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Jednim z problémil pti kloubnich néhradach jsou komplikace spojené s pooperacnimi infekcemi. Infekce zptisobené bakteri-
emi, které tvoii biofilmy na povrSich, se nazyvaji infekce souvisejici s biofilmem (biofilm related infections, BRI). V disledku
nasledné biologické odezvy organismu dochézi k silnym patofyziologickym zménam v mikroklimatu kolem takto postizeného
povrchu (pokles pH, tvorba riiznych reaktivnich forem kysliku (ROS), vyCerpani iontil Zeleza a zvySeni koncentrace vapenatych
iontl). Vytvorili jsme robustni selektivni polymerni potenciometricky senzor ROS a pH senzor pro detekci zmén zptisobenych
sterilnim zanétem a bakterialnimi a plisiovymi infekcemi. Senzor ROS se skladé z vodivé polymerni vrstvy na bazi polythiofenu
se zabudovanym komplexem porfyrin-kov, ktery potenciometricky deteguje ptitomnost ROS, jak bylo demonstrovano na peroxi-
du vodiku. Tento senzor je kovalentné potazen vrstvou odolnou biopasivaci (non-biofouling layer, NBL) tvofenou poly(2-methyl-
-2-oxazolin)em, ktera funguje jako biokompatibilizator. Bylo prokazano, ze potenciometricky senzor vykazuje rychlou odezvu na
peroxid vodiku, nezaznamenava interferenci s hovézim sérovym albuminem jako modelovym sérovym proteinem a je schopen
plné reverzibilné detegovat ROS s linearni odezvou v Sirokém rozsahu biologicky relevantnich koncentraci (od 0,05 uM do
10 uM). Polymerni pH senzor na bazi polyanilinu a poly(2-methyl-2-oxazolinu) na nosici z titanové slitiny byl vyvinut pro po-
tenciometrickou detekci zmén pH v okoli implantatu, aby bylo mozné v¢as detegovat vyse uvedené zanéty. Vyvinuté elektrody
méfi zménu pH v rozsahu pH 5 az 8, tedy v rozmezi relevantnim pro jednotlivé infekce baktériemi a kvasinkami.
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Infekce zptisobené bakteriemi, které tvoti biofilmy na
povrsich, se oznacuje jako infekce souvisejici s biofilmem
(biofilm-related infections, BRI). Biofilmy jsou tenké vrst-
vy mikroorganismtl pojené jimi sekretovanou extracelular-
ni matrici a skladaji se pfevazné z funkénich amyloidd,
proteoglykanti, glykosaminoglykani a dalSich polysachari-
do, lipidd a extracelularni DNA (cit.!). B&né piiklady
infekci souvisejicich s biofilmem zahrnuji infekce kolem
implantati, jako jsou kloubni nahrady, mechanické srde¢ni

chlopné, prsni implantaty, zavedené katetry, ventrikulo-
peritonealni sondy atd.” Infekci zplisobenou zavedenim
umélych implantatt lze spolehlivé detegovat soucasnym
sledovanim tady faktort, jako jsou pokles pH, tvorba riz-
nych reaktivnich forem kysliku (ROS), vycerpani iontl
7eleza a zvySeni koncentrace vapenatych ionti’. Chronické
BRI se vyznacuji ¢astymi recidivami, rezistenci na antibio-
tika, slozitou a dlouhodobou Iécbou, Spatnou progndzou,
vysokymi socidlnimi a ekonomickymi néklady a obtiznou
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diagnozou. Elektrochemické senzory pfitahuji v pos-
lednich letech velkou pozornost diky svym vyhodam, jako
je jednoduchost, detekce analytu v realném Ccase
v komplexnim prostiedi, vysoka citlivost a selektivita,
rychld odezva, moznost miniaturizace a snadné provozni
postupy i pro detekci in vivo'. Krom& vynikajicich para-
metrl pro stanoveni dtlezitych analyti nyni spociva vyzva
v pfevedeni téchto senzorti do formatu in situ k pfimému
ziskavani informaci v organismu. V poslednich nékolika
letech v tomto sméru prokazaly potenciometrické senzory
sviij obrovsky potencial’.

