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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce se zabývá vodivými polymery, a to konkrétně polyanilinem ve for-

mě koloidu. Jsou zde popsány jeho vlastnosti, příprava, formy, které vytváří a jeho poten-

ciální využití. Dále se zabývá cytotoxicitou a metodami jejího testování za využití in vitro 

technik a buněčných kultur. Mezi metody je možno zařadit například testy viability, meta-

bolické aktivity, proliferace a detekci genové exprese. Poslední část teoretického oddílu 

pojednává o kultivaci buněčných kultur, diferenciaci a proliferaci buněk. V praktické části 

jsou vyhodnoceny testy cytoxicity koloidního polyanilinu. 

 

Klíčová slova: Vodivé polymery, koloidní polyanilin, cytoxicita, testování in vitro, kulti-

vace buněk 

 

 

ABSTRACT 

Conductive polymers, namely polyaniline in colloidal form, are the topic of presented 

bachelor thesis. Its properties, preparation, forms and potential applications are described. 

The in vitro techniques and cell culturing use able for cytotoxicity testing are described in 

theoretical part. Mainly the tests of viability, metabolic activity, proliferation and detection 

of gene expression are mentioned. The last part of the theoretical section discusses the cell 

biology, differentiation and cell proliferation. In the practical part the test of colloidal pol-

yaniline cytotoxicity is evaluated. 

 

Keywords: Conductive polymers, colloidal polyaniline, cytoxicity, in vitro testing, cell 

culture 
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ÚVOD 

Hlavním předmětem mé práce je stanovit cytotoxicitu koloidního polyanilinu. Ten 

se stal hlavním objektem mnoha výzkumných studií díky svým zajímavým vlastnostem 

jako je elektrická vodivost. Tyto vlastnosti jsou klíčové především pro růst vybraných bu-

něčných linií a proto se polyanilin v různých formách stal slibným polymerem v oblastech 

medicínských a biotechnologických aplikacích. V mé práci, jak teoretické, tak praktické 

části se budu zabývat především polyanilinem ve formě koloidu. 

Polyanilin se vyskytuje ve dvou základních formách a to polyanilinová (emeraldi-

nová) sůl, která je vodivou formou a nevodivá polyanilinová báze. Změny ve struktuře 

polyanilinu, které docílíme přidáním alkalického prostředí, vede ke snížení vodivosti a tím 

k vytvoření báze. Přechod na nevodivou formu nastává při pH 5–6 (Stejskal). V mé prak-

tické části byla úprava pH koloidního polyanilinu docílena přidáním dvou látek, v prvním 

případě NaHCO3 a ve druhém NH4OH. Cílem práce bylo stanovit cytotoxicitu takto upra-

veného polyanilinu na buněčné linii NIH/3T3, což je linie myších fibroblastů. Vyhodnoce-

ní viability bylo zajištěno pomocí MTT testu. Metoda je založena na redukci tetrazoliové 

soli ([3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazoliumbromid]), která je převedena na 

nerozpustný formazan (Lü et al., 2012). Poté je spektrofotometricky vyhodnocen počet 

životaschopných buněk. Výsledky jsou názorně zpracovány pomocí grafů a tabulek a poté 

prezentovány podle ISO normy 10 993-5 za pomoci procentuálního vyjádření životaschop-

nosti oproti referenci.  Výstupní data z měření jsou poté doplněna o mikrofotografie, které 

nám poskytují podrobnější informace o morfologii buněk. 

Teoretická část podává ucelený přehled o koloidním polyanilinu, jeho vlastnostech 

a využití. Závěrem této části se zabývám metodami testování buněčné toxicity podle růz-

ných kritérií, jako je například viabilita či proliferace. Cytotoxicita koloidního polyanilinu, 

která je důležitým parametrem biokompatibility není stále objasněna a proto se stala náplní 

mé práce. 
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I.   TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYMERY 

Polymery jsou chemické látky tvořené molekulami (makromolekulami) obsahující 

většinou atomy uhlíku, vodíku, kyslíku, často dusíku, chloru i jiných prvků (Ducháček, 

2006). Je pro ně typické mnohonásobné opakování jednoho i více atomů nebo dokonce 

skupin atomů (konstitučních jednotek), které jsou navzájem spojeny do velkého počtu tak, 

že i když přidáme či odebereme několik konstitučních jednotek, nezměníme tím vlastnosti 

(Prokopová, 2007). 

Velký rozmach výroby polymerů nastal za druhé světové války a po ní. Neobyčejně 

rychlé a všestranné rozšíření výroby a zpracování má několik hlavních příčin, mezi které 

patří jejich schopnost nahrazovat klasické materiály, jako jsou kovy, keramika, sklo, dřevo 

a další, jednak mohou mít vlastnosti zcela odlišné od těchto klasických surovin, které 

umožňují zcela nové aplikace a nová řešení materiálových problémů (Mleziva a Šňupárek, 

2000). 

 

 

 

 

1.1 Vodivé polymery 

Běžné polymery, mezi které patří polyetylen nebo polyvinylchlorid, jsou všeobecně 

známy, jako izolanty tzn., že nevedou elektrický proud (Stejskal). Existují však polymery, 

které vykazují vlastní elektrickou vodivost. Příkladem takových polymerů je polyacetylen, 

polypyrrol, polythiofen, polyanilin, polyfenylen či poly(p-fenylen-vinylen). Elektrickou 

vodivost umožňuje pravidelné střídání jednoduchých a dvojných vazeb tzv. konjugace. 

Další důležitou podmínkou je přítomnost nositelů náboje, které zprostředkovávají transport 

po řetězci. Tento proces se nazývá dopování (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). Musíme 

však rozlišovat dopování anorganických a organických polovodičů. U anorganických po-

lovodičů již nepatrná koncentrace dopující látky výrazně ovlivňuje elektrické vlastnosti, na 

rozdíl u organických polymerů je potřeba koncentrace vyšší. Vodivost této skupiny poly-

merů se pohybuje v rozmezí 0,01–30 S.cm-1, je srovnatelná s anorganickými polovodiči, 

jako je např. germanium. V porovnání s kovy, jako je měď a stříbro, je tato vodivost mno-

hem nižší, ale na druhé straně je vyšší o mnoho řádů oproti běžným polymerům (Stejskal). 

Obrázek 1 – obecný vzorec polymeru 

(Prokopová, 2007) 
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Obrázek 2 – nejdůležitější vodivé polymery (Stejskal) 

 

Vodivé polymery (CP z anglického conductive polymers) jsou klasifikovány jako 

materiály, které díky neobvyklé kombinaci vlastností kovů a plastů, snadné syntézy a stabi-

litě přilákaly širokou oblast výzkumu (Bagheri, Ayazi, Naderi, 2013). Skutečnost, že ně-

které tkáně reagují na elektrické pole a podněty, učinily CP atraktivní pro řadu biologic-

kých a lékařských aplikací (Guimard, Gomez, Schmidt, 2007). Vědecké studie o vodivých 

polymerech se nejčastěji zabývají polyacetylenem, polypyrrolem a polyanilinem. Historie 

vodivých polymerů začíná v roce 1977, kdy japonský vědec Shirakawa se svými studenty 

objevil, že halogenace trans-polyacetylenu zvýšila jeho elektrickou vodivost (Stejskal). 

Zásadním objevem bylo zjištění, že když tenký polyacetylenový film dopujeme parami 

jodu, vzroste elektrická vodivost přibližně milionkrát (Prokeš, Nešpůrek, Stejskal, 2001). I 

přesto, že je polyacetylen vysoce vodivý, jeho nevýhodou je omezená stabilita. Proto je 

pozornost kladena stabilnějším polymerům, a to polyanilinu a polypyrrolu. Více než sa-

motná vodivost, je zajímavější u této skupiny polymerů, schopnost měnit svou vodivost 

v reakci na vnější prostředí. Proto se jim také někdy říká „inteligentní“ polymery (Stej-

skal). 
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2 DISPERZNÍ SOUSTAVY 

Disperzní systém je tvořený alespoň dvěma fázemi nebo složkami, kdy jeden druh 

je rozptýlený ve druhém ve formě jemných částic. Rozptýlený druh se nazývá disperzní 

fáze (disperzní podíl) a druhá část soustavy disperzní prostředí (Novák a kolektiv, 2011). 

Pokud disperzní soustava obsahuje dvě fáze, z nichž jedna tvoří disperzní fázi a druhá dis-

perzní prostředí, pak takovou soustavu nazýváme heterogenní. Mezi fází a prostředím exis-

tuje hranice tzv. fázové rozhraní. Příkladem je směs vody a oleje. Protřepáním kapičky 

oleje vytvoří disperzní fázi a voda disperzní prostředí. Obsahuje-li disperzní soustava dvě 

složky a jen jednu fázi, takový systém se nazývá homogenní. V tomto případě nemůžeme 

uvažovat o rozhraní, protože složka disperzní fáze je v disperzním prostředí rozptýlena ve 

velmi drobných částicích. Příkladem je rozpuštěný cukr ve vodě (Kvítek a Panáček, 2007). 

2.1 Klasifikace disperzních soustav 

Disperzní soustavy můžeme rozdělit podle různých kritérií, například podle veli-

kosti či tvaru dispergovaných částic, dále podle skupenství disperzního prostředí nebo dis-

perzní fáze (Šimek a Hrnčiřík, 1979). Monodisperzní nazýváme soustavy, u kterých jsou 

částice stejné velikosti a naopak u polydisperzních soustav se vyskytují částice různých 

velikostí. Podle velikosti dispergovaných částic můžeme soustavy dělit na disperze analy-

tické, koloidní a hrubé (Kvítek a Panáček, 2007). 

Obrázek 3 – druhy disperzních soustav podle velikosti dispergovaných částic a jejich 

základní vlastnosti (Kvítek a Panáček, 2007) 
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2.2 Koloidně disperzní soustavy 

Koloidní stav je zvláštním stavem hmoty, do kterého může být převedena látka, po-

kud ji rozptýlíme do vhodného prostředí. Hlavním charakteristickým znakem je velikost 

dispergovaných částic, které mají větší rozměr než jednoduché molekuly, ale které nejsou 

zároveň viditelné optickým mikroskopem (Brdička a Dvořák, 1977). Koloidní disperze 

jsou zajímavé především díky svým fyzikálně chemickým vlastnostem (závislost absorpce 

světla na velikosti částic). Specifické chování také souvisí s jejich velkou plochou fázové-

ho rozhraní mezi disperzní fází a prostředím. Důležitou vlastností koloidních systémů je 

také schopnost tvořit gely (Kvítek a Panáček, 2007). 

