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ABSTRACT

Covalent attachment of a thermoresponsive polymer to solid support leads to
layers exhibiting temperature-dependent properties. Below the cloud point tempe-
rature (T_,) of the thermoresponsive polymer the layer is hydrophilic - it is hydra-
ted and polymer chains adopt an expanded conformation. Above T, the polymer
chains collapse due to dehydration and the surface becomes hydrophobic. This is
a reversible process, lowering the temperature cause hydration and swelling of the
layer. Such thermoresponsive layers can be obtained via reactions of entities present
on the surface (e.g. functional groups, radicals etc.) with complementary functiona-
lities in the polymer chains (grafting to) or with monomer subjected to polymeri-
zation (grafting from). Thermoresponsive layers may be used in many biomedical
applications such as separation of molecules or cell sheet engineering.

In this work, well-defined thermoresponsive (co)polymers of glycidol and ethyl
glycidyl carbamate (mPGl), 2-ethyl and 2-nonyl-2-oxazoline (PENOx) as well as
homopolymers of 2-isopropyl-2-oxazoline (PIPOx) were grafted to functionali-
zed glass and silica substrates with the aim to obtain thermoresponsive layers for
potential application in cell sheet engineering. Presence of polymers covalently
bonded to substrates was confirmed by FT-IR and XPS studies. The polymer lay-
ers were 5-50 nm thick, depending on the molar mass and polymer concentration.
Microscopic techniques indicated a smooth surface of mPGl layers, slightly rough
texture of PENOX layers and fibrille-like fibers surface of PIPOx layers. Ellipsome-
try and contact angle studies revealed the response of layers to temperature chan-
ges. Biocompatibility of layers with dermal fibroblasts was confirmed by toxicity
tests. Thermoresponsive surfaces were employed as substrates for skin cell culture
and harvesting. Fibroblasts adhesion and proliferation on investigated surfaces was
comparable with control sample. A confluent cell sheet was formed after 24 hours
of culture. The influence of surface properties on cell adhesion and proliferation
was examined. Detachment of cells from surfaces was controlled by variation of the
temperature. An intact monolayer of cultured dermal fibroblasts was detached. No
mechanical or enzymatic methods were required to harvest the cell sheets. Skin cell
sheets, detached from thermoresponsive polymer layers may be applied in the cell
sheet engineering that is highly desirable in tissue regeneration.

Keywords: thermoresponsive polymer surfaces, biomaterials, cell sheet engineering,
intelligent polymers

Stowa kluczowe: termowrazliwe powierzchnie polimerowe, biomaterialy, inzynieria
warstw komorkowych, inteligentne polimery
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach duze zainteresowanie wzbudzaja polimery wrazliwe na
bodzce srodowiska, tak zwane polimery inteligentne. Wsrdd nich szczegdlnie inte-
resujgcg grupe stanowia polimery termowrazliwe, poniewaz ich wlasciwosci fizyko-
chemiczne mogg by¢ kontrolowane jedynie poprzez zmiany temperatury.

Termowrazliwe polimery rozpuszczone w wodzie wraz ze wzrostem tempera-
tury przestaja si¢ rozpuszczac i ulegajg wytraceniu. Obserwowana separacja fazowa
miedzy termowrazliwym polimerem a rozpuszczalnikiem jest odwracalna - po
obnizeniu temperatury polimer powraca do stanu poczatkowego. Temperatura,
w ktdrej nastepuje separacja fazowa okreslana jest jako punkt zmetnienia (ang. the
cloud point temperature, T,). Zaobserwowano, ze T, polimeréw termowrazliwych
jest zalezne od ich stezenia. Na wykresie przedstawiajagcym zaleznos¢ temperatury
od stezenia polimeru, najnizsza temperatura, w ktdrej nastepuje separacja fazowa
miedzy polimerem a rozpuszczalnikiem, okreslona jako dolna krytyczna tempe-
ratura rozpuszczania (ang. the lower critical solution temperature, LCST) stanowi
minimum krzywej [1].

