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ABSTRAKT

Cilem prace je stanovit, cytotoxicitu 2 forem polyanilinu. Konkrétné byly zkoumany: po-
lyanilinova baze a polyanilinova stl. Tyto dvé formy se lisi jak strukturou, tak vlastnostmi.
Polyanilinova sil oznacovana jako zelena emeraldinova sul, je vodivou formou polyanili-
nu. Polyanilinova baze se oznacuje jako modra emeraldinova baze a je nevodivou formou.
Ptechod mezi obéma formami polyanilinu probiha zménou pH pii hodnoté 5 — 6. Tento
piechod se provadi naptiklad pfidavkem hydroxidu amonného k polyanilinové soli. Poly-
anilin je zkouman hlavné kvili jeho schopnosti vést elektricky proud, ¢ehoz se vyuziva
v konstrukci senzord, antikoroznich natéri ¢i v oblasti vyroby palivovych ¢lankda.
V posledni dobé se vSak také zvySuje zdjem o vyuZiti polyanilinu v oblasti mediciny.
Piedpokladem takovychto aplikaci je biokompatibilita polyanilinu. I kdyz je polyanilin
zkouman jiz fadu let, informace o jeho cytotoxicité, jako jednoho z parametrid biokompati-
bility, jsou nedostacujici. Cytotoxicita bude studovana pomoci stanoveni viability extraktt
polyanilinu. Vyhodnoceni viability bude provedeno jednak pomoci metody MTT a jednak
pomoci pritokové cytometrie.

Klic¢ova slova: polyanilin, apoptoza, nekroza, MTT, pritokova cytometrie

ABSTRACT

The aim of the study is to determine the cytotoxicity of different forms of polyaniline.
Concretely, the following forms were examined: polyaniline base and polyaniline salt.
These two forms are different in both structures and properties. Polyaniline salt is marked
as green emeraldine salt, which is a conductive form of polyaniline. The Polyaniline base
is marked as blue emeraldine base, which is not conductive. The transit goes through the
change of PH by the value 5-6. This transit is made for example by addition of ammonium
hydroxide to polyaniline salt. Polyaniline is examined mainly due its ability to conduct the
electrical power, which can be used for the construction of sensors, anticorrosive coat or in
the production of fuel segments. The applications in biomedicine are also considered re-
cently. For those applications the biocompatibility of material is crucial. Even though the
polyanilin has been examined for many years, the information about his cytotoxicity are
insufficient.

Keywords: polyaniline, apoptosis, necrosis, MTT, flow cytometry
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UvVOD

Hlavnim objektem této prace je polyanilin, ktery je jednim z pfednich zastupct
skupiny vodivych polymert, coz jsou polymery, které disponuji fadou riiznych vlastnosti.
Tyto vlastnosti se tykaji hlavné jejich elektrochemického chovani, tzn., ze se jejich vlast-
nosti méni v zavislosti na jejich elektrochemickém potencialu (Freund a Deore, 2007). Za
vyzkum vodivych polymert byla udélena Nobelova cena za chemii v roce 2000 védctim
Heegerovi, MacDirmidovi a Shirakawovi (The Nobel Prize in Chemistry, 2000). Polyani-
lin ma 2 hlavni formy a to polyanilinovou stil, vodiva forma polyanilinu. Vodivost polyani-
linové soli dosahuje az polovodic¢ové urovné. Druhou formou polyanilinu je polyanilinova
baze, ktera neni vodiva. Pfechod mezi témito dvéma formami se déje zménou pH, samotny
ptechod nastava pii hodnoté pH 5-6 (Stejskal, 2002). Polyanilin je zkouman jiz fadu let,
hlavné pro jeho mozné aplikace v oblasti biomediciny. I pfes jeho dlouholeté zkoumani
neni stale objasnéna jeho cytotoxicita jakozto kliCovy parametr biokompatibility tohoto
polymeru. Cytotoxicita je zkoumana pomoci testil viability bunék a bunééné smrti. Bunéc¢-
na smrt mize byt uskutecnéna 2 mechanismy a to apoptézou, coz je programovana smrt,
pti které nedochazi k imunologické odpovédi — zanétu. Druhym mechanismem je nekroza,
ktera je hlavné zpisobena hlavné akutnim poranénim a vyvolava zanét. Ten je zpisoben
vylitim buiiky do cytosolu a naslednym poskozenim okolnich bunék, tim se zanét roz§ituje

(Necas et al., 2000).

V této praci se cytotoxicita polyanilinu bude zkoumat pomoci 2 metod: 1) pomoci
MTT testu; 2) pomoci prutokové cytometrie. Budou se zkoumat extrakty polyanilinové
baze a polyanilinové soli, které budou pfidany do pfedem nakultivovanych bunék z buné¢-
né linie lidskych keratinocyti (HaCaT). Pfiddvany budou postupné se snizujici koncentra-
ce extraktll a bude vyhodnoceno, jaka koncentrace extrakti jiz neni cytotoxicka. Vyhodno-
ceni pomoci MTT testu slouzi ke stanoveni viability bun¢k v pfitomnosti extrakt. Prito-
kova cytometrie slouzi k rozliSeni, zda builkky odumieli mechanismem apoptézy nebo ne-
krozy. Veskeré testovani i piiprava vzorkil bude provedena podle normy CSN EN ISO
10 993 a to konkrétn¢ podle ¢asti 5 — ,,Zkousky na cytotoxicitu in vitro® a podle ¢asti 12 —

,Priprava vzorkl a referenni materialy*.
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1 POLYMERY V BIOMEDICINSKYCH APLIKACICH

Pro biomedicinské aplikace, pfedevsim 1é¢bu postizenych ¢i poranénych tkani, respek-
tive jejich ¢astecnou nebo tplnou ndhradu, byly pouzivany snad vSechny druhy material.
Obecné se materialy v téchto aplikacich oznacuji jako biomaterialy. Existuje fada definic
biomateriali. V obecné roviné jsou tak oznaCovany latky, které jsou v kontaktu s tkani
(Robinson et al., 2001). Dle detailng&jsi definice autor Dee et. al. (2003) jsou to materialy,
které tvori Casti I€karskych implantatd, extrakorporalnich zafizeni (takové zatizeni, které je
umisténo mimo zivy organismus, ale piisobi na n¢j, napiiklad pfistroje na 1é€bu zanétu
Achillovy Slachy apod.) a jednorazové pomucky, které byly vyuzivany v 1ékafstvi, chirur-
gii, zubnim 1ékafstvi a veterinarnim 1ékafstvi stejné jako v kazdém aspektu péée o pacien-
of biomaterials (NIH Consens Statement, 1982): biomaterialy byly definovany jako latky
(jiné nez 1é¢iva) nebo kombinace latek, syntetickych nebo pfirodniho ptivodu, které mohou
byt pouzity po libovolnou dobu, jako celek nebo jako ¢ast systému, ktery posuzuje, zvysu-
je, nebo nahradi kteroukoli tkan, organ, nebo funkeci téla. Biomaterialy mohou byt rozdéle-
ny do ¢tyt hlavnich skupin materiali: polymery, kovové, keramické (véetné uhliku, skloke-
ramiky a skla) a pfirodni materialy. Nékdy jsou dvé odlisné skupiny materialti spojovany
dohromady v kompozitni material. Kompozity je tak mozné povazovat za patou skupinou
biomaterialt (Ratner, et al., 2004). Polymery se v biomedicinskych aplikacich zaéaly obje-
vovat az od poloviny 20. stoleti. Jejich vyuzZiti se neustale rozsifuje zejména diky inertnos-
ti, nebo dokonce vhodné interakci s vnitinim prostfedim. Dalsi vyhoda je variabilita jejich

vlastnosti (Sedlafikova et al., 2006).

Biokompatibilita a biodegradabilita jsou dvé kritické vlastnosti, na které je kladen du-
raz u materialu pouzivaného v biomedicinskych aplikacich (Australian biotechnology,

2006). Podrobné;ji bude biokompatibilita i biodegradabilita probrana nize.

Obecné je mozno konstatovat, ze biomateridly by méli byt biokompatibilni
s biologickym systémem ve kterém se maji nachazet. CoZ znamena, Ze by material mél byt
netoxicky, nekarcinogenni, neindukujici imunologickou reakei, nemutagenni, a nemél by
zpusobit zadné podrazdéni nebo alergickou reakci, at uZ mistni nebo systémovou
(Shi, 2004). Soubor pravidel pro testovani téchto a dalSich vybranych vlastnosti zdravot-
nickych prostiedkil je uveden v souboru norem CSN 1SO 10 993 ,,Biologické hodnoceni

zdravotnickych prostredki®.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Kromé biokompatibility a biodegradability je dalsi podstatnou charakteristikou poly-
merd pro biomedicinské aplikace pozadavek na stejné nebo podobné mechanické vlastnosti
jako ma puvodni biologicky systém (Australian biotechnology, 2006). Naptiklad odolnost
polymert v tahu mize byt charakterizovana podle jejich deforma¢niho chovani. Amorfni,
kaucukové polymery jsou mékké a reversibiln¢ roztazitelné. Kaucukové polymery vykazu-
ji niz8i modul pruznosti, nebo ztuhlost a rozsifitelnost az nékolik set procent. Sklovité a
semikrystalické polymery maji vyssi modul pruznosti, ale nizsi roztazitelnost. Konecné
mechanické vlastnosti polymeru pii velkych deformacich jsou dualezité pti vybéru konkrét-

niho typu polymeru pro biomedicinské aplikace (Ratner et al., 2004).

Vétsinou homogenni polymerni materidl nemiize mit potfebné vlastnosti, zejména po-
Zadovanou biokompatibilitu a biostabilitu. Pomoci chemické kombinace odlisnych poly-
mert dosahneme vyhovujicich vlastnosti. Naptiklad byl vyvinut kopolymer polyuretanu a
silikonového elastomeru, ktery vykazuje excelentni mechanické vlastnosti a odolnost proti
unavé ve srovnani s uretanovym komponentem a lepsi biokompatibilitu nez silikonovy

komponent (Australian biotechnology, 2006).

1.1 Historie polymeri v biomedicinskych aplikacich

JiZ v roce 1912 byla udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu Alexisi Carrelovi
za jeho praci v oblasti cévni struktury a transplantace krevnich cév a organt. Vé&dél,
ze pted tim nez dokaZeme vhodné transplantovat organ, je tfeba znat anatomii cév a nalézt
vhodnou metodu spojovani cév nového organu a cév hostitele (Alexis Carrel - Nobel
Lecture, 1912). Teprve béhem druhé svétové valky vSak dochazi k rychlému rozvoji poly-
mert, které zacinaji byt vidét i v medicinskych aplikacich. Polymetylmetakrylat (PMMA)
byl jednim z prvnich polymert pouzitych jako biomaterial. Byl pouzit k nahrazeni lidské
rohovky pfi poranéni. Dalsi posun pfisel kolem roku 1950, kdy bylo implantovano prvni

um¢lé srdce (Robinson et al., 2001).

