
 

In vitro stanovení toxicity koloidního polyanilinu 
 

 

Karel Netík 

 

  
Bakalářská práce 
2013  

  
 

  



  



  



 

  



 

 

1) zákon č. 111/1998 Sb. o vysokých školách a o změně a doplnění dalších zákonů (zákon o vysokých školách), ve znění pozdějších práv-
ních předpisů, § 47 Zveřejňování závěrečných prací: 
(1) Vysoká škola nevýdělečně zveřejňuje disertační, diplomové, bakalářské a rigorózní práce, u kterých proběhla obhajoba, včetně 
posudků oponentů a výsledku obhajoby prostřednictvím databáze kvalifikačních prací, kterou spravuje. Způsob zveřejnění stanoví 
vnitřní předpis vysoké školy. 
(2) Disertační, diplomové, bakalářské a rigorózní práce odevzdané uchazečem k obhajobě musí být též nejméně pět pracovních dnů 
před konáním obhajoby zveřejněny k nahlížení veřejnosti v místě určeném vnitřním předpisem vysoké školy nebo není-li tak určeno, 
v místě pracoviště vysoké školy, kde se má konat obhajoba práce. Každý si může ze zveřejněné práce pořizovat na své náklady výpisy, 
opisy nebo rozmnoženiny. 
(3) Platí, že odevzdáním práce autor souhlasí se zveřejněním své práce podle tohoto zákona, bez ohledu na výsledek obhajoby. 
2) zákon č. 121/2000 Sb. o právu autorském, o právech souvisejících s právem autorským a o změně některých zákonů (autorský zákon) 
ve znění pozdějších právních předpisů, § 35 odst. 3: 
(3) Do práva autorského také nezasahuje škola nebo školské či vzdělávací zařízení, užije-li nikoli za účelem přímého nebo nepřímého 
hospodářského nebo obchodního prospěchu k výuce nebo k vlastní potřebě dílo vytvořené žákem nebo studentem ke splnění školních 
nebo studijních povinností vyplývajících z jeho právního vztahu ke škole nebo školskému či vzdělávacího zařízení (školní dílo). 
3) zákon č. 121/2000 Sb. o právu autorském, o právech souvisejících s právem autorským a o změně některých zákonů (autorský zákon) 
ve znění pozdějších právních předpisů, § 60 Školní dílo: 
(1) Škola nebo školské či vzdělávací zařízení mají za obvyklých podmínek právo na uzavření licenční smlouvy o užití školního díla (§ 35 
odst. 3). Odpírá-li autor takového díla udělit svolení bez vážného důvodu, mohou se tyto osoby domáhat nahrazení chybějícího projevu 
jeho vůle u soudu. Ustanovení § 35 odst. 3 zůstává nedotčeno. 
(2) Není-li sjednáno jinak, může autor školního díla své dílo užít či poskytnout jinému licenci, není-li to v rozporu s oprávněnými zájmy 
školy nebo školského či vzdělávacího zařízení. 
(3) Škola nebo školské či vzdělávací zařízení jsou oprávněny požadovat, aby jim autor školního díla z výdělku jím dosaženého 
v souvislosti s užitím díla či poskytnutím licence podle odstavce 2 přiměřeně přispěl na úhradu nákladů, které na vytvoření díla vynaloži-
ly, a to podle okolností až do jejich skutečné výše; přitom se přihlédne k výši výdělku dosaženého školou nebo školským či vzdělávacím 
zařízením z užití školního díla podle odstavce 1. 

 

 



ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce přibližuje skupinu vodivých polymerů z hlediska jejich vlastního 

principu vodivosti i možného využití. Dále se zabývá jedním z hlavních představitelů této 

skupiny polymerů, polyanilinem, konkrétně jeho historií, přípravou a formami. Navazuje 

teorie cytotoxicity, metod jejího posuzování a kultivace buněčných kultur. V praktické 

části je zkoumán toxický vliv koloidního polyanilinu na lidské keratinocyty a myší fibrob-

lasty NIH/3T3. 

 

Klíčová slova: Polyanilin, vodivé polymery, cytotoxicita, biokompatibilita, MTT, buněčné 

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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ÚVOD 

 Všeobecně známým faktem o skupině chemických látek nazývaných polymery je od 

dob jejich prvních syntéz a pozdějšího širšího začlenění do každodenního života člověka 

v podobě výrobků všeho druhu jejich schopnost izolovat elektrický proud. V 80. letech 20. 

století však Shirakawa et al. (1977) objevili malou skupinu polymerů, které jsou za urči-

tých podmínek schopny vést elektrický proud. Za tento objev a další rozvoj skupiny vodi-

vých polymerů byl Hideki Shirakawa spolu s Alenem J. Heegerem a Alanem G. MacDi-

armidem v roce 2000 oceněn Nobelovou cenou za chemii (Prokeš, Stejskal, Omastová, 

2001). Od objevu vodivosti u některých syntetických polymerů velmi rychle vzrostl zájem 

vědců o tento druh polymerů, a to především díky obrovskému potenciálu, který v sobě 

tyto relativně levné materiály skrývají z hlediska využití. Mezi vodivé polymery se řadí 

i polyanilin, látka, která má právě s ohledem na možnosti využití výhodné vlastnosti jako 

je dobrá stabilita a relativně nenákladná a snadná syntéza. Předmětem této bakalářské prá-

ce je jeho koloidní disperze, tedy koloidní polyanilin, který je slibným polymerním materi-

álem co se týká možného využití v elektronice, ale i v biotechnologiích. 

  Koloidní polyanilin dosud nebyl studován z hlediska možné cytotoxicity, proto je 

cílem této bakalářské práce stanovit cytotoxické působení různých koncentrací koloidního 

polyanilinu na buněčné linie lidských keratinocytů a myších fibroblastů pomocí MTT tes-

tu. Výsledky budou prezentovány několika různými způsoby. Jednak vyhodnocením prů-

kaznosti rozdílů mezi průměrnými hodnotami absorbance jednotlivých vzorků a reference, 

jednak dle ISO normy 10 993-5 pomocí procentuálního vyjádření buněčné viability ve 

srovnání s referencí a také pořízením mikrofotografií prostřednictvím invertovaného mik-

roskopu s fázovým kontrastem a fluorescenčního mikroskopu. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYMERY 

Polymer je látka tvořená molekulami (makromolekulami), pro které je charakteristické 

mnohonásobné opakování jednoho nebo více druhů atomů nebo skupin atomů (konstituč-

ních jednotek) navzájem spojených v tak velkém počtu, že existuje řada vlastností, které se 

znatelně nezmění přidáním nebo odstraněním jedné nebo několika konstitučních jednotek 

(Prokopová, 2007). 

 

Obrázek 1 – obecný vzorec polymeru 

Polymery, především pak syntetické, jsou všeobecně známy jako izolanty elektrického 

proudu. Mají dobré mechanické vlastnosti, snadno se zpracovávají a mohou se uplatňovat 

i jako izolanty tepelné či vrstvy tlumící zvuk (Prokeš, Nešpůrek, Stejskal, 2001). Existuje 

však skupina polymerů, vykazujících, na rozdíl od ostatních polymerů, vlastní elektrickou 

vodivost. Nejvýznamnější z nich jsou polyacetylen, polypyrrol, polythiofen, polyanilin, 

polyfenylen či polyfenylenvinylen (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). Elektrická vodivost 

těchto polymerů se pohybuje v rozmezí 0,01 - 30 S.cm
-1

 a je srovnatelná s vodivostí anor-

ganických polovodivých materiálů (Humpolíček et al., 2012a).  

Obrázek 2 – nejdůležitější vodivé polymery 

(Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001) 
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1.1 Charakteristika elektrické vodivosti 

 Konduktivita (též měrná elektrická vodivost) je fyzikální veličina, která popisuje 

schopnost látky vést elektrický proud. Látka, která je dobrým vodičem, má vysokou hod-

notu konduktivity, špatně vodící látky mají nízkou hodnotu konduktivity (Drápala a Kursa, 

2012).  

Druh materiálu Měrná el. vodivost [S.cm
-1

] 

vodiče 103 až 106 
polovodiče 10-8 až 103 

izolanty 10-20 až 10-8 

Tabulka 1 – srovnání konduktivity vodičů, polovodičů a izolantů (Drápala a Kursa, 2012) 

1.2 Vodivé polymery 

 Historie polymerů reprezentována ve 20. letech 20. století Staudingerovým koncep-

tem makromolekuly, syntézou pomocí katalyzátorů objevenou v 50. letech 20. století Zie-

glerem a Nattou a experimentálním a teoretickým výzkumem makromolekul Paula Floryho 

ve stejném období, se zabývala nasycenými, nevodivými polymery, které se jevily nezají-

mavé z pohledu materiálů pro elektronické aplikace. Toto ovšem platí pro nasycené poly-

mery, ve kterých jsou všechny čtyři valenční elektrony uhlíku použity v kovalentní vazbě. 

U konjugovaných polymerů se však elektronová konfigurace zásadně liší. U konjugova-

ných polymerů vedou chemické vazby k jednomu nepárovému elektronu (π-elektronu) 

na jeden atom uhlíku. Navíc π-vazba, ve které jsou orbitaly uhlíku v konfiguraci sp
2
pz, 

a ve které se překrývají orbitaly následujícího uhlíkového atomu podél hlavního řetězce, 

vede k elektronové delokalizaci kolem hlavního řetězce. Tato elektronická delokalizace 

poskytuje pomyslnou dálnici pro přenos náboje po řetězci polymeru (Heeger, 2001).    

 Elektrická vodivost vodivých polymerů, které jsou obecně složeny z uhlíku, vodíku 

a jednoho heteroatomu jako je dusík a síra tedy pochází z π-konjugace. Samotné vodivosti 

je dosaženo jednoduchou oxidací nebo redukcí vedoucí k zavedení center náboje, které 

zprostředkovávají transport náboje po řetězci. Oxidace a redukce je prováděna anionty 

a kationty poněkud nesprávně pojmenovanými jako dopující látky (termín vypůjčen z fyzi-

ky polovodičů), celý proces je pak nazýván dopováním (Chandrasekhar, 1999).   

 Moderní historie vodivých polymerů začíná v roce kdy Shirakawa et al. (1977) ob-

jevili, že halogenace trans-polyacetylenu zvýšila jeho konduktivitu o několik řádů. Polya-

cetylenové filmy vystavené účinkům par jodu vedly k produktu o měrné vodivosti 
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38 S.cm
-1

, která je srovnatelná s parametry elektrické vodivosti anorganických polovodičů. 

Později Naarman (1987) popsal orientované filmy o měrné vodivosti dosahující řádově 

až 10
5
 S.cm

-1
. I přesto, že vodivost polyacetylenu je vysoká, jeho omezená stabilita vedla 

k posunu pozornosti ve prospěch mnohem stabilnějších polymerů, polyanilinu a polypyrro-

lu (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001).  

