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Streszczenie

Komorki, zabezpieczone przed atakiem ze strony
uktadu odpornos$ciowego biorcy poprzez umieszcze-
nie wewnatrz kapsut polimerowych, stanowig obiecu-
Jacy materiat w dziedzinie badar nad poszukiwaniem
optymalnych uktadéw, zdolnych do zastepowania
uszkodzonych narzadéw. W artykule opisano dwie
metody enkapsulacji komérek z uzyciem alginianu
sodu, usieciowanego jonami wapnia, jako wewnetrz-
nej matrycy, w ktorej znajdujq sie komérki. Stwierdzo-
no, ze dodatkowe otoczenie takiej kapsuty poli(alko-
holem winylowym), usieciowanym za pomocg alde-
hydu glutarowego, powodowato denaturacje biatek
komorki. Zastgpienie tej otoczki bfong z polimeru hy-
drofobowego, wytwarzang metoda wytrgcania miedzy-
fazowego, zwiekszato przezywalno$¢ komérek. Do-
bierajgc odpowiednio warunki procesu uzyskano
membrany przez ktore przenikaty zwigzki niskocza-
steczkowe (np. sktadniki odzywcze) i biatka o matej
masie czgsteczkowej. Otoczki te byly natomiast nie-
przenikalne dla duzych biatek uktadu odpornosciowe-
go. Metoda ta stanowi obiecujgcy sposob enkapsula-
cji komorek, ktére nie bytby uszkadzane i charaktery-
zowatyby sie dtugoterminowq przezywalno$cig po
implantacji.

Stowa kluczowe: hybrydowe sztuczne organy, en-
kapsulacja, immobilizacja, alginian sodu, zele jono-
we, sieciowanie

Wprowadzenie

Skutki wielu choréb natury endokrynologicznej (np. cho-
roby trzustki, przytarczyc i tarczycy) mozna ztagodzi¢ lub
wyeliminowac¢ na drodze przeszczepienia komoérek narza-
dowych. Podjecie funkcji przez przeszczep allogeniczny lub
ksenogeniczny uwarunkowane jest brakiem dostepu ukta-
du immunologicznego biorcy do transplantowanych komo-
rek. Cel ten moze zostac osiggniety bez potrzeby stosowa-
nia srodkéw immunosupresyjnych poprzez izolacje prze-
szczepianych komorek przy uzyciu materiatéw polimero-
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Abstract

Living cells, protected from host immune system
response in a manner of encapsulation inside poly-
mer matrices, can provide surrogate device for main-
taining or replacement of broken-down organs. In this
paper two methods of living cells encapsulation are
described. These methods are based on sodium algi-
nate cross-linking induced by calcium cations. First
attempt is based on an additional covering of alginate
matrix by poly(vinyl alcohol) layer cross-linked with
glutaraldehyde. However, this procedure caused de-
naturation of cellular proteins. Cells survived the proc-
ess of encapsulation when the outer layer of the cap-
sules was replaced by hydrophobic polymer mem-
brane. This cover was produced using interfacial pre-
cipitation method. By selecting the appropriate condi-
tions of encapsulation, the membranes permeable for
low-molecular weight compounds (nutrients) and low-
molecular weight proteins were developed. However,
the high-molecular weight immune system proteins
(9-globulin) could not diffuse through the formed layer.
Described method could be a convenient tool for the
encapsulation of living cells which are not damaged
and are characterised by long-term survival.

Keywords: hybrid artificial organs, encapsulation,
immobilisation, sodium alginate, ionic gels, cross-link-
ing

Introduction

The consequences of many endocrine diseases, like
pancreas, thyroid or parathyroid disorders, can be allevi-
ated or removed by transplantation of the appropriate or-
gan cells. Normal functioning of an allogenic or xenogenic
transplant is possible only if the host immune system has
no access to the transplanted cells. This can be achieved,
without application of immunosuppressants, by isolation of
the transplanted cells with polymeric materials. The im-
planted cells, protected from the immune system reaction,
should perform their usual functions, i. e. to secrete spe-
cific products, depending on the external stimuli. In addi-
tion, polymeric shell should be biocompatible and non-bio-
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organizmu biorcy, spetnia¢ swoje normalne funkcje tj. wy-
dziela¢ specyficzne dla nich produkty w ilosci zaleznej od
stymulacji zewnetrznej. Z kolei otoczka polimerowa powin-
na by¢ biokompatybilna i niebiodegradowalna, przepusz-
czalna dla tlenu i substancji odzywczych, produktéw prze-
miany materii wydzielanych przez enkapsulowane komdrki
oraz zwigzkow stymulujacych ich prace. Optaszczajaca
membrana nie powinna przepuszczaé jednakze sktadnikéw
uktadu immunologicznego biorcy.

