se pohybuje v Sirokém rozsahu hodnot.

Srovnanim vysledkli mérné elektrické vodivosti z méfeni bylo zjisténo, Ze mérna elektricka
vodivost standardniho vzorku PANI-S, ktery byl pouzit jako reference, se béhem dvou
tydnti méfeni pohybuje v hodnotach 10 — 20 S/cm. VSechny ostatni pouzité materidly ve
srovnani s nim ztraceji svou modifikaci velkou ¢ast své elektrické vodivosti, s velice po-
dobnymi hodnotami u vzorkiit PANI-SDS-M a PANI-SDBS-M. Nejvyraznéjsi je pokles
vodivosti u vzorku PANI-SDS-F, jehoz mérna elektricka vodivost klesla dokonce az na
hodnoty okolo 0,3 S/cm, coz je oproti referenénimu PANI-S asi padesatkrat méné. Tyto
nizké hodnoty odpovidaji tomu, ze vSechny ostatni vzorky pfipravené stejnym zpiisobem
jsou elektricky nevodivé. Jedinym materidlem, jehoZ mérné elektricka vodivost se po mo-
difikaci hodnotam standardniho PANI-S nejen blizZi, ale dokonce ho piekonava, je vzorek

PANI-T-M, tedy vzorek pfipraveny piidanim taurinu do polymera¢ni smési.

Je také vidét, Ze hodnoty mérné elektrické vodivosti materiala klesaji s Casem, coz je vy-
razné napiiklad u vzorku PANI-S, jehoz vodivost v Case klesa nejrychleji béhem prvnich
sedmi dnti méteni. Hodnoty vodivosti ostatnich materiali vykazuji podobny pokles, vy-
jimkou je vzorek PANI-SDS-F, jehoZ vodivost vyrazné¢ klesa pouze béhem prvnich cca 24
hodin, a pozdé&ji se jeji hodnoty prakticky neméni. Pro aplikace, ve kterych je tfeba zacho-
vat vodivost materialu, se jako nejvhodnéjsi volba jevi kombinace PANI-T-M, kterd ve
dni 0 vykazuje podobnou mérnou elektrickou vodivost jako neupravovana polyanilinova
stl (17,9 S/cm pro PANI-SDS-F a 18,2 S/cm pro PANI-S), ale s Casem jeji hodnoty nekle-
saji tak rychle, jen o cca 8 % po prvnich sedmi dnech ve srovnéni s PANI-S, jehoz vodi-
vost po prvnim tydnu klesne asi o tfetinu, a od 24 hodin od pfipravy vzorki je jeho elek-

trickd vodivost vyssi nez vodivost referenéni PANI-S.
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Tabulka 4: hodnoty mérné elektrické vodivosti materiali

mérnd vodivost ¢ [S/cm]
den 0 den 1 den 4 den 7 denl1l den 14
PANLS 18210+ | 14107+ | 13,882+ | 12382+ | 12216+ | 11,943 +
0,005 0,007 0,003 0,004 0,005 0,006
3853+ | 2990+ | 2479+ | 21730+ | 21254+ | 19752+
PANI-PVP-M |7 608 0,002 0,001 00008 | 0,0004 | 0.0006
6428+ | 5031+ | 4926+ | 47590+ | 4490+ | 3838+
PANI-SDS-M 1 05 0,002 0002 | 00007 | 0002 0,003
03782+ | 02452+ | 026525+ | 02567+ | 02701+ | 02777+
PANISDS-F |6 0002 | 00002 | 000000 | 00002 | 00002 | 0,0004
698+ | 7341+ | 5928+ | 5569+ | S5.654+ | 5181+
PANI-SDBS-M | 3 0,002 0,002 0.002 0,002 0,004
17912+ | 21096+ | 17328+ | 16,540+ | 15996+ | 15816+
PANLI-T-M 0,009 0,005 0.005 0,004 0,005 0.003
25
20
El
%’ B PANI-S
E B PANI-PVP-M
§ ® PANI-SDS-M
e B PANI-SDS-F
g ® PANI-SDBS-M
)qé B PANI-T-M
0 1 4 7 1 14

