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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce se zabývá návrhem polymerních biomateriálů ve formě kryogelů     

a jejich následným testováním pomocí tkáňových kultur. Teoretická část této práce obsahu-

je krátké shrnutí dosavadních znalostí ohledně polymerních biomateriálů, scaffoldů pro 

tkáňové inženýrství a polymerních gelů, zejména elektricky vodivých i nevodivých hydro-

gelů a kryogelů. V praktické části byly nejprve polymerní kryogely připraveny. Povrchové 

vlastnosti kryogelů byly charakterizovány pomocí BET analýzy a skenovací elektronové 

mikroskopie. Následně byly kryogely testovány in vitro za využití buněčné linie myších 

fibroblastů. 
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ABSTRACT 

This thesis is dealing with the design of polymeric biomaterials in the form of cryogels and 

their subsequent testing using tissue cultures. The theoretical part of this thesis summarizes 

the knowledge about polymer biomaterials, scaffolds for tissue engineering and polymer 

gels, especially electrically conductive and non-conductive hydrogels and cryogels. In the 

practical part, polymer cryogels were prepared. Their surface properties characterized by 

BET analysis and scanning electron microscopy. Subsequently, cryogels were tested by in 

vitro assays using a mouse fibroblast cell line. 
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ÚVOD 

Nesmírně důležitou složkou mikroprostředí buňky je extracelulární matrix, která poskytuje 

buňkám strukturní podporu a hraje důležitou roli v proliferaci, adhezi a diferenciaci buněk. 

Konstrukce biomateriálu by měla být vytvořena tak, aby kopírovala trojrozměrnou struktu-

ru nativní tkáně, jelikož bylo prokázáno, že v dvojrozměrné struktuře se buňky chovají 

jinak než v kultuře trojrozměrné. Rozvíjející oblast tkáňového inženýrství se zaměřuje na 

regeneraci poškozených tkání spojením buněk s  biomateriály. Tímto spojením vzniknou 

scaffoldy, které působí jako podklad pro regeneraci tkání, které vedou k růstu nové tkáně. 

Ideální scaffold je biokompatibilní, má vhodné mechanické vlastnosti, podporuje adhezi 

buněk, pohyb živin a produktů metabolismu v celé struktuře. Scaffoldy mohou být vytvo-

řeny v různých formách, včetně keramiky, hydrogelů a kryogelů. V dnešní době je velký 

zájem o přípravu polymerních kryogelů, jelikož malá velikost pórů v již používaných hyd-

rogelech neumožňuje angiogenezi (novotvorba krevních kapilár) v celé struktuře scaffoldu 

a často vede ke snížení životaschopnosti buněk a ke špatné penetraci buněk dovnitř 

scaffoldu.   

Pro tuto práci byl vybrán kompozitní PVA/PANI kryogel, který obsahuje elektricky vodivý 

polymer polyanilin a polyvinylalkohol, který dodává výslednému kryogelu mechanickou 

pevnost a ohebnost. V tkáňovém inženýrství je největším problémem příprava kryogelů 

s dostatečně velkými a propojenými póry. Z tohoto důvodu byly v rámci praktické části     

v této diplomové práci připraveny kryogely s NaCl a různými druhy surfaktantů, Tween 

40, Poloxamer 188, Triton X-100, SDBS, Igepal CA 630 a Brij 96. Tyto surfaktanty 

v polymerační směsi vytvořily micely, které po promytí zanechávají póry ve struktuře kry-

ogelu. Čím jsou tyto póry větší, tím lepší by měl být průnik buněk do struktury materiálu    

a odstranění vzniklých odpadních materiálů. Vzhledem k potenciálním aplikacím 

v tkáňovém inženýrství byly tyto kryogely podrobeny in vitro zkouškám za využití buněč-

ných kultur. Konkrétně byla testována cytotoxicita kryogelů a zároveň i schopnost eukary-

otických buněk adherovat a následně prorůstat skrz kryogely. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYMERNÍ MATERIÁLY 

Polymerní materiály se skládají z opakujících se malých a jednoduchých chemických jed-

notek nazývaných monomery [1]. Polymery hrají důležitou roli v různých odvětvích, velké 

uplatnění nacházejí například i v lékařských aplikacích. Mezi jejich jedinečné vlastnosti 

patří: flexibilita, dobrá biokompatibilita, odpovídající fyzikální a mechanické vlastnosti, 

snadná vyrobitelnost v požadovaném tvaru a nízká cena [2]. V medicíně se používá široká 

škála polymerů jako biomateriálů. Mezi nejrozšířenější aplikace polymerů v medicíně patří 

protézy, implantáty, zubní protézy, stehy, nitrooční čočky, náhrady kloubů, systémy pro 

dodávání léků, lékařské jednorázové potřeby, obvazy na rány a jiná mimotělní zařízení. 

Polymery, které jsou široce používány v medicíně, zahrnují polyethylen (PE), polyethylen-

tereftalát (PET), polytetrafluorethylen (PTFE), polyurethan (PU), polyoxymethylen (POM) 

[3, 4].  

1.1 Přírodní polymery 

Jako nosiče pro buňky a bioaktivní molekuly se používá široká škála polymerů s přírodním 

původem včetně bílkovin a polysacharidů. Tyto materiály jsou vhodné díky jejich biolo-

gickému rozpoznávání interakcí receptor-ligand, proteolýze, biokompatibilitě, snadnému 

zpracování a podobnosti materiálům, které jsou tělu známé. Přírodní materiály obvykle 

nemají problém s toxicitou, které často čelí syntetické materiály. Problémem přírodních 

materiálů, je však jejich tendence k denaturaci nebo k rozkladu při nižších teplotách. Mezi 

přírodní polymery patří např. chitosan, kolagen, želatina, celulóza, hedvábí, elastin, kyseli-

na hyaluronová a fibrin [5, 6]. 

1.2 Syntetické polymery 

Syntetické polymery nabízí několik výhod oproti přírodním polymerům. První výhodou 

syntetických polymerů je možnost výroby ve velkém měřítku reprodukovatelným způso-

bem a s nízkými náklady. Jejich další výhodou je, že jsou snadněji zpracovatelné a jejich 

vlastnosti mohou být přizpůsobeny dané aplikaci. Mezi jejich nevýhody patří menší biolo-

gická kompatibilita než u přírodních polymerů. Kromě toho produkty jejich degradace ne-

musí být přirozenými metabolity, a pokud se nahromadí, mohou způsobit zánětlivé reakce 

[7]. Syntetické polymery se dají rozdělit na dvě velké skupiny: termoplastické polymery    

a reaktoplasty. 
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1.2.1 Termoplastické polymery 

Termoplastické polymery jsou lineární řetězcové polymery, které jsou při pokojové teplotě 

v pevném stavu. Při zahřátí mohou být opakovaně roztaveny. Termoplasty jsou snadno 

zpracovatelné, jelikož jsou při výrobních teplotách vysoce viskózní. Jejich výhodou je 

snadná recyklace, kdy se polymer zahřeje nad jeho zpracovatelskou teplotu, vytvaruje        

a ochladí na pokojovou teplotu, aby vznikl požadovaný recyklovaný výrobek. Termoplas-

tické polymerní materiály se používají v každodenních aplikacích, jako jsou lékařské apli-

kace, spotřebiče, automobilová a letecká technika. Mezi termoplastické polymery patří 

např. polyethylen, polypropylen, polystyren, polyvinylchlorid a polyamid [8, 9]. 

1.2.2 Reaktoplasty 

Reaktoplasty jsou fyzikální směsi, které prochází nevratnou reakcí označenou jako vytvr-

zování. Vytvrzování reaktoplastů může být provedena pomocí tepla, tlaku nebo záření. Při 

zpracování se tyto polymery zesíťují, a proto není možné opětovné roztavení [8]. Mezi 

reaktoplasty patří např. polyuretan, močovinoformaldehydová, melaminformaldehydová, 

epoxidová a fenolická pryskyřice [9]. 

1.3 Kompozity 

V posledních 30 letech získaly polymerní kompozity pro biomedicínské aplikace stále vět-

ší význam, jako strukturní biomateriály. Tyto polymery jsou obvykle navrženy kombinací 

několika různých polymerních matric a výztužných prvků, jako jsou vlákna nebo částice, 

čímž se vytvoří materiály s rozšířeným rozsahem mechanických vlastností. Kompozitní 

materiály nabízí celou řadu výhod v porovnání s homogenním materiálem. Díky těmto 

materiálům je možné reprodukovat složitost nativního buněčného prostředí. Kompozity 

vykazují lepší kontrolu nad vlastnostmi materiálu než čistě přírodní polymery. Mezi použí-

vané kompozitní polymery patří např. polyethylenglykol. Současné využití polymerních 

kompozitů, jako biomateriálů, zahrnuje aplikace tvrdé i měkké tkáně. Mezi aplikace pro 

tvrdé tkáně patří např. opravy zlomenin kostí, náhrada kloubů, totální náhrada kyčlí a den-

tální aplikace. Mezi aplikace polymerních kompozitů v měkkých tkáních patří např. pro-

storové sypké výplně, obvazy na rány, protézy a katetry. Polymerní kompozity se používají 

i na lékařské přístroje [10, 11]. 
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1.4 Biomateriály 

Podle Black a kol. [12] je biomateriál definován jako „systémově a farmakologicky inertní 

látka určená pro implantaci nebo pro začlenění do živých systémů, které doplňují nebo 

nahrazují funkce živých tkání nebo orgánů“ [12]. Tímto způsobem může biomateriál zůstat 

v kontaktu s živými tkáněmi i s tělesnými tekutinami po dlouhou dobu. Výsledkem je vy-

tvoření mezifáze mezi živou tkání a neživým biomateriálem. Materiály, které se používají 

na výrobu biomateriálů lze obecně rozdělit do následujících kategorií: kovy, polymery, 

keramika a kompozity. Polymerní materiály lze snadno vyrábět v různých velikostech, 

tvarech a jsou lehčí než běžné materiály. Polymerní kompozity jsou široce používány        

v tkáňovém inženýrství, na opravy kostí, cílený transport léčiv, infuze, katetry a vaky pro 

transport krve nebo plazmy [2, 3]. Biomateriál musí splňovat několik kritérií. V první řadě 

musí být biomateriál biokompatibilní, tzn. necytotoxický, nekarcinogenní, nemutagenní     

a neantigenní, což eliminuje mnoho dostupných technických materiálů. Dále by měl mít 

odpovídající fyzikální a mechanické vlastnosti. V případě trvale implantovaných biomate-

riálů musí mít biomateriál odolnost vůči degradaci a opotřebení. Z praktického hlediska by 

měl být biomateriál vhodný k výrobě nebo obrábění do různých tvarů, mít nízké náklady 

na výrobu a být snadno dostupný [5]. 

1.4.1 Biokompatibilita materiálu 

Biokompatibilita je podle Ramakrishna a kol. [1] definována jako „schopnost biomateriálu 

provádět požadovanou funkci, vzhledem k léčebné terapii, bez vyvolání jakýchkoli nežá-

doucích lokálních nebo systémových účinků u příjemce této terapie“. Existují dva hlavní 

faktory, které určují biokompatibilitu materiálu a to hostitelská reakce vyvolaná materiá-

lem a degradace materiálu v těle. Implantované kovy, keramiky a polymery mohou být 

vystaveny opotřebení, které vede k  uvolnění iontů, což způsobuje nežádoucí lokální i sys-

témové účinky. Z tohoto důvodu biodegradabilní implantáty musí mít vhodné chemické    

a fyzikální vlastnosti. Po dokončení jejich úlohy by se měly degradovat na netoxické pro-

dukty, které mohou být odstraněny z hostitelských tkání mimo implantační místo. Tyto 

degradační produkty poté mohou být odstraněny močí z organismu [1, 13]. Biomateriály 

musí být především biochemicky kompatibilní, netoxické, nedráždivé, nealergenní a ne-

karcinogenní. Je třeba zdůraznit, že biokompatibilita závisí na dané tkáni, kde je materiál 

použit [14]. 
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1.4.2 Hostitelská odpověď 

Pro vývoj nových materiálů je nutné pochopit reakci hostitele na různé biomateriály. 

V ideálním případě by biomateriály neměly vyvolávat žádné změny a jakékoli nežádoucí 

reakce v sousedních nebo vzdálených tkáních. Obecně platí, že různé biomateriály na zá-

kladě vzájemných reakcí a reakcí hostitele mohou být zařazeny do následujících kategorií: 

bioinertní materiál, bioaktivní materiál a bioresorbovatelný materiál [14]. 

1.4.2.1 Bioinertní materiál 

Tyto materiály byly navrženy pro náhradu tkání v lidském těle. Bioinertní materiály nemo-

hou vyvolat žádnou mezifázovou reakci s tkání. Tyto materiály zůstávají v těle po celou 

dobu života pacienta, proto by měly být fyziologicky inertní a měly by si zachovat své 

vlastnosti po mnoho let. Materiály jako platina a zlato byly použity v trvalých protézách    

a jsou běžnými příklady časně vyvinutých bioinertních biomateriálů [14, 15]. 

