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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zamétuje na studium polyazulenu, vodivého polymeru, ktery ma
teoreticky potencidl pro vyuziti v oblasti biomediciny, a hlavné v tkdnovém inzenyrstvi, ale
doposud nebyly jeho biologické vlastnosti studovany. V prvni Casti prace jsou popsany
vlastnosti a vyuziti vodivych polymeri se zaméfenim na polyazulen, jeho strukturu
a syntézu. Experimentalni ¢ast prace se zaméfuje na vyrobu filmi a praskl z polyazulenu,
polyanilinu, a polypyrolu a stanoveni jejich vlivu na zivotaschopnost mysich fibroblastti
a embryondlnich kmenovych bun¢k. Dle vysledki polyazulen ostatni vodivé polymery
znacné prevysuje svoji cytokompatibilitou a potvrzuje tak svilj dosud neodhaleny biologicky

potencial.

Kli¢ova slova: polyazulen, vodivy polymer, buné¢na viabilita, azulen, tkanové inZzenyrstvi

ABSTRACT

This master thesis focuses on the study of polyazulene, a conductive polymer with the
theoretical potential for use in the field of biomedicine, particularly in tissue engineering,
but its biological properties have not yet been studied. The first part of the thesis describes
the properties and applications of conductive polymers with a focus on polyazulene, its
structure, and synthesis. The experimental part of the thesis focuses on the production of
films and powders of polyazulene, polyaniline, and polypyrrole and the determination of
their impact on the viability ofmouse fibroblasts and embryonic stem cells. According to the
results, polyazulene is significantly superior to other conducting polymers in its

cytocompatibility, confirming its yet-undiscovered biological potential.

Keywords: polyazulene, conductive polymer, cell viability, azulene, tissue engineering
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UvVOD

Vodivé polymery jsou skupinou materialti, které maji neuvétitelny potencial pro feSeni
problémt moderniho svéta, jako je udrzitelnd energetika, elektronika a biomedicina.
V poslednich desetiletich byl vyzkum v této oblasti intenzivni a vyvolal zna¢ny zijem
védecké komunity, pramyslu i Siroké vefejnosti. Mezi nejznaméjsi vodivé polymery patii

polypyrol, polyanilin, polythiofen a fadime sem také polyazulen.

Polyazuleny jsou zajimavou skupinou organickych sloucenin, které se v poslednich letech
staly pfedmétem vyzkumu diky svym vodivym a mnoha dal$im vlastnostem. V ramci této
diplomové prace se zaméfim na doposud nezkoumané biologické vlastnosti a jejich
potenciondlni vyuziti v lékafstvi, terapii a jinych oborech. Polyazulen je organicka
slou€enina s charakteristickou azulenovou strukturou, kterd obsahuje nékolik atom dusiku.
Poprvé byl syntetizovan v roce 1986 a od té doby byl intenzivné studovan pro jeho vlastnosti
jako organického polovodice. Mezi tyto vlastnosti patii vysoka elektrickd vodivost a nizka
energetickd mez, které d¢laji z polyazulenu material idealni pro vyuZiti v organickych

tranzistorech, fotovoltaickych bunikach a dalSich elektronickych zatizenich.

U monomeru azulenu pozorujeme antimikrobialni, antivirove, antioxidacni a protizanétlive
ucinky, coz ho ¢ini zajimavym pro biomedicinské aplikace. Azulen je slou¢enina
s charakteristickou modrou barvou, kterou v pfirodé¢ nalezneme v n&kterych rostlinach,
napiiklad v hefméanku. U polyazulenu doposud nebyly biologické vlastnosti prozkoumény a

tato diplomova prace si to klade za cil.

Celkové lze tict, ze polyazulen je polymerni materidl s riznymi zajimavymi vlastnostmi,
diky kterym je atraktivni pro mnoho biomedicinskych i primyslovych aplikacich. Diky jeho
vodivosti a teplotni stabilité se pouZziva jako materidl pro vyrobu elektronickych soucastek
aizolaci vodiclh. Vysledky této prace by mohly pfispét k rozsiteni stavajicich poznatka
v oblasti polyazulenu a podpofit dalsi vyzkum a vyvoj tohoto materialu pro budouci aplikace

v prumyslu a biomedicing.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERY

Polymery jsou makromolekuly, zchemického hlediska organické latky, sestavajici
z jednoho nebo vice druhil atomt vétSinou se jedna o atomy uhliku, vodiku, kysliku ¢asto
také kiemiku, chloru nebo dusiku. Mohou byt pfirodniho nebo syntetického ptivodu. Mezi
pfirodni polymery fadime kaucuk, z jehoz kiliry se ziskdva latex, dale celulosu (bunicina),
ktera je vychozi latkou pro vyrobu hedvabi, celofanu nebo také skrob, bilkoviny nebo jantar
(Prokopova, 2007). Polymery jsou molekulové systémy tvofené atomy vazanymi
chemickymi vazbami do dlouhych fetézcli, to miizeme vidét na obrazku 1. Retézce jsou
tvoteny pravideln¢ se opakujici ¢asti — stavebni nebo monomerni jednotkou. Polymeracni
stupenn je veliCina, ktera udava pocet stavebnich jednotek. Oligomery jsou slouceniny
s nizkym polymeracnim stupném do hodnoty polymera¢niho stupné 10, nad tuto hodnotu
slouceniny nazyvame polymery (Campbell, 2000).

CH CH, CH,
=T i B T L W o
CH=CH, \“r'n ~CH {'E] ~CH

o ,/‘I\ - X ,,fl\

o= 00 0O ©

Obrazek 1 Premeéna styrenu na polystyren (Elsevier, 2011)
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2 VODIVE POLYMERY

Vodivé polymery jsou latky, u kterych najdeme podobné elektrické vlastnosti jako u vétSiny
anorganickych vodivych ¢i polovodivych materiali. Diky tomu ziskame u téchto latek
kombinaci vlastnosti elektrickych anorganickych materialii spolu s dobrymi mechanickymi
vlastnostmi a snadnou zpracovatelnosti. Strukturné se tyto latky mohou ménit a také,
v zavislosti na reakci okolniho prostiedi, mohou ménit i své fyzikalni vlastnosti. Diky témto
schopnostem se vodivé polymery nazyvaji inteligentni materialy, které v poslednich letech
ptitahuji pfirozené pozornost. Jednim z hlavnich diivodul je Sirokd moznost jejich vyuziti.
Vodivost polymert je umoznéna stiidanim jednoduchych a dvojnych vazeb neboli konjugaci
v rdmci molekularni struktury a také ptitomnosti pohyblivych nosict naboje, které umozni
pfenos po fetézci. Mezi nejznaméjsi vodivé polymery fadime polyanilin, polypyrrol nebo
polyacetylen, jejich vzorce jsou zobrazeny na obrazku 2 (Berlin, Heidelberg, 2008).

o
= P o o P P . 5 r
e - . o e e S e S
i - g - g o i o s i

Poly-rrans-acetvlen

i N NH NH i '] NH
i W f \ L i W \
NH NH NH Wi
Palvpyrrol
i L 5 T g i 5
i n . i
| A e, ~,
"I\ ,f" 'l \.l b /-"l "J \ “\‘"\. .—"")L J'f’ \'h
", i L) a Ly i
s 5 i > L
Polyvthiofen
— F F 2 %
{  »wu—¢ Snu—{ S H—nm
% 1 4 e N b /
W, r: R e— BT
FPolyanilin (baze)

F F ) % F % PN
S N 4 N7 N4 N NN
¢ i e F Y /
% / \, Y / RN

. / s / — —
Polv(p-fenvlen)
F - f
F % v %,
¢ \:. - - {¥ o, %
\ / % A / oo
T 7 (- W N, ! % u b
/ LY
S N\

Paolvip-fenvlenvinylen)

Obrazek 2 Nejvyznamnéjsi vodivé polymery (Stejskal,2001)
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2.1 Historie vodivych polymeri

Na vyzkumu vodivych polymera se podileli tfi védci, ktefi byli za tento objev ocenéni
Nobelovou cenou, byli to Alan G. Macdiarmid, profesor chemie, ktery zkoumal piipravu
a vlastnosti polyanilinu i jeho oligomeri a soustfedil se na oblast jejich aplikaci jako senzort.
Dal§im védcem byl Hideki Sirakawa. Hideki Sirakawa byl profesorem chemie, objevil
moznost zavedeni nositele naboje do polymerni latky procesem dopovani. Poslednim
védcem z ocenéné trojice byl Alan J. Heeger, profesor fyziky, ktery se zabyval objasnénim
vodivosti polymernich materiali. Ukézal, ze vodivost zalezi na tom, jak se elektrony
v polymeru pohybuji a také jak jsou rozlozeny. Tyto znalosti nasledné uplatnil hlavné
v oblasti konstrukce diod a laserti. VSichni tfi v&dci se sesli v Pensylvanii, kde spole¢né
pracovali, vysledky pak publikovali v roce 1977, Nobelovou cenou byli ocenéni v roce 2000

(Prokes et. al. 2001).

Strukturné¢ nejjednodussi syntetizovanym vodivym polymerem byl vroce 1974
polyacetylen. Byl syntetizovan védci, pozdéji ocenénymi Nobelovou cenou (Macdiarmid,
Heeger, Sirakawa), ktefi ho pfipravili ve form& polyacetylenové vrstvy neboli filmu.
Konkrétn€ to byl vysoce kvalitni a flexibilni cis-izomer médéné barvy a trans-izomer
sttibrné barvy, na ptipravu vyuzili Zieglerovy-Nattovy katalyzatory a vypracovali postup,
pfi kterém je kontrolovany pomér cis a trans izomerl ve vysledném produktu. Zakladnim
objevem bylo zjisténi, Ze kdyZ tento polyacetylenovy film dopujeme parami halogenu
(konkrétn€é chloru, bromu nebo jodu), tak dojde ke zvySeni elektrické vodivosti az
milionkrat. Prvnim krokem tohoto procesu je odebrani elektronu z fetézce polymeru, tento
elektron se poté prenese k molekule halogenu, kterd se nabije zdporn€ a polyacetylenova
molekula mé tak kladny pohyblivy naboj (Louis, et. al, 1977). Tento objev odstartoval rozvoj
fady dalSich vodivych organickych polymeri.

2.2 Princip vodivosti polymeru

Vodivost je umoznéna diky tomu, Ze v ramci polymeru maji oxidova centra kladny naboj.
Tyto kladné néboje se musi vyrovnat obracen¢ nabitymi ionty z roztoku elektrolytu, ktery
byl pouzit pii piipravé polymeru. Nezbytnd je také ptitomnost dlouhych fetézci
konjugovanych dvojnych vazeb (obsahujici n-elektrony), kviili snadnému pohybu elektront.
Nosic¢em néaboje jsou bud’ ionty, elektrony nebo diry, jejich pfitomnost je také nezbytna pro
vznik vodivosti. Vlastnosti polymeru jak elektrochemické, tak i mechanické jsou ovlivnény

velikosti a pohyblivosti dopujiciho iontu (Gottwald, 2010).
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Vodivost konjugovanych polymerd, které nejsou dopovany, je diky existenci vodivé vazby
stejna jako v kovech. V konjugovanych polymerech 3 ze 4 valenc¢nich elektronti vytvari
silnou o vazbu pies sp’> hybridizaci, kde jsou elektrony silné lokalizovany. Zbyvajici
neparovy elektron z kazdého uhlikového atomu zlstava v p, orbitalu. Tam se piekryva se
sousednim p, orbitalem a formuji n—vazbu. Tyto n—elektrony z konjugovanych p. orbitalt
formuji prodlouzeny p; orbitalovy systém, ve kterém se mohou elektrony volné pohybovat.
Nedopované polymery maji nizsi vodivost nez polymery dopované, pouze pokud je elektron
odstranén z valen¢ni vrstvy pomoci oxidace (p-doping) nebo naopak pfidan do vodivé vazby

redukei (n-doping), ziska tak polymer vysokou vodivost (Epstein, 1999).

2.3 Priprava vodivych polymert

Na ptipravu vodivych polymert je nutné pouZzit monomery, které obsahuji skupiny schopné
oxidace ¢i redukce za vytvofeni polymeru (Gottwald, 2010). Hlavni ctyfi metody
elektronového dopingu jsou redoxni p-doping — nékteré z m vazeb jsou oxidovany pomoci
oSetfeni polymeru oxida¢nim cinidlem, jako je naptiklad jod, chlor atd. Redoxni n-doping
je metoda, pii které jsou nékteré z m vazeb redukovany, diky zavedeni redukcnich latek
napiiklad lithiem nebo naftalenem sodnym. Elektrochemicky p- a n-doping je zpisob,
které¢ho dosdhneme katodickou redukci (p) nebo anodickou oxidaci (n). Posledni metodou
je fotoindukovany doping, pfi kterém je polymer vystaven vysoko energetické radiaci, ktera
umozni elektroniim pfemistit se na vodivou vazbu (Sariciftci, 1998). Nejcastéji vyuzivanou
metodou je elektrochemicka anodicka oxidace. Kvalita a struktura polymeru se poté odviji
od zvolené metody, pouzitych rozpoustédel, elektrolytu, pH, koncentraci monomeru a

dalsich parametrech (Gottwald, 2010).