Obrazek 17: zavislost mérné elektrické vodivosti materiald na Case
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6.3 Testy krevni koagulace

Vysledky testl vlivu riznych modifikaci polyanilinu na nékteré vybrané parametry krevni
koagulace, uvedené v tabulce 5 (obrazku 18), ukazuji, Ze hodnoty vySetfovanych paramet-
i se u vSech pouzitych vzorki pohybuji okolo hodnot referen¢niho vzorku, bez vyrazného
rozdilu. V pfipad¢ testi parametrt PT i aPPT se vysledky vzorkii pohybuji v rozmezi jejich
fyziologickych hodnot, bez ohledu na pouzitou latku nebo typ modifikace. Hemokoagulace
tedy v tomto piipad¢ nebyla nijak ovlivnéna. Pii testovani parametru TCT bylo zjisténo, Ze
pro rtizné materialy dochdzi k mirnému prodlouzeni €asti, oproti vysledku ziskanému pfi
pouziti referen¢niho vzorku, vSechny jsou ale stale pod spodni hranici fyziologickych hod-
not tohoto parametru. VSechny tyto vzorky tedy vykazuji mirny vliv na délku doby pfemé-
ny fibrinogenu na fibrin a to v mensi mife neZ referenéni vzorek. Zadny z testovanych
vzorkl nevykazuje vyrazny vliv na rychlost hemokoagulace. Podobné nema vliv na rych-

lost krevni koagulace ani neupravovany polyanilin, ve formé soli ani baze [53].

V riznych studiich bylo dokdzano, ze pii modifikaci materidlu polyvinylpyrrolidonem
dochazi ve srovnani s neupravenym materidlem ke sniZeni intenzity adsorpce fibrinogenu.
Zaroven je omezena adheze krevnich desti¢ek, u kterych nedochazi k aktivaci, a dochazi
k vyraznému nartstu hodnoty parametru TCT (az na 100 s), i parametru aPPT, coz ukazuje
na zlepSeni kompatibility materidlu s krvi pfi pouziti PVP graftd [76]. Tvorba smési
s polyvinylpyrrolidonem se pouZiva naptiklad pro zlepSeni hemokompatibility polysulfo-
novych membréan uzivanych pii hemodialyze [77], nebo membran vyrobenych z polyami-

du [78].

Do kontaktu s krvi se naptiklad v podobé umélych ledvin nebo srde¢nich chlopni bézné
dostavaji rizné materialy, jako jsou polytetrafluoretylen, polyvinylchlorid nebo polyetylen.
Jedna se o materialy, které vSak v kontaktu s krvi zpisobuji tvorbu krevni sraZeniny, at’ uz
adhezi a aktivaci krevnich desticek, aktivaci koagula¢ni kaskady nebo obojiho [79]. Pro
zlepSeni hemokompatibility téchto materidlli (napf. polyetersulfonovych membran) je
mozno pouzit rizné metody, jako tvorba smési, tvorba povrchovych vrstev, navazani graf-

ti [80], tvorba biomimetickych povrchli nebo ptisobeni plasmy [79].
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Tabulka 5: vliv materiali na vybrané parametry koagulace

PT [s] aPPT [s] TCT [s]

reference 12,1 25,2 16,7
PANI-SDBS-M | 12,0+£0,1 | 25,8+0,6 | 18,2+0.,5
PANI-SDBS-BF | 12,2+0,6 | 29,5+4,7 | 20,0+2,2
PANI-SDBS-F | 11,8+0,2 | 25,6+0,3 | 18,3+0,3
PANI-T-M 12,1+£0,3 30,0+2,5 19,7+ 0,6
PANI-T-BF 11,8+0,0 | 254+0,5 | 17,7+0,5
PANI-T-F 11,8+£0,2 | 269+0,6 | 19,2+0,4

fyziologické | 1 o 135 | 250300 | 200

hodnoty

40

PT [s]

aPPT [s]

TCT [s]

