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ABSTRAKT

Diplomova préaca sa venovala syntéze, charakterizacii a biokompatibilite vodivych
polymérov polyanilinu a polypyrrolu pre biomedicinske aplikacie. V ramci teoretickej prace
boli popisané vodivé polyméry, ich syntéza, charakterizacia a aplikéacie. Nasledne, v ramci
Casti praktickej, boli polyméry pripravené chemickou oxidéaciou s anidbnovymi farbivami
(Metyloranz, Acid Blue 25, Acid Blue 129) vo forme praskov a filmov. Nésledne prebehla
materidlova charakterizacia za vyuzitia metdéd UV-Vis a SEM. Pre stanovenie vhodnosti pre
biomedicinske aplikacie bola stanovena cytotoxicita za vyuzitia MTT testu. A skimana bola

i schopnost’ bunkovej proliferacie na pripravenych filmoch.

Klacové slova: vodivé polyméry, polyanilin, polypyrrol, chemickd oxidacia, anidonové

farbiva, SEM, cytotoxicita

ABSTRACT

The diploma thesis was focused on the synthesis, characterization, and
biocompatibility of conductive polymers, namely polyaniline and polypyrrole, for
biomedical applications. The theoretical part described conductive polymers, their synthesis,
characterization, and applications. Subsequently, in the practical part, the polymers were
prepared by chemical oxidation with anionic dyes (Methyl Orange, Acid Blue 25, Acid Blue
129) in the form of powders and films. Subsequently, material characterization was carried
out using UV-Vis and SEM methods. Cytotoxicity was determined using the MTT test to
assess samples suitability for biomedical applications. The ability of cell proliferation on the

prepared films was also investigated.

Keywords: conductive polymers, polyaniline, polypyrrole, chemical oxidation, anionic dyes,

SEM, cytotoxicity



V prvom rade by som sa chcela pod’akovat’ vedicej mojej diplomovej prace doc. Ing.
Zdenke Vichovej, Ph.D. za jej odborné vedenie, cenné rady, trpezlivost’ a €as, ktory mi pocas
celej doby konzultacii a prace v laboratériu venovala.

Taktiez by som sa chcela pod’akovat’ mojmu priatelovi, rodine a kamaratom za

neustalu podporu pri Studiu na univerzite Tomasa Batu.



L UAYZ0 ) ) 2R A1
I TEORETICKA CAST 12
1  UVOD DO VODIVYCH POLYMEROV 13
2 HISTORIA VODIVYCH POLYMEROV 15
3  SYNTEZA VODIVYCH POLYMEROV 16
3.1 ELEKTROCHEMICKA SYNTEZA .....uiiiiiiitieiiieeite et eite st site et sieesiteesieeebeeseaesaeeens 16
3.2 CHEMICKE SYNTEZA . .c..eiuttiutetteienitenteeteeiteste et setesteetesatesteentesaeesbeenbesanesseensesnnenee 21
33 MODIFIKACIA VODIVYCH POLYMEROV ......ciiiiiiiiieiiesiieeieesiteesieesteenieesieeseeesaeeens 23
3.3.1  Princip INTEIaKCIC ...cuvieiieiiieiieeiieeiieete ettt ettt sere et e s e 24

3.3.2  MELYIOTANZ ..ooiiiiniieiieeee ettt et et 25

333 ACIABIUE 25 oottt 26

334 ACIADIUC 129 ..ot e e 26

4  CHARAKTERIZACIA VODIVYCH POLYMEROV .....ccovoneunerrersrsessnssessees 27
4.1 MORFOLOGIA A STRUKTURA ....ccutiiiiietieniteetteeiteeieesteesieesiseesieesnseensaeenbeesnnesseens 27
4.1.1  Skenovacia elektronova mikroskopia (SEM).....c..ccceevviiviieiiieniieniienieeieens 28

4.2 VODIVE VLASTNOSTI A DOPOVANIE ......ceitieitieniieniiesieenieeeseesseesseesseeeseesseesseens 28

5  APLIKACIE VODIVYCH POLYMEROV 31
5.1 BIOELEKTRINA ....eiiutttiitttentteeeite et te ettt e ettt e ettt e ebtee st e e st e e sabtessaseesneeesnneesaneeas 31

II PRAKTICKA CAST .33
6 CIEL PRACE ..oueeereereeensenssesssesssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 34
T MATERIALY .ouvuerernennssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
7.1 CHEMIKALIE.......eetttitteeiieette st eteeeiteesteesiteebtesateebeesabeeseesnbeenseesnseeseesnseensaesnseens 35
7.2 BIOLOGICKY MATERIAL ....coittiiiiiaiieniieetteniieeitesiteeite st etesate e i e sateeneeesaneenneeeane 36
7.3 PRISTROJOVE A LABORATORNE VYBAVENIE.......coeiiiiiieiieeieeniiesieeniieeieeseaeseeens 36
7.4 SOFTWARE ...ttt ettt ettt et ettt e sa e et e sbbe st eenaeeebeesaees 36

8 METODY .oueeerrrrerrsersssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasses 37
8.1 SYNTEZA VODIVYCH POLYMEROV ......tiiiiiiiiiiiieniieeiteniteeieesite et e seee st esieeeiee e 37
8.1.1  Priprava polypYITolU ..ccc.coiiriiiiiiiiiiiieiicstceee e 37

8.1.2  Priprava polyanilinU..........cccocvieeoiiieniiiiieieeeee e 38

8.2 UV-VIS CHARAKTERIZACIA ..c..eovuiiiiiiiniiiieeieeitesie ettt st sete s 39
8.3 CHARAKTERIZACIA MORFOLOGIE POMOCOU SEM ......cccoovviiiiiiiiiiecee e, 40
8.4  BIOLOGICKE TESTOVANIE .....eeitiriietieientienteetesttesieetesitenteesaesstensesasesesesseensesnnennes 41
8.4.1  Kultivacia a pasaZzovanie buni€k...........cccceevviveeriiieiniiieeniie e 41

8.4.2  Priprava extraktov z polymerov ..........ccecuieriiriiinieniieieeieeee e 42

8.4.3  Expozicia buniek extraktom a MTT test.......cccceeevveeriiieiniiieeniieeiee e, 42

8.4.4  Kultivacia buniek na polymérnych filmoch a fluorescenéné farbenie......... 43



9

Z0OZNAM POUZITEJ LITERATURY
ZOZNAM OBRAZKOYV .eeeeveeeeeeererenesssans
ZOZNAM TABULIEK.......ooeeueeeeeeeeereesenns

VYSLEDKY A DISKUSIA

9.1 UV-VIS SPEKTROSKOPIA POLYMERNYCH FILMOV .......ccccuvunnn....
9.2 MORFOLOGIA POLYMEROV — VYSLEDKY SEM ........cccovil.

9.2.1  Morfologia filmov .........cceeevieieiieeieece e
0.2.2  Morfoldgia PraSKOV .......ccceevieiiieriieeiieieeieeee e

9.3 CYTOTOXICITA PRASKOVYCH FORIEM ....eueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn
94 CYTOTOXICITA FILMOV ..tttttieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeaeseeeeesennnans

9.5 BUNKOVY RAST NA FILMOCH ...eeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeenns

ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

44
44
45

46
49

52
60
62
71
73

<17

79
80



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Vodivé polyméry predstavuji skupinu materidlov, ktoré kombinuji vlastnosti
klasickych polymérov s elektrickou vodivostou typickou pre kovy. Prave tato kombinacia
im umoziuje uplatnit’ sa v Sirokom spektre oblasti — od elektroniky az po biomedicinu.
V biomedicinskom vyskume vzbudzuji zdujem najmi pre svoju schopnost’ ovplyviiovat
bunkové spravanie a interagovat s biologickym prostredim, ¢o ich predurcuje na vyvoj
novych materidlov s potencialom v tkanivovom inZzinierstve ¢i kontrolovanom uvolnovani
lieCiv.

Medzi najviac skimané vodivé polyméry patri polyanilin (PANI) a polypyrrol (PPy),
ktoré st znadme nielen svojou vodivostou, ale aj moznostou relativne jednoducho
modifikovat’ ich Struktiru a povrchové vlastnosti uz pocas syntézy. Prave morfologia
vysledného polyméru moze vyrazne ovplyvnit' interakciu materidlu s bunkami a jeho
vysledni cytokompatibilitu. Jednym zo sposobov, ako morfoloégiu vodivych polymérov
cielene ovplyvnit, je pridavok organickych farbiv pocas polymerizécie. Predpoklada sa, Ze
tieto molekuly moZu pdsobit’ ako Sablony, ktoré usmeriiuja rast polymérneho ret’azca a tym
vytvaraju odlisné nano alebo mikrostruktiry. Takto pripravené polyméry mézu vykazovat

rozdielne biologické vlastnosti.

Ciel'om tejto diplomovej prace je preto syntetizovat’ polypyrrol a polyanilin s pouZzitim
vybranych farbiv — metyloranz, acid blue 25 a acid blue 129 a nésledne vyhodnotit’, ako tieto
pridavky ovplyviiuji vysledni morfologiu a cytokompatibilitu materidlov. Ako referenné
vzorky budu sluzit’ polyméry pripravené za rovnakych podmienok, avSak bez pridavku
farbiv. Morfoldgia vzoriek bude analyzovand pomocou skenovacej elektronovej
mikroskopie (SEM) a biologickda odozva bude hodnotend pomocou MTT testu

a fluorescencného farbenia buniek po kultivacii na polymérnych filmoch.
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I

TEORETICKA CAST
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1 UVOD DO VODIVYCH POLYMEROV

Priprava vodivych polymérnych materialov (CP) sa stala vyznamnou sucastou
vyskumu materidlov. Nanostrukturované vodivé polyméry, ako napriklad polypyrrol (PPy)
alebo polyanilin (PANI) st syntetizované roznymi metodami chemickej alebo
elektrochemickej oxidacie.! Vsetky vodivé polyméry maji spoloéni konjungovani
Struktaru s alternujicimi dvojitymi vizbami medzi atdbmami uhlika, ktora je zobrazena na
Obrazku 1. Prave tato Specificka Struktura im poskytuje vlastnosti ovplyviujlice energetické
urovne, ako st nizkoenergetické optické prechody, ionizacné potencidly a vysoké afinity
k elektronom. Najdodlezitejsim aspektom konjungovaného polyméru z elektrochemického
hladiska je jeho schopnost fungovat ako elektricky vodi¢. Téato vlastnost’ je navySe
regulovana redoxnym prepinanim pri Specifickych potencialoch, ktoré sprevadza pohyb
dopantovych i6nov dovnutra alebo von z materidlu v zavislosti od celkového naboja
polyméru. Vdaka novym poznatkom z molekularnej biologie a biofyzikalnych suvislosti
materidlovych povrchovych vlastnosti si miestne interakcie medzi bunkami a ich
bezprostrednym mikroprostredim coraz lepSie pochopené a vyuzivané pri navrhu

praktickych biomateridlov.>

Q‘M’k

trans-polyacetylene

J N\ )\

cis-polyacetylene

NN N

S S s~
polythiophene

*

Obrazok 1: Priklady Struktur vodivych polymérov.
Konjungovana Struktira pozostavajlica z
alternujucich dvojitych vézieb medzi atbmami
uhlika je spolo¢na pre vSetky vodivé polyméry.
Prevzaté z ref.?
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Okrem PPy a PANI si ziskali zvla§tnu pozornost’ v oblasti nanovedy a nanotechnoldgie
aj vodivé polyméry ako su polyacetylén (PA), poly(p-fenylen-vinylen) (PPV), poly(3,4-
etyléndioxythiofén) (PEDOT), polyfuran (PF) a d’alSie derivaty polytiofénu (PTh). Medzi
ich vlastnosti patri okrem vodivého mechanizmu aj reverzibilny proces dopovania/de-
dopovania, kontrolovatelné chemické a elektrochemické vlastnosti ajednoducha

spracovatelnost’.?
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2 HISTORIA VODIVYCH POLYMEROV

Termin ,,polymér* zaviedol Jacob Berzelius uz v roku 1832, iba dva roky pred prvou
zmienkou o materidli, ktory dnes pozname ako polyanilin. Polyanilin povazujeme za prvy
plne synteticky polymér. Jeho dneSny nazov vSak nebol bezne pouzivany az do 60. rokov
20. storocia. Predtym bol znamy ndzvami odvodenych od farieb ako emeraldin, azurin,
anilinova &eri a iné.* V roku 1834 v Berline F. Ferdinand Runge pripravil tmavozeleno-
¢ierny material oxidaciou dusi¢nanovej soli anilinu pomocou oxidu medi v kyslom prostredi.
Runge ukazal, ze podobny vysledok nastava aj pri pouziti roznych medenych soli alebo
dichromanu draselného. Zistil, Ze tieto farebné produkty moézu mat praktické vyuzitie
napriklad pri farbeni vlny. To predchadzalo komerénému zvedeniu anilinovych farbiv v roku
1856. Neskor Henry Letheby vroku 1862 pripravil modrofialové materidly
elektrochemickou oxidaciou anilinu v kyseline sirovej, ¢im zaznamenal najskorsi znamy

priklad elektropolymerizacie konjungovaného polyméru.’

V roku 1915 pripravil Angelo Angeli ¢ierny praSok oxidaciou pyrrolu peroxidom
vodika a kyselinou octovou. Tento produkt, podobny anilinovej ¢erni, bol jednym z prvych
znamych prikladov polymerizovaného pyrrolu. V roku 1968 tim na Univerzite v Parme
pripravil prvy znamy priklad elektropolymerizovaného polypyrrolu vo forme filmu, pricom
vznikali lamelové filmy z roztokov pyrrolu v kyseline sirovej aplikéciou konstantného prudu
100 mA na platinovej elektrode po€as dvoch hodin. Nasledne bol polypyrrolovy film
preplachnuty destilovanou vodou a vysuseny vo vakuu. Rontgenova analyza ukézala, Ze film

bol amorfny, a merania vodivosti pri izbovej teplote dosiahli hodnotu 7,54 S cm™.°
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3 SYNTEZA VODIVYCH POLYMEROV

Vodivé polyméry sa ziskavaju procesom polymerizacie.” T4 pozostdva z troch
hlavnych krokov: oxidacia, tvorba vizieb (coupling) a deprotonizacia.® Po ich priprave
mdzu byt d’alej modifikované, napriklad dopovanim. Dopovanie vodivych polymérov je
proces, pri ktorom sa pridavaju dopanty, aby sa zvysila ich elektrickd vodivost’. Po dopovani
vodivost’ polymérov moze vzrast’ az na uroven kovov. Dopanty sposobuju redoxné procesy,
ktoré bud’ pridavaji alebo odoberaju elektrony, ¢im vytvaraji nabojové nosice, ako su
polarne a bipolarne i6ny alebo solitény. V p-typ dopovani dopant odobera elektrony, ¢im
vznikajui kladné diery (miesta bez elektronov), zatial’ co v n-typ dopovani dopant pridava
elektrony. P-dopovanie je beznejsie, pretoze zaporné naboje pri n-dopovani si menej

stabilné.’