2.4 Vlastnosti vodivych polymeri

Vodivé polymery jsou typem organickych polymert, které maji schopnost vést elektiinu.
Maji mnoho jedine¢nych vlastnosti jako vlastnosti elektrické, optické a magnetické (viz.
Obrézek 3), to je déla velice dobfe vyuzitelnym materidlem v fad¢ aplikaci, jako jsou

senzory, baterie, riznd elektronicka zatizeni.
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Magnetické

vlastnosti

Mechanické
vlastnosti

Optické
vlastnosti

Vodivé
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Elektricky-
vodivé
vlastnosti

Obrazek 3 Viastnosti vodivych polymerii, prevzato (Tapan K. Das & Smita Prusty, 2012)
2.4.1 Optické vlastnosti

Optické vlastnosti u vodivych polymert, byly rozsadhle zkoumany kviili moznosti jejich
vyuziti v nanofotonickych zatfizenich (Tapan K. Das & Smita Prusty, 2012). Nanofotonika
je védni obor, ktery se zaméfuje na interakci mezi fotony a nanostrukturami, jako jsou
napiiklad uhlikové nanotrubice, nano kovové Céstice, tkdné nebo DNA
(Mahmoud Nasrollahzadeh, 2019). Vodivé polymery vykazuji rizné optické vlastnosti,
které mohou byt modulovany vné&j§imi vlivy. Radime mezi n& fosforescenci i fluorescenci,
coz zélezi na spinovych stavech excitovanych a nizSich hladin. Fluorescence se objevi skoro
okamzité po absorpci svétla, zatimco fosforescence ma prodlevu az dokud nenastane emise.
Pti dopovani polymeru fullereny se projevuje nova opticka vlastnost, ktera umozni materialu
absorbovat svétlo a pfeménit ho na elektrickou energii, oznacuje se jako slouceni elektront.
Fulleren je vyhodny, protoze je vysokou¢innym elektronovym akceptorem, coz poméha
zlepsit také celkovou vodivost polymeru. VyuzZiti optickych vlastnosti kromé& nanofotoniky
najdeme naptiklad v OLED diodéch, solarnich buiikdch. Unikatni optické vlastnosti nabizeji
mnoho moznosti pro vyvoj novych technologii na poli optoelektroniky (Namsheer, Rout,

2021).

2.4.2 Magnetické vlastnosti

Studium magnetickych vlastnosti vodivych polymerid poskytuje dualezit¢ informace
o druzich ptenasejici naboj a neparovych spinech v ramci fetézce. Timto vyzkumem se

zabyval pan Luetal, ktery studoval magnetické vlastnosti polyanilinu ve form¢& nanotrubic
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syntetizovanych technikou ultrazvukového ozatovani (Lu et al, 2006). Dalsim védcem, ktery
se zabyval studiem magnetickych vlastnosti, byl pan Long na rozdil od pana Lueta studoval
polyanilin ve form¢ nanotyCinek zformovanych technikou samosestaveni (Tapan, et al,
2012). Samosestaveni je proces, pii kterém se komponenty systému (molekuly, polymery,
koloidy, makroskopické ¢astice) zorganizuji do usporadanych ptipadné funkénich struktur
nebo vzori v disledku specifickych, lokalnich interakci mezi komponentami navzajem bez
vnéjsiho sméru (Latypov et al, 2015). Ve srovnani téchto dvou vyzkumii vime, Ze vzorky
pfipravené metodou ultrazvukového ozafovani usnadiuji vydej Castice Fe3O4 a také vykazuji

superparamagnetické vlastnosti (Tapan, et al, 2012).

2.4.3 Elektricky-vodivé vlastnosti

Jak jiz bylo zminéno v kapitole Pfiprava vodivych polymerti, vodivost je zajiSténa
elektronovym dopingem. Po dopingu mize vodivost doséhnout az tirovné vodivosti kovil
(Tapan, et. al, 2012). Vodivost miize byt kontrolovana zménou urovné dopingu, coz zahrnuje
pridavani nebo odebrani elektronu z feté¢zce. Dopingu miize byt dosazeno chemickou reakci
nebo expozici polymeru urcitym plyntim a roztoktim. Fyzikalni faktory mohou vodivost také
ovliviiovat naptiklad teplota, vlhkost vzduchu nebo vystaveni svétlu. Vodivé polymery
mohou existovat v riznych formach — film, nanocéstice, nebo vlakna kazdé forma ma jiné
vodivé vlastnosti. Nejvyssi vodivost maji tendenci vykazovat tenké filmy nebo prasky
s vysokym stupném uspotadani a krystalinity (Long et al, 2005). Mezi dalsi zajimavé rysy
v ramci vodivosti patii elektrochromismus neboli zména barvy v zavislosti na aplikovaném

napéti a elektroaktivita jako schopnost uloZit a uvolnit naboj (Hanifi, 1999).

2.4.4 Smacivost

vvvvvv

jako samocistici povrchy, mikrofluidika, fizené dodavani 1é¢iv nebo bio-separace. Vodivé
polymery jsou v obecném méfitku hydrofilni materidly, to znamenad, Ze jsou schopny vazat
vodu nebo se v ni rozpoustét (Tapan et. al, 2012). Tuto vlastnost maji diky jejich sloZeni a
pfitomnosti polarnich skupin amin@, karboxylovych kyselin a hydroxylovych skupin
v polymernim fetézci. Stupent hydroficility zavisi na specifickém polymeru a podminkéch
zpracovani. Smacivost lze ovlivnit mnozstvim faktori jako je ptitomnost dopujicich skupin,
stupni polymerizace, podminkach zpracovani, povrchové morfologii polymeru. Pfitomnost
dopujicich molekul zvySuje hydroficilitu polymeru vytvoifenim ionickych vazeb, které

mohou interagovat s vodou. I kdyz obecné jsou vodivé polymery hydrofilni pfi zméné
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struktury mohou mit i oleofilni vlastnosti a toho lze vyuzit v aplikacich. Superhydrofilni
(absorpce a transport vody) vlastnosti se vyuzivaji u senzortl, v systémech na dorucovani
1é¢iv. Superoleofobni vlastnosti se mohou vyuzivat u povlaka proti znecisténi, aplikace pro

separaci oleje a vody (Darmanin, Guittard, 2014).

2.4.5 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti se daji také oznacit jako fyzikalni charakteristika materidlu, ktera
charakterizuji jeho reakci na mechanické vlivy, jako jsou napéti, stlaceni, ohyb a dalsi. Mezi
bézné mechanické vlastnosti fadime pevnost, tvrdost, houzevnatost, pruznost, taznost nebo
tuhost. Mechanické vlastnosti jsou dilezité pro predpoklad chovani materiali za riznych
podminek a v riznych aplikacich. Pfi srovnani mechanickych vlastnosti u polymera zalezi
na zvoleném typu polymeru, sloZeni monomeru, ¢asu a teploté polymerizace, krystalinité a
dalsich. Krystalické polymery maji lepsi vlastnosti nez amorfni semi-krystalické polymery.
Kli¢ovym faktorem je také molekulovd mobilita, kterou ovliviiuji faktory: tlak, teplota a
vétveni. Mechanické vlastnosti jsou zkoumany na polymerovych filmech (Burman et al,

2008).

Pii srovnani vodivych polymerti polyanilinu a polypyrolu zjistime, Ze v rdmci adheze ma
polypyrol vétsi silu neZ polyanilin, z ¢ehoZ vyplyva Ze polypyrolové filmy jsou schopné 1épe
pfilnout k substratu. Koeficient tfeni je naopak vyssi u filmu z polyanilinu, to nam tika, Ze
polypyrol ma lepsi povrchovou upravu a je odolnéjsi tfeni. Odolnost proti opotiebeni
vykazuji shodn¢€ oba polymerové filmy vyssi na substrdtu vyrobenému z hliniku nez
ocelovém. To naznacuje, Ze oba filmy je vhodnéjsi pouzivat na mékci materidly (Wang, at

al, 2009).

2.4.6 Ostatni vlastnosti

Mezi dalsi vlastnosti vodivych polymeri fadime schopnost absorbovat mikrovinné zafeni.
Tato vlastnost zavisi na elektrické vodivosti, magnetickych vlastnostech polymeru. Polymer
s vysokou elektrickou vodivosti a vysokou dielektrickou ztratou absorbuje mikrovinné
zafeni u¢inngji. Mizeme to vyuzit v aplikacich jako je elektromagnetickd interference
(Tapan, Prusty, 2012).

Tepelnd vodivost je u vodivych polymert nizka, to je d€la vhodné pro aplikace vyZzadujici
izolace. Zaroven maji vysokou tepelnou stabilitu, coz je G¢inné v aplikacich vyzadujicich

vysokou teplotu (Rausch et al, 2013).
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Mezi dalsi vlastnosti vodivych polymeri fadime citlivost k plyniim. Daji se nazyvat jako
chemické senzory plynt, pracuji na principu zmény elektrické vodivosti polymeru, kdyz je
vystaven urcitym plynim. Plyny jsou rozpoznany na zakladé jejich chemické struktuie
a vlastnostech, rozpoznavaji naptiklad kyslik, oxid uhli¢ity, oxid dusicity, oxid sificity,
metan a dal$i. Tato vlastnost se da vyuzit v aplikacich senzorti plynu, které jsou schopny
detekovat koncentrace plynu v okolnim prostfedi. Senzory funguji tak, ze je vodivy polymer
vystaven plynu a sleduje se zména vodivosti. Tuto zménu muize zplsobit reakce plynu
s polymerem, adsorpce plynu na povrchu polymeru nebo jiné zmény vlastnosti polymeru
zpisoben¢ interakci s plynem. Vyhoda senzort s vodivymi polymery oproti jinym je vysoka
citlivost, nizka spotieba energie, jednoducha vyroba a moznost integrace do elektrickych

obvodu (Rogrigues, et. al, 2023).

2.5 Aplikace vodivych polymerii

Elektrické
nanozafizeni

Absorpce
mikrovin a
elektromagne-
tického stinéni

Elektroreolo-

gické kapaliny Vodivé polymery

Biomedicinské
aplikace

Uloisté energie

Zafizeni pro
nevolatilni
pamét

Obrazek 4 Vyuziti vodivych polymeru, prevzato (Tapan K. Das & Smita Prusty,2012)
Vodivé polymery maji Siroké spektrum vyuziti v riznych oblastech, riiznorodost vyuziti
ukazuje 1 obrazek 4. Moznost takto rozsdhlych aplikaci v mnoha oblastech maji diky
vyjimecnym fyzikalnim a chemickym vlastnostem. Mezi nejCastejs$i oblasti vyuziti patii
elektrochemické zafizeni, senzory a detektory, elektromagnetickd ochrana, elektro-
luminiscen¢ni zafizeni nebo biomedicinské aplikace. Obecné 1ze tedy fict, ze se daji vyuzit

od pramyslu po medicinu a zobrazovaci technologie.
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2.5.1 Senzory a detektory

Principem fungovani senzorti zaloZzenych na vodivych polymerech je zména vlastnosti
elektrickych nebo mechanickych polymert v reakci na zménu analytu v okoli tohoto
senzoru. Zmény mohou byt rtizného typu naptiklad to mlze byt zména konformace
polymeru, solvatace polymerového fetézce nebo zména mobility elektronti. Tato aktivita je
nasledné sniména a prevedena na mechanicky ptipadné elektricky signal. Vyuziti senzorii
vodivych polymerti je vhodné pro riizné druhy analytt jako jsou plyn, teplota, napéti, tlak,

biologické molekuly nebo vlhkost (Wang et al., 2019).

2.5.1.1 Senzory na detekci plynu

Tyto senzory funguji na principu zmény elektrického odporu vrstvy polymeru, kdyz dojde
k vystaveni specifickému plynu pfipadn€é chemické sloucening. Ve chvili, kdy se plyn
dostane na povrch polymerové vrstvy, dojde k adsorpci ¢éstice plynu na polymerovy fetézec.
To mé za efekt zménu vodivosti polymeru, kterd vede ke zméné elektrického odporu
senzoru. RUzné plyny jsou rozeznany na zaklad¢ toho, ze maji rizné chemické vlastnosti,
jako ptiklad lze uvést velikost molekuly nebo polarita. Tyto vlastnosti se poté projevi pfi
interakci plynu s polymerem, tato interakce je specifickd pro kazdy plyn a polymer a
umoznuje senzorum rozliSovat rizné plyny mezi sebou. Vodivé polymery je mozZné
v senzorech kombinovat a optimalizovat jejich vlastnosti a tim vytvofit vysoce citlivé a

selektivni senzory pro urcité plyny a chemické slouceniny (Bai, Shi, 2007).

2.5.1.2 Senzory pro analyzu potravin

Vodivé polymery se daji vyuzit také v senzorech pro analyzu potravin i 1é¢iv, zde se detekuji
specifické slou€eniny jako organické kyseliny, alkoholy, aminy a dals$i latky vyskytujici se
v potravinach a lé€ivech. Diky vysoké citlivosti a odezvé vodivych polymerd je mozné
detekovat 1 nizké koncentrace latek. U téchto senzorii je také dulezitd stabilita, protoze
potraviny a lé¢iva mohou byt vystaveny Sirokému spektru teplot, chemickych latek i
vlhkosti. V praxi se tyto senzory vyuZily naptiklad na detekci kyseliny askorbové v ovoci a
zeleniné nebo pesticidii v potravinach, alkoholu v népojich, kofeinu v kavé nebo také

1é¢ivech v krvi (Lin et al., 2021).
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2.5.1.3 Senzory pro detekci kovit

V téchto senzorech se vyuzivaji vodivé polymery, které se ptipoji k elektrodam, a diky tomu
je mozné zméfit koncentraci té¢zkych kovll v analyzovanych vzorcich. Detekovat 1ze Siroké
spektrum kovli mezi né fadime olovo, rtut, zinek, chrom, nikl a dalsi. Pfi srovnani
s tradi¢nimi analytickymi metodami tyto senzory nabizeji vyhody, jsou obvykle malé,
rychlé, levné na vyrobu a také snadno pouzitelné. Tyto senzory lze vyuzit v redlném Case

a mist¢, takze vzorky neni nutné posilat do laboratore (Wang, 2019).

