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ABSTRAKT

Tato bakaléska prace se zabyva vodivymi polymery, a to komkr@blyanilinem ve for-
me koloidu. Jsou zde popsany jeho vlastnosipnava, formy, které vytiaa jeho poten-
cidlni vyuziti. Dale se zabyva cytotoxicitou a nagmi jejiho testovani za vyuziti vitro
technik a bu&énych kultur. Mezi metody je moZnoizalit nagiklad testy viability, meta-
bolické aktivity, proliferace a detekci genové eegw. Posledniast teoretického oddilu
pojednava o kultivaci buxinych kultur, diferenciaci a proliferaci bék V praktickécasti

jsou vyhodnoceny testy cytoxicity koloidniho polylamu.

Kli¢ova slova: Vodivé polymery, koloidni polyanilin, toxicita, testovanin vitro, kulti-

vace bugk

ABSTRACT

Conductive polymers, namely polyaniline in colldidarm, are the topic of presented
bachelor thesis. Its properties, preparation, foams potential applications are described.
Thein vitro techniques and cell culturing use able for cytmibx testing are described in
theoretical part. Mainly the tests of viability, tabolic activity, proliferation and detection
of gene expression are mentioned. The last paheotheoretical section discusses the cell
biology, differentiation and cell proliferation. the practical part the test of colloidal pol-

yaniline cytotoxicity is evaluated.

Keywords: Conductive polymers, colloidal polyandincytoxicity, in vitro testing, cell

culture
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UvoD

Hlavnim gedmétem meé prace je stanovit cytotoxicitu koloidnihdyamilinu. Ten
se stal hlavnim objektem mnoha vyzkumnych studiy divym zajimavym vlastnostem
jako je elektricka vodivost. Tyto vlastnosti jsolickvé gedevsim protrst vybranych bu-
néénych linii a proto se polyanilin viznych formach stal slibonym polymerem v oblastech
medicinskych a biotechnologickych aplikacich. V préci, jak teoretické, tak praktické

¢asti se budu zabyvatgrevsim polyanilinem ve forrkoloidu.

Polyanilin se vyskytuje ve dvou zakladnich forma&cto polyanilinova (emeraldi-
nova) sil, kterd je vodivou formou a nevodiva polyanilinobdze. Zminy ve struktiie
polyanilinu, které docilimefanim alkalického prosdi, vede ke sniZzeni vodivosti a tim
k vytvoreni baze. echod na nevodivou formu nastavapH 5-6 (Stejskal). V mé prak-
tické ¢asti byla aprava pH koloidniho polyanilinu docilggiadanim dvou latek, v prvnim
piipact NaHCG a ve druhém NEOH. Cilem prace bylo stanovit cytotoxicitu taktoras
veného polyanilinu na bgtné linii NIH/3T3, coz je linie mysSich fibroblastVyhodnoce-
ni viability bylo zajiS¢tno pomoci MTT testu. Metoda je zaloZena na redtéécazoliové
soli ([3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difen@trazoliumbromid]), ktera jetpvedena na
nerozpustny formazan (LU et al.,, 2012). Poté jektsptotometricky vyhodnocen get
Zivotaschopnych bwik. Vysledky jsou ndzogzpracovany pomoci griafa tabulek a poté
prezentovany podle ISO normy 10 993-5 za pomoaentualniho vyjateni zivotaschop-

nosti oproti referenci. Vystupni data Zieni jsou poté doptma o mikrofotografie, které

s soe

Teoretickacast podava ucelenyghled o koloidnim polyanilinu, jeho vlastnostech
a vyuziti. Za¥rem tétocasti se zabyvam metodami testovaniddng toxicity podle iz-
nych kritérii, jako je naifiklad viabilitaci proliferace. Cytotoxicita koloidniho polyanilinu,
kterd je dilezitym parametrem biokompatibility neni stale aioigna a proto se stala napini

meé prace.
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1 POLYMERY

Polymery jsou chemické latky tiené molekulami (makromolekulami) obsahujici
vétSinou atomy uhliku, vodiku, kyslikéasto dusiku, chloru i jinych prik(Ducha&ek,
2006). Je pro &aitypické mnohonasobné opakovani jednoho i vice @tnebo dokonce
skupin atoni (konstitiénich jednotek), které jsou navzajem spojeny doalekpdtu tak,
Ze i kdyz gidameci odebereme &kolik konstitwnich jednotek, nezémime tim vlastnosti
(Prokopova, 2007).

Velky rozmach vyroby polymérnastal za druhé stove valky a po ni. Neolggjne
rychlé a vSestranné rogsini vyroby a zpracovani m&kolik hlavnich @icin, mezi které
pati jejich schopnost nahrazovat klasické materi&@kojjsou kovy, keramika, sklojelo
a dalSi, jednak mohou mit vlastnosti zcela odlisdégchto klasickych surovin, které
umoziuji zcela nové aplikace a now@Seni materialovych problénfMleziva a Siuparek,
2000).

—CI‘H —CH, {C‘H— CH, } CH-CH,-
| nl
R R R
Obrazek 1 -obecny vzorec polyme

(Prokopova, 2007)

1.1 Vodivé polymery

B&zné polymery, mezi které gapolyetylen nebo polyvinylchlorid, jsou vSeobécn
znamy, jako izolanty tzn., Ze nevedou elektrickguat (Stejskal). Existuji vSak polymery,
které vykazuji vlastni elektrickou vodivostilRadem takovych polymérje polyacetylen,
polypyrrol, polythiofen, polyanilin, polyfenylegi poly(p-fenylen-vinylen). Elektrickou
vodivost umo#uje pravidelné stdani jednoduchych a dvojnych vazeb tzv. konjugace.
DalSi dilezitou podminkou jefftomnost nositél naboje, které zprastdkovavaji transport
po fetzci. Tento proces se nazyva dopovani (Prokes, Kate@mastova, 2001). Musime
vSak rozliSovat dopovani anorganickych a organibkgolovodéia. U anorganickych po-
lovodic¢i jiz nepatrna koncentrace dopuijici latky vyramnliviiuje elektrické vlastnosti, na
rozdil u organickych polymérje poteba koncentrace vysSi. Vodivost této skupiny poly-
merlii se pohybuje v rozmezi 0,01-30 Sknje srovnatelna s anorganickymi polovadi
jako je nap. germanium. V porovnani s kovy, jako jeédha stibro, je tato vodivost mno-

hem niZsi, ale na druhé stége vySSi o0 mnoheéddi oproti lEZnym polymeiim (Stejskal).
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Obrazek 2 — nejdezit¢jSi vodivé polymery (Stejskal)

Vodivé polymery (CP z anglického conductive polys)gsou klasifikovany jako
materialy, které diky neobvyklé kombinaci vlastiésiva a plast, snadné syntézy a stabi-
lit¢ prilakaly Sirokou oblast vyzkumu (Bagheri, Ayazi, Naig 2013). Skuténost, Ze &
které tkar reaguji na elektrické pole a pady, uwinily CP atraktivni proradu biologic-
kych a Iékaskych aplikaci (Guimard, Gomez, Schmidt, 200Ad&€tké studie o vodivych
polymerech se né&jstji zabyvaji polyacetylenem, polypyrrolem a polyameim. Historie
vodivych polymeil zatina v roce 1977, kdy japonskydec Shirakawa se svymi studenty
objevil, Ze halogenactans-polyacetylenu zvysila jeho elektrickou vodivostigjSkal).
Zasadnim objevem bylo zj&ti, Ze kdyz tenky polyacetylenovy film dopujeme grar
jodu, vzroste elektricka vodivostiplizné milionkrat (Prokes, Ne$pek, Stejskal, 2001). |
piesto, Ze je polyacetylen vysoce vodivy, jeho nedghonje omezena stabilita. Proto je
pozornost kladena stab¥§im polymetim, a to polyanilinu a polypyrrolu. Vice nez sa-
motna vodivost, je zajim&&i u této skupiny polymér schopnost gnit svou vodivost
v reakci na vyjSi prostedi. Proto se jim takéchdy fika ,inteligentni* polymery (Stej-
skal).
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2 DISPERZNI SOUSTAVY

Disperzni systém je tveny alespth dvéma fazemi nebo sloZzkami, kdy jeden druh
je rozptyleny ve druhém ve foenjemnychcéastic. Rozptyleny druh se nazyva disperzni
faze (disperzni podil) a drulkast soustavy disperzni priedi (Novak a kolektiv, 2011).
Pokud disperzni soustava obsahujé fhze, z nichz jedna tvbdisperzni fazi a druha dis-
perzni progedi, pak takovou soustavu nazyvame heterogenni. fétdza prostedim exis-
tuje hranice tzv. fazové rozhranitiltadem je smss vody a oleje. Pregpanim kapiky
oleje vytvai disperzni fazi a voda disperzni ptesli. Obsahuje-li disperzni soustava dv
sloZzky a jen jednu fazi, takovy systém se nazyvadgenni. V tomto f)pact nentizeme
uvazovat o rozhrani, protoze slozka disperzni fdaedisperznim progtdi rozptylena ve

velmi drobnychiasticich. Fikladem je rozpushy cukr ve vod (Kvitek a Pané&k, 2007).

2.1 Klasifikace disperznich soustav

Disperzni soustavy tieme rozdlit podle miznych kritérii, nagiklad podle veli-
kosti ¢i tvaru dispergovanycbastic, dale podle skupenstvi disperzniho peastnebo dis-
perzni faze (Simek a Heitik, 1979). Monodisperzni nazyvame soustavy, u ktefgou
castice stejné velikosti a naopak u polydisperzrsighstav se vyskytujtastice fiznych
velikosti. Podle velikosti dispergovany¢hstic mizeme soustavydatit na disperze analy-
tické, koloidni a hrubé (Kvitek a Patek, 2007).

analytické disperze koloidni disperze hrubé disperze
109m<d<10-6m
d<109m —es
homogenni soustavy mikroheterogenni soustavy d>10-6m
pravé roztoky _ kpr‘“'i' rlf’zltf’k.‘," iat_ek . makroheterogenni soustavy
nizkomolekularnich latek Vysoxomo'exuiarich 1 nano c ”
mikrodisperze dalsich latek nestale
termodynamicky stalé . (s (s ; 2 1o .
y o termodynamicky stalé 1 nestalé filtrovatelné pres filtracni papir
nefiltrovatelné . : T :
filtrovatelné pres ultrafiltry osmoza a difuze neni

vysoka difuze a osmoza g ,
é o € € slaba difize a osmoza

Obrazek 3 -druhy disperznich soustav podle velikosti dispeagyeh ¢astic a jejicl
zakladni vlastnosti (Kvitek a Pafek, 2007)
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2.2 Koloidné disperzni soustavy

Koloidni stav je zvlastnim stavem hmoty, do kteréfide byt fevedena latka, po-
kud ji rozptylime do vhodného présdi. Hlavnim charakteristickym znakem je velikost
dispergovanyclgastic, které maji &Si roznér nez jednoduché molekuly, ale které nejsou
zarovar viditelné optickym mikroskopem (Breka a Dvdaak, 1977). Koloidni disperze
jsou zajimavé fedevsim diky svym fyzikathchemickym vlastnostem (zavislost absorpce
swtla na velikosticastic). Specifické chovani také souvisi s jejictkee plochou fazové-
ho rozhrani mezi disperzni fazi a presdim. Oilezitou vlastnosti koloidnich systénje
také schopnost t¥i gely (Kvitek a Pangk, 2007).

