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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva navrhem polymernich biomateriald ve formé kryogelt
a jejich naslednym testovanim pomoci tkanovych kultur. Teoretickd ¢ast této prace obsahu-
je kratké shrnuti dosavadnich znalosti ohledné¢ polymernich biomaterialt, scaffoldi pro
tkanové inzenyrstvi a polymernich geld, zejména elektricky vodivych i nevodivych hydro-
gell a kryogeli. V praktické ¢asti byly nejprve polymerni kryogely ptipraveny. Povrchové
vlastnosti kryogelt byly charakterizovany pomoci BET analyzy a skenovaci elektronové
mikroskopie. Nasledné byly kryogely testovany in vitro za vyuziti bunééné linie mySich

fibroblastu.

Klic¢ova slova: polymer, biomaterial, scaffold, kryogel, polyanilin, polyvinylalkohol

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.

Keywords: polymer, biomaterial, scaffold, cryogels, polyaniline, polyvinylalcohol
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UvVOD

Nesmirn¢ dilezitou slozkou mikroprostiedi bunky je extracelularni matrix, ktera poskytuje
bunkam strukturni podporu a hraje dulezitou roli v proliferaci, adhezi a diferenciaci bunék.
Konstrukce biomateridlu by méla byt vytvorena tak, aby kopirovala trojrozmérnou struktu-
ru nativni tkané, jelikoz bylo prokazano, ze v dvojrozmérné struktufe se buinky chovaji
jinak nez v kultufe trojrozmérné. Rozvijejici oblast tkanového inzenyrstvi se zamétuje na
regeneraci poSkozenych tkani spojenim bunék s biomateridly. Timto spojenim vzniknou
scaffoldy, které piisobi jako podklad pro regeneraci tkani, které vedou k ristu nové tkane.
Idedlni scaffold je biokompatibilni, ma vhodné mechanické vlastnosti, podporuje adhezi
bunék, pohyb Zivin a produktii metabolismu v celé strukture. Scaffoldy mohou byt vytvo-
feny v riznych forméch, véetné keramiky, hydrogeli a kryogelli. V dne$ni dobé je velky
zajem o piipravu polymernich kryogelt, jelikoz mala velikost pora v jiz pouzivanych hyd-
rogelech neumoziuje angiogenezi (novotvorba krevnich kapilar) v celé struktute scaffoldu
a Casto vede ke snizeni zivotaschopnosti bun¢k a ke Spatné penetraci bunék dovnitf

scaffoldu.

Pro tuto praci byl vybran kompozitni PVA/PANI kryogel, ktery obsahuje elektricky vodivy
polymer polyanilin a polyvinylalkohol, ktery dodavad vyslednému kryogelu mechanickou
pevnost a ohebnost. V tkanovém inZenyrstvi je nejvétsim problémem piiprava kryogel
s dostate¢né velkymi a propojenymi pory. Z tohoto divodu byly v rdmci praktické ¢asti
v této diplomové praci ptipraveny kryogely s NaCl a riznymi druhy surfaktantti, Tween
40, Poloxamer 188, Triton X-100, SDBS, Igepal CA 630 a Brij 96. Tyto surfaktanty
v polymeracni smési vytvorily micely, které po promyti zanechavaji pory ve struktufe kry-
ogelu. Cim jsou tyto pory vétsi, tim lepsi by mél byt prinik bungk do struktury materialu
a odstranéni vzniklych odpadnich materiald. Vzhledem k potencidlnim aplikacim
v tkanovém inzenyrstvi byly tyto kryogely podrobeny in vitro zkouSkam za vyuziti bunéc-
nych kultur. Konkrétn€ byla testovana cytotoxicita kryogelii a zaroven i schopnost eukary-

otickych bunék adherovat a nasledné prorustat skrz kryogely.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERNI MATERIALY

Polymerni materialy se sklddaji z opakujicich se malych a jednoduchych chemickych jed-
notek nazyvanych monomery [1]. Polymery hraji dtlezitou roli v riznych odvétvich, velké
uplatnéni nachéazeji napiiklad 1 v 1ékaiskych aplikacich. Mezi jejich jedine¢né vlastnosti
patii: flexibilita, dobra biokompatibilita, odpovidajici fyzikalni a mechanické vlastnosti,
snadné vyrobitelnost v pozadovaném tvaru a nizka cena [2]. V medicin¢ se pouziva Siroka
Skala polymert jako biomaterialii. Mezi nejrozsitené;jsi aplikace polymert v medicing patii
protézy, implantaty, zubni protézy, stehy, nitroocni cocky, nadhrady kloubt, systémy pro
dodéavani 1éka, 1ékaiské jednorazové potieby, obvazy na rany a jina mimotélni zafizeni.
Polymery, které jsou Siroce pouzivany v medicing, zahrnuji polyethylen (PE), polyethylen-
tereftalat (PET), polytetrafluorethylen (PTFE), polyurethan (PU), polyoxymethylen (POM)
[3, 4]

1.1 Prirodni polymery

Jako nosice pro buiiky a bioaktivni molekuly se pouzivé Siroka skala polymert s pfirodnim
puvodem vcetné bilkovin a polysacharidli. Tyto materialy jsou vhodné diky jejich biolo-
gickému rozpoznavani interakci receptor-ligand, proteolyze, biokompatibilité, snadnému
zpracovani a podobnosti materialim, které jsou t&€lu znamé. Pfirodni materidly obvykle
nemaji problém s toxicitou, které¢ Casto Celi syntetick¢é materidly. Problémem ptirodnich
materidli, je vSak jejich tendence k denaturaci nebo k rozkladu pfi nizsich teplotach. Mezi
ptirodni polymery patii napt. chitosan, kolagen, Zelatina, celuldza, hedvabi, elastin, kyseli-

na hyaluronova a fibrin [5, 6]

1.2 Syntetické polymery

Syntetické polymery nabizi n¢kolik vyhod oproti pfirodnim polymertim. Prvni vyhodou
syntetickych polymerti je moZnost vyroby ve velkém méfitku reprodukovatelnym zpiiso-
bem a s nizkymi naklady. Jejich dalsi vyhodou je, Ze jsou snadné&ji zpracovatelné a jejich
vlastnosti mohou byt pfizpisobeny dané aplikaci. Mezi jejich nevyhody patii mensi biolo-
gicka kompatibilita neZ u pfirodnich polymerti. Kromé toho produkty jejich degradace ne-
musi byt pfirozenymi metabolity, a pokud se nahromadi, mohou zpisobit zanétlivé reakce
[7]. Syntetické polymery se daji rozd¢lit na dvé velké skupiny: termoplastické polymery
a reaktoplasty.
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1.2.1 Termoplastické polymery

Termoplastické polymery jsou linearni feté¢zcové polymery, které jsou pii pokojové teploté
v pevném stavu. Pfi zahfati mohou byt opakované roztaveny. Termoplasty jsou snadno
zpracovatelné, jelikoz jsou pii vyrobnich teplotach vysoce viskozni. Jejich vyhodou je
snadna recyklace, kdy se polymer zahieje nad jeho zpracovatelskou teplotu, vytvaruje
a ochladi na pokojovou teplotu, aby vznikl pozadovany recyklovany vyrobek. Termoplas-
tické polymerni materialy se pouzivaji v kazdodennich aplikacich, jako jsou lékatské apli-
kace, spotiebice, automobilova a letecka technika. Mezi termoplastické polymery patii

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

1.2.2 Reaktoplasty

Reaktoplasty jsou fyzikalni smési, které prochazi nevratnou reakci oznacenou jako vytvr-
zovani. Vytvrzovani reaktoplastli mize byt provedena pomoci tepla, tlaku nebo zareni. Pii
zpracovani se tyto polymery zesit'uji, a proto neni mozné opétovné roztaveni [8]. Mezi
reaktoplasty patii napf. polyuretan, mocovinoformaldehydova, melaminformaldehydova,

epoxidova a fenolicka pryskyfice [9].

1.3 Kompozity

V poslednich 30 letech ziskaly polymerni kompozity pro biomedicinské aplikace stale vét-
$1 vyznam, jako strukturni biomaterialy. Tyto polymery jsou obvykle navrzeny kombinaci
nékolika rlznych polymernich matric a vyztuznych prvkd, jako jsou vldkna nebo castice,
¢imz se vytvori materidly s rozSitenym rozsahem mechanickych vlastnosti. Kompozitni
materialy nabizi celou fadu vyhod v porovnani s homogennim materidlem. Diky témto
materidlim je mozZné reprodukovat slozitost nativniho bunééného prostfedi. Kompozity
vykazuji lepsi kontrolu nad vlastnostmi materialu nez Cisté pfirodni polymery. Mezi pouzi-
vané kompozitni polymery patii napt. polyethylenglykol. Soucasné vyuziti polymernich
kompozitli, jako biomateriali, zahrnuje aplikace tvrdé 1 mekké tkdn€. Mezi aplikace pro
tvrdé tkdné patfi napt. opravy zlomenin kosti, ndhrada kloubt, totalni ndhrada ky¢li a den-
talni aplikace. Mezi aplikace polymernich kompoziti v meékkych tkanich patii napf. pro-
storové sypké vypln¢€, obvazy na rany, protézy a katetry. Polymerni kompozity se pouzivaji

1 na l¢karské ptistroje [10, 11].
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1.4 Biomaterialy

Podle Black a kol. [12] je biomaterial definovan jako ,,syst¢tmové a farmakologicky inertni
latka uréend pro implantaci nebo pro zaclenéni do zivych systému, které dopliiuji nebo
nahrazuji funkce zivych tkani nebo organti [12]. Timto zpiisobem miize biomateril ztstat
v kontaktu s zivymi tkdnémi i s t€lesnymi tekutinami po dlouhou dobu. Vysledkem je vy-
tvofeni mezifaze mezi Zivou tkdni a nezivym biomaterialem. Materidly, které se pouzivaji
na vyrobu biomateridlti 1ze obecné rozd¢€lit do nasledujicich kategorii: kovy, polymery,
keramika a kompozity. Polymerni materialy lze snadno vyrabét v riznych velikostech,
tvarech a jsou leh¢i nez bézné materidly. Polymerni kompozity jsou Siroce pouzivany
v tkdnovém inzenyrstvi, na opravy kosti, cileny transport 1é¢iv, infuze, katetry a vaky pro
transport krve nebo plazmy [2, 3]. Biomateridl musi spliiovat n€kolik kritérii. V prvni fadé
musi byt biomateriadl biokompatibilni, tzn. necytotoxicky, nekarcinogenni, nemutagenni
a neantigenni, coz eliminuje mnoho dostupnych technickych materialti. Dale by mél mit
odpovidajici fyzikalni a mechanické vlastnosti. V ptipadé¢ trvale implantovanych biomate-
riallh musi mit biomaterial odolnost vii¢i degradaci a opotiebeni. Z praktického hlediska by
mél byt biomateridl vhodny k vyrobé nebo obrabéni do riznych tvart, mit nizké naklady

na vyrobu a byt snadno dostupny [5].

1.4.1 Biokompatibilita materialu

Biokompatibilita je podle Ramakrishna a kol. [1] definovéna jako ,,schopnost biomaterialu
provadét pozadovanou funkei, vzhledem k 1é€ebné terapii, bez vyvolani jakychkoli neza-
doucich lokélnich nebo systémovych Uc¢inkl u piijemce této terapie®. Existuji dva hlavni
faktory, které urcuji biokompatibilitu materidlu a to hostitelskd reakce vyvolanad materia-
lem a degradace materialu v téle. Implantované kovy, keramiky a polymery mohou byt
vystaveny opotitebeni, které vede k uvolnéni iontd, coz zplisobuje nezddouci lokalni 1 sys-
témoveé ucinky. Z tohoto divodu biodegradabilni implantaty musi mit vhodné chemické
a fyzikalni vlastnosti. Po dokonceni jejich tlohy by se mély degradovat na netoxické pro-
dukty, které mohou byt odstranény z hostitelskych tkani mimo implantaéni misto. Tyto
degradacni produkty poté mohou byt odstranény moci z organismu [1, 13]. Biomaterialy
musi byt predev§im biochemicky kompatibilni, netoxické, nedrazdivé, nealergenni a ne-
karcinogenni. Je tieba zdUraznit, Ze biokompatibilita zavisi na dané tkéani, kde je material

pouzit [14].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.4.2 Hostitelska odpovéd’

Pro vyvoj novych materiali je nutné pochopit reakci hostitele na rtizné biomaterialy.
V idedlnim pfipad¢ by biomateridly nemély vyvolavat zadné zmény a jakékoli nezadouci
reakce v sousednich nebo vzdalenych tkanich. Obecné plati, Ze rizné biomaterialy na za-
klad¢ vzajemnych reakcei a reakci hostitele mohou byt zatazeny do nésledujicich kategorii:

bioinertni material, bioaktivni material a bioresorbovatelny material [14].

