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1. Uvod

Trvaly nedostatek lidskych dérci tkdni a organt pro trans-
plantaci dal vznik novému oboru aplikace polymerd v me-
diciné, tzv. imunoprotekci. Tato metoda spocivda v obaleni
bunék nebo malych kouski tkdni produkujicich proteiny, en-
zymy ¢i jiné bioaktivni latky do semipermeabilni membrany,
kterd je chrani pred bunikami imunitniho systému hostitele.
Koncepce imunoprotekce zahrnuje dva kroky: /) pfipravu
jakéhosi mikro-bioreaktoru, produkujiciho bioaktivni latky,
jejichz nedostatek se projevil v organismu pacienta a 2) nd-
slednou implantaci do téla pacienta, umoziujici pak dlouho-
dobé vyrovndvat hladinu téchto deficitnich latek.

Pro enkapsulaci bunék lze volit jednu ze dvou vyuziva-
nych forem'. Mikroenkapsulaci, pii které jsou buiiky enkapsu-
lovdny do mnoha sférickych kapsuli o priméru 100-600 pm,
amakroenkapsulaci, predstavujici enkapsulaci velkého mnoz-
stvi bunek nebo jejich klastrti do kapsuli fddové vétsich roz-
mért a riznych tvard, nebo do dutych vldken o priméru
0,5-6 mm a celkové délce 0,5-10 cm. Oba zptisoby maji své
vyhody a nevyhody. Mikrokapsule umoziuji transplantovat
velké mnozstvi bunék v malém objemu a jejich hlavni vyho-
dou je snadnd implantace, nevyhodou mtize byt obtizné&js{
eventudlni zpétné vyjmuti. Naproti tomu rozmérnost makro-
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kapsuli omezuje v nékterych ptipadech jejich pouziti, jsou
vsak sndze vyjimatelné po ukoncenf aplikace. Volba zptisobu
enkapsulace je tak do znacné miry urovdna objemovymi
moznostmi v cileném misté implantace. V tomto ¢lanku se sou-
stfedime na vyvoj a piipravu polymernich materidld pro mi-
kroenkapsulaci bunék a feSeni problémti s tim souvisejicich.

Prestoze prvni prace zabyvajici se mikroenkapsulaci bio-
logicky aktivnich materidlG® (hemoglobinu, enzymi, protei-
nt, bunék, mikroorganismi aj.) byla publikovédnajiz v r. 1964,
k intenzivnimu rozvoji imunoprotekce doslo az v obdobi dvou
poslednich dekdd, coZ je podminéno jak dosazenym pokrokem
v technologii kultivace bunék a tkdni, tak vyvojem v oblasti
biopolymerti a v neposledni fad¢ interdisciplinarni tymovou
spoluprdci v oblasti chemie polymert, imunologie, bunééné
a molekuldrn{ biologie a chirurgie.

2. Bunécna terapie, mikroenkapsulace bunék

Bunécna terapie je relativné nova biomedicinskd disci-
plina, kterou 1ze charakterizovat jako terapeutické zavadén{
bunék do organismu pacienta. V piipadé mikroenkapsulace
byvaji tyto bunky uzavieny do polymernich mikrokapsuli
a ndsledné implantovany do téla pacienta s cilem lécit nemoci
zpusobené obvykle selhdnim sekre¢ni Cinnosti bunék. Cely
koncept je zaloZen na imunoprotekci, tj. separaci implan-
tovanych bunék semipermeabilni polymerni membranou od
rtznych typl bunék a jinych sloZzek imunitniho systému hos-
titele. Tento zpdsob umoziuje dspéSnou implantaci bunék bez
pouZziti imunosupresiv. Polymerni membrdna musi zdroven
umozinovat dostatecny piisun kysliku a nizkomolekuldrnich
bunécnych zivin do kapsuli a naopak, difuzi terapeutickych
produktli bunécné sekrece a bunééného odpadu z kapsuli do
téla pacienta (obr.1).

Pro ucely bunécné terapie lze vyuzit tii druhti bunék:
i) autolognich (vlastni bunky pacienta nebo jednovajecného
dvojcete), ii) alogennich (od jiného lidského ddrce) a iii) xe-
nogennich (zvifecich). Pouziti xenogennich bunék umoziuje
eliminovat nedostatek lidskych ddrct, specificky genovy pro-
dukt téchto bunék vSak nesmi byt sim o sobé imunogenni.
Enkapsulované buriky jsou implantovany do pfislusnych cilo-
vych mist v téle pacienta (bfisni dutina, mozek), kde tato
aplikace umozni produkci piislu§ného terapeutického pro-
duktu v zdvislosti na jeho potiebé v hostitelském organismu.
Uspésnost imunoprotekéni bunééné terapie pro 1éébu nemoct
zpusobenych ztriatou sekre¢ni funkce bunék byla ovéfovdna
na zvitecich modelech, v nékterych pripadech jiz i v klinické
praxi. Vysledky studia jsou publikovany v fadé praci se zameé-
fenfm na lé¢bu diabetes mellitus™ , Parkinsonovy nemo-

ci'*2 Alzheimerovy nemoci'?™* Huntingtonovy chorobylS,
chronickych bolesti'®™'® selhani funkce ledvin'?, jater” a pod-

vésku mozkovéhozl, 1é¢bu anemiezz, hemofilie B3> a amyo-
trofni laterdrni sklerézy**.