ROS, zejména peroxid vodiku, jsou v organismu sta-
biln¢ uvolilovany jako vedlejsi produkty fetézce prenosu
elektronti nebo pisobenim cytochromu P450. Jsou rovnéz
zapojeny do zanétlivych reakci, fagocyty nebo endotelialni
bunky jsou schopny zvySovat koncentrace ROS prostied-
nictvim NADPH oxidas®. Studie ukazaly, ze ROS zpiiso-
buji oxidaci proteind a lipidd v bunééné membran¢ pato-
genl a poskozeni DNA. Zanétlivé onemocnéni tak muze
rychle postupovat’. Lokalni zmény pH jsou spojeny
zejména s bakterialni infekci, napt. pH synovialni tekutiny
klesa z 7,5 za aseptickych podminek na 6,7-7,0 u infek-
¢ci*®. Zatimco intracelularni pH bakterii je blizké neutralni-
mu a zdstava témét konstantni, aby byla zachovana meta-
bolicka kapacita a bunééna integrita, extracelularni pH se
méni’. pH chronické rany se pohybuje od 7,15 do 8.9,
zatimco pH pii akutni infekci je vyrazné nizsi'’.

Cilem této prace je ptiprava robustniho selektivniho
potenciometrického senzoru ROS/pH pomoci tenkych
vrstev nanesenych na povrch chytrych implantatd, ktery
umoziuje detekci a lokalizaci zanétu v Casném stadiu
in situ. Pro detekci ROS byla pouzita vodivd polymerni
vrstva na bazi polythiofenu se zabudovanym komplexem
porfyrin-kov. Citlivy polymerni film pro detekci zmény
pH byl navrzen pomoci polyanilinové vrstvy na o+f tita-
nové sliting (Ti-6Al1-4V). Oba senzory (ROS/pH) byly
chranény NBL polymerni vrstvou poly(2-methyl-2-
-oxazolinu) pro biokompatibilizaci.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Hexahydrat siranu amonného (98%), mravenci kyse-
lina (98%), chloroform stabilizovany amylenem (Cisty),
chlorid kobaltnaty hexahydrat (98%), chlorid médnaty,
chlorid manganaty monohydrat (> 97%) a 1-methyl-
imidazol (97%), vse od Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, CR.
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS, z tablet,
Merck KGaA, Darmstadt, Némecko), chlorid sodny, pero-
xydisiran amonny a anilin (vie Lachner, CR, p.a.) byly
pouzity bez dalsiho ¢isténi.

Pristroje

Polymerizace  5,10,15,20-tetra(thien-3-yl)porfyrinu
(3TPP) a elektrochemicka charakterizace polymerniho
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filmu byla provedena pomoci potenciostatu AUTOLAB
PGSTAT302N, nasledné potenciometrické méteni poly-
3TTP a PANI pak na 6-kandlovém voltmetru s vysokou
vstupni impedanci se vstupni impedanci 1010 Q (Lawson
Laboratories, Malvern, PA, USA).

Ramanova spektra filmi poly-3TTP a PANI byla
zméfena na mikroskopu Via Reflex Raman (Renishaw,
UK) s vysoce ucinnym spektrografem s ohniskovou vzda-
lenosti 250 mm vybaveném laserem Leica DM LM
514 nm. Skenovaci elektronova mikroskopie byla realizo-
vana na mikroskopu JEOL 6400 (Japonsko).

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie byla pro-
vadéna  pomoci  spektrometru = K-Alphat  XPS
(ThermoFisher Scientific, UK) pracujicim pii zakladnim
tlaku 1,0-1077 Pa. Sbér dat a zpracovani bylo provedeno
softwarem Thermo Avantage.

