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1. Wprowadzenie

Znanych jest wiele choréb wywolanych nieprawi-
dfowym metabolizmem czasteczek w organizmie badz
ich nieodpowiednim stezeniem [77]. Skuteczne lecze-
nie tego typu schorzen wymaga dostarczenia biologicz-
nie aktywnych czastek terapeutycznych do wtasciwego
miejsca w organizmie i ich uwalniania, najkorzystniej,
w kontrolowany sposéb. Systemy opierajace si¢ na
immobilizowanych komoérkach w pélprzepuszczalnych
no$nikach majacych posta¢ implantu dajg medycynie
nowe mozliwosci i pozwalaja na produkcje substancji,
ktorych organizm sam produkowa¢ nie moze. Unieru-
chamia¢ mozna szerokie spektrum komorek, jednoczes-

nie redukujac niezbedng dawke podawanych lekow
immunosupresyjnych, minimalizujac skutki uboczne
i poprawiajac jako$¢ zycia pacjentéw [53]. Immobiliza-
cja komdrek ma wiele zalet w poréwnaniu z immobiliza-
cja bialek. Jest mniej kosztowna, pozwala na dlugotrwate
i kontrolowane dostarczanie czasteczek produkowanych
de novo, a gdy implant ulegnie uszkodzeniu, toksycznos¢
spowodowana wysokim stezeniem leku jest znacznie
mniejsza. Unieruchamianie materialu biologicznego
moze by¢ takze wykorzystywane, jako nowa metoda
doustnego podawania lekow i szczepionek [62]. Jest ona
szczegolnie korzystna w poréwnaniu z doustnym poda-
waniem immobilizowanych bialek, ktére czesto ulegaja
uszkodzeniu podczas wedrowki przez uklad trawienny.
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2. Metody immobilizacji komoérek

Immobilizacja drobnoustrojow jak i komoérek euka-
riotycznych polega na czg$ciowym lub catkowitym ogra-
niczeniu ich swobodnego ruchu przy jednoczesnym
zapewnieniu im dostepu do skfadnikéw odzywczych
i odptywu produktéw przemiany. Istnieje wiele kla-
syfikacji metod unieruchamiania, a najpopularniejsza
wyrdznia: (i) unieruchomienie bez nosnika, (ii) unie-
ruchomienie na powierzchni nosnika, (iii) unierucho-
mienie wewnatrz no$nika [74].

2.1. Unieruchomienie bez nosnika

Unieruchomienie bez nosnika wykorzystuje natu-
ralng (samoagregacja) badz indukowang zdolnos$¢
komorek do tworzenia skupisk (indukowana flokulacja
komorek i sieciowanie przestrzenne).

Samoagregacja mozliwa jest dzieki wydzielaniu
przez komorki zwigzkow, ktore umozliwiaja im wzrost
w postaci klaczkéw czy granulek (np. polimukosacha-
rydéw), a tworzeniu skupisk sprzyja duza koncentracja
biomasy. Zdolno$¢ komoérek do wzajemnego laczenia
sie moze by¢ zwigkszana np. poprzez stosowanie odpo-
wiednich podtozy, regulacje pH, temperatury czy ste-
zenia tlenu, a takze poprzez dodawanie polielektroli-
tow. Manipulowanie wyzej wymienionymi czynnikami
w celu umozliwienia tworzenia skupien i konglome-
ratow nazywane jest indukowang flokulacja. Materiat
biologiczny otrzymany zaréwno w procesach samo-
agregacji jak i flokulacji charakteryzuje si¢ jednak mala
wytrzymaltoscig mechaniczng, co ogranicza mozliwosci
jego zastosowania.

Sieciowanie przestrzenne to wigzanie komorek roz-
nymi substancjami mogacymi reagowac z grupami
funkcyjnymi oston komdrkowych np. aldehydem gluta-
rowym, chlorkiem cyjanurowym badz heksametylocy-
janing. Wzajemne sieciowanie daje zwykle dosy¢ trwaly
biomaterial, jednak moze prowadzi¢ do czesciowej utraty
aktywnosci komorek i utrudnia¢ dyfuzje substratow.

2.2. Unieruchomienie na powierzchni no$nika

W obrebie metod unieruchamiania na powierzchni
nos$nika wyrdznia si¢ adsorpcje i adhezje oraz wigzanie
kowalencyjne.

Adsorpcja i adhezja oparte s3 na wigzaniach jono-
wych, wodorowych, hydrofobowych, sitach elektro-
statycznych, sitach van der Waalsa lub kombinacjach
tych sit. Nosnik (np. celuloze, drewno, szklo porowate,
tlenki metali, syntetyczne polimery) wprowadza sie do
roztworu z materialem biologicznym i pozostawia na
pewien czas, bez mieszania lub z mieszaniem, w celu osa-
dzenia sie komorek. Skuteczno$¢ unieruchamiania za-
lezy od rodzaju matrycy, typu zastosowanych komorek,
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ich metabolizmu i cech srodowiska [6]. Wada tej metody
jest uzyskiwanie stosunkowo niskiego stezenia biomasy
na jednostke objetosci bioreaktora.

Wigzanie kowalencyjne polega na utworzeniu wig-
zan chemicznych takich jak wiazania estrowe czy pep-
tydowe miedzy grupami funkcyjnymi sktadnikéw oston
komorek a nosnikiem (sita przyczepu jest tu wyzsza niz
w przypadku adsorpcji i adhezji). W metodzie tej stosuje
sie czynnik wigzacy (np. aldehyd glutarowy) i nosnik
(np. ziemie okrzemkows, szklo porowate, pochodne
celulozy, akrylany, skaly wulkaniczne, bawelne) [6].
Aby poprawié efektywno$¢ immobilizacji sugeruje si¢
obnizenie sity elektrostatycznego odpychania komorka
- nosnik, badz nadaje si¢ powierzchni komoérki lub
no$nika odpowiedni tadunek (np. poprzez zastosowa-
nie polietylenoiminy). Zaréwno czynniki wigzace jak
i stosowane modyfikacje no$nika muszg by¢ indywidu-
alnie dobierane, gdyz moga one redukowac zywotnos¢
komorek oraz powodowac opory dyfuzyjne.

W metodach wykorzystujacych wigzanie do po-
wierzchni no$nika nalezy zwraca¢ szczegélng uwage na
zmiany $rodowiska (np. spadek pH moze powodowa¢
odklejanie si¢ komorek). Ponadto obserwuje sie czes-
ciowe uwalnianie materialu biologicznego zwigzane
z autolizag komoérek z nizszych warstw, turbulencjami
czy przeplywem fazy ciekte;.

2.3. Unieruchomienie wewnatrz no$nika

Unieruchomienie materialu wewnatrz nosnika polega
na fizycznym zamknieciu komoérek w matrycy. Dro-
bnoustroje zamkna¢ mozna wewnatrz pdtprzepuszczal-
nej membrany w postaci kapsulki (nanokapsutkowanie
i mikrokapsutkowanie) badz kapilary (makrokapsutko-
wanie) lub putapkowa¢ w porowatym nosniku [75].

