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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva pfipravou cyklodextrinem (CD) modifikovanych vrstev po-
lypyrrolu (PPy) na polykaprolaktonovych (PCL) nanovlaknech. V teoretické ¢asti prace jsou
popsany fyzikalni a chemické vlastnosti polypyrrolu, zptusoby jeho piipravy, stejné jako jeho
interakce s zivymi organismy. Dale jsou popsany vybrané pfipady modifikace vlakennych
substratu polypyrolem. Pozornost je vénovana také syntéze konjugatu pyrrolu a B-cyklodex-
trinu, ktery slouzil jako monomer pfi piipravé modifikovanych PPy vrstev. V praktické ¢asti
byla pfipravena nemodifikovana PPy vrstva na povrchu PCL nanovliken chemickou oxida-
tivni polymeraci. Tato vrstva byla podrobena studiu morfologie jejtho povrchu skenovaci
elektronovou mikroskopii. Dale byla na povrchu PCL nanovlaken pfipravena vrstva kopo-
lymeru pyrrolu a konjugatu pyrrolu a B-cyklodextrinu v molarnim poméru 19:1. Za dcelem
sledovani poctu molekul 3-CD pfistupnych k tvorbé inkluznich komplexti na povrchu vrstvy
bylo navrzena fada detekcnich molekul, byly diskutovany metody jejich syntézy a analyzy
vzniklych produkta. Pripravené vrstvy byly testovany na adsorpci proteintd pomoci spektro-
fotometrického méfeni koncentrace hovéziho sérového albuminu (BSA), oznaceného flu-
orescencni molekulou. Modifikovana PPy vrstva vykazala v tomto testu nejvyssi hodnoty
adsorpce proteind, stejné jako nejvice podporovala proliferaci a adhezi 3T3 mysich fibrob-

lasta pfi i vitro testovani pfipravenych vrstev.

Klic¢ova slova: polypyrrol, cyklodextrin, nanovlakna, povrchové vrstvy, tkanové nosice



Abstract

This diploma thesis is dealing with preparation of cyclodextrin (CD) modified polypyrrole
layers on the surface of polycaprolactone (PCL) nanofibers. In the theoretical part of this
thesis, physical and chemical properties of polypyrrole are described, as well as methods of
its preparation and its interaction with living organisms. Selected examples of polypyrrole
modified fiber materials are presented. Synthesis of pyrrole conjugate with 3-CD, which
served as monomer in subsequent preparation of modified PPy layers, is also listed. In ex-
perimental part of this thesis preparation of unmodified PPy layer on the surface of PCL
nanofibers was performed by chemical oxidative polymerization. Surface morphology of this
layer was studied using scanning electron microscopy. Subsequently layer of pyrrole/pyrrole
-cyclodextrin copolymer in molar ratio 19:1 was prepared on the surface of PCL nanofibers.
Several detection molecules were designed to monitor the number of 3-CD molecules avail-
able to inclusion complex formation. Methods of synthesis of these detection molecules as
well as analysis of reaction products were discussed Prepared surface layers were tested on
protein adhesion by spectrophotometric measurement of concentration of bovine serum al-
bumin (BSA) conjugated with fluorescent molecule. Layers modified with cyclodextrin
showed the best protein adhesion of all samples. During z vitro testing of prepared layers by
3T3 mouse fibroblast, cyclodextrin-modified layers promoted cell proliferation and adhesion

most of all tested samples.

Keywords: polypyrrole, cyclodextrin, nanofibers, surface layers, tissue scafolds
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Uvod

Polypyrrol se spolecné s dalsimi vodivymi polymery jiz delsi dobu tési velkému zajmu ve-
decké vefejnosti. Je to zejména diky své elektrické vodivosti, ktera je zptusobena konjugova-
nym systémem m-elektront. Spolecné s dalsimi vodivymi polymery, jako je polyanilin
a polyacetylen, daly dokonce vzniknout zcela novému souboru latek nazyvanych syntetické
kovy. Polypyrrol je z téchto materialt pravdépodobné nejperspektivnéjsi diky jeho odolnosti
vaci vnéjsimu prostiedi, snadnosti pfipravy a dobré biokompatibilité. V této praci se budu
zabyvat jistymi aspekty jeho vyuziti coby materialu pro pfipravu tkanovych nosica. Bylo uka-
zano, ze u nékterych typa bunék dochazi k lepsi proliferaci, pokud jsou vystaveny ptsobeni

elektrického pole. [1]

Jednou z nevyhod polypyrrolu je jeho kiehkost a $patna zpracovatelnost. Napiiklad jeho bod
termického rozkladu je nizsi nez bod tani. Z tohoto divodu se v pfipadé polypyrrolu pfistu-
puje velmi ¢asto k tvorbé kompozitnich materiala, ve kterych je pfitomen ve formé povr-
chové vrstvy, pfipravené 7 situ polymeraci pyrrolu. Vlastnosti takovéto vrstvy vsak Ize jesté

vylepsit pomoci vhodné modifikace.

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, jejiz molekula ma tvar dutého komolého kuzele.
Tyto oligosacharidy nasly své uplatnéni jako slozka 1éciv, v potravinafstvi ¢i kosmetice, a to
zejména pro svou vlastnost vytvafet komplexy s lipofilnimi latkami ve vodném prostfedi.
Pokud by se podafilo vytvofit polypyrrolovou vrstvu modifikovanou pomoci cyklodextrint,
znamenalo by to znacné rozsifeni jejich vlastnosti. Tou hlavn{ by byla schopnost nekova-

lentné vazat biomolekuly zlepsujici adhezi bunck, rastové faktory a dalsi podpurné latky.

Pokud by se pfiprava takové vrstvy podafila, bylo by nutné sledovat pocet molekul cyklode-
xtrinu, neboli aktivnich center, které jsou skutecné k dispozici pro tvorbu komplexit. Pokud
bychom se o to pokusili pomoci tradi¢nich instrumentalnich metod analytické chemie, mohli
bychom zjistit chemické slozeni celé vrstvy, ale informace o poctu pfistupnych molekul by
byla ztracena. Navrhli jsme proto postup nepfimy, kdy nejprve probéhne tvorba komplexu
se specifickou detekéni molekulou a az poté probéhne analyza poctu detekénich molekul na

povrchu.
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1. Teoreticka Cast

1.1. Pyrrol

B3—uP
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Obrazek 1 Chemicka struktura pyrrolu

Pyrrol (Py) je péticlenny heterocyklicky aromat, jehoz struktura hraje vyznamnou roli ve
funkci zivych organismu. Derivaty pyrrolu, zejména cyklické tetrapyrroly, hraji dalezitou roli
v mechanismu dychani (hemoglobin, cytochromy) a fotosyntéze (chlorofyl). Derivaty pyrt-
olu se pouzivaji také jako antibiotika. Friedlieb Ferdinad Runge, némecky analyticky chemik,

objevil pyrrol v roce 1834 jako soucast uhelného dehtu. [2]

Pyrrol je za laboratornich podminek ¢ira kapalina, zapachem pfipominajici chloroform. Jeho
bod tuhnuti je -23,4 °C, bod varu 130 °C za normalniho tlaku. Po vystaven{ vzduchu hnédne
a postupné houstne az pryskyficovati, coz je zpusobeno polymeraci jednotlivych pyrrolovych

jader. Hustota ¢istého pyrrolu je 0,9698 g/cm’, index lomu 1,5085, viskozita 1,31 mPas.

Uhliky 2 a 5 ve struktufe pyrrolu se oznacuji jako a, zatimco uhliky 3 a 4 jako 3 (Obrazek 1).
Na rozdil od dalsich péticlennych heterocyklt furanu a thiofenu, pfedstavuje heteroatom
kladny konec dipoli. Je to zpusobeno tim, ze na rozdil od kysliku a siry, ma dusik pouze
jeden nevazebny elektronovy par. Diky vysoké hustoté n-elektront je typickou reakci, ktera
na pyrrolu probiha, elektrofilni substituce. Ta probiha zejména v poloze «, ktera je reaktiv-
néjsi. Priklady téchto reakci jsou Friedel-Craftsova acylace, sulfonace pomoci komplexu SO;-
pytidin, nitrace pomoci acetyl nitratu (kyselina dusicnd/anhydrid kyseliny octové), nebo ha-

logenace bromem, jenz vede piimo k tetrasubstituovanému derivatu [3].

Vysledkem delokalizace elektronového paru na dusiku je slaba kyselost pyrrolu (pK. = 17,5).
Prislusné soli mohou byt pfipraveny s alkalickymi kovy v amoniaku, nebo s hydridy kova
v inertnich rozpoustédlech (tfeba THF). Ty se daji prevést na N-alkylpyrroly reakci s alkyha-
logenidy.

12



1.1.1. Chemicka polymerace pyrrolu

Chemicka polymerace pyrrolu probiha za pfitomnosti oxidacniho c¢inidla jako je napfiklad
FeCls, které je nejcastéji pouzivanym cinidlem pfi polymeraci pyrrolu. Mezi dalsi oxidacni
¢inidla pouzivana pfi oxidaci pyrrolu patfi: peroxodisiran amonny, peroxid vodiku, chloristan
méd'naty, ¢i hexakyanozelezitan draselny (ferrikyanid draselny, nebo cervena krevni sal)[4].
Dalsi nepfilis prozkoumanou moznosti je pouziti enzymatickych reakci. Bouldin et al. [5]
pouzili k oxidativni polymeraci peroxidazu ze séjovych bobu. Nevyhodou chemické poly-
merace pyrrolu je niz$i elektricka vodivost vysledného produktu, ktera se pohybuje okolo
10 S'em™, oproti tomu elektricka vodivost polypyrrolu pfipraveného elektrochemickou ces-
tou je 10° S:cm™ [6]. Tan et al. [7] ve svém ¢lanku detailné popsal kinetiku a mechanismus
chemické polymerace pyrrolu. Mechanismus polymerace byl popsan nasledujicim zptisobem.

Prvnim krokem je iniciace (Obrazek 2), pfi niz je pyrrol oxidovan a dojde k vytvofeni kati-

N
H H

ontového radikalu pyrrolu.