Pierwsze proby wytwarzania enkapsulowanych komé-
rek podejmowane byly juz w latach 60 i 70-tych. Jednak
dopiero propozycje Lima dotyczace wytwarzania hybrydo-
wej sztucznej trzustki [1] spowodowaty wzrost zaintereso-
wania tym kierunkiem badan biomedycznych. Lim zapro-
ponowat umieszczenie komdrek w otoczce alginianu sodu
usieciowanego jonami wapnia. Dodatkowo uktady takie ota-
czane byty poli(L-lizyng) lub innymi polikationami (chitoza-
nem, dekstranem) [2]. W praktyce okazato sie jednak, ze
po stosunkowo krétkim czasie kapsutki byty otorbiane przez
tkanke taczna, co uniemozliwiato ich funkcjonowanie [3].
Inne podejscie prezentowane jest w pracach Seftona [4], w
ktérych komorki otaczane sg polimerami syntetycznymi:
kopolimerem metakrylanu metylu i metakrylanu hydroksy-
etylu z domieszka poli (N-winylopirolidonu).

W niniejszej pracy opisane sg alternatywne metody en-
kapsulacji komorek oraz badania przenikalno$ci wybranych
zwigzkow przez powstate membrany. Metoda enkapsulacji
poprzez sieciowanie alginianu sodu za pomoca jonow wap-
nia zostata zmodyfikowana poprzez zastosowanie polime-
row syntetycznych - poli(alkoholu winylowego) (PVAL) i
polimeru hydrofobowego.

Materialy i metodyka

Otrzymywanie kapsufek alginianowych.

Do przygotowania kapsutek uzywano 3% roztworu algi-
nianu sodu (Alg, Aldrich) w 0,9% wodnym roztworze chlor-
ku sodu. Roztwér ten byt wkraplany z biurety do naczynia
zawierajgcego 0,15 mol dm chlorku wapnia. Po wytworze-
niu, kapsutki (Srednica 2-3 mm) byly pozostawione przez
pewien czas (20 min.) w roztworze CaCl,, a nastepnie prze-
mywane 0,9% roztworem chlorku sodu.

Otrzymywanie kapsufek alginianowych otaczanych
usieciowanym poli(alkoholem winylowym) (PVAL).

Przygotowany poprzez rozpuszczenie w podwyzszonej
temperaturze roztwér Alg (3%) i PVAL (3%) w 0,9 % NaCl
byt wkraplany jak w metodzie poprzedniej, do roztworu
CaCl,, a nastepnie przemywany roztworem NaCl. Kapsutki
byly zanurzane przez 1 minute w roztworze aldehydu glu-
tarowego (1%, pH 1,0) i przemywane roztworem soli fizjo-
logicznej. Nastgpnie byty one umieszczane w roztworze
PVAL (5 min, 3-8%), przenoszone ponownie do roztworu
aldehydu glutarowego i ponownie przemywane. pH roztwo-
row byto ustalane przez dodanie odpowiedniej ilosci kwasu
solnego.

Otrzymywanie kapsufek alginianowych otaczanych
polimerem hydrofobowym.