2.3.1. Pulapkowanie

Pulapkowanie (inkluzja) polega na uwiezieniu ko-
morek w tréjwymiarowej matrycy, ktorej rozmiar jest
istotnie wigkszy od rozmiaréw komoérek (najczesciej sa
to kuleczki o $rednicy 0,3-3 mm) [6]. Materiat biolo-
giczny mozna wymieszac z roztworem no$nika (mono-
merem badz nieusieciowanym polimerem) i $rodka
sieciujgcego, a nastepnie uklad taki podda¢ polimery-
zacji. Do produkcji matryc petnozelowych wykorzystuje
sie zwiazki chemiczne pochodzenia naturalnego badz
syntetyczne, ktdre zeluja poprzez wytworzenie migdzy
czasteczkami wigzan wodorowych, hydrofobowych,
kowalencyjnych lub oddziatywan jonowych. Musza one
spelnia¢ pewne wymagania: nie by¢ toksyczne wzgledem
unieruchamianych komorek, tworzy¢ zel w tagodnych
warunkach (temperatura, pH, nietoksyczne odczynniki)
oraz mie¢ odpowiednie wlasciwo$ci mechaniczne [34].
W biotechnologii materialem najcz¢sciej stosowanym



IMMOBILIZACJA KOMOREK - ZNACZENIE BIOMEDYCZNE

do pulapkowania jest alginian sodu (jednowartos-
ciowa sol kwasu alginianowego) - liniowy kopolimer
zbudowany z dwoch typéw monomerdw: kwasu B-D-
mannurowego (M) i a-L-guluronowego (G), pozyski-
wany z morskich brunatnic.

2.3.2. Kapsulkowanie

Kapsulkowanie polega na otaczaniu rdzenia $cian-
kami uformowanymi z jednej lub kilku substancji
okrywajacych [2]. Rdzen stanowi zwykle od 10 do 90%
ogolnej masy kapsulki. Moze nim by¢ substancja lub
mieszanina substancji w postaci stalej, cieklej lub gazo-
wej. Materialem $cianek moga by¢ zwiazki naturalne
badz syntetyczne [17]. Technikami wykorzystywanymi
do formowania kapsulek s3: odparowanie rozpuszczal-
nika, zelowanie za pomoca jondw, suszenie rozpytowe,
powlekanie, ekstruzja, koacerwacja, denaturacja ter-
miczna i suszenie sublimacyjne [56]. Kapsulki zwykle
zapobiegaja ucieczce komorek z nosnika, jednoczesnie
nie zaburzajac przeptywu matoczasteczkowych produk-
tow i substratow [17].

Makrokapsutki zwane tez membranami kapilar-
nymi majg cylindryczny ksztalt, érednice wewnetrzna
od 0,5 do 1,5mm i dlugos$¢ od 1 do 10 cm [37]. Mem-
brany kapilarne wytwarzane sg miedzy innymi z poli-
propylenu, polimeru z grupy poliolefin, zbudowanego
z merdw o wzorze: —(CH,CH(CH,))-. Polimer ten
wystepuje w trzech podstawowych formach stereoizo-
merycznych: ataktycznej, izotaktycznej i syndiotaktycz-
nej. Polipropylen izotaktyczny, w ktérym konfiguracja
wszystkich centrow chiralnosci jest jednakowa, posiada
najlepsze wlasnosci mechaniczne i jest najczesciej wyko-
rzystywang forma. Polipropylen jest termoplastyczny,
wykazuje duzg odpornos¢ chemiczng na dzialanie soli,
zasad, kwasow i rozpuszczalnikéw organicznych. Cha-
rakteryzuje si¢ takze dobra przepuszczalnoscig powie-
trza. Jest materiatem palnym, bezbarwnym, bezwonnym
i niewrazliwym na dzialanie wody (absorpcja wody
wynosi od 0,01 do 0,03%). Polipropylen charakteryzuje
sie wysoka biozgodnoscig i nie jest biodegradowalny
[41]. Innymi materialami stosowanymi do makro-
kapsutkowania jest m.in. polichlorek winylu, poliuretan
czy polisulfon.

Mikrokapsulki sg kuliste, a ich $rednica zawiera sie
w przedziale 0,2-5000 um. Metodami najczesciej sto-
sowanymi do ich wytwarzania s3 metody polegajace
na modyfikacji pelnych kapsulek zelowych. Mody-
fikacje te miaty gléwnie na celu stworzenie dodatko-
wych warstw pokrywajacych, dzigki ktérym komorki
wydostajace si¢ z zelu zatrzymujg sie w wolnej warstwie
miedzy kapsutka a plaszczem. Jedna z nich wykorzy-
stywala pelne alginianowe kulki zelowe, ktore umiesz-
czane byly w roztworze poli-L-lizyny. Koacerwacja
dwoch polielektrolitow, ujemnie natadowanego algi-
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nianu i dodatnio natadowanej poli-L-lizyny prowa-
dzila do powstania membrany koacerwacyjnej. Nastep-
nie kapsulki pokrywano roztworem polietylenoiminy
(fadunek ujemny), a rdzen alginianowy uplynniano
przy uzyciu cytrynianu sodu [46]. Modyfikacja doko-
nana przez O’Shea i wsp., polegata na zastgpieniu
polietylenoiminy kolejng warstwa alginianu w celu
zwigkszenia biokompatybilnosci kapsulek (w literatu-
rze kapsutki uzyskane tg metoda, z uptynnionym badz
nieuplynnionym rdzeniem nazywane sg kapsulkami
APA - alginate-poly-L-lysine-alginate) [52]. Kapsulki
APA zastosowane zostaly migdzy innymi do produkeji
przeciwcial monoklonalnych na skale przemystowsg [55].
Przeszkoda w masowej produkcji okazata si¢ jednak
wysoka cena odczynnikéw oraz skomplikowana metoda
wytwarzania kapsulek (w procesie przemystowym wiele
kapsufek zostalo uszkodzonych podczas uplynniania
alginianowego rdzenia cytrynianem sodu) [53]. Inne
modyfikacje polegaly na zastepowaniu poli-L-lizyny
innymi zwigzkami np. chitozanem, badz zwigksza-
niu liczby kolejnych warstw (np. kapsulki APAPA
- alginian/poli-L-lizyna/alginian/poli-L-izyna/alginian;
APPPP - alginian/poli-L-lizyna/pektyna/poli-L-lizyna/
pektyna; APCPA - alginian/poli-L-lizyna/chitozan/poli-
-L-lizyna/alginian) [54, 61, 64]. Mniej skomplikowane
metody polegaja na pokrywaniu kulek tluszczami np.
olejem palmowym [19]. Kulki takie mialy by¢ wyko-
rzystywane do terapii doustnych, a dodatkowe pokrycie
miato chroni¢ immobilizowane bakterie przed szko-
dliwym dzialaniem soku zoladkowego. Hunkeler
opisal metode polegajaca na koacerwacji anionowego
siarczanu celulozy z kationowym chlorkiem polimety-
loamonowym lub alginianu, siarczanu celulozy, chlorku
wapnia polimetylenoguanidyny [35].