Chem. Listy 98, 14 — 21 (2004)

3. Pozadavky na materidly
pro mikroenkapsulaci bunék

Polymery pouZivané pro enkapsulaci bunék musi spliiovat
celou fadu pozadavkil. Pfedevs§im nesmi byt toxické ani mu-
tagenni (kancerogenni Ci teratogenni). Musi vykazovat velmi
dobrou biologickou snasenlivost (biokompatibilitu), dostatec-
nou mechanickou stabilitu, vysokou odolnost vici degradaci,
nehydrolyzovatelnost za fyziologickych podminek a dobrou
interakci s bunikami. Ddle je nutno definovat miru jejich
prostupnosti pro molekuly biologického plivodu.

Biokompatibilita biomateridlG (vSech materidli pouziva-
nych pro medicinské aplikace) je definovdna jako schopnost
materidlu vyvolat pfijatelnou odezvu v organismu hostitele pii
dané aplikaci®. Jiz z této definice Ize odvodit, Ze biokompati-
bilita neni Zddnou jednoznac¢né definovanou vlastnosti, nybrz
multifunkénim pojmem. Zavedenim ciziho télesa do zivého
organismu dochdzi vzdy k pfirozené reakci imunitniho systé-
mu a snaze toto téleso z organismu vypudit. Po implantaci
biopolymeru Ize tedy za ,,pfijatelnou odezvu organismu hos-
titele* povazovat stav, kdy projevy reakce imunitniho systé-
mu, jako je obrtstdni nezddoucimi fibréznimi tkdnémi, akti-
vace makrofdgli vyvoldvajici zdnéty, degradace biopolymeru
aj., jsou zanedbatelné, nebo alespon minimalizovédny na pfija-
telnou miru. Praxe ukazuje, Ze hlavnimi faktory, které ovliv-
nuji biologickou sndSenlivost biopolymerd, jsou chemické
a morfologické vlastnosti jejich povrchi, tedy komponent,
prichdzejicich do piimého styku s organismem hostitele. Béz-
né se testy na biokompatibilitu materidli provadéji histologic-
kymi postupy po explantaci vzorka.

Pfi volbé polymert pro enkapsulaci bunék je nutno mit na
zieteli vyhovujici permeabilitu (propustnost) materialu. Poly-
merni membrdna musi zaji$tovat dostate¢ny piisun nizkomo-
lekuldrnich Zivin enkapsulovanym bunkdm a difuzi produktd
jejich sekrece; naproti tomu musi zamezit kontaktu imunolo-
gickych latek (imunoglobulin G, imunoglobulin M a dals{
dopliujici frakce s relativni molekulovou hmotnosti v rozmez{
100 000-500 000). Jde tedy o ptipravu semipermeabilni mem-
brdny s prahem propustnosti relativni molekulové hmotnosti
=100 000. Tento dilezity poZadavek pro zachovdni spravné
funkce a Zivotnosti enkapsulovanych bunék spliiuji polymerni
hydrogely, vyznacujici se botnavosti ve vodé a rovnéz ve
fyziologickém prostfedi. Jejich trojrozmérnd struktura je ve
zbotnalém stavu prostoupena soustavou porli a mikroport,
umoznujici difuzi nizkomolekularnich latek. Optimdlni veli-

enkapsulované buiky

polymerni membrana

Obr. 1. Schéma mikrokapsule a jeji funkce
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kost p6rti 1ze ovlivnit volbou typu hydrogelu a podminek jeho
piipravy. Castym nedostatkem hydrogeld, predevsim téch,
které vazou vice vody, je jejich nedostatecna mechanickd
pevnost a zvySend lepivost. Obé tyto nezadouci vlastnosti je
nutno minimalizovat a zamezit tak nezddoucimu kolapsu sfé-
rického tvaru a shlukovani mikrokapsuli.

Dalsim dilezitym pozadavkem je dobrd tolerance polyme-
ru bunikami, které maji byt enkapsulovdny. Je tieba mit na
zieteli nejen co nejdels{ Zivotnost, ale i dobrou metabolickou
aktivitu enkapsulovanych bunék. Buiiky maji na svém povr-
chu celou fadu receptorii, pomoci kterych reaguji na své
nejblizsi okoli. Zjednodusené feceno, pii dobrych interakcich
s polymerem dochdzi k rozprostfeni bunék na polymernim
povrchu a k dobré metabolické aktivité, zatimco v opacném
pripadé se buniky shlukuji, neadheruji na povrchu a jejich
sekrece je omezend. Tyto primarni odezvy bunék na polymerni
materidl 1ze studovat vizudlné pod mikroskopem.

Z uvedeného piehledu je evidentni, Ze vybér polymernich
materidld pro enkapsulaci bunék, kdy je nutno vyhovét mnoz-
stvi pozadavk, ¢asto vzdjemné protichtidnych, je velmi nd-
ro¢ny a vyzaduje multidisciplindrni pfistup.