H reference

B PANI-SDBS-M
= PANI-SDBS-BF
EPANI-SDBS-F
EPANI-T-M

B PANI-T-BF

B PANI-T-F

Obrazek 18: vliv materialti na vybrané parametry koagulace

Vzhledem k tomu, Ze jednim z bézn¢ pouzivanych antikoagulant je heparin, jehoz antiko-

agulacni aktivita je zalozena na vazb¢ antitrombinu, existuji snahy navazat molekuly hepa-

rinu na povrch polymerniho materidlu nebo napodobit jeho plsobeni latkami, které maji
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podobnou strukturu obsahujici sulfonové skupiny. Obvykle se pak jedna o iontové polyme-
ry obsahujici karboxylové, sulfatové nebo sulfonamidové funkéni skupiny, jako jsou na-
piiklad poly(sulfobetaine methacrylate) (PSBMA) nebo nékteré jeho kopolymery, které
vykazuji sniZenou adsorpci fibrinogenu a adhezi krevnich desticek, spolecné s nariistem
koagulac¢nich cast [81]. Podobné vysledky jsou vidét také pfi navazani PAMPSA fetézcli
na povrch polyanilinu, kdy dojde k Giplnému zabranéni krevni koagulaci, v disledku vy-
blokovani nékterych koagula¢nich faktort. Na vliv PAMPSA polymeru na krevni koagula-
ci je mozné usuzovat také z toho, zZe k zabranéni krevni koagulaci dochdzi pouze v ptipadé,
kdy je PAMPSA navézand pfimo na povrchu polyanilinu, zatimco u vzorki, do kterych
byla PAMPSA pfidana piimo béhem polymeracni reakce, koagulaci zabranéno neni, po-
dobné jako u neupraveného polyanilinu. Pfi srovnani s ostatnimi zkoumanymi materialy
také u vzorku s PAMPSA polymerem navazanym na povrch polyanilinu dochazi k nejnizsi
adhezi krevnich desticek, coz je patrné zptisobeno vyssi povrchovou energii tohoto materi-
alu [53]. Kromé téchto latek je pak mozné pouzit i jiné, jako sulfonovany polyetylenoxid
nebo dextran sulfat, které pii imobilizaci na povrchu materidlu vykazuji zlepSeni hemo-

kompatibility [82].

6.4 Testy bunééné adheze

Pro testy buné¢éné adheze byly pouzity fibroblasty, které byly pted oplachnutim na povrchu
zkoumanych materialii ponechdny po dobu tii hodin, testy byly provedeny 14 dni po pfi-
pravé vzorka. Fotografie byly pofizeny pfi 40 ndsobném zvétSeni, a jak je mozné vidét na
obrazku 19, intenzita adheze fibroblasti je na materialech PANI-S a PANI-B od pohledu
zhruba stejna jako na referencnim vzorku. VSechny tyto materidly vykazuji intenzivni ad-

hezi a relativné pravidelné rozmisténi bun€k na povrchu materialu.

ref PANI-S PANI-B
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PANI-PVP-M PANI-PVP-BF PANI-PVP-F

PANI-SDS-M PANI-SDS-BF PANI-SDS-F

PANI-SDBS-M PANI-SDBS-BF PANI-SDBS-F

PANI-T-M PANI-T-BF PANI-T-F

Obrazek 19: adheze fibroblastt, pti 40 ndasobném zvétseni
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Ve srovnani s referencnimi vzorky vykazuji ostatni pouzité materialy rizné vysledky bu-
nécéné adheze. Podobné vysledky jako u referenénich vzorkl je mozné nalézt také u vzorki
materidlti obsahujicich taurin, a to u vSech modifikaci, u této latky tedy zfejme tolik neza-
lezi na zptsobu upravy polyanilinu, jako spiSe na mnozstvi taurinu. Podobné vysledky jako
taurin vykazuji také vzorky obsahujici SDS a SDBS, s adhezi mirn¢ intenzivnéjsi u SDS.
Jedina odchylka u téchto dvou latek se objevuje u vzorkit PANI-SDS-BF a PANI-SDS-F, u
kterych béhem ptipravy vzorki doslo k vykrystalizovani SDS na povrchu polyanilinového
filmu, a tyto krystalky nebylo mozné z povrchu materidlu odstranit, aniz by pfitom doslo
k poskozeni polyanilinového filmu. Zda se tedy, ze SDS, které je inkorporovano do polya-
nilinového filmu (vzorek PANI-SDS-M), nema negativni vliv na pouzité buiky, zatimco
v pfipad€, kdy na povrchu materidlu zlstaly krystalky SDS, bylo adhezi fibroblasti na
vzorcich téméf Uplné zabranéno, vliv na adhezi bunck ma tedy ziejmé to, jestli doslo