Pracovni postupy
Senzor ROS

Elektropolymerizace a charakterizace 3TTP

1,3 milimolu (12 mg) 5,10,15,20(thien-3yl) porfyrinu
(3TTP) piipraveného podle cit.”? bylo rozpusténo ve 4 ml
koncentrované mravenci kyseliny za vzniku zeleného roz-
toku. Po ultrasonikaci roztoku 3TTP po dobu 10 min byl
pfidan 0,25mM 1-methylimidazol v dichlormethanu
(10 ml). Elektropolymerizace 3TTP byla provedena
v tiielektrodovém clanku (15 ml). VSechna méfeni byla
provedena pii laboratorni teploté pomoci cyklické volta-
metrie (CV) s 50 cykly mezi —1 a 1,85 V s rychlosti pola-
rizace 50 mV s '. Skelny uhlik (glassy carbon, GC) byl
materialem elektrody, na ktery byla nandSena méfici vrst-
va. Polymeriza¢ni roztok byl pfed kazdou elektropolyme-
rizaci 15 min probublan N,. Roztok byl béhem elektropo-
lymerizace pod inertni atmosférou dusiku. GC elektroda
byla testovana jako pracovni elektroda (WE), zatimco Pt
plech a Ag drat slouzily jako pomocna (CE) resp. refe-
renéni (RE) elektroda. Po elektropolymerizaci byly elek-
trody omyty chloroformem a uloZeny v exsikatoru.

Ptiprava poly-3TTP s kovovym komplexem

Do porfyrinového jadra, které se nachdzi v tenké
vrstvé poly-3TTP, byly zakomplexovany Ctyfi rizné kat-
ionty kovil (Fe**, Co**, Cu*" nebo Mn?"). Do 1 M vodnych
roztokti FeCl,, CoCl,, CuCl, nebo MnCl, byly ponotfeny
jednotlivé poly-3TTP elektrody na 24 h, aby doslo k che-
lataci konkrétniho kovového kationtu do porfyrinového
jadra, a poté omyty vodou a osuseny.

Ptiprava poly-3TTP-Fe/PMeOx

Na povrch poly-3TTP-Fe bylo naneseno 60 pl 1,75%
roztoku poly(2-methyl-2-oxazolinu) s koncovymi 3-thio-
fenylovymi skupinami (PMeOx) v ultradisté vode
(Mili-Q). Elektroda pak byla vysusena pii pokojové teplo-
t& pfes noc. PMeOx s koncovymi 3-thiofenylovymi skupi-
nami o Ciseln¢ stfedni molekulové hmotnosti M, =
2,4 kDa a disperzité¢ D = 1,24 byl ptipraven podle postupu
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v cit."?. Kovalentni spojeni mezi PMeOx a poly-3TTP-Fe
filmem bylo zajisténo pomoci CV v potencidlovém rozme-
zi —0,2 V az 1 V vs. Ag|AgCl pfi scanovaci rychlosti
50 mV s™', podet scantl 5.

Potenciometrické testovani rliznych snimacich vrstev
v pfitomnosti H,0,

Testovaci elektroda byla ponofena do roztoku PBS
a ponechdna 60 min, aby dosdhla stabilniho potencidlu.
(50 nM) do nejvyssi (10 mM) koncentrace. Zména poten-
cialu byla zaznamenana po upIlném dosazeni rovnovahy, tj.
po 15 min.

Testovani poly-3TTP-Fe/PMeOx v pfitomnosti katalasy

Katalasa z hovézich jater (Sigma-Aldrich, Ceska re-
publika) o koncentraci 110-107° jednotek/l byla rozpusténa
v roztoku PBS a pouzita pro detekci HO, pomoci poly-
3TTP-Fe/PMeOx snimaci vrstvy.

pH senzor

Piiprava PMeOx/PANI@Ti-6Al-4V

Piiprava filmu PANI byla provedena nasledovné:
Nejprve bylo rozpusténo 6,09 g NaCl ve 20,3 ml destilo-
vané vody; poté byla k roztoku pfidana koncentrovana
mraven¢i kyselina (HCOOH, 4,7 ml). Pfipraveny roztok
byl probublan dusikem 5 min, poté byl ke smési ptidan
anilin (0,1 ml, 4,0:102 M) a do roztoku byly umistény
tyCinky slitiny Ti-6Al-4V. Ke smési byl nakonec ptidan
vodny roztok (2 ml) peroxydisiranu amonného (APS)
(0,228 g, 4,0-102 M) jako oxidant. Pomér monomeru
k oxidantu byl 1:1. Polymerizace byla provadéna 40 min
pii ~0 °C. Ziskané elektrody byly peclivé omyty SM vod-
nym roztokem mravenci kyseliny a vysuseny pii pokojové
teploté. Postup pro nanaseni PANI byl opakovan dvakrat,
aby byl ziskan silny PANI film.