2.2.1 Klasifikace koloidnich soustav

Koloidni soustavy mizeme fidit podle fiznych kritérii. Napiklad podle skupen-
ského stavu disperzni faze a disperzniho frdstmizeme utvét osm skupin (Obr. 4).
V koloidni chemii se vSechny systémy odpovidajimbldnimu stupni disperzity oztaji
jako soly, pedpona aero (aero = vzduch) ocame soly s plynnym disperznim préstiim a
piedpona lyo (rozpoudtlo) ozn&uje soly s kapalnym prastdim. U koloidnich systéim
u nichz disperzni prasdi tvai organicka kapalina, se ozngi jako organosoly (Vojuckij,
1984).

disperzni prostredi | disperzni faze | oznaceni koloidni disperze

plynny netvori koloid

plynné kapalny aerosoly
pevny aerosoly
plynny pény

kapalné kapalny emulze
pevny lyosoly
plynny tuhé pény

pevneé pevny tuhé emulze
pevny tuhé soly

Obrazek 4 — roztleni soustav podle fazového slozeni (Kvitek ad”an
sek, 2007)

DalSi moznou klasifikaci je podle vzajemnéhisgbeni disperzni faze a disperzni-
ho prostedi, kdy koloidy nizeme rozdlit do tii skupin. RozliSujeme tak koloidy vratné
nebo téz lyofilni. Jsou to homogenni systemy, whieznika velmi neostré fazové rozhra-

ni a disperzni podil two's disperznim progdim jednu fazi. Tyto koloidni soustavy jsou
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také nazyvany koloidni roztoky. \fipact, Ze mezi disperzni fazi a pridim vznika
osfte ohraniené fazové rozhrani, mluvime o nevratnych (lyofobpkoloidech. Toto fa-
zoveé rozhrani vyraznovliviiuje jejich vlastnosti. Specifickou skupinou jsow@ativni
(micelarni) koloidy, které tvid koloidr¢ disperzni¢astice — micely. Koloidn¢astice vzni-

k& asociaci malych organickych molekul — povrehaktivnich latek (Kvitek, 2006).

2.2.2 Vyznam koloidnich systént

Koloidni systémy a &e na fazovych rozhranich maji ohromny vyznam piskiou
¢innost. Mnoho oblasti, jako jsou technologické,ldgacke, fyziologické, sdmito jevy
souviseji. Jsou vyuZzitelné jak v chemickém vyzkumal,i v ptimyslu. Mnoho potravino-
vych produki, jako jsou syry, jogurty, @#&o, pivo jsou pimo povahou koloidni, nebo se
koloidni pochody podileji na jejich vzniku. St&jje tomu také v{fipact barev, barviv,
farmaceutickych i kosmetickych prepdravelmi vyznamnou roli hraje koloidni chemie
pii vyrobé keramickych vyrobk, od porcelanu,iigs nové velmi pevné keramické materia-
ly, pouzivané v raketové technice nebo t6kd na fizné protézy (keramické kloubni na-
hrady, zubni protézy). Velkou ulohu hraji také kdjov biologickych systémech.riRla-
dem jsou tokové vlastnosti krved@ntich tekutin. Ty mohou byt Iépe prozkoumany, jéstl
se na & divame jako na koloidni disperze. Byla takébravena vodna emulze, ktera je
vhodna jako déasnd nahrada krve nebo moderni koloidni mikroka&pspbuzivané
v [ékarstvi. Ty slouzi prdizené podani tév a v rekterych gfipadech i pro cilenou farma-
koterapii organ (Bartovska a Siskova, 2005).

2.2.2.1 Koloidni systémy v regenerativni mediéin

Jedna z oblasti tk@vého inZenyrstvi se zatiuje na napodobovanfipzeného bi-
ochemického a biofyzikalniho présti extracelularni matrix (ECM). V literdti je uva-
déna Siroka Skala pouzitelnosti a aplikace kaloikteré by mohly byt uziteé @i vyvoji
ECM systéni. Koloidy mohou v této oblasti poslouzit jako stamécastice a jako poten-
cialni slozky, které by posilily rozvoj uilé ECM. Extracelularni matrix je konstréim
prvkem, jehoZz prostdnictvim buiky a tkaré drzi pohromaé&l Podporuje filnavost a hraje
klicovou roli @i uréovani bugcného osudu. SlozZeni protéira struktura ECM rive
ovlivnit buné¢nou adhezi, signalizaci a dale nigad vazbu bugk na specificka mista

ligandu fes povrchové receptory.
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Extracelularni matrix je velmi slozité, dynamickéogiredi, fes které biika ridi veSkeré
procesy. Oblast tképvého inZenyrstvi a regenerativni mediciny se sra#iijet biomate-
ridly schopné napodobit chovani ECM ze syntetickpebo biosyntetickych sai se
schopnosti regenerace posSkozenégkEnome toho mohou tyto materiély vést k vytemi
piesnych modél pro studium chovani bék. Hydrogely se staly hlavni volbou pro ECM
napodobeniny, diky svym mechanickym vlastnostemysokému obsahu vody. Spolu
s piirodnimi polymery jako je kolagen, fibrin, laminikyselina hyaluronova umagji
integraci do trojrozrérné struktury tka#é (Clarke et al., 2013). VyuZivaji se v mnoha ob-
lastech mediciny jako implantaty, pddpé materialy a hojivé gely (Strachota, 2012). Ne-
existuje vSak jedinéeSeni pro vytvieni idealni, urdlé extracelularni matrix. Kazdy typ
Vv téle predstavuje vlastni fugki a strukturni odliSnosti a je proto obtizné vyivgednu
strukturu vhodnou pro jakykoliv typ tk&rgi organu. Nicmé# koloidni struktury jsou &
lezitou stavebni sloZkou, ktera pIni nenahraditelfunkci v ECM systémech (Clarke et
al., 2013).

Y GF

z k

5’ Extracellular
Space

LA A S Y

Fibronectin  Proteoglycan Integrin Phospholipid  Collagen Growth factor

Obrazek 5 —zobrazeni komponeint extracelularnih
matrix (Clarke et al., 2013)
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3 POLYANILIN (PANTI)

3.1 Historie polyanilinu

PANI je nejstarSim syntetickym polymerem, ktetgvek vibec vyrobil. V roce
1826 jej ziskal &mecky chemik Unverdorben pyrolytickou destilaciigad Ri studiu
chemickych vlastnosti anilinu byly jiz v roce 18d0psany zelené produkty, které bychom
dnes nazvali polyanilinem. V roce 186#& foxikologické identifikaci anilinu, kterou pro-
ved| britsky profesor chemie Letheby, vedla po kdleei k modrému zabarveni, které je
typické pra¥ pro polyanilinovou bazi. Polymerni povaha oxidizh produki anilinu byla
prokazana, az o mnoho desitek let odPostupy vedouci k syntéze polyanilinu byly
popsany Honzlem a spol. jiz v roce 1968 (Prokefjsk&al, Omastova, 2001). Vzhledem ke
své stabili¢, zpracovatelnosti koloidnich disperzi a zajimawvgaoxnim vlastnostem spo-
jené s heteroatomem dusiku, je polyanilin jedninejzice rozsahle studovanych vodivych
polymeii v pribéhu poslednich deseti let (Kang, Neoh, Tan, 1998|ydmnilin se stal slib-
nym polymerem zavodu snadné syntézy a diky nizkym né&kiadna vyrobu monomeru
(Bhadra et al., 2009).

3.2 Formy polyanilinu

Polyanilin miZe existovat v &olika formach, které se od sebe lisi stéproxida-
ce nebo protonace. KdyZ odeberethpiidame elektrony chemickou nebo elektrochemic-
kou oxidaci a redukci ziskame formy liSici se dtredu, stabilitou, zbarvenim a elektric-
protonu, organickowi anorganickou kyselinou, vzroste vodivost polyemil v rozmezi
osmi az desetiadi (ProkesS, Nedpek, Stejskal, 2001). Nazvy forem, jako je leukoeahe
din, emeraldin a pernigranilin jsou v dnesni élouzivany i pro odpovidajici polymery.
Mezi nejlEzrejSi formy pati zeler® zbarvena vodiva polyanilinova (emeraldinova) s
nevodivd, modra bazeiiRpH 5-6 dochazi kigchodu meziémito formami a vodivost
klesa z jednotek S.chma 10° S.cmi* (Humpoliek et al., 2012a).
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Protonovany pernigranilin (modry) Pernigranilinovi baze (fialova)
®
@ ®- +2H E —
+e +H©
+e
Protonovany emeraldin (zeleny. vodivy) Emeraldinova baze (modra. nevodiva)

OO | == OO

Leukoemeraldin (bezbarvy)

OO+~

Obrazek 6 — formy polyanilinu (Stejskal)

3.2.1 Morfologie polyanilinu

V zavislosti na podminkach polymeracejzeme ziskat produkty §znou morfo-
logii (Stejskal). Existuje mnoho parametkteré jsou dlezité i kontrole morfologie a

Mriviw s

tvar granuli. Pokud vSak polymeraci anilinu provedeve vod nebo v mirg kyselém

VAN v L

prostedi kyseliny octové, ziskame v produktuégsvcasti podil polyanilinovych nanotru-
bek. pH se pohybuje z pateni hodnoty 5 na ko@ou hodnotu niz8i nez 2,5. Ty maji
primér 100—200 nm a délku aZzkolik mikrometfi. Bylo také prokazéano, Zefigavek

organickych rozpouétiel ovliviiuje morfologii PANI. Rechod z globularni struktury ve
prosgch nanovlaken a nanotrdlek byl pozorovan, kdyz reaki snts obsahovala alkoho-
ly, jako je metanol, etanol a dalSi (Konyushenkalet2011). Vodivé polymery jsou proto
zajimavé nejen svymi elektrickymi vlastnostmi, atliky nanostrukturam, které vytkei

(Stejskal).
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4 KOLOIDNI POLYANILIN

Vodivé polymery jsou v porovnani s jinymi polymembtizre zpracovatelné.
V béznych rozpougtlech se nerozpou§t, pouze v koncentrovanych kyselinach. Nem
Zeme je pevést do taveniny a manipulace, fillad s kyselinou sirovou,fipasi fadu
technickych potizi. Jednou z variant prékteré aplikace je vyuziti vodnych koloidnich
disperzi, které jsou obdobou polymernich latexje mozno je vyuZit protipravu vodi-
vych polymernich filnd (Prokes, Nedprek, Stejskal, 2001).

4.1 Tenkeé filmy a koloidni disperze

Oxidaci anilinu v kyselém, vodném prisdi vznikaji anilinové oligomery. Ty jsou
mnohem vice hydrofobni nez anilinové kationty n&apku reakce. Maji tendenci oglid
se od vodného média nddad tim, Ze se adsorbuji na dostupny povrtibhdzejici do
styku s vodnym roztokem re&ki smési. Timto mechanismem vznikaji anilinové filmy a

koloidni disperze (Stejskal a Sapurina, 2005).