1.2.1 Dopování 

 Základním principem dopování je oxidace nebo redukce řetězce polymeru. Oxidace 

odebere elektrony působením akceptorů elektronů (např. I2) a vzniká pozitivně nabitý po-

lymer. Tento děj je popisován jako p-dopování. Podobně pak redukce produkuje působe-

ním donorů elektronů (např. Li) záporně nabitý řetězec polymeru, tento děj potom označu-

jeme jako n-dopování (Freund a Deore, 2007).  Je však podstatný rozdíl mezi dopováním 

anorganických a organických polovodičů. U anorganických polovodičů výrazně ovlivňují 

elektrické vlastnosti již stopové koncentrace dopující látky, zatímco u polymerů je potřeba 

vyšších koncentrací dopujících látek, řádově jednotky až desítky procent (Prokeš, Stejskal, 

Omastová, 2001). Dopování tedy může být indukováno chemickým činidlem, existuje však 

i možnost elektrochemického dopování, kdy se polymer připojí k elektrodě. Elektroche-

mické dopování probíhá v podstatě stejným způsobem jako chemické dopování s tím roz-

dílem, že hnací sílu pro oxidaci nebo redukci poskytuje externí zdroj napětí (Freund a Deo-

re, 2007). 

1.2.2 Využití vodivých polymerů  

 Vodivé polymery jsou atraktivní materiály pro použití ve stávajících i nově vznikají-

cích technologiích díky své nízké hmotnosti, nízkým nákladům a všestrannosti ve srovnání 

s ostatními standardními vodiči a polovodiči (Freund a Deore, 2007). Navíc, na rozdíl 

od běžných polovodičů, mohou vodivé polymery měnit svou strukturu, a tedy i své vlast-

nosti v reakci na okolní prostředí, což lze využít v řadě aplikací, jako jsou například bio-

senzory (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). Využitím vodivých polymerů se vědci zabý-

vají již více než třicet pět let, o čemž svědčí například práce Kaneto et al. (1983) pojedná-

vající o možnosti využití filmů polythiofenu a polypyrrolu pro zobrazovací zařízení 

v důsledku změny jejich barev v závislosti na jejich p- nebo n-dopování. Publikace Baldis-

sera a Ferreira (2012) se zabývá antikorozní ochranou kovů pomocí nátěrů na bázi epoxi-

dové pryskyřice obsahující vodivý polymer jako antikorozní činidlo. Dále Studie Nambiar 

a Yeow (2010) pojednávající o využití vodivých polymerů jako biosenzorů, jenž jsou 
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podle Dhand et al. (2010) analytická zařízení, spojující prvky biologického snímání jako 

enzymy, protilátky, nukleové kyseliny, buňky, atd. s elektronickým snímačem, který je 

vybaven elektronickým zesilovačem. Zajišťují rychlou interaktivní informaci o daném 

vzorku a mají uplatnění v různých oblastech jako klinická diagnostika, monitorování bio-

logických procesů, monitorování životního prostředí a zpracovatelství potravin a zeměděl-

ských produktů. Práce Kim et al. (2000) například pojednává o konduktometrickém měření 

aktivity protilátek specifických pro albumin pomocí imunosenzorů z koloidního zlata a na 

něm začleněného polyanilinu. Využitím vodivých polymerů se dále zabývá práce Manju-

natha et al. (2011) studující uplatnění polypyrrolu jako materiálu pro anody dobíjecích 

lithiových baterií, či studie autorů Cortés a Moreno (2003), ve kterém je diskutována pro-

blematika tvorby umělých svalů za využití vodivých polymerů. S ohledem na nízkou cenu 

vodivých polymerů pak AlSalhi et al. (2011) shrnuje možnosti využití vodivých polymerů 

v elektronice, zmiňuje možné aplikace v zobrazovacích zařízeních (displeje, televize), svě-

telných diodách, tranzistorech, fotovoltaických článcích, senzorech a laserech. 

Z biomedicínského hlediska může být podle Rubinsona a Marka (2003) ovlivněno uvolňo-

vání ATP vytvořením vnější membrány na bázi polypyrrolu vzhledem k jeho citlivosti na 

ionty hořčíku a vápníku. Podle Schmidt et al. (1997) pak oxidovaný polypyrrol může slou-

žit jako podklad pro zvýšení interakce poškozených nervových buněk. Velký potenciál má 

také využití vodivých polymerů v oblasti tkáňového inženýrství (Freund a Deore, 2007). 
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2 POLYANILIN 

2.1 Historie polyanilinu 

 Polyanilin je pravděpodobně nejstarším syntetickým polymerem, který kdy člověk 

vůbec připravil. Anilin byl jako produkt pyrolytické destilace indiga získán v roce 1826 

německým chemikem Unverdorbenem. Při studiu jeho chemických vlastností popsal roku 

1840 Fritze zelené oxidační produkty, které bychom v dnešní terminologii nazvali polyani-

linem. V roce 1862 britský profesor chemie Letheby při toxikologické identifikaci anilinu 

provedl elektrochemickou oxidaci, která vedla po alkalizaci k modrému zbarvení typické-

mu pro polyanilinovou bázi. Britští chemici Green a Woodhead navrhli v roce 1910 pro 

oxidační produkty anilinu strukturu oktameru. Polymerní povaha oxidačních produktů ani-

linu byla prokázána až o mnoho desítek let později. Polyanilinové řetězce jsou složeny 

ze stovek až tisíců anilinových konstitučních jednotek a jde tedy o plnohodnotné polymery. 

Syntetické postupy vedoucí k polyanilinu byly popsány v Československu Honzlem 

a Tlusťákovou (1968). Konduktivita polyanilinu a příbuzné „anilinové černi“ pohybující 

se v řádu jednotek S.cm
-1

 je srovnatelná s měrnou vodivostí běžných polovodičů a byla 

známa již v šedesátých letech (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001).    

 Vzhledem k jeho dobré stabilitě, ovlivnitelné elektrické vodivosti, poměrně nenároč-

né a levné syntéze a zajímavým redoxním vlastnostem spojenými s heteroatomem dusíku 

v řetězci se stal polyanilin jedním s nejrozsáhleji studovaných vodivých polymerů poslední 

doby (Kang et al., 1998). 

2.2 Formy polyanilinu 

 Mechanismus elektrické vodivosti polyanilinu je oproti ostatním vodivým polyme-

rům unikátní, ačkoli je dopován protonací, podobně jako je tomu například u p-dopování 

polypyrrolu. Protonace vede k formování solí na bázi dusíku spíše než karboniového iontu, 

jako je tomu u ostatních p-dopovaných polymerů. Konfigurace polyanilinu má totiž A-B 

povahu, zatímco většina ostatních vodivých polymerů je typu A-A. B komponenta před-

stavuje heteroatom elementárního dusíku, který je zapojen do konjugace polyanilinu více, 

než heteroatomy v polypyrrolu a podobných polymerech. Vodivost polyanilinu tedy závisí 

jak na oxidační formě, tak na stupni protonace (Wallace et al., 2003). 

Polyanilin existuje v řadě forem, navzájem se lišících svým stupněm oxidace či pro-

tonace. Odebíráním nebo dodáváním elektronů chemickou či elektrochemickou oxidací 
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a redukcí lze získat formy s různou chemickou strukturou, stabilitou, zbarvením a elektric-

kými vlastnostmi. Názvy jednotlivých oxidačních forem, nazvaných leukoemeraldin, eme-

raldin a pernigranilin, jsou v současnosti používány i pro odpovídající polymery. Název 

emeraldin (z angl. „emerald“ = smaragd) byl inspirován zeleným zbarvením nejběžnější 

formy polyanilinu.  (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001).   

 Nejběžnějšími formami jsou právě zelená, vodivá polyanilinová (emeraldinová) sůl 

a nevodivá, modrá báze. K přechodu mezi těmito dvěma formami dochází při pH 5 - 6. 

Pokud tedy polyanilin po přípravě vystavíme působení alkálií, např. 1 M hydroxidu amon-

ného, změní se vodivost z jednotek S.cm
-1

 na 10
-9

 S.cm
-1

, tj. o devět řádů. Tento proces 

je vratný a bývá využíván při konstrukci aciditních senzorů (Stejskal a Gilbert, 2002).  

Obrázek 3 – oxidační formy polyanilinu (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001)  
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2.3 Příprava polyanilinu 

 Polyanilin je připravován oxidací anilinu, zpravidla peroxydisíranem amonným. Re-

akce probíhá v kyselém vodném prostředí, na vzduchu v otevřené nádobě, při laboratorní 

teplotě, bez nutnosti zahřívání nebo míchání, s prakticky stoprocentním výtěžkem. Exo-

termní reakce je ukončena během několika minut a produkt se odděluje filtrací. Při sklado-

vání má časově neomezenou stálost (Stejskal a Gilbert, 2002). 

 Standardně se polyanilin připravuje oxidací 0,2 M anilin hydrochloridu pomocí 0,25 

M peroxydisíranu amonného ve vodném prostředí. Při praktickém provedení je odděleně 

rozpuštěno 2,59 g (20 mmol) anilinu hydrochloridu v 50 ml vody a 5,71 g (25 mmol) pero-

xydisíranu amonného rovněž v 50 ml vody. Oba roztoky jsou poté smíseny. Reakční směs 

po chvíli zmodrá díky vzniku anilinových oligomerů. Zabarvení se prohlubuje; tvoří 

se pernigranilinová forma polyanilinu, která po skončení polymerace přechází na konečný 

tmavozelený emeraldin. Polymerace proběhne při laboratorní teplotě asi za 10 minut 

a teplota reakční směsi vzroste z 20°C na 38°C. (Použití vyšších koncentrací reakčních 

složek – nad 1 M, má za následek zvýšení teploty, což může vést až k výbuchu). Sraženina 

polyanilinu je promývána zředěnou (0,2 M) kyselinou chlorovodíkovou a poté důkladně 

acetonem nebo etanolem. Produkt se suší na vzduchu. Takto připravený  polyanilin (eme-

raldin) v množství kolem 2 g má vodivost 4 S.cm
-1

 (Stejskal a Gilbert, 2002).  

 

 

Obrázek 4 – přechod vodivé formy polyanilinu na nevodivou bázi 

v alkalickém prostředí hydroxidu amonného (Stejskal a Gilbert, 2002)  
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2.4 Koloidní polyanilin  

Oxidace anilinu v kyselém, vodném prostření produkuje nejprve anilinové oligome-

ry. Ty jsou více hydrofobní než původní anilinové kationty. Mají tendenci oddělovat 

se od vodného prostředí, například tím, že se adsorbují na dostupných površích látek stá-

lých v kyselém prostředí. Adsorbované oligomery mají vyšší reaktivitu, což vede 

k zahájení růstu polyanilinových řetězců. První polyanilinový řetězec ukotvený na povrchu 

produkuje jádro budoucího filmu. Polymerace anilinu se automaticky zrychluje, to zname-

ná, že nové oligomery vznikají a adsorbují blízko jádra a stimulují růst nových polyanili-

nových řetězců. Ty vytvářejí film a takto se množí na povrchu. Ze stérických důvodů jsou 

přednostně orientovány kolmo na podklad (Stejskal a Sapurina, 2005). 

