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ABSTRAKT

Problematika kompatibility riznych materialti s krvi je dlouhodobé studovanym a dosud ne
zcela vyfesenym problémem. Existuje tedy snaha vytvorit takovy materidl nebo materialo-
vou modifikaci, ktera by méla na koagulaci a dalsi parametry hemokompatibility co nej-
mensi vliv. Materidlem zkoumanym v této praci byl polyanilin (PANI), vodivy polymer,

ktery ma Siroké moznosti vyuziti v medicinskych aplikacich.

Pro testy vlivu materidlu na krevni koagulaci byly pfipraveny polyanilinové filmy. Pfipra-
venymi materidly byly PANI siill, PANI baze a PANI-PAMPSA (poly(2-acrylamido-2-
methyl-1-propanesulfonic acid)) kopolymer, ptfipraveny ptidinim PAMPSA piimo do po-
lymera¢ni smési (PANI-PAMPSA-R-1:1 a PANI-PAMPSA-R-2:1) anebo adsorpci
PAMPSA polymeru na povrch PANI filmu (PANI-PAMPSA-D). Materialy byly popsany
pomoci testu povrchové energie a pro vyhodnocenti jejich vlivu na koagulaci byly provede-
ny testy jejich vlivu na parametry koagulace, vybrané koagulacni faktory a adhezi krevnich
desticek na povrchu materidlu. Déle pak byly provedeny testy bunééné proliferace a mi-
grace. Cilem prace bylo zjistit, jestli je polyanilin v nékteré z testovanych uprav materia-

lem vhodnym pro medicinské aplikace, ve kterych by se dostal do kontaktu s krvi.

Klicova slova: polyanilin, poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid), hemo-

kompatibilita



ABSTRACT

There is no known hemocompatible material to date as the contact of blood with most of
foreign materials causes hemocoagulation or influences other parameters of hemocompati-
bility. Thus, the efforts to prepare a hemocompatible biomaterial exist for decades. The
material examined in this work is polyaniline (PANI). It is a conducting polymer with a

wide range of possible applications in medical field.

Several different types of polyaniline films were prepared to determine theirs impact on
chosen hemocompatibility parameters. The prepared materials were polyaniline salt
(PANI-S) and base (PANI-B) and PANI-PAMPSA (poly(2-acrylamido-2-methyl-1-
propanesulfonic acid)) copolymer, prepared either by adding the PAMPSA polymer to the
polymerization mixture (PANI-PAMPSA-R-1:1 a PANI-PAMPSA-R-2:1) or PAMPSA
adsorption on the PANI surface (PANI-PAMPSA-D). The materials were characterized by
surface energy test. The impact on chosen coagulation parametres and coagulation factors,
along with the platelet adhesion tests were applied to evaluate the materials impact on blo-
od coagulation. The interaction with cell migration and proliferation are also outlined. The
purpose of this work was to find out if polyaniline or any of its surface modifications is

applicable as a blood-contacting material.

Keywords: polyaniline, poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid), hemocompa-

tibility
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UvVOD

Zejména v poslednich desitkach let se v populaci stale Castéji vyskytuji kardiovaskularni
choroby, ¢asto takové, které vyzaduji vnéjsi zadsah v podobé implantatti (pt. srde¢ni chlop-
n¢, cévni nahrady). Ty museji byt v mnoha ptipadech vyrobeny ze syntetickych materiali.
Pokud se ale cizi material dostane do kontaktu s krvi, vyvolava obrannou reakci organis-
mu, jejiz soucasti je také to, ze se krev na povrchu tohoto materidlu zacne srazet, proto
existuje snaha vyvijet takové materialy, které budou mit pro podobné pouziti vhodné vlast-

nosti, pfedev§im museji byt co nejvice hemokompatibilni.

Tato prace je tedy soustiedéna na vliv syntetickych materiali na krevni srazlivost a meto-
dy, jakymi se modifikuje jejich povrch tak, aby se tento vliv co nejvice omezil. Piedevsim
je pak zaméfena na polyanilin, ktery by diky svym vlastnostem mohl mit Siroké uplatnéni
v medicinskych aplikacich, a sleduje jeho vliv na krevni srdzlivost, jednak v ¢isté form¢ a
jednak v jeho modifikacich. Cilem prace je zjistit, jestli je polyanilin nebo nékterd z jeho
modifikaci matridlem vhodnym pro pouziti v medicinskych aplikacich, ve kterych by se

dostal do kontaktu s krvi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PRINCIP KOAGULACE

1.1 Hemostaza

Zastava krvaceni je slozity, dynamicky d¢j, ktery je odpovédi na naruseni celistvosti cévni
stény a chrani organismus pfed krevnimi ztratami, které by mohly ohrozovat jeho Zivot.
Hemostaza se sklada z reakce cév v misté poranéni, reakce krevnich desti¢ek a vlastniho

srazeni krve, tedy hemokoagulace [1].

1.1.1 Vazokonstrikce

V misté poranéni dojde ke kratkodobému, ale rychlému zazeni cévy, zpisobenému nékoli-
ka faktory. Jedna se o pfimou odpovéd’ stény cévy na posSkozeni [2], dale maji vliv nékteré
latky, jako ADP, serotonin a derivat kyseliny arachidonové tromboxan, uvoliiované pfi

hemostatickych déjich z krevnich desticek [3].

1.1.2 Reakce krevnich desti¢ek

Pokud je celistvost vnitinitho povrchu cévy porusena, dojde k obnaZeni subendotelarni
vrstvy cévni stény. Ta je z velké €asti tvofena kolagenovymi vlakny. Von Willebrandlv
faktor, glykoprotein syntetizovany bunikami cévni vystelky, tvofi vazbu mezi receptory na
povrchu krevnich desti¢ek a zdporné nabitymi vlakny kolagenu a umoZni adhezi desticek,
které zlstavaji v misté poranéni a nejsou odplavovany krvi [1]. Vazbou na kolagen dochazi
k pfenosu vnitrobunéénych signald, které desticky aktivuji a zmeéni jejich funkei [3]. Akti-
vovan¢ desticky méni tvar, stavaji se kulovitymi a na jejich povrchu vznikaji dlouhé¢ a ten-

ké vybezky (filopoidie).

Vlivem trombinu (dulezity aktivator desti¢ek, v malém mnozstvi rychle vznika pfi srazeni
krve) a dalSich agregacné pusobicich latek dochéazi k agregaci (shlukovani) desticek. Zaro-
veil se z membrany desticek uvoliiuje kyselina arachidonova a metabolizuje na tromboxan,
ktery podporuje dal$i agregaci desticek [2]. Dalsi fazi agregace desticek je uvolnéni obsahu
granul, ptfedevSim ADP, ktery podporuje aktivaci dalSich desticek a také modifikuje po-
vrch membrany krevnich desticek tak, ze dojde k vytvoreni receptorti pro fibrinogen. Jeho
molekuly se svymi konci vaZou na receptory dvou rtiznych destic¢ek a spojuji je do agrega-
th [1]. Jednotlivé desticky se nakonec rozpadnou a splynou. Tim vznik4 destickova (pri-

marni) zatka, kterd je potom déle zpeviiovana a stabilizovdna vldkny fibrinu vzniklymi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

hemokoagulaci [2]. Pod takto zpevnénou zatkou dochazi k zacelovani cévni stény kolage-

nem [4]. Aktivované desticky maji podil také na aktivaci srazecich faktorti Il a X [1].

Cinnost krevnich desti¢ek je kontrolovana tak, aby se v ptipadé poranéni rychle aktivovaly
a vytvorily trombus. Naopak neporuseny povrch cévni stény brani adhezi a agregaci krev-
nich desti¢ek, pfedevSim produkei prostacyklinu, ktery desticky inaktivuje, a tim brani

zbytecné tvorb¢ trombtl v neporusenych cévach [3].

Podobné¢ jako odhalena vldkna kolagenu miizou plsobit i jiné zdporné nabité povrchy jako
napft. sklo nebo nékteré polymerni materidly [5], jako je sulfonovany kopolymer styrenu a
metylmetakrylatu [6]. Jiné polymery, i kdyz nemaji zaporny ndboj, napt. polyvinylchlorid,
ktery je Casto pouzivany jako biomateridl, také zplisobuji srazeni krve, pouze jinym me-

chanismem [5].

1.1.3 Hemokoagulace

Smyslem hemokoagulace je pfevedeni rozpustného fibrinogenu na nerozpustny polymerni
fibrin vlivem enzymu trombinu, k jehoz vzniku dochézi u¢inkem takzvané koagulacni kas-
kady. Jedna se o sled navzdjem navazujicich enzymatickych reakci srazecich faktord, pti
kterych dochézi k postupné aktivaci neuc¢innych proenzymu [7]. Latky, které se reakci zu-
Castiiuji, pochazeji z tkdni, desticek a krevni plasmy. Aktivované maji obvykle podobu
proteolytickych enzymi, jejich aktivace je zplsobena $t€épenim enzymem, ktery byl akti-
vovany v pfedchazejici reakci. Cilem koagulacni kaskady je tvorba aktivatoru protrombinu

12].

Pro spravnou funkci nekterych faktorii je tfeba pfitomnosti vitaminu K, ktery ovlivituje
modifikace struktury molekul enzymu [4], a vSechny kroky kaskady, kromé tzv. kontaktni

faze, kterou zacina vnitini systém, probihaji za pfitomnosti vapenatych iontt [7].
1.1.3.1 Koagulacni faktory

Uz pted stovkami let se lidé snazili vysvétlit, pro¢ se krev pfi poranéni srdzi. Jednou
z prvnich teorii, kterou podporoval Aristoteles i Platon, bylo to, Ze se krev srdzi, protoze
kdyZ opusti té€lo, ochladi se. AZ v sedmnactém stoleti zjistil Marcello Malpighi pomoci
mikroskopu, ze pokud z krevni srazeniny vymyje ¢ervené krvinky, zlistanou tenkd vlékna,

ktera nazval fibrin [8].
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Na zacatku dvacatého stoleti vznikl prvni souvislejsi popis koagulace, ktery zahrnoval Ctyti
koagulacni faktory: trombokinazu, vapnikové kationty, protrombin a fibrinogen. Pozdéji
byly objeveny dalsi faktory koagulace, které byly oznaceny fimskymi ¢islicemi (historické
divody, cislovani nepopisuje posloupnost reakci), aktivované faktory jsou oznaCovany

pismenem a [2].

Faktor I (fibrinogen) je glykoprotein syntetizovany v jatrech. Do krevniho obéhu je uvol-
novan jako molekula slozena ze dvou podjednotek, z nichz kazdou tvoii tii rizné polypep-
tidové fetézce Aa, Bb a c, spojené disulfidovymi mistky [9]. Aktivace trombinem zptso-
buje odstépeni Casti A a B fetézcl, a fibrinogen je pfeménén na fibrin-monomer, ktery
spontann¢ polymeruje a tvoii vldkna [10]. Pomoci pfi€nych vazeb tvofenych faktorem

XllIIa dochazi k tvorb¢ stabilizované fibrinové sité [11].

Faktor II (trombin) ma nezastupitelnou ulohu v koagulacni kaskad¢. Zajistuje aktivaci
fibrinogenu a jeho pfeménu v nerozpustna vlakna fibrinu. Funguje také jako katalyzator i
pro mnoho dalSich reakei, jako je aktivace proteinu C a krevnich destic¢ek, nebo zpétnou
aktivaci kofaktoru V nebo VIII, je proto castym cilem pfi 1é¢bé antikoagulanty nebo antit-

rombotiky [12].

Faktor III (tkanovy tromboplastin, tkanovy faktor) je transmembranovy glykoprotein tvo-
feny endotelidlnimi buiikami a monocyty. Po bunécéné aktivaci (nasleduje po naruseni cé-
vy) je tkanovy faktor exponovdn na plasmatické membran¢ builky, kde interaguje
s cirkulujicim faktorem VII nebo jeho aktivovanou formou VIla [9]. Spolu s nim tvofi

vvvvvv

koagulacéni kaskady [13], tkanovy faktor ale také podporuje riist srazeniny [14].

Faktor IV, véapenaté ionty, je bézné pfitomny v krevni plasmé¢, nachazi se i v krevnich
destickach a je dalezity pro hemokoagulaci, kterd je zalozena na kaskadovité fadé enzyma-
tickych reakci, které vSechny probihaji pravé za ptitomnosti kationtl vapniku [15]. Pfi-
tomnost Ca*" iontdi je nutna k dosaZeni potfebné konformace N-konce Fetézcli enzymd,
predevSim ale umoziuje vytvofeni mustkli mezi jednotlivymi enzymy, takze muze dojit

k reakci [16].

Faktorem V je proakcelerin, syntetizovany pfedevs$im jaternimi buiikami, jeho mnoZstvi

proto klesa pfi naruSeni funkce jater. V plasmé koluje jako neaktivni jednofetézcovy poly-
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peptid. Z mensi ¢asti (asi 20 %) se ale vyskytuje také v destickovych granulech. Aktivova-
ny Va je kofaktorem protrombinazového komplexu, ktery aktivuje protrombin na trombin.