V 60. letech se zacinaji objevovat hydrogely syntetizované v ¢eskych zemich profeso-
ry Wichterlem a Limem (Gibas a Janik, 2010). Profesor Wichterle byl prikopnikem v ob-
lasti designu, syntézy a aplikace novych polymera pro zdravotnické ucely. Otto Wichterle
se narodil roku 1913 v Prost&jové, studoval na fakulté Chemicko-technologického inzenyr-
stvi na CVUT v Praze (dne$ni Vysoké $kola chemicko-technologicka v Praze), ziskal dok-
torat u profesora Emila Votocka, Wichterleho vykon akademické kariéry byl prerusen

v roce 1939 (uzavieni vysokych §kol nacisty), proto odchazi do Zlina, kde mu byla nabid-
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nuta pozice ve Vyzkumném ustavu technologie kauc¢uku spole¢nosti Bat'a. Wichterle nasel
spravné polymera¢ni podminky pro pfipravu Nylonu-6 z e-kaprolaktamu. V roce 1952
patentoval nové materidly zalozené na sitovani  hydrofilnich  polymert
2-hydroxy-etylmetakrylal (HEMA). Nasledujici rok byl takovy material syntetizovan
V jeho laboratofich. Licenci na vyrobu hydrofilnich gelti od né&j koupila Americkd firma
Bausch & Lomb. V roce 1955 byl nominovan na plnopravného &lena Ceskoslovenské aka-
demie véd. V roce 1959 zalozil Ustav makromolekularni chemie. B&hem poslednich 10 let
profesor Wichterle a jeho spolupracovnici vyvinuli lepsi botnajici materialy a nové techno-
logie na kontaktni ¢ocky stejné jako nitroo¢ni hydrogelové ¢ocky, které mohou byt implan-
tovany do oka po odstranéni zakalené cocky. Tyto prvni hydrogelové ¢ocky Wichterle zho-
tovoval na stroji vyrobeném ze stavebnice Merkur (nazyval se ¢o¢kostroj), ktery je vyob-
razen na obrazku 1. V roce 1998 umira ve spanku ve véku téméf 85 let (Sebenda, Hudlicky
1999).

Obrazek 1 — ¢ockostroj Otty Wichterle

(Czechcentres, 2010)

Vyraznym posunem v oblasti vyuziti polymeri v mediciné je mozné demonstrovat
na roce 2012, kdy byla udélena Nobelova cena za medicinu a fyziologii védctim Gurdono-
vi a Yamanakamu za vyzkum v oblasti dediferenciace bunék a jejich nasledného umisténi
do lidského téla pomoci scaffoldu, ktery prorostou (The Nobel Prize in Physiology or Me-
dicine, 2012).
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1.2 Biodegradace

Biodegradace je schopnost materialti se rozkladat piisobenim biologickych faktort,
predevSim enzymt, v biologickém systému. Pti biodegradaci dochazi ke zjednoduseni a
rozpadu pivodnich struktur (Bastioli, 2005). Degradace materialu mize mit dva vyznamné
dasledky pro zdravotnické prostiedky. Prvni diisledek — ztrata strukturdlni integrity zdra-
votnického prosttedku, piipadné az jeho konecné rozpusténi nebo odstranéni. Tento dusle-
dek miize byt nezadouci v piipad¢€, ze material ma byt inertni a stabilni v dlouhé Casové
period¢, ale mize byt i1 zddouci u téch materiald kde je biodegradace zamér-
na (Williams, 2003). Tohoto jevu se vyuziva napiiklad v oblasti regenerace kuze,
K uchyceni kozniho §tépu, kde se uplatiiuji hlavné mukopolysacharidy, kolagen, stabilizo-
vana kyselina hyaluronova, polylaktid-polyglykolova kyselina (PLA-PGA), kyselina poly-
kaprolaktonova a dal$i polymerni materidly. Méné vhodné jsou syntetické polymery, jeli-
koz jejich biokompatibilita neni dokonala a tim padem omezuje jejich Siroké pouziti v ob-
lasti regenerace kize i ptesto, ze maji vhodné mechanické vlastnosti (Hollinger, 2012).
Druhy disledek — uvolnéni produktii z procesu degradace mulze ovlivnit tkdné a to bud’
lokalng, nebo systémove. Dale miize ovlivilovat nepiizniveé, nebo piiznive. V ptipadée ptiz-
nivé uvoliovanych produkti, maji tyto latky zadouci a zamyslené funk-

ce (Williams, 2003).

vvvvvv

lymeru pro jakékoliv medicinské aplikace je pochopit zplsob jak se bude piipravek roz-
kladat, nebo jakym zptisobem bude narusen a jak se nakonec vstieba z mista implantace
(Ratner et al., 2004). Ac¢koliv biodegradace je obvykle definovana jako degradace zptiso-
bena biologickou aktivitou (zejména enzymovou aktivitou), n€kdy je iniciovana abioticka
degradace, které podl€haji syntetické polymery, jako je fotodegradace nebo jednoducha
hydrolyza. Hydrolyze podléha velké mnozstvi polymert, jako jsou naptiklad polyestery,
polyamidy ¢i polyanhydridy. Dalsim typem degradace je enzymaticka degradace, ktera
probiha od povrchu dovnitf, protoZze makromolekuldrni enzymy nemuliZzou proniknout do
vnitiku materiadlu. Na rozdil od tohoto typu degradace miize chemicka hydrolyza pevného
materidlu probihat v celém priafezu, vyjimku tvofi velmi hydrofobni polyme-

ry (Bastioli, 2005).

Hydrolyza je odsStépeni funkénich skupin reakci s vodou. Miize byt katalyzovana

kyselinami, bazemi nebo enzymy. Je to reakce, ktera probiha v jednom Kkro-
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ku (Ratner et al., 2004). Hydrolyzovatelné polymerni materialy jsou napiiklad materialy,
které obsahuji karbonylovou skupinu vazanou na heteroatom (viz obrazek 2). Ostatni po-
lymery obsahujici skupiny jako jsou napiiklad ethery, acetaly, nitrily nebo sulfoamidy pod-
1éhaji hydrolyze jen za urcitych podminek (Ratner et al., 2004). Mezi faktory ovliviiujici
polymerni degradaci patii: typy chemickych vazeb, pH, teplota, kopolymerni slozeni ¢i
schopnost botnat (Bastioli, 2005).

Obrazek 2 — karbonylova funkéni skupina

vazana na heteroatom (ChemSketch - Freeware)

1.3 Biokompatibilita

Biokompatibilita je vlastnost, ktera popisuje interakce, probihajici mezi biomaterialy
a tkani t€la. Je nesmirné komplexni zalezitosti zahrnujici velky pocet mechanismt (Willi-
ams, 2003). Dale je biokompatibilita zasadni vlastnosti materialti pro jejich pouziti do bio-
logického systému, tato vlastnost materialim stanovuje jiné moznosti vyuZiti nez jenom
v oblasti technologie a obchodu (Ratner et al., 2004). Pfesna a jednoznaéna definice pro ni
neexistuje, ale obecnou definici pojmu biokompatibilita se rozumi piijeti materialu do oko-
li tkan¢ jako celek, material musi byt s tkani kompatibilni z hlediska mechanického, che-

mického, povrchovych receptort a farmakologickych vlastnosti (Park a Bronzino, 2003).

Mechanismy, umoziujici ovliviiovani jedné bunky druhou, jsou podstatné pro piijeti
materidlu do biologického systému. Tyto mechanismy existovaly u jednobunécnych orga-
nismi dlouho pfed vznikem mnohobunéénych organismi. Diikazy této teoriec mizeme vi-
dét na studii soucasnych jednobunéénych eukaryot, jako jsou kvasinky. Tyto bunky vedou

samostatny zivot, mohou komunikovat a navzajem ovliviiovat své chovani Bunky vysSich
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zivocichti mohou komunikovat pomoci stovek druht signdlnich molekul. Mezi né patii
proteiny, malé molekuly peptidii, aminokyseliny, nukleotidy, steroidy, derivaty mastnych
kyselin a rozpus§téné plyny jako jsou oxid dusny nebo oxid uhelnaty (Alberts et al., 2002).
Byl proveden rozsahly vyzkum, ktery potvrdil, Zze velkou ulohu v problematice bunécné
komunikace hraje extracelularni matrix - ECM (Von der Mark et al., 2010). Dtkazem je,
ze signalni molekuly se musi dostat od buniky k bufice a to témito rozliSnymi zpusoby:
1) jsou vyluCovany ze signalni bunky do extracelularniho prostoru pomoci exocytozy;
2) jsou uvolnény difazi pies plasmatickou membranu; 3) jsou vystaveny extracelularnimu
prostoru pfi zachovani pevné vazby k signalni bunice. Bez ohledu na charakter signalu,
cilové bunky reaguji prostfednictvim specifické bilkoviny zvané receptor, ktery se speci-
ficky véaze na signalni molekulu a poté se v cilové buiice zahdji odpovéd’ na pfichazejici
signal (Alberts, 2002). Na obrazku 3 mizeme vidét jednoduchou interacelularni signalni
cestu aktivovanou extracelularni signalni molekulou. Stejné tyto mechanismy probihaji i
V misté implantace. Material by proto mél byt z hlediska mezibuné¢né komunikace co nej-

vice podobny biologickému systému, aby jej mohl bez problémi piijmout.
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Obrazek 3 — jednoducha intracelularni signalni draha

(Giese et al., 2002)
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1.4 Typy polymeru

Polymerni biomaterialy jsou syntetické ¢i ptirozené se vyskytujici polymery. Dale se
daji polymery rozdé¢lit podle toho, do jakych struktur jsou zpracované — velmi lehce se daji
zpracovavat do mnoha struktur a tvart (Shi, 2004). Proto maji Sirokou $kalu uplatnéni
Vv aplikacich pro implantaci. Mohou byt tvoteny do vlaken, textilu, filmu, ty¢i a viskéznich

kapalin (Ratner et al., 2004).

1.4.1 Syntetické polymery

Ackoliv stovky polymert 1ze snadno syntetizovat, jako biomaterial mize byt pouZi-
to jen 10 az 20 z nich (Park a Bronzino, 2003). Syntetické polymerni biomaterialy mizeme
rozdé€lit na hydrofobni (vodu neabsorbujici) jako jsou ptirodni kaucuky (NR), polyetylen
(PE), polypropylen (PP) a dalsi, pfes vice polarni polymery jako jsou polyvinylchlorid
(PVC), PLA-PGA a nylony az po botnajici polymery jako jsou polyhydroxyetylmetakrylat
(PHEMA) a polymery rozpustné ve vodé jako jsou polyetylenglykol
(PEG) (Ratner et al., 2004).

Polymerni materialy se vyuZzivaji pro tyto aplikace: 1) PVC na vyrobu krevnich va-
ki a vakl na roztoky, na chirurgické obaly, zatizeni na dialyzu, na lahve katétrti, na svorky
a kanyly; 2) PE na farmaceutické lahve, netkané textilie, katétry, rizné vaky a ortopedické
implantaty; 3) PP na jednorazové injekéni stiikacky, Sici material, netkané textilie a umélé
cévni §tépy; 4) PMMA na krevni pumpy a rezervoary, o¢ni ¢o¢ky a kostni cement, 5) ny-
lon na obalové filmy, katétry a na Sici material, 6) PLA-PGA ve farmacii pro uvolfiovani
ucinné latky z 1éCiv, Sici materidl a kryti ran, 7) PHEMA na o¢ni Co¢ky a systémy pro

uvolnovani 1é¢iv (Park a Bronzino, 2003; Ramakrishna, 2010).

Vzhledem k obsahlosti vyuziti a druhti polymeru se v dalSich ¢astech budeme za-

byvat jen né¢kterymi typy.

