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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb oznaczania stezenia komorek roslinnych lub zwierzecych,
bakterii, grzybéw lub mikroorganizméw, ewentualnie genetycznie modyfikowanych, lub ich zbioréw,
immobilizowanych wewnatrz lub na powierzchni matryc hydrozelowych lub biatkowych otoczonych
potprzepuszczalng membrang polimerowa.

Kontrola stezenia komorek jest niezbedna w pracach naukowo-badawczych zwigzanych
z opracowaniem nowych biotechnologii, a takze w procesach biotechnologicznych, w celu sprawdze-
nia stopnia zuzycia zywych komoérek biorgcych udziat w reakcjach biochemicznych zachodzacych
w bioreaktorach, na przyktad w procesach fermentacji piwa, produkcji enzyméw, hormonoéw, antybio-
tykow, zwigzkow stereospecyficznych itp. Mozliwos¢ ilosciowego oznaczania komorek jest istotna
réwniez w medycynie do optymalizacji proceséw wytwarzania polimerowych membran pétprzepusz-
czalnych przeznaczonych na podioza hodowlane do wytwarzania specyficznych implantéw, w tym
protez naczyniowych, sztucznej skoéry czy protez stawowych oraz do ustalania warunkéw hodowania
komoérek na tych podtozach. Kontrola komoérek jest przydatna takze w oczyszczalniach sciekow.

Znane dotychczas sposoby kontroli przebiegu hodowli komérek roslinnych lub zwierzecych,
bakterii, grzyboéw lub mikroorganizméw umozliwiajg ich zliczanie wtedy, gdy komdérki te znajdujg sie
w fazie ciektej lub gazowej. Czesto stosowane sg w tym celu metody optyczne [WO9003567,
RU2273840], separacja magnetyczna z uzyciem odpowiednich markerow [US5993665] lub pomiar
potencjatu elektrycznego za pomocg sensoréw [GR1003489]. W innych rozwigzaniach wykorzystuje
sie pomiary stezenia gazéw produkowanych lub zuzywanych przez materiat biologiczny podczas pro-
wadzenia hodowli [JP2000060596] lub bardziej zaawansowane techniki pomiarowe, jak powierzch-
niowy rezonans plazmowy [W02005001108] czy rezonans magnetyczny [RU2434645]. Jednakze we
wszystkich wymienionych rozwigzaniach badana prébka musi mie¢ forme zawiesiny komaérek w cieczy
lub gazie.

Sposoby przygotowania prébek pochodzgcych z hodowli komérek roslinnych lub zwierzecych,
bakterii, grzybow lub mikroorganizmow na podtozach hodowlanych réznego rodzaju do zliczania ilosci
hodowanego materiatu biologicznego polegajg na biochemicznym oderwaniu oznaczanego materiatu
od podtoza nosnika, na ktérym sg hodowane. W tym celu stosowane sg enzymy proteolityczne, takie
jak kolagenaza [The optimal conditions of chondrocyte isolation and its seeding in the preparation for
cartilage tissue engineering. Tissue Eng Part C Methods. 2010, 16(6): 1461-9] czy trypsyna [Hodowla
komorek, inzynieria tkankowa i medycyna regeneracyjna. Cz. 2., Wiad. Lek. 2006 T. 59 nr 9-10 s.
732-737]. Enzymy te, poprzez trawienie biatek odpowiedzialnych za adhezje bton komérkowych do
podtoza hodowlanego, powodujg odtgczenie i przejscie komdrek do zawiesiny, w ktdrej sg nastepnie
oznaczane metodami znanymi ze stanu techniki.

Metody te spetniajg swoje zadanie w przypadku hodowli komérkowych prowadzonych na pod-
tozu hodowlanym pfaskim, gtadkim i otwartym lub zapewniajgcym tatwy dostep (np. butelka hodowla-
na), gdy mozliwe jest bezposrednie dostarczenie enzymu do powierzchni hodowanych komoérek, bak-
terii, grzybdéw, mikroorganizméw i odklejenie ich od podtoza.