Strukturou se podoba faktoru VIII.

Nedostatek faktoru ma souvislost se zvysenou krvécivosti, predevSim po urazech nebo

operacich [17], mutace faktoru V. mohou ale naopak zvySovat riziko tromboz.

Faktor VII (prokonvertin) je syntetizovany v jatrech a zavisly na vitaminu K, jeho nadby-
tek je rizikovym faktorem pii vzniku trombotickych onemocnéni. V krevni plasmé se asi
z 99 % vyskytuje jako enzymovy prekurzor, zbylé 1 % je aktivovany enzym, sam pomérné
malo reaktivni, pokud netvoii komplex s faktorem III [13]. Pro plné dosaZeni jeho kataly-
tickych vlastnosti je nutnd ptitomnost tkanového faktoru. Aktivovany Vlla je serinova pro-

tedza podobna naptiklad trypsinu [18].

Faktor VIII (antihemofilicky faktor) je glykoprotein syntetizovany v jatrech jako velka
jednoftetézcova molekula. V krvi cirkuluje jako nekovalentni komplex s von Willebrando-
vym faktorem, ktery ho stabilizuje a brani jeho pfed¢asné aktivaci [19]. Pfi aktivaci trom-
binem faktor VIIIa a von Willebrandliv faktor disociuji a VIlla se vaze na fosfolipidovy
povrch, kde interaguje s faktorem IXa. Ke spravné funkci vyzaduje pfitomnost dvouvaz-

nych iontd kovu jako Ca*" nebo Mn>" [20].

Antihemofilicky faktor je Zivotné dulezity a v koagula¢ni kaskad¢é plni mnoho rliznych

funkei. Jeho nedostatek zptisobuje dédi¢nou hemofilii A [21].

Faktor IX (Christmastv faktor) je vitamin K zavisly prekurzor 1Xa, syntetizovany hepato-

cyty. Jeho nedostatek zpisobuje hemofilii B [22].

Faktor X se nazyva Stuartiv-Proweriv faktor. Je to proteaza zavisla na pfitomnosti vita-
minu K, svoji strukturou pfipomind strukturu ostatnich faktorfi zavislych na vitaminu K
[23]. Je syntetizovany v jatrech jako jednofetézcova molekula, v krevni plasmé ale potom
cirkuluje jako dvoufetézcovy glykoprotein, ktery hraje zasadni roli v koagula¢ni kaskade¢,

protoze po své aktivaci tvoii komplex s faktorem V a aktivuje protrombin na trombin [24].

Jeho deficit je jednou z nejvzacnéjsich dédi¢nych poruch koagulace [23].
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Faktor XI (plasmaticky pfedchidce tromboplastinu, PTA) vzniké v jatrech, nezavisle na
pfitomnosti vitaminu K, a ma roli ve vnitinim i vnéjSim koagulacnim systému [25]. Je to
homodimer tvofeny dvéma identickymi polypeptidovymi fetézci spojenymi kovalentni
disulfidovou vazbou. Ob¢ tyto podjednotky miizou reagovat s trombinem, faktorem XIla
nebo Xla za tvorby aktivniho faktoru XIa [26]. Nedostatek PTA je vzacny a obvykle ne-
zvySuje tendence ke spontannimu krvaceni, muize ale zplsobovat krviceni spojené
s operacemi nebo zranénimi, v nékterych ptipadech mize byt dédi¢ny. Diky své souvislosti
jak s koagulaci, tak s fibrinolyzou, zvySena hladina PTA zvySuje riziko vzniku trombotic-
kych onemocnéni, naopak jeho mirny nedostatek miize vzniku stejnych onemocnéni za-

branovat [25].

Faktor XII (Hagemantv faktor) je syntetizovan v jatrech a sklada se ze dvou fetézct, leh-
kého a tézkého, které jsou navzajem spojeny disulfidickou vazbou [27]. Obsahuje protea-
zovou doménu, kterd je aktivovéana pii kontaktu s negativnim povrchem, a je tedy zacat-
kem vnitiniho koagulac¢niho systému. Aktivovany XlIla se také vaze na endotelidlni buniky
a extraceluldrni matrix a ma roli pfi hojeni poskozeni cévy [28]. Nedostatek Hagemanova

faktoru se neprojevuje zvySenou krvacivosti [27].

Faktor XIII (fibrin stabilizujici faktor) je tetramer slozeny ze dvou A—podjednotek a dvou
B—podjednotek, které jsou dohromady spojeny nekovalentnimi vazbami. A—podjednotky
jsou syntetizovany v jatrech a kostni dfeni, B—podjednotky jsou syntetizovany v jatrech a
slouzi jako nosi¢ pro katalyticky aktivni podjednotky A [29]. Faktor XIII je aktivovan
trombinem za piitomnosti vapnikovych kationti. Hlavni funkci XIlIa je stabilizace vznika-
jici fibrinové sité vytvorenim piicnych vazeb mezi molekulami fibrinu a vazba fibrinu na
kolagen v cévnich sténach [30]. Ochranuje také nove vzniklou srazeninu pted fibrinolyzou,

je nezbytny pro udrzeni t€hotenstvi a zapojuje se do hojivych procest [31].

Deficit faktoru XIII vyvolava vzacnou krvacivou chorobu a nedé se zjistit béznymi testy

krvacivosti [32].

Koagulacni déje se rozdéluji do dvou systému. VSechny faktory, které se ucastni vnitiniho
systému, jsou obsazeny v krevni plasmé. Vnégjsi systém zacind uvolnénim tkanového trom-
boplastinu. Vysledkem obou systému je aktivovany faktor X, proto byva nasledujici sled

reakci, které¢ konc¢i vytvorenim fibrinu, povazovan za spolecny systém [2]. Toto rozdé€leni
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je ovSem jen zjednodusSujici, ve skutec¢nosti se vnitini a vnéjsi systém do urcité miry ovliv-

nuji [3].
1.1.3.2 Vnéjsi systém

Vnéjsi systém hemokoagulace je rychly a vede k aktivaci faktoru X. Je tvofen tkdnovym

tromboplastinem (faktor III), plasmatickym faktorem VII, vapenatymi ionty a faktorem X

[7].

Systém zacind uvolnénim tkanového faktoru v misté poranéni. Tkanovy faktor se vaze na
faktor VII, tim ho aktivuje a pak vystupuje jako jeho kofaktor pii katalyzované aktivaci
faktoru X [2]. Aktivace faktoru X zprostiedkovava spojeni mezi vnéjSim a vnitinim systé-
mem, podobn¢ se vnitini drahy zacastiuji také komplexy faktoru Vlla a tkanového fakto-

ru, které také aktivuji faktor X.

1.1.3.3 Vnitini systém

Na rozdil od rychlého vné&jsiho systému je tvorba aktivovaného faktoru X prostfednictvim
vnitini drahy hemokoagulace relativné pomald. Zacina kontaktni fazi, béhem které jsou
faktory XII (Hagemantiv faktor) a XI (plasmaticky pfedchiidce tromboplastinu), prekali-
krein a vysokomolekularni kininogen (HMK) vystaveny negativné nabitému povrchu. Ten
je obvykle ptfedstavovan strukturami odhalenymi poranénim, tedy bazalni membranou ne-
bo kolagenem, ale také fosfolipidy aktivovanych desti¢ek, pro testy in vitro se pak pouZzi-

vaji sklenéné nebo kaolinové povrchy.

Stykem se zdporn¢ nabitym povrchem je prekalikrein pfeménovan na kalikrein a proteoly-
tickou reakei aktivuje faktor XII, aktivovany faktor XIla reciprocné aktivuje dalsi prekali-
krein, z HMK uvolfiuje bradykinin, latku se silnymi vasodilataénimi u¢inky, a v dalSim
kroku kaskady rychle aktivuje faktor XI, jehoZ ukolem je aktivovat faktor IX (Christmastv
faktor) [1].

K aktivaci faktoru IX je nutnd ptitomnost kationtll vapniku, mize byt aktivovan jak fakto-
rem Xla, ale také faktorem VIla, vzniklym ve vnéjSim systému koagulace [2]. Faktor IXa
v komplexu spolecné s tkanovym faktorem (faktor III) a faktorem VIII (oba vzniklé vnéj-

Sim systémem) v pfitomnosti vapnikovych kationtl pfeménuji faktor X (Stuartlv faktor)
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na aktivovany faktor Xa, a to na povrchu membrany desti¢ek [3] nebo na buitkach endotelu

cévy [2].

Ulohou HMK je pfinaset do poranéného mista dalsi prekalikrein a faktor XI, které by se
mohly zapojit do reakce [3].

1.1.3.4 Spolecny systéem

Vznikem faktoru Xa se sbihaji vnitini a vnéj$i systém koagulace a reak¢ni kaskada dale

pokracuje jako spolecny systém.

Faktor Xa je jedinym enzymem, ktery dokéaze §tépit vazby protrombinu a tak ho pfeménit
na trombin. Reakce probihd za ptitomnosti faktoru V, fosfolipidi a vépenatych kationtii
[7]. Dochazi ke vzniku komplexu, jehoZ enzymem je Xa, Va je kofaktor s vysokou afinitou

k fosfolipidiim [2].

Faktor Xa je pomaly aktivator, jeho aktivita roste v pfitomnosti ostatnich latek komplexu
(ptedevsim faktoru Va). Aktivovany faktor X aktivuje protrombin na trombin (faktor Ila)
[3], a to Stépenim, které vytvoii aktivni dvoufetézcovou molekulu trombinu, ta je pak
uvolnéna z povrchu desti¢ky, kde byla navdzadna mustky tvofenymi ionty vapniku. Trom-
binové fetézce jsou spojeny disulfidovou vazbou [1]. Trombin ma nékolik funkci, urychlu-
je aktivaci nékterych koagulacnich faktorti v misté poranéni, aktivuje faktory V, VIII a
XIII, urychluje aktivaci faktoru IX, aktivuje i krevni desticky. PiedevS§im ale zptsobuje

pfeménu fibrinogenu na fibrin [3].

Trombin reaguje s amino koncovymi ¢astmi a a B fetézct fibrinogenu a uvoliuje z néj dva
malé fibrinopeptidy A a B. Zbytek molekuly se nazyva fibrin-monomer. OdStépeni fibri-
nopeptidl zptistupni na molekule vazebnd mista. Monomerni molekuly fibrinu spontanné
agreguji v pravidelném stfidavém uspotadani, ve kterém jsou monomery spojeny nekova-

lentnimi vazbami, vznika fibrin-polymer.

V této podobé muiZze jest¢ dochazet k depolymeraci fibrinu, ten je proto stabilizovan fakto-
rem XIlIla (fibrin stabilizujici faktor). XIIla je vysoce specializovany enzym aktivovany
trombinem, ktery kovalentné zesit'uje fibrin vytvorenim peptidovych vazeb mezi amido-
vymi skupinami glutaminu a e-aminoskupinami lysinovych zbytkli obsazenymi v soused-

nich molekulach fibrinu. Tim dojde ke vzniku stabilngjsi srazeniny [1].
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ny destickovy trombus a vytvofi tak definitivni hemostatickou zatku, kterd je hustd, nepro-
pustna a mechanicky odolna. Ve fibrinové siti se zachycuji krvinky, fibrin také podporuje

hojivé procesy tkani [7].

Vnitfni draha
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Obrazek 1: Hemokoagulaéni kaskada [3]

1.2 Regulace hemokoagulace a fibrinolyza

Krev cirkuluje v zilach jako tekutina, po naruSeni cévy se ale okamzité rozbéhne proces
srazeni krve, aby nedoslo k velkym krevnim ztratdm. Tento proces probiha velice rychle,
prvni fibrin je vytvofen uz po nékolika vtefinach po poranéni, coZ je umoznéno prave kas-

kadovitym postupem reakci. Tato vlastnost krve musi byt peclivé regulovédna, aby se pie-
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deslo jak ptfehnané tvorb¢ srazenin, ktera by mohla piisobit zdravotni komplikace, tak zby-

te¢nému srazeni krve v neporusenych cévach [13].
1.2.1 Regulace hemokoagulace

Cela hemokoagulace je ovladana systémem aktivacnich a inhibi¢nich signalt, které jsou
navzajem v rovnovaze. Nejjednodussi systém, ktery piisobi inhibi¢né vici krevnimu sréze-
ni, je proud krve, ktery fedi koagulacni faktory a odnasi je dal od mista zranéni. V buinikach
endotelu neporusené cévni stény jsou syntetizovany latky s antikoagula¢nim ucinkem, kte-

ré brani spusténi koagulacni kaskady [2].

Dalsi mozZnosti je inhibice konkrétnich koagulaénich faktord v misté poranéni.