Obrázek 5 – oxidace anilinu peroxydisíranem amonným v kyselém 

vodném prostředí poskytující polyanilin (Stejskal a Gilbert, 2002) 

Obrázek 6 – a) adsorpce oligomeru na povrch, b) růst řetězce PANI, 

tvorba jádra, c) růst dalších řetězců PANI v důsledku mechanizmu au-

tomatického zrychlování polymerace (Stejskal a Sapurina, 2005) 
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Podobný princip je použitelný na formování koloidních částic. Ty jsou vytvářeny po-

lymerací anilinu v prostředí obsahujícím stabilizátor, na něhož přechází role povrchu. Ani-

linový oligomer se na řetězci sorbuje na stabilizátoru a produkuje jádro polyanilinu. Auto-

maticky se zrychlujícím mechanismem pokračuje v blízkém okolí polymerace - polyanili-

nové částice rostou a zároveň se formují nové oligomery. Rostoucí částicí pak může být 

zachycen jiný stabilizátor, což vede k vytvoření částicové skořápky, která částice chrání 

před shlukováním (Stejskal a Sapurina, 2005).  

Jako stabilizátory se používají vhodné, v reakčním médiu (často ve vodě) rozpustné 

syntetické polymery jako polyvinylalkohol a polyvinylpyrolidon nebo také bio-logické 

makromolekuly jako deriváty celulózy nebo například polysacharid chitosan (Cruz-Silva et 

al., 2007). Dle Güizado-Rodríguz et al. (2010) lze jako stabilizátor použít 

i polyvinylmethylether nebo speciálně přizpůsobené kopolymery. Stejskal et al. (1996) 

mezi možné stabilizátory doplňují polyoxymethylen a poly(2-vinylpyridin). 

Pokud tedy při oxidaci anilinu do reakční směsi ponoříme libovolný předmět stálý 

v kyselém prostředí, pokryje se na povrchu vodivým polyanilinovým filmem o tloušťce 

kolem 100 nm. Tímto způsobem lze modifikovat prakticky libovolný povrch, např. sklo 

nebo textilní tkaninu. Přidáme-li do polymerační směsi stabilizátor, který je ve vodném 

prostředí rozpustný (např 2 váh % polyvinylpyrrolidonu), získáme namísto sraženiny ko-

loidní polyanilinovou disperzi připomínající roztok (Stejskal a Sapurina, 2005).  

Obrázek 7 – a) sorpce oligomeru na stabilizátor, b) stimulace růstu 

řetězce, produkce jádra, c) formování koloidní částice (Stejskal 

a Sapurina, 2005) 
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2.4.1 Příprava koloidního polyanilinu 

 Příprava anilinové disperze se provádí oxidací anilin hydrochloridu (0,2 mol.l
-1

) 

peroxydisíranem amonným (0,25 mol.l
-1

) v přítomnosti stabilizátoru, 2 váh. % poly(N-

vinylpyrrolidonu) (PVP; Mr = 360 000). Anilin hydrochlorid (259 mg) je rozpuštěn místo 

ve vodě, v 5 ml vodného roztoku PVP (40 g.l
-1

). Polymerace anilinu začíná za pokojové 

teploty blízké 20°C přidáním 5 ml vodného roztoku obsahujícím 571 mg peroxydisíranu 

amonného. Směs je krátce míchána a poté zanechána v klidu pro polymeraci. Ta je dokon-

čena v několika minutách. Koloidní disperze se poté ředí na požadovanou koncentraci po-

mocí 1 mol.l
-1

 HCl (Stejskal a Sapurina, 2005). 

2.4.2 Vlastnosti a potenciální využití koloidního polyanilinu 

 Jak již bylo zmíněno, polyanilin je z hlediska využití jedním z nejslibnějších vodi-

vých polymerů pro svou dobrou chemickou stabilitu, snadnou a poměrně levnou syntézu 

a v neposlední řadě pro relativně vysokou a navíc ovlivnitelnou elektrickou vodivost 

(Cruz-Silva et al., 2006). Jeho použití je však omezeno vzhledem k jeho netavitelnému 

charakteru a nízké rozpustnosti ve většině organických rozpouštědel. Pro překonání těchto 

omezení jsou používány disperzní polymerace anilinu, jenž zajišťují vznik ve vodě disper-

govatelných koloidních částic (Cruz-Silva et al., 2007).  

 Střední průměr suchých částic pozorovaných mikroskopem činí ≈150 nm. Průměr 

nabotnalých částic nacházejících se v disperzním prostředí určený dynamickým rozptylem 

světla se pohybuje v rozmezí od 300 do 600 nm (Sulimenko et al., 2001). Tvar částic může 

být kulovitý, granulární, cylindrický nebo má rozvětvené dendritické struktury (Bhadra et 

al., 2009). Z těchto disperzí lze připravit kompozitní materiály obsahující až 70 váh. % 

elektricky vodivého polyanilinu dispergovaného v izolační matrici, z hlediska využití tedy 

kompozity polyanilinu hrají důležitou roli (Stejskal, Kratochvíl, Helmstedt, 1996).  
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Z hlediska využití má polyanilin, respektive koloidní polyanilin mnoho potenciálních 

aplikací závislých na jeho specifických vlastnostech a to napříč různými obory (Bhadra 

et al., 2009).  

 Skutečnosti, že je polyanilin přirozeně vodivý může být podle studie Hosoda, Hino, 

Kuramoto (2007) využito pro průmyslovou výrobu vodivých nátěrů. Dle práce Hino, Tani-

guchi, Kuramoto (2005) pak pro syntézu vodivých lepidel na bázi epoxidové pryskyřice 

a polyanilinu. Publikace Barros, Martins, Azevedo (2005) popisuje princip vodivých in-

koustů, kdy je vodivá polymerové suspenze či roztok vložena do cartridge inkoustové tis-

kárny a následně tiskárnou přenesena na podklad, působením UV záření jsou poté vytisk-

nuté znaky vyvolány. Článek Bowman a Mattes (2005) přibližuje možnost syntézy polya-

nilinu o ultra vysoké molekulové hmotnosti pro výrobu antistatického textilu.    

 Dále je možno využít zvyšování viskozity polyanilinové disperze se zvyšujícím 

se elektrickým polem. Tato vlastnost je výhodná pro aplikace v elektroreologických mate-

riálech. Ty je možné využít v různých elektromechanických zařízeních jako jsou tlumiče 

nárazů pro jejich reverzibilní přechod z tekutého do pevného stavu pod různým elektric-

Obrázek 8 – SEM snímek kompozitu obs. 26 váh. % polyanilinových částic dispergova-

ných v matrici polyvinylalkoholu (Stejskal, Kratochvíl, Helmstedt, 1996) 
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kým polem (Bhadra et al., 2009). V práci Choi et al. (1997) je uvedena jako potenciální 

elektroreologická tekutina suspenze polyanilinu v silikonovém oleji. 

 Schopnosti polyanilinu měnit elektrickou vodivost a zbarvení při vystavení kyselým, 

zásaditým a některým neutrálním parám či kapalinám je možné využít v oblasti senzorů, 

biosenzorů, detektorů a indikátorů. Přičemž senzor je zařízení, které měří fyzikální veličiny 

a převádí je na signál, který může být detekován pozorovatelem nebo detekčním zařízením 

(Bhadra et al., 2009). Za mnohé studie je možné citovat práci Irimia-Vladu a Fergus 

(2006), ve které je popsán senzor oxidu uhličitého založený na kompozitním tenkém filmu 

emeraldinové báze polyanilinu a polyvinylalkoholu. Dále studii Bai et al. (2007) prezentu-

jící jednoduchý senzor amoniaku založený na kompozitním filmu polypyrrolu a sulfonova-

ného polyanilinu. Ve studii Talaie et al. (2000) bylo využito vztahu mezi změnou vodivosti 

a barvy kompozitu polyanilinu a polypyrrolu pro detekci pH na platinové elektrodě. Člá-

nek Andreu et al. (2005) popisuje stanovení množství vitamínu C pomocí absorpční změny 

polyanilinu při světelném záření o vlnové délce 700 nm. Koloidního polyanilinu je využito 

v práci Dhand et al. (2007) pro výrobu vodivého filmu elektroforeticky umístěného 

na destičku ze skla oxidu india a cínu, který je schopen kovalentně imobilizovat cholesterol 

oxidázu a tím pádem být využitý jako biosenzor cholesterolu.   

Je zjevné, že zde nelze obsáhnout všechna potenciální využití polyanilinu. Je tedy 

možné konstatovan, že může najít uplatnění v elektronice, elektromechanice, elektroreolo-

gii, v oblasti antistatických materiálů, senzorů a biosenzorů, světlo emitujících a zobrazo-

vacích zařízení, atp.  
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3 DISPERZNÍ SYSTÉM 

 Disperzní systém (dále disperze) je soustava obsahující podíl rozptýlený ve formě 

částic v disperzním prostředí. Až na výjimky představují disperzní podíl a disperzní pro-

středí dvě chemicky odlišné složky nebo směsi složek. Např. mlha je disperze vodních 

kapének ve vzduchu; v mléce je disperzním podílem tuk a disperzním prostředím vodný 

roztok různých přírodních látek. V roztocích představuje disperzní prostředí rozpouštědlo 

a disperzní podíl rozpuštěná látka. Jemnost, s jakou je disperzní podíl rozptýlen, je charak-

terizována rozměrem disperzních částic. Převrácená hodnota rozměru se nazývá stupeň 

disperzity. Podle stupně disperzity klasifikujeme disperzní soustavy na: 

─ hrubé disperze (suspenze, emulze, pěny, prach, dým) 

─ koloidní disperze (lyofobní soly, micelární koloidní roztoky, roztoky makromoleku-

lárních sloučenin) 

─ analytické disperze (pravé roztoky nízkomolekulárních látek) (Pouchlý, 2008). 

3.1 Koloidní disperze 

 Jako koloidy označujeme disperze tvořené částicemi o rozměrech v rozmezí od 1 nm 

(10
-9

 m) do 1 µm (10
-6

 m), které jsou rozptýlené v kapalném, popř. plynném, někdy i pev-

ném disperzním prostředí. Částice koloidních disperzí jsou viditelné elektronovým mikro-

skopem a ultramikroskopem, nejsou však viditelné mikroskopem světelným. Procházejí 

filtračním papírem, v porovnání s analytickými disperzemi vykonávají méně intenzivní 

tepelný pohyb a vyvolávají nižší osmotický tlak. Pomalu difundují a sedimentují. 

    Vzhledem k velké rozmanitosti se koloidní disperze dělí do tří skupin: 

─ lyofobní koloidy – heterogenní systémy, v nichž disperzní podíl a disperzní pro-

středí představují dvě různé fáze, které jsou odděleny fázovým rozhraním. 

─ lyofilní koloidy – homogenní systémy, v nichž disperzní podíl tvoří s disperzním 

prostředím jednu fázi. Jsou to pravé roztoky makromolekul, které vznikají samo-

volným rozpouštěním. Samovolný vznik je podmíněn afinitou makromolekul 

k disperznímu prostředí. Do této skupiny koloidů řadíme i koloidní polyanilin. 