k vazb¢ molekul SDS na polyanilin nebo ne.

Zajimavé vysledky vykazuji vzorky obsahujici polyvinylpyrrolidon (PVP). U téchto vzor-
kt doslo k omezené adhezi fibroblastii v ptipadé, ze byl PVP ptidén piimo do reakéni sme-
si, a buniky na takovém povrchu tvoii struktury podobné fetizklim. U vzorki, které maji
PVP jako vrstvu na povrchu polyanilinového filmu k adhezi fibroblastti nedochazi viibec, a
na fotografovaném povrchu neni vidét Zadna buiika, coZ potvrzuje, Ze v ptipadé PVP zalezi
na zpusobu, jakym byla modifikace PANI provedena, s vétsim vlivem na zabranéni bunéc-
né adhezi, pokud se PVP vyskytuje ptimo na povrchu materialu. Toto zjiSténi zaroven po-
tvrzuje pouziti PVP jako latky, ktera sniZzuje adsorpci proteinil na povrch, pokud je pouZit

k modifikaci polyetersulfonovych membran [20].

Ziskané vysledky bunééné adheze odpovidaji také hodnoceni povrchové energie téchto
materiald. Je videt, Ze materidly, které maji hodnoty povrchové energie blizké povrchové
energii neupravované¢ho polyanilinu, vykazuji také podobnou intenzitu bunééné adheze,
ziejme by tedy také vykazovaly podobné hodnoty intenzity adsorpce krevnich bilkovin,
predevsim fibrinogenu, a v zévislosti na tom 1 adheze krevnich desticek. Naopak materialy
s vys$$i povrchovou energii (v tomto pfipadé vzorky obsahujici PVP) vykazuji pouze ome-
zenou adhezi fibroblastli, d4 se tedy ocekavat, ze by pfi testovani ukdzaly také snizenou
adsorpci krevnich bilkovin a adhezi krevnich desticek ve srovnéni s referenénimi materidly

[76], coz je jeden z diilezitych faktord hemokompatibility materidlu.

ProtoZe je znamo, Ze pozadovanou vlastnosti materiald, které pfichazeji do kontaktu s krvi,

je jejich schopnost potlacovat nespecifickou adhezi, byvaji materidly ¢asto za timto ucelem
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modifikovany. Dobrych vysledkt pfi pfipravé materialti odolavajicich bunécné adhezi bylo
dosazeno navédzanim fetézcl polyetylenglykolu nebo kopolymeru na bazi polyetylenglyko-
lu, pfipadné bioinertnich polymerii (napf. polytetrafluoretylen) na povrch materidlu [83]

nebo pouzitim zwitteriont [84].

Obecné u material, které vykazuji niz§i bunénou adhezi, dochazi také ke snizené adsorp-
ci krevnich bilkovin [76]. Pfestoze stale nejsou presné popsany specifické vlastnosti mate-
ridlu, které by zajistily jeho hemokompatibilitu, kompatibilita materialu s krvi je z velké
¢asti ovliviiovana adsorpci krevnich proteini na povrch materidlu, ke které dojde pii kon-
taktu materidlu s krvi. To zpisobuje adhezi a aktivaci krevnich desticek, disledkem ¢ehoz

je potom tvorba krevni srazeniny [44].