Wstepny etap polegat na przygotowaniu kapsutek algi-
nianowych jak opisano wyzej uzywajac 2% roztworu Alg w
0,9 % NaCl. Nastepnie byly umieszczane w 3% roztworze
Alg i przeniesione do roztworu CaCl,(czas kontaktu 3 min.).
W ten sposéb na kapsutkach powstawata dodatkowa, ze-
wnetrzna otoczka usieciowanego alginianu. Tak przygoto-
wane kapsutki wprowadzane byly do roztworu polimeru
hydrofobowego w acetonie (stezenie 7-15%). Umieszcze-
nie kapsutek w wodzie powodowato wytrgcanie zaadsorbo-
wanego na powierzchni polimeru. Dwukrotna kapiel w ace-
tonowym roztworze polimeru, potaczona z wytrgcaniem

However, this polymeric membrane cannot be perme-
able for the components of the host immune system.
Although the first attempts toproduce the encapsulated celis
were made in the 1960-ties and 1970-ties, the growing in-
terest in this research area started with the pioneering work
of Lim, concerning preparation of artificial pancreas [1]. The
proposed system is based on the cross-linking of sodium
alginate with calcium ions in aqueous solution in which the
encapsulated cells are placed. Additionally, such capsules
can be modified with a supplemental layer of poly(L-lysine)
or other polycations (chitosan, dextran) [2]. However, the
systems of this type cannot be successfully applied in prac-
tice because of the capsules encystment with connective
tissue [3]. Different approach to the encapsulation problem
is presented by Sefton [4] who describes a system in which
the cells are closed in synthetic polymer capsules. In this
case, copolymers of methyl methacrylate and hydroxyethyl
methacrylate with poly(N-vinylpyrrolidone) were used as the
coating materials.

In this paper we describe an alternative method of
cells encapsulation as well as studies on permeability of
the formed membranes by the compounds of different size.
The improvement of the method of sodium alginate cross-
linking by an addition of poly(vinyl alcohol) (PVAL) or hy-
drophobic polymer is also reported.

Materials and methods

Alginate capsules formation.

Solution of 3% (w/v) sodium alginate (Alg, Aldrich) in
0.9% sodium chloride was dropped from burette or Pasteur
pipette in a glass vessel containing CaCl, (0.15 M). The
droplets (diameter ca. 2-3 mm) jellied. The formed calcium
alginate beads were then kept for some time (20 min) in the
CaCl, solution. Finally, they were washed with 0.9% NaCl
solution.

Alginate capsules covered with crosslinked poly(vinyl
alcohol) (PVAL).

Mixture of Alg (3% w/v) and PVAL (3% w/v) in 0.9% so-
dium chloride aqueous solution was prepared at elevated
temperature. Resulting solution was dropped in calcium
chloride solution, followed by washing of resulting droplets
with 0.9% NaCl. Subsequently, the capsules were kept in
glutaraldehyde solution (1%, pH 1.0) for 1 min, in order to
form crosslinks between PVAL chains, and washed again.
Next, the beads were immersed for 5 min. in PVAL solution
(3-8%), then transferred once more to glutaraldehyde solu-
tion. The pH of glutaraldehyde solutions was adjusted with
HCIL.

Alginate capsules covered with hydrophobic polymer

The initial stage was identical with the one described
above, except that 2% Alg solution in 0.9% NaCl was used.
Additionally, capsules were placed in 3% Alg solution and
transferred to CaCl, solution for 5 min. in order to form new,
outer layer of crosslinked alginate. Beads prepared in such
way were placed in acetone solution of polymer, concen-
tration 7-15%, and subsequently immersed in water. As this
polymer is not soluble in water, it precipitates at the surface
of alginate capsules. Repetition of this procedure results in
thicker and more mechanical resistant coating.
Permeability studies.

Permeability of model compounds and cells through the
walls of the formed beads was measured spectrophotometri-
cally. As a model for low-molecular compounds the well-
known dye, rhodamine B (Allied Chemical), was chosen.
Its molecular weight is 395 g mol-' and the absorbance can
be measured at =556 nm (extinction coefficient
£=1.110° dm®mol'cm~' [5]). As model proteins, human al-
bumin (ZLB, Swiss Red Cross, molecular weight



otoczki w wodzie, powodowata tworzenie sie powtoki o wiek-
szej grubosci i wytrzymatosci na mechaniczne uszkodze-
nia.

Badanie przepuszczalnosci $cian kapsufek.