2.3.3. Nanooplaszczanie

Nanokapsulki to zwykle warstwy otaczajace poje-
dynczg komorke bakteryjng, a ich $rednica nie przekra-
cza 0,2 um [17]. Metoda ta eliminuje niewykorzystang
przestrzen w rdzeniu kapsuly, co moze korzystnie
wplywaé na transport czasteczek miedzy otoczeniem
kapsulki a masg komodrkows, jednoczesnie zmniej-
szajac rozmiary wszczepu. Sposobem wytwarzania
takiego nosnika jest odwirowanie materiatu komérko-
wego w gradiencie gestosci z polimerem np. z kopo-
limerem metakrylanu hydroksylowego i metarkrylanu
metylowego [70] lub z roztworem alginianu i czynnika
sieciujgcego. Mozna takze zastosowaé metode warstwa
po warstwie (LbL - layer by layer) wykorzystujac elek-
trostatyczne oddzialywania poszczegdélnych warstw.
W technice tej uzywa sie gtéwnie polielektrolitow, czyli
polimeréw z ugrupowaniami jonowymi lub ulegaja-
cymi jonizacji np. poli-L-lizyny wraz z polietylenoiming
badz poli-L-lizyny wraz z sulfonianiem polistyrenu
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sodu. Koacerwacja dwoch polielektrolitow dodat-
nio naladowanej poli-L-lizyny i ujemnie naladowanej
polietylenoiminy badz sulfonianu polistyrenu prowa-
dzi do powstania membrany koacerwacyjnej. Kilka
prac wykazalo, ze zastosowanie tego typu zwigzkow
jest przydatne w oplaszczaniu komorek eukariotycz-
nych i drobnoustrojéw (np. nanooplaszczone drozdze
zachowaly swoja zywotnos¢ i zdolnosci wydzielnicze)
[18]. Polietylenoimina moze wystepowaé w formie
liniowej badz rozgalezionej. Forma liniowa zawiera
jedynie aminy drugorzedowe i w temperaturze poko-
jowej wystepuje w stalym stanie skupienia, dlatego
do immobilizacji wykorzystywana jest forma rozga-
teziona, ktora zawiera pierwszo, drugo i trzeciorze-
dowe grupy aminowe. Jednak jak pokazuja badania,
polietylenoimina moze charakteryzowa¢ sie wysoka
toksycznoscia [76]. Sulfonian polistyrenu (sél sodowa
sulfonianu polistyrenu, PSS) jest dobrze rozpuszczalny
w wodzie, a w medycynie wykorzystywany moze by¢ do
zmniejszania stezenia jonéw potasu we krwi. Doustne
podawanie PSS moze jednak wywola¢ utrate apetytu,
wymioty, nudnosci, a nawet doprowadzi¢ do martwicy
jelita grubego [67].

3. Historia zastosowania no$nikow
do immobilizacji materiatu biologicznego

Naukowcy badajg problem transplantacji nosni-
kow zawierajacych material biologiczny od poczatku
XX wieku. W 1933 Biscegelie zamknela komorki
rakowe w polimerowej matrycy i wszczepila je do jamy
brzusznej $wini [4]. Wyniki tego badania pokazaty, ze
komorki nie zostaly zniszczone przez system immu-
nologiczny gospodarza. Okolo trzydziesci lat pdzniej,
Chang wprowadzil pomyst wykorzystywania tzw.
»sztucznych komorek’, czyli ukladéw, ktore nasladuja
funkcje biologiczne komoérek wlasnych [9]. Idea ta
zostala wdrozona w latach 70- i 80-tych XX wieku do
immobilizacji komoérek wysp trzustkowych wydziela-
jacych insuline, jako ksenoprzeszczepu (przeszczepy
ksenogeniczne to przeszczepy migdzygatunkowe, allo-
geniczne - wewnatrzgatunkowe) [11, 46]. Od tego
czasu bardzo wiele wysitku zostalo wlozone w lepsze
zrozumienie tego typu ukladéw. Trwajg badania nad
zastosowaniem enkapsulowanych komorek celem
wspomagania chorej tkanki lub narzagdéw. Taki ukiad
moze stuzy¢ do podawania lekow, a takze znalez¢ zasto-
sowanie biotechnologiczne np. przy produkcji roznego
typu zwigzkow na skale przemystowa. Z immobilizacja
materialu biologicznego wewnatrz nosnika mozna spot-
ka¢ si¢ przy zastosowaniach w oczyszczaniu srodowiska
- biodegradacji [50], badaniach biozgodnosci - badaniu
cytotoksycznosci [27], a takze w inZynierii tkankowej
w klonalnej selekeji pozadanych fenotypow [63].
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4. Immobilizacja w zastosowaniach biomedycznych

4.1. Drogi podawania terapeutykow przy uzyciu
unieruchomionych komdrek

Istnieja dwie podstawowe metody podawania terapeu-
tykéw w postaci enkapsulowanych komoérek — wszcze-
pienie lub terapia doustna. Wszczepienie polega na
umieszczeniu urzadzenia wydzielajacego lek w okreslo-
nym miejscu w organizmie. W zalezno$ci od ukrwienia
tego miejsca, mozemy osigga¢ wysokie stezenie czyn-
nika terapeutycznego w osoczu, badz jedynie w oko-
licach implantu. W terapii doustnej substancja moze
wchtania¢ si¢ w zoladku i jelicie, badz tylko w jelicie.
Preparaty wchlaniane z zofadka i jelit dostaja sie do
ukladu krwiono$nego, osiggajac wysokie stezenie we
krwi przez okreslony czas.

4.2. Wlasciwosci kapsulek wykorzystywanych
we wszczepieniach

Implantacja immobilizowanych komdrek wigze si¢
z szeregiem trudnosci zwigzanych ze strukturg, biozgod-
noscig, wytrzymaloscia i wiasciwosciami chemicznymi.
W celu rozwigzania mozliwych probleméw optymaliza-
cja systemu dotyczy nastepujacych sfer:

4.2.1. Struktura materialu nosnika

Interakcja migdzy tkankami gospodarza a implan-
tem zalezy zaréwno od struktury zewnetrznej jak
i ksztaltu urzadzenia. Wykazano, ze implanty z ostrymi
rogami wywotlujg silniejsza odpowiedz organizmu
gospodarza (powstaje wigcej komorek stanu zapalnego
iwyzsza jest aktywno$¢ enzymow komorkowych wokot
implantu). Badania wykazaly takze réznice w zdolnosci
do utrzymania przy zyciu immobilizowanych komérek
w implantach réznigcych sie zewnetrzng strukturg [43].
Powierzchnia gladka stymuluje czgsciej reakeje fibro-
tyczna, podczas gdy powierzchnia szorstka indukuje
wrastanie komoérek gospodarza w struktury $ciany.
Uwaza sie, iz bioimplanty w postaci kapilar zapewniaja
bardziej powtarzalny ksztalt oraz wyzsza gladkos¢
powierzchni w poréwnaniu do mikrokapsutek [80].