Obrazek 2 Schéma inicia¢ni reakce polymerace pyrrolu

Tento radikalovy kationt reaguje s monomerem, dojde k oxidaci a deprotonaci, ¢imz vznikne
dimer (Obrazek 3). V tomto kroku se Tan odchyluje od obecného prfesvédceni, ze dimer

vznika couplingem dvou pyrrolovych radikald. [6]

Obrazek 3 Schéma vzniku dimeru pfi polymeraci pyrrolu

Tento dé¢j se opakuje, ¢imz dochazi k prodluzovani polymerniho fetézce. Dimer je okamzité
oxidovan na kationtovy radikal (Obrazek 4), ktery reaguje s dalsim monomerem za vzniku

trimeru (Obrazek 5).

13



Obrazek 4 Re-inicializa¢n{ reakce polymerace pyrrolu

o N e TN N Y

Obrazek 5 Propagace polymerace pyrrolu

Bylo zjisténo, ze pii elektrochemické polymeraci pyrrolu je oxidace oligomeru, nebo poly-
meru s konjugovanym fetézcem snadnéjsi nez oxidace monomeru. Oxidac¢ni potencial py-
rrolu se nachazi v oblasti 0,7 — 0,8 V, zatimco oxida¢ni potencial polypyrrolu je roven
priblizné 0,2 V. Cim vétsi je délka polymerniho fetézce, tim se také snizuje jeho oxidaéni
potencidl, tedy delsi fetézce snadnéji podléhaji oxidaci. Ridicim déjem béhem polymerace
pyrrolu je tedy oxidace monomeru. Rozdil je vidéti v aktivacnich energiich jednotlivych déja.
Pro inicia¢ni reakci byla spocitana jako (79 £ 17) kJ/mol, propagac¢ni reakce ma aktivacni

energii (73 £ 13) kJ/mol.

V Tanové clanku [7] se také zabyvali rychlostnimi konstantami a jejich zménami v zavislosti
na teploté, pii niz reakce probihala. Byly zavedeny dvé rychlostni konstanty k; (pro rychlost

inicia¢ni reakce) a ko (pro rychlost propagac¢nich reakc).

16

14

12 okl

10 x k2

k [M min1]
[0¢]
X

275 280 285 290 295 300 305
teplota [K]

Graf 1 Graf zavislosti rychlostnich konstant polymerace pyrrolu na teploté. Data pievzata z clanku [7]
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Z grafu (Graf 1) je vidét, ze teplota ma velky vliv na rychlost polymerace. Konstanta k, roste
se zvysujici se teplotou rychleji nez konstanta ki. Dale bylo pozorovano, ze pfi polymeract
pii vys§i teploté dochazi ve vétsi mite k sitovani polymeru. Castéji tedy vznikaji vazby mezi
o—B a B—f atomy pyrrolu. Pokud tedy pozadujeme polypyrrol s mensi mirou sit’‘ovani, je

nutné provést polymeracni proces pii nizsi teploté.

1.2. Polypyrrol

Polypyrrol patii do skupiny vodivych polymeri s konjugovanym systémem dvojnych vazeb.
V této skupiné patii k nejvice studovanym materialim diky své stabilit¢ vaci vnéjsimu pro-
stfedi, snadné pfiprave a vyssi elektrické vodivosti, nez jakou disponuji jiné vodivé polymery.
Ma houbovitou strukturu, pocatecni teplotu rozkladu 180 — 237 °C, teplotu skelného pfe-
chodu 160 — 170 °C a elektrickou vodivost pod 3 S-ecm™ [8]. Nejcastéjsi metodou ptipravy
polypyrrolu je chemicka oxidativni polymerace pyrrolu. Mezi dal§i mozné zptsoby patii:

elektrochemicka polymerace, fotochemicka polymerace, ,,solid-state® polymerace, plazma-

tem asistovana polymerace a dalsi [6]. Stirke et al. [9] zkoumal také moznosti pfipravy poly-
pytrrolu pomoci riznych bakteridlnich kment Streptomyces spp. Z. pyrrolu se jim po inkubacni
dob¢ 4 dnu podafilo pfipravit mikrocastice polypyrrolu o velikosti 10 — 25 pm. Polypyrrol
lze pfipravit v celé fadé tvart jako jsou: nanocastice, nanovlakna, nanotrubky [10], nano-

vrstvy a nanokompozity [11]. Nevyhodou polypyrrolu je jeho nerozpustnost a netavitelnost,

coz omezuje moznosti jeho dalstho zpracovani.

Polypyrrol stejné jako dalsi vodivé polymery je ve své podstaté polovodicem. Stejné jako
u polovodicu muze dochazet u polypyrrolu k dopovani za ucelem zvyseni jeho elektrické
vodivosti. Obecné mizeme typy dopantl rozdélit na oxidacni (p-typ) a redukcni (n-typ),
pomoci kterych se neutralni fetézce stavaji polykationty ¢i polyanionty. Vnéjsim projevem
tohoto dé¢je je zvyseni elektrické vodivosti o nékolik fada. PPy se od ostatnich vodivych
polymeru lisi vysokou hladinou svého zakazaného pasu, coz ma za nasledek relativni lehkost,

se kterou je mozné ho p-dopovat. Naopak n-doping u néj prakticky neprobiha.
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1.2.1 Interakce polypyrrolu s Zivymi organismy
Cisty pyrrol je pomérné toxicky, jeho akutni LDsy (peroralné poddno) u potkand
je 137 mg/kg. LDs (intraperitonealni), u mysi je 98 mg/kg. Nezptsobuje podrazdeni kaze,

nicméné ma vliv na tvorbu ocnich lézi. Nevykazuje zadnou mutagenni aktivitu [2].

Naproti tomu polypyrrol je povazovan za biokompatibilni material. I vivo studie biokompa-
tibility publikoval ¢lanek [12], ktery zkoumal vliv ¢astic polypyrrolu o velikosti 1 um na or-
ganismus mysi. Castice byly pfipraveny oxidativni chemickou cestou (oxida¢ni ¢inidlo H,O»)
a dukladné promyty fyziologickym roztokem, aby se zamezilo kontaminaci jinymi latkami.
Po vysuseni castic byly pfipraveny roztoky o tfech koncentracich PPy ve fyziologickém roz-
toku a to 1, 5 a 10 mg/l. Vsechny roztoky prosly sterilizaci autoklavem. Na mysich byly

provedeny dva rizné experimenty.

V prvnim z nich bylo do mysi intraperitonealné vpraven 1 ml roztoku ¢astic polypyrrolu
o tfech vySe zminénych koncentracich. Po tfech dnech po injektazi byly mysi zabity a byl
zkouman vliv nanocastic na jednotlivé organy, ve srovnani s kontrolni skupinou, které byl
vpraven 1 ml fyziologického roztoku. Ve druhém experimentu byla mysim podana davka 1

ml o koncentraci 5 mg/1 a byly sledovany zmény po 1, 3 a 6 tydnech.

Diky tomu ze nemodifikovany polypyrrol neni biodegradabilni a zustava v organismu
po dlouhou dobu, existovala obava, zda polypyrrol zpasobuje chronické zanéty. Tomu by
do jisté miry nasvédcovaly vysledky prvniho experimentu, kde doslo k vyznamnému zvyseni
poctu zanétlivych bunék (neutrofilt) a makrofagh. Avsak pocet leukocytu v krvi nepfekra-
cuje standardni limity, coz akutnimu zanétu nenasvédcuje. Bylo konstatovano, ze PPy ¢astice
nezpusobuji zadné symptomy alergické reakce, ani nemajf jiné cytotoxické efekty. Také ne-

byly pozorovany zadné zmény na sleziné, ledvinach a jatrech.

Biokompatibilitou polypyrrolu se zabyval také resersni ¢lanek [1]. Konstatoval, Ze 7 vivo im-
plantovany polypyrrol se setkava s naprosto minimalni negativni odezvou organismu. Na vy-
sledné vlastnosti viici buntkdm ma také vliv volba dopantu. PPy dopovany pomoci nervového
rustového faktoru (NGF) dokonce podporuje proliferaci nervovych bunék na svém povrchu,
tento efekt byl vice umocnén pifi stimulaci neurona slabym elektrickym proudem, kdy do-
chazelo k vyznamnému dlouzen{ axonu jednotlivych neuront. Dopovani kyselinou hyaluro-
novou podporuje vaskularizaci pfi implantaci /# vivo, dopovani heparinem podporuje
proliferaci bun¢k endotelu. Zlepseni adheze neuront k povrchu bylo dosazeno dopovanim

pomoci peptidy odvozenymi od lamilinu.
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1.3. Modifikace vlakennych materialti polypyrrolem

Spatna zpracovatelnost a mechanické vlastnosti omezuji pouziti polypyrrolu jako samostat-
ného materialu v nejraznéjsich oblastech. To plati také o tkaninach a jinych vldkennych ma-
teridlech. Iz sitn polymerace se ukazuje jako nejlépe proveditelnd metoda dpravy povrchu
vlakennych materiala. Iz situ oxidativni chemicka polymerace se vyrazné nelisi od klasické
oxidativni chemické polymerace, pouze je zde navic pfitomen substrat, na ktery vznikly po-
lymer adheruje. Existuji dva mozné zptsoby provedeni této metody. Prvni je jednokrokovy,
kdy se substrat vloz{ do polymeracni lazné s pyrrolem a oxidacnim ¢inidlem. Druhy, dvou-
krokovy, spo¢iva v namocen{ substratu do lazné¢ s monomerem a poté je substrat nasyceny
pyrrolem pfenesen do lazné s oxidacnim c¢inidlem. Jedinou podminkou je, aby mél PPy jistou

miru afinity k textilnimu substratu [13].