1.4.2.2 Bioaktivní materiál 

Bioaktivní materiály vyvolávají biologickou aktivitu na rozhraní s hostitelskou tkání. Tyto 

materiály byly zavedeny v 80. letech 20. století a mohou se přímo připojit ke tkáním a tvoří 

biologické vazby během počáteční fáze implantace. Bioaktivní materiály zahrnují bioak-

tivní sklokeramické systémy, bioresorbovatelné materiály pro chirurgii a další biomedicín-

ské aplikace [14, 15]. 

1.4.2.3 Bioresorbovatelný materiál 

Bioresorbovatelné materiály se postupně vstřebávají a nakonec jsou nahrazeny novými 

tkáněmi. Při bioresorpci se produkty degradace resorbují v těle. Alifatické polyestery, jako 

kyselina polyglykolová, kyselina polymléčná a polykaprolakton, se nejčastěji používají 

jako syntetické bioresorbovatelné polymery. Mezi lékařské aplikace bioresorbovaných 

materiálů patří např. polymerní ortopedické implantáty, které jsou znázorněny na obrázku 

1 [14, 7]. 
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Obrázek 1: Řada bioresorbovatelných implantátů pro použití při léčbě   

páteře [16]. 
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2 TKÁŇOVÉ INŽENÝRSTVÍ 

Vznik tkáňového inženýrství je datován počátkem devadesátých let. Technologie tkáňové-

ho inženýrství závisí na biomateriálech, které mohou poskytnout fyzickou podporu pro růst 

tkáně a také stimulují specifické funkce buňky. Cílem tkáňového inženýrství je vyrobit 

materiál, který by mohl specificky spouštět požadované buněčné odpovědi podporující 

regeneraci tkání [10, 17]. 

Tkáňové inženýrství má dvě fáze. První fází (in vitro) je tvorba tkáňové konstrukce tak, že 

se zvolené buňky a scaffold umístí do prostředí bioreaktoru s růstovými médii, kde buňky 

proliferují. V další fázi (in vivo) je vytvořená konstrukce implantována na vhodné místo, 

kde má za úkol remodelovat normální funkční tkáň nebo orgán. Celý proces tkáňového 

inženýrství je schématicky znázorněn na obrázku 2 [10]. 

 

 

 

 

Obrázek 2: Schématické znázornění procesu tkáňového inženýrství, upraveno podle [3]. 
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2.1 Scaffoldy 

Biologicky aktivní polymerní scaffoldy jsou důležité pro použití při regeneraci tkání 

v různých klinických aplikacích. Jejich hlavním úkolem je regenerace a oprava tkání.   

Polymerní scaffoldy vykazují všestranné fyzikální i biologické vlastnosti. Výhodou těchto 

materiálů je že, scaffold napodobuje přirozenou extracelulární matrix [18]. 

Struktura scaffoldů používaných pro tkáňové inženýrství má zásadní význam. Scaffold by 

měl mít vzájemně propojené póry, aby se zajistila buněčná penetrace a adekvátní difúze 

živin do buněk uvnitř scaffoldu a do extracelulární matrix tvořené buňkami. Pórovitá vzá-

jemně propojená konstrukce je také důležitá, kvůli difúzi odpadních produktů ze scaffoldu 

[19]. Stejně jako struktura scaffoldu, tak i jeho mechanické vlastnosti jsou velmi důležité. 

Například pokud by byla pevnost v tlaku příliš nízká, mohlo by dojít k deformaci nebo       

i k rozdrcení scaffoldu, což by vedlo k deformovanému růstu tkáně nebo by tkáň nerostla 

vůbec. Jestliže by byla pevnost v tlaku příliš vysoká, nemusely by být buňky vystaveny 

správným podmínkám in vivo, které jsou potřebné pro podporu buněčného růstu [20]. 

2.2 Polymerní gely 

Polymerní gely jsou definovány jako trojrozměrné (3D) sítě složené z molekul polymerů   

a rozpouštědla, které vyplňuje intersticiální prostory a poskytuje schopnost podrobit se 

deformaci. Při vytváření gelu se pevné polymerní řetězce v kapalné matrici nerozpouštějí, 

ale bobtnají. Díky tomu vzniklé gely vykazují viskoelastické vlastnosti. Polymerní gely 

jsou studovány v biomedicínských aplikacích, jelikož s výjimkou některých tvrdých tkání 

(jako jsou kosti, zuby a nehty) je lidské tělo gelovitá struktura. Gelovitá struktura 

v organismu je výhodná především díky schopnosti přenášet živiny a plyny [21]. 

Před specifickým použitím v biomedicínském inženýrství je důležitá charakterizace poly-

merního gelu. Mezi charakteristiky patří zesítění, bobtnání a reologie gelu, které přímo 

ovlivňují stabilitu gelu a jeho interakci s okolním prostředím [22].  
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Obrázek 3: Způsoby zesítění polymerů, (a) kovalentně vázané chemické síťovací činidlo, 

(b) chemické síťovací činidlo nekovalentně vázané, c) fyzikální zesítění a (d) enzymatické 

zesítění, upraveno podle [23]. 

 

Na obrázku 3 jsou znázorněna schémata zesítění polymerní matrice. Způsoby zesítění   

polymerní matrice udávají výslednou tuhost gelů. Při aplikaci v tkáňovém inženýrství je 

tuhost gelu nejdůležitější vlastností, jelikož definuje buněčné mikroprostředí a ovlivňuje 

buněčnou morfologii, adhezi a genetické i epigenetické vlastnosti. Pokud jde o použití in-

jektovatelných gelů pro cílený transport léčiv, je důležitá naopak tekutá povaha gelů [24]. 
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2.2.1 Chemické gely 

Chemické gely se síťují kovalentními vazbami a syntetizují se polymerací monomerů se 

síťovadly. Kovalentní interakce poskytují vynikající mechanickou stabilitu a jsou mnohem 

silnější než nekovalentní interakce. Gel může být ovlivněn změnami pH, teplotou, rozpouš-

tědly a dalšími faktory v okolí. Chemické gely se tak můžou smrštit nebo nabobtnat, což 

znamená, že změna okolí vede ke změně objemu gelu. Díky tomuto jevu je gel vhodný, 

jako funkční materiál pro zdravotnické prostředky. Příkladem použití chemických gelů 

v medicíně jsou měkké kontaktní čočky [25]. 

2.2.2 Fyzikální gely 

Fyzikální gely jsou často nazývány jako pseudogely. Tyto gely jsou spojité, neuspořádané, 

trojrozměrné sítě tvořené silami, které jsou schopny vytvářet nekovalentní křížové vazby. 

Nekovalentní křížové vazby jsou tvořeny slabšími interakcemi, mezi které patří např. vo-

díkové vazby, iontové interakce, hydrofobní asociace a zesítění krystalického segmentu. 

Vzhledem k tomu, že křížové vazby nejsou kovalentní, může kvůli změně prostředí (rever-

zibilní jev) dojít k rozpadu sítě. Fyzikální gely se v medicíně používají jako scaffoldy pro 

cílený transport léčiv [25]. 

2.3 Hydrogely 

Aplikace hydrogelů se datuje do roku 1960, kdy Wichterle a Lim [26] představili hydrofil-

ní síť zesítěného poly(2 - hydroxyethylmethakrylátu), jako materiálu po výrobu měkkých 

kontaktních čoček. Hydrogely mohou být vyrobeny ze syntetických nebo přírodních poly-

merů. Jsou to polymerní materiály, které jsou z velké části hydrofilní a vysoce flexibilní. 

Obsahují velké množství vody (≥ 90 %) [27, 28]. Fyzikální a biochemické vlastnosti hyd-

rogelů velmi závisí na jejich složení a způsobu síťování. Některé hydrogely poskytují po-

žadované kombinace vlastností pro různé biomedicínské aplikace, jako jsou regenerační 

medicína a cílený transport léčiv. Používají se také v 3D kultivaci buněk pro studium bu-

něčné matrice, buněčné interakce, proliferace, migrace a diferenciace buněk [29]. 
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2.3.1 Struktura hydrogelů 

Hlavním cílem tkáňového inženýrství je napodobit extracelulární matrix pro regeneraci 

poškozené tkáně. Vzhledem k tomu, že hydrogely mají dobrou pórovitost a trojrozměrnou 

strukturu, která je schopna absorbovat značné množství vody, slouží jako vhodný biomate-

riál pro tkáňové inženýrství. Ideální hydrogelový scaffold napodobuje vlastnosti přirozené 

extracelulární matrix a umožní tak difúzi, adhezi a migraci buněk. Každá tkáň potřebuje 

dostatek krevního zásobení pro její správný růst a vývoj. Hydrogel, který má napodobit 

přirozenou tkáň, by měl umožnit dostatečnou vaskularizaci, aby buňky, které rostou uvnitř 

gelů, dostávaly požadované množství živin a kyslíku. Také buněčný růst a ukotvení buněk 

jsou do značné míry závislé jak na velikosti, tak i na hustotě pórů uvnitř hydrogelu. Na 

obrázku 4 je znázorněno, že hydrogel nesmí být příliš porézní (kvůli zhoršení mechanic-

kých vlastností), ale zároveň nesmí být málo porézní (kvůli špatnému buněčnému prostu-

pu, špatné vaskularizaci a signalizaci) [28, 30]. 

 

Obrázek 4: Pórovitost hydrogelů, upraveno podle [28]. 

 

2.3.2 Syntéza hydrogelů 

Hydrogely mohou být obecně vyrobeny z polymerů obsahujících různé hydrofilní skupiny, 

jako např. hydroxylové skupiny, karboxylové skupiny, skupiny sulfonových kyselin, ami-

dové skupiny a imidové skupiny [31]. Přírodní polymery, které se používají na výrobu 

hydrogelů, zahrnují např. kolagen, želatinu, fibrin, alginát a agarózu. Ze syntetických po-

lymerů se používá polyakrylová kyselina, polyethylenoxid, polyvinyalkohol a různé poly-

peptidy. Na výrobu hydrogelů se používají fyzikální i chemické techniky zesítění [28]. 
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2.3.2.1 Fyzikální zesítění 

U hydrogelů, připravených fyzikálním zesítěním, tvorba sítě nezahrnuje použití potenciál-

ně toxického chemického síťovacího činidla nebo iniciátoru. Mechanické vlastnosti jsou 

omezeny slabostí fyzikální interakce. Mezi nejjednodušší metody fyzikálního zesítění patří 

ohřev/ochlazení polymerního roztoku. Dalším způsobem fyzikálního zesítění je iontová 

interakce, která je založena na principu gelovatění roztoku polyelektrolytu                   

(např. alginát sodný) použitím multivalentního iontu s opačnými náboji (např. Ca
2+ 

+ 2Cl
-
). 

V závislosti na koncentraci iontů vápníku jsou gely buď termoreversibilní (nízká koncen-

trace) nebo termoreversibilní nejsou (vysoká koncentrace). Mezi další metody fyzikálního 

zesítění patří ještě např. komplexní koacervace. Tato metoda je založena na smíchání poly-

aniontového roztoku s polykationtovým roztokem. Vodíková vazba a hydrofobní interakce 

jsou další možnosti syntézy hydrogelů. Tyto hydrogely jsou získány snížením pH vodného 

roztoku polymerů nesoucích karboxylové skupiny. Poslední metoda fyzikálního zesítění 

hydrogelů je zmrazení a rozmrazení, které je více popsáno v kapitole o kryogelech [7].  

2.3.2.2 Chemické zesítění 

Polymerní řetězce jsou opatřeny funkčními skupinami schopnými spolu reagovat, což vede 

ke vzniku silných a stabilních kovalentních vazeb. V závislosti na povaze polymerních 

řetězců a jejich funkcionalizace se jako metody chemického zesítění nejčastěji používají 

radikálová polymerace a polykondenzace [7]. Jiný způsob chemického zesítění vyžaduje 

přímou reakci lineárního nebo rozvětveného polymeru s difunkčním nebo multifunkčním 

síťovacím činidlem. Toto síťovací činidlo spojuje dva polymerní řetězce přes své multi-

funkční skupiny [10]. 

2.3.2.2.1 Polykondenzace 

Polykondenzační reakce se často používá pro syntézu polymerů za vzniku polyesterů         

a polyamidů, ale může se také použít k syntéze hydrogelů. Před ozářením polymerního 

roztoku se polymerní řetězce nepřekrývají a pohyblivost segmentů je vysoká. S rostoucími 

dávkami ozáření jsou upřednostňovány intermolekulární vazby, což vede ke snížení po-

hyblivosti segmentů, vytvoří se intermolekulární příčné vazby a vzniknou tak lokální troj-

rozměrné sítě. Další ozáření zvyšuje hustotu intermolekulárního zesítění, které vede ke 

vzniku makroskopických hydrogelů [7]. 
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2.3.2.2.2 Radikálová polymerace 

Několik způsobů tvorby zesítěných hydrogelů je založeno na reakcích volných radikálů. 