Przenikalno$¢ modelowych zwigzkéw przez wytworzo-
ne membrany byta mierzona spektrofotometrycznie. Mode-
lowym zwigzkiem niskoczasteczkowym byt barwnik roda-
mina B (Allied Chemical, M=395 g mol"'), ktérego widmo
absorpcyjne posiada maksimum przy 556 nm (wspétczyn-
nik absorpcji =1-10° dm®*mol-'cm' [5]). Modelowymi biatka-
mi byty: albumina ludzka (ZLB Centralne Laboratorium
Krwiodawstwa Szwajcarskiego Czerwonego Krzyza, 68 tys.
Da) oznaczana przy A=220 nm (¢=1,510% dm®mol“'cm™' [6])
i y-globulina ludzka (Biomed, 180 tys. Da) oznaczana przy
A=210 nm (¢=3,4106 dm*mol'cm™ [6]). Jako modelowe
komorki postuzyty czerwone ciatka krwi krolika. Gdyby ko-
morki te przenikaty przez scianki kapsutki do wody lub ule-
gaty uszkodzeniu podczas ich enkapsulacji natychmiast
nastepowataby ich hemoliza i uwalnianie hemoglobiny, kt6-
rej absorbancje mozna fatwo oznaczac. Stezenie hemoglo-
biny byto mierzone przy 540 nm (¢=820 dm®mol* cm™).
Barwnik, modelowe biatka lub erytrocyty dodane byty do
roztworu Alg lub Alg/PVAL przed przygotowaniem kapsu-
tek, ktore, po utworzeniu i przemyciu, byly zanurzane w
znanej objetosci wody. Prébki tego roztworu byty pobiera-
ne, a ich absorbancja mierzona za pomoca spektrofotome-
tru Hewlett Packard 84524.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM).

Zdjecia powierzchni i przekrojow poprzecznych kapsu-
tek wykonane byty za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego Jeol 35C w Instytucie Widkien Chemicznych
w todzi. Przed wykonaniem zdje¢ probki byty liofilizowane
i suszone. Nastepnie na ich powierzchnie napylane byto
ztoto.

Wyniki i dyskusja

tancuchy polimerowe alginianéw maja charakter aniono-
wy i fatwo zelujg w obecnosci kationdw wielowartosciowych
metali, np. jonéw wapnia. Wtasciwos$¢ ta jest szeroko wy-

68 000 Da) and y-globulin (Biomed, Poland, molecular
weight - 180 000 Da) were chosen. The concentration of
albumin and y-globulin was determined at 1=220 nm
(6=1.510° dm®mol-'cm™ [6]) and =210 nm (¢=3.4:10°
dm®mol”'cm [6]), respectively. Rabbit erythrocytes were
chosen as model cells. In case they diffuse through cap-
sule walls to water outside the beads, immediate haemoly-
sis and haemoglobin release occur. The concentration of
released haemoglobin can then be measured
spectrometrically at =540 nm (¢=820 dm®mol”'cm). The
dye, model proteins and erythrocytes were added to the
alginate or alginate/PVAL solution before preparation of the
beads. After formation and washing of spheres, they were
kept in a known amount of water. Samples of the solution
were collected at different intervals of time and absorbance
was measured with use of Hewlett Packard 84524 spectro-
photometer.

Scanning electron microscopy (SEM).

Pictures of surface and cross -sections of capsules were
taken using scanning electron microscope Jeol 35C in the
Institute of Chemical Fibres, in £6dz. Samples were pre-
pared by freeze-drying. The fractured surfaces were coated
with gold.

Results and discussion

The polymeric chains of alginate have anionic character
and can be easily cross-linked in the presence of multiva-
lent metal cations, e. g. calcium cations. This makes these
systems very useful for preparation of ionic gels used for in
the formation of artificial, hybrid organs [1,7,8]. Addition-
ally, cross-linked PVAL is a convenient and non-toxic bio-
material applied as a membrane in artificial pancreas or
kidney, wound dressing and materials designed for contact
with blood [9,10]. PVAL undergoes cross-linking reaction
with glutaraldehyde in acidic solution [11]. The produced
capsules consisted of the inner opaque alginate layer, in
which the studied compounds or cells were placed, and in-
ner transparent and soft coating of cross-linked PVAL. In
the studied time-scale the dye diffuses rapidly through the
capsule walls, but the erythrocytes release was not observed
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RYS. 1. Kinetyka uwalniania rodaminy B i czerwonych cialek krwi z kapsutek alginianowych (Alg) i z kapsutek
alginianowych z zewnetrzna otoczka wykonang z PVAL usieciowanego aldehydem glutarowym (Alg/PVAL).