1.4.2.1 Bioinertni material

Tyto materialy byly navrzeny pro nahradu tkani v lidském tcle. Bioinertni materidly nemo-
hou vyvolat zadnou mezifdzovou reakci s tkani. Tyto materialy zlstavaji v téle po celou
dobu Zivota pacienta, proto by mély byt fyziologicky inertni a mély by si zachovat své
vlastnosti po mnoho let. Materidly jako platina a zlato byly pouzity v trvalych protézach

a jsou béznymi priklady casné vyvinutych bioinertnich biomaterialti [14, 15].

1.4.2.2 Bioaktivni materidl

Bioaktivni materialy vyvolavaji biologickou aktivitu na rozhrani s hostitelskou tkani. Tyto
materidly byly zavedeny v 80. letech 20. stoleti a mohou se piimo pfipojit ke tkanim a tvofi
biologické vazby béhem pocatecni faze implantace. Bioaktivni materidly zahrnuji bioak-
tivni sklokeramické systémy, bioresorbovatelné materidly pro chirurgii a dalsi biomedicin-

ské aplikace [14, 15].

1.4.2.3 Bioresorbovatelny material

Bioresorbovatelné materidly se postupné vstiebdvaji a nakonec jsou nahrazeny novymi
tkdnémi. Pii bioresorpci se produkty degradace resorbuji v téle. Alifatické polyestery, jako
kyselina polyglykolova, kyselina polymlécnd a polykaprolakton, se nejCastéji pouZivaji
jako syntetické bioresorbovatelné polymery. Mezi l€kaiské aplikace bioresorbovanych
materiali patii napf. polymerni ortopedické implantaty, které jsou zndzornény na obrazku

1114, 7].
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Obrdzek 1: Rada bioresorbovatelnych implantdtii pro pouZiti pii 1écbé

patere [16].
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2 TKANOVE INZENYRSTVI

Vznik tkanového inzenyrstvi je datovan pocatkem devadesatych let. Technologie tkanové-
ho inZenyrstvi zavisi na biomateridlech, které mohou poskytnout fyzickou podporu pro rist
tkan¢ a také stimuluji specifické funkce bunky. Cilem tkanového inzenyrstvi je vyrobit
material, ktery by mohl specificky spoustét pozadované bunééné odpovédi podporujici
regeneraci tkani [10, 17].

Tkanové inZenyrstvi ma dvé faze. Prvni fazi (in vitro) je tvorba tkanové konstrukce tak, Ze
se zvolené buiky a scaffold umisti do prostiedi bioreaktoru s riistovymi médii, kde bunky
proliferuji. V dalsi fazi (in vivo) je vytvorena konstrukce implantovana na vhodné misto,
kde mé za kol remodelovat normalni funkéni tkan nebo organ. Cely proces tkanového

inZenyrstvi je schématicky zndzornén na obrazku 2 [10].

FRFtasEs sEFREem

- s e =

Obrazek 2: Schématické znazornéni procesu tkdnového inzenyrstvi, upraveno podle [3].
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2.1 Scaffoldy

Biologicky aktivni polymerni scaffoldy jsou dilezité pro pouziti pfiregeneraci tkani
v riznych klinickych aplikacich. Jejich hlavnim ukolem je regenerace a oprava tkani.
Polymerni scaffoldy vykazuji vSestranné fyzikalni i biologické vlastnosti. Vyhodou téchto

materiall je Ze, scaffold napodobuje piirozenou extracelularni matrix [18].

Struktura scaffoldi pouzivanych pro tkanové inzenyrstvi ma zasadni vyznam. Scaffold by
mél mit vzajemné propojené pory, aby se zajistila bunécna penetrace a adekvatni difuze
zivin do buné¢k uvnitt scaffoldu a do extracelularni matrix tvofené bunikami. Pérovita vza-
jemn¢ propojena konstrukce je také dualezita, kvili diftizi odpadnich produktt ze scaffoldu
[19]. Stejné jako struktura scaffoldu, tak 1 jeho mechanické vlastnosti jsou velmi dulezité.
Naptiklad pokud by byla pevnost v tlaku pfili§ nizkd, mohlo by dojit k deformaci nebo
1 k rozdrceni scaffoldu, coz by vedlo k deformovanému riistu tkdn¢ nebo by tkan nerostla
vubec. Jestlize by byla pevnost v tlaku pfili§ vysoka, nemusely by byt buniky vystaveny

spravnym podminkam in vivo, které jsou potiebné pro podporu bunééného rastu [20].

2.2 Polymerni gely

Polymerni gely jsou definovany jako trojrozmémé (3D) sité slozené z molekul polymert
a rozpoustédla, které vypliuje intersticidlni prostory a poskytuje schopnost podrobit se
deformaci. Pfi vytvaieni gelu se pevné polymerni fetézce v kapalné matrici nerozpoustéji,
ale bobtnaji. Diky tomu vzniklé gely vykazuji viskoelastické vlastnosti. Polymerni gely
jsou studovany v biomedicinskych aplikacich, jelikoz s vyjimkou nékterych tvrdych tkani
(jako jsou kosti, zuby a nehty) je lidské télo gelovitd struktura. Gelovitd struktura
v organismu je vyhodna pfedevsim diky schopnosti pfenaset ziviny a plyny [21].

Pted specifickym pouzitim v biomedicinském inzenyrstvi je diilezita charakterizace poly-
merniho gelu. Mezi charakteristiky patii zesiténi, bobtnani a reologie gelu, které pfimo

ovliviuji stabilitu gelu a jeho interakci s okolnim prostfedim [22].
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Obrazek 3: Zpusoby zesiténi polymerii, (a) kovalentné vazané chemické sitovaci cinidlo,

(b)

(b) chemické sitovaci cinidlo nekovalentné vazané, c) fyzikalni zesiténi a (d) enzymatické

zesiteni, upraveno podle [23].

Na obrazku 3 jsou zndzornéna schémata zesiténi polymerni matrice. Zplisoby zesiténi
polymerni matrice udévaji Vyslednou tuhost gelﬁ. Pti aplikaci v tkanovém inien}'/rstvi je
bunécnou morfologii, adhezi a genetické 1 epigenetické vlastnosti. Pokud jde o pouZiti in-

jektovatelnych gelti pro cileny transport 1é¢iv, je diilezita naopak tekutd povaha gelii [24].
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2.2.1 Chemické gely

Chemické gely se sit'uji kovalentnimi vazbami a syntetizuji se polymeraci monomerd se
sitovadly. Kovalentni interakce poskytuji vynikajici mechanickou stabilitu a jsou mnohem
silngjsi nez nekovalentni interakce. Gel muze byt ovlivnén zménami pH, teplotou, rozpous-
tédly a dalSimi faktory v okoli. Chemické gely se tak mizou smrstit nebo nabobtnat, coz
znamena, ze zmeéna okoli vede ke zméné objemu gelu. Diky tomuto jevu je gel vhodny,
jako funk¢ni materiadl pro zdravotnické prostfedky. Ptikladem pouziti chemickych gelt

v medicing jsou mekké kontaktni Cocky [25].

2.2.2 Fyzikalni gely

Fyzikalni gely jsou Casto nazyvany jako pseudogely. Tyto gely jsou spojité, neuspotradané,
trojrozmérné sité tvorené silami, které jsou schopny vytvaret nekovalentni kiizové vazby.
Nekovalentni kiizové vazby jsou tvotfeny slabsimi interakcemi, mezi které patii napi. vo-
dikové vazby, iontové interakce, hydrofobni asociace a zesiténi krystalického segmentu.
Vzhledem k tomu, Ze kfizové vazby nejsou kovalentni, mize kvili zméné prostiedi (rever-
zibilni jev) dojit k rozpadu sité. Fyzikalni gely se v medicin€ pouZivaji jako scaffoldy pro

cileny transport 1é¢iv [25].

2.3 Hydrogely

Aplikace hydrogelli se datuje do roku 1960, kdy Wichterle a Lim [26] pfedstavili hydrofil-
ni sit’ zesit€éného poly(2 - hydroxyethylmethakrylatu), jako materidlu po vyrobu mékkych
kontaktnich ¢oc¢ek. Hydrogely mohou byt vyrobeny ze syntetickych nebo pfirodnich poly-
mert. Jsou to polymerni materidly, které jsou z velké ¢asti hydrofilni a vysoce flexibilni.
Obsahuji velké mnoZzstvi vody (= 90 %) [27, 28]. Fyzikélni a biochemické vlastnosti hyd-
rogelll velmi zavisi na jejich sloZeni a zplisobu sitovani. Nékteré hydrogely poskytuji po-
Zzadované kombinace vlastnosti pro rizné biomedicinské aplikace, jako jsou regeneracni
medicina a cileny transport 1é¢iv. PouZivaji se také v 3D kultivaci bunék pro studium bu-

nécné matrice, bunécné interakce, proliferace, migrace a diferenciace bunék [29].
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2.3.1 Struktura hydrogeli

Hlavnim cilem tkanového inZenyrstvi je napodobit extracelularni matrix pro regeneraci
poskozené tkan€. Vzhledem k tomu, ze hydrogely maji dobrou pérovitost a trojrozmérnou
strukturu, kterd je schopna absorbovat zna¢né mnozstvi vody, slouzi jako vhodny biomate-
ridl pro tkanové inzenyrstvi. Idedlni hydrogelovy scaffold napodobuje vlastnosti pfirozené
extracelularni matrix a umozni tak difuzi, adhezi a migraci bun¢k. Kazda tkan potiebuje
dostatek krevniho zasobeni pro jeji spravny rust a vyvoj. Hydrogel, ktery ma napodobit
pfirozenou tkdn, by mél umoznit dostatecnou vaskularizaci, aby builky, které rostou uvnit
gelil, dostavaly pozadované mnozstvi zivin a kysliku. Také bunécny rtst a ukotveni bunék
jsou do zna¢né miry zavislé jak na velikosti, tak i na hustoté pord uvniti hydrogelu. Na
obrazku 4 je znazornéno, Ze hydrogel nesmi byt piili§ porézni (kvili zhorSeni mechanic-
kych vlastnosti), ale zaroveil nesmi byt malo porézni (kvili Spatnému bunéénému prostu-

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

PROSTUP BUNEK

e S—

MECHANICKA PEVNOST

MENSI POROVITOST VETSI POROVITOST

Obrazek 4: Porovitost hydrogelii, upraveno podle [28].