Jednim z materialli, které byvaji pouzivany pro ptipravu membran, je polyvinylidenfluorid
(PVDF), ktery kvuli své hydrofobité byva casto modifikovan, a to riznymi zplsoby, jako
jsou oSetfeni plasmou nebo tvorba smési, vétSinou s polymery obsahujicimi sulfonové
funkéni skupiny [85]. Ackoli jednim z nejcastéjSich zptisobt, jak u materidlu dosahnout
niz8i adsorpce krevnich bilkovin, je navdzani polyetylenglykolu na povrch materidlu, tento
zpusob modifikace neni vhodny pro dlouhodobé pouziti in vivo, protoZze muze dochazet
k jeho enzymatické oxidaci, a materidl ztrati svoji schopnost omezovat adsorpci bilkovin a
bunécnou adhezi. Podobné ¢asto je pouzivan také polyvinylpyrrolidon, jehoz nevyhodou je
vSak jeho vyluhovani z materidlu, pokud je pouzivan del§i dobu. Tento problém muiize byt
znaén€ omezen, pokud je PVP namisto pfidani do polymerac¢ni smési navdzan na povrch
upravovaného materidlu [76]. To potvrzuje 1 vysledky testl bunééné adheze, které ukazuji
vyrazny rozdil mezi adhezi fibroblastii na povrchu vzorkii PANI-PVP. Je vidét, Ze na po-
vrchu PANI-PVP-M, tedy vzorku, u kterého byl polyvinylpyrrolidon ptfidan pifimo do re-
akéni smési, dochazi k bunééné adhezi, piestoze je proti referenénimu vzorku omezena,
zatimco u vzorkd, které maji PVP na svém povrchu, k adhezi fibroblasti po tfech hodinach

vubec nedochazi.

6.5 Testy bunécné proliferace

Fibroblasty byly z provoznich diivodl laboratofe na povrchy materidlli nasazeny 5 dni po
jejich ptipraveé. Pro porovnani pak byly vzorky fotografovany po 24 a 48 hodinach. Foto-
grafie vzorkli po 24 hodinach od nasazeni fibroblastli na povrch materiali jsou vidét na
obrazku 20, a jak je vidét, ziskané vysledky relativné odpovidaji vysledkiim hodnoceni

povrchové energie materialti. Bunky rostou na materidlech s povrchovou energii blizkou
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té, kterou maji referen¢ni materidly, podobné vysledky jsou viditelné na vzorcich obsahuji-
cich SDS a SDBS, s proliferaci nejintenzivnéjsi na vzorcich PANI-SDS-F a PANI-SDBS-
F. Na vzorcich, u kterych bylo SDS (nebo SDBS) pfidano béhem polymerace nebo z n¢j
byl vytvoten film na povrchu PANI-B, je proliferace pomalejsi a méné intenzivni, podobné
jako na referen¢nim polystyrenu. Je také vidét, ze k vyrazné proliferaci fibroblastli v tomto
ptipadé dochézi i na povrchu vzorkti PANI-SDS-BF a pfedev§sim PANI-SDS-F, tedy téch,
u kterych byla z SDS pfipravena vrstva na povrchu polyanilinového filmu. Na téchto vzor-
cich buniky proliferuji 1 pfesto, Ze pii pfedchozich testech na téchto povrSich nedochéazelo
k bunééné adhezi, zfejmé z diivodu vykrystalizovani SDS na povrchu PANI filmu u vzorki
pouzitych k testim bunécéné adheze, zatimco u vzorkl pouzitych pro testy bunééné prolife-
race k vykrystalizovani SDS nedoslo. Je proto ziejmé, Ze v piipad¢ pouziti SDS mé na

bunky vliv také to, v jaké podobé je latka na povrchu polyanilinu pfitomna.