1.2.1.1 TFPI (tissue factor pathway inhibitor)

Tento komplex rychle aktivuje faktory IX a X, je proto nutné ho rychle inaktivovat, aby se
koagulace omezila jenom na oblast poranéni a ve spravné mifre. Toho je dosazeno pomoci
TFPI, ktery je uvolnovan endotelidlnimi bunikami. TFPI je multidoménovy inhibitor, ktery
tvoii komplex s Xa, a pak se vaze na TF-VIla komplex, ¢imZ zabraniuje aktivaci koagula¢-

ni kaskady.
1.2.1.2 Antitrombin

Antitrombin je serinova proteaza schopna inhibovat funkci n¢kterych aktivovanych faktort
koagulace. Jedna se o dulezité faktory koagulace, jako jsou faktory IXa, Xa, komplex tka-
nového faktoru a faktoru Vlla, stejné jako trombin. Tyto faktory se rychle vazou na mole-
kuly antitrombinu, tvofi s nimi stabilni komplexy a jsou neutralizovany. Antitrombin se
vaze s volnym trombinem a Xa mnohem lépe nez s faktory, které uz jsou obsazeny
v komplexu, a odstranuje je z krevniho obéhu. Tato jeho schopnost je jesté zesilena hepari-

nem, coZ je zaklad antikoagula¢ni funkce farmaceutickych heparind.

Okolo 5 % pacientil s Zilni trombozou trpi deficitem antitrombinu.
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1.2.1.3 Protein C

plasmaticky protein zavisly na vitaminu K, v krvi cirkuluje jako neaktivni enzym. K jeho
aktivaci je nutna vazba na transmembranovy receptor prezentovany na endoteliu (takzvany
endotelidlni receptor proteinu C, EPCR) a pfitomnost trombinu. Volny trombin se vaze na

trombomodulin a dostava se tak do kontaktu s proteinem C, piipravenym k aktivaci.

Trombin v komplexu s trombomodulinem aktivuje protein C odStépenim ¢asti polypeptidu
z tézkého fetézce zymogenu. Molekula proteinu C disociuje od EPCR a véaze se
s proteinem S. V této podobé omezuje proteolytické vlastnosti faktori Va a VlIlla, jeho

hlavni funkci je tedy zabranovat tvorb¢€ srazeniny.

Existuje mnoho mutaci genu pro protein C, které vétSinou vedou k defektim v jeho struk-

tufe, nebo k jeho uplné absenci [13].

1.2.1.4 Trombomodulin

Trombomodulin je glykoprotein, ktery se nachazi na povrchu membrany bunék cévni sté-
ny. Jeho molekuly se vazou na volny trombin a brani tak tomu, aby katalyzoval pfeménu

fibrinogenu na fibrin [3].
1.2.2 Fibrinolyza

Pokud dojde k poranéni cévni stény, uvolnéni tkdfiového faktoru spusti koagula¢ni kaskadu
a tvorby fibrinu je mozno dosdhnout béhem né¢kolika sekund. Prakticky okamzité se také
nastartuje fibrinolyticky systém, ktery omezuje pfitomnost fibrinu jen na misto zranéni a

zaroven brani dal$i nadmérné aktivaci koagulaéni kaskady.

Fibrinolyza je tedy kontrolni mechanismus hemokoagulace nutny k udrZeni hemostatické
rovnovahy. Je tvofen enzymy, které §tépi fibrin na fragmenty nazyvané degradacni produk-

ty fibrinu.

Enzymem, ktery degraduje fibrin na jeho degradacni produkty, je plasmin. Ten se v krvi
nachazi jako neaktivni plasminogen. Vazbou na molekulu fibrinu dochazi k jeho aktivaci

na plasmin. K jeho aktivaci mize dochéazet také pomoci faktorti XlIla, Xla a kallikreinu,
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gen activator), jeho schopnost aktivovat plasminogen je vyrazné¢ zesilena vazbou na fibrin.

Aktivovany plasmin mize byt inhibovan plisobenim a2-antiplasminu, ktery se snadno vaze
na volny plasmin (nenavdzany na fibrin) a tvofi s nim stabilni a nevratny plasmin-
antiplasminovy komplex. Zaroven byly dosud popsany cCtyfi typy inhibitort aktivatort
Vznika v endotelidlnich buiikach a v krvi cirkuluje vazany s tPA a brani tak spusténi fibri-
nolyzy a pred¢asnému rozpousténi fibrinové sité. Aktivita plasminu mize byt inhibovana
také pfimo, enzymem TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor), ktery je aktivo-

van komplexem trombinu a trombomodulinu [13].

Fibrinolyza je zaroven ovlivilovana strukturou fibrinové sité. Tenci fibrinova vlakna zpo-
maluji tvorbu tPA a jsou také odolngjsi fibrinolyze nez siln€jsi vlakna, coz je zptisobeno
tim, Ze sit¢ slozené z tencich vlaken jsou hustéji propleteny a vyraznéji tak limituji lytickou

aktivitu plasminu [33].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2 LATKY OVLIVNUJICI KREVNI SRAZLIVOST

Rychlost hemokoagulace nebo aktivitu krevnich desti¢ek je mozné ovlivnit také vnéjSimi

zasahy, fyzikalnimi nebo chemickymi, tak, aby se srazeni urychlilo nebo zpomalilo [34].

Naptiklad pii krvacivych chorobéch se rychlost srdzeni krve reguluje doddvanim chybéji-
cich nebo Spatné¢ funkénich koagulacnich faktort, tim je znovu umoznéna nepferusenost
koagulacni kaskady. Podobny vliv mohou mit také nékteré¢ hadi jedy. Ty casto obsahuji
latky, které interaguji s krevnimi desticCkami nebo ovliviiuji koagulac¢ni faktory a tim
v nékterych piipadech koagulaci podporuji, brani ji, anebo podporuji fibrinolyzu [35]. Jed-
na se o rizné typy chemickych latek, jako jsou naptiklad nukleotidy, fosfolipazy nebo me-
taloproteinazy, a jejich ¢innost v organismu nejcastéji vede k degradaci fibrinogenu nebo
jinych faktorii, v nékterych ptipadech ale plisobi jako enzymy a aktivuji vybrané koagulac-
ni faktory. Uginky rozdilnych latek obsazenych v hadich jedech jsou specifické, ¢ehoz se
vyuziva pii nékterych laboratornich testech [36].

V praxi, at’ uz pro laboratorni ucely nebo pii nekterych poruchach hemokoagulace, je ale
mnohem casté€j$i snaha koagulaci zpomalit nebo ji Gplné zabranit pomoci protisrazlivych

¢inidel neboli antikoagulantt.

Zamezeni sraZeni krve je mozné dosahnout fyzikalng, naptiklad defibrinaci, tedy odstrané-
nim fibrinu, at’ uz mechanicky nebo s pomoci hadich jedi. Déle je mozné pouzit dekalcifi-
kaci (vysrazeni Ca®" citratem nebo §tavelanem) nebo zabranit kontaktni fazi koagulace

umisténim krve do nadoby s nesmac¢ivym povrchem [2].
2.1 Prirodni latky

Jednim z prvnich objevenych antikoagulantl je hirudin, popsany uz v 19. stoleti [37]. Je to
mald jednofetézcova bilkovina izolovand ze slinnych zlaz pijavky lékatské, kterd pomoci

nekovalentnich vazeb vytvoii komplex s trombinem a tak ho inaktivuje [38].

Bézné€ uzivanym analgetikem a antipyretikem je aspirin (kyselina acetylsalicylova, derivat
kyseliny salicylové), ktery ve vétSich davkach (asi 50 ml/den) brani agregaci krevnich
desticek [39]. Aspirin nevratné acetyluje a tim inaktivuje cyklickou oxygendazu, kterd v

nepfitomnosti aspirinu oxygenuje kyselinu arachidonovou na prostaglandin [40]. Metabolit



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

prostaglandinu tromboxan A2 zpiisobuje zménu tvaru desticek a jejich agregaci, a nedosta-

tek tromboxanu potom destickam zabranuje v aktivaci [41].

Velky vyznam ma v koagulacni kaskadé pfitomnost vitaminu K, ten je nezbytny pro bi-
osyntézu protrombinu, koagulacnich faktorit VII, IX a X a n¢kterych dalSich proteint jako
proteiny C a S [39]. Vitamin K se v organismu vyskytuje ve dvou formach. Fylochinon ma
rostlinny plivod, zatimco menachinony jsou fada latek s rtizn¢ dlouhymi nenasycenymi
postranimi fetézci, syntetizované bakteriemi stievni mikroflory [42]. Pfimymi antagonisty
vitaminu K jsou kumariny [43]. Kumarin je krystalicka latka, ktera obsahuje aromatické
jadro a laktonovy kruh [44] a podobné jako jeho derivaty je pouzivan jako antikoagulant.
Jednim z nejpouzivanéjSich je warfarin, ktery zabrafiuje tomu, aby vitamin K mohl fungo-
vat jako kofaktor pfi syntéze proteini, a tak je mira aktivace protrombinu redukovéana az o
50 %, aktivita dalSich faktord az o 40 %, a zpomaluje tak tvorbu trombinu a krevni sraze-

niny [45].

Pravdépodobné nejznamé;jsi antikoagulant heparin byl objeven v roce 1916 a byl izolovan
ze psich jater [37]. Heparin je polysacharid s antikoagulaénim ucinkem, pfirozené se na-
chézi v riznych tkénich a v bazofilnich granulich zirnych buné¢k. Je to smés glykosamino-

glykanovych fetézct, jednotlivé slozky se lisi svou molekulovou hmotnosti [39].

Utinek heparinu spo¢iva v interakci specifického pentasacharidového segmentu, na kterém
jsou navazané sulfatové estery, s antitrombinem, ¢imZ usnadiiuje interakci antitrombinu
s trombinem a faktorem Xa [46]. Heparin zvyraziuje také inhibici aktivovaného faktoru
Xla [25], pfitomnost heparinu v krvi zvySuje koncentraci TFPI (tissue factor pathway inhi-
bitor) tim, Ze ho uvoliluje z komplexu, ktery TFPI tvoii s proteoglykany na povrchu en-
dotelidlnich bunék [47]. Heparin se ale vaze také k endoteliu a nékterym plasmatickym
bilkovinam, ¢imZ se sniZzuje jeho antikoagulaéni aktivita, protoZe se tak sniZuje mnozstvi

heparinu, ktery by mohl interagovat s antitrombinem [48].
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Obrazek 2: Vazebné misto pro antitrombin na molekule heparinu [106]

V poslednich letech je heparin pro 1ékaiské ucely Casto nahrazovan nizkomolekuldrnimi
hepariny, coz jsou frakce kratSich fetézcl o niz§i hmotnosti, které si zachovavaji své antit-

rombotické ucinky, ale maji méné vyraznou antikoagulacni aktivitu [39].
2.2 Umélé latky

Kromé ptirodnich latek se pro 1é¢bu trombotickych onemocnéni ¢asto pouzivaji také modi-
fikované ptirodni latky nebo latky plné syntetické. Ty se potom rozdéluji do n¢kolika sku-

pin, podle svého ptivodu nebo mechanismu ptisobeni.

Jednémi z Casto klinicky pouZivanych antikoagulantli jsou antagonisté vitaminu K, z nich
nejpouzivanéjSim je warfarin, derivat kumarinu (4-hydroxykumarin). Warfarin zamezuje
pusobeni vitaminu K béhem syntézy faktort II, VII, IX a X a sniZuje jejich produkci aZ o
50 %, pti soucasné redukci jejich biologické aktivity. Odvozenim od klasického heparinu
pak dale vznikd skupina nizkomolekuldrnich heparinii, jako jsou naptiklad dalteparin, eno-
xaparin nebo nadroparin. Tyto latky maji dobrou afinitu k antitrombinu III, a ve vazbé
s nim urychluji inhibici faktoru Xa. Dale jsou schopné podporovat naptiklad uvoliiovani

TPFI a maji vliv na agregaci krevnich desticek.

Kromé heparint ovliviiuji agregaci desti¢ek také dalSi antiagregancia (inhibitory agregace
trombocytl, napt. klopidogrel, tiklopidin, indobufen, triflusal). Nejcastéji funguji jako an-
tagonisté destiCkového receptoru pro ADP nebo podobné jako kyselina acetylsalicylova

blokuji destickovou cyklooxygendzu a inhibuji syntézu tromboxanu A2.

Dalsi skupinou antikoagulaéné pusobicich latek jsou enzymy, jako alteplaza, reteplaza ne-

bo tenekteplaza. Jedna se o rekombinantni aktivatory plasminogenu (tenektepldza vznika
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modifikaci pfirozeného tPA), které aktivuji plasminogen na plasmin, ten potom §tépi fib-

rin, ktery je soucasti trombu a rozpousti tak krevni srazeninu [49].

