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Uvod

V poslednim desetileti doslo k vyraznému rozvoji
znalosti o vodivych polymerech a tim i k jejich rozSifeni
do praktickych aplikaci. Elektrickd vodivost téchto
polymerti se pohybuje vrozmezi 0,01-30 Scm ™ a je
srovnatelna s vodivosti anorganickych polovodivych
materidll. Mezi nejcastéji studované vodivé polymery
patii polypyrrol, polyacetylen a polyanilin. Polyanilin
muze bézné existovat v nékolika formach, které se
navzajem li§i stupndm oxidace nebo protonace'.
Nejbéznéjsimi formami jsou zelené zbarvena vodiva
polyanilinova (emeraldinova) sul a nevodivda modra baze
(Schéma 1). K pfechodu mezi témito dvéma formami
dochazi pti pH 5-6 a vodivost polyanilinu timto prechodem
klesa z jednotek S cm ™' na 10°S cm . Ob& uvedené formy se
li$i nejen z hlediska elektrickych vlastnosti, ale odlisuji se
i svym chovanim pifi kontaktu szivymi organismy,
tkanémi ¢i jednotlivymi buiikami. Polyanilin je jednim
z vodivych polymert, pro néz se hledalo vyuziti
pfedevsim s ohledem na jejich schopnost reagovat zménou
elektrické vodivosti na vngjsi stimuly. Tato schopnost
vedla k jeho aplikacim v oblasti senzorti’, antikoroznich
natérd’, katalyzy organickych reakci' & palivovych
&lankd’.

Velmi zajimavé a slibné je vyuziti polyanilinu
v biomedicinskych aplikacich. V této oblasti se vyzkum
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Schéma 1. Vodiva polyanilinova siil a nevodiva polyanilinova
baze

avyvoj soustteduje predevSim na jeho uplatnéni
v regeneraci srde¢ni® & nervové tkang’. Nevyhodou dosud
publikovanych praci zabyvajicich se biomedicinskymi
aplikacemi polyanilinu je skuteCnost, Ze se vétSinou
zaméfuji na sledovani vlastnosti polyanilinovych
kompozitd anikoliv polyanilinu samotné¢ho. To je
vyhodné z hlediska konkrétnich aplikaci ¢i vyrobkl, ale
zarovenl je tim vysledek prace omezen vzdy jen na dany,
konkrétni systém bez moznosti zobecnéni vysledkl pro
ostatni aplikace. NejCastéji studovanymi materidly jsou
kompozity polyanilinu s poly-L-lysinem®, s poly(L-
laktidem-co-¢-kaprolaktonem)® nebo Zelatinou’.

Cilem této prace bylo studium metodiky testovani
vazby a proliferace lidskych bunék na povrchy filmu
ptipravenych z ,,Cistého* polyanilinu jak z jeho vodivé, tak
i nevodivé varianty.
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava polyanilinovych filmu

Pti pfipravé polyanilinovych filmi pro testovani
proliferace bun¢k bylo vyuzito schopnosti vodné reakcni
smési pouzivané pro oxidaci anilinu vytvafet film o
submikrometrové tloustce na povrsich substrati, které
jsou do této reakéni smési ponofeny'’. Tvorba filmu
probihala in situ ptimo v polystyrenovych kultivacnich
miskach (TPP, Switzerland). Anilin hydrochlorid byl
rozpuS$tén ve vodé asmichan se stejnym objemem
vodného roztoku peroxodisiranu amonného; koncentrace
obou latek ve vysledné smési byla 0,2 mol I" a 0,25 mol I
! (cit."%). Vznikla smés byla nalita do kultivagnich misek.
Reakce probihala pfti laboratorni teplot¢ a byla ukoncena
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po 10 min, kdy na polystyrenovém povrchu narostl zeleny
film vodivé polyanilinové soli. Jednotlivé misky byly
vyplachnuty 0,2 mol I'! roztokem kyseliny chlorovodikové
k odstranéni srazeniny polyanilinu na povrchu filmu, poté
methanolem a nasledné¢ byly vysuSeny na vzduchu.
Vysledny film ma globularni morfologii'® a tloutku
kolem 100nm. Vodivy film polyanilinové soli
(hydrochloridu), byl v 50 % experimenti pieveden na
modrou, nevodivou polyanilinovou bazi pisobenim 1 M
roztoku hydroxidu amonného.