─ asociativní koloidy – vznikají samovolnou reverzibilní asociací nízkomolekulár-

ních látek s amfifilní strukturou v pravém roztoku (Bartovská a Šišková, 2005). 
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4 BIOKOMPATIBILITA   

4.1 Biokompatibilita  

 Biomateriály jsou definovány jako materiály, které mohou být součástí biologického 

systému za účelem diagnostiky, léčby, náhrady tkáně, orgánu nebo funkce těla. Klinická 

aplikace biomateriálu by neměla způsobit nežádoucí reakce v organismu a neměla 

by ohrozit život pacienta. Jakýkoli materiál, který má být použit jako součást biomateriálo-

vého zařízení musí tedy být biokompatibilní. Dle definice jsou biokompatibilní materiály 

netoxické, hypoalergenní, nejsou karcinogenní ani mutagenní a nesmějí ovlivňovat plod-

nost (Williams, 1986). Obecně je možno definovat biokompatibilní materiál jako takový, 

který nevyvolává v organismu žádnou negativní reakci. Tato charakteristika ve skutečnosti 

zahrnuje celou řadu interakcí, charakteristik a testů, které jsou definovány v mezinárodních 

normách. Teprve souhrnné výsledky těchto testů určují, zda může být daný materiál v kon-

krétním zdravotnickém prostředku použit (Humpolíček a Kašpárková, 2012a).   

4.1.1 Dosud známé informace o biokompatibilitě PANI 

 V současné době existuje pouze omezené množství studií zabývajících se biokompa-

tibilitou nativního polyanilinu. Publikované práce zabývající se biokompatibilitou polyani-

linu se dělí do dvou hlavních skupin. První skupina je zaměřena na in vivo testování im-

plantability a post-implantačních změn tkání obklopující implantát. Druhá, převažující 

skupina testovacích metod se zabývá posuzováním in vitro proliferace a diferenciace bu-

něk na povrchu polyanilinu. Tyto studie se týkají hlavně polyanilinových filmů nanese-

ných na různých nosičích dále polyanilinových komplexů,  polyanilininových kompozitů 

nebo směsí připravených pomocí elektrostatického zvlákňování. Publikace pokrývají jak 

oxidační stavy polyanilinu, tak také různé typy testů (in vivo, in vitro, odlišné buněčné li-

nie, atd.). Studie zabývající se takovými kombinovanými materiály a modifikovanými po-

lyanilinovými povrchy však podávají omezené informace o chování polyanilinu jako tako-

vého. V důsledku toho docházelo k rozporuplným výsledkům, a proto lze jen stěží vyvodit 

jednoznačné závěry ohledně cytotoxicity polyanilinu. Dokazují to nesrovnalosti ve výsled-

cích in vivo testů. Například zatímco ve studii Kamalesh et al. (2000) nezpůsobila podkož-

ní implantace polyanilinových filmů v oxidační formě emeraldinu samcům krys Sprague-

Dawley po dobu 19 až 90 týdnů žádné zánětlivé reakce, studie Wang et al. (1999) při im-
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plantaci emeraldinových filmů identickému druhu laboratorních krys po dobu 19 až 50 

týdnů naopak známky zánětlivé reakce prokázala. (Humpolíček et al., 2012b).               

 Nejnovější studie zabývající se některými aspekty biokompatibility byla publikována 

v roce 2012 (Humpolíček et al., 2012b). V této studii byl otestován vliv polyanilinu 

ve formě vodivé soli a nevodivé báze v kontextu dráždění a senzibilizace kůže a cytotoxi-

city. Z této studie vyplynulo, že obě formy polyanilinu nemají vliv na kůži, nicméně vyka-

zují průkaznou hladinu cytotoxicity. Polyanilinová sůl vykazovala větší cytotoxický efekt.   

4.1.2   Polyvinylpyrrolidon a jeho biokompatibilita 

 Nezanedbatelnou složkou koloidního polyanilinu je stabilizátor, na jehož povrchu 

probíhá tvorba koloidních částic, nejčastěji polyvynilpyrrolidon. 

 Tento polymer, řadící se mezi polyvinylacetály, byl poprvé syntetizován před více 

než sedmdesáti lety Walterem Reppem. Jedná se o světlý prášek, rozpustný ve vodě a ji-

ných polárních rozpouštědlech. Již za 2. světové války byl používán jako náhrada krevního 

séra. Přestože se polyvinylpyrrolidon pro toto využití dnes už nepoužívá vzhledem 

k problematickému vstřebávání vysokomolekulárních látek v těle, jeho uplatnění v biome-

dicínských a biotechnologických aplikacích je stále předmětem výzkumu (Bühler, 2005). 

 Výborná rozpustnost je dána polární laktamovou skupinou, která zvyšuje hydrofilní 

vlastnosti. Lipofilitu polyvinylpyrrolidonu poté zajišťují nepolární metylenové skupiny. 

Tyto vlastnosti spolu s nízkou toxicitou pro organizmy, vysokou biokompatibilitou (byla 

prokázána tkáňová kompatibilita s kůží, očima a mukózní sliznicí) a chemickou stabilitou 

vedou k jeho širokému využití ve farmaceutickém průmyslu pro různé obvazové materiály 

a pro prakticky všechny typy lékových podání (potahované tablety, kapky, sirupy, injekční 

roztoky, spreje, atd.). Využití nachází také v kosmetice, potravinářství a textilním průmys-

lu (Liu et al., 2013). 

4.2 Cytotoxicita 

 Jedním z prvních testů, jimž je materiál z hlediska biokompatibility podrobován, 

je test potenciální cytotoxicity. Cytotoxicita musí být testována u látek, které mají přijít 

do styku s buňkami, buď proto, že zkoumané sloučeniny se používají jako léčiva či kosme-

tické přípravky a musí být prokázáno, že jsou netoxické, nebo proto, že jsou navrženy jako 

látky protinádorové a jejich cytotoxitita může být rozhodující pro jejich činnost (Freshney, 

2005). 
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 Konkrétní metody zkoušek pro hodnocení cytotoxicity zdravotních prostředků 

in vitro jsou definovány v páté části souboru norem ČSN EN ISO 10 993-5. Norma s ná-

zvem „Zkoušky na cytotoxicitu in vitro“ popisuje tři typy uspořádání zkoušek cytotoxicity 

a to:  

1) zkoušku extraktu připraveného z testovaného materiálu,  

2) zkoušku přímým kontaktem,  

3) zkoušku nepřímým kontaktem.  

 Výběr konkrétního postupu závisí na typu vzorku, předpokládaném místě aplikace 

a charakteru použití. Pro hodnocení cytotoxicity existuje celá řada systémů, které zahrnují 

morfologické posouzení poškození buněk, měření růstu buněk či měření specifických 

aspektů buněčného metabolismu. Zkoušky se provádí in vitro a využívají buněčných linií 

kultivovaných za specifických podmínek. Buněčné linie jsou komerčně dostupné a zahrnu-

jí velkou škálu buněčných typů. Umožňují tak vysokou specifičnost testování s ohledem 

na předpokládané využití zdravotnického prostředku (Humpolíček a Kašpárková, 2012). 

4.3 Metody studia životaschopnosti buněk 

 V současné době existuje celá řada metod použitelných pro stanovení životaschop-

nosti buněk (viability). Metody jsou založeny na různých principech a postupech. Dále 

bude uveden pouze výběr základních metod. 

4.3.1 Analýza viability buněk použitím trypanové modři 

 Jenda z nejčastěji používaných metod pro určení viability buněk ve vzorku je barvení 

pomocí trypanové modři (Trypan Blue; sodná sůl toluidin-diazo-diamino-

naftoldisulfonové kyseliny) (Mishell a Shiigi, 1980). Základem metody je odlišení živých 

buněk s neporušenou buněčnou membránou a buněk mrtvých, které mají narušenu struktu-

rální integritu buněčné membrány. Makromolekuly trypanové modři přes intaktní buněč-

nou membránu s funkčními transportními systémy neprocházejí, naopak při značném po-

škození buněčné membrány u mrtvých buněk membránou prostoupí a barvivo modře obar-

ví cytoplazmu mrtvé buňky (Kružík et al., 2006). 

 Tato metoda má však i své nevýhody. Vzhledem k tomu, že trypanová modř vykazu-

je silné cytotoxické účinky, je třeba vyhodnotit výsledky během doporučené doby 3-5 mi-

nut od přidání barviva, poté již modř začne pronikat membránami dosud živých buněk. 
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Za tuto dobu je ve světelném mikroskopu možno vyhodnotit jen statisticky malé množství 

buněk (Altman et al., 1993). 

 

4.3.2 MTT test založený na metabolické aktivitě 

 MTT test je používán ke stanovení životaschopnosti buněk a cytotoxicity potenciálně 

toxických látek a léčiv (Scudiero et al., 1988). Poprvé byl proveden a popsán Mossman-

nem (1983) a stále patří mezi nejuniverzálnější a nejoblíbenější cytotoxické metody. 

 Při tomto testu jsou buňky v exponenciální fázi růstu vystaveny cytotoxické látce. 

Doba působení je obvykle stanovena jako doba potřebná pro maximální poškození buněk 

přičemž je také ovlivněna stabilitou cytotoxické látky. Po odebrání cytotoxické látky 

je buňkám dovoleno proliferovat po dvě až tři doby zdvojnásobení populace (population-

Obrázek 9 – příklad výsledku testu viability nervových buněk švábů po 

působení dvou druhů neonikotinoidů (druh insekticidů) - imidaclopridu 

(IMI) a clothianidinu (CLO) na snímcích ze světelného mikroskopu. 

A) působení 50 μM CLO po dobu 8 hodin, B) působení 50 μM IMI po dobu 

8 hodin, C) působení 100 μM CLO po dobu 24 hodin, D) působení 100 μM 

IMI po dobu 24 hodin. Měřítko 10 μm (Benzidane et al., 2011)   
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doubling times), aby se rozlišilo mezi životaschopnými buňkami, které jsou schopny pro-

liferace a životaschopnými buňkami, které se již množit nemohou. Počet přeživších buněk 

je poté určován nepřímo pomocí redukce MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-

tetrazolium bromidu, žlutého, ve vodě rozpustného tetrazoliového barviva, živými (meta-

bolicky aktivními), nikoli však mrtvými buňkami na purpurový produkt formazán, který 

není rozpustný ve vodném prostředí. K redukci dochází na mitochondriální membráně re-

spirací přeživších buněk. Množství vyprodukovaného MTT formazánu může být stanoveno 

spektrofotometricky za použití vhodného rozpouštědla při vlnové délce 540 nebo 570 nm, 

přičemž vyšší hodnoty absorbance (více redukovaného formazánu) ukazují na vyšší počet 

přeživších buněk (Freshney, 2005).  