Termowrazliwy polimer naniesiony na podloze stale tworzy warstwe, ktorej
wlasciwosci fizykochemiczne takie jak zwilzalnos$¢ i grubo$¢ mozna kontrolowaé
wykorzystujac zmiany temperatury otoczenia [2]. Takie warstwy umieszczone
w wodzie o temperaturze ponizej T, polimeru peczniejg i wykazujg whasciwosci
hydrofilowe. Zmiana konformacji tancuchéw na podtozu, spowodowana podwyz-
szeniem temperatury, prowadzi do odwracalnej dehydratacji tancuchéw i ich kur-
czenia sie, warstwa polimerowa staje sie hydrofobowa, zmniejsza swoja zwilzalnos¢
i przylega do podloza (Rys. 1).

T < Tep polimeru T >Tep polimeru

Rysunek 1. Pecznienie i kurczenie faicuchéw polimerowych na podfozu indukowane zmianami temperatury
Figure 1. Swelling and shrinking of polymer chains on the surface induced by temperature changes

Szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg stabilne warstwy polimerowe przycze-
pione do podioza za pomocy wigzan kowalencyjnych. Moga by¢ one otrzymane na
drodze polimeryzacji monomeru inicjowanej grupg funkcyjng, ktora znajduje sie na
podlozu (tak zwana metoda ,,szczepienia 0d”) lub poprzez immobilizacje na pod-
fozu wczesniej zsyntetyzowanych fancuchéw polimerowych (metoda ,szczepienia
do”). W zaleznosci od metody, mozliwe jest otrzymanie warstw o grubosci od nano-
do mikrometréw, o okreslonej gestosci szczepienia.

Termowrazliwe, biokompatybilne warstwy polimerowe moga by¢ wykorzystane
wmedycynieibiotechnologii, na przyklad jako elementy bioreaktoréw. Od 1990 roku
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termowrazliwe warstwy polimerowe na podtozach statych badane sa jako rusztowania
do hodowli komérkowych i bezinwazyjnego odczepiania komoérek w postaci arku-
sza [3]. Do otrzymania takich powierzchni wykorzystano dotychczas tylko poli(N-
-izopropyloakrylamid) (PNIPAM) i jego pochodne [4, 5]. Warstwy PNIPAM uzy-
skano gléwnie poprzez radiacyjne szczepienie tego polimeru na powierzchniach
modyfikowanego polistyrenu.

Hodowla komoérkowa na termoczulych warstwach polimerowych prowadzona
jest powyzej temperatury przejscia fazowego polimeru, kiedy podioze jest hydro-
fobowe. Komorki ulegaja wtedy adhezji, dzielg si¢ i namnazaja tworzac integralng
monowarstwe spojona przez tak zwana macierz zewnatrzkomoérkows, wypetniajaca
przestrzen miedzy komorkami. Obnizenie temperatury ponizej T, dzigki zmianie
charakteru warstwy na hydrofilowy, prowadzi do odczepienia komoérek w postaci
arkusza. Zbedne jest stosowanie mechanicznych czy enzymatycznych technik
oddzielania komoérek od podloza i pozwala unikng¢ uszkodzenia wyhodowanego
arkusza. Arkusze komodrek wyhodowane na termowrazliwym podlozu mogg zna-
lez¢ zastosowanie w hodowli tkanek koniecznych w terapii narzadow.

Niniejszy artykul oparty jest na wyréznionej pracy doktorskiej, w ktorej otrzy-
mano i badano wlasciwosci termowrazliwych warstw (ko)polimeréw glicydolu
i oksazolin na szklanych i krzemowych podlozach statych. Warstwy polimerowe
na podiozach uzyskano stosujac technike ,,szczepienia do” podloza, w ktdrej wyko-
rzystano reakcje chemiczne pomiedzy grupami funkcyjnymi wprowadzonymi
na podloze a komplementarnymi grupami obecnymi w taicuchu polimerowym.
Istotne dla potrzeb pracy bylo sprawdzenie, czy poprzez kontrole warunkéw syntezy
polimeréw i ich szczepienia do podtoza mozna wpltywaé na wlasciwosci warstw,
zwlaszcza na termowrazliwoé¢. Na otrzymanych warstwach hodowano modelowe
komorki skory. Termowrazliwos¢ podlozy wykorzystano do bezinwazyjnego odcze-
piania wyhodowanego arkusza komorek. Zbadano, ktore wlasciwosci warstwy poli-
merowej i w jaki sposdb wplywaja na adhezje i odczepianie fibroblastéw w postaci
arkusza. Taka analiza pozwolila na weryfikacje otrzymanych warstw pod katem ich
przydatnos$ci w medycynie w stosunku do powierzchni stosowanych dotychczas.

