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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je stanovit cytotoxicitu precisténych polyanilinovych praska. Jako
precistovaci média budou pouzita metanol a kyselina chlorovodikova. Prace navazuje na
diive publikované studie zabyvajici se cytotoxicitou polyanilinu ve formé prasku a jeho
precisténim. Polyanilin je zkouman hlavné pro svou schopnost vést elektricky proud. Poly-
anilin se vyskytuje ve tfech rtiznych formach, ale jenom jedna je stabilni a to semi-
oxidovana forma, emeraldine. Emeraldine se dale vyskytuje ve dvou formach a to 1) zele-
n¢ zbarvena, vodiva forma polyanilinu — emeraldinova sul, jejiz vodivost se pohybuje v
fadech 100 Sm™ a 2) emeraldinova béze, coz je nevodiva forma polyanilinu. Emeraldino-
vou sil Ize prevést na emeraldinovou bazi pomoci zmény pH. Vyhodnoceni bude probihat
na extraktech pripravenych z pfedem syntetizovaného a precisténé¢ho polyanilinového
prasku. Metody vyhodnoceni budou MTT test, ktery je vhodny pro stanoveni viability bu-

n¢k a prutokova cytometrie, ktera je vhodna k rozeznani typu bunééné smrti.

Kli¢ova slova: polyanilin, apoptoza, nekroza, MTT test, flow cytometry

ABSTRACT

The aim of my thesis is to determine cytotoxicity of purified polyaniline powders. The me-
thanol and hydrochloric acid will be chosen as the purification media. The cytotoxicity of
the standard polyaniline has been already determined and published. The thesis is therefore
a follow up study based on the results of those studies. Polyaniline is examined mainly for
its conductivity. The polyaniline exists in three diferent forms, but only one is stable. The
stable form of polyaniline is semi-oxidated and is called emeraldine. Emeraldine further
exists in two forms, and that is 1) green coloured, conducted form of polyaniline — emer-
aldine salt, whose conductivity is in the range of 100 Sm™ and 2) emeraldine base, which is
nonconductive form of polyaniline. The emeraldine salt could be transferred to emeraldine
base by the change of pH. The evaluation of cytotoxicity will be determined on the ex-
tracts of polyaniline powder. The polyaniline powder will be synthesized and modified.
The evaluation methods will be MTT test, which is suitable for determination of viability

of cells and flow cytometry, which is suitable for identifying the type of cell death.

Keywords: Polyaniline, apoptosis, necrosis, MTT test, flow cytometry
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UvVOD

Diplomova prace se zabyva studiem polyanilinu, coz je jeden z hlavnich zastupct
vodivych polymert. Za objev této skupiny polymertu byla v roce 2000 udélena Nobelova
cena za chemii (The Nobel Prize in Chemistry, 2000). Polyanilin se vyskytuje ve tiech
ruznych formdach, ale jednom jedna je stabilni. Tato stabilni forma polyanilinu je semi-
oxidovana a nazyva se emeraldine (Boyer, et al., 1998). Emeraldine se dale vyskytuje ve
dvou formach a to zelené zbarvena, vodiva forma polyanilinu — emeraldinova stl, jejiz
vodivost se pohybuje v fadech 100 Sm™. Emeraldinovou sl Ize pfevést na nevodivou for-
mu polyanilinu, emeraldinovou bazi (Stejskal, 2002). Cytotoxicita polyanilinu byla jiz sta-
novena a vzhledem Kk tomu, ze je piili§ vysoka, se dal$i prace zabyvaji jejim snizenim.
V praci Humpolicek at al. (2012) studovali reprotonovany a deprotonovany polyanilin a
zjistili, Ze mira cytotoxicity je zpusobena nizkomolekularnimi vedlejSimi produkty, které
vznikaji pii syntéze. Dalsi prace Stejskal et al. (2014), ktefi polyanilin zkouseli ptecistit
pomoci N-metylpyrolidonu a kyseliny sirové (96%). Tato metoda sniZuje cytotoxicitu po-

lyanilinu, ale ne na pozadovanou urovei.

Cytotoxicita bude zkoumana podle metod uvedenych v CSN EN ISO 10 993-5
»ZkouSky na cytotoxicitu in vitro“. V této praci se bude cytotoxicita stanovovat pomoci
metod MTT a pritokova cytometrie. Vzorky budou pfipraveny pomoci metody uvedené
v CSN EN ISO 10 993-12 , Piiprava vzorki a referenénich materiald®. Bude pfipraven
polyanilinovy prasek syntézou podle [UPAC (Stejskal, 2002). PraSek bude dale modifiko-
van pomoci pie¢isténi v médiu. Jako pred¢istovaci médium bude zvoleno 0,2M kyselina
chlorovodikova a metanol. Budou pfipraveny tfi modifikované prasky 1) modifikace po-
moci kyseliny chlorovodikové, 2) modifikace pomoci metanolu a 3) modifikace pomoci
kyseliny chlorovodikové a nasledné metanolu. Z takto ptipravenych prasSkl se budou stu-
dovat extrakty na pifedem kultivovanych burnikach z bunécné linie mySich fibroblastd
NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™, USA). Extrakty budou ptidany ve snizujici se fadé kon-
centraci a bude vyhodnoceno, jaka koncentrace jiz neni cytotoxicka. Stanoveni viability
bunék bude provedeno pomoci testu MTT. Piipadné rozeznani typu bunécné smrti u odum-
felych bunék bude vyhodnoceno pomoci pritokové cytometrie. Kde jako fluorochromy

budou pouzity Annexin V-FITC a PI.
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1 BIOMATERIALY

Termin biomateridl mize byt aplikovan pro pfirodni materidly nachazejici se bézné
Vv téle, jako jsou kosti, pojivové tkané, chrupavky atd., ale i pro syntetické materialy, jez
nahrazuji ty pfirodni, jako je nerezova ocel, kobalt, chrom, slitiny titanu, polymery, kera-
mika a kompozity (Milles, Gheduzzi, 2012). V obecné rovin¢ jsou timto terminem oznaco-
byla publikovana v ramci konference Clinical Applications of biomaterials (NIH Consens
Statement, 1982): biomateridly byly definovany jako latky (jiné nez léciva) nebo kombina-
ce latek, syntetickych nebo pfirodniho ptvodu, které mohou byt pouzity po libovolnou
dobu, jako celek nebo jako ¢ast systému, ktery posuzuje, zvySuje, nebo nahradi kteroukoli

tkan, organ, nebo funkci téla.

V posledni dobé¢ se stava pole biomateriald interdisciplinarni védou také diky moleku-
larni biologii, ktera védciim umoznuje navrhnout material, jez bude obsahovat specifickou
biologickou funkci (Daw a Tonzani, 2009). Povrchy materialti hraji dtlezitou roli pti navr-
hu a vyvoji biomaterial v oblasti biomedicinskych aplikacich, jelikoZ se vétSina biologic-
kych interakci odehrava na povrchu materialu. Jiz v 19. stoleti bylo pozorovanim stanove-
no, ze povrchy ovlivituji biologické reakce. Pokrok v uplynulém Ctvrtstoleti vyrazné zvysil
schopnost charakterizovat povrchové slozeni a molekularni strukturu biomaterialii. Dalsi
vyznamny pokrok byl dosazen i v oblasti materidlové a v oblasti molekularni biologie.
Kombinace téchto pokrokd umoznily vyvoj biologického modelu pro studovani povrcho-
vych vlastnosti materidli. Hlavnim cilem vytvofeni biologického modelu je ziskat podrob-
né znalosti o tom, jak povrchové vlastnosti ovliviiuji biologickou interakci bunék s timto

povrchem (Castner a Ratner, 2002).

Topografii povrchu lze ovlivnit naptiklad zavedenim nanostruktury. Zavedena nano-
struktura miZe zpUsobit, Ze hydrofobni povrch se stava vice hydrofobni a hydrofilni po-
vrch vice hydrofilni (Li et al., 2014). Tento fakt vysvétluje Wenzeliv model, coz je metoda
vhodné pro zkouméani povrchu a jeho hydrofobity v zavislosti na drsnosti povrchu. Wenze-
Iiv model popisuje thel sméaceni a jeho rozdilnost mezi hladkym a drsnym povrchem.
Uhel smadeni je naslednd vypocten z rovnice (Jamaguchi, et al., 2014). Topografie po-
vrchu muze zlepsit biologické vlastnosti, naptiklad material Pluronic® - smés s obsahem
polyuretanu je odolna proti navazani proteinti a zavedeni spravné topografie povrchu po-

dobné lotosovému kvétu mize jesté dale snizit adsorpci proteint (Li et al., 2014). Méteni
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kontaktniho uhlu vody prokézalo, Ze hydrofobilita vzniklého materidlu Pluronic® byla zvy-
Sena diky topografii povrchu podobné lotosovému kvétu (Zheng et al., 2014). Pochopeni
toho jak spolu koreluji povrch materialu a mezifazové vlastnosti s biologickymi funkcemi
materidlu je nutné pro dal$i vyvoj biomaterialti. Polymery zde hraji ¢im dal vétsi roli jak
v pripravé dobfe definovanych povrchovych struktur tak i ve vyrobé vyrobkl s danym po-

vrchem, které se vyrabi pomoci chemické modifikace (Li et al., 2014).

1.1 Biokompatibilita

Obecnou definici tohoto pojmu se rozumi piijeti materialu do tkan¢ jako celek (Park a
Bronzino, 2003). Tim padem je mozno konstatovat, Ze vSechny biomaterialy by méli byt
biokompatibilni s biologickym systémem ve kterém se budou nachédzet. Coz znamena, Ze
by materidl mél byt netoxicky, nekarcinogenni, neindukujici imunologickou reakci, nemu-
tagenni, a nemél by zpusobit zadné podrazdéni nebo alergickou reakci, at’ uz mistni nebo
systémovou (Shi, 2004). Jelikoz mezi lidskou tkani a ostatnim materidlem, ktery bychom
chtéli dat s tkani do kontaktu, je mnoho rozdili (Black, 2006), proto pfesna a jednoznacna
definice biokompatibility neexistuje (Park a Bronzino, 2003). Pojmem biokompatibilita je
oznacovana vlastnost materidlu, ktera popisuje interakce, probihajici mezi biomateridly a
tkani t€la (Williams, 2003). VSechny tyto interakce probihaji mezi biomateridlem a bui-
kami tkané a extracelularnim matrixem (ECM). ECM je mimobunééna hmota slozena
z bilkovin, které poskytuji platformu pro buné¢nou adhezi a aktivaci vysoce regulovanych

signalnich drah (Rahmany a Van Dyke, 2013).

Pro uréeni stupné biokompatibility je nutné provést sérii testt (Ahad et al., 2013).
Soubor pravidel pro testovani téchto a dal§ich vybranych vlastnosti zdravotnickych pro-
sttedkll je uveden v souboru norem CSN ISO 10 993 ,,Biologické hodnoceni zdravotnic-

kych prosttedkt.

1.1.1 MozZnosti ovlivnéni biokompatibility

Polymerni materialy jsou Casto pouzivany v oblasti biomedicinskych aplikacich, ale
interakce polymeri s buitkami 1 krevnimi bilkovinami vyvolava nezadouci odpovéd’. Bylo
vyvinuto nékolik metod pro povrchovou modifikaci polymert s cilem zlepsit jejich biolo-
gickou kompatibilitu (Recek et al., 2014). Mezi tyto metody patii jak fyzikalni tak i che-

mické metody. Casto vyuzivané metody jsou napiiklad oetieni povrchu plasmou & ionto-
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vym nebo UV-zatenim. Nicméné tyto metody jsou Casto spojeny s negativnimi vedlej$imi

ucinky (Ahad et al., 2014).

Jako ptiklad mozného ovlivnéni biokompatibility uvadim experiment, ktery byl pro-
veden na Slovinské univerzité védci Recek. et al. (2014). Porovnavali standardni polysty-
ren (PS) a oplasmovany PS dvéma rtiznymi druhy plasmy — bud’ Oz plasmou nebo plasmou
CF4. Test byl provadén na lidskych buitkich HMEC (ATCC® CRL-3243™), kde se sledo-
vala proliferace a adheze proteinu albuminu na samotny povrch vzorku. Vysledky pfilna-
vosti proteinu byly porovnany pomoci rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS),
viabilita bun¢k a jejich morfologie byla studovana pomoci MTT testu a skenovaci elektro-
novou mikroskopii (SEM). Méteni XPS ukazala, Ze mnoZzstvi adsorbovaného proteinu byla
pro oba vzorky oplasmovaného PS vyssi nez u standardniho PS neoSetieného plasmou.
MTT test prokazal lepsi bunécnou proliferaci na povrchu vzorku PS osetieného pomoci O2

plazmou.
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2 VODIVE POLYMERNI MATERIALY

Vodivé polymerni materialy jsou skupina latek, které vykazuji odlisné chovani od
béznych polymert, jejich vlastnosti se méni v zavislosti na elektrochemickém potencialu
(Freund a Deore, 2007). To znamena, ze vykazuji elektrickou vodivost a to v rozmezi od-
povidajici vodivosti anorganickych polovodiéi, tj. 0,01 — 30 Scm™ (Stejskal, Kratochvil a
Jenkins, 1996).

Vodivé polymery se vyznacuji konjugovanym systémem dvojnych vazeb (tj. pravidel-
né stfidani vazeb jednoduchych a dvojnych), mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii polypy-

rol, polythiopentan a polyanilin (Freund a Deore, 2007).