Studium rastu bunék

V této praci byla pouzita bunécna linie HepG2 od
firmy ATCC (HB-8065). Jedna se o linii lidskych
hepatocelularnich bun¢k pochazejicich z karcinomu jater.
Kultivaéni podminky byly nasledujici: jako kultivaéni
médium bylo pouzito Eagle's Minimum Essential Medium
od firmy ATCC doplnéné fetalnim bovinnim sérem
v poméru 1:10. Dale bylo do 550 ml média pfidano 5 ml
2mM L-glutaminu a2 ml gentamycinu o koncentraci 50 p
gml™” (PAA Laboratories GmbH, Austria). Buiiky byly
kultivovany v inkubatoru HeraCell 1501 (Thermo
Scientific, USA) pfi teplot¢ 37 °C v 5% atmosféte CO,.
Prace byly provadény v laminarnim boxu II. tfidy
HERAsafe KSP (Thermo Electron LED Gmbh, Némecko).

Vzorky filmu byly pfed vlastnim testem rozdéleny do
4 skupin. Prvni skupinu tvofily polyanilinové filmy soli
polyanilinu (PANI-S), druhou skupinu pfedstavovaly filmy
polyanilinovych bazi (PANI-B), tfeti a Ctvrtd skupina
odpovidaly filmim polyanilinové soli a baze, které byly
pfed zacatkem testu po dobu 30 min ponofeny do
Lultracisté” vody (Simplicity, Millipore, USA). Tyto
vzorky jsou dale oznacované jako PANI-SP a PANI-BP.
Buiiky byly na ptipravené povrchy naneseny v koncentraci
1-10° bunék v 1 ml a nasledné kultivovany po dobu 3 dnd.
Schopnost bunék pfichytit se na povrch daného filmu a
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jejich morfologické charakteristiky byly stanoveny pomoci
invertovaného mikroskopu s fazovym kontrastem CKX41
(Olympus, Japan). Ke stanoveni poctu bun¢k, které
narostly za dobu tifi dni, byla vyuzita kolorimetricka
metoda MTT, vyhodnocenda na pfistroji Sunrise Elisa
Reader (Tecan, Switzerland). Statistickd prikaznost
rozdild mezi poctem bun€k uchycenych na jednotlivych
typech polyanilinovych filma byla stanovena ¢-testem.

Vysledky a diskuse

Zobr.1 je patrné, ze na vsSech CcCtyfech typech
sledovanych povrchti PANI vzorkd se bunky dokazaly bez
obtizi ,pfichytit“ a nasledn¢ rast. Tento vysledek je
vsouladu sdiive publikovanymi pracemi'!, které
prokazaly, ze povrchy pokryté filmy polyanilinu umoznuji
bezproblémovou adhezi bunék. Z obr.2 je vSak také
ziejmé, ze ve srovnani s kontrolnim vzorkem (obr. 3), kde
bunky rostly na tkanovém polystyrenu bézné uzivaném pro
kultivace bun¢k, doslo ke zméné jejich morfologie. Ze
srovnani je patrné, ze buniky ztracely svij typicky tvar,
ohrani¢eni bun¢k bylo mén¢ jasné a zaroven vznikalo vice
ektoplazmatickych vybézkd, pseudopodii. Schopnost
buné€k prichytit se a rdst na polymernich povrsich je dana
pfedev§im hydrofilitou ¢i hydrofobicitou povrchu, ktera
souvisi s volnou povrchovou energii a charakteristickymi
funkénimi skupinami na povrchu filmd. Pozorovana vazba
a rust bunék na povrchu polyanilinu jsou tedy podminény
jeho hydrofilitou'>. 1 kdyz je polyanilin hydrochlorid
podstatné hydrofilngjsi nez polyanilinova baze, jak
potvrzuji méfeni kontaktnich thla', zjistény rozdil adhezi
bunék na sledované povrchy neovlivnil. Kromé hydrofility
povrchu je proces bunécné adheze rovnéz ovlivnén
fyzikalnimi, povrchovymi vlastnostmi, napf. zrnitosti,
topografii nebo rigiditou. V pfipad¢ sledovanych
polyanilinovych filmi vsSak podstatné rozdily v kvalité
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Obr. 1. Primérna absorbance kvantifikujici hustotu bunék na sledovanych filmech pripravenych ze vzorki polyanilinu a jeji
smérodatna odchylka; PANI-S — polyanilinova stil, PANI-SP — upravend polyanilinova stil, PANI-B — polyanilinova baze, PANI-BP —