Vodivé polyméry sa moézu syntetizovat chemicky alebo elektrochemicky.
Elektrochemickéd syntéza je vSeobecne beznejSia, pretoze je rychla a hlavne umoziuje
presnu kontrolu.. Elektrochemické polymerizacia vytvara tenké filmy s hribkou niekol’kych
mikrometrov na povrchu elektrody, zatial ¢o chemickd oxidacia vedie k tvorbe
jemnozrnného materidlu. Na rozdiel od elektrochemickej polymerizacie, pri ktorej je mozné
vytvorit’ len tenké filmy polymérov, pri chemickej polymerizacii vznikaju rézne formy
vyslednych polymérov. V zavislosti od typu polyméru je mozné pripravit’ prasky, filmy,
koloidné suspenzie alebo hydrogély/kryogély.”!® Vytaznost a kvalita vyslednych
polymérov st ovplyvnené niekol’kymi faktormi, vratane typu a koncentracie monoméru,
pritomného proti-idonu, pouzitého rozpustadla, elektrochemickych podmienok (elektroda,
aplikované napiitie), teploty a pH.® Jednym z najtispesnejsich polymérov z hl'adiska objemu

syntézy je PEDOT:PSS. Jeho produkcia dosahuje viac ako 100 ton ro¢ne.’

3.1 Elektrochemicka syntéza

Elektrochemickd syntéza umoznuje kontrolu hribky a morfolégie vysledného
polymérneho filmu. Elektronicky vodivé polyméry sa zvyCajne ukladaji na povrch
elektrody prostrednictvom anodicke; oxidacie (elektropolymerizacia) prisluSného
monoméru v pritomnosti elektrolytového roztoku. Pri tomto procese mézu byt’ pouZzité rozne
techniky, vratane potenciostatickej (konStantny potencial), galvanostatickej (konStantny
prad) a potenciodynamickej (skenovanie potencidlu, napriklad cyklicka voltametria)

metody.!!
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Pri elektrochemickej syntéze je dolezita vol'ba rozpustadla a elektrolytu, ktoré musia
byt stabilné pri oxidacnom potenciali. Organické rozpustadld ako st acetonitril alebo
propylénkarbonat maju vel’ky potencidlovy rozsah a vysoku permitivitu, ¢o umoziuje dobra
disociaciu elektrolytu a zabezpecuje vhodnu idnovu vodivost. Ked’ze pyrrol ma relativne

nizky oxidaény potenciél, je jeho polymerizacia mozn4 aj vo vodnom prostredi.”!!

Proces polymerizacie zafina tvorbou radikdlového katiénu z monoméru, ktory sa
nasledne spaja s d’als$imi monomérmi v roztoku, ¢im sa najprv vytvaraju oligomérne
produkty a neskor samotny polymér. Rozsirena konjungacia v polyméri znizuje oxidacny
potencial v porovnani s monomérom. Syntéza a dopovanie polyméru prebiehaji sucasne:
dopujuci anidn sa inkorporuje do polyméru, aby zabezpecil elektroneutralitu filmu a na konci

reakcie vznika polymérny film s kontrolovanou hrabkou.!!!2

Mechanizmus elektropolymerizécie pyrrolu prebieha v nasledujicich krokoch:!%!?

1. Oxiddcia monoméru: Monomér sa na povrchu elektrody oxiduje a vytvori
radikalovy kation (R™). Kvoli rychlemu prenosu elektronov sa v blizkosti elektrody

vytvori vysoka koncentricia radikalovych katiénov. (Obr. 2) 1213

I\ e (&
E E
1

Obrazok 2: Oxidacia monoméru pyrrolu. Pyrrol straca
elektron a vznika radikalovy kation. Prevzaté z ref.!?

Podla rozloZenia elektronovej hustoty vznikaji r6zne rezonanéné formy

radikélového katiénu ¢o znamend, Ze kladny naboj a nesparovany elektron mozu byt

rozlozené po celej molekule. (Obr. 3)!%!13
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e

N
o

H H

3 3 5

Obrazok 3: V tomto kroku sa dva radikalové kationy pyrrolu
(oznacené ako 3) spoja prostrednictvom vizby medzi ich a-
polohami. Prevzaté z ref.!?

2. Vznik diméru: Radikalovy kation R™ ma vysoku hustotu volného elektronu v o-

polohe a spoji sa s inym radikalovym katiénom za vzniku diméru. (Obr. 4)!%!3
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Obrazok 4: Rezonan¢né formy radikalového kationu pyrrolu. Prevzaté
z ref.!?

3. Stabilizacia: Dimér straca dva protony, ¢o vedie k vytvoreniu aromatického diméru,

ako je zobrazené na obr. 5. Vznikéd stabilnejSia Struktura, ktord obsahuje plne

konjungované m-elektrony, ¢o je nevyhnutné pre d’al3i rast polyméru.'>!13
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Obrazok 5: Vznik aromatického diméru. Prevzaté z ref.!'?

4. DalSia polymerizacia: Polymerizaéna reakcia prebieha oxidaciou diméru (6) na
radikalovy kation (7), zobrazené na obr. 6. Ked'Ze nesparovany elektron je teraz

delokalizovany cez dva kruhy, oxida¢ny potencidl diméru (6) je niz$i, ako oxidacny
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potencidl monoméru. Dimér sa preto l'ahSie oxiduje pri aplikovanom potenciali,
ktory zodpoveda oxidaénému potencidlu monoméru. Dalsim dosledkom tejto
stabilizacie je, ze radikalovy kation diméru je menej reaktivny ako monomér. Pozicie
5-5 su stale najreaktivnejSie miesta, pricom rezonan¢na forma (9) je dominantna

v porovnani s 8 a 10. Tento proces je kIi¢ovy pre rast polymérneho retazca.'>!?

\ ]

H H
10
Obrazok 6: Oxidacia diméru pyrrolu (6) na radikalovy kation (7) a
jeho rezonanéné formy (8,9,10). Prevzaté v ref.!?
5. Reakcia s d’alSim monomérom: Rezonan¢na forma (9) reaguje na pozicii 5’ alebo
5 sradikalovym kationom monoméru (3) zobrazenom na obr. 4, ¢im vznikd
trimérovy dikation (11), ktory stratou proténov tvori neutralny trimér (12), ako je

znazornené na obr. 7.'%13

H | ! | i
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Obrazok 7: Vznik neutralneho triméru. Prevzaté z ref.!?

6. Pokracovanie oxidacie: Elektrooxiddciou triméru (12) vznikd radikdlovy kation

(13), vid'. obr. 8.
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Obrézok 8: Vznik radikdlového kationu (13) a jeho rezonanéné formy (14,15,16,17),
ktoré stabilizuju Strukturu a umoznuju d’alsi rast polymérneho ret’azca. Prevzaté
z ref.!?

7. Pokracovanie polymerizacie: Polymerizaény proces pokracuje opakovanim
rovnakého sledu reakcii: oxidacia, spojovanie (coupling) a deprotonacia, az kym sa
nevytvori kone¢ny polymér (obr. 9). Ako sa retazec predlzuje, vznikaju nové vizby
medzi monomérnymi jednotkami, pricom dominantné zostdvaju vizby na a-

poziciach. AvSak pri dlh$ich retazcoch zacinaji byt pritomné aj B-vézby, ktoré su
12-14

zodpovedné za nizku kryStalickost’ PPy.

Obrazok 9: Oxidécia PPy na jeho dopovanu vodivl formu, kde
zaporny anion (X°) kompenzuje kladny néboj vznikajici na
polymérnom retazci. Prevzaté z ref.'?

Elektrochemické metody polymerizacie maju vSak urcité obmedzenia. Prvym je, ze
je naro¢né pripravit’ vic¢Sie mnozstvo polyméru, pretoze polymerizacia prebieha iba na
povrchu elektrédy. Druhym obmedzenim je, Ze elektrochemicky syntetizovany

polypyrrol je asto nerozpustny v beznych organickych rozpustadlach aj vo vode."
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3.2 Chemicka syntéza

Popri elektrochemickej polymerizacii, ktorda umoznuje presni kontrolu morfoldgie
a hrubky vrstvy, je chemickd polymerizacia tradicnym a stadle pouzivanym spdsobom na

pripravu polymérov, najmi vo forme praskov alebo kompozitov.'®

Chemicka polymerizacia ma svoje vyhody najmé v jednoduchosti a moznosti pripravy
vacSich mnozstiev materialu, pretoze vysledny polymér sa ziskava ako amorfné suspenzia
precipitovand v celkovom objeme polymerizaéného roztoku.!>'® Pri optimalizacii
podmienok dokaze tato metdda poskytnit’ polyméry s vysokou vodivostou a polymérnou
Struktarou.'® Na druhej strane chemickd polymerizacia, oproti elektrochemickej, vedie
k vy$s$im koncentraciam neziaducich vedlajSich produktov, ¢o je dolezité predovsetkym pre

aplikacie v biomedicinskych oblastiach, kde sa vyzaduje biokompatibilita materialu.'’

V poslednych troch desatrofiach bola optimalizacia polymerizaéného procesu
predmetom intenzivneho vyskumu. Napriek tomu, ze bolo publikovanych viacero stadii
o polymerizécii v organickych rozpustadlach, reakcie vo vodnych médidch pri nizkom pH
zostavaju najviac skimanymi metédami. Na chemickl polymerizaciu pyrrolu boli testované
rozne anorganické oxidanty, ako napriklad amoéniumpersulfat ((NH4)2S20s), peroxid vodika
(H202), chlorid zelezity (FeCls), med’naty perchlorat (Cu(ClOs)2) alebo hexakyanozelezitan
draselny (Ks[Fe(CN)s]). Tieto oxida¢né ¢inidla dok4dzu oxidovat’ pyrrol v iniciaénom kroku

polymerizacie. 31517

Mechanizmus chemickej polymerizacie pyrrolu méze prebiehat dvoma spdsobmi:

1. Spojenie dvoch radikalovych kationov — dochadza tu k oxiddcii monoméru
pyrrolu, ¢im vznikaju chemicky aktivne radikalové katidny (obr. 10A). Spojenim
dvoch radikalovych kationov v inicianom kroku sa vytvori radikalovy kation
diméru, ktory naslednou deprotonaciou produkuje bipyrrol. Dalej je bipyrrol opat

oxidovany a spaja sa s d’alsou oxidovanou molekulou (obr. 10B)."
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Obrazok 10: Oxidacia monoméru pyrrolu (A) a vznik diméru a triméru (B).
Prevzaté z ref.'*

2. Reakcia radikalového kationu a neutrialneho monoméru — Alternativny

mechanizmus chemickej polymerizacie pyrrolu navrhli Tan a Ghandi.'® Tento
mechanizmus naznacuje, bezne pouzivany sposob polymerizacie pyrrolu, zalozeny
na spdjani radikdlovych katiénov (obr. 10B), nie je dostato¢ne vhodny na opis
tvorby polypyrrolu (PPy) vo vodnom prostredi. Namiesto toho tento novy
mechanizmus navrhuje, ze pyrrolovy monomér je napadnuty radikdlovym
kationom, ¢o vedie k jeho priamej reakcii s oxidovanym oligomérom pyrrolu (obr.
11A). Pri tomto procese sa pyrrol oxiduje a polymerizuje na poziciach 2 a 5, ¢o
vedie k linedrnemu ret'azcovému rastu. Si¢asne sa oxidujl a prie¢ne viazu protony
na poziciach 3 a 4 pyrrolu, ¢o prispieva k vzniku trojrozmernej Struktiry (obr. 11B).
Tento mechanizmus zohl'adiuje rychlu oxidaciu pyrrolu a jeho néslednt interakciu
s oxidovanymi oligomérmi, ¢o umoziuje presnejsi popis polymerizacie vo vodnom

prostedi.’
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Obrézok 11: Iniciacia polymerizacie oxidaciou pyrrolového monoméru (A)
a rast polymérneho retazca (B). Prevzaté z ref.!*

4‘—

3.3 Modifikacia vodivych polymérov

Modifikacia vodivych polymérov je kI'iCovym procesom na zlepSenie ich elektrickych,
mechanickych a chemickych vlastnosti, ¢o umoziuje ich $irSie vyuzitie v rdéznych
technologickych oblastiach. Modifikacia moZe prebiehat’ viacerymi pristupmi, ktoré mozu
zahfiiat’ zmeny v Struktare polyméru, dopingové techniky, kombinovanie s inymi materialmi

alebo napriklad zmenu ich fyzikalnych vlastnosti.'”

Vodivé polyméry, ako st polyanilin a polypyrrol vykazuju schopnost’ interakcie
s organickymi farbivami, ¢o je spdsobené¢ podobnostou v konjugovanej molekulovej
Struktare oboch zloziek. Interakcia vodivych polymérov s organickymi farbivami sa
prejavuje tromi hlavnymi spdsobmi, ktoré boli doteraz skimané oddelene. Prvym z nich je
zlepSenie vodivosti a kontrola morfologie pri pouziti organickych farbiv ako Sablon pri
priprave polypyrrolu. Druhou oblast'ou je adsorpcia farbiv na vodivé polymeéry, ktord sa
vyuziva najmd pri Cisteni znecCistenej vody. Tretim smerom je fotokatalyticky rozklad

organickych farbiv, ktory ma taktieZ environmentalne vyuZitie. Posledné dve aplikacie
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nevyzaduji pritomnost’ vodivosti, ktora je inak kIiCovou vlastnostou vodivych

polymérov.?°

Zatial’ ¢o vodivé polyméry maju polymérny charakter a obsahuju polarony ako nosice
naboja zodpovedné za vodivost,, farbiva st nizkomolekulové zluceniny, ktoré sa spravaju

ako elektrické izolanty.?*-*!

3.3.1 Princip interakcie
Existuju Styri zakladné spdsoby, akymi vodivé polyméry a farbiva interaguju:

. m—m interakcia medzi vodivymi polymérmi a organickymi farbivami vznika
zdiel'anim m-elektronov medzi aromatickymi kruhmi oboch latok, ¢o je energeticky
vyhodné (obr.12). Téato interakcia pravdepodobne dominuje v ich vzajomnom

posobeni. Okrem toho m6zu vznikat’ komplexy s prenosom naboja medzi farbivami

a retazcami polymérov, o ovplyviluje ich vlastnosti.??

HsC
N\ S,
H3C hydrogen -

bonding :

Obrazok 12: Ilustracia n—m interakcii, idbnovych vizieb a vodikovych
vézieb medzi vodivym polymérom polypyrrolom a organickym
farbivom metyloranz (MO). Prevzané z ref.?°

2. Vodikové viazby medzi vodivymi polymérmi a farbivami vznikaju interakciou
vodikovych atémov s dusikovymi atdbmami v polyméroch a dusikovymi alebo
kyslikovymi skupinami vo farbivach. Tieto vizby st pravdepodobne dévodom
nerozpustnosti vodivych polymérov vo vode a zohravaju klticova tlohu pri

adsorpcii farbiv na polyméry.?