2.1 Objev vodivych polymernich materiala

Na konci 20. stoleti byla objevena nova skupina materiald - vodivych polymert, tim se
pouziti polymerti posouva i do jinych oblasti technického pouziti a to zejména do oblasti
energetickych (Freund a Deore, 2007). Nejcastéji nachazeji pouziti v oblasti vyroby pali-
vovych ¢lanki (Wang, et al., 2009). Tento vyznamny objev byl uznan védeckou komuni-
tou v r. 2000, kdy byla za objev vodivych polymert udélena Nobelova cena za chemii véd-
cum Hideki Shirakawa, Alan J. Heeger a Alan G. MacDiarmid (Freund a Deore, 2007).
Zabyvali se polyacetylenem, ktery i kdyz byl v roce 1974 ptipraven jako stiibfity film pfi-
pominajici kov, byl stale nevodivy. Tito védci vSak v roce 1977 zjistili, Ze oxidace chloro-
vymi, bromovymi nebo jodidovymi parami na polyacetylenové folii zvysi jeji vodivost 109
krat. Vystaveni polyacetylenové folie proti halogenu bylo nazvano ,,dopovani‘ analogicky
s dopovanim polovodi¢ii. Dopovana forma polyacetylenu méla vodivost 105 Sm™ coZ byla
hodnota pro polymery naprosto nevidana. Pro srovnani polytetrafluoretylen (PTFE) ma
vodivost 10-16 Sm™ a vodivost stiibra a médi je 108 Sm™. Tim bylo objeveno, Ze kli¢ovou
vlastnosti vodivych polymert je pfitomnost konjugovanych dvojnych vazeb podél hlavni-
ho fetézce polymeru (The Nobel Prize in Chemistry, 2000). Pro znazornéni konjugovanych
dvojnych vazeb je na obrazku ¢. 1 uveden strukturni vzorec polyacetylenu, ktery ve své

struktufe konjugované dvojné vazby obsahuje.
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Obrazek 1 — strukturni vzorec polyacetylenu
(The Nobel Prize in Chemistry, 2000)

Nicméng, konjugované vazby nejsou dostateénym jevem k tomu, aby byl polymer vo-
divy. Podstatnou roli hraji legovaci latky (anglicky se oznac¢uji dopant nebo doping agent)
cozZ jsou piimési, které jsou do latky vloZzeny v malych koncentracich a jsou tedy nosicem
naboje, bud’ ve formé extra elektronu, nebo ,,diry*“. Dira je pozice, kde elektron chybi a
muze byt zaplnéna jinym elektronem, ovSem po pfeskoku elektronu se vytvofi nova ,,dira“,

ktera muze migrovat na velké vzdalenosti (The Nobel Prize in Chemistry, 2000).

2.2 Polypyrrol

Polypyrrol neboli zkracené PPY je velmi vyznamny zastupce skupiny vodivych po-
lymerd, ktery ma také vyznamny biomedicinsky potencial. PPY je intenzivné studovan
diky své biokompatibilité in vitro i in vivo, snadné syntéze a hlavné elektrické vodivosti. In
vitro studie prokazaly, ze PPY podporuje adhezi a rast riznych typt bunék. Ve studii
Vaitkuviene et al. (2014) byl vytvotfen povrch z PPY na zlatych destickach na kterém byla
studovana adheze a proliferace mySich kmenovych bunék z kostni dfené. Vysledky ukaza-
ly, Ze jsou tyto substraty vhodné pro adhezi a proliferaci mysich kmenovych bunék. V dalsi
studii Kai et al. (2011) se PPY jevi jako vhodny material pro tvorbu kompozitu pro rekon-
strukci tkané srdce. Napftiklad po infarktu myokardu. Kompozity obsahujici 15% PPY na-
novladken vykazuji nejlepsi vlastnosti, které jsou vyzadovany pro regeneraci srdecni tkane.
Konkrétn€ jsou to vlastnosti v oblasti vodivosti, mechanické vlastnosti a biologicka rozlo-
zitelnost. V dalsi studii Park et al. (2012) byl PPY studovan jako soucast antimikrobialnich
¢inidel proti Gram pozitivnim i Gram negativnim barteriim. Z PPY byly vytvofeny na-
notrubice, na kterych byly obsazeny stiibrné nanocastice. Vysledky ukazuji, Ze inhibi¢ni
zOna se zvySuje s vyS$i koncentraci stiibrnych nanocastic na podkladu z PPY. Strukturni

vzorec PPY je vyobrazen na obrazku €. 2.
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Pyrrole Polypyrrole

Obrazek 2 — strukturni vzorec pyrrolu a nasledné¢ polypyrrolu

(Miah et al., 2012)

2.3 Poly(fenylendiamin)

Fenylendiaminy uzce souvisi s anilinem a mohou byt obdobné jako on oxidovany na
odpovidajici oligomerni ¢i polymerni jednotky, které 1ze snadno ptipravit chemickou nebo
elektrochemickou oxidaci. Vodivost fenylendiaminli je mnohem niz$i ve srovnani s poly-
anilinem. Chemicka podobnost struktury polyanilinu a polyfenylendiaminu zptisobuje po-
dobné vlastnosti obou skupin jako je naptiklad redoxni potencial (tj. schopnost prevést
jednoho z reakénich partnertt do oxidovaného stavu). I kdyZ je vodivost dilezity parametr
pro vodivé polymery, neni vyZzadovan jako jediny pro aplikaci vodivych polymera. Poly-
mery odvozené od fenylendiamint jsou v posledni dob¢ stale vice studovany v oblasti bi-
omateriall. Zde mohou najit své uplatnéni v aplikacich, kde se wvyskytuji obavy
z potencialni toxicity zptsobené anilinem ¢i jeho oligomery (Stejskal, 2015). Strukturni

vzorec polyfenylendiaminu je zndzornén na obrazku ¢. 3.

a
/NH Nsz i :NH\ : NH;
NH NH, NH NH,
/NH\ / | NHUNHﬁNH
SNOWHTNT ONRTT Y N NH
Obrazek 3 — idealizovana struktura polyfenylendiaminu

vytvofena oxidaci z a) jednoho nebo b) obou aminovych skupin

p-fenylendiaminu (Stejskal, 2015)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

2.4 Polyanilin

Polyanilin (PANI) je dalsi vyznamny zastupce vodivych polymeri. Objeveni PANI se
datuje jiz pted 180 lety, ma tedy nejdelsi historii ze vSech vodivych polymert. Prvni pokus
provedl némecky analyticky chemik F. F. Runge (1795 - 1867), ktery v roce 1834 publiko-
val svou praci o barevné zméné PANI z tmave zelené na ¢ernou. Do podvédomi jako vodi-
vy polymer se dostal az v roce 1960, kdy védci Josefowicz a dalsi objevili, ze peclivé pii-
praveny emeraldine (polyanilinova sul) ma vysokou vodivost. Vodivost PANI byla obje-

vena o desetileti difve nez samotny objev vodivych polymeri (Cirié-Marjanovi¢, 2013).

Dulezité aspekty, pro¢ je PANI studovan, jsou jeho nizké naklady na vyrobu a ekolo-
gicka stabilita. Vyrabi se z n¢j napiiklad svétlo emitujici diody, palivové ¢lanky, antiko-
rozni barvy nebo antistatické zatizeni (El Khalki et al., 2003). V oblasti mediciny a biolo-
gie jsou slibné oblasti pro vyuziti PANI i jinych vodivych polymert, soucasn¢ se nejcastéji
zkouma polypyrrol. Pro uplatnéni PANI se jevi slibné naptiklad monitorovani zivotnich
funkei v zivych organismech, i jejich stimulaci (Guimard, et al., 2007). Dale se jeho vy-
zkum zaméiuje predevsim pro uplatnéni v regeneraci srdeéni ¢i nervové tkané (McKeon, et
al., 2010) a to zejména diky schopnosti pfenosu naboje na rozhrani biologickych objektt a
elektrod (Stejskal et al., 2009). Dalsi potencialni uplatnéni neni zaloZeno na vodivosti, me-
zi tyto aplikace patii napiiklad antimikrobidlni prostfedky (Boomi a Prabu, 2013) nebo

pouziti pii fototermalni destrukci nadort (Ibarra, et al., 2013).

2.4.1 Struktura PANI

PANI se vyskytuje v mnoha formach, které se mezi sebou lisi v mnozstvi atomuti du-
siku ve dvou formach. 1) redukovanych (aminovych, NH-skupin), pln¢ redukovana forma
se nazyva Leucoemeraldine a 2) oxidovanych (iminovych, N-skupin), pln¢ oxidovana for-
ma se nazyva Pernigraniline (Bagheri et al., 2013). Tyto dvé formy PANI jsou nestabilni,
ale existuje i stabilni forma PANI, ktera je intenzivné studovana. Tato stabilni forma je
semi-oxidovana a nazyva se Emeraldine. U Emeraldinu a Pernigranilinu se vyskytuji sou-
bézné oxidované a redukované jednotky. Vodivy PANI lIze ziskat bud’ oxidovanim Leuco-
emeraldinu nebo proponovanim Emeraldinu (Boyer et al., 1998). Emeraldin se dale vysky-
tuje ve dvou formach. 1) zelen¢ zbarvena, vodiva (protonovana) forma polyanilinu — eme-
raldinova siil (PANI-H), jejiz vodivost se pohybuje v fadech 100 Sm™. Emeraldinovou stil
1ze pievést na 2) nevodivou formu, modrou polyanilinovou, emeraldinovou bazi (PANI-B)

(Stejskal, 2002). Strukturni vzorce vSech forem PANI jsou zobrazeny na obrazku ¢. 4.
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Protonated pernigraniline (blue) Pernigraniline base (violet)
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Protonated emeraldine (green, conductive) Emeraldine base (blue, unconductive)
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Leucoemeraldine (colorless)
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Obrazek 4 — Strukturni vzorce vSech forem PANI (Sapurina a Stejskal, 2008)

K piechodu mezi emeraldinovou soli a emeraldinovou bazi dochazi pti zméné pH a
to konkrétn¢ pti hodnoté pH 5 — 6, v této oblasti pH dojde i k poklesu vodivosti PANI az
na hodnoty fadové 10° Sm™. Obg vyse uvedené formy PANI vykazuji odli§né vlastnosti,
jak v oblasti vodivosti, tak i v oblasti biokompatibility s zivymi organismy, tkanémi ¢i jed-

notlivymi bunikami (Humpoliéek et al., 2012).

2.4.2 Syntéza PANI

Pfesna syntéza praskového PANI byla provedena a ozkousena po celém svété, podle
predpisu vytvofeném kolektivem pana Jaroslava Stejskala v roce 2002, nésledné byla

uznana spole¢nosti [IUPAC jako zavazny dokument, podle né&jz je PANI syntetizovan.

Syntéza je zaloZena na smichani vodného roztoku anilin hydrochloridu a hydroxy-
sulfatu amonného pii pokojové teploté. PANI vznikd ve formé sraZeniny, kterd je odd€lena
filtraci a suSenim. Pro IUPAC studii byla vybrana kyselina chlorovodikova
v ekvimolarnim poméru k anilinu, protoze efektivni polymerace anilinu bylo dosazeno
pouze v kyselém prostiedi. Pro syntézu byly pouzity rizné kyseliny, jak anorganické, tak
organické. Vysledny PANI se liSil rozpustnosti, stabilitou a hlavné vodivosti. Jako mono-
mer byl pouzit anilin hydrochlorid. Jako okysli¢ovadlo byla zvolena amonna stl peroxydi-
sulfatu. Samotny peroxydisulfat je bézné oxidovadlo. Amonna stil peroxydifsulfatu je Iépe

rozpustna ve vodé. Koncentrace anilin hydrochloridu byla stanovena na 0,2M. Kvi-
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li minimalizaci ptitomnosti zbytkového anilinu a pro ziskéani lepsiho vynosu PANI byl ve
studii IUPAC stanoven stechiometricky pomér mezi peroxydisulfatem a anilin hydrochlo-

ridem na hodnotu 1,25 (Stejskal, 2002).

Mechanismus polymerace se sklada ze ¢ty zakladnich kroku. Iniciace polymerace je
zapocata oxidaci anilinu na radikal. V dal$im kroku dochézi ke vzniku meziproduktu para-
aminodifenylamin procesem opétovné aromatizace na dvojmocném kationtu. Nasledné
béhem oxidace dvojmocného kationtu vnika plné oxidovana pernigranilinova sul polyani-
linu, coz vypliva z vysoké oxida¢ni schopnosti oxidantu. Nakonec po vycerpani veskerého
oxidantu je pernigranilinova sil redukovana nezreagovanym anilinem. Vznika zelena eme-

raldinova sil (Sapurina a Shishov, 2012). Schéma oxidace anilinu je zobrazeno na obrazku

¢. 5.
4n @—NHZ + 5n (NH,),S,0,

l(HA)

@ ®
HSO HSO",

+ 3n H,S0, + 5n (NH,),SO,

Obrazek 5 — schéma oxidace anilinu (Sapurina a Stejskal, 2008)

Chemicka oxidace PANI je vysoce exotermni reakci, pti niZ dochazi ke zméné ental-
pie 0 -105+1 kcal/mol. I kdyz reakéni teplo je do znacné miry neménné vysledny produkt
zavisi na reakénich podminkach a i poméru vychozich monomert (Fu a Elsenbau-
mer, 1994). PANI Ize tedy ziskat jednoduchou chemickou polymeraci ve vodném roztoku.
Muizeme tak pfipravit PANI ve formé prasku, tenkych filmi, vldken a koloidni suspenzi
(Blinova, et al., 2005). Dale je mozné z PANI piipravit krom¢ klasické globularni struktury
I nanostrukturni materialy (Long, et al., 2011). Lze pfipravit nanotrubicky, ty se pfipravuji
Vv roztocich stiedné kyselych (Konyushenko, et al., 2006) a nanovlakna ty jsou pfipravova-

na taktéz ve zfedénych roztocich (Long, et al., 2011).
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2.4.3 Cytotoxicita PANI prasku

Ackoliv je PANI vodivy polymer se Sirokym aplika¢nim potencialem v oblasti bio-
technologie a mediciny, nejsou udaje o jeho biokompatibilité¢ dostacujici. Duvod nedosta-
te¢nych informaci o biokompatibilit¢ PANI prasku je zfejm¢ zaloZen na skuteCnosti, ze
PANI je pouzivan velmi opatrn¢. Monomer (anilin) a jeho reakéni meziprodukty (anilinové
dimery a oligomery) jsou aromatické aminy, které mohou byt fyziologicky aktivni nebo
dokonce skodlivé. Anilinové dimery i benzidin (aromaticky derivat anilinu) vykazuji kar-
cinogenni uc¢inky, nicméné¢ PANI sam o sobé ve vodném prostiedi rozpustny neni, proto
jen stézi muze byt toxicky. VSechny vyse uvedené nizkomolekularni produkty vznikajici

pii syntéze PANI prasku mohou zpusobovat uré¢ité problémy (Humpolicek, et al., 2012).