Chatterjee a Maity [14] ve své studii zkoumali kinetiku 7z situ polymerace pyrrolu na raznych,
bézné se vyskytujicich vlaknech (bavlna, vlna, hedvabi, polyester, nylon, polyakrylova a po-
lypropylenova vlakna). Vlakna byla nejprve vycisténa od bézné se vyskytujicich vosku a ne-
c¢istot. Polymerace probihala za pfitomnosti FeCl; jako oxidacnitho cinidla a para-
toluensulfonové kyseliny (PTSA) jako dopantu, za teploty 5 °C po dobu 1 hodiny. Vldkna
byla poté dukladné promyta deionizovanou vodou, vysuseny a zvazeny. Byl zjistén pfirastek

hmotnosti na jeden metr ¢tverecni povrchu vlaken (Obrazek 6).
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Obrazek 6 Hmotnost polypyrrolu na jeden metr ¢tverecni, na jednotlivych druzich vldken. Zleva: vlna, ba-

vlna, hedvabi, polyester, nylon, polyakrylat, polypropylen. Prevzato z [14]
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Povrch vlaken byl spocitan jako povrch dokonale hladkého vlakna o definovaném praméru.
Ve skutecnosti vSak vechny vlakna majf jistou miru nedokonalosti, riznych supin a dalsich
nerovnosti, které velikost povrchu zvysuji. To se obzvlasté tyka pfirodnich vlaken vlny a
bavlny. V dasledku toho se jevi pfirustek hmotnosti na vypocitany metr ctverecny jako vyssi

¢islo nez odpovida skutecnosti.

Dale bylo provedeno méfeni, jak ovliviiuje pfitomnost vlaken vytézek reakce a jeji rychlostni

konstantu.

Tabulka 1 Vytézky a rychlostni konstanty polymeraci pyrrolu za pfitomnosti raznych druha vlaken

Druh vlikna: m PPy [mg] k [min™-107]
kontrola bez vlaken 276,8 59,9
bavlna 316,8 2413
hedvab{ 280,9 1244
vina 3179 125,7
polyester 314,1 2910
nylon 280,8 240,5
polyakrylat 278,0 72,6
polypropylen 278,0 76,2

Z tabulky je vidét, ze ruzna vlakna ovliviiuji proces polymerace rozdilné. Nejvyssi vytézek
byl zaznamenan na vlaknech vlny, bavlny a polyesteru. Zasluhu na tom ma jina morfologie

povrchu a chemické slozen{ jednotlivych vlaken.

Maiti et al. [15] vytvofili na polyesterové tkaniné (tloust’ka 0,19 mm, 58 g/m? pomoci i situ
oxidativni chemické a elektrochemické polymerace PPy vrstvu a nasledné zkoumali jeji elek-
trické vlastnosti. Tkanina byla nejprve ocisténa pomoci roztoku NaOH (100 g/1, 90 °C, 20
min.). Prvnim krokem byla chemicka oxidativni polymerace. Tkanina byla vloZzena do 0,5 M
roztoku pyrrolu na 20 minut a poté pienesena do 0,75 M roztoku FeCl; ochlazeném na 5 °C
na 5 minut. Nésledovalo dikladné promyti deionizovanou vodou a ususeni pii 60 °C. Dru-
hym krokem byla elektrochemicka polymerace. Reakce probihala v 0,3 M vodném roztoku
pyrrolu a 0,05 M PTSA. Tkanina byla pfipevnéna na anodu. Doba polymerace, teplota a

pouzité napéti se lidily pro vytvofeni vétstho mnozstvi riznych vzorkl. Pii vyzkumu elek-
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trickych vlastnosti jednotlivych vrstev ukazali, ze rezistivita vzniklé vrstvy je zavisla na drs-
nosti povrchu. Pro vrstvy o nizké elektrické rezistivité je tedy vyhodna jejich depozice na

hladké povrchy.

V ¢lanku [16] byla upravena polypyrolem bakteridln{ celuléza. Ta ma oproti celuldze rost-
patibility. Opét se jednalo o 7z situ polymeraci za pouziti FeCls, avSak nyni nasledovalo pokryti
vlaken vrstvou polysiloxanu, pro ziskani jak hydrofobnich, tak oleofobnich vlastnosti. Nej-

vys$si zméfené kontaktn{ thly pro vodu a olej byly po fadé¢ 160,3° a 136,7°.

Cikova et al. [17] vytvoiili vrstvu PPy na PCL nanovldknech piipravenych metodou elektro-
spinningu. Nejprve byl pfipraven 15 hm. % roztok ve smési rozpoustédel DCM/DMF (1:1).
Poté byly pfidany rizné koncentrace pyrrolu. Vysledny roztok byl michan alespon 5 hodin
(750 rpm). Nanovldkna byla pfipravena elektrospinningem z jehly (0,6 ml/hod, 15,6 kV,
vzdalenost elektrod 15 cm). Analyza SIMS ukazala, ze pfipravena nanovlakna skutecné ob-
sahujf pyrrol. Pii ptipravé povrchové PPy vrstvy byl pyrrol rozpustén v 180 ml vody a 60 ml
methanolu spolecné se surfaktantem 2-naftalensulfonatem sodnym (SNS). Oxidacni ¢inidlo
FeCl; bylo rozpusténo v 60 ml vody a promichano s roztokem pyrrolu. Do této polymeracni
lazné byla okamzité vlozena dfive pfipravena nanovlakna. Reakce ponechana 8 hodin, poté
byla vlakna promyta destilovanou vodou a acetonem a vysusena. Clanek se déle zabyval vli-
vem koncentrace Py v PCL roztoku pfed elektrostatickym zvlaknovanim na vysledné vlast-

nosti materialu.

1.4. Konjugaty pyrrolu a cyklodextrinu

1.4.1. Cyklodextriny
Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, vyrabéné enzymatickou degradaci skrobu. Pii-

rodni cyklodextriny se oznacuji jako «, 3, nebo y podle poctu D-glukopyranézovych jednotek
spojenych pomoci glykosidickych «(1,4) vazeb. Pramér vnitfni kavity, ohranicené plastém
glukopyranézovych jednotek, roste se zvysujicim se poctem téchto jednotek. a-CD se sklada
z 6 jednotek a vnitfni pramér kavity ma 5,7 A, B-CD ze 7 jednotek a ma vnitini pramér 7,8
A 29-CD z 8 jednotek a jeho kavita m4 vnitinf pramér 9,5 A. Ve viech pifpadech je vyska
molekuly 7,8 A.
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Obrazek 7 Tvar molekuly cyklodextrinu. Pfevzato z [18]

Na Obrazek 7 je zobrazen tvar molekuly cyklodextrinu. Na levé strané (o mensim praméru)
se nachazi jedna primarni hydroxylova skupina na kazdou glukopyranézovou jednotku.
Prava strana molekuly (o vétsim praméru) je lemovana dvéma sekundarnimi hydroxylovymi
skupinami na glukopyranézovou jednotku. Vnéjsi strana molekuly ma hydrofilni charakter,
zatimco vnitfn{ strana ma charakter hydrofobni. Tato skutecnost vede k schopnosti cyklode-
xtrind vytvaret obzvlasté ve vodnych roztocich inkluzni komplexy s jinymi molekulami, ¢i
¢astmi molekul a tim ménit jejich fyziochemické vlastnosti [19]. Nejrozsifenéjsim pouzitim
této skutecnosti je zvySovani rozpustnosti ve vodé nepolarnich molekul. Nepolarni molekuly
takovymto zpusobem ,,schované“ v kavité cyklodextrinu se stavaji ve vodé rozpustnymi.

Toho se vyuziva napftiklad v pfipadé¢ raznych léciv [20, 21].

Nejpouzivanéjsim typem cyklodextrinu je 3-CD diky snadnosti jeho vyroby a tim padem jeho
nizké ceny. Ten ma vsak ze tif zminénych cyklodextrint nejnizsi rozpustnost ve vodé. Je to
pravdépodobné zpusobeno jeho rozméry, které jsou idealni pro tvorbu intramolekularniho
prstence vodikovych vazeb, kterj narusuje hydrataci samotné molekuly. Resenim je substi-
tuce nékolika hydroxylovych skupin na obou okrajich 3-CD, ¢imz se pferusi tvorba intramo-
lekularniho prstence vodikovych mustka. Z téchto derivata navic nékteré pfinaseji vyhodu
zlep$enych toxikologickych vlastnosti a tak tvofi substituované cyklodextriny vice nez 1/3

vsech cyklodextrinti pouzivanych v 1ékafstvi [20].

. s

Inkluzni komplexy, tedy takové komplexy, kdy jedna molekula vstupuje do druhé, se nazyvaji
také komplexy ,,hosta a hostitele®. Cyklodextrin je typickym piikladem hostitele. Na tvorbé
téchto komplexu se podili cela fada sil. Kromé jiz zminéného vlivu hydrofobniho prostfedi,
také dochazi k interakci hosta a hostitele pomoci Van der Waalsovych sil, ¢i vodikovych
mustkd. Velikost molekuly hosta hraje pfi tvorbé inkluzniho komplexu velkou roli. Prvnim

pfedpokladem je, aby byla molekula ¢i jeji ¢ast, ktera ma vytvofit inkluzni komplex, mensi
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nez je velikost kavity cyklodextrinu. Teoreticky by bylo mozné, aby se molekula ¢i jeji ¢ast,
vnofila do kavity cyklodextrinu velmi natésno, avsak komplexy s molekulami o néco mensimi

se vyznacuji znacné vyssi stabilitou. [22]

1.4.2. Syntéza konjugatu pyrrolu a 3-CD

V této podkapitole budu pojednavat o syntéze konjugata pyrrolu a B-CD 1 a 2, které budou
pouzity k pfipravé modifikovanych polypyrrolovych vrstev. Tato syntéza je popsana v dosud
nevydaném ¢lanku autord Ing. Jana Lukaska, Ing. Markéty Rezankové, Ph.D., prof. Ing.
Ivana Stibora, CSc. a RNDr. Michala Rezanky, Ph.D.