1.4.1.1 Syntetické biodegradabilni polymery

Syntetické biodegradabilni materialy mohou byt vyuzity v Sirokém spektru medi-
cinskych aplikaci diky jejich dobré biokompatibilité, kontrolovatelné biodegradaci a po-
mérné dobré zpracovatelnosti. Mezi tyto materidly patii napiiklad polylaktid (PLA), poly-
glykolid (PGA), PLA-PGA a dalsi. (Park a Bronzino, 2003). Nejéastéji pouzivany materi-

al je PLA diky svym funk&nim vlastnostem, které napomahaji ristu bun¢k na tomto mate-

vvvvvv
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rust bun¢k (dale jen scaffold). Scaffold slouzi jako Sablona pro regeneraci tkani a hraje
klicovou roli v adhezi, proliferaci a diferenciaci bunék a nové tkanové formace ve vSech
ttech smérech. V idealnim piipadé by mél byt scaffold navrzen tak aby mél nésledujici
vlastnosti: m¢l by byt biokompatibilni, biodegradabilni s kontrolovanou rychlosti degrada-
ce, 3D strukturu, vysoce porézni strukturu k ristu bunck, propojenou sit pért s cilem
usnadnit vyménu zivin a odpadnich latek, mechanickou pevnost, aby podporoval regenera-
ci a dobrou topografii a chemii povrchu, aby podporoval bunécnou interakci a vyvoj tkané
(Liu, 2012). Jako piiklad je na obrazku 4 uveden scaffold z chitosanu. (a) a (b) je chitosan
se 4% acetylaci, rozdil je pouze ve zvétSeni, (c) a (d) je chitosan s 15% acetylaci, opét roz-
dil pouze ve zvétSeni. Chitosan byl zkouman jako mozny scaffoldy pro osidleni lidskymi

endotelialnimi buiitkami (Amaral et al., 2009).

Obrazek 4 — scaffoldy z chitosanu

s urcitym stupném acetylace (Amaral et al., 2009)

Vétsina z bézné pouzivanych biodegradabilnich polymert pouzivanych pro scaffol-
dy jsou mechanicky pevné, ale pro jisté aplikace jako je tkanové inzenyrstvi svalii a §lach,
které vyzaduji znacnou pruznost, tyto polymery nejsou optimalni. Proto byly vyvinuty no-
vé biodegradabilni polyestery, které maji vynikajici elasticitu a pevnost. Scaffoldy z téchto
materiald mohou byt uzite¢né hlavné v oblasti tkanového inzenyrstvi elastickych tkani,
jako jsou svaly, kosti a cévy (Lee a Henthorn, 2012). Moderni regenerativni medicina stale
vice scaffoldy pouziva, protoze predstavuji Sirokou skalu morfologickych a geometrickych
in vivo moznosti, které mohou byt ptizpisobeny pro kazdou specifickou aplikaci regene-

ra¢ni mediciny (Kim et al., 2011).
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Bidegradabini polymery mohou byt tvofeny i z pfirodnich polymerii jako jsou
chitin, alginat, hyaluronova kyselina. Oproti nim maji synteticky pfipravené biodegrada-
bilni polymery vyhodu, Ze mohou byt vytvaieny za kontrolovanych podminek a tim padem
vykazuji obecné predvidatelné mechanické i fyzikalni vlastnosti jako je pevnost v tahu,
modul pruznosti a rychlost degradace. Dalsi vyhodou je kontrola necistot, které by se moh-

ly dostat do materialu (Rezwan et al., 2006).

1.4.1.2 Elastomerni materialy

Jsou to makromolekularni materialy charakterizované schopnosti zna¢né se defor-
movat pusobenim pomérné¢ malého vnéjsiho napéti a po uvolnéni napéti nabyvat ptivodni-
ho nedeformovaného tvaru. Volba tohoto materialu pro biomedicinské aplikace je podmi-

néna predevsim konkrétnimi pozadavky na material (Bednaf et al., 1991).

Ptistroje, které jsou vyrobeny z téchto materidlli, se nachézeji hlavné¢ v umélych
srdcich, v oblasti protetickych srdecnich chlopni, uvniti aorty jako balénové pumpy, prsni
protézy, oftalmologické pfistroje, v oblasti Celistni rekonstrukce, jako uméla kize a sys-
témy podavani Iékt. Hlavnimi polymery, které jsou pro tyto aplikace pouzivany, jsou sili-
konova pryz a polyuretan (Teoh et al., 1999). V souhrnu, elastomerni materialy jsou dule-
zitad tfida materialti a dal$i inovace povedou k mnoha objevim v tkadnovém inzenyrstvi

(Burdick a Mauck, 2011)

Jako naptiklad polyuretan, ktery je ¢asto popisovan jako latka, ktera ma pieklenout
diru mezi pryzi a plasty. Ma velmi malou hustotu v porovnani s jinymi polymery. Nejéas-
t&j1 je pouZivan pro ventrikularni pomocna zafizeni. Tyto zafizeni se 1i8i od umélych srdci.
Jsou pouzivany jako kratkodobda pomoc srde¢niho obéhu. Jsou pfipojeny bud na jednu,
nebo na obé€ srdecni komory. Zatizeni se skladd z potrubi, které je pfipojené k srdecni
chlopni vedouci k ¢erpadlu (Robinson et al., 2001). Polyuretan ma nevyhodu, ze podléha
progresivni degradaci pti implantaci (Teoh et al., 1999).
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1.4.1.3 Hydrogely

Je to stale nova a rychle se rozvijejici skupina polymernich materidlt. Jeji uplatnéni
je velmi Siroké od farmacie pres medicinu az k zeméed€lstvi. Podle nejnovéjsich medicin-
skych i farmaceutickych encyklopedii stale neexistuje piesna definice pojmu hydrogel.
Nejcasté&ji je hydrogel povazovan za material, ktery je vytvofen z polymerni sité, jenz byla
nabotnana vodou (Gibas a Janik, 2010). Procentudlni obsah vody je az 98%. Muze mit

porézni strukturu s pory o velikosti mezi 10 az 100 um (Hejcl et al., 2008).

Hydrogely jsou materidly, které jsou dilezité pro tkanové inzenyrstvi kvuli jejich
funk¢ni podobnosti s prirodnim ECM (Burdick a Mauck, 2011). Coz je prostor mezi bun-
kami, ktery je vyplnén slozitymi sitémi makromolekul (Alberts, 2002). ECM obsahuje 3
hlavni typy makromolekul: 1) strukturalni bilkoviny — kolagen a elastin; 2) specializované
bilkoviny — fibrin, fibronektin a laminin, maji v ECM specifické funkce; 3) proteoglykany
sestavajici z glykosaminoglykanti pfipojené na bilkovinné jadro (Murray, 2002). Hlavnim
divodem pro¢ je ECM povazovan ze prirodni hydrogel je fakt, Zze proteoglykany jsou tvo-
fené polypetidovym fetézcem, na ktery jsou napojeny glukozaminoglykany (polysacharidy
obsahujici glukozamin). Tyto polysacharidové fetézce jsou hydrofilni, a proto poutaji velké

mnozstvi vody. Tvoii gel (Necas, 2000).

Historie pouzivani hydrogeld v medicing je dlouha (Hejcl et al. 2008). Po vice nez
50 let jsou hydrogely pouzivany v mnoha biomedicinskych aplikacich, v oftalmologii jako
kontaktni ¢ocky nebo napftiklad v chirurgii jako vstiebatelné struktury. Poprvé byly hydro-
gely syntetizovany v roce 1955 Profesory Limem a Wichterlem v Praze. V 80. letech

20. stoleti byly hydrogely upraveny i pro jiné aplikace (Gibas a Janik, 2010).

Material, ze kterého byl prvni hydrogel pfipraven, byl metakrylatovy ester etylen-
glykolu. Mechanismus, pomoci néhoz byl tento material zhotoven, byla radikalova poly-
merace. Vznikly poly(2-hydroxyetylmetakrylat), zkracené HEMA botnd ve vodé az do
40%, a presto si zachovava uspokojivé mechanické vlastnosti (Raab, 1999). Hlavni vyho-
dou tohoto revoluéniho materidlu byla jeho stabilita pii riznych pH, teplotach a tonickych
biomaterial. Jeho vlastnosti zavisi mimo jiné, na metod¢ syntézy, polymernim obsahu, na
stupni zesit'ovani, teplot€ a finalnim prosttedi kde bude aplikovan. Po ukonceni syntézy se
produkt ziskd ve formé filmu nebo membrany. Nasledné je film ponofen do vody na

24 hodin, dokud neni zcela nasyceny vodou, diivodem je odstranéni toxickych a nezreago-
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vanych skupin, které by mohly poskodit biologickou tkan. Tento materidl mize byt pouzit
hlavné na vyrobu ¢ocek, dale na vyrobu umélé kuze, obvazi — specialné pro hojeni popa-

lenin, protoze zarucuje dobré podminky pro hojeni atd. (Gibas a Janik, 2010).

Hydrogely mohou byt vyuzity i jako degradabilni material pro scaffold. Nicméné
jsou zde stale omezeni, naptiklad degrada¢ni rychlost nemusi byt zcela zna-
ma (Hejcl et al., 2008). Degradace vede ke zméné primérné velikosti pord a ke zméné
botnaci urovné stejné¢ jako ke zméné viskoelasticity materialti. Na jedné strané zvétSeni
velikosti pori usnadiuje Sifeni makromolekul a migraci bunék, ale na stran¢ druhé mecha-

nické vlastnosti se béhem degradace vyrazné snizuji (Burdick a Mauck, 2011).

Dalsi materialy, které se pouzivaji na vyrobu hydrogeld jsou naptiklad PEG a jeho

derivaty, poly(vinyl) alkohol, polyamid, polyakrylat a polyuretan (Gibas a Janik, 2010).

1.4.2 Ptirodni polymery

Mezi pfirodni polymery patii takové latky, které jsou konstrukénim materialem tél zi-
vocichti (Duchécek, 2011). Ptirodni polymery maji slozitéjsi uplatnéni, protoze se musi
pocitat s jejich slozitou komplexni strukturou, imunogenicitou, moznosti pfenosu urcitého

patogenu a obtiznost jejich ¢isténi (Liu, 2012).

Do této skupiny patii napiiklad keratin, ktery se nachazi ve vlasech, nehtech, parozi
nebo v peti (Duchacek, 2011). Jeho hlavni vyhodou pfi pouziti v biomedicinskych aplika-
cich je jeho biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost a moznost urychlit riist fibroblastt.
Na druhou stranu mé nizké mechanické vlastnosti coZ sniZuje jeho zpracovatelnost a tim

padem i omezuje jeho praktické aplikace (Xing et al., 2011).

Dalsim ptikladem ptirodniho polymeru je kolagen, vyskytujici se ve vazivovych a po-
jivovych tkanich chrupavkach a kostech (Alberts, 2002). Vzhledem k tomu, ze kolagen
hraje hlavni roli v zachovani integrity ECM je dilezity pro aplikace tkanového inzenyrstvi,
které se zamé&tuji na obnovu struktury a remodelace potencidlnich tkanovych defekti (Bur-

dick a Mauck, 2011).
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2 VODIVE POLYMERY

Vodivé polymery disponuji fadou riznych vlastnosti, které se tykaji jejich elektro-
chemického chovani, tzn., Ze jejich vlastnosti lze ménit v zavislosti na jejich elektroche-
mickém potencidlu (Freund a Deore, 2007). Za jejich vyzkum byla v roce 2000 udélena
Nobelova cena za chemii védcim Heegerovi, MacDirmidovi a Shirakawovi za objev a
vyvoj vodivych polymert (The Nobel Prize in Chemistry, 2000). Vodivost téchto polyme-
ra se pohybuje v rozmezi 0,01 — 30 Sem™ coz je srovnatelné s vodivosti anorganickych

polovodivych materialti (Stejskal, Kratochvil a Jenkins, 1996).

Mnoho studii se zabyva vyuzitelnosti vodivych polymert, naptiklad vyuziti polypyro-
lu. Polypyrol slouZi jako elektricky stimulujici podklad pro rist neuront, jak je zobrazeno
na obrazku 5. Zde je vyobrazen polypyrol modifikovany lamininem nebo lysinem: (a) po-
lypyrol s lysinem; (b) polypyrol s lamininem; (c) polypyrol s lamininem i lysinem. Na pra-
vé stran¢ jsou zobrazeny fluorescencni snimky, znichz je patrné propojovani bunck

v zavislosti na elektrickych stimulech (Song et al., 2006).