Struktura poréw w nosniku determinuje zasigg inter-
akeji miedzy immobilizowanymi komoérkami a srodowi-
skiem zewnetrznym. Okreslana jest przez ich wielko$¢,
rozmieszczenie oraz glebokos¢. Nosniki porowe, zgod-
nie z klasyfikacja IUPAC definiowane sg jako mikropo-
rowate (Srednica poréw nizsza niz 2 nm), mezoporowate
($rednica miedzy 2 a 50 nm) i makroporowate ($rednica
powyzej 50 nm). Tylko niewielkie czgsteczki jak np. tlen
moga penetrowa¢ materialy mikroporowate. Materialy
mezoporowate pozwalaja na przeptyw wigkszych czaste-
czek jak np. malych biatek. Implanty zawierajace makro-
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pory pozwalaja na przeplyw duzych bialek, czasem
nawet calych komorek. Strukture poréw okresla takze
Masa Czgsteczkowa Progu Odcigcia (MWCO - Molecu-
lar Weight Cut Off), czyli masa najmniejszej czasteczki
(wyrazona w kDa) ktora pozostaje w nosniku. Wiele
z wykorzystywanych materialéw posiada jednak niere-
gularng strukture i wielko$¢ poréw, a dodatkowo ich
wlasciwosci moga ulega¢ zmianie w srodowisku poim-
plantacyjnym (np. poprzez wchlanianie wody przez poli-
mer badz jego degradacje). Pory powinny umozliwiaé
swobodny przeplyw substancji odzywczych, tlenu i pro-
duktéw przemiany, ale nie samych komorek. Transport
substancji wzdtuz matrycy mozliwy jest dzigki gradien-
towi stezen. Badania wykazaly, ze gléwnym czynnikiem
limitujacym przezywalnos¢ komoérek w kapsutkach jest
dostepnos¢ tlenu [69]. Komorki o wigkszych wymaga-
niach pokarmowych powinny znajdowac si¢ w mate-
riatach o bardzo dobrej przepuszczalnosci, komorki
ksenogeniczne w przeciwienstwie do allogenicznych
wymagaja bardziej restrykcyjnej immunoizolacji [44].
Immunoizolacja to ochrona implantowanego mate-
rialu biologicznego przed reakcja immunologiczng
gospodarza. Efektywno$¢ immunoizolacji zwigzana jest
bezposrednio z wielkoscig poréw w kapsule. Wazne jest,
zeby aktywne sktadniki ukladu immunologicznego nie
byty w stanie oddzialywa¢ z antygenami na powierzchni
izolowanych komorek. Poniewaz kapsutki nie sg barie-
rami absolutnymi, a system immunologiczny zawiera
caly szereg $ciezek obronnych, bardzo ci¢zko jest opra-
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cowac system, ktory zagwarantuje pelng ochrone immo-
bilizowanego materialu biologicznego. Indukcja odpo-
wiedzi moze zacza¢ si¢ wraz z dyfuzjg przez matryce
antygenéw powierzchniowych lub bialek wydzielanych
przez komorki zywe, a takze bialek uwolnionych z mar-
twych komorek. Rozpoznawanie i prezentowanie anty-
genéw przez komorki prezentujace antygen inicjuje
komoérkows i humoralng odpowiedz immunologiczna.
Pierwszy z tych szlakow prowadzi do aktywacji miedzy
innymi komorek cytotoksycznych i makrofagdw. Ele-
menty te nie powinny przenika¢ do kapsutek, i jest to
dos¢ fatwo osiggane dzigki regulacji wielko$ci porow.
Znacznie trudniejsze jest hamowanie wnikania do
nosnika skladnikéw odpowiedzi humoralnej. Nalezy
dodatkowo pamietaé, ze samo przeciwcialo moze nie
wplywa¢ niszczgco na obcg komorke, np. patogennego
drobnoustroju, ale moze uruchomi¢ dopelniacz, ktéry
tego dokona. Dla cytokin, limfokin i przeciwcial kap-
sula okazuje si¢ czgsto niewystarczajacg barierg. Waz-
nym problemem jest takze wydzielanie przez makrofagi
tlenku azotu, a takze reaktywnych metabolitow tlenu
[13]. Mozliwe szlaki odpowiedzi immunologicznej
wzgledem immobilizowanych komorek wszczepionych
do organizmu przedstawiono na Rysunku 1.

Kilku autoréw w swych pracach wykazalo, ze wszczep
moze powodowal niespecyficzng odpowiedZz immu-
nologiczng przeciwko implantowanym komdrkom
[5]. Dodatkowym problemem jest implantowanie ko-
morek majgcych wydziela¢ fibrynogen, histamine czy
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Rys. 1. Oddzialywanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza z komérkami znajdujacymi si¢ w implancie
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fibronektyne. Czynniki te powoduja naptyw granulo-
cytow, bazofili i makrofagéw w pierwszych dniach po
implantacji. Makrofagi produkuja czynniki takie jak
TNEF-a, TGF-f i histamina, stymulujgc komérki umiesz-
czone w implancie [3].

4.2.2. Biozgodnos¢

Biozgodnos¢ jest niezbedng cecha materiatu warun-
kujacg jego prawidlowe dziatanie w zywym organizmie.
Nosnik w pelni biozgodny powoduje minimalng odpo-
wiedZ organizmu, do ktdrego jest wszczepiany [75].
Material powinien by¢ chroniony przed pokryciem
przez fibroblasty (przerost tkanki widknistej zaburza
przepuszczalno$¢ matrycy) [20]. Nosnik nie moze
oddzialywaé negatywnie na biorce implantu, prowa-
dzi¢ do reakgji alergicznych lub toksycznych, wywo-
tywa¢ stanu zapalnego, zmian nowotworowych, by¢
mutagenny lub teratogenny. W kontakcie z krwiag nie
powinien wywolywa¢ zmian w jej sktadzie, wptywac na
krzepliwo$¢ krwi, a takze zmienia¢ konfiguracji, morfo-
logii i trwalo$ci komorek immobilizowanych i komoérek
gospodarza.

4.2.3. Wytrzymalo$¢

Material musi by¢ tak wytrzymaly, aby przetrwac
proces implantacji w formie nienaruszone;j. Juz bardzo
niewielkie uszkodzenia moga powodowa¢ ucieczke
immobilizowanego materialu biologicznego. Dodat-
kowo nosnik musi charakteryzowac si¢ elastycznoscia
i odpornoscig na rozcigganie. Wiele urzadzen immun-
moizolacyjnych zawiodlo z powodu zbyt malej wytrzy-
malo$ci mechanicznej — uktady pekaty uwalniajac unie-
ruchomione komérki do organizmu gospodarza.
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4.2.4. Wlasciwos$ci chemiczne

Nosénik powinien by¢ nierozpuszczalny w $rodo-
wisku, w ktérym drobnoustroje beda unierucha-
miane. Wazna jest odpornos¢ na degradacje chemiczna
i mikrobiologiczng. Wlasciwosci chemiczne deter-
minujy takze mozliwodci sterylizacji i oczyszczania
implantu. Dodatkowo obecnos¢ odpowiednich grup
funkcyjnych moze wplywa¢ na przyleganie komorek
lub biatek do powierzchni no$nika. Pokrywanie matrycy
przez biatka moze zatykac pory i znaczaco obnizac jej
przepuszczalnosé.

Na przydatno$¢ materiatu wplywa takze jego cena,
dostepno$¢, mozliwosci regeneracji i zastosowania
w skali przemyslowej, prostota i parametry biologiczne
podczas unieruchamiania. Przykladowe materialy
wykorzystywane do unieruchamiania dla zastosowan
biomedycznych znajduja sie w Tabeli I.