1. CEL ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Celem badan bylo opracowanie nowych, osadzonych na staltym podlozu ter-
moczulych warstw polimerowych do hodowli komérek skéry i bezinwazyjnego ich
odczepiania w postaci arkusza.

Do otrzymania warstw wybrano termowrazliwe (ko)polimery glicydolu
i kopolimery oksazolin ze wzgledu na ich nietoksyczno$¢ wzgledem komorek skory,
tatwos¢ sterowania wilasciwosciami i fatwos¢ immobilizacji do podioza. Postano-
wiono, ze warstwy tych polimeréw na podlozu stalym zostang otrzymane technika
»szczepienia do’, ktéra pozwala na uzyskanie warstwy o dobrze zdefiniowanych
wlasciwosciach.
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2. OPIS UZYSKANYCH WYNIKOW

Praca byla podzielona na nastepujace etapy:

- synteza, charakterystyka i zbadanie cytotoksycznosci wrazliwych na tempe-
rature polimerdw opartych na glicydolu i 2-podstawionych-2-oksazolinach,

- immobilizacja termowrazliwych polimeréw na funkcjonalizowanym pod-
tozu statym (szklanym i krzemowym),

- charakterystyka warstwy polimerowej (badanie morfologii, powinowactwa
do wody, grubosci, reakcji na zmiany temperatury),

- hodowla fibroblastéw na otrzymanych powierzchniach oraz préby ich
odczepienia w postaci arkusza pod wplywem obnizonej temperatury,

- okreslenie wplywu wlasciwosci podloza na adhezje, proliferacje i odczepia-
nie komorek skory.

2.1. SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA TERMOWRAZLIWYCH POLIMEROW

Liniowy poliglicydol otrzymano na drodze polimeryzacji koordynacyjnej
eteru 2,3-epoksypropylo-(1-etoksy)etylowego, inicjowanej czesciowo zhydrolizo-
wanym dietylocynkiem (ZnEt,/H,O, 1:0,8). Grupy etoksyetylowe, zabezpieczajace
grupy hydroksylowe podczas polimeryzacji glicydolu, zostaly usuniete przez hydro-
lize w $rodowisku kwasnym. Tak otrzymany polimer nie wykazuje termowrazliwo-
$ci. Wiadomo, ze hydrofobowa modyfikacja poliglicydolu grupami octanowymi
i etylokarbaminowymi prowadzi do otrzymania polimeréw termowrazliwych [6].
Przeprowadzono wiec reakcje¢ modyfikacji grup hydroksylowych poliglicydolu izo-
cyjanianem etylu, wprowadzajac do tancucha grupy etylokarbaminowe (Rys. 2).

mCH,CH,NCO
—~{CHycH—0)- T —(CH,~CH—0}—CH,-CH-0)-
' " DBTL, DMF, 40°C ' n | m
CH, CH,

| |
OH OH O

Rysunek 2. Schemat modyfikacji poliglicydolu za pomoca etyloizocyjanianu
Figure 2. Modification of polyglycidol with ethyl isocyanate

(Ko)polimery 2-oksazolin otrzymano na drodze kationowej polimeryzacji
z otwarciem pierScienia 2-izopropylo-2-oksazoliny (IPOx) oraz 2-etylo- (EOx)
i 2-nonylo-2-oksazoliny (NOx) stosujac 4-nitrobenzenosulfonian metylu jako ini-
cjator, zgodnie z procedurg opisang w literaturze [7, 8] (Rys. 3).
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Rysunek 3. Otrzymywanie homopolimeru 2-izopropylo-2-oksazoliny (A) oraz kopolimeru 2-etylo- i 2-no-
nylo-2-oksazoliny (B)
Figure 3. Synthesis of 2-isopropyl-2-oxazoline (A) and copolymer of 2-ethyl- and 2-nonyl-2-oxazoline (B)