4. Polymery na bazi komplexa polyelektrolyta

Prvni funkéni enkapsulacni systém byl pfipraven z kom-
plexu pfirozenych polymert al ginzit-poly(L-lysin)3 2628 ktery
je ve vodé nerozpustny a vznikd reakci vodnych roztoki
polyaniontu (algindt) a polykationtu poly(L-lysinu) (PLL).
Komplexy polyelektrolytii jsou dlouho znamé latky®’, které
nasly Siroké pole vyuziti, mj. v pfipravée ultrafiltra¢nich, mi-
krofiltracnich a jinych typl membran pro separacni proce-
sy. Charakteristickym rysem tvorby komplexi elektrolytt je
vznik pard opacné nabitych iontd, které drzi celou trojrozmér-
nou strukturu elektrostatickymi coulombickymi silami.

Princip pripravy mikrokapsuli z komplexu algindtu a PLL
spocivd v odkapdvani kapicek roztoku alkalické soli algindtu
z ddvkovaci jehly do roztoku PLL, kde se na povrchu algind-
tovych kapicek tvoif komplex a dochdzi k inverzi fazi (vylou-
¢eni mikrokapsuli v pevné fazi). Po urcité reakéni dobé je
prebytecny PLL odstranén a vzniklé mikrokapsule promyty.
Velikost a rychlost tvorby mikrokapsuli je regulovana koncen-
traci roztoku algindtu, primérem ddvkovaci jehly a tlakem
vzduchu, ktery kapi¢ky undsi. Pfi enkapsulaci jsou butiky
predem suspendovdny do vychoziho roztoku alginétu, zbyva-
jici postup je stejny.

kyslik, glukosa, Ziviny
bunécné produkty

burky a protildtky imunitniho systému
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Prvni aplikace mikrokapsuli alginat-PLL v pokusnych
zvitatech byly optimistické z hlediska jejich biokompatibility,
jako nedostatek se vsak projevila jejich omezend mechanicka
stabilita (méné nez tfi mésice), vyznamné limitujici moznosti
klinického pouziti tohoto materidlu. Degradaci stén kapsul{
hrozi imunizace pfijemce buitkami ddrce a moznost rozvoje
autoimunnich onemocnéni. V priibéhu dalsich let vyvoje po-
lymernich materidlti pro mikroenkapsulaci bunék se proto
autori zamérili na zlepsSeni jejich biokompatibility a hlavné
mechanické stability. Vyhoda jednoduchého postupu pfi pii-
pravé mikrokapsuli na bazi komplexa polyelektrolytd i nadéle
predurcovala volbu vychozich materiali, o cemz svéd¢i mnoz-
stvi ddle uvedenych publikovanych modifikaci tohoto systému.

Je znamo, Ze povrchy materidll s pozitivnimi naboji jsou
vybornymi substrdty pro rst bunék. Prebyte¢né pozitivni
ndboje na povrchu mikrokapsuli alginat-PLL vSak vyvoldvaly
tkanovou reakci, vedouci k omezeni prichodnosti nizkomo-
lekuldrnich produktd semipermeabilni membrdnou kapsuli
a k ndslednému uhynuti enkapsulovanych bunék. Snaha o po-
tlaceni tohoto nedostatku byla realizovdnandslednou komple-
xaci30'3lpovrchové vrstvy mikrokapsuli roztokem polyanion-
tu. Tim byly vysyceny volné aminoskupiny PLL a vysledny
povrch ziskal naopak negativni ndboje, vykazujici lepsi bio-
kompatibilitu. Jako polyanion byla vétSinou opét pouzita al-
kalicka sul algindtu. Takto ziskané mikrokapsule ptisobily pfi
aplikaci mensi zdnétlivost, jejich obristdni fibréznimi tkanémi
se zpomalilo a prodlouzila se tak jejich mechanick4 stabilita
a zivotnost enkapsulovanych bunék na Sest mésici a déle.

Vyrazného zlepSeni biokompatibility mikrokapsuli algi-
nat-PLL bylo dosazeno v pripadé, kdy vychozi algindt byl
precistén dialyzou s PBS (pufrovany fyziologicky roztok,
zkratka z angl. phosphate buffered saline) za pfitomnosti latky
schopné redukovat disulfidové vazby asociovanych protei-
nii*?, jako napf. dithioerythritolu a 2-sulfanylethanolu. Timto
postupem byl podstatné sniZzen obsah proteini v algindtu
a predevsim byly odstranény disulfidové vazby, které mohou
vyvoldvat pti implantaci nezddouci reakce. Pozitivni vysledky
byly potvrzeny po implantaci téchto mikrokapsuli s enkapsu-
lovanymi Langerhansovymi ostrivky do téla laboratornich
potkand.