2.5.1.4 Senzory pro detekci teploty

Vodivé polymery se daji vyuzit i v senzorech pro detekci teploty. Principem jsou tyto
senzory podobné jako senzory piedchazejici — na zaklad¢ zmény teploty dojde ke zméné
vodivosti vodivého polymeru. Tato zména se poté d4 méfit a pouzit jako indikace zmény
teploty. Teplotni senzory na bazi vodivych polymeri maji obvykle tvar tenkého filmu, ktery
se umisti na substrat (napi. kovova elektroda). Vyhody v pouziti vodivych polymert
v teplotnich senzorech jsou vysoka citlivost, nizka hmotnost a flexibilita. Citlivost mize byt
ovlivnéna mnozstvim faktord, jako jsou pouZity substrat, chemické modifikace polymeru a
dalsi. Senzory mohou byt vyrobeny riiznymi zptsoby, mezi které patii elektropolymerizace,
chemicka polymerizace, depozice polymeru z plynné faze nebo ptimou litografii (Megha et
al, 2018). Senzory maji riznorodé vyuziti v odvétvich primyslu, elektrotechniky, Zivotniho
prostfedi nebo biomediciny konkrétné se pro ptiklad senzory na bazi polypyrrolu vyuzivaji
pro méteni teploty v letadlech a motorovych vozidlech, polyanilinu pro senzory teploty
v elektrotechnickych aplikacich nebo pro monitorovani v enviromentalni oblasti a dalsi

(Mezhr et al, 2021).

2.5.1.5 Senzory pro detekci pH

Vyuziti vodivych polymert v senzorech pro detekci vodikového exponentu predstavuje
slibny zplisob detekce, ktery ma uplatnéni v mnoha riiznych oblastech. Na rozdil od
tradi¢niho senzoru, zde neni vyZadovan referen¢ni elektrodovy systém ani elektrolyt. Senzor
je tvoten tenkou vrstvou vodivého polymeru citlivého na zménu pH v roztoku. Vodivost
polymeru se poté méni, kdyz se dostane do kontaktu s roztokem v zdvislosti na koncentraci
iontll v tomto roztoku. Tato zména se poté zaznamena a prevadi na hodnotu pH pftes
kalibra¢ni kiivku. Vyhodou tohoto senzoru je vysoka citlivost — umi zaznamenat 1 velmi
malé zmény v pH, tato citlivost se da také snadno upravovat na urcité rozmezi pH

(Talaie, 1997).
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2.5.1.6 Senzory pro biologické aplikace

V oblasti biologie se pomoci senzorii s vodivymi polymery daji detekovat biologické
molekuly jako proteiny, DNA, bunécné analyty (Contractor et al, 1994), ale také se daji
vyuzit na detekci glukozy v krvi nebo sledovani srdecni aktivity v tzv. biomedicinskych
aplikacich (Nambiar, Yeow, 2011). Princip fungovani je totozny pro vSechny biologické
aplikace. Senzor je tvofen vodivym polymerem ve formé¢ tenké vrstvy, pii kontaktu
polymeru s analytem se méni jeho vodivost v zavislosti na vlastnostech analytu. Zména
vodivosti se nasledné stanovi a pfevede na pozadovanou informaci (zména pH, koncentrace
atd.). Moznosti vyuziti jsou Siroké v riiznych odvétvich. V prumyslu se senzory pouzivaji ke
sledovani vlastnosti jako koncentraci latek, hodnoté pH pti primyslovych procesech (vyroba
potravin, farmaceutik, chemickych latek). Vyuziti maji také v rdmci ochrany zivotniho
prostfedi konkrétné na monitorovani kvality vzduchu, pidy nebo vody, detekuji tézké kovy,
pesticidy nebo toxické plyny. Ve zdravotnictvi jsou to biomedicinské aplikace, jak jiz bylo
uvedeno, a umist'uji se Casto do télesnych implantatt — kardiostimulatory. Aplikaci maji také
v rdmci bezpecnosti — senzory pro detekci nebezpecnych latek v bezpecnostnich aplikacich

(detekce nalozi na letistich) (Park, et al, 2019).

2.5.2 Optoelektronicka zarizeni

Vyuziti vodivych polymera v optoelektronickych zatfizenich je jednim z nejrozsifenéjsSich
zpisobi vyuziti téchto latek. Maji pro tuto aplikaci idedlni vlastnosti, snadnou syntézu,
schopnost snadné zpracovatelnosti do riznych forem — vldkna, filmy, tenké vrstvy.
Optoelektronickych zafizeni existuji rizné typy OLEDs, OPVs, senzory a dalsi, vodivé
polymery se vyuzivaji ve vSech uvedenych. Princip vyuziti se li§i u jednotlivych typi
zafizeni. Obecné se da fict, ze se vodivé polymery vyuZivaji jako aktivni materidly

absorbujici svétlo a generujici nosice naboje (Leclers, Morin, 2010).

2.5.2.1 OPVs

OPVs neboli organické fotovoltaické zatizeni vyuzZivaji vrstvu vodivych polymert pro
absorpci svétla a naslednou generaci nosicli naboje. V téchto zatizenich jsou umistény dveé
elektrody, jedna slouzici jako anoda a druha jako katoda, mezi nimi je vrstva vodivého
polymeru. Pfi vstupu fotonu do aktivni vrstvy mize dojit k absorpci vodivym polymerem
a excitaci elektronti, tim v molekule polymeru vznikaji diry po excitovanych elektronech.
Excitované elektrony a vzniklé diry se poté odd€li vlivem elektrického pole mezi

elektrodami a migruji k nim. U elektrod se pieskupuji, a to vede k vytvofeni elektrického
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proudu. Polymery museji mit spravnou energetickou hladinu HOMO' a LUMO? a také
schopnost vysoké absorpce fotonti v blizké IC oblasti spektra. Konkrétni piiklad vyuziti

najdeme v solarnich panelech, integrovana fotovoltaickd okna a dalsi (Cao, et al, 2014).

2.5.2.2 OLED

OLED jinak také organické svételné diody jsou dalsim druhem optoelektronického zatizeni,
ve kterém se vyuzivaji vodivé polymery. Princip je mirn¢ rozdilny od OPVs. Vodivé
polymery zde funguji jako transportni a emisni vrstvy. Jsou aplikovany na anodovou
elektrodu, tvofenou vodivym materidlem (Casto indium, cin, oxid — ITO). Aktivni vrstva
tvofenda vodivym polymerem funguje jako transportni vrstva na ptepravu dér (po
excitovanych elektronech) z anodové elektrody na emisni vrstvu tvofenou organickymi
molekulami. Po transportu ¢astic k emisni vrstvé dochazi k rekombinaci elektront a dér a
vzniknou ¢astice zvané excitony, ty nasledné emituji svétlo. Konkrétné se tento druh zatizeni
pouziva v nékterych druzich smartphond, televizort, chytrych hodinek, osobnich pocitacich

a dalsi (Chen et al, 2010).

2.5.2.3 OTFT

OTFT je zkratka pro organické tranzistory, zafizeni, které vyuZzivaji organické materialy jako
aktivni vrstvu pro transport elektronti. Vodivé polymery se v OTFT uzivaji jako polovodice,
které¢ jsou schopny zformovat kanal pro proudéni naboje v organickém polovodici.
Principem je, Ze polymerova vrstva, kterd je mezi elektrodami umozni regulaci proudu
prochazejicim pies tranzistor. Pii aplikaci elektrického napéti na polymerovou vrstvu dojde
k vytvofeni elektrického pole, které ovlivni proud tekouci pfes polymer. V zavislosti na
polarité a velikosti napé€ti dojde k nartistu nebo poklesu proudu. Typicka aplikace vodivych
polymert je pomoci inkoustové tiskarny, depozice z roztoku piipadné parni depozice. Po
aplikaci na substrat dojde k oxidaci nebo redukci, aby dosahly pozadovanych elektrickych
vlastnosti. Vyuziti najdeme naptiklad ve flexibilnich displejich, které maji diky vyuziti
OTFT vysoky kontrast a nizkou spotiebu energie. Existuji také pamét'ova zatizeni nebo

fotovoltaické ¢lanky vyuZivajici toto zafizeni (Allard, Leclerc, 2014).

' HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) — Nejvyssi obsazeny molekulovy orbital

2 LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) — NejniZsi neobsazeny molekulovy orbital
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2.5.3 Elektrochemie

Mezi dal§i vyznamnou oblast vyuziti vodivych polymert patii elektrochemie. Elektrochemie
je védni obor vénujici se studiu chemickych reakci odehravajicich se na elektrodach, které
jsou spojeny s transportem elektronti mezi elektrolytem a elektrodou (O'Mullane, 2013).
Vodivé polymery jsou zde vhodné k vyuziti diky nasledujicim vlastnostem. Klicova
vlastnost je vodivost, kterd se 1isi podle chemické struktury vodivého polymeru. Stabilita
v prosttedi s vysokym pH a také v oxidujicim a redukujicim prostfedi umoznuje vyuziti u
procest za riznych podminek. Dal§imi vlastnostmi jsou elektroaktivita neboli schopnost
vodivého polymeru interagovat s elektrolytem a elektrodou, selektivita umoziujici detekci
urc¢itého analytu a také flexibilita dovolujici se polymeriim pfizpisobovat riiznym tvarim a

povrchim elektrod (Teran-Alcocer, et al, 2021).

2.5.3.1 Elektrochemické senzory

Elektrochemické senzory vyuzivaji vodivé polymery jako elektrody, kde jsou nejcastéji
vyuzivané polypyrrol, polythiofen nebo polyanilin. Daji se vyuzit jako zptisob modifikace
elektrod a tim zvysit citlivost k ur¢itému analytu pfipadné jako nosice katalyzator ¢i
nanomateridlll. Jsou to senzory detekujici chemické slouc¢eniny nebo analyty v prostiedi diky
jejich elektrochemickym vlastnostem. Existuji rizné typy senzori napi. ampérometricky,
voltametricky. Detekovat jimi 1ze rozmanité druhy analytl v redlném case — kovy, organické
slou€eniny, biologické molekuly a dalsi, diky tomu je lze vyuzit v mnoha oblastech od

1€katstvi ptes potravinaistvi az po ochranu Zivotniho prostfedi (Moon et al, 2018).

2.5.3.2 Elektrokatalyza

Elektrokatalyza je dalSim vyznamnou oblasti vyuziti vodivych polymerd v ramci
elektrochemie. Casto dochazi k aplikacim vodivych polymeri jako alternativé k tradi¢nim
katalyzatorim. Oproti tradi¢nim katalyzatorim maji vyhody nizkych nékladii na ptipravu,
snadnost vyroby 1 upravy, vysoké stabilit¢ a selektivité. Mechanismus urychleni
elektrochemické reakce je zavisly od konkrétniho typu polymeru a aplikace, obecné snizuji
aktivaéni energii a maji schopnost pfenosu naboje. Konkrétnim mechanismem poté miize
byt napiiklad adsorpce a koncentrace reaktantti na povrchu vodivého polymeru umoziujici
vy$si efektivitu prabéhu reakce. Mezi reakce katalyzované elektrokatalyzatory jsou fazeny

elektrokatalytické redukce kysliku a oxidace organickych slou¢enin (Singh et al, 2017).
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2.5.4 Vyuziti v oblasti biomediciny

V oblasti biomediciny najdeme pro vodivé polymery Siroké spektrum aplikaci, mohou byt
vyuzity jako nosice 1éCiv a biomaterialii, senzory, material na vyrobu implantat a dalSich

biomedicinskych zatizenich.

2.5.4.1 Nosice léciv

Nosice 1é¢iv mohou vzniknout modifikaci vodivych polymert vazajici se na cilové buniky a
tkané. Na takto modifikované polymery se poté ptipoji 1é¢ivo a aplikuje se do cilové oblasti.
V cilové oblasti poté dochazi k cilenému uvoliiovani lé€iva umoznénému vysokou afinitou
k buiikkam a tkédnim. Uvolnovani 1é¢iv Ize ovlivnit modifikacemi polymert, jak jiz bylo
zminéno, konkrétné modifikaci povrchu polymeru, aby se vazal na specifické cilové
molekuly. Lze také ovlivnit, v jakém prostiedi dojde k rozpousSténi polymert (kyselé nebo
zasadité). Takto lze ovlivnit kinetiku uvolnéni 1éCiv z nosi¢i a umozni to vice presné
uvolnovani 1éciv v téle (Puiggali-Jou et al, 2019). Dalsi alternativou vyuziti vodivych
polymeri je vytvofeni novych druhii implantati pokrytych vrstvou vodivého polymeru.
Takto modifikovany implantat poté mize byt naprogramovan na uvoliovani 1é¢iva podle
potieb pacienta. Vodivé polymery jsou v této oblasti velkou Sanci pro vytvotfeni novych
a inovativnich lé¢ebnych postupti a cilené 1écbé s mensimi vedlejSimi U€inky (Paramshetti

et al, 2023).

2.5.4.2 Biosenzory

Biosenzory jsou Siroce vyuzivanou modifikaci vodivych polymerti v oblasti biomediciny. O
principu jejich fungovani a vyuZiti jiz bylo vice napsano v kapitole Senzory pro biologické
aplikace. Kromé jiz diive zminéného vyuZiti lze vodivé polymery v oblasti biosenzorti
pouzit také jako transduktory. Transduktor je zafizeni prevadéjici jednu formu energie na
jinou, je to zména elektrického signdlu zplisobena interakci molekul s analytem ptevadéna
na detekovatelny signdl (zménu elektrického proudu nebo napéti). Vodivé polymery jsou
schopny konvertovat elektrickou energii na jiné formy energie jako je teplo nebo svétlo, coz
rozsifuje vyuziti detekénich metod a optické metody jako absorbanci, fluorescenci nebo
Ramanovu spektroskopii. Dal§i moznosti vyuziti transduktorti z vodivych polymert je
pomoci zmén v elektrochemické aktivit¢ vodivych polymert po interakci s analytem.
Potencial v této oblasti je velky a ma mnozstvi vyhod oproti tradi¢nim metodam stejné jako

vyuziti v oblasti nosict 1é¢iv (Thévenot et al, 2001).
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2.5.4.3 Tkarnové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi nebo také regenerativni medicina je védnim oborem, ktery se zabyva
tvorbou umélych tkani a organti vyuzitelnych pro opravu ptipadné nahradu poSkozenych
tkani v lidském organismu (Freshney, 2005). Vodivé polymery v této oblasti maji roli diky
jejich elektrickym a mechanickym vlastnostem. PouZzivaji se jako substraty pro rust
a diferenciaci bun€k nebo jako elektrody pro elektrostimulaci bun€k, ktera mize podpofit
rust, adhezi a diferenciaci bun¢k. Vyuzivaji se v riiznych strukturnich formach jako vlékna,
sité, tenké vrstvy, membrany nebo hydrogely. Dilezité je, aby vodivé polymery byly
modifikovany na formu biokompatibilni s bunécnou tkani, aby byly akceptovany jako
soucast vlastniho téla. Konkrétn€ se vodivé polymery vyuzivaji napiiklad jako substrat pro
kultivaci neuronti a kardiomyocytli, umoziiuje rist bun¢k a tvorbu sit€¢ mezibunéénych
alternativ vyuziti je vytvoreni elektricky vodivych materialti pro regeneraci kostni tkang,
které stimuluje osteogenezi a urychli hojeni zlomenin nebo modifikace vodivych polymeri
s bioaktivnimi molekulami jako jsou rastové faktory, které podporuji bunécnou diferenciaci

a proliferaci (Guimard et al, 2007).