  

 O popularitě této metody vypovídá řada vědeckých článků publikovaných v poslední 

době. Například práce Gomez et al. (1997) se zabývá hodnocením viability buněk srdeční 

svaloviny (kardiomyocytů) vystavených působení adenosinu a draslíku. Studie Ahmad 

et al. (2006) zkoumá vliv cholesterolu na životnost buněk plicního epitelu a endoteliálních 

buněk koronárních tepen. V práci Jaszczyszyn et al. (2008) je pomocí MTT testován toxic-

ký vliv protinádorového léku doxorubicinu na buněčné kultury lidských lymfocytů. 

Obrázek 10 – lineární závislost absorbance na počtu živých buněk při 

vlnové délce 570 nm (Molecular Probes, 2002) 
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V článku Huveneers-Oorsprong et al. (1997) je touto metodou stanovován toxický vliv 

veterinárních léčiv na prasečí hepatocyty. Studie Nasr-Esfahani et al. (2002) diskutuje po-

užití MTT testu pro stanovení viability spermií pro klinické a diagnostické účely. 

4.3.3 Průtoková cytometrie 

 Cytometrie slouží k analýze částic a buněk, které protékají přístrojem v proudu nosné 

kapaliny. Využívá princip rozptylu světla, excitace a emise fluorochromních molekul 

k získání dat z mikroskopických částic a buněk. Buňky jsou většinou značeny specifickými 

fluorochromy a hydrodynamicky soustředěny do tenkého proudu v kapiláře, kterou proté-

kají vysokou rychlostí, přičemž jsou ozařovány monochromatickým koherentním zářením 

produkovaným laserem. Intenzita fluorescence jednotlivých buněk pak odpovídá množství 

struktur, které na sebe vážou fluorescenční barvivo (například propidium jodid vázající 

se na DNA po proniknutí narušenou membránou mrtvé buňky). Hlavními výhodami průto-

kové cytometrie jsou: jednoduchá příprava vzorků, vysoká rychlost analýz velkých soubo-

rů jednotlivých buněk nebo částic, nedestruktivnost, snadná detekce subpopulací a také 

relativně nízké finanční náklady na analýzu jednoho vzorku. Průtoková cytometrie 

je v klinické praxi využívána jako významná diagnostická metoda především v hematolo-

gii, onkologii a imunologii. Široké využití má také v základním biologickém výzkumu 

(Slaninová et al., 2008). 

Obrázek 11 – redukce ve vodě rozpustného MTT na nerozpustný formazán (Pulz, 

2007) 
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5 ZÁKLADY KULTIVACE BUNĚČNÝCH KULTUR   

5.1 Buňky prokaryotické a eukaryotické 

  Od šedesátých let 20. století jsou rozlišovány dva typy poněkud strukturálně odliš-

ných buněk, buňky prokaryotické a eukaryotické. Tato terminologie vyšla primárně 

z odlišné struktury jádra. U buněk prokaryotických je jádro tvořeno jedním chromozomem 

uloženým volně v cytoplazmě. Struktura jádra eukaryotických buněk je vždy složitější. 

Jádro zde vytváří samostatný kompartment, oddělený od cytoplazmy jaderným obalem. 

Buňky prokaryotické jsou zpravidla menší (jejich průměr je několik mikrometrů, byť roz-

díly v jejich velikostech jsou velké), než buňky eukaryontní (průměr je několik desítek 

mikrometrů). Prokaryotické buňky jsou velmi chudé na membránové systémy a většina 

funkcí, které plní membránové organely eukaryotických buněk, je vázána na plazmatickou 

membránu. Rovněž ribozomy prokaryotických buněk jsou poněkud menší, než u buněk 

eukaryotických. U prokaryo-tických buněk nebyly, na rozdíl od buněk eukaryotických, 

nalezeny komponenty cytoskeletu. Rozdílný je i mechanismus buněčného dělení (Nečas, 

2000). 

5.2 Význam buněčných kultur 

 V dnešní době patří buněčné kultury mezi nejvíce využívané biologické modely apli-

kované ve výzkumu. V porovnání s jinými objekty užívanými v experimentech, například 

laboratorními zvířaty nebo izolovanými orgány či tkáněmi, mají nesporné výhody. V první 

řade, pokus je prováděn na jediném, jednoznačně charakterizovaném buněčném typu, který 

lze většinou kultivovat v krátkém čase a jeho výsledky nejsou ovlivněny interakcí s jinými 

orgány, tkáněmi či buněčnými populacemi. Z tohoto faktu vyplývá bezproblémová repro-

dukovatelnost výsledků vědeckých prací. Další výhodou je fakt, že na kultivovaných buň-

kách lze provádět experimenty, při nichž dojde k jejich zničení. Na druhou stranu je třeba 

brát na vědomí i řadu omezení. Kultivace buněk neprobíhá ve fyziologickém prostředí tká-

ní, v důsledku čehož mohou buňky během kultivace dediferencovat či měnit svůj fenotyp. 

Pro práci s buněčnými kulturami je nezbytná speciálně vybavená laboratoř, vyškolený per-

sonál, zvláštní spotřební materiál a chemikálie zbavené běžných kontaminantů (Davis, 

2002). 
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5.3 Princip kultivace buněčných kultur 

 Základ buněčné kultury tvoří izolace určitého typu zvířecích, lidských a méně často 

i hmyzích či rostlinných buněk. Mezi izolační techniky patří mechanická disociace tkáně, 

natrávení pomocí enzymů, sběr odloupaných buněk z tělesných tekutin apod. První kulturu 

izolovaných buněk označujeme jako primární kulturu neboli primokulturu. Nejčastěji bý-

vají kultivovány buňky adherované na vhodném povrchu, méně obvykle v suspenzi či za-

kotvené v matrix. Přičemž kultivační podmínky se snaží simulovat fyziologické podmínky 

in vivo: buňky jsou pěstovány při tělesné teplotě ve speciálních nádobách, rostou 

v kultivačním médiu, udržují se zpravidla v atmosféře se zvýšeným parciálním tlakem oxi-

du uhličitého. Jsou-li buňky pěstovány jako adherentní kultura, jsou podstatné vlastnosti 

povrchu kultivační nádoby. Největší podíl buněčných typů vyžaduje hydrofobní povrch, 

proto se nejčastěji používají nádoby ze speciálně upraveného polystyrenu. Po dostatečném 

namnožení se adherentní buňky uvolní od kultivačního povrchu, nejčastěji pomocí proteáz 

– např. trypsinu, případně odstraněním dvojmocných iontů, mechanicky nebo snížením 

teploty. Buněčná suspenze je poté nasazena do nové kultivační nádoby, tento postup se 

obvykle označuje jako pasáž a vzniká jím sekundární kultura čili subkultura. U většiny 

buněčných linií roste počet buněk přibližně exponenciálně až do chvíle, kdy se buňky za-

čnou těsně dotýkat. V důsledku kontaktní inhibice poté dochází ke zpomalení až zastavení 

růstu. Velká část adherentních kultur nakonec vytváří na povrchu kultivační nádoby splý-

vající vrstvu o síle jedné buňky (monolayer). Kultivované buňky zpravidla mívají omeze-

nou životnost, kdy po několika pasážích podléhají stárnutí (senescenci) a jejich další dělení 

se postupně zastavuje. Je ale také možné pracovat s tzv. kontinuálními liniemi tvořenými 

spontánně, chemicky či virově transformovanými buňkami (Vejražka, 2008). 

5.3.1 Růstová křivka buněčné kultury 

 Jak bylo již naznačeno, růst buněčné kultury prochází několika fázemi: 

- Lag-fáze – počáteční fáze růstu, ve které počet buněk nejprve mírně klesá a poté 

poměrně prudce vzrůstá. 

- Log-fáze – také logaritmická či exponenciální fáze růstu, kdy počet buněk expo-

nenciálně roste. Lze v ní zachytit nejvíce buněk v mitóze, čehož se využívá pro 

chromozomová vyšetření. 
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- Stacionární fáze – během této fáze rychlost růstu buněčné populace postupně klesá, 

projevují se inhibiční mechanizmy jako kontaktní inhibice a produkce růstových 

inhibitorů. Dále dochází k postupnému vyčerpávání živin z média. 

- Fáze úbytku buněk – jedná se o fázi, během níž dochází k postupnému odumírání 

buněk, v důsledku nedostatku živin, sníženého pH (následkem zvýšené koncentrace 

oxidu uhličitého a dalších kyselinotvorných látek v médiu) a hromadění toxických 

produktů buněčného metabolizmu (Freshney, 1992). 

 Tyto fáze jsou znázorněny v růstové křivce buněčné kultury, která vyjadřuje změny 

početnosti buněk v závislosti na čase: 

5.3.2 Vybavení laboratoře pro kultivaci buněk in vitro 

 Jedním z hlavních požadavků laboratoře pro kultivaci buněk in vitro je udržení steri-

lity a zabránění kontaminacím. Je vhodné pracovat ve vyhrazené čisté laboratoři podléhají-

cí speciálnímu režimu. Mezi základní vybavení laboratoře patří laminární box s řízeným 

přívodem i odvodem vzduchu, inkubátor s regulací teploty, relativní vlhkosti a parciálního 

tlaku oxidu uhličitého, pro kontrolu vzorků je nutný mikroskop vybavený fázovým kon-

trastem. Používá se sterilní jednorázový plast, kultivační nádoby s upraveným povrchem, 

mikropipety a chemikálie určené pro práci s buněčnými kulturami (Freshney, 2005). 

Obrázek 12 – růstová křivka buněčné kultury (Kultivace buněk in vitro, 2009) 
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5.3.3 Kultivační média 

 Média používaná pro kultivaci buněčných kultur jsou směsi několika desítek látek. 

Zpravidla obsahují hlavně anorganické ionty, aminokyseliny, pufrující složku jako stabili-

zátor pH (CO3
2-/

HCO3
-
, HPO4

2-
/H2PO4

-
), vitaminy, růstové faktory, stopové prvky, mastné 

kyseliny lipidy, specifické proteiny a peptidy podporující buněčné dělení. Pro usnadnění 

práce s buněčnou kulturou se mnohdy přidává acidobazický indikátor. Jako zdroj růsto-

vých faktorů, stopových prvků a dalších látek nutných pro růst kultury se používá krevní 

sérum, nejčastěji fetální bovinní. Při použití média se sérem je nevýhoda nepřesně defino-

vané koncentrace veškerých látek, takže se mohou lišit růstové charakteristiky podle šarže 

použitého séra. Kultivace buněk v definovaném médiu bez séra bývá obtížnější, médium 

je nutné doplnit celou řadou růstových faktorů a dalších látek. V odůvodněných případech 

se do kultivačních médií přidávají i antibiotika, jejich použití by nemělo být paušalizováno, 

neboť zvyšuje riziko skryté kontaminace buněčných kultur (Sigma-Aldrich Co., 2010).  
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 MATERIÁL A METODIKA 

6.1 Syntéza koloidního polyanilinu 

 Testovaná látka, tedy koloidní polyanilin, byla připravena dle postupu IUPAC 

(Stejskal a Sapurina, 2005), a to RNDr. Jaroslavem Stejskalem na Ústavu makromoleku-

lární chemie Akademie věd v Praze. 