upravena polyanilinové baze, reference — tkanovy polystyren
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Hep G2

Obr. 2. Morfologie bunék rostoucich na filmu tvofeném poly-
anilinovou bazi

povrchu pozorovany nebyly.

Zatimco vysledky ziskané studiem vazby bunék na
povrchy piipravené z polyanilinu jsou v souladu s
ocekavanim i s vysledky publikovanymi jinymi autory,
vysledky studie zaméfené na sledovani proliferace bunék
na studovanych filmech jsou nové a piekvapivé. Oproti
ocekavani byly detegovany rozdily v proliferaci bunék na
jednotlivych typech filmi: ochota bun€k rist na daném
filmu se vyznamné liSila a zévisela na tom, zda se jednalo
o film pfipraveny z polyanilinové soli, baze ¢i o filmy,
které byly upraveny oplachnutim ,,ultracistou vodou.

Film ptipraveny z vodivé polyanilinové soli (PANI-S),
ktera ma nejvyssi potencial pro praktické pouziti, vykazuje
bun¢k. Naopak, proliferace zaznamenana na povrchu
pokrytém polyanilinovou bazi (PANI-B) byla statisticky
vyznamné¢ vys§i. Nejvyssi proliferace byla pozorovana na
povrchu upraveného, ultracistou vodou oplachnutého filmu
polyanilinové baze (PANI-BP). Také v ptipadé povrchu

Tabulka I

Obr. 3. Morfologie bunék referen¢niho vzorku — rist na tka-
novém polystyrenu

tvofeného upravenou polyanilinovou soli (PANI-SP) byla
pozorovana ve srovnani s pivodnim, neupravenym filmem
vy$§i proliferace bun€k. To 1ze vysvétlit tim, Ze vlivem
pusobeni ultradisté vody dochdzi nejen k odstranéni
necistot, ale i k postupné deprotonaci tenkého filmu
polyanilinové soli naneseného na nosici a jeho pieméné na
film tvofeny pifevazné polyanilinovou bazi. Vysledna
proliferace na povrchu upraveného PANI-SP je tedy jen
velmi obtizné srovnatelna s proliferaci detegovanou na
pivodnim  povrchu PANI-P. Jednotlivé  vysledky
vyjadiujici schopnost bun¢k rist na sledovanych povrsich
jsou patrné z obr. 1, ktery znazornuje hodnoty absorbance
MTT. Vyse uvedené rozdily byly potvrzeny také
matematicko-statistickym zpracovanim. Mezi schopnosti
povrchit PANI-S a PANI-SP stimulovat proliferaci bunék
byl detegovan prukazny rozdil. Statisticky prukazny byl
pak i rozdil mezi PANI-S a PANI-SP oproti PANI-B,
PANI-BP a kontrolnimu vzorku. Mezi PANI-B a PANI-BP
pak nebyly detegovany zadné statisticky vyznamné

Hodnoty proliferace dle MTT testu stanovené na jednotlivych povrsich a jejich statisticky prikazné rozdily