Protoze velice dulezitou roli v procesu krevniho srazeni hraje trombin, je mnoho moder-
nich pfipravkl urenych k zabranéni koagulaci zaméteno na zabranéni vzniku trombinu
nebo blokovani jeho aktivity [50]. Takové latky jsou oznaCovéany jako piimé inhibitory
trombinu (napft. desirudin, bivalirudin) a jejich funkce ¢asto spoc¢iva v jejich vazb¢ na kata-
lytické vazebné misto vazaného i1 volného trombinu, ktery pak nemiize plnit svoji funkci a

aktivovat dalsi koagulacni faktory, pfedevsim fibrinogen na fibrin.

Posledni vyznamnou skupinou jsou jind antikoagulancia a antitrombotika. Naptiklad fon-
daparinux je synteticky selektivni inhibitor FXa. Vazbou na antitrombin III fondaparinux
mnohonasobn¢ zesiluje ptirozenou deaktivaci faktoru Xa, tim pferusuje koagula¢ni kaska-

du a brani vzniku trombu, aniz by m¢l vliv na krevni desticky nebo trombin [49].

V poslednich letech pak byl dalsi vyzkum antikoagulanti zameétfen predevSim na latky
s cilenou antikoagula¢ni aktivitou, tedy takové, které maji Gi¢inky na nékteré specifické
kroky koagulacni kaskddy [51], a kromé& inhibitori trombinu mezi n€ patii naptiklad inhi-
bitory faktort VIla, IXa, Xa, nebo latky, které podporuji antikoagula¢ni drahu proteinu C
[52].

2.3 Polymerni materialy

Jednou z nejcastéjSich pficin umrti v poslednich letech, se stale se zvySujici Cetnosti, jsou
kardiovaskularni choroby. Jednou z takovych chorob je okluzivni choroba cév, kterd miize
vést az k srdecnimu selhani, pokud postihne korondrni arterie a zplsobi srdecni ischemii
[53]. Dulezitym problémem jsou také napiiklad vrozené malformace nebo chronické cho-
roby srde¢nich chlopni, hlavné chlopné aortalni, které sice vétSinou nejsou piicinou smrti,
ale maji vyrazny vliv na zdravi. Zaroven vSak maji zna¢né¢ omezené mozZnosti 1é€by, proto
jsou operace srdecnich chlopni druhym nejcastéjSim typem kardiovaskularnich operativ-
nich zakrokd, pfi¢emz v podstaté jedinym zpisobem 1écby aortalni chlopné je jeji ndhrada
umélou [54], je tedy tfeba vyrabét kardiovaskularni implantaty, nejCastéji cévni stenty,
srdecni chlopné nebo cévni grafty, s vyuzitim materiala, které maji dobrou hemokompati-

bilitu [53].
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V poslednich nékolika desitkach let se v medicin€ stale Castéji vyuzivaji biomaterialy, at’
uz na vyrobu katétri, cévnich $tépti, implantatl nebo chirurgickych nastrojii [55]. Jako
biomaterialy a konstrukéni materialy pro vyrobu operacniho vybaveni se pouzivaji kovy,

polymery, sklo, keramika i kompozity [56].

Vlastnosti biomaterialt se rozdéluji na objemové vlastnosti materialu a vlastnosti povrcho-
vé. Vlastnosti materidlu (mechanické, chemické, optické nebo magnetické) jsou urceny
chemickou strukturou a vazbami. Interakce na rozhrani materialu s prostiedim je urcena
povrchovymi vlastnostmi. Pro vSechny typy implantatd je dulezitou vlastnosti biokompati-
bilita [55], coz je schopnost materidlu byt v kontaktu s tkani, aniz by ptitom zpisobil po-
Skozeni organismu [57]. Dokonale biokompatibilni materidl by nemél byt toxicky a nemél
by nezptsobovat zadnou zdnétlivou nebo trombogenni odpovéd’ organismu, nemél by byt
karcinogenni, mutagenni ani teratogenni, v soucasnosti ale zddny dokonale biokompatibil-
ni material neni dostupny. Bézny biomaterial je télem rozpoznan a vyvola obrannou reakci

[55].
2.3.1 Interakce materialu s krvi

Kdyz se krev dostane do kontaktu s materidlem, dojde k rychlé adsorpci proteint na jeho
povrch. Ta je zavisla na vlastnostech povrchu biomateridlu a probihd jako série stfidavé
adsorpce a desorpce proteinil. Tento jev je znamy jako Vromaniv efekt, podle kterého
prvni proteiny, které adsorbuji na povrch, jsou vysoce koncentrované proteiny jako fibri-
nogen, a ty jsou postupné¢ nahrazovany méné koncentrovanymi bilkovinami. Jednou
z téchto méné koncentrovanych bilkovin je i koagula¢ni faktor XII [58], ten je kontaktem
se zaporné nabitym povrchem materialu (napt. sklo) aktivovan na faktor Xlla, ktery je za-

¢atkem vnitini drahy koagulac¢ni kaskady [5].

Adsorpce proteini na povrch materidlu vede zaroven k jejich rozpoznéni receptory krev-
nich desticek, jejich adhezi a nasledné aktivaci, coz ptispiva k tvorb& trombu [59]. U mate-
rialf, které nemaji zdporny naboj a nedochazi na nich ke kontaktni aktivaci faktoru XII,

dochazi ke spusténi koagulacni kaskady proto, ze podporuji aktivaci faktoru X [1].

Krevni srazenina se nakonec vytvoii na kazdém typu povrchu, i po desetiletich vyzkumu
biomaterialt je tedy hemokoagulace vyvolana kontaktem krve s cizim materidlem stale

problém branici vyvoji skutecné hemokompatibilniho materialu [60]. Jednou moznosti, jak
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branit srazeni krve v kontaktu s biomateridlem, je farmakologicka inhibice funkce enzymii
klicovych pro koagulacni kaskadu nékterou z antikoagulacnich latek [61]. Stale Castéjsi je
ale snaha o vylepSeni hemokompatibility pouzitych materiald, proto se jako biomaterialy
nejcastéji pouzivaji polymery, jejichz povrchové vlastnosti se daji relativné snadno doda-
teCn¢ upravit podle zamyslené aplikace [62]. Hlavnim zaméfenim je potom zlepSovani
hemokompatibility biomaterialii tak, aby se co nejvice omezila adsorpce proteint na jejich
povrch [63]. VétSina polymernich materiali ma hladké, spiSe hydrofobni povrchy, které
podporuji adsorpci proteinti a zhorSuji vlastnosti materialu v in vivo podminkach, povrcho-

vé upravy se proto ¢asto soustfed’uji na zvySeni polarity materidlu. Dodnes bylo vyvinuto

mnoho metod, fyzikalnich i chemickych, jak vylepsit povrchové vlastnosti polymert [64].
2.3.2 Metody povrchovych tprav

2.3.2.1 Chemické metody

Chemické metody zahrnuji napf. tvorbu smési nebo povlaki a pokovovani [65]. Casto po-
uzivanou technologii je uprava povrchu polymeru roubovanim, pro které se pouzivd mno-
ho rlznych typi slou€enin, nejcastéji heparin. Ten mize byt navdzany pfimo na povrch,
coz ale z¢asti potlacuje jeho antikoagulacni vlastnosti v porovnani s volnym heparinem.
Pro zvyseni polarity materidlu se stejnym zplsobem cCasto pouzivaji hydrofilni polymery
jako polyetylenglykol (PEG) nebo polyetylenoxid (PEO), ¢imZ se da piedchdzet adsorpci
proteind, adhezi krevnich desti¢ek a tedy i tvorbé trombu [66]. Klinické vyuziti materiali
modifikovanych polyetylenglykolem je ale znacné omezeno kvili nizké odolnosti PEG

povlaku [67].

Dals$imi pouzivanymi metodami jsou roubovani indukované pisobenim ozonu nebo ioni-

zujicim zafenim [66].

Problémem roubovacich reakci mize byt nedokonalé pokryti povrchu roubovanym poly-
merem nebo nepravidelnd distribuce reakcénich center. Mnoho typii roubovacich reakci
muze také zhorSovat mechanické vlastnosti materidlu a efekty povrchovych tprav vétSinou
nevydrzi dlouho. Ve srovnani s ostatnimi metodami je vyhodné roubovaci polymerace in-

dukovand UV zatfenim, kterd je rychld, levna a snadno pouzitelnd primyslove [64].

Dals§im zpusobem, jak vytvofit antikoagula¢ni povrch materialu, je pokryti povrchu bun-

kami. Pouzivanym typem bunék jsou v takovém piipadé piedev§im buiiky endotelidlni
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nebo kmenové. Tyto modifikace se pouzivaji na syntetické Sté€py, cévni stenty a umélé
chlopné. Takova metoda pfipomind tkanové inzenyrstvi, je Casové narocna a drahd, Sirsi

klinické pouziti je omezeno také rizikem infekce nebo kontaminace.

Moznosti je také vytvoreni biomimetického povrchu (tzn. povrch, ktery napodobuje ptiro-
zeny povrch neposkozené cévy), které je mozné provést dvéma zpusoby, tedy napodobe-
nim funkce endotelidlnich bunék nebo extracelularni matrix. Toho je dosahovano imobili-
zaci riznych typt molekul (kolagen, fibronektin, ristové faktory...) na povrchu materialu.
Tyto molekuly na povrchu materialu pak podporuji adhezi a vazbu endotelialnich bun¢k a

jejich expresi bioaktivnich molekul, které brani krevnimu srazeni [67].
2.3.2.2 Fyzikalni metody

Jinou moznosti jsou metody fyzikalni, které vyuzivaji radiaci, elektromagnetické viny,
nebo oxidaci plyny [65]. Casto pouZivanou fyzikalni metodou je také adsorpce na povrch,
ktera se da pouzit jak pro vytvofeni slabé vrstvy polymert (napft. derivat polyetylenoxidu,
ve smési s jinym polymerem, ktery mé sklony k tvorbé filmii, pt. polyetheruretan) na po-

vrchu biomaterialu, tak pro heparin, s relativné dobrymi vysledky.

ProtoZe chemické metody roubovani mohou kromé povrchovych vlastnosti ¢asto ménit 1
vlastnosti celého materialu, pouziva se Casto modifikace povrchu plasmou, kterd ovlivni
jen povrch, nebo pomoci zéafeni, at’ uz jde o viditelné svétlo, UV zatfeni nebo gamma zaie-
ni. Zéateni ovliviluje a méni chemickou strukturu materialu, pfedev§im na jeho povrchu,

s cilem dosahnout vétsi biokompatibility [66].

Fyzikalnimi metodami pokryvani povrchu substratu jinym materidlem ovSem dochazi ke
vzniku nekovalentné vazanych povlakd, které nejsou pfili§ stabilni a daji se ze substratu

snadno odstranit [64].

2.3.3 Konkrétni materialy

Hemokompatibilita je dillezitd pro biomaterialy, které ptfichazeji do kontaktu s krvi, jako
jsou membrany pro hemodialyzu, kardiovaskularni pomticky nebo tieba scaffoldy pro tka-
nové inZenyrstvi [68]. Ve tkdnovém inZenyrstvi jsou €asto vyuzivany syntetické polymery,
diky své jednoduché ptipravé a predvidatelnym mechanicky a fyzikélnim vlastnostem.

V mnoha ptipadech se vyzkum pro zlepSeni jejich biokompatibility zaméfuje na Upravy
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povrchli syntetickych materidli pomoci aktivnich molekul, nejcastéji heparinem, anebo

pomoci molekul polyetylenoxidu [69].

Protoze vlastnosti biomaterialu by se mély co nejvice ptiblizovat vlastnostem ptivodni tka-
né, bylo béhem poslednich nékolika desitek let zkouméno mnoho elastomert, jejichz elas-
ticita je podobna elasticité biologické tkdn€. Vhodnym materidlem pro pomucky jako jsou
ohebné hadicky pro infuzni zafizeni nebo katetry jsou pryze [70]. Jako biomaterialy napf.
pro umélé organy jsou pouzivany polyuretany, silikony, polyetylenoxid nebo polyetylente-

reftalat [71].

Casto pouzivanym polymerem je polyvinylchlorid (PVC), v medicinskych aplikacich pou-
zivany ve form&€ PVC mé&kceného, nejcastéji ftalatovymi estery. Ty ale nejsou v mékéeném
PVC vazany chemicky, a tak se miizou uvolnovat do prostiedi, coz mize pti dlouhodobé;j-
Sim kontaktu tohoto materidlu s tkanémi nebo télesnymi tekutinami zptsobovat zdravotni
problémy [72]. Polyvinylchlorid je nejcastéji pouzivany material pro medicinské pomiicky
na jedno pouziti, jako jsou sety pro odbéry krve nebo hadicky pro vedeni krve
v mimot¢lnim obéhu [73]. Asi jedna tfetina vS§ech medicinskych pomicek na jedno pouziti
se vyrabi z mé¢kéeného PVC [72], Casto i takovych, které jsou vystavovany dlouhodobéj-

Simu kontaktu s té€lesnymi tekutinami [74].