W biotechnologii, w tym takze w farmacji oraz w medycynie (szczegdlnie regeneracyjnej) coraz
czesciej korzysta sie z nowych metod produkcji czynnikéw biologicznie aktywnych, takich jak enzymy,
hormony, specyficzne biatka, produkcje ktérych prowadzi sie za pomocg specyficznych urzadzen.
Nalezg do nich réznego typu bioreaktory, w ktérych unieruchomione wewnagtrz mikrokapsutek albo
wewnatrz lub na powierzchni zewnetrznej potprzepuszczalnych membran kapilarnych komorki roslinne
lub zwierzece, bakterie, grzyby lub inne mikroorganizmy w odpowiednich warunkach i w obecnosci
odpowiednich substratéw produkujg pozadane, lecznicze, specyficzne substancje biologicznie aktyw-
ne (biatka). Do celéw medycyny regeneracyjnej opracowywane sg tak zwane urzadzenia biosztuczne
lub hybrydowe, zbudowane z zywych komdrek i elementéw sztucznych (membrany, kapsutki, dreny,
pompy, czujniki itp.). Niektére z nich sg bezposrednio wszczepiane do organizmu pacjenta jak np.
implanty chrzgstki stawéw [Repair of articular cartilage defects with cultured chondrocytes on
polysulphonic membrane: experimental studies in rabbits — Biocyb. and Biomed. Eng. 28 (2008)
87-93] (komérki chondrocytéw ludzkich hodowane na podiozu, a przede wszystkim wewnatrz podtoza
szerokoporowatej membrany polimerowej), [Tissue engineering of skin — Burns 36 (2010) 450-460,
Skin tissue engineering — In vivo and in vitro applications — Adv. Drug Delivery Rev. 128 (2011)
352-366] lub mikrokapsutki alginianowe pokryte membrang pétprzepuszczalng wykonang z polilizyny
(lub innych polikationéw), w ktérych enkapsulowane sg wyspy Langerhansa do leczenia cukrzycy
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[Kulseng B., Skjak-Braek G., Ryan L., Andersson A., King A., Flaxwaag A., Espevik T. Transplatation
of alginate microcapsules. Transplantation, 67 (7) (1999) 978-984. Beck J., Angus R., Madsen B.,
1 Britt D., Vernon B., Nguyen K. T. Islet Encapsulation: Strategies to Enhance Islet Cell Functions.
Tiss. Eng. 13 (3) (2007) 589-599. Korbutt G.S., Mallett A.G., Ao Z., Flashner M., Rajotte R.V. Im-
proved survival of microencapsulated islets during in vitro culture and enhanced metabolic function
following transplantation. Diabetologia 47 (2004) 1810-1818]. Inne urzadzenia hybrydowe stosowa-
ne sg w terapiach pozaustrojowego wspomagania utraconych funkcji organizmu. Koronnym przy-
ktadem moze by¢ tak zwana biosztuczna watroba, w ktérej hepatocyty, immobilizowane wewnatrz
lub na zewnatrz membran kapilarnych lub wewnatrz kapsutek, w trakcie pracy sztucznej watroby
oczyszczajg krew chorego, odcigzajgc watrobe pacjenta na czas potrzebny do jej regeneracji Sun
T., Chan M. L., Zhou Y., Xu X., Zhang J., Lao X., Wang X., Quek C. H., Chen J. P., Leong K. W., Yu
H. Use of ultrathin shell microcapsules of hépatocytes in bioartificial liver-assist device. Tissue En-
gineering, 9 (Suppl 1) (2003) 65-75, Busse B., Gerlach J. C. Bioreactors for Hybrid Liver Support:
Historical Aspects and Novel Designs. Annals of the New York Academy of Sciences, 875 (1999)
326-339]. We wszystkich wyzej wspomnianych okolicznosciach zachodzi koniecznos¢ ilosciowej
kontroli hodowli komaorek.

W przypadku, gdy podtoze hodowlane naniesione jest na nosnik, ktéry ma nietypowy ksztatt
whnetrza kapilary lub wnetrza zamknietej mikrokulki albo makrokulki lub tez komérki hodowane sg we-
whnatrz poréw membrany szerokoporowatej lub dodatkowo komorki hodowane sg wewnatrz podtoza
hodowlanego (np. zel polisacharydowy lub inny) zastosowanie wyzej opisanych metod enzymatycz-
nych nie daje mozliwosci wyodrebnienia komérek w sposéb ilosciowy. Gtéwnym problemem jest bo-
wiem opracowanie procedury trawienia enzymami w taki sposéb, aby z jednej strony strawieniu ulegty
wszystkie biatka utrzymujace komorki na powierzchni nosnika (odklejenie wszystkich komorek),
a z drugiej strony aby procedura ta nie byta niszczgca dla uwalnianych komoérek (strawienie uwalnia-
nych komérek). W przypadku hodowli 3-wymiarowych (3D) prowadzonych na membranach szeroko-
porowatych, oraz w membranach kapilarnych wyodrebnianie komérek tradycyjnymi metodami powo-
duje straty komoérek wynoszace od 10 do 40%. W przypadku membran kapilarnych o duzych sredni-
cach i makrokapsutek lub dyskéw czy torebek etapem pierwszym moze by¢ ewentualnie rozcinanie
membrany w celu utatwienia dotarcia enzymu do catej powierzchni nosnika, co jest realne, ale nie jest
realizowalne w praktyce. W przypadku mikrokapsutek opisana powyzej metoda enzymatyczna w ogdle
nie moze by¢ zastosowana. Zaproponowana przez Lawuyi i wsp. [Microencapsulated engineered
Lactococcus lactis cells for heterologous protein delivery: preparation and in vitro analysis. B. Lawuyi,
H. Chen, F. Afkhami, A. Kulamarva, S. Prakash, Appl Biochem Biotechnol 2007, 142 (1): 71-80] me-
toda niszczenia mikrokapsutek za pomoca kruszenia ich w ciektym azocie takze nie umozliwia iloscio-
wego odzyskania komoérek, gdyz membrana polimerowa nie daje sie pokruszy¢ na dostatecznie drob-
ne fragmenty nawet po zamrozeniu i komoérek nie mozna ilosciowo wylugowaé. W tym przypadku stra-
ty odzyskanych komorek wynoszag od 93 do 96%.

Celem wynalazku byto opracowanie sposobu iloSciowego oznaczania komdrek roslinnych lub
zwierzecych, bakterii, grzyboéw, mikroorganizméw, ewentualnie genetycznie modyfikowanych, hodo-
wanych nie tylko na podtozach otwartych i ptaskich, lecz takze w hodowlach nietypowych pod wzgle-
dem ksztattu geometrycznego, takich jak mikro i makrokapsutki, membrany kapilarne, membrany sze-
rokoporowate, torebki, dyski. Sposéb wedtug wynalazku dotyczy sytuacji, gdy hodowla jest prowadzo-
na na nosniku wykonanym z polimeru syntetycznego lub naturalnego.