Vodivé polymery se daji vyuzit také na regeneraci nervového systému, konkrétné jako
substraty pro rdst neuronti a podporu axondlniho rdstu. Vyuzivaji se zde hlavné
elektroaktivni polymery, protoze maji schopnost pienaset elektricky néboj a vytvaret
elektrochemické reakce. Z vodivych polymert se pfipravi elektrody umoznujici stimulaci
ristu neuronil a propojeni deformovanych nervovych drah. Tyto elektrody se daji také vyuzit
k méteni signalu nervovych bunc€k a jejich interakci s okolni tkani, coZ umozni lepsi
porozuméni nékterym neurologickym porucham. Pifikladem wvyuZziti jsou implantaty
elektrod, které se umisti pfimo do poskozené oblasti nervové tkané. Elektrody poté mizou
byt pfipojeny k externimu zdroji elektrického napéti umoznujicimu stimulaci ristu neurond.
Lze také vytvofit umélé nervové vldkno slozené z vodivych polymera, které se nasledné
vyuZzije k nahrazeni poSkozenych nervovych drah a regeneraci poskozené tkdné pomoci
propojeni s okolnimi tkanémi a jejich stimulaci. VyuZiti vodivych polymeri k regeneraci
nervového systému miZze byt slibnou cestou k 16¢bé poranéni patefe a také neurologickych

poruch (Guo, et al, 2018).
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3 AZULEN

Azulen je aromaticky uhlovodik, ktery ma unikatni chemické a biologické vlastnosti.
Derivaty azulenu jako guaiazulene nebo chamazulene se vyskytuji v piirodé jako soucast
fady rostlin a hub jako jsou naptiklad Hefmanek pravy, Pelyndk pravy, Rebii¢ek obecny,
Ryzec indigovy. Kviili jeho fyzikéln¢ chemickym vlastnostem je azulen i jeho derivaty hojné
vyuzivany v technologickém odvétvi, zejména v optoelektronickych zafizenich. V odvétvi
mediciny se ptfisady z azulenu pouzivaji v Sirokém méfitku stovky let. Ma charakteristickou

tmavé modrou barvu (Bakun, et al, 2021).

3.1 Vlastnosti azulenu

Jak jiz bylo uvedeno azulen je aromaticky uhlovodik, diky aromatické povaze ma stabilni
elektronovou strukturu, konkrétné diky cyklopentadienylovym kruhiim. Umoziiuje mu to
byt reaktivni a interagovat s dal§imi molekulami jako oxidy dusiku, oxidy siry nebo
halogenidy. Z chemického hlediska azulen podléhd celé fad¢ reakei, mize byt oxidovan
pomoci oxidacnich ¢inidel naptiklad peroxidii na azulenoxid, ktery je stabilni aromatickou
slou€eninou. Podléhd také substitucim pomoci reakci Grignardovy nebo Friedel-Craftsovy
acylace. Polymerace je provadéna pomoci riznych druhti katalyzatorii jako organokovovych
sloucenin nebo Lewisovych kyselin. Dochazi také k reakcim, pfi kterych vznikaji komplexy,
jsou to komplexy s kovovymi ionty (méd’ nebo Zelezo). U téchto komplext je poté mozné
pozorovat zajimavé vlastnosti — antioxidacni UC€inky, fotokatalytickou aktivitu (Murfin,

Lewis, 2021).

0% ©)
T ©
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Obrazek 5 Vzorec azulenu (Huang et al, 2020)
Na azulenovém jadie najdeme riizné pozice s riznym vyuzitim v organické syntéze. Podle
rezonan¢ni delokalizace vyplyva, Ze bohatsi na elektrony jsou pozice 1, 3, 5 a 7, diky tomu
mohou snadnéji reagovat s elektrofily. Pozice 2, 4, 6 a 8 jsou na elektrony chudsi a reaguji

diky tomu snadnéji s nukleofily graficky to zobrazuje obrazek 5.
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- Pozice 1 je Casto vyuzivanym mistem pii organické syntéze pro reakce jako ptfipojeni
dalsiho substituentu naptiklad alkylu, alkoxylu, aminu nebo karboxylové skupiny.
Také je to pozice pro vznik heterocyklické slouc¢eniny jako pyrazolu, oxazulu nebo
thiazolu. Mohou to byt také dulezité meziprodukty pro ptipravu molekularnich sond

a senzoru.

- Pozice 2 je vyuzivana zejména pro syntézu pyrroloazulent a furanoazulend, coz jsou
latky zajimavé pro své biologické a optické vlastnosti, vyuzit se daji jako organické

polovodice, fluorescenc¢ni barviva.

- Pozice 3 mlze byt vyuzita na tvorbu azuleno-3-karbonylovych kyselin. Tyto
kyseliny jsou diillezitym meziproduktem v organické syntéze, daji se totiz vyuzit pro

ptipravu riiznych organickych sloucenin.

- Pozice 5 je dilezitou, protoze zde lze pfipravit vysokoenergetické slouceniny
azobenzenu a diazenl. Uplatnéni nachazi jako barviva nebo jako soucast
organickych polovodicu.

- Pozice 8 je mistem pro pfipravu derivati azulenové kyseliny, zajimavé pro své

biologické a farmakologické vlastnosti. VyuZivaji se jako protizanétlivé,

protirakovinné nebo antioxidacni latky (Zeng et al, 2020).

3.2 Syntéza azulenu

K syntéze azulenu mize dochdzet riznymi zpisoby. Mezi nej€astéjsi patii pouziti riznych
prekurzort jako 1,3-dikarboxylové slouceniny, resorcinol nebo bicyklické slouceniny.
Wittigova reakce a Pd-katalyzovana cykloadice jsou dals$i zplisoby syntézy. Jednodussi
metodou syntézy azulenu je reakce resorcinolu s oxidem meédnatym za vzniku meziproduktu
dale pteménéného na azulen (Lemal, Goldman, 1988). Ring-closing metathesis, je metoda
umoziujici vznik nového cyklického produktu spojenim dvou nebo vice dvojnych vazeb
v molekule s vytvofenim vazby nové. Nutnosti je pfitomnost katalyzatort slozenych
z pfechodnych kovl napt. Grubbsiiv katalyzator. Pro primyslovou metodu je vyuZivan
zpusob ring-closing metathesis, protoZe umoziiuje syntetizovat azulen s vysokou vytéZnosti

(Langhals, Eberspacher, 2018).
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3.3 Azulen v polymerech

Azulen a jeho derivaty v pritb¢hu let zaujali chemiky diky jejich vyjime¢nym vlastnostem,
objeven byl v roce 1863. Pro tvofeni polymert je dilezitd struktura — sedmiclenny kruh
azulenu nese Castecné pozitivni ndboj, zatimco péti¢lenny azulenovy kruh nese castecné

zaporny ndboj. Toto rozlozeni vede k dipdlovému momentu.

V polymerech je azulen pouzit jako monomer k tvorbé polyazulenu nebo jako komonomer
k ptiprave rtiznych variaci kopolymeri zaloZzenych na azulenu. Polymery obsahujici azulen
mohou byt rozdéleny podle jejich spojeni na azulenovém jadie. Nejcastéjsim vychozim
bodem je spojeni -1,3- protoze v tomto misté je vysoka reaktivita. NejCastéjsim zpiisobem
vzniku polymerii azulenu je elektropolymerizace (Zeng et al, 2020). Metodou, ktera je
pouzita na ptipravu polymeru, 1ze ovlivnit vlastnosti vznikajiciho polymeru jako elektrickou
vodivost nebo optické vlastnosti. Dalsi vlastnosti, kterd je z azulenu pfenaSena na jeho

polymery, je vysoka reaktivita a aromaticky charakter (Huang, Zhao, 2020).

3.4 Vlastnosti azulenu vyuzitelné v mediciné

Regulace
spanku a
bdélosti

Protidiabeticky
ucinek

Ucinek proti
viedim

Antimikrobialni,
antiviralni a Protinadorovy
antimykoticky ucinek
ucinek

Obrazek 6 Vyuziti azulenu v mediciné, prevzato (Bakun et al, 2021)
Grafické rozdéleni plisobeni azulenového monomeru a jeho rliznych oblastech piisobeni
v ramci mediciny naznacuje obrazek 6. Kazdd oblast je vice dopodrobna rozebrana

v nasledujicich odstavcich.
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3.4.1 Antivirova a antimikrobialni aktivita

Objev antibiotik byl jeden z nejvétsich tispéchi lidstva v rdmci mediciny piiblizné pied 100
lety. Na poli antibakterialnich 1é¢iv k dalSim vyznamnym objevim v poslednich letech
nedochazi a pouze pfibyva vice bakterialnich kment rezistentnich k dostupnym
antibiotikim. Mezi dalsi vyznamné problémy patii vyskyt virt ovliviiujicich lidské zivoty,
jako jsou naptiklad AIDS, epidemie Spanélské chiipky v roce 1918, SARS v letech 2002-
2004, MERS v roce 2012 nebo také COVID19 v letech 2019-2021 (Yang, et al, 2020).
Derivaty azulenu mohou poskytnout nové poznatky a feSeni téchto problémi. Jednim
ze zpusobu vyuziti je antimikrobialni fotodynamicka terapie neboli PACT, kterd vyuziva
toxicity molekul azulenu hlavné spojenych s fototoxickymi vlastnostmi (Chiang et al, 2010).
Dalsi ze studii se zamétovala na vliv azulenu na mononukledrni buiiky v periferni krvi

viabilitu a formovani singletového kysliku in vitro (Damrongrungruang et al, 2018).

3.4.2 Protizanétliva aktivita

Zanét je fyziologickou reakci organismu, kdyz je vystaven stresovym faktorim jako
tkanovému poskozeni, zranéni, rakoviné a dalSim. Dvé nejvyznamnéj$i skupiny
mechanismem inhibice cyklooxygenazy a glukokortikoidti potlacujicich imunitni odpoveéd’
a inhibici syntézy prostaglandinii a leukotrienti. Tyto 1éCiva maji fadu vedlejSich efektt,
proto jsou zkoumany rizné jejich alternativy, mezi které se tadi i derivaty azulenu. Tradi¢né
pfitomnosti azulenovych derivati (Srivastava et al, 2009). Studie provedena Ma a jeho
spolupracovniky dokazuje, ze chamazulen vyznamné¢ chrani pied kompletnim

osteoartritickym zanétem vyvolanym Freundovym adjuvantem (Ma et al, 2020).

3.4.3 Protiviredova aktivita

V ramci protiviedové aktivity jsou vyznamnou skupinou lé¢iv inhibitory protonovych pump
(PPI), které snizuji uvoliiovani kyseliny chlorovodikové v zaludku. 1 kdyZz jsou PPI
povazovany za bezpecné, maji vedlejsi efekty, a proto se hledaji jiné skupiny protiviedovych
1¢éka. Egualen coz je sodna stil 3-ethyl-7-propan-2-yl-azulenu-1-sulfonické soli se vyuziva

k 1é¢be Zaludecnich viedii pod nazvem Azuloxa v Japonsku (NIH, 2020).
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3.4.4 Antineoplasticka aktivita

Rakovina je stale celosvétove jednou z hlavnich pficin smrti i pfes rozsahly vyzkum nové
medikace. Azulen vzbuzuje velkou nadé¢ji na i€inné protirakovinna Ié¢iva. Fotodynamicka
aktivace s Cervenym laserovym svétlem a guiazulenem odhalila generovani singletového
kysliku a supresi zanétlivych markert v periferni krvi mononukledrnich bunék. Esencidlni
oleje bohaté na chamazulene z rostliny Pelynék stromovity sbirané na Sicilii ukazuji slibnou
aktivitu na studiich bunék melanomu s potencialem zpisobit apoptickou smrt (Russo et al,

2020).

3.4.5 Antidiabeticka aktivita

Cukrovka je metabolickou chorobou charakterizovana rezistenci inzulinu a pretrvavajici
hyperglykemii. Kazdy rok na cukrovku v USA umird piiblizné¢ 85 tisic lidi. Mnoho
vyzkumnych skupin navrhuje terapeutika nova, €¢innéjsi a ptivetiveéjsi pro pacienty. Ruzné
modifikace azulenu maji potencial v neoplastickych aktivitach. K témto ucelim skupina
védcu v Cele s Ikegai syntetizovali fadu C-glukosidt s azulenem. Je ofekavana inhibujici
aktivita proti lidskému sodikovo-glukézovému transportnimu proteinu 1 a 2 (hSGLT1/2)

(Ikegai et al, 2013).