Pro vyrobu stentli se vyuzivaji materidly, které nejsou biodegradabilni, jako polyetylente-
reftalat (PET), silikon nebo polyuretany. Experimentalné bylo zjisténo, Ze je mozné z PET
vyrobit endoprotézu, jejiZz expanzni sila je srovnatelnd s kovovou [75]. PET se ve formé

pleteného Dacronu vyuZziva také jako cévni nahrada.

Pii vyzkumu hemokompatibility PET bylo zjiSténo, ze ve srovnani s hodnotami naméte-
nymi u Cistého PET se adheze krevnich desti¢ek na povrch mirné snizila, pokud byly na
PET naroubované polyetylenoxidové fetézce, vyrazné€ji potom pii imobilizaci insulinu
a/nebo heparinu. Podle vysledkt testii koagulace se ptitomnosti PEO na povrchu materialu
hemokompatibilita zlepSila jen malo stejné jako proliferace endotelidlnich bun€k na po-

vrchu cévniho $té€pu, zatimco pii imobilizaci insulinu a/nebo heparinu vyrazng.

Podobnych vysledki bylo dosazeno také u polyuretant [69]. Ty se pro vyrobu pomticek,
které se dostavaji do kontaktu s krvi, pouzivaji kviili jejich vysoké mechanické pruznosti a

skvélym fyzikalné-chemickym vlastnostem [68], od zacatku 90. let jsou navic polyuretany
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studovany s ohledem na vyuziti pro inzenyrstvi mékkych tkani. Diky své superelasticité
jsou vhodné také pro napravy srdecniho svalu [70]. I kdyz biokompatibilita polyuretanti je
celkem dobra, je nutné ji predevsim pro aplikace s dlouhodobym kontaktem s krvi jeste
vylepsit, kromé imobilizace heparinu nebo kyseliny hyaluronové také napt. roubovaci ko-
polymeraci s polyetylenglykolem, ktery vyrazné redukuje adhezi krevnich desticek a navic
je mozné pouzit ho jako podklad pro imobilizaci biologicky aktivnich molekul napt. hepa-

rinu [68].

Dalsimi polymery jsou medicinské silikony, coz jsou syntetické polymery, nejcastéji vyro-
bené polymeraci dimetyl siloxanu [76]. Diky svym dobrym mechanickym vlastnostem a
biokompatibilité¢ [77] jsou silikony vyuzivany v mnoha medicinskych aplikacich, ptede-
v§im v ortopedii, pro vyrobu katetrii nebo drént, kryti popéalenin nebo implantaty [70].
V lidském téle jsou tepelné stabilni, trvanlivé a nereaktivni, jsou dobie tolerovany zivou

tkani. Jejich vlastnosti se daji ovlivnit délkou fetézci a jejich sitovanim [78].

V poslednich ¢tyticeti letech se také vyrazné zvysila Cetnost pouziti polymernich biomate-
rialti na vyrobu nahrad poskozenych casti cév. Predevsim se jedna o materialy jako poly-
tetrafluoretylen (PTFE) nebo PET [79], nejcastéji ve form& Dacronu. Jejich mechanické
vlastnosti a unikatni mikroporézni struktura davaji dobré vlastnosti cévnim St€ptim, véetné
podpory hojeni nebo odolnosti vici stlaceni. Na druhou stranu je jejich dlouhodobégjsi
funkce komplikovana vznikem trombozy vyvolané materialem. MoZnosti vylepSeni hemo-
kompatibility zahrnuji navazani vrstvy albuminu nebo kolagenu nebo impregnaci heparinu

na povrch [80].
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3 POLYANILIN

Polyanilin je jednim z materidli ze skupiny vnitiné vodivych polymert (intrinsically con-
ducting polymers, ICP). To jsou materidly, které kombinuji chemické vlastnosti organic-
kych polymerii a elektrické vlastnosti kovii, coz jim dava Sirokou moznost uplatnéni [81].
Ne¢kdy byvaji oznacovany také jako ,,syntetické kovy* a kromé polyanilinu mezi né patii
napf. polyacetylen (PAC), polythiofen (PT), polypyrrol (PPy) a polyparafenylenvinylen
(PPV) [82].

Vodivé polymery byly v poslednich letech duilezitou oblasti vyzkumu, dilezité misto pak
mezi nimi ma vzhledem ke svym vlastnostem polyanilin [83]. Prvni zminky o ném sahaji
az do roku 1834, kdy F. F. Runge zaznamenal, ze pfi zahfivani smési chloridu méd’natého
a nitratu anilinu na porceldnovém talifi na teplotu 100 °C vznika tmavé zelena latka, ktera
méni barvu na ¢ernou. O tficet let pozd&ji byl zdokumentovan vznik tmavé modrého pro-
duktu béhem elektrolyzy sulfatu anilinu. Ob¢ tyto latky se pod ndzvem ,,anilinova ¢ern‘

zacaly pouzivat jako barvivo v tiskatském primyslu.

Termin polyanilin (PANI) se zacal pouzivat az v polovin€ dvacatého stoleti (do té doby se
pro rizné redoxni stavy anilinové Cerni pouzivaly jen vyrazy ,.,emeraldin® a ,,nigranilin),
v Sedesatych letech bylo zjisténo, Ze vhodnym zpisobem pfipraveny polyanilin méa vyso-
kou vodivost. V poslednich tficeti letech je polyanilin vzhledem ke své jednoduché synté-
ze, nizké cené, vysoké vodivosti, mozZnosti pfechdzet mezi jednotlivymi redoxnimi stavy a

dobré stabilité v prostfedi jednim z nejintenzivnéji studovanych vodivych polymera [84].

Polyanilin mé obecny vzorec [(—B-NH-B-NH)y(B-NyQyN)12y]x, kde B oznacuje benze-
novy a Q chinoidni kruh. Atomy dusiku zabudované v fetézci umoziuji redoxni vlastnosti,
proto se oxidac¢ni stav polymeru muize ruznit, z plné redukovaného leukoemeraldinového
stavu (LM, y = 1), pfes nigranilin, oxidovany ze 75 % (NA, y = 0,75), naptl oxidovany
emeraldinovy stav (EM, y = 0,5) az po pln¢ oxidovany pernigranilinovy stav (PNA, y = 0)
[83].
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Obrazek 3: Oxida¢ni dopovani leukoemeraldinové baze a protonizace emeraldi-

nové baze [84]

Obvykle je polyanilin pfipravovan oxida¢ni polymeraci anilinu v kyselém vodném roztoku
(produkt ve form¢ prasku). Polymer vznikd ve formé emeraldinové soli, coz je stabilni
vodivy stav polyanilinu. Takto pfipraveny polymer mé nésledkem dopovani (protonace
iminovych fragment emeraldinové soli pomoci kyseliny) vodivost vétSinou do 10 S/cm.
Sekundarnim dopovanim polyanilinu se da jeho vodivost vyrazné zvysit az na 200—400

S/cm [85].

Pokud polymerace probiha v pfitomnosti substratu, dochazi ke vzniku smési. Ty se daji
pfipravit také misenim PANI s jinymi polymery, nej€astéji z ditvodu zlepSeni mechanic-

kych vlastnosti nebo lepsi zpracovatelnosti [86].

Vodivé polymery jsou vyrazné flexibilni v upravovani jejich chemické struktury. Jejich

mechanické a elektrické vlastnosti je mozné regulovat a upravovat chemickym modelova-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

nim nebo pii samotné syntéze, polymery je mozné modifikovat tak, aby se vdazaly
s molekulami bilkovin, a maji také schopnost pfenaset elektricky naboj vznikly biochemic-

kou reakei do elektronickych okruhti.

PANI je prvnim komeréné pouzivanym vodivym polymerem [87] a diky svym vlastnostem
si nasel Siroké spektrum uplatnéni a v praxi je aplikovan v riznych oborech od chemie a
fyziky, ptes optiku az po biomedicinu [88]. Své uplatnéni ma v energetice (pi. solarni nebo
palivové Clanky), elektronickych zafizenich, znovunabijecich bateriich, senzorech (vcetné
chemickych senzort a biosenzort), jako katalyzator, superkapacitator nebo tieba ve formé

antikorozniho natéru [89].
3.1 Syntéza

Polyanilin je nejCastéji pfipravovan chemickou oxidaci anilinu nebo nékteré z jeho soli
(anilin sulfat, anilin hydrochlorid) ve vodném roztoku (silné) kyseliny, jako oxidant vystu-
puje obvykle amonium peroxydisulfat (amonium persulfat, APS). Béhem reakce dochazi
k uvoliiovani vodikovych protond, jako vedlejsi produkt reakce pak vznika kyselina sirova,
kterd snizuje pH reakéni smési [90]. Jedna se o siln€ exotermni reakci a uvolnéné teplo
muze mit vliv na vlastnosti produktu reakce [91]. Jako kazdd polymerace ma i vyroba

PANI tti kroky: iniciaci, propagaci a terminaci.

Iniciace neni okamZita, nejdiive se musi vytvofit anilinovy trimer, ktery tvofi nukleat. Re-
akci nukleatu s dal$i molekulou anilinu vznika tetramer, ktery se po protonaci stane inici-
aénim centrem. Béhem propagace tetézce rostou, ve své protonované podob¢, coz ma za
nasledek vyrazné modré zbarveni reak¢éni smési, polymerace neprobiha, pokud je pH > 2,5.
Anilinové molekuly se vaZou na rostouci fetézec vyhradné€ v poloze para. Terminace na-

stava hydrolyzou koncovych amino skupin nebo reakci s n€kterym jinym fetézcem.

K adsorpci nuklea¢nich jader polyanilinu dochéazi az na vyjimky na vSech typech povrchi
a rozhrani a z té€chto jader se pak PANI fetézce prodluzuji. Dochézi tak potom naptiklad ke

vzniku tenkych filml nebo povlakl na rozhrani kapalina—pevna latka.

Pokud reakce probiha v zasaditém prostiedi, dochazi ke vzniku oligomert, které pak tvofi

krystaly.
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3.2 Morfologie

Obrazek 4: Morfologie PANI (a) granule, (b) nanovlakna pfipravena s APS a HCI,

(c) nanotrubicky pfipravované v pfitomnosti kyseliny octové, (d) koloidni ¢astice

[90]

vvvvv

logii jsou granule, které vznikaji srazeci reakci v siln€ kyselém prostiedi (pf. H,SOs),

s vysokou koncentraci anilinu.

Dal8im typem jsou nanovlakna, jednorozmérné objekty s primérem v fadu desitek nano-

metrll, zasadné vétvené, o délce ne¢kolik mikrometra. Je to jedna z nejcastéji sledovanych
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podob vodivych polymert, nékdy se pro né vyuziva oznaceni ,,nanodraty*. Casto tvoii sitd
nebo jiné komplexni struktury. Jednorozmérné jsou také nanotrubicky, které se od nano-
vldken lisi vétSim primeérem a pfitomnosti vnitini dutiny. K jejich vzniku a riistu je tieba
pritomnosti templatu. Stény nanotrubi¢ek mizou mit granularni strukturu nebo byt kom-

paktni. VéEtSinou jsou rovné a nevétvi se.

Koloidni castice vznikaji polymeraci anilinu v pfitomnosti vhodného polymeru rozpustné-
ho ve vod¢ nebo sterického stabilizatoru (disperzni polymerace). Maji razné tvary, vzdy
tvoii kompozit se stabilizatorem, piredpoklada se, ze dochdzi k adsorpci anilinovych nukle-

acich center na fetézcich polymerniho stabilizatoru, kde dal rostou.

Polyanilin maze tvofit i nadmolekularni struktury, jejichz vznik zahrnuje tfi po sob¢ nasle-
dujici kroky, kterymi jsou vytvofeni nukleacnich center (oligomery), jejich organizace a
rust fetézcl z nukleatd. Piedpoklada se, ze organizace nukleati miize probihat samovolné
nebo adsorpci na povrchy nebo rozhrani, oba zplsoby organizace mohou probihat soucas-

né€. Nasledujicim rastem fetézc dochazi ke vzniku riiznych typti nanostruktur.

Morfologie vzniklého polyanilinu se d4 ovlivnit modifikacemi podminek polymeracni re-
akce, predevsim kyselosti prostfedi, koncentraci reaktanti a teplotou, pfi které reakce pro-

biha.

Dtlezitym faktorem piipravy polyanilinu je pH prostfedi reakéni smési. V méné kyselém
prostiedi (pH> 3,5) vznikaji pfednostné PANI oligomery, k polymeraci dochazi pouze
v prostiedi silné kyselém (pH< 2,5). Dulezité je jak vychozi pH reakéni smési, které zalezi
na vybéru kyseliny, tak i na zménach acidity v priitbé¢hu reakce, napt. pro tvorbu nanotrubi-
¢ek je nutny roztok slabé kyseliny, jednosmérny rist polyanilinu podporuje také fedéni

reakéni smési (snizuje aciditu).

Dal8im faktorem morfologie je pomér anilinu a oxidantu. Men$i mnoZstvi oxidantu vede
ke snizeni produkce kyseliny sirové, ktera je neutralizovana piebytkem anilinu, coZ je

vhodné pro rist jednorozmérnych struktur.