2.2.1 Klasifikace koloidních soustav 

Koloidní soustavy můžeme třídit podle různých kritérií. Například podle skupen-

ského stavu disperzní fáze a disperzního prostředí můžeme utvořit osm skupin (Obr. 4). 

V koloidní chemii se všechny systémy odpovídající koloidnímu stupni disperzity označují 

jako soly, předpona aero (aero = vzduch) označuje soly s plynným disperzním prostředím a 

předpona lyo (rozpouštědlo) označuje soly s kapalným prostředím. U koloidních systémů, 

u nichž disperzní prostředí tvoří organická kapalina, se označují jako organosoly (Vojuckij, 

1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Další možnou klasifikací je podle vzájemného působení disperzní fáze a disperzní-

ho prostředí, kdy koloidy můžeme rozdělit do tří skupin. Rozlišujeme tak koloidy vratné 

nebo též lyofilní. Jsou to homogenní systémy, v nichž vzniká velmi neostré fázové rozhra-

ní a disperzní podíl tvoří s disperzním prostředím jednu fázi. Tyto koloidní soustavy jsou 

Obrázek 4 – rozdělení soustav podle fázového složení (Kvítek a Paná-

ček, 2007) 
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také nazývány koloidní roztoky. V případě, že mezi disperzní fází a prostředím vzniká 

ostře ohraničené fázové rozhraní, mluvíme o nevratných (lyofobních) koloidech. Toto fá-

zové rozhraní výrazně ovlivňuje jejich vlastnosti. Specifickou skupinou jsou asociativní 

(micelární) koloidy, které tvoří koloidně disperzní částice – micely. Koloidní částice vzni-

ká asociací malých organických molekul – povrchově aktivních látek (Kvítek, 2006). 

2.2.2 Význam koloidních systémů 

Koloidní systémy a děje na fázových rozhraních mají ohromný význam pro lidskou 

činnost. Mnoho oblastí, jako jsou technologické, biologické, fyziologické, s těmito jevy 

souvisejí. Jsou využitelné jak v chemickém výzkumu, tak i v průmyslu. Mnoho potravino-

vých produktů, jako jsou sýry, jogurty, pečivo, pivo jsou přímo povahou koloidní, nebo se 

koloidní pochody podílejí na jejich vzniku. Stejně je tomu také v případě barev, barviv, 

farmaceutických i kosmetických preparátů. Velmi významnou roli hraje koloidní chemie 

při výrobě keramických výrobků, od porcelánu, přes nové velmi pevné keramické materiá-

ly, používané v raketové technice nebo lékařství na různé protézy (keramické kloubní ná-

hrady, zubní protézy). Velkou úlohu hrají také koloidy v biologických systémech. Příkla-

dem jsou tokové vlastnosti krve a tělních tekutin. Ty mohou být lépe prozkoumány, jestliže 

se na ně díváme jako na koloidní disperze. Byla také připravena vodná emulze, která je 

vhodná jako dočasná náhrada krve nebo moderní koloidní mikrokapsule, používané 

v lékařství. Ty slouží pro řízené podání léčiv a v některých případech i pro cílenou farma-

koterapii orgánů (Bartovská a Šišková, 2005). 

2.2.2.1 Koloidní systémy v regenerativní medicíně 

Jedna z oblastí tkáňového inženýrství se zaměřuje na napodobování přirozeného bi-

ochemického a biofyzikálního prostředí extracelulární matrix (ECM). V literatuře je uvá-

děna široká škála použitelnosti a aplikace koloidů, které by mohly být užitečné při vývoji 

ECM systémů. Koloidy mohou v této oblasti posloužit jako stavební částice a jako poten-

ciální složky, které by posílily rozvoj umělé ECM. Extracelulární matrix je konstrukčním 

prvkem, jehož prostřednictvím buňky a tkáně drží pohromadě. Podporuje přilnavost a hraje 

klíčovou roli při určování buněčného osudu. Složení proteinů a struktura ECM může 

ovlivnit buněčnou adhezi, signalizaci a dále například vazbu buněk na specifická místa 

ligandu přes povrchové receptory. 
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Extracelulární matrix je velmi složité, dynamické prostředí, přes které buňka řídí veškeré 

procesy. Oblast tkáňového inženýrství a regenerativní medicíny se snaží rozvíjet biomate-

riály schopné napodobit chování ECM ze syntetických nebo biosyntetických směsí se 

schopností regenerace poškozené tkáně. Kromě toho mohou tyto materiály vést k vytvoření 

přesných modelů pro studium chování buněk. Hydrogely se staly hlavní volbou pro ECM 

napodobeniny, díky svým mechanickým vlastnostem a vysokému obsahu vody. Spolu 

s přírodními polymery jako je kolagen, fibrin, laminin, kyselina hyaluronová umožňují 

integraci do trojrozměrné struktury tkáně (Clarke et al., 2013). Využívají se v mnoha ob-

lastech medicíny jako implantáty, podpůrné materiály a hojivé gely (Strachota, 2012). Ne-

existuje však jediné řešení pro vytvoření ideální, umělé extracelulární matrix. Každý typ 

v těle představuje vlastní funkční a strukturní odlišnosti a je proto obtížné vytvořit jednu 

strukturu vhodnou pro jakýkoliv typ tkáně či orgánu. Nicméně koloidní struktury jsou dů-

ležitou stavební složkou, která plní nenahraditelnou funkci v ECM systémech (Clarke et 

al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 5 – zobrazení komponentů extracelulárního 

matrix (Clarke et al., 2013) 
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3 POLYANILIN (PANI) 

3.1 Historie polyanilinu 

PANI je nejstarším syntetickým polymerem, který člověk vůbec vyrobil. V roce 

1826 jej získal německý chemik Unverdorben pyrolytickou destilací indiga. Při studiu 

chemických vlastností anilinu byly již v roce 1840 popsány zelené produkty, které bychom 

dnes nazvali polyanilinem. V roce 1862 při toxikologické identifikaci anilinu, kterou pro-

vedl britský profesor chemie Letheby, vedla po alkalizaci k modrému zabarvení, které je 

typické právě pro polyanilinovou bázi. Polymerní povaha oxidačních produktů anilinu byla 

prokázána, až o mnoho desítek let poději. Postupy vedoucí k syntéze polyanilinu byly 

popsány Honzlem a spol. již v roce 1968 (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). Vzhledem ke 

své stabilitě, zpracovatelnosti koloidních disperzí a zajímavým redoxním vlastnostem spo-

jené s heteroatomem dusíku, je polyanilin jedním z nejvíce rozsáhle studovaných vodivých 

polymerů v průběhu posledních deseti let (Kang, Neoh, Tan, 1998). Polyanilin se stal slib-

ným polymerem z důvodu snadné syntézy a díky nízkým nákladům na výrobu monomeru 

(Bhadra et al., 2009). 

3.2 Formy polyanilinu 

Polyanilin může existovat v několika formách, které se od sebe liší stupněm oxida-

ce nebo protonace. Když odebereme či přidáme elektrony chemickou nebo elektrochemic-

kou oxidací a redukcí získáme formy lišící se strukturou, stabilitou, zbarvením a elektric-

kými vlastnostmi (Stejskal). Asi nejzajímavější reakcí je protonace polyanilinu. Předáním 

protonu, organickou či anorganickou kyselinou, vzroste vodivost polyanilinu v rozmezí 

osmi až deseti řádů (Prokeš, Nešpůrek, Stejskal, 2001). Názvy forem, jako je leukoemeral-

din, emeraldin a pernigranilin jsou v dnešní době používány i pro odpovídající polymery. 

Mezi nejběžnější formy patří zeleně zbarvená vodivá polyanilinová (emeraldinová) sůl a 

nevodivá, modrá báze. Při pH 5–6 dochází k přechodu mezi těmito formami a vodivost 

klesá z jednotek S.cm-1 na 10-9 S.cm-1 (Humpolíček et al., 2012a). 
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3.2.1 Morfologie polyanilinu 

V závislosti na podmínkách polymerace, můžeme získat produkty s různou morfo-

logií (Stejskal). Existuje mnoho parametrů, které jsou důležité při kontrole morfologie a 

pH vodné reakční směsi je jedním z nejdůležitějších. Standardní polymerace produkuje 

tvar granulí. Pokud však polymeraci anilinu provedeme ve vodě nebo v mírně kyselém 

prostředí kyseliny octové, získáme v produktu z větší části podíl polyanilinových nanotru-

bek. pH se pohybuje z počáteční hodnoty 5 na konečnou hodnotu nižší než 2,5. Ty mají 

průměr 100–200 nm a délku až několik mikrometrů. Bylo také prokázáno, že přídavek 

organických rozpouštědel ovlivňuje morfologii PANI. Přechod z globulární struktury ve 

prospěch nanovláken a nanotrubiček byl pozorován, když reakční směs obsahovala alkoho-

ly, jako je metanol, etanol a další (Konyushenko et al., 2011). Vodivé polymery jsou proto 

zajímavé nejen svými elektrickými vlastnostmi, ale i díky nanostrukturám, které vytvářejí 

(Stejskal). 

Obrázek 6 – formy polyanilinu (Stejskal) 
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4 KOLOIDNÍ POLYANILIN 

Vodivé polymery jsou v porovnání s jinými polymery obtížně zpracovatelné. 

V běžných rozpouštědlech se nerozpouštějí, pouze v koncentrovaných kyselinách. Nemů-

žeme je převést do taveniny a manipulace, například s kyselinou sírovou, přináší řadu 

technických potíží. Jednou z variant pro některé aplikace je využití vodných koloidních 

disperzí, které jsou obdobou polymerních latexů a je možno je využít pro přípravu vodi-

vých polymerních filmů (Prokeš, Nešpůrek, Stejskal, 2001). 

4.1 Tenké filmy a koloidní disperze 

Oxidací anilinu v kyselém, vodném prostředí vznikají anilinové oligomery. Ty jsou 

mnohem více hydrofobní než anilinové kationty na počátku reakce. Mají tendenci oddělit 

se od vodného média například tím, že se adsorbují na dostupný povrch přicházející do 

styku s vodným roztokem reakční směsi. Tímto mechanismem vznikají anilinové filmy a 

koloidní disperze (Stejskal a Sapurina, 2005). 