Roztok PMeOx (1,75 %) s molekulovou hmotnosti
2 kDa s koncovou thiofenovou skupinou byl nanesen na
povrch polyanilinového filmu. K fixaci vrstvy PMeOx
byla pouzita CV (50 mV s™', 5 skenfi, v potenciilovém
rozmezi —0,2 V az 1 V vs. Ag|AgCl) v acetonitrilu.

Potenciometrické testovani PMeOx/PANI@Ti-6Al-4V

Vsechna méfeni pH byla provadéna v 0,1M NaCl.
K tupravé pH byla pouzita 0,1M HC1 nebo 0,1M NaOH.
K urceni reprodukovatelnosti vysledki bylo pouzito ale-
spoit 5 elektrod PMeOx/PANI@Ti-6Al-4V. V piipade
meéfeni pH v pfitomnosti proteinti bylo ptidano 0,1 % w/w
BSA. Referen¢ni elektrodou byl drat Agl|AgCl (3M KCl)
(Monokrystaly, Ceské republika).
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Vysledky a diskuse
Senzor ROS

Snimaci vrstvy pro detekci ROS byly pfipraveny
elektrochemickou polymerizaci 3TTP na GC nosi¢i. Tvor-
bu polymerniho filmu na povrchu GC lze pozorovat ze
Ctyindsobného nartstu proudové hustoty zplisobeného
zvySenim poctu depozi€nich vrstev (obr. 1a). Jak je vidét
na obr. la, CV kfivka monomeru 3TTP ma pouze jeden
anodicky pik (Eox = 0,52 V vs. Ag|AgCl) a jeden katodic-
ky pik (Eox = 0,1 V vs. Ag|AgCl). Pro potvrzeni tvorby
polymerniho filmu byla zméfena Ramanova spektra poly-
meru a monomeru (obr. 1b). Tvorba polymerniho filmu
byla prokdzana rozSifenim a zesilenim Ramanovskych
signalli odpovidajicich monomertim. Valen¢ni vibrace
pyrrolového kruhu na porfyrinovém makrocyklu je pozo-
rovana pii 1320 cm™' a pro poly-3TTP je jeji intenzita
zvysena''. Charakteristické Ramanovy signaly pro thiofe-
novy kruh se nachazeji na vinovych délkach podobnych
vinovym délkam porfyrinu, proto je obtizné je identifikovat.

Detekce ROS neenzymatickymi senzory je vyhodna
pro praktické aplikace ve srovnani s enzymatickymi sen-
zory zejména pro veEtsi robustnost a zivotnost takovych
senzort >, Pro detekci ROS byly do porfyrinovych deri-
vatd pripravenych v této studii zakomplexovany vhodné
redoxné aktivni ionty pfechodnych kovi. Za timto uc¢elem
byly poly-3TTP filmy elektrochemicky nanesené na GC
ponofeny do odpovidajicich roztokti soli kovli na
24 hodin. Porfyriny jsou vynikajici chelatory vicevalent-
nich kovli a poly-3TTP-Cu, poly-3-TTP-Fe, poly-3TTP-
Co a poly-3TTP-Mn tak byly ziskany po interakci odpovi-
dajicich divalentnich kovovych ionti s porfyrinovym fil-
mem. Pfitomnost kovovych iontd v porfyrinu byla potvr-
zena méfenim fotoelektronovou spektroskopii s vysokym
rozligenim'2.

