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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace priblizuje skupinu vodivych polymert z hlediska jejich vlastniho
principu vodivosti i mozného vyuziti. Dale se zabyva jednim z hlavnich pfedstavitell této
skupiny polymert, polyanilinem, konkrétné jeho historii, ptipravou a formami. Navazuje
teorie cytotoxicity, metod jejiho posuzovani a kultivace bunécnych kultur. V praktické
Castl je zkouman toxicky vliv koloidniho polyanilinu na lidské keratinocyty a mysi fibrob-
lasty NIH/3T3.

Kli¢ova slova: Polyanilin, vodivé polymery, cytotoxicita, biokompatibilita, MTT, bunécné

kultury.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the conducting polymers in terms of their conductivity,
biocompatibility and potential applications. The main attention is paid to the polyaniline,
as one of the major representatives of conducting polymers. Specifically its history, prepa-
ration and forms. Follows the theory of cytotoxicity, cell viability methods and cell culture
cultivation. In the practical part the toxic effect of colloidal polyaniline on human keratino-
cytes and mouse fibroblasts is studied.

Keywords: Polyaniline, conducting polymers, cytotoxicity, biokompatibility, MTT, cell

culture.
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UvVOD

Vseobecné znamym faktem o skupiné chemickych latek nazyvanych polymery je od
dob jejich prvnich syntéz a pozd¢jsiho Sirsiho zaclenéni do kazdodenniho Zivota ¢lovéka
v podobé vyrobku vseho druhu jejich schopnost izolovat elektricky proud. V 80. letech 20.
stoleti vSak Shirakawa et al. (1977) objevili malou skupinu polymera, které jsou za urci-
tych podminek schopny vést elektricky proud. Za tento objev a dalsi rozvoj skupiny vodi-
vych polymert byl Hideki Shirakawa spolu s Alenem J. Heegerem a Alanem G. MacDi-
armidem v roce 2000 ocenén Nobelovou cenou za chemii (Prokes, Stejskal, Omastova,
2001). Od objevu vodivosti u n¢kterych syntetickych polymert velmi rychle vzrostl zajem
védcl o tento druh polymert, a to predevsim diky obrovskému potencialu, ktery v sobé
tyto relativné levné materialy skryvaji z hlediska vyuziti. Mezi vodivé polymery se fadi
i polyanilin, latka, ktera ma pravé s ohledem na moznosti vyuziti vyhodné vlastnosti jako
je dobra stabilita a relativné nendkladna a snadna syntéza. Pfedmétem této bakalaiské pra-
ce je jeho koloidni disperze, tedy koloidni polyanilin, ktery je slibnym polymernim materi-

alem co se tyka mozného vyuziti v elektronice, ale i v biotechnologiich.

Koloidni polyanilin dosud nebyl studovan z hlediska mozné cytotoxicity, proto je
cilem této bakalarské prace stanovit cytotoxické piisobeni riznych koncentraci koloidniho
polyanilinu na bunécné linie lidskych keratinocytii a mysich fibroblasti pomoci MTT tes-
tu. Vysledky budou prezentovany nékolika riznymi zpisoby. Jednak vyhodnocenim pri-
kaznosti rozdilli mezi primérnymi hodnotami absorbance jednotlivych vzorkl a reference,
jednak dle ISO normy 10 993-5 pomoci procentualniho vyjadieni bunééné viability ve
srovnani s referenci a také potizenim mikrofotografii prostfednictvim invertovaného mik-

roskopu s fazovym kontrastem a fluorescen¢niho mikroskopu.
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1 POLYMERY

Polymer je latka tvofend molekulami (makromolekulami), pro které je charakteristické
mnohonasobné opakovani jednoho nebo vice druhli atom@ nebo skupin atomt (konstituc-
nich jednotek) navzajem spojenych v tak velkém poctu, Ze existuje fada vlastnosti, které se
znatelné nezméni priddnim nebo odstranénim jedné nebo nékolika konstitu¢nich jednotek

(Prokopova, 2007).

—CH—CHZ{CH—CHZ} CH—CH,—
| | |
R R "R

Obrazek 1 — obecny vzorec polymeru

Polymery, piedevsim pak syntetické, jsou vSeobecné znamy jako izolanty elektrického
proudu. Maji dobré mechanické vlastnosti, snadno se zpracovavaji a mohou se uplatinovat
I jako izolanty tepelné ¢i vrstvy tlumici zvuk (Prokes, Nespurek, Stejskal, 2001). Existuje
vsak skupina polymert, vykazujicich, na rozdil od ostatnich polymerd, vlastni elektrickou
vodivost. Nejvyznamnéjsi z nich jsou polyacetylen, polypyrrol, polythiofen, polyanilin,
polyfenylen ¢i polyfenylenvinylen (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001). Elektricka vodivost
téchto polymert se pohybuje v rozmezi 0,01 - 30 S.cm™ a je srovnatelna s vodivosti anor-

ganickych polovodivych materiald (Humpolicek et al., 2012a).
NN N

Poly-trans-acetylen

NH NH NH
NH NH NH
Polypyrrol
S S S
S S S
Polythiofen

ONHOWOWONH_

Polyanilin (baze)

Poly(p-fenylen)

Q\Q/Q\Q

Poly(p-fenylenvinylen)

vvvvvv

(Prokes, Stejskal, Omastova, 2001)
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1.1 Charakteristika elektrické vodivosti

Konduktivita (téz mérna elektricka vodivost) je fyzikalni veli¢ina, ktera popisuje
schopnost latky vést elektricky proud. Latka, ktera je dobrym vodi¢em, mé vysokou hod-
notu konduktivity, Spatné€ vodici latky maji nizkou hodnotu konduktivity (Drapala a Kursa,
2012).

Druh materialu Mérna el. vodivost [S.cm™]
vodice 10° a7 10°
polovodice 10% a7 10°
izolanty 10%° a7 10

Tabulka 1 — srovnani konduktivity vodici, polovodict a izolantl (Drapala a Kursa, 2012)

1.2 Vodivé polymery

Historie polymert reprezentovana ve 20. letech 20. stoleti Staudingerovym koncep-
tem makromolekuly, syntézou pomoci katalyzatori objevenou v 50. letech 20. stoleti Zie-
glerem a Nattou a experimentalnim a teoretickym vyzkumem makromolekul Paula Floryho
ve stejném obdobi, se zabyvala nasycenymi, nevodivymi polymery, které se jevily nezaji-
mavé z pohledu materialti pro elektronické aplikace. Toto ovsem plati pro nasycené poly-
mery, ve kterych jsou vSechny Ctyfi valencni elektrony uhliku pouZity v kovalentni vazbé.
U konjugovanych polymert se vSak elektronova konfigurace zasadné lisi. U konjugova-
nych polymerti vedou chemické vazby k jednomu neparovému elektronu (m-elektronu)
na jeden atom uhliku. Navic n-vazba, ve které jsou orbitaly uhliku v konfiguraci sp°p,,
a ve které se piekryvaji orbitaly néasledujiciho uhlikového atomu podél hlavniho fetézce,
vede k elektronové delokalizaci kolem hlavniho fetézce. Tato elektronicka delokalizace

poskytuje pomyslnou dalnici pro pfenos naboje po fetézci polymeru (Heeger, 2001).

Elektricka vodivost vodivych polymert, které jsou obecné slozeny z uhliku, vodiku
a jednoho heteroatomu jako je dusik a sira tedy pochazi z n-konjugace. Samotné vodivosti
je dosazeno jednoduchou oxidaci nebo redukci vedouci k zavedeni center naboje, které
zprostiedkovavaji transport naboje po fetézci. Oxidace a redukce je provadéna anionty
a kationty pon€kud nespravné pojmenovanymi jako dopujici latky (termin vypujcen z fyzi-
ky polovodi¢i), cely proces je pak nazyvan dopovanim (Chandrasekhar, 1999).

Moderni historie vodivych polymert za¢ina v roce kdy Shirakawa et al. (1977) ob-

jevili, ze halogenace trans-polyacetylenu zvysila jeho konduktivitu o nékolik fadt. Polya-

cetylenové filmy vystavené ucinkim par jodu vedly k produktu o mérné vodivosti



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

38 S.cm™, ktera je srovnatelna s parametry elektrické vodivosti anorganickych polovodi&a.
Pozd&ji Naarman (1987) popsal orientované filmy o mérné vodivosti dosahujici fadové
az10° S.em™. 1 piesto, Zze vodivost polyacetylenu je vysoka, jeho omezena stabilita vedla
K posunu pozornosti ve prospéch mnohem stabilnéjsich polymerd, polyanilinu a polypyrro-

lu (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001).

1.2.1 Dopovani

Zakladnim principem dopovani je oxidace nebo redukce fetézce polymeru. Oxidace
odebere elektrony ptisobenim akceptora elektronti (napi. I,) a vznika pozitivné nabity po-
lymer. Tento dé&j je popisovan jako p-dopovani. Podobné pak redukce produkuje pisobe-
nim donort elektront (napf. Li) zdporné nabity fetézec polymeru, tento d€j potom oznacu-
jeme jako n-dopovani (Freund a Deore, 2007). Je vSak podstatny rozdil mezi dopovanim
anorganickych a organickych polovodi¢u. U anorganickych polovodi¢i vyrazné ovliviiuji
elektrické vlastnosti jiz stopové koncentrace dopujici latky, zatimco u polymert je potieba
vyssich koncentraci dopujicich latek, fadove jednotky az desitky procent (Prokes, Stejskal,
Omastova, 2001). Dopovani tedy mtize byt indukovano chemickym ¢inidlem, existuje vSak
1 moznost elektrochemického dopovani, kdy se polymer ptipoji k elektrod¢. Elektroche-
mické dopovani probiha v podstaté stejnym zptisobem jako chemické dopovani s tim roz-
dilem, Ze hnaci silu pro oxidaci nebo redukci poskytuje externi zdroj napéti (Freund a Deo-
re, 2007).