4.1.1 Tvorba polymernich filmi

Adsorbované oligomery maji vyssi reaktivitu, codl@&k zahajenitstu polyanili-
novychietzci. Bylo skuténé pozorovano, Ze polymerace na povrchiedehazi polyme-
raci v reakni snesi. Prvnitettzec PANI zakotveny na povrchu vytvgadro budouciho
filmu. Jednotlivé oligomery jsou adsorbovany v kdigti jadra a stimulujitist novych po-
lyanilinovychietszcl. Retézce tvdi film podél povrchu a ze sterickychivbdi jsou orien-

tovany kolmo k podkladu (Stejskal a Sapurina, 2005)

Lateral film
a b c ral it
proliferation
O
O Preferred © 0O O
chain
O O growth
r's °
(@)
Adsorption Nucleation Film growth

Obrazek 7 —model tvorby filmu: a) adsorpce oligoniene
povrch, b) tvorba jadra, stimulacéstu PANIfetzch, c) sl

filmu na povrchu (Stejskal a Sapurina, 2005)
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4.1.2 Tvorba polyanilinovych koloida

Podobny koncept, jako pro tvorbu PANI filinje pouzitelny i pro vznik koloidnich
castic. Ty se vyrayi polymeraci anilinu v médiu, obsahujici stabilra Stabilizatorem je
negastji ve vodk rozpustny polymer. Oligomery adsorbuji na stabtbhzu a vytvéeji
PANI jadro. Tvorba novych oligoméra polymerace probiha #sné blizkosti a polyanili-
nova castice roste. Vd&kterych dalSich fipadech se stabilizai c¢astice zachyti
v rostoucichietézcich, coz vede k vyt¥eni skdapky, ktera zabralje agregacicastic
(Stejskal a Sapurina, 2005).

O

a o b c
[®) 8 YT
o
'y 0 : |
o o, Qe
Adsorption Nucleation Particle growth

Obrazek 8 — model tvorby koloidnic¢tastic: a) oligomery adso
buji na stabilizatoru, b) tvorba jadra, stimulatstu PANIfetzal,
c) dalSi oligomery a noviettzce jsou vyraény v blizkosti jadre

koloidni ¢astice roste (Stejskal a Sapurina, 2005)

4.2 Priprava polyanilinu

4.2.1 Standardni piiprava PANI

Polyanilin se pipravuje oxidaci 0,2 M anilin hydrochloridu pomdR5 M persi-
ranu amonného ve vodném piesti. 2,59 g (20 mmol) anilinu hydrochloridu se nazib
v destilované vogv odmerné baice na 50 ml roztoku. Také ségravi 5,71 g (25 mmol)
persiranu amonného v 50 ml vody. Oba roztoky jscliouany pi pokojové teplat po
dobu jedné hodiny a poté jsou smichany (Stejskaillzert, 2002). Sr&s po chvili postup-
né¢ zmodra vznikem anilinovych oligomerTvori se pernigranilinova forma polyanilinu,
ktera po dokoeni polymeraceigjde na tmavozeleny emeraldin (Prokes, Stejska®©m
tova, 2001). Poté se nechaji v klidu polymerovamiWla srazenina, ktera se promyfe-t
mi podily 100 ml 0,2 M kyseliny chlorovodikovée, déle susi na vzduchu a pak ve vakuu
pii 60°C. Takto pipraveny polymer méa konduktivitu 5 S.EniStejskal a Gilbert, 2002).
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4.3 Vlastnosti a vyuziti polyanilinu

Polyanilin je jednim z vodivych polymirpro rgéjz se hledalo vyuziti fgdevsim
s ohledem na jeho schopnost reagovatnou elektrické vodivosti na ¥$i podrety
(nag. zmenou pH). Tato schopnost umozZznila vyuziti v oblasteenzai, antikoroznich
nagra, u katalyzy organickych reakei palivovych ¢lanki. Velmi slibné je také vyuziti
polyanilinu v biomedicinskych aplikacich. Vyzkumvgvoj se zamtuje predevsSim na re-
generaci srdmi ¢i nervoveé tkan (Humpoliek et al., 2012a). Dale bych uvedlgalik

konkrétnich pipadi vyuziti polyanilinu, & uz gimo v pimyslu, nebo ¥decké oblasti.

Velkd mozZnost aplikaci vyplivA zZipomnosti fiznych redoxnich stdiva jejich
pienmen. Tyto vlastnosti umaiuji pouziti PANI v oblasti ochrany proti korozikia elek-
trody v akumulatorovych bateriich a rttgpad pro fotoelektrické Zé&eni a swtla (Kang,
Neoh, Tan, 1998). Termomechanické vlastnosti jemaozyuzit v iznych senzorickych
systémech. Velka pozornost je takdéevana schopnosti PANI absorbovat a odrazet elek-
tromagnetické z&ni. Proto je PANI vhodnym kandidatem pro &tinelektromagneticke-
ho z&eni, @i vyuZziti mikrovinnych absorbér Za povSimnuti stoji také aplikace zalozené
vyhradré na elektrické vodivosti. Jsou to vodivé povlaky.tantistatické néty (Gospodi-
nova a Terlemezyan, 1998). DalSim zajimavym vyoZjd vznik inteligentnich koSil, kte-
ré mohou byt pouzity ke sledovani fyziologickéhavst pacienta nebo vodivé polymerni
suspenze vhodné k vyrdborganickych mikrostruktur pro mikroelektronické liepce
(Bhadra et al., 2009). Zatélem zlepSeni vlastnosti a raesii vyuZziti, byly pipraveny
kompozity PANI, které fitdhly velkou pozornost. Kompozity, skladajici sBA&NI a jed-
né nebo vice slozek, jako jsou kovy, metaloidy,awyk anorganicke i organické skani-
ny byly piipraveny a charakterizovany mnoha vyzkumnymi skapin(Ciri ¢-Marjanovi,
2013). V poslednich letech bylo prozkoumano mnolastaosti PANI, které podporovaly
rast burgk. Vlastnosti, jako je biokompatibilita, vodivoshechanicka odolnost byly Kb-
vé pro toto pouziti. #devSim studie biokompatibility vyvolala zajem vyguZANI
v tkanovém inzenyrstvi. V oblasti implantahebyl zaznamenan vyrazny vznik #anne-
bo znamky abnormalit svalovych a tukovych tkanisé@w rkolik studii uvedlo, Ze nemo-
difikovany PANI prokazuje Spatnou adheziistrburgk. ZlepSeni vlastnosti polyanilinu,
ale zarove zachovani jeho elektrickych vlastnosti, jsou n@esiednmétem vyzkumu
(Guimard, Gomez, Schmidt, 2007).
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4.3.1 Biosenzory

Nebyvaly zajem o rozvoj a vyuzivani analytickyafispojia k detekci, kvantifikaci
a sledovani konkrétnich chemickych latek vedla keiku biosenzar (Gerard, Chaubey,
Malhotra, 2002). Biosenzory slouzi k monitorovardiagnostice metabolit(nag. gluko-
zy, ma:oving, hormort, protilatek, antigei atd.). Prvni biosnimaci #iaeni bylo vytvde-
no integraci enzymu do elektrody éhlbem dvou desetileti doSlo k velkému pokrokiipa
v mnoZzstvi publikovanyckilanki nebo pdétu aktivnich vyzkumnii, ktefi se timto téma-
tem zabyvaji. Biosenzor se sklada ze snimacihaupftykbiomolekuly) a pevodniku, kte-
ry nakonec transformuje chemicky signal na elekfri(Ahuja et al., 2007). Vodivé poly-
mery jsou pra¥ pouzivany jako tyto igvodniky. V zavislosti, jak je chemicky signal sni-
man a vysilan, fizeme biosenzory roztit do nékolika kategorii: ampérometrické, poten-
ciometrické, konduktometrické, optické, kalorimeké a dalsi (Guimard, Gomez,
Schmidt, 2007). PANI se stal zajimavym materidlemm gnimg&e a biosenzory, protoze
pusobi jako prosednik pro penos elektroi v redoxnich nebo enzymatickych reakcich
(Dhand et al., 2011). Slouzi pro detekci moleklkbjglukosaoxidasa nebo cholesterol oxi-
daza/esterdza (Guimard, Gomez, Schmidt, 2007).

Analyte
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Obrazek 9 - schéma biosenzoru (Guimard, Gon
Schmidt, 2007)
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5 TOXICITA MATERIALU

Toxicita je komplexni reakce organismu, u kteréboldzi k pimému buscnému
posSkozeni (Freshney, 2005). Cilem testovani tgxjeitziskani informaci, které pomohou
uréit bezp€nost novych produkt(Flint et al., 1998)In vitro testy, které identifikuji neza-
douci znény bure¢nych systém, se staly alternativou pro testyvivo, kvili snizeni pétu
pokusnych zuat (Mori a Hara, 2013). Ta jsou neustale pg@dm mnoha diskuzi, jak
z hlediska humanniho, tak ekonomického (Freshnggs R

5.1 Cytotoxicita

Definice cytotoxicity se liSi v zavislosti na poweastudie, a zda likhy odumiraji
nebo se ini jejich metabolismus. Pomoci téstytotoxicity miZzeme stanovit &inky na
bungéné drovni vin vitro systémech. Proto zavedeni specializovanycteédmych linii a
interaktivnich organovych kultur pro testovani d¢gtacity ma neodmyslitelny vyznam.
Veskeré nové Iéky, kosmetika a potravinovisgdy prochazeji rozsahlymi testy cytotoxi-

city, nez jsou propushy pro uzivani viejnosti (Freshney, 2005).