6.2 Informace o použitých buněčných liniích 

 V rámci studie byly použity buňky buněčné linie HaCaT. Jedná se o buněčnou linii 

lidských keratinocytů, které byly získány od firmy Cell Lines Service (Catalog No. 

300493. Germany). Jako kultivační médium bylo použito Dulbecco´s Modified Eagle Me-

dium, s vyšším obsahem glukózy. K médiu se dle návodu pro kultivaci buněk přidává 10% 

fetálního séra skotu a antibiotika – konkrétně Penicillin/Streptomycin, 100 U/ml 

(100µg/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria). Druhou linií použitou v rámci našich 

testů byla linie myších fibroblastů NIH/3T3 (ATCC CRL-1658). Oproti buňkám HaCaT se 

kultivační médium liší v použitém séru. V případě NIH/3T3 buněk je použito telecí sérum. 

Buňky byly kultivovány jako adherentní kultura v polystyrenových kultivačních nádobách 

(TPP) přičemž ideální podmínky – teplota 37°C, konstantní relativní vlhkost a 5% atmo-

sféra oxidu uhličitého byly zajištěny pomocí inkubátoru Heracell 150i (ThermoScientific, 

USA).  

6.3 Experiment 

 Po dostatečném namnožení adherovaných buněk můžeme kroky vedoucí 

k vyhodnocení toxického vlivu koloidního polyanilinu na lidské keratinocyty a myší fib-

roblasty rozdělit do několika fází: 

6.3.1 Trypsinizace a prekultivace 

 Prekultivace buněk je nezbytným krokem před samotným testem, a to z důvodu fyzi-

ologických parametrů buněk. Kultivační nádoba s adherovanými buňkami byla nejprve 

zkontrolována pomocí invertovaného světelného mikroskopu s fázovým kontrastem Olym-

pus CKX 41 (Olympus, Japonsko) a poté přesunuta do laminárního boxu s řízenou cirkula-

cí vzduchu HERAsafe KSP (ThermoScientific, USA). Zde bylo z kultivační nádoby 

s buňkami pomocí odsávacího zařízení co nejdokonaleji odsáto kultivační médium. Zbytky 
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média a séra byly poté ještě odstraněny opláchnutím 15 ml fosfátového pufru (PBS, konc. 

0,2 ml/cm
2
) a jeho následným odsátím. Dále bylo provedeno přerušení vazeb jak mezi ad-

herovanými buňkami a kultivačním povrchem, tak i mezi jednotlivými buňkami pomocí 

7,5 ml serinové proteázy, trypsinu (konc. 0,1 ml/cm
2
). Ten se nechal působit za průběžné-

ho kontrolování mikroskopem Olympus CKX 41 v inkubátoru Heracell 150i do oddělení 

buněk, nejdéle však po dobu 20 minut. Po oddělení buněk bylo v boxu HERAsafe KSP 

přidáno do kultivační nádoby 7,5 ml kultivačního média a roztok s buňkami byl pomocí 

pipety převeden do centrifugační zkumavky. Centrifugace probíhala v chlazené centrifuze 

Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Německo) při teplotě 37°C, po dobu tří minut a 1100 rpm. 

Po centrifugaci byly buňky viditelně koncentrovány na dně zkumavky, což umožnilo odsá-

tí supernatantu. Tímto postupem byl získán přibližný počet – 2.10
7
 buněk což odpovídá 

povrchu kultivační nádoby a densitě buněk. Bylo tedy možné naředit buňky pomocí kulti-

vačního média na požadovanou koncentraci 1.10
5
 buněk/ml kultivačního média. Buňky 

v této koncentraci byly nasazeny do 96 jamkových polystyrenových testovacích plátů 

v objemu 100 μl, přičemž bylo tímto způsobem zaplněno 40 jamek, buňky byly poté pone-

chány v inkubátoru Heracell 150i  po dobu 24 hodin potřebnou pro prekultivaci. 

6.3.2 Přidání potenciálně toxické látky  

 Vlastní test cytotoxicity byl proveden v souladu s ISO normou 10 993-5 „Zkoušky 

na cytotoxicitu in vitro“ s drobnými úpravami. Po uplynutí doby potřebné pro prekultivaci 

bylo ze zaplněných jamek destičky odsáto všechno médium. K buňkám v jamkách byly 

následně přidány různě koncentrované roztoky koloidního polyanilinu v množství 100 μl, 

vždy určitá koncentrace pro čtyři jamky v řadě. V průběhu experimentální práce byly tes-

továny různé koncentrace koloidního polyanilinu. Dále jsou prezentovány pouze výsledky 

koncentrací, u kterých dochází k posunu v rámci cytotoxicity. Vyšší a nižší koncentrace, 

které byly také testovány již uváděny nejsou, protože neposkytují žádnou další informaci. 

Po předchozích zkušenostech jsme tedy zvolili následující koncentrace koloidu: 3%, 2%, 

1%, 0,75%, 0,6%, 0,4%, 0,3%, 0,2% a 0,1%.  Do jedné čtveřice jamek s buňkami pak bylo 

přidáno 100 μl čistého média. Tyto vzorky sloužily jako referenční – jedná se tedy o růst 

buněk na tkáňovém polystyrenu. Různé koncentrace koloidu byly ředěny pomocí čistého 

kultivačního média. Jako příklad ředění může být použita 3% koncentrace, která byla zís-

kána smícháním 30 μl 100% kolidního polyanilinu s 970 μl média. Po přidání všech rozto-

ků do jamek byly buňky opět ponechány 24 hodin potřebných pro kultivaci v inkubátoru 

Heracell 150i. 
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6.3.3 MTT test  

 Po uplynutí 24 hodin kultivace byly z jamek odsáty roztoky různých koncentrací 

koloidu v kultivačním médiu, v případě kontroly bylo odsáto médium. Do jamek 

s buňkami bylo přidáno čisté médium a poté MTT o koncentraci 0,5 mg/ml média. Buňky 

s přidaným MTT byly ponechány čtyři hodiny v inkubátoru Heracell 150i. Po uplynutí této 

doby bylo pomocí mikropipety odpipetováno 40 μl roztoku z každé ze zaplněných jamek, 

přičemž se toto množství ponechalo v pipetě. Zbylé množství roztoků bylo odsáto a pone-

chaných 40 μl bylo opět vráceno zpět do jamek. Následovalo přidání 80 μl DMSO, který 

byl ponechán působit po dobu 15 minut. Po tomto kroku se již přikročilo k samotnému 

měření absorbance přístrojem Sunrise (Tecan, Švýcarsko), při vlnové délce 570 nm, které 

prozradilo množství redukovaného formazánu a tedy i množství přeživších buněk.  

  

6.3.4     Fluorescenční mikroskopie 

Po uplynutí stejné doby kultivace jako před MTT testem bylo u buněčné linie fibrob-

lastů NIH/3T3 s různými koncentracemi koloidního polyanilinu pro vyhodnocení viability 

a morfologických změn buněk využito i pozorování a následné pořízení mikrofotografií 

na invertovaném fluorescenčním mikroskopu (Olympus CKX 41, Japan). Vzorky byly 

před pozorováním barveny fluorescenčním barvivem Hoechst 33258 o koncentraci 

10 μg/ml. 

 

Obrázek 13 – chemická struktura fluorescenčních barviv řady Hoechst (Molecular Probes, 

2005) 
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Hoechst 33258 je modré fluorescenční barvivo řady Hoechst, schopné vázat se na ja-

dernou, dvouřetězcovou DNA v oblastech nejméně tří párů bází adenin – thymin. Jeho 

excitační maximum se pohybuje okolo 350 nm, emisní potom v oblasti kolem 450 nm. 

Může tedy být efektivně excitován pomocí záření xenonové výbojky, rtuťové obloukové 

lampy nebo UV laseru. Této jeho vlastnosti je možné využít pro detekci a stanovení množ-

ství DNA, tím pádem i pro stanovení počtu buněk (Molecular Probes, 2005). 

 

 

Obrázek 14 – fluorescenční excitační a emisní spektrum 

barviva Hoechst 33258 vázaného na DNA (Molecular 

Probes, 2005) 
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7 VÝSLEDKY 

 Cílem práce je stanovit cytotoxicitu koloidního polyanilinu, jakožto slibného poly-

merního materiálu pro biotechnologické aplikace. Jedná se o prvotní studii, protože cyto-

toxicitě koloidního polyanilinu se zatím nevěnovala pozornost. V rámci práce tak byla 

provedena série testů různých koncentrací kolidního polyanilinu v kultivačním médiu. 

V práci jsou poté prezentovány pouze výsledky limitních koncentrací. Vyhodnocení cyto-

toxicity bylo provedeno v souladu s ISO normou 10 993-5 „Zkoušky na cytotoxicitu in 

vitro“ a vyhodnoceno pomocí MTT testu. Výsledky jsou prezentovány několika různými 

způsoby. Jednak vyhodnocením průkaznosti rozdílů mezi průměrnými hodnotami absor-

bance jednotlivých vzorků a reference, jednak dle ISO normy pomocí procentuálního vyjá-

dření buněčné viability ve srovnání s referencí a také pořízením mikrofotografií prostřed-

nictvím invertovaného mikroskopu s fázovým kontrastem a fluorescenčního mikroskopu. 

7.1 pH roztoků koloidního polyanilinu 

Z důvodu možného vlivu pH roztoků koloidního polyanilinu, jehož normální pH 

je 2,280 jsme pomocí pH metru inoLab® pH 7310 (WTW, Německo) a elektrody SenTix® 

Mic-D (WTW, Německo) stanovovali pH jednotlivých roztoků s kultivačním médiem. 

Hodnoty pH jsou důležité z hlediska možného ovlivnění interakcí buněk. Kultivační médi-

um obsahuje pufry, které mohou pH výrazně ovlivňovat. V našem případě byly hodnoty 

pH u 3 % roztoku stanoveny na hodnotu pH = 8,025, u 1 % roztoku pak 7,995. Z výše 

uvedeného plyne, že nebylo nutné upravovat pH testovaných koncentrací koloidního poly-

anilinu.  