Algindty z rdznych zdrojti se 1isf rozdilnymi poméry v obsahu
guluronové (G) a mannuronové (M) kyseliny. Thu a spol.>***
v studiich in vitro zjistili, Ze mikrokapsule s vy$§im obsahem
G alginati se vyznacuji veétsi mechanickou stabilitou nez
kapsule pripravené z frakce s jejich stfednim obsahem. Nésle-
dujici histologické testy> viak ukdzaly, Ze zatimco kapsule se
stfednim obsahem G fetézcli osvédcily dobrou biokompatibi-
litu a stabilitu in vivo, kapsule s vy$§im obsahem G fetézcd
byly zcela obrostlé zanétlivymi buitkami (makrofdgy). Stu-
diem chemického sloZeni povrchi téchto materidld XPS foto-
elektronovou spektroskopif bylo zji§téno, Ze kapsule s vy$$im
obsahem G alginatli obsahuji evidentné vétsi mnozstvi PLL,
navic systém obsahuje mensi pocet opacné nabitych iontovych
part. Vyssi koncentrace volnych aminoskupin a zaroven men-
§1 pocet vazebnych mist vysvétluji silnou zdnétlivou reakci
vyvoldvanou timto materidlem.

Z pokust o chemickou modifikaci mikrokapsuli na ba-
zi alginat-PLL lze povaZovat za dspésné ndsledné naroubo-
van{ 3p;oly(ethyler10><idu)36, nebo pokryti poly(ethylenglyko-
lem)*”*¥ (PEG). V obou piipadech etherové vazby osvédéily
velmi dobrou biologickou sndSenlivost a takto vznikly neio-
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nogenni povrch kapsuli minimalizoval koagulaci krve, ad-
sorg)ci proteind, zanétlivou reakci a jiné imunologické proce-
sy>”. Kromé alginatd byly patentovany i jiné pfirodni materidly
jako agar, agarosa, karagenan, chitosan, Zelatina, fibrinogen
a kolagen. Mikrokapsule z téchto materidld, pfipravené na
stejném principu komplexti polyelektrolytd, byly pouzity pro
enkapsulaci zvitecich bunék, kultivovanych bunék, bakterif,
fas a hub*. Polymerni mikrokuli¢ky byly pfipraveny disper-
govanim vodnych roztokd polymert a bunék v organické fazi.
Tak napt. Langerhansovy ostriivky byly suspendovany v aga-
rose a vytlacovény z injekéni jehly do studené lazné s parafi-
novym olejem*'. Vzniklé kulicky byly ddle pokryty polyakryl-
amidem fotochemickou polymerizaci akrylamidu in situ za
pritomnosti methylenbisakrylamidu jako sitovadla. Tyto kap-
sule vykazovaly velmi dobrou sekreci inzulinu jako odezvu na
glukosu™®.

Vzhledem k mirnym podminkdm pfi enkapsulaci byl pri-
rodn{ algindt nejcastéji pouzivanym polymerem. Pfirodn{ po-
lymery vSak maji i své nevyhody. Rozdily ve sloZeni, zpliso-
bené rliznym obsahem piifrodnich pfimési u materidlti rizného
paivodu, méni jejich vyslednou biokompatibilitu, pevnost a ji-
né vlastnosti. Neddvaji tedy vzdy zaruku pfesné definovanych
a konstantnich charakteristik mikrokapsuli. Z tohoto hlediska
umoznuje uziti syntetickych polymert lepsi reprodukovatel-
nost a nabizi moznost ,,usit na miru“ vysledné vlastnosti podle
specifickych potieb. Proto se néktefi autofi pokusili pouzit
k enkapsulaci syntetické polymery; naptf. Cohen a spol.43 za-
menili algindt za polyfosfazeny obsahujici v postrannich fe-
tézcich karboxylové skupiny. Vlastni enkapsulace na principu
tvorby komplexd polyelektrolytti probihala analogicky. Hy-
drolyticky stabilni polyfosfazeny byly komplexovany ve vod-
ném prostiedi dvojvaznymi nebo trojvaznymi kationty Ca**
nebo AI** a ndsledng jests stabilizovany roztokem polykation-
tu, napi. PLL. In vitro testy prokdzaly, Ze takto vznikly kom-
plex neni toxicky a podporuje rist a rozmnozovani bunék.

Z mnozstvi pokusi o zlepSeni mechanickych vlastnosti
algindtovych mikrokapsulf jmenujme ndhradu PLL jinymi po-
lykationty. Pokusy s pouzitim poly(vinylaminu) nebo poly(al-
lylaminu)m44 vsak nedopadly presvédcive. Podstatné lepsich
vysledki bylo dosaZeno nahradou PLL (3-aminopropyl)poly-
siloxanem, pfipravenym sol-gel hydrolyzou dvou prekurzo-
rd, (3-aminopropyl)trimethoxysilanu a tetramethoxysilanu™.
Prebytecné aminoskupiny na povrchu hydrogelovych kulicek
byly ddle neutralizovdny ponofenim do vodného roztoku algi-
ndtu sodného. Takto pripravené kapsule alginat/(3-aminopro-
pyl)polysiloxan/algindt byly uspé$né odzkouSeny ve funkci
umélého pankreatu.