5.2 Testy cytotoxicity na buikach péstovanychin vitro

V poslednich dvou desetileti doSlo k vyraznému ofiza zdokonaleni technik s
embryonélnimi a dosiymi kmenovymi butkami. Nedavné studie uvedly jejich nezastupi-
telné pouziti spolaé s buikami nadorovymi \n vitro testech cytotoxicity. Tyto aplikace
nam poskytnou moznost posouzeni toxickych latekgtipact odhalit nove toxické a vy-
vojové &inky (Mori a Hara, 2013). Nd&jklad v pa&ateni fazi farmaceutického zkoumani,
kdy zndme velmi malo vlastnosti o nové skening, je velmi vhodné provedenichto tes-
ta (Flint, 1998). Obeahvyvoj I&iv je casow a finartné narany proces. A proto identifi-
kace nefiznivych &inka v co nejragjSi fazi je rozhodujici (Wiesinger et al., 2012} V
vétsing pripadi jsou buiky inkubovany v multi-jamkovych degkiach. Poté mnozstvirg-
Zitych burgk za gitomnosti studované latky je odvozeno jako miraotopticity (Mori a
Hara, 2013). Volba testu bude zaviset na povazdiestna pirozené zptné reakci a na
konkrétnich cilovych htkach (Freshney, 2005). Dale bych uvedtaatik kritérii, podle

kterych je hodnocena cytotoxicita materialu.
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Cytotoxicity Test Systems

ACID PHOSPHATASE GLUCOSE

- General physiological
cell state

- Glucose consumption

NEUTRAL RED
- Lysosomal activity
- Membrane permeability

MTT/XTT
- Mitochondrial metabolism

LDHe o . ab
 Meribrana ‘ - Respiratory toxicity
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SULFORHODAMINE B\\ CRISTAL VIOLET
- Cell proliferation - Cell proliferation

- Total protein synthesis rate ' ol - DNA

Obrazek 10 — schémailky a jejich organel uzivané kdieni cytotoxicity (Xenome-
trix IN CYTOTOX — Cytotoxicity Screening Test Systs, ©2014)

5.2.1 Viabilita

Testy Zivotaschopnosti (viability) se pouZivaji kieni podilu Zivych bugk nagi-
klad po primarnim radenéni nebo separaci bek (Freshney, 2005). &Sina tedi je zalo-
Zena na metabolické aktiwia integrit membrany. Pouzivaji se barviva, ktera se mohou
vazat na lipidovou dvojvrstvu nebo na intraceluigsroteiny (Juan-Garcia et al., 2013).
Porusenim membrany dojde vilze k zachyceni barviva (trypanova mpdebo propust
ni barviva, které bude v hoe zadrZzovano (diacetyl fluorescein), (Freshne9520

5.2.2 Proliferace

Proliferani testy zaloZzené na pouziti ldnych linii jsou nejpouzivaisi testyin
vitro pro stanoveni vlastnosti sk&nin (Wang Si et al., 2012). Sledovani proliferaoask
je nezbytna pro celotadu aplikaci, ¥etné optimalizace podminek b&né kultivace nebo
stanoveni aktivity cytokih a ristovych faktod. Méfeni je velmi uziténé napiklad v ob-
lasti protinadorovych kv (Cell Proliferation Assays, ©2004-2014). Nidgead Coomassie
Brilliant Blue (CBB) je test, ktery nam &irnarust budk zmetenim celkové koncentrace
proteini (LU et al., 2007). Dale séeba néti pomer ATP/ADP, ktery vykazuje energeticky
stav buiky (Fiore et al., 2001).
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5.2.3 Metabolicka aktivita

Detekce metabolické aktivity nazhge absenci busgného vymirani. Vesker&@n-
nosti jako je enzymaticka aktivita, aktivni trangpoespirg&ni cinnost, biosyntéza makro-
molekul s¥d¢i o giitomnosti metabolicky aktivnich bgk (Juan-Garcia et al., 2013). Tyto
testy jsou alternativou k tésh viability a diky funkci mitochondrialnich dehydyenéz
dochazi k redukci tetrazoliovych soli (Berridgeakt 1996). Mezi tyto testy fizeme z#a-
dit test MTT, XTT, WST-1, které jsem hlogbpopsala v kapitole 6.

5.2.4 Detekce genoveé exprese

V roce 1990 byly vyvinuty DNAipy (DNA microarray) jako nové experimentalni
technologie, které umoznily komplexniéiani Urovié genové exprese stovek gesou-
¢asré (Hanai, Hamada, Okamoto, 2006)py jsou tvdeny pevnym podkladem, ktery je
tvoren sklegnym, kemikovym skitkem nebo nylonovou membranou. Na tento podklad
je fixovano rekolik tisic oligonukleotidh DNA. P¥i kontaktu destiky se vzorkem, oligo-
nukleotidy z&nou hybridizovat s komplementarnimi sekvencemiipa (Donatin a Dran-
court, 2012). Pomoci fluoresaarich barviv je zjis&ino, kde doslo k hybridizaci a jaké
nukleotidy vzorek obsahoval (Charalambous a Mateysp 2013). Tato technologie na-
lezla uplateni jak v oblastech molekularni biologie, v mikrdhidoblasti, bioinZenyrstvi,
v [ékarskych oborech, v oblastech toxicity a mnoha dal§fdanai, Hamada, Okamoto,
2006). Pomoci DNA microarrays ndidad zjistime, jaky vliv ma toxicka latka nateh
genové exprese (Ju, Wells, Walter, 2007).
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6 METODY TESTOVANI BUN ECNE TOXICITY

6.1 Testy viability

6.1.1 Testovani trypanovou modi

Zivé a mrtvé biiky miZzeme rozlidit barvenim pomoci trypanové mio@polu
s barvenim fluoreskujicim propidium jodidem se tatetoda stala n&jstji pouzivanou
pro hodnoceni viability. U buwk s poruSenou plazmatickou membranou dochazi
k prostoupeni barviva a tim k obarveninky, neposSkozené lilky zastavaji neobarvené.
Pro prostup barvy musi byt btima membrana zde¢ poskozend, hika je obarvena do
modra (Testy cytotoxicity, ©2014).

NH, HO H,N
NaO,S O‘ SO3Na NaO3 OO SO;Na

Obrazek 11 — struktura trypanové miq@Vollensak, Sporl, Pham, 2004)

V in vitro studii Rezai et al. (2004) byl zkouméaginek trypanové maidl na lidské
bunky epitelu sitnice. Biiky byly inkubovany s trypanovou miido koncentraci 0,5 %,
0,1 %, 0,05 % po dobu 5 az 30 minut. KultiRémeédium bez barviv slouzilo jako kontro-
la. Nicmér, vSechny koncentrace trypanové modyvolaly apoptézu. Mezi nevyhody
této metody pdit silné cytotoxické &inky, které trypanova mdadrykazuje, hodnoceni mu-
si byt ukokeno do 5 minut, odfmani latky, jinak zéne trypanova madprostupovat do
Zivé buiky (Altman, Randers, Rao, 1993). Metoda je rychj@ddmoducha, ip hodnoceni je
pouzivan setelny mikroskop (Kruzik, Moos, ¥ek, 2006).

6.1.2 Testovani propidium jodidem

Pokud je buina séna poruSena, mohou do ni projit latky, které sedhan na
slozky buréné hmoty a dojde k zesileni nebo posunu spektoaeficence. Vyhradnse
vyuzivaji latky, které se v e vazi na nukleové kyseliny, nehty se vyskytuji ve vSech
buikach v dostat;mém mnoZstvi. Do této skupinytreme z#adit vibec nejrozdergjsi

fluorescekini sondu propidium jodid. Jdednidlo, které se vaze na nukleové kyseliny a
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po vazlke dojde k posunu a zesileni intenzity fluorescentitoyané ervené oblasti
spektra (Branska et al., 2011).

Obrazek 12 — strukturni vzorec pro-
pidium jodidu (Branska et al., 2011)

6.1.3 LDH test

LDH neboli laktat dehydrogenéza je enzym, kterygepustny v cytosolu &sSiny
eukaryotickych bugk a rychle se uvdlje do bugéného kultiv&niho média po poskozeni
plazmatické membrany (LDH — Cytotoxicity assays0®2). Z tohoto dvodu je stanoveni
LDH Siroce vyuzivano jako kvantitativni zkouska ity raznych molekul a Iék Tato
metoda probiha jako dvoustigvy proces, kdy v prvnim kroku LDH katalyzuje reduk
NAD™ na NADH a H a oxidaci laktatu na pyruvat. V druném kroku enzajiaforaza vyu-
Ziva no¥ vytvoreny NADH a H k redukci tetrazoliové soli INT naerveré zbarvenou
formazanovou . MnozZstvi vytvdeného formazanu je wmeé p@tu lyzovanych buék.
Formazan je ve vadrozpustny a ma Siroké spektrum absorpce s maxiptéiizné 490
nm, zatimco tetrazoliovank pied redukci nema Zadnou specifickou ab&uwirpyinovou
délku (Wang Gang et al., 2012). V praci Han e{2011) je pomoci testu LDH posuzova-
na toxicita nangastic. Dale nafklad Lobner (2000) ve svérlanku srovnava metodu
MTT a LDH pii neuronalni apoptdze vystavené latkdm staurospmiro nifedipin. Meto-
da se stala Siroce vyuzivanou pro svoji spolehtjvoghlost a jednoduché vyhodnoceni
(Fotakis a Timbrell, 2006).

6.2 Testy metabolické aktivity

6.2.1 XTT test

Oba testy, jak MTT tak XTT, jsou si velmi podobnpauzivaji se k odhadu Zivota-
schopnych butk. Jsou zaloZeny na aktiwimitochondrialnich dehydrogena#tomnych v
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Zivych buikach (Wang, Yu, Wicklife, 2011). Redukci tetrazakosoli XTT [(2,3-bis[2-
methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-Budboxanilide] pomoci metabolicky
aktivnich bugk vznikéa oranzovy, ve vadrozpustny formazan (Chaieb et al., 2011). Dale
napiklad ve srovnani s testem MTT je XTT tetrazolims&mére cytotoxicka pro Zivota-
schopné biiky. Metoda se stala Siroce vyuzivanou v oblastinatogie a vyzkumu rako-
viny. Redukce XTT bylo poprvé popsano jako citlimgikator pro metabolickodinnost
srde&niho svalu nebo srdeich chlopni g biopsii (Lu et al.,, 1997). Stevens a Olsen
(1993) uvadi, Ze test XTT je st&jacinny jako test MTT, ale rychleji a snaijnse prova-

di.

6.2.2 MTTtest

MTT [3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltedzoliumbromid] je Zluta ve vo-
dé rozpustna tetrazoliovaik kterda se pouZziva pro dreni p@tu metabolicky aktivnich
burgk v in vitro testech. Metoda je zaloZena na redukci zlutého MKtd@ry mize do bui-
ky prechazet progdnictvim endocytézy a v mitochondriich jgepeden na nerozpustny
formazan (fialové krystalky Rézdicového tvaru), (LU et al., 2012). Formazan sspusti
piidanim silného detergentu a zbarveni se vyhodnospgktrofotometricky f vinové
délce 570 nm. MnoZzstvi formazanu zavisiad parameti, véetrg potateini koncentrace
pouzitého MTT a také na fyziologickych vlastnosteem¢né linie (Young, Phungtamdet,
Sanderson, 2005). Po vyhodnoceni je mnozstvi faimagtimo umérné metabolicky ak-
tivnim buikam (LU et al., 2012).