7.2 Cytotoxicita stanovená u linie HaCaT 

V grafu č. 1 jsou uvedeny výsledky cytotoxicity koloidního polyanilinu u buněk linie 

HaCaT, vyjádřeny pomocí absorbance v rámci MTT testu. Z grafu č. 1 je zřejmé, že se 

zvyšující se koncentrací se snižuje absorbance, která je vyjádřením počtu životaschopných 

buněk. V případě dvou nejvyšších koncentrací (3 % a 2 %) koloidního polyanilinu v kulti-

vačním médiu je zřejmý výrazný pokles viability buněk. Oproti tomu, všechny nižší kon-

centrace vykazují viabilitu blížící se referenci. Z grafu je také zřejmé, že v rámci testů byly 

naměřeny přiměřené odchylky jednotlivých hodnot. 
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Graf 1 – výsledky cytotoxicity koloidního polyanilinu u buněk linie HaCaT 

  

 Trend pozorovaný v rámci grafu č. 1 byl potvrzen a upřesněn pomocí statistického 

vyhodnocení, konkrétně pomocí T-testu. Další formou vyhodnocení cytotoxického vlivu, 

jenž je v souladu s ISO normou, je vyjádření procentuálního poklesu buněčné viability při 

srovnání s referencí. Oba typy výsledků jsou uvedeny v tabulce č. 2. Z tabulky je patrné, 

že koncentrace 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,75; 0,9 a 1 % nevykazovaly statisticky průkazně nižší 

viabilitu buněk než refenrence. Jejich vliv na buňky byl tedy nízký. Tento výsledek je po-

tvrzen také pomocí procentuálního vyjádření, ze kterého je zřejmé, že tyto vzorky jsou 

v procentuálním vyjádření mezi 80 až 100 % viabilitou, tedy nejsou cytotoxické. Oproti 

tomu koncentrace 2 % a 3 % již vykazují statisticky průkazně odlišnou buněčnou viabilitu, 

a to na hladině významnosti p = 0,0003 v případě 3 % roztoku a p = 0,0012 v případě 2 % 

roztoku koloidního polyanilinu. Tento výsledek, stejně jako u nižších koncentrací, pak od-

povídá i vyhodnocení dle ISO normy. Koncentrace 2 % a 3 % koloidního polyanilinu 

v kultivačním médiu jsou dle tohoto přístupu slabě cytotoxické. Z grafu č. 1 i z tabulky č. 2 

je zjevné, že koncentrace vyšší než jsou zde prezentovány, budou mít vyšší vliv na buněč-

nou viabilitu a budou tedy více cytotoxické. Naopak koncentrace nižší již nemají žádný 

vliv na buněčnou viabilitu. 
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Koncentrace koloidního 

polyanilinu 
Průměr ± 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   

Poznámka: p vyjadřuje hladinu významnosti při porovnání s referencí. % vyjadřují procentuální pokles 

buněčné viability ve srovnání s referencí, přičemž: hodnota rovna 100 znamená 100 % přežitelnost buněk; 

>80 vyjadřuje necytotoxický efekt; 60–80 slabá cytotoxicita; 40–60 střední cytotoxicita, <40 silná 

cytotoxicita. 

 

Tabulka 2 – průměrné absorbance, směrodatné odchylky a hladiny významností různých 

koncentrací koloidního polyanilinu spolu s procentuálním vyjádřením buněčné viability 

u buněk linie HaCaT 
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7.3 Cytotoxicita stanovená u linie NIH/3T3 

 Graf č. 2 uvádí výsledky cytotoxicity koloidního polyanilinu u buněk linie NIH/3T3, 

vyjádřené pomocí absorbancí naměřených pomocí MTT testu. Z grafu lze vyčíst, tendenci 

snižování absorbance, tedy i počtu životaschopných buněk se zvyšující se koncentrací. Je 

však patrné, že koncentrace 1 % a 0,4 % koloidního polyanilinu v kultivačním médiu 

z tohoto trendu vybočují. Odchylka je pravděpodobně způsobena chybou měření. Dvě nej-

vyšší koncentrace koloidního polyanilinu v kultivačním médiu (2 % a 3 %) vykazují oproti 

ostatním koncentracím zřetelný pokles viability buněk. Se snižováním koncentrace koloid-

ního polyanilinu viabilita roste, ale referenční hodnotě se dle tohoto grafu s výjimkou vy-

bočující 0,4 % koncentrace žádná jiná koncentrace neblíží. Z grafu je také zjevné, že od-

chylky naměřených hodnot absorbance jsou přiměřené. 

 

Graf 2 – výsledky cytotoxicity koloidního polyanilinu u buněk linie NIH/3T3 

 Tendence pozorovaná v grafu č. 2 a tabulce č. 3 byla potvrzena a upřesněna pomocí 

statistického vyhodnocení, konkrétně pomocí T-testu. Dále je prezentováno vyhodnocení 

cytotoxického vlivu v souladu s ISO normou, tedy vyjádření procentuálního poklesu bu-

něčné viability při srovnání s referencí. V tabulce č. 3 jsou uvedeny oba typy výsledků. 

Tato tabulka lze potvrzuje, že všechny koncentrace s výjimkou koncentrace 0,4 %, pravdě-

podobně ovlivněné chybou měření, vykazovaly statisticky průkazně odlišnou buněčnou 

viabilitu vůči referenci, a to na hladině významnosti p = 0,0000. 
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 Z tabulky je dále patrné, že koncentrace 0,1 % a 0,2 % statisticky průkazně vykazo-

valy nižší viabilitu buněk než hodnoty reference. Lze však říci, že jejich vliv na buňky byl 

nízký. To je potvrzeno pomocí procentuálního vyjádření, ze kterého je zřejmé, že tyto 

vzorky jsou mezi 80 až 100 % viabilitou, vykazují tedy necytotoxický efekt. Koncentrace 

0,6 % a 0,75 % vykazovaly také statisticky průkazně nižší viabilitu buněk než hodnoty 

reference. Podle procentuálního vyjádření buněčné viability, které se u těchto koncentrací 

nachází mezi 60 až 80 % lze však tvrdit, že vykazují slabou cytotoxicitu. Koncentrace 

0,9 % vykazovala statisticky průkazně nižší viabilitu buněk než hodnoty reference a dle 

procentuálního vyjádření buněčné viability, nacházejícího se mezi 40 až 60 %, je možné 

tuto koncentraci označit jako středně cytotoxickou. Koncentrace 2 % a 3 %, které vykazo-

valy statisticky průkazně nižší viabilitu buněk než hodnoty reference, lze na základě pro-

centuálního vyjádření viability (< 40 %) pokládat za silně cytotoxické.  

 O koncentracích, které byly pravděpodobně ovlivněny chybou měření, je možné 

podle tabulky č. 3 uvést následující:  Koncentrace 0,4 % jako jediná nevykazuje statisticky 

průkazně odlišné hodnoty buněčné viability oproti referenci a to na hladině významnosti 

p = 0,3003. Hodnota procentuálního vyjádření viability je vyšší než 80 % a bylo by ji mož-

né klasifikovat jako necytotoxickou. Koncentrace 1 % vykazuje statisticky průkazně nižší 

hodnoty buněčné viability než reference. Procentuální vyjádření viability mezi 60 až 80 %, 

podle kterého by tato koncentrace měla být slabě cytotoxická, však neodpovídá nižší kon-

centraci 0,9 % se střední cytotoxicitou. 

  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 45 

 

 

Koncentrace koloidního 

polyanilinu 
Průměr ± SD p % 

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   

Poznámka: p vyjadřuje hladinu významnosti při porovnání s referencí. % vyjadřují procentuální pokles 

buněčné viability ve srovnání s referencí, přičemž: hodnota rovna 100 znamená 100 % přežitelnost buněk; 

>80 vyjadřuje necytotoxický efekt; 60–80 slabá cytotoxicita; 40–60 střední cytotoxicita, <40 silná 

cytotoxicita. 

 

Tabulka 3 – průměrné absorbance, směrodatné odchylky a hladiny významností různých 

koncentrací koloidního polyanilinu spolu s procentuálním vyjádřením buněčné viability 

u buněk linie NIH/3T3 
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7.4 Mikrofotografie buněk kultivovaných za přítomnosti koloidního po-

lyanilinu  

 Vyhodnocení pomocí MTT testu poskytuje jednoznačný obraz o kvantitativním vlivu 

na buněčné linie, nicméně mikrofotografie mohou doložit další vliv, například na morfolo-

gii buněk či výskyt apoptických buněk. Z tohoto důvodu jsme u všech vzorků také prová-

děli focení pomocí fluorescenčního mikroskopu a mikroskopu s fázovým kontrastem. 

Na obrázku č. 12 jsou prezentovány vybrané mikrofotografie z testů cytotoxicity koloidní-

ho polyanilinu při zvětšení 100x. Konkrétně jsou prezentovány následující vzorky: refe-

rence, 0,5 %; 0,75 % a 2 % roztok koloidního polyanilinu; reference a 2 % roztok jsou pre-

zentovány také pomocí fluorescenční mikroskopie, přičemž je obarvena jaderná DNA. 

Z obrázku je patrné, že buňky v referenčním vzorku jsou v dobrém fyziologickém stavu, 

proliferující, bez výskytu poškozených buněk. U 0,5 % a 0,7 5% roztoku koloidního poly-

anilinu jsou patrné první známky poškození některých buněk (na obrázku zvýrazněny čer-

veně). Jedná se o apoptické buňky prodělávající programovanou buněčnou smrt projevující 

se rozpadem buněčných struktur a tvorbou bublin cytoplazmatické membrány. Celkově 

jsou však buňky v dobré kondici, proliferující a rozdíl oproti referenci není nijak výrazný. 

Oproti tomu, u koncentrace 2 % koloidního polyanilinu je zjevný výrazný úbytek buněk 

a především jejich poškození. Buňky mají nefyziologický tvar, vyskytují se zde buňky 

apoptické a silně poškozené, či pouze jejich zbytky. Tento výsledek je patrný také 

z obrázku s obarvenou DNA. 

Výsledky mikrofotografií korespondují s výše uvedenými výsledky kvantitativního 

vyhodnocení pomocí MTT testu.  
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A)  B 

  

C) D) 

  

E) F) 

  

Obrázek 15 – mikrofotografie buněčných linií HaCaT a NIH/3T3 z testu cytotoxicity: 

A) reference – HaCaT; B) reference – DNA obarvena pomocí Hoechst – NIH/3T3; 

C) 0,4% koloidní polyanilin – HaCaT; D) 0,75% koloidní polyanilin – HaCaT; E) 2% ko-

loidní polyanilin – HaCaT; F) 2% koloidní polyanilin – DNA obarvena pomocí Hoechst  –

NIH/3T3. Zvětšení u všech fotografií je 100× 
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7.5 Srovnání cytotoxicity u jednotlivých buněčných linií 

 Z grafů 1 a 2 a tabulek 2 a 3 je zjevné, že byly prokázány očekávané tendence pokle-

su buněčné viability s rostoucí koncentrací koloidního polyanilinu. Rychlost poklesu viabi-

lity s koncentrací a míra cytotoxických účinků jednotlivých koncentrací koloidního polya-

nilinu se ale v porovnání linií lidských keratinocytů HaCaT a myších fibroblastů NIH/3T3 

poměrně výrazně lišily. 

 U linie HaCaT, stejně jako u linie NIH/3T3 vykazovaly nejvyšší a statisticky průkaz-

nou cytotoxicitu koncentrace koloidního polyanilinu 2 % a 3 %. Avšak zatímco v případě 

linie HaCaT tyto koncentrace způsobovaly slabou cytotoxicitu, u linie NIH/3T3 stejné 

koncentrace koloidního polyanilinu v médiu vykazovaly silnou cytotoxicitu. Rozdíl pro-

centuálního vyjádření viability mezi těmito liniemi tedy činil u 3 % koncentrace 26 % 

a u 2 % koncentrace 33 %.  