Kromé teploty na zacatku reakce je dilezité zvazit teplotni profil celé reakce, predev§im
pfi vysSich koncentracich anilinu (nad 1 M). Teplota ovliviiuje rychlost oxidace anilinu a

rozpustnost anilinu, tim pak ma vliv na vyslednou morfologii a molekularni hmotnost pro-
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duktu, naptiklad nanovldkna jsou pti vyssi teploté delsi a tenci [90]. Pokud polymerace

probiha pfi nizkych teplotach (pod 0 °C), produkt ma vétsi molekulovou hmotnost [87].

Tvorbu nanovldken je mozné podpoftit osvicenim reakéni smési UV zafenim, podobné fun-
guje i y-zafeni, zatimco zvySenim viskozity reakéni smési pfidanim polyetylenoxidu do-
chazi ke vzniku malych jednorozmérnych struktur podobnych koralu, coz se vysvétluje

omezenou difuzi reaktantti [90].

3.3 Vlastnosti

3.3.1 Mechanické vlastnosti

Protoze produktem polymerace anilinu je nejcastéji polyanilinovy prasek, ktery je nevhod-
nym vzorkem pro vyzkum mechanickych vlastnosti (nutn¢ vytvotit PANI v pevné formé,
coz je mozné slisovanim do tablety, které ale také nejsou pro podobny vyzkum ideélni),

nebyly mechanické vlastnosti ¢istého polyanilinu pravdépodobné nikdy blize popsany.

Vlastnosti polyanilinu se obvykle zkoumaji jen s ohledem na polyanilinové smési, kde
PANI figuruje jako vodivé plnivo, distribuované ve vhodné matrix (pt. kaucuky, polyure-
tan), kterd zajiStuje mechanické vlastnosti. Obecné se se zvySujicim se mnoZstvim polyani-
linu ve smési zvySuje tuhost a kiehkost [86]. Polyanilin ma relativné nizkou viskozitu, je
stabilni na vzduchu 1 ve vyssich teplotach, deformuje se ale uz pfi relativné nizkém napéti

[92].

3.3.2 Elektrické vlastnosti

Elektrické vlastnosti polyanilinu se daji ménit protonaci (deprotonaci) nebo oxidaci (re-

dukci), d4 se proto pouzivat jako aktivni material pro elektrody [93].

Vysoce vodivé filmy tvofené polyanilinem protonovanym nékterymi typy kyselin vykazuji
vyraznou anizotropii strukturnich, magnetickych i elektrickych vlastnosti. To je zplisobeno
vrstevnatou strukturou PANI fetézct, které lezi pfevazné soubézné s povrchem filmu, a
pricné se vrstvi, s jednotlivymi vrstvami oddélenymi dvojvrstvou aniontii dopantu. Ani-
zotropni struktura ma vliv na elektrické vlastnosti, které jsou vyrazné lepsi nez u polymert
s mén¢ pravidelné uspotfadanou strukturou. Stejna vlastnost byla potvrzena i u dalSich vo-

divych polymerti a nejvyraznéji se projevuje u jednorozmérnych (1D) systému [94].
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Vodivost polyanilinu se da ovlivnit také vybérem kyseliny, kterd se ptidava do polymerac-
ni smési. K vyssi vodivosti produktu vede pouziti anorganickych nebo ve vodé rozpust-

nych organickych kyselin [87].

3.3.3 Ostatni vlastnosti

PANI vykazuje také teplotni vodivost, u nékterych ultratenkych filmi byla zjisténa foto-

luminiscence, v nékterych formach absorbuje elektromagnetickou radiaci (az do cca 50 %),

vvvvvv

Pti riznych zplsobech pouziti se objevuje potieba vlastnosti polyanilinu dodate¢né upra-
vovat, ptedevs§im na jeho povrchu nebo rozhrani, a to povrchovymi modifikacemi materia-
lu. Ty se obvykle provadi roubovaci kopolymeraci, pro mnoho konven¢nich polymera (po-
lyetylen, polyetylentereftalt, polyvinylchlorid, polypropylen, syntetickd vldkna) snadno a
v mirnych podminkéch, pokud byl povrch polymert pfedtim oSetfen ozonem, vysokoener-
getickou radiaci nebo UV zatenim [83]. Pro pouziti v biochemii nebo biomedicing je tfeba

provadét povrchovou modifikaci pomoci biokompatibilnich polymert [93].

Pro dalsi upravy vlastnosti se PANI pouziva také ve formé kompozitl, naptiklad

s polystyrenem [92], uSlechtilymi kovy nebo karbonovymi nanotrubickami [90].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

S ohledem na téma préace byla v laboratofich Univerzity TomaSe Bati ve Zlin¢ provadéna
jen Cast experimentalnich praci. Konkrétné se jednalo o test povrchové energie materidlu a
testy bunécné proliferace a migrace. Analyza vlivu materidlii na parametry krevni koagula-
ce byla provedena v Krajské nemocnici T. Bati ve Zlin¢ a testy adheze krevnich desti¢ek

na The Jozef Stefan Institute (Slovenia).
4.1 Pristrojové vybaveni

4.1.1 See system

See system (surface energy evaluation system) (Advex Instruments, Ceska republika) je
zatizeni pro zjistovani kontaktniho thlu a povrchové energie materiald. Na rovny povrch
zkoumaného materialu se nanese kapka. Podle povrchovych vlastnosti materidlu a pouzité
kapaliny se kapka miiZe rozlit do stran nebo zlstat skoro kulatd. Podle tvaru kapky je po-
tom pomoci specialniho softwaru dopocten kontaktni tihel, ktery urcuje smacivost materia-
lu. Materidly se potom rozdé€luji do dvou skupin. Prvni jsou hydrofilni (smacivé vodou),
které maji vysokou povrchovou energii, druhou hydrofobni (nesmacivé vodou), s nizkou

povrchovou energii [95].

4.1.2 ACL Elite Pro

ACL Elite Pro (IL-Instruments, Italie) uziva k detekci tvorby sraZzeniny nefelometrii. Jeho
analyzatory méii mnoZstvi svétla, které je rozptyleno ¢asticemi obsazenymi ve vzorku pii
pruchodu paprsku kyvetou. Svétlo je rozptylovano na vSech cCasticich ve vzorku, jeho
mnozstvi je zjiSténo senzorem umisténym v pravém uhlu s LED zdrojem svétla [96].
V této praci bylo pfistroje ACL Elite Pro pouZito pro stanoveni aktivity koagulacnich fak-
toru X, V all.

4.1.3 SYSMEX CA-1500

SYSMEX CA-1500 (Siemens, Némecko) je pln¢ automaticky analyzator pro in vitro dia-
gnostiku krevni koagulace. Méteni pomoci koagula¢ni metody je zaloZzeno na optickém
vyhodnocovani zmén hustoty vzorku pomoci zmén rozptylu svétla o vinové délce 660 nm.
Udaje o rozptylu svétla jsou pak zpracovavany bodovou detekéni metodou. Cas koagulace

je spocten jako ¢as nutny k dosazeni konkrétniho stupné rozptylu svétla. Soucasti vysledka



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

je koagulacni kiivka. Druhou metodou je metoda chromogenni, zalozena na tom, ze se ke
vzorku s reagencii po inkubaci pfida substrat, ktery méni barvu. Zména barvy je detekova-
na fotodiodou a vyhodnocuje se jako sniZeni absorbance pii prichodu paprsku svétla vzor-

kem. Hladiny métfenych proteinti se odecitaji z kalibracni kiivky [97].

Ptistroj umi vyhodnocovat rizné typy imunologickych testl i testy koagulace, a to jak ru-
tinni tak i mén¢ Casto provadéné, véetné PT, aPPT a TCT testli pouzitych v této praci [98],

pristroj byl pouzit také ke zjisténi vlivu materialti na koagulacni faktor I.

4.1.4 Sulphorhodamine B assay

Sulforhodamine B (SRB) assay (Sigma-Aldrich, USA) umoznuje kvantifikovat bunéénou
proliferaci a cytotoxicitu. Zakladem je schopnost bilkovinného barviva sulforhodamine B
se elektrostaticky (a se zavislosti na hodnoté pH) [99] vazat na bilkovinné soucasti bunék,
které jsou pomoci kyseliny trichloroctové fixovany na povrchu laboratorni desticky. V
mirné kyselém prostiedi se sulforhodamine B navaze na buiky a pii zméné¢ pH na mirné
zasadité se z bunék uvoliuje. Mnozstvi barviva extrahovaného z nabarvenych bunék odpo-
vidd mnozstvi bun€k [100]. Pro ucely této prace byl piistroj pouzit pro pocitani krevnich

desticek na povrchu zkoumanych materiali.
4.2 Priprava polyanilinovych filmu

Pro testy bylo pouzito nékolik forem polyanilinovych povrchii, konkrétné PANI sul
(PANI-S) a baze (PANI-B) a kopolymer PANI-PAMPSA, s PAMPSA polymerem navaza-
nym na povrchu PANI, v druhém ptipadé pak byla PAMPSA pfidana do reakéni smési.

VSechny vzorky byly pfipravovany ve formé film.

Pro ptipravu zékladnich polyanilinovych filma (polyanilinova stl, PANI-S) bylo rozpusté-
no 2,59 g anilin hydrochloridu (Sigma-Aldrich) v 50 ml destilované vody (0,2 M),
v dal$ich 50 ml destilované vody bylo rozpusténo 5,71 g amonium peroxydisulfatu (0,25
M; Sigma-Aldrich). Oba roztoky byly na 1 hodinu ponechany pfi pokojové teplote, pak
byly smichany [101]. Reakéni smés byla okamzité rozlita do pfipravenych zkumavek a
petriho misek. Po dalSich asi patnacti minutach byly misky a zkumavky vyplachnuty 0,2 M
HCI, aby se odstranil polyanilinovy praSek. Misky byly vyplachnuty metanolem a vysuSe-
ny na vzduchu [102].
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Nekteré filmy byly deprotonovany zalitim 1 M hydroxidem amonnym po dobu 12 hodin
pro vytvofeni nevodivych filmid PANI baze (PANI-B). Pro vytvofeni PANI filmi
s navazanym poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid) (PAMPSA; Sigma-
Aldrich), PANI-PAMPSA-D, byly n¢které z piipravenych PANI-B filmii reprotonovany
7,5% vodnym roztokem PAMPSA polymeru (typické M = 2x10° g.mol™). Toho bylo do-
sazeno vystavenim roztoku PAMPSA polymeru povrchu filmu. Reakce probihala 24 h,
piebytecny roztok byl vylit a filmy byly oplachnuty metanolem a ponechany schnout.

Druhy typ kopolymeru, PANI-PAMPSA-R byl pfipraven pifimo polymeracni reakci.
Nejdiive byl pripraven vodny roztok PAMPSA, v koncentraci odpovidajici 0,028 mol jeho
monomeru 2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid. Pro vzorek PANI-PAMPSA-R-
1:1 bylo do roztoku ptidano 0,028 mol anilin hydrochloridu a smés se nechala 1 h michat.
Odpovidajici mnoZstvi anilin hydrochloridu bylo stejnym zpiisobem pouZito také pro vzo-
rek PANI-PAMPSA-R-2:1. Oxida¢ni c¢inidlo amonium peroxydisulfat (0,028 mol,
vpoméru 1:0,9 kanilin hydrochloridu) bylo rozpusténo v ultradist¢ vodé a piidano
k roztoku PAMPSA-anilin hydrochlorid. Reakéni smés byla rozlita do zkumavek a petriho

misek. Po uplynuti 1 h byly vzorky oplachnuty vodou a ponechany schnout na vzduchu.
4.3 Povrchova energie

Pro zjisténi povrchové energie zkoumanych materialti byl pouzit ,,See system®. Kapalina-
mi pouzitymi pro tvorbu kapek byly deionizovana voda, etylenglykol a diilodometan (oboje
Sigma—Aldrich). Objem kapek pouzitych pro vSechny experimenty byl 2 ml a odecty kon-
taktniho Ghlu u vSech experimentii byly provedeny v deseti opakovanich. Hodnoty volné
povrchové energie materidlli byly ze ziskanych vysledkl vypocitany pomoci metody kyse-

lina/zasada.

Zkoumanymi materialy byly stl a baze polyanilinu (PANI-S, PANI-B), polyanilin obsahu-
jici poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid) (PAMPSA), pfipraveny piimo
polymeraci v riiznych pomérech (PANI-PAMPSA-R-1:1, PANI-PAMPSA-R-2:1) nebo
navazanim PAMPSA fetézcti na PANI povrch (PANI-PAMPSA-D).
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4.4 Testy krevni koagulace

Pro testy krevni srazlivosti, byly pouzity zkumavky pokryté tenkymi filmy PANI-S, PANI-
B a kopolymery PANI-PAMPSA-D, PANI-PAMPSA-R-1:1 a PANI-PAMPSA-R-2:1. Pro
vysetieni krevni koagulace v zavislosti na materialu byly vybrany parametry PT (Pro-
thrombin time), aPPT (Activated Partial Thromboplastin Time) a TCT (thrombin clotting
time). K testim byla pouzita krev odebranad dobrovolnym darctim, v souladu s Helsinskou
deklaraci a testy byly provedeny v Krajské nemocnici T. Bati ve Zlin€. Hodnoty pro kazdy

vzorek byly zméteny trikrat.