Obrazek 5 — elektricky stimulovatelny podklad z polypyrolu

pro orientovany rust neurona (Song et al., 2006)
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2.1 Polyanilin

Polyanilin (PANI) je jednim z mnoha vodivych (elektro aktivnich) polymert. Byl
velmi rozsahle studovan hlavné pro jeho vlastnosti, jako jsou ekologicka stabilita, vysoky
stupen zpracovatelnosti a zajimavé redoxni vlastnosti, které jsou spojené s jeho strukturou
a heteroatomem (Ridge 1998). Pro polyanilin se hledalo specifické vyuziti predevsim pro
jejo schopnost reagovat zménou elektrické vodivosti na vnéjsi stimuly. Nakonec bylo nale-
zeno vyuziti v oblasti senzora (Airoudj et al., 2009), antikoroznich natért (Kalendova et

al., 2008) ¢i v oblasti vyroby palivovych ¢lankt (Wang, et al., 2009).

2.1.1 Struktura polyanilinu

PANI miize existovat v n€kolika formach, které se od sebe navzdjem lisi stupném
oxidace nebo protonace (Stejskal, Kratochvil a Jenkins, 1996). Nejbézné€jsimi formami
jsou zelené zbarvena vodiva polyanilinova (emeraldinova) sil, kterda ma vodivost na polo-
vodiCové trovni v fadech 100 Sem™, coZ je o mnoho fadi vyssi neZ u b&znych polymert
(< 10° Scm™). Protonovana emeraldinova sill se prevede na nevodivou modrou polyanili-
novou bazi ptidavkem hydroxidu amonného (Stejskal, 2002). Strukturni vzorce obou fo-
rem PANI mizeme vidét na obrazku 6. K pfechodu mezi obéma formami dochazi pii pH
Vv rozmezi 5 — 6, pfi tomto prechodu klesa vodivost PANI z jednotek Scm™ a7 na hodnoty
10 Scm™. Ob& uvedené formy PANI se 1isi v mnoha vlastnostech a to nejen ve vodivosti,
ale taky v jejich chovani pfi kontaktu s zZivymi organismy, tkanémi ¢i jednotlivymi bunka-
mi (Humpolicek et al., 2012).
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Obrazek 6 — strukturni vzorce polyanilinové soli a polyanilinové baze

(Humpolicek et al., 2012)
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2.1.2 Vlastnosti

Elektricka vodivost PANI byla pfijata jako zakladni kritérium pro posuzovani vyrob-
ka z tohoto materialu (Stejskal, 2002). PANI pfitahuje pozornost, vzhledem k jeho poten-
cialu pro aplikace, jako jsou nizké naklady a ekologicka stabilita, se vyuziva k tvorbé svét-
lo emitujicich diod, pro vyrobu pohont — palivové ¢lanky, plynové separacni membrany,
antikorozni barvy a antistatické zatizeni (El Khalki et al., 2003). Protoze jak jiz bylo zmi-
néno ma schopnost reagovat zmeénou elektrické vodivosti na wvnéjsi stimuly.
V biomedicinskych aplikacich se vyzkum a vyvoj zamétfuje predevsim na jeho uplatnéni

Vv regeneraci srdecni ¢i nervové tkané (McKeon et al., 2010).

2.1.3 Syntéza praskového PANI

Piesna syntéza praskového PANI je dana podle IUPAC, kterou provedl kolektiv ko-
lem Jaroslava Stejskala v roce 2002. Tato metoda byla uskute¢néna tak, ze do mnoha labo-
ratofi po celém svéte byly zaslany pisemné pokyny jak PANI syntetizovat. Nékteti pracov-
nici PANI pfipravovali poprvé v zivoté a jini méli bohaté zkusSenosti jak PANI syntetizo-
vat. Nasledn¢ byla metoda vyhodnocena pomoci méfeni elektrické vodivosti, coz bylo
hlavni kritérium pro posuzovani. Polymerace byla navrzena, aby byla co nejjednodussi.
Syntéza byla zalozena na smichani vodného roztoku anilin hydrochloridu a hydroxylsulfa-
tu amonného pii pokojové teploté. Nasleduje oddéleni sraZzeniny PANI hydrochloridu fil-
traci a suSeni. Cilem této studie bylo pfipravit PANI o definované vodivosti, nemusi byt
nutn¢ nejvyssi.

Efektivni polymerizace anilinu je dosazeno pouze v kyselém prostiedi, kde existuje
anilin jako anilinovy kation. Pro syntézu PANI byly pouzity rlizné anorganické i organické
kyseliny v riznych koncentracich. Vysledné PANI protonované riznymi kyselinami se 1isi

V rozpustnosti, vodivosti a stabilité (Stejskal, 2002).

Pro TUPAC studii byla vybrana kyselina chlorovodikova v ekvimolarnim poméru
K anilinu. Jako monomer byl pouzit anilin hydrochlorid. Peroxydisulfat je nejb&zné&jsi
okyslicovadlo a jeji amonné soli byla dana ptfednost, protoze je 1épe rozpustny ve vodé.
Koncentrace anilin hydrochloridu byla zvolena 0,2 M. K minimalizaci pfitomnosti zbytko-
vého anilinu a ziskani lepSiho vynosu PANI byl ve studii stanoven stechiometricky pomé&r

mezi peroxydisulfatem a anilinem na hodnotu 1,25.
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Samotna polymerace trva pifi pokojové teploté¢ 10 minut. Pii teploté 0 — 2°C trva po-
lymerace 1 hodinu. Oxidace anilinu je exotermickou reakci, proto teplota reakéni smési
muze byt pouzita k monitorovani postupu reakce. Teplotni profil oxidace anilinu je vyob-
razen na obrazku 7, ktery ukazuje typicky pribéh reakce zaznamenany v Ustavu makromo-

lekularni chemie v Praze.

Polymerace anilinu pfi koncentraci nad 1 M mlze mit za nasledek piehiati systému,
nasleduje vybuch. Proto je dulezité se t€émto reakénim podminkdm vyhnout (Stejskal,
2002).
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Obrazek 7 — teplotni profil polymerizace polyanilinu

(Stejskal, 2002)

2.1.4 Priprava polyanilinovych filmu

Pti ptipravé PANI filmd se vyuZiva schopnosti vodné reakéni smési vyuzité pii
oxidaci anilinu vytvéfet filmy na povrSich substratu o submikrometrové tloust'ce, které
jsou do reakéni smési ponofeny. Anilin hydrochlorid se rozpusti ve vodé a smicha se stej-
nym objemem vodného roztoku peroxodisiranu amonného. Vznikla smés se nasledné nali-
je do kultivacnich misek z polystyrenu. Reakce probihd pfi laboratorni teploté po dobu 10
minut. Nasledné na miskach naroste zeleny film vodivé polyanilinové soli. Nasledné se
misky vyplachnou roztokem kyseliny chlorovodikové, aby se odstranily srazeniny polyani-
linu z povrchu filmu, poté se metanolem oplachnou a vysusi na vzduchu. Film je pfipraven
K testovani. Vznikly film ma globularni morfologii a tloustku kolem 100 nm. Tyto PANI

filmy se vyuzivaji k testovani proliferace bunék.
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3 TESTOVANI POLYMERNICH MATERIALU PRO MEDICINSKE
APLIKACE

Legislativni pozadavky na materialy, které vstupuji do kontaktu s lidskym organis-
mem, jsou ramcov¢ zpracovany v ¢eské legislativé a podrobné rozpracovany v ¢eskych a
mezinarodnich normach. Nejvyznamnéj§im je série Ceskych statnich norem: CSN EN ISO
10993 ,, Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkii“. Tento soubor norem definuje
pozadavky, parametry a postupy pouzivané pii biologickém hodnoceni zdravotnickych
prostiedkui. Série je rozsahly spis, ktery je slozen z dvaceti samostatnych dokumentd, proto
je obtizné podat Uplné informace. Pro tuto praci byly dilezité pouze nékteré ¢asti, proto

zde neni uvedena cela norma, ale pouze jeji 2 ¢asti.

Jako prvni dileZitou ¢asti je pata ¢ast série, jez nese nazev ,, Zkousky na cytotoxicitu in
vitro“ (CSN EN ISO 10993-5, 2010). Popisuje tii typy uspofadani zkousek in vitro (ve
skle) a to 1) zkouSku extraktu ptipravené¢ho z testované¢ho materidlu, 2) zkousku pfimym
kontaktem a 3) zkouSku nepiimym kontaktem. Vybér konkrétniho postupu zavisi na typu
vzorku, misté aplikace a charakteru pouziti. Zkousky se provadi in vitro a pouzivaji se bu-

nécné linie kultivované za specifickych podminek

Druhou dtlezitou ¢asti normy je dvanacta ¢ast série, kde jsou uvedeny pozadavky, po-
kyny a postupy, podle nichZ se ma provadét ptiprava vzorkl a vybér referencnich materia-
It pro zkouseni zdravotnickych prostiedkti v biologickych systémech. Norma tak definuje
zékladni pravidla vzorkovani, ze kterych vychéazeji ostatni normy tohoto dokumentu. Na-

zev této Gasti je ,, Priprava vzorkii a referencni materialy” (CSN EN ISO 10993-12, 2009).
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4 TESTY VIABILITY A BUNECNE SMRTI

Testy viability a dalSich bunéénych parametri jako je naptiklad apoptdza ¢i nekroza se
bézné pouzivaji pro hodnoceni biokompatibility materiali. Prvotni studii provedl pan Ka-
wahara v roce 1955, ktery vyhodnocoval cytotoxicitu v dentalnich materialech na bunééné
kultufe. V nasledujicim desetileti doslo k vyraznému rozvoji metod, z nichZ je mozno jme-
novat napf. metodu pievrstvujiciho agaru, molekularni filtrace nebo MTT

(Wang et al., 2010).

4.1 Viabilita

Neboli zZivotaschopnost bunék in vitro, je rozhodujici faktor v mnoha oblastech bio-
medicinského vyzkumu a koneénym faktorem ve vyvoji 1é¢iv diky schopnosti predvidat
toxikologické ucinky 1é¢ivych kandidatd in vivo na zakladé jejich profilu toxicity in vitro
(Ramirez et al., 2010).

411 MTT

Kalorimetrickd metoda, osvédéena pro stanoveni pocétu zivotaschopnych bunék
Vv proliferaci a pro stanoveni cytotoxickych studii. Tato metoda je zalozena na §tépeni zluté
tetrazolium soli (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid), zkracené
oznacovano jako MTT, aby se vytvofil modro-fialovy formazan, ktery je ve formé krystal-
ki, coz je produkt mitochondridlnich enzymu (Sylvester, 2011). Tento produkt je nasledné
uloZen v cytoplazmé bunék a poté je pfemeénén na rozpustnou formu, pfi¢emz generuje
modrou barvu (Wang et al., 2011). MnoZstvi vyrobené¢ho formazanu je pifimo imérné po-
¢tu zivych bunék béhem provedeni MTT testu, jak Ize vidét na obrazku 8 (Sylvester,
2011). Jinak feceno, absorbance rozpusténého formazanu v oblasti viditelného svétla, pti
vlnové délce 570 nm koreluje s poctem zivych bunék az do koncentrace 10° bun&k na jam-

ku (protokol MTT Vybrant, 2002).
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Obrazek 8 — graf MTT — linearni zavislost viability bunék
a absorbance (protokol MTT Vybrant, 2002)

Pokud vzorek obsahoval cytotoxické slouceniny, které jsou schopny poskodit nebo
dokonce az znicit bunky, pak ve vysledku bude snizeny pocet modro-fialového formazanu
ve srovnani s kontrolnimi vzorky (takové vzorky které obsahovaly ¢isté buniky bez cytoto-
xickych sloucenin). V praxi vSak muize byt ¢ast formazanu ztracena pii odstrafiovani su-
pernatanu ze vzorkl a to muze mit vliv na vysledek testu (Wang, et al., 2010). VVzhledem
K tomu, ze tento test je rychly, pohodlny a Gisporny stala se tato technika velmi populérni
pro kvalifikaci Zivotaschopnych bunék v kultufe (Sylvester, 2011). MTT test se pouziva
v mnoha vyzkumech, napfiklad k vyzkumu regeneraci degenerované meziobratlové plo-
ténky kdy, elastické rosolovité jadro (pulposus nucleus) se védci snazi osadit buiikami,
fyziologickymi funkcemi, které byly izolovany z jinych meziobratlovych plotének (Ning et
al., 2013). Dale byl test MTT pouZit pro zkoumani cytotoxicity nanocastic stfibra proti
lidské rakoviné prsu (Jeyaraj et al., 2013).
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4.2 Apoptoza a nekroza

Z pohledu ucinku materialu na bunku je dulezity také mechanismus zaniku buiky. Za-
nik buiiky neboli buné¢na smrt ma dva zékladni mechanismy 1) programovana smrt, které
ptislusi odborny nazev apoptéza a 2) ndhodnou, ¢i neprogramovanou, které prislusi presny

pojem nekrdza (Necas et al., 2000).