Sposbdb oznaczania stezenia komadrek rodlinnych lub zwierzecych, bakterii, grzybéw lub mi-
kroorganizméw ewentualnie genetycznie modyfikowanych, umieszczonych na powierzchni lub
w Swietle potprzepuszczalnej membrany polimerowej wykonanej z polimeru syntetycznego i/lub
immobilizowanych wewnatrz lub na powierzchni matryc hydrozelowych lub biatkowych otoczonych
potprzepuszczalng membrang polimerowg wykonang z polimeru syntetycznego, wedtug wynalazku
polega na tym, 2e membrane pétprzepuszczalng rozpuszcza sie w rozpuszczalniku organicznym
mieszajgcym sie z wodg i nie bedgcym rozpuszczalnikiem matrycy hydrozelowej lub biatkowej lub
w mieszaninie takich rozpuszczalnikdw, po czym z otrzymanej zawiesiny wydziela sie zawieszong
matryce zawierajgcg komoérki, a nastepnie dodaje sie rozpuszczalnik matrycy w celu uwolnienia
Z niej komorek, ktére oznacza sie nastepnie znanymi metodami. W przypadku, gdy komaérki umies z-
czone na powierzchni lub w Swietle potprzepuszczalnej membrany polimerowej najpierw komorki te
pokrywa sie pokrywa sie warstwg hydrozelu polisacharydowego. Membrana polimerowa jest wyko-
nana z polisulfonu, polieterosulfonu, poliuretanu, poliestréw i kopoliestréw oraz mieszanin polisulfo-
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now/lub polieterosulfonéw z poliestrami i kopoliestrami. Matryca jest wykonana z polisacharydéw lub
ich pochodnych, alkoksycelulozy, biatek lub ich pochodnych. Rozpuszczalnik organiczny jest wy-
brany sposréd DMF, DMA, DMSO, N-metylopirolidonu, weglowodoréw halogenowanych, THF oraz
ich dowolnych mieszanin.

Matryce lub jej fragmenty zawierajgce komorki oddziela sie od roztworu po rozpuszczeniu
membrany znanymi ze stanu techniki metodami fizycznymi, korzystnie poprzez odfiltrowanie lub
odwirowanie. Wyizolowane matryce hydrozelowe lub biatkowe zawierajgce oznaczane komorki
uptynnia sie lub rozpuszcza za pomocg znanych ze stanu techniki roztworéw srodkéw kompleksujg-
cych jony, takich jak: EDTA, rozpuszczalne cytryniany i fluorki albo srodkéw zmieniajgcych pH, ta-
kich jak: fosforany, np. disodowy, monopotasowy, kwas L-mlekowy, kwas cytrynowy, askorbinian
disodowy, albo przez zmiane temperatury albo z wykorzystaniem enzymow, korzystnie pepsyny,
trypsyny, kolagenazy, kolagenazy 2, zelatynazy A i B, stromelizyny 1, 2 i 3, matrylizyny, metaloela-
stazy lub MT1-MMP.

Wyodrebnione komorki lub ich zbiory, przed poddaniem oznaczeniu ilosciowemu, korzystnie
zageszcza sie poprzez odwirowanie lub odsgczenie nadmiaru czynnika rozpuszczajgcego lub
uptynniajacego matryce. Zbiory lub agregaty komorek rozdziela sie na pojedyncze komorki stosujgc
znane ze stanu techniki metody enzymatyczne, korzystnie z uzyciem kolagenazy, trypsyny, pepsy-
ny, kolagenazy 2, zelatynazy A i B, stromelizyny 1, 2 i 3, matrylizyny, metaloelastazy lub MT1-MMP.
Dopiero tak wyodrebnione komérki oznacza sie metodami znanymi ze stanu techniki, korzystnie
liczac ich ilos¢ stosujgc komory zliczeniowe (np. komore zliczeniowa Neubauera), liczniki komorek
oraz cytometry.

Membrany polimerowe mogg zawiera¢ dodatki modyfikujgce, jak porofory czy srodki hydrofilizu-
jace, enzymy, srodki bakteriobojcze i/lub mykobdjcze i/lub statyczne. Membrana polimerowa moze
mie¢ np. ksztatt kulistej powtoki, kapilary lub powierzchni ptaskiej, takze szerokoporowatej (skafold)
o strukturze tréjwymiarowej 3D lub widkniny wytworzonej z nanowtdkien.

Materiatem matrycy sg polisacharydy, zwtaszcza alginian, chitozan, pektyna, agaroza, dekstry-
ny, dekstrany i skrobia, oraz ich pochodne, alkoksycelulozy, korzystnie metoksy-, etoksy- i propoksy-
celulozy lub biatka, korzystnie Zelatyna, kolagen, fibryna, fibtynoaktyna oraz ich pochodne. Niezbedne
jest, aby matryca, w ktérej lub na powierzchni ktérej sg hodowane komorki nie rozpuszczata sie
lub rozpuszczata sie tylko w nieznacznym stopniu w rozpuszczalniku rozpuszczajgcym membrane
polimerows.

Przed skontaktowaniem prébki z rozpuszczalnikiem rozpuszczajgcym membrane komorki ota-
cza sie warstwg hydrozelu, w celu ochrony komérek przed zniszczeniem przez rozpuszczalnik mem-
brany lub podfoza. Korzystnie w tym celu stosuje sie hydrozel alginianowy, agarozowy, pektynowy lub
chitozanowy. W praktyce probke nasacza sie odpowiednim zolem, a nastepnie sieciuje sie go jonami
wapnia lub innym czynnikiem sieciujgcym (np. NaOH).