Pro provedeni PT nebo aPPT testu je nutné krevni vzorek dekalcifikovat (odebranim do
zkumavky s citratem nebo oxalatem) a oddélit krevni buiiky od plasmy centrifugaci. PT
test se provadi pfidanim pacientovy plasmy k nékterému ze zdroju tkaiiového faktoru, coz
zpusobi konverzi protrombinu na trombin. Vzorek je pak az na dv€ minuty umistén do
vodni lazné o teploté 37 °C. Pfidanim CaCl, je vyblokovano ptisobeni citratu, aby byla
umoznéna koagulace. Cas se méfi od piidani CaCl, do plasmy, do vytvofeni sraZeniny. PT
test vySetfuje pritomnost faktor VII, V a X, protrombinu a fibrinogenu. Fyziologicka
hodnota PT testu je 11-15 s, prodlouzend hodnota ukazuje na deficit nékterého ze zkouma-

nych faktori nebo na uzivani antikoagulantt jako warfarin.

Na zacatku aPPT testu jsou do pfipraveného vzorku pifidany chloridové ionty a aktiva¢ni
substance (kaolin a kefalin), které aktivuji vnitini koagulacni kaskadu. Fyziologick4 hod-
nota je 35 s, prodlouzend doba ukazuje na deficit nékterého z faktort XII, XI, VIII nebo IX
nebo spolecné koagulacni drahy [103].

TCT je Casto provadény test koagulace, ktery sleduje pfeménu fibrinogenu na fibrin po
pfidani bovinniho nebo lidského trombinu do krevni plasmy chudé na desticky pfi teploté
37 °C, a zaznamenava dobu potiebnou pro vytvoreni srazeniny. TCT test je citlivy na pfi-
tomnost inhibitort koagulace, pt. heparin, a hodnota u zdravého ¢lovéka je 13-15 s. K pro-
dlouzeni dojde, pokud je obsah fibrinogenu nizsi nez 1 g/l (fyziologick4 hodnota 2-4 g/l)
[104].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

4.5 Testy vlivu na koagulacni faktory

Pro testy byly pouzity zkumavky pokryté tenkymi filmy PANI-S, PANI-B a kopolymery
PANI-PAMPSA-D, PANI-PAMPSA-R-1:1 a PANI-PAMPSA-R-2:1. Pro ptesnéjsi popis
interakce krevni plasmy a povrchu pouzitych PANI filma byly provedeny testy vlivu na
vybrané faktory krevni srazlivosti. V1iv materialu na fibrinogen (faktor I) byl méfen pomo-
ci SYSMEX CA-1500 (Siemens, Némecko), aktivita dalSich faktordt FX (Stuartiv-
Prowertv faktor), FV (proakcelerin) a FII (trombin) byla méfena pomoci ACL ELITE Pro
(IL-Instruments, Italie). Testovand plasma byla nafedéna a pfidana ke komercni plasmé

(HemosILTM, Instrumentation Laboratory, USA), ve které byl deficit testovaného faktoru.
4.6 Testy vazby krevnich desticek

Pro testy adheze krevnich desti¢ek byly z PANI filma vytvoteny kruhové vzorky o prime-
ru 10 mm. Disky byly inkubovany v ptfitomnosti 1 ml lidské krve, v 24-jamkovych mikro-
titracnich desti¢kach, pfti teploté¢ 37 °C na michacce s frekvenci 200 otacek za minutu. Po
ukonceni inkubace byly vzorky oplachnuty fosfaitovym pufrem, aby se odstranila zbyvajici
krev, a fixovany 1 ml 50% kyseliny trichloroctové (Sigma-Aldrich) pfi teploté 4 °C. Po
uplynuti 1 hodiny byl pocet desticek ur¢en pomoci Sulphorhodamine B (Sigma-Aldrich,
USA), absorbance byla métena pro kazdy vzorek tiikrat na Lambda 1050 UV/VIS/NIR
spektrofotometru (Perkin Elmer, USA), pii vinové délce 565 nm.

4.7 Testy proliferace a migrace bunék

Pro zhodnoceni chovani bun¢k na povrchu zkoumanych materialti byly materialy pfiprave-
ny, stejné€ jako pro pfedchozi testy koagulace, ve formé filma. Pouzitymi materialy byly
PANI-S, PANI-B, PANI-PAMPSA-R-1:1 a PANI-PAMPSA-R-2:1. Jako referen¢ni vzo-
rek byl pouzit tkaiovy polystyren (TPP, Svycarsko). K testovani byly pouzity mysi fibrob-
lasty (NIH/3T3, ATCC CRL-1658) a provadénymi testy byly testy proliferace a migrace
bunék na povrchu materialu. Bunky byly kultivovany za vyuziti média Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium, s vys$$im obsahem gluk6zy. K médiu se pro kultivaci bun€k ptidava
10% teleciho séra a antibiotika (Penicillin/Streptomycin, 100 U/ml (100ug/ml)), vSechno
od firmy PAA Laboratories GmbH, Austria.
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Pro testy proliferace byly fibroblasty nasazeny na povrch zkoumanych materialti v petriho
miskach (koncentrace bun&k 1x10°/ml kultivaéniho média) a pravidelng fotografovany pro
dalsi srovnéani. Testy migrace byly provadény na confluentnich buiikach. Do jejich vrstvy
byla ud€léna ryha, kterd byla vyfotografovana, a jeji vytvoreni bylo oznaceno za zacatek
experimentu. Dal$i dny byla ryha v pravidelnych casovych intervalech fotografovana pro

srovnani rychlosti zartistani ryhy na riiznych povrsich.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Povrchova energie

Z vysledki uvedenych v tabulce 1 je vidét, ze PANI-S i PANI-B maji velice podobné hod-
noty celkové povrchové energie ('), i jejich komponent piedstavujicich disperzi (y"") a
polarni &ast povrchové energie (y*®). Vyrazny pokles celkové povrchové energie je pak
vidét u kopolymeru PANI-PAMPSA-D, coz je ziejmé zpusobeno piitomnosti PAMPSA
fetézcli na povrchu materidlu. Tomu odpovidé i to, Ze podobné vysledky vykazuje také
PANI-PAMPSA-R-1:1, kde vysoky pomér PAMPSA polymeru vyrazné ovliviiuje povr-
chové vlastnosti kopolymeru. V ptipadé PANI-PAMPSA-R-2:1 obsahuje kopolymer mén¢
PAMPSA polymeru a hodnoty povrchové energie materidlu opét rostou a jsou podobné
hodnotdm ¢ist¢tho PANI. Z vysledkil je tedy mozné vyvodit, Ze u kopolymertt PANI-
PAMPSA-D a PANI-PAMPSA-R-1:1 ptevladaji povrchové vlastnosti PAMPSA polymeru
nad vlastnostmi PANI, zatimco u PANI-PAMPSA-R-2:1 jsou povrchové vlastnosti vice

ovlivitovany pfitomnosti polyanilinu.

Komponenty povrchové energie [mN/m]

Vzorek Al yV yAB
PANI-S 52,54 46,05 6,49
PANI-B 50,88 46,54 4,35
PANI-PAMPSA-D 39,96 37,05 2,91
PANI-PAMPSA-R-1:1 41,85 40,98 0,87
PANI-PAMPSA-R-2:1 56,35 43,91 12,45

Tabulka 1: Vysledky méfeni povrchové energie

vvvvvv

vlastnosti jako elektricky néboj, to, jestli je hydrofilni nebo hydrofobni, a adsorpce protei-
nd na povrch. S tim souvisi také povrchova energie materidlu, a bylo zjisté€no, Ze hydrofilni
povrch materidlu, tedy material s vét§i povrchovou energii, zpiisobuje nizsi adsorpci pro-

teintt krevni plasmy a snizenou adhezi krevnich desti¢ek [71], a protoze pro pouziti
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v kontaktu s krvi jsou vhodnéjsi materialy, které maji mensi adsorpci proteinti adhezi krev-
nich desticek, je snaha o pouziti materidli s vyssi hodnotou povrchové energie a tedy vétsi

hydrofilitou.

Zaroven vyssi povrchova energie zpusobuje zvysSenou adhezi bunék. Srovnani ziskanych
hodnot povrchovych energii tedy ukazuje na to, ze kopolymer PANI-PAMPSA-D bude
diky své relativné nizké povrchové energii vyznamné podporovat adsorpci proteint krevni
plasmy. Da se také predpokladat, Ze na tomto materialu bude vyrazné snizend bunécna

adheze.
5.2 Testy krevni koagulace

Z vysledkt laboratornich testii krevniho srazeni na rtizné upravenych PANI povrsich (ta-
bulka 2, obrazek 5) lze vycist, ze standardni PANI (PANI-S, PANI-B) ani PANI-
PAMPSA-R krevni koagulaci v pfipadé PT ani aPPT testu nijak vyrazné neovliviiuji a do-
ba koagulace zlstava u téchto parametrii v mezich jejich fyziologickych hodnot. Jedinym
ovlivnénym parametrem je parametr TCT, jehoZ hodnota je ve srovnani s fyziologickou
mirné snizend, u vSech pouzitych vzorkd. Naproti tomu ve zkumavkach pokrytych PANI-
PAMPSA-D filmem bylo krevnimu sraZeni zcela zabranéno, a to u vSech sledovanych pa-
rametrd, v rozporu s pfedpokladem, Ze na PANI-PAMPSA-D bude diky jeho nizké povr-
chové energii dochazet ke zvySené adsorpci krevnich proteind, coz by mélo koagulaci spi-
Se podporovat. To vzhledem k faktu, Ze pouZitym materidlem je kopolymer PANI a
PAMPSA, a Ze na cisté polyanilinovém povrchu nebyla krevni koagulace ve srovnani
s referenci nijak ovlivnéna, ukazuje spiSe na antikoagulac¢ni vlastnosti PAMPSA polymeru,
nezZ na to, ze by mél PANI vyrazny vliv na krevni srazeni. Tomuto zjiSténi odpovida i to,
ze na povrchu PANI-PAMPSA-R filmu, tedy materialu, ve kterém PAMPSA fetézce ne-
tvoti vrstvu na povrchu filmu, ale jsou béhem polymerizace inkorporovany ptimo do poly-
anilinu, a nemaji tedy tak vyrazny vliv na povrchové vlastnosti materialu, ke koagulaci

doslo.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

PANI- PANI- PANI- Fyziologic
Reference ~ PANI-B PANI-S PAMP PAMPSA- PAMPSA- kZ'lIZho dng;)ta
SA-D R-1:1 R-2:1
PT
[s] 12,1+0,1 11,9+0,2 12,2+0,1 NC 12,0+0,1 12,0+0,1 11,0-13,5
aPPT
[s] 264+0,1 256=+1,1 264+0,0 NC 299+0,2 29,2+0,1 25-32
TCT
18,6+0,1 16,7+0,1 17,56+0,2 NC 18,8+0,1 18,2+0,1 >20

[s]

Tabulka 2: Vliv PANI povrchil na vybrané parametry koagulace

M ref

®PANI-B
B PANI-S
® PANI-PAMPSA-D

PT [s]

B PANI-PAMPSA-R-1:1
® PANI-PAMPSA-R-2:1

aPPT [s] TCT [s]

Obrazek 5: V1iv PANI povrchii na vybrané parametry koagulace
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5.3 Testy vlivu na koagulaéni faktory

Pro ucely testovani se kvili jistému zjednoduseni hemokoagula¢ni kaskada obvykle rozdé-
luje na vnéjsi, vnitini a spolecny systém, i kdyz in vivo jsou vSechny tfi systémy navzajem
provazany. Obecné PT sleduje vnéjsi a spolecny systém koagulace, aPPT vnitini a spolec-
ny systém a TCT sleduje pfeménu fibrinogenu na fibrin po pfidani trombinu, a rozliSuje
tak poruchy tvorby trombinu (v pfipad¢ normalnich hodnot TCT) a jeho inhibici (jiné hod-
noty TCT nez fyziologické). Protoze PANI-PAMPSA-D ovliviiuje vysledné hodnoty vSech
tfi sledovanych parametri, je pravdépodobné, Zze ma vliv na spolecny koagulacni systém,
kvili své interakei s nékterymi faktory krevniho srazeni. Proto byl podrobnéji testovan vliv
zkoumanych materiali na dilezité koagulacni faktory spole¢ného systému, tedy faktor X,

faktor V, faktor II a fibrinogen (faktor I).