4.2.1 Apoptoza

Tento typ buné&¢né smrti je zanik bunék programovanou smrti, ktera je charakteris-
ticka dobte definovanym sledem morfologickych zmén. Slovo apoptoza pochazi z feckého
slova, které znamena vypadnout nebo pad (Lodish et al., 2013). Tento mechanismus
umoziiuje bezpetnou likvidaci bunék, v okamziku kdy splnily svoji biologickou funkci
(Linhart, 2012). Slouzi nejen k udrZzeni homeostazy organismu, ale také jako kontrolni me-
chanismus velikosti a tvara tkani v riiznych vyvojovych stadiich, nebo ke zmenSovani po-
¢tu  specifickych  efektorovych  imunitnich  bunék po  vymyceni  patoge-
nd (Chaabane et al., 2013). Bunka se pfi tomto typu smrti zmensi a postupné se vSechny
bunécné proteiny 1 ostatni slozky bunky rozloZi. V kone¢né fézi je pak burnka rychle fago-
cytovana leukocyty (Linhart, 2012). Coz znamena, ze nenastanou Skodlivé dasledky, jako
pii nekroze. Dalsi vyhodou je, ze organické slozky bun¢k mohou opétovné fungovat
Vv jinych buiikéch, které je pfijmou. Apoptdza je Zivotné dilleZity proces béhem normalniho
vyvoje a Zivota organismu. Pfikladem muze byt fakt, Ze pfi rozvoji obratlovcil, naptiklad
V nervovém systému aZ polovina nebo 1 vice nervovych bunék umira brzy po jejich vzniku

(Alberts, 2002).

U lidi miZe chybna regulace apoptézy vyvolat zanétlivé, maligni, autoimunitni a
neurodegenerativni onemocnéni (Afford a Randhawa, 2000). Spravna regulace apoptdzy
totiz nevyvolava zanétlivé onemocnéni, protoZe nevznikaji antigenni latky. Pochopeni me-
chanismui apoptdzy se vyvinulo aZz v poslednich desetiletich a dodnes zistavaji nékteré
detaily procesu nepochopeny, protoze celkovy pohled na obraz makromolekularnich sys-

téma zacastnujicich se apoptozy je pomérné slozity (White a Sullivan, 1998).

Intracelularni mechanismy apoptdzy jsou zavislé na rodin€ cysteinovych proteaz,
které v aktivnim misté obsahuji cystein. Tyto protedzy se nazyvaji Kaspazy. Kaspazy jsou
syntetizovany v buiice jako neaktivni prekurzory (neboli prokaspazy), které jsou obvykle

aktivovany S§tépenim asparagové kyseliny jinymi kaspazami. Inicia¢ni kaspazy jsou kaspa-
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zy 2, 8,9, 10, 11 a 12. Po aktivaci se kaspazy stépi a tim aktivuji dalsi efektorové pro-
kaspazy (ptedevsim kaspazy 3, 6 a 7) coz vede k zesilovani proteolytické kaskady. Dalsi
aktivované kaspazy pak $tépi klicové bilkoviny v bufice. Nékteré kaspazy $tépi napiiklad
jaderné laminy, coz je sitovita vrstva proteinil ptiléhajici na vnitini sténu vnitini jaderné
membrany. To zpusobuje nevratné zhrouceni jaderné laminy. Dalsi kaspazy $tépi protein,
ktery zabranuje aktivaci DNA degradujicimu proteinu (DNAzou). Roz§tépeni tohoto pro-
teinu aktivuje DNAzu a ta rozstépi molekulu DNA v buné¢ném jadie (Alberts, 2002). Jako
nejpodivnéjsi vlastnosti mechanismu apoptozy zacne ,blebbing“. ,Blebs“ jsou pre-
apopticka téliska, kterd obsahuji malé témet kulovité cytoplazmatické fragmenty zapouz-
dfené v bunéénych membranach. Apopticka téliska mohou obsahovat funk¢ni organely
uzaviené v neporusené plazmatické membrané. Fosfatidyserin a fosfolipidy jsou vystaveny
na vnéjsi strané apoptickych télisek, slouzi jako signalni molekuly pro makrofagy, aby

byly nasledné fagocytovany (Chaabane et al., 2013).

4.2.2 Nekroza

Druhy typ bunécné smrti je charakteristicky nebobtndnim buiiky kdy nasledné dojde
K popraskani bunétné membrany a obsah buniky je vylit do okoli (Linhart, 2012).
V mnohobunééném organismu vyvola toto vyliti buiikky do mezibunééného prostoru imu-
nitni odpovéd’. Tato odpovéd’ je zplisobena vylitim slozek cytosolu do okoli. Imunitni sys-
tém se snazi tyto slozky, proteiny a poSkozené membranové struktury z odumielé bunky
eliminovat svymi chemickymi zbranémi a volnymi radikaly kysliku coz vyvolava zanétli-
vou reakci a ta vede k poskozeni okolnich buné€k, ¢imz se zanétlivy proces rozsifuje (Li-

nhart, 2012, Chaabane et al., 2013).

Tento mechanismus byl dlouho povazovéan za nahodnou a nekontrolovatelnou formu
bunééné smrti. V piipadé nahodné nekrozy jde hlavné o podnéty chemické nebo je disled-
kem poranéni. Hromadici se diikazy ukazuji, Ze nekrotickd bunééna smrt mize byt i ovla-
datelna a programovatelna. To je zvlasté Casté, kdyz pro to mé bunka divod, napiiklad pti
nizké koncentraci ATP neni schopna zemfit apoptézou. Nekroza neni zpravidla spojena
s aktivaci kaspazy, spiSe muze byt vysledkem jeji inhibice. Tento typ programované bu-

nééné smrti je vysledkem nékolika signalnich kaskad (Chaabane et al., 2013).
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4.2.3 Pritokova cytometrie

Neboli anglicky flow cytometry (FCM) vyuziva pfistroje, ktery skenuje jednotlivé
bunky. Buiiky tec¢ou podél budici ¢asti stroje v kapalném prostiedi. Technologie je unikatni
ve své schopnosti poskytovat rychlé, kvantitativni a multiparametralni analyzy jednotli-
vych zivych nebo mrtvych bunék. Proto mize byt tato metoda pouzita K testovani progrese

bunécného cyklu, stejné jako pfi testovani apoptickych bunék a bunéénych smrti.

Testy na apoptozu jsou relativné presné a reprodukovatelné, mohou byt pouzity jako
nové metody pro hodnoceni biokompatibility materiali dopliujicich test MTT
(Wang et al., 2010). Rozliseni mezi apoptickymi a nekrotickymi bunikami se provadi po-
moci duélniho barveni a to Annexinem V a propidium jodidem (PI). Na obrazku 9 vidime
razné grafy. Kazdy graf je rozdélen na 4 ¢asti, pomoci nichz rozliSujeme apoptické a ne-
krotické bunky. Apoptické jsou ty, které jsou na Annexin V pozitivni a na PI negativni,
tzn. bunky v pravé dolni ¢asti grafu. Nekrotické bunky jsou i na Pl pozitivni, tzn. prava

horni polovina grafu (Sawai et al., 2011).
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Obrazek 9 — ukdzkové vyhodnoceni pritokové cytometrie

(Sawai et al., 2011)
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Annexin V-FITC detek¢éni soustava na apoptdzu se pouziva k posouzeni vazby na
Annexin V (Wang et al., 2010). Annexin V je 36-kDa vazebny protein, ktery ma vysokou
afinitu k fosfatidylserinu membranového fosfolipidu. Annexin V muize byt pouzit k detekci
expozice extracelularniho fosfatidylserinu, k této expozici dochazi pii apoptdze. Proto byl
Annexin V urcen k detekci apoptickych bunék in vivo a in vitro (Murakami, 2003). Pomoci
Annexinu V jsou detekovany fosfatidylserinové zbytky, které byly transportovany do vn¢j-

Sich vrstev, projevuji se jako zelené zbarveni.

PI se pouziva k identifikaci nekrotické buiiky, protoze Annexin V nerozliSuje mezi
bunikou v apoptickém nebo v nekrotickém stavu. I u nekrotické bunky Annexin V detekuje
fosfatidylserinové zbytky, ale na rozdil od apoptické buiiky jsou jesté vystaveny ucinku PI,
coz je nasledn¢ vidét na obrazku 10 jako Cervenda skvrnitost po celém jadie. Nekrotické
buiiky se nam tedy jevi jako 2x pozitivné zbarvené a to jak Annexinem V - zelené tak i Pl

— Cervené (Wang et al., 2010)

Obrazek 10 — snimek z invertovaného fluorescen¢niho mikroskopu

bunck v apoptickém 1 nekrotickém stadiu, zvétSeni 200x (Wang et al., 2010)
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Syntéza polyanilinové soli a baze

Polyanilin, jak stl (PANI-S), tak i baze (PANI-B) byly syntetizovany na pracovisti Aka-
demie véd, Ustavu makromolekularni chemie panem RNDr. Jaroslavem Stejskalem,
dle IUPAC (Stejskal, Gilbert 2002). Na Univerzitu Tomase Bati byly piepraveny, aby
mohly byt vyuzity k dal§imu vyzkumu.
5.2 Pouzité bunécné linie

V pokusu byly pouzity buriky lidskych keratinocytti, oznaéovany HaCaT (CLS - Cell
Lines Service). Tyto bunky byly odebrané z lidského organismu, konkrétné z 62letého mu-
ze z jeho kuze, narocnosti biosafety level 1 (coz znamena, Ze s butikami se mtize pracovat
bez jakéhokoliv omezeni, neobsahuji zadny patogen, ktery by mohl vyvolat onemocnéni, a
ptedstavuji minimalni potencialni riziko pro laboratorni pracovniky a Zivotni prostiedi).
Tento typ bunééné kultury byl pouzit naptiklad pti zkoumani vypnuti genu P12CDK2API,
coz je nadorovy supresor, ktery negativné reguluje C¢innost cyklin-dependentni kinazy
(CDK 2) a potlacuje replikaci DNA (Sun, 2012). Dale byly tyto buiiky vyuzity ve vyzku-
psoriazy (lupénky). Uplathuje svij terapeuticky ucinek indukci apoptoézy keratinoci-
tu (George et al., 2013).