3. Vodivé polyméry, ako polyanilin a polypyrrol, moézu idénovo interagovat

s anionovymi farbivami vd’aka svojmu kladnému naboju. Tieto interakcie mozu
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viest’ k tvorbe soli alebo zosietovaniu, najmé ak farbiva obsahuju viac sulfoskupin.
Doékazy o tychto vdzbach st zatial’ obmedzené, ale predpoklada sa ich vyznam pri
viazani farbiv na polyméry.?°

4. Vznik kovalentnych vizieb medzi vodivymi polymérmi a farbivami je velmi

zriedkavy a zvycajne neprebieha spontanne.>

Interakcia vodivych polymérov s organickymi farbivami ovplyviiuje ich morfologiu,
vodivost, adsorpéné vlastnosti a fotokatalyticki degradaciu farbiv, ¢im rozSiruje ich
aplikacné moznosti. Farby mozu vyrazne ovplyvnit morfolégiu polymérov, pricom
pritomnost’ niektorych farbiv, ako je metyloranz (MO), podporuje tvorbu nanotrubic
namiesto globuldrnych Struktur, ¢o vedie k lepSej vodivosti a SirSiemu vyuzitiu
v biomedicinskych aplikiciach.?®?* Tieto $trukturdlne zmeny uzko stvisia so zvy$enim
vodivosti, kde nizke koncentracie farbiv mo6zu podporit’ lepSi prenos naboja medzi
polymérnymi retazcami, zatial ¢o vys§ie koncentracie modzu vodivost’ znizovat. Dalsou
vyznamnou vlastnost'ou je adsorpcia farbiv, ktord umoziuje vyuzitie vodivych polymérov
pri tprave vody, priCom kontrolované uvolfiovanie farbiv méze byt riadené zmenou pH
alebo elektrochemickymi procesmi. Okrem toho modze fotokatalytickd degradacia farbiv
podporend vodivymi polymérmi a ich nanokompozitmi s oxidmi kovov prispievat
k efektivnejSiemu rozkladu znecistujucich latok. Tieto vlastnosti robia z vodivych
polymérov perspektivne materidly pre environmentalne a technologické aplikacie, vratane

biosenzorov, ¢istenia vody a biomediciny.?%2>2

Mnohé organické farbivd moéZzu existovat’ vo viacerych formach v zavislosti od pH
prostredia, zvycajne ako kyseliny alebo ich soli. Tato zmena ovplyviiuje ich rozpustnost’
a adsorp¢né vlastnosti na vodivych polyméroch. Napriklad MO je pri nizkom pH pritomny
ako hydrofobna kyselina, zatial' ¢o pri vy$Som pH sa premienia na dobre rozpustnu sol’.
Podobné spravanie sa prejavuje aj pri inych farbivach, pricom adsorpcia na polymérnom
povrchu moze byt’ vyrazne ovplyvnena kyslost'ou alebo zasaditost’ou prostredia. Kationické
farbivd sa vo vSeobecnosti lepSie viazu na polyméry v alkalickom prostredi, zatial' Co

aniénové farbiva vykazuji vy$§iu adsorpciu pri niz$ich hodnotach pH.2%2728

3.3.2 Metyloranz

MO zohréava vyznamnu tlohu pri syntéze a modifikacii vodivych polymérov, najma
PPy. Jeho hlavnou funkciou je usmeriiovanie morfologie PPy z typickej globularnej

Struktary na dobre definované nanorurky, ¢o je kI'i¢ové pre zlepSenie elektrickych vlastnosti
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polyméru. Tato kontrola morfoldgie je pripisovand tvorbe templatu, ked MO prechadza
z rozpustnej sol'nej formy na nerozpustnii kyselinovi formu v kyslom prostredi. Tento
templat umoziuje jednorozmerny rast polypyrrolu, ¢o vedie k vzniku nanorarok s vyrazne
vy$$ou vodivostou v porovnani s globularnymi $truktiirami.?” Vysledok viak ovplyviiuje
forma MO — ¢i sa pouziva vo forme sodnej soli alebo kyseliny; sodna sol’ podporuje tvorbu
nanorurok, zatial’ o kyselinova forma tento G¢inok nevykazuje. Struktura MO je zobrazena

na obr. 12.%6

3.3.3 Acid Blue 25

Acid Blue 25 sa pouziva ako ¢inidlo ovplyviujuce vyslednt Struktiru pri syntéze
PPy, pricom jeho pritomnost’ vedie k tvorbe nanodrotov a vyznamnému zvySeniu elektrickej
vodivosti. Pridanie Acid Blue 25 do polymeriza¢nej zmesi sposobuje premenu globularne;j
morfoldgie PPy na vlaknita Struktiru, pricom vodivost’ stiipa aZ na 60 S cm™'. Tento jav je
sposobeny tym, ze Acid Blue 25 v kyslom prostredi vytvara nerozpustny templat, na ktory
sa adsorbuju pyrrolové oligoméry, ¢im sa podporuje rast jednorozmernych nano$truktur.
Napriek tymto vyhodam je PPy pripraveny s Acid Blue 25 vo svojej nativnej forme
cytotoxicky, ¢o moZze obmedzit’ jeho vyuZitie v biomedicine. Cytotoxicita vSak mozZe byt
odstranend purifikacnymi krokmi, ktoré eliminuju zvyskové farbiva a oligoméry, ¢im sa

zlep3uje biokompatibilita materilu.'

3.3.4 Acid blue 129

Acid Blue 129 ovplyviiuje polymerizaciu PPy tak, Ze zvySuje jeho elektrickl vodivost,
pri¢om nemeni jeho morfoldgiu. Na rozdiel od Acid Blue 25, ktoré posobi ako templat na
tvorbu nanodrotov, Acid Blue 129 nevytvara v kyslom prostredi nerozpustny templat pred
polymerizéciou, ¢o vedie k tomu, Ze PPy si zachovava globularnu morfologiu. Aj ked” Acid
Blue 129 neovplyviiuje Struktiru PPy, stale zvySuje jeho vodivost, hoci v mensej miere ako
Acid Blue 25. Z hladiska biokompatibility PPy pripraveny s Acid Blue 129 vykazuje
vyrazne nizsiu cytotoxicitu v porovnani s PPy syntetizovanym s Acid Blue 25, ¢im je
vhodnejsi pre biomedicinske aplikécie, ako su biosenzory alebo tkanivové inzinierstvo. Po
purifikicii sa cytotoxicita eSte viac redukuje, ¢o zlepSuje potencidl tohto materidlu pre

vyuzitie v biologickych systémoch. '3

Vyber vhodného farbiva moze sluzit’ ako Sablona na riadenie morfolégie vodivych
polymérov, ¢o mé priamy vplyv na ich fyzikalne vlastnosti. Tato kontrola morfologie

a vodivosti je kIi¢ové pre optimalizaciu vodivych polymérov pri roznych aplikéciach.?®
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4 CHARAKTERIZACIA VODIVYCH POLYMEROV

Struktra a morfoldgia polymérov maju zasadny vplyv na ich kone¢né vlastnosti,
vratane elektrickej vodivosti aich odpovede na biologické systémy. Kontrola procesu
nukleédcie z homogénneho roztoku alebo tuhej fazy zohrava kl'acova tlohu pri formovani
zakladnej Struktury polymérov. Nasledna systematickd kontrola rastu retazca a procesu
usporiadania Struktary je rozhodujica pre dosiahnutie pozadovanych materidlovych
vlastnosti. Spravne usporiadanie Strukturnych jednotiek a optimalizdcia morfologickych
vlastnosti umoziuju zlepsenie vykonu tychto materidlov v rdznych aplikaciach, priCom ich

vlastnosti mozno ovplyvnit vhodnym vyberom podmienok syntézy.’!

Vodivé polyméry maju ¢iastocne kryStalickl a ¢iastocne amorfnt Struktaru. Obsahujt
lokalizované aj delokalizované elektronové stavy, pricom rozsah delokalizécie n-vézieb je
silne ovplyvneny Strukturdlnou neusporiadanostou. Tato delokalizacia hra kI'a¢ovli ulohu
pri generovani nabojovych nosi¢ov, ako su polarony, bipolaronény a solitony, ktoré

umoziiuju prechod materialu z izolantu na vodivy stav.>?

4.1 Morfologia a Struktura

Existuje mnoho $trukturalnych vlastnosti, ako si dizka bo¢nych retazcov, stupei
polymerizécie a pritomnost nekonjugovanych monomérnych jednotiek, ktoré moézu

ovplyvnit mechanické vlastnosti konjugovanych polymérov.*

Vodivé polyméry sa mézu vyskytovat' v réznych formach — od tenkych vrstiev
(filmov) a drobnych castic az po hydrogelové siete ¢i tyCinkové utvary. Kazda z tychto
foriem disponuje Specifickymi vlastnostami, pokial’ ide o elektricku vodivost, mechanickt
pevnost a optické charakteristiky.’3* Tieto polyméry s Casto zmesou krystalickych
a amorfnych oblasti, priCom stupen kryStalizacie zavisi od podmienok syntézy. Polyméry
s vys§im podielom usporiadanych oblasti maju lepSiu vodivost’ vd’aka efektivnejSiemu
transportu ndboja, zatial ¢o amorfné oblasti moZzu zlepSit' pruznost’ a spracovatelnost
materidlu. Na sledovanie morfoldgie polymérov sa vyuzivaju zobrazovacie mikroskopické
techniky ako st napriklad rontgenova difrakcia, skenovacia transmisna elektronova
mikroskopia, mikroskopia atomovych sil, ¢i Casto vyuzivand skenovacia elektronova

mikroskopia (SEM).3%%
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4.1.1 Skenovacia elektronova mikroskopia (SEM)

SEM umoznuje detailné skiimanie organickych aj anorganickych materidlov
v mikroskopickom mierke tym, vytvara trojrozmerne pdsobiace obrazy povrchov roznych
materidlov s vysokym rozliSenim, priCom vyuziva interakciu zaostrené¢ho elektronového
luca so vzorkou. Pri dopade na vzorku elektrony vyvolavaju rozne signaly, ktoré sa daji
zachytit' a pouzit na vytvorenie obrazu. Medzi ne patria sekundarne elektrony, spitne
odrazené elektrony a rontgenové ziarenie, pricom kazdé z nich poskytuje iné informacie
o povrchu a zlozeni materidlu. Obraz v SEM sa vytvara najmid pomocou sekundarnych
elektronov, ktoré sa uvolnuji z povrchu vzorky. Tie umoziuji detailné zobrazenie
topografie povrchu s vysokym rozliSenim. Vd'aka vysokému rozligeniu, vel'kej hibke ostrosti
a moznosti analyzovat' chemické zloZzenie vzorky je SEM Siroko vyuZivana technika

v materialovych vedach, biologickych vedach, forenznej analyze a nanotechnoldgiach.¢

4.2 Vodivé vlastnosti a dopovanie

Vodivé polyméry vedu elektricky prad vd’aka schopnosti elektronov pohybovat’ sa
v ramci polymérnych retazcov a taktiez medzi nimi. Ich vodivost’ je podmienend viacerymi
faktormi, pricom kl'ai¢ovu ulohu zohrava konjugovana Struktira polyméru, ktora obsahuje
striedajuce sa jednoduché (o) a dvojité (c + ) vdzby. Jednoduché vizby (c-vézby) st pevné
a lokalizované medzi dvoma atdmami, zatial' ¢o dvojité vdzby obsahuji okrem c-vizby aj
n-vazbu, ktorej orbitdly sa mozu prekryvat, o umoznuje delokalizaciu elektronov ako je
zobrazené na obr. 13. Tieto elektrony sa tak vol'ne pohybuju v celej polymérnej Strukture,

¢im prispievaju k vodivosti materialu.?”-®
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Obrazok 13: Zjednodusena schéma konjugovanej kostry: ret'azec obsahujuci
striedajtice sa jednoduché a dvojité viizby. Prevzaté a prelozené z ref.*8

Dal§im rozhodujucim faktorom je dopant, ktory stabilizuje konjugovanii kostru
polyméru a funguje ako zdroj nabojovych nosi¢ov. Dopant (Casto anién) moéze odoberat’
alebo pridavat’ elektrony k polymérnemu retazcu, ¢im sa v materidli vytvaraju polarony
a bipolarony — nabité utvary sprevadzané lokalnou deforméciou Struktury (zobrazené na obr.

14).3

Molekularne dopanty st nevyhnutné na vyvazenie kladného naboja, ktory vznika na
kostre vodivého polyméru pocas polymerizacie. Dopanty mozeme rozdelit’ podl'a vel'kosti —
od malych i6novych dopantov (Cl-, NOs") az po velké polyelektrolytové dopanty (napr.
PSS). V porovnani s malymi i6novymi dopantmi zvySuje =zaclenenie velkych
polyelektrolytovych dopantov elektrochemicku stabilitu vodivych polymérov. Tento efekt
je sposobeny tym, Ze dopant je imobilizovany a pevne zakotveny v kostre vodivého
polyméru, aj ked’ je polymér redukovany a jeho kladny naboj odstrineny.** Ked’ je na
polymér aplikované elektrické pole, malé dopanty sa mézu pohybovat’ dovnutra alebo von
z materialu, ¢im narasaju stabilitu polymérnej kostry a umoznuju transport elektrického
naboja cez polarény a bipolarény. Tento proces je zdkladom vodivosti vodivych

polymérov. 3%
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Obrazok 14: Zjednodusené vysvetlenie elektrickej vodivosti
vodivych polymérov: (A) Dopant odstrani alebo prida elektron
do polymérneho ret'azca, ¢im vytvori delokalizovany naboj.
(B) Z energetického hl'adiska je vyhodné, aby sa tento naboj
lokalizoval a obklopil lokalnou deforméaciou kryStalovej
mriezky. (C) Naboj obklopeny touto deformaciou sa nazyva
polaron (radikalovy 16n spojeny s deforméciou mriezky). (D)
Polaron sa moze pohybovat’ pozdiz polymérneho retazca, ¢o
umoziuje vodivost’ elektrického pradu.

Prevzané z ref.’®
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5 APLIKACIE VODIVYCH POLYMEROV

Vdaka svojim unikatnym vlastnostiam sa vodivé polyméry vyuzivaji v oblasti
regenerativnej mediciny, tkanivového inzinierstva, elektricky indukovanych systémov na
cielené uvolfiovanie lie¢iv a kultivacie buniek.*! TieZ je mozné vyuzit tieto vodivé materialy

v elektronickych zariadeniach a antikoréznych povlakoch.*?