Obrazek 13 — MTT test po izolaci nader
vych burgk (MTT test, ©1998)
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Metoda MTT byla pedstavena Mosmannem v roce 1983 jako tzv. kolorioket
test. Do laboratorni praxe byl zaveden pro posadugetencialu novych protinadorovych
latek (Ciapetti et al., 1993). Nejen Zivotaschoprimgtk, ale také lokalizace formazanu,
kterd je stale nejasnd, je hlavni napini studiek®a et al. (2012). Lokalizace byla studo-
vana gimym mikroskopickym pozorovanim zivych hiknHeLa a pomoci fluorescémich
sond. Granule formazanu nebyly zaznamenany v notwbtich, ale po oS&ni burk
slune&nicovym olejem, byly odhaleny v lipidovych k&géch. Tato metoda byla ro¥&ina
a zlepSenadkolika autory (Aziz, Ahlswede, Enbergs, 2005). Dpsk v této studii Aziz,
Ahlswede, Enbergs (2005) bylo z{igb, Ze zkouSka MTT je spolehlivou metodou pro od-
had procenta Zivotaschopnych spermitlavéka a prasat. Dale pak v praci Schéylie
(2011) bylo prokazano, Zze MTT test je vhodny awgitpro stanoveni akutni toxicity po-
mocnych latek \n vitro systému zaloZeny na iikAch calu-3, kteréipdstavuji dobry mo-
del pro epitelialni biiky dychacich cest. Wlanku Huveneers-Oorsprong, Hoogenboom a
Kuiper (1997) bylo metody MTT vyuZzito ke studiu toxy veterinarnich I&v pomoci
primarnich kultur hepatooytprasat. Autéi Zaloudik et al. (2000) uvé&{l orientani in-
formace o stupni chemorezistenicevitro u 60 primarg resekovanych bronchogennich
karcinomi, karcinomii kolorekta a sarkofn mékkych tkani s vyuzitim technologie pri-
mokultivace a MTT testu. Tato metoda se rleSive wdeckeé sfée diky jeji gresnosti a
rychlosti @i méieni Zivotaschopnych bgk. Stala se @lezitou napiklad i kvantifikaci
lymfokina, pri testovani chemosenzitivity pomoci protinddorovyahidel a obec#é pro
méieni ihistu burkk. V posledni dobje stale vice vyuzivandipméreni cytotoxicity bioma-
terialu (Ciapetti et al., 1993).

CHs
CHs
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MTT MTT formazan

Obréazek 14 — chemicka struktura MTT a jeho redukéviar-

ma formazanu (Stockert et al., 2012)
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6.2.3 WST-1 test

WST-1 je jednim z tedtmetabolické aktivity, ktery vyuZiva redukci tetodinvé
soli WST-1 (4-[3-(4iodophenyl)-2-(4nitrophenyl)-2bttetrazolio]-1,3- benzenedisulfona-
te) na rozpustny formazan. Redukce probiha dikyabmdicky aktivnim bikam a umoz-
nuje primé nereni jejich Zivotaschopnosti a proliferace (WST-1l ®éability & Prolifera-
tion Assay, ©2014). Metoda WST-1 mékolik vyhod ve srovnani s dalSimi éma tetra-
zoliovymi solemi MTT a XTT. MTT je tradni test proliferace buk, ale nevyhodou je,
Ze se 3ipi na ve vod nerozpustné krystaly formazanu, které musi gt preienim roz-
pusgny. WST-1 steji jako XTT ¢inidlo, je rozpustné ve veadtakZze neni péeéba prova-
dét rozpoukci krok. Dale metoda WST-1 je mnohem stalfinneZ metody MTT a XTT
a je mozné jej skladovatiipteplo€ 2—-8 °C po dobu dkolika tydni, aniz by doslo
k vyznamné degradaci (Fritz, 2007). Kolorimetridiegt WST-1 je vhodny naiklad pro
stanoveni glukdzy-6-fosfat (G6P). Tento test jeozehy na oxidaci G6P wipomnosti
glukdzy-6-fosfat dehydrogenazy a NADPH, tim docHamdukci tetrazoliové soli WST-1
na rozpustny formazan Zluté barvy. Uéitest testu se projevujéipiesném nsieni kon-

centrace G6P ve fetalnim havm séru (Zhu, Romero, Petty, 2011).
6.3 Testy na apoptozu

6.3.1 Pruatokova cytometrie

Cytometrie zahrnuje metodysaieni fyzikalnich nebo chemickych viastnosti &kin
Pritokova cytometrie je proces, ve kterém jsou tatdemi provadna, zatimco hiky pro-
chazi prosednictvim ngficiho gristroje v proudu nosné kapaliny (Mandy, Bergeroim-M
kus, 1995). Prvni prototyp fokového cytometru byl sestrojen v roce 1934 Andkéol-
davanem (Roubalova, 2012). V sedmdesatych letecjsgily prvni kometné vyrabiné
priaitokové cytometry, ale nevyhodou byla vysoka cemaraina obsluha. V néasledujicich
letech, diky objevu fluoresceni mikroskopie, zazZila fitokova cytometrie prudky rozvoj.
Dnes niizemefici, Ze tento fistroj je @EZnou sodasti &tSiny klinickych laboratti (Man-
dy, Bergeron, Minkus, 1995). Metoda vyuZiva rozpt@wtla, excitace a emise flu-
orochromnich molekul k zisk&ni dat z mikroskopidkyéstic a bugk. Bunky jsou znée-
ny specifickymi fluorochromy a jsou koncentrovany tenkého proudu v kapii@, kde
protékaji vysokou rychlosti. V kapiié jsou ozgovany monochromatickym koherentnim

z&enim, které produkuje laser (Slaninova, Slanindorska, 2008). f¢dnost této metody
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spaiiva v rychlosti analyzy jednotlivycktastic. Vyhodou je také jednoduchéiprava
vzorkl a moznost provedeni, jak kvalitativni, tak kvaattitni analyzy (Sinkorova a Za-
rybnicka, 2008).

Pratokovy cytometr se stal nepostradatelnym nastrgpemlékasky vyzkum a to
zejména v oblasti imunologie, hematoonkologie aonéek biologie. Pomociéh mizeme
metit komplexni bugcné sngsi s vynikajici citlivosti a specifinosti (Tarrant, 2005). Na-
piiklad viry, chromozomy, fragmenty DNA a mnohé jineklinické praxi je nejastjSim
materialem k analyze krev, kostrietl, buré¢né kultury a dalSi. V klinické imunologii se
praitokova cytometrie pouziva kimunofenotypizaci lyeyt, testovani alergie atd.
V nadorové biologii naipklad k analyze buftného cyklu, bu&né proliferaci, detekci
apoptézy a sledovanitpriku I&iv do burgk (Roubalova, 2012). ¥lanku Combrier et al.
(1990) autei srovnavaji metodu jgitokové cytometrie s dalSimi metodanti posuzovani
in vitro toxicity xenobiotik. Dale najiklad studie Xian et al. (2012) se zabyva studiem
vitro toxicity dusitari na haemocyty garnat Pritokova cytometrie, ktera analyzuje jed-
notlivé buiky v kratké dob, miaze poskytnout objektivni, reprodukovatelnou a oitli
charakteristiku velkého gtu haemocyt.

Granulocyty

Obrazek 15 - dot-plot histogram suspenzeékuperiferni krve Roubalové
2012)
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7 KULTIVACE BUN ECNYCH KULTUR

7.1 Zaklady bunéénych kultur

Proces kultivace bunych kultur je metoda,ipkteré jsou biky péstovany za
kontrolovanych podminek. Pro vyrobu danych kultur jsou pouzivany lidské, zeci
nebo hmyzi bugné linie (Houp, 2008). V dnesni dbimaji burécné kultury celouradu
vyuziti, predevSim ve vyrab a hlavié slouzi jako material pro vyzkum. Ve srovnani
s jinymi typy biologickych modél jako jsou laboratorni zkdta, ¢i lidské organy, maiji
bung¢né kultury v experimentalni g nenahraditelné vyuziti. Velkou vyhodou Bémych
kultur je jejich jednoduché namnozeni do poZadokanénozstvi a kultivace, coz jiné

biologické modely neumaiiji (Vejrazka).

7.2 Kultivace bunéénych kultur a kultiva ¢ni média

In vitro péstovanym bikam je poieba pro peziti a proliferaci zajistit vhodné
podminky, mezi které pétpovrch kultiv@&ni nadoby, sloZeni kulti¢aiho média a dalSi
vlastnosti jako je teplota, pHi slozeni atmosféry (Vejrazka). Kultitai média jim zajis-
tuji Ziviny a vSechna obsahuji zakladni aminokysglintaminy, anorganické soli, gluko-
zu, pyruvat a linolovou kyselinu. Médium je nutnopthit 5-10 % krevniho séra, které
obsahuje listové faktory. B piipraw kultivatniho média je paétba dodrzovat optimalni
podminky, mezi které pdtosmolarita, pH (7,4) a atmosféra musi obsahor@ah& kysliku
také oxid uhkity, ktery hraje dlezitou tlohu pi udrzovani pH kultivéniho média. Bsto-
vané buiky se mnozi, v§erpavaji Ziviny a proto je po &ité dok® potreba pesadit (pasa-
Zovat) docerstvého média. Biky se od podkladu uvolni (mechanicky nebo enzyrkgtic
pomoci trypsinu nebo kolagenazy) a jejid@st se znovu nasadi do kultiwa nadoby. Bu-

nécné kultury je mozno zmrazit a neomeZekladovat (Ne&as et al., 2000).

7.2.1 Adheze burgk

VétSina burenych kultur je adherentni, tj. hky rostou na vhodném povrchu kul-
tivacni nadoby v jedné vrstv Neasgji se pouzivaji naddoby z polystyrenu, jejichz pdwvrc
je razr¢ upraven. Pro nadorove linie jsou vhodné pro adiwerektrostaticky nabité plas-
ty. Rizné typy buscnych linii vyZzaduji fixaci na substrat nagkolagen, laminin, elastin
apod. Nkteré buiky, zejména krevnihotwodu, je naopak nutnéégtovat v suspenzi.

Buriky v suspenzi se udrzi diky neustalému promichékaliiry. Nadoby, ve kterych se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

buiky kultivuji, jsou umistny na kyvaci mich&e. Dale je mozZné také vyuzit valcové
nadoby, které se atdji kolem vodorovné osy (Vejrazka). Ba je schopna adherovat
k nebiologickym substréi (sklo, plastik aj.), je to dano vlastnostmi cyagmaticke
membrany nebo bitného povrchu, ktera v mistech kontaktu vy)e ECM. Ti hlavni
tiéidy transmembranovych protéirse podileji na adhezi bélnk substratu. Je to adheze
bunka-buika, tuto interakci zprogtdkovavaji kadheriny. Interakci fka-substrat zpro-
stredkovavaji integriny. fleti skupinou molekul buiné adheze jsou transmembranové
proteoglykany, ty také reaguji s tnou matrix spoléné s dalSimi proteoglykany nebo

kolagenem (Freshney, 2005).