Otrzymano szereg kopolimeréw glicydolu (mPGl) i 2-oksazolin (PENOx,
PIPOx) o réznym skladzie i masach molowych. Masy molowe otrzymanych polime-
réw wyznaczone technika chromatografii zelowej z detekcja wielokatowego rozpra-
szania $wiatta (GPC MALLS) byly zgodne z wartosciami teoretycznymi. Obserwo-
wano waski i monomodalny rozktad mas molowych. Strukture i sktad otrzymanych
kopolimeréw potwierdzono technika 'H NMR. Oznaczony eksperymentalnie sktad
kopolimerdéw byl zgodny z zalozeniami teoretycznymi. Otrzymane kopolimery
wykazywaly termowrazliwo$¢ — obserwowano zmiane transmitancji ich roztworéw
wodnych i w pozywce do hodowli komoérek w funkcji temperatury (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Transmitancja w funkgji temperatury dla wybranych polimeréw rozpuszczonych w pozywce
hodowlanej (5 g/L, A = 700 nm)
Figure 4. Transmittance — temperature curves for chosen polymers dissolved in cell culture medium

Otrzymane termowrazliwe (ko)polimery glicydolu i 2-oksazolin nanoszono
w dalszym etapie prac na podloze state.



TERMOWRAZLIWE POWIERZCHNIE POLIMEROWE DO HODOWLI I UWALNIANIA KOMOREK SKORY 811

2.2. SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA TERMOWRAZLIWYCH WARSTW
POLIMEROWYCH NA PODLOZACH

Termowrazliwe warstwy otrzymano metoda ,szczepienia do”. W tym celu
uprzednio syntezowane i scharakteryzowane polimery nanoszono na podloze
zawierajace odpowiednie grupy funkcyjne. Funkcjonalizacja podlozy obejmowata
hydroksylacje (Rys. 5A), aminosililowanie (Rys. 5B) oraz immobilizacje tzw. war-
stwy posredniej poli(etylenu-alt-bezwodnika maleinowego) (PE-MA) (Rys. 5C).

A B C
05"~ 0 0590
—fcH-ch-cHy-cHy| [Fzc-ch,-cr-cr}-
\ 7 .
HoMN CH-CH
N, 0750
S CHy CHy
o’ge GH 0590 CHy
[ CHy CH
s H.80,+ Hie” [cH:CH: S ~fHac-cHycH-cHl- £°
e .0, clnH OH OH AT . AT

. ) i APTES o’0 o PE-MA Qo0

Rysunek 5. Etapy modyfikacji podloza: hydroksylacja (A), aminosililowanie (B), wprowadzenie warstwy poli-
(etylenu-alt-bezwodnika maleinowego) (C)

Figure 5. Surface modification steps: hydroxylation (A), aminosililation (B), the intermediate layer of poly-
(ethylene-alt-maleic anhydride) (C)

Pokazdym etapie modyfikacjiobecno$¢ grup funkcyjnychnapodtozach potwier-
dzono technikg spektroskopii fotoelektronéw w zakresie promieniowania X (XPS)
oraz spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR). Wraz z poste-
pem modyfikacji obserwowano wzrost chropowatosci i zwilzalnosci podtoza.

W wypadku termowrazliwych polioksazolin, Zyjacy koniec tanicucha polimeru
terminowano grupami aminowymi na podlozu (Rys. 5B). Otrzymano w ten sposob
warstwe o strukturze szczotek (Rys. 6A). Natomiast warstwa PE-MA (Rys. 5C) stu-
zyta do zwigzania z podlozem termowrazliwej pochodnej poliglicydolu, w wyniku
czego otrzymano warstwy polimerowe o tancuchach wielokrotnie przyczepionych
do powierzchni (Rys. 6B).
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Rysunek 6. Warstwa poli(2-oksazolin) o strukturze szczotek (A), warstwa pochodnej poliglicydolu (B)
Figure 6. Poly(2-oxazoline) layer of “brush” structure (A), layer of polyglycidol derivative (B)

Analiza sktadu powierzchni technikg FT-IR potwierdzila obecno$¢ termow-
razliwych polimerdw szczepionych na podlozu. Morfologi¢ warstw badano za
pomoca mikroskopu sit atomowych (AFM). Warstwy poliglicydolu mialy strukture
gladkiego, regularnego filmu (Rys. 7A) o grubosci od 20 do 60 nm. Ze wzrostem
stezenia roztworu polimeru nanoszonego na podloze zwiekszala si¢ chropowato$¢
powierzchni oraz grubos¢ warstwy.