V poslednych rokoch sa vyskum v oblasti vodivych polymérov zameriava aj na ich
integraciu do pokrocilych 3D systémov, ako su scaffoldy pre tkanivové inzinierstvo. Tieto
Struktary poskytuju oporu pre rast buniek a zaroven umoziuju vedenie elektrického signalu,
¢o je vyhodné najma pri regeneracii nervového alebo svalového tkaniva. Jednou z moznosti
je pouzitie PVA (polyvinylalkoholovych) hydrogelov, ktoré si zname svojou
biokompatibilitou, dobrymi mechanickymi vlastnost'ami a schopnost’ou viazat' vodu. PVA
scaffoldy moézu byt modifikované napriklad ligninom na zlepSenie pevnosti
a antibakteridlnych vlastnosti, alebo sietované pomocou dialdehydovej celulozy (DAC),
ktora je biologicky prijatelnejSia nez bezne pouzivany glutaraldehyd. Tieto hydrogély sa
ukézali ako netoxické voci keratinocytom a fibroblastom, pricom v kombinacii s aktivnymi
latkami, ako napriklad protinadorovym lie¢ivom fenantriplatinu, prejavili synergicky
cytotoxicky ucinok voc¢i nddorovym bunkdm. Zaujimavou aplikdciou si aj tenké
hydrogelové filmy, pripravené z PVA s r6znou molekulovou hmotnostou, ktoré sa daju
d’alej upravit’ vodivymi polymérmi. Tieto materidly vykazuji dobri bioadhéziu, vysoku
poréznost’ a vhodnost’ pre transdermalny prenos lieciv, ¢o z nich robi idedlnych kandidatov

na vyvoj vodivych néplasti podporujucich hojenie ran.*>*

5.1 Bioelektrina

Bioelektrina predstavuje prirodzené elektrické potencidly vznikajice v bunkach
a medzi bunkami v dosledku pridenia i6nov cez bunkové membrany. Tieto membranoveé
potencidly st tvorené najmai aktivitou ionovych kanalov a pump, ktoré udrziavaji rozdielne
koncentracie sodikovych, draslikovych, vapenatych a chlérovych i6nov vo vnutri a mimo
bunky. Takto vzniknuté elektrické napitie (tzv. membranovy potencidl) zohrava dolezitt
ulohu nielen pri prenose nervovych impulzov, ale aj pri regulacii procesov ako st bunkova
proliferacia, diferenciicia, migracia a apoptdza. Ukazuje sa, Ze bioelektrické signaly st
aktivnym cCinitelom v procese regeneracie tkaniv a vyvoja organizmu. Nie st to len pasivne
parametre, ale signaly schopné menit’ spravanie buniek a ovplyviiovat’ ich osud. Bunky st

navySe schopné medzi sebou komunikovat' prostrednictvom tzv. gap junctions —
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$pecializovanych medzibunkovych spojeni umoznujucich Sirenie elektrickych signélov
v ramci tkaniva. Tymto sposobom vznikaju bioelektrické siete, ktoré mdézu koordinovat
morfogenézu a tkanivovll organizaciu.*>

Okrem vyznamného ovplyviiovania spravania jednotlivych buniek hra bioelektrina
dolezitt tulohu aj pri vyvoji a regeneracii zlozitejSich tkaniv a organov. Zmeny
v membranovom potenciali (Vimem) medzi bunkami moézu vytvéarat’ vopred definované
vzorce elektrického napitia (prepattern), ktoré sluzia ako signaly urcujuce, kde a ako sa maji
tvorit’ konkrétne Struktary. Napriklad bolo preukdzané, ze manipulaciou Vmem mozno u ziab
a planarii vyvolat’ vznik o¢i alebo hlav aj na miestach, kde by sa za normélnych okolnosti
netvorili. To naznacuje, Ze bioelektrické signaly mézu niest informdciu o identite
a priestorovom usporiadani orgdnov v rdmci vyvijajuceho sa alebo regenerujiceho tkaniva.
Tieto signaly nemusia byt len lokdlne — bunky spolu komunikuji nie len cez gap junctions,
ale aj cez prenasané molekuly ako serotonin ¢i butyrat. Takto vznika siet’ bioelektrickej
regulécie, ktora moéze ovplyvnit spravanie buniek aj vo vzdialenych Castiach tkaniva. Vd'aka
tymto vlastnostiam sa bioelektrina povazuje za sl'ubny néstroj pre regenerativnu medicinu
(napr. (kde by sa dala vyuzit’ na stimulaciu hojenia a obnovy tkaniv), vyvojovu bioldgiu (pre
hlbsie pochopenie embryogenézy) aj synteticki bioldgiu (pre cielené riadenie bunkovych
procesov). Ked’ze tieto siete st riadené rychlo a do zna¢nej miery nezavisle od génovej
expresie, ponukaju novy spdsob, ako cielene ovplyviiovat’ spravanie buniek a komplexnych

tkaniv s vysokou presnostou.?’
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II PRAKTICKA CAST
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6 CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace je syntetizovat’ a charakterizovat’ vodivé polyméry —
polypyrrol aj polyanilin a skimat’, ako pridavok roznych farbiv (metyloranz, acid blue 25,
acid blue 129) ovplyviiuje ich morfoldégiu a nasledne biologicku kompatibilitu. Polyméry
budi pripravené vo forme praskov aj filmov, pricom ich morfolégia bude analyzovana
pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie (SEM). Cytotoxicita praSkov bude
stanovend z extraktov pripravenych podl'a normy ISO 10993 — cCast’ 12 a nasledne
vyhodnotena podla tej istej ISO normy casti 5 za vyuzitia MTT testu na mysSich
fibroblastoch (bunkova linia NIH/3T3). Okrem testovania extraktov z praskov budu bunky
nasadené priamo na polymérne filmy, pricom ich rast bude sledovany pomocou
fluorescen¢nej mikroskopie; na farebné znacenie sa vyuzije Hoechst pre bunkové jadra
a ActinRed pre cytoskelet. Taktiez bude bunkova zivotaschopnost’ na filmoch vyhodnotena
pomocou MTT testu. Vysledky tejto prace umoznia porovnat’ vplyv jednotlivych farbiv na
morfologiu a cytokompatibilitu oboch vodivych polymérov, ¢o prispieva k lepSiemu

pochopeniu ich potencidlneho vyuzitia v oblasti biomateridlov.
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7 MATERIALY

7.1 Chemikalie
Na syntézu vodivych polymérov boli pouzité monoméry:
e Pyrrol (Reagent grade 98%, firma Sigma-Aldrich)
¢ Anilin hydrochlorid (firma Sigma-Aldrich)
Ako oxidacné ¢inidla boli pouzité:
e Chlorid zelezity (Anhydrat, firma Merck KGaA) pri syntéze polypyrrolu
e Persiran aménny (Reagent grade 98%, firma Sigma-Aldrich) pri syntéze polyanilinu
Na modifikéciu vlastnosti vyslednych polymérov boli pridané farbiva:
e Metyloranz (Dye content 85%, firma Sigma-Aldrich)
e Acid blue 25 (Dye content 45%, firma Sigma-Aldrich)
e Acid blue 129 (Dye content 25%, firma Sigma-Aldrich)
Na biologické testovanie bolo vyuzité:
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, firma Gibco)
e Fyziologicky roztok pufrovany fosfatom (PBS, firma Biosera)
e Trypsin (firma Biosera)
e Formaldehyd (36-38%, firma Penta)
e Triton X-100 (firma Sigma-Aldrich)

e 3-(4,5-dimethylthiazol-1-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromide (MTT, Duchefa
Biochemie B.V.)

Na farbenie buniek pri fluorescencnej mikroskopii boli pouzité farbiva:
e ActinRed™ 555 (firma Thermo Fisher Scientific) na oznadenie cytoskeletu

e Hoechst 33258 (firma Sigma-Aldrich) na farbenie jadier
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7.2 Biologicky material
Na biologické testovanie boli pouzité mysie fibroblasty NIH/3T3, ktoré sluzia ako

modelova bunkova linia.
7.3 Pristrojové a laboratorne vybavenie

e Nova NanoSEM 450 — elektréonovy mikroskop

e HERACcell 1501 - biologicky inkubator

e IKA - trepacka

e Eppendorf 5702R - centrifuga

e Olympus IX81 s fazovym kontrastom - fluorescen¢ny mikroskop

e Alpina - laminarny box

e Tecan Infinite M200 PRO — spektrofotometer

7.4 Software

e Tecan i-control — program na vyhodnocovanie dat nameranych sprektofotometrom

e xT Microscope Control v6.3.4 — program na ziskavanie a spracovanie SEM snimok
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8 METODY

8.1 Syntéza vodivych polymérov

PPy a PANI boli pripravené oxida¢nou polymerizaciou vo vodnom prostredi, pri¢om
reakcie boli iniciované vhodnym oxidaénym ¢inidlom. Tento postup umoziuje vytvorenie
homogénnych polymérnych Struktar. Na ovplyvnenie vyslednych vlastnosti polymérov boli
do reakcnej zmesi pridané farbiva, ktoré moézu riadit’ usporiadanie polymérnych retazcov

pocas polymerizacie.

8.1.1 Priprava polypyrrolu

Najskor bol pripraveny roztok farbiva rozpustenim MO (0,5 mM), AB25 (0,01 M)
a AB129 (0,01 M) v 50 ml deionizovanej vody. Roztoky boli mieSané na magnetickom
mieSadle, aby sa zabezpecilo uplné rozpustenie farbiva.

Po rozpusteni farbiv bol do roztokov pridany pyrrol (0,2 M), pricom boli zmesi opat’
mieSané na magnetickom mieSadle, aby sa monomér dokladne rozpustil a vytvoril
homogénny roztok (obr. 15). Zaroven bol pripraveny i roztok samotného pyrrolu o rovnakej

koncentrécii na pripravu ¢istého PPy.

Obrazok 15: Pripravené roztoky samotného monoméru a monoméru s
farbivami — (A) PPy + AB25, (B) PPy + AB129, (C) PPy + MO, (D) PPy

Samostatne bol pripraveny roztok FeCls (0,2 M) v 50 ml deionizovanej vody. Ten
bol nasledne za stdleho mieSania pridany kroztokom pyrrolu, aby sa zabezpecila
rovnomernd polymerizacia. Cast polymerizaénej zmesi bola napipetovana do

polystyrenovych 24-jamkovych mikrotitracnych dosti¢iek aj do Petriho misiek s vekom
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s priemerom 34 mm. Do kazdej jamky mikrotitracnej dosticky bol napipetovany 1 ml zmesi,
do vsetkych Petriho misiek boli pridané 2 ml zmesi. PraSkové vzorky boli pripravené
v kadickéch. Polymerizacia trvala 24 hodin. Reakcia prebiehala pri laboratérnej teplote. Po
jej ukonceni boli vzorky z kadiciek prefiltrované, premyté 0,1 M HCI aZ dokial nebol filtrat
Ciry a nasledne boli prasky este 3krat premyté acetonom, ususené a uskladnené v exikatore
na d’al$iu analyzu. Filmy pripravené na tkanivovom plastiku boli dokladne vymyté 0,1 M

HCI a nasledne oplachnuté 70% etanolom.

8.1.2 Priprava polyanilinu

Polymerizacia PANI prebiehala rovnakym spdsobom ako pri polypyrrole. Najskor
boli pripravené roztok farbiv MO (0,5 mM), AB25 (0,01 M) a AB129 (0,01 M) v 50 ml

deionizovanej vody (obr. 16).

Po rozpusteni farbiva bol pridany anilin hydrochlorid (0,2 M) a zmes bola dokladne
premiesana na magnetickom miesadle. Taktiez bol pripraveny i roztok anilin hydrochloridu
bez pridania farbiv. Samostatne bol pripraveny roztok persiranu amoénneho (0,25 M) v 50 ml

deionizovanej vody. Ten bol pridany k roztoku anilinu za neustaleho mieSania.

H)

Obrazok 16: Pripravené roztoky samotného monoméru a monoméru
s farbivami — (A) PANI + AB25, (B) PANI + AB129, (C) PANI + MO, (D)
PANI
Dalej pokracovala priprava obdobne ako u PPy v kapitole 8.1.1. Cast’ polymerizaénej
zmesi bola napipetovana do polystyrénovych 24-jamkovych mikrotitraénych dosticiek (1 ml
na jamku) a do Petriho misiek s vekom s priemerom 34 mm (2 ml na misku). Praskové

vzorky boli pripravené oddelene v kadickach. Polymerizacia trvala 24 hodin a po jej
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ukonceni boli vzorky prefiltrované a premyté rovnakym sposobom ako vzorky PPy

a uskladnené v exikatore.

8.2 UV-Vis charakterizacia

Polymérne filmy pripravené v polystyrénovych 24-jamkovych mikrotitraénych
dostickach boli podrobené UV-Vis spektroskopii. Na stanovenie spektier bol pouzity
spektrofotometer Tecan Infinite M200PRO, ktory umoziiuje analyzu priamo
v mikrotitraénych dosti¢kach. Rozsah vInovych diZok, pri ktorom meranie prebiehalo, bol
stanoveny na 300 az 800nm.

Pristroj Tecan Infinite M200 PRO pre stanovenie UV-Vis absorbancie vyuziva
Sirokospektralny svetelny zdroj (zvyCajne Xenonova vybojku) a opticky systém
s monochromatormi na vyber pozadovanych vinovych dizok. Svetlo zvolenej vinovej dizky
nasledne prechédza vertikalne cez vzorku umiestnent v jamke mikroplatnicky. Detektor na
druhej strane meria intenzitu prechadzajuceho svetla a na zaklade porovnania s referen¢nou
intenzitou dopadajuceho svetla softvér automaticky vypocita hodnotu absorbancie pre danti

vlnovu dizku.
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8.3 Charakterizacia morfologie pomocou SEM

Skenovacia elektronova mikroskopia (SEM) umozinuje zobrazit’ povrch materialu vo
vysokom rozliSeni pomocou elektronového luca. Ten dopadd na vzorku a vyvolava
uvolniovanie réznych typov elektronov z jej povrchu. Zaznamenanim tychto elektronov sa
vytvori podrobny obraz, ktory ukazuje Strukturu a nerovnosti povrchu materidlu. Princip
fungovania skenovacej elektronovej mikroskopie je zndzorneny na obr. 17. Elektrony su
generované v zdroji, nasledne urychlené¢ anédou a pomocou magnetickych SoSoviek
zamerané na povrch vzorky. Interakcia elektronového luca so vzorkou vedie k uvoliovaniu
sekundarnych elektronov, ktoré st zachytené detektorom a pouzité na vytvorenie detailného

obrazu povrchu.

Skenovacia elektronova mikroskopia
(SEM)

Zdroj
elektronov

Anoda
(urychl'ovac)

Magnetické
SoSovky

Vzorka

Obrazok 17: Schéma principu SEM (prevzaté a prelozené z ref.>)

Analyza bola realizovanéd pre vzorky vo forme praskov aj filmov. Pred samotnym
meranim boli vzorky pripevnené na drziaky vhodné pre pozorovanie v elektronovom
mikroskope. Filmy boli vystrihnuté z Petriho misiek a fixované pomocou obojstranne;
vodivej pasky. PraSkové vzorky, z ktorych niektoré mali tvrdSiu a kompaktnu konzistenciu,

bolo potrebné pred nanesenim mechanicky nadrvit’ na jemnejsi praSok. Tento krok bol
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nevyhnutny na zabezpeCenie rovnomerné¢ho povrchu, ktory umoziuje kvalitné snimanie
v SEM.

Nasledne boli vsetky vzorky napraSen¢ tenkou vodivou vrstvou zmesi kovov. Tento
krok zlepsil vizualizaciu detailov povrchu a zéaroven eliminoval problémy spdsobené
povrchovym nabijanim vzoriek po¢as merania.

Merania boli uskuto¢nené pri roznych zvicseniach, ktoré sa pohybovali v rozsahu od
500x az po najvysSie mozné priblizenie, ktoré pristroj umoziioval pri zachovani dobre;j
kvality zobrazenia. Zvac¢Senia boli zvolené individualne pre kazdu vzorku tak, aby bolo
mozné detailne zachytit’ povrchovi morfologiu a zaroveit porovnavat’ medzi jednotlivymi

typmi materialov.
8.4 Biologické testovanie

8.4.1 Kaultivacia a pasaZovanie buniek

Bunkova linia NIH/3T3 bola kontinudlne kultivovana v kultivaénych nadobach
v inkubatore pri 37°C. Pred pasdZovanim bola vizudlne skontrolovana Zivotaschopnost
buniek pomocou inverzného svetelného mikroskopu, aby sa overila ich vhodnost’ na d’alsiu

manipulaciu.