H,0, je vyznamnym biomarkerem v patogenezi zané-
th a nadort. V biologickych systémech je fyziologicky
rozsah koncentraci H,O, od 1 do 700 nM, ktery je nezbyt-
ny pro pienos intracelularniho signalu, proliferaci bunék,
syntézu proteind a fizeni Zivotnich aktivit bunky. V nado-
rovych a zanicenych tkanich jsou pfitomny fadové vyssi
koncentrace. Na zaklad¢ téchto znalosti byly sestavené
snimaci vrstvy poly-3TTP-Me testovany v rozmezi kon-
centraci H;O, od 50 nM do 100 mM. Jak je vidét na
obr. 2a,b, snimaci vrstvy poly-3TTP-Mn a poly-3TTP-Co
nebyly citlivé na H,O,. Lze to vysvétlit tak, Ze potencio-
metrie neni pro tyto kovy vhodnad metoda pro stanoveni
H,0,. V literatufe je nejpouzivanéjs$i metodou pro detekci
H,0, amperometrie, kdy se pouzivaji ionty kobaltu a/nebo
manganu'>'°.

Jak je vidét na obr. 2c¢,d, pro ionty médi a zeleza ve
vrstvach poly-3TTP byla pozorovana vyborna potencio-
metricka citlivost téchto filmt k peroxidu vodiku.

Citlivost poly-3TTP-Cu a poly-3TTP-Fe se méni
linearné v rozmezi nizkych biologicky relevantnich kon-
centraci, jak je znazornéno na obr. 2c a 2d. Je ziejmé, ze
pfi nizkych koncentracich peroxidu vodiku je citlivost
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Obr. 1. (a) Elektropolymerizaé¢ni kiivky 5,10,15,20-tetra(thien-3yl) porfyrinu (3TTP) na GC; (b) Ramanova spektra (excitaéni
laser 514 nm) poly-3TTP elektrochemicky p¥ipraveného na GC (cit."%)
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Obr. 2. (a) Potenciometricka odezva (potencialni vs. koncentrace) poly-3TTP-Mn snimaci vrstvy; (b) snimaci vrstva poly-3TTP-Co;
(c) poly-3TTP-Cu snimaci vrstva; (d) poly-3TTP-Fe snimaci vrstva, vS§e v PBS (pH 7)1
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filmt lepsi, s linearnim rozsahem od 50 nM do 1 pM
a smérnici 13,54 + 0,5 mV/dekada (R? = 0,9939) pro poly-
3TTP-Cu a s linearnim rozsahem od 50 nM do 10 uM
a smérnici 31,75 £ 0,5 mV/dekada (R2 =0,9995) pro poly-
-3TTP-Fe. SniZeni citlivosti pfi vyss§i koncentraci peroxi-
du vodiku vysvétlujeme tim, Ze molekuly peroxidu vodi-
ku, které reaguji s ionty Zeleza nebo médi v poly-3TTP,
musi difundovat do vnitinich vrstev poly-3TTP-Fe nebo
poly-3TTP-Cu. Z hodnoty smérnice a linearniho koncen-
tra¢niho rozsahu bylo vyvozeno, ze poly-3TTP-Fe ma
lepsi parametry nez poly-3TTP-Cu. Vynikajici vlastnosti
poly-3TTP-Fe jsou nepochybné také zplisobeny strukturou
filmu (drsnost povrchu), kterou potvrzuji méteni skenova-
ci elektronovou mikroskopii a rentgenovou difrakei'?.
Proto byl jako snimaci vrstva pro dalsi testovani zvolen
poly-3TTP-Fe. NBL je zasadni pro zabranéni interakci
mezi objemnymi proteiny a upravenym povrchem. V této
praci je jako NBL pouzit tenky film poly(2-methyl-
oxazolin)u (PMeOx) kovalentné elektrochemicky pfipoly-
merizovany pies koncové thiofenové skupiny. Citlivost
poly-3TTP-Fe/PMeOx v ptfitomnosti albuminu jako nej-
meéni se Sirokym rozsahem koncentrace vodiku (od 50 nM
do 100 puM) (viz obr. 3a). Smérnice je 12,84 + 0,5 mV/
dekada (R? = 0,9920).