Stosujac kopolimer PENOx otrzymano warstwy o chropowatej strukturze
(Rys. 7B). Chropowatos$¢ warstwy zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem masy molowej
kopolimeru oraz z zawarto$cig hydrofobowej 2-nonylo-2-oksazoliny w fancuchu.
Na powierzchniach warstw PIPOx wystepowaly zaréwno gladkie obszary, jak
i podluzne struktury - pojedyncze lub polaczone w wigksze skupiska, ksztattem
przypominajace fibryle (Rys. 7C). Wykazano, ze fibrylarne struktury utworzone
zostaly przez krystality PIPOx zaadsorbowane na powierzchni warstwy. Zawartos$¢
krystalitow na powierzchni kontrolowano poprzez zmiany czasu polimeryzacji
2-izopropylo-2-oksazoliny.

A B C

Rysunek 7. Morfologia otrzymanych warstw mPGl (A), PENOx (B) i PIPOx (C)
Figure 7. The morphology of obtained layers: mPGl (A), PENOx (B) and PIPOx (C)
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Badano termowrazliwo$¢ otrzymanych warstw polimerowych na podlozach
stalych. Zmiana konformacji termowrazliwych makroczasteczek na podiozu, spo-
wodowana podwyzszeniem temperatury, prowadzi do odwracalnej dehydratacji
tancuchéw, w wyniku czego warstwa polimerowa zmniejsza swoja zwilzalno$¢, kur-
czy sie i przylega do podtoza. Badano grubos¢ warstwy oraz jej zwilzalnos¢ w tem-
peraturze ponizej i powyzej temperatury przej$cia fazowego immobilizowanego
polimeru. Do tego celu wykorzystano elipsometrie i pomiar kata zwilzania.

Wszystkie warstwy inkubowane w wodzie w temperaturze 20°C wykazywaly
zwiekszone powinowactwo do wody przy jednoczesnym zwiekszeniu grubosci
warstwy w poréwnaniu z warstwami suchymi. Woda przenika w obszary miedzy-
czasteczkowe polimeru i solwatuje fancuchy. Warstwa polimeru wykazuje wyso-
kie powinowactwo do niej i pecznieje. Warto$¢ kata zwilzania dla inkubowanych
w wodzie warstw mPGI wynosita od 30 do 60° w zaleznosci od grubosci warstwy
polimerowej, dla warstw PENOx od 50 do 56° w zaleznosci od zawarto$ci hydrofo-
bowej 2-nonylo-2-oksazoliny w kopolimerze tworzacym warstwe oraz dla warstw
PIPOx od 54 do 61° w zaleznosci od stopnia pokrycia krystalitami. Jednoczesnie
obserwowano zwiekszenie grubosci wszystkich warstw podczas inkubacji w wodzie
w temperaturze 20°C.

Po okreslonym czasie inkubacji w wodzie zwi¢kszono temperature powyzej
T, immobilizowanych kopolimeréw. Spowodowalo to zmniejszenie si¢ grubosci
warstw PIPOx i PENOx wywolane kurczeniem si¢ fancuchéw polimerowych na
powierzchni. Najwieksza zmiane grubosci wykazywaly warstwy PIPOx o zawartosci
krystalitéw do 40%. Dla wszystkich warstw zaobserwowano réwniez zmniejszenie
powinowactwa do wody. Powyzej temperatury przejscia fazowego woda usuwana
jest z wnetrza warstwy, powierzchnia staje sie hydrofobowa, czemu towarzyszy pod-
wyzszenie kata zwilzania.

Nietypowo na zmiane¢ temperatury reagowaly warstwy mPGIl. Wzrost tempe-
ratury powyzej punktu zmetnienia polimeru powodowat dalszy, cho¢ nieznaczny
wzrost grubosci warstw. Badany w pracy termowrazliwy tancuch kopolimeru zawie-
rajacy wiele grup funkcyjnych wiaze sie z podlozem w wielu miejscach (Rys. 6B).
Taka warstwa moze zupelnie inaczej reagowac¢ na zmiany temperatury niz warstwy
o strukturze szczotek [9]. Pomimo ze warstwy mPGl w temperaturze powyzej T,
ulegaja dehydratacji i zmieniaja swoja filowo$¢, to jednak usuwaniu wody z ich wne-
trza musi towarzyszy¢ czesciowe rozcigganie lancuchéw prowadzace do wzrostu
grubosci warstwy.