3.5 Vyuziti azulenu

Kromé vyuziti v 1€kafstvi jsou dalsi oblasti, ve kterych je moZné azulen vyuzit. V kosmetice
se vyuziva diky svym protizdnétlivym Uc¢inkiim v pfipravcich jako jsou krémy a tonika.
Kromé toho také zmirfluje podrazdéni pokozky a zarudnuti (Bakun et al, 2021).
V potravinafstvi neni vyuziti tak rozsitené jako v kosmetice nebo Iékafstvi, ale azulen mize
byt vyuzit jako pfirodni barvivo v potravinach konkrétné v syrech. Vyuziva se také jako
slozka v parfémech a esencidlnich olejich, protoZze ma charakteristickou viini. V neposledni
fadé v chemickém primyslu jako zdklad pro syntézu organickych sloucenin napiiklad

pigmentu v natérovych hmotach (Ou et al, 2019).
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4 POLYAZULEN

Polyazulen je polymerni latka s linearni molekulovou strukturou, obsahuje nékolik
azulenovych jader spojenych n-typem konjugace, tvofici fetézec. Azulen je vhodnou
molekulou pro polymerizaci diky piitomnosti jednoduché konjugované vazby
a cykloheptatrienového kruhu. Azulenové polymery mohou byt syntetizovany riznymi
zpusoby, ale na rozdil od ostatnich polymerizaci musi byt dodrzeny jist¢ podminky,
naptiklad kvali Spatné rozpustnosti azulenu v béznych organickych rozpoustédlech nebo

vysoké nachylnosti k oxida¢nimu $tépeni (Gradzka et al, 2018).

4.1.1 Homopolymery azulenu

Nejjednodusim azulenovymi polymery jsou homopolymery, jejich hlavni fetézec tvofi
pouze azulenové monomery. U azulenu byly zaznameniny ctyfi polyazulenové
homopolymery, u téchto homopolymert byla provedena studie zaloZena na teoretickych
vypoctech a syntéze (Huang et al, 2020). Orientaci téchto homopolymerti v prostoru

zobrazuje obrazek s Cislem 7.
H p CQ C \-ﬁ p poly(2,6-azulene)

poly(1,3-azulene)

poly(4,8-azulene)

poly(5,7-azulene)

Obrazek 7 Azulenové homopolymery (Huang et al, 2020)
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Byl syntetizovan oligomer 1,3-polyazulenu se silnym, modrym zabarvenim, syntézou 1,3-
dibromazulenu s Ni(COD),. Tento polyazulen mél primérnou molekulovou hmotnost
odpovidajici 130 azulenovym jednotkdm. Spektra nuklearni magnetické rezonance
a infraCervené spektroskopie s Fourierovou transformaci vykazuji signaly podobné signalu
azulenu. Vodivost tohoto oligomeru pii vystaveni halogenovym pardm (jod, trifluroctové
kyselina) byla vysoka po n¢kolik dni. Zatimco oligomer 1,3-polyazulen byl dikladné
studovan, zbyvajici polyazulenové polymery nebyly studovany do takové hloubky. Profesor
Dias provedl teoretickou studii vlastnosti téchto zbyvajicich oligomert. Prvnim bodem bylo
vypocitat elektronové vlastnosti polyazulenti s koplanarnim uspofaddnim azulenovych
jednotek. Poté byly ur¢eny dihedralni thly k modelaci oligomert, u nichz nejsou azulenové
jednotky v koplanarni roviné€ (v jedné roving) (Dias, 2007). Kromé 1,3-polyazulenu zndme
nékteré vlastnosti dal$iho linearniho polymeru a to 2,6-polyazulenu. Oba oligomery maji
vysokou tepelnou stabilitu, u 2,6-polyazulenu je stabilita dokonce vyssi nez u druhého

oligomeru, to stejné plati o rozpustnosti v organickych rozpoustédlech (Hui et al, 2020).

4.1.2 Alternujici kopolymery

Jsou to polymery slozené z dvou nebo vice strukturnich jednotek uspotfddanych stiidavé
v polymerovém fetézci. Azulen je vhodnou zakladni jednotkou pro toto uspofadani diky
svym fotofyzikdlnim vlastnostem a chovani v kyselém prostiedi. Strukturni jednotky
objevujici se v alternujicich kopolymerech jsou thiofenové, benzothiadiazolove,
diketopyrrolové, fluorenové nebo thiadiazolové. Tyto strukturni jednotky zpusobi zlepSeni
vodivosti, slouzi casto jako donorové skupiny v organickych polovodi¢ich. Ovliviuji
vlastnosti  jako rozpustnost, vodivost v organickych rozpoustédlech, ktera se
v kopolymerech zvySuje a umozni lepsi vyuziti v elektronickych a optoelektronickych

zatizenich (Huang et al, 2020).

4.1.3 Heteroatomem propojené polymery

Dal$im druhem azulenovych polymert jsou polymery propojené heteroatomy v hlavnim
fetézci misto uhlikovymi atomy v patefi jako tomu bylo u pfedchozich typid. Ptikladem
takového polymeru je 2,6-polyaminoazulen (viz. obrazek 8) syntetizovany Buchwald-
Hartwigovym parovanim odpovidajicich latek. Retézce tohoto polymeru jsou propojeny
atomy dusiku v hlavnim fetézci. Takto uspofadany azulenovy polymer je podobny struktute

polyanilinu.
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Pfitomnost aminového mistku zvySuje konjugaci mezi azulenovymi jednotkami, miZze
vzrust také elektronova hustota, a to kvili elektrondonorové povaze amino skupin. Vyuziti
takového polymeru poté najdeme v kyselych a zasaditych chemickych prostiedcich hlavné

diky ptirozené alkalit€¢ aminu spojeného s amino skupinou (Ito et al, 2005).

P50

Obrazek 8 Vzorec 2,6-polyaminoazulenu (Huang et al, 2020)
4.1.4 DalSi druhy polymeri

Krom¢ dfive zminénych polymeru existuji i dal$i azulenové polymery, jsou to naptiklad
pfipojené nebo implantované polymery. Je to druh polymernich latek vznikajici tak, ze se
do hlavniho fetézce polymeru pfipoji vedlejsi fetézec z jiného monomeru. Vysledny polymer
tedy obsahuje dva nebo i vice druhli monomerti, to mtze vést k synergickym efektim
vyuZzitelnym pii aplikacich, jako jsou polymerni povlaky. Pti ucasti azulenu v takovém
druhu polymeru vyuZijeme toho, Ze je azulen hydrofobni dipél a poskytne polymeru

vyjimecné elektronické vlastnosti (Puodziukynaite et al, 2014).

Linearni koordina¢ni polymery jsou anorganicko-organické latky, tvofené kovovym
kationtem v centru a organickymi ligandy. Velkou vyhodou u takovych polymert je, ze maji
vyhody rozpustnych konjugovanych polymerti a luminiscencnich kovovych organickych
komplexi, to jsou napiiklad vysoka tepelna stabilita nebo elektro-luminiscen¢ni G¢innost.
S azulenem takové polymery vznikly Vv roce 2014, vzorcem
»[Ni(L"Gd(NO3)3(azbbpy)]-CH3CN zkracen& P59, azulen zde byl pouzit jako ligand (Ion
et al, 2014).

4.2 Vznik polyazulenu

Vznik polyazulenu mize probihat riiznymi zptlisoby, ale obecné se jedna o polymerizaci
monomeru azulenu pomoci riznych chemickych reakci. Nejcastejsi typy reakci jsou

podrobnéji rozebrany v nésledujicich kapitolach.
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4.2.1 Elektropolymerizace

Elektropolymerizace je jednou z nejcastéjsich metod piipravy polyazulenu. Je to proces, pii
kterém se azulenové monomery pifeméiuji na polymerové fetézce pomoci
elektrochemickych reakci. Reakce se odehrava v elektrochemické buiice, obsahujici
elektrody ponotfené do roztoku azulenu. Na elektrodach vznika elektrické pole a dojde
k oxidaci nebo redukci azulenovych molekul na povrchu elektrod, tim vzniknou volné
radikaly. Takto vzniklé radikaly se dale spojuji v polymerické fetézce (Zeng et al, 2020).
Tato metoda je velmi citlivd na pouzity elektrolyt, pouzivaji se naptiklad ionty
tetracthylamonium bromidu, coz vede k tvorbé homogennich polymert. Zatimco pouziti
tetracthylamonium percholatu vede ke tvorbé velkych krystali misto polymert. Dalsi
faktory ovliviujici elektropolymerizaci jsou napéti, koncentrace azulenu a elektrolytu,
rychlost nebo teplota. Polymery vznikajici touto metodou jsou vysoce stabilni, pevné

a vodivé (Noll et al, 2011).

4.2.2 Chemicka polymerizace

Chemicka polymerace je reakce, pii které dochazi k polymeraci azulenu pomoci chemickych
reaktantll vétSinou za pfitomnosti katalyzatorti. K pribehu reakce je nutné aktivovat dvojné
vazby v molekule azulenu, vyuZivaji se k tomu halogenujici ¢inidla jako brom a chlor. Po
aktivaci dvojnych vazeb muze dojit k reakci s dalsimi molekulami azulenu a vzniku

polymerniho fetézce (Razus, 2022).

4.2.2.1 Friedel-Craftsova acylace

Metoda, ktera umoziuje tvorbu polymernich latek z monomerQ s aromatickym kruhem.
Pribéh reakce je nasledujici, pfipravi se acylacni Cinidlo, slouzici jako zdroj acylaéni
skupiny, k nému se pak pfida monomer obsahujici aromaticky kruh. Katalyzatorem reakce
je Lewisova kyselina, obvykle AICIlz plsobi jako elektrofil pfitahujici elektrony
z aromatického jadra azulenu a umoziuje pfipojeni acylacniho €inidla na aromaticky kruh.
Vznikd meziprodukt s acylovanym azulenovym jadrem, disledkem se molekuly azulenu
propoji a vytvofi polymerni fetézce a vznika polyazulen. Takto vznikly polyazulen ma
vysokou molekulovou hmotnost a dobrou rozpustnost v organickych rozpoustédlech

(Enache et al, 2020).
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4.2.2.2 Yamamotova metoda

Tento druh syntézy je Casto vyuzivanym pro piipravu polyazulenu piedevsim v akademické
sféfe v oblasti vyzkumu a vyvoje polymerii. Vyhody této metody jsou vysoké vytézky
z reakce a dobfe fiditelné podminky reakce. Obecné se tato metoda organické syntézy
vyuziva ktvorbé slouCenin s aromatickymi cykly. Pribéh reakce je nésledovny,
karboxylova kyselina reaguje s thionylchloridem na acylovy chlorid. Nasleduje reakce
acylového chloridu s aromatickym substratem (azulendion) za pouziti kovového
katalyzatoru (Pd, Ni) a organického redukéniho €inidla. Pro vznik polyazulenu se vyuzije
monomer s vice reaktivnimi centry reagujicimi s acylovym chloridem a organohofe¢natym
ginidlem. Retézec se vytvaii postupnymi reakcemi. Dalim krokem obvykle byvé reakce
s ¢inidly umoziujici vznik pozadovaného produktu. Tak se daji modifikovat vlastnosti

vzniklého polymeru (Huang et al, 2020).

4.2.2.3 Oxidativni polymerace

Oxidativni polymerace je chemickou reaket, pti které vznikaji polymerni fetézce tim, ze se
oxiduji monomery v pifitomnosti oxidac¢niho ¢inidla (Mezhuev et al, 2021). Polyazulen timto
zpisobem vznikd za pouziti azulenového monomeru a oxida¢niho ¢inidla napiiklad FeCls.
Diky oxida¢nimu ¢inidlu dojde ke vzniku radikdlovych meziproduktd, ty se propojuji a
formuje polymerovy fetézec. Po dokonceni reakce je vysledny polymer CiStén extrakei,

frakéni destilaci nebo chromatografii (Shetti,2021).

4.2.2.4 KumadZova polymerace

KumadZzova polymerace je metoda vyuzivajici se na syntézu rtiznych organickych polymert
jako polystyren. U polyazulenu neni tato metoda vyuZzivana tak Casto jako ostatni zminéné,
ale umoznuje vysokou chemickou stabilitu, pfesnou kontrolu molekuldrni hmotnosti a
dalSich vlastnosti polymeru. Nevyhodou je, Ze tato metoda je nachylna k tvorbé vedlejsSich
produktli, to mize byt pfi¢inou sniZzeni vytéznosti a kvality polymeru (Huang et al, 2020).
Principem této polymerace je reakce mezi organickymi halogenidy a organickymi
slouceninami obsahujici nasobnou vazbu, ktera umozituje vytvoieni polymerniho fetézce. U
polyazulenu slouzi organicky halogenid jako monomer. Reakce se odehrava za pritomnosti

katalyzatord (Wen et al, 2013).
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Na vSechny druhy syntézy maji vliv rizné faktory, které vysledny produkt ovlivni. Jednim
z takovych faktorti je vliv rozpoustédla, které ovliviiuje morfologii syntetizovanych

materiald. V zavislosti na rozpoustédle je mozné ziskat riizné struktury polyazulenu.

Obrazek 9 Riizné morfologie polyazulenu v zavislosti na rozpoustédle
(Grgdzka et al, 2018)
Na obrazku ¢. 9 vidime rtizné struktury polyazulenu podle pouzitého rozpoustédla. Obrazek
s oznaCenim a je polyazulen piipraveny v ethanolu, kde se tvofi dobtfe definované kulaté
nano castice, b je v acetonitrilu, ten vede k velmi hladké textufe slozené z agregovanych
kulatych nanocastic, tyto Castice se casto shlukuji, a to komplikuje jejich analyzu. Ve vodé,
obrazek c, kde tvoti hladkou a kompaktni strukturu s nizkou porozitou a d v dichlormethanu

vykazuje vlaknitou strukturu (Gradzka et al, 2018).