Pasazovanie prebiehalo v sterilnych podmienkach laminarneho boxu. Najprv bolo
z kultivacnych naddob opatrne odsaté médium a bunky boli preplachnuté 15 ml PBS, aby sa
odstranili zvySky séra. Néasledne bolo pridané 4 ml trypsinu, ktory pokryl celt plochu nadoby
s adherovanymi bunkami. Trypsin pdsobil 5 minut v inkubéatore, kde enzymaticky narusil
viazby medzi bunkami navzijom aj medzi bunkami a povrchom nadoby, ¢im umoznil ich

uvolnenie.

Po inkubacii bol trypsin neutralizovany pridanim rovnakého objemu kultiva¢ného
média (4 ml DMEM doplneného o 10 % FBS). Cely obsah bol preneseny do centrifugacnej
skimavky a centrifugovany 3 minaty pri 1100 ot/min. Supernatant bol odstraneny
a bunkovy pelet bol rozsuspendovany v 1 ml ¢erstvého kultivacného média, ¢im sa dosiahla
koncentracia 2x107 buniek/ml. Tato suspenzia bola nasledne riedena 100-nasobne na
vyslednti koncentraciu 2x10° buniek/ml, ktora bola pouzita na nasledné nasadenie buniek do
96-jamkovej platne. Bunky boli po nasadeni do platne kultivované 24 hodin, aby sa stihli
adherovat’ pred expoziciou extraktom polymérov. Zaroven boli bunky nasadené v rovnake;j

koncentrécii i na polymérne filmy.
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8.4.2 Priprava extraktov z polymérov

PraSkové polyméry boli testované nepriamo, prostrednictvom ich extraktov,
pripravenych v stlade s odporicaniami normy ISO 10993-12, ktora stanovuje Standardny
pomer 0,2 g materialu na 1 ml kultivaéného média. Z kazdého pripraveného polyméru (PPy,
PANI a ich variant s farbivami) bol odvazeny zodpovedajtci podiel prasku, ku ktorému bol
pridany roztok DMEM.

Vzhladom na silne absorbény charakter niektorych vzoriek ktory komplikoval
ziskanie dostatocného mnozstva pouziteIného extraktu, bolo potrebné pomer znormy
modifikovat’ a niektoré polyméry nariedit vyS$Sim mnozstvom kultivaéného média.
Vysledné riedenia su zobrazené v tabul'ke ¢.1. Vzorky boli nasledne inkubované 24 hodin
pri 37°C za neustaleho trepania. Po inkubacii boli extrakty centrifugované a prefiltrované

pomocou 0,22 um filtrov na zaistenie sterility extraktov.

Tabul’ka 1: Riedenie extraktov z polymérov

Extrakény
Vzorka pomer (g/ml)
PPy 0,020
PPy + MO 0,020
PPy + AB25 0,067
PPy + AB129 0,200
PANI 0,200
PANI + MO 0,100
PANI + AB25 0,050
PANI + AB129 0,100

8.4.3 Expozicia buniek extraktom a MTT test

Na hodnotenie cytotoxicity extraktov pripravenych z polymérnych praskov bol
pouzity MTT test, ktory predstavuje kolorimetricki metédu zaloZenl na premene Zltého
tetrazolium  sol'ného  substratu ~ MTT  (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
tetrazoliumbromidu) na tmavofialovy formazan. Tato premena prebieha v mitochondriach
metabolicky aktivnych buniek, kde dochddza k redukcii MTT enzymami
dehydrogendzového typu. Mnozstvo vytvoreného formazanu, ktory sa po rozpusteni

kvantifikuje spektrofotometricky, je priamo iimerné poctu Zivotaschopnych buniek.
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Bunky nachystané podl'a kapitoly 8.2.1 boli vystavené prefiltrovanym polymérnym
extraktom, aplikované boli v Siestich roznych riedeniach: 100%, 75%, 50%, 25%, 10% a 1%.
Riedenia boli pripravené pomocou Cerstvého kultivaéného média (DMEM s 10% FBS a 1%
P/S). Kazda koncentracia bola testovana v piatich technickych replikatoch, pricom bunkova

kultara bez extraktu sluzila ako kontrola (referencia = 100 % viability).

Po expozicii extraktom boli bunky inkubované 24 hodin pri 37 °C v CO: inkubatore.
Nasledne bol do kazdej jamky pridany roztok MTT v koncentracii 0,5 mg/ml, a platiia bola
inkubovana d’alSie 4 hodiny. Metabolicky aktivne bunky redukovali MTT na nerozpustny
formazan, ktory sa nésledne rozpustil pridanim 100 pl DMSO do kazdej jamky.

Absorbancia bola merana pri vinovej dizke 570 nm pomocou spektrofotometra Tecan
Infinite M200 PRO. Ziskané hodnoty boli spracované v programe Excel, kde boli
z jednotlivych replikatov vypocitané priemerné hodnoty absorbancie. Vysledky boli
vyjadrené ako percentudlna Zivotaschopnost' buniek voci kontrole, ktord predstavovala
100% zivotaschopnost’. Ako necytotoxické sa podl'a normy ISO 10993-5 povazuji hodnoty
viability nad 70%.

8.4.4 Kaultivacia buniek na polymérnych filmoch a fluorescenéné farbenie

Schopnost’ bunkovej zivotaschopnosti bola vyhodnotend nielen na extraktoch
z praSkov, ale aj pripravené polymérne filmy boli testované ako substrat pre adhéziu a rast
buniek. Na pripravené filmy boli nasadené bunky linie NIH/3T3. Nasledne boli inkubované
48 hodin pri 37 °C v CO: inkubatore, aby sa umoznila adherencia a rast buniek priamo na
povrchu materialu.

Po ukonceni kultivacie bola bunkova zivotaschopnost vyhodnotend ako
kvantitativne, tak kvalitativne. Kvantitativne vyhodnotenie prebiehalo pomocou MTT testu
obdobne ako v kapitole 8.2.3. Jedind zmena bola pred meranim absorbancie, kedy po
rozpusteni formazanu pomocou DMSO, bol roztok prepitovany do transparentnej platne, aby
sa zamedzilo ovplyvneniu vyslednej absorbancie polymérnymi filmami. Pre kvalitativne
vyhodnotenie boli bunky fixované a podrobené fluorescenénému farbeniu. Na vizualizaciu
jadier buniek bol pouzity fluorescencny marker Hoechst, ktory sa viaze na DNA a umoziuje
identifikaciu vSetkych buniek. Na zobrazenie cytoskeletu bol aplikovany marker ActinRed,
ktory sa Specificky viaze na filamenty aktinu, ¢im poskytuje informéciu o morfologii

a rozloZeni buniek na povrchu polymérneho filmu.
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9 VYSLEDKY A DISKUSIA

9.1 Uv-Vis spektroskopia polymérnych filmov

Tvorba polymérnych filmov bola potvrdena za vyuzitia UV-Vis spektroskopie. Ked’ze
pri vzorke PPy+AB25 bolo jasne pozorovatel'né, ze sa film nevytvoril, tato vzorka nebola
meraniu podrobend. Zo spektier zobrazenych na obr. 18 a 19 je zrejmé, Ze tvorba finalneho
produktu je ovplyvnend typom pridané¢ho farbiva. Obrazok 18 zobrazuje polypyrrolové

filmy a obrazok 19 filmy polyanilinové.

490nm PPy+AB129

2500 / p PPY+MO
[ PPy

—Referencia

450nm
1,500

450nm

200 300 400 500 600 700 800

Obrazok 18: Uv-Vis spektroskopia polypyrrolovych filmov

PPy mé podra literatiry typicky pik okolo 450 nm, ktory zodpoveda mn—mn *prechodu
benzoidnych jednotiek.*® Pri vzorkéch gistého PPy a PPy+MO sa vyskytuje pik prave v tejto
oblasti. Zatial’ Co pri vzorke PPy+AB129 je tento prechod posunuty na 490nm. VSetky tri
spektra vSak zodpovedajii polaronovému pasu, ktory je typicky pre oxidovani formu
polypyrrolu a indikuje jeho tvorbu. Kedze filmy boli pripravené na substrate z tkanivového
polystyrénu (PS), bolo zmerané spektrum 1 samotného PS. V porovnani s tymto spektrom je
z obrazka 18 viditel'né, Zze pri vzorkach PPy, PPy+MO i PPy+AB129 doslo k vytvoreniu
filmu. Avsak pri vzorke PPy+AB129 sa vytvoril vel'mi tenky film a do buducnosti by bolo

vhodnejsie pripravit’ film aspoil v dvoch vrstvach.
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Obrazok 19: Uv-Vis spektroskopia polyanilinovych filmov

Obdobna situédcia nastala i pri PANI filmoch, kedy PANI v kombinacii s AB129
vytvoril taktiez vel'mi tenky film. Na zdklade toho sa da povedat’, ze pouzité farbivo ma
vplyv nielen na vyslednu morfolégiu polymérov, ale i na hrabku pripravenych filmov.
Rozdiel medzi PPy a PANI nastal ale pri pouziti farbiva AB25, kedy v kombinacii s PANI
bol vytvoreny polymérny film. Z obrazku XY je zretelné, ze PANI filmy sa vytvorili pri
vSetkych pouzitych farbivach. Typické spektrum UV-Vis PANI je zavislé na jeho
oxida¢nom stave a stupni protonacie.* Tieto faktory taktiez ovplyviiuju pozicie absorpénych
pasov . PANI vo forme protonovanej emeraldinovej soli ma obyvkle pasy v oblasti medzi
400 a 450 nm a v blizkej infracervenej oblasti — od 700 nm, ktoré odpovedaju polarénovym
prechodom v protonovanych konjugovanych retazcoch.’®>! Z obrazka 19 je zrejmé, Ze
spektra pripravenych PANI filmov zodpovedaja prave spektru emeraldinovej soli a zaroven
potvrdzuji vznik PANI filmov. Zaroven ukazuji, ze aj napriek pritomnosti farbiv sa

v pripade PANI podarilo vytvorit’ suvisla vrstvu, vhodnt na d’alSie biologické hodnotenie.

9.2 Morfologia polymérov — vysledky SEM

Morfologia materidlov, t.j. ich Struktura, tvar Castic, povrchova textura a pritomnost’
roznych defektov na mikro- a nanourovni, mad zasadny vyznam pre ich vlastnosti
a funkénost’. Pre vodivé polyméry ako polyanilin a polypyrrol je detailné pochopenie
morfologie kIicové, pretoze ich Struktirna organizacia priamo a vyznamne ovplyviluje ich
fyzikalne, chemické a elektrochemické vlastnosti. Na charakteriziciu morfologie
pripravenych vzoriek bola pouzitd metdéda SEM. SEM predstavuje vykonny a Standardny
analyticky nastroj, ktory poskytuje obrazy povrchu vzorky s vysokym rozliSenim. Tato

technika je mimoriadne vhodna pre analyzu praskovych aj filmovych vzoriek, pretoze
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umoznuje vizualizovat’ detailné povrchové znaky, ako je velkost’ a distribucia ¢astic, ich
agregacia, Ci Struktira polymérneho filmu. V nasledujucich castiach budu prezentované
a interpretované elektronové mikrofotografie ziskané pre jednotlivé vzorky, s diskusiou

pozorovanych morfologickych znakov.

9.2.1 Morfoldgia filmov

Na obrazku 20 st zndzornené SEM snimky pripravenych filmov PANI, ktoré boli
syntetizované bud’ samotné, alebo v pritomnosti aniénovych farbiv. Obrazky zachytavaju

rozdiely v povrchovej morfoldgii filmov, ktoré nastavaji désledkom pouzitého farbiva

pocas syntézy.

Obrazok 20: SEM snimky PANI filmov,
1 — PANIL, 2 - PANI+AB25, 3 - PANI+MO, 4 - PANI + AB129

Snimky na obr. 20 boli zhotovené s priblizenim 50 000x s rozdielom snimky 1 —
PANI, t& bola vyhotovena s priblizenim 30 000x. Pri snimani PANI pri vd¢Som pribliZeni
sa vyrazne zhorSila ostrost’ a kvalita zdznamu. Dévodom mdze byt napriklad vel'mi tenka
vrstva filmu, o pri vyS$Som zvdcSeni spdsobuje nabijanie vzorky, zhorSeny signal

sekundarnych elektronov a tym padom rozmazanie a Sum obrazu.>
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(1) PANI - Povrch je tvoreny stiborom globularnych agregatov, ktoré st vzajomne
zlievajiice sa a vytvaraju relativne hladkt, nepravidelna vrstvu. Morfologia je
hustd, s nizkou pérovitostou a len minimalnou Struktirnou variabilitou. Niektoré
Castice sa mierne odliSuju velkostou, no celkovo ide o homogénne usporiadany

povrch bez vyskytu vlaknitych Struktur.

(2) PANI+AB2S5 - Tento film vykazuje relativne rovnomerné rozlozenie gul'ovitych
Struktar s jemnym povrchom. Morfolégia je viac kompaktnd, so zretelne
definovanymi utvarmi. AB25 tak pravdepodobne podporuje usporiadany

a rovnomerny rast polymérnych vrstiev.

(3) PANI+MO - Povrchova morfoldgia je heterogénna, s vyskytom vacsich agregatov
a jemnej§ich Castic. Struktiry st &iastoéne gulovité, s miestami vlaknitym
charakterom. Pritomnost’ farbiva MO ovplyvnila rast polyméru smerom k tvorbe

drobnych zhlukov bez vyrazného usporiadania.

(4) PANI+AB129 - Kombinacia vldknitych a globularnych Struktar. Zretelne su
pritomné elongované vlaknité formacie, ktoré tvoria sietovita, poréznu Struktiru.
Tento typ heterogénneho usporiadania méze byt désledkom synergického vplyvu
farbiva AB129 na polymerizacny proces, kde dochddza k paralelnej tvorbe
vlaknitych aj sférickych polymérnych domén. Vyslednd morfologia tak poskytuje
vysoky Specificky povrch a potencidlne priaznivé vlastnosti pre interakciu

s bunkami.

Z vysledkov SEM analyzy vyplyva, Ze pritomnost” anionovych farbiv po€as chemickej
polymerizacie vyrazne ovplyviiuje morfologiu vzniknutého polyanilinového filmu. Vzorka
pripravena bez farbiva (3) zodpoveda typickému vzhl'adu PANI filmu opisanému v préci
Shishov, M. et al.” kde sa tiez vyskytuju kompaktné a globularne agregaty s hladkym a mélo
vyraznym povrchom.

Po analyze filmov PANI boli rovnakym spdsobom hodnotené aj morfologické

vlastnosti filmov PPy, zobrazené na obrazku 21.
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Obré . snimky PPy ﬁl N
1 — PPy, 2 — PPy+MO, 3 — PPy+AB129

SEM snimky filmov PPy s 10 000x priblizenim vykazuji rozdiely v morfologii

v zavislosti od pritomnosti anidénovych farbiv. Zatial ¢o Cisty PPy vytvara kompaktné

globularne $truktary, dopované vzorky vykazuju bud’ vetvené agregaty, alebo splyvajuce,
ploché castice.