5.3 Podminky kultivace

Bunky byly kultivovany Vv inkubatoru Heracell 150i (ThermoScientific, USA). Pro
tyto bunky je dilezité, aby inkubator udrzoval nasledujici parametry: koncentrace oxidu
uhli¢itého (CO,) 5%, teplota 37,0 °C a stabilni vlhkost. K bufikam je ptidavano kultivacni
médium, Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (PAA) s vyssim obsahem gluko-
zy, které¢ obsahuje anorganické soli s nejvétSim podilem chloridu sodného (6400 mg/l),
aminokyseliny kde je nejvice zastoupen L-lysin (146 mg/l), vitaminy a jiné komponenty.
Do média se nasledn¢ pridava 10% fetalniho hovéziho séra a 1% antibiotik, konkrétné pe-

nicilin a streptomycin.
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5.4 Experimentalni usporadani

5.4.1 Extrakty polyanilinu

Extrakty byly pfipraveny dle CSN 1SO 10 993-5 ,,Zkousky na cytotoxicitu in vitro®
a soucasné podle CSN ISO 10 993-12 ,Priprava vzorkl a referencnich materialti*, smicha-
nim praskové formy PANI_S s kultivaénim médiem pro pouzité bunky v koncentraci
0,2 g/ml kultiva¢niho média. Obdobné byl ptipraven extrakt PANI B. Smichané roztoky
se nechaly 24 h michat na tfepacce, pfi teploté 37°C. Nasledovala centrifugace a odsaty
supernatant (extrakt) se ptidaval k bunkam. U extraktd byly stanoveny hodnoty pH.
V piipad¢ polyanilinové baze byly hodnoty pH neutrdlni, pfesnéji bylo nameéte-
no pH = 6,934. Zatimco v ptipad¢ polyanilinové soli byly silné€ kyselé, naméfend hodnota
byla pH =1,337. Z tohoto divodu jsme provedli zdvojeny test extrakti polyanilnové soli
ato za ptivodniho pH a po pufraci pomoci NaHCO?, pfi¢emZ jsme pufrovali na hodnotu

pH=7.

5.4.2 Prekultivace bunék

Pied zapocetim vlastniho testu bylo nutné provést prekultivaci bunék po dobu 24 ho-
din. Prekultivace se provadé¢la nasledujicim zptsobem 1) dokonalé odsati kultivacniho
média, 2) kratké oplachnuti PBS (0,2 ml/cmz), které dokonale odstrani v§echny stopy mé-
dia (obsahuje Ca®* ionty, které inhibuji trypsin) a nasledné odsati, 3) p¥idani trypsinu (0,1
ml/cm?), ktery se nechal piisobit v inkubatoru Heracell. Pisobeni Trypsinu bylo do oddgle-
ni bunck, nejdéle vSak 20 minut. Oddélovani bun€k bylo pribézné kontrolovano Inverto-
vanym mikroskopem s fazovym posunem (Olympus CKX 41, Japan). Po zhodnoceni,
ze bunky byly dokonale oddélené od povrchu kultivaéni nadoby, bylo do této nadoby pfi-
dano stejné mnozstvi vhodného média, jako bylo mnozstvi ptidaného Trypsinu. Nésledné
byly buniky odpipetovany do nadoby vhodné k centrifugaci. Cetrifugace se provadéla na
centrifuze Ependorf 5702 R (Ependorf, Némecko), parametry byly navoleny: doba 3 minu-
ty, teplota 37°C a rychlost 1,1.10° rpm. Po uplynuti potiebné doby byly buiiky koncentro-
vany na spodni Casti, a proto se jednoduse odsalo médium a buriky se nafedily na potieb-
nou koncentraci 1.10° bun&k/ml.

Ptipravené bunky byly rozpipetovany do 96-jamkové desticky (do kazdé jamky se
pipetovalo 100ul). Celkem byly pfipraveny 3 desticky. 1. desticka byla pfipravena pro

PANI S, do levé ¢asti byl pfidan neupraveny extrakt a do pravé ¢asti byl pfidan upraveny
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extrakt (upravila se hodnota pH na neuralni). 2. desti¢ka byla pfipravena pro PANI_S, kte-
ra byla obdobné rozdélena na pravou a levou cast. 3. desticka obsahovala kontrolu,
coz znamena samotné buniky bez zadného pridavku extraktu, pouze s ¢istym médiem. Pii-

pravené platy se nechaly 24 hodin kultivovat v inkubatoru.

5.4.3 Pridani extrakta

Nasledujici den (po prekultivaci) byly extrakty ptidany k pfedem ptipravenym des-
tickam s bunikami. Pfidani extrakt bylo provedeno 1) odsatim média z 96 jamkového des-
ticky, 2) ptfidani zvolenych koncentraci extrakti k buitkam: 100%, 50%, 25%, 10%, 5%,
1%. 100% koncentrace znamena piidani 100ul k buiikam bez piidavku ¢istého média, sni-
zovani koncentrace extraktu znamend postupné zvétSovani pridavku ¢istého média, napfi-
klad 50% koncentrace se sklada z 50ul extraktu a 50ul ¢istého média. Buiiky s pfidanymi

extrakty se opét nechaly 24 hodin kultivovat v inkubatoru.

544 MTT

Po 24 hodinové kultivaci se bunkam v destickach vymeénilo médium a bylo ptidano
MTT v koncentraci 0,5mg/ml média. V dalsi fazi se MTT nechalo 4 hodiny pusobit
Vv inkubdatoru. Po uplynuté dobé se odpipetovalo 40ul, zbytek média se odsél a odpipetova-
né mnozstvi se vratilo zpét do jamky. Tento krok se provad¢l proto, aby se ndm zmensSilo
mnozstvi tekutiny v jamce a abychom do jamky mohli pfidat 80ul DMSO (dimetylsul-

foxid), ktery se nechal 15 minut piasobit. Jako posledni faze byla méfeni absorbance na

vvvvv

5.4.5 Pritokova cytometrie

Pro stanoveni apoptdézy a nekrozy byli keratinocyty 24 hodin ptfedkultivované
v 96-jamkovych destickéach s vychozi koncentraci 1x10° bunék /ml média. Nasledns byli k
bunkam ptidané extrakty polyanilinové baze a soli. Extrakty na buniky ptlisobily dalSich
24 hodin. Jako kontrolni méfeni byly pouZzity buniky kultivované v €istém médiu bez ex-
trakt. Apoptické bunky byly vyhodnocované pomoci pratokové cytometrie, ktera umoz-
fuje analyzu fyzikdln€-chemickych vlastnosti bunék béhem prichodu laserem. Méfeni
probihalo na pfistroji BD FACSCanto II (BD Biosciences) s HTS (High Throughput
Sampler), ktery umoznuje analyzu pfimo z 96-jamkovych desticek. Na analyzu a zpraco-
vani vysledkll byl pouZit software BD FACSDiva. K rozliSeni zivych, apoptickych a ne-

krotickych bunék bylo pouzité fluorescen¢ni barvivo propidium jodid (roztok o koncentra-
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ci 50 ug/ml vPBS), ktery interaguje s DNA, vkombinaci s proteinem anexin
V konjugovanym s FITC (fluorescein isothiokyanat) interagujici s fosfatidylserinem.
Rychlost pratoku vzorku byla nastavena na 30 ul/sec, objem analyzovaného vzorku byl
100 pl, kone¢na koncentrace propidium jodidu 10 pg/ml a Annexin V-FITC 5 pg/ml.
V disledku ¢asové naro¢nosti a problémech pfi kultivaci bunéénych linii se nestihla doko-
nale zoptimalizovat metoda na stanoveni apoptdézy a nekrozy eukaryotickych bunék.
Z toho dtvodu v praci nejsou uvedené konecné vysledky testu apopdzy a nekrozy. Na do-

savadni vysledky bude navazovat dalsi prace, ktera tuto metodiku optimalizuje.
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6 VYSLEDKY

6.1 pH polyanilinovych extraktu soli

Jak bylo uvedeno v metodice, po extrakci polyanilinovych praskt v kultivaénim mé-
diu, byla stanovena hodnota pH. VVzhledem k tomu Ze pH polyanilinové soli bylo siln¢ ky-
selé, bylo nutné provést test na vzorcich s upravenym pH, tak aby mohl byt vyloucen vliv
PH na cytotoxicitu a tim stanoven pouze vliv latek obsazenych v extraktu. pH 100% ex-
traktu polyanilinové soli bylo 1,377; pH 50% extraktu pak 2,427. Proto jsme se rozhodli
provést zdvojeny test a to pouzitim piivodniho pH a upraveného pH. Pufrace byla provede-
na pomoci NaHCO® a pufrovalo se piiblizn¢ do hodnoty neutralniho pH, tedy do hodnoty
7+0,2. S ohledem na schopnost bun¢k ptizpisobit se ur¢itému rozmezi pH nebyla pufrace
délana na piesnou hodnotu. V ptipad¢ polyanilinové baze byly hodnoty pH extraktu neut-

ralni, proto Zadna uprava pH nebyla nutna.

6.2 Cytotoxicita stanovena pomoci MTT testu

Cytotoxicita je jeden z klicovych parametrit biokompatibility. Vyhodnocuje se po-
moci normy CSN 1SO 10 993, konkrétné podle &asti 5, kde norma popisuje postup zkousek
ke stanoveni cytotoxicity in vitro. V této praci jsme stanovovali cytotoxicitu pomoci MTT
testu celkem 3 odlisnych polyanilinovych extraktd. Konkrétné extrakty polanilinové baze,

polyanilinové soli s ptivodnim pH a polyanilinové soli S upravenym pH.

6.2.1 Cytotoxicita polyanilinové baze

Na obrazku 11 je zobrazen graf, ktery obsahuje vyhodnoceni testu MTT pro poly-
anilinovou bazi. Vysledky jsou uvedeny v hodnotach absorbance jednotlivych koncentraci
extraktu baze oproti referenci. Hodnota absorbance nam udava, kolik bunék bylo Zivota-
schopnych, protoZze absorbance formazanu v oblasti viditelného svétla koreluje
s mnozstvim zivych buné€k (protokol MTT Vybrant, 2002). Reference obsahuje pouze Cisté
buiiky, bez pfidavku extraktu a udava nam kontrolni vysledek, ptfirozeny riist bunék. V
grafu jsou uvedeny primérné vysledky ze 4 opakovani a jejich smérodatné¢ odchylky na

hladin€ vyznamnosti 95%.

Z grafu je zcela patrné, ze 100% extrakt polyanilinové baze vyrazné snizoval viabi-
litu bunék. Stejné tak tomu bylo 1 u koncentraci extraktli 75% a 50% ackoliv jiZ ne tak vy-

razn€. Od hodnoty 25% az do 1% sledujeme razantni zvySeni viability bun€k, coZ ndm
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indikuje, Ze extrakt polyanilinové baze jiz neni tak cytotoxicka jako ve vyssich koncentra-

cich. Tyto vysledky jsou pak detailnéji rozebrany pomoci hodnot uvedenych v tabulce 1.

Z grafu je tedy patrna jednoznacnd tendence snizujici se viability bun€k v zavislosti na

zvysujici se koncentraci extraktli polyanilinové baze.
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Tabulka 1 — Viabilita bunék v pfitomnosti extraktu PANI-B

o

PANI_B_100%

PANI_B_75%

PANI_B_50% PANI_B_25% PANI_B_10%

PANI_B_5%  PANI_B_ 1%

Obrazek 11 — graf vyhodnoceni testu MTT pro PANI-B

Reference

Vzorek Primér + SD p %
PANI_B 100% 0,4673 + 0,0206 0,0000 53,6
PANI_B 75% 0,6636 + 0,0278 0,0000 76,2
PANI_B 50% 0,6831 +0,0228 0,0000 78,4
PANI_B 25% 0,8704 +0,0276 0,9780 99,9
PANI_B 10% 0,8822 + 0,0326 0,6745 101,3
PANI_B 5% 0,8481 +0,0224 0,3137 97,4
PANI_B 1% 0,8545 + 0,0194 0,4629 98,1
Reference 0,8711 + 0,0427 100

Poznamka: p vyjadiuje hladinu vyznamnosti pii porovnani s referenci — hodnoty pod p<0,05 jsou statistiky

rozdilné oproti referenci. % vyjadfuji procentualni pokles buné¢né viability ve srovnani s referenci pticemz:

hodnota rovna 100 znamena 100% pfezitelnost bunék; >80 vyjadruje necytotoxicky efekt; 60—80 slaba

cytotoxicita; 40-60 stfedni cytotoxicita, <40 silna cytotoxicita.
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V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny vysledky testu cytotoxicity polyanilinové baze.
Vysledky jsou interpretovany jednak pomoci T-testu, ktery pojednava o prikaznych
rozdilech ve viabilit¢ bunék v pfitomnosti polyanilinové baze a jednak pomoci
vyhodnoceni v souladu s ISO normou. Pokud je parametr p niz$si nez 0,05 je statistisky

prikazné, Zze dand koncentrace extraktu snizuje viabilitu buné¢k ve srovnani s referenci.