2.3.2 Syntéza hydrogeli

Hydrogely mohou byt obecné vyrobeny z polymert obsahujicich rizné hydrofilni skupiny,
jako napf. hydroxylové skupiny, karboxylové skupiny, skupiny sulfonovych kyselin, ami-
dové skupiny a imidové skupiny [31]. Pfirodni polymery, které se pouZzivaji na vyrobu
hydrogelt, zahrnuji napf. kolagen, Zelatinu, fibrin, alginat a agardzu. Ze syntetickych po-
lymerti se pouziva polyakrylova kyselina, polyethylenoxid, polyvinyalkohol a riizné poly-
peptidy. Na vyrobu hydrogell se pouzivaji fyzikalni i chemické techniky zesiténi [28].
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2.3.2.1 Fyzikalni zesiténi

U hydrogel, ptipravenych fyzikalnim zesiténim, tvorba sit¢ nezahrnuje pouziti potencial-
n¢ toxického chemického sitovaciho ¢inidla nebo iniciatoru. Mechanické vlastnosti jsou
omezeny slabosti fyzikalni interakce. Mezi nejjednodussi metody fyzikalniho zesiténi patii
ohfev/ochlazeni polymerniho roztoku. Dal§im zpisobem fyzikalniho zesiténi je iontova
interakce, kterda je =zalozena na principu gelovaténi roztoku polyelektrolytu
(napk. alginat sodny) pouZitim multivalentniho iontu s opaénymi naboji (napt. Ca®" + 2CI).
V zavislosti na koncentraci iont vapniku jsou gely bud’ termoreversibilni (nizka koncen-
trace) nebo termoreversibilni nejsou (vysoka koncentrace). Mezi dalsi metody fyzikalniho
zesiténi patii jesté napt. komplexni koacervace. Tato metoda je zalozena na smichani poly-
aniontového roztoku s polykationtovym roztokem. Vodikové vazba a hydrofobni interakce
jsou dalsi moznosti syntézy hydrogell. Tyto hydrogely jsou ziskény snizenim pH vodného
roztoku polymerd nesoucich karboxylové skupiny. Posledni metoda fyzikalniho zesiténi

hydrogelt je zmrazeni a rozmrazeni, které je vice popsano v kapitole o kryogelech [7].

2.3.2.2 Chemické zesiténi

Polymerni fetézce jsou opatfeny funkénimi skupinami schopnymi spolu reagovat, coz vede
ke vzniku silnych a stabilnich kovalentnich vazeb. V zéavislosti na povaze polymernich
fetézcl a jejich funkcionalizace se jako metody chemického zesiténi nejcastéji pouzivaji
radikdlova polymerace a polykondenzace [7]. Jiny zplsob chemického zesiténi vyzaduje
pfimou reakci linedrniho nebo rozvétveného polymeru s difunkénim nebo multifunkénim
sitovacim Cinidlem. Toto sitovaci ¢inidlo spojuje dva polymerni fetézce pres své multi-

funkéni skupiny [10].

2.3.2.2.1 Polykondenzace

Polykondenzaéni reakce se Casto pouziva pro syntézu polymerti za vzniku polyesterii
a polyamidi, ale mize se také pouzit k syntéze hydrogelti. Pfed ozafenim polymerniho
roztoku se polymerni fetézce nepiekryvaji a pohyblivost segmenti je vysokd. S rostoucimi
davkami ozafeni jsou upiednostiiovany intermolekuldrni vazby, coz vede ke sniZeni po-
hyblivosti segmentil, vytvoii se intermolekuldrni pficné vazby a vzniknou tak lokalni troj-
rozmérné sité. DalSi ozareni zvySuje hustotu intermolekularniho zesiténi, které vede ke

vzniku makroskopickych hydrogeli [7].
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2.3.2.2.2 Radikélova polymerace

Nekolik zplisobt tvorby zesiténych hydrogeli je zalozeno na reakcich volnych radikala.
Jedna z reakci zahrnuje kopolymeracni sitovaci reakci mezi jednim nebo vice monomery
a jednim multifunkénim monomerem, ktery je pfitomen v malém mnozstvi. V dalsi reakci
mohou byt dva ve vodé rozpustné polymery vzajemné zesitény vytvorenim volnych radi-
kali na obou polymerech, které se spoji pomoci vytvorené kiizové vazby. Takové zplisoby
zesiténi hydrogelu mohou byt zahdjeny rozkladem peroxidii a azo sloucenin nebo pouzitim
ionizujicitho nebo UV zareni. Metody ionizujiciho zafeni pouZivaji elektronové paprsky,
gama zafeni nebo rentgenové zareni k excitaci polymeru a vytvareni zesiténé struktury

reakcemi volnych radikala [10].

2.3.3 Klasifikace hydrogeli

Hydrogely mohou byt klasifikovany n¢kolika zpiisoby, napt. podle zptisobu pfipravy, ion-
tového naboje nebo podle strukturnich vlastnosti. Podle zptsobu piipravy se jedna
0 homopolymerni hydrogely (vyrobené z jednoho typu monomerni jednotky), kopolymerni
hydrogely (vyrobené ze dvou komonomernich jednotek) a multipolymerni hydrogely (vy-
robené ze tif nebo vice komonomeri). Na zakladé iontového naboje mohou byt klasifiko-
vany jako neutralni hydrogely, aniontové hydrogely, kationtové hydrogely a amfolytické
hydrogely. Podle fyzikdlnich strukturnich vlastnosti mohou byt klasifikovany jako amorfni
hydrogely a semikrystalické hydrogely, kde u amorfnich hydrogeld jsou makromolekuly
nahodné uspofadany, zatimco semikrystalické hydrogely jsou charakterizovany oblastmi

usporadanych makromolekularnich fetézci (krystalt) [32].

2.3.4 Aplikace hydrogeli

Aplikace hydrogelt v biomedicing se da rozdélit do tfi skupin: 1) povrchové aplikace za-
hrnujici umélou pokozku a rtizné typy obvazovych materiald, 2) trvalé implantaty, napf.
kardiovaskularni, zubni a ortopedické, 3) docasné implantaty, které zahrnuji biodegrada-
bilni implantaty, materidly pro chirurgické Siti a scaffoldy pro tkanové inZenyrstvi [24].
Syntetické hydrogely jsou také velmi slibné pro cileny transport 1é¢iv. Piestoze se mnoho
studii timto tématem zabyva, existuje jen malo komeréné dostupnych produkt. Hydrogely
maji jedine¢né vlastnosti pro cileny transport 1é€iv, jako je vysoka porozita, afinita k vodé

a snadno nastavitelny stupen zesiténi [33].
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2.4 Kryogely

Kryogely ziskaly sviij vyznam na pocatku osmdesatych let. Jsou to supermakroporézni
polymerni gely, které jsou vyrabény technologii kryogelovani, tj. za mrazu a za pouziti
ledu jako porogenu. Supermakroporézni znamena velikost péri 100 um a vice [34]. Tyto
makroporézni polymerni materialy jsou atraktivni pro pouziti v mnoha oblastech chemie,
biologie, biotechnologie a bioinzenyrstvi [35]. Kryogely, stejn¢ jako hydrogely, se mohou
vytvaret v libovolném pozadovaném tvaru, napt. jako bloky, valce, trubky, granule a disky.
Jedim z hlavnich rozdilii mezi kryogely a jinymi makroporéznimi materidly je, ze kryogely

maji tkanovitou elasticitu a odolavaji rozsahlé deformaci bez zniceni [36].

2.4.1 Syntéza kryogeli

Pokud je vodny roztok nizkomolekularnich latek vystaven teplotdm pod bodem mrazu,
voda zacind mrznout, zatim co rozpusténé latky se vylucuji ristem ledovych krystalti do
nezmrazeného rozpoustédla. Pokud je teplota systému udrzovana nad eutaktickym bodem,
coz je asi -20 °C pro vodné roztoky nizkomolekularnich latek, koncentrace rozpusténé lat-
ky v nezmrazeném rozpoustédle se postupné zvySuje az do dosazeni rovnovahy, pii které
jsou koncentrace a mnoZstvi nezmrazené faze uréeny snizenim bodu mrznuti. Zadny kryo-
gel se nevytvori, pokud je teplota mrazu pod eutaktickym bodem daného systému, protoze

nebude existovat Zadna kapalna faze, ve které by polymerace probé¢hla [37].

Piipraveny roztok obsahujici gelové prekurzory (jako je monomer, zesitovaci €inidlo
a iniciator), je zmrazen. Kryogely se obecné syntetizuji pii teplotach mezi -5 a -20 °C
a jsou ziskavany z fyzikalné a kovalentn¢ zesiténych polymernich fetézci, které mohou byt
homogenni nebo heterogenni. VétSina rozpoustédla v reakéni smési je zmrazena, zatimco
mikrofaze mezi ledovymi krystaly ziistdva nezmrazena. Samotna chemicka reakce probiha
v této nezmrazené kapalné mikrofazi [35]. Monomery - sitovaci €inidlo rozpusténé
v nezmrazené fazi mohou byt polymerovany naptiklad radikalovou polymeraci za pouZiti
standartniho systému inicidtorti. Pti nizké teploté probih4 polymerace pomaleji nez za tep-
loty okolniho prostfedi. Kdyz se voda jako rozpoustédlo zmrazi, plisobi jako porogen
a vytvaii ledové krystaly, kolem kterych se vytvoii polymerni sit’. Jak je zndzornéno na
obrazku 5, po rozmrazeni porogenu se vytvorii velkd propojend porovita struktura ve forme

3D gelu [34, 37].
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Obrazek 5: Znazornéni syntézy kryogelii, upraveno podle [34].

Na rozdil od homogennich gel vyrabénych pii laboratorni teploté, maji gely produkované
polymeraci v polozmrazenych systémech vysoce heterogenni strukturu s velkymi a propo-
jenymi péry. Makroporézni kryogely mohou byt vyrobeny v podstaté z libovolného mo-
nomerniho systému, ktery mize byt polymerovan radikalovou polymeraci ve vodném roz-

toku [37].

Kryogely jsou vyrabény s riznou morfologii a vlastnostmi, které mohou byt pfizplisobeny
pro konkrétni aplikaci. V zavislosti na podminkéch syntézy, jako je napt. povaha pocatec-
niho monomeru, rozpoustédla, inicidtoru, jejich koncentrace, teplota a rychlost zmrazeni,
se v Sirokém rozmezi méni velikost porti [38]. Na obrazku 6 jsou znazornény parametry,
které ovliviiuji vlastnosti kryogelii. Mezi tyto parametry patii velikost port, kterd definuje
celkovy objem porii a spolu s propojenim porii fidi transport hmoty v kryogelu. Naopak

tloust’ka stény porti a hustota urcuji mechanické vlastnosti kryogelu [37].
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Obrazek 6: Schematické znazorneni parametrii ovlivitujicich

vykon poréznich kryogelii, upraveno podle [39].

Velikost propojenych pérli v supermakroporéznich kryogelech poskytuje zajimavé vlast-
nosti, jako napf. umozZnéni snadného priichodu bunék bez ucpani porti a poskytnuti dosta-
te¢ného prostoru pro rust bun€k, aniz by se zabranilo vyméné zivin a odpadu [34]. Jednou
z hlavnich ryst téchto polymernich materidli je jedine¢nd kombinace vysoké porovitosti,
vysoké mechanické odolnosti, stability a minimalni nespecifické interakce vzhledem
k hydrofilni povaze polymerd. Nekteré kryogely mohou byt za ur¢itych podminek vysuSe-
ny a znovu nabobtnany velmi rychle, aniz by doslo k poskozeni struktury port diky elas-
tickym porovitym sténdm. Timto zpisobem mohou byt tyto materialy skladovany po dlou-

hou dobu bez jakychkoli zmén [40].

Ptidéani castic do polymerujiciho systému vede k vyrobé kompozitnich materialti obsahuji-
cich napf. syntetické Castice zabudované do pdrovitych stén kryogelu. Polymerni kryogely,
které¢ obsahuji specifické ligandy schopné selektivniho rozpoznavani a - nebo chemické
vazby biomolekul, maji potencil pro pouziti v biotechnologii a biomediciné (jako je napf.
biokatalyza, specificka adsorpce, bioseparace nebo scaffoldy pro tkanové inzZenyrstvi).
Bioligandy se do kryogelu zavadi bud’ kopolymeraci strukturnich monomert s funkénimi
monomery nesoucimi chemicky reaktivni funk¢ni skupinu nebo ptimou kopolymeraci s jiz

obsahujicim pozadovanym ligandem [37].
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2.4.2 Polyvinylalkoholové kryogely

Polyvinylalkohol (viz. obrazek 7) je synteticky polymer s vysokym stupném hydrolyzy a je
povazovan za atakticky. PVA se pfipravuje polymeraci vinylacetatu s ethanolem. Je to
jeden z nejslibnéjSich biologicky odbouratelnych a ve vodé rozpustnych polymera
s vynikajicimi vlastnostmi, jako je dobra tepelna stalost, optické vlastnosti a dobré filmo-
tvorné vlastnosti. Pouziva se v medicing, filtrech, stavebnictvi, chemickém primyslu, jako
scaffold pro tkanové inzenyrstvi a v chemickém prumyslu. Polyvinylalkohol je povazovan
za alternativu k polyethylenu nebo polypropylenu, pro vyrobu biologicky rozlozitelnych
kompoziti [41]. Tento polymer byl jednim z prvnich materialti, ze kterych byl kryogel
pripraven v ¢lanku Lozinského Vladimira (1996) [42]. PVA samostatné nebo v kombinaci
s jinymi polymery je velmi populdrni material pro vyrobu kryogeld, protoze jeho struktura
umoznuje rizné stupné zesiténi. Hlavnim typem intermolekularnich vazeb jsou vodikové
vazby mezi OH skupinami sousednich polymernich fetézcii. Tyto kryogely vykazuji vyso-
kou mechanickou pevnost a dobré elastické vlastnosti. Nicméné¢ ¢isté PVA kryogely nejsou
dostate¢n¢ funkéni pro praktické aplikace. Proto se PVA pouzivé jako matricovy polymer
v kompozitu kryogelii. Biokompatibilni PVA kryogely jsou vhodné napt. pro umélé tkan¢,

kontaktni cocky a fizené uvoliovani 1¢ku [43, 44, 45].