Diky vysoké reaktivité pyrrolu na a pozici probiha naprosta vétsina elektrofilnich substituci
pravé na této pozici. OvSem derivaty pyrrolu s jiz obsazenou o pozici nepodléhaji polyme-
ra¢nim reakcim. Proto je potfeba smérovat modifikaci pyrolu do B pozice. Existuji také pii-
pady polypyrrolu s substituovanym vodikem na dusiku, avsak tyto polymery se vyznacuji
vyrazné zhor$enymi vlastnostmi, zejména $patnou elektrickou vodivosti. Moznym fesenim
tohoto problému je snizeni reaktivity a-polohy, nékterou z chranicich skupin. Jedna se o na-
vazani konkrétnich funkénich skupin na dusik pyrrolu. Tyto chranici skupiny mohou fungo-
vat na n¢kolika principech. Jednim z nich je snizeni elektronové hustoty aromatu pfipojenim
elektron akceptorni skupiny, ¢ehoz vyuziva napfiklad p-toluensulfonylova skupina. Nevyho-
dou tohoto pfistupu je znemoznéni reakce nékterych elektrofilnich cinidel, ¢i nevyhodné
pomeéry vytézkua o a 3 substituovanych derivatd. Dalsi moznosti je sterické chranéni a pozice,
kdy se na dusik pfipoji velmi objemna skupina, ktera znemozni elektrofilnimu c¢inidlu atak
na o pozici. Jednou z nejpouzivanéjsich chranicich skupin zalozenych na tomto principu je
triisopropylsilyl (TIPS). Toto chranéni neni 100% a vznikaji i « substituované derivaty py-
rrolu, nicméné ty vétsinou nenf problém odstranit pomoci sloupcové chromatografie. Dalsi
vyhodou této skupiny je snadna odstranitelnost pomoci fluoridu tetraalkylamonného. TIPS-

pyrrol 1 je komeréné dostupny a pravé on poslouzil jako prekurzor pro dalsi syntézu.

o "

N T2 'i‘ 67 %, ne5 | 64 %, 15 |

TIPS TIPS 43 %, n=10 TIPS 51 %, n=10 TIPS

1 2 3 4
n=5 10

Obrazek 8 Syntéza derivatu 4
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Prvnim krokem byla bromace derivatu 1 pomoci bromacniho ¢inidla NBS. Tato reakce s 1.
ekv. NBS dava vzniknout smési monosubstituovanych derivati pyrrolu. Jejich pomér zavisi
na zvolené teploté reakce. Pfi laboratorni teploté je pomér B:a substituovanych derivata py-
rrolu asi 2:1. Pii snizeni teploty na -78 °C se tento pomér dostane na 19:1. [23] Vytézek
tohoto reakéniho kroku byl 82 %.

Dalsim krokem byla syntéza 3 substituovanych jodoalkyla pyrrolu, coz bylo provedeno alky-
laci lithnych intermediata. Ty byly pfipraveny lithiaci 2 pomoci #-Buli pii 0 °C. Po jedné
hodiné michani byl pfidan 1,5-dijodopentan, nebo 1,10-dijododekan. Reakce byla ukonéena
pfidanim nasyceného roztoku NH4Cl a vyextrahovana hexanem. Ziskany produkt musel byt
pfecistén pomoci sloupcové chromatografie. Vytézek tohoto reakéniho kroku byl 67 % pro

n=5 a 43 % pro »=10.

Podobnym postupem byl z 3 pfipraven 4. Derivat 3 byl lithiovan pomoci ~Buli a nasledné
probublan CO,. Reakce byla ukoncena pfidanim nasyceného roztoku NH4CI a vyextraho-
vana chloroformem. Produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie. Vytézek to-

hoto reakéniho kroku byl 64 % pro #=5a 51 % pro »=10.
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Obrazek 9 Syntéza derivatu 8
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Déle byla provedena syntéza 6"-amino-6*-deoxy-3-cyklodextrinu podle ¢lanku [24]. Jedn4 se
o pomérn¢ jednoduchou syntézu, ktera je avsak vice narocna na cas potfebny k pfecist’ovani
jednotlivych produktt. U jednotlivych krokt (kromé prvniho) je dosahovano témeét kvanti-
tativnich vytézka.. Prvnim krokem byla tosylace B-cyklodextrinu pomoci tosyl (p-toluensul-
fonyl) chloridu 6. Dale nasledovala zaména tosylu za azid 7 pomoci azidu sodného a jeho

nasledna redukce na amin 8 pomoci trifenylfosfinu.

Zbyvala pouze konjugace jiz pfipravenych derivati 4 a 8. Ty byly spole¢né vlozeny do banky,
navic k nim byl pfidan PyBOP, rektant pouzivany pii couplingu peptidu a slouzici k aktivaci
karboxylové skupiny. Tyto slouceniny byly rozpustény v DMF, nasledné k nim by pfidan
DIPEA. Reakéni smés byla nechana michat po 16 hodin pfi laboratorni teploté. Dale k nim
byl pfidan Et;:N a HF, pro odstranéni TIPS chranic{ skupiny. Po dalsi hodiné byly vsechny
rozpousteédla odpafeny a nazloutly olejovity produkt byl vysrazen v acetonu. Bila srazenina
byla zfiltrovana na frité. Reakce probéhla ve vytézku 86 % pro konjugat 9 a 71 % pro kon-
jugat 10. Vytézek celé syntézy vuci vychozimu TIPS-Py 1 je 20 % pro konjugat 9 a 13 % pro

konjugat 10.
O —
NH
NH2 NHW
n
o) o)
COOH
/I § HO OH § Ho OH
HO HO
+ OH| g — OH| O
N 86 %, n=5
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OH OH
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Obrazek 10 Syntéza konjugata 9 a 10
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2. Experimentalni Cast

Analytické metody:

NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL JNM-ECZR 500 MHz. Jako rozpoustédlo byl
pouzit deuterovany chloroform ¢i dimethylsulfoxid, ke kterému byly vztazeny posuny v ppm.
Spektra méfil doc. Ing. Bohumil Dolensky, Ph.D. na Ustavu analytické chemie VSCHT
Praha.

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru AB Sciex 3200 QTRAP s

pfipojenym kapalinovym chromatografem Thermo Ultimate 3000.

SEM snimky pofidil Ing. Pavel Kejzlar, Ph.D. z Oddéleni pfipravy a analyzy nanostruktur
CXI TUL na piistroji UHR FE-SEM ZEISS Ultra Plus.

Chromatografické metody:

TLC analyzy byly provadény na silikagelovych foliich Silica gel Fasy (Merck). Detekce byla
provadéna pomoci UV lampy P-lab s vlnovym rozsahem 254 a 365 nm. Sloupcova chroma-

tografie byla provadéna na silikagelu 60 (Merck).
Chemikalie a rozpoustédla:

Pouzité chemikalie byly dodany firmami Sigma-Aldrich, Acros, Penta a pfed pouzitim nebyly
dale cistény, pokud neni uvedeno jinak. Rozpoustédla byla pfed pouzitim destilovana, a po-
kud bulo nutné tak susena podle klasickych laboratornich pfedpist a skladovana nad aktivo-

vanymi molekulovymi sity o praméru 1,6 mm s velikostf pora 4 A.

2.1. Ptiprava polypyrrolovych vrstev

Z PCL nanovlaken byl vystfizen ¢tverec o rozméru 7 x 7 cm a nasledné upevnén do teflo-
nového ramecku pomoci nerezovych sroubtd. Nanovlakna byla ponofena do 0,01 M roztoku
NaOH na 5 minut, z toho prvni minutu byla sonifikovana. Po péti minutach byla nanovlakna
oplachnuta destilovanou H,O proudem ze stficky, 1 minutu sonifikovana v H,O a znovu

oplachnuta proudem ze stficky.

Ve 250 ml Erlenmayerové bance bylo smichano 120 ml methanolu a 80 ml destilované vody,
pro vytvoteni 60% (v/») methanolu, ktery slouzil jako rozpoustédlo. Do uzaviratelné plastové

nadobky bylo nalito 120 ml rozpoustédla a pfidano 140 ul cerstvé destilovaného pyrrolu (tak
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aby vysledna koncentrace v lazni byla 0,01 mol/l). Do nidobky bylo pfidino magnetické
michadlo a roztok pyrrolu byl dikladné promichan. Poté byl do lazné ponofen ramecek
s vlakny, ktery zde byl ponechan po dobu 90 minut, za mirného michani (100 rpm). Po této
dobé¢ bylo do lazné pfidano 380 mg PTSA (1 ekv.) a 779 mg FeCl; (2,4 ekv.) rozpusténé v 80
ml 60% MeOH. Ponechano michat po dobu ti{ dnt. Po této dobé ptuvodné bila vlakna uplné

zCernala, coz je znakem vytvofeni polypyrrolové vrstvy.

Po vyndani vzorku z polymeracni lazné byl dukladné oplachnut vodou a ponofen na 5 minut
do destilované vody a zaroven sonifikovan, aby doslo k rozpusténi a vymyti zbytka FeCl; a
k odpadnuti ¢astic polypyrrolu, které se vytvoii na povrchu vrstvy. Stifdani oplacht a sonifi-
kace po dobu jedné minuty ve vodé bylo provedeno tfikrat. Nasledoval oplach a sonifikace

v methanolu a posledni oplach a sonifikace ve vodé. Vzorky byly vysuseny v exikatoru.

2.2. Pfiprava modifikovanych polypyrrolovych vrstev

Vzorky PCL nanovldken byly pfipraveny stejné jako v pii-

O
padé¢ nemodifikovanych vrstev, tedy upevnény do ramecky CHZ}\(
a oplachnuty v roztoku NaOH. / \ NH
H

5
V Erlenmayerové baice bylo pfipraveno 80 ml 60% me- H o
thanolu. Do uzaviratelné plastové nadobky bylo vlozeno Q" Ho OH
40 ml rozpoustédla a 32,5 mg derivatu pyrrolu 9 (tak aby Q OH| O
vysledna koncentrace v polymeracni lazni byla 0,5 0
mmol/I). Roztok byl po dobu jedné minuty podroben so- oH
nifikaci, ¢imz se latka 9 rozpustila. Déle bylo do roztoku 6
vlozeno 33 pl cerstvé destilovaného pyrrolu (tak aby vy- 9
sledna koncentrace v polymeraéni lazni byla 9,5 mmol/I). Nadobka byla vloZena na tfepacku,
protoze diky snizenému objemu polymeracni lazné se jiz pod ramecek s PCL nanovlakny
neveslo magnetické michadlo. Po kratkém protfepani lazné do ni byl vloZzen rimecek
s vlakny, ktery v ni byl ponechan tfepat na dalsich 90 minut (50 rpm). Po této dobé byl do
roztoku pfidano 195 mg FeCl; (2,4 ekv. vici celkovému mnozstvi pyrrolu) a 95 mg PTSA (1
ekv. vuci celkovému mnozstvi pyrrolu) rozpusténych v 10 ml 60% MeOH. Polymerace byla

ponechana probihat za laboratorni teploty a mirného tfepani (50 rpm) po dalsi 3 dny. Po této

dobé vlakna zcela zc¢ernala.
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Cerné vzorky byly poté oplachnuty stejnym zptsobem jako nemodifikované polypyrrolové
vrstvy. Tedy: oplach a sonifikace po dobu 5 minut ve vodé, 3x oplach a sonifikace ve vodé
po dobu 1 minuty, oplach a sonifikace v methanolu po dobu 1 minuty a oplach a sonifikace

ve vodé po dobu 1 minuty. Vzorky byly vysuSeny v exikatoru.