Jedna z reakcí zahrnuje kopolymerační síťovací reakci mezi jedním nebo více monomery  

a jedním multifunkčním monomerem, který je přítomen v malém množství. V další reakci 

mohou být dva ve vodě rozpustné polymery vzájemně zesítěny vytvořením volných radi-

kálů na obou polymerech, které se spojí pomocí vytvořené křížové vazby. Takové způsoby 

zesítění hydrogelu mohou být zahájeny rozkladem peroxidů a azo sloučenin nebo použitím 

ionizujícího nebo UV záření. Metody ionizujícího záření používají elektronové paprsky, 

gama záření nebo rentgenové záření k excitaci polymeru a vytváření zesítěné struktury 

reakcemi volných radikálů [10]. 

2.3.3 Klasifikace hydrogelů 

Hydrogely mohou být klasifikovány několika způsoby, např. podle způsobu přípravy, ion-

tového náboje nebo podle strukturních vlastností. Podle způsobu přípravy se jedná             

o homopolymerní hydrogely (vyrobené z jednoho typu monomerní jednotky), kopolymerní 

hydrogely (vyrobené ze dvou komonomerních jednotek) a multipolymerní hydrogely (vy-

robené ze tří nebo více komonomerů). Na základě iontového náboje mohou být klasifiko-

vány jako neutrální hydrogely, aniontové hydrogely, kationtové hydrogely a amfolytické 

hydrogely. Podle fyzikálních strukturních vlastností mohou být klasifikovány jako amorfní 

hydrogely a semikrystalické hydrogely, kde u amorfních hydrogelů jsou makromolekuly 

náhodně uspořádány, zatímco semikrystalické hydrogely jsou charakterizovány oblastmi 

uspořádaných makromolekulárních řetězců (krystalů) [32].  

2.3.4 Aplikace hydrogelů 

Aplikace hydrogelů v biomedicíně se dá rozdělit do tří skupin: 1) povrchové aplikace za-

hrnující umělou pokožku a různé typy obvazových materiálů, 2) trvalé implantáty, např. 

kardiovaskulární, zubní a ortopedické, 3) dočasné implantáty, které zahrnují biodegrada-

bilní implantáty, materiály pro chirurgické šití a scaffoldy pro tkáňové inženýrství [24]. 

Syntetické hydrogely jsou také velmi slibné pro cílený transport léčiv. Přestože se mnoho 

studií tímto tématem zabývá, existuje jen málo komerčně dostupných produktů. Hydrogely 

mají jedinečné vlastnosti pro cílený transport léčiv, jako je vysoká porozita, afinita k vodě 

a snadno nastavitelný stupeň zesítění [33]. 
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2.4 Kryogely 

Kryogely získaly svůj význam na počátku osmdesátých let. Jsou to supermakroporézní 

polymerní gely, které jsou vyráběny technologií kryogelování, tj. za mrazu a za použití 

ledu jako porogenu. Supermakroporézní znamená velikost pórů 100 µm a více [34]. Tyto 

makroporézní polymerní materiály jsou atraktivní pro použití v mnoha oblastech chemie, 

biologie, biotechnologie a bioinženýrství [35]. Kryogely, stejně jako hydrogely, se mohou 

vytvářet v libovolném požadovaném tvaru, např. jako bloky, válce, trubky, granule a disky. 

Jedím z hlavních rozdílů mezi kryogely a jinými makroporézními materiály je, že kryogely 

mají tkáňovitou elasticitu a odolávají rozsáhlé deformaci bez zničení [36].  

2.4.1 Syntéza kryogelů 

Pokud je vodný roztok nízkomolekulárních látek vystaven teplotám pod bodem mrazu, 

voda začíná mrznout, zatím co rozpuštěné látky se vylučují růstem ledových krystalů do 

nezmrazeného rozpouštědla. Pokud je teplota systému udržována nad eutaktickým bodem, 

což je asi -20 °C pro vodné roztoky nízkomolekulárních látek, koncentrace rozpuštěné lát-

ky v nezmrazeném rozpouštědle se postupně zvyšuje až do dosažení rovnováhy, při které 

jsou koncentrace a množství nezmrazené fáze určeny snížením bodu mrznutí. Žádný kryo-

gel se nevytvoří, pokud je teplota mrazu pod eutaktickým bodem daného systému, protože 

nebude existovat žádná kapalná fáze, ve které by polymerace proběhla [37]. 

Připravený roztok obsahující gelové prekurzory (jako je monomer, zesíťovací činidlo         

a iniciátor), je zmrazen. Kryogely se obecně syntetizují při teplotách mezi -5 a -20 °C        

a jsou získávány z fyzikálně a kovalentně zesítěných polymerních řetězců, které mohou být 

homogenní nebo heterogenní. Většina rozpouštědla v reakční směsi je zmrazena, zatímco 

mikrofáze mezi ledovými krystaly zůstává nezmrazená. Samotná chemická reakce probíhá 

v této nezmrazené kapalné mikrofázi [35]. Monomery - síťovací činidlo rozpuštěné 

v nezmrazené fázi mohou být polymerovány například radikálovou polymerací za použití 

standartního systému iniciátorů. Při nízké teplotě probíhá polymerace pomaleji než za tep-

loty okolního prostředí. Když se voda jako rozpouštědlo zmrazí, působí jako porogen         

a vytváří ledové krystaly, kolem kterých se vytvoří polymerní síť. Jak je znázorněno na 

obrázku 5, po rozmrazení porogenu se vytvoří velká propojená pórovitá struktura ve formě 

3D gelu [34, 37]. 
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Obrázek 5: Znázornění syntézy kryogelů, upraveno podle [34]. 

 

Na rozdíl od homogenních gelů vyráběných při laboratorní teplotě, mají gely produkované 

polymerací v polozmrazených systémech vysoce heterogenní strukturu s velkými a propo-

jenými póry. Makroporézní kryogely mohou být vyrobeny v podstatě z libovolného mo-

nomerního systému, který může být polymerován radikálovou polymerací ve vodném roz-

toku [37]. 

Kryogely jsou vyráběny s různou morfologií a vlastnostmi, které mohou být přizpůsobeny 

pro konkrétní aplikaci. V závislosti na podmínkách syntézy, jako je např. povaha počáteč-

ního monomeru, rozpouštědla, iniciátoru, jejich koncentrace, teplota a rychlost zmrazení, 

se v širokém rozmezí mění velikost pórů [38]. Na obrázku 6 jsou znázorněny parametry, 

které ovlivňují vlastnosti kryogelů. Mezi tyto parametry patří velikost pórů, která definuje 

celkový objem pórů a spolu s propojením pórů řídí transport hmoty v kryogelu. Naopak 

tloušťka stěny pórů a hustota určují mechanické vlastnosti kryogelu [37]. 
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Obrázek 6: Schematické znázornění parametrů ovlivňujících  

výkon porézních kryogelů, upraveno podle [39]. 

 

Velikost propojených pórů v supermakroporézních kryogelech poskytuje zajímavé vlast-

nosti, jako např. umožnění snadného průchodu buněk bez ucpání pórů a poskytnutí dosta-

tečného prostoru pro růst buněk, aniž by se zabránilo výměně živin a odpadu [34]. Jednou 

z hlavních rysů těchto polymerních materiálů je jedinečná kombinace vysoké pórovitosti, 

vysoké mechanické odolnosti, stability a minimální nespecifické interakce vzhledem 

k hydrofilní povaze polymerů. Některé kryogely mohou být za určitých podmínek vysuše-

ny a znovu nabobtnány velmi rychle, aniž by došlo k poškození struktury pórů díky elas-

tickým pórovitým stěnám. Tímto způsobem mohou být tyto materiály skladovány po dlou-

hou dobu bez jakýchkoli změn [40]. 

Přidání částic do polymerujícího systému vede k výrobě kompozitních materiálů obsahují-

cích např. syntetické částice zabudované do pórovitých stěn kryogelu. Polymerní kryogely, 

které obsahují specifické ligandy schopné selektivního rozpoznávání a - nebo chemické 

vazby biomolekul, mají potenciál pro použití v biotechnologii a biomedicíně (jako je např. 

biokatalýza, specifická adsorpce, bioseparace nebo scaffoldy pro tkáňové inženýrství). 

Bioligandy se do kryogelu zavádí buď kopolymerací strukturních monomerů s funkčními 

monomery nesoucími chemicky reaktivní funkční skupinu nebo přímou kopolymerací s již 

obsahujícím požadovaným ligandem [37]. 
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2.4.2 Polyvinylalkoholové kryogely 

Polyvinylalkohol (viz. obrázek 7) je syntetický polymer s vysokým stupněm hydrolýzy a je 

považován za ataktický. PVA se připravuje polymerací vinylacetátu s ethanolem. Je to 

jeden z nejslibnějších biologicky odbouratelných a ve vodě rozpustných polymerů              

s vynikajícími vlastnostmi, jako je dobrá tepelná stálost, optické vlastnosti a dobré filmo-

tvorné vlastnosti. Používá se v medicíně, filtrech, stavebnictví, chemickém průmyslu, jako 

scaffold pro tkáňové inženýrství a v chemickém průmyslu. Polyvinylalkohol je považován 

za alternativu k polyethylenu nebo polypropylenu, pro výrobu biologicky rozložitelných 

kompozitů [41]. Tento polymer byl jedním z prvních materiálů, ze kterých byl kryogel 

připraven v článku Lozinského Vladimíra (1996) [42]. PVA samostatně nebo v kombinaci 

s jinými polymery je velmi populární materiál pro výrobu kryogelů, protože jeho struktura 

umožňuje různé stupně zesítění. Hlavním typem intermolekulárních vazeb jsou vodíkové 

vazby mezi OH skupinami sousedních polymerních řetězců. Tyto kryogely vykazují vyso-

kou mechanickou pevnost a dobré elastické vlastnosti. Nicméně čisté PVA kryogely nejsou 

dostatečně funkční pro praktické aplikace. Proto se PVA používá jako matricový polymer 

v kompozitu kryogelů. Biokompatibilní PVA kryogely jsou vhodné např. pro umělé tkáně, 

kontaktní čočky a řízené uvolňování léků [43, 44, 45]. 

 

 

Obrázek 7: Strukturní vzorec 

polyvinylakoholu [46]. 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 28 

 

2.4.3 Polyhydroxyethylmethakrylátové kryogely (PHEMA) 

Poly(2 – hydroxyethylmethakrylát), viz. obrázek 8, je jedním z nejrozšířenějších hydrofil-

ních polymerů používaných v biomedicínských aplikacích [47]. PHEMA je vhodný jako 

scaffold určený pro kultivaci buněk. Přítomnost hydroxyskupin a karboxyskupin činí tento 

polymer kompatibilní s vodou, zatímco hydrofobní methylové skupiny a hlavní řetězce 

dodávají polymeru hydrolytickou stabilitu a podporují mechanickou pevnost kryogelu. 

PHEMA kryogely jsou odolné proti vysokým teplotám, kyselé a alkalické hydrolýze a mají 

nízkou reaktivitu s aminy [48]. Použití v biomedicínských aplikacích je široké. Např. ve 

studii Hüseyin Alkan a kol. [49] je kryogel PHEMA považován za potenciálního kandidáta 

pro čištění imunoglobulinu z lidské plazmy. 

 

 

Obrázek 8: Strukturní vzorec 

PHEMA [50]. 

 

2.4.4 Polysacharidové kryogely 

Přírodní polysacharidy jsou levné, obnovitelné, modifikovatelné, biologicky rozložitelné   

a mají biokompatibilní vlastnosti. Mezi polysacharidy, které se k výrobě kryogelů používa-

jí, patří hyaluronan, karboxymethylová celulóza, xantan, b-glukan, škrob (amylóza, amy-

lopektin a jejich směsi), maltodextrin a agaróza. Kryogelace těchto polysacharidů je po-

dobná jako u PVA, kde převažuje vodíková vazba mezi hydroxyskupinami [51]. Polysa-

charidové kryogely mají vysokou cytokompatibilitu a poskytují tak příznivé prostředí pro 

adhezi a proliferaci buněk [52]. 
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2.4.4.1 Chitosanové kryogely (CS) 

Chitosan (viz. obrázek 9)  je aminopolysacharid složený z opakujících se jednotek           

D-glukosaminu a N-acetylglukosaminu. Tento polymer má vynikající biologické vlastnos-

ti, včetně biologické rozložitelnosti, biologické kompatibility a hemostatických a antimi-

krobiálních aktivit. Navíc chitosan podporuje hojení ran tím, že stimuluje zánětlivé buňky, 

včetně polymorfonukleárních leukocytů a makrofágů. Tyto vlastnosti chitosanu ukazují, že 

chitosanový kryogel má velký potenciál jako obvaz pro hojení ran [53]. Dalším příkladem 

využití těchto kryogelů prokázali ve studii Meikun Fan a kol. [54] kde zjistili, že chitosa-

nové kryogely s nanočásticemi stříbra mohou být použity pro dezinfekci pitné vody při 

odstraňování následků katastrof. 