Prvni chemicka syntéza azulenu byla popsana v roce 1988 védci Neohem, Kangem a Tanem.
Jejich postupem byla oxidativni polymerizace azulenu pomoci bromu nebo jodu. Vzorec této
chemické reakce najdeme na obrazku 10. Vznikaji komplexy polyazulen-jod/brom, komplex
sjodem byl zcela nerozpustny, zatimco s bromem byl S$patné rozpustny ve vétSing
organickych rozpoustédel. Tato syntéza neposkytla Zadné informace o struktufe, ale na

zakladé elementarni analyzy védci poskytli vzorec komplexti (Neoh et al, 1988).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

|2 or Bf’z
> PAz-l, or PAz-Br,
CH3CN, N»

Obrazek 10 Prvni syntéza polyazulenu (Shetti, 2021)
4.3 Vlastnosti a vyuziti

Polyazulen ma obdobné vyuziti a vlastnosti jako je popsano v pfedchdzejicich kapitolach
o vodivych polymerech. OdliSuje se velmi vysokou elektrickou vodivosti pfi srovnani
s dal§imi vodivymi polymery, to umoznuje jeho vyuziti v elektrochemickych aplikacich
(Tanaka et al, 1990). M4 také vysokou stabilitu v oxidovaném stavu, dalezité pro vyuziti
v elektrochemickych aplikacich, kde je nutné dosahnout vysokych proudovych hodnot.
V aplikacich s vysokymi teplotami je také dobie vyuZitelny diky jeho vysoké teplotni
stabilit¢ a odolnosti vii¢i oxidaci (Wang et al, 2003). Mimo jiné ma i vynikajici optické
vlastnosti, coz umoziiuje jeho vyuziti v displejich a solarnich ¢lancich. Jeho vysoka
chemicka a termicka stabilita umozni jeho vyuZiti v naro¢nych podminkach. Od ostatnich
vodivych polymert ho odliSuje jeho struktura, je to linedrni nevétveny fetézec, to mu dava

vyssi krystalinitu a stabilitu oproti polypyroliim, nebo polythiofentim (Gradzka et al, 2018).

Polyazulen se da vyuzit jako materidl vhodny pro pouziti v superkapacitorech, to jsou
elektrochemické zafizeni pouZivand pro ukladani a uvoliovani chemické energie. Maji
mnohem vétsi kapacitu nez bézné kondenzatory. Superkapacitory na bazi polyazulenu jsou
pfipraveny pomoci vrstveni, jsou schopny uchovévat své vlastnosti 1 pii opakovanych
cyklech nabijeni a vybijeni proto jsou vhodné pro vyuziti v primyslovych aplikacich

(Suominem et al, 2018).

Elektrochemické senzory vyuzivaji polyazulen jako elektroaktivni materidl pro detekci
analytli. Je to mozZné diky jeho elektrochemické aktivité a schopnosti tvorby specifickych
molekularnich interakci s analyty. Vyuziva se v elektrochemickych senzorech pro detekci
kysliku, glukézy, DNA a dalSich organickych slou€enin. Déle se v oblasti elektrochemie
vyuziva jako materidl pro elektrody v senzorickych aplikacich nebo jako citlivd vrstva

v potenciometrickych senzorech pro detekci iontt a dalSich analyti (Grodzka et al, 2010).

Vyuziti polyazulen nachazi také v termoelektrickych aplikacich. To jsou zafizeni

pfeméiujici teplo na elektrickou energii. Polyazulen méd vysokou elektrickou vodivost
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a termoelektrickou vykonnost, diky tomu muize efektivné pfeméenovat teplo na elektrickou
energii a v zafizenich umozni snizovat teplotu pfi této transformaci. Vyuzitelny je diky tomu
v Siroké oblasti zafizeni jako v tepelnych cCerpadlech, solarnich panelech, generatorech

termoelektrické energie pro odpadni teplo a dalSich (Grodzka et al, 2010).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem experimentalni ¢asti této prace je piiprava polyazulenu, véetné optimalizace metodiky

a podminek reakce, a nasledné stanoveni jeho biologickych vlastnosti.

Chemické oxidativni syntéza polyazulenu, polyanilinu a polypyrolu
- do formy prasku

- do formy tenkého filmu (povrchovy coating tkdniového plastiku)

Charakterizace biokompatibility polyazulenu, polyanilinu a polypyrolu

- stanoveni cytotoxicity extraktdt MTT testem
- hodnoceni cytocompatibility s fibroblasty a embryonalnimi kmenovymi

bunkami fluorescen¢ni mikroskopii
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6 PRAKTICKA CAST

V praktické ¢asti jsem se zabyvala ptipravou polyazulenu, a to do dvou vyslednych forem:
prasek a film. Takto pfipraveny polyazulen jsem poté vyuzila jako substrat pro test toxicity
latky sledovanim viability buné€k fibroblastl a nasledné i bun¢k kmenovych. Prvni faze testu
viability spoc¢ivala v MTT testu, ktery byl proveden pro polyazulen, polyanilin a polypyrrol,
aby tyto tii vodivé polymery mohly byt porovnany. V druhé fazi byla viabilita testovana
pomoci vysazeni bun€k na polyazulenové filmy. Buiiky, které zde ptezily, byly nabarveny a

vyfoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

6.1 Priprava polyazulenu

Polyazulen byl pfipraven metodou oxidativni polymerace, podle postupu popsaného
v ¢lanku (Chemically formed conducting polyazulene: From micro-to nanostructures) od

védct Emilia Gradzka, Partycja Makowska a Krzysztof Winkler (schéma viz obrazek 11).

" O + FeCl, O O

B R c S a4

S
azulene O

polyazulene

Obrazek 11 Reakce pouzita u pripravy polyazulenu (Grgdzka et al, 2018)
V tomto konkrétnim piipad¢ jsme chtéli pfipravit 40ml roztoku. V 20ml ethanolu bylo
rozpusténo 43,6mg praSkového monomeru azulenu, ¢imz bylo dosazeno moléarni
koncentrace 8,5 mM. Oddélen¢ bylo pfipraveno oxida¢ni ¢inidlo, coZ v tomto piipadé byl
chlorid zelezity, v 20ml ethanolu bylo rozpusténo 399,7 mg chloridu Zelezit¢ho pro
vyslednou molarni koncentraci 61,6 mM. Po rozpusténi monomeru azulenu a chloridu
zelezitého v ethanolu byly oba roztoky promichany a ddvkovany na tkanové Petriho misky
o prumeéru 34 milimetrti, po 2 ml. Pro lep§i manipulaci v ramci testu proliferace bunék byla
polyazulenovym filmem pokryta také kolecka o priiméru 26 mm, pfedem vyfiznuta laserem

z tkanovych Petriho misek, to miiZzeme vidét na obrazku 12.
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Obrazek 12 Podklad pro polyazulenovy film, tkanové Petriho misky naplnéné smichanymi
roztoky azulenu a chloridu Zelezitého

V miskach dochazelo k polymerizaci po 24 hod, po tomto case byly odstranény
nezreagované zbytky monomeru pomoci promyvani 2 M kyselinou chlorovodikovou
a methanolem. Po ocisténi a vysuSeni, dostaneme povrch pokryty polyazulenovym filmem
vhodnym k pouziti pro dalsi testovani. Vznikly produkt, 1ze vidét na obrazku 13. Pro ziskani
polyazulenu ve formé prasku, byly smichané roztoky monomeru a oxidac¢niho ¢inidla po 24
hod reakce prefiltrovany s podtlakem ptes Biichnerovu nalevku na pfedem zvéazeny filtra¢ni

papir. Produkt byl vysuSen v exikatoru a dale vyuzit pti piipravé vzorkid pro MTT test.

Obrazek 13 Polyazulenovy film
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6.2 Priprava polyanilinu

Kromé polyazulenu byl pfipraven 1 dalsi vodivy polymer, a to polyanilin, tento polymer byl
pfipraven kvili srovnani s vlastnostmi polyazulenu. Aktualné je vyuZzivany v praktickych
aplikacich mnohondsobné vice nez polyazulen, takze porovnani vlastnosti je vhodné, kvuli
pripadnému vyuziti polyazulenu. Pfiprava polyanilinu probiha také oxidativni polymeraci,
konkrétné je to reakce anilin hydrochloridu, ktery zde plsobi jako monomer, a amonium
persulfatu jako oxidaéniho Cinidla. Pfipravili jsme 30 ml roztoku, postup je stejny jako u
polyazulenu. Molarni koncentrace 0,2 M monomeru byla dosazena rozpusténim 777,5 mg
anilinu hydrochloridu a 1714,3 mg amonium persulfatu pro molarni koncentraci 0,25 M. Na
rozdil od polyazulenu u polyanilinu pouzijeme k rozpusténi monomeru a oxida¢niho ¢inidla
ultra Cistou destilovanou vodu. Polymerace probihd 1 hod a poté jsou misky a kolecka
ocistény 2 M kyselinou chlorovodikovou a methanolem. Vysledny produkt je viditelny na
obrazku 14. Stejn¢ jako v ptipad¢ polyazulenu, byl i polyanilin zpracovan i ve formé prasku

filtraci a vysuSenim na filtraénim papiru.

Obrazek 14 Polyanilinovy film
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6.3 Priprava polypyrolu

Polypyrol (viz obrazek 15) byl pfipraven smichanim monomeru pyrolu s chloridem
zelezitym jako oxidac¢nim c¢inidlem. Pfipraveno bylo 30 ml roztoku s postupem totoznym
jako u polyanilinu. Smichdno bylo konkrétné 406,6 mg monomeru pyrolu ve vodném
roztoku o molarni koncentraci 0,2 M s 1214,5 mg chloridu zelezitého ve vodném roztoku
o molarni koncentraci 0,25 M a po cca 1 min polymerizace o¢iSténo pomoci 2 M kyselinou

chlorovodikovou a methanolem.

Obrazek 15 Polypyrolovy film

6.4 Kultivace bunék

Pro kultivaci bunék byla pouZita linie mySich fibroblastii s oznacenim NIH/3T3 a také mysi
embryonalni kmenové buiiky s oznatenim ES R1. Kultivace probéhla v inkubatoru pfi
teplot¢ 37 °C a atmosféfe o 5 % obsahu CO.. Pro fibroblasty bylo pouzito komeréné
dostupné médium Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) s ptidavkem 10 % teleciho
séra a 1 % kombinace antibiotika penicilinu a streptomycinu. Kultivace bunék ES R1
probéhla také pomoci komeréné dostupného média DMEM, ale s jinymi ptidanymi latkami.
Pro buiiky ES R1 bylo do média ptfidano 16,5 % teleciho séra, 1% kombinace antibiotika
penicilinu a streptomycinu, dale 100 mM neesencialnich aminokyselin, 0,05 mM beta-
merkaptoethanolu a faktor inhibujici leukemii o koncentraci Sng/ml. Uvedend procentudlni
zastoupeni latek jsou vztazeny na celkovy objem médii. Kmenové burniky byly péstovany
v nediferenciovaném stavu na tkadnovych miskach s povrchem upravenym 0,1 % vodnym

roztokem vepiové zelatiny.
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Bunécna kultivace vyzadovala pouziti ptistroju:

- Inkubator HERAcell 150i (Thermo Scientific, USA),

- Inverzni mikroskop Olympus IX 81 (Olympus, Japan) s fotoaparatem Leica
DFC480 (Leica Microsystems, Japan),

- Spektrofotometr NanoQuant infinite M200PRO (Tecan, Switzerland),

- Laminarni flowbox HERAsafe (Thermo Scientific, USA),

- Centrifuga Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Germany), a dalsi.

Bunécna kultivace probihd do dosazeni pozadované miry konfluence, coz je asi

80 % porostu misky a poté dojde k pasazi. Bun&¢na pasaz fibroblastii probihala nésledujicim
p y ] d

zpusobem.
1. Bylo odsato médium z kultivacni lahve T75
2. Do lahve byl ptfidan fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem (PBS) na ocisténi
zbytku media a nasledné odsato
3. Byl pfidén trypsin (7,5ml) a ponechéan plisobit na cca 5 min
4. Nasledné bylo ptidano 7,5 ml média
5. Roztok byl pteveden do zkumavky
6. Zkumavka s roztokem byla centrifugovana po 3 min na 1100 rpm pfi teploté 37°C
7. Médium s trypsinem bylo odsato
8. Bunécny pelet byl rozsuspendovan v 1 ml média a pipetovano do nové kultivacni

lahve

V ptipad¢ kmenovych bunék probihala pasaz obdobnym zptsobem:

1.

2.

Bylo odsato médium z 34 mm tkanové Petriho misky
Do misky bylo dvakrat pfidano a odsato PBS na ocisténi zbytku media
Byl ptidan trypsin (150 pl) a ponechan ptisobit na cca 3 min

Nasledné byly buniky rozsuspendovany v 1 ml média a pipetovany na nové

pozelatinované misky
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6.5 Testovani viability bunék

Test viability bunék spociva ve zkouseni schopnosti bun¢k pirezit a udrzet své funkce
a aktivitu. Bunécna viabilita zavisi na raznych faktorech jako staii bunck, dostatek zivin,
expozice toxinim nebo léciviim, infekci, stresovych podminkach a dalSich faktorech.
V nasem pfipad¢ testujeme viabilitu bun€k v pfitomnosti polyazulenu, polyanilinu
a polypyrolu nebo jejich roztokl. Nejdiive byl proveden MTT test pro kvantitativni
stanoveni cytotoxicity extrakti jednotlivych syntetizovanych praskt. Poté nasledoval test
adheze a proliferace bunék na vytvotenych filmech s kvalitativnim vyhodnocenim bunééné

morfologie pomoci fluorescencni mikroskopie.

6.5.1 MTT test

MTT test je Casto pouZzivany test na kvantitativni hodnoceni bunécné viability. Princip
spo¢iva vtom, ze se MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
redukuje na tmavé fialovou krystalickou latku mitochondridlnimi enzymy pfitomnymi
v metabolicky aktivnich buiikach. Reakce probiha v mitochondriich, kde se MTT vsttebava
bunikami a enzymy a dochazi k redukci na tmavé fialovou krystalickou formazanovou latku.
Ta je nerozpustna v kultivacnim mediu a uklada se uvnitt bunék. Rozpustit se d4 pomoci
organického rozpoustédla dimethylsulfoxidu a vznikne tmavé fialovy roztok. Absorbance

tohoto roztoku se poté méii spektrofotometricky.
Piiprava extraktu

Ptiprava extraktii byla provedena z pfipravenych polymernich prasku ve filtra¢nich papirech
s postupem podle ISO normy 10993-12 (viz tabulka 1). Cisty filtraéni papir byl pouzit jako

kontrolni membréna k porovnéni ziskanych vysledki.