2.3.  O-[(253S,4R,55)-(1,3-dithiolan-2-y1)-2,3,4,5-tetrahydroxy-

pentyl]adamant-1-ylkarbamothionat

Do dvou 10 ml ban¢k bylo navazeno
2x 25 mg adamantylisothokyanatu /U\
spole¢né s magnetickymi michadly

a nasledn¢ rozpusténo v 1 ml suchého

DMEF. Do jedné z ban¢k bylo dale vlo-

HIO
HIO
T

HO

R

zeno 0,1 ml pyridinu. Do obou banc¢k bylo pfikapano 50 mg 2-D-glukozyl-1,3-dithiolanu

O“l

rozpustéeného v 1 ml DMF. Ponechano reagovat za laboratorni teploty a stalého michani
do druhého dne. Pomoci TLC (eluent EtOAc : MeOH 5:1) bylo zjisténo, ze nedoslo k reakci
a oba reaktanty zustavaji v reakéni smeési. Teplota reakce byla upravena na 40 °C. Za téchto
podminek byla ponechana za stalého michani do dalsiho dne. Dalsi TLC analyza prokazala

stalou pfitomnost obou reaktanta.

2.4. N-(adaman-1-yl)heptadekafluorononan-1-ylamid

Do 4 ml vialky s vickem uzptsobenym pro piistup jehlou 0
bylo navazeno 20 mg adamantylaminu. Do vialky bylo vlo- )k( CF
zeno magnetické michadlo a1 ml cerstvé destilovaného H CF;):

THF. Hamiltonovou sifkackou bylo pfidano 6 pl pyridinu.
Po chvili michani bylo pfidano 35 mg heptadedekafluoro-
nonanylchloridu rozpusténych v 0,5 ml THF. Okamzité po pfidani se vytvofila bila sraze-
nina. Reakéni smés byla nechana reagovat za laboratorni teploty a stalého michani po 2
hodiny. Poté byla reakcéni smés pfefiltrovana pfes kolonu silikagelu (eluent hexan: EtOAc
3:1). Filtrat byl odpafen za snizeného tlaku na vakuové rotacni odparce. Bylo ziskano 41 mg

bilého prasku.
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2.5. 5-[(adamant-1-yl)amin]-2,2,3,3,4,4-hexafluoro-5-oxopenta-
nova kyselina

2.5.1. Postup Aa B

Do 25 ml banky bylo navazeno 100 mg adamantylaminu o o
(0,66 mmol) a ponechano susit v exikatoru. Druhého

dne bylo do banky vlozeno magnetické michadlo a banka @\ H&CF%OH
byla uzaviena septem. Dale byly do banky pfidany 3 ml

cerstvé destilovaného THF a probublany argonem. Po 13

probublani byla do septa zabodnuta jehla pfipojena k baléonku naplnéném argonem. Do su-
ché zaseptované 10 ml srdcové banky bylo dano 1,5 ml THF a nasledné probublano argo-
nem. Dale do nif bylo pfidano 98 pl hexafluoroglutaranhydridu (1,1 ekv.). Po promichani byl
obsah srdcové banky pfikapan k roztoku adamantylaminu. Pfi pfikapavani se vytvofila bila
mlha, ktera po ukoncen{ pfikapavani zmizela. Prazdna srdcova banka byla proplachnuta dal-
$im 1,5 ml THF, které bylo pfidano do rekcéni smési. Po 30 minutach byla pomoci TLC
(eluent hexan:EtOAc 1:1, obarveno molybdenanem amonnym cericitym) zjisténa nepiitom-

nost adamantylaminu v reakéni smési. Pfebytek hexafluoroglutaranhydridu byl odpafen na

rotacn{ vakuové odparce za snizeného tlaku, pii 30 °C. Bylo ziskano 150 mg bilého prasku.

Postup B pouziva Et:N jako rozpoustédlo a poloviéni navazky reaktanti proti postupu A.

Po odpateni rozpoustédla bylo ziskano 43 mg naoranzov¢lé latky medovité konzistence.

2.5.2. Postup C
Do 25 ml banky bylo navazeno 50 mg adamantylaminu (0,33 mmol) a 2 ekv. K,COs. Po

pfidani magnetického michadla byla banka zaseptovana a reaktanty byly rozpustény v 6 ml
cerstve destilovaného THF, probublany argonem a ponechany michat pod balénkem s ar-
gonem. 1,1 ekv. hexafluoroglutaranhydridu (50 ul) bylo rozpusténo v 1 ml THF a pfikapano
do reakén{ smési. Zbytky roztoku hexafluorglutaranhydridu byly rozpustény v 1 ml THF a
téz prikapany do reakcni smési. Reakce byla monitorovana pomoci TLC. Po 1 hodiné byl
pfebytek hexafluoroglutaranhydridu odpaten za snizené¢ho tlaku na vakuové rota¢ni odparce
spole¢né s rozpoustédlem. Produkt byl rekrystalovan z vody, pro zbaveni se KoCOs. Bylo

ziskano 20 mg bilého prasku, ktery byl odeslan na NMR analyzu.
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2.5.3. Postup D

Do suché 50 ml banky s magnetickym michadlem bylo vlozeno 100 mg adamantylaminu
(0,66 mmol), zaseptovano a nasledné rozpusténo v 10 ml cerstvé destilovaného DCM. Roz-
tok byl probublan argonem a ponechan pod balonkem s argonem. Do banky bylo dale pii-
dano 6 ekv. EtN (550 ul) a reakéni smés byla ochlazena na 0 °C. 1,5 ekv.
hexafluoroglutaranhydridu bylo rozpustén v 3 ml DCM a pomalu pfikapano do reakéni
smési. Dalsi 2 ml DCM byly pouzity k vyplachnuti banky se zbytky hexafluoroglutaranhyd-
ridu, které byly také pfikapany do rekéni sméesi. Reakce byla dale chlazena na 0 °C za stalého
michani. Po 3 hodinach byla reakce ukoncena pfidavkem vody. Reakéni smés byla extraho-
vana mezi 1% HCl a chloroform. Vodna faze byla odpafena a byly ziskany ciré krystaly, které
byly rekrystalovany z DCM. Jejich analyzou vsak byly identifikovany jako Et:NHCI. Po od-

pafeni organické faze bylo ziskano 17 mg bilého prasku.

2.6. N-adamant-1-yl- N-fluoresceinthiomocovina

V 50 ml bance s magnetickym michadlem HO
bylo navazeno 310 mg FITC (0,79 mmol) a 1
ekv. adamantylaminu (120 mg). Reaktanty
byly rozpustény v 30 ml cerstvé destilova-
ného THF, probublany argonem a drzeny
pod septem s balonkem naplnénym argo-

nem. Reakéni smés byla ponechana pfi labo-

ratorni teploté reagovat po dobu 3 dni. Po
této dobé¢ bylo rozpoustédlo odpateno za sni-
zeného tlaku pfi 40 °C na rotacni vakuové odparce. Produkt byl pfecistén pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel, jako eluent bylo pouzito CHCl::MeOH v opméru 5:1). Bylo zis-

kano 316 mg oranzového prasku.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Ptiprava polypyrrolovych vrstev

Jak ukazal clanek [14], prabéh 7z situ polymeraéni reakce je ovlivnén pouzitym substratem,
na kterém PPy vrstva vznika. Proto bylo nejprve pfistoupeno k tvorbé nemodifikované po-
lypyrrolové vrstvy. Dalsim duvodem pro tvorbu nemodifikované vrstvy byla moznost na-
sledného porovnani jejich adsorbcnich vlastnosti s vrstvou modifikovanou. Pro tvorbu
vrstvy byly pouzity dva druhy substratu: prvnim byla PCL nanovlakna o praméru 1 um, pfi-
pravena elektrostatickym zvlaknovanim, a druhym byla rovnobézné orientovana PCL mikro-

vlakna vytvofena metodou ,,drawing® (tazenim).

Vzorky z nanovlakenné textilie byly pfipraveny nasledujicim zptisobem: nejprve byl upraven
jejich tvar na ¢tverec o rozmérech 7 x 7 cm, coz byla velikost ramecku, do kterych byla textilie
nasledné upevnéna. Vnitinf rozmér ramecku byl 4 x 4 cm, coz byla také plocha, kterou byla
textilie pfistupna pro depozici polypyrrolu. Upevnéni do ramecku bylo nutné z davodu za-
chovani tvaru vzorka pfi polymeraci, pfi neupevnéni by dochazelo ke srolovani textilie do
koule, kterou by vznikajici polypyrrol spojil do jednolitého celku, jiz obtizné rozmotatelného.
Teflon jako material, ze kterého byly ramecky vyrobeny, ma tu vyhodu, Ze je chemicky inertni
vuci béznym rozpoustédlim a kyselinim. Po probéhnuti polymeracni reakce ho tedy lze jed-

noduse vycistit od usazeného polypyrrolu peroxosirovou kyselinou a vyuzit znovu.

Rovnobézné orientovana vlakna byla upevnéna na PMMA valecku o praméru 1 cm (Obrazek
11). Ten byl v jednom misté¢ pfefiznut a nasledné stazen plastovym krouzkem o mensim
praméru, nez mél valec ve volném stavu. Mezi tento krouzek a valec byla vlozena vlakna,
ktera zde tlakem sevfeného vélce na krouzek drzela. Vlakna byla takto upevnéna jiz z procesu

jejich vyroby na KNT FT TUL.

Obrazek 11 Upevnovaci valecky pro rovnobézné orientovana PCL mikrovlakna.