Publikované studie zabyvajici se PANI biokompatibilitou Ize rozdélit do dvou skupin:
1) in vivo testovani schopnosti implantace a nasledné post implantaénich zmén tkané
Vv okoli implantatu (Wang, at al., 1999) a 2) pievazujici skupina metod testovani biokompa-
tibility se zabyva hodnocenim proliferace in vitro a/nebo diferenciaci bunék na PANI po-
vrchu (Bidez, at al., 2006). Diive publikované studie se zabyvali PANI komplexy (Bayer,
et al., 2010), PANI kompozity (Fernandes et al., 2010) anebo elektrickymi PANI smé&si
(McKeon, et al., 2010). Studie, které se zabyvaji témito kombinovanymi materialy a modi-
fikovanymi PANI povrchy mohou poskytnout pouze omezené informace o biokompatibili-
té a chovani PANI jako takového (Humpolicek et al., 2012).

Soucasné studie PANI se zamétuji na praSkovou formu toho polymeru. To umoziuje
zobecnéni ziskanych vysledkli a jejich uplatiiovani v pfipadech, kdy se PANI pouZziva
v kombinaci s jinymi polymery nebo materialy. Vysledky téchto studii cytotoxicity mohou

aproximovat zakladni bunéénou odpovéd’ na testované latky (Humpolicek, et al., 2012).

Studie Humpolicek et al. (2012) se zabyva cytotoxicitou praskového PANI. Test byl
proveden na dvou bunéénych liniich HaCaT (lidské keratinocyty) a HepG2 (lidské hepato-
celularni karcinomni buiiky). Vzorky PANI byly pfipraveny podle studie IUPAC (Stejskal,
et al., 2002) reakci anilin hydrochloridu a peroxidisulfatuamonného. Uvedenou reakci
vznikd PANI-H. Nésledné byl pfipraven vzorek i PANI-B, ktery vznika z PANI-H zménou
jeho pH. Tato zména byla vyvolana pfidavkem hydroxidu amonného, takto vznikla su-
spenze PANI-H a hydroxidu amonného se ponechala 24 hodin, poté byl jiz vysledny pro-
dukt PANI-B odfiltrovan. Za G¢elem testovani vlivu moznych neéistot ve vzorcich, byly

pfipraveny dalsi vzorky a to reprotonovany PANI (R-PANI-H). Coz bylo provedeno pono-
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fenim PANI-B do 1M kyseliny chlorovodikové, vysledny produkt (R-PANI-H) se pak od-
filtruje jako ostatni vzorky. Posledni typ PANI byl pfipraven z jiz reprotonovaného vzorku,
kdy se jeho cast opét deprotonuje ponoienim do 1M hydroxidu amonného a tim ziskame
deprotonovanou PANI bazi (DR-PANI-B). Vysledky ziskané touto studii jasné dokazuyji,
ze cytotoxicita PANI uzce souvisi s koncentraci PANI extraktu. Dale bylo pozorovano, ze
PANI-B vykazuje nizsi cytotoxicitu nez PANI-H. Ale vzhledem k sifce mozného biologic-
kého vyuziti byly hodnoty cytotoxicity u PANI-H i PANI-B povazovany za velmi vysoké.
Reprotonované/deprotonované vzorky PANI vykazuji pozitivni G¢inek ve snizeni cytotoxi-
city PANI. Tento test prokazuje, ze cytotoxicita PANI je zpusobena hlavné nizkomoleku-
larnimi necistotami ve vzniklém polymeru, jak jiz bylo feCeno vyse, samotny PANI neni

rozpustny ve vode.

2.4.4 Necistoty v PANI

Obecné se v PANI vyskytuji dva typy nizkomolekularnich latek a to jsou 1) vedlejsi
produkty a oligomery na bazi anilinu (Zhang, et al., 2012) a 2) kyseliny, které tvoti s PANI
soli. Cisténi PANI je z diivodu redukce prvniho typu nizkomolekularnich latek velice diile-
zité. Pouziva se k tomu metoda presraZeni, je to bézné€ uzivana metoda v polymerni techno-
logii, ktera slouZzi k odstranéni zbytkovych monomert a jakékoliv jiné nizkomolekularni
latky ptitomné ve vzorku. Polymer je rozpustén ve vhodném rozpoustédle a po kapkach je
pridan do velkého piebytku latky, kde se vysrazi pouze polymer, a nizkomolekularni latky

zustanou rozpustény. Polymer muZze byt snadno separovan (Stejskal, et al., 2014).

Na tuto moZnost odstranéni necistot v PANI a tim tak sniZeni jeho cytotoxicity nava-
zal vyzkum Stejkal et al. (2014). Byly pfipraveny vzorky, jak globularniho, tak i nanotubu-
larniho PANI-H. Vyznamnou roli vzniklé morfologie PANI hraje prostiedi, ve kterém je
syntéza provadéna. Globularni PANI vznik4 v prostfedi velmi kyselém a nanotubuldrni
PANI vznika v prostfedi mirné kyselém az zasaditém Vzniklé nanotubularni oligomery jiZ
nejsou vodivé. Rozdil mezi obéma piipravenymi morfologiemi lze pozorovat na obrazku

¢. 6.
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Obrazek 6 — Morfologie PANI: a) globularni morfologie, b) nanotubularni

morfologie (Stejskal et al., 2014)

Cast pripravenych vzorkl byla precisténa pomoci koncentrované kyseliny sirové
(96%) a ¢ast pomoci N-metylpyrrolidonu (NMP). V obou téchto rozpoustédlech byl PANI-
H rozpustén a nasledné po 30 dnech se nerozpustna ¢ast odfiltruje a rozpustény PANI-H se
pfidd po kapkédch do 1,5 |1 metanolu a 15 ml koncentrované kyseliny sirové. SraZenina
PANI se shromézdi na filtru a vysusi se pifi pokojové teploté. Aby na téchto vzorcich byl
stanoven test cytotoxicity, muselo u nich dojit jesté ke sterilizaci pomoci suchého tepla na
121°C po dobu 20 minut. Samotny test cytotoxicity byl proveden na mysich embryonal-
nich fibroblastech bunééné linie NIH/3T3. Vysledky ukdzaly, Ze tento zptsob ¢isténi sni-
Zuje cytotoxicitu, ale ne na pozadovanou uroven. Co se tyce rozdilu mezi globularni a na-
notubulérni formou PANI-H jsou jejich vysledky podobné, i kdyz pro globularni strukturu

jsou mirné vyssi.
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3 METODY STANOVENI BIOLOGICKYCH CHARAKTERISTIK

Testovani materiald, jez piijdou do kontaktu s lidskou tkani, podrobné popisuji Ceské i
mezinarodni normy. NejdiileZit&jsi série dokumentti v Ceské legislativé je norma: CSN EN
ISO 10993 ,, Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredkii”. Tento rozsahly spis je
platny od listopadu 2009 a je slozen z 20 dokumentt, které¢ definuji pouzivané postupy,
pozadavky a parametry nutné pro zarazeni materialu jako vhodného ke kontaktu s lidskym

organismem.

Pro praci s PANI je dulezité stanovit jeho cytotoxicitu in vitro, coz se provadi podle
paté ¢asti této normy, jez nese nazev ,, Zkousky na cytotoxicitu in vitro . Zde je presné de-
finovano, jakymi metodami, jak a za jakych podminek dany material otestovat. Testy jsou
voleny s ohledem na typ vzorku, misto aplikace a charakter pouziti. V normé jsou defino-
vany tfi rizné metody a to 1) zkouska extraktu pfipravené¢ho z testovaného materialu, 2)
zkouska ptimym kontaktem a 3) zkouska nepfimym kontaktem. Dale je v norm¢ definova-
no i jak spravné ptipravit vzorky a referen¢ni materidly, aby vysledky mohly byt srovnava-

ny a uznany za spolehlivé (CSN EN ISO 10993, 2009).

3.1 Bunéc¢na adheze

Zkousky bunééné adheze nejsou uvedeny v normé CSN EN ISO 10 993, jelikoZ neni
povazovana za test dostatecné vypovidajici o chovani materialu v biologickém prostiedi.
Nicmén¢ zda bunécéna adheze probéhne ¢i nikoli je dulezity faktor pro posouzeni, zda bude
material do biologického prostiedi ptijat. Buniky kultivované in vitro se za¢nou délit, az se
pfichyti adhezivnimi plaky k podloZce. Jakmile se buiika pfichyti k podloZce, spousti sviij
bunécény cyklus. Mechanismus plsobeni adheze na mitézu bunék zatim neni uspokojivé
vysvétlen. V bunécéné kultufe se setkavame s jevem zvanym kontaktni inhibice, coZ zna-
mena, Ze se bunky déli, dokud nesousedi s jinou bunikou. Jakmile buniky porostou cely po-
vrch, tak se jejich bunéény cyklus zastavuje (Necas, 2000). Adheze materialu
Vv biologickém prostiedi je pfedev§im ovlivnéna typem povrchu a i typem bunék, které maji

materidl osidlit (Ahad et al., 2013).

Komplexni mechanismus bunéné adheze a mnoha dalSich pochodii je zajistovan
prostiednictvim interakce bun¢k s ECM (Berrier a Yamada, 2007). Jak jiz bylo popsano
vyse, ECM je komplexni smés proteini. Slozky ECM jsou proteoglykany, coz je jeden

z typu glykoproteinu (protein s kovalentné vazanymi cukry), kolageny, rozpustné multi-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

adhezni proteiny (napiiklad laminin ¢i fibronektin) a dalsi latky. Slozeni a fyzikalni vlast-
nosti ECM se lisi v zavislosti na typu tkan¢, umisténi a jeho fyziologickém stavu. Kompo-
nenty ECM tvofi sit’ navazanim k sob¢ a komunikuji s bunkami vazbou na adhezni recep-
tory. Adhezni receptory jsou membranové proteiny zvané integriny. Tyto proteiny maji
externi Cast, jez se vaze na specifické slozky ECM naptiklad na kolagen nebo fibronektin a
cytoplazmatickou ¢ast, kde jsou vazany na aktin cytoskeletu (Lodish, 2013). Rozsahly vy-
zkum zabyvajici se strukturou a biologickym vlivem ECM na chovani a zanik bunék pro-
kazal, Ze pro navrh biomimetického materialu (= synteticky material zalozen na podobnosti
s biologickou strukturou) jsou podstatné tfi informace od ECM. 1) fyzikalni vlastnosti jako
ECM (pruznost, tuhost) podle mista aplikace, 2) specifické chemické signaly z ECM a 3)
nanotopografie povrchu (Mark, et al., 2009).

Dalsim piikladem vyzkumu bunééné adheze je tvorba tzv. topochipi, coz jsou malé
desti¢ky 2x2 cm? a uvnitt nich jsou jamky o velikosti 280x280 um, které se nazyvaji ,,to-
pounits® Topochipy maji riznou topografii povrchu vytvofenou z materialtt vhodnych pro
biomedicinské aplikace. V préci autori Unadkat a et al. (2011) byly pro analyzu bioaktivi-
ty povrchu pouzity lidské mezenchymalni buniky (hMSCs, ATCC® PCS-500-041), které
byly nasazeny na PLA (polymlé¢na kyselina) topochip. Po 8 hodinach byly buiiky snim-
kovany, jak vidime na obrazku €. 7. V €astech A-D lze pozorovat obarveny cytoskelet bu-
nék. Podle rozdilné topografie se buniky chovaji jinak. V ¢astech E-J jsou SEM snimky

bunék opét na odlisnych topografiich a mizeme pozorovat jejich odlisnou morfologii.
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Obrazek 7 — snimky adheze bunék na topochipu (Unadkat, et al., 2011)

Pocatecni fyzikalni a chemické postupy vhodné pro zlepSeni interakce biomaterialu
s biologickym prostifedim byly v posledni dobé doplnény o pokusy zvysit biologickou ak-
tivitu biomateriali napiiklad potaZzenim makromolekulami z ECM. Rozvoj nanotechnolo-
gii v posledni dob¢ oteviel moznost vystavby biomimetického povrchu s definovanou na-

notopografii, ktera dokaze stimulovat vhodnou interakci s interginy (Mark, et al., 2009).

3.2 Bunécéna proliferace

M¢éfeni proliferace se ¢asto pouziva pro zjisténi bunééné odpoveédi na konkrétni sti-
muly nebo toxiny. Stanoveni bunééné proliferace se pouziva i v béznych kvantifikacnich
metodach jako jsou naptiklad sledovani stavu bunééné kultury, odhad nejlepSiho Casu pro
tvorbu subkultury ¢i volba optimalniho fedéni bunék. Pocet bunék se stanovuje po nékoli-
kadenni kultivaci. Vysledny efekt daného stimulu nebo toxinu vyzaduje ristovou kiivku,
které mize byt pripravena napiiklad pomoci testu MTT nebo clonogenic assay (Freshney,
2005).
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3.3 Bunééna migrace

Studium migrace bunék je diilezité v mnoha oblastech biologie i mediciny. Naptiklad
hlavnim rysem vyvoje zvitat je migrace bun¢k dana podle pfedem urcenych drah. Bunéc-
nou migraci iniciuje vytvoreni velkého membranového vystupku na ¢ele buiilky. Hlavnim
cilem tohoto pohybu je polymerizace aktinu na membrané. Aktinova vldkna jsou na cele
bunky rychle zesiténé do svazkl a sité. Tyto struktury se nazyvaji lamelipodium a diky

jejich kontaktu s povrchem (napiiklad ECM) se butika pohybuje (Lodish, 2013).

Metoda vhodna k testovani bunécné migrace se nazyva Scratch assay. Bunky jsou
péstovany V Petriho misce s ristovymi faktory, které zaruci jejich rust. Po vytvofeni sou-
vislé monovrstvy se déleni zastavi, jak jsem uvedla jiz vySe v ¢asti bunééné adheze. Na-
sledné dojde k “poskrabani“ monovrstvy a odstranéni pasu bunck, generujeme tim vznik
rany, ktera obsahuje volny okraj buncék. Buiniky na okraji citi ztratu svych sousedu a

Vv reakci na komponenty ECM se pfesunou a zaplni tak prazdnou oblast (Lodish, 2013).