Dalsi modifikace spocivaji v zesiténi vrchni PLL vrstvy
klasickych kapsulf algindt-PLL tosylovanym poly(vinylalko-
holem) nebo ¢dste¢nou modifikaci volnych aminoskupin PLL
fotocitlivym 3,5-difenylpenta-2,4-dienoylchloridem a nésled-
nym svételnym ozaienim pii ~320 nm (cit.***’). V obou pii-
padech se zlepSila mechanickd pevnost mikrokapsuli, jistou
nevyhodou chemického postupu vsak je uvoliovani toluensul-
fonové kyseliny jako vedlejstho produktu.

5. Syntetické polymery

Jak jiz bylo fe¢eno, vyhodou syntetickych polymert oproti
pfirodnim je moZnost pifpravy hydrogell s pfesné definova-
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nymi parametry pro pozadovanou velikost pora a optimalnimi
chemickymi vlastnostmi povrchu. Zavedenim kovalentnich
vazeb u syntetickych polymert 1ze odstranit problémy s me-
chanickou stabilitou, projevujici se u komplext polyelektro-
Iytd. Presto vsak je poCet navrZzenych postupi pro enkapsulaci
bunék s vyuzitim syntetickych polymerd podstatné mensi.
Hlavni pfi¢inou jsou podminky polymerizace nebo sitovan{
(vyssi teplota, rozpoustédlo, pfitomnost inicidtort aj.), které
jsou nutné pro vytvoreni rigidni trojrozmérné matrice, ale
které by byly pro pfitomné buriky vétsinou zhoubné, toxické
nebo z jinych divodd neptiznivé.

Pokud je zndmo, enkapsulace bunék do kovalentné zesite-
né trojrozmérné polymerni matrice byla provedena jen dvéma
pracovnimi tymy. V obou piipadech bylo pouzito hydrogelu
na bazi PEG. Pathak a spol.*® suspendovali buiiky do rozvét-
veného poly(ethylenglykol)-akryldtu s ethyleosinem a trietha-
nolaminem a jiz difve popsanym zpisobem ziskané kulicky
byly nésledné zesitény polymeraci in situ pomoci UV zdfeni.
Takto vzniklé kapsule vykazovaly velmi dobrou biokompati-
bilitu i imunoprotekci. Princip zesiténi hydrogelu na bizi PEG
podle patentu autorti Jordana a spol.49 spociva v pokryti bun¢k
fluorescencnim barvivem (fotosenzibilizatorem), suspenzi tak-
to pokrytych bunék v polymerni smési a ndsledném zesitén{
vyvolaném laserovym zdfenim o vhodné frekvenci. Barvivo
je vlivem mirného zifeni excitovdno do tripletového sta-
vu, coZ umoziiuje vznik volnych radikdld z vhodného dono-
ru elektront (triethanolamin) a nésledné zesiténi hydrogelu.
Tloustku membrény takto vzniklé mikrokapsule (10-20 pum)
1ze regulovat podminkami pfipravy, mj. dobou ozdfeni systé-
mu. Z tfady testovanych fluorescencnich barviv se nejlépe
osveédcily isothiokyandt eosinu a fosfolipidy odvozené od
fluoresceinu a eosinu, které vytvareji specifické vazby s bu-
nécnou membranou. Jako vychozi polymer byl pouzit diakry-
14t PEG 400 nebo polyakryldat PEG 18500. Autofi prezentuji
uspésné testy na zivotnost a sekrecni aktivitu takto enkapsu-
lovanych Langerhansovych ostravka.

Vyhody pevnych kovalentnich vazeb syntetickych poly-
merl a moznosti dosaZen{ lepsi reprodukovatelnosti vlastnost{
mikrokapsuli (biokompatibilita, permeabilita) vyuzil Sefton
se spolupracovniky. Jejich zplisob je zaloZen na srdZeni neze-
siténych, ve vodé nerozpustnych polymert z roztokt organic-
kych rozpoustédel. Tento zplsob enkapsulace md specifické
pozadavky. Jednim ze zdkladnich je optiméln{ volba organic-
kého rozpouétédlaso, které nesmi byt toxické ani jinak Skodlivé
pro enkapsulované buiiky. Prvnim pouzitym hydrogelem byl
komer¢ni Eudragit RL (cit.>!), pii dal$im hledani pfipravili
kopolymery na bdzi methakrylatd s kombinovanymi volnymi
skupinami v postrannich fetézcich. Jako vychozich monomert
pouZili kyselinu methakrylovou, 2-(dimethylamino)ethyl-me-
thakrylat, methyl-methakrylat (MMA) a 2-hydroxyethyl-me-
thakryldt (HEMA)*>3, V t&chto testech se osvédgil jako per-
spektivni hydrogel poly(HEMA-co-MMA) (moldrni pomér
75:25), ptipraveny roztokovou polymeraci v ethanolu 4 Né-
sledovala fada publikaci, zabyvajici se enkapsulaci Langer-
hansovych ostrivkii produkujicich inzulin®, bunék PC 12 se
sekreci dopaminu56, jaternich bunék HepG2 vylucujicich pro-
tein®’, CHO fibroblasti®® aj. a byly sledovany interakce bungk
s membranou hydrogelu, jejich Zivotnost a sekre¢ni aktivita,
morfologie a permeabilita polymerni stény kapsuli, limitn{
molekulovd hmotnost propustnosti, biokompatibilita hydro-
gelu a dalsi charakteristiky. Pro tento zptlisob enkapsulace
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byla vyvinuta specidlni aparatura, jejiz posledni modifikace®