Povrch ? Pramér Smérodatna Smérodatna Minimum Maximum
chyba priméru odchylka

PANI-S 4 0,2678 0,0065 0,0389 0,1780 0,3240

PANI-SP B 0,3839 0,0047 0,0283 0,3020 0,4310

PANI-B € 0,5673 0,0150 0,0899 0,4270 0,7410

PANI-BP ¢ 0,6314 0,0107 0,0640 0,5250 0,7340

Reference © 0,5862 0,0132 0,0649 0,4360 0,7680

* Statisticky priikazné rozdily jsou vyznaéeny pomoci indext. Rozdilné indexy ve sloupci 1 znadi statisticky pritkkazny roz-
dil P < 0,05 mezi pfislusnymi vzorky. PANI-S — polyanilinova stl, PANI-SP - upravena polyanilinova siill, PANI-B — poly-
anilinova baze, PANI-BP — upravena polyanilinova baze; Reference — tkanovy polystyren
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rozdily, stejné jako mezi témito dvéma vzorky a vzorkem
referencnim. Vysledky ukézaly, Zze povrch filmu z PANI-
BP vykazal vpriméru vysSi proliferaci bunék, nez
referencni polystyrenovy povrch. Tento rozdil je vsak
statisticky neprtikazny.

Podrobné vysledky statistického zpracovani jsou
uvedeny v tab. I. Z prezentovanych vysledkt vyplyva, ze
vodiva polyanilinova stl stimuluje proliferaci bunék méné,
nez polyanilinova baze. Procesem upravy pak dochazi ke
zlepSeni proliferace. To muze byt zplsobeno jednak
odstranénim potencialné toxickych necistot a v pfipadé
filmu polyanilinové soli také jeji CasteCnou deprotonaci
apfeménou na polyanilinovou bazi, kterd vykazuje
,»prizniveéj§i“ biologické vlastnosti. V pribéhu konverze
polyanilinu hydrochloridu na polyanilinovou bazi dochazi
téZ k odstranéni kyseliny chlorovodikové, resp.
chloridovych protionti (Schéma I), coz rovnéz muize vést
ke zlepSeni atraktivity polyanilinovych povrchi pro buiiky.
Pouziti riznych polyanilinovych soli, napf. siranu,
dusi¢nanu nebo fosforeCnanu, by mohlo poskytnout
odpovéd na otazku, do jaké miry jednotlivé protionty
odpovidaji za interakci bun¢k s povrchem substratu.

Zavér

Vysledky studie zaméfené na sledovani schopnosti
lidskych jaternich bunék pfichytit se na povrchy
pfipravené zvodivé polyanilinové soli i nevodivé
polyanilinové baze potvrdily, ze se sledované buiky vazi
na oba studované filmy. Néasledna proliferace bunék na
sledovanych filmech ukazala statisticky prtikazné rozdily
ve schopnosti bunék rist v zavislosti na typu
polyanilinového  filmu ajeho nésledné  uprave.
Z provedenych testl je ziejmé, ze vodiva polyanilinova stl
je pro rist bun€k nejméné pfizniva, coz limituje jeji
praktické biomedicinské vyuziti bez dals§iho studia procesu
precisténi, pfipadné dalSich Uprav. Navazujici vyzkum
bude orientovan na sledovani elektrické vodivosti
polyanilinu pfi interakci s Zivou hmotou.
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Z. Kucekova™, and P. Sevéikova® (“ Centre of Polymer
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Tomas Bata University, Zlin, ¢ Institute of Macromolecular
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): Cell Proliferation on a Conducting Polymer
(Polyaniline)

Polyaniline (PANI) belongs to a group of conducting
polymers that show numerous properties useful in biome-
dical applications. Although PANI has long been studied
in terms of interaction with human tissue, the published
studies are mostly focused on composites of polyaniline
with other polymers, not allowing for generalization of the
obtained results. The present study is focused on the adhe-
sion of human liver cells to a conducting and non-
conducting polyaniline films. The ability of human liver
cells to attach to both types of the tested surfaces was con-
firmed. Cell proliferation on the PANI surfaces was moni-
tored in relation to material biocompatibility and to its
practical applications. The results showed statistically sig-
nificant differences in cell proliferation depending on the
type of PANI film. The study thus points out the need to
test materials in their neat forms, which allow for better
generalization of the test results leading to their broader
applications.