3.4 Mutagenita

Mutagenita je schopnost latek vyvolat mutace, coz je stdld zména poradi nukleotidl
vV DNA (deoxyribonukleovd kyselina). Nejvyznamnéjsi test mutagenity je Amesiv test,
ktery se provadi na bakteriich Salmonella typhimurium. Pouziva se pfi ném mutantni kmen
bakterii, které nejsou schopny syntetizovat histidin, a proto nemlZe riist na ptidach, které
tuto stavebni aminokyselinu neobsahuji. Testovana latka se pfidava ve zvolenych koncen-
tracich k Zivné piidé bez histidinu a sleduje se rist kolonii bakterii. Pokud ma latka mu-
tagenni G¢inek dochdzi u mutantd ke zpétnym mutacim a ty pak mohou rist. Mutagenita je
rozhodujicim faktorem pro iniciaci procesu karcinogeneze (vznik rakovinného bujeni), ale
samotny faktor mutagenity k rozvoji rakoviny nestaci. Mutagenita neni ani samotnou pod-
minkou karcinogenity. Existuje skupina epigenetickych karcinogenti, které nepiisobi geno-
toxicky, ale ovliviiuji vznik nddoru jinymi mechanismy, nejcastéji podporou proliferace

bunék (Linhart, 2014).

3.5 Testy bunééné smrti

Bunééna smrt ma riizné formy a utvaii podstatu zivota (Chaabane, et al., 2013). Na-
stavaji prevazné dva typy bunétné smrti. 1) Neprogramovand bunécna smrt nastava
v okamziku, kdy se buiika dostane do okoli, které je neslucitelné s jeji existenci. Tato smrt

se muze oznacit jako nahodna (=akcidentalni), katastroficka (Necas, 2000). 2) Programo-
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vana bunécna smrt je vysoce regulovana bunécna odpoveéd’. Historicky byly popsany tfi
typy bunécné smrti na zakladé morfologickych kritérii, 1) apoptodza, 2) autofagie a 3) ne-
kroza (Liu a Levine, 2014). Néktefi autofi, nekrotickou programovanou smrt oznacuji jako

necroptosis (Galluzi et al., 2014).

3.5.1 Nekroza

Pojem nekrdza byl zaveden v 19. stoleti chirurgickymi patology k popisu destrukci
tkdn€ (Sun a Wang, 2014). K nekréze dochézi tehdy, je-li nevratné poskozena néktera ze
zékladnich bunécnych funkci. Pri¢iny, které zptisobuji toto poSkozeni, mohou byt riznoro-
dé, naptiklad vniknuti chemickych latek, které znemoziuji metabolismus, infekce burky,
atd. Dochazi-li k nekréoze v mnohobunééném organismu, reaguje okolni tkan postizené
buiiky zpravidla zanétlivou reakci. Konenym procesem nekrdzy je zvétSovani objemu
buiiky, otok organel, nakonec dochazi k prasknuti plazmatické membrany a vyliti cytosolu

do mezibunécného prostoru (Necas, 2000).

Od 80. let 20. stoleti se védci zacali domnivat, ze i nekrdza lze regulovat, obdobné
jako apoptoza, tato domnénka byla v roce 2005 potvrzena. Tym védct kolem Junying Yu-
an objevil skupiny molekul, které ¢asti procesu nekrotické bunééné smrti reguluji. Tim
padem nyni rozliSujeme 2 typy nekrdzy a to akcidentdlni - nekrézu a geneticky regulova-

nou — nekroptozu (Galluzzi, et al., 2014).

3.5.2 Apoptéza

Slovo apoptoza pochazi z feckého apo = od a ptosis = pad. Ma charakteristické morfo-
logické 1 biologické projevy v buiice. Napadné jsou hlavné zmény na jadre, zde dochazi ke
kondenzaci chromatinu a ten se soustfed’'uje na periferii jddra. Kondenzace chromatinu je
doprovazena degradaci DNA endonukledzami, jez §t€épi DNA mezi jednotlivymi nukleo-
somy, vznikaji fragmenty o nasobcich 180 bazi. Buitka zmenSuje sviij objem i jadro se
zmenSuje. Od bunky se odstépuji tzv. apopticka téliska, kterd obsahuji ¢asti vnitrobunéc-
nych organel. Nakonec se celd buitka zméni v apoptickd téliska, kterd jsou fagocytovany

okolnimi bunikami, jak ilustruje obrazek ¢. 8 (Necas, 2000).
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Obrazek 8 — posledni stadium apoptické bunky; pfevzato z

http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/apoptosismacrophage

Mechanismus apoptdzy slouzi naptiklad k udrzeni homeostazy, je to kontrolni mecha-
nismus pro sledovani velikosti a tvarli tkani v riznych vyvojovych stadiich, déle se vyuzi-
va ke zmensovani po¢tu imunitnich bunék po vymiceni patogenu (Chaabane et al., 2013).
V lidském organismu jsou denné¢ apopdzou likvidovany miliony bunék a to takovym zpi-
sobem, Ze neni vyvolana zanétliva reakce, protoZe nevznikaji Zadné antigenni latky. Po
fagocytdze apoptickych télisek makrofagy miize byt mnoho chemickych slou€enin znovu
pouzito pro vyzivu jinych bunék (White a Sullivan, 1998). Vlastni mechanismus apoptozy
je spoustén prostiednictvim 2 signalnich drah. 1) Vnéjsi cesta, navazani ligandu na trans-
membranovy protein exprimovany na bunéném povrchu a 2) vnitini cesta je odpovéd’
bunky na fyzikalni nebo chemické podnéty naptiklad hypoxie (nedostatek kysliku), streso-
vé signaly atd. Obé¢ tyto drahy aktivuji proteiny kaspazy (proteazy s cysteinem v aktivnim
miste), které jsou odpoveédné za signalni drdhu vedouci k apoptickému zaniku bunky

(Millimouno, et al., 2014).
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3.5.3 Autofagie

Nazev pochazi z fetiny a v prekladu znamena ,,jist sama sebe* (Nikoletopoulou, Pa-
pandreou a Tavernarakis, 2014). Autofagic obsahuje tfi typy mechanismu a vSechny typy
zpusobuji degradaci bunééného materialu pomoci lysozomu (Glick et al., 2010). Tento
termin je obecné klasifikovan jako vSudyptitomny katabolicky proces, ktery zahrnuje de-
gradaci cytoplazmatickych komponent, véetné celych organel. Je vysoce regulovan velkou
skupinou raznych proteind, které fidi zapouzdieni ¢asti cytoplazmatického nédkladu do
dvojité membranové vezikuly. Vezikuly se nazyvaji autofagozom (Denton, Xu a Kumar,
2014).

Autofagie je popisovana jednak jako proces dulezity pro pieziti buiiky a jednak jako
proces, jez muze byt pfi¢inou bunécné smrti (Zhang et al., 2011). Mechanismus, jenz je
pfic¢inou bunééné smrti, je ¢asto pozorovan v souvislosti s jinym zanikem buriky, nejcastéji
apoptozou. Mnohdy je pfi¢inou tohoto typu smrti bunéény stres (Denton et al., 2011). Pro-
to, aby mechanismus autofagie mohl byt povazovan za typ bunééné smrti je nutno, aby
byly splnény nasledujici pozadavky: 1) nesmi byt zavisly na apoptoze, 2) Ize jej inhibovat
farmakologicky a 3) nakonec dojde ke zvySeni autofagického toku, nikoliv pouze zvySeni

markert pro autofagii — dokonceni autofagie (Denton, Xu a Kumar, 2014).
3.6 Metody vyhodnoceni

3.6.1 Pritokova cytometrie

Anglicky Flow cytometry (FCM) je komplexni technologie, ktera umoznuje studovat
bunétné populace S vysokou presnosti. Tato technologie poskytuje vykonnou analyzu
mnoha jednotlivych parametrii bun€k z heterogennich populaci. PouZivad se napiiklad
k vyhodnoceni proliferace (=rozmnozeni) bunééné populace k pocitani bun€k v dané popu-
laci, uréovani velikosti bunék a po navazani fluorescenéniho barviva na jakykoliv protein

Ize sledovat vyskyt tohoto obarveného proteinu atd. (Picot et al., 2012).
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Obrazek 9 — princip pritokové cytometrie (Picot et al., 2012)

Pritokova cytometrie vyuZziva pfistroje, do kterého se umisti vzorek buné¢né populace
ve formé suspenze. Soucasti pristroje je tenka kapilara, kterou jsou buriky i s médiem na-
savany jedna po druhé do analyzujici ¢asti, jak vidime na obrazku ¢. 9 v ¢asti 1 (Sawai et
al., 2011). Analyzujici ¢ast obsahuje sadu lasert, které osvétluji jednotlivé bunky. Vyhod-
noceni probihd pomoci pfenosu signalu rozptyleného svétla v n€kolika uhlech, coz je zob-
razeno na obrazku ¢. 9 v ¢asti 2. Pokud je ve vzorku pfitomno luminiscencni barvivo vy-
hodnocuje se pomoci emise fluorescence, zobrazeno na obrazku ¢. 9 v ¢asti 3. Posledni
soucasti pfistroje je elektronicky systém, ktery digitalizuje signal z rozptyleného svétla 1
emise fluorescence a prenasi jej do pfislusného softwaru, vyobrazeno na obrazku ¢. 9

v ¢asti 5 a 6 (Picot et al., 2012).

Priitokova cytometrie ma dva hlavni lasery, které rozdé€luji heterogenni populaci bu-
nék podle velikosti a vnitini uspofaddanosti bunck. Laser, ktery urCuje velikost bunék, se
oznacuje FSC. Zkratka FSC pochazi z anglického forward scatter light, neboli cesky piedni

rozptyl svétla. Druhy dilezity laser, ktery rozd€luje buniky podle jejich vnitini usporada-
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nosti, se nazyva SSC. Tato zkratka SSC pochazi z anglického side scatter light, neboli ¢es-
ky bo¢ni rozptyl svétla (Picot et al., 2012).

Pro hodnoceni biokompatibility materidlti se vyuziva testi hodnoceni bunécné smrti,
které jsou diky pritokové cytometrie relativné piesné a reprodukovatelné (Wang, et al.,
2010). K provedeni testu je nutné provést dvoji barveni bun¢k pomoci Annexinu V a pro-
pidium jodidu (PI) (Sawai et al., 2011). Annexin V — FITC je detekéni soustava pro posou-
zeni apoptdzy pomoci vazby na protein zvany Annexin V. Tento 36 kDa vazebny protein,
ma velkou afinitu k fosfatidylserinu membranového fosfolipidu. Pomoci Annexinu V jsou
tedy detekovany fosfatidylserinové zbytky, které byly transportovany do vné&jsich vrstev a
projevuji se jako zelené zbarveni. Druhé barvivo PI se pouziva k identifikaci nekrotické
buiiky. Annexin V nerozliSuje mezi apoptickou a nekrotickou butikou, a proto se vdze na
vSechny vzniklé fosfatidylserinové zbytky. Nekrotické buiilky se ndm jevi dvakrat zbarvené
a to 1) Annexinem V — zelené a 2) Pl — Cervené pii pouziti fluorescenéniho mikroskopu.
Snimek z mikroskopu je zobrazen na obrazku ¢. 10 (Wang et al., 2010). Vystupem
zZ pratokové cytometrie pfi testu bunéné smrti je graf, kde na osach jsou vynesend barviva
Pl a Annexin V a jednotlivé bunky se koncentruji v pfislusné ¢asti grafu. Apoptické bunky
se koncentruji v pravé dolni ¢asti grafu — jsou na Annexin V pozitivni a na PI negativni.
Nekrotické buiiky se koncentruji v pravé horni ¢asti grafu — jsou pozitivni, jak na Annexin
V, tak na PI. Bunky, u kterych k buné¢né smrti nedoslo — tedy zivé bunky, se koncentruji
Vv levé dolni ¢asti grafu, coZ znamend, Ze jsou na ob¢€ pouZita barviva negativni (Sawai et

al., 2011).

Obrézek 10 - snimek z invertovaného fluorescencniho mikroskopu bunék

Vv apoptickém 1 nekrotickém stadiu, zvétSeni 200x (Wang et al., 2010)
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3.6.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence jako jev je soucasti vétsi skupiny ptibuznych luminiscen¢nich proce-
st. Tyto procesy jsou zaloZeny na absorpci svételného kvanta citlivou latkou, nésledné
dochazi k excitaci elektronu v latce po danou dobu a nasledné vraceni zpét do ptvodni
pozice. Fluorescencni procesy lze rozdélit do dvou skupin a to 1) fluorescence a 2) fosfo-
rescence. Slouceniny, jez vykazuji fluorescenéni vlastnosti, se oznacuji jako fluorochromy

(Ishikawa-Ankerhold, et al., 2012).