 

 

Obrázek 9: Strukturní vzorec chitosanu 

[55]. 

 

2.4.5 Kryogely na bázi želatiny 

Jednou z hlavních složek extracelulární matrix je kolagen, který se běžně používá samo-

statně nebo v kombinaci s jinými biologickými materiály jako scaffold pro tkáňové inže-

nýrství. Nevýhodou kolagenu je vyvolání imunitní odpovědi, nízká elasticita a patogenní 

látky, které brání použití kolagenu v přirozené formě v lékařských aplikacích. Kontrolova-

ná hydrolýza kolagenu vede k výrobě želatiny, která má podobnou chemickou strukturu 

jako kolagen [56]. Želatina je směs proteinů a peptidů, je biodegradabilní, neimunogenní, 

biokompatibilní a komerčně dostupný polymer. Je bohatá na peptidové sekvence (Arg-

Gly-Asp), které usnadňují buněčnou adhezi a enzymatickou degradaci [57]. Samotná žela-

tina má však nedostatečné mechanické vlastnosti pro použití jako scaffold. Ke zvýšení 
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mechanické pevnosti byly proto vymyšleny chemické modifikace želatiny, jako je např. 

inkorporace isokyanátu, zabudování furfurylaminu nebo metakrylace. Želatina byla použita 

jako substrát pro kultivaci mnoha typů buněk, což ji činí vhodnou k použití na injektova-

telné želatinové kryogely, které jsou schopny řízeného uvolňování proteinů. Dále ve studii 

Min-Eui Han a kol. [58] prokázali, že kryogely založené na želatině jsou slibným systé-

mem v inženýrství tkáňových chrupavek, jelikož podporují buněčnou distribuci a udržují 

fenotypy chondrocytů [58, 59]. 
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3 ELEKTRICKY VODIVÉ POLYMERY 

Obecně platí, že většina polymerních materiálů jsou dobré izolanty. Některé z polymerů 

však mají vodivé vlastnosti. Oproti běžným vodivým kovům jsou elektricky vodivé poly-

merní materiály snadno zpracovatelné, mají nízkou hmotnost a nízkou pořizovací cenu. 

Mezi nejčastěji používané elektricky vodivé polymery patří plypyrrol, polyanilin,         

poly(3,4 - ethylendioxythiofen), polythiofen, polyparafenylen aj. Příklady těchto polymerů 

jsou znázorněny na obrázku 10 [60]. 

 

 

Obrázek 10: Strukturní vzorce vybraných elektricky vodivých polymerů, upraveno 

podle [24]. 

 

Tyto polymery umožňují výborné ovládání elektrických stimulů, mají velmi dobré elek-

trické a optické vlastnosti, mají vysoký poměr vodivosti ke hmotnosti a mohou být vyro-

beny jako biokompatibilní, biologicky odbouratelné a porézní materiály [61]. 
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3.1 Zdroj elektrické vodivosti 

Vodivost vyplívá z kombinace řady faktorů. Elektricky vodivé polymery mají konjugova-

ný základní řetězec, což znamená, že je tvořen řadou střídavých jednoduchých a dvojných 

vazeb. Orbitaly se navzájem překrývají, což umožňuje snadnější delokalizaci elektronů. 

Konečným klíčem k vodivosti je dopant, neboli aniont. Polymer je syntetizován ve své 

oxidované, vodivé formě a pouze v přítomnosti dopantu je náboj neutralizován. Dopant 

zavádí do tohoto systému nosič náboje tím, že odstraní nebo přidá elektrony z - do poly-

merního řetězce a přemístí je jako polarony nebo bipolarony, což jsou volně držené, ale 

lokalizované elektrony [61, 62]. Elektrická vodivost běžně používaných elektricky vodi-

vých polymerů může být upravena pomocí chemických nebo elektrochemických redoxních 

reakcí zvaných dopování. Vzhledem k široké rozmanitosti hodnot elektrické vodivosti mo-

hou elektricky vodivé polymery působit jako izolátory, polovodiče a vodiče v závislosti na 

dopantu  nebo úrovni dopingu [63]. Hodnoty elektrických vodivostí vybraných elektricky 

vodivých polymerů jsou vypsány v tabulce 1. 

 

Tabulka 1: Elektrická vodivost vybraných vodivých polymerů [64]. 

POLYMER VODIVOST (S/cm) 

Polyanilin 0,1 - 5 

Polypyrrol 10 - 50 

Poly(3,4 - ethylendioxythiophene) 300 - 500 

Polythiophen 300 - 400 
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3.2 Polypyrrol (PPy) 

Polypyrrol je nejvíce studovaný elektricky vodivý polymer, který se běžně používá 

v komerčních aplikacích. Jednou z hlavních nevýhod elektricky vodivých polymerů je je-

jich špatná stabilita pří zvýšené teplotě a vlhkosti. Polypyrrol v oxidovaném stavu je jed-

ním z nejstabilnějších elektricky vodivých polymerů. Vyšší tepelná stabilita polypyrrolu se 

dá dosáhnout např. přidáním kyseliny a báze. V roce 1986 Münstedt [65] uvedl, že zvýšené 

tepelné stability bylo dosaženo v PPy s fenylsulfonátovými protiionty za použití jednodu-

chého ošetření kyselinou a bází [66].  Polypyrrol byl nejprve syntetizován v roce 1912. Pro 

syntézu tohoto polymeru se používají dva hlavní způsoby a to elektrochemická a chemická 

polymerace. Tyto způsoby jsou založeny na indukci polymerace různými faktory. Mezi 

tyto faktory patří chemická iniciace oxidačními činidly, foto indukovaná syntéza a elektro-

chemická aktivace anodickým proudem. PPy je téměř nerozpustný v obvyklých rozpouště-

dlech, kvůli silným interakcím mezi řetězci. Výjimkou jsou některé případy, kdy je poly-

pyrrol dopovaný činidly, čímž se jeho rozpustnost zvýší. PPy je velmi slibný „inteligentní“ 

biomateriál. Tento polymer má dobrou in vitro a in vivo biokompatibilitu, dobrou chemic-

kou stabilitu a vysokou vodivost. Dnes se polypyrrol používá v mnoha aplikacích, včetně 

palivových článků, ochrany proti korozi, počítačových displejů, mikrochirurgických ná-

strojů, biosenzorů a jako biomateriál v inženýrství nervových tkání a neuronových sond 

[61, 67]. 

3.3 Polyanilin 

Polyanilin (PANI) je známý jako anilinová čerň. PANI je jedním z nejvíce studovaných 

vodivých polymerů, který může být vyroben jako prášek, tenký film, vlákna i koloidní su-

spenze. Jeho výhodou je snadná syntéza různými metodami, nízká cena a jeho existence 

v různých reverzních protonovaných a oxidovaných formách, které mají odlišné elektro-

chemické vlastnosti. Vodivost polyanilinu závisí na jeho stupni oxidace nebo protonace 

[63, 68]. PANI může existovat ve třech redoxních formách, známých jako leukoemeraldine 

(plně redukovaná forma), emeraldinová sůl (polo-oxidovaná forma) a pernigranilin (plně 

oxidovaná forma). Tyto redoxní formy polyanilinu jsou znázorněny na obrázku 11. 
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Obrázek 11: Chemické přechody při oxidaci/redukci PANI, upraveno podle [69]. 

 

Z těchto uvedených forem je vodivá pouze protonovaná a aniontem dopovaná emeraldino-

vá forma, ostatní formy jsou izolanty. Když je emeraldinová forma protonována dopová-

ním, vytváří se vysoce vodivá struktura. Mechanismus vodivosti zahrnuje elektronové   

otvory, které jsou radikály kationtů dusíku, střídající se podél řetězce polymeru 

s neutrálními atomy dusíku. Elektron se z neutrálního dusíku přesune do otvoru na přida-

ném dusíku, který se pak stává neutrálním. Dusík, ze kterého se elektron přesunul, se stává 

„dírou“. Tímto způsobem vzniká vodivost polyanilinu. Tato vodivost může být ovlivněna 

především molekulovou hmotností, procentem krystalinity, oxidační hladinou, procentem 

dopingu a typem dopantu. Sloučeniny použité jako dopant jsou obvykle silné kyseliny, 

jako je např. kyselina methansulfonová. Doping na úrovni 50% dává nejvyšší vodivost. Při 

dopingu větším než 50% se vodivost snižuje [70, 71]. 
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3.3.1 Syntéza polyanilinu 

Syntéza polyanilinu může být provedena buď chemicky oxidační polymerací, nebo elek-

trochemickou polymerací. Oxidační chemická polymerace je jednoduchá a vhodná pro 

výrobu ve velkém měřítku. Syntéza polyanilinu vyžaduje oxidaci monomeru anilinu reakcí 

a tvorbou anilinových dimerů prostřednictvím rekombinace kationtových radikálových 

oxidačních míst nebo elektrofilní substitucí. Kontinuální tvorba oxidačních míst kationto-

vých radikálů umožňuje růst anilinového dimeru, PANI oligomerů a meziproduktů za 

vzniku polyanilinu. Během chemické oxidační polymerace se přechod elektroizolační eme-

raldinové báze do elektricky vodivé emeraldinové soli provádí dopingovým procesem. 

Dopingového procesu je dosaženo díky syntéze polyanilinu v kyselém médiu. Kyselé mé-

dium spouští přenos náboje z kyselého aniontu na polyanilin a dochází ke změně elektric-

kých vlastností polymeru. Při elektrochemické polymeraci se do systému obsahujícího 

kyselý anilin umístí systém se třemi elektrodami (pracovní elektroda, referenční elektroda 

a protielektroda). Aplikace potenciálu v elektrochemickém článku vyvolá oxidaci anilino-

vých monomerů a vede k tvorbě PANI filmu na povrchu elektrody. Na rozdíl od dříve 

zmíněné oxidační chemické polymerace nevyžaduje elektrochemická polymerace iniciátor 

oxidačního činidla a poskytuje několik výhod. Mezi tyto výhody patří např. silnější přilna-

vost ke kovovému povrchu a lepší rozpustnost, jelikož chemicky syntetizovaný polyanilin 

jde těžko rozpustit. Příprava PANI vyžaduje trvalé oxidační podmínky, např. prostřednic-

tvím přítomnosti většího množství oxidačního činidla. Nicméně omezená rozpustnost 

PANI ve většině organických rozpouštědel je hlavní překážkou pro aplikaci a zpracování 

polyanilinu v různých průmyslových aplikacích. Pro zlepšení bylo navrženo několik pří-

stupů, včetně emulzní polymerace, dopingu s organickými kyselinami, dopingu 

s povrchově aktivními látkami, syntézy koloidních PANI dopingem s polymerními stabili-

zátory a funkcionalizace PANI s polárními funkčními skupinami schopnými indukovat 

rozpustnost v polárních rozpouštědlech [72, 73]. 

3.3.2 Aplikace polyanilinu 

Polymerní systém, který obsahuje PANI jako hlavní složku, vykazuje velký potenciál pro 

použití v různých oblastech. Aplikace takového polymerního systému záleží na vlastnos-

tech PANI, včetně vodivosti, magnetické aktivity, tepelné citlivosti, optických výhod         

a mechanických vlastností. Kompozity na bázi PANI byly široce používány při výrobě 

snímačů/biosenzorů a polovodičů. Polyanilin v biosenzorech vykazuje dvojí funkci a to 

funkci elektrického signálního zesilovače a funkci substrátu pro úspěšnou vazbu biologic-
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kých činidel (např. enzymu). Kromě toho je PANI široce využívaný pro vývoj elektrod 

v kondenzátorech a superkapacitorech, pro snímání plynu a prevenci proti korozi [15, 71]. 