1.2.2 Vyuziti vodivych polymeri

Vodivé polymery jsou atraktivni materialy pro pouziti ve stavajicich i nové vznikaji-
cich technologiich diky své nizké hmotnosti, nizkym nakladiim a vSestrannosti ve srovnani
s ostatnimi standardnimi vodi¢i a polovodi¢i (Freund a Deore, 2007). Navic, na rozdil
od béznych polovodi¢ii, mohou vodivé polymery ménit svou strukturu, a tedy i své vlast-
nosti v reakci na okolni prostiedi, coZ lze vyuzit v fadé aplikaci, jako jsou napiiklad bio-
senzory (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001). Vyuzitim vodivych polymert se védci zaby-
vajici o moznosti vyuziti filml polythiofenu a polypyrrolu pro zobrazovaci zafizeni
v dasledku zmény jejich barev v zavislosti na jejich p- nebo n-dopovani. Publikace Baldis-
sera a Ferreira (2012) se zabyva antikorozni ochranou kovii pomoci natérti na bazi epoxi-
dové pryskyfice obsahujici vodivy polymer jako antikorozni ¢inidlo. Dale Studie Nambiar

a Yeow (2010) pojednavajici o vyuziti vodivych polymert jako biosenzort, jenz jsou
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podle Dhand et al. (2010) analyticka zafizeni, spojujici prvky biologického snimani jako
enzymy, protilatky, nukleové kyseliny, bunky, atd. s elektronickym snimacem, ktery je
vybaven elektronickym zesilovacem. Zajistuji rychlou interaktivni informaci o daném
vzorku a maji uplatnéni v rznych oblastech jako klinickd diagnostika, monitorovani bio-
logickych procesti, monitorovani zivotniho prostiedi a zpracovatelstvi potravin a zemé&dél-
skych produktt. Prace Kim et al. (2000) naptiklad pojednava o konduktometrickém méfeni
aktivity protilatek specifickych pro albumin pomoci imunosenzort z koloidniho zlata a na
ném zaélenéného polyanilinu. Vyuzitim vodivych polymera se dale zabyva prace Manju-
natha et al. (2011) studujici uplatnéni polypyrrolu jako materialu pro anody dobijecich
lithiovych baterii, ¢i studie autord Cortés a Moreno (2003), ve kterém je diskutovana pro-
blematika tvorby umélych svala za vyuziti vodivych polymert. S ohledem na nizkou cenu
vodivych polymeru pak AlSalhi et al. (2011) shrnuje moznosti vyuZiti vodivych polymert
v elektronice, zminuje mozné aplikace v zobrazovacich zafizenich (displeje, televize), své-
telnych diodach, tranzistorech, fotovoltaickych c¢lancich, senzorech a laserech.
Z biomedicinského hlediska mtize byt podle Rubinsona a Marka (2003) ovlivnéno uvolio-
vani ATP vytvofenim vnéj§i membrany na bazi polypyrrolu vzhledem k jeho citlivosti na
ionty hoi¢iku a vapniku. Podle Schmidt et al. (1997) pak oxidovany polypyrrol miuze slou-
zit jako podklad pro zvyseni interakce poskozenych nervovych bunék. Velky potencidl ma

také vyuziti vodivych polymert v oblasti tkanového inzenyrstvi (Freund a Deore, 2007).
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2 POLYANILIN

2.1 Historie polyanilinu

Polyanilin je pravdépodobné nejstar§Sim syntetickym polymerem, ktery kdy clovek
vibec pfipravil. Anilin byl jako produkt pyrolytické destilace indiga ziskan v roce 1826
némeckym chemikem Unverdorbenem. Pfi studiu jeho chemickych vlastnosti popsal roku
1840 Fritze zelené oxida¢ni produkty, které bychom v dne$ni terminologii nazvali polyani-
linem. V roce 1862 britsky profesor chemie Letheby pfi toxikologické identifikaci anilinu
provedl elektrochemickou oxidaci, kterd vedla po alkalizaci k modrému zbarveni typickeé-
mu pro polyanilinovou bazi. Britsti chemici Green a Woodhead navrhli v roce 1910 pro
oxidaéni produkty anilinu strukturu oktameru. Polymerni povaha oxida¢nich produktt ani-
linu byla prokdzéna az o mnoho desitek let pozdéji. Polyanilinové fetézce jsou sloZeny
ze stovek az tisict anilinovych konstitu¢nich jednotek a jde tedy o plnohodnotné polymery.
Syntetické postupy vedouci k polyanilinu byly popsany v Ceskoslovensku Honzlem
a Tlustakovou (1968). Konduktivita polyanilinu a ptibuzné ,anilinové ¢erni* pohybujici
se v fadu jednotek S.cm™ je srovnatelna s mérnou vodivosti b&znych polovodict a byla

znama jiz v Sedesatych letech (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001).

Vzhledem k jeho dobré stabilité, ovlivnitelné elektrické vodivosti, pomérné nenaroc-
né a levné syntéze a zajimavym redoxnim vlastnostem spojenymi S heteroatomem dusiku
Vv fetézci se stal polyanilin jednim s nejrozsahleji studovanych vodivych polymera posledni

doby (Kang et al., 1998).

2.2 Formy polyanilinu

Mechanismus elektrické vodivosti polyanilinu je oproti ostatnim vodivym polyme-
rim unikatni, ackoli je dopovan protonaci, podobné jako je tomu naptiklad u p-dopovani
polypyrrolu. Protonace vede k formovani soli na bazi dusiku spise nez karboniového iontu,
jako je tomu u ostatnich p-dopovanych polymert. Konfigurace polyanilinu ma totiz A-B
povahu, zatimco vétSina ostatnich vodivych polymert je typu A-A. B komponenta pied-
stavuje heteroatom elementarniho dusiku, ktery je zapojen do konjugace polyanilinu vice,
nez heteroatomy v polypyrrolu a podobnych polymerech. Vodivost polyanilinu tedy zavisi

jak na oxidaéni formé¢, tak na stupni protonace (Wallace et al., 2003).

Polyanilin existuje v fadé forem, navzajem se lisicich svym stupném oxidace ¢i pro-

tonace. Odebiranim nebo dodavanim elektroni chemickou ¢i elektrochemickou oxidaci
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a redukci Ize ziskat formy s riiznou chemickou strukturou, stabilitou, zbarvenim a elektric-
kymi vlastnostmi. Nazvy jednotlivych oxidaénich forem, nazvanych leukoemeraldin, eme-
raldin a pernigranilin, jsou v soucasnosti pouzivany i pro odpovidajici polymery. Nazev
emeraldin (z angl. ,,emerald” = smaragd) byl inspirovan zelenym zbarvenim nejb&zné&jsi

formy polyanilinu. (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001).

Protonovany pernigranilin (modry) Pernigranilinova baze (fialova)

OO~ O
H *ij

Protonovany emeraldin (zeleny, vodivy) Emeraldinova baze (modra, nevodiva)
®- +H®
O NH NH Q — Q NH N
®
+H
\ +e
+e
Leukoemeraldin (bezbarvy)

OO0

Obrazek 3 — oxidacni formy polyanilinu (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001)

Nejbéznéjsimi formami jsou prave zelena, vodiva polyanilinova (emeraldinova) sul
a nevodiva, modra baze. K pfechodu mezi témito dvéma formami dochazi pti pH 5 - 6.
Pokud tedy polyanilin po pfipravé vystavime pisobeni alkalii, napt. 1 M hydroxidu amon-
ného, zméni se vodivost z jednotek S.cm™ na 10 S.em™, tj. o devét fada. Tento proces

je vratny a byva vyuzivan pii konstrukei aciditnich senzort (Stejskal a Gilbert, 2002).
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® =\ @
NH:O:NH NH NH
A =/ 4°
n

+2 n NH;OH

| |

Polyanilinova baze

Protonovany polyanilin

Obrazek 4 — ptechod vodivé formy polyanilinu na nevodivou bazi

v alkalickém prostiedi hydroxidu amonného (Stejskal a Gilbert, 2002)

2.3 Priprava polyanilinu

Polyanilin je ptipravovan oxidaci anilinu, zpravidla peroxydisiranem amonnym. Re-
akce probiha v kyselém vodném prostiedi, na vzduchu v oteviené nadobé, pii laboratorni
teploté, bez nutnosti zahtivani nebo michani, s prakticky stoprocentnim vytézkem. Exo-
termni reakce je ukoncena béhem nékolika minut a produkt se odd¢luje filtraci. Pti sklado-

vani ma ¢asové neomezenou stalost (Stejskal a Gilbert, 2002).

Standardné se polyanilin pfipravuje oxidaci 0,2 M anilin hydrochloridu pomoci 0,25
M peroxydisiranu amonného ve vodném prosttedi. Pti praktickém provedeni je odd€lené
rozpusténo 2,59 g (20 mmol) anilinu hydrochloridu v 50 ml vody a 5,71 g (25 mmol) pero-
xydisiranu amonného rovnéz v 50 ml vody. Oba roztoky jsou poté smiseny. Reakéni smés
po chvili zmodra diky vzniku anilinovych oligomert. Zabarveni se prohlubuje; tvofi
se pernigranilinova forma polyanilinu, kterda po skonc¢eni polymerace ptechdzi na konecny
tmavozeleny emeraldin. Polymerace probéhne pii laboratorni teplot¢ asi za 10 minut
a teplota reakéni smési vzroste z 20°C na 38°C. (Pouziti vyssich koncentraci reak¢nich
slozek — nad 1 M, ma za nasledek zvySeni teploty, coz miize vést az k vybuchu). SraZenina
polyanilinu je promyvana ziedénou (0,2 M) kyselinou chlorovodikovou a poté dukladné
acetonem nebo etanolem. Produkt se susi na vzduchu. Takto pfipraveny polyanilin (eme-

raldin) v mnoZstvi kolem 2 g mé vodivost 4 S.cm™ (Stejskal a Gilbert, 2002).
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4n @NHz + 5n (NH4)ZS 208

l (HA)

4 -t OO}
HSO, HSO,
+3n HzSO4 +5n (NI{4)ZSO4

Obrazek 5 — oxidace anilinu peroxydisiranem amonnym v kyselém

vodném prostiedi poskytujici polyanilin (Stejskal a Gilbert, 2002)

2.4 Koloidni polyanilin

Oxidace anilinu v kyselém, vodném prostieni produkuje nejprve anilinové oligome-
ry. Ty jsou vice hydrofobni nez plvodni anilinové kationty. Maji tendenci oddélovat
se od vodného prostiedi, napiiklad tim, ze se adsorbuji na dostupnych povrsich latek sta-
lych v kyselém prostfedi. Adsorbované oligomery maji vyssi reaktivitu, coz vede
k zahajeni rastu polyanilinovych fetézci. Prvni polyanilinovy fetézec ukotveny na povrchu
produkuje jadro budouciho filmu. Polymerace anilinu se automaticky zrychluje, to zname-
na, ze nové oligomery vznikaji a adsorbuji blizko jadra a stimuluji rist novych polyanili-
novych fetézct. Ty vytvareji film a takto se mnoZi na povrchu. Ze stérickych divodi jsou

pfednostné orientovany kolmo na podklad (Stejskal a Sapurina, 2005).

Lateral film

a b c proliferation
O
O Preferred 00 O
chain
O O growth
e =
(@)
Adsorption Nucleation Film growth

Obrazek 6 — a) adsorpce oligomeru na povrch, b) rist fetézce PANI,
tvorba jadra, c) rust dalSich fetézcti PANI v disledku mechanizmu au-

tomatického zrychlovani polymerace (Stejskal a Sapurina, 2005)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

Podobny princip je pouzitelny na formovani koloidnich ¢astic. Ty jsou vytvateny po-
lymeraci anilinu v prostfedi obsahujicim stabilizator, na n€hoz ptechazi role povrchu. Ani-
linovy oligomer se na fetézci sorbuje na stabilizatoru a produkuje jadro polyanilinu. Auto-
maticky se zrychlujicim mechanismem pokracuje v blizkém okoli polymerace - polyanili-
nové castice rostou a zarovenn se formuji nové oligomery. Rostouci ¢astici pak miize byt
zachycen jiny stabilizator, coz vede k vytvoreni Casticové skorapky, ktera cCastice chrani

pted shlukovanim (Stejskal a Sapurina, 2005).

O

a o b c
O 8 N
@)
of o VN
Adsorption Nucleation Particle growth

Obrazek 7 — a) sorpce oligomeru na stabilizator, b) stimulace ristu
fetézce, produkce jadra, c) formovani koloidni castice (Stejskal

a Sapurina, 2005)

Jako stabilizatory se pouzivaji vhodné, v reakénim médiu (Casto ve vode) rozpustné
syntetické polymery jako polyvinylalkohol a polyvinylpyrolidon nebo také bio-logické
makromolekuly jako derivaty celulozy nebo napiiklad polysacharid chitosan (Cruz-Silva et
al., 2007). Dle Giizado-Rodriguz et al. (2010) lze jako stabilizator pouZit
I polyvinylmethylether nebo specialné ptizptisobené kopolymery. Stejskal et al. (1996)
mezi mozné stabilizatory dopliuji polyoxymethylen a poly(2-vinylpyridin).