Tabulka 1 Priprava extraktu

Tloustka (mm) Extrakéni pomér Formy materialu

(plocha povrchu nebo

hmotnost/objem)

Nepravidelné 0,1 g/ml Membrany
tvarované porézni
prostiedky
(materidlny o nizké

hustot¢)
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Pro omezené mnozstvi a finan¢ni nakladnost pfipravenych vzorki bylo fedéni extraktt (viz

tabulka 2) zvySeno na dvojnasobek — 0,1 g/2 ml.

Tabulka 2 Priprava extraktii

Polymer Hmotnost filtra¢niho papiru Objem média
Polyazulen 0,13805 g 2,7610 ml
Polyanilin 0,30237 g 6,0474 ml
Polypyrol 0,22685 g 4,5370 ml

Kontrolni membrana 0,31451 g 6,2920 ml

- Kromé vzorki a kontroly byl testovan i ¢isty azulenovy prasek o navazce
0,130 g na objem média 2,6 ml

- Materidly byly pfed extrakci rozfezdny na malé kousky, aby se usnadnilo jejich
ponoteni do extrakéniho média (viz obrazek 17)

- Extrakce byla provadéna za stalého michani pfti teploté¢ 37 °C po 24 hod

Obrazek 16 Priprava extraktii. Zleva: kontrolni membrana, azulen,
polyanilin, polypyrol, polyazulen.

Expozice bun¢k extraktiim byla provedena v 96 jamkové desticce. Tato desticka je tvofena
osmi fadami od A po H a dvanacti sloupci. RozvrZzeni desticky bylo tak, aby se otestovali
ruzné koncentrace extraktti: 100, 90, 75, 50, 25 % a také reference obsahujici 0 % extraktu.

Konkrétni pipetované pomeéry jsou uvedeny v nasledujicich tabulkéach 3 az 6.
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Tabulka 3 Rozvrzeni desticky

Oznaceni

fady

3

4

5

6

7

10

11

12

A

Kultivaéni médium s

bunikami

Tabulka 4 Desticka pro polyazulen a kontrolni membranu

N 7
Oznaceni 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12
v
fady
Polyazulen Kontrola
B 100p1 100p1 100p1 100p1 100p1 100pl 100pl 100pl 100pu1 100pu1
média média média média média média média média média média
C 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul
extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu
+75ul +75ul +75ul +75ul +75ul +75ul +75ul +75ul +75ul +75ul
média média média média média média média média meédia meédia
D 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50pl 50pl
extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu
+50ul +50ul +50ul +50ul +50ul +50ul +50ul +50ul +50ul +50ul
média média média média média média média média média média
E 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul
extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu
+25p1 +25p1 +25pl +25pl +25pl +25ul +25ul +25ul +25ul +25ul
média média média média média média média média média meédia
F 90ul 90ul 90ul 90ul 90ul 90ul 90ul 90ul 90ul 90ul
extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu
+10ul +10ul +10ul +10ul +10pl +10pl +10pl +10pl +10ul +10ul
média média média média média média média média média meédia
G 100p1 100p1 100p1 100p1 100p1 100pl 100pl 100pl 100p1 100p1
extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu extraktu
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Stejné rozvrzeni koncentrace extraktli jako vidime u tabulky 4 bylo aplikovéno i na desticku

s azulenovym a desticku s extrakty s polyanilinu a polypyrolu.
Postup MTT testu

1. Prvni den byly nasazeny na 96 jamkovou desticku bunky NIH/3T3 v koncentraci
1x10° bun&k/1 ml média po 100 pl na jamku

2. Prvni den byly také ptichystany extrakty podle diive zminéného postupu
3. Druhy den bylo odsato médium a ptfidany extrakty

4. Tteti den byla provedena kontrola bun¢k pomoci mikroskopu

5. Bylo odsato médium

6. Desticka byla zbavena zbytku média pomoci oplachu PBS

7.V poméru 9:1 bylo pfidano médium a roztok MTT 5 mg/ml (0,02 g MTT + 4 ml vody)
- tedy 90 pl média a 10 pl roztoku MTT

8. MTT pisobilo 4 hodiny na buiiky v inkubatoru pfi teploté 37 °C
9. MTT bylo odsato
10. Bylo pfidano 80 ul DMSO
11. Desti¢ka byla promichana na tfepacce
12. Vyhodnoceni bylo provedeno métfenim absorbance na spektrofotometru pii vinové
délce 570 nm a referencni vlnové délce 690nm
6.5.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro vyhodnoceni morfologie bunék byla zvolena metoda barveni bun¢k fluorescen¢nimi
barvivy a nasledna fluorescen¢ni mikroskopie. PouZzita byla buné¢na linie NIH/3T3, coz je
oznaceni pro fibroblasty ziskané z mysi, a také kmenové buiiky s oznacenim ES R1. Buiky
byly nasazeny na tkanové Petriho misticky nebo vyfezana kolecka potazena tenkym filmem

z vodivych polymeril v koncentraci 1x10° bun&k/1 ml a kultivovany 3 dny.
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Poté byly buiiky nabarveny nésledujicim postupem:

[a—y

Bylo odsato médium

Buiiky byly ocistény pomoci PBS

Nésledné byl pfidan 4 % formaldehyd na 15 min (fixace bunck)
Formaldehyd byl odsat a jeho zbytky ocistény pomoci PBS

Byl ptidan 0,5 % triton po dobu 5 min (permeabilizace bunééné membrany)
Nasledovalo ocistény pomoci PBS opakované 3x

Byl pfidan 1 ml PBS do n¢hoz se ptidaly barvy

Hoechst 20ul (barvi DNA v jadre, vinova délka DAPI, Obrazek 16)

A e AR B el

AktinRed nebo AktinGreen 2 kapky (barvi aktinova vlakna cytoskeletu, vinova délka
FITC/TRITC, obrazek 16)

10. Barvy se nechaly ptisobit na 20-30 min ve tmé

11. Bylo odséto PBS a ptidano 1 ml nového PBS

12. Foceni pomoci fluorescen¢ni mikroskopie, program Cellsens

Excitagni spektra FITC a TRITC Emisni spektra DAPI a FITC
* Excitaéni spektrum FITC « emisni spektrum DAPI

» Excitaéni spektrum TRITC * emisni spektrum FITC

Vinova délka (v nm)

Vinova délka (v nm)

Obrazek 17 Vinove délky zachytavajici barvy Hoechst a AktinRed (Lakowicz, 2006)
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7 VYSLEDKY

V praktické casti diplomové prace byly pfipraveny filmy a praSky z vodivych polymeri
zpolyazulenu a kvili srovnani vlastnosti také filmy polyanilinové a polypyrolové.
Cytotoxicita byla stanovena pomoci MTT testu, kde dochazi ke stanoveni metabolické
aktivity bun€k v pfitomnosti extrakti z praskd polyazulenu, polyanilinu, polypyrolu
a monomeru azulenu. Pfipravené filmy byly pouZity na test buné€né viability pomoci bunék

fibroblasti a NIH/3T3 a kmenovych bun¢k ES R1 metodou barveni bungk.

7.1 MTT test

Po tfech dnech kultivace bunéénych linii NIH/3T3 a ES RI s testovanymi latkami
polyazulenovych, polyanilinovych, polypyrolovych a azulenového prasku byla hodnocena
cytotoxicita pomoci MTT testu. Jednotlivé koncentrace byly na desticce v péti opakovanich.
Redici fada za¢inala na 100 % obsahu testované latky a kon¢ila na 25 %. Vysledkem tohoto
testu jsou 3 tabulky (viz obrazky 18-20) naméfenych absorbanci, kdy absorbance
referen¢niho vzorku byla zvolena jako 100 % a ostatni hodnoty se s touto porovnaly. Tyto
hodnoty byly sestaveny do tabulky a podrobeny testu odlehlosti a nasledné z nich byly
vytvoteny grafy. Absorbance je pfimo imérna zivotaschopnosti bunék, ¢im tmavsi je barva

tim vyssi je koncentrace.

Obrazek 18 Hodnoceni MTT testu pro polyanilin a polypyrol
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Obrazek 20 Hodnoceni MTT testu pro monomer azulenu

Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafi (viz obrdzek 21-25) a byly prolozeny piimkou

v 70% relativni Zivotaschopnosti bunék, kterd vypovida o toxicité pouzitych extrakta.
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Obrdazek 21 Vyhodnoceni MTT testu kontrolniho vzorku. . Statisticka odlisnost byla
stanovena testy ANOVA a Tuckey na hladinach vyznamnosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)
nebo p < 0,001 (***).
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Obrazek 22 Vyhodnoceni MTT testu pro polyazulenu . Statisticka odlisnost byla stanovena
testy ANOVA a Tuckey na hladinach vyznamnosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) nebo p <
0,001 (**%*).
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Obrazek 23 Vyhodnoceni MTT testu pro polyanilin Statisticka odlisnost byla stanovena
testy ANOVA a Tuckey na hladinach vyznamnosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) nebo p <
0,001 (**%*).

PPy prasek

*k%

Relativni zivotaschopnost bunék

Koncentrace extraktt

Obrazek 24 Vyhodnoceni MTT testu pro polypyrol. Statisticka odlisnost byla stanovena
testy ANOVA a Tuckey na hladinach vyznamnosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) nebo p <
0,001 (**%*).
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Obrazek 25 Vyhodnoceni MTT testu pro monomer azulenu. Statisticka odlisnost byla
stanovena testy ANOVA a Tuckey na hladindach vyznamnosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)
nebo p < 0,001 (*¥**).

7.2 Test viability bunék

Test viability bunék byl proveden barvenim popsanym postupem pomoci komercnich
barviv. Foceni prob¢hlo pomoci fluorescenéniho inverzniho mikroskopu a vyhodnoceni
probéhlo kvalitativné pomoci mikrofotografii. Pro lep$i viditelnost rozdili v bunééné
morfologii byly pomoci fluorescence zvyraznény jadra bun¢k a bunécny cytoskelet.
Testovani probéhlo u dvou bunéénych linii byly to fibroblasty NIH/3T3 a embryondlni
kmenové bunky ES R1. Vysledky jsou zobrazeny na obrazcich 26-31.
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Obrazek 26 Fibroblasty NIH/3T3 na referencnim povrchu (tkanovy plastik). Modra barva
— jadro, cervena barva — cytoskelet

200 pm

Obrazek 27 Fibroblasty NIH/3T3 na povrchu pokrytém polyazulenovym filmem (tkanovy
plastik). Modra barva — jadro, cervena barva — cytoskelet
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Obrdazek 28 Fibroblasty NIH/3T3 na povrchu pokrytém polypyrolovym filmem (tkanovy
plastik). Modra barva — jadro, cervena barva — cytoskelet

200 pm

Obrazek 29 Embryondlni kmenové bunky ES RI na referencnim povrchu (tkanovy
plastik). Modra barva — jadro, cervend barva — cytoskelet.
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Obrazek 30 Embryonalni kmenové bunky ES RI na polyazulenovém povrchu (tkanovy
plastik).Modra barva — jadro, cervena barva — cytoskelet.

Obrazek 31 Embryonalni kmenové buniky ES RI na polypyrolovém povrchu (tkanovy
plastik).Modra barva — jadro, cervena barva — cytoskelet
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8 DISKUZE

Vysledky experimentalni ¢asti mé diplomové prace nejsou optimalné porovnatelné
s dostupnymi publikacemi hlavné kvili tomu, ze polyazulen doposud nebyl podroben testim
bunécné viability a cytotoxicity. Dalsi pfipravené vodivé polymery, coz jsou polyanilin a
polypyrol jsou v této oblasti vice studovany a jejich vlastnosti jsou vice experimentalné
prozkoumany a jsou proto idealni pro srovnani pii podrobeni stejnym testim jako
polyazulen. Vybrané vodivé polymery byly podrobeny MTT testu a zkoumany pomoci

fluorescen¢ni mikroskopie, coz jsou testy vhodné k urceni bunécné viability a cytotoxicity.

V prvni fazi experimentalni prace jsem se zabyvala vyrobou vybranych vodivych polymerd,
coz probihalo chemickou polymeraéni reakci. Pii pfipravé polyazulenu bylo nutné pouzit na
rozpusteéni reagujicich latek ethanol misto vody, protoze monomer azulenu je hydrofobni
molekulou a je nutné pouzit alespon ¢astecné nepolarni rozpoustédla na jeho rozpusténi.
Polymery byly ptfipraveny ve forme tenkych filmii na tkanové Petriho misce nebo na laserem

vytiznutych koleckach ze stejného materialu a také ve form¢ prasku.

Na obréazcich 18-20 jsou zobrazeny desticky pouZzit¢ pro MTT test. V tomto testu se
aplikované MTT redukuje metabolicky aktivnimi buitkami na tmavé modrou krystalickou
formu. V pfipadé, ze jsou bunky metabolicky aktivni a zivé MTT se redukuje na modrou
formu hromadici se ve vnitinim prostoru bun¢k. K vyhodnoceni testu je nutné extrahovat
MTT zbunék pomoci organického rozpoustédla dimethylsulfoxid. Timto procesem je

zpusobeno, ze se modré krystalky pfeméni na fialovy roztok. Cim intenzivnéjsi je fialova

barva roztoku, tim vice se vyskytuje zivych bunék v testovaném vzorku.