Fluorescen¢ni mikroskopie poskytuje jedinecny piistup ke studiu pfichycené Zivé
buiky. Prvni fluorescen¢ni mikroskopy byly objeveny na pocatku 20. stoleti. Témito mi-
kroskopy bylo mozné sledovat autofluorescencni biologické vzorky. MozZznost oznaceni
protilatek fluorescencnimi barvivy byla mozna az ve 40. letech 20. stoleti. Vynalez laser
nabidl fluorescen¢ni mikroskopii to, co jiny svételny zdroj nedokézal a to monochromatic-
ky, koherentni paprsek, ktery miize byt zaméfen na malé misto, ¢imz se dosdhne vysoké
lokalni intenzity zafeni. Dal§im vyvojem bylo dosazeno moznosti zobrazovat samostatné
signaly jednotlivych fluorochromti pomoci vhodnych filtra (Ishikawa-Ankerhold, et al.,

2012). Obrazek fluorescenéniho mikroskopu je zobrazen na obrazku ¢. 11.
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Obrazek 11 — schéma fluorescen¢niho mikroskopu

(Ishikawa-Ankerhold, et al., 2012)
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3.6.3 Kolorimetrické metody

Jednim z hlavnich zastupct kolorimetrickych metod je MTT, metoda je nazvana
podle latky (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid), ktera se zkracené
oznacuje MTT. Tato metoda je vhodna pro stanoveni poctu zivotaschopnych bunck
v proliferaci a pro vyhodnoceni cytotoxickych studii (Sylvester, 2011). MTT je zalozena
na absorpci a redukci této latky, jeZ se do bunék dostava pomoci endocytdzy (Trevisi, et
al., 2006). Tetrazoliova sul pfijima elektrony od oxidovanych substratii a méni se ze zluté
soli na modré krystalky, které mohou byt rozpustény v organickém rozpoustédle (At-
terwill, 1995). Tento produkt je nasledné ulozen v cytoplazmé bunék, a poté je pifeménén
na rozpustnou formu, ktera generuje modrou barvu (Wang et al., 2011). Mnozstvi vyrobe-
ného formazanu je pfimo imérné poctu zivych bunck béhem provedeni MTT testu (Syl-

vester, 2011).

Dalsi kolorimetrickou metodou je tzv. BrdU (5-brom-2’-deoxyuridin), coz je halo-
genpyrimidin. Strukturni vzorec BrdU je zobrazen na obrazku ¢. 12. Jedna se o toxickou a
mutagenni latku. Tento analog thimidinu, ktery se zaclefiuje do DNA délicich se bunék
béhem S-fize bunécného cyklu se pouziva ke sledovani bunééné proliferace. BrdU muze
byt detekovan imunohistochemicky za pouziti monoklondlni latky, ktera se vaze na jedno-

vlaknovou DNA obsahujici BrdU (Taupin, 2006).
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Obrazek 12 — strukturni vzorec BrdU

(Taupin, 2006)
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3.6.4 Clonogenic assay

Clonogenic assay neboli test tvorby kolonii danych bunék je zalozen na schopnosti
jedné bunky rast do kolonii. Terminem kolonie je definovan shluk nejméné 50 bunék. Clo-
nogenic assay je metodou vhodnou napf. pro stanoveni bunééné smrti po oSetieni ionizuji-
cim zéfenim, ale také mize byt pouzit ke stanoveni ucinnosti cytotoxickych latek. Kolonie
jsou pro vyhodnoceni fixovany glutaraldehydem, obarveny krystalovou violeti a pocitany

pomoci sterecomikroskopu (Franken, et al., 2006).
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4 METODY STANOVENI MATERIALOVYCH CHARAKTERISTIK

Pti syntéze PANI je metodou IUPAC dana pfislusna vodivost, kterou by méla vodiva
forma PANI, PANI-H vykazovat. Proto je nutno tuto charakteristiku produktu zméfit, aby
mohla byt potvrzena reprodukovatelnost samotné syntézy PANI i vyhodnocenych biolo-

gickych charakteristik.

4.1 Meéreni elektrické vodivosti

Elektricka vodivost neboli konduktance je vyjadiena pomérem elektrického proudu
prochazejiciho skrze téleso a napéti na télese. Jednotkou elektrické vodivosti G je Siemens
(G =[S = AVY]). Pievracenou hodnotou vodivosti je odpor. Dalsi hojné vyuzivanou veli-
¢inou V oblasti elektrické vodivosti je konduktivita o, diive oznacovéana jako mérna vodi-
vost, ktera je vyjadiena jako pomér plosné hustoty elektrického proudu a intenzity elek-
trického pole. Jeji jednotkou je Sm™. Prevracenou hodnotou konduktivity je rezistivita ne-
boli mé&rny odpor p (Meissner a Zilvar, 1987). Rovnice ¢. 1 vyjadiuje vypocet mérné vodi-
vosti, kde S je plocha prufezu vodice, neboli plocha, kterou prochazi elektricky proud, | je
délka vodice a R je odpor vodie. Rovnice €. 2 pak zobrazuje vypocet mérné elektrické

vodivosti (Quinn, 2009).

RS

p=—7 1)
o=- 2

Elektricka vodivost je jev, ktery se vyskytuje v latkach diky pohybu volnych nosict
naboje, nejbéznégji elektronii v objemu daného télesa. V pevné latce (krystalické) jsou ato-
my usporadany pravidelné, ale elektrony jsou zde delokalizované (tzn. nelze ptesné urcit
kterému atomu patii). Tyto elektrony vzajemné interaguji a vytvateji pas povolenych ener-
gii. Aby latka mohla byt povaZovana za vodivou, je nutné, aby jeji valencni elektrony pie-
skocili vlivem tepelné excitace z valenéniho pasu do péasu vodivostniho. Obecné se mezi
obéma pasy muze vyskytovat jesté zakazany pas, jez tyto dva pasy oddéluje. U vodicu se
vSak nevyskytuje, proto tyto latky jednoduse vedou elektricky proud. U polovodict se za-
kazany pas vyskytuje, ale jeho velikost je mald, a tudiz k pfeskoku dochazi. Nevodic¢e maji
jiz zakazany pas tak velky, ze zadny elektron jej nedokaze ptekonat, k pieskoku zde nedo-
chazi (Kittel, 1996). Diky této pasové teorii lze jednoduse rozlisit vodi¢, polovodi¢ a nevo-

di¢, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 13.
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Obrézek 13 — schéma principu pasové teorie
v pevnych latkach (Kittel, 1996)

Praktické méteni elektrické vodivosti se provadi pies méfeni mérného odporu. Jsou
dvé hlavni metody méteni: 1) dvoubodové a 2) ctyftbodove. Dvoubodové méteni je jedno-
ducha metoda zaloZend na ptipojeni vnéjSiho zdroje proudu do méticiho obvodu a odecita-
ni napéti na télese, u néjz chceme znat odporovou charakteristiku. Tato metoda je vSak
pouzitelna pro aplikace, kde stanovujeme velké vystupni odpory ve srovnani s odpory pfi-
vodnymi. Ctyfbodova metoda je zaloZena na dvou parech externich kontaktii. Par vnéjsich
kontaktli pfivadi proud do dané struktury a par vnitinich kontaktlh méfi redlnou hodnotu
napéti na daném télese (Schuetze, et al., 2004). Rozdil mezi dvoubodovou a ¢tyftbodovou
metodou je zobrazen na obrazku ¢. 14. O rozvoj ¢tyibodové metody se zaslouzil L. J. Van
der Pauw (1958), ktery vynalezl novou geometrii, aby bylo moZno potlacit chyby méfeni

zpiisobené velikosti kontakti.

Obrazek 14 — zndzornéni zapojeni obvodu pro dvoubodovou

a ¢tyfbodovou metodu méfeni rezistivity (Schuetze, et al., 2004)
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4.2 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

AFM je moderni experimentalni metoda, jez byla poprvé predstavena v roce 1986
odborniky G. Bennigem, C. F. Quantem a Ch. Gerberem (Wickramasinghe, 2000). Mikro-
skopie byla vyvinuta, aby pfekonala jeden z hlavnich omezeni STM (skenovaci tunelova
mikroskopie) a to nutnost vodivosti vzorka (Paredes, et al., 2003). Nespornou vyhodnou
této metody je tedy moznost zobrazeni, jak vodi¢u, tak i organickych materiala, dale i izo-
latort, keramickych latek, polymeru, skel, biologickych makromolekul a Zijicich i neziji-
cich bungk. Dalsi vyznamnou vyhodou je moznost zobrazeni materialli v riznych prostie-
dich, jako je naptiklad vzduch, kapaliny, roztoky ¢i vakuum. Z téchto vSech vyhod vyplyva
moznost dynamického studovani jevl v buiikach v redlném case. OvSem nejcastéjsi pouZiti

metody AFM je zobrazovani topografie povrchu vzorku, nasledné pak fdzové zobrazeni ¢i

zkoumani mechanickych vlastnosti (Tomankova et al., 2006).

I'¥sledny obraz vzorku
koustruovany politacem

Nosic viorku

Obrazek 15 — Schéma principu AFM

(Edwardson a Henderson, 2004)

AFM je zalozZena na interakci sil kratkodobych i dlouhodobych, pfitazlivych i odpu-
divych, které existuji mezi atomy a molekulami. Pro méfeni interakce slouzi tzv. kantilev-
er, ktery ma na jednom konci hrot a druhym koncem je pfipevnén k pruzné pace. Podle
typu zjisténych sil mezi hrotem a vzorkem muize byt mikroskop pouZivan v riznych rezi-
mech. Nejrozsitenéjsi pouziti je tzv. kontaktni rezim. Hrot je zde pifiveden do fyzického
kontaktu se vzorkem a systém vyuziva odpudivé sily, ktera klesa s oddalenim hrotu od
povrchu vzorku. Tento typ méfeni je velmi invazivni metoda, a proto neni vhodna pro

mékké materidly. Dalsi typy snimani povrchu hrotem jsou zaloZeny na bezkontaktnim mé-
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feni, kdy se jako zpétnd vazba vyuziva naptiklad pfitazlivych sil (Paredes, et al., 2003).
Pohyb hrotu zptsobuje ohyb kantilevru, ktery je detekovan pomoci piezokeramického ¢le-
nu. Tento Clen zajist'uje vraceni kantilevru na ptivodni misto pomoci piivedené¢ho napéti.
Soubor dat je pak stanoven z pfivedeného napéti na piezokeramicky ¢len (Tomankova et
al., 2006)

4.3 Méreni povrchové energie

Proces smaceni pevné latky kapalinou je velice diillezita materidlova charakteristika
Vv technickém svéteé. Nekteré aplikace vyzaduji dobré sméaceni mezi kapalinou a materia-
lem, zatimco jiné aplikace vyzaduji $patné smaceni kapalinou ¢i dokonce odpuzovani ka-
paliny z daného materialu (Kumar a Prabhu, 2007). Pfi procesu smaceni dochazi ke styku
tii fazi a to pevné latky, kapaliny a vzduchu (nebo jiné kapaliny - nemisitelné). Vznikajici
kontaktni uhel mezi pevnou latkou a kapalinou je vysledkem rovnovahy mezimolekular-
nich interakci mezi kapalinou a pevnou latkou. V pfipad¢, ze soudrzné sily mezi moleku-
lami kapaliny jsou silngjsi nez adhezni sily mezi pevnym povrchem a kapalinou pak kapa-
lina vytvaii kapku, kterd ma tendenci minimalné se dotykat povrchu. V opaéném piipadé

vznikaji na povrchu kapky, které maji tendenci na povrchu vytvaret film (Erbil, 2014).

Smaceni nejspise jako prvni rozpoznal Galileo, nasledné rovnice kontaktniho thlu
idedlnich ploch byla popsana v roce 1805 Thomasem Youngem. Ten ji vyjadiil bez dika-
zu, které byly pozdéji vysvétleny (Erbil, 2014). Kontaktni tthel byl vypracovan v misté
trojn¢ho bodu, to znamena Ze kdyz kapka sedi na pevném povrchu kontaktni thel je v mis-

té, kde se stykd pevny povrch materialu kapalina a plynna faze. Na obrazku €. 16 je zobra-

zena sedici kapka na pevném podkladu vysvétlen kontaktni thel.

Yiv

’YSV

Substrate

Obrazek 16 — kontaktni uhel sedici kapky
(Kumar a Prabhu, 2007)
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Pomoci obrazku 16 Ize odvodit Young-Dupré rovnici podle které je kontaktni thel

pocitan. Young-Dupré rovnice je zobrazena jako rovnice ¢. 3 (Kumar a Prabhu, 2007).
Ws = y10(1 + cos0) 3)

V dnesni dobé& se kontaktni thel mé&ti pomoci metody pfisedlé kapky a pomoci vi-

deokamery, mikroskopu a pc, jak je zndzornéno na obrazku €. 17.

pozorovany
/ objekt

I] — = C@ﬂmskop t:( k‘éﬁ%?alﬂQ

\ zpracovani dat =

zdroj svétla a difuzér

Obrazek 17 — schéma metody pfisedlé kapky pro méteni kontaktniho tthlu

(Bartovska a Siskova, 2005)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

41

II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

Cilem této prace bylo zjistit, jak snizit cytotoxicitu PANI prasku. Jako slibna metoda
se jevilo precisténi PANI prasku pomoci piesrazeni, které mélo U¢inné odstranit vedlejsi

nizkomolekularni produkty vzniklé syntézou PANI prasku.

5.1 Syntéza PANI prasku

Syntéza byla provedena podle studie IUPAC (Stejskal, 2002). Smichanim roztokt
0,25M amonium persulfatu a 0,2M anilin hydrochloridu. Nejprve byly pfipraveny samo-
statné roztoky obou potiebnych latek ve vodé. Zde byla pouzita ultradista voda Simplicity
UV (Millipore s.a.s, Francie). Z divodu dobrého rozpusténi danych latek bylo nutné nechat
vzniklé roztoky 1 hodinu stat pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby 1 hodiny a po zhod-
noceni, ze latky jsou dokonale rozpustény, byly oba roztoky smichdny. Samotna syntéza
PANI prasku probihala 24 hodin, i kdyz podle ptedpisu IUPAC posta¢i mnohem kratsi
doba, zde byl zvolen delsi ¢asovy usek, aby byl zajistén co nejlepsi vytézek reakce. Na-
sledné byl vznikly PANI filtrovan na Biichnerové nalevce. Filtra¢ni kola¢ byl jesté promy-
van tfikrat 100 ml 0,2M kyselinou chlorovodikovou a to tak, ze po kazdém promyti bylo
tteba polymer dokonale vysuSit odsatim veskerého matecného louhu, az z Biichnerovy
nalevky nekapala zadna kapalina. Nasledné byl filtra¢ni kola¢ t¥ikrat promyt 100 ml aceto-
nu, dvakrat za pouziti vakua a jedenkrat byl aceton nechan pouze volné prokapat. Takto
ziskany filtra¢ni kolac se nechal vysusSit volné v digestofi pii laboratorni teploté. Vzniklé
suché aglomeraty byly rozdrceny pomoci tteci misky. Vyslednym produktem byl polyani-
lin hydrochlorid (PANI-H).