4.3. Wlasciwosci kapsulek wykorzystywanych
w terapii doustnej

Przewod pokarmowy jest doskonalym miejscem
do dostarczania substancji terapeutycznych. Odpo-
wiednio dobrane komdrki moga produkowac enzymy,
biatka, przeciwciata czy leki. Tego typu uklady moga
takze zosta¢ wykorzystane przy produkcji szczepionek
jadalnych. Obecnie tylko nieliczne moga by¢ podawane
doustnie, poniewaz czesto antygen zostaje uszkodzony
podczas wedréwki przez uklad trawienny, i nie moze
on indukowa¢ odpowiedniej reakeji ze strony ukladu
immunologicznego. Immobilizowane komorki dostar-
czane do jelita i produkujgce antygen mogg rozwigzacd
ten problem. Ze wzgledu na nieprzyjazne srodowisko
do doustnej terapii komdrek wykorzystuje sie gtéwnie

Tabela I
Materialy wykorzystywane do immobilizacji materiatu biologicznego
Zastosowany material Komorki immobilizowane Gospodarz Plsmlen—
nictwo
Polipropylen Komorki trzustki chomika Szczur [36]
= Komorki watroby ptodowej $wini Szczur [73]
% Escherichia coli Mysz [28]
% Poliuretan Szczurze komorki trzustki Szczur [78]
§ Komorki trzustki $wini Szczur [82]
E Poliaryloeterosulfon Szczurze mioblasty Mysz [10]
§ Polisulfon Szczurze hepatocyty Szczur (80]
Poliakrylonitryl Szczurze komorki nowotworowe nadnerczy | Malpa (1]
2 Alginiano-L-lizyno-alginian | Escherichia coli Szczur [58]
g 'g Silikon Szczurze komorki trzustki Szczur [7]
ﬁ% § Alginian Ludzkie hepatocyty Badania in vitro [16]
= e Bakterie kwasu mlekowego [68]
]
E 2.| Glikol polietylenowy Komorki trzustki $wini Szczur [15]
g Amylopektyna Szczurze komorki nadnerczy Badania in vitro [49]
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drobnoustroje. Bakterie wykorzystywane tu sg jako male
bioreaktory. Dodatkowo charakterystyka wzrostu, krétki
czas replikacji i wysoka odpornos¢ niektorych szczepow
na warunki srodowiska czyni je idealnymi kandydatami
do produkeji substancji terapeutycznych w jelicie.

W terapii doustnej szerokie zastosowanie znajduja
hydrozelowe kapsutki (np. ktorych podstawe stanowi
alginian, karagen, agaroza). Réznorodnos¢ wykorzy-
stywanych nos$nikow sprawia, ze moga by¢ one odpo-
wiednio dobierane, zaleznie od tego jak zaplanujemy
terapi¢. Po doustnym podaniu kapsulki narazone sg
na nieprzyjazne czynniki takie jak: aktywnos¢ réznego
rodzaju enzymoéw, zachodzace w organizmie reakcje
chemiczne, zmieniajace si¢ pH [24]. Wazne jest odpo-
wiednie dobranie wielkosci poréw. Immunoizolacja nie
musi by¢ az tak restrykcyjna jak w przypadku kapsutek
implantowanych. Nosnik musi by¢ biozgodny, ale nie
musi by¢ chroniony przed pokryciem przez fibroblasty.
Dalej nalezy rozwazy¢ czy immobilizowane komorki
moga by¢ potencjalnie niebezpieczne dla czlowieka.
W przypadku pracy z genetycznie modyfikowanymi
organizmami, kapsulki nie powinny rozpuszczaé sie
w $rodowisku kwasnym, ani po dlugiej ekspozycji na
srodowisko zasadowe. Gdy unieruchomione komorki
maja dotrze¢ do jelita (aby terapeutyk uwalniany byt
jedynie w jelicie, np. przez wzglad na jego draznigce na
zoladek dzialanie), nalezy upewnic sig, ze przetrwaja
nieuszkodzone przejscie przez zoladek. Podczas dojeli-
towego dostarczania probiotykéw przy uzyciu kapsutek,
wykorzystywany material powinien by¢ nierozpusz-
czalny w $rodowisku kwasnym, natomiast rozpuszczalny
po odpowiedniej ekspozycji na srodowisko zasadowe.
Kapsulki warto dodatkowo powlekaé substancjami
wielkoczasteczkowymi, tak, aby ulatwi¢ pobranie ich
odpowiedniej ilosci na raz, a jednoczesnie stworzy¢
dodatkowq bariere ochronng. Droga doustna podawa-
nia terapeutykéw ma wiele zalet. Do pobrania nie jest
wymagany zaden specjalistyczny sprzet ani personel,
a w razie przedawkowania lek w tatwy sposéb mozna
usunad. Jest tez relatywnie tania, a podawane kap-
sutki nie muszg by¢ sterylne. By zaprojektowa¢ nosnik
w terapii doustnej nalezy wzia¢ pod uwage koniecz-
nos$¢ maksymalizowania przezywalno$ci bakterii i ma-
ksymalizowania zdolno$ci do dostarczania substancji
terapeutyczne;j.

4.4. Immobilizowany material biologiczny

Jako material biologiczny stosowany w immobi-
lizacji nadajg si¢ odpowiednie szczepy bakterii badz
linie komoérkowe, ktére wydzielaja czastki terapeu-
tyczne przez dlugi okres czasu, badz sg w stanie pelni¢
okreslone funkcje przy ciagtej terapii doustnej. Mozna
korzysta¢ z linii pierwotnych, stabilnych, allogenicz-
nych, ksenogenicznych. Przykladowe typy komorek
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Tabela II
Przykladowe typy komorek wykorzystywanych do immobilizacji
iich zastosowania

Typ komérek Zastosowanie P1§m1en-
nictwo
Mioblasty Choroba Parkinsona [1]
Choroba afektywna [45]
Nowotwory [12]
Hemofilia [33]
Komorki macierzyste | Regeneracja ko$ci [22]
Escherichia coli Usuwanie mocznika [58]
Hepatocyty Transplantacja watroby [31]
Komorki wysepek Cukrzyca [11]
trzustkowych
Komorki przytarczyc Sztuczne narzady [32]
Komérki jajnika Choroba Fabryego [51]
Oxalobacter formigenes | Kamienie nerkowe [21]
Erwinia herbicola Fenyloketonuria [47]

wraz z ich zastosowaniem zaprezentowano w Tabeli II.
Przy wyborze odpowiedniego materiatu biologicznego
nalezy zwroci¢ uwage na jego wymagania pokarmowe,
odporno$¢ na stres oraz zmienno$¢ morfologiczng
(ewentualne zmiany w rozmiarze komoérek mogtyby
umozliwia¢ im wydostawanie si¢ z kapsut). Wazne jest
upewnienie si¢ czy komorki, ktérych uzywamy nie sg
zakazone wirusami, grzybami, a takze zbadanie reakcji
organizmu na inne poza pozadang przez nas czasteczka
produkty wydzielane przez dany typ komorek. Bakte-
rie posiadaja przewage nad eukariotycznymi liniami
komoérkowymi. Sg zazwyczaj tansze w hodowli, bar-
dziej oporne na stres, mniej wymagajace, jesli chodzi
o warunki zewnetrzne, moga by¢ aktywne przez dluz-
szy czas. Sa takze prostszymi modelami do modyfikacji.
Genetycznie modyfikowane drobnoustroje, zaprojekto-
wane w celu wydzielania pozadanych czynnikéw moga
sta¢ sie przyszloscia terapii biohybrydowej. Przy pew-
nego typu terapiach niezastagpione moga takze okazac
sie bakteriofagi. Bardzo waznym aspektem jest bezpie-
czenstwo biologiczne. W przypadku organizméw mody-
fikowanych genetycznie ekspresja gendw powinna by¢
regulowana wielopoziomowo, a same szczepy powinny
by¢ wysoce stabilne genetycznie.