Sposobem wedtug wynalazku uwalnia sie komérki roslinne lub zwierzece, bakterie, grzyby lub
mikroorganizmy z wnetrza matryc lub warstw hydrozelowych lub biatkowych, nie niszczac ich struktu-
ry, w sposéb zachowujacy integralnos¢ komorki. Sposéb mozna stosowaé do oznaczania iloSciowego
komoérek unieruchomionych wewngtrz matryc lub na powierzchni warstw hydrozelowych lub biatko-
wych otoczonych porowatg membrang lub potozonych na porowatej membranie pétprzepuszczalnej
o réznej geometrii, strukturze i wielkosci poréw.

Sposdb wedtug wynalazku znajduje zastosowanie zwfaszcza w medycynie i biotechnologii,
w tym w farmacji, do obliczenia ilosci komoérek roslinnych lub zwierzecych, bakterii, grzybéw lub mi-
kroorganizméw ewentualnie genetycznie modyfikowanych, immobilizowanych lub hodowanych na
porowatych poditozach réznego typu lub wewnatrz zbiorniczkéw (kapsutek, torebek, dyskéw, kapilar)
wytworzonych z polimeréw naturalnych lub syntetycznych.

Sposdéb wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach i na rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia wyglad pierwszej szarzy mikrokapsutek SD-3 wytworzonej zgodnie z przy-
ktadem 1, w Swietle przechodzacym, w powiekszeniu 20 razy.

Fig. 2 przedstawia wyglad rdzenia mikrokapsutki SD-3-Zelu alginianowego zawierajgcego unie-
ruchomione komoérki drozdzy, wytworzonej zgodnie z przyktadem 1, w Swietle przechodzgcym, w po-
wiekszeniu 40 razy.

Fig. 3 przedstawia obrazy mikroskopowe rdzeni pektynowych: A-przed hodowlg (t=0) i B-po
24 h hodowli (t=24 h), otrzymanych zgodnie z przyktadem 2, w powigekszeniu 40 razy.
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Fig. 4 przedstawia obrazy mikroskopowe przekrojéw otrzymanych zgodnie z przyktadem 2 mi-
krokapsutek serii SD-5: A-przed hodowlg (t=0) i B-po 24 h hodowli (t=24 h), w powiekszeniu 40x razy.

Fig. 5 przedstawia krgzek membrany polieterosulfonowej opisanej w przykfadzie 3.

Fig. 6 przedstawia wyglad warstwy naskérkowej (strona lewa) i warstwy szerokoporowatej
(strona prawa) membrany polieterosulfonowe] przedstawionej na Fig. 5.

Fig. 7 przedstawia wyglad zelu alginianowego uzyskanego po rozpuszczeniu membrany poli-
eterosulfonowej przedstawionej na Fig. 5 i Fig. 6.

Fig. 8 przedstawia widok martwych (catkowicie wybarwione) i zywych (okregi z jasnym $rod-
kiem) komoérek drozdzy odzyskanych z mikrokapsutek po procesie fermentacji piwa, oznaczanych
zgodnie z przykfadem 4, w powiekszeniu 200 razy.

Fig. 9 przedstawia wyglad biosztucznego naskoérka (keratynocyty wyhodowane na powierzchni
ptaskiej membrany tertpolimerowej), opisanego w przyktadzie 5, w powiekszeniu 250 razy.

Przyktad 1.

W celu sprawdzenia poprawnosci oznaczania stezenia komérek metodg wedtug wynalazku za-
wiesine drozdzy piekarniczych o znanym stezeniu w zolu alginianowym enkapsulowano w mikrokap-
sutkach otoczonych membrang wytworzong z polieterosulfonu.

Odwazono 1,5 g prasowanych drozdzy piekarskich. Drozdze zawieszono w 2 ml 0,9% NaCl.
Pozostawiono na mieszadle na 10 minut do jednolitego wymieszania. 50 pl otrzymanej zawiesiny do-
dano do 4 ml roztworu alginianu (o $redniej lepkosci, Sigma) o stezeniu 1,4% (w/w) w soli fizjologicz-
nej. Wymieszano i pozostawiono na mieszadle na 10 minut. Stezenie drozdzy w zolu alginianowym
oznaczono za pomocg komory Neubauera zgodnie ze wzorem (1). Wynosito ono 5,03 x 10" kom/ml.
(tabela 1).

Stezenie komérek = $rednia liczba komoérek w kwadracie grupowym x wspoétczynnik 1)
rozcienczenia probki x 16 x 10*

Doktadnosc¢ tej metody jest nie gorsza niz 10%. Stezenie komorek we wszystkich badanych zawiesi-
nach oznaczano w dwdch powtdrzeniach.