Konkrétné mizeme konstatovat, ze 100% extrakt polyanilinové baze statisticky
prikazné snizuje viabilitu bunck. Z procentudlniho parametru se dozvidame, ze 100%
extrakt je stiedné cytotoxicky. V tabulce je dale vidét, ze i dalsi koncetrace extraktu (75%
a 50%) statisticky prikazné snizuji viabilitu bunék. Podle procentualniho parametru jsou
koncentrace 75 a 50% slabé cytotoxické. Nizsi koncentrace extraktu (25, 10, 5 a 1%)

PANI-B pak viabilitu bungk statisticky nesnizuji. Tomu odpovidé i procentudlni vyjadieni,

které odpovida necytotoxickému efektu.

Obrazek 12 — Fotografie bunék kultivovanych v A) 100% koncentraci PANI-B; B) 25%
koncentraci PANI-B (zvétseni 100x)

Na obrazku 12A lze prokézat, Ze polyanilinova baze ve 100% koncentraci je
opravdu cytotoxicka. Je zde jednoznacné vidét rozdil v koncentraci bunék oproti obrazku
12B, kde je vyobrazena 25% koncentrace, ktera jak jsme si jiz dokazali (viz tabulka 1) neni
cytotoxickd. Z obrazka je dale patrnad pfitomnost zbytkd polyanilinu, i pfes dikladnou
centrifugaci. Bunky na obrazku 12A maji také pozménénou morfologii coZz odpovida

vyraznému vlivu extraktu na jejich fyziologii.
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6.2.2 Cytotoxicita polyanilinové soli

Na obrazku 13 je zobrazen graf, ktery popisuje vysledky testu MTT pro extrakt
polyanilinové soli s pivodnim pH = 1,337. V grafu jsou uvedeny hodnoty absorbance
jednotlivych koncentraci extraktii v€etné reference. Vysledky jsou uvedeny v primérnych
hodnotach ze 4 opakovanich a jejich smérodatné odchylky s hladinou vyznamnosti 95%.
Vzhledem k nedostatku vzorku pro pfipravu extraktl jsme se rozhodli pracovat pouze s
50% a niz8i koncentraci extraktii. S ohledem na fakt, Ze i koncentrace 50% vykazuje
vyosokou cytotoxicitu, se da predpokladat, ze i 100% extrakt by byl cytotoxicky. Z grafu
je ztejmy postupny rist viability bunék se snizujici se koncentraci extraktu. Ve srovnani s
polyanilinovou bazi je jest¢ 25% koncentrace cytotoxickd, zatimco u baze byla jiz
netoxicka (viz tabulka 1). Pravé tento fakt mize byt zplsoben nizkym pH a proto jsme
v dal$i casti prace pH upravovali, abychom si potvrdili, zda je polyanilinova stl vice
cytotoxicka nebo zda za tento fakt mize jen vySe zminéné pH. Déle je mozno pozorovat,
ze 5% koncentrace jiz neni toxicka. Naopak u 1% koncentrace se zda byt snizena viabilita
buné¢k neZ u 5% koncentrace coZ mize byt zpiisobeno chybou méfeni.
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Obrazek 13 — graf vyhodnoceni testu MTT pro PANI-S s ptiivodnim pH
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Tabulka 2 — Viabilita bunék v pfitomnosti extraktu PANI-S s ptivodnim pH

Vzorek Pramér + SD p %
PANI_S 50% 0,4407 +0,0185 0,0000 50,6
PANI_S 25% 0,6180 +0,0227 0,0000 71,0
PANI_S 10% 0,7695 +0,0213 0,0008 88,3

PANI_S 5% 0,8327 +0,0160 0,1476 95,6
PANIL_S 1% 0,7624 +0,0289 0,0001 87,5
Reference 0,8711 + 0,0427 100

Poznamka: p vyjadfuje hladinu vyznamnosti pfi porovnani s referenci — hodnoty pod p<0,05 jsou statistiky

rozdilné oproti referenci. % vyjadiuji procentualni pokles buné¢éné viability ve srovnani s referenci pticemz:

hodnota rovna 100 znamena 100% pieZitelnost bunék; >80 vyjadruje necytotoxicky efekt; 60—80 slaba

cytotoxicita; 40-60 stiedni cytotoxicita, <40 silna cytotoxicita.

V tabulce €. 2 jsou zobrazeny vysledky T-testu, ktery pojednava o viabilit¢ bunck

Vv pritomnosti extraktu polyanilinové soli s neupravenym pH. Obdobné¢ jako u tabulky €. 1

jsou uvedeny pramérné hodnoty ze 4 opakovani a jejich smérodatné odchylky. Dale je

uveden procentudlni pokles viability ve srovnéani

s referenci. MlUZeme si zde potvrdit

zavéry z obrazku 7, Zze 50% koncentrace extraktu polyanilinové soli vykazuje stiedni

cytotoxicitu. 25% koncentrace exktraktu jiz neni tak cytotoxicka. Podle tabulky odecteme,

zZe je pouze slabé cytotoxicka. Jak jsme se podle grafu domnivali, Ze 1% koncentrace bude

vykazovat cytotoxicitu tak podle procentualniho parametru uvedeného v tabulce Ize tvrdit,

ze cytotoxicka neni. Podle parametru p, ale statisticky priikazné snizuje schopnost viability

bunék.
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A

Obrazek 14 — Fotografie bunék kultivovanych v A) 50% koncentraci PANI-S s piivodnim
pH; B) 5% koncentraci PANI-S s ptivodnim pH (zvétSeni 100x)

Na obrazku 14A a 14B jsou snimky polyanilinové soli Sneupravenym pH
v koncentraci 50% a 5%. Je zde opét pozorovatelny rozdil v bunécné koncentraci i
morfologii bun¢k. Na snimku 14A jsou vidét jen malé shluky bungk, ale na snimku 14B jiz
vidime velké shluky bun¢k. Buiiky vykazovaly dobrou proliferaci, polyanilin na né¢ nemél
nezadouci ucinky. Tyto zavéry potvrzuji vysledky MTT testu mirou absorbance na grafu 1

vyhodnoceni v tabulce.

6.2.3 Cytotoxicita polyanilinové soli s upravenym pH

Na obrazku 15 je vyobrazen graf, ktery zobrazuje vysledky MTT testu. Vyhodno-
ceno bylo piisobeni extraktu polyanilinové soli s upravenym neutrdlnim pH na viabilitu
bunék. Opét jsou zde zachyceny hodnoty absorbance jednotlivych koncentraci ve srovnani
s referenci. Vysledky jsou uvedeny v primérnych hodnotach ze 4 opakovani s jejich smé-
rodatnymi odchylkami s hladinou vyznamnosti 95%. Jako v pfedchozim ptipadé, u poly-
anilinové soli s neupravenym pH, byly koncentrace zvoleny od 50%. Z grafu lze opét vy-
Cist, ze nejvyssi koncentrace je stale cytotoxicka i po upraveé pH. Piece jen méla uprava pH
jisty vliv na 25% koncentraci, 1 kdyZ ne Gplny. Proto Ize fict, Ze velmi kyselé pH se podili
na cytotoxicité polyanilinové soli. Niz§i koncentrace se jiz zdaji byt necytotoxickeé,

s urcitosti nam to potvrzuje vysledek T-testu zobrazen v nasledujici tabulce ¢. 3.
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Obrazek 15 — graf vyhodnoceni testu MTT pro PANI-S s upravenym pH

Tabulka 3 — Viabilita bunék v ptitomnosti extraktu PANI-S s upravenym pH =7

Vzorek Pramér + SD p %
PANI_S 50% 0,4368 + 0,0098 0,0000 50,1
PANI_S 25% 0,7640 + 0,0104 0,0028 87,7
PANI_S 10% 0,9031 +0,0143 0,1609 103,7

PANI_S 5% 0,8997 + 0,0554 0,3895 103,3
PANI_S 1% 0,8506 + 0,0124 0,4285 97,6
Reference 0,8711 £ 0,042 100

Poznamka: p vyjadiuje hladinu vyznamnosti pfi porovnani s referenci — hodnoty pod p<0,05 jsou statistiky

rozdilné oproti referenci. % vyjadiuji procentualni pokles buné¢né viability ve srovnani s referenci pficemz:

hodnota rovna 100 znamend 100% pfezitelnost bunék; >80 vyjadruje necytotoxicky efekt; 60—80 slaba

cytotoxicita; 40-60 stiedni cytotoxicita, <40 silna cytotoxicita.

V tabulce ¢. 3 jsou uvedeny vysledky T-testu, ktery pojednava o viabilité bunck

V pfitomnosti polyanilinové soli s upravenym pH na neutrdlni hodnotu. Obdobné jako

Vv piipad¢ tabulky €. 1 a tabulky €. 2 jsou uvedeny primérné hodnoty se smérodatnymi od-

chylkami, parametr p a procentualni vyjadfeni podle normy CSN ISO 10 993.

Podle tabulky mizeme konstatovat, ze 50% koncentrace je stiedné cytotoxicka.

25% koncentrace jiz nevykazuje cytotoxicky Ucinek, ale stale statisticky priikazné snizuje

viabilitu bunék. U niZ8ich koncentraci jiZ neni mozné statisticky prokézat, Ze by sniZzovaly



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

A4

viabilitu bun¢k. V dalsi ¢asti prace jsme se zabyvali porovnanim vyssich koncentraci ex-

traktli polyanilinové soli s upravenym a neupravenym pH.

Obrazek 16 — fotografie bunék kultivovanych v A) 50% koncentraci PANI-S s upravenym
pH; B) 10% koncentraci PANI-S s upravenym pH

Na obrazku 16A je zobrazen snimek 50% koncentrace polyanilinové soli s uprave-
nym pH a opét Ize pozorovat snizenou viabilitu bun¢k a zménu morfologie bun¢k oproti
obrazku 16B na kterém je snimek 10% koncentrace polyanilinové soli s upravenym pH. Je
mozné pozorovat i rozdilné schopnosti proliferace v riznych koncentracich coz odpovida

viabilité bunék.
6.2.4 Srovnani cytotoxicity riiznych forem polyanilinu

Podle vyse uvedenych vysledki miizeme konstatovat, ze extrakt polyanilinové baze
je méné cytotoxickd nez extrakt polyanilinové soli. Fakt mizZe byt zpsoben odlisSnym pH

obou typil polyanilinu, ale i pfitomnosti vodivosti u polyanilinové soli.