4.1.1 Tvorba polymerních filmů 

Adsorbované oligomery mají vyšší reaktivitu, což vede k zahájení růstu polyanili-

nových řetězců. Bylo skutečně pozorováno, že polymerace na povrchu předchází polyme-

raci v reakční směsi. První řetězec PANI zakotvený na povrchu vytváří jádro budoucího 

filmu. Jednotlivé oligomery jsou adsorbovány v blízkosti jádra a stimulují růst nových po-

lyanilinových řetězců. Řetězce tvoří film podél povrchu a ze sterických důvodů jsou orien-

továny kolmo k podkladu (Stejskal a Sapurina, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 7 – model tvorby filmu: a) adsorpce oligomerů na 

povrch, b) tvorba jádra, stimulace růstu PANI řetězců, c) růst 

filmu na povrchu (Stejskal a Sapurina, 2005) 
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4.1.2 Tvorba polyanilinových koloidů 

Podobný koncept, jako pro tvorbu PANI filmů, je použitelný i pro vznik koloidních 

částic. Ty se vyrábějí polymerací anilinu v médiu, obsahující stabilizátor. Stabilizátorem je 

nejčastěji ve vodě rozpustný polymer. Oligomery adsorbují na stabilizátoru a vytvářejí 

PANI jádro. Tvorba nových oligomerů a polymerace probíhá v těsné blízkosti a polyanili-

nová částice roste. V některých dalších případech se stabilizační částice zachytí 

v rostoucích řetězcích, což vede k vytvoření skořápky, která zabraňuje agregaci částic 

(Stejskal a Sapurina, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Příprava polyanilinu 

4.2.1 Standardní příprava PANI 

Polyanilin se připravuje oxidací 0,2 M anilin hydrochloridu pomocí 0,25 M persí-

ranu amonného ve vodném prostředí. 2,59 g (20 mmol) anilinu hydrochloridu se rozpustí 

v destilované vodě v odměrné baňce na 50 ml roztoku. Také se připraví 5,71 g (25 mmol) 

persíranu amonného v 50 ml vody. Oba roztoky jsou uchovány při pokojové teplotě po 

dobu jedné hodiny a poté jsou smíchány (Stejskal a Gilbert, 2002). Směs po chvíli postup-

ně zmodrá vznikem anilinových oligomerů. Tvoří se pernigranilinová forma polyanilinu, 

která po dokončení polymerace přejde na tmavozelený emeraldin (Prokeš, Stejskal, Omas-

tová, 2001). Poté se nechají v klidu polymerovat. Vzniklá sraženina, která se promyje tře-

mi podíly 100 ml 0,2 M kyseliny chlorovodíkové, se dále suší na vzduchu a pak ve vakuu 

při 60°C. Takto připravený polymer má konduktivitu 5 S.cm-1 (Stejskal a Gilbert, 2002). 

Obrázek 8 – model tvorby koloidních částic: a) oligomery adsor-

bují na stabilizátoru, b) tvorba jádra, stimulace růstu PANI řetězců, 

c) další oligomery a nové řetězce jsou vyráběny v blízkosti jádra, 

koloidní částice roste (Stejskal a Sapurina, 2005) 
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4.3 Vlastnosti a využití polyanilinu 

Polyanilin je jedním z vodivých polymerů, pro nějž se hledalo využití především 

s ohledem na jeho schopnost reagovat změnou elektrické vodivosti na vnější podněty 

(např. změnou pH). Tato schopnost umožnila využití v oblastech senzorů, antikorozních 

nátěrů, u katalýzy organických reakcí či palivových článků. Velmi slibné je také využití 

polyanilinu v biomedicínských aplikacích. Výzkum a vývoj se zaměřuje především na re-

generaci srdeční či nervové tkáně (Humpolíček et al., 2012a). Dále bych uvedla několik 

konkrétních případů využití polyanilinu, ať už přímo v průmyslu, nebo vědecké oblasti. 

Velká možnost aplikací vyplívá z přítomnosti různých redoxních stavů a jejich 

přeměn. Tyto vlastnosti umožňují použití PANI v oblasti ochrany proti korozi, jako elek-

trody v akumulátorových bateriích a například pro fotoelektrické zařízení a světla (Kang, 

Neoh, Tan, 1998). Termomechanické vlastnosti je možné využít v různých senzorických 

systémech. Velká pozornost je také věnována schopnosti PANI absorbovat a odrážet elek-

tromagnetické záření. Proto je PANI vhodným kandidátem pro stínění elektromagnetické-

ho záření, při využití mikrovlnných absorbérů. Za povšimnutí stojí také aplikace založené 

výhradně na elektrické vodivosti. Jsou to vodivé povlaky tzv. antistatické nátěry (Gospodi-

nova a Terlemezyan, 1998). Dalším zajímavým využitím je vznik inteligentních košil, kte-

ré mohou být použity ke sledování fyziologického stavu pacienta nebo vodivé polymerní 

suspenze vhodné k výrobě organických mikrostruktur pro mikroelektronické aplikace 

(Bhadra et al., 2009). Za účelem zlepšení vlastností a rozšíření využití, byly připraveny 

kompozity PANI, které přitáhly velkou pozornost. Kompozity, skládající se z PANI a jed-

né nebo více složek, jako jsou kovy, metaloidy, nekovy, anorganické i organické sloučeni-

ny byly připraveny a charakterizovány mnoha výzkumnými skupinami (Ćirić-Marjanović, 

2013). V posledních letech bylo prozkoumáno mnoho vlastností PANI, které podporovaly 

růst buněk. Vlastnosti, jako je biokompatibilita, vodivost, mechanická odolnost byly klíčo-

vé pro toto použití. Především studie biokompatibility vyvolala zájem využití PANI 

v tkáňovém inženýrství. V oblasti implantátů nebyl zaznamenán výrazný vznik zánětu ne-

bo známky abnormalit svalových a tukových tkání. Ovšem několik studií uvedlo, že nemo-

difikovaný PANI prokazuje špatnou adhezi a růst buněk.  Zlepšení vlastností polyanilinu, 

ale zároveň zachování jeho elektrických vlastností, jsou neustále předmětem výzkumu 

(Guimard, Gomez, Schmidt, 2007).  
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4.3.1 Biosenzory 

Nebývalý zájem o rozvoj a využívání analytických přístrojů k detekci, kvantifikaci 

a sledování konkrétních chemických látek vedla ke vzniku biosenzorů (Gerard, Chaubey, 

Malhotra, 2002). Biosenzory slouží k monitorování a diagnostice metabolitů (např. glukó-

zy, močovině, hormonů, protilátek, antigenů atd.). První biosnímací zařízení bylo vytvoře-

no integrací enzymu do elektrody a během dvou desetiletí došlo k velkému pokroku, ať už 

v množství publikovaných článků nebo počtu aktivních výzkumníků, kteří se tímto téma-

tem zabývají. Biosenzor se skládá ze snímacího prvku (tj. biomolekuly) a převodníku, kte-

rý nakonec transformuje chemický signál na elektrický (Ahuja et al., 2007). Vodivé poly-

mery jsou právě používány jako tyto převodníky. V závislosti, jak je chemický signál sní-

mán a vysílán, můžeme biosenzory rozdělit do několika kategorií: ampérometrické, poten-

ciometrické, konduktometrické, optické, kalorimetrické a další (Guimard, Gomez, 

Schmidt, 2007). PANI se stal zajímavým materiálem pro snímače a biosenzory, protože 

působí jako prostředník pro přenos elektronů v redoxních nebo enzymatických reakcích 

(Dhand et al., 2011). Slouží pro detekci molekul jako glukosaoxidasa nebo cholesterol oxi-

dáza/esteráza (Guimard, Gomez, Schmidt, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Obrázek 9 – schéma biosenzoru (Guimard, Gomez, 

Schmidt, 2007) 
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5 TOXICITA MATERIÁLU 

Toxicita je komplexní reakce organismu, u kterého dochází k přímému buněčnému 

poškození (Freshney, 2005). Cílem testování toxicity je získání informací, které pomohou 

určit bezpečnost nových produktů (Flint et al., 1998). In vitro testy, které identifikují nežá-

doucí změny buněčných systémů, se staly alternativou pro testy in vivo, kvůli snížení počtu 

pokusných zvířat (Mori a Hara, 2013). Ta jsou neustále podnětem mnoha diskuzí, jak 

z hlediska humánního, tak ekonomického (Freshney, 2005). 

5.1 Cytotoxicita 

Definice cytotoxicity se liší v závislosti na povaze studie, a zda buňky odumírají 

nebo se mění jejich metabolismus. Pomocí testů cytotoxicity můžeme stanovit účinky na 

buněčné úrovni v in vitro systémech. Proto zavedení specializovaných buněčných linií a 

interaktivních orgánových kultur pro testování cytotoxicity má neodmyslitelný význam. 

Veškeré nové léky, kosmetika a potravinové přísady procházejí rozsáhlými testy cytotoxi-

city, než jsou propuštěny pro užívání veřejnosti (Freshney, 2005). 

5.2 Testy cytotoxicity na buňkách pěstovaných in vitro 

V posledních dvou desetiletí došlo k výraznému rozvoji a zdokonalení technik s 

embryonálními a dospělými kmenovými buňkami. Nedávné studie uvedly jejich nezastupi-

telné použití společně s buňkami nádorovými v in vitro testech cytotoxicity. Tyto aplikace 

nám poskytnou možnost posouzení toxických látek a popřípadě odhalit nové toxické a vý-

vojové účinky (Mori a Hara, 2013). Například v počáteční fázi farmaceutického zkoumání, 

kdy známe velmi málo vlastností o nové sloučenině, je velmi vhodné provedení těchto tes-

tů (Flint, 1998). Obecně vývoj léčiv je časově a finančně náročný proces. A proto identifi-

kace nepříznivých účinků v co nejranější fázi je rozhodující (Wiesinger et al., 2012). Ve 

většině případů jsou buňky inkubovány v multi-jamkových destičkách. Poté množství pře-

žitých buněk za přítomnosti studované látky je odvozeno jako míra cytotoxicity (Mori a 

Hara, 2013). Volba testu bude záviset na povaze studie, na přirozené zpětné reakci a na 

konkrétních cílových buňkách (Freshney, 2005). Dále bych uvedla několik kritérií, podle 

kterých je hodnocena cytotoxicita materiálu. 
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5.2.1 Viabilita 

Testy životaschopnosti (viability) se používají k měření podílu živých buněk napří-

klad po primárním rozčlenění nebo separaci buněk (Freshney, 2005). Většina testů je zalo-

žena na metabolické aktivitě a integritě membrány. Používají se barviva, která se mohou 

vázat na lipidovou dvojvrstvu nebo na intracelulární proteiny (Juan-García et al., 2013). 