4.5. Biomedyczne zastosowania
immobilizowanych komorek

Znanych jest wiele choréb wywotanych niewystar-
czajagcym stezeniem odpowiednich czastek w orga-
nizmie (Rys.2), badz ich nieprawidlowym metaboli-
zmem. Terapia biohybrydowa umozliwia dostarczanie
substancji terapeutycznych przez dlugi okres czasu.
Implanty produkujace pozadane czastki mogtyby wypel-
nia¢ liczne defekty enzymatyczne. Drugim obszarem
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Rys. 2. Wybrane choroby wywotlane niezdolnoscig organizmu do
produkcji odpowiedniej iloéci czastek biologicznych

wykorzystujgcym unieruchomione komorki jest dostar-
czanie lekow. Medycyna ciagle poszukuje skutecznej
metody ukierunkowanego podawania terapeutykdw.
Implanty wszczepiane w poblizu chorobowo zmienio-
nego miejsca umozliwialyby osigganie lokalnie wyso-
kich stezen lekéw i jednoczesnie zmniejszatyby wywo-
tywane przez nie skutki uboczne.

W terapiach biohybrydowych wykorzystywanych
moze by¢ wiele typow zwiazkéw: enzymy, inhibitory,
aktywatory, przeciwciala. Uwalnianie czastek terapeu-
tycznych moze by¢ konstytutywne badz stymulowane.
Uwalnianie konstytutywne jest najprostszym syste-
mem i umozliwia otrzymanie statych porcji substancji
z kapsuly do zewnetrznej tkanki. Uwalnianie kontrolo-
wane umozliwia odpowiedz komérek znajdujacych sie
wewnatrz kapsulek na pewne sygnaly z wnetrza orga-
nizmu (produkcja czastek tylko wtedy, kiedy organizm
tego wymaga), moze tez by¢ indukowane podaniem
pacjentowi odpowiedniej substancji. Dodatkowa kon-
trole uwalniania mogg stanowi¢ mechanizmy dyfuzji.
Jezeli stezenie czastek terapeutycznych na zewngtrz
kapsutki bedzie wysokie, produkty te nie beda dalej
dyfundowaly na zewnatrz matrycy. Zaletg terapii bio-
hybrydowych jest to, Ze immobilizowane, genetycznie
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modyfikowane komdrki moga wytwarzac¢ kazda poza-
dang czastke in vivo bez modyfikacji genomu gospo-
darza. Uklady te pozwalajg takze na zmniejszenie lub
calkowite wycofanie podawania lekéw immunosupresyj-
nych. Immobilizacja komérek ma wiele zalet w poréw-
naniu z immobilizacjg bialek, poniewaz pozwala na
diugotrwale i kontrolowane dostarczanie czasteczek
produkowanych de novo. Poza tym, jezeli implant ule-
gnie uszkodzeniu, toksycznos¢ spowodowana wysokim
stezeniem leku bedzie znacznie mniejsza. Problemem
jest ewentualne uwolnienie komoérek z kapsutek i wywo-
tanie reakcji immunologiczne;j.

Enkapsulacja moze by¢ takze wykorzystywane przy
dojelitowym dostarczaniu terapeutykéw, a enkapsulo-
wane bakteriofagi, moga usuwa¢ patogeny jelitowe takie
jak Salmonella czy Clostridium [23, 38].

4.5.1. Wykorzystanie unieruchomionych
komorek eukariotycznych

Przeprowadzono badania dotyczace leczenia meta-
chromatycznej leukodystrofii przy uzyciu membran
immobilizacyjnych [14]. Ta neurodegeneracyjna cho-
roba wywolana jest niskim poziomem arylosulfatazy A
w organizmie. Zmodyfikowana genetycznie linia komor-
kowa mysich mioblastow C2C12 stala si¢ zdolna do pro-
dukgji artylosulfatazy A. Komorki zamykano w kapila-
rach z poliaryloeterosulfonu. Wykazano, ze badania linia
produkuje pozadany enzym, jednocze$nie przezywajac
nawet 4 tygodnie po implantacji do allogenicznej myszy.

Inny eksperyment dotyczyl leczenia cukrzycy za
pomoca kapsulkowanych komorek [44]. Nosniki wyko-
nane zostaly z polimeru akrylowego i postuzyly do
transplantacji szczurzych wysepek trzustkowych my-
szom chorych na t¢ chorobe. Matryca okazala si¢ bio-
kompatybilna, implant nie byt odrzucany i umozliwiat
utrzymanie poziomu cukru we krwi w normie nawet
przez 60 dni.

Stworzono takze system umozliwiajacy kontrolo-
wane wydzielanie erytropoetyny przez immobilizowany
material biologiczny [71]. Zmodyfikowane fibroblasty
wydzielalty hormon peptydowy w obecnosci doksycy-
kliny badz mifepristonu. Kapilary implantowane byly
do jamy otrzewnej myszy. U zwierzat, ktérym poda-
wano doksycykling lub mifepriston obserwowano pod-
wyzszone stezenie erytropoetyny w surowicy podczas
6-miesiecznej obserwacji (podwyzszonego poziomu nie
obserwowano u myszy nieotrzymujacych antybiotykow).

Wykorzystano takze genetycznie zmodyfikowane
mioblasty do produkeji VEGF i FGF-2 (czynniki angio-
genezy) [66]. Komorki zamykano w polimerowych
no$nikach z polieterosulfonu i implantowano szczu-
rom. Tylko komorki produkujace FGF-2 okazaly sig
skutecznie redukowa¢ nekroze tkanki. Terapia ta moze
by¢ wykorzystywana przy chorobach niedokrwiennych.
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Systemy oparte na komoérkach modyfikowanych
genetycznie zamknigtych w kapilarach moga takze
dostarcza¢ czynniki neurotropowe [45]. Produkcja tego
typu czastek mogtaby skutecznie leczy¢ choroby neuro-
degeneracyjne. Odpowiednio zmodyfikowana gene-
tycznie linia komérkowa C2C12 efektywnie wydzielata
rzgskowy czynnik neurotropowy. Wykazano takze, ze
zywotno$¢ komorek a takze efektywno$¢ produkcji
czynnika moze zaleze¢ od wykorzystanej do kapsutko-
wania matrycy.

Inne badania wskazaty na obiecujace wyniki w zakre-
sie leczenia kapsulkowanymi komoérkami choroby Par-
kinsona [81]. Uklady tego typu mogg takze znalezé
zastosowanie w leczeniu raka. Obiecujace wyniki w tej
sferze daly badania z dostarczaniem do nowotworowo
zmienionych miejsc czynnikéw takich jak cytochrom
P-450 i IL-2 a takze inhibitoréw angiogenezy [12, 39,
65]. Trwaja badania nad leczeniem ta metodg stward-
nienia zanikowego bocznego [83].