—+CH,— CH

|
OH

n

Obrazek 7: Strukturni vzorec

polyvinylakoholu [46].
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2.4.3 Polyhydroxyethylmethakrylatové kryogely (PHEMA)

Poly(2 — hydroxyethylmethakrylat), viz. obrazek 8, je jednim z nejrozsifencjSich hydrofil-
nich polymera pouzivanych v biomedicinskych aplikacich [47]. PHEMA je vhodny jako
scaffold urceny pro kultivaci bun¢k. Pfitomnost hydroxyskupin a karboxyskupin ¢ini tento
polymer kompatibilni s vodou, zatimco hydrofobni methylové skupiny a hlavni fetézce
dodavaji polymeru hydrolytickou stabilitu a podporuji mechanickou pevnost kryogelu.
PHEMA kryogely jsou odolné proti vysokym teplotam, kysel¢ a alkalické hydrolyze a maji
nizkou reaktivitu s aminy [48]. PouZiti v biomedicinskych aplikacich je Siroké. Napt. ve
studii Hiiseyin Alkan a kol. [49] je kryogel PHEMA povazovan za potencialniho kandidata

pro ¢isténi imunoglobulinu z lidské plazmy.

Obrazek 8: Strukturni vzorec

PHEMA [50].

2.4.4 Polysacharidové kryogely

Ptirodni polysacharidy jsou levné, obnovitelné, modifikovatelné, biologicky rozlozitelné
a maji biokompatibilni vlastnosti. Mezi polysacharidy, které se k vyrob¢ kryogelii pouziva-
Ji, patii hyaluronan, karboxymethylova celuldza, xantan, b-glukan, Skrob (amyléza, amy-
lopektin a jejich smési), maltodextrin a agar6za. Kryogelace téchto polysacharida je po-
dobné jako u PVA, kde pfevazuje vodikova vazba mezi hydroxyskupinami [51]. Polysa-
charidové kryogely maji vysokou cytokompatibilitu a poskytuji tak piiznivé prostiedi pro

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

Chitosan (viz. obrazek 9) je aminopolysacharid sloZzeny z opakujicich se jednotek
D-glukosaminu a N-acetylglukosaminu. Tento polymer mé vynikajici biologické vlastnos-
ti, vCetné biologické rozlozitelnosti, biologické kompatibility a hemostatickych a antimi-
krobidlnich aktivit. Navic chitosan podporuje hojeni ran tim, ze stimuluje zadnétlivé buiky,
véetné polymorfonuklearnich leukocyti a makrofagi. Tyto vlastnosti chitosanu ukazuji, Ze
chitosanovy kryogel ma velky potencial jako obvaz pro hojeni ran [53]. Dalsim ptikladem
vyuziti téchto kryogeli prokazali ve studii Meikun Fan a kol. [54] kde zjistili, Ze chitosa-
nové kryogely s nanoCasticemi stiibra mohou byt pouzity pro dezinfekci pitné vody pfi

odstranovani nasledku katastrof.

OH

Obrazek 9: Strukturni vzorec chitosanu

[55].

2.4.5 Kryogely na bazi zelatiny

Jednou z hlavnich sloZzek extracelularni matrix je kolagen, ktery se béZné pouziva samo-
statn€ nebo v kombinaci s jinymi biologickymi materialy jako scaffold pro tkanové inZe-
nyrstvi. Nevyhodou kolagenu je vyvolani imunitni odpovédi, nizka elasticita a patogenni
latky, které brani pouziti kolagenu v pfirozené formé v lékatskych aplikacich. Kontrolova-
na hydrolyza kolagenu vede k vyrobé zelatiny, kterd ma podobnou chemickou strukturu
jako kolagen [56]. Zelatina je smé&s proteint a peptidi, je biodegradabilni, neimunogenni,
biokompatibilni a komercné dostupny polymer. Je bohatd na peptidové sekvence (Arg-
Gly-Asp), které usnadnuji bunécnou adhezi a enzymatickou degradaci [57]. Samotna Zela-

tina ma vSak nedostate¢né mechanické vlastnosti pro pouziti jako scaffold. Ke zvysSeni
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mechanické pevnosti byly proto vymysleny chemické modifikace Zelatiny, jako je napf.
inkorporace isokyanatu, zabudovani furfurylaminu nebo metakrylace. Zelatina byla pouzita
jako substrat pro kultivaci mnoha typti bun€k, coz ji ¢ini vhodnou k pouziti na injektova-
telné zelatinové kryogely, které jsou schopny fizeného uvolnovani proteinti. Déle ve studii
Min-Eui Han a kol. [58] prokézali, ze kryogely zalozené na zelatin€ jsou slibnym systé-
mem v inzenyrstvi tkanovych chrupavek, jelikoz podporuji bunécnou distribuci a udrzuji

fenotypy chondrocytt [58, 59].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

3 ELEKTRICKY VODIVE POLYMERY

Obecn¢ plati, ze vétSina polymernich materiali jsou dobré izolanty. Nékteré z polymert
vSak maji vodivé vlastnosti. Oproti béznym vodivym kovim jsou elektricky vodivé poly-
merni materidly snadno zpracovatelné, maji nizkou hmotnost a nizkou pofizovaci cenu.
Mezi nejCastéji pouzivané elektricky vodivé polymery patii plypyrrol, polyanilin,
poly(3,4 - ethylendioxythiofen), polythiofen, polyparafenylen aj. Ptiklady téchto polymert

jsou znazornény na obrazku 10 [60].

) ok 10

Polvanilin Poly (3.4 - ethylendioxythiofen) Polyparafenylen
/ \ 7\ : Vs
7/ N\ n
& *
H n * * 5 i |
Polspyrrol Polythiofen Polyparafenvlenvinylen

Obrazek 10: Strukturni vzorce vybranych elektricky vodivych polymeru, upraveno

podle [24].

Tyto polymery umoznuji vyborné ovladdani elektrickych stimuld, maji velmi dobré elek-
trické a optické vlastnosti, maji vysoky pomér vodivosti ke hmotnosti a mohou byt vyro-

beny jako biokompatibilni, biologicky odbouratelné a porézni materidly [61].
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3.1 Zdroj elektrické vodivosti

Vodivost vypliva z kombinace fady faktort. Elektricky vodivé polymery maji konjugova-
ny zakladni fetézec, coz znamena, ze je tvoren fadou stfidavych jednoduchych a dvojnych
vazeb. Orbitaly se navzajem piekryvaji, coz umoziuje snadnéjs$i delokalizaci elektront.
Kone¢nym kli¢em k vodivosti je dopant, neboli aniont. Polymer je syntetizovan ve své
oxidované, vodivé formé a pouze v pfitomnosti dopantu je ndboj neutralizovan. Dopant
zavadi do tohoto systému nosi¢ naboje tim, ze odstrani nebo piida elektrony z - do poly-
merniho fetézce a premisti je jako polarony nebo bipolarony, coz jsou voln¢ drzené, ale
lokalizované elektrony [61, 62]. Elektrickd vodivost bézné¢ pouzivanych elektricky vodi-
vych polymert mize byt upravena pomoci chemickych nebo elektrochemickych redoxnich
reakci zvanych dopovéni. Vzhledem k Siroké rozmanitosti hodnot elektrické vodivosti mo-
hou elektricky vodivé polymery pusobit jako izolatory, polovodi¢e a vodice v zavislosti na
dopantu nebo urovni dopingu [63]. Hodnoty elektrickych vodivosti vybranych elektricky

vodivych polymert jsou vypsany v tabulce 1.

Tabulka 1: Elektricka vodivost vybranych vodivych polymeru [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 nejvice studovany elektricky vodivy polymer, ktery se bézné pouziva
v komercnich aplikacich. Jednou z hlavnich nevyhod elektricky vodivych polymert je je-
jich Spatnd stabilita pfi zvySené teploté a vlhkosti. Polypyrrol v oxidovaném stavu je jed-
nim z nejstabilngjSich elektricky vodivych polymera. Vyssi tepelna stabilita polypyrrolu se
da dosédhnout napt. pfidanim kyseliny a baze. V roce 1986 Miinstedt [65] uved], ze zvySené
tepelné stability bylo dosazeno v PPy s fenylsulfonadtovymi protiionty za pouziti jednodu-
chého osetteni kyselinou a bazi [66]. Polypyrrol byl nejprve syntetizovan v roce 1912. Pro
syntézu tohoto polymeru se pouzivaji dva hlavni zpisoby a to elektrochemicka a chemicka
polymerace. Tyto zpiisoby jsou zalozeny na indukci polymerace riznymi faktory. Mezi
tyto faktory patii chemicka iniciace oxida¢nimi €inidly, foto indukovana syntéza a elektro-
chemicka aktivace anodickym proudem. PPy je téméf nerozpustny v obvyklych rozpousté-
dlech, kvuli silnym interakcim mezi fetézci. Vyjimkou jsou nékteré ptipady, kdy je poly-
pyrrol dopovany €inidly, ¢imz se jeho rozpustnost zvysi. PPy je velmi slibny ,,inteligentni*
biomaterial. Tento polymer ma dobrou in vitro a in vivo biokompatibilitu, dobrou chemic-
kou stabilitu a vysokou vodivost. Dnes se polypyrrol pouzivd v mnoha aplikacich, véetné
palivovych ¢lanki, ochrany proti korozi, pocitacovych displeji, mikrochirurgickych na-
strojli, biosenzorti a jako biomateridl v inzenyrstvi nervovych tkani a neuronovych sond

[61, 67].

3.3 Polyanilin

Polyanilin (PANI) je zndmy jako anilinova ¢erii. PANI je jednim z nejvice studovanych
vodivych polymeri, ktery mize byt vyroben jako prasek, tenky film, vlakna i koloidni su-
spenze. Jeho vyhodou je snadna syntéza riznymi metodami, nizka cena a jeho existence
v riznych reverznich protonovanych a oxidovanych formdach, které maji odlisné elektro-
chemické vlastnosti. Vodivost polyanilinu zévisi na jeho stupni oxidace nebo protonace
[63, 68]. PANI mlZe existovat ve tfech redoxnich formach, zndmych jako leukoemeraldine
(pIn€ redukovana forma), emeraldinova stl (polo-oxidovand forma) a pernigranilin (pIné

oxidovana forma). Tyto redoxni formy polyanilinu jsou zndzornény na obrazku 11.
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Obrazek 11: Chemickeé prechody pri oxidaci/redukci PANI, upraveno podle [69].