Za pomocg elektrostatycznego aparatu do enkapsulacji wyposazonego w trojdyszowg gtowice
[Patent PL208383] dwukrotnie enkapsulowano po 0,5 ml zolu alginianowego w mikrokapsutkach oto-
czonych membrang wytworzong z roztworu polieterosulfonu o nastepujgcym sktadzie: polieterosulfon
PE2020 — 13% (w/w) i poliwinylopirolidon 40-9,5% (w/w) w N-metylopirolidonie (NMP). Mikrokapsutki
wytworzono przy napieciu U=5 kV; czasie trwania impulséw elektrycznych t=5 ms, czestotliwosci im-
pulséw elektrycznych f=50 Hz, stosujgc nastepujgce wartosci nadcisnien wypychajgcych poszczegdl-
ne ciecze: nadcisnienie gazu wypychajgcego alginianowg zawiesine komérek P; wynosito 10,13 kPa;
nadcisnienie gazu wypychajgcego gliceryne P, wynosito 30,40 kPa oraz nadcisnienie gazu wypycha-
jacego roztwor membranotwdérczy P; wynosito 15,20 kPa. Mikrokapsutki zelowano w tazni Zelujgce;j
zawierajgcej 40 ml wodnego roztworu CaCl, o stezeniu 1,1% (w/w) wzbogaconego 0,015% (w/w) do-
datkiem surfaktantu Tween-80. Odlegto$é konca gtowicy od lustra cieczy Zelujgcej wynosita 50 mm.
Wytworzono dwie szarze mikrokapsutek o symbolu SD-3, ktérych $rednia $rednica zewnetrzna wytwo-
rzonych kapsutek wynosita 2,59+0,10 mm.

Kazdag szarze mikrokapsutek (zawierajgcg po 0,5 ml alginianu) przeniesiono ilosciowo do pro-
béwek i inkubowano w 7 ml N-metylopirolidonu w temperaturze pokojowej pod kloszem utrzymujgcym
podcisnienie 0,1 MPa do catkowitego rozpuszczenia sie membran polieterosulfonowych (okoto 10 min.).

Otrzymane w ten sposéb rdzenie zelu alginianowego, zawierajgce komorki drozdzy oddziel o-
no od cieczy, przeniesiono ilosciowo do probéwek, do ktérych dodano po 4,5 ml 0,15M wodnego
roztworu cytrynianu sodu i inkubowano na kotysce laboratoryjnej w temperaturze 32°C przez
20-30 min. do catkowitego rozpuszczenia zelu. Stezenie komoérek drozdzy w tak otrzymanych za-
wiesinach oznaczano za pomocg komory Neubauera. Wyniki poszczegdlnych pomiaréw przedsta-
wiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Wyniki zliczania komérek w zolu alginianowym uzytym do enkapsulac;ji
oraz w zawiesinie uzyskanej po rozpuszczeniu membrany polieterosulfonowej
oraz po uptynnieniu rdzeni alginianowych mikrokapsutek SD-3.

Liczba komodrek w kwadratach Liczba komoérek w kwadratach grupowych w zawiesinie uzyskanej
grupowych w zawiesinie uzytej po uptynnieniu rdzeni alginianowych**
do enkapsulacji*
Szarza 1 Szarza 2
315 210 230 280 300 370
570 495 340 470 350 340
165 180 310 400 290 300
180 315 340 210 450 340
270 240 250 330 310 280
270 300 300 270 250 310
300 720 260 310 180 330
195 300 270 340 270 310
Srednia: 314 Srednia: 307 Srednia: 311
Stezenie komorek: Stezenie komorek: Stezenie komorek:
5,03 x 107 kom/ml 4,91 x 10" kom/ml 4,98 x 107 kom/ml

* Wartosci przedstawione w pierwszej kolumnie tabeli sg wynikiem mnozenia liczby komoérek widocznych pod mikroskopem
przez 15 (ze wzgledu na wysokie stezenie drozdzy w zawiesinie uzytej do enkapsulacji prébka zawiesiny przeznaczona do
oznaczenia stezenia komorek w komorze Neubauera zostata rozcienczona 15-krotnie).

**Ze wzgledu na 10-krotne rozcienczenie prébek w czasie uptynniania rdzeni alginianowych wartosci przedstawione w drugiej
i trzeciej kolumnie tabeli sg wynikiem mnozenia liczby komérek widocznych pod mikroskopem przez 10.

Srednie stezenie komdrek oznaczone w szarzach 1 i 2 wynosi 4,95 x 107 kom/ml.

Statystyczna analiza (test Anova jednoparametryczna) wynikéw zliczania komérek w zawiesi-
nach komérek odzyskanych z mikrokapsutek oraz w zawiesinach uzytych do procesu enkapsulacji na
poziomie istotnosci 0,05 wykazata, ze srednie liczby komérek w jednostce objetosci tych zawiesin we
wszystkich badanych zawiesinach nie réznig sie statystycznie. W konsekwencji stezenia komorek
w tych zawiesinach zdefiniowane wzorem (1) rébwniez mozna uznac¢ za jednakowe.

Przyktad 2.

W celu sprawdzenia mozliwosci oznaczania stezenia komoérek drozdzy metodg wedtug wyna-
lazku w mikrokapsutkach zbudowanych z innych polimerdéw niz podano w przyktadzie | enkapsulowa-
no zawiesine drozdzy piekarniczych o znanym stezeniu w zolu pektynowym sposobem analogicznym
do podanego w przykfadzie 1. Jako ciecz membranotwdérczg zastosowano polisulfon UDEL 1700
w stezeniu 12% wzbogacony poliwinylopirolidonem 10 kD w ilo$ci 8% oraz poliwinylopirolidonem
35 kD w ilosci 2%. Jako rozpuszczalnik zastosowano mieszaning dimetyloformamidu — 15% i N-me-
tylopirolidonu do 100%. Tak wytworzono pie¢ szarz mikrokapsutek, z ktérych trzy szarze umieszczono
w pozywce hodowlanej celem namnozenia enkapsulowanych wewnatrz nich komérek drozdzy.