5.2 Postup preciSténi PANI prasku

Jak bylo dle studie Humpolicek et al. (2012) zjisténo, zGstava v ptipraveném PANI
prasku mnoho necistot, které se podileji na jeho cytotoxicité. Vznikly PANI prasek je
vhodné precistit. V ramci vyzkumnych aktivit spolupracujiciho tymu, byla provedena
Soxhletova extrakce, kde se PANI prasek nechal rozpoustét riznymi rozpoustédly. Podle
dosud nepublikovanych vysledki se jako dobré Cistici médium jevi metanol a 0,2M kyseli-
na chlorovodikova. Tato extrakce je zdlouhava a naro¢na, proto bylo vyzkouseno toto pie-

¢isténi provést pomoci pouhého ponechani PANI praSku v daném rozpoustédle.

Postup precisténi byl zvolen nasledovné. Dle metodiky popsané v kapitole 5.1 byly

pfipraveny tii stejné vzorky PANI, které byly dale pfecistény. Prvni vzorek byl pfecistén
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pouze 0,2M kyselinou chlorovodikovou (PANI-HCI), druhy vzorek metanolem (PANI-
MeOH) a tieti vzorek byl precistén obéma Cisticimi médii postupné po sobé (PANI-
HCI+MeOH). Precisténi se provedlo tak, ze PANI prasek o pfedem zvolené hmotnosti byl
smichan s ¢isticim médiem v poméru 2 g PANI/100 ml média. Vzorky, které byly piecis-
tény pouze jednim médiem, byly nechany po dobu 24 hodin na tfepacce KS 130 basic
(IKA, Némecko) za laboratorni teploty. Tieti vzorek PANI, ktery podstoupil precisténi
pomoci obou medii, byl smichén ve stejném pom¢éru, ale lisila se doba jeho tiepani na tie-
pacce, coz bylo jen 12 hodin s jednim médiem a 12 hodin s druhym médiem. Po uplynuti
této doby byly vzorky odsaty na Biichnerové ndlevce, promyty acetonem a dosuseny

Vv digestofi pfi laboratorni teplot¢.

5.3 Stanoveni vodivosti praskového PANI

Pti zkoumani vyslednych vlastnosti precisténych PANI praskt je nutno stanovit i je-
jich mérnou vodivost. Mérna vodivost je dilezitd materialova charakteristika a proto je

dualezité, aby ji preciSténi zasadné neovliviiovalo.

5.3.1 Tvorba PANI tablet

Vodivost se méti na pevnych vzorcich, proto bylo nutno z PANI prasku vytvofit tab-
lety. Tablety byly lisovany na ruénim lise za pouziti lisovaci formy na tablety. Do pfistroje
bylo vlozeno 0,2 g praskového materialu PANI a po sestaveni pfistroje byl vyvozen tlak na
tabletu 50 N po dobu 5 minut. Po uplynuti doby byly tablety z pfistroje vyjmuty a zmétena
jejich tloustka.

5.3.2 Meéreni vodivosti

Méfeni vodivosti bylo provedeno ¢tyfbodovou metodou dle Van der Pauwa (1958).
Me¢fici sestava se sklddala z digitalniho elektrometru 6517B (Keithley, USA), napétového
zdroje 2410 (Keithley, USA) a scanneru K7002 (Keithley, USA). Vyhodnocovani probiha-
lo pomoci aplikace ,,VdP* na PC.

Experiment byl proveden tak, ze do drzaku se ¢tyfmi elektrodami byl pfipevnén méte-
ny vzorek. Do programu v PC byly nastaveny potfebné hodnoty a to tloustka kazdého
vzorku, konstantni proud — 0,001 A a maximalni elektrické napéti — 200 V. Méteni bylo
zahajeno. Pfistroj Ctyfikrat za sebou zméfil hodnoty mérného elektrického odporu p vzor-

ku. Vyhodnoceni bylo ulozeno ve form¢ textového dokumentu, z néjz byly vypocteny
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hodnoty mérné elektrické vodivosti o. o je pfevracena hodnota mérného elektrického odpo-

ru p, jak ilustruje rovnice ¢. 3.

©)

=3
5.4 Pouzité bunécné linie

Pro stanoveni cytotoxicity byly pouzity buiiky mysich fibroblastti, které nesou ozna-
geni NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™, USA). Buiiky byly odebrany z mysiho embrya, spa-
daji do biosafety level 1 (tzn. s bunkami lze pracovat bez jakéhokoliv omezeni, neobsahuji
patogen, ktery by mohl zplsobit onemocnéni a pro pracovniky laboratofe a zivotni pro-
sttedi pfedstavuji minimdlni riziko). Tyto buiiky byly pouzity naptiklad pfi zkoumani
ucinku kyseliny valproové a trichostatinu A (inhibitory histondiacetyldzy a maji schopnost
epigeneticky ovliviiovat chromatin). Byla stanovena viabilita bun¢k po riizném ptidavku

téchto latek (Felisbino, et al., 2014).

5.5 Podminky kultivace

Bunky se nechaly kultivovat v inkubatoru Heracell 1501 (ThermoScientific, USA).
Pro kultivaci bunék NIH/3T3 je dulezité, aby inkubétor udrZzoval nasledujici parametry:
koncentrace oxidu uhli¢itého (CO2) 5%, teplota 37,0 °C a stabilni vlhkost. Buniky byly
kultivovany v pfitomnosti kultivaéniho média, Dulbecco’s Modified Eagle Medium —
DMEM (PAA The Cell Culture Company, Anglie), ve kterém je obsazen nejvyssi podil
chloridu sodného (6400 mg/1), z aminokyselin je zde nejvice zastoupen L-lysin (146 mg/l),
dale jsou obsaZeny vitaminy a dal§i komponenty. Do média je pfidano 10 % fetalniho ho-
véziho séra (Biosera, Anglie) a 1% antibiotik — penicilin a streptomycin v koncentraci 100
pg/ml (PAA Laboratories GmbH, Australie).

5.6 Experimentalni usporadani

Testovani biologickych vlastnosti je mozné provadét v riiznych experimentalnich na-
stavenich. Pro testovani tfech rizné modifikovanych PANI praskl byl s ohledem na diive
publikované vysledky zvolen postup testovani extrakti. Samotné testovani pak prob¢hlo

dle postupu definovaného v CSN EN ISO 10 993-5 ,,Zkousky na cytotoxicitu in vitro*
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5.6.1 Extrakty PANI

T#i rizné modifikované extrakty prasku PANI byly piipraveny dle CSN EN ISO
10993-12 ,Ptiprava vzorkti a referencnich materiala“. PANI prasek byl smichéan
s kultivaénim médiem vhodnym pro pouzité buiiky o koncentraci 0,2 g PANI prasku/ml
kultiva¢niho média. Pfipravené suspenze se ponechaly 24 h michat na tiepacce, pfi teplote
37 °C. Po uplynuti doby nésledovala centrifugace pomoci centrifugy Ependorf 5702 R
(Ependorf, Némecko) a dale odsati supernatantu, ktery byl nasledné piidavan k buiikkam ve

zvolenych koncentracich.

5.6.2 Prekultivace bunék

Pied zahajenim experimentu bylo nutno prekultivovat buriky po dobu 24 h. Z bunék
kultivovanych v kultivaéni nadobé bylo nejprve odsano médium, nasledné byly oplachnuty
PBS (PAA Laboratories GmbH, Australie) o koncentraci 0,2 m

I/lcm?. PBS dokonale odstrani veskeré stopy média. Dale se k buitkam piidd Trypsin
(PAA Laboratories GmbH, Australie) o koncentraci 0,1 ml/cm?, takto pfipravené buiiky
byly nechény kultivovat v inkubétoru Heracell. Pisobeni Trypsinu bylo nejdéle 20 minut,
ale nejlépe do oddéleni bunck od podlozky, coz bylo pribézné kontrolovano Invertovanym
mikroskopem s fazovym posunem (Olympus CKX 41, Japan). Po ukonceni ptisobeni Try-
psinu bylo do kultivacni nddoby pfidano stejné mnozstvi kultivaéniho média jako Trypsi-
nu. Poté byly bunky odpipetovany do zkumavky vhodné k centrifugaci, ktera se provedla
pomoci centrifugy Ependorf 5702 R (Ependorf, Némecko). Parametry na centrifuze — doba
centrifugace 3 min., teplota 37 °C a rychlost 1,1.10° rpm. Po vyjmuti zkumavky
z centrifugy byly buiky koncentrovany ve spodni ¢asti zkumavky, pak bylo médium nad
buiikami odsato. Koncentrace bunék ve zkumavce byla 2.107 bun&k/ml, nasledné se buiiky

fedily na pozadovanou koncentraci 1.10° bungk/ml.

Ptipravenda koncentrace bun€k byla rozpipetovana do 96-jamkovych desticek (kazda
jamka obsahovala 100ul bunéné suspenze 0 koncentraci 1.10° bunék/ml) a do 12-
jamkovych desti¢ek (kazd4 jamka obsahovala 1 ml bun&éné suspenze o koncentraci 1.10°
bunck/ml). Celkem byly piipraveny tii 96-jamkové desticky. Prvni desti¢ka v levé ¢asti pro
PANI-MeOH a v pravé casti pro PANI-HCI. Druha desticka vlevé c¢asti pro PANI-
HCI+MeOH. Tteti desticka pro referenci. Desticky byly pouzity pro stanoveni MTT. Dale
byly piipraveny ¢tyfi 12-jamkové desti¢ky. Prvni desticka pro PANI-HCI. Druha desticka
pro PANI-MeOH. Tieti desticka pro PANI-HCI+MeOH. Ctvrta desti¢ka pro referenci.
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Desticky byly pouzity pro pritokova cytometrie. Pfipravené desticky se nechaly kultivovat

24 h v inkubatoru Heracell.

5.6.3 Pridavek extraktia PANI

Po uplynuti doby potiebné k prekultivaci bun¢k byly do ptipravenych desti¢ek pfi-
dany extrakty z PANI prasku. Samotné pfidani extraktd bylo provedeno 1) odsati média
zZ desticky, 2) pfidani extraktu v pfedem zvolené koncentraci. Pro 96-jamkovou desticku
byly zvoleny koncentrace: 100%, 75%, 50%, 25%, 10% a 5%. Pro 12-jamkovou desti¢ku
byly zvoleny koncentrace: 50%, 25%, 10% a 5%. Zvolené koncentrace extraktu byly vy-
tvoreny podle objemu jamky. 100% koncentrace znamena zaplnéni celého objemu jamky
pouze extraktem. Dale se snizujici se koncentraci extraktu je do jamky pfidavano médium.

Piipravené desticky s extrakty se nechaly kultivovat 24 hodin v inkubatoru Heracell.

5.64 MTT

Po 24 hodinové kultivaci bunék s extrakty se veskery supernatant nad bunéénou
populaci odsal a byl nahrazen ¢istym médiem. Poté bylo k bunikam ptidano MTT (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko) v koncentraci 0,5 mg/ml média. Pisobeni MTT na buiky bylo
po dobu 4h v inkubétoru. Po této dobé se z jamek odsalo 80 pl a pfidalo 70 ul DMSO (di-
metylsulfoxid, >99,9%, Duchefa Biochemie, Nizozemsko), doba ptisobeni DMSO byla 15

vvvvv

(Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 570 nm.

5.6.5 Mikroskopovani

Pro dalsi kontrolu bunééné populace bylo pouZzito snimkovani bunék pomoci mi-
kroskopu. K tomuto ucelu byl pouzit mikroskop s fazovym kontrastem (Olympus IX81,

Japonsko)

5.6.6 Pritokova cytometrie

Pro stanoveni bunééné smrti byly NIH/3T3 ptipraveny do 12-jamkovych desticek
s vychozi koncentraci 1.10° bunék/ml. Nasledujici den byly k buiikam ptidany extrakty
PANI présku, jak bylo uvedeno vyse. Po uplynuti potiebné doby k plisobeni extrakti byla
bunééna smrt stanovena na piistroji BD FACSCanto II (BD Biosciences, Anglie). Na ana-
lyzu vysledkd byl pouzit software BD FACSDiva (BD Biosciences, Anglie). K rozliseni

typu bunééné smrti bylo pouzito fluorescenéni barvivo PI (propidium jodid) — roztok o
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koncentraci 50 pg/ml v PBS (BD Biosciences, Anglie), ktery interaguje s DNA,
v kombinaci s proteinem anexin V (BD Biosciences, Anglie) konjugovanym s FITC (flu-

orescein isothiokyanat) interagujici s fosfatidylserinem.

Rychlost prutoku vzorku byla nastavend na 30 pl/sec, objem analyzovaného vzorku

byl 100 ul, kone¢na koncentrace propidium jodidu 10 pg/ml a Annexin V-FITC 5 pg/ml.
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6 VYSLEDKY

V nasledujici ¢asti prace jsou uvedeny vysledky méfeni vodivosti i testi cytotoxicity
ttech riizn¢ modifikovanych PANI praski.
6.1 Meéreni vodivosti

Vodivost PANI prasku je velice dualezita charakteristika, proto je potieba sledovat ja-
ky ma precisténi PANI prasku vliv na jeho vodivost. V tabulce €. 1 jsou zobrazeny vysled-

ky méfeni vodivosti a tloustka tablety d, ktera byla pfipravena na ru¢nim lise.

Tabulka 1 — Vysledky mérné elektrické vodivosti tablet PANI

Vzorek p [Q.cm] £ SD o [S/cm] = SD d [cm]
PANI_HCI 0,1915 + 0,0004 5,223 +£0,011 0,1330
PANI_MeOH 0,2030 + 0,0006 4,926 + 0,015 0,1245
PANI_HCI_MeOH 0,282972 + 0,000004 3,53391 + 0,00005 0,1284

Podle reportu IUPAC ma PANI prasek mérnou elektrickou vodivost 4,4 + 1,7 S/cm
(Stejskal, 2002). Precisténi PANI prasku pomoci HCI nebo metanolu vodivost mirné zvy-
Suje, zatimco precisténi obéma latkami najednou vodivost PANI prasku snizuje oproti

standardnimu nemodifikovanému PANI prasku.