Z téchto uvedenych forem je vodiva pouze protonovand a aniontem dopovana emeraldino-
va forma, ostatni formy jsou izolanty. KdyZz je emeraldinova forma protonovana dopova-
nim, vytvaii se vysoce vodiva struktura. Mechanismus vodivosti zahrnuje elektronové
otvory, které jsou radikaly kationtd dusiku, stfidajici se podél ftetézce polymeru
s neutralnimi atomy dusiku. Elektron se z neutradlniho dusiku piesune do otvoru na ptida-
ném dusiku, ktery se pak stava neutralnim. Dusik, ze kterého se elektron ptesunul, se stava
»dirou®. Timto zpsobem vznik4 vodivost polyanilinu. Tato vodivost miiZze byt ovlivnéna
predev§im molekulovou hmotnosti, procentem krystalinity, oxida¢ni hladinou, procentem
dopingu a typem dopantu. Slouceniny pouzité jako dopant jsou obvykle silné kyseliny,
jako je napft. kyselina methansulfonova. Doping na tirovni 50% dava nejvyssi vodivost. Pti

dopingu vétsim nez 50% se vodivost snizuje [70, 71].
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3.3.1 Syntéza polyanilinu

Syntéza polyanilinu mize byt provedena bud’ chemicky oxidac¢ni polymeraci, nebo elek-
trochemickou polymeraci. Oxida¢ni chemicka polymerace je jednoducha a vhodna pro
vyrobu ve velkém métitku. Syntéza polyanilinu vyzaduje oxidaci monomeru anilinu reakeci
a tvorbou anilinovych dimerii prostiednictvim rekombinace kationtovych radikalovych
oxidacnich mist nebo elektrofilni substituci. Kontinualni tvorba oxida¢nich mist kationto-
vych radikalli umoziuje rist anilinového dimeru, PANI oligomerii a meziprodukti za
vzniku polyanilinu. Behem chemické oxida¢ni polymerace se pfechod elektroizola¢ni eme-
raldinové baze do elektricky vodivé emeraldinové soli provadi dopingovym procesem.
Dopingového procesu je dosazeno diky syntéze polyanilinu v kyselém médiu. Kyselé mé-
dium spousti pfenos naboje z kyselého aniontu na polyanilin a dochazi ke zméné elektric-
kych vlastnosti polymeru. Pfi elektrochemické polymeraci se do systému obsahujiciho
kysely anilin umisti systém se tfemi elektrodami (pracovni elektroda, referencni elektroda
a protielektroda). Aplikace potencialu v elektrochemickém clanku vyvoléa oxidaci anilino-
vych monomert a vede k tvorbé PANI filmu na povrchu elektrody. Na rozdil od diive
zminéné oxidacni chemické polymerace nevyZaduje elektrochemickéd polymerace inicidtor
oxidacniho ¢inidla a poskytuje n¢kolik vyhod. Mezi tyto vyhody patii napt. silnéjsi pfilna-
vost ke kovovému povrchu a lepsi rozpustnost, jelikoZ chemicky syntetizovany polyanilin
jde téZko rozpustit. Pfiprava PANI vyZaduje trvalé oxidacni podminky, napf. prostfednic-
tvim pfitomnosti vétS§tho mnoZstvi oxidacniho ¢inidla. Nicméné omezend rozpustnost
PANI ve vétsiné organickych rozpoustédel je hlavni pfekazkou pro aplikaci a zpracovani
polyanilinu v raznych primyslovych aplikacich. Pro zlepSeni bylo navrzeno nékolik pii-
stupi, vcetn¢ emulzni polymerace, dopingu s organickymi kyselinami, dopingu
s povrchové aktivnimi latkami, syntézy koloidnich PANI dopingem s polymernimi stabili-
zatory a funkcionalizace PANI s poldrnimi funkénimi skupinami schopnymi indukovat

rozpustnost v polarnich rozpoustédlech [72, 73].

3.3.2 Aplikace polyanilinu

Polymerni systém, ktery obsahuje PANI jako hlavni slozku, vykazuje velky potencial pro
pouziti v riiznych oblastech. Aplikace takového polymerniho systému zélezi na vlastnos-
tech PANI, vcetné¢ vodivosti, magnetické aktivity, tepelné citlivosti, optickych vyhod
a mechanickych vlastnosti. Kompozity na bazi PANI byly Siroce pouzivany pii vyrobé
snimact/biosenzorid a polovodict. Polyanilin v biosenzorech vykazuje dvoji funkci a to

funkeci elektrického signalniho zesilovace a funkci substratu pro Gspé$nou vazbu biologic-
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kych ¢inidel (napt. enzymu). Kromé toho je PANI Siroce vyuzivany pro vyvoj elektrod
v kondenzatorech a superkapacitorech, pro snimani plynu a prevenci proti korozi [15, 71].
Jelikoz ma PANI Spatnou zpracovatelnost diky jeho nerozpustnosti a kiehkosti, zpracovava
se vétsinou v kompozitni formé s jinym ve vod¢€ rozpustnym polymerem, jako jsou polyvi-
nylalkohol (PVA), polyvinylpyrrolidon a kyselina polyakrylova, které se pouzivaji jako
stabilizatory. Napi. PANI/PVA kompozit vykazuje vlastnosti mikrovinného stinéni ptes
pasmo X a pouziva se v elektrickych konektorech pro zobrazovaci zatizeni a jako vlhkost-

ni snimac [74].
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4 SCAFFOLDY S ELEKTRICKY VODIVYMI POLYMERY

Kazda buiika produkuje membranovy potencidl nékolika milivolti (mV) az desitek mili-
voltt, které zavisi na typu burky, tkani a stupni bunééné diferenciace. Elektricky charakter
téchto membranovych potenciali vytvari endogenni elektrické pole, stejnosmérné proudy
a ultra nizkofrekvencni elektromagnetické pole. Tento elektricky charakter pochazi ze se-
gregace naboji biologickymi zastupci, jako jsou transportéry, ¢erpadla a iontové kanaly,
které jsou vétSinou umistény v plazmové membrané. Toto endogenni elektrické pole ovliv-
fuje rizné bunécné chovani vcetné embryogeneze, déleni bunék, hojeni ran, polarity
a bunécné diferenciace. Ukazalo se, ze elektrické signaly jsou jedny z mnoha rozhodujicich
stimuld, které mohou fidit fadu bunéénych funkci. Elektrické stimuly ve scaffoldech pod-
poruji bunécnou migraci, bunéénou adhezi, syntézu DNA a sekreci proteint. Vodivé bio-
materidly pfedstavuji revoluci v biomedicinskych aplikacich vzhledem k jejich vynikajicim
elektricky vodivym a magnetickym vlastnostem. Na obrazku 12 je zndzornén chronologic-
ky vyvoj scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi od ptirodnich a syntetickych scaffoldd, ptes

elastomerni a injektovatelné scaffoldy, az po elektricky vodivé scaffoldy [75].
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Obrazek 12: Chronologicky vyvoj scaffoldii pro tkanové inZenyrstvi, upraveno podle [76].

Pro vyrobu scaffoldi s elektricky vodivymi matrialy bylo pouzito mnoho vyrobnich postu-
pu. Bylo zjisténo, ze metoda elektrospiningu je slibnym zplisobem potahovani vodivého

materialu na vlédknité polymery, jako jsou polycaprolacton, kyselina polymlécna a kyselina
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polyglykolova. Elektricky vodivé scaffoldy mohou byt také vyrobeny elektropolymeraci

nebo fotochemickou polymeraci [62].

4.1 Elektricky vodivé hydrogely

Hydrogely jsou typicky nevodivé, coz omezuje jejich aplikaci pro typy bunék, jako jsou
nervové bunky a svalové buiiky. Zavedeni elektricky vodivych polymert do hydrogelu,
jako vodivého materialu, je atraktivnim pfistupem k ziskani materiali podobnych
s m&kkou tkani. Spojeni elektricky vodivych polymerti a hydrogelu umoZiiuje vytvoreni
elektro aktivnich hydrogelli, které kombinuji redoxni schopnosti vodivych polymert
s rychlou iontovou mobilitou a biokompatibilitou hydrogelii. Tyto hydrogely mohou byt
vyrabény v Sirokém rozsahu rozmérti a mechanickych vlastnosti, tak aby napodobovaly
extracelularni matrix. Vodivé hydrogely maji elektrickou vodivost, ktera je potiebna pro
komunikaci mezi bunkami. Elektrickd vodivost ve vétSiné téchto hydrogelt je pod
10 mS/cm. Predpoklada se, ze hlavnim piinosem elektrické vodivosti je hlavné vodivost
roztoku elektrolytu, ve kterém se hydrogel syntetizuje [24, 77]. Ptiprava vodivych hydro-
gelll zahrnuje nabobtnani nevodivych hydrogelt v kyselém vodném roztoku monomerd,
jako je anilin, thiofen, po kterém nésleduje in situ polymerace. Dal$i metoda zahrnuje su-
pramolekularni interakce mezi dvéma typy polymernich fetézct [78]. Metoda fotochemic-
kého zesiténi je Siroce pouZivand na vyrobu hydrogell pro tkanové inZenyrstvi. Takto vy-
robené elektricky vodivé scaffoldy se pouzivaji v riznych oblastech tkanového inzenyrstvi,

napf. v kostni, neuralni, srde¢ni a svalové regeneraci [62].

Nejcastéjsim piikladem vodivych hydrogela je kopolymer polyanilinu s polypyrolem, kte-
1y se pouziva v tkanovém inZenyrstvi na vyrobu biosenzort, stimulator v mozku a zatize-
ni pro fizené uvoliovani 1é¢iv [61]. Rizené uvoltiovani 16¢iv z hydrogeltl je zptisobeno
elektrochemicky indukovanymi zmé&nami hydrogeld v disledku reakce na elektrické pole.
Mechanismy uvoliiovani 1é¢iv zahrnuji uvolnéni léku z gelu, diky difuzi 1€ku podél kon-
centracniho gradientu, kdy elektricky podnét zvySuje rychlost difuze 1é¢iv do cilového

mista [79].
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4.2 Elektricky vodivé kryogely

Zajimavym typem vodivych hydrogeli jsou vodivé kryogely. Vyuziti kryogeli na bazi
elektricky vodivych polymert je novym piistupem, ktery poskytuje feSeni problému ne-
homogenni distribuce vodivych slozek ve velkém mnozstvi v béznych vodivych hydroge-
lech. Vyzkum 3D material zalozenych na vodivych polymerech je zatim v pocatcich, jeli-
koz reakce bun¢k v 3D a 2D materiadlech se 1isi [80, 81]. Makroporézni leSeni pro elektric-
ky fizené tkanové inzenyrstvi jsou pravdépodobné nejslibn€jsi. Smeésna elektronické a ion-
tova vodivost kryogelil miize byt dale vyuzita pfi monitorovani nebo stimulaci biologic-
kych objektt. Jiné pouziti zahrnuji barvici adsorbenty, fizené uvoliiovani, substraty pro
ukladani vzacnych kovi, porézni elektrody biosenzord, ptiprava nanocastic kovl in situ
a bunécné scaffoldy v tkanovém inzenyrstvi [82]. Naptiklad ve studii Deng a kol. [83] byly
pripraveny tepelné citlivé elektricky vodivé kryogely =zalozené na poly
N-isopropylacrylamidu (PNIPAM) a vodivém polyanilinu nebo polypyrrolu, pfipraveném
pomoci in situ polymerace anilinu nebo pyrrolu na povrchu kryogelu PNIPAM. Tyto vodi-
vé kryogely vykazovaly makroporézni strukturu, tvarovou pamét’ a rychlou odezvu jak na
teplotu, tak 1 na infracervené zéareni. Takto vytvorené kryogely maji velky potencial pro
aplikace v teplotné zavislych vypinacich, senzorech citlivych na tlak, magneticky aktivnich
aktuatorech a zafizeni reagujici na tvarovou pamét. Tyto vodivé kryogely citlivé na vngjsi

stimuly otviraji nové pohledy na riizné elektronické a biomedicinské aplikace [83].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL

Velkym problémem pii piipravé kryogeli pro tkanové inzenyrstvi je dosazeni vhodné ve-
likosti a propojenosti pori. Z tohoto divodu byly v praktické ¢asti pti ptipravé kryogelii
pouzity rizné druhy surfaktant. Tyto surfaktanty pii polymerni reakci vytvoftily micely,
které po promyti zanechaly v kryogelech rtzné velikosti pérti. Koncentrace surfaktant
byla volena podle jejich dvojnadsobné micelarni koncentrace. Hodnoty micelarnich koncen-

traci surfaktantii jsou zobrazeny v tabulce 2.