Pokud tedy pfi oxidaci anilinu do reakéni smési ponofime libovolny predmét staly
v kyselém prostiedi, pokryje se na povrchu vodivym polyanilinovym filmem o tloustce
kolem 100 nm. Timto zpisobem lze modifikovat prakticky libovolny povrch, napt. sklo
nebo textilni tkaninu. Pfidame-li do polymeracni smési stabilizator, ktery je ve vodném
prostfedi rozpustny (napt 2 vdh % polyvinylpyrrolidonu), ziskame namisto sraZzeniny ko-

loidni polyanilinovou disperzi pfipominajici roztok (Stejskal a Sapurina, 2005).
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2.4.1 Priprava koloidniho polyanilinu

Piiprava anilinové disperze se provadi oxidaci anilin hydrochloridu (0,2 mol.I™%)
peroxydisiranem amonnym (0,25 mol.l'l) Vv pfitomnosti stabilizatoru, 2 vah. % poly(N-
vinylpyrrolidonu) (PVP; Mr = 360 000). Anilin hydrochlorid (259 mg) je rozpustén misto
ve vodg, v 5 ml vodného roztoku PVP (40 g1™). Polymerace anilinu za&ina za pokojové
teploty blizké 20°C ptiddnim 5 ml vodného roztoku obsahujicim 571 mg peroxydisiranu
amonného. Smés je kratce michana a poté zanechana v klidu pro polymeraci. Ta je dokon-
¢ena v n€kolika minutach. Koloidni disperze se poté fedi na pozadovanou koncentraci po-

moci 1 mol.I" HCI (Stejskal a Sapurina, 2005).

2.4.2 Vlastnosti a potencialni vyuZiti koloidniho polyanilinu

Jak jiz bylo zminéno, polyanilin je z hlediska vyuziti jednim z nejslibnéjsich vodi-
vych polymerti pro svou dobrou chemickou stabilitu, snadnou a pomérné levnou syntézu
a v neposledni tadé pro relativné vysokou a navic ovlivnitelnou elektrickou vodivost
(Cruz-Silva et al., 2006). Jeho pouziti je vSak omezeno vzhledem k jeho netavitelnému
charakteru a nizké rozpustnosti ve vétSin€ organickych rozpoustédel. Pro pfekonani téchto
omezeni jsou pouzivany disperzni polymerace anilinu, jenz zajist'uji vznik ve vod¢ disper-

govatelnych koloidnich ¢astic (Cruz-Silva et al., 2007).

Stfedni prameér suchych ¢astic pozorovanych mikroskopem ¢ini =150 nm. Primér
nabotnalych ¢astic nachazejicich se v disperznim prostfedi ur€eny dynamickym rozptylem
svétla se pohybuje v rozmezi od 300 do 600 nm (Sulimenko et al., 2001). Tvar ¢astic mize
byt kulovity, granularni, cylindricky nebo mé rozvétvené dendritické struktury (Bhadra et
al., 2009). Z téchto disperzi lze ptipravit kompozitni materialy obsahujici az 70 vah. %
elektricky vodivého polyanilinu dispergovaného V izola¢ni matrici, Z hlediska vyuziti tedy

kompozity polyanilinu hraji dulezitou roli (Stejskal, Kratochvil, Helmstedt, 1996).
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Obrazek 8 — SEM snimek kompozitu obs. 26 vah. % polyanilinovych castic dispergova-

nych v matrici polyvinylalkoholu (Stejskal, Kratochvil, Helmstedt, 1996)

Z hlediska vyuziti ma polyanilin, respektive koloidni polyanilin mnoho potenciélnich
aplikaci zavislych na jeho specifickych vlastnostech a to napii¢ riznymi obory (Bhadra
et al., 2009).

Skutecnosti, Ze je polyanilin pfirozené vodivy muze byt podle studie Hosoda, Hino,
Kuramoto (2007) vyuzito pro prumyslovou vyrobu vodivych natért. Dle prace Hino, Tani-
guchi, Kuramoto (2005) pak pro syntézu vodivych lepidel na bazi epoxidové pryskytice
a polyanilinu. Publikace Barros, Martins, Azevedo (2005) popisuje princip vodivych in-
koustt, kdy je vodiva polymerové suspenze ¢i roztok vlozena do cartridge inkoustové tis-
karny a nasledn¢ tiskarnou prenesena na podklad, piisobenim UV zafeni jsou poté vytisk-
nuté znaky vyvolany. Clanek Bowman a Mattes (2005) piiblizuje moznost syntézy polya-

nilinu o ultra vysoké molekulové hmotnosti pro vyrobu antistatického textilu.

Déle je mozno vyuzit zvySovani viskozity polyanilinové disperze se zvySujicim
se elektrickym polem. Tato vlastnost je vyhodna pro aplikace Vv elektroreologickych mate-
ridlech. Ty je moZzné vyuzit v riiznych elektromechanickych zatfizenich jako jsou tlumice

naraza pro jejich reverzibilni piechod z tekutého do pevného stavu pod rtiznym elektric-
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kym polem (Bhadra et al., 2009). V praci Choi et al. (1997) je uvedena jako potencialni

elektroreologicka tekutina suspenze polyanilinu v silikonovém oleji.

Schopnosti polyanilinu ménit elektrickou vodivost a zbarveni pii vystaveni kyselym,
zasaditym a nékterym neutralnim param ¢i kapalindm je mozné vyuzit v oblasti senzort,
biosenzord, detektort a indikatord. Pfi¢emz senzor je zatfizeni, které méti fyzikalni veliciny
a prevadi je na signal, ktery mize byt detekovan pozorovatelem nebo detekénim zatizenim
(Bhadra et al., 2009). Za mnohé studie je mozné citovat praci Irimia-Vladu a Fergus
(2006), ve kter¢ je popsan senzor oxidu uhli¢itého zaloZzeny na kompozitnim tenkém filmu
emeraldinové baze polyanilinu a polyvinylalkoholu. Dale studii Bai et al. (2007) prezentu-
jici jednoduchy senzor amoniaku zalozeny na kompozitnim filmu polypyrrolu a sulfonova-
ného polyanilinu. Ve studii Talaie et al. (2000) bylo vyuzito vztahu mezi zménou vodivosti
a barvy kompozitu polyanilinu a polypyrrolu pro detekci pH na platinové elektrodé. Cla-
nek Andreu et al. (2005) popisuje stanoveni mnozstvi vitaminu C pomoci absorpéni zmény
polyanilinu pii svételném zafeni o vinové délce 700 nm. Koloidniho polyanilinu je vyuzito
v praci Dhand et al. (2007) pro vyrobu vodivého filmu elektroforeticky umisténého
na desti¢ku ze skla oxidu india a cinu, ktery je schopen kovalentn¢ imobilizovat cholesterol

oxidazu a tim padem byt vyuzity jako biosenzor cholesterolu.

Je zjevné, Ze zde nelze obsahnout vSechna potencialni vyuziti polyanilinu. Je tedy
mozné konstatovan, ze mize najit uplatnéni v elektronice, elektromechanice, elektroreolo-
gii, v oblasti antistatickych materiald, senzori a biosenzorti, svétlo emitujicich a zobrazo-

vacich zafizeni, atp.
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3 DISPERZNI SYSTEM

Disperzni systém (déle disperze) je soustava obsahujici podil rozptyleny ve formé
¢astic v disperznim prostiedi. AZ na vyjimky piedstavuji disperzni podil a disperzni pro-
sttedi dv€ chemicky odliSné slozky nebo smési sloZzek. Napi. mlha je disperze vodnich
kapének ve vzduchu; v mléce je disperznim podilem tuk a disperznim prostfedim vodny
roztok riznych ptirodnich latek. V roztocich ptedstavuje disperzni prostiedi rozpoustédlo
a disperzni podil rozpusténa latka. Jemnost, s jakou je disperzni podil rozptylen, je charak-
terizovana rozmérem disperznich castic. Prevracend hodnota rozméru se nazyva stupen

disperzity. Podle stupné disperzity klasifikujeme disperzni soustavy na:
— hrubé disperze (suspenze, emulze, pény, prach, dym)

— koloidni disperze (lyofobni soly, micelarni koloidni roztoky, roztoky makromoleku-

larnich sloucenin)

— analytické disperze (pravé roztoky nizkomolekularnich latek) (Pouchly, 2008).

3.1 Koloidni disperze

Jako koloidy oznacujeme disperze tvorené ¢asticemi o rozmeérech v rozmezi od 1 nm

(10° m) do 1 pm (10°® m), které jsou rozptylené v kapalném, popf. plynném, n&kdy i pev-

ném disperznim prostiedi. Castice koloidnich disperzi jsou viditelné elektronovym mikro-

skopem a ultramikroskopem, nejsou vSak viditelné mikroskopem svételnym. Prochaze;ji

filtranim papirem, V porovnéani s analytickymi disperzemi vykonavaji méné intenzivni

tepelny pohyb a vyvolavaji nizsi osmoticky tlak. Pomalu difunduji a sedimentuyji.
Vzhledem k velké rozmanitosti se koloidni disperze dé¢li do tii skupin:

— lyofobni koloidy — heterogenni systémy, v nichz disperzni podil a disperzni pro-
stiedi predstavuji dveé rizné faze, které jsou odd€leny fadzovym rozhranim.

— lyofilni koloidy — homogenni systémy, Vv nichz disperzni podil tvoii s disperznim

prostiedim jednu fazi. Jsou to pravé roztoky makromolekul, které vznikaji samo-

volnym rozpousténim. Samovolny vznik je podminén afinitou makromolekul

k disperznimu prostfedi. Do této skupiny koloidt fadime i koloidni polyanilin.

— asociativni koloidy — vznikaji samovolnou reverzibilni asociaci nizkomolekular-

nich latek s amfifilni strukturou v pravém roztoku (Bartovska a Siskova, 2005).
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4 BIOKOMPATIBILITA

4.1 Biokompatibilita

Biomaterialy jsou definovany jako materialy, které mohou byt soucasti biologického
systému za ucelem diagnostiky, 1écby, nédhrady tkané€, orgdnu nebo funkce téla. Klinicka
aplikace biomaterialu by neméla zpusobit nezadouci reakce v organismu a neméla
by ohrozit zivot pacienta. Jakykoli material, ktery ma byt pouzit jako souc¢ast biomaterial o-
vého zafizeni musi tedy byt biokompatibilni. Dle definice jsou biokompatibilni materialy
netoxické, hypoalergenni, nejsou karcinogenni ani mutagenni a nesméji ovliviiovat plod-
nost (Williams, 1986). Obecné je mozno definovat biokompatibilni material jako takovy,
ktery nevyvoldva v organismu zddnou negativni reakci. Tato charakteristika ve skutecnosti
zahrnuje celou fadu interakci, charakteristik a testl, které jsou definovany v mezinarodnich
normach. Teprve souhrnné vysledky téchto testi urcuji, zda mize byt dany material v kon-

krétnim zdravotnickém prostiedku pouzit (Humpolicek a Kasparkova, 2012a).