7.3 Bunécnd proliferace

VSechny Zivé organismy od jednokiinych bakterii po mnohobgéné Zivaichy
jsou vysledkem neustélého iného @leni a aGstu. U kazdé hiky musi dojit ke zdvojo-
vani vnitni hmoty a nasledného rageni buiky matéské na d¥ buiky dceiné. Tento ¢
je znamy jako bukny cyklus. Nejdlezit¢jSi proces v buttném cyklu je dleni jadra
(proces zvany mitdza) &léni buiky (proces zvany cytokineze). Jak proces mitozly, ta
cytokineze spolu tvd M fazi burééného cyklu. Obdobim mezi dma mitézami se nazyva
interfaze a je rozfleno do dalSichit fazi, jsou to @ S a G faze. Bhem G1 faze hika
roste, dochazi k tvo#nukleotidi, proteini a dalSich organel, aby mohlo dojit k replikaci
DNA. Nasledujici fazi je S faze, kde hlavnim ukolgnreplikovat jadernou DNA. V &
fazi musi dojit k tvord veSkerych organel ve dvojndsobném mnozZstvi, abyopleni
vznikly dw¢ plnohodnotné hiky (Alberts, 2001). Faze & G jsou zakogeny kontrolnim
uzlem, ktery ma zjistit, zda je bka pipravena vstoupit do dalSi faze iného cyklu.
Napiklad dilezitym bodem v Gfazi je tzv. kontrolni uzel, ktery dokéze uvésteti do

G faze, ve kterém se biia nebude fipravovat na deni (Freshney, 2005).
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(replikace DNA)
Obrazek 16 <tyti po sol jdouci faze bugcné-

ho cyklu (Alberts, 2001)

7.3.1 Kontrola bunééné proliferace

Pribéh burééného cyklu jefizensystémem regulace htimého cyklu.Tento sys-
tém musi ve spravné délaktivovat a deaktivovat jednotlivé kroky cykluatp uskuté-
novano pomoci enzyina riznych proteid. Musi také zajistit, aby kazdy krok cyklu byl
dokorten dive, nez biikka postoupi do dalSi faze. Tento systém také zghikuantrolu,
zda butka zahyne procesem zvanym programovan&dminsmrt (apoptoza). Fosforyta
reakce pdat k negasgjSim zpisohim, jakym butka meni aktivitu proteinu. Tyto reakce
provadi skupina proteinkinaz, které jsou aktivovanyrité dok® cyklu a poté jsou afp
rychle deaktivovany. Proteinkinazy jsou aktivovdmmoci cyklini a proto se kinazy sys-
tému regulace bwiného cyklu nazyvaji cyklin-dependentni proteinkiwdedk), (Al-
berts, 2001).

7.4 Diferenciace burgk

Diferenciace je proces,tipkterém z nespecializované itky (nag. embryonalni,
kmenové biiky) vznikaji buiky strukturré i funkéné specializované. Takoveé tky se
nazyvaji diferenciované. Spousty diferenciovanyahé¢k nemaji schopnost se samglit]
a proto musi neustale dochazet k jejich okn@o téeto skupiny busk pati nagiklad cer-
vené krvinky, povrchové epidermalnittky a dalSi. Bilky kmenove, které jeStnemaji
svoji specializaci, se vyskytuji ve tkanich sgokes buikami diferenciovanymi. Zvlastnim
piipadem jsou hiky krvetvorby, kdy vSechny rozdilné typy vznikajjediné hematopoe-
tické kmenoveé biiky (Necas et al., 2000).
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7.5 Bunééna signalizace

Prenos signalu je jednim ze z&kladnich préoegivych buikach. Kazda hitka po-
tiebuje vnimat své okoli, aby mohla odpovidat na podriRizné druhy mechanisirza-
jisti, Ze se biikka prizpasobi prostedi, ve kterém se vyskytuje. Na signal, kteryikaupri-
jima, reaguje odpadi, ktera nize byt v podob proliferace, diferenciace nebo tato infor-
mace vede az k batné smrti. Proto signalni mechanismy, které jséitomné v buce,
hraji hlavni roli ve vSech fazich zivota (Dhanasaka1998). Signal je produkovan signa-
lizujici buikou, kterd wtitou informaci gedava cilové hice prostednictvim receptorove-
ho proteinu. Jakmile signal doputuje k cilovéate, ta jej rozpozna a specificky ng n
odpovi. Richazejici (=extracelularni) signal jéegweden na signal intracelularni (Alberts,
2001). V plazmatické membréise nachazeji skupiny receptorovych prateima které se
vazi signalni molekuly neboli ligandy. Tato sigiamolekula se vaze na extracelularni
doménu v membré@na navazani Aysobi konformani zménu, ktera v kongném disledku

vyvola buré¢nou odpo¥d (Lodish, 2008).

[ 1 -
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Obrazek 17 — formy signalu (Alberts, 2001)
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7.5.1 Typy pienosu signalu

s

molekulou jsou hormony, které jsou uvéry do krevnihaeCisté a jsou produkovany en-
dokrinnimi buikami. DalSim typem je parakrinni signalizace, kayalni molekuly fiso-
bi jako lokalni mediatory. Tyto signélni molekulifwhduji extracelularnim médiem &ep
nasi signal na hiky v nejblizSim okoli. DalSim Zobem komunikace je neuronova sig-
nalizace. Tento typ signalizace funguje na velk#alenosti a zpravy jsougdavany velmi
rychle. Jakmile dojde k aktivaci neuronu od ostdimervovych buk, pogipadct z okoli,
signdl se i pomoci elektrickych impuitsaZz ke konci axonu (= dlouhy v§bek neuronu).
Kazdy tento signal jeipveden na chemickou formu, kdy je do synaptickdty uvolnin
nervovy mediator. NejdokonalejSimigmbem komunikace jeignos signaluipmym kon-
taktem. V plazmatické membréfe ukotvena signalni molekula, ktera jgegéana cilové
buice. Tato bitka ma v plazmatické membréneceptory, pomoci kterych tuto informaci
zachyti (Alberts, 2001).
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. PRAKTICKA CAST
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8 MATERIAL A METODIKA

8.1 Priprava koloidniho PANI

V experimentalniasti jsem pouzila jako vychozi latku koloidni palilan, piipra-
veny na Ustavu makromolekularni chemie Akadendig wPraze a to RNDr. Jaroslavem

Stejskalem podle postupu IUPAC.

Priprava koloidniho polyanilinu se provadi oxidaciliarhydrochloridu (0,2 moll
!y persiranem amonnym (0,25 md).\v pritomnosti stabilizatoru. Jako stabilizator byl po-
uzit poly(N-vinylpyrrolidon), (PVP; Mr = 360 000Anilin hydrochlorid (259 mg) se roz-
pusti ve vodném roztoku PVP. Polymerace je zahgpnaokojové teplot (20°C) gida-
nim 5 ml vodného roztoku, ktery obsahuje 571 mgip@nu amonného. S je kratce
michana a ponechana v klidu k polymeraci. Polynejaaokodena khem rékolika mi-
nut. Polyanilinova disperzetipomina roztok, ktery lze libovoéniedit. Zelené zbarveni
zredkné kyselé disperzer@chézi po alkalizaci hydroxidem amonnym na modierékod-

povida polyanilinové bazi (Stejskal a Sapurina,5)00

®- ®-

Nlé) NH NH NH

A A® n
Polyaniline (emeraldine) ® 0

salt -2nH A

deprotonation

b Qrm-O-Or}

Polyaniline (emeraldine)
base

Obrazek 18 — i@chod polyanilinové soli alkalickém prosedi (nap.
hydroxid amonny) na polyanilinovou bazi (Stejska&bitbert, 2002)
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Pred samotnym testovanim hkiknjsme pomoci pH metru inoLab® pH 7310
(WTW, Némecko) a elektrody SenTix® Mic-D (WTW,&nhecko) hodnotili pH koloidni-
ho polyanilinu. Ripravili jsme si dva vzorky a po ziteni p&ateni hodnota pHinila
2,174 a 2,153. pH ovliluje interakce bu¥k a proto je nutné jej upravit. V naSefigad
jsme pH pozranili pomoci dvou latek a to NaHG@ NH,OH. Upravenim pH jsme dostali
baze koloidniho polyanilinu a u prvniho vzorku jsiqgavou NaHC®@ dostali hodnotu
7,288 a u druhého vzorku Upravou }MH hodnotu pH 7,240. Ziskané vzorky byly poté

naredny na potebnou koncentraci a napipetovany na jednotlivéy@duikami.

8.2 Informace o pouZzitych buréénych liniich

V ramci mé prace byla pouzita bigna linie NIH/3T3, coz je linie mySich fibrob-
lasti. Jako kultivéni médium bylo vyuzito Dulbecco’s Modified Eagle ditem — DMEM
(PAA) s vy88im obsahem glukdzy. Toto médium je rikaki zakladniho média Eagle
(BME), obsahuijici izné koncentrace aminokyselin, vitarinia dalSich komponent.aP
vodni formulace obsahovala 1000 mg/l glukozy a Ipgdazita pro kultury embryonalnich
bungtk mysi. Od té doby byla upravengolika zpisoby pro podporuistu primarni kultu-
ry mysich a kiecich bugk. Kazda z ¢chto médii nabizitizné kombinace L-glutaminu a
pyruvatu sodného. Kro#étoho, byla hladina glukézy zvySena na 4500 mgoéi, je vyjad-
feno v nazvu "DMEM /High" (DMEM: Classical Media arghlts, ©2014). K médiu se
piidava 10% calf sérum a antibiotika, konketRenicilin/Streptomycin, 100 U/ml (100
png/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria).

8.2.1 Podminky kultivace

Bunky byly kultivovany v polystyrenovych kultivaich nadobach,igemz idealni
podminky byly zaji&iny pomoci inkubatoru Heracell 150i (ThermoScieq}ifUSA). Bui-
ky se kultivuji i teplo€ 37°C a vyuziva se atmosféry s 5%nmsi CQ, za konstantni
relativni vihkosti.
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8.3 Experiment

8.3.1 Trypsinizace a prekultivace

Pred zahajenim samostatného testu jerghat provést prekultivaci bek, a to
z davodu fyziologickych parameir Pred zapoetim prace byl stav zkontrolovdn pomoci
swtelného mikroskopu s fazovym kontrastem Olympus CKX (Olympus, Japonsko).
Prekultivace probihala nasled@mejprve bylo z nadoby s bikami co nejdokonaleji od-
sato kultiv&ni médium. Poté se zbytky média a séra odstrap@groym oplachnutim 15
ml PbS (0,2 ml/crh), po dikladném oplachnuti bylo épprovedeno odséti. Dale bylo do
kultivagni nadoby fidano 7,5 ml serinové protedzy trypsinu (0,1 mficriten se nechal
pusobit za pitbéZného kontrolovani pod mikroskopem Olympus CKX 4ihkubatoru
Heracell 150i az doikladného oddeni burgk, nejdéle vSak 20 minut. Po adieni burgk
bylo do kultiv&ni nadoby pidano stejné mnozstvi média jako trypsinu, a tori|5N&-
sledrg byly buaky pirevedeny pomoci pipety do zkumavky vhodné pro degaici. Centri-
fugace probihala v centrifuze Eppendorf 5702 R @aglorf, Nmecko) pi teplot 37°C,
rychlosti 1100 rpm po dobditminut. Po uplynutiif minut byly buiky vydélany z centri-
fugy a bylo patrné, Ze jsou koncentrovany ve spoédsii zkumavky. Médium bylo odséato
a piblizny patet burgk 2.10 bylo poté moZno riadit pomoci kultivaniho média na po-
7adovanou koncentraci 121Bunsk/ml. Buiiky byly rozpipetovany do 96 jamkovych poly-
styrenovych testovacich platDo kazdé jamky bylo nepipetovano 100 ul akyubyly
poté ponechany v inkubatoru Heracell 150i po dobh@lin.
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8.3.2 P¥idani potencialné toxické latky

Nasledujici den, po dostate prekultivaci, bylo ze zapinych jamek odsato ves-
keré meédium. Po UprawH koloidniho polyanilinu pomoci NaHGG NH,OH byly na-
sledré k bunkam gidany izné koncentrace koloidniho polyanilinu a to v mmez$00 pl.
Kazda koncentrace vzdy pyrech jamkach wvads. Koloidni polyanilin pozrminény po-
moci NaHCQ byl nafedn v nasledujicich koncentracich: 10%, 5%, 4%, 3%, 2%,
0,9%, 0,8%, 0,7%, 0,6%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%0,0,075%, 0,05%, 0,025%, 0,01%.
Dale pak pozrnény pomoci NHOH byl naedin koncentracemi: 10%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,9%, 0,8%, 0,7%, 0,6%, 0,3%, 0,2%, 0,1%, 048,76,05%, 0,025%, 0,01%. Tyto
koncentrace jsme edili pomocicistého média a jakoifklad bych uvedlaedni 10%
koloidu, ktery jsme ziskali smichanim 300 pl 100étoldu a 2700 pl média. U obouém
feni bylo pak vzdy do jednidverice napipetovanoisté médium v mnozstvi 100 pl, ty nam
poslouzily jako vzorky refergmi. Po gidani vSech koncentraci k fiktdm jsme ot platy
ponechali kultivovat v inkubatoru po dobu 24 hodin.