FIG. 1. Kinetics of rhodamine-B and erythrocytes release from alginate capsules (Alg) and from alginate capsules
additionally coated with the outer layer formed by PVAL crosslinked with glutaraldehyde.
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Polimer ten fatwo sieciuje w kwasnym $rodowisku w obec-
nosci aldehydu glutarowego [11]. Otrzymane kapsutki zbu-
dowane byly z wewnetrznej, metnej sfery alginianowej, w
ktérej umieszczone byly zwigzki lub komérki, ktorych dyfu-
zje badano. Na zewnatrz byty one otoczone przezroczystg
i migkka warstwg usieciowanego PVAL. W badanej skali
czasowej barwnik tatwo przenikat przez $cianki kapsutek,
natomiast uwalnianie czerwonych ciatek krwi praktycznie
nie byto obserwowane (RYS. 1.). Komorki erytrocytow sg
na tyle duze, by ich przenikanie przez sie¢ polimerowa byto
W znacznym stopniu zahamowane.

Stezenie PVAL w roztworze formujgcym nie miato znacz-
nego wptywu na szybko$¢ uwalniania badanych substan-
cji, jednak drastyczne warunki procesu (niskie pH, obec-
nos¢ glutaraldehydu) powodowaty obumieranie immobilizo-
wanych komorek [12]. Ze wzgledu na to, podjete zostaty
proby opracowania technologii wytwarzania kapsutek uzy-
wajac metody wytrgcania miedzyfazowego przy zastoso-
waniu innego polimeru [4]. Kapsutki otrzymane tg metodg
majq stosunkowo mocne, nieprzezroczyste $cianki, we-
wnatrz ktérych zamkniety jest zel alginianowy z enkapsulo-
wanym materiatem. Stwierdzono, ze otoczki wykonane z
polimeru hydrofobowego nie stanowig istotnej przeszkody
dla dyfuzji zawartego wewnatrz barwnika, ktory ze wzgledu
na niewielkie rozmiary moze fatwo przenika¢ przez sie¢

glutaraldehyde presence) caused protein denaturation and
cells haemolysis [12]. For that reason, different attempts to
establish a new technology of capsule formation were im-
plemented. The chosen method is based on interfacial pre-
cipitation of hydrophobic polymer [4]. The beads produced
with use of this method have relatively strong opaque walls,
inside of which alginate gel together with encapsulated
material is placed. It was stated that covering of the algi-
nate capsules with this polymer does not inhibit significantly
the dye diffusion. With regard to small dimensions com-
pared to the mesh size in polymer network, it can easily
permeate through the Alg gel and the outer polymer layer.
This feature is of great importance, because described
membranes should be permeable by the compounds of low-
molecular weight. Increasing number of outer polymer lay-
ers or increasing the concentration of this polymer in the
forming solution results in significant retardation of diffu-
sion [6]. It is connected with decreasing of pore diameter
and narrowing of its size distribution, as the concentration
of forming solution increases. This can be seen while com-
paring the SEM micrograph of the polymer coating produced
with 7% and with 15% solution (FIG. 2.).

Observed diffusion retardation was even more pronounced
in the case of albumin and y-globulin macromolecules. The
higher was the concentration of the forming solution, the

RYS. 2. Zdjecia SEM
fragmentéw polimero-
wej membrany zewne-
trznej wykonanej z
polimeru hydrofobo-
wego (powiekszenie
1000 razy). Stezenie
roztworu formujacego -
a) 7%, b) 15%.

polimerowa. Jest to zaletg badanego materiatu, jako ze
membrany takie powinny by¢ przenikalne dla zwigzkéw o
niskich masach czasteczkowych. Zwiekszenie grubosci oto-
czek i stezenia roztworu formujgcego powoduje znaczace
spowolnienie procesu dyfuzji [6]. Jest to zwigzane ze zmniej-
szaniem $rednicy porow w miare

FIG. 2. SEM micro-
graphs of the outer
polymeric mem-
brane (magnifi-
cation 1000 times).
Concentration of
forming polymer
solution -

a) 7%, b) 15%.

slower they permeated through the capsule walls. Moreo-
ver, the maximum amount of released y—globulin was lower
than in the case of albumin, in spite of the same kinetic
pattern in the early stages of their release (FIG. 3.).