5.1 Surfaktanty
V ramci této prace byly k syntéze kryogeli vybrany nésledujici surfaktanty:

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

Tween 40: Polyoxyethylenesorbitan monopalmitat, neiontovy detergent
Brij 96: Polyoxyethylene (10) oleyl ether, neiontovy detergent

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

glycol), neiontovy detergent
SDBS: Dodecyl sodium sulfate, aniontovy detergent

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

Tabulka 2: Hodnoty jednotlivych micelarnich koncentraci surfaktantii

Typ surfaktantu Kriticka micelarni 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 Pouzita bunécna linie a kultivaé¢ni médium
Biologické testovani bylo provedeno pomoci bunécné linie mySich embryondlnich fibrob-
lasti NIH/3T3 (ATCC, USA). Jako kultivaéni médium bylo pouzito Dulbecco's modified

Eagle's Minimum Essential Medium (DMEM, Biosera, Francie), obsahujici 10% teleciho

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

ATCC Number: CRL-1658
Designation:  NIH/313

Low Density Scale Bar= 10dpm High Denaity i ) Sc.l Bar = {00pm

Obrazek 13: Ukazka morfologie bunécné linie NIH/3T3 [84].
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6 METODIKA

6.1 Priprava vzorki kryogelu

Kryogely PANI/PVA (polynilin/polyvinylalkohol) byly pfipraveny oxidaci anilinhyd-
rochloridu s peroxydisulfatem amonnym za pfitomnosti roztoku polyvinylalkoholu. Reak-

ce oxidace anilinu peroxydisulfaitem amonnym je zndzornéna na obrazku 14.

NH-
4 n + 5 n (NH4).S,04
o ® ke
~ NH NH
= O i 8
HSO,
®
NH NH
L HSO? - n

+ 30 HS0,4 + 85 n (NH4)280,

Obrazek 14: Oxidace anilinu peroxydisulfatem amonnym napolyanilinovou

(emeraldinovou) siil [82].

Smés 0,2 M anilin hydrochloridu a 5 hm% polyvinylalkoholu byla rozpusténa ve 35 ml
vody. Nasledné byl pfipraven 0,25 M peroxydisulfat amonny, ktery byl rozpustén v 5 ml
vody. Takto vytvofené dva roztoky byly smichany dohromady i se surfaktanty, které byly
rozpustény v 10 ml vody. Hmotnost surfaktanti byla volena podle jejich dvojnasobnych
kritickych micelarnich koncentraci. Takto pfipravené roztoky s jednotlivymi surfaktanty
byly prelity do valcovité formy. Poté byly roztoky rychle vymraZeny ethanolem, ktery byl
zchlazen tekutym dusikem. Nasledné byly formy s reakéni smési vlozeny do mrazaku na
-18 °C, kde probihala polymerace po dobu 7 dna. Pivodné bilé vzorky kryogelii se zméni-
ly na tmavé zelené aZ Cerné, jelikoZ doslo k vytvoteni polyanilinu. Po 7 dnech byly vzorky
kryogeli vytazeny z mrazaku a po rozmrznuti byly promyty vodou a 0,1 M kyselinou siro-
vou, kdy doslo k odstranéni vSech reaktanti nebo vedlejsich produktii s nizkou molekulo-
vou hmotnosti. Celkem bylo pfipraveno osm vzorka kryogelu, kdy Sest z nich obsahovalo

surfaktanty, jeden chlorid sodny (Miele) a jeden kryogel byl Cisty, bez jiné piisady.
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Vysledny kryogel mé slozenou povahu, kde polyanilin poskytuje vodivost a polyvinylal-

kohol mechanickou pevnost.

Tabulka 3: Slozeni jedné davky roztoku — 50 ml

SloZka roztoku Objem rozpoustédla - vody (ml)
Surfaktant 10
Peroxydisulfat amonny 5
Polyvinylalkohol + anilinhydrochlorid 35

Na obrazku 15 jsou znazornény piipravené vzorky PVA/PANI kryogeli. Jak je vidét, tyto

kryogely jsou velmi dobie ohebné a elastické stejné jako ziva tkan.

Obrazek 15: Ukdzka pripraveného vzorku kryogelu.
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6.2 Materialova charakteristika

6.2.1 Lyofilizace vzorkiu kryogelu

U kryogeld, které jsou nabobtnany vodou, je lyofilizace dulezitd z divodu mozného pras-
kani struktury ptfi BET metodé¢. Lyofilizace je odstranéni vlhkosti z materidlu zmrazenim
ve vakuu. Tato metoda se provadi pfi teplotach kolem -80 °C a nasleduje suSeni ve vakuu.

Vlhkost se z materidlu odstrani sublimaci [85].

Ptipravené vzorky kryogelli byly lyofilizovany po dobu 5 dnd. Po uplynuti této doby se
ptipravené kryogely pieménily na xerogely (tzv. suché gely), které byly nasledné vlozeny

do volumetrického sorpéniho analyzatoru.

6.2.2 BET metoda

M¢teni pomoci metody Brunauer-Emmett-Teller (BET) bylo poprvé provedeno v roce
1938. Tato metoda je pouzitelna pro adsorpéni izotermy typu II (disperzni, neporézni nebo
makroporézni pevné latky) a typu IV (mezoporézni pevné latky s primérem pora
2 - 50 nm. Nedostupné pory nejsou detekovany. BET metoda zahrnuje stanoveni mnoZstvi
adsorbatu, které je potfebné k pokryti vnéjsSich a pfistupnych vnitinich pori pevné latky.

Toto mnoZstvi monovrstvy lze vypocitat z adsorp¢ni izotermy pomoci BET rovnice:

p/bo  _ 1 C-1p (1)
ng(1-p/po) nmC  nmCpo

Adsorpéni izoterma se ziskd vynesenim mnoZstvi adsorbovaného plynu n, na svislé ose

proti odpovidajicimu relativnimu tlaku p/pp na vodorovné ose [86].

Prace s volumetrickym sorpénim analyzatorem BELSORP — mini II (viz. obrazek 16) byla
provedena podle mezinarodni normy ISO 9277:2010 Stanoveni mérného povrchu pevnych
latek adsorpci plynem — metoda BET. Vzorky vSech osmi kryogelt byly po lyofilizaci na-
fezdny na malé kousky o hmotnosti asi 0,03 g, které byly vlozeny do méfici cely. Takto
piipravené méftici cely byly vlozeny do odplynovaciho zatizeni, kde byly po dobu 5 hodin
pti 75 °C. Méfeni je zaloZeno na adsorpci plynu na povrch pevného materidlu, ktery byl
pfedem zbaven veskerych molekul okolni atmosféry, sledovanim absorbovaného mnozstvi
plynu o zndmych parametrech na zdkladé zmény tlaku (volumetricka metoda). Po odply-
néni byly cely umistény do volumetrického sorpéniho analyzatoru BELSORP — mini 11,
ktery byl naplnén tekutym dusikem. Dulezitymi konstantami pro uspéSné meétfeni jsou

hmotnost vzorku a hmotnost prazdné cely, pro kterou je nutno stanovit tzv. mrtvy objem.
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V prubéhu méteni byla zaznamenéavana adsorpéni (popt. desorpéni) izoterma jako zavislost
adsorbovaného (desorbovaného) mnozstvi na zméné tlaku pii konstantni adsorpéni teploté

77 K.

Obrazek 16: Volumetricky sorpcni analyzator
BELSORP — mini II.

6.2.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) viz. obrazek 17, pouzivé svazek elektrontl, ktery
je vytvoren tak, aby snimal testovany vzorek jako rastr paralelnich souvislych linii. Pfi
zasazeni vzorku se elektrony odrazi a vzniknou zpétné rozptylené elektrony nebo se inter-
akci primarnich elektronti se vzorkem vytvoii sekundarni elektrony. Vzorek je obvykle
pevny predmét a pocet sekundarnich elektronli emitovanych povrchem zavisi na topografii
vzorku. Rozméry paprsku sondy urcuji kone¢nou rozliSovaci schopnost pfistroje. Typické

SEM mohou dosahnout zvétSeni obrazu 400 000x a maji rozliSeni kolem Inm [87].

Obrazek 17: Skenovaci elektronovy mikroskop.
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6.3 Biologické testy

Pro testovani na bunécnych liniich je kvuli pfipadné infekci nutné nejdiive testované vzor-
ky vysterilovat. K tomuto ucelu byly vSechny kryogely ponoteny do 70 % ethanolu po
dobu 3 dnti. Nésledné byly vzorky promyvany ultracistou vodou po dobu 14 dnti. Nakonec
byly kryogely uchovany v kultivaénim médiu.

6.3.1 Priprava bunék

V biologickém inkubétoru s fizenou atmosférou CO, (HERAcell 1501) byla v polystyreno-
vych kultivaénich nadobach (TPP, Svycarsko) kultivovana bunééna linie mysich embryo-
nalnich fibroblasti NIH/3T3. Po dosazeni dostate¢ného mnozstvi (80 - 90% konfluence)
bylo v lamindrnim boxu s fizenou cirkulaci vzduchu ALPINA provedeno pasaZzovani
bunck. Nejprve bylo odsidto médium pomoci odsavaciho zatizeni a kultiva¢ni nadoba byla
promyta 15 ml fosfatového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm?). I fosfatovy pufr byl od-
stat. V dalsim kroku bylo do kultivacni nadoby ptidano 7,5 ml trypsinu (koncentrace
0,1 ml/cm?). Trypsin byl v nadobé& ponechan po dobu 10 minut, kdy doslo k oddéleni bu-
nék od nadoby. Oddé€leni bunék bylo zkontrolovano pomoci mikroskopu Olympus IX 81.
Nasledné bylo pfidano 7,5 ml kultivacniho média a vznikly roztok byl pfeveden do centri-
fugaéni zkumavky pomoci mikropipety. Tato zkumavka byla vloZzena do centrifugy Eppe-
ndorf 5702 R na 3 minuty a 1100 rpm. Vznikly supernatant byl odsat a ke koncentrovanym

buiikam byl ptidan 1 ml média. Vznikla tak koncentrace 2x10” bun¢k v 1 ml média.

6.3.2 Cytotoxicita

Dle ISO normy 10993-5 je mozné cytotoxicitu testovat pomoci 1) zkousky extraktem, 2)
zkousky pfimym kontaktem nebo 3) zkousky nepiimym kontaktem. V ramci této diplomo-
vé prace bylo provedeno kvantitativni posouzeni extraktem a kvalitativni posouzeni pii-

mym kontaktem.

Kvantitativni hodnoceni cytotoxicity bylo hodnoceno s pouzitim metabolického testu MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid), ktery poprvé popsal Mosmann
[88] v roce 1983. Zivotaschopné buiiky jsou schopné redukovat zluty MTT $tépenim tetra-
zoliového kruhu na ve vod€ nerozpustny purpurové modry formazan, ktery se vysrazi
v bunécném cytosolu a po 1yze bun¢k muize byt rozpustén. Bunky, které jsou po toxickém
poskozeni mrtvé MTT transformovat nemohou. Reakce je zprosttedkovana dehydrogena-

zami — enzymy spojenymi s endoplazmatickym retikulem a mitochondriemi [88].
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6.3.2.1 ZkousSka extraktem

Piipravené buiiky v koncentraci 1 x 10°/ml byly napipetovany do 96 jamkovych desticek
a byly ponechany ke kultivaci po dobu 24 hodin. Zaroven ze vSech vzorkt kryogell byly
vytvofeny extrakty podle ISO 10993-12. Na analytickych vahach bylo navéazeno 0,3 g
kryogelu a smichano s 3 ml média. Extrakce byla provedena v chemicky inertnich uzavie-
nych nadobach za stalého tiepani pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach byly
extrakty prefiltrovany do novych zkumavek. K predkultivovanym buitkkam v 96 jamkovych
destickach byly pipetovany extrakty v riznych koncentracich, jak je zndzornéno v tabulce
4. Po 24 hodinach byly ze vsech jamek extrakty odsany a pfidano 100 pl média. Nasledné
bylo k buiitkam pfidano MTT (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, vyslednd koncentrace
0,5 mg/m). Po 4 hodinach v inkubatoru bylo z desti¢ek odsato médium s MTT a pipetou
pfidano 80 pl DMSO (Dimethylsulfoxid, 99,9 %, Duchefa Biochemie, Nizozemsko). Po
20 minutach ptisobeni DMSO byla zméfena absorbance na fotometru Infinite M200PRO

(Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 570 nm a referenéni vinové délce 690 nm.