8.4 MTT test

Druhy den, po 24 hodinové kultivaci vippmnosti fizné koncentrovanych roztdk
bylo z jamek odsato médium s koloidnim polyanilindfrbuikdm bylo gidanocisté mé-
dium a MTT o koncentraci 0,5 mg/ml média. Platyuskami byly poté opt ponechany v
inkubatoru po dobu 4 hodin. Poté bylo z jamek oélebrd0 pl média, zbytek byl odséat a
40 ul bylo vraceno do jamek. K médiu bylidano 80 pl dimethylsulfoxidu (DMSO). Ten
byl v jamkach ponechan po dobu 15 minut a poté bgi&ena absorbance pomoci spek-

trofotometrického fistroje.
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9 VYSLEDKY

V této praci jsou prezentovany vysledky cytotoxidioloidniho polyanilinu, a to
ve formé baze. Jedna se o prvotni studii, protoZze kolombiyanilin dosud nebyl v této
souvislosti studovan. Cytotoxicita polyanilinu bydgedevsim studovana pomoci polyani-
linovych soli a koloidni form nebyla zatim &novana piliSna pozornost. Viabilita bk,
kterd je hlavnim rritkem mé prace, je vyhodnocena a zobrazena pomaiti @ tabulek.
V tabulkach je vzdy uvedenipnér absorbance zé&tyi opakovani. Vyhodnoceni cytotoxi-
city bylo provedeno podle ISO normy 10 993-5 ,Zkoyp$a cytotoxicituin vitro*. Vy-
sledky mohou byt demonstrovanykolika moznymi zjisoby a to naipklad vyhodnoce-
nim pitikaznosti mezi prmérnymi hodnotami absorbance jednotlivych vZorkporovnani
se vzorkem referénim, dale napklad dle ISO normy pomoci procentuélniho znézoin
burgcné viability ve srovnani s referenci. A také fiklad paizenim mikrofotografii po-
moci invertovaného mikroskopu. Vysledky mé praeamshodnotila proseédnictvim mi-
krofotografii a ISO normy, ifXemz je pouZzit nasledujici postup: hodnota rovni 209
mena 100% iezitelnost buék; >80 vyjaduje necytotoxicky efekt; 60-80 slaba cytotoxi-

cita; 40—60 sedni cytotoxicita; <40 silna cytotoxicita.

Na obrazkue. 19, ktery popisuje referéni vzorek, je patrné, Ze u btknnedochazi
k Zddnému ovliveni okolni latkou, tudiz nedochazi k jejich viditéinu poSkozeni. Je
patrné, Ze se laly roznistaji do délky, jsou v dobrém fyziologickém stavpraliferuji.
Veskeré vysledky cytotoxicity koloidniho PANI, jé&¥l deprotonizovan pomoci NaHGO

a NH,OH, budou v dalSich kapitolkach vztazeny grke vzorku referetnimu.

Obrazek 19 -buns¢na linie NIH/3T3, referetni

vzorek
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9.1 Stanovena cytotoxicita

9.1.1 pH upravené pomoci NaHCQ

Cytotoxicita baze koloidniho PANI, kter4 byla studoa na butné linii NIH/3T3
je zobrazena v grafd. 1. Vysledky vyjaduji absorbanci jednotlivych vzolikpri testu
MTT. pH koloidniho PANI bylo vtomto ipact upraveno pomoci latky NaHGO
Z grafu mizeme usoudit, Ze se zvySujici se koncentraci koloaPANI se sniZzuje absor-
bance a tudiz viabilita bgk. Graf ukazuje imou zavislost i fes par vykywu, které budou
pravdEpodobré zpisobeny chybou gteni.

U koncentrace 0,4 % nastava vyrazny pokles vigbiiodnoty nizSich koncentraci
(0,3 %, 0,2 %, 0,1 %, 0,075 %, 0,05 %, 0,025 %1 @#) se pblizuji referenci, oproti
tomu vySSi koncentrace vykazuji nizkou absorbdradulkac. 1 je doplgnim grafuc. 1 a
jsou zde vyjatkeny jednotlivé koncentrace koloidniho PANIapery absorbanci spateé
se sndrodatnymi odchylkami a vyj&dni viability v procentech, jenz je v souladu s ISO
normou. Viabilita jednotlivych koncentraci je pa@®vnana s referéni hodnotou. Veske-
ré informace, které fiZeme vyist z grafu, jsou potvrzeny matematicko-statistiakyy-

hodnocenim nachéazejici se v tabuicé.
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Graf 1 — vysledky cytotoxicity koloidniho PANI degtonizovaného pomoci NaHGO
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Zajimavym bodem v grafu je hodnota koncentrace %7 kterd odpovida viabili-
té¢ 94,65 %. Tato koncentrace se nejvice blizi ref@ranspolu s koncentracemi 0,01 %,
0,025 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,3 % spada do rezB8&-100 %, tedy nevykazujici cy-
totoxicitu. Postupnym zvySovanim koncentrace nagnbtu 0,3 % se dostavame do roz-
mezi 60—-80 %, kde je vykazovana slaba cytotoxi€itatéto skupiny zadime koncentra-
ce 0,4 %, 0,5 %, 0,6 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 1 2@6. Hodnoty koncentraci 3 %, 4 %, 5
% a 10 % vykazuji podle nasSich vyslédilabou cytotoxicitu, ktera spada do rozmezi 40—
60 %. Z grafu i z tabulky. 1 mizeme usoudit, Zefpkoncentracich nizSich nez jsme uved-
li, bychom mohli pedpokladat necytotoxicky efekt, tudiz mensi vlivviabilitu. Oproti
tomu vysSi koncentrace budou mit velky vliv na iliaba budou vice cytotoxické.

9.1.1.1 Mikrofotografie bunék kultivovanych za pitomnosti NaHCQ

Vysledky ziskané pomoci testu MTT nadm podavaji ged@ny obraz o vlivu stu-
dované latky na buinou linii. Nicmérg potizeni mikrofotografii nam poskytne ddgb-
vé informace o vzhledu bek, o jejich fyziologickém a morfologickém stavu. rRoci
mikroskopu s fazovym kontrastem jsme ziskali foafigr dvou koncentraci, a to 0,1 % a
0,9 %, které mizeme porovnat se vzorkem refateim. Na obrazk&. 20 mizeme vidt
koncentraci 0,1 % a v porovnani s referenci neddck&yrazné zrné burgk. Mazeme
pozorovat jen nepatrné odchylky, ale celkovy stawk je dobry. Buiky proliferuji a i
celkovy pa@et hovdi o jejich dobrém stavu. Na dalSi fotografii (oketaz. 21) pozorujeme
vyrazny Ubytek buk. Koncentrace 0,9 % odpovida viakil$3,31 % a vykazuje slabou
cytotoxicitu. Buiky na obrazku jsou migposkozeny, ki tvar a jsou mensi oprotigu-

chozimu a referemimu snimku.
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kultivovanych vpfitomnosti 0,1% koloidnit
PANI deprotonizovaného pomoci NaHgO

Obrazek 21 —mikrofotografie bugk NIH/3T3
kultivovanych vptitomnosti 0,9% koloidnit
PANI deprotonizovaného pomoci NaHgO
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Koncentrace koloidniho polyanilinu [%] Primér £ SD | Viabilita [%]
10 0,2434+0,0172 50,86
5 0,2812+0,0177 58,77
4 0,2447+0,0261 51,16
3 0,2760+0,021% 57,68
2 0,2877+0,0306 60,11
1 0,3326+0,0069 69,51
0,9 0,3030+0,0223 63,31
0,8 0,3128+0,0043 65,36
0,7 0,3042+0,0174 63,57
0,6 0,3074+0,0138 64,23
0,5 0,3063+0,0529 64,01
0,4 0,3394+0,0325 70,92
0,3 0,4118+0,0158 86,05
0,2 0,4125+0,0819 86,19
0,1 0,4107+0,0324 85,83

0,075 0,4530+0,0098 94,65
0,05 0,3922+0,0231 81,96
0,025 0,4231+0,0279 88,41
0,01 0,4030+0,0159 84,20
Reference 0,4785+0,0440 100

Tabulka 1 — pimérné absorbance, sinmodatné odchylky, procentualni zastoupeni
viability bureék koloidniho PANI deprotonizovaného pomoci NaHCO
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9.1.2 pH upravené pomoci NHOH

Cytotoxicita druhého vzorku koloidniho PANI, upradepomoci NHOH je vyjad-
fena v grafuc. 2. Ot byla pouzita linie buk NIH/3T3 a cytotoxicita byla stanovena
pomoci upravené metodiky ISO normy. Z graftzeme opt vycist, Ze se sniZujici se ab-
sorbanci a tedy i @tu Zivotaschopnych béh, se zvySuje koncentrace. U vySSich koncen-
traci (10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %) nejsou patrfiBgvelké sndrodatné odchylky a viabilita
burgk je nizkda, tyto hodnoty jsouiplizné na stejné Urovni, tudiz vykazuji téfrpodobné
hodnoty viability. U hodnot (1 %, 0,9 %, 0,8 %, 06/ 0,6 %, 0,3 %) vidime postupnyst
viability spolu se snizZujici se koncentraci. U kemitace 0,2 %, 0,1 % pozorujeme zlom,
ktery zahajuje postupné klesani viability (koncaoér 0,075 %, 0,05 %, 0,025 %, 0,01 %).
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Graf 2 — vysledky cytotoxicity koloidniho PANI dejtonizovaného pomoci NJOH

Dopliujici informace ke grafu nam podava tabutk&. Zadna z koncentraci se pl-
né neblizi referetni hodnog, nejblize je hodnota 0,075 %, ktera vyjsd necytotoxicky
efekt. Hodnoty koncentraci (1 %, 0,8 %, 0,7 %,%,80,3 %, 0,2 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,025
%, 0,01 %) vykazuji slabou cytotoxicitu. Oproti tomysoké koncentrace (10 %, 5 %, 4
%, 3 %, 2 %) spolu s koncentraci 0,9 % vykazugdsti cytotoxicitu. Z tabulky Zzeme
také vyist velké kolisani hodnot viability a velky skok55,10 % (koncentrace 0,9 %) na
63,45 % (koncentrace 1 %), u kterého bychdsdpokladali klesajici tendenci. VydeEni
hodnoty bude nejspis @gpobeno chybou #teni.
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9.1.2.1 Mikrofotografie bunék kultivovanych za pitomnosti NH,OH

Mikrofotografie burk vytvorené fazovym mikroskopem nam &mgposkytnou po-
drobrgjSi informace o vlivu latky NEOH na butky linie NIH/3T3. | ve druhém ipad
jsme pouzili stejné koncentrace 0,1 %, 0,9 % a el také srovnavat se vzorkem refe-
renénim. Na obrazku. 22 vidime biiky, které proliferuji a vyskytuji se v hojném gho.