4.1.1 Dosud znamé informace o biokompatibilité PANI

V soucasné dob¢ existuje pouze omezené mnozstvi studii zabyvajicich se biokompa-
tibilitou nativniho polyanilinu. Publikované prace zabyvajici se biokompatibilitou polyani-
linu se déli do dvou hlavnich skupin. Prvni skupina je zamé&fena na in vivo testovani im-
plantability a post-implantaénich zmén tkani obklopujici implantat. Druha, pievazujici
skupina testovacich metod se zabyva posuzovanim in vitro proliferace a diferenciace bu-
nék na povrchu polyanilinu. Tyto studie se tykaji hlavné polyanilinovych filma nanese-
nych na riznych nosi¢ich déale polyanilinovych komplexti, polyanilininovych kompozitt
nebo smési pripravenych pomoci elektrostatického zvlaknovani. Publikace pokryvaji jak
oxidaéni stavy polyanilinu, tak také rtizné typy testt (in vivo, in vitro, odlisné bunécné li-
nie, atd.). Studie zabyvajici se takovymi kombinovanymi materialy a modifikovanymi po-
lyanilinovymi povrchy vSak podéavaji omezené informace o chovani polyanilinu jako tako-
vého. V dusledku toho dochazelo k rozporuplnym vysledkim, a proto 1ze jen stézi vyvodit
jednoznaéné zavéry ohledné cytotoxicity polyanilinu. Dokazuji to nesrovnalosti ve vysled-
cich in vivo testl. Napftiklad zatimco ve studii Kamalesh et al. (2000) nezpiisobila podkoz-
ni implantace polyanilinovych filmi v oxida¢ni formé emeraldinu samctim krys Sprague-

Dawley po dobu 19 az 90 tydni zadné zanétlivé reakce, studie Wang et al. (1999) pti im-
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plantaci emeraldinovych filma identickému druhu laboratornich krys po dobu 19 az 50

tydnt naopak znamky zanétlivé reakce prokazala. (Humpolicek et al., 2012b).

Nejnovéjsi studie zabyvajici se nékterymi aspekty biokompatibility byla publikovana
vroce 2012 (Humpolicek et al., 2012b). V této studii byl otestovan vliv polyanilinu
ve form¢ vodivé soli a nevodivé baze v kontextu drazdéni a senzibilizace kiize a cytotoxi-
city. Z této studie vyplynulo, ze ob& formy polyanilinu nemaji vliv na kiizi, nicméné vyka-

zuji prikaznou hladinu cytotoxicity. Polyanilinova siil vykazovala vétsi cytotoxicky efekt.

4.1.2  Polyvinylpyrrolidon a jeho biokompatibilita

Nezanedbatelnou slozkou koloidniho polyanilinu je stabilizator, na jehoz povrchu

probiha tvorba koloidnich ¢astic, nejcastéji polyvynilpyrrolidon.

Tento polymer, tadici se mezi polyvinylacetaly, byl poprvé syntetizovan pied vice
nez sedmdesati lety Walterem Reppem. Jedna se o svétly prasek, rozpustny ve vod¢ a ji-
nych polarnich rozpoustédlech. Jiz za 2. svétové valky byl pouzivan jako nidhrada krevniho
séra. Prestoze se polyvinylpyrrolidon pro toto vyuziti dnes Uz nepouziva vzhledem
K problematickému vstiebavani vysokomolekularnich latek v téle, jeho uplatnéni v biome-

dicinskych a biotechnologickych aplikacich je stale predmétem vyzkumu (Biihler, 2005).

Vyborna rozpustnost je dana polarni laktamovou skupinou, ktera zvySuje hydrofilni
vlastnosti. Lipofilitu polyvinylpyrrolidonu poté zajistuji nepolarni metylenové skupiny.
Tyto vlastnosti spolu s nizkou toxicitou pro organizmy, vysokou biokompatibilitou (byla
prokazana tkanova kompatibilita s kiizi, o¢ima a mukoézni sliznici) a chemickou stabilitou
vedou Kk jeho Sirokému vyuziti ve farmaceutickém pramyslu pro rizné obvazové materialy
a pro prakticky vsechny typy 1ékovych podani (potahované tablety, kapky, sirupy, injekéni
roztoky, spreje, atd.). Vyuziti nachazi také v kosmetice, potravinafstvi a textilnim prumys-
lu (Liu et al., 2013).

4.2 Cytotoxicita

Jednim z prvnich testii, jimz je materidl z hlediska biokompatibility podrobovan,
je test potencialni cytotoxicity. Cytotoxicita musi byt testovana u latek, které maji pfijit
do styku s bunikami, bud’ proto, Ze zkoumané slouceniny se pouzivaji jako 1éCiva ¢i kosme-
tické ptfipravky a musi byt prokdzano, ze jsou netoxické, nebo proto, Ze jsou navrzeny jako
latky protinadorové a jejich cytotoxitita miize byt rozhodujici pro jejich ¢innost (Freshney,
2005).
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Konkrétni metody zkouSek pro hodnoceni cytotoxicity zdravotnich prostiedk
in vitro jsou definovany v paté ¢asti souboru norem CSN EN ISO 10 993-5. Norma s na-
zvem ,,Zkousky na cytotoxicitu in vitro* popisuje tii typy uspotfadani zkousek cytotoxicity

ato:

1) zkousku extraktu ptipraveného z testovaného materialu,
2) zkouSku piimym kontaktem,

3) zkousku nepiimym kontaktem.

Vybér konkrétniho postupu zavisi na typu vzorku, predpokladaném misté aplikace
a charakteru pouziti. Pro hodnoceni cytotoxicity existuje celd fada systému, které zahrnuji
morfologické posouzeni poSkozeni bunck, métfeni ristu bunék ¢i meéfeni specifickych
aspektti bunécného metabolismu. Zkousky se provadi in vitro a vyuzivaji bunéénych linii
kultivovanych za specifickych podminek. Bunééné linie jsou komeréné dostupné a zahrnu-
ji velkou Skalu bunécnych typi. Umoziiuji tak vysokou specificnost testovani s ohledem

na predpokladané vyuziti zdravotnického prostfedku (Humpolicek a Kasparkova, 2012).

4.3 Metody studia Zivotaschopnosti bunék

V soucasné dob¢ existuje celd fada metod pouzitelnych pro stanoveni Zivotaschop-
nosti bun¢k (viability). Metody jsou zaloZzeny na riznych principech a postupech. Dale

bude uveden pouze vybér zakladnich metod.

4.3.1 Analyza viability bunék pouZzitim trypanové modri

Jenda z nejcastéji pouzivanych metod pro urceni viability bun¢k ve vzorku je barveni
pomoci trypanové modii (Trypan Blue; sodna sul toluidin-diazo-diamino-
naftoldisulfonové kyseliny) (Mishell a Shiigi, 1980). Zakladem metody je odliSeni Zivych
bunék s neporusenou bunéc¢nou membranou a bunék mrtvych, které maji narusenu struktu-
ralni integritu bunééné membrany. Makromolekuly trypanové modii pies intaktni bunéc-
nou membranu S funkénimi transportnimi systémy neprochazeji, naopak pii znacném po-
Skozeni bunééné membrany u mrtvych bunék membranou prostoupi a barvivo modie obar-

vi cytoplazmu mrtvé bunky (Kruzik et al., 2006).
Tato metoda ma vsak i své nevyhody. Vzhledem k tomu, Ze trypanova modf vykazu-
je silné cytotoxické ucinky, je tteba vyhodnotit vysledky béhem doporucené doby 3-5 mi-

nut od ptidani barviva, poté jiz modi zacne pronikat membranami dosud zivych bunék.
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Za tuto dobu je ve svételném mikroskopu mozno vyhodnotit jen statisticky malé mnozstvi

bunék (Altman et al., 1993).

Obrazek 9 — priklad vysledku testu viability nervovych bunék Svaba po

pusobeni dvou druhti neonikotinoidti (druh insekticidi) - imidaclopridu
(IMI) a clothianidinu (CLO) na snimcich ze svételného mikroskopu.
A) pusobeni 50 uM CLO po dobu 8 hodin, B) ptsobeni 50 uM IMI po dobu
8 hodin, C) pisobeni 100 uM CLO po dobu 24 hodin, D) ptisobeni 100 uM
IMI po dobu 24 hodin. Mé&fitko 10 um (Benzidane et al., 2011)

4.3.2 MTT test zaloZzeny na metabolické aktivité

MTT test je pouzivan ke stanoveni zivotaschopnosti bunék a cytotoxicity potencialné
toxickych latek a 1é¢iv (Scudiero et al., 1988). Poprvé byl proveden a popsan Mossman-

nem (1983) a stale patii mezi nejuniverzalnéjsi a nejoblibenéjsi cytotoxické metody.

Pii tomto testu jsou buniky Vv exponencialni fazi rustu vystaveny cytotoxické latce.
Doba pisobeni je obvykle stanovena jako doba potiebna pro maximalni poskozeni bunck
piicemz je také ovlivnéna stabilitou cytotoxické latky. Po odebrani cytotoxické latky

je bunkam dovoleno proliferovat po dvé az tfi doby zdvojnasobeni populace (population-
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doubling times), aby se rozli§ilo mezi zivotaschopnymi buiikami, které jsou schopny pro-
liferace a zivotaschopnymi bunikami, které se jiz mnozit nemohou. Pocet pteziv§ich bunék
je poté ur¢ovan neptimo pomoci redukce MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
tetrazolium bromidu, zlutého, ve vodé rozpustného tetrazoliového barviva, zivymi (meta-
bolicky aktivnimi), nikoli v§ak mrtvymi buiitkami na purpurovy produkt formazan, ktery
neni rozpustny ve vodném prostiedi. K redukci dochazi na mitochondrialni membrané re-
spiraci pfezivsich bunék. Mnozstvi vyprodukovaného MTT formazanu miize byt stanoveno
spektrofotometricky za pouziti vhodného rozpoustédla pti vinové délce 540 nebo 570 nm,
pricemz vyssi hodnoty absorbance (vice redukovaného formazanu) ukazuji na vyssi pocet

prezivsich bunék (Freshney, 2005).
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Obrazek 10 — linearni zavislost absorbance na poc¢tu zivych bunék pii

vlnové délce 570 nm (Molecular Probes, 2002)

O popularité této metody vypovida fada védeckych ¢lankl publikovanych v posledni
dobé. Naptiklad prace Gomez et al. (1997) se zabyva hodnocenim viability bun¢k srdecni
svaloviny (kardiomyocytil) vystavenych pusobeni adenosinu a drasliku. Studie Ahmad
et al. (2006) zkouma vliv cholesterolu na zivotnost bun¢k plicniho epitelu a endotelidlnich
bunék koronarnich tepen. V praci Jaszczyszyn et al. (2008) je pomoci MTT testovan toxic-

ky vliv protinadorového Iéku doxorubicinu na bun&cné kultury lidskych lymfocyti.
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V ¢lanku Huveneers-Oorsprong et al. (1997) je touto metodou stanovovan toxicky vliv
veterinarnich 1é¢iv na praseci hepatocyty. Studie Nasr-Esfahani et al. (2002) diskutuje po-

uziti MTT testu pro stanoveni viability spermii pro klinické a diagnostické ucely.