Meéteni koncentrace H,O, v biologickych kapalinach
je znatné komplikovano velmi kratkym polocasem jeho
rozkladu v téchto systémech diky pfitomnosti katalasy
v krvi a téchto kapalinach obecné a patologicky i v nékte-
rych ptipadech zplisobené produkci bakterialni katalasy
u infekci. Proto jsme zkoumali G¢innost detekce H,O,
pomoci poly-3TTP-Fe/PMeOx v pfitomnosti katalasy
(v biologicky relevantni koncentraci katalasy cca 110 Mu.i.
na litr krve'”), vysledky viz obr. 3b. Citlivost filmu poly-
3TTP-Fe/PMeOx vuéi H,O, v koncentraénim rozsahu od

a)
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50 nM do 10 pM je dokonce zlepSena v pritomnosti kata-
lasy, hodnota smérnice je 44,4 £ 2,2mV/dekadu
(R*=0,9938, n = 3), ve srovnani s méfenimi bez katalasy
(viz obr. 3a a obr. 3b). Jednim z moznych vysvétleni zlep-
Seni citlivosti snimaci vrstvy poly-3TTP-Fe/PMeOx pfidé-
nim katalasy do testovaciho roztoku je skutecnost, Ze mezi
katalasou a detekéni vrstvou existuje redoxni komunikace,
pfima nebo nepiima pies reaktivnéjsi meziprodukty ROS
s ultrakratkym polocasem rozpadu. To mohou byt napfi-
klad ‘OH radikaly produkované do ur¢ité miry katalasou
jako vedlejsi produkty rozkladu H,O, (katalasa ma urcitou
mensi peroxidasovou aktivitu a naopak). Nami vyvinuty
senzoricky film poly-3TTP-Fe/PMeOx ma tedy slibné
parametry pro pfesné a citlivé online in sifu monitorovani
H,0,. Pro studium selektivity poly-3TTP-Fe/PMeOx vuci
H,0, jsme sledovali citlivost této vrstvy vuci chlornanu
CIO, ktery je typicky produkovan myeloperoxidasou pfi
netdze neutrofild pii bakterialnich infekcich.

Jak je uvedeno na obr. 4, neni Z4dn4 odezva poly-
3TTP-Fe/PMeOx vuci CIO™ v koncentratnim rozsahu od
50 nM do 10 uM. Pouze pro posledni dvé koncentrace
vykazoval poly-3TTP-Fe/PMeOx odezvu. Na druhou stra-
nu, takto vysoké koncentrace nejsou ani patofyziologicky
relevantni, protoze v zanicenych tkanich je koncentrace
CIO™ v rozmezi od 50 nM do 5 uM (cit."’). Na zaklade
tohoto vysledku lze dojit k z&véru, Ze sestava nasi poly-
3TTP-Fe/PMeOx snimaci vrstvy je vhodna pro detekci
H,0, a ptitomnost C1O™ nezhorsi jeji vykon.

pH senzor

Z organickych materiald citlivych na pH je nejslib-
ngjsi a nejstudovandjsi polyanilin (PANI)**?*. PANI ma
pKa ptesné v relevantnim rozsahu hodnot pH pro méfeni

+ albumin + katalaza + H,0,
e ]

.

4
R =0.99328 /i/*
¢

/
A

- r3
2

140 -

75 90 ' 65
Log (koncentrace/mol L-1)

60

Obr. 3. (a) Potenciometricka detekce HO, v PBS (pH 7) pro snimaci vrstvu poly-3TTP-Fe/PMeOx v pritomnosti albuminu; (b)

poly-3TTP-Fe/PMeOx v p¥itomnosti albuminu s katalasou'
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Obr. 4. Potenciometrickd detekce ClO iontli pomoci poly-
3TTP-Fe/PMeOx (cit.'?)