umoziluje pfipravit mikrokapsule o priméru ~400 pm. Sché-
ma této aparatury je na obrazku 2. Roztok kopolymeru a sus-
penze bunék v Zivném roztoku (napf. Ficoll 400, Matrigel®)
jsou oddélené davkovany do vytlacovaci trysky skladajici se
ze dvou koncentrickych injek¢nich jehel umisténych ve spe-
cidlni komurce. Stiizné sily pro vznik kapsuli je dosazeno
pulzy proudu hexadekanu, umoziujicimi regulovat velikost
kapsuli v rozmezi 300-600 pum. Odkapdvajici mikrokapsule
klesaji za mirného michdni nejprve vrstvou hexadekanu, kde
se stabilizuje jejich sféricky tvar, do srazeci lazné PBS. Pro
usnadnéni pfechodu kulicek z vrstvy hexadekanu do PBS se
pridinim malého mnozstvi surfaktantu sniZuje mezifdzové
napéti. Ndsleduje promyvdni v PBS, pficemz se vymyvd roz-
poustédlo z polymerni membrany za mirné kontrakce mikro-
kapsuli.

Vysledky testi poly(HEMA-co-MMA) pii aplikaci rtiz-
nych typt bunék byly celkem udspé$né, naznaCovaly vSak
moznosti dal§iho zlepSeni. Dal§im cilem byla piiprava hydro-
gelu s vy$si permeabilitou nizkomolekuldrnich substratl a se
zlepsenou interakci s bunikami. Tato strategie sleduje zlepseni
zivotnich podminek enkapsulovanych bunék. Ocekavanym
efektem je pak prodlouZeni jejich Zivotnosti a zlepSeni jejich
sekrecni aktivity. Za tim udcelem byly pfipraveny kopoly-
mery HEMA s rliznymi typy alkyl-akryldtd a methakrylatd
a také amidd kyseliny akrylové a methakrylové®%% Kopoly-
mery byly charakterizovdny stanovenim botnavosti ve vodé
a PBS, viskozimetricky stanovenymi relativnimi molekulovy-

=TT —
N — |

T davkovate

roztok polymeru

suspenze bunék

T

hexadekan

\ ; cirkulace
i hexadekanu
o
Al | RSN
vodni | .l e
lazen ) RN
18°C oy ° mikro-
apo kapsule
\_ L y,

O

magnetické michadlo peristaltické cerpadlo

Obr. 2. Schéma enkapsula¢ni aparatury
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Tabulka I
Charakteristiky HEMA kopolymerﬁ62
Kopolymer Molarn{ Botnavost® Rel. molekulova Obsah
pomér [hm. %] hmotnost komonomeru
monomerd ve vodé v PBS M,. 1073 (NMR) [mol.%]
HEMA-MMA 75:25 27,0 23,2 300 21,0
HEMA-EMA 90:10 33,9 30,6 320 12,6
80:20 28,5 24.8 280 20,7
70:30 243 20,5 330 26,7
HEMA-BA 90:10 36,8 31,3 150 9,7
85:15 35,3 28,1 120 9,8
70:30 28,8 20,7 150 20,1
HEMA-BMA 90:10 31,1 26,1 275 9,8
85:15 27,5 23,4 280 13,9
70:30 19,2 13,8 290 27,6
HEMA-iPAAm 90:10 41,2 39,1 140 3,6
80:20 40,7 37,1 140 6,2
70:30 39,8 35,2 150 10,8
HEMA-iPMAAmM 90:10 39,5 37,2 236 4,3
80:20 38,3 37,6 188 10,0
70:30 38,2 34,1 183 16,1
HEMA-tBAAmM 90:10 35,6 32,4 200 5,9
80:20 31,5 28,4 120 11,2
70:30 27,6 24,5 115 15,9
HEMA-tBMAAm 90:10 35,4 34,4 n° 49
80:20 32,3 314 n° 9,3
70:30 30,1 26,4 n° 14,7

 Procentovy obsah vody v zbotnalém polymeru; ° nestanoveno; EMA ethyl-methakrylat; BA butyl-akryldt; BMA butyl-metha-
krylat; iPAAm N-isopropylakrylamid; iPMAAm N-isopropylmethakrylamid; tBAAm N-terc-butylakrylamid; tBMAAm N-terc-