Zmiany katow zwilzania i grubosci warstw pod wplywem temperatury potwier-
dzily, ze otrzymane warstwy sa termowrazliwe.
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2.3. ODDZIAEYWANIE POLIMEROW I WARSTW POLIMEROWYCH
Z KOMORKAMI SKORY

W pracy jako modelowe komérki do badan oddzialywania z termowrazliwymi
warstwami polimerowymi zastosowano komorki skory. Hodowle komorek skory
w formie arkuszy mogg znalez¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu ran i oparzen.
Istotnym postepem w leczeniu oparzen jest mozliwo$¢ stosowania arkuszy komorek
spojonych macierzg zewnatrzkomoérkows, a nie zawiesiny pojedynczych komorek.
Wyhodowanie in vitro komorek naskorka lub skory wlasciwej w postaci plata i jego
nalozenie bezposrednio na rane to alternatywa, ktéra moglaby znacznie skracaé
proces gojenia.

W pracy przeprowadzono hodowle i proby odczepiania arkusza komdrek skory
- fibroblastow, z wykorzystaniem termowrazliwych powierzchni mPGl, PENOx
i PIPOx. W pierwszym etapie zbadano wplyw tych polimeréw na zywotnos¢ komo-
rek. W pracy do oceny przezywalnosci fibroblastow w obecnosci termowrazliwych
pochodnych poliglicydolu i polioksazolin zastosowano standardowy test metabo-
liczny Alamar Blue [10]. Wykazano, ze badane polimery nie byly toksyczne w sto-
sunku do fibroblastéw w szerokim zakresie stosowanych stezen, co pozwolilo na ich
wykorzystanie do hodowli tych komoérek.

Nastepnie fibroblasty wysiewano na termowrazliwe warstwy mPGl, PENOx
i PIPOx w temperaturze 37°C (powyzej T, polimeréw). Po okreslonym czasie
hodowli obliczano odsetek komorek, ktére ulegly adhezji do termowrazliwej war-
stwy kopolimeru. Prébe kontrolng stanowila hodowla fibroblastéow na podtozu
stosowanym standardowo w laboratoriach medycznych i biologicznych - mody-
fikowanym polistyrenie (TCPS). W temperaturze prowadzenia hodowli fibro-
blasty ulegaly adhezji i rozplaszczaniu na badanych podlozach. Po 24 godzinach
hodowli na wszystkich badanych warstwach komorki osiagnely pelng konfluencje
(cala powierzchnia wzrostowa warstw bylfa porosnigta przez komorki). Utworzony
zostal zwarty arkusz komorek, w obrebie ktorego komorki $cisle przylegaly do sie-
bie i byly polaczone macierza zewnatrzkomorkows. W wypadku warstw PIPOx
obecnos¢ krystalitow na warstwach sprzyjata adhezji komorek. Fibrylarne krystality
podobne sg ksztattem do wtdknistych bialek macierzy zewnatrzkomorkowej, takich
jak kolagen, elastyna, fibronektyna czy laminina, przez co moga imitowa¢ naturalne
warunki wzrostu komorek. Przestrzenna sie¢ krystalitow, na ktorej rosna fibrobla-
sty, moze dodatkowo ulatwiaé przeplyw substancji odzywczych do komoérek oraz
metabolitow z komorek do macierzy, co sprzyja proliferacji komorek. Na Rysunku 8
poréwnano przykladowy arkusz komoérek wyhodowany na TCPS po 24 godzinach
oraz arkusze wyhodowane na termowrazliwych warstwach mPGI, PENOx i PIPOx.
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TCPS mPGl PENOx PIPOx

Rysunek 8. Poréwnanie arkusza komoérek wyhodowanego na TCPS, PENOx i PIPOx i po 24 godzinach
hodowli
Figure 8. Comparison of cell sheets cultured on TCPS PENOx and PIPOx after 24 hours of culture