v synovialni tekuting. Nevyhodou PANI je vsak to, Ze se
obtizné zpracovava, je nebiokompatibilni a ma omezenou
rozpustnost’>?, Proto je spravny vybér syntetického po-
stupu nutny k vytvofeni polymerniho filmu s reprodukova-
telnymi vlastnostmi. Depozice PANI byla provedena po-
moci chemické oxidaéni polymerizace®’ na a-p titanovou
slitinu (Ti-6A1-4V) jako substrat. Tato slitina je bézné
pouzivanym konstrukénim materidlem pro ortopedické
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implantaty. Pro ochranu senzorického filmu PANI pted
adhezi interferujicich biomakromolekul byla na PANI@Ti-
-6Al-4V nanesena NBL vrstva PMeOX, analogicky jako
u ROS senzoru (jak je znazornéno na obr. 5b). Chemicka
struktura jednotlivého filmu PANI, vrstvy PMeOX a kom-
pozitu PMeOX/PANI byla studovdna Ramanovou spek-
troskopii s vinovou délkou excitac¢niho laseru 514 nm a je
znazornéna na obr. 5a. Ramanovo spektrum vrstvy PMe-
Ox neobsahovalo zadné pasy spojené s vibracnimi stavy
polymeru, byla zaznamenana pouze fluorescence polythio-
fenové kostry z koncovych thiofenovych skupin. Spek-
trum PANI obsahuje vSechny pasy diive uvadéné
v literatufe: 1190 cm ™' indikujici deformaéni vibraci C-H,
1340 cm™" spojené s valenéni vibraci polaronické struktury
C~N", a 1584 cm' deformaéni vibraci C=C (cit.***").
Ramanovo spektrum PMeOX/PANI vykazuje oba rysy
PANI a také fluorescenci, coz je neptimy dikaz pfitom-
nosti PMeOx.

Nejprve byla zméfena potenciometrickd pH odezva
¢istého nosice Ti-6Al-4V, viz obr. 5c. Bylo prokazéno, Ze
nosi¢ Ti-6A1-4V ma citlivost vici pH -28 mV/pH
s linearitou v rozsahu od 6,5 do 7,5, pravdépodobné danou
amfoternim charakterem oxidu titanu, hliniku a vanadu
v povrchové pasivacni vrstveé. Citlivost a linearni odezva
vyvinutého PMeOx/PANI@Ti-6Al-4V filmu byla zjisténa
pro mnohem S§ir$i rozsah pH od 5 do 8, vysledky pro
6 riznych elektrod jsou uvedeny na obr. 5d. Vsech 6 stej-
nych elektrod ma Nernstovskou odezvu —59,6 mV/pH.
Bylo zjisténo, Ze standardni potencial PMeOx/PANI@Ti-
-6Al-4V (E%) je 558,9 mV s dobrou reprodukovatelnosti
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Obr. 5. (a) Ramanova spektra filmi PMeOx, PANI a PMeOx/PANI pfi vinové délce excitatniho laseru 514 nm, (b) schéma pripra-
vy a struktura elektrody PMeOx/PANI@Ti-6A1-4V pro méfeni pH, (c) odezva na pH ¢isté podpory Ti-6A1-4V, (d) odezva snimaci
vrstvyy PMeOx/PANI@Ti-6A1-4V na pH a (e) odezva elektrody PMeOx/PANI@Ti-6Al-4V na pH v p¥itomnosti BSA (cit.”’)
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+8,3 mV. Takto dobra reprodukovatelnost standardniho
potencialu je zadouci pro vyvoj bezidrzbovych, kondicio-
nacnich a bezkalibracnich senzord. Rovnéz je vysoce re-
produkovatelnd pH zévislost potenciometrické odezvy
senzortl. Stabilni a reprodukovatelny potencidl PMeOx/
PANI@Ti-6Al-4V je pravdépodobné zplsoben synergic-
kym efektem jak podlozni matrice Ti-6Al-4V, tak PANIL
Pro ovéfeni vlivu NBL PMeOx na potenciometrickou
odezvu vrstvy byla provedena méteni pH v pfitomnosti
BSA jako béZného proteinu a vysledky jsou uvedeny na
obr. 5e. Potencidlovd odezva na zménu pH je linearni
v rozmezi koncentraci pH od 5 do 8 se smérnici —84,4/pH
(R* =0,9998).