6.2 Cytotoxicita pomoci MTT

S ohledem na princip metody MTT byl proveden nejprve slepy pokus, ve kterém bylo
ovéteno, zda extrakty testovanych vzorki interaguji s MTT. Slepy pokus byl proveden tak,
ze byly do jamek napipetovany pouze extrakty pripravené z modifikovanych PANI praski,
bez ptitomnosti bunék. Nasledné byla provedena MTT analyza za stejnych podminek jako
Vv piipadé testu za pritomnosti bunék. Vysledky slepého pokusu jsou zobrazeny v tabulce ¢.
2 a ukazuji, Ze se sniZujici se koncentraci extraktii se zvySuje absorbance, tedy dochézi
k interakci MTT s extrakty. Jak v tabulce mtizeme pozorovat 50% extrakt az 100% extrakt
vykazuji hodnoty blizké 0, coZ znamena, Ze se oproti referenci (prazdné jamce) viibec neli-
Sily. V téchto koncentracich zadny formazan nevznikl. Na druhou stranu koncentrace ex-

traktl niz8i nez 50% vykazuji hodnoty vyssi nez 0, coz odpovida vzniku formazanu.
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Tabulka 2 — Vysledky slepého pokusu MTT

Koncentrace PANI-HCI PANI-MeOH PANI-HCI+MeOH
100% 0,00 -0,03 0,00
75% -0,07 0,00 0,01
50% -0,03 0,01 0,03
25% 0,68 0,02 0,46
10% 0,46 0,52 0,31
5% 0,23 0,31 0,24

Vysledky stanoveni bunééné viability pomoci metody MTT tedy mohou byt zatizeny
chybou. Samotné testy jsou totiz provadény tak, Ze extrakt je nejprve odstranén a teprve
nasledné se pfidava MTT. Teoreticky by tedy nemélo dojit k interakci mezi extrakty a
MTT. Odsati extraktl vSak nemusi byt naprosto dokonalé a buiiky neni s ohledem na vy-
sledek vhodné oplachovat, aby nedoslo k jejich uvolnéni. Vzhledem k tomuto faktu jsou tu
vysledky prezentovany jen jako ilustracni fotografie, které dopliiuji hlavni vysledky ziska-

né pomoci metody prutokové cytometrie .

Po ptidavku MTT k bunikam bylo pozorovano, ze zbyly extrakt interaguje s barvivem,
a proto nakonec test MTT vyhodnocen nebyl. Na nasledujicim obrazku ¢. 18 Ize pozorovat,

jak je supernatant nad bunikami obarven.

Obrazek 18 — fotografie 96-jamkovych desti¢ek A) leva ¢ast extrakty PANI-MeOH, prava
cast extrakty PANI-HCI; B) leva ¢ast extrakty PANI-HCI+MeOH
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Na obrazku ¢. 19 mlizeme pozorovat snimky z mikroskopu, které ndm Iépe potvrzuji
pritomnost barevného supernatantu, aniz by byly obarveny buiiky. To v§echno znamena, ze

metoda MTT neni vhodna pro stanoveni cytotoxicity modifikovanych PANI extrakti.

B— , B

Obrazek 19 — Fotografie bun€k kultivovanych A) 100% koncentraci PANI-HCI;
B) 100% kultivaci PANI-HCI+MeOH; C) 75% koncentraci PANI-MeOH

Na nasledujicim obrazku ¢. 20 je ilustra¢ni foto bun¢k obarvenych barvivem MTT.
Lze pozorovat, jak je barvivo navazano na jednotlivé bunky, a nejsou vytvoreny krystaly
v okolnim médiu. Obrazek ¢. 20 je ptevzat ze studie Liu et al., (1998) zabyvajici se zmé-
nami vnitiniho uspofddani Amyloidu B. Na obrazku ¢. 20 je v ¢asti A zobrazen ucinek
MTT po 30 minutach, Sipka sméiuje k buice s jehlicovitymi formazanovymi krystaly.
V casti B je zobrazen t¢inek MTT po 3 hodinéch.
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Obrazek 20 — ilustracni foto reference s MTT (upraveno dle Liu et al., 1998)

6.3 Stanoveni poméru Zivych, nekrotickych a apoptickych bunék pomo-

ci priitokové cytometrie

Pritokova cytometrie je progresivni metoda, ktera ndm umoznuje rozliSeni mnoha
bunécénych parametrti. V této praci je metoda pouzita pro stanoveni bunééné smrti, kde se
rozliSuje apoptéza a nekr6za pomoci dvojiho barveni. Zde bylo zvoleno barveni flu-
orescenénim Annexinem V a PI. Populace bunék, ktera je na Annexin V pozitivni, ale na
PI negativni je povazovana za apoptickou populaci bunék. Naopak populace bunék, které
Jsou pozitivni na obé barviva, jsou povazovany za nekrotickou bunécnou populaci (Sawali

etal., 2011).

Vzhledem K interakci metody MTT s testovanymi extrakty byl dale stanoven typ
buné&¢né smrti pomoci prutokové cytometrie. Pfi provedeni testu se objevil problém, kdy
buiiky dle vSeho nemetabolizuji ani je nelze pomoci Trypsinu uvolnit z tkanového plastiku.
Uvolnéni bun¢k do suspense bylo proto provedeno pomoci ,,Skrabky na bunky* Cell Scra-

per” (TPP, Svycarsko)

Na obrézku €. 21 je zobrazen graf, ktery byl vytvofen softwarem BD FACSDiva, na
zéklad¢ méteni. Na ose y je vynesen fluorochrom, ktery snima bunky reagujici s Pl. Na ose
x je vynesen fluorochrom, jez snima buriky interagujici s Annexinem V. Graf je rozdélen
do ctyft hlavnich casti a to z divodu interakce bun€k s danymi barvivy. Oblast P2 oznacuje
bunky nekrotické, protoze jak jiz bylo objasnéno vyse, jsou to bunky interagujici jak s Pl
tak i s Annexinem V. Oblast P3 obsahuje buiiky apoptické, jak jiz bylo uvedeno vyse, jsou
to buiiky interagujici pouze s Annexinem V. V oblasti P4 se koncentruji bunky zivé a to
protoze neinteraguji ani s jednim barvivem. Oblast P5 nevyjadiuje Zadny typ bunécné smr-

ti, ani buiiky prezivsi.
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Obrazek 21 — ukédzkovy graf z pritokové cytometrie

6.3.1 Cytotoxicita extraktu PANI-HCI

Na obrazku ¢. 22 jsou zobrazeny snimky z mikroskopu, na kterych jsou v ¢asti A
bunky kultivovanych v extraktu PANI-HCI a v ¢asti B buriky reference. Jak Ize pozorovat
bunky nejsou zcela zniceny ptsobicim extraktem, ale jejich morfologie vykazuje vyrazné

zmény ve srovnani s referencnimi buiikami kultivovanymi klasickym zptsobem.

Obrazek 22 — Snimky bunék kultivovanych v A) 5% extraktu PANI-HCI; B) reference

(zvétSeni 100x)
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V tabulce €. 3 jsou uvedeny vysledky cytokompatibility extrakti PANI-HCI
z prutokové cytometrie pro piedem zvolené koncentrace. V tabulce je uvedena primérna
hodnota z obou stanoveni. Dale jsou v tabulce zobrazeny pocty bunék a procentudlni vy-
jadreni z celkového poctu zachycenych bunék pro kazdou skupinu — zivé, nekrotické a
apoptické. Z tabulky je patrné, Ze nejvice bunék bylo ve zkumavce s referenci, u niz nebyl
problém s pfevedenim bunck do suspenze pomoci Trypsinu. I kdyZ ostatni jamky byly pro
pirevedeni do suspenze seSkrabany, obsahovala vyslednd suspenze dostate¢né mnozstvi
bunék pro vyhodnoceni. Dale 1ze pozorovat, Ze trend klesajiciho poctu mrtvych bunck se
zde neprojevil. Tento snizujici se trend by mohl pfedstavovat snizujici se cytotoxicitu
zkoumaného extraktu. Coz prokazuji jak hodnoty zivych bunék, tak i hodnoty bunék ne-
krotickych. Vétsina bunék se jevi nekroticky jak v tabulce, tak i v ilustra¢nim grafu. Pocet
nekrotickych bunék je vice nez 80% ve vSech ptipadech, jen 50% extrakt PANI-HCI vyka-
zuje 78 % nekrotickych bun¢k. Tento rozdil neni statisticky mozno prokazat jako niz$i a
proto vSechny koncentrace extraktii jsou povazovany za cytotoxické. Pocet bun¢k, u kte-
rych se projevila apoptoza lze pozorovat i v referenci. Apoptické buriky jsou nejvice pti-

tomné v 50% extraktu a dale se jejich koncentrace snizuje.
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Tabulka 3 — Vysledky stanoveni cytotoxicity pomoci metody pratokové cytometrie pro extrakt PANI-HCI

Koncentrace  VSechny bunky zivé bunky nekrotické buiky apoptické bunky

pocet bunck % bunck pocet bunck % bunék  pocet bunck % bunck

50% 9889,00 469,50 4,87 7733,00 78,56 1264,00 12,32
25% 7009,50 210,50 2,98 6123,50 87,54 458,00 6,39
10% 8008,50 424,00 5,01 7054,00 88,44 322,50 4,09
5% 9965,67 696,33 6,68 8615,33 86,76 450,33 4,45

Reference 43277,50 31451,00 72,91 1155,00 2,72 5274,50 11,96
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6.3.2 Cytotoxicita extraktu PANI-MeOH

Na obrazku ¢. 23 jsou zobrazeny snimky z mikroskopu, na kterych jsou v ¢asti A
bunky kultivované ve 25% extraktu PANI-MeOH oproti referenci v ¢asti B. Opét 1ze pozo-
rovat, ze buniky nejsou zcela zni¢eny pusobicim extraktem. Nejsou ovSem ani obdobné
jako referen¢ni bunky kultivované klasickym zptsobem, morfologie bunék kultivovanych
s extraktem PANI-MeOH je vyrazné pozménéna.

Obrazek 23 — Snimky bunék kultivovanych v A) 25% extraktu PANI-MeOH; B) reference

(zvétSeni 100x)

V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny vysledky cytokompatibility extraktt PANI-MeOH
z prutokové cytometrie pro predem zvolené koncentrace. V tabulce jsou pro pirehlednost
uvedeny prumérné hodnoty. Dale tabulka obsahuje pocty vsech bunék zachycenych méte-
nim. Pro kazdou skupinu - Zivé, nekrotické i apoptické buitky obsahuje pocet vSech bunék
a procentualni zastoupeni dané populace. Z tabulky Ize pozorovat rozdil v poctu celkove
zachycenych bunék méfenim obdobné jako u extraktu PANI-HCI, ale v tomto ptipad¢ je
zachycenych bun¢k vice. Obdobné jako u PANI-HCI je vétSina bunék usmrcena nekrotic-
ky, jen u 50% extraktu je timto typem vyhodnoceno pouze 50 % zachycenych bun¢k. Ten-
to jev muze byt zpusoben Sirokou distribuci nekrotickych bunék a tim padem populace
zasahuje i do jinych oblasti. Tento jev muze byt zpusoben vyhodnocenim, které probihalo
pro vSechny vzorky stejné¢ z diivodu moznosti porovnani. Dale Ize pozorovat obdobny
trend jako u PANI-HCI a to ten, ze populace apoptickych bunék se s nizsi koncentraci ex-
traktu také snizuje. Populace Zivych bunck ve vSech koncentracich je velmi malé a proto se

extrakt PANI-MeOH jevi jako cytotoxicky.
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Tabulka 4 — Vysledky stanoveni cytotoxicity pomoci metody pratokové cytometrie pro extrakt PANI-MeOH

Koncentrace  VSechny bunky zivé bunky nekrotické buiky apoptické bunky

pocet bunck % bun¢k pocet bunck % bunék  pocet bunck % bunck

50% 13905,00 1328,50 9,53 6700,50 48,18 4904,00 35,30
25% 12308,50 812,00 6,70 10132,00 82,32 1115,50 8,96
10% 13032,00 469,50 3,57 12356,50 94,81 187,00 1,45
5% 11748,50 261,50 2,32 11077,00 94,20 339,00 2,90

Reference 43277,50 31451,00 72,91 1155,00 2,72 5274,50 11,96
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6.3.3 Cytotoxicita extraktu PANI-HCI+MeOH

Na Obrazku ¢. 24 jsou zobrazeny snimky z mikroskopu, na kterych jsou v Casti A
bunky kultivované v 10% extraktu PANI-HCI+MeOH oproti referenci v ¢asti B. Na snim-
ku nelze pozorovat totalni zni¢eni bunék pusobicim extraktem, ale oproti referen¢nim bun-

kam kultivovanych klasickym zptsobem maji zna¢n¢ pozménénou morfologii.