Porušením membrány dojde v buňce k zachycení barviva (trypanová modř) nebo propuště-

ní barviva, které bude v buňce zadržováno (diacetyl fluorescein), (Freshney, 2005). 

5.2.2 Proliferace 

Proliferační testy založené na použití buněčných linií jsou nejpoužívanější testy in 

vitro pro stanovení vlastností sloučenin (Wang Si et al., 2012). Sledování proliferace buněk 

je nezbytná pro celou řadu aplikací, včetně optimalizace podmínek buněčné kultivace nebo 

stanovení aktivity cytokinů a růstových faktorů. Měření je velmi užitečné například v ob-

lasti protinádorových léčiv (Cell Proliferation Assays, ©2004–2014). Například Coomassie 

Brilliant Blue (CBB) je test, který nám určí nárust buněk změřením celkové koncentrace 

proteinů (Lü et al., 2007). Dále se třeba měří poměr ATP/ADP, který vykazuje energetický 

stav buňky (Fiore et al., 2001). 

Obrázek 10 – schéma buňky a jejich organel užívané k měření cytotoxicity (Xenome-

trix IN CYTOTOX – Cytotoxicity Screening Test Systems, ©2014) 
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5.2.3 Metabolická aktivita 

Detekce metabolické aktivity naznačuje absenci buněčného vymírání. Veškeré čin-

nosti jako je enzymatická aktivita, aktivní transport, respirační činnost, biosyntéza makro-

molekul svědčí o přítomnosti metabolicky aktivních buněk (Juan-García et al., 2013). Tyto 

testy jsou alternativou k testům viability a díky funkci mitochondriálních dehydrogenáz 

dochází k redukci tetrazoliových solí (Berridge et al., 1996). Mezi tyto testy můžeme zařa-

dit test MTT, XTT, WST-1, které jsem hlouběji popsala v kapitole 6. 

5.2.4 Detekce genové exprese 

V roce 1990 byly vyvinuty DNA čipy (DNA microarray) jako nové experimentální 

technologie, které umožnily komplexní měření úrovně genové exprese stovek genů sou-

časně (Hanai, Hamada, Okamoto, 2006). Čipy jsou tvořeny pevným podkladem, který je 

tvořen skleněným, křemíkovým sklíčkem nebo nylonovou membránou. Na tento podklad 

je fixováno několik tisíc oligonukleotidů DNA. Při kontaktu destičky se vzorkem, oligo-

nukleotidy začnou hybridizovat s komplementárními sekvencemi na čipu (Donatin a Dran-

court, 2012). Pomocí fluorescenčních barviv je zjištěno, kde došlo k hybridizaci a jaké 

nukleotidy vzorek obsahoval (Charalambous a Matsopolous, 2013). Tato technologie na-

lezla uplatnění jak v oblastech molekulární biologie, v mikrobiální oblasti, bioinženýrství, 

v lékařských oborech, v oblastech toxicity a mnoha dalších (Hanai, Hamada, Okamoto, 

2006). Pomocí DNA microarrays například zjistíme, jaký vliv má toxická látka na průběh 

genové exprese (Ju, Wells, Walter, 2007). 
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6 METODY TESTOVÁNÍ BUN ĚČNÉ TOXICITY 

6.1 Testy viability 

6.1.1 Testování trypanovou modří 

Živé a mrtvé buňky můžeme rozlišit barvením pomocí trypanové modři. Spolu 

s barvením fluoreskujícím propidium jodidem se tato metoda stala nejčastěji používanou 

pro hodnocení viability. U buněk s porušenou plazmatickou membránou dochází 

k prostoupení barviva a tím k obarvení buňky, nepoškozené buňky zůstávají neobarvené. 

Pro prostup barvy musí být buněčná membrána značně poškozená, buňka je obarvena do 

modra (Testy cytotoxicity, ©2014). 

 

 

V in vitro studii Rezai et al. (2004) byl zkoumán účinek trypanové modři na lidské 

buňky epitelu sítnice. Buňky byly inkubovány s trypanovou  modří o koncentraci 0,5 %, 

0,1 %, 0,05 % po dobu 5 až 30 minut. Kultivační médium bez barviv sloužilo jako kontro-

la. Nicméně, všechny koncentrace trypanové modři vyvolaly apoptózu. Mezi nevýhody 

této metody patří silné cytotoxické účinky, které trypanová modř vykazuje, hodnocení mu-

sí být ukončeno do 5 minut, od přidání látky, jinak začne trypanová modř prostupovat do 

živé buňky (Altman, Randers, Rao, 1993). Metoda je rychlá a jednoduchá, při hodnocení je 

používán světelný mikroskop (Kružík, Moos, Vlček, 2006). 

6.1.2 Testování propidium jodidem 

Pokud je buněčná stěna porušená, mohou do ní projít látky, které se navážou na 

složky buněčné hmoty a dojde k zesílení nebo posunu spektra fluorescence. Výhradně se 

využívají látky, které se v buňce váží na nukleové kyseliny, neboť ty se vyskytují ve všech 

buňkách v dostatečném množství. Do této skupiny můžeme zařadit vůbec nejrozšířenější 

fluorescenční sondu propidium jodid. Jde o činidlo, které se váže na nukleové kyseliny a 

Obrázek 11 – struktura trypanové modři (Wollensak, Spörl, Pham, 2004) 
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po vazbě dojde k posunu a zesílení intenzity fluorescence emitované v červené oblasti 

spektra (Branská et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

6.1.3 LDH test 

LDH neboli laktát dehydrogenáza je enzym, který je rozpustný v cytosolu většiny 

eukaryotických buněk a rychle se uvolňuje do buněčného kultivačního média po poškození 

plazmatické membrány (LDH – Cytotoxicity assays, ©2014). Z tohoto důvodu je stanovení 

LDH široce využíváno jako kvantitativní zkouška toxicity různých molekul a léků. Tato 

metoda probíhá jako dvoustupňový proces, kdy v prvním kroku LDH katalyzuje redukcí 

NAD+ na NADH a H+ a oxidaci laktátu na pyruvát. V druhém kroku enzym diaforáza vyu-

žívá nově vytvořený NADH a  H+ k redukci tetrazoliové soli INT na červeně zbarvenou 

formazanovou sůl. Množství vytvořeného formazanu je úměrné počtu lyzovaných buněk. 

Formazan je ve vodě rozpustný a má široké spektrum absorpce s maximem přibližně 490 

nm, zatímco tetrazoliová sůl před redukcí nemá žádnou specifickou absorpční vlnovou 

délku (Wang Gang et al., 2012). V práci Han et al. (2011) je pomocí testu LDH posuzová-

na toxicita nanočástic. Dále například Lobner (2000) ve svém článku srovnává metodu 

MTT a LDH při neuronální apoptóze vystavené látkám staurosporin nebo nifedipin. Meto-

da se stala široce využívanou pro svoji spolehlivost, rychlost a jednoduché vyhodnocení 

(Fotakis a Timbrell, 2006). 

6.2 Testy metabolické aktivity 

6.2.1 XTT test 

Oba testy, jak MTT tak XTT, jsou si velmi podobné a používají se k odhadu života-

schopných buněk. Jsou založeny na aktivitě mitochondriálních dehydrogenáz přítomných v 

Obrázek 12 – strukturní vzorec pro-

pidium jodidu (Branská et al., 2011) 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 29 

 

živých buňkách (Wang, Yu, Wicklife, 2011). Redukcí tetrazoliové soli XTT [(2,3-bis[2-

methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] pomocí metabolicky 

aktivních buněk vzniká oranžový, ve vodě rozpustný formazan (Chaieb et al., 2011). Dále 

například ve srovnání s testem MTT je XTT tetrazoliová sůl méně cytotoxická pro života-

schopné buňky. Metoda se stala široce využívanou v oblasti imunologie a výzkumu rako-

viny. Redukce XTT bylo poprvé popsáno jako citlivý indikátor pro metabolickou činnost 

srdečního svalu nebo srdečních chlopní při biopsii (Lu et al., 1997). Stevens a Olsen 

(1993) uvádí, že test XTT je stejně účinný jako test MTT, ale rychleji a snadněji se prová-

dí. 

6.2.2 MTTtest 

MTT [3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazoliumbromid] je žlutá ve vo-

dě rozpustná tetrazoliová sůl, která se používá pro měření počtu metabolicky aktivních 

buněk v in vitro testech. Metoda je založena na redukci žlutého MTT, který může do buň-

ky přecházet prostřednictvím endocytózy a v mitochondriích je převeden na nerozpustný 

formazan (fialové krystalky hvězdicového tvaru), (Lü et al., 2012). Formazan se rozpustí 

přidáním silného detergentu a zbarvení se vyhodnocuje spektrofotometricky při vlnové 

délce 570 nm. Množství formazanu závisí na řadě parametrů, včetně počáteční koncentrace 

použitého MTT a také na fyziologických vlastnostech buněčné linie (Young, Phungtamdet, 

Sanderson, 2005). Po vyhodnocení je množství formazanu přímo úměrné metabolicky ak-

tivním buňkám (Lü et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 13 – MTT test po izolaci nádoro-

vých buněk (MTT test, ©1998) 
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Metoda MTT byla představena Mosmannem v roce 1983 jako tzv. kolorimetrický 

test. Do laboratorní praxe byl zaveden pro posouzení potenciálu nových protinádorových 

látek (Ciapetti et al., 1993). Nejen životaschopnost buněk, ale také lokalizace formazanu, 

která je stále nejasná, je hlavní náplní studie Stockert et al. (2012). Lokalizace byla studo-

vána přímým mikroskopickým pozorováním živých buněk HeLa a pomocí fluorescenčních 

sond. Granule formazanu nebyly zaznamenány v mitochondriích, ale po ošetření buněk 

slunečnicovým olejem, byly odhaleny v lipidových kapičkách. Tato metoda byla rozšířena 

a zlepšena několika autory (Aziz, Ahlswede, Enbergs, 2005). Dále pak v této studii Aziz, 

Ahlswede, Enbergs (2005) bylo zjištěno, že zkouška MTT je spolehlivou metodou pro od-

had procenta životaschopných spermií u člověka a prasat. Dále pak v práci Scherlieβ 

(2011) bylo prokázáno, že MTT test je vhodný a citlivý pro stanovení akutní toxicity po-

mocných látek v in vitro systému založený na buňkách calu-3, které představují dobrý mo-

del pro epiteliální buňky dýchacích cest. V článku Huveneers-Oorsprong, Hoogenboom a 