Jelikož má PANI špatnou zpracovatelnost díky jeho nerozpustnosti a křehkosti, zpracovává 

se většinou v kompozitní formě s jiným ve vodě rozpustným polymerem, jako jsou polyvi-

nylalkohol (PVA), polyvinylpyrrolidon a kyselina polyakrylová, které se používají jako 

stabilizátory. Např. PANI/PVA kompozit vykazuje vlastnosti mikrovlnného stínění přes 

pásmo X a používá se v elektrických konektorech pro zobrazovací zařízení a jako vlhkost-

ní snímač [74]. 
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4 SCAFFOLDY S ELEKTRICKY VODIVÝMI POLYMERY 

Každá buňka produkuje membránový potenciál několika milivoltů (mV) až desítek mili-

voltů, které závisí na typu buňky, tkáni a stupni buněčné diferenciace. Elektrický charakter 

těchto membránových potenciálů vytváří endogenní elektrické pole, stejnosměrné proudy  

a ultra nízkofrekvenční elektromagnetické pole. Tento elektrický charakter pochází ze se-

gregace nábojů biologickými zástupci, jako jsou transportéry, čerpadla a iontové kanály, 

které jsou většinou umístěny v plazmové membráně. Toto endogenní elektrické pole ovliv-

ňuje různé buněčné chování včetně embryogeneze, dělení buněk, hojení ran, polarity          

a buněčné diferenciace. Ukázalo se, že elektrické signály jsou jedny z mnoha rozhodujících 

stimulů, které mohou řídit řadu buněčných funkcí. Elektrické stimuly ve scaffoldech pod-

porují buněčnou migraci, buněčnou adhezi, syntézu DNA a sekreci proteinů. Vodivé bio-

materiály představují revoluci v biomedicínských aplikacích vzhledem k jejich vynikajícím 

elektricky vodivým a magnetickým vlastnostem. Na obrázku 12 je znázorněn chronologic-

ký vývoj scaffoldů pro tkáňové inženýrství od přírodních a syntetických scaffoldů, přes 

elastomerní a injektovatelné scaffoldy, až po elektricky vodivé scaffoldy [75]. 

 

 

Obrázek 12: Chronologický vývoj scaffoldů pro tkáňové inženýrství, upraveno podle [76]. 

 

Pro výrobu scaffoldů s elektricky vodivými matriály bylo použito mnoho výrobních postu-

pů. Bylo zjištěno, že metoda elektrospiningu je slibným způsobem potahování vodivého 

materiálu na vláknité polymery, jako jsou polycaprolacton, kyselina polymléčná a kyselina 
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polyglykolová. Elektricky vodivé scaffoldy mohou být také vyrobeny elektropolymerací 

nebo fotochemickou polymerací [62]. 

4.1 Elektricky vodivé hydrogely 

Hydrogely jsou typicky nevodivé, což omezuje jejich aplikaci pro typy buněk, jako jsou 

nervové buňky a svalové buňky. Zavedení elektricky vodivých polymerů do hydrogelu, 

jako vodivého materiálu, je atraktivním přístupem k získání materiálů podobných 

s měkkou tkání. Spojení elektricky vodivých polymerů a hydrogelu umožňuje vytvoření 

elektro aktivních hydrogelů, které kombinují redoxní schopnosti vodivých polymerů 

s rychlou iontovou mobilitou a biokompatibilitou hydrogelů. Tyto hydrogely mohou být 

vyráběny v širokém rozsahu rozměrů a mechanických vlastností, tak aby napodobovaly 

extracelulární matrix. Vodivé hydrogely mají elektrickou vodivost, která je potřebná pro 

komunikaci mezi buňkami. Elektrická vodivost ve většině těchto hydrogelů je pod           

10 mS/cm. Předpokládá se, že hlavním přínosem elektrické vodivosti je hlavně vodivost 

roztoku elektrolytu, ve kterém se hydrogel syntetizuje [24, 77]. Příprava vodivých hydro-

gelů zahrnuje nabobtnání nevodivých hydrogelů v kyselém vodném roztoku monomerů, 

jako je anilin, thiofen, po kterém následuje in situ polymerace. Další metoda zahrnuje su-

pramolekulární interakce mezi dvěma typy polymerních řetězců [78]. Metoda fotochemic-

kého zesítění je široce používaná na výrobu hydrogelů pro tkáňové inženýrství. Takto vy-

robené elektricky vodivé scaffoldy se používají v různých oblastech tkáňového inženýrství, 

např. v kostní, neurální, srdeční a svalové regeneraci [62]. 

Nejčastějším příkladem vodivých hydrogelů je kopolymer polyanilinu s polypyrolem, kte-

rý se používá v tkáňovém inženýrství na výrobu biosenzorů, stimulátorů v mozku a zaříze-

ní pro řízené uvolňování léčiv [61]. Řízené uvolňování léčiv z hydrogelů je způsobeno 

elektrochemicky indukovanými změnami hydrogelů v důsledku reakce na elektrické pole. 

Mechanismy uvolňování léčiv zahrnují uvolnění léku z gelu, díky difúzi léku podél kon-

centračního gradientu, kdy elektrický podnět zvyšuje rychlost difúze léčiv do cílového   

místa [79]. 
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4.2 Elektricky vodivé kryogely 

Zajímavým typem vodivých hydrogelů jsou vodivé kryogely. Využití kryogelů na bázi 

elektricky vodivých polymerů je novým přístupem, který poskytuje řešení problému ne-

homogenní distribuce vodivých složek ve velkém množství v běžných vodivých hydroge-

lech. Výzkum 3D materiálů založených na vodivých polymerech je zatím v počátcích, jeli-

kož reakce buněk v 3D a 2D materiálech se liší [80, 81]. Makroporézní lešení pro elektric-

ky řízené tkáňové inženýrství jsou pravděpodobně nejslibnější. Směsná elektronická a ion-

tová vodivost kryogelů může být dále využita při monitorování nebo stimulaci biologic-

kých objektů. Jiné použití zahrnují barvící adsorbenty, řízené uvolňování, substráty pro 

ukládání vzácných kovů, porézní elektrody biosenzorů, příprava nanočástic kovů in situ     

a buněčné scaffoldy v tkáňovém inženýrství [82]. Například ve studii Deng a kol. [83] byly 

připraveny tepelně citlivé elektricky vodivé kryogely založené na poly                               

N-isopropylacrylamidu (PNIPAM) a vodivém polyanilinu nebo polypyrrolu, připraveném 

pomocí in situ polymerace anilinu nebo pyrrolu na povrchu kryogelu PNIPAM. Tyto vodi-

vé kryogely vykazovaly makroporézní strukturu, tvarovou paměť a rychlou odezvu jak na 

teplotu, tak i na infračervené záření. Takto vytvořené kryogely mají velký potenciál pro 

aplikace v teplotně závislých vypínačích, senzorech citlivých na tlak, magneticky aktivních 

aktuátorech a zařízení reagující na tvarovou paměť. Tyto vodivé kryogely citlivé na vnější 

stimuly otvírají nové pohledy na různé elektronické a biomedicínské aplikace [83]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 MATERIÁL  

Velkým problémem při přípravě kryogelů pro tkáňové inženýrství je dosažení vhodné ve-

likosti a propojenosti pórů. Z tohoto důvodu byly v praktické části při přípravě kryogelů 

použity různé druhy surfaktantů. Tyto surfaktanty při polymerní reakci vytvořily micely, 

které po promytí zanechaly v kryogelech různé velikosti pórů. Koncentrace surfaktantů 

byla volena podle jejich dvojnásobné micelární koncentrace. Hodnoty micelárních koncen-

trací surfaktantů jsou zobrazeny v tabulce 2. 

5.1 Surfaktanty 

V rámci této práce byly k syntéze kryogelů vybrány následující surfaktanty: 

Triton X-100: 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene glycol, neiontový        

detergent 

Tween 40: Polyoxyethylenesorbitan monopalmitat, neiontový detergent 

Brij 96: Polyoxyethylene (10) oleyl ether, neiontový detergent 

Poloxamer 188: Poly(ethylene glycol)-block-poly(propylene glycol)-block-poly(ethylene 

glycol), neiontový detergent 

SDBS: Dodecyl sodium sulfate, aniontový detergent 

Igepal CA 630: Octylphenoxy poly(ethyleneoxy)ethanol, neiontový detergent 

 

Tabulka 2: Hodnoty jednotlivých micelárních koncentrací surfaktantů 

Typ surfaktantu Kritická micelární koncentrace 

Triton X-100 0,220 - 0,240 mM 

Tween 40 0,027 mM 

Brij 96 0,029 % (w /v) 

Poloxamer 188 0,1 % 

SDBS 2,070 mM 

Igepal CA 630 0,083 mM 
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5.2 Použitá buněčná linie a kultivační médium 

Biologické testování bylo provedeno pomocí buněčné linie myších embryonálních fibrob-

lastů NIH/3T3 (ATCC, USA). Jako kultivační médium bylo použito Dulbecco's modified 

Eagle's Minimum Essential Medium (DMEM, Biosera, Francie), obsahující 10% telecího 

séra (Biosera, Francie) a 1% penicilin/streptomycinu (Francie). 

 

Obrázek 13: Ukázka morfologie buněčné linie NIH/3T3 [84]. 
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6 METODIKA 

6.1 Příprava vzorků kryogelu 

Kryogely PANI/PVA (polynilin/polyvinylalkohol) byly připraveny oxidací anilinhyd-

rochloridu s peroxydisulfátem amonným za přítomnosti roztoku polyvinylalkoholu. Reak-

ce oxidace anilinu peroxydisulfátem amonným je znázorněna na obrázku 14. 

 

Obrázek 14: Oxidace anilinu peroxydisulfátem amonným napolyanilinovou   

(emeraldinovou) sůl [82]. 

 

Směs 0,2 M anilin hydrochloridu a 5 hm% polyvinylalkoholu byla rozpuštěna ve 35 ml 

vody. Následně byl připraven 0,25 M peroxydisulfát amonný, který byl rozpuštěn v 5 ml 

vody. Takto vytvořené dva roztoky byly smíchány dohromady i se surfaktanty, které byly 

rozpuštěny v 10 ml vody. Hmotnost surfaktantů byla volena podle jejich dvojnásobných 

kritických micelárních koncentrací. Takto připravené roztoky s jednotlivými surfaktanty 

byly přelity do válcovité formy. Poté byly roztoky rychle vymraženy ethanolem, který byl 

zchlazen tekutým dusíkem. Následně byly formy s reakční směsí vloženy do mrazáku na    

-18 °C, kde probíhala polymerace po dobu 7 dnů. Původně bílé vzorky kryogelů se změni-

ly na tmavě zelené až černé, jelikož došlo k vytvoření polyanilinu. Po 7 dnech byly vzorky 

kryogelů vytaženy z mrazáku a po rozmrznutí byly promyty vodou a 0,1 M kyselinou síro-

vou, kdy došlo k odstranění všech reaktantů nebo vedlejších produktů s nízkou molekulo-

vou hmotností. Celkem bylo připraveno osm vzorků kryogelu, kdy šest z nich obsahovalo 

surfaktanty, jeden chlorid sodný (Miele) a jeden kryogel byl čistý, bez jiné přísady.       
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Výsledný kryogel má složenou povahu, kde polyanilin poskytuje vodivost a polyvinylal-

kohol mechanickou pevnost. 

 

Tabulka 3: Složení jedné dávky roztoku – 50 ml 

Složka roztoku Objem rozpouštědla - vody (ml) 

Surfaktant 10 

Peroxydisulfát amonný 5 

Polyvinylalkohol + anilinhydrochlorid 35 

 

 

Na obrázku 15 jsou znázorněny připravené vzorky PVA/PANI kryogelů. Jak je vidět, tyto 

kryogely jsou velmi dobře ohebné a elastické stejně jako živá tkáň. 

 

 

Obrázek 15: Ukázka připraveného vzorku kryogelu.  
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6.2 Materiálová charakteristika 

6.2.1 Lyofilizace vzorků kryogelu 

U kryogelů, které jsou nabobtnány vodou, je lyofilizace důležitá z důvodu možného pras-

kání struktury při BET metodě. Lyofilizace je odstranění vlhkosti z materiálu zmrazením 

ve vakuu. Tato metoda se provádí při teplotách kolem -80 °C a následuje sušení ve vakuu. 

Vlhkost se z materiálu odstraní sublimací [85]. 

Připravené vzorky kryogelů byly lyofilizovány po dobu 5 dnů. Po uplynutí této doby se 

připravené kryogely přeměnily na xerogely (tzv. suché gely), které byly následně vloženy 

do volumetrického sorpčního analyzátoru.  

6.2.2 BET metoda 

Měření pomocí metody Brunauer-Emmett-Teller (BET) bylo poprvé provedeno v roce 

1938. Tato metoda je použitelná pro adsorpční izotermy typu II (disperzní, neporézní nebo 

makroporézní pevné látky) a typu IV (mezoporézní pevné látky s průměrem pórů               

2 - 50 nm. Nedostupné póry nejsou detekovány. BET metoda zahrnuje stanovení množství 

adsorbátu, které je potřebné k pokrytí vnějších a přístupných vnitřních pórů pevné látky. 

Toto množství monovrstvy lze vypočítat z adsorpční izotermy pomocí BET rovnice:   

𝑝/𝑝0

𝑛𝑎(1−𝑝/𝑝0)
=

1

𝑛𝑚𝐶
+

𝐶−1

𝑛𝑚𝐶

𝑝

𝑝0
                                                    (1)      

Adsorpční izoterma se získá vynesením množství adsorbovaného plynu na na svislé ose 

proti odpovídajícímu relativnímu tlaku p/p0 na vodorovné ose [86]. 