29



Pro moznost komparativniho sledovani zmén na vlaknech byly vzorky rozdéleny do nasle-

dujicich skupin:

A — Nemodifikované vzorky - kontrola

B — Oplach 0,01 M roztokem NaOH

C — Oplach 0,01 M roztokem NaOH + polymerace pyrrolu

D — Oplach 0,01 M roztokem NaOH + polymerace pyrrolu s pfidavkem dopantu (PTSA)

Vzorky B, C, a D byly nejprve vlozeny do 0,01 M roztoku NaOH kvuli odstranéni piipad-
nych necistot z jejich povrchu. Vzorky C a D byly dale pokryty vrstvou polypyrrolu. Detailni
postup polymeracni reakce je uveden v experimentdlni sekci. Nejprve probihalo syceni
vzorkt v roztoku pyrrolu, diky tomu mohl pyrrol plné prostoupit celou strukturu textilie a po
polymeraci vytvofit obal kolem jednotlivych vliken. Po nasyceni vzorka bylo pfidano oxi-
dacni ¢inidlo. Za to bylo zvolen FeCls, jednak diky své cen¢ a dostupnosti, ale zejména proto,
ze poskytuje polypyrrol o velmi dobré kvalité a el. vodivosti. Pfi pouziti sinéjstho oxidacniho
¢inidla by vznikalo vice inicia¢nich center a vznikaly by kratsi PPy fetézce. K vzorku D byla
navic pfidana kys. para-toluensulfonova (PTSA) jako dopant. Svou pfitomnosti by méla vy-

razné zlepsit el. vodivost vysledného produktu.

Vsechny vzorky byly podrobeny zkoumani morfologie jejich povrchu na SEM.

a'AM 1 pm (X WD= 43 mm
|—| T 7 Sample ID =

Obrazek 12 SEM obrazek textilniho vzorku A — PCL nanovlikna
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Mag= 10.00 WD = 41mm Signal A=InLens
Sample ID =

Mag= 1000KX WD= 47mm Signal A= InLens
Sample ID =

Obrazek 14 SEM obrazek textilniho vzorku C — PCL nanovlakna s vrstvou PPy
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Mag= 10.00KX WD= 47mm Signal A= InLens
EHT = 2.00 kV Sample ID =

Obrazek 15 SEM obrazek textilnitho vzorku D — PCL nanovldkna s dopovanou vrstvou PPy

Na vsech SEM snimcich vidime, ze se jedna o ndhodnou splet’ vldken, tak typickou pro
produkty elektrostatického zvlaknovani. Vlakna maji skutecné prameér kolem 1 pm, avsak
rozpéti praméru je pomérné Siroké. Vzorky A (Obrazek 12) a B (Obrazek 13) se od sebe
morfologii povrchu pfilis nelisi. Oplach na roztoku NaOH tedy nezanechal zadné viditelné
zmeény. Na vzorcich C (Obrazek 14) a D (Obrazek 15) jiz mtzeme pozorovat drobné nerov-
nosti na povrchu nanovlaken zptusobené deponovanym PPy. Také muzeme pozorovat, ze
mikroskop je schopen lepsiho rozliseni a vlakna tolik ,,nesviti“. Zhorsena kvalita obrazu na
obrazcich 12 a 13 je zptisobena nabifjenim vzorku, ke kterému jiz na obrazcich 14 a 15 nedo-
chazi, diky vodivé vrstve PPy na povrchu vliken. Mezi vzorky C a D nejsou pozorovatelné
vétsi rozdily, muzeme tedy usoudit, ze dopovani polypyrrolu pomoci PTSA nema vliv na
morfologii povrchu. Na nékterych mistech na vzorcich C a D se vsak objevuji v PPy vrstvé
defekty (Obrazek 17), v podobé¢ pferuseni vrstvy polypyrrolu, které zde mohly vzniknout pfi
manipulaci se vzorkem. V jednom takovém defektu byla zméfena tloust’ka PPy vrstvy (Ob-
razek 17), ktera v tomto misté byla 60 nm. Obecné z méfeni na vice mistech vime, Ze

tloust’ka vrstvy se pohybuje mezi 50 a 80 nm.
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3 J
Y] 2 pm Mag= 10.00KX WD= 47mm Signal A= InLens Date €p 2017 zppxs
7 EHT = 2.00 kv Sample [D = [ xI-TUL

Obrazek 16 Defektni misto v PPy vrstve v textilnim vzorku D

Mag= 9448KX WD= 47mm Signal A= InLens
EHT = 2.00 Sample [D =

Obrazek 17 Méfen{ tloust’ky PPy vrstvy na povrchu textilntho vzorku D

Podobn¢ na tom morfologicky byly také vzorky rovnobézné orientovanych mikrovlaken. Na
obrazku 14 vidime mikrovlakno o praméru 10 um bez jakékoliv modifikace. Na povrchu Ize
pozorovat pory charakteristické pro PCL mikrovldkna vyrobena metodou ,,drawing®. Vzo-
rek B vypadal stejné jako v pfipadé textilnich vzorkd, mél shodnou morfologii se vzorkem

A, proto zde neni zobrazen. Vzorky C a D jsou zastoupeny v podobé¢ obrazku fezu vlaken.
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Ty vznikly zmrazenim vzorku v kapalném dusiku a naslednym kolmym fezem zmrazeného
vzorku skalpelem. Na obrazku vzorku C (Obrazek 19) si mizeme detailné prohlédnout mor-
fologii PPy vrstvy a pozorovat efekt nabijeni nevodivého PCL jadra vlakna. Na obrazku 20
vidime zméfenou tloust’ku vrstvy vzorku D, kterd i v tomto pfipadé byla mezi 50 a 80 nm,

konkrétné 62 nm.

]2 pm Mag= S500KX WD=30mm Signal A= InLens Date :9 Oct 2017

ZFISX
P — EHT = 2.00kV Sample ID = AM, CxI-TUL

.

Obrazek 18 SEM obrizek mikrovlakenného vzorku A

]2 pm dag = {X WD=46mm Sjgnal A= InLens Date :9 Oct 2017
P P 2.00 kv Sample ID = AM, CxI-TUL

ZEISX

.

Obrazek 19 SEM obrazek fezu mikrovlakenného vzorku C
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Mag= 29.07KX WD=37mm Signal A= InLens Date 9 Qct 2017 gppeg
EHT = 2.00 Sample [D = [ 1, CxI-TUL

-

Obrazek 20 SEM obriazek mikrovlakenného vzorku D

3.2. Ptiprava modifikovanych polypyrrolovych vrstev

o)
CH,
n
i\ NH
N
N o)
o)
HO OH n=5 9
HO =
on| & =10 10
o)
OH

Obrazek 21 Chemicka struktura derivata pyrrolu 9 a 10

Nejprve byl proveden pokus o polymeraci pyrrolového derivatu 10 v malém mnozstvi roz-
poustédla, za pouziti raznych oxidac¢nich ¢inidel, pro zjisténi jejich schopnosti iniciovat po-
lymerac¢ni reakei. Oxidaé¢ni ¢inidla byla vybrana dle clanka [25, 206], které porovnavaji ucinky
jednotlivych oxida¢nich cinidel. Byla vyzkousena nasledujici oxidac¢ni cinidla: FeCls,
Fe(NO3)s, Fex(SOy)s, KsFe(CN)g, CuCly a (NH4)2S:0s. Nékolik mg modifikovaného pyrrolu
se nechalo rozpustit ve vod¢ a za pfidavku oxida¢niho ¢inidla se nechalo michat pfi pokojové
teploté. Po jednom dni, kdy nenastala zadna barevna zména (polypyrrol se vyznacuje vyrazné

¢ernou barvou, ktera by v reakéni smési byla lehce pozorovatelna), byla smés zahifvana 1 den
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na 50 °C a dalsi den na 70 °C. Bohuzel ani po této dob¢ a za této teploty se ani v jedné reakci
nevytvofila ¢erna srazenina indikujici uspésnou polymeracni reakci. Jednim z moznych vy-
svétlenf nemoznosti tvorby polymerniho fetézce mohou byt sterické davody. Tedy ze po-
mérné velké molekuly cyklodextrinu nemaji dostatek mista, aby se mohly energeticky
vyhodné uspofadat okolo fetézce polypyrrolu. Dalsim divodem by mohlo byt, Ze dochazi
k rychlé tvorbé intra-, nebo intermolekularnich inkluznich komplexa CD — Py. Pyrrol je pak
nepiistupny dal§sim reakcim. Z tohoto davodu byla provedena polymerace derivatu 2 znovu,
tentokrat s pfidavkem toluenu, ktery vytvafi s § — cyklodextriny velmi stabilni komplexy, ka-
vita cyklodextrinu by pak méla byt nepiistupna k tvorbé komplexi CD — Py. Polymerace
vsak za téchto podminek ani po dvou dnech neprob¢hla. Do reakce byl dale pfidan cetrimo-
nium bromid jako surfaktant, nicméné bez jakéhokoli efektu, derivat pyrrolu stale zastaval

v reakéni smési nezpolymerovan.

Bylo proto pfistoupeno k tvorbé kopolymeru sloZzeného z modifikovaného a nemodifikova-
ného pyrrolu v molarnim poméru 1:19 (vice nemodifikovaného pyrrolu). Tento pomér byl
zvolen nizsi z davodu vysoké molekulové hmotnosti modifikovaného pyrrolu My 9 =
1296,5 g/mol, My 10 = 1367,36 g/mol) a pomérné dlouhé a nikladné syntéze. Byly prove-
deny pokusy s detivaty pytrolu 9 a 10. Pyrrol ma molekulovou hmotnost My, = 67,09 g/mol,
vysledny pomér hmotnosti jednotlivych navazek monomert byl tedy skoro 1:1. Detailni po-
stup piipravy kopolymernich vrstev je popsan v experimentalni ¢asti. Jako substratu bylo
pouzito stejnych PCL nanovlaken jako v kapitole 3.1. Tyto vrstvy byly uspésné pfipraveny,
jejich barva se pfilis nelisila od vrstev pfipravenych z nemodifikovaného pyrrolu. Po probéh-
nutf sz sitn polymerace derivatu 9 byla z obsahu polymeracni lazné vyhotovena hmotnostni
spektra. Z nich lze pozorovat, ze v polymeracni lazni se Zadny derivat pyrrolu 9 nevyskytuje

a pravdépodobné tedy vSechen zpolymeroval.