Kuiper (1997) bylo metody MTT využito ke studiu toxicity veterinárních léčiv pomocí 

primárních kultur hepatocytů prasat. Autoři Žaloudík et al. (2000) uvádějí orientační in-

formace o stupni chemorezistence in vitro u 60 primárně resekovaných bronchogenních 

karcinomů, karcinomů kolorekta a sarkomů měkkých tkání s využitím technologie pri-

mokultivace a MTT testu. Tato metoda se rozšířila ve vědecké sféře díky její přesnosti a 

rychlosti při měření životaschopných buněk. Stala se důležitou například při kvantifikaci 

lymfokinů, při testování chemosenzitivity pomocí protinádorových činidel a obecně pro 

měření růstu buněk. V poslední době je stále více využívána při měření cytotoxicity bioma-

teriálu (Ciapetti et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 14 – chemická struktura MTT a jeho redukovaná for-

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

WST-1 je jedním z testů metabolické aktivity, který využívá redukci tetrazoliové 

soli WST-1 (4-[3-(4iodophenyl)-2-(4nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3- benzenedisulfona-

te) na rozpustný formazan. Redukce probíhá díky metabolicky aktivním buňkám a umož-

ňuje přímé měření jejich životaschopnosti a proliferace (WST-1 Cell Viability & Prolifera-

tion Assay, ©2014). Metoda WST-1 má několik výhod ve srovnání s dalšími dvěma tetra-

zoliovými solemi MTT a XTT. MTT je tradiční test proliferace buněk, ale nevýhodou je, 

že se štěpí na ve vodě nerozpustné krystaly formazanu, které musí být před měřením roz-

puštěny. WST-1 stejně jako XTT činidlo, je rozpustné ve vodě, takže není potřeba prová-

dět rozpouštěcí krok. Dále metoda WST-1 je mnohem stabilnější než metody MTT a XTT 

a je možné jej skladovat při teplotě 2–8 °C po dobu několika týdnů, aniž by došlo 

k významné degradaci (Fritz, 2007). Kolorimetrický test WST-1 je vhodný například pro 

stanovení glukózy-6-fosfát (G6P). Tento test je založený na oxidaci G6P v přítomnosti 

glukózy-6-fosfát dehydrogenázy a NADPH, tím dochází k redukci tetrazoliové soli WST-1 

na rozpustný formazan žluté barvy. Užitečnost testu se projevuje při přesném měření kon-

centrace G6P ve fetálním hovězím séru (Zhu, Romero, Petty, 2011). 

6.3 Testy na apoptózu 

6.3.1 Průtoková cytometrie 

Cytometrie zahrnuje metody měření fyzikálních nebo chemických vlastností buněk. 

Průtoková cytometrie je proces, ve kterém jsou tato měření prováděna, zatímco buňky pro-

chází prostřednictvím měřicího přístroje v proudu nosné kapaliny (Mandy, Bergeron, Min-

kus, 1995). První prototyp průtokového cytometru byl sestrojen v roce 1934 Andrew Mol-

davanem (Roubalová, 2012). V sedmdesátých letech se objevily první komerčně vyráběné 

průtokové cytometry, ale nevýhodou byla vysoká cena a náročná obsluha. V následujících 

letech, díky objevu fluorescenční mikroskopie, zažila průtoková cytometrie prudký rozvoj. 

Dnes můžeme říci, že tento přístroj je běžnou součástí většiny klinických laboratoří (Man-

dy, Bergeron, Minkus, 1995). Metoda využívá rozptylu světla, excitace a emise flu-

orochromních molekul k získání dat z mikroskopických částic a buněk. Buňky jsou znače-

ny specifickými fluorochromy a jsou koncentrovány do tenkého proudu v kapiláře, kde 

protékají vysokou rychlostí. V kapiláře jsou ozařovány monochromatickým koherentním 

zářením, které produkuje laser (Slaninová, Slanina, Táborská, 2008). Přednost této metody 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 32 

 

spočívá v rychlosti analýzy jednotlivých částic. Výhodou je také jednoduchá příprava 

vzorků a možnost provedení, jak kvalitativní, tak kvantitativní analýzy (Šinkorová a Zá-

rybnická, 2008).  

Průtokový cytometr se stal nepostradatelným nástrojem pro lékařský výzkum a to 

zejména v oblasti imunologie, hematoonkologie a nádorové biologie. Pomocí něj můžeme 

měřit komplexní buněčné směsi s vynikající citlivostí a specifičností (Tarrant, 2005). Na-

příklad viry, chromozómy, fragmenty DNA a mnohé jiné. V klinické praxi je nejčastějším 

materiálem k analýze krev, kostní dřeň, buněčné kultury a další. V klinické imunologii se 

průtoková cytometrie používá k imunofenotypizaci lymfocytů, testování alergie atd. 

V nádorové biologii například k analýze buněčného cyklu, buněčné proliferaci, detekci 

apoptózy a sledování průniku léčiv do buněk (Roubalová, 2012). V článku Combrier et al. 

(1990) autoři srovnávají metodu průtokové cytometrie s dalšími metodami pří posuzování 

in vitro toxicity xenobiotik. Dále například studie Xian et al. (2012) se zabývá studiem in 

vitro toxicity dusitanů na haemocyty garnátů. Průtoková cytometrie, která analyzuje jed-

notlivé buňky v krátké době, může poskytnout objektivní, reprodukovatelnou a citlivou 

charakteristiku velkého počtu haemocytů.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 15 – dot-plot histogram suspenze buněk periferní krve (Roubalová, 

2012) 
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7 KULTIVACE BUN ĚČNÝCH KULTUR 

7.1 Základy buněčných kultur 

Proces kultivace buněčných kultur je metoda, při které jsou buňky pěstovány za 

kontrolovaných podmínek. Pro výrobu buněčných kultur jsou používány lidské, zvířecí 

nebo hmyzí buněčné linie (Houp, 2008). V dnešní době mají buněčné kultury celou řadu 

využití, především ve výrobě a hlavně slouží jako materiál pro výzkum. Ve srovnání 

s jinými typy biologických modelů jako jsou laboratorní zvířata, či lidské orgány, mají 

buněčné kultury v experimentální sféře nenahraditelné využití. Velkou výhodou buněčných 

kultur je jejich jednoduché namnožení do požadovaného množství a kultivace, což jiné 

biologické modely neumožňují (Vejražka). 

7.2 Kultivace buněčných kultur a kultiva ční média 

In vitro pěstovaným buňkám je potřeba pro přežití a proliferaci zajistit vhodné 

podmínky, mezi které patří povrch kultivační nádoby, složení kultivačního média a další 

vlastnosti jako je teplota, pH, či složení atmosféry (Vejražka). Kultivační média jim zajiš-

ťují živiny a všechna obsahují základní aminokyseliny, vitamíny, anorganické soli, glukó-

zu, pyruvát a linolovou kyselinu. Médium je nutno doplnit 5–10 % krevního séra, které 

obsahuje růstové faktory. Při přípravě kultivačního média je potřeba dodržovat optimální 

podmínky, mezi které patří osmolarita, pH (7,4) a atmosféra musí obsahovat kromě kyslíku 

také oxid uhličitý, který hraje důležitou úlohu při udržování pH kultivačního média. Pěsto-

vané buňky se množí, vyčerpávají živiny a proto je po určité době potřeba přesadit (pasá-

žovat) do čerstvého média. Buňky se od podkladu uvolní (mechanicky nebo enzymaticky 

pomocí trypsinu nebo kolagenázy) a jejich část se znovu nasadí do kultivační nádoby. Bu-

něčné kultury je možno zmrazit a neomezeně skladovat (Nečas et al., 2000). 

7.2.1 Adheze buněk 

Většina buněčných kultur je adherentní, tj. buňky rostou na vhodném povrchu kul-

tivační nádoby v jedné vrstvě. Nejčastěji se používají nádoby z polystyrenu, jejichž povrch 

je různě upraven. Pro nádorové linie jsou vhodné pro adherenci elektrostaticky nabité plas-

ty. Různé typy buněčných linií vyžadují fixaci na substrát např. kolagen, laminin, elastin 

apod. Některé buňky, zejména krevního původu, je naopak nutné pěstovat v suspenzi. 

Buňky v suspenzi se udrží díky neustálému promíchávání kultury. Nádoby, ve kterých se 
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buňky kultivují, jsou umístěny na kývací míchačce. Dále je možné také využít válcové 

nádoby, které se otáčejí kolem vodorovné osy (Vejražka). Buňka je schopna adherovat 

k nebiologickým substrátům (sklo, plastik aj.), je to dáno vlastnostmi cytoplasmatické 

membrány nebo buněčného povrchu, která v místech kontaktu vylučuje ECM. Tři hlavní 

třídy transmembránových proteinů se podílejí na adhezi buněk k substrátu. Je to adheze 

buňka-buňka, tuto interakci zprostředkovávají kadheriny. Interakci buňka-substrát zpro-

středkovávají integriny. Třetí skupinou molekul buněčné adheze jsou transmembránové 

proteoglykany, ty také reagují s buněčnou matrix společně s dalšími proteoglykany nebo 

kolagenem (Freshney, 2005). 

7.3 Buněčná proliferace 

Všechny živé organismy od jednobuněčných bakterií po mnohobuněčné živočichy 

jsou výsledkem neustálého buněčného dělení a růstu. U každé buňky musí dojít ke zdvojo-

vání vnitřní hmoty a následného rozdělení buňky mateřské na dvě buňky dceřiné. Tento děj 

je známý jako buněčný cyklus. Nejdůležitější proces v buněčném cyklu je dělení jádra 

(proces zvaný mitóza) a dělení buňky (proces zvaný cytokineze). Jak proces mitózy, tak 

cytokineze spolu tvoří M fázi buněčného cyklu. Obdobím mezi dvěma mitózami se nazývá 

interfáze a je rozděleno do dalších tří fází, jsou to G1, S a G2 fáze. Během G1 fáze buňka 

roste, dochází k tvorbě nukleotidů, proteinů a dalších organel, aby mohlo dojít k replikaci 

DNA. Následující fází je S fáze, kde hlavním úkolem je replikovat jadernou DNA. V G2 

fázi musí dojít k tvorbě veškerých organel ve dvojnásobném množství, aby po rozdělení 

vznikly dvě plnohodnotné buňky (Alberts, 2001). Fáze G1 a G2 jsou zakončeny kontrolním 

uzlem, který má zjistit, zda je buňka připravena vstoupit do další fáze buněčného cyklu. 