-butylmethakrylamid

mi hmotnostmi a NMR analyzou a jejich vlastnosti byly po-
rovnavany se standardnim kopolymerem HEMA-MMA (tab. I).
Je evidentni, Zze vétSina pfipravenych vzorkd, zvldsté pak
s amidovymi komonomery, md vyssi botnavost, coz svédci
0 jejich veétsi prostupnosti pro nizkomolekuldrni substrdty.
Relativni molekulové hmotnosti jsou velmi dilezité veliciny,
urcujici vhodnost kopolymeru pro enkapsulaci. Bylo zjisténo,
Ze pro alkyl-akrylatové a methakryldtové kopolymery jsou
optimdlni hodnoty kolem 300 000. Zfejmé nizka relativni
molekulovd hmotnost kopolymeru HEMA s butyl-akryldtem
byla pri¢inou borceni sférického tvaru kapsuli. Naproti tomu
mnohem niZsi hodnoty u amidovych kopolymerd vykazovaly
vyhovujici mechanickou stabilitu kapsuli. NMR analyzy sta-
novuji skute¢ny pomér monomernich jednotek v kopolyme-
ru a zdroven umoznuji zjistit kopolymeracni reaktivity jed-
notlivych komonomerti vici HEMA. Amidové kopolymery
HEMA jsou na rozdil od alkylsubstituovanych transparentni
a umoznuji tak pfimé mikroskopické sledovdni enkapsulova-
nych bunék.

6. Biologické testy

Vzhledem k tomu, Ze tento prehledny ¢lanek je urcen
predevsim pro chemickou vefejnost, bude biologickym testim
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vénovdna jen ramcovd pozornost. Zakladni testy lze rozdelit
do dvou skupin:

In vitro testy

a) Cytotoxicita — provadi se 24hodinovy sterilni vyluh poly-
merniho vzorku, ktery je pridan ke kultufe bunék. Sleduje
se vliv polymerii na Zivotaschopnost a ristovy potencidl
bunek®.

Adhezivita bunék — buiiky jsou kultivovany na povrchu
polymeru a mikroskopicky se sleduje, zda jsou schopny
adheze a ndsledného riistu na tdchto polymerech®.
Vitalita a metabolickd aktivita bunék — prvni testy se
provadéji v kultiva¢nich miskdch. Jako ptiklad testu na
vitalitu uvedme vySetfeni pomoci trypanové modfi, kterou
se mrtvé buiky zbarvi a statistickym zptisobem se vyhod-
noti pocet zivych a mrtvych bunék v urcitych ¢asovych
intervalech pokusu. Metabolicka aktivita bunék je velmi
Casto stanovovdna MTT testem, spocivajicim v pifeméné
bezbarvého 5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,3-difenyltetra-
zolium-bromidu mitochondridlni sukcindtdehydrogenasou
na barevny formazan, jehoz koncentrace se po rozpusténi
v dimethylsulfoxidu stanovuje fotometricky pfi vlnové
délce 570 nm. Pro ndzornost a zdroven doplnéni charakte-
ristik HEMA kopolymerd s alkyl-akryldty a methakrylaty
a akryl- a methakrylamidy®, jsou vysledky t&chto testd

b)

c)
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Tabulka IT
Adheze, riist a metabolicka aktivita 3T3 fibroblastti na povrchu polymernich vzorki®
Kopolymer 24 hodin 48 hodin 96 hodin MTT test
PBx10°  MB" PBx10°  MB PBx10°  MB absorbance
pri 570 nm
(%] [%] [%]
HEMA 51 55,6 38 23,7 72 12,5 0,391
HEMA-MMA® 57 21,1 74 25,6 117 5,1 0,273
HEMA-EMA‘ 69 174 153 19,6 246 6,1 0,768
HEMA-BA‘ 120 37,5 131 13,0 252 19,0 0,711
HEMA-BMA‘ 66 31,8 141 24,8 102 25,0 0,284
HEMA-iPAAm’ 63 41,2 92 23,0 117 7,7 0,165
HEMA-iPMAAm* 88 29,3 84 26,3 81 14,8 0,267
HEMA-tBAAm’ 110 34,3 119 13,5 204 17,6 0,378
HEMA-tBMAAm’ 96 23,6 99 12,2 193 11,5 0,339

“PB: pocet bunék, ® MB: podil mrtvych bunék, ¢ molarni pomér HEMA:MMA v kopolymerizaéni smési 75:25; ¢ molarni pomér

HEMA :komonomer v kopolymeriza¢ni smési 70:30

uvedeny v tabulce II. Lze tedy vyvodit zdvér, Ze nejlepsi
dlouhodobé vitality a zaroven metabolické aktivity 3T3 fib-
roblastd bylo dosazeno na povrsich poly(HEMA-co-EMA)
a poly(HEMA-co-BA) hydrogelt. Oba uvedené testy se pro-
vadéji i pro enkapsulované buiiky, avSak za specidlnich tech-
nickych podminek®. Sekre¢ni aktivita enkapsulovanych bu-
nék se pochopitelné testuje i stanovenim mnoZzstvi speci-
fickych bun&énych produkti*>*>°- vztazeného na podet
bunék.

In vivo testy probihaji ve dvou fazich:

1) Implantace polymerd — mikrokapsule bez bunék nebo
prouzky polymernich vzorkd jsou implantovdny subku-
tanné (do podkozi), intraperitonedlné (do pobfisnice) nebo
intracerebralné (do mozkového parenchymu) pokusnych
zvitat (vétSinou krys) a po urcité dobé vyjmuty a fixovdny
pro histologické vyhodnoceni.