Fyziologicka aktivita vybranych faktorti byla oznacena hodnotou 100% a vysledky prove-
denych testd (tabulka 3, obrazek 6) ukazuji, Ze na rozdil od ostatnich PANI povrcht, které
se sledovanymi faktory neinteraguji prakticky vibec nebo jen v malé mife, a k ovlivnéni
koagulace tak dochazi jen minimaln¢, PANI-PAMPSA-D vyrazné¢ interaguje se sraZecimi
faktory X, V a II a snizuje jejich aktivitu, dokonce do té miry, Ze funkce faktorh V a II je
kompletné blokovana. Zaroven ale nedochéazi k vyraznému ovlivnéni obsahu fibrinogenu

v krevni plasmé (obrazek 7), a ten ziistava v rozmezi svych fyziologickych hodnot.

K podobné interakci dochazi také u heparinu, ktery interaguje s koagulacnimi faktory, ale
neovliviiuje pfitom obsah fibrinogenu v krvi. To je pravdépodobné zpiisobeno jistou po-
dobnosti struktury molekuly heparinu a PAMPSA polymeru. Zatimco za antikoagulac¢ni
vlastnosti heparinu jsou zodpovédné sulfatové estery navdzané na polysacharidu [46], u
PAMPSA polymeru je pticinou nejspiSe pfitomnost sulfonovych skupin na polymernim
tetézci [105]. Tyto vysledky odpovidaji také ptedpokladu, Ze krevni srazeni je Castéji pod-
porovano materialy s kladnym povrchovym nabojem a materialy urcené pro pouziti
v kontaktu s krvi by proto mély mit na svém povrchu spiSe zdporn€ nabité funkéni skupiny

[71].
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Obrazek 7: Vazebné misto pro antitrombin na molekule heparinu [106]

PANI PANI- PANI-
Reference PANI-B PANI-S K PAMPSA- PAMPSA-
PAMPSA-D

R-1:1 R-2:1

X [%] 100 100 98.4 25,8 94,5 96.4
V [%] 100 89,8 70,5 0,7 86,2 88.0
11 [%] 100 92,7 86,7 0,4 83,6 84.9
I[g/N] 2-4* 37 35 2,3 33 3,4

Poznamka: *Fyziologicka hodnota

Tabulka 3: V1iv PANI povrchil na vybrané koagulaéni faktory
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Href
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® PANI-PAMPSA-D
40 ¥ PANI-PAMPSA-R-1:1
30 " PANI-PAMPSA-R-2:1
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X [%] V [%] 11 [%]
Obrazek 8: V1iv PANI povrchil na koagulaéni faktory X, V a Il
4,5
4,0
3,5
3,0 M ref
25 EPANI-B
mPANI-S
2,0 B PANI-PAMPSA-D
s B PANI-PAMPSA-R-1:1
’ ® PANI-PAMPSA-R-2:1
1,0
0,5
0,0
I[g/N]

Obrazek 9: Vliv PANI povrchti na fibrinogen
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5.4 Testy vazby krevnich desti¢ek

Vysledky testli adheze krevnich desticek (tabulka 4, obrazek 8) zaroven ukazuji, Ze na roz-
dil od PANI-S a PANI-B doslo na vSech PANI-PAMPSA povrsich k vyraznému snizeni
adheze krevnich desticek, bez ohledu na to, jakym zptisobem byla PAMPSA do polyanili-
zoval kopolymer PANI-PAMPSA-D, coz pfispiva k jeho antikoagulacnim vlastnostem. Pfi
srovnavani PANI-PAMPSA-R-1:1 a PANI-PAMPSA-R-2:1 bylo zjisténo, ze k vyraznéj-
Simu sniZzeni adheze desti¢ek doslo na povrchu, ktery obsahoval méné PAMPSA polymeru.
Na rozdil od vlivu na koagula¢ni faktory je vliv na adhezi krevnich desticek podobny u

vSech pouzitych forem PANI-PAMPSA kopolymeru.

Protoze zékladem vlivu materidlu na krevni srazeni je adheze krevnich desticek na jeho
povrch a interakce s koagula¢nimi faktory, je tento vliv vétsi u hydrofobnich materiali,
které vice podporuji adsorpci proteint a jejich aktivaci [60]. Materialy vysoce odolné ad-
sorpci proteintl jsou materidly povrchové modifikované bioinertnimi polymery nebo anti-
koagulanty [82] a v souCasnosti zavedenymi metodami k vylepSeni hemokompatibility

materiald jsou imobilizace polyetylenglykolu nebo heparinu na povrchu materiélu.

Podobnych vysledki jako v této praci bylo dosazeno i ve studii, ve které byly pomoci riiz-
nych bioaktivnich molekul modifikovany Dacron a PTFE, a pak byla vyhodnocovana je-
jich hemokompatibilita. Ta byla ve vSech ptipadech lepSi nez u neupravenych materiald,
coz bylo zptsobeno snizenou adsorpci fibrinogenu a adhezi krevnich desticek [80]. Podob-
n¢ byla hemokompatibilita polyetylentereftaldtu (PET) mirné¢ zvySena také navdzanim
PEG fetézcl, a vyrazné imobilizaci heparinu na povrch materialu. Hemokompatibilita mo-
difikovaného materidlu byla posuzovéna z hlediska krevni koagulace a adheze a aktivace
krevnich desti¢ek. Doba koagulace byla imobilizaci heparinu na povrchu materialu vyraz-

né prodlouzena, a pfitomnost heparinu také sniZila adhezi krevnich desticek [69].

Ve srovnani s témito udaji je vidét, ze kopolymer PANI-PAMPSA-D, ktery krevni koagu-
laci zabranuje Upln¢, ma lepsi hemokompatibilitu a vyrazn€j$i antikoagulacni vlastnosti
nez jiné, standardné pouzivané materialy, a ma tedy potencial jako material pro medicinské

aplikace v kontaktu s krvi.
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PANI PANI- PANI-
Ref - - - -R- _R-
eference PANI-B PANI-S PAMPSA-D PAMPSA-R- PAMPSA-R
1:1 2:1
Platelet
At 25+102 20£03 25+05  04+00 1,0£0,0 0,6+ 0,1
adhesion
Tabulka 4: Adheze krevnich desticek na PANI povrchy
3,5
3
2,5 4
M ref
) = PANI-B
B PANI-S
1,5 - E PANI-PAMPSA-D
m PANI-PAMPSA-R-1:1
1 ®m PANI-PAMPSA-R-2:1
0,5 -
0 _
adheze krevnich desti¢ek

Obrazek 10: Adheze krevnich desticek na PANI povrchy

5.5 Proliferace a migrace bunék

Fotografie potizené béhem testi bunécné proliferace (obrazek 9) ukazuji, Ze zatimco na
povrchu PANI-S i PANI-B je proliferace na pohled stejné intenzivni jako na referen¢nim
vzorku (po 24 i 48 hodinach), na povrchu PANI-PAMPSA kopolymeru fibroblasty neros-
tou, vyraznéji na vzorku PANI-PAMPSA-R-1:1 nez na PANI-PAMPSA-R-2:1.
K proliferaci bunék na PANI-PAMPSA kopolymeru dochdzi ve srovnani se vzorkem

PANI (S i B) vyrazné opozdéné, prvni rostouci buiky jsou viditelné na PANI-PAMPSA-
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R-2:1 az po 72 hodinach, po Sesti dnech testovani jsou na obou PANI-PAMPSA vzorcich
viditelné¢ narostené fibroblasty, na povrchu PANI-PAMPSA-R-2:1 ve vyraz-

nych, nepravideln¢ uspotadanych strukturach.

Z fotografii bunééné migrace (obrazek 10) je poznat, Ze ve srovnani s referenénim vzor-
kem dochézi k opétovnému zartistdni vytvofené ryhy ve vrstvé fibroblasti pomaleji u
vSech zkoumanych materidlii, k vyrazné pomalé migraci pak dochéazi predevsim na PANI-
S a PANI-B. Na PANI-PAMPSA kopolymeru je migrace intenzivngjs$i, s rychlejSim postu-
pem u PANI-PAMPSA-R-2:1. Na PANI-S i PANI-B je migrace témét zanedbatelna a do

jisté miry viditelna az po 48 hodinach.

Ze srovnani fotografii proliferace a migrace bun¢k vyplyva, ze povrch PANI-PAMPSA
kopolymeru je vyrazné¢ méné vhodnym materidlem pro rist bunék nez polyanilin nebo re-
feren¢ni tkanovy polystyren. Buiiky na povrchu kopolymeru PANI-PAMPSA zacinaji pro-
liferovat pozdé&ji a s mensi intenzitou. To, Ze k proliferaci dochdzi s nejmensi intenzitou na
vzorku PANI-PAMPSA-R-1:1, ktery ma ze vSech uvedenych vzorki nejvétsi obsah
PAMPSA polymeru, ukazuje na vliv tohoto polymeru na interakci povrchu materidlu
s bunkami, a odpovida vysledkim testu povrchové energie. Podobny vliv na bunéénou
proliferaci se dd ptedpovédét i u PANI-PAMPSA-D, jehoz vysledky nejsou uvedeny, pro-
toZe builky na tomto povrchu témét neadherovaly. Spole¢né s jeho antikoagula¢nimi vlast-
nostmi a snizenou adhezi krevnich destic¢ek to z kopolymeru PANI-PAMPSA-D d¢€la mate-
rial, ktery je potencionalné vhodny pro pouZiti v medicinskych aplikacich, ve kterych by se

dostal do kontaktu s krvi.
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Obrazek 11: Proliferace

(a) PANI-B 24h (b) PANI-B 48h (c)
PANI-S 24h (d) PANI-S 48h (e) PANI-
PAMPSA-1:1 24h (f) PANI-PAMPSA-
1:1 48h (g) PANI-PAMPSA-1:1 72h (h)
PANI-PAMPSA-1:1 _6d (1) PANI-
PAMPSA-2:1 24h (j) PANI-PAMPSA-
2:1 48h (k) PANI-PAMPSA-2:1 72h (1)
PANI-PAMPSA-2:1 6d (m) ref 24h (n)
ref 48h (o) ref 72h
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500 pm

Obrazek 12: Migrace

(a) PANI-B_Oh (b) PANI-B _24h (c) PANI-
B _48h (d) PANI-S _Oh (e) PANI-S 24h (f)
PANI-S 48h (g) PANI-PAMPSA-1:1 24h
(h) PANI-PAMPSA-2:1 24h (i) ref Oh (j)
ref 24h (k) ref 48h
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ZAVER

Ze vsech ziskanych vysledku je vidét, ze zkoumané PANI materialy, ani ¢isté ani modifi-
kované PAMPSA polymerem neovliviiuji krevni koagulaci nijak vyrazné odli$né nez refe-
rencni vzorky, s vyjimkou kopolymeru PANI-PAMPSA-D, na jehoz povrchu dochazi
k vyraznému snizeni adheze krevnich desticek. Zaroven ma tento material antikoagulacni
vlastnosti, diky kterym na jeho povrchu viibec nedochézi ke krevni koagulaci. To je zpu-
sobeno jeho intenzivni interakci s vybranymi koagulacnimi faktory (II, V a X), u kterych je
po kontaktu s PANI-PAMPSA-D vyblokovana jejich fyziologicka funkce, coz je pravdé-
podobné mozné vysvétlit podobnosti molekuly PAMPSA polymeru, ktery je navdzany na

povrchu PANI filmu, s molekulou znamého antikoagulantu heparinu.

Tyto vlastnosti délaji z kopolymeru PANI-PAMPSA-D materidl s moZnym pouZitim
v medicinskych aplikacich, ve kterych by se dostal do kontaktu s krvi, jako naptiklad mate-

ridl pro vyrobu umélych chlopni nebo cévnich nahrad.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP
PTA
HMK
TFPI
EPCR
tPA
TAFI
PEG
PEO
PVC
PET
PTFE
ICP
PAC
PT
PPy
PPV
PANI
APS
H,SO4
HCl
PT
aPPT

TCT

Adenosindifosfat.

Plasmaticky pifedchtiidce tromboplastinu.
Vysokomolekularni kininogen.

Tissue factor pathway inhibitor.
Endotelialni receptor proteinu C.
Tissue plasminogen activator.
Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor.
Polyetylenglykol.

Polyetylenoxid.

Polyvinylchlorid.

Polyetylentereftalat.
Polytetrafluoretylen.

Intrinsically conducting polymers.
Polyacetylen.

Polythiofen.

Polypyrrol.

Polyparafenylenvinylen.

Polyanilin.

Amonium peroxydisulfat.

Kyselina sirova.

Kyselina chlorovodikova.
Prothrombin time.

Activated partial thromboplastin time.

Thrombin clotting time.
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SRB Sulforhodamine B.
PAMPSA Poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid).
CaCl, Chlorid vapenaty.

NIH/3T3, ATCC CRL-1658 Oznaceni bunécné linie.

tot r . .
' Celkova povrchova energie.
LW - . . .
Y Disperzni komponenta povrchové energie.
AB o . .
Y Poléarni komponenta povrchové energie.

ref Reference.
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