Nabizi se otazka, jaké mnozstvi molekul cyklodextrinu je doopravdy piistupné k tvorbé in-
kluznich komplext. Vhodné molekuly se musi nachazet na povrchu vrstvy a nesmi mit jiz
obsazenou kavitu jinou molekulou. Pfi polymeraci muze dojit napfiklad k vytvofeni inter-
molekularniho komplexu, ktery vsak bude zpolymerovan, a tak bude polymerni fetézec pro-
chazet skrz kavitu cyklodextrinu. Pro kvantifikaci téchto ,,aktivnich center bylo v dalsi

kapitole navrzeno nékolik metod.
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3.3. Metody sledovani poctu aktivnich center

Pro kvantifikaci aktivnich center na povrchu modifikované polypyrrolové vrstvy byla navr-
zena dvojice piistupt, které byly pouzity. Oba spocivaji v navrhu a syntéze takové molekuly,
ktera bude schopna tvorby inkluzniho komplexu s 3-cyklodextrinem. Protoze tyto komplexy
maji nejvyssi stabilitu ve vodném prostiedi, je vhodné, aby byla nimi navrzena molekula

rozpustna ve vodé. Metody se lisi ve zpasobu detekce molekul.

Prvni metoda je zaloZena na rozdilném prvkovém slozeni vrstvy a detekénich molekul. V nej-
idedln¢j$im pifpadé by méla detekéni molekula obsahovat prvek, ktery se v chemickém slo-
zeni polypyrrolové vrstvy nevyskytuje. Po vytvofeni komplexa bude zjisténo, jaky je obsah
tohoto nového prvku ve vrstvé, napfiklad pomoci plosné analyzy EDS, a z tohoto udaje
bude mozné jednoduse spocitat, jaka je koncentrace aktivnich center na povrchu modifiko-
vané vrstvy. Také byla snaha o navrh latek s co nejjednodussi syntézou. Proto jsou zakladem

navrzenych molekul pfedevsim komercéné dostupné latky.

Druha metoda spociva v pfidani fluorescencni ¢asti molekuly. Po vytvofeni komplexti bude
mozné provést spektrofotometrickou analyzu a porovnat jeji vysledky s vrstvou nemodifi-
kovanou. Kvantitativni analyza by mohla byt provedena porovnanim s referenéni fadou. Ne-
byla by to vSak kvantifikace velmi pfesna, protoze bychom porovnavali intenzitu emise
z pevné latky a z roztoku. Pro pfesnou kvantifikaci bychom museli vytvofit fadu vrstev s de-
finovanymi pocty aktivnich center a nasledné urcit neznamou koncentraci aktivnich center
podle Lambert-Beerova zakona. Coz bohuzel neumime. Postacime si tedy s informaci, jak se

zméni intenzita emitovaného zafeni ve srovnani s nemodifikovanou vrstvou.

3.3.1. Detekeni molekula obsahujici siru

OH OH pyridin, DMF
: H S -
Ny + HO/Y\é/\Q - .
°xs OH OH s >

>=
2”

Obrazek 22 Chemicka reakce pro pfipravu slouceniny 11
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Prvni navrzenou molekulou byla sloucenina 3. Sklada se z adamantylové ¢asti, ktera bude
s B-CD vytvaret komplex, glukézova ¢ast by méla zajistit rozpustnost ve vodé a thioacetal
obsahuje dva dalsi atomy siry, které zvysi intenzitu signalu pfi EDS analyze. Siru také obsa-

huje isothiokyanat, ktery vytvofi spojku mezi adamantylovou a glukézovou ¢asti molekuly.

Syntéza byla provedena v suchém DMF v inertni atmosféfe, za pokojové teploty. V jednom
piipadé i s pfidavkem pyridinu jako baze. Po jednom dni reakce bylo TLC analyzou zjisténo,
ze obé¢ vychozi latky zustavajf stale v reakéni smési. Teplota byla proto zvysena na 40 °C. Po
dalsich dvou dnech byla opét provedena TLC analyza, ktera prokazala pouze pfitomnost

obou reaktantti v reakéni smési. Bylo tedy pfistoupeno k syntéze jinych molekul.

3.3.2. Detekéni molekuly s obsahem fluoru

Q pyr|d|n THF
+ CF,
NH, Cl CFQ/ CFj/
7

Obrazek 23 Chemicka reakce pro pfipravu slouceniny 12

Dalsi navrzenou molekulou byla sloucenina 12, tentokrat obsahujici fluor. Opét byla pouzita
adamantylova ¢ast, ktera bude tvofit komplex s $-CD. Reakce byla provedena v THF,
v inertni atmosféfe, s pfidavkem pyridinu, za pokojové teploty. Produkt byl pfefiltrovan na
koloné¢ silikagelu a odpafen do sucha. Byl ziskan bily prasek, ktery byl nasledné analyzovan
pomoci hmotnostni spektrografie. Nevyhodou této molekuly je, Ze neni rozpustna ve vode,

tedy vzniklé komplexy nebudou tak stabilni.
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Obrazek 24 Hmotnostni spektrum produktu 12

V hmotnostnim spektru mazeme spolehlivé urcit pik 598,3 patfici k slouceniné¢ 12. Také mu-
zeme pozorovat, ze se zde nevyskytuji vychozi reaktanty (M, = 151,25 g/mol a 482,52
g/mol). Nicméné vidime ze latka neni uplné cistd, nebot’ se zde vyskytuji i dalsi nepfifazené
piky, zejména 282,4 a 304,4. Z diavodu potieby dalsiho ¢isténi vzniklého produktu a zaroven

toho, Zze molekula 12 neni rozpustna ve vode¢, byla dalsi prace v tomto sméru ukoncena.

Dalsi navrzenou molekulou byla molekula 13. Ta podobné jako molekula 12 obsahuje atomy

fluoru a spojeni adamantylové casti a fluorovaného fetézce je realizovano pomoci amidické
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vazby. Molekula nicméné obsahuje karboxylovou skupinu, tedy pujde z ni reakci se zasadou

vytvofit pifslusna sul, ktera by jiz mohla byt rozpustna ve vod¢.

CF
F,c” “CF, 0 Q
)\ /K

o) o) o) N CF, OH

H 3

+

NH,

13

Obrazek 25 Schéma chemické reakce pifpravy slouceniny 13

Reakce byla provedena v nékolika verzich, které se navzajem lisily pouzitym rozpoustédlem,

molarnimi ekvivalenty hexafluorglutaranhydridu, pfidavkem dalSich latek, ¢i zptsobem

ukonceni a zpracovani reakce.

Tabulka 2 Rizné metody piipravy slouceniny 13

Rozpoustédlo 6F-glutaranhydrid [ekv.] Dalsi pfidané latky: | Podminky:
R.T.,; 0,5
A THF 1,1
hod. inert.
R.T,; 0,5
B Et:N 1,1
hod. inert.
R.T.; 0,5
C THF 1,1 KoCOs (2 ekv)
hod. inert.
0 °C; 3 hod.
D DCM 1,5 Et:N (6 ekv.)
inert.

Postup A vyuzival jako rozpoustédlo cerstvé suseny THF. Do reakce bylo vlozeno 1,1 ekv.

hexafluorglutaranhydridu, aby doslo k uplné konverzi adamantylaminu. Pfebytek hexaflu-

oroglutaranhydrid lze snadno odpafit z reakéni smési za snizeného tlaku spolec¢né s rozpous-

tédlem a tim reakci ukoncit. NMR analyza vzniklého produktu ukazala, ze v prabéhu reakce

vznikajici kyselina dale reaguje s adamantylaminem, vznika tedy jeji amoniova stl, pravdépo-

dobn¢ také dochazi k hydrolyze hexafluoroglutaranhydridu a vznika pfislusna dikyselina,

ktera také reaguje s adamantylaminem, za vzniku jejich soli.

Béhem postuptt B, C a D byla v reakéni smési pfitomna baze, se kterou by méla vznikla

kyselina vytvofit sul. I pfes toto opatfeni se nepodafilo zabranit vzniku jinych, blize neurce-
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nych, vedlejsich produktt. Béhem vsech postupt vznikala smés latek, ktera je prakticky ne-
délitelna pomoci preparativni sloupcové chromatogratie, hlavné z divodu obtizného barveni

slouceniny 13 na TLC.

Za timto ucelem bylo vyzkouseno barveni pomoci jodovych par, bromkresolové zeleni a ha-
nessianova barviva (molybdenan amonny cerity). Byly také vyzkouseny rizné TLC desticky
veéetné silikagelu, aluminy a silikagelu s reverzni fazi. Bohuzel ani jednou z téchto kombinaci

nebylo mozné slouceninu 13 identifikovat.

Béhem postupu D byla reakce ukoncena pfidanim vody a poté extrahovana mezi 1% HCI
a chloroformem. Z vodné faze byly ziskany krystaly, které po precisténi rekrystalizaci byly
identifikovany jako Et;NHCL. V organické fazi byla pfitomna jiz z predeslych postupti znama

smés latek obsahujici také derivat 13.

I pfes vsechny tyto komplikace se nam z nepftecisténého produktu podafilo vytvofit pomérné
c¢ista NMR spektra potvrzujici pfitomnost nami hledané latky. Jako vzorek pro tyto spektra
poslouzil produkt MO-48 pfipraveny metodou C. Na 'H-"C HSQC (Obrazek 26) spektru
vidime sekci "C NMR spektra pfislusejici adamantylu a k nim pfislusejici vodiky. Tento

NMR experiment ukazuje interakci raznych druht atomu pfes jednu vazbu.
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Obrazek 26 'H — 13C HSQC spektrum derivatu 13
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V obrazku 23 jsou ¢ervenymi ¢isly pfifazena ¢isla piislusnych uhlika jednotlivym signalam
C NMR spektra molekuly 13 tak, jak je oéislovana ve vyfezu. Toto piifazeni potvrzuji také
integralni intenzity alifatické ¢asti "H NMR spektra (Obrazek 27). Integrilni intenzity jednot-
livych piku jsou vyznaceny modrym ¢islem pod zelenymi tseckami, které ohranicuji integro-
vanou oblast. Jedna se vsak pouze o pomér signalt, vtomto pfipad¢ kazda jednotka

integraln{ intenzity reprezentuje signal tff vodiku.
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Obrazek 27 Alifaticka ¢ast 'H NMR spektra derivatu 13

Protoze se vodiky v molekule vyskytuji hlavné na adamantylové ¢asti molekuly, dale také
jeden vodik na dusiku amidické skupiny a jeden kysely vodik, v pfipadé cisté latky by se
mnoho jinych signald, nez téch pfifazenych na obrazku 24, vyskytovat nemélo. Pfi pohledu
na celé '"H NMR spektrum (Obrizek 28) zjistime, Ze signali se zde vyskytuje vice. Pik 9,265
ppm piislusi amidickému vodiku, zatimco signal vodiku karboxylové kyseliny, neni v tomto
spektru pozorovatelny, ¢i vibec ve struktufe neni. Zbyvaji neuréené signaly 2,5 ppm a Siroké

piky 3,35 a 7,5 ppm, které jsou pravdépodobné zptsobené pfitomnosti necistot.