/@ Formazan

‘[/ CH, \r CH,

Obrazek 11 — redukce ve vodé rozpustného MTT na nerozpustny formazéan (Pulz,

2007)

4.3.3 Pritokova cytometrie

Cytometrie slouzi k analyze ¢astic a bunék, které protékaji piistrojem v proudu nosné
kapaliny. Vyuziva princip rozptylu svétla, excitace a emise fluorochromnich molekul
k ziskani dat z mikroskopickych ¢astic a bunék. Bunky jsou vétsinou znaceny specifickymi
fluorochromy a hydrodynamicky soustiedény do tenkého proudu v kapilare, kterou proté-
kaji vysokou rychlosti, pfi¢emz jsou 0zafovany monochromatickym koherentnim zatenim
produkovanym laserem. Intenzita fluorescence jednotlivych bunék pak odpovidd mnozstvi
struktur, které na sebe vazou fluorescencni barvivo (napiiklad propidium jodid vazajici
se na DNA po proniknuti narusenou membranou mrtvé bunky). Hlavnimi vyhodami pruto-
kové cytometrie jsou: jednoduchd piiprava vzorki, vysoka rychlost analyz velkych soubo-
ra jednotlivych bun¢k nebo ¢astic, nedestruktivnost, snadna detekce subpopulaci a také
relativné nizké finan¢ni naklady na analyzu jednoho vzorku. Pritokova cytometrie
je v klinické praxi vyuzivana jako vyznamna diagnostickd metoda pfedev§im v hematolo-
gii, onkologii a imunologii. Siroké vyuziti ma také v zakladnim biologickém vyzkumu
(Slaninova et al., 2008).
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5 ZAKLADY KULTIVACE BUNECNYCH KULTUR

5.1 Bunky prokaryotické a eukaryotické

Od Sedesatych let 20. stoleti jsou rozliSovany dva typy ponékud strukturalné odlis-
nych bunék, buiiky prokaryotické a eukaryotické. Tato terminologie vysla primarné
z odli$né struktury jadra. U bun¢k prokaryotickych je jadro tvofeno jednim chromozomem
Jadro zde vytvaii samostatny kompartment, oddéleny od cytoplazmy jadernym obalem.
Bunky prokaryotické jsou zpravidla mensi (jejich primér je nékolik mikrometrti, byt’ roz-
dily v jejich velikostech jsou velké), nez bunky eukaryontni (praimér je nékolik desitek
mikrometrd). Prokaryotické buiiky jsou velmi chudé na membranové systémy a vétSina
funkci, které plni membranové organely eukaryotickych bunék, je vdzana na plazmatickou
membranu. RovnéZ ribozomy prokaryotickych bunék jsou pon¢kud mensi, nez u bunck
eukaryotickych. U prokaryo-tickych bunék nebyly, na rozdil od buné€k eukaryotickych,
nalezeny komponenty cytoskeletu. Rozdilny je 1 mechanismus bunééného déleni (Necas,
2000).

5.2 Vyznam bunéénych kultur

V dne$ni dobé patii bunééné kultury mezi nejvice vyuzivané biologické modely apli-
kované ve vyzkumu. V porovnani s jinymi objekty uzivanymi v experimentech, naptiklad
laboratornimi zvifaty nebo izolovanymi organy ¢i tkdnémi, maji nesporné vyhody. V prvni
fade, pokus je provadén na jediném, jednoznaéné charakterizovaném bunécném typu, ktery
1ze vétSinou kultivovat v kratkém Case a jeho vysledky nejsou ovlivnény interakei s jinymi
organy, tkanémi ¢i bunénymi populacemi. Z tohoto faktu vyplyva bezproblémova repro-
dukovatelnost vysledkli védeckych praci. Dalsi vyhodou je fakt, ze na kultivovanych bun-
kach lze provadét experimenty, pii nichz dojde k jejich zniceni. Na druhou stranu je tieba
brat na védomi i fadu omezeni. Kultivace bunék neprobiha ve fyziologickém prostiedi tka-
ni, v disledku ¢ehoz mohou buinky béhem kultivace dediferencovat ¢i ménit sviij fenotyp.
Pro praci s buné¢nymi kulturami je nezbytna specialné vybavena laboratof, vyskoleny per-
sonal, zvlastni spotfebni materidl a chemikélie zbavené¢ béznych kontaminantii (Davis,

2002).
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5.3 Princip kultivace bunécnych kultur

Zaklad bunééné kultury tvofi izolace urcitého typu zvitecich, lidskych a méné Casto
I hmyzich ¢i rostlinnych bunék. Mezi izola¢ni techniky patii mechanicka disociace tkang,
natraveni pomoci enzymii, sbér odloupanych bunék z télesnych tekutin apod. Prvni kulturu
izolovanych bunék oznacujeme jako primarni kulturu neboli primokulturu. Nejéastéji by-
vaji kultivovany bunky adherované na vhodném povrchu, méné¢ obvykle v suspenzi ¢i za-
kotvené v matrix. Pfi¢emz kultiva¢ni podminky se snazi simulovat fyziologické podminky
in vivo: bunky jsou péstovany pii télesné teploté ve specidlnich nadobach, rostou
Vv kultivaénim médiu, udrzuji se zpravidla v atmosféfe se zvySenym parcialnim tlakem oxi-
du uhli¢itého. Jsou-li buniky péstovany jako adherentni kultura, jsou podstatné vlastnosti
povrchu kultivaéni nadoby. Nejvétsi podil bunéénych typt vyzaduje hydrofobni povrch,
proto se nejcasteji pouzivaji nadoby ze specidlné€ upraveného polystyrenu. Po dostate¢ném
namnozeni se adherentni buniky uvolni od kultivaéniho povrchu, nejcastéji pomoci proteaz
— napf. trypsinu, piipadné odstranénim dvojmocnych iontli, mechanicky nebo sniZzenim
teploty. Buné¢na suspenze je poté nasazena do nové kultiva¢ni nadoby, tento postup se
obvykle oznacuje jako pasdz a vznika jim sekundarni kultura ¢ili subkultura. U vétSiny
bunécnych linii roste pocet bunck piiblizné exponencidln¢ az do chvile, kdy se buiiky za-
¢nou tésn¢ dotykat. V disledku kontaktni inhibice poté dochazi ke zpomaleni az zastaveni
ristu. Velka cast adherentnich kultur nakonec vytvaii na povrchu kultiva¢ni nadoby sply-
vajici vrstvu o sile jedné buiiky (monolayer). Kultivované bunky zpravidla mivaji omeze-
nou zivotnost, kdy po nékolika pasazich podléhaji starnuti (senescenci) a jejich dalsi déleni
se postupné zastavuje. Je ale také mozné pracovat s tzv. kontinudlnimi liniemi tvofenymi

spontanné, chemicky ¢i viroveé transformovanymi bunikami (Vejrazka, 2008).
5.3.1 Riistova kiivka bunééné kultury

Jak bylo jiz naznaceno, rust bunééné kultury prochazi nékolika fazemi:

- Lag-faze — pocatecni faze ristu, ve které pocet bunék nejprve mirné klesa a poté
pomérné prudce vzrusta.

- Log-faze — také logaritmicka ¢i exponencialni faze rastu, kdy pocet bun¢k expo-
nencialné roste. Lze v ni zachytit nejvice bun€k v mitdze, ¢ehoz se vyuziva pro

chromozomova vySetieni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

- Stacionarni faze — béhem této faze rychlost ristu bunééné populace postupné klesa,
projevuji se inhibiéni mechanizmy jako kontaktni inhibice a produkce rlstovych

inhibitorti. Dale dochazi k postupnému vycerpavani zivin z média.

- Faze ubytku bun€k — jedna se 0 fazi, béhem niz dochazi k postupnému odumirani
bunék, v dusledku nedostatku zivin, snizeného pH (nasledkem zvySené koncentrace
oxidu uhli¢itého a dalsich kyselinotvornych latek v médiu) a hromadéni toxickych

produktd bunééného metabolizmu (Freshney, 1992).

Tyto faze jsou zndzornény v ristové kiivce bunééné kultury, ktera vyjadiuje zmény

pocetnosti bun¢k v zavislosti na Case:
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Obrazek 12 — rustova kiivka buné¢né kultury (Kultivace bunék in vitro, 2009)

5.3.2 Vybaveni laboratoie pro kultivaci bunék in vitro

Jednim z hlavnich pozadavki laboratofe pro kultivaci bun€k in vitro je udrZeni steri-
lity a zabranéni kontaminacim. Je vhodné pracovat ve vyhrazené €isté laboratoii podl¢haji-
ci specialnimu rezimu. Mezi zdkladni vybaveni laboratofe patii laminarni box s fizenym
piivodem 1 odvodem vzduchu, inkubéator s regulaci teploty, relativni vlhkosti a parcidlniho
tlaku oxidu uhli¢itého, pro kontrolu vzorkd je nutny mikroskop vybaveny fazovym kon-
trastem. PouZziva se sterilni jednordzovy plast, kultivaéni nadoby s upravenym povrchem,

mikropipety a chemikalie uréené pro praci s bunéénymi kulturami (Freshney, 2005).
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5.3.3 Kultiva¢ni média

Média pouZivana pro kultivaci buné¢nych kultur jsou smési né€kolika desitek latek.
Zpravidla obsahuji hlavné anorganické ionty, aminokyseliny, pufrujici slozku jako stabili-
zator pH (CO32'/HC03', HPO,*/H,POy,), vitaminy, ristové faktory, stopové prvky, mastné
kyseliny lipidy, specifické proteiny a peptidy podporujici bunécné deleni. Pro usnadnéni
prace s bunéénou kulturou se mnohdy piidava acidobazicky indikator. Jako zdroj rasto-
vych faktort, stopovych prvkil a dalSich latek nutnych pro rist kultury se pouziva krevni
sérum, nejcasteji fetalni bovinni. Pii pouziti média se sérem je nevyhoda neptesné defino-
vané koncentrace veskerych latek, takze se mohou lisit ristové charakteristiky podle Sarze
je nutné doplnit celou fadou ristovych faktort a dalsich latek. V odtvodnénych ptipadech
se do kultivacnich médii pridavaji i antibiotika, jejich pouziti by nemélo byt pauSalizovano,

nebot’ zvysuje riziko skryté kontaminace bunéénych kultur (Sigma-Aldrich Co., 2010).
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Syntéza koloidniho polyanilinu

Testovana latka, tedy koloidni polyanilin, byla piipravena dle postupu IUPAC
(Stejskal a Sapurina, 2005), a to RNDr. Jaroslavem Stejskalem na Ustavu makromoleku-

larni chemie Akademie véd v Praze.

6.2 Informace o pouzitych bunéénych liniich

V ramci studie byly pouzity bunky bunécné linie HaCaT. Jedna se o buné¢nou linii
lidskych keratinocytt, které byly ziskdny od firmy Cell Lines Service (Catalog No.
300493. Germany). Jako kultivacni médium bylo pouZzito Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium, s vy$sim obsahem glukézy. K médiu se dle navodu pro kultivaci bunék ptidava 10%
fetadlniho séra skotu a antibiotika — konkrétné Penicillin/Streptomycin, 100 U/ml
(100png/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria). Druhou linii pouzitou v ramci naSich
test byla linie mysich fibroblastit NIH/3T3 (ATCC CRL-1658). Oproti buitkdm HaCaT se
kultivacni médium 1isi v pouzitém séru. V piipad¢ NIH/3T3 bunék je pouzito teleci sérum.
Buiiky byly kultivovany jako adherentni kultura v polystyrenovych kultiva¢nich nddobach
(TPP) pricemz idealni podminky — teplota 37°C, konstantni relativni vlhkost a 5% atmo-
sféra oxidu uhli¢itého byly zajiSt€ny pomoci inkubatoru Heracell 1501 (ThermoScientific,

USA).