(1) PPy - Povrch ukazuje kompaktnejsiu, centralne zhluknuti aglomeraciu sférickych

Castic. Okolie je rozptylené drobnymi Casticami, ale celkovy vzhlad je hladsi

a menej Clenity ako pri dopovanych vzorkéach. Tento typ Struktiry je typicky pre

PPy pripraveny bez aditiv — polymerizacia prebieha rovnomerne, ale s nizSou

mikrostrukturalnou variabilitou.

(2) PPytMO — Morfolégia tejto vzorky je charakterizovand retazcovitou
a agregovanou Struktirou, tvorenou globuldrnymi casticami, ktoré vytvaraja
nepravidelné, vetvené utvary. Povrch je ¢lenity, ¢o moze zvysit’ Specificky povrch,
a teda aj interakciu s bunkami. Pritomnost MO podporila vznik poréznych

Struktur.

(3) PPy+ABI129 - Morfoldgia je heterogénna, pozorované st ploché, deformované
a splyvajuce Castice, ktoré vytvaraji nepravidelny agregat s hladkym povrchom.
Tato Struktira sa zasadne 1iSi od vlaknitych morfologii pozorovanych pri
PANI+AB129 a poukazuje na odlisnu interakciu AB129 s pyrrolom v porovnani
s anilinom. Povrchova ¢lenitost’ je nizka, o mdze znizit' aplikacny potenciél

v oblastiach, kde je pozadovany vysoky Specificky povrch.

Aj ked’ bol pripraveny aj film PPy+AB25, vzorka analyzovana nebola, ked’ze pri
vizuélnej kontrole sme nepozorovali vzniku stvislého filmu na Petriho miske. Absencia
filmu moéze byt spdsobend bud’ inhibiciou polymerizicie samotnym farbivom, alebo

nevhodnymi podmienkami pre vznik adherentnej vrstvy.
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Rozdiely v snimkach na obr. 21 poukazuju na vplyv dopantu na priebeh polymerizacie
a vyslednu architekturu polymérneho filmu. Rozdielna morfoldégia méze d’alej ovplyvnit

fyzikéalno-chemické vlastnosti materialu.

9.2.2 Morfolégia praskov

Obdobnym spdsobom ako pri filmoch boli nasledne analyzované aj praskové vzorky
pripravené chemickou oxidaciou. Ciel'om bolo zistit’, ¢i pouzitie roznych farbiv ovplyviiuje
nielen morfoldgiu filmov, ale aj polymérov v praskovej forme. SEM snimky tychto vzoriek

umoznili porovnat’ vel'kost’, tvar a usporiadanie jednotlivych Castic, ako aj celkovy charakter

agregacie praSkového materialu. Na obr. 22 s zobrazené snimky praskovych vzoriek PANI.

Obrazok 22: SEM snimky PANI praskov
1 — PANI, 2 - PANI+AB25, 3 - PANI+MO, 4 — PANI+AB129

SEM snimka vzorky PANI+AB129 (Obrazok 22-4) bola ziskana pri nizSom zvécSeni
(10 000x%) ako ostatné vzorky (50 000x%), a to z dovodu, Ze pri vy$Som priblizeni sa vyrazne
zhors$ila kvalita obrazu v dosledku preexpozicie — niektoré oblasti boli pili§ presvetlené, co
viedlo k strate detailov snimky. Tento efekt vznikd vtedy, ked je v mieste dopadu
elektronového luca prili§ silny signal sekundarnych elektronov — napriklad kvoli

nahromadenému néboju, prili§ vysokej intenzite lica alebo prili§ dlhej expozicii v jednej
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oblasti. Nasledkom toho sa svetlé miesta na snimke ,,prepalia“ a jemna Struktira povrchu sa
straca. Aj napriek tomu je mozné pozorovat’ dominantné morfologické znaky vzorky, najmé
kompaktny agregat s jemne zrnitym povrchom.
(1) PANI - Sférické Castice s tendenciou k nepravidelnej agregacii, povrch s nizkou
Strukturdlnou usporiadanost'ou. Typicka globuldarna morfologia, ktord zodpoveda

polymerizécii bez aditiv ovplyviiujicich orientéciu ret'azcov.

(2) PANI+AB25 — Dominuju nanotubularne utvary, ktoré naznacuju templatovy efekt
AB25 a dokazuju, Ze toto farbivo v kombinécii s PANI podporuje rast do vlaknitych

Struktar.

(3) PANI+MO - Vzorka PANI pripravena v pritomnosti MO vykazuje prevazne
agregovanll morfologiu z gulovitych Castic. Na niektorych miestach je vSak mozné
vidiet' aj predizené $truktury, ktoré trochu pripominaju ty¢inky. Tie by mohli
naznacovat’, ze farbivo MO do urcitej miery ovplyvnilo rast polyméru a podporilo
vznik ¢iastocne usporiadanych utvarov. Napriek tomu tieto Struktary netvoria suvislu
vlaknitl siet’.

(4) PANI+AB129 - Zretelny agregat s ¢lenitym povrchom, pozorovany pri nizSom
zvadSeni. Struktira je neusporiadana, hrubozrnna, bez zndmok vlaknitého rastu.
AB129 tu pravdepodobne posobil len ako dopant, nie ako Sablona a neusmernoval

rast PANI do ur¢itych tvarov.

Pozorované vysledky ukazuju, Ze morfologia praskového PANI je silne ovplyvnena
pritomnost'ou anidonovych farbiv. Zatial ¢o AB25 podporuje vznik vlaknitych Struktur,
ostatné dopanty (MO, AB129) tento templatovy efekt nevykazali. Cisty PANI bez dopanta
vytvara typicku globularnu Struktaru bez usmerneného rastu.

Dalej boli rovnakym spdsobom analyzované aj praskové vzorky PPy (obr. 23), aby sa

zistilo, ¢i sa obdobné vplyvy dopantov prejavia aj pri tomto type vodivého polyméru.
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Obrazok 23: SEM simky PPy praskov
1 — PPy, 2 — PPy+AB?25, 3 — PPy+MO, 4 — PPy+AB129
Vsetky SEM snimky boli ziskané pri rovnakom priblizeni 50 000%, ¢o umoziuje priame
porovnanie jednotlivych vzoriek. Zretene je viditelné, Ze pouZité farbiva ovplyvnili
vyslednt nanoStruktiru praskového PPy — zatial’, ¢o niektoré vzorky vykazuju vlaknita alebo
rarkovitl Struktaru, iné st tvorené gulovitymi alebo kompaktnymi agregatmi.
(1) PPy - Typickd globularna morfologia s kompaktnymi, sférickymi casticami.
Nepritomnost' akéhokol'vek templatového pdsobenia viedla k nerovnomernému
rastu retazcov, ktoré sa zhlukuji do zrazeniny bez orientdcie. Tato morfologia je

Standardna pre chemicku oxid4ciu PPy bez aniénovych $ablon.>*

(2) PPy+AB25 - Vlaknita Struktura tvorend tensimi a dlhS§imi vldknami neZ pri MO.
Vlédkna st spletené a vytvaraja siet'ovity charakter, ¢o poukazuje na templatovy efekt

AB2S.
(3) PPy+MO - Tieto ty€inkovité Struktiry su vyrazne hrubsie a pevnejsie nez pri AB25.
MO tu jednoznacne posobil ako templat, ktory naviedol polymerizaciu pyrrolu do

orientovanych Struktur.
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(4) PPy+AB129 — Vzorka ma kompaktny a celistvy vzhl'ad, povrch posobi hladko a bez
vyraznych detailov. Nevidno ziadne vldkna ani poréznu Struktaru. Je pravdepodobné,
ze farbivo AB129 ovplyvnilo len chemické vlastnosti polyméru ako dopant, ale
neovplyvnilo spdsob, akym sa polymér pri tvorbe usporiadal. Doévodom
kompaktného vzhl'adu vzorky moze byt to, Ze polymerizacia mohla prebiehat’ prili§

rychlo a bez usmernenia, takze polymér sa zrazal do vacsich zhlukov.

SEM snimky ukazali, Ze pritomnost’ anidénovych farbiv pocas chemickej oxidacie
ovplyviiuje vyslednii morfoldgiu vodivych polymérov. Vyrazné rozdiely boli pozorované
medzi jednotlivymi vzorkami, aj v zavislosti od toho, ¢i i§lo o film alebo praskovu formu.
Kym praskové vzorky pripravené s acid blue 25 vykazovali vlakniti az nanotubuldrnu
morfologiu, pri filmoch sa takyto templatovy efekt vyraznejSie neuplatnil. Zaujimavy fakt
je ito, Ze pri polymerizicii praSkov za pritomnosti metyloranze vznikali pri PANI
predovsetkym globuldrne Struktiry, zatial’ Co pri PPy bola Struktira jednoznacne vlaknita.
Naopak, vzorky s acid blue 129 a bez farbiva mali skor kompaktnu alebo globularnu
Strukturu. Tieto rozdiely v Strukture mézu mat’ vplyv aj na vlastnosti materidlov ako je

moznd interakcia s bunkami, ¢o predstavuje dobry zaklad pre d’alsi vyskum.

9.3 Cytotoxicita praskovych foriem

V oblasti vyvoja materidlov pre biomedicinske Ucely predstavuje testovanie
cytotoxicity zakladnii a nevyhnutni charakteristiku. Cytotoxicita hodnoti potencial
materidlu sposobit’ poskodenie, zmeny v bunkovych funkciach alebo dokonca smrt’ buniek
pri priamom ¢i nepriamom kontakte. Toto testovanie je klucové pre zaistenie
biokompatibility, teda schopnosti materidlu vykonavat' svoju zamyslanu funkciu
v biologickom prostredi bez vyvolania neziaducich lokalnych alebo systémovych reakcii.
Ziskané vysledky poskytuju prvotny a zasadny indikator bezpecnosti materidlu a su
nevyhnutné pre splnenie regulacnych poziadaviek pred akymkol'vek d’alsim vyvojom ci
potencidlnym klinickym pouzitim. Ignorovanie hodnotenia cytotoxicity by mohlo viest’
k pouzitiu materialov, ktoré by mohli poSkodit’ tkaniva, vyvolat’ zapalové reakcie alebo
ohrozit’ celkovi funkciu medicinskeho prostriedku ¢i implantadtu. Preto je dokladné
posudenie cytotoxicity integralnou sucastou procesu vyvoja a charakterizacie novych
biomateridlov a preto bola cytotoxicta preskimand i v ramci tejto diplomovej prace.

Cytotoxicita extraktov pripravenych z praSkovych vzoriek bola hodnotend pomocou

MTT testu. Tento test je zalozeny na merani metabolickej aktivity buniek, pricom nizsia
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absorbancia MTT produktu (formazanu) mdze naznaCovat’ pritomnost’ cytotoxickych latok
v testovanom extrakte. Vysledky s vyjadrené ako percentudlna zivotaschopnost’ buniek
v porovnani s kontrolou, ktord sa nastavila ako 100% bunkové viabilita. Na grafe 1 je

znazornena zavislost’ cytotoxicity extraktov PANI v r6znych koncentraciach.

PANI

120%
100%
80%

60%

Viabilita

40%

20% '
0% ﬁ - —— - -
1% 10% 25% 50% 75% 100%
Koncentracia extraktu

Graf 1: Percentuélna Zivotaschopnost’ buniek po 24-hodinovej expozicii
extraktu PANI.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze extrakty pripravené z ¢istétho PANI mali vel'mi

nizku zZivotaschopnost buniek vo vSetkych testovanych koncentracidch. Najnizsia
cytotoxicita bola pozorovana pri 1 % koncentrécii, kde Zivotaschopnost’ dosiahla priblizne
25 %. Avsak aj tato viabilita predstavuje vysoky cytotoxicky ucinok. Pri vSetkych vysSich
koncentréaciach bola viabilita vyrazne zniZena a pohybovala sa pod hranicou 10 %, ¢o podl'a
normy ISO 10993-5 zodpoveda vyraznej cytotoxicite.
Tato toxicita moze suvisiet’ s pritomnostou zvySkov reaktantov po syntéze (napr. dopanty,
oxidanty alebo oligoméry), ktoré sa z PANI uvolnili do extraktu. Mierne zvySenie
zivotaschopnosti buniek pri vysSich koncentracidch extraktu je pravdepodobne sposobené
prirodzenou variabilitou biologického testu a nepredstavuje vyznamny biologicky trend.

V grafe 2 st znazornené vysledky merania cytotoxicity extraktu praSku PANI+AB25

pri r6znych koncentraciach.
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Graf 2: Zivotaschopnost buniek po 24-hodinovej expozicii extraktu
PANI+AB2S5 v réznych koncentraciach; chybové usecky znazoriiuju
smerodajntl odchylku

Extrakty pripravené z PANI syntetizovaného za pritomnosti AB25 vykazovali
vyrazne nizsiu cytotoxicitu pri nizSich koncentraciach (1 % a 10 %), kde zivotaschopnost’
buniek zostala nad 50 %. Pri 1% extrakte dosahovala bunkova viabilita viac ako 70%. Takato
viabilita sa podla ISO normy 10993-5 povazuje za necytotoxicku. Pri vySSich
koncentraciach (nad 50%) vsak viabilita prudko klesla pod 10 %, ¢o poukazuje na vyrazny
toxicky uc¢inok vo vys§om davkovani. Tento vyvoj moze suvisiet’ s typom pouzitého farbiva
a sposobom jeho uvol'novania do média — pri vysSej koncentracii extraktu sa mohlo uvolnit’
vicsie mnozstvo latok ovplyviujicich metabolizmus buniek. Celkovo je moZzné zhodnotit,
ze polymerizacia PANI za pritomnosti AB25 zniZila cytotoxicitu oproti ¢istému PANI.

Graf ¢. 3 zobrazuje vysledky namerané pri MTT teste s vyuzitim extraktu

PANI+MO. Chybové tsecky znazoriiuji smerodajni odchylku.
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Graf 3: Zivotaschopnost buniek po 24-hodinovej expozicii extraktu
PANI+MO v roznych koncentraciach

V pripade PANI polymerizovaného s MO bola Zivotaschopnost’ buniek nizka uz pri
najniz8ej testovanej koncentracii (1 %) a vo vysSich koncentraciach klesla pod 5 %. Tieto
vysledky poukazuju na vyrazni cytotoxicitu extraktu, ktora moze suvisiet’ bud’ s chemickym
zlozenim samotného farbiva, alebo s jeho rozkladnymi produktmi. Na rozdiel od AB25 sa
tu nepozoroval postupny pokles viability — toxicky ucinok sa prejavil uz pri minimalnom
davkovani. Tento efekt nie je prekvapivy, ked’Ze je preukazané, Ze MO ma vysoko toxicky
efekt a posobi 1 karcinogénne, mutagénne, ¢i teratogénne. K zniZeniu cytotoxicity by mohlo
dopomdct’ zaradenie doslednejSieho premyvania vysledného produktu do postupu pripravy.