Po osiagnieciu przez fibroblasty pelnej konfluencji przeprowadzono préby
indukowanego termicznie odczepienia jednolitego arkusza fibroblastow od ter-
mowrazliwych warstw. W tym celu obnizono temperatur¢ hodowli do 20°C
w wypadku warstw mPGI i PIPOx oraz do 15°C w wypadku warstw PENOXx.
W tych warunkach warstwy sa dehydratowane. Pod wptywem fizykochemicznych
zmian wlasciwosci podloza, na ktérym znajduja si¢ komdrki, zmienia si¢ charak-
ter oddziatywan biatek i innych skltadnikéw ECM z podlozem, co jest koniecz-
nym bodZcem zapoczatkowujagcym proces odczepiania komoérek od podloza. Dla
zadnej z badanych warstw mPGl po obnizeniu temperatury hodowli do 20°C nie
zaobserwowano efektu samoczynnego odczepiania arkusza fibroblastow. Bylo
to najprawdopodobniej spowodowane specyficzng reakcja warstwy na zmiane
temperatury. Sposrdd wszystkich otrzymanych warstw PENOXx, tylko dla jednej
powierzchni zaobserwowano samoczynne, indukowane termicznie odczepianie
arkusza komorek. Powierzchnia ta charakteryzowala sie najbardziej chropowatg
strukturg i najmniejszym powinowactwem do wody i wykazywata najwigkszg
roznice w katach zwilzania pomiedzy stanem hydratowanym a dehydratowanym.
W wypadku warstwy PIPOx o stopniu pokrycia krystalitami 40%, natychmiast
po obnizeniu temie peratury zaobserwowano odczepianie si¢ fragmentu arkusza
fibroblastow. Po okolo 15 minutach fibroblasty ulegly calkowitemu odczepieniu,
tworzac oddzielony, zwiniety arkusz (Rys. 9). W wypadku warstw PIPOx o stopniu
pokrycia krystalitami 70%, a takze warstw, z powierzchni ktérych usunieto krysta-
lity, nawet po calonocnej inkubacji w temperaturze 20°C nie obserwowano efektu
odczepiania arkusza fibroblastéw. Zaobserwowano, ze doszlo jedynie do odklejenia
pojedynczych komorek i fragmentéw arkusza. Przeprowadzone badania wskazuja,
ze obecnos¢ pewnej liczby krystalitow sprzyja odczepianiu arkusza.

Arkusz fibroblastow podczas samoczynnego odczepiania ulegal zwijaniu
(Rys. 9). Aby zapobiec zwijaniu sie arkusza uzyto narzedzi do wspomagania odcze-
piania i przenoszenia komédrek. W tym celu zastosowano trzy rdzne opatrunki bio-
logiczne w postaci membran: krazek kolagenowy, syntetyczny naskorek ,,Suprathel”
skladajacy si¢ z kopolimeru laktydu, weglanu trimetylenu i e-kaprolaktonu oraz
opatrunek hydrozelowy ,,Aqua-Gel”, w skfad ktérego wchodza poliwinylopirolidon,
glikol polietylenowy i agar.
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Rysunek 9.  Odklejanie arkusza fibroblastow od warstwy PIPOx w temperaturze 20°C (rysunek lewy) oraz
zwiniety arkusz fibroblastow odczepiajacy si¢ od tej warstwy (rysunek prawy)

Figure 9. Detachment of fibroblast sheet from PIPOx layer at temperature 20 °C (left) and rolling of fibro-
blast sheet during detachment (right)

Membrany nanoszono na arkusz fibroblastéw wyhodowany na termowrazliwej
warstwie w temperaturze 37°C. Po przyczepieniu si¢ komérek do danej membrany
obnizono temperature hodowli ponizej T . Po 15 minutach podnoszono membrane
z przyczepiong warstwg komorek i przenoszono arkusz do wyjatowionych naczyn
hodowlanych. Doswiadczenia z wykorzystaniem membran dowiodly, ze ich uzycie
ulatwia odczepienie i umozliwia przeniesienie arkusza fibroblastow w nienaruszo-
nej formie.

WNIOSKI

W ramach pracy opracowano termowrazliwe warstwy wykorzystujac pochodne
poliglicydolu i (ko)polimery oksazolin na podlozach statych do hodowli i bezinwa-
zyjnego odczepiania komoérek skory w postaci arkusza.