Práce s volumetrickým sorpčním analyzátorem BELSORP – mini II (viz. obrázek 16) byla 

provedena podle mezinárodní normy ISO 9277:2010 Stanovení měrného povrchu pevných 

látek adsorpcí plynem – metoda BET. Vzorky všech osmi kryogelů byly po lyofilizaci na-

řezány na malé kousky o hmotnosti asi 0,03 g, které byly vloženy do měřící cely. Takto 

připravené měřící cely byly vloženy do odplyňovacího zařízení, kde byly po dobu 5 hodin 

při 75 °C. Měření je založeno na adsorpci plynu na povrch pevného materiálu, který byl 

předem zbaven veškerých molekul okolní atmosféry, sledováním absorbovaného množství 

plynu o známých parametrech na základě změny tlaku (volumetrická metoda). Po odply-

nění byly cely umístěny do volumetrického sorpčního analyzátoru BELSORP – mini II, 

který byl naplněn tekutým dusíkem. Důležitými konstantami pro úspěšné měření jsou 

hmotnost vzorku a hmotnost prázdné cely, pro kterou je nutno stanovit tzv. mrtvý objem. 
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V průběhu měření byla zaznamenávána adsorpční (popř. desorpční) izoterma jako závislost 

adsorbovaného (desorbovaného) množství na změně tlaku při konstantní adsorpční teplotě 

77 K. 

 

Obrázek 16: Volumetrický sorpční analyzátor 

BELSORP – mini II. 

 

6.2.3 Skenovací elektronová mikroskopie 

Skenovací elektronový mikroskop (SEM) viz. obrázek 17, používá svazek elektronů, který 

je vytvořen tak, aby snímal testovaný vzorek jako rastr paralelních souvislých linií. Při 

zasažení vzorku se elektrony odrazí a vzniknou zpětně rozptýlené elektrony nebo se inter-

akcí primárních elektronů se vzorkem vytvoří sekundární elektrony. Vzorek je obvykle 

pevný předmět a počet sekundárních elektronů emitovaných povrchem závisí na topografii 

vzorku. Rozměry paprsku sondy určují konečnou rozlišovací schopnost přístroje. Typické 

SEM mohou dosáhnout zvětšení obrazu 400 000x a mají rozlišení kolem 1nm [87]. 

 

Obrázek 17: Skenovací elektronový mikroskop. 
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6.3 Biologické testy 

Pro testování na buněčných liniích je kvůli případné infekci nutné nejdříve testované vzor-

ky vysterilovat. K tomuto účelu byly všechny kryogely ponořeny do 70 % ethanolu po 

dobu 3 dnů. Následně byly vzorky promývány ultračistou vodou po dobu 14 dnů. Nakonec 

byly kryogely uchovány v kultivačním médiu. 

6.3.1 Příprava buněk 

V biologickém inkubátoru s řízenou atmosférou CO2 (HERAcell 150i) byla v polystyreno-

vých kultivačních nádobách (TPP, Švýcarsko) kultivována buněčná linie myších embryo-

nálních fibroblastů NIH/3T3. Po dosažení dostatečného množství (80 - 90% konfluence) 

bylo v laminárním boxu s řízenou cirkulací vzduchu ALPINA provedeno pasážování    

buněk. Nejprve bylo odsáto médium pomocí odsávacího zařízení a kultivační nádoba byla 

promyta 15 ml fosfátového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm
2
). I fosfátový pufr byl od-

stát. V dalším kroku bylo do kultivační nádoby přidáno 7,5 ml trypsinu (koncentrace      

0,1 ml/cm
2
). Trypsin byl v nádobě ponechán po dobu 10 minut, kdy došlo k oddělení bu-

něk od nádoby. Oddělení buněk bylo zkontrolováno pomocí mikroskopu Olympus IX 81. 

Následně bylo přidáno 7,5 ml kultivačního média a vzniklý roztok byl převeden do centri-

fugační zkumavky pomocí mikropipety. Tato zkumavka byla vložena do centrifugy Eppe-

ndorf 5702 R na 3 minuty a 1100 rpm. Vzniklý supernatant byl odsát a ke koncentrovaným 

buňkám byl přidán 1 ml média. Vznikla tak koncentrace 2×10
7
 buněk v 1 ml média. 

6.3.2 Cytotoxicita 

Dle ISO normy 10993-5 je možné cytotoxicitu testovat pomocí 1) zkoušky extraktem, 2) 

zkoušky přímým kontaktem nebo 3) zkoušky nepřímým kontaktem. V rámci této diplomo-

vé práce bylo provedeno kvantitativní posouzení extraktem a kvalitativní posouzení pří-

mým kontaktem. 

Kvantitativní hodnocení cytotoxicity bylo hodnoceno s použitím metabolického testu MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid), který poprvé popsal Mosmann 

[88] v roce 1983. Životaschopné buňky jsou schopné redukovat žlutý MTT štěpením tetra-

zoliového kruhu na ve vodě nerozpustný purpurově modrý formazan, který se vysráží 

v buněčném cytosolu a po lýze buněk může být rozpuštěn. Buňky, které jsou po toxickém 

poškození mrtvé MTT transformovat nemohou. Reakce je zprostředkována dehydrogená-

zami – enzymy spojenými s endoplazmatickým retikulem a mitochondriemi [88].  
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6.3.2.1 Zkouška extraktem 

Připravené buňky v koncentraci 1 x 10
5
/ml

 
byly napipetovány do 96 jamkových destiček   

a byly ponechány ke kultivaci po dobu 24 hodin. Zároveň ze všech vzorků kryogelů byly 

vytvořeny extrakty podle ISO 10993-12. Na analytických vahách bylo naváženo 0,3 g  

kryogelu a smícháno s 3 ml média. Extrakce byla provedena v chemicky inertních uzavře-

ných nádobách za stálého třepání při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin. Po 24 hodinách byly 

extrakty přefiltrovány do nových zkumavek. K předkultivovaným buňkám v 96 jamkových 

destičkách byly pipetovány extrakty v různých koncentracích, jak je znázorněno v tabulce 

4.  Po 24 hodinách byly ze všech jamek extrakty odsány a přidáno 100 µl média. Následně 

bylo k buňkám přidáno MTT (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, výsledná koncentrace   

0,5 mg/m). Po 4 hodinách v inkubátoru bylo z destiček odsáto médium s MTT a pipetou 

přidáno 80 μl DMSO (Dimethylsulfoxid, 99,9 %, Duchefa Biochemie, Nizozemsko). Po  

20 minutách působení DMSO byla změřena absorbance na fotometru Infinite M200PRO 

(Tecan, Švýcarsko) při vlnové délce 570 nm a referenční vlnové délce 690 nm. 

Tabulka 4: Koncentrace extraktu a média 

EXTRAKT (µl) 100 75 50 25 10 1 

MÉDIUM (µl) 0 25 50 75 90 99 

 

6.3.2.2 Zkouška přímým kontaktem 

Vzorky kryogelů byly nařezány na plátky o stejné velikosti průměru i výšky 0,5 cm. Takto 

nařezané plátky byly ještě rozřezány na stejné čtvrtiny, které byly následně použity 

k testování. Připravené buňky o koncentraci 1 x 10
5
/ml

 
byly nasazeny na 48 jamkové des-

tičky. Po 24 hodinách byly nařezané vzorky opatrně položeny do středu buněčné vrstvy 

v destičkách. Po 48 hodinách byly buňky zafixovány. Odsávacím zařízením bylo odsáto 

médium a destičky byly promyty 1 ml fosfátového pufru (PBS), který byl následně také odsát. 

Po odsátí fosfátového pufru byly přidány 2 ml formaldehydu (koncentrace 4%, Penta chemi-

cals Česká republika).  Po 15 minutách byl formaldehyd odsát a vzorky byly promyty 1 ml 

fosfátového pufru (PBS). Poté byly přidány 2 ml Tritonu X-100 (koncentrace 0,5%, Sigma 

Aldrich, USA). Po 5 minutách byl Triton X-100 odsát a vzorky byly třikrát promyty 1 ml fos-

fátového pufru (PBS) a nakonec byl 1 ml PBS ponechán v misce. Následně bylo 

k zafixovaným buňkám přidáno 5 µg/ml Hoechst 33258 (Invitrogen, USA) a jedna kapka 
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ActinRed 555 (Thermo Fisher Scientific, USA). Fluorescenční barvivo Hoechst slouží 

k zviditelnění buněčných jader a ActinRed se váže na aktinová filamenta, čímž se zviditelní 

buněčný cytoskelet. Takto nabarvené buňky byly po dobu 30 minut ponechány ve tmě a poté 

foceny pomocí inverzního fluorescenčního mikroskopu (Olympus IX81, Japonsko). 

6.3.3 Prorůstání buněk scaffoldem 

Scaffoldy ve formě kryogelů byly nařezány na stejnou velikost průměru i výšky 0,5 cm. 

Takto připravené vzorky byly vloženy do 24 jamkových destiček. Na povrch scaffoldů 

byly napipetovány připravené buňky o koncentraci 1 x 10
6
/ml. Po 72 hodinách byly buňky 

zafixovány. Fixace probíhala stejně jako v kapitole 6.3.2.2. V dalším kroku bylo 

k zafixovaným buňkám přidáno 5 µl/ml Hoechst 33258 (Invitrogen, USA), který barví DNA 

buněk. Takto nabarvené buňky byly po dobu 30 minut ponechány ve tmě a poté foceny pomocí 

inverzního fluorescenčního mikroskopu (Olympus IX81, Japonsko). 
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7 VÝSLEDKY  

V praktické části bylo připraveno osm vzorků kryogelů na kterých byly nejprve provedeny 

materiálové charakteristiky pomocí BET a SEM. Následně byly určené biologické vlast-

nosti a to konkrétně cytotoxicita extraktů, cytotoxicita přímým kontaktem a prorůstání 

scaffoldu. 

7.1 Materiálové charakteristiky 

7.1.1 Měrný povrch a velikost pórů 

Jako první byla provedena BET metoda u všech osmi vzorků.  Adsorpční / desorpční izo-

termy byly pro všechny vzorky skoro stejné, proto jsou v této práci uvedeny 2 příklady 

těchto křivek. 

 

 

Obrázek 18: Adsorpční / desorpční izoterma pro a) kryogel s Tweenem 40, b) čistý kryogel.  

 

Adsorpční / desorpční izoterma znázorňuje závislost adsorbovaného (desorbovaného) 

množství na relativním tlaku při konstantní teplotě. Z obrázku 18 je vidět, že adsorbované 

(desorbované) množství roste exponenciálně s rostoucí změnou tlaku. Při nízkých hodno-

tách relativního tlaku je průběh křivky konkávní, ve střední části lineární a při vyšších 

hodnotách relativního tlaku je průběh křivky konvexní. 
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Pro ukázku výsledného BET grafu (obrázek 19), je v této práci uveden příklad pro čistý 

kryogel, jelikož BET grafy všech vzorků byly velmi podobné. 

. 

 

 

Obrázek 19: BET graf a naměřené hodnoty pro čistý kryogel, kde Vm je specifický objem 

adsorbovaného plynu, C je BET konstanta, asBET je specifický povrch. 

 

Pro výpočet výsledných hodnot byla zvolena lineární oblast v grafu na ose relativního tla-

ku 0,05 po 0,25. Z naměřených výsledků na obrázku 19 je vidět, že měrný povrch u čistého 

kryogelu byl 23,7 m
2
/g a průměrná velikost pórů byla 16,2 nm. 
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Z naměřených hodnot měrného povrchu a průměrné velikosti pórů byly vytvořeny grafy, 

které jsou na obrázku 20 a 21. 

 

 

Obrázek 20: Graf měrného povrchu jednotlivých kryogelů. 

 

Na obrázku 20 je vidět, že kryogely s Poloxamerem 188, Tritonem X-100, Tweenem 40, 

Brijem 96 a SDBS měli velmi podobné hodnoty měrného povrchu. Nejvyšší měrný povrch 

byl naměřen u vzorku čistého kryogelu (23,7 m
2
/g) a naopak nejmenší u vzorku kryogelu   

s NaCl (17,0 m
2
/g). Nízkou hodnotu oproti ostatním vzorkům měl i kryogel s Igepalem  

(17,9 m
2
/g).  
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Obrázek 21: Graf průměrné velikosti pórů jednotlivých kryogelů. 

 

Dalším zkoumaným parametrem u kryogelů byla průměrná velikost pórů (viz. obrázek 21). 

Velikost pórů se jen minimálně lišila, přesto nejvyšší průměrná velikost pórů byla naměře-

na u vzorku s NaCl (19,5 nm), kvůli tomu, že při přípravě tohoto kryogelu byly použity 

krystaly NaCl. Naopak nejmenší průměrná velikost pórů kryogelu byla u vzorku se surfak-

tantem SDBS (12,8 nm) a Igepalem CA 630 (13,6 nm). Velmi podobnou průměrnou veli-

kost pórů měly vzorky s Poloxamerem 188 (18,5 nm) a Tritonem X-100 (18,6 nm). Vzorek 

se surfaktantem Brij 96 měl průměrnou velikost pórů 15,1 nm a vzorek s Tweenem 40       

17,0 nm. 