Drozdze zawieszono w zolu pektynowym (pektyna niskometoksylowana typ LM-102 AS-P, Ge-
nu Fabrik) o stezeniu 1,8% (w/w) w soli fizjologicznej. Stezenie drozdzy wynosito 6,90 x 10° kom/ml.
Jako roztwér membranotwérczy zastosowano roztwér polisulfonu o nastepujgcym sktadzie: polisulfon
UDEL 1700 12%, poliwinylopirolidon 10 kD 8%, poliwinylopirolidon 35 kD 2%, dimetyloformamid 15%,
n-metylopirolidon do 100%.

Trzy porcje mikrokapsutek po 1 ml kazda ptukano 3-krotnie po 30 ml 1,1% (w/w) wodnym roz-
tworem CacCl, z cieczy Zelujgcej, a nastepnie kazdg z porcji umieszczono w 60 ml pozywki hodowlane;j
YPG (Yeast extract Peptone Glycerol, BTL Spétka z 0.0. Zaktad Enzymoéw i Peptyddw), i hodowano
w temperaturze 30°C na wytrzgsarce przez 24 h. Po zakonczeniu hodowli szarze przeniesiono ilo-
Sciowo do krystalizatorow i trzykrotnie ptukano 30 ml 1,1% wodnego roztworu CaCl, celem usuniecia
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pozywki. Dwie proby zerowe (niehodowane) i dwie préby pohodowlane przenoszono ilosciowo do
probéwek i poddawano procedurze rozpuszczania membran, uptynniania rdzeni pektynowych i ozna-
czania stezenia komérek wedtug procedury wedtug wynalazku. Wyniki uzyskane dla prob pohodowla-
nych poréwnywano ze stezeniami drozdzy w mikrokapsutkach przed hodowlg (Tabela 2).

Tabela 2. Poréwnanie stezen drozdzy w mikrokapsutkach pektynowo-polisulfonowych
przed hodowlg i po 24 h hodowli.

Symbol Stezenie komérek w mikro- Stezenie komérek w mikro- Przyrost stezenia drozdzy
serii kapsutkach przed hodowlg kapsutkach po hodowli w mikrokapsutkach
Co [kom/ml] Caan [kom/ml] C24h/Co
SD-5 6,90 x 10° 1,35 x 10° 196

Trzecig porcje pohodowlang mikrokapsutek z serii SD-5 przeznaczono do przygotowania prepa-
ratéw i wykonania zdje¢ rdzeni pektynowych otrzymanych po usunieciu membran polisulfonowych.
Mikrokapsutki przeznaczone na preparaty odmyto z surfaktantu, odwodniono w 70% wodnym roztwo-
rze etanolu, zatopiono w zywicy poliakrylanowej Historesin Embedding Kit 7022 31731 (Leica) i pocie-
to na plastry grubosci 10 um przy pomocy mikrotomu obrotowego Leica RM 2265. Plastry naklejono
na szkietka podstawowe, przykryto szkietkami nakrywkowymi i sfotografowano przy pomocy kamery
Olympus SC30 sprzezonej z mikroskopem optycznym Olympus CKX41. Membrany pozostatych mi-
krokapsutek rozpuszczano w NMP, po czym rdzenie pektynowe fotografowano pod mikroskopem
optycznym w Swietle przechodzgcym. Nastepnie poréwnywano wyglad rdzeni pektynowych (przed-
stawionych na Fig. 3) i przekrojow mikrokapsutek (przedstawionych na Fig. 4) przed hodowlg (t=0)
i po 24 h hodowli (t=24 h).

Przedstawione zdjecia dowodzg, ze komorki drozdzy enkapsulowane w mikrokapsutkach pek-
tynowo-polisulfonowych ulegty gwattownemu namnozeniu w czasie hodowli.

Przyktad 3.

W celu sprawdzenia mozliwosci oznaczania stezenia komoérek metodg wedtug wynalazku prze-
prowadzono eksperyment z odzyskiwaniem komorek z powierzchni membrany.

Z membrany szerokoporowatej wykonanej z polieterosulfonu metodg mokrej inwersji faz, z kté-
rej po koagulacji wtékna celulozowe usunieto za pomocg kompleksu amonomiedziowego [Patent
PL 379880 A], wycieto 3 krgzki o $rednicy 1,7 cm.

Krgzki membrany trzykrotnie odmyto 10 ml wody dejonizowanej, a nastepnie umieszczono
w dotkach hodowlanych o $rednicy 3 cm. Kazda membrana znajdowata sie¢ w osobnym dotku. Mem-
brany umieszczono w dotkach w ten sposdb, ze ich warstwa naskérkowa (o mniejszych porach) znaj-
dowata sie na spodzie membrany. Na szerokoporowatg strone kazdej membrany naniesiono nastep-
nie po 100 pl zawiesiny drozdzy piekarniczych w 1% roztworze alginianu sodu o $redniej lepkosci
w 0,9% w wodnym roztworze NaCl o stezeniu 6,92 x 10" kom/ml. Po okofo 5 minutach, gdy zol wsigk-
ngt w membrane, kazdg z nich zalano 2 ml 1,1% wodnego roztworu CaCl, w celu zZzelowania zolu
alginianowego. Po okoto 10 minutach roztwér chlorku wapnia usunieto i membrany zalano 4 ml NMP.
Po rozpuszczeniu sie membran (okoto 15—20 min.) pozostaty w dotkach hodowlanych Zel alginianowy
(o ksztalcie dyskéw o Srednicy ok. 1,7-1,8 cm) przemyto 2 krotnie swiezg porcjg NMP (po 4 ml kaz-
da). Ostatnig porcje NMP usunieto, a Zzele alginianowe zalano 1 ml 0,15 M roztworu cytrynianu sodu
w wodzie. Po okoto 10 min. zele ulegty rozpuszczeniu. W otrzymanej zawiesinie oznaczono (za po-
mocag komory Neubauera) stezenie komérek drozdzy. Wyniki poszczegdinych pomiaréw przedstawio-
no w tabeli 3.
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Tabela 3. Wyniki zliczania komérek w zolu alginianowym uzytym do nasgczenia membrany
polieterosulfonowej oraz w zawiesinie uzyskanej po rozpuszczeniu membrany polieterosulfonowej
i uptynnieniu Zelu alginianowego.