Tabulka 4: Koncentrace extraktu a média

EXTRAKT (ul) [ 100 75 50 25 10 1

MEDIUM (ul) 0 25 50 75 90 99

6.3.2.2 ZkouSka primym kontaktem

Vzorky kryogelll byly natezany na platky o stejné velikosti priméru i vysky 0,5 cm. Takto
nafezané platky byly jesSté rozfezany na stejné Ctvrtiny, které byly nasledné pouZity
k testovani. Piipravené buiiky o koncentraci 1 x 10°/ml byly nasazeny na 48 jamkové des-
ticky. Po 24 hodinach byly nafezané vzorky opatrné polozeny do stfedu bunécné vrstvy
v destickdch. Po 48 hodinach byly bunky zafixovany. Odsavacim zafizenim bylo odsato
médium a desticky byly promyty 1 ml fosfatového pufru (PBS), ktery byl nasledné také odsat.
Po odsati fosfatového pufru byly pfidany 2 ml formaldehydu (koncentrace 4%, Penta chemi-
cals Ceska republika). Po 15 minutach byl formaldehyd odsat a vzorky byly promyty 1 ml
fosfatového pufru (PBS). Poté byly pfidany 2 ml Tritonu X-100 (koncentrace 0,5%, Sigma
Aldrich, USA). Po 5 minutéch byl Triton X-100 odsat a vzorky byly tfikrat promyty 1 ml fos-
fatového pufru (PBS) a nakonec byl 1 ml PBS ponechan v misce. Nasledné bylo
k zafixovanym bunkam piiddno 5 pg/ml Hoechst 33258 (Invitrogen, USA) a jedna kapka
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ActinRed 555 (Thermo Fisher Scientific, USA). Fluorescen¢ni barvivo Hoechst slouzi
k zviditelnéni bunécnych jader a ActinRed se vaze na aktinova filamenta, ¢imz se zviditelni
bunécny cytoskelet. Takto nabarvené buinky byly po dobu 30 minut ponechany ve tmé a poté

foceny pomoci inverzniho fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus IX81, Japonsko).

6.3.3 Prorustani bunék scaffoldem

Scaffoldy ve formé kryogell byly nafezany na stejnou velikost praméru i vysky 0,5 cm.
Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do 24 jamkovych desticek. Na povrch scaffolda
byly napipetovany pfipravené buiiky o koncentraci 1 x 10%ml. Po 72 hodinach byly buiiky
zafixovany. Fixace probihala stejné¢ jako v kapitole 6.3.2.2. V dal§im kroku bylo
k zafixovanym buinikdm pfidano 5 pl/ml Hoechst 33258 (Invitrogen, USA), ktery barvi DNA
bunck. Takto nabarvené buiiky byly po dobu 30 minut ponechany ve tmé& a poté foceny pomoci

inverzniho fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus IX81, Japonsko).
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7 VYSLEDKY

V praktické ¢asti bylo pfipraveno osm vzorka kryogelll na kterych byly nejprve provedeny
materialové charakteristiky pomoci BET a SEM. Nésledn¢ byly urcené biologické vlast-
nosti a to konkrétné cytotoxicita extraktii, cytotoxicita pfimym kontaktem a proristani

scaffoldu.

7.1 Materialové charakteristiky

7.1.1 Meérny povrch a velikost pori

Jako prvni byla provedena BET metoda u vSech osmi vzorkd. Adsorpéni / desorpéni izo-
termy byly pro vSechny vzorky skoro stejné, proto jsou v této praci uvedeny 2 piiklady

téchto kiivek.
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Obrazek 18: Adsorpcni / desorpcni izoterma pro a) kryogel s Tweenem 40, b) Cisty kryogel.

Adsorpéni / desorpéni izoterma znazoriiuje zavislost adsorbovaného (desorbovaného)
mnozstvi na relativnim tlaku pii konstantni teploté. Z obrazku 18 je vidét, ze adsorbované
(desorbované) mnozstvi roste exponencialné s rostouci zménou tlaku. Pfi nizkych hodno-
tach relativniho tlaku je pribéh kiivky konkdvni, ve stfedni Casti linedrni a pii vysSich

hodnotach relativniho tlaku je pribéh kiivky konvexni.
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Pro ukézku vysledného BET grafu (obrazek 19), je v této praci uveden piiklad pro Cisty
kryogel, jelikoz BET grafy vSech vzorkl byly velmi podobné.

0.12

0.08
B
N
,’::::
2,
0.04
0 1 1 1 1 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
2/p,
v, 5.4546 [em3(STP)q 1] 35 per 2.3741E+01 [m2 g°1]

(= 33.235 Total pore volume( p/p,=0.990)  9.5933E-02 [cm3 g°1]

Mean pore diameter 16.163 [nm]

Obrazek 19: BET graf a nameérené hodnoty pro cisty kryogel, kde V,, je specificky objem
adsorbovaného plynu, C je BET konstanta, asggrje specificky povrch.

Pro vypocet vyslednych hodnot byla zvolena linearni oblast v grafu na ose relativniho tla-
ku 0,05 po 0,25. Z namé&ienych vysledkli na obrazku 19 je vidét, ze mérny povrch u Cistého

kryogelu byl 23,7 m*/g a pramérné velikost port byla 16,2 nm.
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Z naméfenych hodnot mérného povrchu a prumérné velikosti pori byly vytvoteny grafy,

které jsou na obrazku 20 a 21.

MERNY POVRCH (m? /g)
25
23,7
24
237 22,3
2 21,6
21,0 21,3 21,3
21 -
20 -
19 -
18 17,9
17,0
N
16 B T T T T T T T
Cisty NaCl Igepal CA Poloxamer Triton X- Tween40  Brij 96 SDBS
630 188 100

Obrazek 20: Graf merného povrchu jednotlivych kryogelii.

Na obrazku 20 je vidét, ze kryogely s Poloxamerem 188, Tritonem X-100, Tweenem 40,
Brijem 96 a SDBS méli velmi podobné hodnoty mérného povrchu. Nejvyssi mérny povrch
byl naméfen u vzorku &istého kryogelu (23,7 m*/g) a naopak nejmensi u vzorku kryogelu
s NaCl (17,0 m*/g). Nizkou hodnotu oproti ostatnim vzorkim mél i kryogel s Igepalem
(17,9 m*/g).
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PRUMERNA VELIKOST PORU (nm)
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Obrazek 21: Graf priimerné velikosti pori jednotlivych kryogeli.

Dal8im zkoumanym parametrem u kryogell byla primérna velikost porii (viz. obrazek 21).
Velikost port se jen minimalné lisila, piesto nejvyssi primérna velikost porti byla nameéte-
na u vzorku s NaCl (19,5 nm), kvili tomu, ze pfi ptipravé tohoto kryogelu byly pouzity
krystaly NaCl. Naopak nejmensi primérna velikost port kryogelu byla u vzorku se surfak-
tantem SDBS (12,8 nm) a Igepalem CA 630 (13,6 nm). Velmi podobnou primérnou veli-
kost pori mély vzorky s Poloxamerem 188 (18,5 nm) a Tritonem X-100 (18,6 nm). Vzorek
se surfaktantem Brij 96 mél primérnou velikost port 15,1 nm a vzorek s Tweenem 40

17,0 nm.

Z vysledkit BET metody lze tedy fict, Ze s rostouci velikosti mérného povrchu primérna

velikost poru klesa.
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7.1.2 Struktura kryogeli

V navaznosti na vysledné velikosti péri z BET metody byla pomoci Skenovaci elektrono-
vé mikroskopie vyfocena struktura pori v kryogelech. Skenovaci elektronova mikroskopie
se bézn¢ pouziva pro analyzu morfologie kryogeli. Z vytvotenych fotek 1ze hodnotit veli-
kost pori a tloustku stén. Pro foceni byl vybran Cisty kryogel a vzorky s nejmensi a nejvét-

81 velikosti pért a mérného povrchu. Tyto kryogely byly foceny pfi zvétSeni 500x a 5000x.

Obrazek 22: Struktura kryogelii: a) NaCl zvetseni 500x, b) NaCl zvétseni 5000x, c) Cisty
zvetseni 500x, d) cisty zvétseni 5000x, e) SDBS zveétseni 500x, ) SDBS zvétseni 5000x.
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Na obrazku 22 jsou vysledné snimky struktury kryogeli ze SEM. Na snimcich a) a b) je
vidét, ze kryogel s NaCl m¢l nejvétsi pory z vybranych kryogeld. Struktura cistého
kryogelu je znazornéna na snimcich c¢) a d). Na snimcich z tohoto obrazku je vidét, ze
velikost port Cistého kryogelu je o néco mensi nez u kryogelu NaCl. Na snimcich e) a f) je
struktura SDBS kryogelu. Z téchto snimkt je vidét, ze SDBS ma péry ze vsech vzorkl
nejmensi a tloustka stén tohoto kryogelu je nejsilngjsi. Snimky ze SEM tedy potvrdily

rozdily ve velikosti pori, které byly ziskany BET metodou.

7.2 Biologické testy

7.2.1 Cytotoxicita extraktu

K urceni cytotoxicity byly z kryogeli ptfipraveny extrakty. Cytotoxicita byla stanovena
pomoci MTT testu. Reference byla nastavena na relativni bunéénou viabilitu 1, coz
odpovida 100% bunécné viabilité.

Dle normy ISO10993-5 se cytotoxicita hodnoti podle stupnice: > 0,8 bez cytotoxického
efektu; 0,6 — 0,8 mirné cytotoxicky efekt; 0,4 — 0,6 slabé cytotoxicky efekt; < 0,4 silné

cytotoxicky efekt.
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Obrazek 23: Vysledky cytotoxicity kryogelovych extraktil.
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Obrazek 24: Vysledky cytotoxicity kryogelovych extraktii.

Koncentrace extraktu
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Z vysledkit MTT testu na obrazcich 23 a 24 je vidét, Ze nejvice cytotoxicky kryogel, uz pfi
nizkych koncentracich extraktu, byl kryogel s pfidavkem surfaktantu SDBS. Dokonce 1%
extrakt dosahoval mirné cytotoxického efektu (0,72 + 0,05). VSechny ostatni vzorky byly
do koncentrace 10% extraktu bez cytotoxického efektu. Pti 25% extraktu vSak byly bez
cytotoxického efektu uz jen vzorky s NaCl, Poloxamerem 188, Igepalem CA 630 a Trito-
nem X-100. Extrakt z ¢istého kryogelu v této koncentraci uz dosahoval mirné cytotoxicity.
Vyrazny rozdil miZzeme sledovat pii 50% extraktu, kde kryogely s NaCl a Poloxamerem
188 dosahuji vice jak 70% viability, zatim co vSechny ostatni vzorky jsou v rozmezi slabé
cytotoxicity. U 100 % extraktu byly zaznamenany nejvyssi rozdily v bunééné viabilité.
Nejnizsi viabilita byla v této koncentraci u kryogelu ¢istého a s Tweenem 40, kdy hodnoty
bunécné viability byly u obou téchto kryogelii 0,14 + 0,02. Dalsi siln€ cytotoxicky kryogel
byl s SDBS (0,22 £+ 0,07), s Tritonem X-100 (0,36 = 0,08) a s Brij 96 (0,33 £+ 0,06).
Nejlepsi bunéénou viabilitu u 100 % extraktu mély kryogely s NaCl, Poloxamerem 188
a Igepalem CA 630. Hodnoty relativnich bunéénych viabilit neklesly pod 0,4. Z toho vy-
pliva, Ze vzorky byly slabé cytotoxické. Dokonce u kryogelu s NaCl byla buné¢na viabilita
citu vykazoval kryogel s NaCl, po kterém nasledoval kryogel s Poloxamerem 188 a Igepa-
lem CA 630.
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7.2.2 Cytotoxicita pFimym kontaktem

Po MTT testu nasledovala zkouska cytotoxicity pfimym kontaktem. Tento tes byl vyhod-
nocen kvalitativné pomoci mikrofotografii, které jsou znazornény na obrazcich 25 - 28. Pro
lepsi viditelnost rozdild v bunécné morfologii, byly fluorescencné zvyraznény jadra bunck
a bunécny cytoskelet. Takto nabarvené bunky byly vyfoceny pomoci fluorescencniho

inverzniho mikroskopu.