ref PANI-S PANI-B

PANI-PVP-M PANI-PVP-BF PANI-PVP-F
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PANI-SDS-M PANI-SDS-BF PANI-SDS-F

PANI-SDBS-M PANI-SDBS-BF PANI-SDBS-F

PANI-T-M PANI-T-BF PANI-T-F

Obrazek 20: proliferace fibroblasti po 24 hodinach, pfi 100 ndsobném zvétSeni

Je také vidét, Ze na povrchu vzorkl obsahujicich taurin fibroblasty prakticky neproliferuji,
a to pak ptredevsim v piipadé vzorkii PANI-T-M a PANI-T-F, tyto materidly jsou tedy teo-
reticky vhodné&jsi pro pouziti v kontaktu s krvi. Vysledkiim testti bunééné adheze odpovida
proliferace fibroblasti na povrchu vzorki obsahujicich PVP. Fibroblasty na povrchu téchto
materidll tvoii soustfedéné ostrivky a jejich proliferace je nejvyraznéjsi u vzorku PANI-

PVP-M, zatimco u ostatnich modifikaci pomoci PVP se buiiky téméf nerozristaji, prede-
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v§im pak u vzorku PANI-PVP-F, coz ukazuje na vliv typu upravy na bunécnou proliferaci,

s vyrazn€j$im vlivem u vzorkd, které maji PVP ve vrstvé na povrchu polyanilinu.

Zajimavé je také chovani fibroblastii na povrchu referencni PANI-S, kde prakticky nedo-
chézi k bunééné proliferaci, coz neodpovida diive publikovanym vysledkiim, které uvadéji,
ze na povrchu polyanilinové soli k proliferaci buné¢k dochézi (pfi pouziti lidskych hepato-
celularnich bun€k), i kdyz v mensi mife nez na povrchu PANI baze [86]. Je také uvadéno,
ze polyanilin je biokompatibilni napiiklad s krysimi myoblasty, a jako soucast kompozitu 1
s mySimi fibroblasty nebo krysimi nervovymi kmenovymi bunikami [50]. Vykazuje také
vyrazn¢ niz§i cytotoxicitu (téméf o 50 %), pii pouziti adipocytl, ve srovnani

s polyuretanem [56].

Fotografie potfizené po 48 hodinadch (mozné vidét na obrazku 21) potvrzuji vysledky pro-
liferace ziskané po 24 hodinach. Referencni vzorky kromé PANI-S vykazuji intenzivni
proliferaci, podobné jako vzorky obsahujici SDS a SDBS, piedevsim pak ty, u kterych je
nékterd z téchto latek pfitomna pouze na povrchu materidlu. U materiald obsahujicich tau-
rin se buiiky projevuji podobné jako pii prvnim fotografovani, tedy bez proliferace u vzor-
ki PANI-T-M a PANI-T-F, zatimco na povrchu materidlu s vrstvou taurinu na povrchu
PANI-B je proliferace fibroblasti téméf stejn€ intenzivni jako pfti pouziti SDS nebo SDBS.
Podobné i na povrchu vzorkid obsahujicich PVP zistaly zachovany charakteristické struk-
tury bunék, viditelné uz po prvnich 24 hodinach, s neintenzivnéjsi proliferaci u vzorku

PANI-PVP-M.

ref PANI-S PANI-B
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PANI-PVP-M PANI-PVP-BF PANI-PVP-F

PANI-SDS-M PANI-SDS-BF PANI-SDS-F

PANI-SDBS-M PANI-SDBS-BF PANI-SDBS-F

PANI-T-M PANI-T-BF PANI-T-F

Obrazek 21: proliferace fibroblastli po 48 hodinach, pti 100 ndasobném zvétseni
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Po 48 hodinach ristu byly fibroblasty také fotografovany s pouzitim fluorescenéniho mik-
roskopu, a jak je vidét na obrazku 22, vysledky fluorescencniho fotografovani odpovidaji
fotografiim proliferace, s vyraznou proliferaci na vzorcich obsahujicich SDS nebo SDBS
(ptedevsim na vzorcich PANI-SDS-BF a PANI-SDBS-BF), kde je vidét vétsi mnozstvi
bun¢k nez na referen¢nich vzorcich, podobné jako na vzorku PANI-T-BF. U bun¢k je vidét
velké mnozstvi aktinu, coz svéd¢i o rozvinutém cytoskeletu bunky, bunky se tedy po po-
vrchu téchto materidlti rozristaji. Naopak u materialii obsahujicich PVP je viditelné pouze
malé mnozstvi aktinu, buiiky se nijak nerozristaji a vyskytuji se po povrchu materiali v

nepravidelnych shlucich.