Zavér

V préaci jsme navrhli, vyvinuli a otestovali novou
generaci implantabilnich biosenzord pro v¢asnou detekci
BRI, ktera sleduje zmény pH a tvorbu reaktivnich forem
kysliku (ROS). Snimaci vrstva pro detekci ROS sestavala
z polyporfyrinu (3TTP) obsahujiciho koordinované Fe*
ionty, chranéného NBL tvofenou tenkym filmem poly(2-
-methyl-2-oxazolin)u. Bylo prokazéno, ze tento film ma
schopnost detegovat H,O, potenciometrickou metodou
v biologicky relevantnim koncentraénim rozsahu (od
0,05 uM do 10 uM). Bylo prokazano, ze konkrétni poten-
ciometricky senzor vykazuje rychlou odezvu na peroxid
vodiku i v pfitomnosti interferujiciho hovéziho sérového
albuminu jako modelového sérového proteinu a v pfito-
mnosti katalasy v biologicky relevantni koncentraci. Déle
jsme vyvinuli pH elektrodu zaloZzenou na PANI, PMeOx
a Ti-6Al-4V, ktera by mohla byt implantovatelnym sen-
zorem pro méfeni pH synovialni tekutiny. Elektroda PMe-
Ox/PANI@Ti-6Al1-4V ma linearni Nernstovskou odezvu —
59,6/pH.

L1 a E.T. dékuji za financni podporu Zdravotni agen-
tuie CR (NU20-06-00424). M.H. dékuje za financni pod-
poru Grantové agentuire CR (grant 21-01090S) a progra-
mu Strategie AV21 (vyzkumny program ,, Pritlomové tech-
nologie budoucnosti — senzorika, digitalizace, uméla inte-
ligence a kvantové technologie®, vyzkumné téma ,,Nové
korelativni techniky pro analyzu a zobrazovani biologic-
kych a syntetickych polymernich materialit ).
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I. Ivanko, E. Tomsik, and M. Hruby (Institute of
Macromolecular Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague, Czech Republic): Development
of Smart Potentiometric Sensors Covered with Non
-biofouling Layer for Detection of Early Stages of
Inflammatory Processes Around Joint Replacements

One of the problems occurring after the joint replace-
ment is connected with the post-surgery infections which
are caused by bacteria that form biofilms on surfaces and
are referred to as biofilm-related infections (BRI). It is
also worth noting that due to the bioresponse, strong path-
ophysiological changes in the microclimate of an affected
surface occur (decrease in pH, formation of various reac-
tive oxygen species (ROS), depletion of Fe ions, and in-
crease in the concentration of Ca ions). In this work we
have prepared a robust selective potentiometric sensor of
ROS and pH sensor for the detection of pH changes
caused by sterile inflammation and bacterial and fungal
infections. The ROS sensor consists of a conductive poly-
mer layer based on polythiophene with an incorporated
porphyrin-metal complex that potentiometrically detects
the presence of ROS (H,O, and C1O™ ions). This sensor is
connected by the covalent bonds with a non-biofouling
layer of poly(2-methyl-2-oxazoline), which works as a bio-
compa-tibilizer. It was shown that the potentiometric sen-
sor shows a rapid response to hydrogen peroxide, does not
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record any interference with bovine serum albumin as
a model serum protein, and is able to fully reversibly de-
tect ROS with a linear response within a wide range of
biological relevant concentrations (from 0.05 pM to
10 uM). The sensing electrode based on polyaniline and
poly(2-methyl-2-oxazoline) on a titanium alloy support
was developed for the potentiometric detection of peri-
implant pH changes to enable early detection of the afore-
mentioned pathologies. The developed electrodes show
the changing of pH in the range between 5 and 8 for the
individual pathogenic bacteria or pathogenic yeast, with
a Nernstian slope of —59.6/pH.

Keywords: potentiometric sensor, nonbiofouling, orthope-
dic implants, detection of inflammation and infection
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