Obrazek 18 zobrazuje polyanilin a polypyrol, u polyanilinu vidime, Ze roztok je bezbarvy,
coz znamena, ze zde nejsou metabolicky aktivni buniky schopné preménit MTT latku jejich
bunécnou aktivitou na barevny roztok. Polypyrol vykazuje rovnomérnou intenzitu fialové
barvy i1 pfes rizné koncentrace extraktu, v jedné jamce vidime bezbarvy roztok, ale to je
zpusobeno pouhym nedostatkem extraktu daného vzorku a hodnota je statisticky vyfazena
z dalSiho zpracovani. Obdobné vysledky vidime 1 na obrazku 19 s polyazulenovym
a kontrolnim extraktem odpovidajici. Test byl proveden také pro monomer azulenu (obrazek
20) pro srovnani zachovani biomedicinskych vlastnosti popsanych v kapitole Vlastnosti
azulenu vyuzitelné v medicing, v polymeru. Barva roztoku je intenzivné fialova, z toho lze

usoudit, ze jsou zde biologicky aktivni buiiky.
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Jak jiz bylo zminéno hlavnim vystupem z MTT testu je méfeni absorbance, byla prométena
pti 570 a 690 nm. Vysledky absorbance byly pfevedeny na relativni zZivotaschopnost bunék.
Absorbance referencniho vzorku byla zvolena za 100 % Zivotaschopnost a ostatni hodnoty
s ni byly porovnany. Po pfepoctu byly hodnoty podrobeny testu odlehlosti, jednofaktorové
analyze rozptylu (ANOVA), kterd se pouziva k porovnani stiednich hodnot mezi vice nez
dvéma skupinami. Byl pouzit také test rozsahu Tuckey, ktery se pouzivéa k ovéteni, které
pary skupin maji statisticky vyznamné odlisné stiedni hodnoty. Statisticky vyznamna
odli$nost naméfenych byla stanovena na hladindch vyznamnosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%*)
nebo p < 0,001 (***). U kazdého grafu byla v hodnoté 0,7 relativni zivotaschopnosti bun¢k

vynesena kiivka, cozZ je bézné pozivanym prahem vyhodnoceni cytotoxicity latek.

Na obrazku 21 je graf vyhodnoceni MTT testu pro kontrolni membranu. Médium tohoto
vzorku bylo bez vodivého polymeru, extrakt byl vyroben z Cisté¢ho filtracniho papiru
s médiem. Ocekavany vysledek grafu byla hodnota relativni zivotaschopnosti okolo 1 pro
vSechny koncentrace extraktu. Graf se vyviji tak, ze do 90 % koncentrace extraktu relativni
zivotaschopnost bun¢k roste nad hodnotu reference, to naznacuje, ze v extraktu se vyskytuji
latky podporujici rist bun€k. Filtracni papir je vyroben z celul6zovych vldken, spojenych
dohromady pomoci pryskytice. Celul6za mize byt pro rast bunék uzite¢na hlavné u bunék
rostlinnych, u pouzitych bunck fibroblastii nebyl oCekavany narust zivotaschopnosti. Pfi
pouziti 100 % extraktu Zivotaschopnost bun¢k prudce klesa na cca 0,6 referencni hodnoty,
coz by mohlo byt zplisobeno pro zménu negativnim vlivem celulozy a také pryskyfice na
rist zivocisné bunécné kultury, neposkytuji zadné piimé signaly nebo Ziviny nutné pro
bunéény rist. Vzhledem k tomuto vysledku je ocekavan pokles relativni Zivotaschopnosti
bunck s rostoucim zastoupenim extraktu 1 u ostatnich testovanych vzorkli vodivych

polymert na stejném filtracnim papiru.

Na grafu zobrazeném na obrazku 22 vidime vliv piisobeni extraktu obsahujicim polyazulen.
Pii 25 a 50 % koncentraci extraktu doSlo k narustu relativni zivotaschopnosti bun€k,
polyazulen mohl teoreticky bunécny riist podpofit. ZvySujici se koncentrace extraktu uz
bunécny rast nepodporuje, ve srovnani k referenci, ale nedochdzi ani k inhibici. Celkové
v celém rozsahu pouziti extraktu s obsahem polyazulenu nedoSlo k poklesu relativni
zivotaschopnosti bunék pod kritickou hodnotu 0,7. Z tohoto testu tedy vyplyva, ze

polyazulen neni pro zivotaschopnost bun¢k toxicky.

Obrazek ¢islo 23 zobrazuje graf pro MTT test zobrazujici extrakty s polyanilinem. V tomto

grafu lze pozorovat, Ze i nejmensi koncentrace extraktu je pro relativni Zivotaschopnost
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bun¢k toxickd a neumoziiuje bunéény rist. Divodem mize byt chemickd povaha
polyanilinu. Pfi interakci s buitkami mtize polyanilin ménit pH v okolnim prostiedi bunék,
muze také vyvolavat reakce s volnymi radikaly, které mohou poSkozovat bunky a jejich
slozky. Tato latka ma také tendenci k tvorbé agregatii, které mohou byt velké a obtizné

rozpustné, coz muze vést ke zhorsené biologické dostupnosti a snizené efektivite latky.

Dals$im testovanym byl extrakt obsahujici polypyrol, graf je viditelny na obrazku 24, do
koncentrace 50 % extraktu je relativni Zivotaschopnost bunék nad kritickou hodnotou 0,7.
Pii vyS$$i koncentraci extraktu uz relativni Zivotaschopnost bunck klesa pod kritickou
hodnotu cytotoxicity. Polypyrol mize omezovat bunéény rist vyvolanim tvorby reaktivnich
sloucenin kysliku, které mohou poskodit buiiky a jejich slozky, DNA nebo zvysit oxidativni
stres. MiiZze ovlivnit také funkci bunéénych membran, ovlivnit jejich strukturu a funkci.

Vysoké koncentrace polypyrolu mohou zplisobit nekrézu bunék.

Posledni latkou podrobenou MTT testu byl monomer azulenu, vysledky vidime na obrazku
25. Azulen neni povazovan za toxicky pro bunéény rast, ale jeho ucinek mtze byt zavisly
na koncentraci a délce expozice. Azulenovy extrakt tomuto tvrzeni odpovida do koncentrace
100 %, pfi plné koncentraci extraktu relativni Zivotaschopnost bunék klesd na hranic¢ni
hodnotu 0,7, coZ je orienta¢ni hodnota pro hodnoceni cytotoxicity, protoze pti této hodnoté

se obvykle projevuje naruseni bunécného ristu a pieziti.

Ptipravené tenké filmy byly vyuZity na test bunécné adheze a proliferace, ktery byl proveden
nabarvenim bun¢k postupem uvedenym v kapitole Test viability bun¢k. Vyuzité barvy jsou
fluorochromy, coZ jsou latky, které maji schopnost absorbovat urcité¢ vinové délky svétla
anasledné fluoreskovat svétlo pfi jiné vlnové délce. Hoechst jsou modré fluorochromy
vazajici se na DNA a tim umoznuji vizualizaci bunéénych jader. AktinRed ¢i AktinGreen se
vazi na aktinova vlédkna v cytoskeletu a umoziuji jejich zobrazeni. K aktivaci fluorochromt
musi byt zvolena vhodna vinova délka pro Hoechst je to UV svétlo s vinovou délkou okolo
350-360 nm a pro ActinRed je to vlnova délka okolo 540-590 nm. Vysledky tohoto méteni
byly vizualizovany pomoci inverzniho fluorescencniho mikroskopu a zaznamenany na
obrazcich 26-31. Na tento test byly pouzity dvé fady bunécénych linii, a to NIH/3T3,
izolovany z embryonalni mysi tkan€¢ a kmenové builkky ES R1. Kmenové buiky jsou
citlivéjsi na toxické latky pravdépodobné kvili tomu, Ze se nachazi ve stadiu aktivniho

dé€leni a jsou nachylnéjsi na poskozeni DNA nez fibroblasty, které nejsou aktivné se délici.

Na obrazku 26 jsou zobrazeny buniky NIH/3T3 péstované bez toxickych latek pouze v médiu

na tkanovém plastiku pouzité jako referenc¢ni hodnota hustoty porostu bun¢k. Na obrazku 27
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najdeme bunky NIH/3T3 rostouci na misce s polyazulenovym filmem, pokud tyto obrazky
srovname s referenénim snimkem, vidime, Ze hustota porostu je srovnatelnd, misty byla i
vetsi. Bunky maji zachovald jadra i cytoskelet s typickou morfologii pro fibroblasty
a mizeme soudit, Zze polyazulenovy film nijak nenarusil jejich Zivotaschopnost, naopak
vzhledem k husté porostlym mistiim je mozné usoudit, Ze bunéénou proliferaci podporuje,
coz je vsouladu s vysledky ziskanymi z MTT testu. Polypyrolovy film je zobrazen na
obrazku 28 a pii srovnani sreferencnim vzorkem taktéz nevykazuje zménu bunécné
morfologie, nicmén¢ oproti referenci a polyazulenu zde doslo k mirnému zhorSeni viability

bunc¢k NIH/3T3, stejné jako tomu bylo i u provedeného MTT testu.

Obrazek 29 zobrazuje embryondlni kmenové buitkky ES R1 rostouci s ¢istym médiem na
referenénim tkanovém plastiku. Cerveny cytoskelet i modra bunéné jadra jsou viditelna
a bunky jsou shluknuté do klastri, coz je pro embryondlni kmenové buiiky péstované in vitro
normalni. Co se tycCe testovanych vzorki, polyazulenovy film (obrazek 30) a polypyrolovy
film (obrazek 31) jsou porostlé buiitkami s morfologii i hustotou srovnatelnou s referenci.
V ramci testu bunécné adheze a proiferace lze tedy usoudit, Ze polyazulen a polypyrol jsou
kompatibilni s fibroblasty i kmenovymi buiikami. Na filmech vyrobenych z téchto vodivych
polymert buiiky adherovaly a proliferovaly na srovnatelné urovni jako bunky péstované

pouze s médiem na referen¢nim tkanovém plastiku.

Filmy z polyanilinu zde zobrazeny nenajdeme, pro buiitky NIH/3T3 i ES Rlje tento film
nevhodnym substratem a pomoci fluorescencniho mikroskopu nebyly zobrazeny ani jadra
ani bunécny cytoskelet, pfitom Ze barveni i nastaveni mikroskopu bylo provedeno stejnym
zpusobem jako u piedchozich vzorkl, takze chyba v téchto aspektech se da vyloucit.
Diivodem muiZze byt tvrdost nebo drsnost polyanilinového filmu ztézujici adhezi bunék na
povrch a také naruSujici interakci bunéénych membran s povrchem. Dalsi problém v této
oblasti muze byt také Spatnd hydrofilie povrchu, kterd miize vést k nedostate¢nému navazani
adhezivniho proteinu a snizeni adheze bunck. Vzhledem k tomu, ze 1 vysledky z MTT testu
vedly k velmi nizké viabilit€¢ bunék, mizeme usoudit, Ze polyanilin je toxicky jak pro

odolng;jsi fibroblasty, tak pro citlivéjsi kmenové bunky.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit prasky a filmy polyazulenu a stanovit jejich
biologické vlastnosti. Spolu s polyazulenem byly pfipraveny i prasky a filmy polyanilinové
a polypyrolové. Na pfipravenych materidlech bylo provedeno stanoveni biologickych
vlastnosti pomoci testl viability, konkrétné to byl test MTT a zobrazeni aparatd nabarvenych
fluorochromy pomoci inverzniho fluorescen¢niho mikroskopu. Na zaklad¢ vysledkl z téchto
testll 1ze vyvodit, ze polyazulen je polymer, ktery neptisobi cytotoxicky. V. MTT testu
cytotoxicity extraktii mél polyazulen nejlepsi vysledek ze vSech testovanych vodivych
polymeri a prokézal se jako material s nejlepsi cytokompatibilitou. MTT testu se podrobil
i monomer azulenu, ktery se prokazal také jako cytotoxicky nezdvadny a dd se proto
ptedpokladat, Ze vlastnosti monomeru se pienéseji i na polymer, alespoii v této oblasti. Déle
na snimkach z fluorescen¢niho mikroskopu, kde vidime, Ze testované buiiky, jak fibroblasty,
tak 1 embryonalni kmenové buriky, na polyazulenovych filmech rostly zcela bez omezeni.
Kmenové builkky jsou citlivé na podminky bunééného ristu a to, Ze rostou na
polyazulenovych filmech, je pozitivnim znakem toho, Ze nejsou cytotoxické. Oproti tomu
polypyrolové filmy vedly k mirnému poklesu proliferace a polyanilin prokéazal silnou
cytotoxicitu v obou testech, je tedy pro rist bun¢k nevhodny. Polyanilin je i pies to kvili
svym vlastnostem v biomediciné ¢asto vyuZivan, musi pouze dojit k pravam, aby se toxicita
snizila. MuZe to byt naptiklad ptidanim hydrofilni skupiny, kterd zméni chemickou strukturu

nebo povrchova Gprava polyanilinu a dalsi.

Polyazulen je obecné malo vyuZzivany vodivy polymer i pfes to, ze jeho biologické vlastnosti
jsou vmnoha ohledech lepsi nebo srovnatelné s ostatnimi vodivymi polymery.
Z experimentalni ¢asti toto tvrzeni mizeme podpofit. Nizkd mira vyuziti polyazulenu miize
byt zplisobena naro¢nym procesem ziskavani monomeru azulenu. Azulen neni syntetizovan
komer¢né, ale je ziskavan piedevsim z ptirodnich zdroji — extrakei z rostlin. Azulen je vzdy
pfitomen pouze v omezeném mnozstvi, a proto miize byt jeho tézba nakladna. Ve srovnani
s monomery anilinem a pyrolem, které jsou syntetickymi monomery, je ziskani azulenu
nakladnéjsi. IkdyZ je polyazulen vlastnostmi velmi slibnym vodivym polymerem vhodnym
1 pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich, v soucasné dob¢ jeho vyuziti ani vyzkum neni

tak rozsahly jako u dalSich vodivych polymert jako polyanilinu nebo polypyrolu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ANOVA - analyza rozptylu

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

DMEM - Dulbecco Modified Eagle Medium

DMSO - dimethylsulfoxid

HOMO - nejvyssi obsazeny molekulovy orbital

hSGLT1/2 — gluk6zovy transportni protein

LUMO - nejnizsi neobsazeny molekulovy orbital

MERS - blizkovychodni respira¢ni syndrom

MTT - (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl1]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
NIH — narodni tstav zdravi

OLED - organické dioda

OPVs — organické fotovoltaické zatizeni

OTFT — organické tranzistory

P59 - wo[Ni(L1)Gd(NO3)3(azbbpy)]-CH3CN

PACT — antimikrobiélni fotodynamicka terapie

PBS — fostatovy pufr

PPI — inhibitory protonovych pump

SARS — téZky akutni respiracni syndrom
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