Na povrchu vzorkd, jejichz fotografie nejsou v tabulce uvedeny (PANI-S, PANI-PVP-F,
PANI-T-M, PANI-T-F), nebyly po nabarveni fluorescencnimi barvivy vidét zadné buiiky.

ref PANI-S PANI-B

PANI-PVP-M PANI-PVP-BF PANI-PVP-F
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PANI-SDS-M PANI-SDS-BF PANI-SDS-F

PANI-SDBS-M PANI-SDBS-BF PANI-SDBS-F

PANI-T-M PANI-T-BF PANI-T-F

Obrazek 22: fluorescencni fotografie fibroblast po 48 hodinéch, pti 100 nasob-

ném zvétSeni
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ZAVER

Jak je mozné vyvodit ze ziskanych vysledkt, i1 pfes zajimavé vysledky testa, kdy piede-
v§im vzorky polyanilinu obsahujici PVP nebo taurin (PANI-T-M a PANI-T-F) vykazuji
nizkou bunécnou proliferaci, coz z téchto materiali déla materialy, které by mohly byt
potencidln¢ vhodné pro pouziti v kontaktu s krvi, zddny ze zkoumanych materiald, bez
ohledu na ptidanou latku i typ modifikace, nema vliv na parametry krevni koagulace, ktery
by se vyrazné 1isil od vlivu referen¢nich vzorkt, a vysledky testi krevni koagulace vSech

sledovanych material zstava v rozmezi fyziologickych hodnot.

To tedy znamen4, ze ani jeden ze zkoumanych materiali nema specifické vlastnosti, které
by z n¢j délaly materidl vhodny pro pouziti v medicinskych aplikacich, v nich by se dostal

do kontaktu s krvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PET
PUR
SPCA
AHG
PTC
PTA
FSF
HMW kininogen
TFPI
tPA
ADP
SIPA
PCL
PEUU
SEM
DNA
PEG
PEtOX
PVP
PMMA
PVC
PS
PAA

PVA

Polyetylentereftalat.

Polyuretan.

Sérovy akcelerator konverse protrombinu.
Antihemofilicky globulin.

Plasmova tromboplastinova slozka.
Plasmaticky ptedchiidce tromboplastinu.
Faktor stabilizujici fibrin.

High molecular weight kininogen.
Tissue factor pathway inhibitor.
Tkénovy aktivator plasminogenu.
Adenosindifosfat.

Shear-induced platelet activation-aggregation.
Polykaprolakton.

Poly(ester urethane urea).

Skenovaci elektronova mikroskopie.
Deoxyribonukleova kyselina.
Polyetylenglykol.
Poly(2-etyl-2-oxyzolin).
Polyvinylpyrrolidon.
Polymetylmetakrylat.

Polyvinylchlorid.

Polystyren.

Kyselina polyakrylova.

Polyvinylalkohol.
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PANI
PAMPSA
PEGMA
PT

aPPT
TCT

SDS
SDBS
APS

HCI
K3EDTA
CaCl,
NIH/3T3, ATCC CRL-1658
PBS

DPEG metakrylat

PSBMA
ref

PVDF

Polyanilin.
Poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid).
Poly(etylenglykol) metakrylat.

Pro-thrombin time.

Activated partial thromboplastin time.

Thrombin clotting time.

Dodecylsulfat sodny.

Dodecylbenzensulfonat sodny.

Amonium peroxydisulfat.

Kyselina chlorovodikova.

Tri-draselnd stl kyseliny etylendiamintetraoctové.
Chlorid vapenaty.

Oznaceni bunécné linie.

Phosphate buffered saline.

Dendronizovany polyetylenglykolmetakrylat.
Celkova povrchova energie.

Kladna odchylka.

Zaporna odchylka.

Poly(sulfobetaine methacrylate).

Reference.

Polyvinylidenfluorid.
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