Například důležitým bodem v G1 fázi je tzv. kontrolní uzel, který dokáže uvést dělení do 

G0 fáze, ve kterém se buňka nebude připravovat na dělení (Freshney, 2005). 
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7.3.1 Kontrola bun ěčné proliferace 

Průběh buněčného cyklu je řízen systémem regulace buněčného cyklu. Tento sys-

tém musí ve správné době aktivovat a deaktivovat jednotlivé kroky cyklu a je to uskuteč-

ňováno pomocí enzymů a různých proteinů. Musí také zajistit, aby každý krok cyklu byl 

dokončen dříve, než buňka postoupí do další fáze. Tento systém také zahrnuje kontrolu, 

zda buňka zahyne procesem zvaným programovaná buněčná smrt (apoptóza). Fosforylační 

reakce patří k nejčastějším způsobům, jakým buňka mění aktivitu proteinu. Tyto reakce 

provádí skupina proteinkináz, které jsou aktivovány v určité době cyklu a poté jsou opět 

rychle deaktivovány. Proteinkinázy jsou aktivovány pomocí cyklinů a proto se kinázy sys-

tému regulace buněčného cyklu nazývají cyklin-dependentní proteinkinázy (Cdk), (Al-

berts, 2001). 

7.4 Diferenciace buněk 

Diferenciace je proces, při kterém z nespecializované buňky (např. embryonální, 

kmenové buňky) vznikají buňky strukturně i funkčně specializované. Takové buňky se 

nazývají diferenciované. Spousty diferenciovaných buněk nemají schopnost se samy dělit, 

a proto musí neustále docházet k jejich obnově. Do této skupiny buněk patří například čer-

vené krvinky, povrchové epidermální buňky a další. Buňky kmenové, které ještě nemají 

svoji specializaci, se vyskytují ve tkáních společně s buňkami diferenciovanými. Zvláštním 

případem jsou buňky krvetvorby, kdy všechny rozdílné typy vznikají z jediné hematopoe-

tické kmenové buňky (Nečas et al., 2000). 

Obrázek 16 – čtyři po sobě jdoucí fáze buněčné-

ho cyklu (Alberts, 2001) 
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7.5 Buněčná signalizace 

Přenos signálu je jedním ze základních procesů v živých buňkách. Každá buňka po-

třebuje vnímat své okolí, aby mohla odpovídat na podněty. Různé druhy mechanismů za-

jistí, že se buňka přizpůsobí prostředí, ve kterém se vyskytuje. Na signál, který buňka při-

jímá, reaguje odpovědí, která může být v podobě proliferace, diferenciace nebo tato infor-

mace vede až k buněčné smrti. Proto signální mechanismy, které jsou přítomné v buňce, 

hrají hlavní roli ve všech fázích života (Dhanasekaran, 1998). Signál je produkován signa-

lizující buňkou, která určitou informaci předává cílové buňce prostřednictvím receptorové-

ho proteinu. Jakmile signál doputuje k cílové buňce, ta jej rozpozná a specificky na něj 

odpoví. Přicházející (=extracelulární) signál je převeden na signál intracelulární (Alberts, 

2001). V plazmatické membráně se nacházejí skupiny receptorových proteinů, na které se 

váží signální molekuly neboli ligandy. Tato signální molekula se váže na extracelulární 

doménu v membráně a navázání způsobí konformační změnu, která v konečném důsledku 

vyvolá buněčnou odpověď (Lodish, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 17 – formy signálu (Alberts, 2001) 
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7.5.1 Typy přenosu signálu 

Jednou z nejrozšířenějších cest přenosu signálu je endokrinní signalizace. Signální 

molekulou jsou hormony, které jsou uvolněny do krevního řečiště a jsou produkovány en-

dokrinními buňkami. Dalším typem je parakrinní signalizace, kdy signální molekuly půso-

bí jako lokální mediátory. Tyto signální molekuly difundují extracelulárním médiem a pře-

náší signál na buňky v nejbližším okolí. Dalším způsobem komunikace je neuronová sig-

nalizace. Tento typ signalizace funguje na velké vzdálenosti a zprávy jsou předávány velmi 

rychle. Jakmile dojde k aktivaci neuronu od ostatních nervových buněk, popřípadě z okolí, 

signál se šíří pomocí elektrických impulsů až ke konci axonu (= dlouhý výběžek neuronu). 

Každý tento signál je převeden na chemickou formu, kdy je do synaptické štěrbiny uvolněn 

nervový mediátor. Nejdokonalejším způsobem komunikace je přenos signálu přímým kon-

taktem. V plazmatické membráně je ukotvena signální molekula, která je předána cílové 

buňce. Tato buňka má v plazmatické membráně receptory, pomocí kterých tuto informaci 

zachytí (Alberts, 2001). 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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8 MATERIÁL A METODIKA 

8.1 Příprava koloidního PANI 

V experimentální části jsem použila jako výchozí látku koloidní polyanilin, připra-

vený na Ústavu makromolekulární chemie Akademie věd v Praze a to RNDr. Jaroslavem 

Stejskalem podle postupu IUPAC. 

Příprava koloidního polyanilinu se provádí oxidací anilin hydrochloridu (0,2 mol.l-

1) persíranem amonným (0,25 mol.l-1) v přítomnosti stabilizátoru. Jako stabilizátor byl po-

užit poly(N-vinylpyrrolidon), (PVP; Mr = 360 000). Anilin hydrochlorid (259 mg) se roz-

pustí ve vodném roztoku PVP. Polymerace je zahájena při pokojové teplotě (20°C) přidá-

ním 5 ml vodného roztoku, který obsahuje 571 mg persíranu amonného. Směs je krátce 

míchána a ponechána v klidu k polymeraci. Polymerace je dokončena během několika mi-

nut. Polyanilinová disperze připomíná roztok, který lze libovolně ředit. Zelené zbarvení 

zředěné kyselé disperze přechází po alkalizaci hydroxidem amonným na modré, které od-

povídá polyanilinové bázi (Stejskal a Sapurina, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 18 – přechod polyanilinové soli v alkalickém prostředí (např. 

hydroxid amonný) na polyanilinovou bázi (Stejskal a Gilbert, 2002) 
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Před samotným testováním buněk jsme pomocí pH metru inoLab® pH 7310 

(WTW, Německo) a elektrody SenTix® Mic-D (WTW, Německo) hodnotili pH koloidní-

ho polyanilinu. Připravili jsme si dva vzorky a po změření počáteční hodnota pH činila 

2,174 a 2,153. pH ovlivňuje interakce buněk a proto je nutné jej upravit. V našem případě 

jsme pH pozměnili pomocí dvou látek a to NaHCO3 a NH4OH. Upravením pH jsme dostali 

báze koloidního polyanilinu a u prvního vzorku jsme úpravou NaHCO3 dostali hodnotu 

7,288 a u druhého vzorku úpravou NH4OH hodnotu pH 7,240. Získané vzorky byly poté 

naředěny na potřebnou koncentraci a napipetovány  na jednotlivé pláty s buňkami. 

8.2 Informace o použitých buněčných liniích 

V rámci mé práce byla použita buněčná linie NIH/3T3, což je linie myších fibrob-

lastů. Jako kultivační médium bylo využito Dulbecco´s Modified Eagle Medium – DMEM 

(PAA) s vyšším obsahem glukózy. Toto médium je modifikací základního média Eagle 

(BME), obsahující různé koncentrace aminokyselin, vitamínů a dalších komponent. Pů-

vodní formulace obsahovala 1000 mg/l glukózy a byla použita pro kultury embryonálních 

buněk myší. Od té doby byla upravena několika způsoby pro podporu růstu primární kultu-

ry myších a kuřecích buněk. Každá z těchto médií nabízí různé kombinace L-glutaminu a 

pyruvátu sodného. Kromě toho, byla hladina glukózy zvýšena na 4500 mg / l, což je vyjád-

řeno v názvu "DMEM /High" (DMEM: Classical Media and Salts, ©2014). K médiu se 

přidává 10% calf sérum a antibiotika, konkrétně Penicilin/Streptomycin, 100 U/ml (100 

µg/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria). 

8.2.1 Podmínky kultivace 

Buňky byly kultivovány v polystyrenových kultivačních nádobách, přičemž ideální 

podmínky byly zajištěny pomocí inkubátoru Heracell 150i (ThermoScientific, USA). Buň-

ky se kultivují při teplotě 37°C a využívá se atmosféry s 5% příměsí CO2 za konstantní 

relativní vlhkosti. 
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8.3 Experiment 

8.3.1 Trypsinizace a prekultivace 

Před zahájením samostatného testu je potřeba provést prekultivaci buněk, a to 

z důvodu fyziologických parametrů. Před započetím práce byl stav zkontrolován pomocí 

světelného mikroskopu s fázovým kontrastem Olympus CKX 41 (Olympus, Japonsko). 

Prekultivace probíhala následovně: nejprve bylo z nádoby s buňkami co nejdokonaleji od-

sáto kultivační médium. Poté se zbytky média a séra odstranily opatrným opláchnutím 15 

ml PbS (0,2 ml/cm2 ), po důkladném opláchnutí bylo opět provedeno odsátí. Dále bylo do 

kultivační nádoby přidáno 7,5 ml serinové proteázy trypsinu (0,1 ml/cm2). Ten se nechal 

působit za průběžného kontrolování pod mikroskopem Olympus CKX 41 v inkubátoru 

Heracell 150i až do důkladného oddělení buněk, nejdéle však 20 minut. Po oddělení buněk 

bylo do kultivační nádoby přidáno stejné množství média jako trypsinu, a to 7,5 ml. Ná-

sledně byly buňky převedeny pomocí pipety do zkumavky vhodné pro centrifugaci. Centri-

fugace probíhala v centrifuze Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Německo) při teplotě 37°C, 

rychlosti 1100 rpm po dobu tří minut. Po uplynutí tří minut byly buňky vydělány z centri-

fugy a bylo patrné, že jsou koncentrovány ve spodní části zkumavky. Médium bylo odsáto 

a přibližný počet buněk 2.107 bylo poté možno naředit pomocí kultivačního média na po-

žadovanou koncentraci 1.105 buněk/ml. Buňky byly rozpipetovány do 96 jamkových poly-

styrenových testovacích plátů. Do každé jamky bylo nepipetováno 100 µl a buňky byly 

poté ponechány v inkubátoru Heracell 150i po dobu 24 hodin. 
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8.3.2 Přidání potenciálně toxické látky 

Následující den, po dostatečné prekultivaci, bylo ze zaplněných jamek odsáto veš-

keré médium. Po úpravě pH koloidního polyanilinu pomocí NaHCO3 a NH4OH byly ná-

sledně k buňkám přidány různé koncentrace koloidního polyanilinu a to v množství 100 µl. 