6.3 Experiment

Po dostatecném namnozeni adherovanych bunék muzeme kroky vedouci
k vyhodnoceni toxického vlivu koloidniho polyanilinu na lidské keratinocyty a mysi fib-

roblasty rozdélit do nékolika fazi:

6.3.1 Trypsinizace a prekultivace

Prekultivace bun¢k je nezbytnym krokem pied samotnym testem, a to z davodu fyzi-
ologickych parametri bunék. Kultivacni nadoba s adherovanymi bunkami byla nejprve
zkontrolovana pomoci invertovaného svételného mikroskopu s fazovym kontrastem Olym-
pus CKX 41 (Olympus, Japonsko) a poté presunuta do laminarniho boxu s fizenou cirkula-
ci vzduchu HERAsafe KSP (ThermoScientific, USA). Zde bylo z kultiva¢ni nadoby

s bunikami pomoci odsavaciho zafizeni co nejdokonaleji odsato kultivacni médium. Zbytky
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média a séra byly poté jesté odstranény oplachnutim 15 ml fosfatového pufru (PBS, konc.
0,2 ml/cm?) a jeho naslednym odsatim. Déle bylo provedeno pieruseni vazeb jak mezi ad-
herovanymi buiikami a kultiva¢nim povrchem, tak i mezi jednotlivymi buiitkami pomoci
7,5 ml serinové proteazy, trypsinu (konc. 0,1 ml/cm?). Ten se nechal piisobit za priib&zné-
ho kontrolovani mikroskopem Olympus CKX 41 v inkubatoru Heracell 150i do odd¢leni
bunék, nejdéle vsak po dobu 20 minut. Po oddé€leni bun¢k bylo v boxu HERAsafe KSP
pfiddno do kultivaéni nadoby 7,5 ml kultivaéniho média a roztok s buitkami byl pomoci
pipety preveden do centrifugacni zkumavky. Centrifugace probihala v chlazené centrifuze
Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Némecko) pii teploté 37°C, po dobu tii minut a 1100 rpm.
Po centrifugaci byly bunky viditeln¢ koncentrovany na dné¢ zkumavky, coz umoznilo odsa-
ti supernatantu. Timto postupem byl ziskan piiblizny pocet — 2.10" bun&k coz odpovida
povrchu kultiva¢ni nadoby a densité bunék. Bylo tedy mozné nafedit buiiky pomoci kulti-
va¢niho média na pozadovanou koncentraci 1.10° bunék/ml kultivaéniho média. Buiiky
Vv této koncentraci byly nasazeny do 96 jamkovych polystyrenovych testovacich plati
vV objemu 100 pl, pficemz bylo timto zptisobem zaplnéno 40 jamek, buiiky byly poté pone-

chany v inkubatoru Heracell 1501 po dobu 24 hodin potitebnou pro prekultivaci.

6.3.2 Pridani potencialné toxické latky

Vlastni test cytotoxicity byl proveden v souladu s ISO normou 10 993-5 ,,Zkousky
na cytotoxicitu in vitro* s drobnymi upravami. Po uplynuti doby potiebné pro prekultivaci
bylo ze zaplnénych jamek desti¢ky odsato vSechno médium. K buitkdm v jamkach byly
nasledné ptidany rizné koncentrované roztoky koloidniho polyanilinu Vv mnozstvi 100 pl,
vzdy uréita koncentrace pro Ctyfi jamky v fad€. V pribéhu experimentélni prace byly tes-
tovany riizné koncentrace koloidniho polyanilinu. Dale jsou prezentovany pouze vysledky
koncentraci, u kterych dochéazi k posunu v rdmci cytotoxicity. Vyssi a niz$i koncentrace,
které byly také testovany jiz uvadény nejsou, protoze neposkytuji zddnou dalsi informaci.
Po piedchozich zkusenostech jsme tedy zvolili nasledujici koncentrace koloidu: 3%, 2%,
1%, 0,75%, 0,6%, 0,4%, 0,3%, 0,2% a 0,1%. Do jedné Ctvetice jamek s bunikami pak bylo
ptidano 100 pl ¢istého média. Tyto vzorky slouzily jako referen¢ni — jedna se tedy o rist
bunék na tkanovém polystyrenu. Rlizné koncentrace koloidu byly fedény pomoci ¢istého
kultivaéniho média. Jako ptiklad fedéni mize byt pouZzita 3% koncentrace, kterd byla zis-
kana smichanim 30 pl 100% kolidniho polyanilinu s 970 ul média. Po pfidani vSech rozto-
kt do jamek byly buiiky opét ponechany 24 hodin potiebnych pro kultivaci v inkubatoru
Heracell 150i.
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6.3.3 MTT test

Po uplynuti 24 hodin kultivace byly z jamek odsaty roztoky rtiznych koncentraci
koloidu v kultivaénim médiu, V ptfipadé kontroly bylo odsito médium. Do jamek
s bunikami bylo ptidano ¢isté médium a poté MTT 0 koncentraci 0,5 mg/ml média. Bunky
s ptidanym MTT byly ponechény ¢tyii hodiny v inkubatoru Heracell 150i. Po uplynuti této
doby bylo pomoci mikropipety odpipetovano 40 ul roztoku z kazd¢é ze zaplnénych jamek,
pticemz se toto mnozstvi ponechalo v pipeté. Zbylé mnozstvi roztokd bylo odsato a pone-
chanych 40 pul bylo opét vraceno zpét do jamek. Nasledovalo ptidani 80 ul DMSO, ktery
byl ponechan puisobit po dobu 15 minut. Po tomto kroku se jiz ptikro¢ilo k samotnému
méfeni absorbance piistrojem Sunrise (Tecan, Svycarsko), pii vinové délce 570 nm, které

prozradilo mnozstvi redukovaného formazanu a tedy i mnozstvi prezivsich bunék.

6.3.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Po uplynuti stejné doby kultivace jako pred MTT testem bylo u bunééné linie fibrob-
last NIH/3T3 s riznymi koncentracemi koloidniho polyanilinu pro vyhodnoceni viability
a morfologickych zmén bun¢k vyuzito i pozorovani a nasledné potizeni mikrofotografii
na invertovaném fluorescenénim mikroskopu (Olympus CKX 41, Japan). Vzorky byly
pfed pozorovanim barveny fluorescencnim barvivem Hoechst 33258 o koncentraci

10 pg/ml.

.
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Obrazek 13 — chemicka struktura fluorescen¢nich barviv fady Hoechst (Molecular Probes,

2005)
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Hoechst 33258 je modré fluorescenéni barvivo fady Hoechst, schopné vazat se na ja-
dernou, dvouietézcovou DNA v oblastech nejméné tii parti bazi adenin — thymin. Jeho
excitatni maximum se pohybuje okolo 350 nm, emisni potom v oblasti kolem 450 nm.
Muze tedy byt efektivné excitovan pomoci zafeni xenonové vybojky, rtutové obloukové
lampy nebo UV laseru. Této jeho vlastnosti je mozné vyuzit pro detekci a stanoveni mnoz-

stvi DNA, tim padem i pro stanoveni poc¢tu bunék (Molecular Probes, 2005).

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

I I T I

T T
300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Obrazek 14 — fluorescencni excitacni a emisni spektrum
barviva Hoechst 33258 vazan¢ho na DNA (Molecular
Probes, 2005)
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7 VYSLEDKY

Cilem prace je stanovit cytotoxicitu koloidniho polyanilinu, jakozto slibného poly-
merniho materialu pro biotechnologické aplikace. Jedna se o prvotni studii, protoze cyto-
toxicité koloidniho polyanilinu se zatim nevénovala pozornost. V ramci prace tak byla
provedena série testi rdznych koncentraci kolidniho polyanilinu v kultivaénim médiu.
V praci jsou poté prezentovany pouze vysledky limitnich koncentraci. Vyhodnoceni cyto-
toxicity bylo provedeno v souladu s ISO normou 10 993-5 ,,Zkousky na cytotoxicitu in
vitro*“ a vyhodnoceno pomoci MTT testu. Vysledky jsou prezentovany né€kolika riznymi
zpusoby. Jednak vyhodnocenim pritkaznosti rozdili mezi primérnymi hodnotami absor-
bance jednotlivych vzorku a reference, jednak dle ISO normy pomoci procentualniho vyja-
dieni bunééné viability ve srovnani s referenci a také potfizenim mikrofotografii prostied-

nictvim invertovaného mikroskopu s fazovym kontrastem a fluorescen¢niho mikroskopu.

7.1 pH roztokiu koloidniho polyanilinu

Z diivodu mozného vlivu pH roztokli koloidniho polyanilinu, jehoZ normalni pH
je 2,280 jsme pomoci pH metru inoLab® pH 7310 (WTW, Némecko) a elektrody SenTix®
Mic-D (WTW, Némecko) stanovovali pH jednotlivych roztokt s kultivaénim médiem.
Hodnoty pH jsou dulezité z hlediska mozného ovlivnéni interakci bunék. Kultivaéni médi-
um obsahuje pufry, které mohou pH vyrazné ovliviiovat. V nasem piipadé byly hodnoty
pH u 3 % roztoku stanoveny na hodnotu pH = 8,025, u 1 % roztoku pak 7,995. Z vyse
uvedeného plyne, Ze nebylo nutné upravovat pH testovanych koncentraci koloidniho poly-

anilinu.

7.2 Cytotoxicita stanovena u linie HaCaT

V grafu ¢. 1 jsou uvedeny vysledky cytotoxicity koloidniho polyanilinu u bun¢k linie
HaCaT, vyjadieny pomoci absorbance v ramci MTT testu. Z grafu ¢. 1 je ziejmé, Ze se
zvySujici se koncentraci se snizuje absorbance, kterd je vyjadienim poctu zivotaschopnych
bungk. V piipadé dvou nejvyssich koncentraci (3 % a 2 %) koloidniho polyanilinu v kulti-
vacnim médiu je ziejmy vyrazny pokles viability bunék. Oproti tomu, vSechny nizsi kon-
centrace vykazuji viabilitu blizici se referenci. Z grafu je také ziejmé, ze v ramci testt byly

naméfeny piimétené odchylky jednotlivych hodnot.
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Graf 1 — vysledky cytotoxicity koloidniho polyanilinu u bun¢k linie HaCaT

Trend pozorovany v ramci grafu ¢. 1 byl potvrzen a upfesnén pomoci statistického
vyhodnoceni, konkrétné pomoci T-testu. Dalsi formou vyhodnoceni cytotoxického vlivu,
jenz je v souladu s ISO normou, je vyjadieni procentualniho poklesu bunééné viability pti
srovnani s referenci. Oba typy vysledki jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Z tabulky je patrné,
ze koncentrace 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,75; 0,9 a 1 % nevykazovaly statisticky prikazné nizsi
viabilitu bun€k nez refenrence. Jejich vliv na buiiky byl tedy nizky. Tento vysledek je po-
tvrzen také pomoci procentualniho vyjadieni, ze kterého je ziejmé, Ze tyto vzorky jsou
v procentudlnim vyjadieni mezi 80 az 100 % viabilitou, tedy nejsou cytotoxické. Oproti
tomu koncentrace 2 % a 3 % jiz vykazuji statisticky priukazné odlisnou buné¢nou viabilitu,
a to na hladiné vyznamnosti p = 0,0003 v ptipadé 3 % roztoku a p = 0,0012 v ptipadé 2 %
roztoku koloidniho polyanilinu. Tento vysledek, stejné jako u niz§ich koncentraci, pak od-
povida i vyhodnoceni dle ISO normy. Koncentrace 2 % a 3 % koloidniho polyanilinu
Vv kultivaénim médiu jsou dle tohoto pfistupu slabé cytotoxické. Z grafu ¢. 1 i z tabulky ¢. 2
je zjevng, ze koncentrace vyssi nez jsou zde prezentovany, budou mit vyssi vliv na bunéc-
nou viabilitu a budou tedy vice cytotoxické. Naopak koncentrace nizs8i jiz nemaji zadny

vliv na bunéénou viabilitu.
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Koncentrace koloidniho

polyanilinu Prtimér + SD p %

3 0,4097 + 0,0322 0,0003 62

2 0,4462 + 0,0450 0,0012 67

1 0,5790 + 0,0569 0,0820 87

0,9 0,6321 +0,0432 0,3989 95

0,75 0,6518 + 0,0375 0,7041 98

0,6 0,6636 + 0,0298 0,9437 100

0,4 0,7068 + 0,0635 0,4290 106

0,2 0,6608 = 0,0494 0,9230 99

0,1 0,6722 +0,0156 0,8735 101
Reference 0,6660 + 0,0610

Poznamka: p vyjadfuje hladinu vyznamnosti pfi porovnani s referenci. % vyjadiuji procentualni pokles
bunééné viability ve srovnani s referenci, pri¢emz: hodnota rovna 100 znamena 100 % pteZitelnost bunék;
>80 wvyjadiuje necytotoxicky efekt; 60-80 slabd cytotoxicita; 40—60 stiedni cytotoxicita, <40 silna

cytotoxicita.