zwiekszania stezenia roztworu for- 50

mujacego otoczke, co jest wido-
czne na zdjeciach mikroskopo-

wych (RYS. 2.). 40 4
Obserwowane spowalnianie

przenikania byto jeszcze bardziej

widoczne w przypadku czaste- 30 4

czek biatek - dyfundowaty one tym
wolniej, im wieksze byto stezenie
roztworu uzytego do wytwarzania
zewnetrznej otoczki. Co wiecej,
maksymalny poziom uwolnionej y-
globuliny byt nizszy w poréwnaniu
z albuming, pomimo tego, iz w po-
czatkowym etapie przebieg kine-
tyki uwalniania byt jednakowy dla
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Rys. 3. Kinetyka uwalniania albuminy i y-globuliny ludzkiej z kapsutek alginianowych pokrytych dodatkowq :
podwdjna otoczka wykonang z polimeru hydrofobowego (stezenie polimeru w roztworze formujacym - 15%).

Fig. 3. Kinetics of albumin and y-globulin release from alginate capsules covered with twofold polymer coating

(concentration of forming solution - 15%).




Wynika to z roznicy wielkosci czasteczek badanych zwigz-
kow. Mniejsza albumina uwalniana jest z wnetrza i wymy-
wana z powierzchni kuleczek, natomiast wieksza czastecz-
ka y-globuliny wtasciwie nie wydostaje sie z zamknietego
wnetrza kapsutek, a jej poczatkowe uwalnianie zwigzane
jest z wymywaniem z powierzchni membrany i z jej poréw.

WhiosKi

Przedstawiona metoda enkapsulacji zywych komérek w
zelach alginianowych otoczonych powtokg polimeru hydro-
fobowego stanowi obiecujacy sposéb otrzymania hybrydo-
wych sztucznych narzadéw. Dobdr odpowiednich warun-
kéw zapewnia swobodne przenikanie przez wytworzone
membrany zwigzkéw niskoczgsteczkowych, jak réwniez
dyfuzje biatek o niewielkiej masie czasteczkowej (albumi-
ny). Jednoczesnie, przez tak wytworzong powtoke praktycz-
nie niemozliwa jest dyfuzja y-globuliny, biatka charaktery-
stycznego dla uktadu odpornosciowego. Zastosowanie do
wytwarzania zewnetrznej otoczki PVAL usieciowanego al-
dehydem glutarowym powoduje obumieranie komorek, znaj-
dujacych sie wewnatrz kapsutek, ze wzgledu na drastycz-
ne warunki sieciowania.

Istotnym problemem jest zapewnienie enkapsulowanym
komdrkom mozliwie najlepszych warunkéw rozwoju i unik-
niecie ich wzajemnego zatruwania przez produkty przemia-
ny materii, tak aby mogty one rosna¢ i dzieli¢ sie. Prowa-
dzone w chwili obecnej badania polegajace na wytwarza-
niu zelu alginianowego o specjalnej, komorowej strukturze
stanowig obiecujgce rozwigzanie tego problemu.
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It is probably caused by different sizes of the studied pro-
teins. Smaller albumin molecules are released from the in-
ner space of the beads and washed away from the surface,
while bigger y-globulin ones cannot escape from the inside
and are only delivered from the membrane surface and from
its pores.

Conclusions

The described method of living cells encapsulation in al-
ginate gels coated with hydrophobic polymer layer is a prom-
ising way in order to produce artificial, hybrid organs. The
choice of appropriate conditions ensures free diffusion of
low-molecular weight compounds through formed mem-
branes, as well as their permeability by small proteins (al-
bumin). At the same time, the diffusion of the immune sys-
tem protein (y-globulin) through the bead walls is con-
strained. Application of cross-linked PVAL to the produc-
tion of the outer layer results in encapsulated cell damage.
This is because of the very rough cross-linking conditions.

The problem, which should be resolved in our further
investigation, is how to provide the cells with the most suit-
able living conditions and how to avoid their damage caused
by the products of the metabolism. Studies connected with
these questions are currently performed by our group. They
are connected with a development of a new system of algi-
nate gel with special, spherical chamber structure.
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