Každá koncentrace vždy po čtyřech jamkách v řadě. Koloidní polyanilin pozměněný po-

mocí NaHCO3 byl naředěn v následujících koncentracích: 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 

0,9%, 0,8%, 0,7%, 0,6%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%, 0,1%, 0,075%, 0,05%, 0,025%, 0,01%. 

Dále pak pozměněný pomocí NH4OH byl naředěn koncentracemi: 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 

1%, 0,9%, 0,8%, 0,7%, 0,6%, 0,3%, 0,2%, 0,1%, 0,075%, 0,05%, 0,025%, 0,01%. Tyto 

koncentrace jsme naředili pomocí čistého média a jako příklad bych uvedla ředění 10% 

koloidu, který jsme získali smícháním 300 µl 100% koloidu a 2700 µl média. U obou mě-

ření bylo pak vždy do jedné čtveřice napipetováno čisté médium v množství 100 µl, ty nám 

posloužily jako vzorky referenční. Po přidání všech koncentrací k buňkám jsme opět pláty 

ponechali kultivovat v inkubátoru po dobu 24 hodin. 

8.4 MTT test 

Druhý den, po 24 hodinové kultivaci v přítomnosti různě koncentrovaných roztoků, 

bylo z jamek odsáto médium s koloidním polyanilinem. K buňkám bylo přidáno čisté mé-

dium a MTT o koncentraci 0,5 mg/ml média. Pláty s buňkami byly poté opět ponechány v 

inkubátoru po dobu 4 hodin. Poté bylo z jamek odebráno 40 µl média, zbytek byl odsát a 

40 µl bylo vráceno do jamek. K médiu bylo přidáno 80 µl dimethylsulfoxidu (DMSO). Ten 

byl v jamkách ponechán po dobu 15 minut a poté byla změřena absorbance pomocí spek-

trofotometrického přístroje. 
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9 VÝSLEDKY 

V této práci jsou prezentovány výsledky cytotoxicity koloidního polyanilinu, a to 

ve formě báze. Jedná se o prvotní studii, protože koloidní polyanilin dosud nebyl v této 

souvislosti studován. Cytotoxicita polyanilinu byla především studována pomocí polyani-

linových solí a koloidní formě nebyla zatím věnována přílišná pozornost. Viabilita buněk, 

která je hlavním měřítkem mé práce, je vyhodnocena a zobrazena pomocí grafů a tabulek. 

V tabulkách je vždy uveden průměr absorbance ze čtyř opakování. Vyhodnocení cytotoxi-

city bylo provedeno podle ISO normy 10 993-5 „Zkoušky na cytotoxicitu in vitro“ . Vý-

sledky mohou být demonstrovány několika možnými způsoby a to například vyhodnoce-

ním průkaznosti mezi průměrnými hodnotami absorbance jednotlivých vzorků v porovnání 

se vzorkem referenčním, dále například dle ISO normy pomocí procentuálního znázornění 

buněčné viability ve srovnání s referencí. A také například pořízením mikrofotografií po-

mocí invertovaného mikroskopu. Výsledky mé práce jsem hodnotila prostřednictvím mi-

krofotografií a ISO normy, přičemž je použit následující postup: hodnota rovná 100 zna-

mená 100% přežitelnost buněk; >80 vyjadřuje necytotoxický efekt; 60–80 slabá cytotoxi-

cita; 40–60 střední cytotoxicita; <40 silná cytotoxicita. 

Na obrázku č. 19, který popisuje referenční vzorek, je patrné, že u buněk nedochází 

k žádnému ovlivnění okolní látkou, tudíž nedochází k jejich viditelnému poškození. Je 

patrné, že se buňky rozrůstají do délky, jsou v dobrém fyziologickém stavu a proliferují. 

Veškeré výsledky cytotoxicity koloidního PANI, jež byl deprotonizován pomocí NaHCO3 

a NH4OH, budou v dalších kapitolkách vztaženy právě ke vzorku referenčnímu. 

 

 

 

 

 

 

 

 Obrázek 19 – buněčná linie NIH/3T3, referenční 

vzorek 
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9.1 Stanovená cytotoxicita 

9.1.1 pH upravené pomocí NaHCO3 

Cytotoxicita báze koloidního PANI, která byla studována na buněčné linii NIH/3T3 

je zobrazena v grafu č. 1. Výsledky vyjadřují absorbanci jednotlivých vzorků při testu 

MTT. pH koloidního PANI bylo v tomto případě upraveno pomocí látky NaHCO3.  

Z grafu můžeme usoudit, že se zvyšující se koncentrací koloidního PANI se snižuje absor-

bance a tudíž viabilita buněk. Graf ukazuje přímou závislost i přes pár výkyvů, které budou 

pravděpodobně způsobeny chybou měření.  

U koncentrace 0,4 % nastává výrazný pokles viability. Hodnoty nižších koncentrací 

(0,3 %, 0,2 %, 0,1 %, 0,075 %, 0,05 %, 0,025 %, 0,01 %) se přibližují referenci, oproti 

tomu vyšší koncentrace vykazují nízkou absorbanci. Tabulka č. 1 je doplněním grafu č. 1 a 

jsou zde vyjádřeny jednotlivé koncentrace koloidního PANI, průměry absorbancí společně 

se směrodatnými odchylkami a vyjádření viability v procentech, jenž je v souladu s ISO 

normou. Viabilita jednotlivých koncentrací je poté srovnána s referenční hodnotou. Veške-

ré informace, které můžeme vyčíst z grafu, jsou potvrzeny matematicko-statistickým vy-

hodnocením nacházející se v tabulce č. 1.  

 

Graf 1 – výsledky cytotoxicity koloidního PANI deprotonizovaného pomocí NaHCO3 
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Zajímavým bodem v grafu je hodnota koncentrace 0,075 %, která odpovídá viabili-

tě 94,65 %. Tato koncentrace se nejvíce blíží referenci a spolu s koncentracemi 0,01 %, 

0,025 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,3 % spadá do rozmezí 80–100 %, tedy nevykazující cy-

totoxicitu. Postupným zvyšováním koncentrace nad hodnotu 0,3 % se dostáváme do roz-

mezí 60–80 %, kde je vykazována slabá cytotoxicita. Do této skupiny zařadíme koncentra-

ce 0,4 %, 0,5 %, 0,6 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 1 % a 2 %. Hodnoty koncentrací 3 %, 4 %, 5 

% a 10 % vykazují podle našich výsledků slabou cytotoxicitu, která spadá do rozmezí 40–

60 %. Z grafu i z tabulky č. 1 můžeme usoudit, že při koncentracích nižších než jsme uved-

li, bychom mohli předpokládat necytotoxický efekt, tudíž menší vliv na viabilitu. Oproti 

tomu vyšší koncentrace budou mít velký vliv na viabilitu a budou více cytotoxické. 

9.1.1.1 Mikrofotografie buněk kultivovaných za přítomnosti NaHCO3 

Výsledky získané pomocí testu MTT nám podávají jednoznačný obraz o vlivu stu-

dované látky na buněčnou linii. Nicméně pořízení mikrofotografií nám poskytne doplňko-

vé informace o vzhledu buněk, o jejich fyziologickém a morfologickém stavu. Pomocí 

mikroskopu s fázovým kontrastem jsme získali fotografie dvou koncentrací, a to 0,1 % a 

0,9 %, které můžeme porovnat se vzorkem referenčním. Na obrázku č. 20 můžeme vidět 

koncentraci 0,1 % a v porovnání s referencí nedochází k výrazné změně buněk. Můžeme 

pozorovat jen nepatrné odchylky, ale celkový stav buněk je dobrý. Buňky proliferují a i 

celkový počet hovoří o jejich dobrém stavu. Na další fotografii (obrázek č. 21) pozorujeme 

výrazný úbytek buněk. Koncentrace 0,9 % odpovídá viabilitě 63,31 % a vykazuje slabou 

cytotoxicitu. Buňky na obrázku jsou mírně poškozeny, mění tvar a jsou menší oproti před-

chozímu a referenčnímu snímku.  
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Obrázek 20 – mikrofotografie buněk NIH/3T3 

kultivovaných v přítomnosti 0,1% koloidního 

PANI deprotonizovaného pomocí NaHCO3 

Obrázek 21 – mikrofotografie buněk NIH/3T3 

kultivovaných v přítomnosti 0,9% koloidního 

PANI deprotonizovaného pomocí NaHCO3 
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Koncentrace koloidního polyanilinu [%] Průměr ± 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±0,0215    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±0,0153    86,05 

0,2 0,4125±0,0819    86,19 

0,1 0,4107±0,0324    85,83 

0,075 0,4530±0,0093    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 – průměrné absorbance, směrodatné odchylky, procentuální zastoupení 

viability buněk koloidního PANI deprotonizovaného pomocí NaHCO3 
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9.1.2 pH upravené pomocí NH4OH 

Cytotoxicita druhého vzorku koloidního PANI, upravená pomocí NH4OH je vyjád-

řena v grafu č. 2. Opět byla použita linie buněk NIH/3T3 a cytotoxicita byla stanovena 

pomocí upravené metodiky ISO normy. Z grafu můžeme opět vyčíst, že se snižující se ab-

sorbancí a tedy i počtu životaschopných buněk, se zvyšuje koncentrace. U vyšších koncen-

trací (10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %) nejsou patrné příliš velké směrodatné odchylky a viabilita 

buněk je nízká, tyto hodnoty jsou přibližně na stejné úrovni, tudíž vykazují téměř podobné 

hodnoty viability. U hodnot (1 %, 0,9 %, 0,8 %, 0,7 %, 0,6 %, 0,3 %) vidíme postupný růst 

viability spolu se snižující se koncentrací. U koncentrace 0,2 %, 0,1 % pozorujeme zlom, 

který zahajuje postupné klesání viability (koncentrace 0,075 %, 0,05 %, 0,025 %, 0,01 %).  