Tabulka 2 — primérné absorbance, smérodatné odchylky a hladiny vyznamnosti riznych

koncentraci koloidniho polyanilinu spolu s procentudlnim vyjaddifenim bunééné viability

U bunék linie HaCaT
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7.3 Cytotoxicita stanovena u linie NIH/3T3

Graf ¢. 2 uvadi vysledky cytotoxicity koloidniho polyanilinu u bun¢k linie NIH/3T3,
vyjadiené pomoci absorbanci naméfenych pomoci MTT testu. Z grafu lze vycist, tendenci
snizovani absorbance, tedy i poctu zivotaschopnych bunék se zvySujici se koncentraci. Je
vsak patrné, ze koncentrace 1 % a 0,4 % koloidniho polyanilinu v kultivaénim médiu
z tohoto trendu vybocuji. Odchylka je pravdépodobné zptsobena chybou méteni. Dvé nej-
vyssi koncentrace koloidniho polyanilinu v kultivaénim médiu (2 % a 3 %) vykazuji oproti
ostatnim koncentracim zietelny pokles viability bunék. Se snizovanim koncentrace koloid-
niho polyanilinu viabilita roste, ale referencni hodnoté se dle tohoto grafu s vyjimkou vy-
bocujici 0,4 % koncentrace zadna jina koncentrace neblizi. Z grafu je také zjevné, ze od-
chylky naméfenych hodnot absorbance jsou pfimétrené.
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Graf 2 — vysledky cytotoxicity koloidniho polyanilinu u bun¢k linie NIH/3T3

Tendence pozorovana v grafu ¢. 2 a tabulce ¢. 3 byla potvrzena a upfesnéna pomoci
statistického vyhodnoceni, konkrétné pomoci T-testu. Dale je prezentovano vyhodnoceni
cytotoxického vlivu v souladu s ISO normou, tedy vyjadieni procentualniho poklesu bu-
nécné viability pfi srovnani s referenci. V tabulce ¢. 3 jsou uvedeny oba typy vysledkd.
Tato tabulka lze potvrzuje, ze vSechny koncentrace s vyjimkou koncentrace 0,4 %, pravdé-
podobné ovlivnéné chybou méfeni, vykazovaly statisticky prikazné odliSnou bunécénou

viabilitu vii¢i referenci, a to na hladiné vyznamnosti p = 0,0000.
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Z tabulky je dale patrné, ze koncentrace 0,1 % a 0,2 % statisticky prikazné vykazo-
valy niz8i viabilitu bun¢k nez hodnoty reference. Lze vsak fici, Ze jejich vliv na bunky byl
nizky. To je potvrzeno pomoci procentualniho vyjadieni, ze kterého je ziejmé, Ze tyto
vzorky jsou mezi 80 az 100 % viabilitou, vykazuji tedy necytotoxicky efekt. Koncentrace
0,6 % a 0,75 % vykazovaly také statisticky prukazné nizsi viabilitu bunék nez hodnoty
reference. Podle procentualniho vyjadieni bunécné viability, které se u téchto koncentraci
nachazi mezi 60 az 80 % lze vSak tvrdit, Ze vykazuji slabou cytotoxicitu. Koncentrace
0,9 % vykazovala statisticky prikazné nizsi viabilitu bun¢k nez hodnoty reference a dle
procentualniho vyjadreni bunééné viability, nachézejiciho se mezi 40 az 60 %, je mozné
tuto koncentraci oznacit jako stiedné cytotoxickou. Koncentrace 2 % a 3 %, které vykazo-
valy statisticky priikazné niz$i viabilitu bun€k neZz hodnoty reference, lze na zakladé pro-

centualniho vyjadieni viability (< 40 %) pokladat za siln¢ cytotoxické.

O koncentracich, které byly pravdépodobné ovlivnény chybou méteni, je mozné
podle tabulky €. 3 uvést nasledujici: Koncentrace 0,4 % jako jedina nevykazuje statisticky
prukazné odlisné hodnoty bunécné viability oproti referenci a to na hladiné vyznamnosti
p = 0,3003. Hodnota procentualniho vyjadieni viability je vyssi nez 80 % a bylo by ji moz-
né klasifikovat jako necytotoxickou. Koncentrace 1 % vykazuje statisticky prikazné nizsi
hodnoty bunééné viability nez reference. Procentualni vyjadieni viability mezi 60 az 80 %,
podle kterého by tato koncentrace méla byt slabé cytotoxicka, vSak neodpovida nizsi kon-

centraci 0,9 % se stfedni cytotoxicitou.
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Konceg;rla;caen ﬁ;)rllaldniho Pramér - SD 0 %
3 0,2273 +0,0083 0,0000 36

2 0,2197 + 0,0053 0,0000 34

1 0,4281 +0,0115 0,0000 67

0,9 0,3738 +0,0216 0,0000 59
0,75 0,4128 +0,0122 0,0000 65
0,6 0,4992 + 0,0062 0,0000 78
0,4 0,6227 + 0,0152 0,3003 97
0,2 0,5289 + 0,0079 0,0000 83
0,1 0,5281 + 0,0059 0,0000 83

Reference 0,6389 + 0,0249

Poznamka: p vyjadfuje hladinu vyznamnosti pfi porovnani s referenci. % vyjadiuji procentualni pokles
bunécné viability ve srovnani s referenci, pfi¢emz: hodnota rovna 100 znamena 100 % ptezitelnost bunek;
>80 vyjadfuje necytotoxicky efekt; 60—80 slaba cytotoxicita; 40-60 stfedni cytotoxicita, <40 silna
cytotoxicita.

Tabulka 3 — primérné absorbance, smérodatné odchylky a hladiny vyznamnosti riznych
koncentraci koloidniho polyanilinu spolu s procentudlnim vyjadienim bunécné viability

U bunék linie NIH/3T3
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7.4 Mikrofotografie bunék kultivovanych za pritomnosti koloidniho po-

lyanilinu

Vyhodnoceni pomoci MTT testu poskytuje jednoznacny obraz o kvantitativnim vlivu
na bunééné linie, nicméné mikrofotografie mohou dolozit dalsi vliv, napiiklad na morfolo-
gii bunck ¢i vyskyt apoptickych bunék. Z tohoto diivodu jsme u vSech vzorkl také prova-

déli foceni pomoci fluorescencniho mikroskopu a mikroskopu s fazovym kontrastem.

Na obrazku €. 12 jsou prezentovany vybrané mikrofotografie z testl cytotoxicity koloidni-
ho polyanilinu pii zvétseni 100x. Konkrétné jsou prezentovany nasledujici vzorky: refe-
rence, 0,5 %; 0,75 % a 2 % roztok koloidniho polyanilinu; reference a 2 % roztok jsou pre-
zentovany také pomoci fluorescencni mikroskopie, pfi¢emz je obarvena jadernd DNA.
Z obrazku je patrné, ze bunky v referenénim vzorku jsou v dobrém fyziologickém stavu,
proliferujici, bez vyskytu poskozenych bunék. U 0,5 % a 0,7 5% roztoku koloidniho poly-
anilinu jsou patrné prvni znamky poskozeni nékterych bun¢k (na obrazku zvyraznény cer-
ven¢). Jedna se o apoptické buniky prodélavajici programovanou bunéénou smrt projevujici
se rozpadem bunécnych struktur a tvorbou bublin cytoplazmatické membrany. Celkové
jsou vsak bunky v dobré kondici, proliferujici a rozdil oproti referenci neni nijak vyrazny.
Oproti tomu, u koncentrace 2 % koloidniho polyanilinu je zjevny vyrazny ubytek bunék
a predevsim jejich poSkozeni. Buiikky maji nefyziologicky tvar, vyskytuji se zde bunky
apoptické a silné¢ poskozené, ¢i pouze jejich zbytky. Tento vysledek je patrny také
z obrazku s obarvenou DNA.

Vysledky mikrofotografii koresponduji s vyse uvedenymi vysledky kvantitativniho

vyhodnoceni pomoci MTT testu.
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Obrazek 15 — mikrofotografie bunéénych linii HaCaT a NIH/3T3 ztestu cytotoxicity:
A) reference — HaCaT; B) reference — DNA obarvena pomoci Hoechst — NIH/3T3;
C) 0,4% koloidni polyanilin — HaCaT; D) 0,75% koloidni polyanilin — HaCaT; E) 2% ko-
loidni polyanilin — HaCaT; F) 2% koloidni polyanilin — DNA obarvena pomoci Hoechst —
NIH/3T3. Zvétseni u vSech fotografii je 100%
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7.5 Srovnani cytotoxicity u jednotlivych bunécnych linii

Z grafii 1 a 2 a tabulek 2 a 3 je zjevné, Ze byly prokdzany ocekavané tendence pokle-
su bunééné viability s rostouci koncentraci koloidniho polyanilinu. Rychlost poklesu viabi-
lity s koncentraci a mira cytotoxickych téinku jednotlivych koncentraci koloidniho polya-
pomérné vyrazng lisily.

U linie HaCaT, stejné jako u linie NIH/3T3 vykazovaly nejvyssi a statisticky prukaz-
nou cytotoxicitu koncentrace koloidniho polyanilinu 2 % a 3 %. AvSak zatimco v ptipadé
linie HaCaT tyto koncentrace zpusobovaly slabou cytotoxicitu, u linie NIH/3T3 stejné
koncentrace koloidniho polyanilinu v médiu vykazovaly silnou cytotoxicitu. Rozdil pro-
centualniho vyjadieni viability mezi témito liniemi tedy ¢inil u 3 % koncentrace 26 %

a u 2 % koncentrace 33 %.

Niz8i koncentrace koloidu (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,75; 0,9 a 1%) u linie HaCaT jiZz nevy-
kazovaly statisticky prikazn€ niz$i bunécnou viabilitu nez reference. Procentuélni vyjadre-
ni viability u téchto koncentraci nekleslo pod 80 % a mohly proto byt klasifikovany jako
necytotoxické. U linie NIH/3T3 jiZ koncentrace koloidu 0,9 % statisticky prikazné vyka-
zovala stfedni cytotoxicitu. Koncentrace 0,75 % a 0,6 % byly statisticky priukazné vyhod-
noceny jako slabé cytotoxické. Az nejnizsi koncentrace 0,2 % a 0,1 % koloidniho polyani-
linu mohly byt statisticky prikazné oznaceny za necytotoxické. Mezi koncentracemi 0,9 %
a 0,75 % koloidniho polyanilinu u riznych bunéénych linii byl rozdil procentuélniho vyja-
dfeni viability cca 35 %. U koncentrace 0,6 % ¢inil rozdil procentualniho vyjadfeni viabili-

ty 22 % a u nejnizsich koncentraci 0,2 % a 0,1 % byl rozdil cca 17 %.