Termowrazliwe kopolimery glicydolu i etylokarbaminianu glicydylu, 2-etylo-
i 2-nonylo-2-oksazoliny oraz homopolimery 2-izopropylo-2-oksazoliny nie wyka-
zywaly toksycznosci wzgledem fibroblastow.

Funkcjonalizacja powierzchni krzemu i szkla pozwolila na wprowadzenie
na podloze reaktywnych grup funkcyjnych, zdolnych do reakeji z polimerem.
W wyniku reakeji kompatybilnych grup podioza i polimeru metoda ,szczepienia
do” utworzone zostaty stabilne warstwy. Warstwa poliglicydolu sktadata si¢ z fancu-
chéw polimerowych, przyczepionych do podloza w wielu miejscach wzdtuz fancu-
cha. Warstwy polioksazolin mialy strukture szczotkows.

Ustalono, ze struktura i grubos¢ warstwy poliglicydolu zalezy od warunkéw
szczepienia i stezenia roztworu polimeru stosowanego podczas nanoszenia poli-
meru. Otrzymano warstwy o grubosci od 20 do 60 nm. O chropowato$ci warstw
kopolimerdw 2-etylo- i 2-nonylo-2-oksazoliny i ich powinowactwie do wody decy-
dowala zawartos¢ hydrofobowej NOx w tancuchu. Warstwy poli(2-izopropylo-2-
oksazoliny) byly pokryte zaadsorbowanymi krystalitami w ksztalcie fibryli, a ich
liczba zalezala od czasu polimeryzacji PIPOx w acetonitrylu. Stopien pokrycia
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powierzchni krystalitami mozna kontrolowa¢ stosujac odpowiednie procedury
(stopienie, zamorfizowanie i wymycie). Powinowactwo warstw PIPOx do wody
zmniejszalo si¢ ze zwiekszajaca ilo$cig krystalitow na podtozu.

Wszystkie otrzymane nanometrowe warstwy byly termowrazliwe i zmienialy
swoj charakter z hydrofilowego na hydrofobowy wraz ze wzrostem temperatury
powyzej temperatury zmetnienia immobilizowanych (ko)polimeréw. Dzigki tym
wlasciwosciom otrzymane warstwy mogly by¢ zastosowane do hodowli i odczepia-
nia komorek.

W temperaturze hodowli, 37°C, fibroblasty dokonywaly adhezji do wszystkich
warstw, i w ciggu 24 godzin tworzyly jednolity, zwarty arkusz, w obrebie ktérego
Scisle przylegaly do siebie i byly polaczone macierza zewnatrzkomoérkows. Po
obnizeniu temperatury ponizej T_, gdy warstwy wykazywaly wlasciwosci hydro-
filowe, arkusz fibroblastow samoczynnie odczepil si¢ od warstw (ko)polioksazolin.
Najszybciej (w czasie 15 minut od obnizenia temperatury) arkusz fibroblastow
odczepial si¢ od warstwy poli(2-izopropylo-2-oksazoliny), ktdrej powierzchnia byta
w 40% pokryta krystalitami. Badania wykazaly, ze obecnos¢ pewnej liczby krystali-
tow sprzyja odczepianiu arkusza fibroblastow od warstw poli(2-izopropylo-2-oksa-
zoliny). Arkusz nie odczepia si¢ samoczynnie ani od w pelni amorficznej warstwy
PIPOx, ani wtedy, gdy na powierzchni znajduje si¢ zbyt wiele hydrofobowych
krystalitow. Sposrod warstw PENOX, najszybsze odczepianie fibroblastéw obser-
wowano w wypadku powierzchni o najwyzszej chropowatosci oraz najmniejszym
powinowactwie do wody. Nie obserwowano samoczynnego odczepiania arkusza
fibroblastow od warstw poli(glicydolu-co-etylokarbaminianu glicydylu).

Stwierdzono, ze zastosowanie narzedzi w postaci syntetycznego naskorka, opa-
trunku hydrozelowego lub krazka kolagenowego wspomaga odczepianie i umozli-
wia przenoszenie arkuszy fibroblastéw w niezmienionej formie.
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