Jadra bunék Bunécny cytoskelet
L ‘ .' :‘» 9 3. <P ¥ .

. ;.."_.-’.
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Obrazek 25: Mikrofotografie ze zkousky primého kontaktu. a) reference, b) NaCl.
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Jadra bunék Buné¢ny cytoskelet

Obrazek 26: Mikrofotografie ze zkouSky primého kontaktu: a) Igepal CA 630,
b) Poloxamer 188, c) Brij 96.
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Jadra bunék

Bunéény cytoskelet

200 pm

200 pm

Obrazek 27: Mikrofotografie ze zkousky primého kontaktu: a) Triton X-100, b) Tween 40,

c) Cisty.
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Jadra bunék Bunéény cytoskelet

Obrazek 28: Mikrofotografie ze zkousky primého kontaktu pro SDBS.

Z obrazku 25 a 26 je videt, ze na kryogelech s NaCl a Igepalem CA 630 rostly bunky
v podobném rozsahu jako na referenci. Bunky si v pfitomnosti téchto vzorkli zachovavaly
svoji typickou rozvétvenou a protahlou morfologii. O malo nizsi pocet buné€k miiZzeme po-
zorovat pii kultivaci s kryogelem obsahujicim Poloxamer 188 (obrazek 26 b), avSak bu-
nécna morfologie zistava stale zachovana. Pokles bunék je tak maly, ze se stile jedna
o necytotoxicky efekt. K vyrazné€j§imu poklesu viability dochdzi pti kultivaci v kontaktu
s kryogely Brij 96 (obrazek 26¢) a Triton X-100 (obrazek 27a). Zaroven je mozné vidét, Ze
dochdzi i ke zméndm v morfologii, kde fibroblasty ztraci sviij typicky rozvétveny tvar
a v pripad¢ kryogelu Brij 96 dochazi k zakulaténi cytoskeletu. V tomto ptipadé¢ se jedna uz
o cytotoxicky efekt. Vyznamny rozdil v poctu bunék byl zaznamenan na dalSich tifech
vzorkach, kryogel Tween 40 (obrazek 27b), ¢isty (obrazek 27c) a SDBS (obrazek 28). Na
vzorku kryogelu Tween 40 bylo mozné jesté sledovat cytoskelet, ktery byl zna¢né€ zniceny
a fibroblasty nejevily zndmky typické morfologie. Na kryogelu ¢istém a s SDBS uz neni
mozné cytoskelet sledovat. Nejvice cytotoxické byly tedy vzorky kryogela Cistych
a SDBS, kde fibroblasty nebyly v pfitomnosti téchto vzorkli schopny riist po dobu 2 dni
a byly prakticky kompletné rozpadnuté. Vysledky z cytotoxicity v pfimém kontaktu kore-
luji s vysledky cytotoxicity extraktu. Opét bylo potvrzené, Ze nejméné cytotoxické jsou
kryogely s NaCl a Igepalem CA 630 a nejvyssi cytotoxicitu vykazuje kryogel s SDBS

a Cisty.
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7.2.3 Prorustani bunék scaffoldem

Po zkouSce pfimym kontaktem bylo foceno prorustani bunék scaffoldem, které je na ob-
razku 29. Pro lepsi viditelnost, byly jadra bun¢k nabarveny barvivem Hoechst. ZhorSena
kvalita fotografii je zplisobena porovitymi 3D strukturami, kde buiiky rostou v riznych
vrstvach. Z tohoto divodu nebylo mozné kvalitni zaostfeni na bunééna jadra. Na druhé

stran¢ to vSak znaci, ze buiiky byly schopny migrovat hloubé&ji do pért scaffoldti.

Obrazek 29: Fotky z prorustani bunék scaffoldem a) NaCl, b) Tween 40, c¢) Po-
loxamer 188, d) Triton X-100, e) cisty, f) Igepal CA 630, g) Brij 96, h) SDBS.
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Na obrazku 29 je znadzornéno prorustani bunék jednotlivymi kryogely. Tak jako v ptede-
Slych dvou testech, nejlépe dopadl kryogel s NaCl, kde miizeme sledovat nejvyssi pocet
jader. Piekvapivé na kryogelech s Tween 40 byly buiky taktéz schopny adherovat a na-
sledné proliferovat ve vy$sim rozsahu. Avsak vétsi pocet jader byl uz zniceny, takze pii
dlouhodobé;jsi kultivaci by se bunky pravdépodobné rozpadly. Obecné v porovnani s Cis-
tym kryogelem podobné nebo 1épe dopadly kryogely s NaCl, Tweenem 40, Poloxamerem
188, Igepalem CA 630 a Tritonem X-100. Na vSech téchto kryogelech byly mysi fibroblas-
ty schopny se adherovat a po sledovanou dobu proliferovat. Naopak zadné bunécné jadra

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

Porozita scaffoldli je rozhodujicim faktorem, ktery ovliviiuje schopnost bunék migrovat
a rust v ramci struktury, ale také poskytuje biomechanické podnéty a ovliviiuje mikropro-
stiedi (napf. s ohledem na uvolnéni biologicky aktivnich latek nebo G¢inné vymény Zivin).
Navic porozita ovliviiuje vaskularizaci a usnadnuje mechanické zajisténi mezi scaffoldem
a okolni tkani [81]. Porozita kryogel zavisi na ptiprave. Naptiklad termoreverzibilni PVA
kryogely vyrobené bez sitovaciho ¢inidla maji velikost port mezi 100 nm a 1 um, zatimco

chemicky zesiténé PVA kryogely maji velikost porti od 1 um do 150 um [37].

Z dtvodu ziskani scaffoldl s riznymi velikostmi port byla tato prace zamétena na piipra-
vu kompozitnich PVA/PANI kryogeli s riznymi surfaktanty a NaCl. Takto pfipravené
kryogely byly nasledné podrobeny jak testovani materidlové charakteristiky, tak 1 bunéc-

nému testovani.

Pomoci BET metody byl studovan mérny povrch ¢éstic a primérna velikost pért. Bylo
zjisténo, ze nejvetsi mérny povrch mél vzorek Cistého kryogelu. Byly vyrobeny kryogely
sriznymi druhy surfaktantl, které mély vétsi primérnou velikost pord, nez Cisty
PVA/PANI kryogel. Mezi tyto druhy patii kryogely s NaCl, Tritonem X-100, Tweenem 40
a Poloxamerem 188. Nejvétsi primér pora byl 19,5 nm. Porovnanim muize byt studie
Humpolicek a kol. [81], kde pfipravili PVA/PANI kryogely o primérné velikosti port az
159 pm. Vysledné poéry vybranych druhi kryogelt byly nafoceny pomoci Skenovaci elek-
tronové mikroskopie. Pro tuto metodu byly vybrany kryogely Cisté a vzorky s nejvetsi
prumérnou velikosti port a to kryogely s NaCl. Jako posledni byl vybran vzorek kryogelu

s SDBS, ktery mél nejmensi priimérnou velikost porii ze vSech ptipravenych druht.

Bunééné testovani bylo provedeno pomoci zkousky cytotoxicity dvéma zplsoby, a to
zkouskou extraktu a pfimého kontaktu. Pomoci MTT testu byly zjistény bunécné viability
v zavislosti na riznych koncentracich extraktu u vSech vzorka kryogelu. Je zndmo, Ze
polyanilinovy prasek vykazuje vyznamnou cytotoxicitu, kterd souvisi s pfitomnosti nizko-
molekularnich necistot. Pfipravené kryogely by mély mit cytotoxicitu niz8i nez v ptipade
polyanilinovych praskd, coz bylo pomoci bunécného tetovani potvrzeno. Napt. ve studii
Humpolicek a kol. [89] 25% extrakt z PANI prasku dosahuje silné cytotoxicity, zatim co
25% extrakty z kryogeld piipravenych v ramci této diplomové prace byly uplné bez cyto-

toxického ucinku nebo dosahovaly jen mirné cytotoxicity.
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Z vysledki zkousky extraktem bylo také zjiSténo, ze u vSech druhi kryogelli se bunécna
viabilita s rostouci koncentraci extraktu snizovala. Nejvice cytotoxicky kryogel, uz pfi niz-
kych koncentracich extraktu, byl kryogel s ptfidavkem surfaktantu SDBS. Naopak nejmén¢
cytotoxicky byl kryogel s ptfidavkem NaCl. U kryogelt s pifidavkem NaCl a Poloxamerem
188 pii 50% extraktu se podafilo dosdhnout lepsi relativni bunécné viability nez u ¢istého
PVA/PANI crogelu, ktery byl pti 50% extraktu slabé cytotoxicky. Stejné vysledky byly
dosazeny pomoci zkouSky piimého kontaktu. Jako posledni byla provedena zkouska pro-
rustani scaffoldem. I tato zkouska potvrdila vysledky z obou piedchozich testl cytotoxici-
ty. Nejvice bunék rostlo na kryogelech s pfidavkem NaCl a nejméné na kryogelech

s SDBS.
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ZAVER

Tato diplomova prace je zaloZena na navrhu polymernich materialti a jejich nasledném
testovani pomoci eukaryotickych bunc¢k. Pro tuto praci byly vybrdny kompozitni
PVA/PANI kryogely. Cilem této prace bylo nasyntetizovat pevné a elastické kryogely
s riznou porozitou, které¢ by zaroven byly co nejméné cytotoxické a buiiky by byly schop-

ny adherovat na n¢ a nasledné proliferovat a migrovat do vnitini struktury scaffoldu.

Experimentalni ¢ast této prace byla zamétfena na pfipravu rizné poréznich kryogelt. Pro
piipravu kryogeli byl pouzit NaCl a vybrané surfaktanty, jako je Tween 40,
Poloxamer 188, triton X-100, SDBS, Igepal CA 630 a Brij 96. Tyto surfaktanty zpiisobily
rozdilnou velikost port a riznou cytotoxicitu vyslednych kryogelll. Z vysledkli materidlo-
vé charakteristiky bylo zjisténo, Ze rozdil ve velikosti port pfipravenych kryogelt nebyl
vyrazny. Z tohoto diivodu by v budoucnosti bylo potieba vyzkouset vyssi koncentrace po-
uzitych surfaktantii. Vzhledem k testim cytotoxicity vysly nejlépe kryogely s NaCl a Ige-
palem CA 630. Z tohoto diivodu by bylo vhodné pro pfipadné studie v tkaniovém inZenyr-
stvi dale testovat jen kryogely s NaCl, Igepalem CA 630 a Poloxamerem 188. Vzhledem
k vysoké cytotoxicit¢ neni vhodné zkouSet dale kryogely Cisté a SDBS. U pfipravenych
kryogelt NaCl, Poloxamer 188 a Igepal CA 630 se podatilo dosdhnout niz$i cytotoxicity
nez u kryogelu ¢istého, coz je velmi dulezité pro aplikace v medicin€ a v tkdnovém inze-
nyrstvi. Dale v porovnani s ¢istym kryogelem byly schopny buiiky riist podobné nebo jeste
1épe na kryogelech s NaCl, Tweenem 40, Poloxamerem 188, Igepalem CA 630 a Tritonem
X-100. Na vSech téchto kryogelech byly mysi fibroblasty schopné se adherovat a po sledo-

vanou dobu proliferovat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PE Polyethylen

PET Polyethylentereftalat

PTFE Polytetrafluorethylen

PU Polyurethan

POM Polyoxymethylen

3D Trojrozmérnd sit’
Ca* Kation vapenaty
Cr Chloridovy anion
uv Ultrafialové zatreni
PVA Polyvinylalkohol

PHEMA  Poly (2-hydroxyethylmethakrylat)

CS Chitosan

Arg Arginin

Gly Glycin

Asp Kyselina asparagova
PPy Polypyrrol

PANI Polyanilin

DNA Deoxyribonukleova kyselina
PNIPAM Poly N-isopropylacrylamid

BET Brunauer-Emmett-Teller metoda

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie
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