Dale jsme srovnavali pH upravenych a neupravenych extraktti polyanilinové soli,
pticemz pH neupravenych vzorkt bylo stanoveno u ptivodniho extraktu, ktery byl nasledné
fedén pro ziskani piislusnych testovanych koncentraci. S ohledem na malé objemy extraktt
nebylo mozné u nizsich koncentraci stanovit pH, da se vSak pfedpokladat, Ze u niz§ich

koncentraci byl vliv pH minimalizovan. Vysledky porovnani jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4 — porovnani PANI-S neupravené pH s PANI-S upravené pH

Vzorek Pivodi pH Primér £ SD  Upravené pH Pramér £ SD p
PANI_S 50% 0,4407 £0,0185 0,4368 + 0,0098 0,7195
PANI_S 25% 0,6180 + 0,0227 0,7640 + 0,0104 0,0012
PANI_S 10% 0,7695 + 0,0213 0,9031 +0,0143 0,0002

Poznamka: p vyjadiuje hladinu vyznamnosti pii porovnani vzorki s pivodnim a upravenym pH

V tabulce vidime priméry jednotlivych koncentraci extraktli a jejich smérodatné
odchylky a parametr p. Podle tohoto parametru miizeme posuzovat, ze statisticky prikazny
rozdil neni zfejmy u 50% koncentrace extrakti, ale u nizsich koncentraci podle tabulky
ziejmy je. Interpretace tohoto vysledku je obtizna. K Gplnému pochopeni bude nutné pro-

vést dalsi testy zaméfené na molekularni biologické parametry bunck.

6.3 Cytotoxicita stanovena pomoci priitokové cytometrie

Stanoveni bunécéné viability pomoci pritokové cytometrie je progresivni metoda
umoznujici rozliSeni fady bunéénych parametrt. Jednim z cilii této prace bylo pokusit se
ustanovit metodiku pro urceni bunééné viability u vzorkl polyanilinu. S ohledem na caso-
vé moznosti, naro¢nost prace s pritokovym cytometrem a problémy s kultivaci bunék
Vv laboratofi nebylo mozné plné ukoncit tuto ¢ast prace. Nize uvadime pouze ilustrativni
vysledky dosavadni prace, pfi¢emz predpoklddame pokracovani v ramci diplomové prace.
Vysledky naznacuji, Ze vyuziti pritokové cytometerie pro stanoveni viability po plisobeni

polyanilinovych extraktl mize pfinést celou fadu zajimavych poznatkd.

RozliSeni apoptdzy a nekrozy se provadi dvojitym barvenim a to fluorescenénim
Annexinem V a Pl. Populace bung¢k, ktera je na Annexin V pozitivni a PI negativni jsou
povazovany za apoptické. Naopak buiiky, které jsou i na PI pozitivni, jsou povazovany za

nekrotické (Sawai et al., 2011).

V ptedlozené praci byla prutokova cytometrie pouzita na stanoveni viability bun¢k a
rozliSeni zivych, apoptickych a nekrotickych bunék po kultivaci bun¢k s extrakty polyani-
linové soli a baze. Vzhledem k neptfedvidatelnym problémim jsou v praci uvedeny jen
neuplné vysledky z pritokové cytometrie. Na obrazku 17 jsou vyobrazené vysledky prito-

kové cytometrie, grafy 17B a 17D zobrazuji buriky kultivované v ptitomnosti 75% a 100%
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koncentrace extraktu polyanilinové baze a grafy 17A, 17C a 17E bunky na které ptsobily
50%. 25% a 10% extrakty polyanilinové soli. Z grafti ,,B 100 a 75 je patrné, ze po piso-
beni 100% koncentrace extraktu polyanilinové baze je o mnoho vyssi zastoupeni mrtvych
bunck (tzn. buiiky na propidium pozitivni) jako po pisobeni 75% koncentrace extraktu, pii
kterém pocet mrtvych bun¢k vyrazné klesnul a pocet zivych bunék (tzn. buiiky na propidi-
um negativni) naopak vyrazné narostl. Obdobnou situaci je mozné pozorovat na grafech ,,S
10, 25 a 50%, kde pocet mrtvych bun¢k vyrazné stoupa se zvysujici se koncentraci extraktu
polyanilinové soli. Zatim co pti pouziti 10% koncentrace extraktu polyanilinové soli neni
skoro zadna populace mrtvych bunék (graf S10), coz odpovida stanoveni pomoci MTT
testu, kde tato pouzitd koncentrace extraktu nevykazovala cytotoxicky efekt (dosahovala
88,3% viability), pfi vyssSich koncentracich se populace pozitivnich bun€k zvysSuje. Extrakt
polyanilinové soli o koncentraci 25% dosahoval pti pouziti MTT testu slabou a 50% ex-
trakt stiedni cytotoxicitu ¢emu odpovida nartstajici podil mrtvych bunék stejnych koncen-

traci extraktd po vyhodnoceni pomoci pratokové cytometrie (graf' S 25 a 50).
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Obrazek 17 — ¢aste¢né vysledky kultivovanych bunék pomoci prutokové cytometrie v A)

50% extraktu PANI_S; B) 100% extraktu PANI_B; C) 25% extraktu PANI_S; D) 75%

extraktu PANI_B; E) 10% extraktu PANI_S
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7 DISKUZE

Objektem této prace byl polyanilin, coz je vodivy polymer, ktery je zkouman jiz mno-
ho let, a stale se 0 ném nemame dostate¢né informace. Vodivé polymery piedstavuji slib-
nou skupinu materialQ, at’ uz v technickém vyuziti naptiklad v oblasti senzort (Airoud;j et
al., 2009), antikoroznich natérti (Kalendova et al., 2008) nebo v oblasti vyroby palivovych
¢lanki  (Wangetal., 2009). Polyanilin je zkouman také 2z hlediska pouziti
v biomedicinskych aplikacich jako naptiklad soucast nanovlédken, ktera mohou byt pouzita
pro tkanové inzenyrstvi (Jeong et al., 2008). Dale je polyanilin zkouman jako soucast na-
nocastic naptiklad jako nanodiamant-polyanilin kompozit, by mohl byt vyuzit jako nosi¢
léciv (Villalba et al., 2012). V neposledni fad¢ je zkouman v oblasti regenerace srde¢ni ¢i
nervové tkané (McKeon et al., 2010). Jak je patrné, bylo jiz provedeno mnoho studii,
nicméné cytotoxicitou, ¢i obecné biokompatibilitou polyanilinu se dosud zabyvalo jen n¢-

kolik z nich.

V této praci jsme cytotoxicitu polyanilinu zkoumali pomoci metod definovanych v
CSN EN ISO 10 993 konkrétné podle &asti 5, vzorky byly piipravovany podle &asti 12.
Samotné testovani bylo provedeno 2 metodami a to pomoci MTT testu a prutokové cyto-
metrie. MTT test je kalorimetricka metoda zalozend na absorbanci formazanu v oblasti
viditelného zafeni, konkrétné pii vinové délce 570 nm (protokol MTT Vybrant, 2002).
Absorbance je pfimo umérna poctu zivych bunék ve vzorku. Pritokova cytometrie vyuziva
piistroje, ktery skenuje buiikku po buiice v kapalném prostiedi. K analyze vyuziva detektor
se sadou laseri. Priatokova cytometrie je multiparalelni metoda, kterou Ize napiiklad rozli-
Sovat apoptické a nekrotické bunky ve vzorku (Wang et al., 2010). V naSem piipadé byly
pouzity dva fluorochromy Annexin V-FITC a PI. Buriky, které se v grafu zobrazuji v pravé
dolni ¢asti, jsou pozitivni na Annexin a oznacuji se za apoptické. Buiky, které jsou v pravé
horni ¢asti, jsou pozitivni na Annexin i na PI a jsou oznaCovany za nekrotic-

ké (Sawai et al., 2011).

Vysledky nasi prace jsme porovnavali s jedinymi vysledky testu cytotoxicity na poly-
anilinu, které provedli v praci publikované v Synthetic metals v roce 2012 ,,Biocompatibi-
lity of polyaniline P. Humpolicek, V. Kasparkova, P. Saha a J. Stejskal. Tyto vysledky
byly provedeny na 2 bunéénych liniich, z nichz jedna pouzitd bunécna linie byla stejna

jako v nasem pripad¢. Z vysledkt publikovanych v této praci vypliva, ze extrakt polyanili-
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nové soli je cytotoxicky az do 10% koncentrace véetné. A extrakt polyanilinové baze je

cytotoxicky pouze do 50% koncentrace véetné.

Vysledky testu cytotoxicity extraktu polyanilinové baze v nasi praci vykazuji podobné
vysledky, hlavnim spole¢nym rysem je fakt, Ze jiz 25% koncentrace extraktu polyanilinové
baze neni cytotoxicka. Obdobné¢ jako ve vyse zminéném clanku se i nas vysledek testu
cytotoxicity extraktu polyanilinové soli jevil do 10% koncentrace véetné cytotoxicky. Pro-
blém nastal v 1% koncentraci, kterd by méla byt podle ¢lanku necytotoxicka. Jak jsme uz
konstatovali, doslo nejspiSe k chybé méfeni. Vzhledem k tomu, Ze se autofi ¢lanku neza-
byvali studovanim cytotoxicity extraktu polyanilinové soli s upravenym pH, nemame

moznost tento test porovnat.

Vysledky z priitokové cytometrie nejsou Gplné vzhledem k ¢asovému nedostatku, na-
ro¢nosti prace s cytometrem a nepiedvidanych probléma s kultivaci bunék v laboratofi. I
tak jsme prezentovali aspon ¢asteéné vysledky a to na stanoveni viability bun¢k. Vysledky
apopozy a nekrdzy v praci nejsou prezentovany v plném rozsahu. Optimalizace metody
bude nadéle probihat v ramci diplomové prace. Vzhledem k tomu, ze predbézné vysledky
priutokové cytometrie ukazuji zajimava zjisténi, miize dalsi rozvoj této metody pfinést ce-

lou fadu zajimavych poznatkd.
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ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit cytotoxicitu extraktii 2 forem polyanilinu a to konkrét-
xické ginky, ktera jsou podle normy CSN ISO 10 993 — 5 velmi dileZitym kritériem pro
pouziti polyanilinu jako biomaterialu. I kdyz je polyanilin zkouman jiz fadu let jako velmi
slibny vodivy polymer tak stale o jeho cytotoxickych té¢incich moc informaci nebylo pu-

blikovano. Vyhodnoceni cytotoxicity se provadélo pomoci MTT testu a prutokové cytome-

trie.

Z vysledkt testu MTT jsme dostali hodnoty velice blizké jiz diive publikovanym
hodnotam. Vysledky pro extrakt polyanilinové baze ukazuji, Ze baze prestava byt cytoto-
xicka pfti koncentraci 25%. Oproti tomu vysledky extraktu polyanilinové soli s neuprave-
nym pH ukazuji, ze je jesté pii 10% koncentraci stale cytotoxicka. Vzhledem k tomu, ze
zatim nebyly publikované vysledky MTT testu pro extrakt polyanilinové soli s upravenym
pH, nemohli jsme tuto ¢ast prace s nikym prodiskutovat. Podle naSich vysledki se pH ex-
traktu polyanilinové soli podili na cytotoxicité, ale nema na ni velky vliv. Celkové vysled-
ky vykazovaly rostouci tendenci viability bunék se snizujici se koncentraci extraktd poly-
anilinu. Pti porovnani vysledki extrakti polyanilinové baze a polyanilinové soli jsme do-
spéli k zaveru, ze extrakt polyanilinové baze je méné toxicky neZ extrakt polyanilinové
soli. Rozdilné pH hraje v extraktu polyanilinové soli jistou roli. Tento faktor vSak neni

hlavni.

Testy na pritokovém cytometru byly sice provedeny, ale obstojné vysledky jsme ne-
dostali. Hlavnim divodem byl ¢asovy nedostatek, dale naro¢nost prace se samotnym pii-
strojem a problémy s kultivaci bun€k v laboratofi. Proto jsme do prace uvedli jen ilustracni

vysledky a dal$i méfeni na pritokovém cytometru bude probihat v rdmci diplomové prace.
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