Graf ¢.4 zobrazuje zavislost’ koncentracie extraktu PANI+AB129 na viabilite buniek.
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Graf 4: Zivotaschopnost’ buniek po 24-hodinovej expozicii extraktu
PANI+AB129 v réznych koncentraciach
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Extrakty z PANI dopovaného AB129 vykazovali vo vSetkych koncentraciach nizku
zivotaschopnost’ buniek — pohybujucu sa okolo 5-109%. Cytotoxicita bola vyrazna
a pomerne konzistentnd naprie¢ koncentraciami, bez vyrazného poklesu alebo narastu. To
naznacuje, ze latky zodpovedné za toxicky ucinok sa uvoliovali do extraktu uz v malych
mnozstvach a ich u¢inok nezéavisel priamo od koncentracie extraktu.

Pri priprave extraktov sa zohladiiovala rozna schopnost’ jednotlivych praskov
absorbovat’ kultivaéné¢ médium, preto sa niektoré vzorky museli extrahovat’ v nizSom
pomere (g/ml), aby bolo mozné ziskat’ dostato¢ny objem extraktu na testovanie. Spomedzi
vsetkych testovanych vzoriek vykazoval PANI+MO najvyssiu cytotoxicitu, s vel'mi nizkou
zivotaschopnost'ou buniek uz pri 1 % koncentracii. Tento silny toxicky ucinok sa prejavil aj
napriek tomu, Ze extrakt bol pripraveny s poloviénym extrakénym pomerom (0,1 g/ml), ¢o
naznaCuje pritomnost’ biologicky aktivnych latok s vyraznym tuéinkom. Cisty PANI
(0,2 g/ml) a PANI+AB129 (0,1 g/ml) tiez vykazovali vyraznu cytotoxicitu, no ich hodnoty
viability boli mierne vyssie a rozdiely medzi koncentraciami menej vyrazné. PANI+AB25
bol jediny pripad, kde zivotaschopnost’ buniek pri niz§ich koncentraciach (1% a 10 %)
presahovala 50 %. Tento extrakt bol pritom pripraveny s najniz§im extrakénym pomerom
(0,05 g/ml), ¢o mohlo prispiet k celkovo nizSej cytotoxicite. Na zaklade realizovaného
testovania sa da skonStatovat, ze vSetky pripravené PANI vzorky vo forme praskov
dosahovali velmi vysoky cytotoxicky uc€inok voci pouzitej bunkovej linii mySich
fibroblastov. Tento vysledok naznacuje, Ze z pripravenych materidlov sa uvolnuju latky,
ktoré maju negativny vplyv na Zivotaschopnost’ buniek. Tieto latky mozu byt rezidualny
monomér (anilinu), oxidacné Cinidilo (napriklad persulfatu amonneho), nizkomolekularne
oligoméry polyanilinu, pripadne nenaviazané alebo len slabo viazané molekuly pouzitych
farbiv, ktoré¢ sa uvoltiuji do extrakéného média. Pre zaistenie biokompatibility testovanych
polyanilinovych praskov a umozZnenie ich potencidlneho vyuzitia v biomedicine je preto
nevyhnutné zamerat’ sa na odstranenie tychto neziaducich rozpustnych zloziek. Premyvanie
vhodnym rozpustadlom (napriklad destilovanou vodou, etanolom alebo ich zmesou,
v zavislosti od rozpustnosti predpokladanych toxickych rezidui) by malo viest
k efektivnemu odstraneniu va¢Siny nizkomolekularnych a nenaviazanych toxickych latok.
Optimalizécia procesu premyvania (typ rozpustadla, objem, pocet cyklov) by mala byt
predmetom d’alSieho vyskumu s cielom dosiahnut’ minimalnu moznu cytotoxicitu extraktov,
ktora by spliala poziadavky prislusnej normy pre biologické hodnotenie medicinskych

pomocok.
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Rovnakym sposobom ako pri PANI vzorkach boli spracované vysledky merania

cytotoxicity Cistého PPy a PPy s farbivami. Na grafe €. 5 su zobrazené vysledky MTT testu

s vyuzitim extraktu PPy.
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Graf 5: Zivotaschopnost’ buniek po 24-hodinovej expozicii extraktu PPy v
roéznych koncentraciach

Extrakty pripravené z cist¢ého PPy nevykazovali ziadny cytotoxicky uc€inok —
zivotaschopnost’ buniek zostala vysoka vo vsetkych koncentraciach, vo vac¢sine dokonca nad
100 %. To poukazuje na velmi dobrii biokompatibilitu materidlu, pricom Zziadna
koncentréacia nespdsobila pokles viability pod hranicu cytotoxicity.

Graf ¢. 6 zobrazuje vysledky testu s pouzitim PPy+AB25.
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Graf 6: Zivotaschopnost buniek po 24-hodinovej expozicii extraktu
PPy+AB25 v roznych koncentraciach
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Zivotaschopnost’ buniek po expozicii extraktom PPy+AB25 zostala vo vicsine
koncentracii vysoka, pricom hodnoty nad 90 % boli zaznamenané do koncentracie 50 %. Pri
vyssich koncentraciach (75 % a 100 %) bol pozorovany mierny pokles viability, no stale nad
uroven cytotoxicity. Vysledky naznacuju, Ze AB25 v kombinacii s PPy nevykazuje vyrazny
toxicky ucinok, a materidl mozno povazovat’ za cytokompatibilny.

Graf ¢. 7 zobrazuje zivotaschopnost’ buniek po expozicii extraktu PPy dopovaného

MO.
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Graf 7: Cytotoxicita extraktov vzorky PPy+MO pri roznych
koncentraciach

Viabilita buniek po expozicii extraktom PPy+MO zostala vysokd vo vSetkych
koncentraciach okrem 100 %, kde bol pozorovany vyraznejsi pokles na priblizne 65 %. To
naznacuje, ze pri plnej koncentracii extraktu méze dojst’ k uvolneniu vécSieho mnozstva
Skodlivych latok ovplyvitujucich metabolicktl aktivitu buniek.

Graf ¢. 8 ukazuje vysledky ziskané s vyuzitim PPy+AB129.
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Graf 8: Zivotaschopnost’ buniek po 24-hodinovej expozicii extraktom PPy
dopovaného farbivom AB129 v réznych koncentraciach

Pri nizkych koncentraciach (1-25 %) si extrakty z PPy+AB129 zachovali vysoku
zivotaschopnost’ buniek. Od koncentracie 50 % vSak dochadza k postupnému poklesu
viability, pricom 100 % extrakt vykazuje vyraznl cytotoxicitu. Napriek tomu je 50% extrakt
stale na hranici cytotoxicity. Tento trend naznacuje, ze pri vyssich davkach sa z materialu
mdzu uvolnovat zlozky, ktoré maji negativny vplyv na bunky, hoci v nizSich
koncentraciach bol material dobre tolerovany.

Pri priprave extraktov sa rovnako ako v pripade PANI zohl'adiiovala r6zna schopnost’
jednotlivych praskov absorbovat kultivacné médium, preto boli vzorky extrahované
v roznych pomeroch (g/ml).

Cisty PPy a PPy+MO boli extrahované pri najniz§om pomere (0,02 g/ml), o sa
prejavilo aj na najvyssej zivotaschopnosti buniek naprie¢ vSetkymi koncentraciami. Vysoka
viabilita bola v tomto pripade ocakdvana vzhl'adom na nizky obsah extrahovanych latok.
PPy+AB2S5 bol extrahovany pri vys§om pomere (0,067 g/ml) a pri vysSich koncentraciach
(75 % a 100 %) bol pozorovany pokles viability pod 80 %, ¢o modze suvisiet’ s vysSSim
mnozstvom uvol'nenych latok. Najvyssi extrakény pomer ato presne podla ISO normy
(0,2 g/ml) mal PPy+AB129, pricom pri 100 % koncentracii extraktu bola zaznamenana
vyraznd cytotoxicita (viabilita ~10%). AvSak pri tejto vzorke dochéddzalo k strate
cytotoxicity pri koncentracii pod 50%.

Tieto vysledky poukazuju na to, Ze cytotoxicita zavisi nielen od zloZenia polyméru
a pouzité¢ho farbiva, ale samozrejme aj od extrakéného pomeru, ktory ovplyviiuje

koncentraciu potencialne skodlivych zloZiek v extrakte.
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Vysledky MTT testu ukdzali vyrazny rozdiel v cytotoxickom spravani medzi
vzorkami polyanilinu (PANI) a polypyrrolu (PPy). VSetky PANI vzorky, vratane
dopovanych, vykazovali znizeni zivotaschopnost’ buniek uz pri nizkych koncentraciach
extraktov, pricom viabilita ¢asto klesala pod 10 %. NajvysSiu cytotoxicitu mala vzorka
PANI+MO, zatial ¢o PANI+AB25 si udrzala ciastocne vysSiu viabilitu pri nizSich
koncentraciach. Vysledky zaroven ukézali, Ze aj malé rozdiely v extrakénom pomere (napr.
0,05 g/ml vs. 0,2 g/ml) mo6zu ovplyvnit’ nameranu cytotoxicitu. Naopak, PPy vzorky boli ako
celok ovela cytokompatibilnejSie. VacSina vzoriek dosahovala zivotaschopnost’ nad 80 %
naprie¢ koncentraciami. Cisty PPy a PPy+MO, pripravené pri najniz§om extrakénom
pomere (0,02 g/ml), nevykazovali prakticky Ziadny cytotoxicky ucinok. Vyraznejsi pokles
viability sa objavil iba pri PPy+AB129 a to aZ pri 100 % koncentracii, ¢o koreluje s jeho
najvyss$im extrakénym pomerom (0,2 g/ml). Tu je vSak nutné poznamenat’, ze kvoli réznym
extrakénym pomerom, nie je jednoduché jednotlivé vzorky medzi sebou zrovnévat’. Napriek
tomu, ak sa vezme do ivahy extrakény pomer a vysledky cytotoxicity, je mozné jednoznacne
usudit’, Ze ako najlepSia vzorka v kontexte cytotoxicity sa javila vzorka PPy+AB129.

Na zéklade pozorovanych vysledkov je mozné predpokladat, Ze cytotoxicitu
extraktov, ako uz bolo zmienené vyssSie, by mohlo znizit’ premytie praSkov pred pripravou
extraktov. Premytie by mohlo odstranit’ voI'né zvysky reaktantov alebo vedl'ajSich produktov
polymerizécie, ktoré sa podielaji na toxicite, a tym zlepSit' biokompatibilitu vyslednych

materialov.

9.4 Cytotoxicita filmov

Ako bolo spominané v predoslej kapitole, stanovenie cytotoxicity je zékladnym
parametrom hodnotenia materialov vyuZivanych v biomedicinskych aplikaciach. Preto bola
cytotoxicita testovana aj na filmoch pripravenych chemickou oxidaciou. Ciel'om bolo zistit,
¢1 odlisSnd forma vzoriek a ich morfolégia ovplyviiuji metabolickl aktivitu buniek pri
priamom kontakte s materidlom. Bunky boli inkubované na povrchu jednotlivych filmov
pocas 48 hodin a vysledky su vyjadrené ako percentudlna zivotaschopnost’” buniek

v porovnani s kontrolou.

Na grafe ¢. 9 s zobrazené vysledky testov na pripravenych filmoch. Test nebol
prevedeny na filme PPy+AB25 z rovnakého dévodu ako pri SEM snimkach — po vizualnej

kontrole bolo vyhodnotené, ze sa na povrchu Petriho misky Ziaden film nevytvoril.
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Graf 9: Zivotaschopnost’ buniek po 48-hodinovej inkubacii na povrchu
jednotlivych filmov

Vysledky ukazuju rozdiely v cytokompatibilite jednotlivych filmov. Najvyssiu
zivotaschopnost’ (>100 %) vykazovali filmy PANI+AB25 a PPy+ABI129, ¢o naznacuje
velmi dobri biokompatibilitu tychto vzoriek. Pri prepojeni vysledkov s morfoldgiou
pozorovanou pomocou SEM snimok sa ukazuje, Ze filmy s homogénnejSim
a rovnomernej$im povrchom (ako PANI+AB25 alebo PANI+MO) boli lepsie tolerované
bunkami. Naopak, filmy s hrubSou alebo menej stivislou Struktirou (napr. PPy) vykazovali
nizSiu zivotaschopnost’, ¢o modze byt sposobené horSou adherenciou buniek alebo
pritomnostou zvyskov toxickych latok. Celkovo sa teda zd4, Ze kompaktnejSia a hladSia
povrchovd morfoldgia mohla prispiet’ k lepSej cytokompatibilite filmov, avSak vysledky
naznacuju, ze chemické zlozenie materialu malo pravdepodobne este vyznamnejsi vplyv nez
samotna Struktara povrchu. Celkovo moZzno zrhnut, ze polyanilinové filmy a polypyrrolovy
film s AB129 boli necytotoxické. Film PPy+MO bol tesne pod hranicou cytotoxicity, t.j.
bunkova viabilita na filme dosahovala 65%. A jediny film, ktory neumozioval bunkovy rast
bol film z ¢istého polypyrrolu.

Vysledky testovania cytotoxicity pre filmové vzorky sa vyrazne liSia v porovnani
s vysledkami ziskanymi pre praskové formy. Tato odliSnost’” prameni z fundamentilne
rozdielnych fyzikalno-chemickych vlastnosti materidlu vo forme praSku a filmu,
predovSetkym z hladiska povrchovej plochy, morfoldégie a potencidlu uvolnovania
rozpustnych zloZiek. Klucovy rozdiel spo€iva aj v samotnych metéodach stanovenia
cytotoxicity. Zatial' o pri praskovych vzorkdch bolo primarne sledované uvoliiovanie

cytotoxickych latok do extrakéného média, testovanie cytotoxicity filmov sa vykonavalo
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metddou priameho kontaktu, hodnotenim rastu a adhézie buniek priamo na ich povrchu.
V druhom pripade (pri filmoch) totiz biokompatibilita nezavisi len od pritomnosti
uvolnitelnych toxickych latok, ale zasadnu ulohu hraju aj vhodné fyzikalno-chemické
vlastnosti povrchu, ktoré musia umoznit’ efektivnu adhéziu, proliferaciu a celkovu vitalitu
buniek. Tieto rozdiely v metodike a forme materidlu je preto nevyhnutné zohl'adnit’ pri

komplexnom hodnoteni ich potencialu pre biomedicinske aplikacie.