Na druhou stranu vSak dochazi keémnmorfologie a jsou na nich patrné znamky posko-
zeni. Na obrazkg&. 23 pozorujeme hiky, které jsou znatethposkozeny. V porovnéni
s predchozi mikrofotografii a referenci také vidime, m@ozstvi buik radikalre kleslo.

Obrazek 22 —mikrofotografie bugk NIH/3T3
kultivovanych vpfitomnosti 0,1% koloidnif

PANI deprotonizovaného pomoci NEH

Obrazek 23 —mikrofotografie bugk NIH/3T3

kultivovanych vpiitomnosti 0,9% koloidnit

PANI deprotonizovaného pomoci NEH
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Koncentrace koloidniho polyanilinu [%] Pramér £ SD | Viabilita [%]

10 0,2226+0,0081 46,53

5 0,2276+0,0249 47,55

4 0,2130+0,0066 44,51

3 0,2117+0,0186 44,24

2 0,2177+0,0108 45,48

1 0,3037+0,0591 63,45

0,9 0,2637+0,0456 55,10
0,8 0,3418+0,0472 71,42
0,7 0,3149+0,0617 65,80
0,6 0,3802+0,0306 79,46
0,3 0,3511+0,0353 73,36
0,2 0,3366+0,003% 70,33
0,1 0,3420+0,0207 71,47
0,075 0,3971+0,0291L 82,98
0,05 0,3781+0,0210 79,01
0,025 0,3600+0,0081L 75,22
0,01 0,3503+0,0129 73,20

Reference 0,4785+0,0440 100

Tabulka 2 — pimérné absorbance, sinmodatné odchylky, procentualni zastoupeni
viability burék koloidniho PANI deprotonizovaného pomoci NHH
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10 DISKUZE

V praktické ¢asti mé bakai&ké prace byly provédy testy cytotoxicity baze ko-
loidniho polyanilinu. Uprava pH, ktera po#ni strukturu polyanilinové soli na bazi, byla
ucinéna pomoci latek NaHC a NH,OH. Z grafi a tabulek vyplyva, Ze s rostouci koncen-
traci obou latek dochazi ke snizovani viability #urZ vysledk také nizeme usoudit, Ze

se cytotoxické &inky u obou latek vyrazhlisi.

Z grafu¢. 1 mizeme vidt hodnoty koncentraci, které tiaéner linearni Kivku,
nijak zvla¥ nekolisaji a nepatérse iblizuji referenci. U koncentraci latky NBH, ktera
vyjadiuje grafé. 2, se hodnoty referenci négizuji. Dochazi ke vzniku skak jak je patr-
né napiklad u koncentraci 0,01 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,9a;5u kterych bychom spise
ocekavali opany prab¢h. Jak si mizeme vSimnout u latky NaHGQ wtSinu nizkych kon-
centraci (0,01 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,075 %, 0,D %%, 0,3 %) rizeme dle ISO normy
zaradit do kategorie vyjadjici necytotoxicky efekt. Oproti tomu u koncengalétky
NH4OH zde spada pouze jedina hodnota a to koncer8g8& %. Proto z vySe uvedenych
vysledki vyplyva, Ze latka NEHOH vykazuje ¥tSi cytotoxicky efekt oproti latce NaHGO
Zajimavym poznatkem je také to, Ze u obou latekijdaHCQ tak u NH,OH dochazi ke
zvySeni hodnot viability vZdy u koncentrace 0,075k¥¢ra se nejviceiiblizuje referenci.
U NaHCQ dosahuje tato hodnota 94,64 % Zivotaschopnositky NH,OH hodnotaini
82,98 %. Dopikové informace nam podavaji mikrofotografie, ktepdlu s referenci byly
vytvoreny mikroskopem s fazovym kontrastem. Tyto fotagrafchycuji vzhled buik,
tvar, proliferaci, pofipact vyskyt vakuol a dalSich komponent v mezi&tmych prosto-
rech po rozpadu hiky. Na obrazkw. 20 vidime koncentraci 0,1 % NaHg@ tyto buiky
nevykazuji nijak vyrazné zény oproti referenci. Biky proliferuji, jejich tvar je zachova-
ly, viabilita odpovida 85,83 %, coz vyjafe necytotoxicky efekt. V porovnani u kiknse
stejnou koncentraci NYJOH (obr. 21) je patrné&sSi cytotoxické poskozeni, které i podle
procentualni hodnoty viability odpovida 71,47 %niiceciselny tdaj hodnotime jako sla-
bou cytotoxicitu. Na obrazkél 21, kde je koncentrace 0,9 % NaHQ@dime zné&né po-
Skozeni buek. Doslo k jejich viditelnému Ubytku a Bky znané zmenily tvar. Jejich
hodnota viability odpovida 63,31 %, coziseli do skupiny slabcytotoxické. U hodnoty
koncentrace 0,9 % latky NJ@H (obr. 23) jsou bitky velmi poSkozeny, na fotografii jsou
zachyceny oduibelé zbytky busk.
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Cytotoxicita koloidniho polyanilinu je v tuhle chivheprobadanou oblasti a proto
bylo zveejréno jen rgkolik mélo publikaci. Studie Humpdkk et al. (2012b) se zabyva
nevodivou polyanilinovou bazi a polyanilinovou sddieré byly testovany v ramci cytoto-
xicity a citlivosti kize. Ol& formy prokazaly zn&nou cytotoxicitu, ktera byla vysSi u poly-
anilin hydrochloridu nez u polyanilinové baze. Zésavysledky pinasiclanek Kucekova
(2014), ktery pojednavé o koloidni polyanilinovémkrzi. Je to prvotni prace zabyvajici se
polyanilinem ve formy koloidu. Hlavnim cilem bylo zjistit vliv koloiduanprokaryotické a
eukaryotické biiky pomoci vyhodnoceni cytotoxicity. Bylo zj#to, Ze citlivjSi buré¢na
linie NIH/3T3 byla poSkozena vetsi mie oproti linii HaCaT. Ritokova cytometrie, kte-
ra je schopna odlisit zdravé, apoptické a nekrétibliiky ukazala, Ze kritické koloidni
koncentrace pro bezgmé aplikacesini 150 pg. mt. Zawrem bylo uvedeno, Ze koloidni
polyanilin vykazuje nizkou cytotoxicitu a Ize haradit mezi slibné vodivé a elektroaktivni
systémy, majici vyhodné vlastnosti pro biomedicénsiplikace. Ve studii Netik (2013)
byla cytotoxicita koloidniho polyanilinu hodnocenmmoci bugéné linie HaCaT a
NIH/3T3. Za necytotoxické byly povazovany konceogd®,1 %, 0,2 % koloidniho poly-
anilinu u obou bugnych linii. V porovnani s naSimi vysledky koloidoiPANI deproto-
nizovaného pomoci NaHGQkoncentrace 0,1 %, 0,2 % vykazovaly necytotoxiekskt.
Oproti tomu stejné koncentrace koloidniho PANI aépnizovaného pomoci NJH jiz

vykazovaly slabou cytotoxicitu.

Experimentalngast meé prace je prvotni studii, kterd podava visiedcytotoxicit
koloidniho polyanilinu upraveného pomoci NaHC®ONH,OH. Z naSich vysledk muze-
me usoudit, Ze hiky hare snaSeji latku NMDH, ktera podle procentuélniho vyjédi via-
bility i podle mikrofotografii vykazuje vyssi cymmticitu. Musime ale brat v Uvahu testo-
vani pouze jedné linie, a to NIH/3T3. Kazda &tma linie s rozdilnou fyziologii a odpovi-

dajici funkci v organismu fize na studovanou latku reagovat odliSnyrispbem.
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ZAVER

Hlavni naplni této prace bylo zjistit cytotoxicitbaze koloidniho polyanilinu
v riznych koncentracich, jehoz pH bylo upraveno pondeou latek NaHC@a NH,OH.
Latka byla v obou fipadech testovana na kigné linii NIH/3T3, cozZ je linie mysSich fib-
roblasti. VeSkeré cytotoxické testovani probihalo podléékiii ISO normy 10 993-5. Vy-
sledky byly vyhodnoceny @wma zpisoby a to pomoci metody MTT, kterou jsme ziskali
pramérné hodnoty absorbanci a procentualni vigad viability burgk a dale pomoci mi-

krofotografii, které ndm poskytly podra¥jsi informace o tvaru a morfologii.

Z hodnot vysledik MTT dojdeme k z&kru, Ze buiky hare snaseji koloidni PANI
upraveny pomoci NMDH. Tyto koncentrace vykazuji vyssi cytotoxickylefe porovnani
s referenci. Tento fakt nam také potvrzuji rozdiprécentualni hodnoty latky NJOH
oproti NaHCQ. U nejniZ8i koncentrace tento rozdihi 11 % a u nejvysSi koncentrace
4,33 %. Zvysledk také plyne, Ze viabilita klesa s rostouci konaarittestované latky.
NizSi koncentrace koloidu upravené pomoci NaH@X»1 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,075 %,
0,1 %, 0,2 %, 0,3 %) vykazuji necytotoxicky efekprtblizuji se referenci. U koloidniho
polyanilinu upraveného pomoci NEH zde spadé pouze jedind hodnota a to koncentrace
0,075 %, které odpovida Zivotaschopnost 82,98 %jeJpatrné z grafu a tabulky 2 hod-
noty zde vice kolisaji, coz bude prapddobré zpisobeno chybou #&teni. | fotografie
potizené mikroskopem s fazovym kontrastem nam vypgivadaySsSi cytotoxicit koloid-
niho PANI upraveného NfDH. Buiky jsou znatel& poSkozeny, neproliferuji a ddeme

zde pozorovat vyskyt bublin.

Zawrem bych chila podotknout, Ze za necytotoxické koncentrace nging na-
piiklad v biotechnologické aplikaci ideme povazovat koncentrace (0,01 %, 0,025 %,
0,05 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %) koloidniho PANI upnaé&eo pomoci NaHC
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
S.cm-1 Mérna vodivost, siemens na centimetr

ATP Adenosintrifosfat

ADP Adenosindifosfat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

NAD"*  Nikotinamid adenin dinukleot (oxidovana forma)
NADH Nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana for
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
ISO International Organization for Standardization
rpm Ot&ky za minutu

HaCaT Bunécna linie lidskych keratinocyt

HeLa  Bunéend linie lidskych epitelidlnich bk
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