Liczba komérek w kwadratach Liczba komodrek w kwadratach grupowych
grupowych w zolu alginianowym w zawiesinie uzyskanej
uzytym do nasaczenia membrany * po uptynnieniu zelu alginianowego**

470 630 352 374
330 450 374 352
420 340 374 396
390 480 396 374
440 460 440 352
500 390 484 374
500 460 440 484
360 300 462 352

Srednia: 433 Srednia: 397

Stezenie komorek: 6,92 x 10” kom/ml Stezenie komorek: 6,35 x 10" kom/ml

* Wartosci przedstawione w pierwszej kolumnie tabeli sg wynikiem mnozenia liczby komoérek widocznych pod mikroskopem
przez 10 (ze wzgledu na wysokie stezenie drozdzy w zawiesinie uzytej do nasgczenia membrany prébka zawiesiny przezna-
czona do oznaczenia stgzenia komoérek w komorze Neubauera zostata rozcienczona 10-krotnie).

** Ze wzgledu na 11-krotne rozcienczenie prébek w czasie uptynniania zeli alginianowych wartosci przedstawione w drugiej
kolumnie tabeli sg wynikiem mnozenia liczby komérek widocznych pod mikroskopem przez 11.

Odzyskano 91,76% komoérek drozdzy. Straty komérek wynosity 8,24% co miesci sie w grani-
cach btedu metody oznaczania komérek za pomocg komory zliczeniowej.

Przyktad 4.

W celu sprawdzenia przydatnosci komoérek drozdzy piwnych enkapsulowanych w mikrokapsut-
kach alginianowo-polieterosulfonowych do dalszej pracy w procesie fermentacji alkoholowej piwa po-
brano probke kapsutek. Metodg wedtug przyktadu 1 rozpuszczono membrany polimerowe oraz uptyn-
niono rdzenie alginianowe. Z uptynnionej zawiesiny komérek pobrano trzy probki o objetosci 20 ul i do
kazdej dodano 20 pl 0,4% roztworu barwnika Trypan Blue, a nastepnie inkubowano 5 min. Za pomocg
komory Neubauera zliczano pod mikroskopem optycznym ilos¢ zywych (nie wybarwionych) i martwych
(catkowicie wybarwionych na niebiesko) komérek. Na tej podstawie oznaczono $rednie catkowite ste-
zenie komorek oraz procentowg ilos¢ komérek martwych.

Stwierdzono, ze w pobranej probce ilos¢ martwych komorek wynosita 47%.

Przyktad 5.

W celu zliczenia komdrek keratynocytow ludzkich wyhodowanych na powierzchni membrany
tertpolimerowej (kopolimer: e-kaprolaktin, — glikolid — laktyd) o grubosci 150 um stosowanej jako
biosztuczny naskérek (Fig. 9) pobrano 3 probki membrany o wielkosci 1x1 cm kazda. Kazdg z pobra-
nych prébek umieszczono w probéwce o V=10 ml, a nastepnie dodano 4 ml tetrahydrofuranu. Pro-
boéwki umieszczono na kotysce laboratoryjnej i delikatnie mieszano w temperaturze 37°C przez
20 min. Po rozpuszczeniu membran tertpolimerowych probéwki umieszczono w wiréwce laboratoryjne;j
i poddano wirowaniu z predkoscig 1000 rpm (obrotéw na minute) przez 5 min. Po odwirowaniu znad
komoérek zebrano nadsacz i usunieto. Do pozostatych w probéwkach komérek dodano po 1 ml soli
fizjologicznej, starannie wymieszano. Stezenie komorek w zawiesinach oznaczono za pomocg komory
Neubauera, kazde w dwoch powtdrzeniach. Na podstawie otrzymanych wynikéw wyliczono stezenie
$rednie komorek, ktdre wynosito 8,2 x 10° kom/ml.
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Przyktad 6.