Pojawiaja si¢ pojedyncze doniesienia o zastosowa-
niu terapii immobilizowanymi komérkami u pacjentow.
Gunzburg iwsp. przeprowadzili terapie nowotworu
trzustki, polegajaca na wszczepieniu w miejscu nowo-
tworu, enkapsulowanych komdrek L293 modyfikowa-
nych genetycznie do produkeji enzymu aktywujgcego
czynnik przeciwnowotworowy podawany pacjentom.
Stwierdzono u 10 pacjentdéw zatrzymanie wzrostu nowo-
tworu w ciagu 20- tygodniowej obserwacji [30]. Jednak
unieruchamianie materialu biologicznego nie jest dotad
stosowane w klinicznej praktyce, gléwnie z powodu
ograniczonej zywotnosci wszczepow [29].

Jak wida¢, caly czas prowadzone sa prace nad zasto-
sowaniem immobilizowanego materialu komoérkowego
dla celow terapeutycznych, uwieniczone pojedynczymi
zastosowaniami klinicznymi, pomimo konkurencyjnych
dla tych metod badan prowadzonych nad mozliwoscig
generowania zastepczych narzadéw z wlasnych komoérek
macierzystych pacjentow.

4.5.2. Wykorzystanie unieruchomionych
drobnoustrojow

Granicka i wsp., przeprowadzili badania doty-
czace uwalniania zielonego biatka fluoryzujacego (GFP
- green fluorescent protein) przez makrokapsutko-
wane w polipropylenowych membranach kapilarnych
komorki E. coli. Wydzielane biatko mialo postuzy¢
jako model substancji terapeutycznej. Membrany kapi-
larne implantowano myszom. Wykazano, ze uzyta
matryca jest szczelna wzgledem immobilizowanego
szczepu, a produkowane GFP jest w stanie przekracza¢
bariere, jaka jest membrana [28]. Naturalnie, w lite-
raturze nie brak przykladéw bardziej bezposrednio
demonstrujacych przydatno$¢ immobilizowanych drob-
noustrojow in vivo.
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Zbadano mozliwo$¢ usuwania mocznika przez do-
ustne podawanie mikrokapsulek zawierajacych gene-
tycznie zmodyfikowang E. coli (plazmid pAKU17 zawie-
rajacy geny ureazy ureaDABCEFG z Klebsiella aerogenes
zostal wtransformowany do E. coli DH5) [60]. Doustna
dawka kapsulek APA zawierajacych zmodyfikowany
szczep skutkowala spadkiem wysokiego poziomu mocz-
nika u szczuréw chorych na mocznice. Metoda ta oka-
zala si¢ skuteczna podczas 21 dniowej terapii. Szczury
leczone przezywaly okres eksperymentalny, jednoczesnie
50% nieleczonych szczuréw w tym czasie umierato [58].

W badaniach in vitro zmodyfikowang E. coli DH5
zamknieto w kapsutkach zbudowanych z poli(alkoholu
winylowego) (PVA - polyvinyl alcohol). PVA charakte-
ryzuje si¢ znacznie wyzsza wytrzymaloscia mechaniczng
niz APA. W ten sposdb rozwigzany moze zostaé wczes-
niej napotkany problem famliwosci kapsutek zbudowa-
nych z APA. Badania in vitro wykazaly, ze 100 mg kap-
sutkowanej hodowli bakteryjnej moze usuna¢ 18,4 mg
mocznika w 4 godziny [24].

Prakash i Chang zbadali rozklad innych niz
mocznik metabolitéw przy uzyciu mikrokapsulek zawie-
rajacych zmodyfikowane komorki E. coli DH5 (bada-
nia in vitro) [59]. Zaobserwowano spadek w osoczu
stezenia potasu, magnezu, fosforu, sodu, chloru, chole-
sterolu, bilirubiny, kreatyniny i kwasu moczowego, co
moze mie¢ ogromne znaczenie terapeutyczne miedzy
innymi przy niewydolnosci nerek. W eksperymentach
tych bakterie zamykane byly w kapsutkach APA. Wyka-
zano, ze kapsulki te nie wptywaja w sposdb zauwazalny
na metabolizm immobilizowanych komorek E. coli. Pro-
til biatkowy komorek kapsutkowanych w APA nie réznit
sie znaczgco od profilu biatkowego komorek bedacych
w stanie wolnym [57].

Garofalo i Chang wswoich badaniach wyka-
zali, ze Pseudomonas pictorum jest w stanie usuwac
nadmiar cholesterolu z surowicy. Drobnoustrdj ten
immobilizowany byl w kapsutkach alginianowych, poli-
lizynowo-alginianowych, a takze kapsutkach agarowych.
Tylko w przypadku kapsutek agarowych zaobserwowano
spadek poziomu cholesterolu poréwnywalny z tym, ktory
uzyskiwano dla komoérek w stanie wolnym. Jednoczesnie,
nie obserwowano wydostawania si¢ komérek z no$nika.
Pory w mikrokapsutkach alginianowych i alginianowo-
-polilizynowych byly zbyt mate, i stanowily bariere dla
przeptywu lipoprotein [26]. Dalsze badania z uzyciem
matryc agarowych wykazaly, ze znacznie skuteczniejsze
w usuwaniu cholesterolu sa mikrokapsulki o srednicy
0,5mm - 1,6 mm niz te o $rednicy powyzej 2,5 mm [25].

Borkowska i wsp. zastosowali enkapsulowane
w modyfikowanych powtokach polilizynowo-poliety-
lenoiminowych bakterie B. subtilis, szczepy zrekombi-
nowane wydzielajace toksyny, wykazujac cytotoksyczny
wplyw na komorki biataczkowe pacjentéw z ostra bia-
taczka limfatyczna [8].
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Lloyd-George i Chang umiescili w kapsu-
tach komorki Erwinia herbicola wykazujace aktywnos$¢
fenolo-liazy tyrozynowej (TPL - tyrosine phenol-lyase).
Podczas trwania eksperymentu badano reakcje enzy-
matyczng amoniaku i pirogronianiu wraz z fenolem czy
katecholem odpowiednio w L-tyrozyne badz L-3,4-di-
hydroksyfenyloalanine (badania in vitro). Wykorzystany
szczep kapsulkowany byt w matrycy APA. Nie wykazano
réznic w aktywnoséci TPL miedzy szczepem kapsulko-
wanym a szczepem w stanie wolnym. Aktywno$¢ TPL
mikrokapsutkowanych komoérek E. herbicola mogtaby
znalez¢ zastosowanie w usuwaniu amoniaku czy fenolu
przy niewydolno$ci watroby [47].

Doustne dostarczanie kapsutkowanych bakterii moze
takze sta¢ sie skuteczng metodg w leczeniu kamieni
nerkowych. Oxalobacter formigenes produkuje enzymy
degradujace szczawiany, niszczac ich nadmiar, glowny
czynnik ryzyka powstawania i wzrostu kamieni nerko-
wych u pacjentéw z kamicg nerkowa [21].