Jak jiz bylo uvedeno, koncentrace 1 % a 0,4 % u linie NIH/3T3 byly s nejvétsi prav-
dépodobnosti zatizeny chybou méfeni. Obecné lze konstatovat, ze jednotlivé bunééné linie
mohou reagovat odliSné na rizné chemické latky. Je to dano jejich rozdilnou fyziologii,
ktera odpovida i jejich funkci v organismu. Z nasich vysledki se pro obecné vyuziti zdaji
byt vice vyuzitelné vysledky na linii NIH/3T3, ktera je pro tento typ studii bézné vyuziva-

na.
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8 DISKUZE

Doposud byl koloidni polyanilin zkouman v n€kolika souvislostech. Byly studovany
metody jeho piipravy a volby vhodnych stabilizatori. V této souvislosti Ize citovat praci
Cruz-Silva et al. (2006), popisujici enzymatickou syntézu koloidniho polyanilinu a vseo-
becné uznany postup piipravy dle IUPAC uvedeny ve ¢lanku Stejskal a Sapurina (2005),
zminény postup je blize popsany v teoretické Casti této prace. Dal$im predmétem studia
koloidniho polyanilinu byla jeho stabilita v kyselém, neutralnim a zasaditém prostfedi.
Zkoumana byla také stabilita pii teplotach nad 100 °C i béhem opakovanych cykla zmra-
zeni a tani, dale pfi plsobeni ultrazvukového zafeni nebo pii ozafovani ultrafialovym zare-
nim (Blinova et al., 2005). Studovana byla i mérna elektricka vodivost této formy polyani-
linu, a to ve studii Sulimenko et al. (2001). Velka pozornost byla, a dosud stale je, zaméte-
na na mozna vyuziti koloidniho polyanilinu v oblasti elektroniky, dle Dhand et al. (2007)

i v oblasti biotechnologickych aplikaci.

Z hlediska cytotoxicity se vSak koloidnim polyanilinem dosud nikdo nezabyval. Zve-
fejnéna byla pouze studie Humpolicek et al. (2012b), ktera se jako jedina zabyva cytoto-
xickymi testy polyanilinu, konkrétné vlivu vodivé polyanilinové soli a nevodivé baze na
bunéénou linii keratinocytd HaCaT a linii hepatocytd HepG2 pomoci MTT testu. Jak jiz
bylo feceno v teoretické Casti, ze studie vyplynulo, Ze obé formy polyanilinu vykazuji pri-
kaznou hladinu cytotoxicity, s tim, ze polyanilinova sil vykazovala vétsi cytotoxicky efekt
neZ polyanilinovd béaze. Jelikoz se v praktické casti této bakalaiské prace pracovalo
S bunécnou linii HaCaT, budou uvedeny publikované vysledky cytotoxicity polyanilinové
soli a baze z prace Humpolicek et al. (2012b) pro bunécnou linii HaCaT. U soli i baze byly
testovany 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, a 1% extrakty. Pfi¢emz podle procentualniho
vyjadieni viability po pisobeni rliznych koncentraci polyanilinové soli byly vysledky na-
sledujici: 100 %, 50 %, 25 %, 10 % a 5 % extrakty vykazovaly stiedni cytotoxicitu a az
nejnizsi koncentrace, tedy 1 % extrakt byl vyhodnocen jako necytotoxicky. Procentudlniho
vyjadfeni viability po ptisobeni rtiznych koncentraci polyanilinové baze potom poskytlo
tyto vysledky: 100 % extrakt vykazal stfedni cytotoxicitu, 50 % a 25 % extrakt slabou
cytotoxicitu, 10 %, 5 % a 1 % extrakty se jevily jako necytotoxickeé.

Dal$im moznym zdrojem informaci o potencialni cytotoxicité koloidniho polyanilinu
jsou naptiklad prace Firoze et al. (1993) zabyvajici se in vivo testovanim toxicity monome-

ru polyanilinu, tedy anilin hydrochloridu, na potkanech. Vysledkem jejich prace je zjisténi
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negativniho vlivu na jatra, slezinu a varlata. Dale ¢lanek Last et al. (1982) pojednavajici o
in vivo testech toxicity latky oxidujici monomer pii vyrobé polyanilinu, peroxydisiranu
amonn¢ho. V tomto ¢lanku byla stanovena hodnota 1 mg/m3 peroxydisiranu amonného
jako maximalni koncentrace této latky, ktera nevyvolava pii inhalaci u kralika toxicky uci-
nek. Cytotoxicitou anilin hydrochloridu a peroxidisiranu amonného se zabyva prace Kuce-
kova et al. (2012), v této praci nebyla anilin hydrochloridu v koncentraci 0,03 az 0,25
mg/ml prokdzdna cytotoxicita a peroxidisiran amonny vykazoval cytotoxické ucinky
Vv koncentracich od 0,5 az 25 mg/ml. Ob¢ latky byly testovany na bunécné linii lidskych
keratinocytt HaCaT. Zkouman byl také vliv oligomert anilinu. Ze studie Zhang et al.
(2012) vyplyva, ze dimery, trimery i teramery maji cytotoxické ucinky na buiky linie Ha-
CaT i linie lidskych alveolarnich bunék A549. Nejvyssi cytotoxicitu z testovanych oligo-

mert vykazovaly trimery.

Vyhodnoceni cytotoxicity koloidniho polyanilinu, které je cilem této prace, je tedy
prvotni studii, ktera rozSifuje dosavadni znalosti o koloidnim polyanilinu. Podle prezento-
vanych vysledkl cytotoxicity lze za necytotoxické povazovat koncentrace 0,2 % a 0,1 %
koloidniho polyanilinu v kultivaénim médiu. Tyto koncentrace nevykazovaly cytotoxicitu
u linie lidskych keratinocyti HaCaT ani u linie mySich fibroblastd NIH/3T3, kter4 vykazo-
vala vyssi citlivost. Bunécna linie NIH/3T3 je bézn¢ ve vyzkumu cytotoxicity pouzivanou
linii, o ¢emz sveédc¢i fada publikovanych praci jako naptiklad ¢lanek Rucinska, Roszczyk,
Gabryelak (2008) vyhodnocujici cytotoxicitu isoflavonoidu genisteinu u této bunécné linie
nebo prace Kathirvel a Ravi (2012), ktera zkouma cytotoxicitu esencialniho oleje ziskané-

ho z bazalky na fad¢ bunécnych linii, mezi kterymi je i linie NIH/3T3.

Koncentraci 0,2 % a 0,1 % koloidniho polyanilinu je diky jejich konduktivité dle
Sulimenko et al. (2001) moZzné pouzit pro aplikace v biotechnologiich, naptiklad
Vv biosenzoru pro cholesterol, o kterém pojednava ¢lanek Dhand et al. (2007). Navic je

mozné povazovat koncentrace 0,2 % a 0,1 % za Setrné k Zivotnimu prostiedi.
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ZAVER

V praktické ¢asti této bakalarské prace byl stanovovan cytotoxicky vliv koloidniho
polyanilinu na buné¢éné linie lidskych keratinocyth HaCaT a mySich fibroblastl NIH/3T3
pomoci MTT testu, tedy méteni absorbance vzorka bunék s riiznymi koncentracemi ko-
loidniho polyanilinu s ptidavkem MTT v koncentraci 0,5 mg/ml kultivaéniho média. Vy-
sledky byly vyhodnoceny jednak pomoci prikaznosti rozdilii mezi primérnymi hodnotami
absorbanci jednotlivych vzorkt vici referenci a jednak dle ISO normy pomoci procentuél-
niho vyjadieni bunécné viability ve srovnani s referenci. Pro kontrolu morfologie, poctu
bunék, fyziologickych a patologickych jevii po ptsobeni riznych koncentraci koloidniho
polyanilinu na bunééné linie keratinocyttit HaCaT a fibroblasttit NIH/3T3 bylo pouzito mik-
rofotografii z invertovaného mikroskopu s fazovym kontrastem a mikrofotografii z fluo-

rescen¢niho mikroskopu po obarveni vzorkii pomoci fluorescen¢niho barviva Hoechst

33258.

Z vysledkt Ize usoudit, ze koloidni polyanilin vykazoval vétsi cytotoxické ucinky
na bunécnou linii NIH/3T3. Toto tvrzeni potvrzuje fakt, ze u linie fibroblastl bylo procen-

tualni vyjadfeni viability niz$i o 17 % az 35 % neZ u linie keratinocytu.
Y] y

Pro buné¢nou linii HaCaT lze konstatovat skute¢nost, ze koncentrace 0,1; 0,2; 0.4;
0,6; 0,75; 0,9 a 1 % koloidniho polyanilinu nevykazovaly statisticky prikazné nizsi viabili-
tu bun€k, nez reference. Tento vysledek potvrzuje také procentudlni vyjadieni viability,
ze kterého je zifejmé, Ze tyto vzorky se nejevily jako cytotoxické. Oproti tomu koncentrace
2% a 3 % jiz vykazovaly statisticky priikazné€ odliSnou buné€nou viabilitu neZ reference

a dle procentudlniho vyjadieni cytotoxicity je 1ze pokladat za slab¢ cytotoxickeé.

Pro bunécnou linii NIH/3T3 z vysledk vyplyva nésledujici: vSechny koncentrace
koloidniho polyanilinu pouZité v tomto testu statisticky prikazné vykazovaly nizsi viabilitu
buné¢k nez hodnoty reference. Koncentrace 0,1 % a 0,2 % vsak podle procentualniho vyjad-
feni viability nevykazovaly cytotoxicky efekt. U koncentraci 0,6 % a 0,75 % procentualni
vyjadieni buné&¢né viability prozradilo slabou cytotoxicitu. Koncentraci 0,9 % dle procen-
tualniho vyjadieni bunécné viability bylo mozné oznacit jako stfedné cytotoxickou. Kon-
centrace 2 % a 3 %, lze na zakladé procentualniho vyjadieni viability (< 40 %) pokladat za
siln¢ cytotoxické. Koncentrace 0,4 % a 1% v zavére€ném vyhodnoceni uvedeny nebudou,

jelikoz byly s nejvétsi pravdépodobnosti ovlivnény chybou méteni.
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Za necytotoxické koncentrace koloidniho polyanilinu v médiu lze tedy pokladat pou-
ze 0,1 % a 0,2 % roztoky. Z vyse uvedenych vysledkl je mozné konstatovat, ze vyuziti
koloidniho polyanilinu v biotechnologickych aplikacich 1ze pouze v koncentracich 0,1 %
a0,2 %.

V zapocatych vyzkumech toxického vlivu koloidniho polyanilinu na rizné bunécné

linie se bude v laboratofich Univerzity Tomase Bati i nadale pokracovat.
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DNA  Deoxyribonukleova kyselina

DMSO Dimethylsulfoxid

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
rpm Pocet otacek za minutu

SEM Skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie

-1

S.cm Siemens na centimetr, jednotka mérné vodivosti
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