W celu oznaczenia stezenia komorek srodbtonka ludzkiego wyhodowanego w matrycy kolage-
nowej na wewnetrznej powierzchni membrany kapilarnej wytworzonej z poliuretanu (biosztucznej pro-
tezy naczyniowej) pobrano 3 probki membran o diugosci 1 cm ($rednica zewnetrzna 1300 pum, gru-
bos¢ scianki 100 um). Sposobem wedtug przyktadu 5 rozpuszczono membrany stosujgc jako roz-
puszczalnik dimetyloformamid. Pozostate po odwirowaniu i usunieciu rozpuszczalnika w probéwkach
matryce kolagenowe zawierajgce komoérki srodbtonka poddano trawieniu za pomocg kolagenazy. Do
kazdej probéwki odpipetowano po 500 ul wstepnie podgrzanego do temperatury 37°C roztworu kola-
genazy w PBS (1000 j./ml) i inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 min. od czasu do czasu deli-
katnie mieszajgc do catkowitego rozpuszczenia sie zelu kolagenowego. Nastepnie do kazdej probdwki
dodano po 1 ml pozywki zawierajgcej surowice bydlecg i poddano wirowaniu. Po odwirowaniu komo-
rek nadsacz usunieto i do kazdej probéwki dodano po 1 ml soli fizjologicznej. Stezenia komoérek
w poszczegodlnych zawiesinach oznaczono jak w przyktadzie 5. Srednie stezenie komérek $rédbtonka
wynosito 1,2 x 10* kom/ml.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb oznaczania stezenia komorek roslinnych lub zwierzecych, bakterii, grzybéw lub mi-
kroorganizmoéw ewentualnie genetycznie modyfikowanych, umieszczonych na powierzchni lub w swie-
tle potprzepuszczalnej membrany polimerowej wykonanej z polimeru syntetycznego i/lub immobilizo-
wanych wewnatrz lub na powierzchni matryc hydrozelowych lub biatkowych otoczonych potprzepusz-
czalng membrang polimerowg wykonang z polimeru syntetycznego, znamienny tym, ze w pierwszym
etapie komorki umieszczone na powierzchni lub w Swietle potprzepuszczalnej membrany polimerowej
pokrywa sie warstwg hydrozelu polisacharydowego, zas w przypadku, gdy komorki sg wytgcznie im-
mobilizowane wewnatrz lub na powierzchni matryc hydrozelowych lub biatkowych ten etap pomija sie,
po czym membrane potprzepuszczalng rozpuszcza sie w rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym
sie z wodg i nie bedgcym rozpuszczalnikiem hydrozelu, matrycy hydrozelowej lub biatkowej lub
w mieszaninie takich rozpuszczalnikbéw, po czym z otrzymanej zawiesiny wydziela sie hydrozel i/lub
zawieszong matryce zawierajgcg komorki, a nastepnie z hydrozelu i/lub matrycy uwalnia sie komérki
przez rozpuszczenie lub uptynnienie hydrozelu i/lub matrycy za pomocg roztworéw srodkéw komplek-
sujacych jony i/lub zmieniajacych pH i/lub przez zmiane temperatury i/lub z wykorzystaniem enzymaéw,
po czym oznacza sie ilos¢ komoérek w znany sposoéb, przy czym membrana polimerowa jest wykonana
z polisulfonu, polieterosulfonu, poliuretanu, poliestréw i kopoliestrow oraz mieszanin polisulfonéw/lub
polieterosulfonéw z poliestrami i kopoliestrami, matryca jest wykonana z polisacharydéw lub ich po-
chodnych, alkoksycelulozy, biatek lub ich pochodnych, a rozpuszczalnik organiczny jest wybrany spo-
8§rod DMF, DMA, DMSO, N-metylopirolidonu, weglowodoréw halogenowanych, THF oraz ich dowol-
nych mieszanin.

2. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze matryce lub jej fragmenty zawierajgce komor-
ki oddziela sie od roztworu po rozpuszczeniu membrany poprzez odfiltrowanie lub odwirowanie.

3. Sposdb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze jako srodek kompleksujgcy jony stosuje sie:
EDTA, rozpuszczalne cytryniany, fluorki.

4. Sposéb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, Ze jako srodek zmieniajgcy pH stosuje sie: fosfo-
rany, kwas L-mlekowy, kwas cytrynowy, askorbinian disodowy.

5. Sposdb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, Ze jako enzym stosuje sie: pepsyny, trypsyny,
kolagenazy, zelatynazy, stromelizyny, matrylizyne, metaloelastaze, MT1- MMP.

6. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wyodrebnione komorki lub ich zbiory zagesz-
cza sie przed poddaniem oznaczeniu iloSciowemu.

7. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zbiory lub agregaty komoérek rozdziela sie na
pojedyncze komorki.

8. Sposdb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, Ze stosuje sie metode enzymatyczng rozdziatu
komorek.

9. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wyodrebnione komorki oznacza sie liczgc ich
ilos¢ stosujgc: komory zliczeniowe, liczniki komérek, cytometry.

10. Sposdb wedtug zastrz. 1 albo 12, znamienny tym, ze membrana polimerowa dodatkowo
zawiera: porofory, srodki hydrofilizujgce, enzymy, srodki bakteriobdjcze i/lub mykobdjcze i/lub statyczne.
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11. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze membrana polimerowa ma ksztalt kulistej
powtoki, kapilary lub powierzchni ptaskiej, w tym szerokoporowatej o strukturze tréjwymiarowej lub
witokniny wytworzonej z nanowtdkien.

12. Sposéb wedtug zastrz. 16, znamienny tym, ze materiat matrycy jest wybrany z: alginianu,
chitozanu, pektyny, agarozy, dekstryny, dekstranu, skrobi, metoksy, etoksy i propoksy celulozy, zela-
tyny, kolagenu, fibryny, fibrynoaktyny.

13. Sposéb wedtug zastrz. 18, znamienny tym, ze stosuje sie hydrozel alginianowy, agarozo-
wy, pektynowy lub chitozanowy.

Rysunki

Fig.1.

Fig. 2.



PL 223 717 B1 11

Fig. 3.

Fig. 4.

Fig. 5.



12

TM-1000_0857

PL 223 717 B1

TM-1000_0953

Fig. 6.

Fig. 7.

x1.0k

100 um



PL 223 717 B1

Fig. 8.

Fig. 9.
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