Terapia oparta na kapsutkowanych drobnoustro-
jach wptywajacych na stezenia aminokwaséw w osoczu
moglaby okaza¢ si¢ skuteczna np. przy leczeniu feny-
loketonurii [47]. Bakterie moglyby takze wplywaé na
poziom wodoru i azotu czasteczkowego we krwi. Zywe
komorki dostarczane doustnie metabolizujace woddr
czy azot do zwigzkow takich jak metan czy woda zapo-
biegalyby chorobie dekompresyjnej badz zmniejszaly
czas dekompresji. Bakterie majace potencjalne zastoso-
wanie w tej terapii to metabolizujacy wodor Methano-
brevibacter smithii czy azot - bakterie z rodziny Entero-
bacteriaceae [42].

Mikrokapsulkowane drobnoustroje mogltyby takze
radzi¢ sobie z chorobami jelita zwigzanymi z podnie-
sionym poziomem kwaséw zoélciowych. Lactobacillus
reuterii jest zdolny do wigzania kwaséw zélciowych
i mogtby agodzi¢ problem zwigzany z nadmiernym
wydzielaniem elektrolitéw, towarzyszacej mu biegunce
i odwodnieniu [40].

Poza kapsulkowaniem szczepéw zdolnych do wy-
dzielania substancji mogacych wypelnia¢ defekty enzy-
matyczne czy czastek, ktorych organizm produkowac
nie moze, kolejnym zastosowaniem jest kapsutkowanie
probiotykéw. Zywe komérki, jako uzupehienie diety
pozytywnie moga wplyna¢ na bakteryjna flore jelitowa.
Analizy jedzenia wzbogacanego w probiotyki oraz nie-
ktérych preparatow farmaceutycznych wykazaly, ze
podawane w ten sposob szczepy maja niska przezywal-
nos$¢ i zdolnos¢ do zasiedlania jelita [48]. Bakterie musza
przejs¢ takie biologiczne bariery jak kwasne srodowi-
sko zoladka, czy z6t¢ w jelicie. Jak wykazano, probiotyki
obnizaja poziom cholesterolu, wzmagaja tolerancje lak-
tozy, a takze mogg zapobiega¢ nowotworom, biegunkom
i modulujg aktywnos¢ uktadu odpornosciowego. Enkap-
sulacja bakterii w alginianie wapnia jest czesto uzywana
do immobilizacji szczepoéw ze wzgledu na nietoksycz-
no$¢ nosnika, tatwos¢ metody oraz jej niski koszt.
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Wykazano, ze immobilizowane w ten sposéb bakterie
przezywaja w warunkach zblizonych do tych, panuja-
cych w zofadku i jelicie, a takze zachowuja w nich swojg
aktywnos¢ (badania in vitro). Matryca hydrozelowa
jest rozpuszczalna w 37°C, w zasadowym pH (warunki
panujace w jelicie cienkim), uwalniajgc bakterie do $ro-
dowiska. Metoda ta, moze by¢ bardzo efektywna przy
dostarczaniu réznego rodzaju probiotykow takich jak
Lactobacillus czy Bifidobacterium, a takze wykorzysty-
wana do dostarczania réznego rodzaju zwigzkow aktyw-
nych do jelita [23].

Enkapsulacja materialu biologicznego moze takze
zostaé wykorzystana w terapii fagowej. Bakteriofag
Felix O1 okazal si¢ bardzo skuteczny w walce z zakaze-
niami Salmonella [79]. Jednak, aby fag podawany doust-
nie okazal si¢ skuteczny w leczeniu patogendéw jelito-
wych, musi przetrwaé nieprzyjazne warunki panujace
w uktadzie pokarmowym zwierzat czy czlowieka (a bez
ochrony nie jest w stanie tego zrobi¢) [38]. Niezbedne
wiec okazuje si¢ jego kapsutkowanie. Badania wykazaly,
ze Felix O1 immobilizowany w mikrokapsulkach chi-
tozanowo-alginianowych jest odzyskiwany przy dlu-
gotrwalej ekspozycji na stymulowane warunki uktadu
pokarmowego (liczba czastek fagowych po godzinnej
ekspozycji na pH 2,4 spadia o 2,58 jednostki logaryt-
miczne (fag w stanie wolnym nie byl wykrywalny juz
po 5 minutach ekspozycji na pH ponizej 3,7). Kapsulki
rozpuszczaly si¢ po 6 godzinach w pH 6,8.

Podobne badania przeprowadzit Stanford iwsp.
Autorzy wykorzystali cztery fagi: wV8, rV5, wV7iwV11
(bakteriofagi E.coli O157:H7 - enterohemolityczny
szczep wywolujacy choroby ukfadu pokarmowego
i moczowego) zamkniete w polimerowych kapsutkach.
Po 20 minutowej ekspozycji na pH 3,0 odzyskiwano
13,6% czastek fagowych (po uwolnieniu w pH 7,2). Dla
poréwnania, w tych warunkach fagi niekapsutkowane
catkowicie tracily swojg aktywnos¢ [72].

5. Podsumowanie

Pierwsze badania z wykorzystaniem enkapsulowa-
nych komoérek eukariotycznych pochodzg z lat 30-tych
XX wieku. Od tego czasu wprowadzono wiele technik
immobilizacji, a najprostszy podzial wyrdznia pulapko-
wanie, kapsutkowanie i nanooptaszczanie. Bardzo wazne
jest odpowiednie dobranie materialu, z ktérego kap-
sutki beda wykonane, a optymalizacja systemu dotyczy
struktury, biozgodno$ci, wytrzymatosci i wlasciwosci
chemicznych. Unieruchomione, immunoizolowane
komorki, wydzielajace czynniki terapeutyczne, wszcze-
pione do organizmu, pozwalaja na regulacj¢ lub mody-
tikacje procesow biologicznych, a tym samym leczenie
réznych zaburzen. Nosniki stosowane sg z powodze-
niem do immunoizolacji komodrek eukariotycznych,
jednak kapsutkowanie drobnoustrojéw do zastosowan
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biomedycznych budzi ciagle watpliwosci przez wzglad
na bezpieczenstwo.

W przysztosci unieruchamianie materiatu biologicz-
nego prawdopodobnie zajmie wazne miejsce w medy-
cynie. Wiele aspektow tej metody wymaga jeszcze
opracowania. Przedmiotem badan sg w dalszym ciggu:
zastosowanie allogenicznych i ksenogenicznych ko-
morek, ich przezywalnos¢, immunoprotekeja, biokom-
patybilnos¢ noénikéw, diugoterminowa skutecznosé
ukladow, scisle kontrolowane wydzielanie czgstek tera-
peutycznych, kontrola proliferacji (przepelnienie kap-
sufek komoérkami moze obniza¢ zywotno$¢ immobili-
zowanych komorek) i wytrzymato$¢ ukltadéw. Gdy juz
powyzsze kwestie zostana dokladnie zbadane, mozna
bedzie oczekiwa¢ bardziej powszechnych zastosowan
klinicznych uktadéw z immobilizowanym materialem
biologicznym.

Badania nad immobilizacjq i jej zastosowaniami bio-
medycznymi prowadzone przez autoréw byly dofinan-
sowane przez MNiSW grant nr: N N401 015936 oraz
NCN grant nr N N401 592840.

Prace dedykujemy pamieci Jarostawa Wisniew-
skiego, ktdry zapoczatkowal badania nad immobilizacja
w Zakladzie Mikrobiologii Stosowanej UW.
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