Z výsledků BET metody lze tedy říct, že s rostoucí velikostí měrného povrchu průměrná 

velikost pórů klesá.  
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7.1.2 Struktura kryogelů 

V návaznosti na výsledné velikosti pórů z BET metody byla pomocí Skenovací elektrono-

vé mikroskopie vyfocena struktura pórů v kryogelech. Skenovací elektronová mikroskopie 

se běžně používá pro analýzu morfologie kryogelů. Z vytvořených fotek lze hodnotit veli-

kost pórů a tloušťku stěn. Pro focení byl vybrán čistý kryogel a vzorky s nejmenší a největ-

ší velikostí pórů a měrného povrchu. Tyto kryogely byly foceny při zvětšení 500x a 5000x.  

 

           

Obrázek 22: Struktura kryogelů: a) NaCl zvětšení 500x, b) NaCl zvětšení 5000x, c) čistý 

zvětšení 500x, d) čistý zvětšení 5000x, e) SDBS zvětšení 500x, f) SDBS zvětšení 5000x. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 55 

 

Na obrázku 22 jsou výsledné snímky struktury kryogelů ze SEM. Na snímcích a) a b) je 

vidět, že kryogel s NaCl měl největší póry z vybraných kryogelů. Struktura čistého 

kryogelu je znázorněna na snímcích c) a d). Na snímcích z tohoto obrázku je vidět, že 

velikost pórů čistého kryogelu je o něco menší než u kryogelu NaCl. Na snímcích e) a f) je 

struktura SDBS kryogelu. Z těchto snímků je vidět, že SDBS má póry ze všech vzorků 

nejmenší a tloušťka stěn tohoto kryogelu je nejsilnější. Snímky ze SEM tedy potvrdily  

rozdíly ve velikosti pórů, které byly získány BET metodou. 

7.2 Biologické testy 

7.2.1 Cytotoxicita extraktu 

K určení cytotoxicity byly z kryogelů připraveny extrakty. Cytotoxicita byla stanovena 

pomocí MTT testu. Reference byla nastavena na relativní buněčnou viabilitu 1, což 

odpovídá 100% buněčné viabilitě. 

Dle normy ISO10993-5 se cytotoxicita hodnotí podle stupnice: > 0,8 bez cytotoxického 

efektu; 0,6 – 0,8 mírně cytotoxický efekt; 0,4 – 0,6 slabě cytotoxický efekt; ˂ 0,4 silně 

cytotoxický efekt. 

     

 

 

Obrázek 23: Výsledky cytotoxicity kryogelových extraktů. 
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Obrázek 24: Výsledky cytotoxicity kryogelových extraktů. 
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Z výsledků MTT testu na obrázcích 23 a 24 je vidět, že nejvíce cytotoxický kryogel, už při 

nízkých koncentracích extraktu, byl kryogel s přídavkem surfaktantu SDBS. Dokonce 1% 

extrakt dosahoval mírně cytotoxického efektu (0,72 ± 0,05). Všechny ostatní vzorky byly 

do koncentrace 10% extraktu bez cytotoxického efektu. Při 25% extraktu však byly bez 

cytotoxického efektu už jen vzorky s NaCl, Poloxamerem 188, Igepalem CA 630 a Trito-

nem X-100. Extrakt z čistého kryogelu  v této koncentraci už dosahoval mírné cytotoxicity. 

Výrazný rozdíl můžeme sledovat při 50% extraktu, kde kryogely s NaCl a Poloxamerem 

188 dosahují více jak 70% viability, zatím co všechny ostatní vzorky jsou v rozmezí slabé 

cytotoxicity. U 100 % extraktu byly zaznamenány nejvyšší rozdíly v buněčné viabilitě. 

Nejnižší viabilita byla v této koncentraci u  kryogelu čistého a s Tweenem 40, kdy hodnoty 

buněčné viability byly u obou těchto kryogelů 0,14 ± 0,02. Další silně cytotoxický kryogel 

byl s SDBS (0,22 ± 0,07), s Tritonem X-100 (0,36 ± 0,08) a s Brij 96 (0,33 ± 0,06).       

Nejlepší buněčnou viabilitu u 100 % extraktu měly kryogely s NaCl, Poloxamerem 188     

a Igepalem CA 630. Hodnoty relativních buněčných viabilit neklesly pod 0,4. Z toho vy-

plívá, že vzorky byly slabě cytotoxické. Dokonce u kryogelu s NaCl byla buněčná viabilita 

na hranici mezi slabou a mírnou cytotoxicitou. Obecně se dá shrnout, že nejnižší cytotoxi-

citu vykazoval kryogel s NaCl, po kterém následoval kryogel s Poloxamerem 188 a Igepa-

lem CA 630. 
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7.2.2 Cytotoxicita přímým kontaktem 

Po MTT testu následovala zkouška cytotoxicity přímým kontaktem. Tento tes byl vyhod-

nocen kvalitativně pomocí mikrofotografií, které jsou znázorněny na obrázcích 25 - 28. Pro 

lepší viditelnost rozdílů v buněčné morfologii, byly fluorescenčně zvýrazněny jádra buněk 

a buněčný cytoskelet. Takto nabarvené buňky byly vyfoceny pomocí fluorescenčního   

inverzního mikroskopu. 

 

Jádra buněk Buněčný cytoskelet 
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Obrázek 25: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu: a) reference, b) NaCl. 
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Obrázek 26: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu: a) Igepal CA 630,                

b) Poloxamer 188, c) Brij 96. 
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Jádra buněk Buněčný cytoskelet 
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Obrázek 27: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu: a) Triton X-100, b) Tween 40, 

c) čistý. 
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Jádra buněk Buněčný cytoskelet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 28: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu pro SDBS. 

 

Z obrázků 25 a 26 je vidět, že na kryogelech s NaCl a Igepalem CA 630 rostly buňky 

v podobném rozsahu jako na referenci. Buňky si v přítomnosti těchto vzorků zachovávaly 

svoji typickou rozvětvenou a protáhlou morfologii. O málo nižší počet buněk můžeme po-

zorovat při kultivaci s kryogelem obsahujícím Poloxamer 188 (obrázek 26 b), avšak bu-

něčná morfologie zůstává stále zachovaná. Pokles buněk je tak malý, že se stále jedná        

o necytotoxický efekt. K výraznějšímu poklesu viability dochází při kultivaci v kontaktu 

s kryogely Brij 96 (obrázek 26c) a Triton X-100 (obrázek 27a). Zároveň je možné vidět, že 

dochází i ke změnám v morfologii, kde fibroblasty ztrácí svůj typický rozvětvený tvar        

a v případě kryogelu Brij 96 dochází k zakulatění cytoskeletu. V tomto případě se jedná už 

o cytotoxický efekt. Významný rozdíl v počtu buněk byl zaznamenán na dalších třech 

vzorkách, kryogel Tween 40 (obrázek 27b), čistý (obrázek 27c) a SDBS (obrázek 28). Na 

vzorku kryogelu Tween 40 bylo možné ještě sledovat cytoskelet, který byl značně zničený  

a fibroblasty nejevily známky typické morfologie. Na kryogelu čistém a s SDBS už není 

možné cytoskelet sledovat. Nejvíce cytotoxické byly tedy vzorky kryogelů čistých             

a SDBS, kde fibroblasty nebyly v přítomnosti těchto vzorků schopny růst po dobu 2 dní     

a byly prakticky kompletně rozpadnuté. Výsledky z cytotoxicity v přímém kontaktu kore-

lují s výsledky cytotoxicity extraktu. Opět bylo potvrzené, že nejméně cytotoxické jsou 

kryogely s NaCl a Igepalem CA 630 a nejvyšší cytotoxicitu vykazuje kryogel s SDBS        

a čistý. 
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7.2.3 Prorůstání buněk scaffoldem 

Po zkoušce přímým kontaktem bylo foceno prorůstání buněk scaffoldem, které je na ob-

rázku 29. Pro lepší viditelnost, byly jádra buněk nabarveny barvivem Hoechst. Zhoršená 

kvalita fotografií je způsobena pórovitými 3D strukturami, kde buňky rostou v různých 

vrstvách. Z tohoto důvodu nebylo možné kvalitní zaostření na buněčná jádra. Na druhé 

straně to však značí, že buňky byly schopny migrovat hlouběji do pórů scaffoldů.  

 

Obrázek 29: Fotky z prorůstání buněk scaffoldem a) NaCl, b) Tween 40, c) Po-

loxamer 188, d) Triton X-100, e) čistý, f) Igepal CA 630, g) Brij 96, h) SDBS. 
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Na obrázku 29 je znázorněno prorůstání buněk jednotlivými kryogely. Tak jako v přede-

šlých dvou testech, nejlépe dopadl kryogel s NaCl, kde můžeme sledovat nejvyšší počet 

jader. Překvapivě na kryogelech s Tween 40 byly buňky taktéž schopny adherovat a ná-

sledně proliferovat ve vyšším rozsahu. Avšak větší počet jader byl už zničený, takže při 

dlouhodobější kultivaci by se buňky pravděpodobně rozpadly. Obecně v porovnání s čis-

tým kryogelem podobně nebo lépe dopadly kryogely s NaCl, Tweenem 40, Poloxamerem 

188, Igepalem CA 630 a Tritonem X-100. Na všech těchto kryogelech byly myší fibroblas-

ty schopny se adherovat a po sledovanou dobu proliferovat. Naopak žádné buněčné jádra 

nebylo možné sledovat na kryogelech se surfaktanty Brij 96 a SDBS. 
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8 DISKUZE 

Porozita scaffoldů je rozhodujícím faktorem, který ovlivňuje schopnost buněk migrovat     

a růst v rámci struktury, ale také poskytuje biomechanické podněty a ovlivňuje mikropro-

středí (např. s ohledem na uvolnění biologicky aktivních látek nebo účinné výměny živin). 

Navíc porozita ovlivňuje vaskularizaci a usnadňuje mechanické zajištění mezi scaffoldem 

a okolní tkání [81]. Porozita kryogelů závisí na přípravě. Například termoreverzibilní PVA 

kryogely vyrobené bez síťovacího činidla mají velikost pórů mezi 100 nm a 1 µm, zatímco 

chemicky zesítěné PVA kryogely mají velikost pórů od 1 µm do 150 µm [37].  

Z důvodu získání scaffoldů s různými velikostmi pórů byla tato práce zaměřena na přípra-

vu kompozitních PVA/PANI kryogelů s různými surfaktanty a NaCl. Takto připravené 

kryogely byly následně podrobeny jak testování materiálové charakteristiky, tak i buněč-

nému testování.  

Pomocí BET metody byl studován měrný povrch částic a průměrná velikost pórů. Bylo 

zjištěno, že největší měrný povrch měl vzorek čistého kryogelu. Byly vyrobeny kryogely 

s různými druhy surfaktantů, které měly větší průměrnou velikost pórů, než čistý 

PVA/PANI kryogel. Mezi tyto druhy patří kryogely s NaCl, Tritonem X-100, Tweenem 40 

a Poloxamerem 188. Největší průměr pórů byl 19,5 nm.  Porovnáním může být studie 

Humpolíček a kol. [81], kde připravili PVA/PANI kryogely o průměrné velikosti pórů až 

159 µm. Výsledné póry vybraných druhů kryogelů byly nafoceny pomocí Skenovací elek-

tronové mikroskopie. Pro tuto metodu byly vybrány kryogely čisté a vzorky s největší 

průměrnou velikostí pórů a to kryogely s NaCl. Jako poslední byl vybrán vzorek kryogelu 

s SDBS, který měl nejmenší průměrnou velikost pórů ze všech připravených druhů. 