 Nižší koncentrace koloidu (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,75; 0,9 a 1%) u linie HaCaT již nevy-

kazovaly statisticky průkazně nižší buněčnou viabilitu než reference. Procentuální vyjádře-

ní viability u těchto koncentrací nekleslo pod 80 % a mohly proto být klasifikovány jako 

necytotoxické. U linie NIH/3T3 již koncentrace koloidu 0,9 % statisticky průkazně vyka-

zovala střední cytotoxicitu. Koncentrace 0,75 % a 0,6 % byly statisticky průkazně vyhod-

noceny jako slabě cytotoxické. Až nejnižší koncentrace 0,2 % a 0,1 % koloidního polyani-

linu mohly být statisticky průkazně označeny za necytotoxické. Mezi koncentracemi 0,9 % 

a 0,75 % koloidního polyanilinu u různých buněčných linií byl rozdíl procentuálního vyjá-

dření viability cca 35 %. U koncentrace 0,6 % činil rozdíl procentuálního vyjádření viabili-

ty 22 % a u nejnižších koncentrací 0,2 % a 0,1 % byl rozdíl cca 17 %. 

 Jak již bylo uvedeno, koncentrace 1 % a 0,4 % u linie NIH/3T3 byly s největší prav-

děpodobností zatíženy chybou měření. Obecně lze konstatovat, že jednotlivé buněčné linie 

mohou reagovat odlišně na různé chemické látky. Je to dáno jejich rozdílnou fyziologií, 

která odpovídá i jejich funkci v organismu. Z našich výsledků se pro obecné využití zdají 

být více využitelné výsledky na linii NIH/3T3, která je pro tento typ studií běžně využívá-

na. 
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8 DISKUZE 

 Doposud byl koloidní polyanilin zkoumán v několika souvislostech. Byly studovány 

metody jeho přípravy a volby vhodných stabilizátorů. V této souvislosti lze citovat práci 

Cruz-Silva et al. (2006), popisující enzymatickou syntézu koloidního polyanilinu a všeo-

becně uznaný postup přípravy dle IUPAC uvedený ve článku Stejskal a Sapurina (2005), 

zmíněný postup je blíže popsaný v teoretické části této práce. Dalším předmětem studia 

koloidního polyanilinu byla jeho stabilita v kyselém, neutrálním a zásaditém prostředí. 

Zkoumána byla také stabilita při teplotách nad 100 °C i během opakovaných cyklů zmra-

zení a tání, dále při působení ultrazvukového záření nebo při ozařování ultrafialovým záře-

ním (Blinova et al., 2005). Studována byla i měrná elektrická vodivost této formy polyani-

linu, a to ve studii Sulimenko et al. (2001). Velká pozornost byla, a dosud stále je, zaměře-

na na možná využití koloidního polyanilinu v oblasti elektroniky, dle Dhand et al. (2007) 

i v oblasti biotechnologických aplikací. 

 Z hlediska cytotoxicity se však koloidním polyanilinem dosud nikdo nezabýval. Zve-

řejněna byla pouze studie Humpolíček et al. (2012b), která se jako jediná zabývá cytoto-

xickými testy polyanilinu, konkrétně vlivu vodivé polyanilinové soli a nevodivé báze na 

buněčnou linii keratinocytů HaCaT a linii hepatocytů HepG2 pomocí MTT testu. Jak již 

bylo řečeno v teoretické části, ze studie vyplynulo, že obě formy polyanilinu vykazují prů-

kaznou hladinu cytotoxicity, s tím, že polyanilinová sůl vykazovala větší cytotoxický efekt 

než polyanilinová báze. Jelikož se v praktické části této bakalářské práce pracovalo 

s buněčnou linií HaCaT, budou uvedeny publikované výsledky cytotoxicity polyanilinové 

soli a báze z práce Humpolíček et al. (2012b) pro buněčnou linii HaCaT. U soli i báze byly 

testovány 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, a 1% extrakty. Přičemž podle procentuálního 

vyjádření viability po působení různých koncentrací polyanilinové soli byly výsledky ná-

sledující:  100 %, 50 %, 25 %, 10 % a 5 % extrakty vykazovaly střední cytotoxicitu a až 

nejnižší koncentrace, tedy 1 % extrakt byl vyhodnocen jako necytotoxický. Procentuálního 

vyjádření viability po působení různých koncentrací polyanilinové báze potom poskytlo 

tyto výsledky: 100 % extrakt vykázal střední cytotoxicitu, 50 % a 25 % extrakt slabou 

cytotoxicitu, 10 %, 5 % a 1 % extrakty se jevily jako necytotoxické. 

 Dalším možným zdrojem informací o potenciální cytotoxicitě koloidního polyanilinu 

jsou například práce Firoze et al. (1993) zabývající se in vivo testováním toxicity monome-

ru polyanilinu, tedy anilin hydrochloridu, na potkanech. Výsledkem jejich práce je zjištění 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 50 

 

negativního vlivu na játra, slezinu a varlata. Dále článek Last et al. (1982) pojednávající o 

in vivo testech toxicity látky oxidující monomer při výrobě polyanilinu, peroxydisíranu 

amonného. V tomto článku byla stanovena hodnota 1 mg/m
3
 peroxydisíranu amonného 

jako maximální koncentrace této látky, která nevyvolává při inhalaci u králíků toxický úči-

nek. Cytotoxicitou anilin hydrochloridu a peroxidisíranu amonného se zabývá práce Kuce-

ková et al. (2012), v této práci nebyla anilin hydrochloridu v koncentraci 0,03 až 0,25 

mg/ml prokázána cytotoxicita a peroxidisíran amonný vykazoval cytotoxické účinky 

v koncentracích od 0,5 až 25 mg/ml. Obě látky byly testovány na buněčné linii lidských 

keratinocytů HaCaT. Zkoumán byl také vliv oligomerů anilinu. Ze studie Zhang et al. 

(2012) vyplývá, že dimery, trimery i teramery mají cytotoxické účinky na buňky linie Ha-

CaT i linie lidských alveolárních buněk A549. Nejvyšší cytotoxicitu z testovaných oligo-

merů vykazovaly trimery. 

 Vyhodnocení cytotoxicity koloidního polyanilinu, které je cílem této práce, je tedy 

prvotní studií, která rozšiřuje dosavadní znalosti o koloidním polyanilinu. Podle prezento-

vaných výsledků cytotoxicity lze za necytotoxické považovat koncentrace 0,2 % a 0,1 % 

koloidního polyanilinu v kultivačním médiu. Tyto koncentrace nevykazovaly cytotoxicitu 

u linie lidských keratinocytů HaCaT ani u linie myších fibroblastů NIH/3T3, která vykazo-

vala vyšší citlivost. Buněčná linie NIH/3T3 je běžně ve výzkumu cytotoxicity používanou 

linií, o čemž svědčí řada publikovaných prací jako například článek Rucinska, Roszczyk, 

Gabryelak (2008) vyhodnocující cytotoxicitu isoflavonoidu genisteinu u této buněčné linie 

nebo práce  Kathirvel a Ravi (2012), která zkoumá cytotoxicitu esenciálního oleje získané-

ho z bazalky na řadě buněčných linií, mezi kterými je i linie NIH/3T3.  

 Koncentrací 0,2 % a 0,1 % koloidního polyanilinu je díky jejich konduktivitě dle 

Sulimenko et al. (2001) možné použít pro aplikace v biotechnologiích, například 

v biosenzoru pro cholesterol, o kterém pojednává článek Dhand et al. (2007). Navíc je 

možné považovat koncentrace 0,2 % a 0,1 % za šetrné k životnímu prostředí.  

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 51 

 

ZÁVĚR 

 V praktické části této bakalářské práce byl stanovován cytotoxický vliv koloidního 

polyanilinu na buněčné linie lidských keratinocytů HaCaT a myších fibroblastů NIH/3T3 

pomocí MTT testu, tedy měření absorbance vzorků buněk s různými koncentracemi ko-

loidního polyanilinu s přídavkem MTT v koncentraci 0,5 mg/ml kultivačního média. Vý-

sledky byly vyhodnoceny jednak pomocí průkaznosti rozdílů mezi průměrnými hodnotami 

absorbancí jednotlivých vzorků vůči referenci a jednak dle ISO normy pomocí procentuál-

ního vyjádření buněčné viability ve srovnání s referencí. Pro kontrolu morfologie, počtu 

buněk, fyziologických a patologických jevů po působení různých koncentrací koloidního 

polyanilinu na buněčné linie keratinocytů HaCaT a fibroblastů NIH/3T3 bylo použito mik-

rofotografií z invertovaného mikroskopu s fázovým kontrastem a mikrofotografií z fluo-

rescenčního mikroskopu po obarvení vzorků pomocí fluorescenčního barviva Hoechst 

33258. 

 Z výsledků lze usoudit, že koloidní polyanilin vykazoval větší cytotoxické účinky 

na buněčnou linii NIH/3T3. Toto tvrzení potvrzuje fakt, že u linie fibroblastů bylo procen-

tuální vyjádření viability nižší o 17 % až 35 % než u linie keratinocytů.  

 Pro buněčnou linii HaCaT lze konstatovat skutečnost, že koncentrace 0,1; 0,2; 0,4; 

0,6; 0,75; 0,9 a 1 % koloidního polyanilinu nevykazovaly statisticky průkazně nižší viabili-

tu buněk, než reference. Tento výsledek potvrzuje také procentuální vyjádření viability, 

ze kterého je zřejmé, že tyto vzorky se nejevily jako cytotoxické. Oproti tomu koncentrace 

2 % a 3 % již vykazovaly statisticky průkazně odlišnou buněčnou viabilitu než reference 

a dle procentuálního vyjádření cytotoxicity je lze pokládat za slabě cytotoxické.  

 Pro buněčnou linii NIH/3T3 z výsledků vyplývá následující: všechny koncentrace 

koloidního polyanilinu použité v tomto testu statisticky průkazně vykazovaly nižší viabilitu 

buněk než hodnoty reference. Koncentrace 0,1 % a 0,2 % však podle procentuálního vyjád-

ření viability nevykazovaly cytotoxický efekt. U koncentrací 0,6 % a 0,75 % procentuální 

vyjádření buněčné viability prozradilo slabou cytotoxicitu. Koncentraci 0,9 % dle procen-

tuálního vyjádření buněčné viability bylo možné označit jako středně cytotoxickou. Kon-

centrace 2 % a 3 %, lze na základě procentuálního vyjádření viability (< 40 %) pokládat za 

silně cytotoxické. Koncentrace 0,4 % a 1% v závěrečném vyhodnocení uvedeny nebudou, 

jelikož byly s největší pravděpodobností ovlivněny chybou měření. 
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 Za necytotoxické koncentrace koloidního polyanilinu v médiu lze tedy pokládat pou-

ze 0,1 % a 0,2 % roztoky. Z výše uvedených výsledků je možné konstatovat, že využití 

koloidního polyanilinu v biotechnologických aplikacích lze pouze v koncentracích 0,1 % 

a 0,2 %.  

 V započatých výzkumech toxického vlivu koloidního polyanilinu na různé buněčné 

linie se bude v laboratořích Univerzity Tomáše Bati i nadále pokračovat. 
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