I L-—/L,// \ N I,' |
—— N
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5.0
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Obrazek 28 '"H NMR spektrum derivatu 13
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Diky tomu, ze molekula 13 obsahuje pomérné dost atomu fluoru, které spolu mohou inter-
agovat, bylo zméfeno velmi zajimavé "F NMR spektrum (Obrizek 29). Kromé tfech nejsil-
néjsich signalt, kazdy o integralni intenzité 1, najdeme ve spektru né¢kolik dalsich pikd velmi
slabych intenzit. Tyto slabé signaly patif necistotam, které se ze vzorku nepodafilo vycistit.
Naopak 3 silné signaly -114,419 ppm, -116,384 ppm a -126,033 ppm patii 6 atomuim fluoru
na alifatickém fetézci molekuly 13. Jejich vzijemnou interakci potvrzuje také "F COSY spek-
trum (Obrazek 30). To je vSak vyhotoveno ze vzorku, ve kterém se vyskytuji necistoty s ob-
sahem fluoru, takze krom¢ 3 signalt z molekuly 13, vidime také 2 signaly, které spolu

interaguji, ale jiz neinteraguji s zadnym ze tif signala fluoru molekuly 13.
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Obrazek 29 F NMR spektrum derivatu 13
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Podle vysledkt NMR spektroskopie se nam tedy podafilo slouceninu 13 pfipravit, bohuzel
obtize pfi jejim cisténi znamenaly, ze pro jakékoli pouziti jako detekéni molekula je vylou-
cené. Zaroven s touto molekulou bychom totiz na polypyrrolové vrstvy pfidavali necistoty o

neznamém slozeni a tim bychom také snizili citlivost této metody.

3.3.3. Detekéni molekuly obsahujici fluorescein

HO

Obrazek 31 Schéma pfipravy detek¢ni molekuly 14

Detekeéni molekula 6 opét vyuziva adamantylové ¢asti pro tvorbu komplexu s 3-cyklodextri-
nem. Pro syntézu bylo vyuzito reakce fluoresceinisothiokyanatu (FITC) a adamantylaminu
provedena v THF jako rozpoustédle. I v tomto pfipadé museli byt pfekonany jisté potize
s precisténim vzniklého produktu. Pomoci sloupcové chromatografie byl oddélen FITC
a dal$i necistoty. TLC po osviceni UV svétlem (365 nm) odhalila, ze se ve smési vyskytuji

alespon 2 razné fluorescencni latky. Tato smés byla dale pomoci sloupcové chromatografie

na silikagelu ned¢litelna.

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pomoci rozpusténi latky v EtOAc, na dné banky zustala
usazenina, ktera byla rozpusténa v methanolu. Pfi pohledu na hmotnostni spektra (obrazky
29 a 30) je vidét, ze kromé nejintenzivnéjsiho signalu 541,2; ktery patii molekule 14, doslo ve
spektru smési rozpusténé v methanolu k poklesu intenzit signala 348,1, 390,2 a 418,1, které
pravdépodobné nalezi nékterému z vedlejsich produktt reakce. TLC prokazalo, ze i ve
zbytku rozpusténém v methanolu se stale vyskytuje vétsi mnozstvi fluorescencnich latek. Je
mozné ze se jedna o razné izomery fluoresceinu, protoze hmotnostni spektra nasvédcuji

tomu, ze se jedna o latky se stejnou hmotou.
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Obrazek 33 Hmotnostni spektrum ¢asti produktu 14 rozpusténé v EtOAc

Byla také vyhotovena riznd NMR spektra vzniklého produktu. Jak "C, tak "H spektra po-
tvrzuji, Ze se ve smési nachézi jak adamantylova, tak fluoresceinova ¢ast molekuly. "H - °C
HMBC spektrum (Obrazek 34) ukazuje interakce mezi uhliky a vodiky pfes 2 a 3 vazby.
Interakce pfes jednu vazbu jsou ve spektru potlaceny. Méla by tedy byt viditelna interakce
uhliku s vodiky na dusicich thiomocoviny, ktera spojuje adamantylovou a fluoresceinovou

¢ast molekuly 14.
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Obrazek 34 'H - 13C HMBC spektrum molekuly 14

S latkou 14 byla provedena zkouska na polypyrrolovych vrstvach. Protoze se viak latka
$patné rozpoustéla ve vode, byly vysledky nevypovidajici. Rozhodli jsme se proto vyuzit ko-
mercné dostupnou latku fungujici na podobném principu. Hovézi sérovy albumin (BSA —
Bovine Serum Albumine) je protein nachazejici se v krvi krav. Protoze jde o velmi dobfe
charakterizovany protein, ma mnoho vyuziti, mezi jinymi je také soucasti zivného média,
ve kterém se provadi i vitro experimenty. S BSA, na ktery bylo navazano nékolik molekul

FITC, bylo provedeno testovani polypyrrolovych vrstev.

Vzorky PCL nanovlaken pokryté bud’ vrstvou cistého polypyrrolu, nebo kopolymeru PPy

a modifikovaného Py (pfiprava téchto vrstev byla diskutovana v kapitolach 3.1. a 3.2.).
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Z téchto vzorku byla vyfiznuta kolecka o praméru 6 mm tak, aby se kazdé kolecko veslo do
standardni 96 jamkové inkubacni desticky. Zde byly vzorky ponofeny do roztoku BSA —
FITC o koncentraci 0,1 mg/ml, na 3 hodiny. Po vyjmuti vzorka bylo spektrofotometricky
zméfena koncentrace BSA — FITC ve zbylém roztoku. Ze vzorka byl také BSA — FITC
vyplachnut a byla zméfena jeho koncentrace ve vyplachu (Obrazek 35).
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Obrazek 35 Graf koncentrace pfichyceného a nepfichyceného BSA — FITC na polypyrrolovych vrstvach

Z grafu je vidét, ze proteiny adheruji k modifikované polypyrrolové vrstve Iépe nez k vrstvé

c¢isté¢ho polypyrrolu.

Dal$im provedenym testem byl 7z vitro test ristu 3T3 mysich fybroblasti na povrchu nami
pfipravenych vrstev. Jako kontrolni vzorek poslouzila nanovlakenna textilie pfipravena
z PCL. (My = 80 000) elektrostatickym zvlaknovanim, ktera slouzila jako substrat pro pii-
pravu PPy vrstev. Opét byly pfipraveny vzorky ve tvaru kolecek o praméru 6 mm tak, aby
se vesly do standardni 96 jamkové kultivacni desticky. VSechny vzorky byly sterilizovany
ponofenim do 70% ethanolu na 30 minut a poté dvakrat oplachnuty PBS pufrem (pH = 7,4)

a jednou DMEM (médium pro kultivaci savcich bunek).

Vsechny vzorky byly osazeny 3T3 mysimi fibroblasty a jejich stav kontrolovan pomoci CCK-
8 testu. Ten je zalozen na enzymatické redukci slouc¢eniny WST-8 na oranzovy formazan.

Tedy obarvi zivé bunky, které jsou pozorovatelné pod fluorescencnim mikroskopem
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Obrazek 36 Obrazky 3T3 mysich fibroblastd na riznych substratech. Zleva: PCL nanovldkna, PPy vrstva,
PPy-CD vrstva

Na obrazcich pofizenych po 1 dni od nasazeni bun¢k muzeme pozorovat zfetelné rozdily
poctu adherovanych bunck k povrchu substrati. Nejvyssitho poctu dosahla kopolymerni
vrstva, s modifikovana molekulami 3-CD, a druhého nejvyssiho poctu vrstva cistého PPy.
Tyto dva testy (test adsorpce BSA-FITC a 2 vitro test s 3T3 mysimi fibroblasty) byly vypra-

covany ve spolupraci s Mgr. Katefinou Strnadovou z KINT.
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Zavér

Cilem této prace bylo pfipraveni modifikovanych polypyrrolovych vrstev, coz bylo splnéno.
Byla také ukazana zvysena adheze proteinua k této modifikované vrstve, ve srovnani s vrstvou
nemodifikovaného polypyrrolu, coz bylo ukazano testem pomoci BSA-FITC. In vitro test
viability 3T3 mysich fibroblastt také prokazal zlepSené vlastnosti nami pfipravenych vrstev
ve srovnani s nanovlakennou PCL textilif. Déle bylo navrzeno pomérné velké mnozstvi de-
tekénich molekul, které by umoznily presnéjsi analyzu koncentrace aktivnich center na po-

vrchu modifikované vrstvy, ale bohuzel se kazda potykala se svym specifickym problémem.

Detekéni molekula 12 byla pfipravena v dobrém vytézku a cistoté, av§ak nebyla rozpustna ve
vodé, coz omezuje jeji pouziti na nepolarni rozpoustédla, ve kterych je stabilita inkluznich
komplexu cyklodextrinu velmi nizka. Molekula 13 vykazovala pomérné slibné vlastnosti, ne-
byt problému pii jeji identifikaci na TLC destickach. Bohuzel bez jejiho docisténi by byla
metoda vyzivajici tuto detekéni molekulu velmi nepfesna. Fluorescencéni molekula 14, opét
méla problémy s cistotou vzniklych produkti, tentokrat z ddvodu nedélitelné smési dvou, ¢i
vice izomert, které mezi sebou volné¢ pfechazely. Pokud by se podatilo vyfesit zminéné pro-
blémy, zejména u molekul 13 a 14, bylo by zajimavé zjistit nakolik, je tento zpusob zjist ovani

koncentrace pfesny.
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