Doplňující informace ke grafu nám podává tabulka č. 2. Žádná z koncentrací se pl-

ně neblíží referenční hodnotě, nejblíže je hodnota 0,075 %, která vyjadřuje necytotoxický 

efekt. Hodnoty koncentrací (1 %, 0,8 %, 0,7 %, 0,6 %, 0,3 %, 0,2 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,025 

%, 0,01 %) vykazují slabou cytotoxicitu. Oproti tomu vysoké koncentrace (10 %, 5 %, 4 

%, 3 %, 2 %) spolu s koncentrací 0,9 % vykazují střední cytotoxicitu. Z tabulky můžeme 

také vyčíst velké kolísání hodnot viability a velký skok z  55,10 % (koncentrace 0,9 %) na 

63,45 % (koncentrace 1 %), u kterého bychom předpokládali klesající tendenci. Vybočení 

hodnoty bude nejspíš způsobeno chybou měření. 

Graf 2 – výsledky cytotoxicity koloidního PANI deprotonizovaného pomocí NH4OH 
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9.1.2.1 Mikrofotografie buněk kultivovaných za přítomnosti NH4OH 

Mikrofotografie buněk vytvořené fázovým mikroskopem nám opět poskytnou po-

drobnější informace o vlivu látky NH4OH na buňky linie NIH/3T3. I ve druhém případě 

jsme použili stejné koncentrace 0,1 %, 0,9 % a budeme je také srovnávat se vzorkem refe-

renčním. Na obrázku č. 22 vidíme buňky, které proliferují a vyskytují se v hojném počtu. 

Na druhou stranu však dochází ke změně morfologie a jsou na nich patrné známky poško-

zení. Na obrázku č. 23 pozorujeme buňky, které jsou znatelně poškozeny. V porovnání 

s předchozí mikrofotografií a referencí také vidíme, že  množství buněk radikálně kleslo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 22 – mikrofotografie buněk NIH/3T3 

kultivovaných v přítomnosti 0,1% koloidního 

PANI deprotonizovaného pomocí NH4OH 

Obrázek 23 – mikrofotografie buněk NIH/3T3 

kultivovaných v přítomnosti 0,9% koloidního 

PANI deprotonizovaného pomocí NH4OH 
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Tabulka 2 – průměrné absorbance, směrodatné odchylky, procentuální zastoupení 

viability buněk koloidního PANI deprotonizovaného pomocí NH4OH 

 

Koncentrace koloidního polyanilinu [%] Průměr ± 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±0,0035    70,33 

0,1 0,3420±0,0207    71,47 

0,075 0,3971±0,0291    82,98 

0,05 0,3781±0,0210    79,01 

0,025 0,3600±0,0081    75,22 

0,01 0,3503±0,0129    73,20 

Reference 0,4785±0,0440    100 
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10 DISKUZE 

V praktické části mé bakalářské práce byly prováděny testy cytotoxicity báze ko-

loidního polyanilinu. Úprava pH, která pozmění strukturu polyanilinové soli na bázi, byla 

učiněna pomocí látek NaHCO3 a NH4OH. Z grafů a tabulek vyplývá, že s rostoucí koncen-

trací obou látek dochází ke snižování viability buněk. Z výsledků také můžeme usoudit, že 

se cytotoxické účinky u obou látek výrazně liší. 

Z grafu č. 1 můžeme vidět hodnoty koncentrací, které tvoří téměř lineární křivku, 

nijak zvlášť nekolísají a nepatrně se přibližují referenci. U koncentrací látky NH4OH, která 

vyjadřuje graf č. 2, se hodnoty referenci nepřibližují. Dochází ke vzniku skoků, jak je patr-

né například u koncentrací 0,01 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,075 %, u kterých bychom spíše 

očekávali opačný průběh. Jak si můžeme všimnout u látky NaHCO3 , většinu nízkých kon-

centrací (0,01 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,075 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %) můžeme dle ISO normy 

zařadit do kategorie vyjadřující necytotoxický efekt. Oproti tomu u koncentrace látky 

NH4OH zde spadá pouze jediná hodnota a to koncentrace 0,075 %. Proto z výše uvedených 

výsledků vyplývá, že látka NH4OH vykazuje větší cytotoxický efekt oproti látce NaHCO3. 

Zajímavým poznatkem je také to, že u obou látek jak u NaHCO3 tak u NH4OH dochází ke 

zvýšení hodnot viability vždy u koncentrace 0,075 %, která se nejvíce přibližuje referenci. 

U NaHCO3 dosahuje tato hodnota 94,64 % životaschopnosti, u látky NH4OH hodnota činí 

82,98 %. Doplňkové informace nám podávají mikrofotografie, které spolu s referencí byly 

vytvořeny mikroskopem s fázovým kontrastem. Tyto fotografie zachycují vzhled buněk, 

tvar, proliferaci, popřípadě výskyt vakuol a dalších komponent v mezibuněčných prosto-

rech po rozpadu buňky. Na obrázku č. 20 vidíme koncentraci 0,1 % NaHCO3 a tyto buňky 

nevykazují nijak výrazné změny oproti referenci. Buňky proliferují, jejich tvar je zachova-

lý, viabilita odpovídá 85,83 %, což vyjadřuje necytotoxický efekt. V porovnání u buněk se 

stejnou koncentrací NH4OH (obr. 21) je patrné větší cytotoxické poškození, které i podle 

procentuální hodnoty viability odpovídá 71,47 %. Tento číselný údaj hodnotíme jako sla-

bou cytotoxicitu. Na obrázku č. 21, kde je koncentrace 0,9 % NaHCO3 vidíme značné po-

škození buněk. Došlo k jejich viditelnému úbytku a buňky značně změnily tvar. Jejich 

hodnota viability odpovídá 63,31 %, což se řadí do skupiny slabě cytotoxické. U hodnoty 

koncentrace 0,9 % látky NH4OH (obr. 23) jsou buňky velmi poškozeny, na fotografii jsou 

zachyceny odumřelé zbytky buněk. 
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Cytotoxicita koloidního polyanilinu je v tuhle chvíli neprobádanou oblastí a proto 

bylo zveřejněno jen několik málo publikací. Studie Humpolíček et al. (2012b) se zabývá 

nevodivou polyanilinovou bází a polyanilinovou solí, které byly testovány v rámci cytoto-

xicity a citlivosti kůže. Obě formy prokázaly značnou cytotoxicitu, která byla vyšší u poly-

anilin hydrochloridu než u polyanilinové báze. Zásadní výsledky přináší článek Kuceková 

(2014), který pojednává o koloidní polyanilinové disperzi. Je to prvotní práce zabývající se 

polyanilinem ve formě koloidu. Hlavním cílem bylo zjistit vliv koloidu na prokaryotické a 

eukaryotické buňky pomocí vyhodnocení cytotoxicity. Bylo zjištěno, že citlivější buněčná 

linie NIH/3T3 byla poškozena ve větší míře oproti linii HaCaT. Průtoková cytometrie, kte-

rá je schopna odlišit zdravé, apoptické a nekrotické buňky ukázala, že kritické koloidní 

koncentrace pro bezpečné aplikace činí 150 µg. ml-1. Závěrem bylo uvedeno, že koloidní 

polyanilin vykazuje nízkou cytotoxicitu a lze ho zařadit mezi slibné vodivé a elektroaktivní 

systémy, mající výhodné vlastnosti pro biomedicínské aplikace. Ve studii Netík (2013) 

byla cytotoxicita koloidního polyanilinu hodnocena pomocí buněčné linie HaCaT a 

NIH/3T3. Za necytotoxické byly považovány koncentrace 0,1 %, 0,2 % koloidního poly-

anilinu  u obou buněčných linií. V porovnání s našimi výsledky koloidního PANI deproto-

nizovaného pomocí NaHCO3, koncentrace 0,1 %, 0,2 % vykazovaly necytotoxický efekt. 

Oproti tomu stejné koncentrace koloidního PANI deprotonizovaného pomocí NH4OH již 

vykazovaly slabou cytotoxicitu.  

Experimentální část mé práce je prvotní studií, která podává výsledky o cytotoxicitě 

koloidního polyanilinu upraveného pomocí NaHCO3 a NH4OH. Z našich výsledků může-

me usoudit, že buňky hůře snášejí látku NH4OH, která podle procentuálního vyjádření via-

bility i podle mikrofotografií vykazuje vyšší cytotoxicitu. Musíme ale brát v úvahu testo-

vání pouze jedné linie, a to NIH/3T3. Každá buněčná linie s rozdílnou fyziologií a odpoví-

dající funkcí v organismu může na studovanou látku reagovat odlišným způsobem.  
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ZÁVĚR 

Hlavní náplní této práce bylo zjistit cytotoxicitu báze koloidního polyanilinu 

v různých koncentracích, jehož pH bylo upraveno pomocí dvou látek NaHCO3 a NH4OH. 

Látka byla v obou případech testována na buněčné linii NIH/3T3, což je linie myších fib-

roblastů. Veškeré cytotoxické testování probíhalo podle kritérií ISO normy 10 993-5. Vý-

sledky byly vyhodnoceny dvěma způsoby a to pomocí metody MTT, kterou jsme získali 

průměrné hodnoty absorbancí a procentuální vyjádření viability buněk a dále pomocí mi-

krofotografií, které nám poskytly podrobnější informace o tvaru a morfologii. 

Z hodnot výsledků MTT dojdeme k závěru, že buňky hůře snášejí koloidní PANI 

upravený pomocí NH4OH. Tyto koncentrace vykazují vyšší cytotoxický efekt v porovnání 

s referencí. Tento fakt nám také potvrzují rozdílné procentuální hodnoty látky NH4OH 

oproti NaHCO3. U nejnižší koncentrace tento rozdíl činí 11 % a u nejvyšší koncentrace 

4,33 %.  Z výsledků také plyne, že viabilita klesá s rostoucí koncentrací testované látky. 

Nižší koncentrace koloidu upravené pomocí NaHCO3 (0,01 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,075 %, 

0,1 %, 0,2 %, 0,3 %) vykazují necytotoxický efekt a přibližují se referenci. U koloidního 

polyanilinu upraveného pomocí NH4OH zde spadá pouze jediná hodnota a to koncentrace 

0,075 %, které odpovídá životaschopnost 82,98 %. Jak je patrné z grafu a tabulky č. 2 hod-

noty zde více kolísají, což bude pravděpodobně způsobeno chybou měření. I fotografie 

pořízené mikroskopem s fázovým kontrastem nám vypovídají o vyšší cytotoxicitě koloid-

ního PANI upraveného NH4OH. Buňky jsou znatelně poškozeny, neproliferují a můžeme 

zde pozorovat výskyt bublin. 

Závěrem bych chtěla podotknout, že za necytotoxické koncentrace využitelné na-

příklad v biotechnologické aplikaci můžeme považovat koncentrace (0,01 %, 0,025 %, 

0,05 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %) koloidního PANI upraveného pomocí NaHCO3. 
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