9.5 Bunkovy rast na filmoch

Aj ked testovanie cytotoxicity extraktov poskytuje zakladné informacie
o potenciadlnom uvol'novani toxickych latok z materialu, a kvantitativne stanovenie bunkovej
proliferacie indikuje jeho schopnost’ podporovat rast buniek, pre komplexné zhodnotenie
biokompatibility povrchov, akymi st polymérne filmy, je nevyhnutné doplnit’ tieto analyzy
o vizualne hodnotenie. Mikroskopické sledovanie a farbenie kI'a€¢ovych bunkovych Struktur
umoziuje detailne posudit’ interakciu buniek priamo s povrchom filmu. Na rozdiel od
kvantitativnych metdd, vizudlna analyza poskytuje kritické informécie o tom, ¢i bunky na
materidli nielen prezivaji a mnozia sa, ale ¢i aj spravne adheruju, rozprestieraja sa (tzv. cell
spreading) a udrzuju si zdravu, fyziologicki morfoldgiu, ¢o su zdsadné predpoklady pre
uspesnu integraciu materidlu v zivom systéme. Preto bol na doplnenie kvantitativnych
vysledkov cytotoxicity nasledne realizovany test bunkovej proliferacie pomocou
fluorescen¢ného farbenia, ktory umoznil vizudlne zhodnotit’” morfologiu, stav a rozlozenie
buniek na povrchu filmov. Na vizualizaciu buniek bol pouzity marker Hoechst, ktory sa
viaze na DNA a umozZinuje zobrazenie jadier vSetkych buniek modrou fluorescenciou. Na
zobrazenie cytoskeletu bol aplikovany marker ActinRed, ktory Specificky farbi filamenty
aktinu, ¢im poskytuje informaciu o morfoldgii, rozloZeni a pril'navosti buniek na testovanom

povrchu.
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Na obrazku 24 je zobrazena referen¢nd (bunky kultivované na tkanivovom polystyréne)

fotografia zafarbenych buniek vyfotenych fluorescenénym mikroskopom.
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Obrazok 24: Fluorescencné zobrazenie referencnej vzorky bunkovej linie

Na povrchu referenénej vzorky je viditeI'né husté pokrytie zivotaschopnymi bunkami s
typickou fibroblastovou morfoldgiou. Bunky st rovnomerne rozlozené, ich jadrd su
intenzivne zafarbené (modra fluorescencia, Hoechst) a dobre organizovany aktinovy

cytoskelet (Cervena fluorescencia, ActinRed) naznacuje zdravy a funkény stav buniek.

Fluorescencnd snimka na obr. 25 zobrazuje Zivotaschopné bunky na filme PANI.
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Obrazok 25: Fluorescenc¢né zobrazenie bunkovej linie na filme PANI

Na filme PANI je mozZné pozorovat’ nizsiu hustotu buniek v porovnani s referen¢nou
vzorkou. Bunky maju prediZeny, mierne vretienkovity tvar a dobre zretelné aktinové
filamenty, ¢o naznacuje ich adherenciu na povrch. Rozlozenie buniek je nerovnomerné,
niektoré oblasti su hustejSie osidlené, iné redSie. Vysledky fluorescenéného farbenia
potvrdzuja, ze film PANI umoznuje adherenciu buniek, avSak v menSej hustote ako
referencny povrch. AvSak nejednd sa o vyrazne niZSiu hustotu atento vysledok
koresponduije aj s vysledkami MTT testu, kde bunkové viabilita dosahovala 82%. Predizena
morfologia buniek s dobre organizovanym cytoskeletom vSak naznacuje, ze tie bunky, ktoré

prezili, st schopné normalne sa prichytit’ a Strukturalne sa rozvijat’.

Obrazok 26 dokumentuje stav buniek na filme PANI+AB25 pozorovany

fluorescenénou mikroskopiou.
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Obrazok 26: Fluorescencné zobrazenie bunkovej linie na filme PANI+AB25

Na filme PANI+AB25 je vidite'na vysokd hustota buniek s rovnomernym rozloZenim
po celom povrchu. Bunky maju dobre definovany pretiahnuty tvar a vyrazne organizovany
cytoskelet. Vysledky farbenia ukazujt, ze film PANI+AB25 podporuje vysokt adherenciu
aj zivotaschopnost’ buniek, ¢o koreSponduje s vysledkami MTT testu, kde bunkova
zivotaschopnost’ dosiahla az 111%. Homogénne pokrytie a pretiahnutd morfologia buniek
naznacuju, Ze povrch filmu bol vhodny pre bunkovy rast a nevyvolaval cytotoxické ti¢inky.
Tento vysledok moze stvisiet’ s pravidelnou a kompaktnou morfologiou filmu pozorovanou

na SEM snimkach.

Fluorescencnd snimka na obr. 27 zobrazuje zafarbeny cytoskelet a jadra

zivotaschopnych buniek na filme PANI+MO.
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Obrazok 27: Fluorescencné zobrazenie bunkovej linie na filme PANI+MO

Na filme PANI+MO st pozorované adherentné bunky s pretiahnutou morfologiou, ich
hustota je porovnatel'na s referenciou. Bunky na filme PANI+MO si zachovali dobrt
morfoldgiu a rovnomerné rozlozenie, ¢o naznacuje, ze povrch bol pre bunky relativne
priaznivy. V porovnani s filmom PANI+AB25 je vSak o nieCo niz$ia hustota buniek, ¢o
koreSponduje s mierne nizSou (98%) zivotaschopnostou detegovanou v MTT teste.
Povrchova morfologia tohto polyméru bola podla SEM snimok relativne homogénna

a obsahovala vacSie agregaty.

Fluorescencny snimok na obrdzku 28 ukazuje Zzivotaschopné bunky na filme

PANI+AB129.
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Obrazok 28: Fluorescen¢né zobrazenie bunkovej linie na filme PANI+AB129

Na filme PANI+AB129 st pozorované rozptylené bunky s pretiahnutou morfolégiou,
pricom miestami st viditeIné vacsSie prazdne oblasti bez buniek. Hustota buniek na filme
PANI+AB129 je nizSia v porovnani s referenciou, ¢o naznacuje, Ze tento povrch mal
negativnejsi vplyv na bunkovu adhéziu a prezitie. Napriek tomu si bunky, ktoré adherovali,
zachovali pretiahnuty tvar. Hustota bunkového rastu na tomto povrchu je porovnatelné
srastom na cistom PANI filme, ¢o odpoved4 ikvyntitativnym vysledkom, kde
zivotaschopnost’ na PANI+AB129 dosahovala 83% a na PANI 82%. Vyrazné porovité
agregaty pozorované v SEM snimkach mohli sposobit’ nerovnomerné rozlozenie buniek
a vytvaranie prazdnych miest. Nerovny povrch nemusi byt pre vSetky bunky priaznivy —

niektoré bunky tam nemusia pril'nit’ dobre alebo odumriet’ skor.

Na obréazku 29 st zobrazené Zivé bunky na filme PPy+AB129.
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Obrazok 29: Fluorescencné zobrazenie bunkovej linie na filme PPy+AB129

Na povrchu filmu PPy+AB129 je pozorovatel'né vel'mi dobré pokrytie buniek, pricom
vicSina buniek si zachovala pretiahnuti morfoldégiu a jasna Struktaru aktinového
cytoskeletu. Pocet buniek je vysoky a ich rozloZenie je pomerne rovnomerné, ¢o naznacuje,
ze film podporoval dobru adhéziu aj proliferdciu buniek. Tento vysledok je v stlade
s vysledkami MTT testu, kde bola zaznamenand najvysSia Zivotaschopnost’ (116%)

spomedzi vSetkych testovanych polymérnych filmov.

Snimok na obrazku 28 ukazuje Zivotaschopné bunky na filme PPy+MO.
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Obrazok 30: Fluorescencné zobrazenie bunkovej linie na filme PPy+MO

Na obrazku 30 mozno pozorovat’ znizentl hustotu buniek v porovnani s referenciou, ¢o
naznacuje, Ze rychlost’ ich proliferacie bola potlacena. Napriek tomu si adherované bunky
zachovavaju svoj fyziologicky tvar, o svedci o tom, Ze material sice mierne brzdi rast, no
nie je vysoko toxicky. Tento pozorovany jav koreSponduje s vysledkami MTT testu, kde

bola viabilita mierne znizena.

Na obrazku 31 mdéZeme pozorovat’ fluorescencné zobrazenie Zivotaschopnych buniek

na filme z ¢isté¢ho PPy.
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Obrazok 31: Fluorescen¢né zobrazenie bunkovej linie na filme PPy

Na obrazku je zjavné, ze buniek adherovalo velmi madlo a prakticky nie je
pozorovatel'ny ziadny cytoskeletarny signal. ViditeIné su len ojedinelé jadra, o naznacuje,
ze film z PPy vyrazne branil prilnutiu a rastu buniek. Vysledky potvrdzuji vel'mi nizku

biokompatibilitu tohto materialu, ¢o bolo pozorované aj v MTT teste, kde vykazoval

cvwe

Vysledky fluorescencného farbenia buniek potvrdili trendy pozorované v MTT teste.
Filmy PPy+AB129 a PANI+AB25 vykazovali najlepSiu podporu bunkovej adhézie
a proliferacie, o sa prejavilo hustym pokrytim povrchu a dobre vyvinutym aktinovym
cytoskeletom. Filmy PANI a PANI+AB129 vykazovali menej husté osidlenie a miestami
narusentl morfoldgiu buniek, ¢o koreSponduje s ich mierne nizSou viabilitou zistenou
v kvantitativnych testoch. Zna¢ne nizSia bunkova hustota a nerovnomerné osidlenie bolo
zaznamenané na filme PPy+MO. A ako nevhodny povrch sa ukazal Cisty PPy, ktory
prakticky neumozioval bunkovy rast. Celkovo sa ukazalo, Ze vSetky povrchy okrem Cistého
polypyrrolu do vysSej, €i nizSej miery umoznili schopnost’ buniek adherovat’ a rast’ na

polymérnych filmoch.
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ZAVER

Tato diplomova praca bola zamerana na syntézu, charakterizaciu a biologické
hodnotenie vodivych polymérov polyanilinu (PANI) a polypyrrolu (PPy) vo forme praskov
a filmov, pripravenych chemickou oxidaciou s vyuzitim réznych anidénovych farbiv a to
Metyloranz - MO, Acid Blue 25 - AB25 a Acid Blue 129 - AB129. Ciel'om bolo preskumat’
vplyv pouzitého farbiva a formy materidlu na ich Struktirne vlastnosti a biologicku
interakciu s bunkami, ¢o je kl'aiCové pre ich potencialne vyuzitie v oblasti biomedicinskych

aplikacii, ako st napriklad tkanivové inZinierstvo ¢i biosenzory.

V réamci Struktirnej charakterizacie bola tvorba polymérnych filmov tuspesne
potvrdena za vyuzitia UV-Vis spektroskopie. Spektra pripravenych filmov zéroven potvrdili
vznik vodivej formy PANI (protonovana emeraldinova sol’) a PPy (oxidované forma), o je
klacové pre ich funkénost’ v mnohych aplikaciach. Analyza spektier vSak ukazala, zZe
uspesnost’ vytvorenia suvislych filmov a ich hribka boli vyznamne ovplyvnené typom
pridaného farbiva. Zatial' ¢o PANI filmy sa podarilo spol'ahlivo pripravit’ so vSetkymi
pouzitymi farbivami, pri PPy vzorke s AB25 sa film nevytvoril vobec. V pripadoch

PANI+AB129 a PPy+AB129 sa vytvorili filmy, avSak boli pozorované ako vel'mi tenké.

Nésledne bola pomocou SEM detailne analyzovana povrchova morfologia
pripravenych vzoriek. Bolo preukazané, Ze pouzité farbiva vyrazne ovplyvnili vysledni
povrchovu morfologiu a to ako pri praSkovych formach, tak aj pri filmoch. Napriklad, zatial’
¢o AB2S5 silne podporilo vznik vlaknitych/nanotubularnych Struktar v praSkovej forme
oboch polymérov (vyraznejSie pri PPy), pri PANI filmoch viedlo skér k uniformne;j
globularnej morfologii a pri PPy filmoch dokonca inhibovalo tvorbu suvislej vrstvy.
Podobne, MO podporilo vlaknit Struktiru PPy prasku, ale pri PANI prasku a filmoch sa
tento efekt prejavil len Ciastone alebo odlisne. Vzorky s AB129 a bez farbiva mali vo
vSeobecnosti skor kompaktnt alebo globularnu Struktaru. Tieto morfologické odliSnosti st
kl'acové, pretoze vyznamne ovplyviluju fyzikélno-chemické vlastnosti materidlu a jeho

interakciu s okolim, vratane biologického prostredia.

Biologické hodnotenie zahfialo testovanie cytotoxicity praskovych vzoriek
prostrednictvom hodnotenia cytotoxicity ich extraktov a nasledné hodnotenie bunkove;j
odpovede v priamom kontakte na polymérnych filmoch, vratane kvantitativneho stanovenia
cytotoxicity a kvalitativnej vizudlnej analyzy morfologie buniek (farbenim jadier a

cytoskeletu). Testovanie extraktov z praskovych foriem ukazalo, ze vSetky pripravené
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prasky vykazuju pomerne vysokil mieru cytotoxicity, pravdepodobne v dosledku
pritomnosti rezidudlnych reaktantov alebo nizkomolekularnych oligomérov. Na rozdiel od
praskov, testovanie filmovych vzoriek priamym kontaktom odhalilo vyznamné rozdiely
v cytokompatibilite v zavislosti od chemického zlozenia a povrchovej morfologie materialu.
Bolo zistené, Ze filmy PANI+AB25 a PPy+AB129 podporovali najvyssiu zivotaschopnost’
a proliferaciu buniek a bunky na ich povrchu vykazovali dobru adhéziu a fyziologicku,
a proliferaciu, pricom vizualna analyza potvrdila slabSiu adhéziu buniek na tomto povrchu.
Tieto vysledky zdoraziuju, ze biokompatibilita vodivych polymérov pre priamy kontakt
s bunkami nezavisi len od absencie uvolnite'nych toxickych latok, ale zasadnym spdsobom
je ovplyvnend aj fyzikélno-chemickymi vlastnostami ich povrchu, vratane topografie

a Struktary, ktoré reguluju bunkovt adhéziu a spravanie.

Vysledky naznacuji, ze vhodna povrchovd Struktira, v kombindcii
s optimalizovanym chemickym zloZenim, moze vyznamne ovplyvnit biokompatibilitu
vodivych polymérov. Vysledky tiez potvrdzuji, Ze vhodnou volbou dopantu
a optimalizaciou podmienok polymerizacie je mozné vyznamne ovplyvnit Struktiru

a biologicku bezpecnost’ vodivych polymérov.

Vzhl'adom na vysoku cytotoxicitu extraktov praskov je nevyhnutné optimalizovat’
metody ich Cistenia (napriklad opakovanym premyvanim vhodnymi rozpustadlami), aby sa
odstranili rezidualne toxické zlozky a zhodnotila sa ich biokompatibilita po purifikacii, ak

je praskova forma pre dant aplikaciu relevantna.

Zistenia predlozenej diplomovej prace potvrdzuja, ze vodivé polyméry, konkrétne
polyanilin a polypyrrol, syntetizované za pritomnosti Specifickych farbiv, maji znacny
potencial ako biokompatibilné materialy pre roznorodé biomedicinske aplikacie, ak su ich
vlastnosti, najmd povrchovd morfologia a potencidl uvolfiovania toxickych zloziek,

starostlivo kontrolované a optimalizované.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

PPy Polypyrrol

PANI Polyanilin

MO Metyloranz

AB25 Acid blue 25

AB129 Acid blue 129

SEM Skenovacia elektronova mikroskopia

MTT [3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenylterazoliumbromid]
PBS Phosphate Buffered Saline (pufrovany fyziologicky roztok)
PVA Polyvinylalkohol

UV-VIS Ultrafialova a viditel'na spektroskopia
Vinem Membranovy potencial
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

PS Tkanivovy polystyrén