Histologické testy reakci hostitele na implantované vzorky
polymert — histologickd vySetfeni implantdtt provddénd
v urcitych Casovych intervalech se zaméfenim na detekci
charakteristickych bunék kolonizujicich nejen povrch im-
plantétu, ale i okolni tkdné. Jde predevsim o kolonizaci
zanétlivymi bunikami (siderofdgy, reaktivnimi astrocyty,
obfimi bunkami z cizich téles, makrofagy, kolagennimi
vldkny®' aj.), které jsou citlivym ukazatelem intenzity
zanétu indukovaného implantovanym polymerem.

2)

7. Zavér

Cilem vyzkumu v oblasti bunécné terapie je vyvoj implan-
tat obsahujicich zivé alogenni nebo xenogenni buiiky, jejichz
aplikaci by bylo mozno 1é¢it choroby zptisobené ztrdtou sek-
recni ¢innosti bunék. Buné¢na terapie je zaloZena na koncepci
imunoprotekce, spocivajici v enkapsulaci bunék ¢i malych
kouski tkdni do semipermeabilni membrany a ndsledné im-
plantaci do téla pacienta, kde dlouhodobé vyrovnavaji deficit
chybéjicich enzymd, bilkovin a jinych biologickych ptisobka.
Funkci semipermeabilni membrany, kterd ma zabezpecit pri-
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sun kysliku a poZadovanych metabolitti, ddle umoznit uvoliio-
vani produktd bunécné sekrece a zamezit priniku vétSich
cytotoxickych slozek imunitniho systému, dspésné plni poly-
merni hydrogely.

V tomto piehledném clanku jsme se zaméfili pouze na
problematiku mikroenkapsulace, pouzivajici sférické kapsule
o priiméru 100-600 um. Byly uvedeny duleZzité pozadavky na
polymerni hydrogely pro dcely mikroenkapsulace. Z ptehle-
du dosud pouzitych polymernich materidlti je evidentni, Ze
prevlddaji hydrogely na bdzi komplext polyelektrolytti — pie-
vazné ptirodnich polymert, jejichz velkou pfednosti je jed-
noduchd pifiprava za mirnych podminek, vhodnd pro enkap-
sulované bunky. Naproti tomu trojrozmérnd struktura poly-
elektrolytovych komplexi je drzena pouze elektrostatickymi
coulombickymi silami mezi pary opacné nabitych ionti a je-
jich mechanickd pevnost a hydrolytickd stabilita jsou ome-
zené. Zavedenim syntetickych polymert a kopolymert s ko-
valentnimi vazbami lze pfipravit hydrogely lépe reproduko-
vatelné a definovatelné, odolné vici hydrolyze a s lepSimi
mechanickymi vlastnostmi. Problémem je naopak volba vy-
hovujicich podminek polymerizace za piitomnosti bunék nebo
volba netoxického rozpoustédla pro srazeni polymernich roz-
tokl v PBS. Jen rdimcové jsou zminény biologické testy pro
vyhodnoceni vhodnosti polymernich hydrogeli jak pro enkap-
sulaci bunék, tak i implantaci mikrokapsuli do téla pokusnych
zvitat.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou CR,
grantem 304/00/0338.
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Charles University, Hradec Krdlové): Chemistry, Physical
Properties and Biocompatibility of Hydrogels for Immu-
noprotection of Mammalian Cells

The goal in the research of cell therapy is to develop
implants containing living allogenic or xenogenic cells to treat
disorders caused by the loss of secretory cell function. Cell
therapy is based on the concept of immunoprotection, which

Referat

involves encapsulation of cells or small clusters of tissue in
a semipermeable membrane capsule and subsequent implan-
tation of the capsules into the body in order to eliminate
a long-term lack of enzymes, proteins, or other biological
substances. The semipermeable membrane should permit dif-
fusion of oxygen and necessary metabolites and release of cell
secretion products but restrict the transport of large cytotoxic
agents of the body’s immune system. This function is success-
fully fulfilled by polymer hydrogels. The review concerns cell
microencapsulation, i.e. producing capsules 100-600 wm in
diameter. The requirements qualifying polymers for cell en-
capsulation are discussed. Various types of polymers used in
cell microencapsulation are reviewed and their pros and cons
discussed. Biological tests of hydrogels for cell encapsulations
are briefly mentioned.

Program:

.....

Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologickd

Fakulta ekonomicko-sprdvni

pordda veletrh pracovnich prilezitosti

Kontakt 2004

dne 29.4.2004 v Aule Univerzity Pardubice

8:00-10:00 registrace firem
10:00-15:00 ustni prezentace v aule
firemn{ prezentace u stanka

Kontakt 2004 je prezentaci firem pisobicich v CR s cilem informovat studenty o profilech firem
a moznostech uplatnéni absolventl. K dispozici bude katalog s informacemi o zicastnénych firmach.

Fakulty chemicko-technologické, www.upce.cz, kontaktni osoby: doc. Ing. Ladislav Svoboda, CSc.
a Ing. Iva Ulbrichovd, CSc., ndm. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice, dekanat@upce.cz, tel 466 037 514, -507.
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