A

Obrazek 24 — Snimky bunék kultivovanych v A) 10% extraktu PANI-HCIl+MeOH; B) re-

ference (zvétseni 100x)

Vtabulce ¢. 5 jsou uvedeny vysledky cytokompatibility extrakti PANI-
HCI+MeOH z pritokové cytometrie pro piedem zvolené koncentrace. V tabulce jsou pro
prehlednost uvedeny primérné hodnoty. Dale jsou v tabulce zobrazeny pocty vSech bunck
zachycenych méfenim. Dale obsahuje tabulka po¢ty bunék v dané populaci a jejich procen-
tualni vyjadfeni pro kazdou skupinu bunék, pro zivé, nekrotické a apoptické. Z tabulky
vyplyva, ze nejvice bun¢k zachycenych méfenim bylo opét v referenci, méfeni bun¢k pii-
tomnych v extraktech je zde nejvice rtiznorodé ze vSech stanovovanych extrakti. OvSem
co se tyce vysledku cytokompatibility extraktu je toto stanoveni nejvice podobné. Opét zde
neni mozné pozorovat trend sniZujici se imrtnosti bunék se sniZujici se koncentraci extrak-
tu. VSechny koncentrace extraktu vykazuji pfes 80 % nekrotickych bunék. Co se tyce bu-
n&k zivych, v 5% koncentraci extraktu mnozstvi piezitych bunék vzrostlo na 13,21 %. Cis-
lo se sice zvysilo, ale i tak nelze potvrdit nizsi cytotoxicitu extraktu. Opét obdobné jako u

ptedchozich vysledki se koncentrace apoptickych bunék snizuje s koncentraci extraktu.
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Tabulka 5 — Vysledky stanoveni cytotoxicity pomoci metody pratokové cytometrie pro extrakt PANI-HCI+MeOH

Koncentrace  VSechny bunky zivé bunky nekrotické buiky apoptické bunky

pocet bunck % bunck pocet bunck % bunék  pocet bunck % bunck

50% 7647,00 477,00 6,22 6289,50 82,19 751,00 9,90
25% 10951,50 452,00 4,06 9745,00 89,15 577,00 5,19
10% 12871,00 283,50 2,19 11516,00 89,48 875,50 6,81
5% 8264,67 1055,67 13,21 6778,33 82,18 371,67 4,03

Reference 43277,50 31451,00 72,91 1155,00 2,72 5274,50 11,96
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7 DISKUZE VYSLEDKU

Polyanilin neboli zkracené¢ PANI ve formé prasku se stal hlavnim predmétem této pra-
ce. PANI je vodivy polymer, ktery je intenzivné zkouman v oblasti biomateriald, kde by
mohl nalézt uplatnéni napt. ve form¢ nanovlaken naptiklad pro tkanové inzenyrstvi (Jeong,
et al. 2008). Dale by mohl nalézt uplatnéni v oblasti regenerace srdecni ¢i nervové tkané

(McKeon, et al., 2010).

V piedchazejicich studiich, které byly provedeny na UTB bylo zjisténo, ze vyssi kon-
centrace PANI jsou cytotoxické. Nasledné bylo dal$im zkoumanim zjisténo, ze PANI ob-
sahuje nizkomolekularni necistoty, které se na jeho cytotoxicité mohou podilet. Tento fakt
byl ovéfen ve studii Humpolicek et al. (2012), kde bylo vyzkouseno opétovné PANI proto-
novat a deprotonovat, tzn. pfevést PANI-S opét na PANI-H. Tento vysledek mél pozitivni
vliv na cytotoxicitu a tim byla podpofena teorie, Ze hlavnim diivodem jeho cytotoxicity
jsou nizkomolekuldrni vedlejsi produkty, které vznikaji béhem syntézy PANI prasku. Dalsi
studie zajimajici se o snizeni cytotoxicity vyuziva metody piesrazeni vniklého polymeru ve
vhodnych rozpoustédlech. Vysledky této studie Stejskal et al. (2014) potvrzuji snizeni cy-
totoxicity PANI prasku, ale vysledek neni uspokojivy. Jako dal$i moznost piecisténi PANI
prasku byla zvolena Soxletova extrakce, zde byly zkoumany rizné rozpoustédla a jako
vhodné rozpoustédla se jevi MeOH a 0,2M HCI. Studie, kterou byly tyto vhodné rozpous-
tédla prokazany, byla provedena na UTB a dosud nebyla publikovana.

Diplomova prace se zabyva piecisténim PANI prasku pomoci MeOH a 0,2M HCl a to
pouze jako médium, ve kterém je PANI prasek ponechan po definovanou dobu. Byly pfi-
praveny tfi modifikované PANI prasky, 1) PANI-HCI po dobé pisobeni 24h, 2) PANI-
MeOH po dobé ptsobeni 24h a 3) PANI-HCI+MeOH zde kazdé¢ médium mélo dobu pliso-
beni 12h. Dale jsou prezentovany vysledky zmény PANI vodivosti i testd cytotoxicity

PANI extrakti ptipravenych z modifikovanych PANI praski.

Me¢fteni vodivosti prokazuje zmény oproti standardnimu, nemodifikovaném PANI
prasku. Modifikovani pomoci MeOH nebo HCI vodivost zvySuje oproti standardné ptipra-
venému PANI prasku dle metodiky [UPAC (Stejskal, 2002). Nejvyssi vodivosti dosahuje
modifikovany PANI prasek pomoci 0,2M HCI a to hodnoty 5,223+0,011 S/cm. Naproti
tomu vodivost modifikovaného PANI praSku pomoci HCl i MeOH klesa oproti standard-
nimu PANI praSku na hodnotu 3,53391+0,00005 S/cm.
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Testy cytokompatibility byly provedeny nejprve pomoci metody MTT a nasledné po-
moci prutokové cytometrie. Cytotoxicita byla zkoumana pomoci metod definovanych
v CSN EN ISO 10 993-5 ,,Zkousky na cytotoxicitu in vitro®. V této &asti normy jsou
popsany tfi metody stanoveni cytotoxicity, které se odlisuji podle typu vzorku. Jsou to 1)
zkouska extraktu pfipraveného z testovaného vzorku, 2) zkouSka pfimym kontaktem se
vzorkem a 3) zkouska nepiimym kontaktem. V této préci byla zvolena metoda zkousky
extraktu pfipraveného z PANI prasku. Vzorky z PANI prasku byly piipravovany pomoci
oddilu 12 normy CSN EN ISO 10 993, ktera se jmenuje ,,P¥iprava vzorki a referenénich
materiald”. Metoda MTT je kolorimetricka metoda zalozena na absorbanci formazanu pii
vlnové délce 570 nm (protokol MTT, Vybrant 2002). Pritokova cytometrie vyuziva pii-
stroje, ktery ozafuje buiiky v kapalném prostfedi sadou laserti. Analyza probiha pomoci
detektoru, ktery snima proslé zafeni. Priitokova cytometrie je multiparalelni metoda, ktera
1ze vyuzit napiiklad na rozeznani typu bunééné smrti (Wang, et al., 2010). V této studii
byly pouzity fluorochromy — Pl a Annexin V-FITC.

Bylo zjisténo, ze metodu MTT nelze pouzit pro méfeni PANI extraktu piipravenych
z modifikovanych PANI praskt a to z diuvodu interakce barviva MTT s extraktem. Byl
zméfen blank (tzn. pouze extrakt bez bunécného osidleni s barvivem MTT), ze které¢ho
vypliva, Ze se snizujici se koncentraci extraktu se zvySuje intenzita interakce extraktu
s MTT. Pii méfeni s bunéénou populaci by to nemél byt problém, protoze pted piidanim
barviva MTT je pfitomny extrakt odstranén. ProtoZe nelze zcela odsat veskery extrakt,
nebyla metoda MTT viibec vyuZita. V praci jsou zobrazeny poue snimky z mikroskopu, na
kterych lze vidét vznikly formazan v médiu a nikoli v samotnych bunikach. MTT jako vy-
hodnocovaci metoda pro modifikované PANI prasky byla zamitnuta. Nasledné byla cyto-
kompatibilita modifikovanych PANI praskd stanovovana pomoci pritokové cytometrie.
Zde je nutné bunky pievést do suspenze, aby je ptistroj dokazal analyzovat. Z neznamého
divodu se bunky nedafilo pomoci Trypsinu odd¢lit. Diivodem muze byt blokace u¢inku
Trypsinu zbytky extrakti ¢i poSkozeni bunétné vazby, tak ze Trypsin neni schopen narusit
vazbu cadherin k povrchu tkanového polystyrenu. Proto bylo nutno buinky z povrchu
uvolnit pomoci ,,bunééné Skrabky“. Vysledky, které byly pomoci prutokové cytometrie
obdrZeny ukazuji, ze vSechny koncentrace modifikovanych PANI extraktl zplsobuji vice
nez 70% umrtnost bunék nekrotickou bunéénou smrti. Nelze tedy predikovat trend snizuji-
ci se umrtnosti bunck se snizujici se koncentraci extraktii. Koncentrace Zivych buné¢k pfi-

tomnych ve vSech modifikovanyc extraktech PANI prasku je velmi mala. Déle se nevysky-
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tuje ani staticky vyznamny rozdil v mife cytotoxicity mezi jednotlivymi modifikacemi

PANI prasku.
Ziskané vysledky prokazuji, Ze vSechny modifikace PANI prasku pomoci MeOH,
0,2M HCI i obémi rozpoustédly zaroven nesnizuje cytotoxicitu PANI prasku, ale pravé

naopak.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit miru cytotoxicity modifikovanych PANI
praskia. Modifikace byla provedena pomoci MeOH a 0,2M HCI. Cytotoxicita byla stano-
vena pomoci metod ustanovenych v CSN EN ISO 10 993-5. Jak jiz bylo stanoveno v baka-
larské praci, samotny PANI vykazuje vysokou miru cytotoxicity, a proto se dalsi zkoumani
zaobira snahou o sniZeni cytotoxicity. Byly provedeny dvé stézejni vyzkumné prace
(Humpolicek, et al., 2012 a Stejkal et al., 2014), které prokazuji, Ze mira cytotoxicity PANI
je zpusobena hlavné nizkomolekuldrnimi necistotami, které vznikaji pii jeho syntéze.
Vhodna metoda precisténi byla stanovena pomoci Soxletovy extrakce. Byly voleny rtizné
rozpoustédla a jako nejvyhodnéjsi se jevilo pouziti MeOH a 0,2M HCI. Védecka publika-

ce, které toto precisténi provedla, zatim nebyla publikovéna.

Byly ptipraveny tii modifikované PANI prasky 1) PANI-HCI, 2)PANI-MeOH a
3)PANI-HCI+MeOH. Modifkované PANI prasky se lisily v pouziti pie¢istovaciho média
a doby ptsobeni média. Prvni dva prasky byly pteciStovany po dobu 24 hodin, zatimco
treti prasek byl ptecistén po dobu 12 hodin 0,2M HCI a nasledné¢ po dobu 12 hodin MeOH.
Vyhodnoceni cytotoxicity bylo provedeno pomoci metody MTT a pritokové cytometrie.
Vysledky obdrzené metodou MTT nejsou relevantni, protoze pfitomny extrakt reaguje
s barvivem MTT. Vzhledem k tomuto faktu nelze metodu MTT pro stanoveni cytotoxicity
modifikovanych PANI praska pouzit. Relevantni vysledky byly obdrzeny diky vyuZiti me-
tody prutokové cytometrie, kde ovSem vznikl problém pii pfevedeni bunck do suspenze.
Na buiiky z nezndmého diivodu neucinkuje enzym Trypsin, ktery by mél zarudit jejich od-
poutani od povrchu, na némz byly kultivovany (v laboratofi nebyly k dispozici dalsi latky
pro uvolnéni bun¢k jako napf. colagendza a nebylo tedy moZzné provést pokus uvolnéni
jinymi postupy). Problém byl vyfeSen pouzitim specidlni Skrabky na buniky. Obdrzené vy-
sledky ukazuji, Ze vétSina bun€k pritomnych ve zkumavce byla nekroticka. Mezi jednotli-
vymi preciStujicimi médii neni v mife cytotoxicity pozorovatelny rozdil. VSechny tfi typy
vzorkl vypadaji obdobné. Déle nelze pozorovat ani sniZujici se mira cytotoxicity se sniZu-
jici se koncentraci extraktu. Diplomova prace tedy potvrzuje nevhodnost pouZiti precisténi
pomoci HCl a MeOH z diivodu imortalizace bunécné populace. Pfi¢ina proc piecistény
PANI prasek zptisobuje popsané zmény, které u standardniho PANI prasku nebyly pozoro-

vany, zatim objasnéna nebyla.
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Dale byla na modifikovanych vzorcich PANI prasku métfena vodivost. Oproti stan-
dardnimu PANI prasku se vodivost modifikovanych PANI prasku lisila. Pouziti jednotli-
vych médii na precisténi PANI prasku samostatné zvysSuje vodivost PANI prasku. Nejvice
ji zvySuje pouziti 0,2M HCI jako precistovaciho média. Naproti tomu pouziti obou precis-

tovacich médii vodivost PANI prasku snizuje oproti standardnimu PANI prasku.
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HaCaT
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R-PANI-H
DR-PANI-B
NMP
hMSCs
PLA

DNA

FCM

FCS

SSC

mysi fibroblasty
Extracelularni matrix
Polystyren

Rentgenova fotoelektronova spek-

troskopie
Skenovaci elektronova mikrosko-
pie

lidské prsni epitelialni bunky
Polytetrafluoretylen

polypyrrol

Polyanilin

Emeraldinova stl

Emeraldinové baze

Lidské keratinocyty

Lidské

hepatocelularni  karci-

nomni bunky

Reprotonovana emeraldinova stl
Deprotonovanaemeraldinova baze
N-metylpyrrolidonu

lidské mezenchymalni buiky
kyselina polymlécna
deoxyribonukleova kyselina
pratokova cytometrie

forward scatter light

side scatter light

mouse fibroblast
extracellular matrix
polystyrene

X-ray photoelectron spectroscopy

scanning electron microscopy

human mammary epitelial cell
polytetrafluoroethylene
polypyrrole

polyaniline

Emeraldine salt

Emeraldine base

human keratinocyte

human liver hepatocellular carci-

noma

reprotonated Emeraldine salt
deprotonated Emeraldine base
N-methylpyrrolidone

human mesenchymal cell
polylactic acid
deoxyribonucleic acid

flow cytometry

forward scatter light

side scatter light
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R
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MeOH
HCI

PANI-HCI

PANI-MeOH

PANI-HCI+MeOH

rpm
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SD

propidium jodid

3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazolium bromid
5-brom-2’-deoxyuridin
elektricka vodivost

mérnd elektrickd vodivost
mérny odpor

plocha prafezu vodice
délka vodice

odpor vodice

mikroskopie atoméarnich sil
metanol

kyselina chlorovodikova

modifkovany polyanilinovy pra-
Sek pomoci kyseliny chlorovodi-

kové

modifkovany polyanilinovy pra-

Sek pomoci metanolu

modifkovany polyanilinovy pra-
Sek pomoci kyseliny chlorovodi-

kové a metanolu
otacky za minutu
dimetylsulfoxid
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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area cross-section of conductor
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resistence wires

atomic force microscopy
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hydrochloric acid

modified

polyaniline  powder
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modified  polyaniline  powder
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thanole
round per minute
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