Buněčné testování bylo provedeno pomocí zkoušky cytotoxicity dvěma způsoby, a to 

zkouškou extraktu a přímého kontaktu.  Pomocí MTT testu byly zjištěny buněčné viability 

v závislosti na různých koncentracích extraktu u všech vzorků kryogelu. Je známo, že    

polyanilinový prášek vykazuje významnou cytotoxicitu, která souvisí s přítomností nízko-

molekulárních nečistot. Připravené kryogely by měly mít cytotoxicitu nižší než v případě 

polyanilinových prášků, což bylo pomocí buněčného tetování potvrzeno. Např. ve studii 

Humpolíček a kol. [89] 25% extrakt z PANI prášku dosahuje silné cytotoxicity, zatím co 

25% extrakty z kryogelů připravených v rámci této diplomové práce byly úplně bez cyto-

toxického účinku nebo dosahovaly jen mírné cytotoxicity.  
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Z výsledků zkoušky extraktem bylo také zjištěno, že u všech druhů kryogelů se buněčná 

viabilita s rostoucí koncentrací extraktu snižovala. Nejvíce cytotoxický kryogel, už při níz-

kých koncentracích extraktu, byl kryogel s přídavkem surfaktantu SDBS. Naopak nejméně 

cytotoxický byl kryogel s přídavkem NaCl. U kryogelů s přídavkem NaCl a Poloxamerem 

188 při 50% extraktu se podařilo dosáhnout lepší relativní buněčné viability než u čistého 

PVA/PANI crogelu, který byl při 50% extraktu slabě cytotoxický. Stejné výsledky byly 

dosaženy pomocí zkoušky přímého kontaktu. Jako poslední byla provedena zkouška pro-

růstání scaffoldem. I tato zkouška potvrdila výsledky z obou předchozích testů cytotoxici-

ty. Nejvíce buněk rostlo na kryogelech s přídavkem NaCl a nejméně na kryogelech            

s SDBS. 
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ZÁVĚR 

Tato diplomová práce je založena na návrhu polymerních materiálů a jejich následném 

testování pomocí eukaryotických buněk. Pro tuto práci byly vybrány kompozitní 

PVA/PANI kryogely. Cílem této práce bylo nasyntetizovat pevné a elastické kryogely 

s různou porozitou, které by zároveň byly co nejméně cytotoxické a buňky by byly schop-

ny adherovat na ně a následně proliferovat a migrovat do vnitřní struktury scaffoldu. 

Experimentální část této práce byla zaměřena na přípravu různě porézních kryogelů. Pro 

přípravu kryogelů byl použit NaCl a vybrané surfaktanty, jako je Tween 40,                  

Poloxamer 188, triton X-100, SDBS, Igepal CA 630 a Brij 96. Tyto surfaktanty způsobily 

rozdílnou velikost pórů a různou cytotoxicitu výsledných kryogelů.  Z výsledků materiálo-

vé charakteristiky bylo zjištěno, že rozdíl ve velikosti pórů připravených kryogelů nebyl 

výrazný. Z tohoto důvodu by v budoucnosti bylo potřeba vyzkoušet vyšší koncentrace po-

užitých surfaktantů. Vzhledem k testům cytotoxicity vyšly nejlépe kryogely s NaCl a Ige-

palem CA 630. Z tohoto důvodu by bylo vhodné pro případné studie v tkáňovém inženýr-

ství dále testovat jen kryogely s NaCl, Igepalem CA 630 a Poloxamerem 188. Vzhledem 

k vysoké cytotoxicitě není vhodné zkoušet dále kryogely čisté a SDBS. U připravených 

kryogelů NaCl, Poloxamer 188 a Igepal CA 630 se podařilo dosáhnout nižší cytotoxicity 

než u   kryogelu čistého, což je velmi důležité pro aplikace v medicíně a v tkáňovém inže-

nýrství. Dále v porovnání s čistým kryogelem byly schopny buňky růst podobně nebo ještě 

lépe na kryogelech s NaCl, Tweenem 40, Poloxamerem 188, Igepalem CA 630 a Tritonem 

X-100. Na všech těchto kryogelech byly myší fibroblasty schopné se adherovat a po sledo-

vanou dobu proliferovat. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

PE  Polyethylen 

PET  Polyethylentereftalát 

PTFE  Polytetrafluorethylen 

PU  Polyurethan 

POM  Polyoxymethylen 

3D  Trojrozměrná síť 

Ca
2+

  Kation vápenatý 

Cl
-
  Chloridový anion 

UV  Ultrafialové záření 

PVA  Polyvinylalkohol 

PHEMA  Poly (2-hydroxyethylmethakrylát) 

CS  Chitosan 

Arg  Arginin 

Gly  Glycin 

Asp  Kyselina asparagová 

PPy  Polypyrrol 

PANI  Polyanilin 

DNA  Deoxyribonukleová kyselina 

PNIPAM  Poly N-isopropylacrylamid 

BET  Brunauer-Emmett-Teller metoda 

SEM  Skenovací elektronová mikroskopie 

   

   

   



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 79 

 

SEZNAM OBRÁZKŮ 

Obrázek 1: Řada bioresorbovatelných implantátů pro použití při léčbě   páteře [16]. ...... 16 

Obrázek 2: Schématické znázornění procesu tkáňového inženýrství, upraveno podle 

[3]. .............................................................................................................................. 17 

Obrázek 3: Způsoby zesítění polymerů, (a) kovalentně vázané chemické síťovací 

činidlo, (b) chemické síťovací činidlo nekovalentně vázané, c) fyzikální zesítění 

a (d) enzymatické zesítění, upraveno podle [23]. ....................................................... 19 

Obrázek 4: Pórovitost hydrogelů, upraveno podle [28]. ..................................................... 21 

Obrázek 5: Znázornění syntézy kryogelů, upraveno podle [34]. ......................................... 25 

Obrázek 6: Schematické znázornění parametrů ovlivňujících  výkon porézních 

kryogelů, upraveno podle [39]. .................................................................................. 26 

Obrázek 7: Strukturní vzorec polyvinylakoholu [46]. .......................................................... 27 

Obrázek 8: Strukturní vzorec PHEMA [50]. ........................................................................ 28 

Obrázek 9: Strukturní vzorec chitosanu [55]. ...................................................................... 29 

Obrázek 10: Strukturní vzorce vybraných elektricky vodivých polymerů, upraveno 

podle [24]. .................................................................................................................. 31 

Obrázek 11: Chemické přechody při oxidaci / redukci PANI, upraveno podle [69]. .......... 34 

Obrázek 12: Chronologický vývoj scaffoldů pro tkáňové inženýrství, upraveno podle 

[76]. ............................................................................................................................ 37 

Obrázek 13: Ukázka morfologie buněčné linie NIH/3T3 [84]. ............................................ 42 

Obrázek 14: Oxidace anilinu peroxydisulfátem amonným napolyanilinovou   

(emeraldinovou) sůl [82]. ........................................................................................... 43 

Obrázek 15: Ukázka připraveného vzorku kryogelu. .......................................................... 44 

Obrázek 16: Volumetrický sorpční analyzátor BELSORP – mini II. .................................. 46 

Obrázek 17: Skenovací elektronový mikroskop. .................................................................. 46 

Obrázek 18: Adsorpční / desorpční izoterma pro a) kryogel s Tweenem 40, b) čistý 

kryogel. ....................................................................................................................... 50 

Obrázek 19: BET graf a naměřené hodnoty pro čistý kryogel, kde Vm je specifický 

objem adsorbovaného plynu, C je BET konstanta, asBET je specifický povrch. .......... 51 

Obrázek 20: Graf měrného povrchu jednotlivých kryogelů. ............................................... 52 

Obrázek 21: Graf průměrné velikosti pórů jednotlivých kryogelů. ..................................... 53 

Obrázek 22: Struktura kryogelů: a) NaCl zvětšení 500, b) NaCl zvětšení 5000, c) 

čistý zvětšení 500, d) čistý zvětšení 5000, e) SDBS zvětšení 500, f) SDBS 

zvětšení 5000. ............................................................................................................. 54 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 80 

 

Obrázek 23: Výsledky cytotoxicity kryogelových extraktů. ................................................. 55 

Obrázek 24: Výsledky cytotoxicity kryogelových extraktů. ................................................. 56 

Obrázek 25: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu: a) reference, b) NaCl. ........... 58 

Obrázek 26: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu:a) Igepal CA630, b) 

Poloxamer 188, c) Brij 96. ......................................................................................... 59 

Obrázek 27: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu:a) Triton X-100, b) Tween 

40, c) čistý. .................................................................................................................. 60 

Obrázek 28: Mikrofotografie ze zkoušky přímého kontaktu pro SDBS. .............................. 61 

Obrázek 29: Fotky z prorůstání buněk scaffoldem a) NaCl, b) Tween 40, c) 

Poloxamer 188, d) Triton X-100, e) čistý, f) Igepal CA 630, g)Brij 96, h) SDBS. ..... 62 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 81 

 

SEZNAM TABULEK 

Nenalezena položka seznamu obrázků. 

Tabulka 1: Elektrická vodivost vybraných vodivých polymerů [64]………………………...32 

Tabulka 2: Hodnoty jednotlivých micelárních koncentrací surfaktantů……………………..41 

Tabulka 3: Složení jedné dávky roztoku – 50 ml………………………………………………..44 

Tabulka 4: Koncentrace extraktu a média………………………………………………...........48 

 

 

 


	OBSAH
	Úvod 10
	I TEORETICKÁ ČÁST 11
	1 Polymerní materiály 12
	1.1 Přírodní polymery 12
	1.2 Syntetické polymery 12
	1.3 Kompozity 13
	1.4 Biomateriály 14

	2 Tkáňové inženýrství 17
	2.1 Scaffoldy 18
	2.2 Polymerní gely 18
	2.3 Hydrogely 20
	2.4 Kryogely 24

	3 ELEKTRICKY Vodivé polymery 31
	3.1 Zdroj elektrické vodivosti 32
	3.2 Polypyrrol (PPy) 33
	3.3 Polyanilin 33

	4 Scaffoldy s elektricky vodivými polymery 37
	4.1 Elektricky vodivé hydrogely 38
	4.2 Elektricky vodivé kryogely 39

	II Praktická část 40
	5 materiál 41
	5.1 Surfaktanty 41
	5.2 Použitá buněčná linie a kultivační médium 42

	6 metodika 43
	6.1 Příprava vzorků kryogelu 43
	6.2 Materiálová charakteristika 45
	6.3 Biologické testy 47

	7 VÝSLEDKY 50
	7.1 Materiálové charakteristiky 50
	7.2 Biologické testy 55

	8 Diskuze 64
	Závěr 66
	Seznam použité literatury 67
	Seznam použitých symbolů a zkratek 78
	Seznam obrázků 79
	Seznam tabulek 81
	Úvod
	1 Polymerní materiály
	1.1 Přírodní polymery
	1.2 Syntetické polymery
	1.2.1 Termoplastické polymery
	1.2.2 Reaktoplasty

	1.3 Kompozity
	1.4 Biomateriály
	1.4.1 Biokompatibilita materiálu
	1.4.2 Hostitelská odpověď
	1.4.2.1 Bioinertní materiál
	1.4.2.2 Bioaktivní materiál
	1.4.2.3 Bioresorbovatelný materiál



	2 Tkáňové inženýrství
	2.1 Scaffoldy
	2.2 Polymerní gely
	2.2.1 Chemické gely
	2.2.2 Fyzikální gely

	2.3 Hydrogely
	2.3.1 Struktura hydrogelů
	2.3.2 Syntéza hydrogelů
	2.3.2.1 Fyzikální zesítění
	2.3.2.2 Chemické zesítění
	2.3.2.2.1 Polykondenzace
	2.3.2.2.2 Radikálová polymerace


	2.3.3 Klasifikace hydrogelů
	2.3.4 Aplikace hydrogelů

	2.4 Kryogely
	2.4.1 Syntéza kryogelů
	2.4.2 Polyvinylalkoholové kryogely
	2.4.3 Polyhydroxyethylmethakrylátové kryogely (PHEMA)
	2.4.4 Polysacharidové kryogely
	2.4.4.1 Chitosanové kryogely (CS)

	2.4.5 Kryogely na bázi želatiny


	3 ELEKTRICKY Vodivé polymery
	3.1 Zdroj elektrické vodivosti
	3.2 Polypyrrol (PPy)
	3.3 Polyanilin
	3.3.1 Syntéza polyanilinu
	3.3.2 Aplikace polyanilinu


	4 Scaffoldy s elektricky vodivými polymery
	4.1 Elektricky vodivé hydrogely
	4.2 Elektricky vodivé kryogely

	5 materiál
	5.1 Surfaktanty
	5.2 Použitá buněčná linie a kultivační médium

	6 metodika
	6.1 Příprava vzorků kryogelu
	6.2 Materiálová charakteristika
	6.2.1 Lyofilizace vzorků kryogelu
	6.2.2 BET metoda
	6.2.3 Skenovací elektronová mikroskopie

	6.3 Biologické testy
	6.3.1 Příprava buněk
	6.3.2 Cytotoxicita
	6.3.2.1 Zkouška extraktem
	6.3.2.2 Zkouška přímým kontaktem

	6.3.3 Prorůstání buněk scaffoldem


	7 VÝSLEDKY
	7.1 Materiálové charakteristiky
	7.1.1 Měrný povrch a velikost pórů
	7.1.2 Struktura kryogelů

	7.2 Biologické testy
	7.2.1 Cytotoxicita extraktu
	7.2.2 Cytotoxicita přímým kontaktem
	7.2.3 Prorůstání buněk scaffoldem


	8 Diskuze
	Závěr
	Seznam použité literatury
	Seznam použitých symbolů a zkratek
	Seznam obrázků
	Seznam tabulek

